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（分担）研究報告書 

先天性 GPI 欠損症の症例登録システムの構築と実態調査及び早期診断法の確立 

    研究分担者 井上 徳光 大阪府立成人病センター研究所・腫瘍免疫学部門長 

 

先天性 GPI 欠損症の症例登録システムの構築と疾患マーカーの検索に関する研究 

研究要旨 

 先天性 GPI 欠損症 (IGD)のてんかん発作のコントロールに、ビタミン B6 が有効である症例がある

ため、原因不明の知的障害やてんかんを持つ患者から、IGD を鑑別診断する事は極めて重要である。

今回、私たちは、研究代表者のグループと協力して、疾患データベースの構築、第２回患者の会を

行った。また、ビタミン B6、髄液中葉酸、ビタミン B1 の測定システム、臨床的な診断システムとし

ての CD16 発現低下を解析するシステムの構築を行った。 

 

Ａ．研究目的 

 今まで原因不明とされてきた知的障害、運動

発達障害、てんかんをきたす疾患から、先天性

GPI 欠損症 (IGD)を鑑別診断することは、ビタミ

ン B6 投与が、少なくとも一部の IGD の難治性て

んかん発作のコントロールに極めて有効な症例

がある事から、重要である。しかし、IGD の原因

遺伝子としての候補遺伝子が少なくとも27遺伝

子存在するにもかかわらず、未だ、遺伝子異常

の見つかっていない GPI 生合成関連遺伝子もあ

り、私たちのこれまでの取り組みによって急増

してはいるが、未だ診断されず、てんかん発作

がコントロールできずに苦しんでいる患者が存

在すると予想される。また、これらの症例を早

期に診断する事により、発達の遅れを軽減また

は回復させられる可能性もある。約 150 種類の

GPI アンカー型タンパク質が知られており、異常

な GPI アンカー型タンパク質の種類、発現の低

下の程度、GPI 生合成のステップによって、IGD

は、知的障害、けいれんや運動発達障害に加え

て、多様な症状を呈していると考えられる。ま

た、その多様な症状を持つ上、症例数が限られ

るため、多くの知的障害、てんかんや運動発達

障害をきたす疾患から、IGD を見つけ出すのは、

容易ではない。そこで、私たちは、研究代表者

と共に、IGD に遭遇する多くの小児科医に本疾患

を知ってもらうと共に、簡単にスクリーニング

したり、鑑別する方法を開発する事を目的とす

る。そのためには、よりよい診断マーカーの探

索が重要である。FACS 解析は確実であるが、正

常と比較して低下が微妙である事も多く、また、

常に正常コントロールが必要となることや、好

中球で測定するため、安定性に問題もある。そ

こで、今回、研究代表者と協力して、正常検体

を解析する事なく、臨床検査では通常解析して

いないCD16の発現低下を解析するシステムを検

討した。 

 また、GPI アンカー型タンパク質の細胞表面の

発現が低下しない IGD も存在する。血清アルカ

リホスファターゼは、乳幼児では、年齢による

変化が大きく、また、骨疾患など他の疾患でも

上昇するため、より効果的な診断マーカーが必

要である。さらに、IGD 原因遺伝子の関わる生合

成ステップによっては、血清アルカリホスファ

ターゼに変化が無い事もあり、それらを疑う事

のできる診断マーカーが必要となる。今回、研
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究代表者と協力して、ビタミン B6、髄液中葉酸、

ビタミン B1 の測定システムの構築を検討した。 
Ｂ．研究方法 
 (1) IGD の啓発への取り組み  

昨年に引き続き、研究代表者、大阪大学小児科

と共同して、患者会を開催する。 

 (2) CD16 発現低下解析システムの構築 

 CD16 発現は、通常臨床検査では、陽性細胞の

比率のみしか検討されていないため、発現量を

検討するには、システム構築が必要である。そ

こで、検査会社と共同で、正常コントロールを

使用せずに解析できるCD16発現低下解析システ

ムの構築を行った。 

 (3)新規診断方法の開発 

 新規診断マーカー候補として、リン酸化およ

び脱リン酸化ビタミンB6の末梢血および髄液中

の量、ビタミン B1 を補酵素とする酵素活性低下

による代謝産物の変化、還元型葉酸代謝産物の

髄液中での量が、診断や治療効果のマーカーと

なる可能性がある。そこで、研究代表者と共同

で、北海道医療大学の小林大祐先生、島根大学

医学部の山口清次先生、岡山大学の秋山倫之先

生と共同で、これらの物質の中で有効なマーカ

ーを検索した。 

（倫理面への配慮） 

 当センター研究所では、本研究がヒトゲノ

ム・遺伝子解析研究に関する倫理指針に基づき

行われる研究計画である事が審査され、承認さ

れている。 

 
Ｃ．研究結果 
(1) IGD の啓発への取り組み 

 第２回患者会を研究代表者および大阪大学小

児科のグループと開催し、患者家族と交流した。

昨年度、Web 上で患者情報を入れられるよう大阪

大学未来医療開発部データセンターと、REDCap

システムサービスを利用して作製したが、より、

簡便に臨床データや遺伝子異常を入力できるよ

う改善した。 

(2) CD16 発現低下解析システムの構築 

 現在、患者の CD16 の発現低下を解析するため

に、正常サンプルを一緒に測定している。そこ

で、臨床検査会社と共同で、正常サンプルの代

わりに、IMMUNO-TROL Cells を使用して、標準化

するプロトコールを作成した。また、患者ごと

の蛍光強度を比較検討する為に、 

Negative Control Compensation Particles Set

の Anti-Mouse Ig beads を使用して、CD16 抗体

で染色し蛍光強度を毎回調整する事によって、

蛍光強度の標準化も行えるようした。 

 

(3) 新規診断方法の開発 

 研究代表者や共同研究者と共同して、まだ、

症例数は少ないが、遺伝子変異が同定され GPI

欠損症と確定診断された症例、GPI アンカー型蛋

白の発現低下が検出された症例、その他、GPI

欠損症が疑われたが GPI 欠損症ではないと考え

られた症例に関して、ビタミン B1欠乏による酵

素活性の低下により、異常となる尿中代謝産物

の測定、リン酸化および脱リン酸化ビタミン B6

の血漿中濃度の測定、活性型葉酸代謝産物濃度

測定を行い、解析した。 

 

Ｄ．考察 

 システムは構築されて来たが、まだまだ、発

達障害やけいれんをきたす疾患から IGD 患者を

選び出す事は難しい。それ故、もう少し、大掛

かりな調査研究が必要と考えられた。そのため

に、今回、臨床検査会社と共同で、CD16 の発現

を臨床検査で測定できるシステムの構築を行っ

た。今後、このシステムを用いて、多くの患者

のスクリーニングを行いたい。本スクリーニン

グにより、より簡便な診断マーカーを構築する。 
Ｅ．結論 
 CD16 測定システムを用いて、より広い症例の

中からスクリーニングし、新規患者を同定する

事が必要である。また、大阪大学小児科や静岡
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てんかん・神経医療センターと協力して、ビタ

ミンの補充療法の臨床研究に協力していきたい。 

 代謝マーカーに関しては、症例数がまだ少な

く、現在まだ有効性の判断はできなかった。新

たなマーカーも含め、網羅的で大規模スクリー

ニングが必要であると考えられる。  

 
G．研究発表 
 1.  論文発表 
●Ohashi, T., Aoki, M., Tomita, H., Akazawa, 

T., Sato, K., Kuze, B., Mizuta, K., Hara, A., 

Nagaoka, H., Inoue, N., and Ito, Y. M2-like 

macrophage polarization in high lactic 

acid-producing head and neck cancer Cancer 

Science in press 

●Roy, N., Ohtani, K., Hidaka, Y., Amano, Y., 

Matsuda, Y., Mori, K., Hwang, I., Inoue, N., 

Wakamiya, N. Three pentraxins C-reactive 

protein, serum amyloid p component and 

pentraxin 3 mediate complement activation 

using Collectin CL-P1 Biochim Biophys Acta - 

General Subjects 2017, 861(2), 1-14. 

●Roy, N., Ohtani, K., Matsuda, Y., Mori, K., 

Hwang, I., Suzuki, Y., Inoue, N., Wakamiya, 

N. Collectin CL-P1 utilizes C-reactive 

protein for complement activation. Biochim 

Biophys Acta - General Subjects 2016, 1860(6), 

1118-1128. 

● Nakanishi, K., Kukita, Y., Segawa, H., 

Inoue, N., Ohue, M., Kato, K. 

Characterization of the T cell receptor beta 

chain repertoire in tumor infiltrating 

lymphocytes Cancer Med. 2016, 5(9), 2513-2521 

●Kojima-Kita, K., Kuramochi-Miyagawa, S., 

Ogonuki, N., Ogura, A., Hasuwa, H., Akazawa, 

T., Inoue, N., Nakano, T. MIWI2 as an effector 

of DNA methylation and gene silencing in 

embryonic male germ cells Cell Rep. 2016, 

16(11), 2819-2828.  

2.  学会発表 
●がんが放出する乳酸によるヒストン修飾制御

機構, 口頭, 井上徳光, 赤澤隆 第２０回がん

免疫学会, 2016/7/29, 国内 

● Application of CR4-targeting antitumor 

immunoadjuvant for an advanced dendritic cell 

therapy (Poster) Akazawa,T., Sugiura, K., 

Inaba,T., Inoue, N. XXVI International 

Complement Workshop 2016/9/6 Kanazawa, Japan 

●Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria caused 

by PIGT mutations: Atypical PNH (Poster) 

Murakami, Y., Inoue, N., Kawamotoi, M., 

Kohara, N., Kinoshita, T. XXVI International 

Complement Workshop 2016/9/6 Kanazawa, Japan 

●Collectin CL-P1 is involved in C-reactive 

protein-mediated complement activation 

(Poster) Roy, N., Ohtani, K., Yasuyuki 

Matsuda, Y., Kenichiro Mori, K., Hwang, I, 

Suzuki, Y., Inoue, N., Wakamiya, N. XXVI 

International Complement Workshop 2016/9/6 

Kanazawa, Japan 

● Establishment of a comprehensive 

complement examination system for 

complement-related diseases by the Japanese 

Association for Complement Research (Poster) 

Hidaka, Y., Inoue, N., Ohtsuka, Y., Sawai, T., 

Miyata, T., Osawa, I., Okada, H., Kinoshita, 

T., Sekine, H., Takahashi, M., Tsukamoto, H., 

Nakao, M., Nonaka, M., Matsushita, M., 

Yamamoto, T., Horiuchi, T., Wakamiya N. XXVI 

International Complement Workshop 2016/9/6 

Kanazawa, Japan 
 
Ｇ．知的財産権の出願・登録状況（予定を含む。） 
 1. 特許取得 
該当なし 
2. 実用新案登録 
該当なし 
3.その他 該当なし 
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分担研究報告書 

先天性 GPI 欠損症の症例登録システムの構築と実態調査及び早期診断法の確立 

 

先天性 GPI 欠損症の早期診断法の確立:血清葉酸受容体蛋白濃度 

 

研究分担者 高橋 幸利  

独立行政法人国立病院機構 静岡てんかん・神経医療センター副院長 

 

研究要旨 
先天性 Glycosylphosphatidylinositol（GPI）欠損症の早期診断法を確立するために、末梢血のフローサ

イトメトリー（FACS）解析によるスクリーニング陰性例について、偽陰性の可能性を検討した。 

阪大微研での FACS スクリーニング陰性例は 10 例で、男性 3 例、女性 7 例、平均検査時年齢は 9.4±5.8 歳

であった。GPI アンカー型蛋白質(GPI-AP)の FOLR1（Folate receptor α）と FOLR2(Folate receptor β)

の血清中濃度を ELISA で測定した。 

FOLR2 濃度は 10 例中 2例（5.77、5.56 ng/ｍl）でわずかにカットオフ値（5.55 ng/ｍl）を超えていた。一

方、FOLR1 の値は 10 検体ともカットオフ値より低値であった。 

血清 FLOR2 の値は PIGA や PIGN ではカットオフより低い症例もあり、今後 FLOR2 軽度高値の 2 例について、

他の血清 GPI アンカー蛋白の定量、遺伝子解析を行い、早期診断の精度向上につなげたい。 

 

Ａ．研究目的 

Glycosylphosphatidylinositol（GPI）アンカー

は 150 種以上の蛋白質を細胞膜に繋ぐ糖脂質で、

その生合成と修飾に 27 個の遺伝子が必要である。

GPI アンカー型蛋白質(GPI-AP)の細胞膜上の発現

が低下すると、精神発達遅滞、てんかん、緊張異

常、不随意運動、四肢の奇形、血栓症など広範な

臨床症状が出現することが分かっており、先天性

GPI 欠損症として認知されるようになり、14 疾患

97 例以上の報告がある。 

先天性 GPI 欠損症の中には重度の発達遅滞・難

治てんかんを呈する症例が多く含まれるが、ビタ

ミン B6、ビタミン B1、活性化葉酸（ホリナート）

補充療法の有効性が推測されている疾患もあり、

早期診断・治療による予後改善が期待されている。 

現在、先天性 GPI 欠損症の診断は末梢血のフロ

ーサイトメトリーによる解析（FACS）で顆粒球表

面の GPI-AP の低下で確定するが、低下が認められ

ない場合でも否定はできないので、その場合の確

定診断はターゲットシークエンスあるいはエクソ

ーム解析による遺伝子診断によっている。 

マーカーとなりうる血清 GPI-AP としては、アル

カリホスファターゼ（ALP）が知られているが、先

天性GPI欠損症全例でALPが上昇する訳ではなく、

時期変動も大きく、小児期では対照でも比較的高

値のため、感度・特異度が低い。2015 年度、我々

は、先天性 GPI 欠損症の診断マーカーを見出すた

め、GPI-AP の中から主に神経系に発現している蛋

白 5 種類（H-Cad、CNTN4、EFNA4、OMG、RTN4RL2）

と、神経系以外に主に発現している蛋白 4 種類

（SEMA7A、FOLR2、HYAL2、ITGB1）を選び、それら

の血清濃度を ELISA で測定した。その中で、FOLR2

（Folate receptor β）は PIGW、PIGO、PIGL で高

値となり、感度が 100％で診断マーカーの候補とし

て報告した。 

今回我々は、FACS で顆粒球表面の GPI-AP の低下

が認められない症例で、血清 FOLR2 と FOLR1 の測

定を行い、先天性 GPI 欠損症の診断における FACS

解析陰性例をレスキューできるか？検討した。

FOLR2 は GPI-AP 型の葉酸受容体の一つで、葉酸を
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細胞内に取り込み、DNA 合成促進に関与し、胎盤、

心、肺、骨髄、胸腺、単球由来の細胞などに発現

している。FOLR1（Folate receptor α）は、GPI-AP

型葉酸受容体の一つで、葉酸の細胞内取り込みに

関与し DNA 合成促進に寄与する。肺、腎、気管、

甲状腺、網膜、胎児期、他に発現している。 

 
Ｂ．研究方法 
FOLR2 は ELISA Kit（DY5697、R and D systems, 

MN, USA）を用いて測定した。FOLR1 は Elisa Kit 

(LS-F26542-1、LifeSpan BioSciences, Seattle, 

USA)を用いた。 

先天性 GPI 欠損症を疑われ、FACS 解析によるス

クリーニングを大阪大学微生物研究所にて施行さ

れ、顆粒球表面の GPI-AP の低下がないとされた症

例 10例の血清または血漿を用いた。男性 3例、女

性 7例、検査時年齢は 9.4±5.8 歳（平均±SD）で

あった。 

疾病対照は、てんかん、不随意運動または脳腫

瘍症例で、原因不明で正常発達または原因明確で

GPI-AP 異常をきたさないと推定できる 47 例の血

清を用いた。 

 

（倫理面への配慮） 

静岡てんかん・神経医療センター倫理委員会にて、

「てんかん・高アルカリフォスファターゼ血症・精

神運動発達遅滞等を呈する患者における GPI アン

カー型蛋白質の生合成および修飾に関わる遺伝子

の変異の検索」及び「自己免疫介在性脳炎・脳症

に関する多施設共同研究 201504」研究の承認を得

たのち、患者同意を得た。 

 
Ｃ．研究結果 

疾病対照血清では、FOLR1 は年齢とともに低下し

た(p=0.0430)。FOLR2 には年齢による変化は認めな

かった。カットオフ値は、疾病対照と先天性 GPI

欠損症の診断が確定している症例の値を用いて

ROC 解析で決定し、FLOR2 は 5.55ng/ｍl、FLOR1 は

0.85 ng/ｍlであった。 

表に示すように、FOLR2 濃度がわずかにカット

オフ値を超える検体が2検体あった。一方、FOLR1

の値は全検体ともカットオフ値より低値であっ

た。今後 FLOR2 軽度高値の 2例について、他の

血清 GPI アンカー蛋白の定量、遺伝子解析を行

い、臨床症状等の確認を進める予定である。 

 

Ｄ．考察 

先天性 GPI 欠損症の診断は、臨床症状および画

像所見等による臨床診断、末梢血顆粒球の CD59 な

どの細胞表面マーカーFACS 解析、遺伝子検査によ

る確定診断と進められる。臨床症状には、発達遅

滞、てんかん、特異顔貌などのある程度共通して

みられる症状と、血栓症、爪や骨格の異常、難聴、

口蓋裂といった一部の先天性 GPI 欠損症でのみみ

られる症状がある。このように症状は幅広く、多

様性があるため、先天性 GPI 欠損症の臨床診断は

難しい。 

次の診断ステップである梢血顆粒球のCD59など

の細胞表面マーカーFACS 解析では、全ての先天性

GPI 欠損症症例が GPI-AP の発現低下を示すとは限

らないとされており、FACS での症例の見落としを

防ぐ補完的な診断法が必要である。今回、FACS 陰

性の10例中2例で FLOR2の血清濃度がカットオフ

（5.55 ng/ｍl）をわずかに超えていた（5.77、5.56 

ng/ｍl）。血清FLOR2の値はPIGAでは4.40 ng/ｍl、

PIGN では 4.27ng/ml とカットオフより低い症例も

あり、今回の 2例が先天性 GPI 欠損症を完全に否

定できるかどうか？全エクソーム解析を含めて検

討し、FLOR2 などの ELISA 測定が、FACS 偽陰性例

のレスキューになり、早期診断に寄与できるか？

検討していきたい。現在の全エクソーム解析では、

診断確定までに数か月を待たねばならないことも

あるが、血清 FLOR2、FLOR1 は多くの施設で測定可

能である。先天性 GPI 欠損症を早期に見落としな

く診断し、ビタミン B6や葉酸の治療を試みること

は、予後改善につながる可能性があり、正確で迅

速な診断法を確立することは重要である。 

 
Ｅ．結論 
先天性GPI欠損症のFACS解析による診断の補完

的診断法として、GPI-AP である血清 FLOR2・FLOR1



 6

濃度測定の有用性を検討した。 
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 表 

 FACS 解析スクリーニング陰性例の血清 FOLR1・FOLR2 濃度（ELISA） 

患者 性 検査時年齢 FOLR2 (ng/ml) FOLR1(ng/ml) 

IGD 130 F 11 5.25 0.70 

IGD 107 M 22 3.84 0.51 

IGD 102 M 9 3.68 0.67 

IGD 133 F 10 5.77 0.73 

IGD 101 F 2 4.20 0.60 

IGD 131 F 2 5.56 0.82 

IGD 97 F 6 4.87 0.69 

IGD 118 F 8 4.00 0.58 

IGD 98 M 11 4.32 0.52 

IGD 105 F 13 4.44 0.57 

Cut off level   5.55 0.85 
 
 
 

 
                                                                                             
    


