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研究要旨： 自己免疫性リンパ球増殖症候群(ALPS)類縁疾患であるRAS関連自己免疫性リン

パ球増殖症候群様疾患(RALD)はその病態、症状に不明な点が多く若年性顆粒単球性白血病

(JMML)との差異が問題となっている。JMMLは予後不良な疾患であるが、RAS変異を有するJMML

の一部は造血幹細胞移植なしに生存することが知られている。これら視点から造血幹細胞移

植なしに生存しているJMML症例を後方視的に再検討した。全ての症例でJMMLは完解していた

ものの、これら症例では依然として末梢血細胞にRASの変異を持つ細胞が残存し、また自己

免疫症状を呈している例があり、RALDに近い病態と考えられた。 

 

 

A. 研究目的 

 自 己 免 疫 性 リ ン パ 球 増 殖 症 候 群
Autoimmue lymphoproliferative syndrome 
(ALPS)はアポトーシスの障害により肝脾
腫、リンパ節腫脹などのリンパ増殖を示し
自己免疫疾患を合併する症候群で FAS や
FAS リガンドの異常が知られている。一方
で我々の同定した RAS 関連自己免疫性リ
ンパ球増殖症候群様疾患(RALD)も臨床症
状は ALPS と近似し、症状、一般検査所見
からは両者を区別することは難しい。若年
性顆粒単球性白血病(JMML)は RAS-MAPK
経路の異常を基調とする疾患で RALD と
同様に RAS 変異に基づいて発症する疾患
である。その一部は自己免疫症状を伴い、
こういった観点からは RALD に近い症例
も存在する。しかし国際的な診断基準から
は末梢血単球数増加が必須で、これは
RALD には観察されない。一般的に JMML
は予後不良の疾患で救命には造血幹細胞

移植が必須とされている。しかし軽微な化
学療法、分化誘導療法や経過観察のみで寛
解した症例も報告があり、RALD と自己免
疫症状を伴う JMML と RALD の差異は明
らかでない。自然寛解した JMML を中心に
症例を集積し RALD との差異を明らかに
する。 

 

B. 研究方法 

 JMML 診断中核施設より患者診療施設、
担当医情報を入手し、担当医に造血幹細胞
移植なしで生存している JMML 患者の有
無を質問する。造血幹細胞移植なしで生存
している JMML がいたら、主治医より患者、
または、及び代諾者に RAS 変異のある腫瘍
細胞の残存病変検索の可否を訪ね、承諾の
得られたケースについて変異細胞の有無
を検索する。また免疫グロブリン値、肝脾
腫の有無の臨床情報を入手する。 



 

 

（倫理面への配慮） 

 RAS 変異のある腫瘍細胞の残存病変の
有無の検索は連結不可能匿名化で行われ
た。遺伝子解析にあたっては、三省合同の
ゲノム指針に則り、患者又は両親から同意
を得、当センターの倫理委員会の承認を得
て行った。 

 

C. 研究結果 

 6 名の造血幹細胞移植なしで生存してい
る JMML 患者が同定された。このうち 4 名
で高ガンマグロブリン血症が認められ、全
例で何らかの自己抗体が陽性であった。2
例では ALPS/RALD と類似の臨床所見を示
し、またこのうち 1 例は SLE 様の症状を呈
していた。 

 6症例全てでRAS変異をもつ血液細胞が
残存し、変異は T リンパ球、B リンパ球、
骨髄単球すべての血球系細胞に認められ
た。これら細胞は TCR 受容体の解析から
polyclonal であることが明らかとなった。ま
たRALDの分子生物学的特徴とされるBim
蛋白質の発現量低下が見られた。 

 また現在まで 3 例報告のあった本邦の症
例のほかに新たに 2例のRALD疑い例が集
積した。しかしこれら症例は JMML の診断
基準を満たすものであった。 

 

D. 考察 

 JMML は予後不良の血液腫瘍性疾患で、
造血幹細胞移植が唯一の治療法とされる。
しかしながら造血幹細胞移植なしで生存
している症例も存在し、その多くが RAS
変異を抱えたままであり、何らかの免疫異
常を呈することが明らかとなった。症状的
に ALPS/RALD に非常に近い症例も存在し、
RALDと JMMLの差が非常にあいまいであ
ることが明らかとなった。しかし JMML は
基本的に予後不良疾患であり造血幹細胞
移植が唯一の治療法とされる。一方 RALD
の長期的予後は明らかとなっていないが、
免疫抑制剤の使用である程度の間、症状の
緩和が得られる可能性が示唆され、自然寛
解も期待され、造血幹細胞移植の適応は慎

重に検討する必要があると考える。JMML
罹患後、造血幹細胞移植なしで、長期生存
し自己免疫疾患を合併する症例があるこ
とが明らかとなったので、JMML の従来の
診断基準は RALD を包括するものであり、
本当の意味での予後不良 JMML を抽出す
るには不十分であると考えられた。 

 

E. 結論 

 RAS 変異のある JMML のうち自然寛解
を示す一群があることが明らかとなった。
またこのうちの一部は自己免疫症状を呈
していた。こういった症例は診断当初
JMML の診断基準を満たしてはいたが、よ
り RALD に近い病態と考えられた。RAS
変異のある JMML に対し治療法の選択を
考える上で造血幹細胞移植の選択は慎重
にあるべきと考えられた。また従来の
JMMLの診断基準をRALDの存在を含め再
考する余地があると考えられた。 
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「RAS 関連自己免疫性リンパ球増殖症候群様疾患(RALD)の実態調査および病
態病因解析に関する研究」 

―RAS 関連自己免疫性リンパ球増殖症候群様疾患(RALD)に対する最
適治療法の開発― 
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研究要旨： RALD の症例の治療経過の解析を通し、適切な治療法を模索するとともに、

その経験を提示することにより、今後の治療ガイドライン策定のための基礎資料を得るこ

とを目的とした。未介入、プレドニゾロン、シクロスポリン A、ミコフェノール酸モフェ

チル、造血幹細胞移植などの治療が行われ、プレドニゾロンの有効性は臨床的に明らかで

あった。またミコフェノール酸モフェチルやゾレドロン酸の有効性が示唆された。今後、

治療法の標準化に向けた、症例、治療経験の蓄積が必要と考えられた。 

 

 

A. 研究目的 

 自己免疫性リンパ増殖症疾患 ALPS 類縁
疾患 RALD が同定され、その疾患概念が確
立しつつあるが、その治療法については全
く未知であり、ALPS の治療方針に元準じて
治療が行われているのが現状である。我々
の経験した 4 症例の RALD の臨床経過を検
討し、その治療法を模索する。 

 

B. 研究方法 

 症例 1；2 歳、症例 2；19 歳例、症例 3；1
歳例、症例 4；1 歳例、自己免疫性リンパ増
殖症疾患 ALPS 様症状を呈し、KRAS また
は NRAS の変異が同定された。その治療法
をまとめることにより、RALD 治療方針策
定のための基礎資料とする。 

 

（倫理面への配慮） 

 遺伝子解析にあたっては、三省合同のゲ
ノム指針に則り、患者又は両親から同意を
得、当センターの倫理委員会の承認を得て
行った。 

 

C. 研究結果 

 症例1は重度の自己免疫性血小板減少症、
自己免疫性溶血性貧血、高ガンマグロブリ
ン血症を呈していた。プレドニゾロン
2mg/kg の投与で自己免疫性血小板減少症、
自己免疫性溶血性貧血は改善し、プレドニ
ゾロンの減量を行った。しかしながらプレ
ドニゾロン減量に伴い自己免疫性血小板減
少症のコントロールは不良となり、一時低
下していたガンマグロブリン値の再上昇が
認められた。そこでシクロスポリン A の投
与をプレドニゾロンと併用で行った。しか
しシクロスポリン A に対する反応は不良で、
プレドニゾロンの増量を余儀なくされた。
しかし高容量でのプレドニゾロンの長期投



 

与による副作用出現が懸念されたためミコ
フェノール酸モフェチルの投与をおこない
つつ、プレドニゾロンの減量を行い、現在
ミコフェノール酸モフェチル 33mg/kg、プ
レドニゾロン 0.3mg/kg で自己免疫症状の緩
和を得て、経過を観察していた。本症例に
おいてその後血小板減少が出現し、大量ガ
ンマグロブリン療法など行うも、効果は一
時的であり、プレドニゾロン長期投与に伴
い骨粗鬆症の病態を呈したため、RAS 阻害
効果があり骨粗鬆症の治療に用いられるゾ
レドロン酸の投与を行った。その結果自己
免疫症状の緩和が見られ、また血小板数も
改善し、臨床症状緩和に関しては効果が認
められた。また治療前に算定した骨髄う造
血幹細胞中の KRAS 変異陽性細胞数も減少
が認められた。 

症例 2 は汎血球減少があり、本年度は経過
フォロー中に原因不明の心膜炎→心不全や
過労を契機とした筋炎を呈した。また骨髄
検査では、過形成性骨髄で、３系統に異形
性を認め、骨髄上は MDS-RCMD と判断し
た。免疫抑制薬による介入時期と考えてい
たが、骨髄所見からは今後根治的治療であ
る造血細胞移植に踏み切るかを判断する時
期と考えられた。 

 症例 3 も自己免疫症状を前面に出し、
RALD が強く考えられたが、JMML の診断
基準をみたすものであった。軽度の貧血、
血小板減少があるも、輸血依存ではなかっ
た。プレドニゾロンの投与は見送られ、経
過観察となった。 

 症例４は JMML の診断基準に合致せず積
極的に RALD と診断できる症例であった。
しかし臨床症状は JMML に近いものであり、
輸血依存の血球減少が認められた。シタラ
ビンやプレドニゾロンに対する反応は不良
で、脾腫が著明で進行性であり、呼吸不全
症状が強く出てきたため、造血幹細胞移植
を受け、寛解を得た。 

 

D. 考察 

 RALD は ALPS と同様にプレドニゾロン
により症状の緩和が見られることが明らか
となった。しかしプレドニゾロン反応不良
で、呼吸器症状の悪化から造血幹細胞移植

が行われた症例もあった。また一方で治療
介入なしに経過が安定している症例もあっ
た。このように症例ごとに様々な治療方針
がとられており、症状に見合った治療法の
選択が必要なことが明らかとなった。ALPS
と同様にプレドニゾロンにより症状の緩和
が見られたが、比較的高用量での投与が余
儀なくされ、長期投与に伴う副作用が問題
となることが予想された。RAS 経路の活性
化は calcium/calcineurin シグナルを活性化さ
せ、NFAT を介した IL2 産生を促すことから
シクロスポリン A の有効性が予測され、今
回は 2 次選択としてシクロスポリン A が用
いられたが、反応は不良であった。そこで
細胞内プリン代謝 de novo 系律速酵素であ
るイノシンモノホスフェイト合成酵素
Inosine-5 ‘ -monophosphate dehydrogenase 
(IMPDH)を可逆的かつ特異的に阻害し、グ
アニン ヌクレオシド プールを枯渇させ、
DNA合成を阻害することに効果を発揮する
ミコフェノール酸モフェチルを用いたとこ
ろ、比較的、反応性が良く、プレドニゾロ
ンの減量が行えた。これは RAS 経路の活性
化には GDP 結合型 RAS がグアニンヌクレ
オ チ ド エ ク チ ェ ン ジ フ ァ ク タ ー
guanine-nucleotide exchange factors (GFE)に
よって GTP 結合型 RAS となることが必要
である。ミコフェノール酸モフェチルによ
りこれにはこの活性化に必要なグアニンが
枯渇すれば、結果的に RAS 経路が阻害され
る可能性がある。このような観点から臨床
的にはミコフェノール酸モフェチルが効果
を発揮した可能性が考えられた。今後、分
子生物学的な解析を通してRAS経路におけ
るミコフェノール酸モフェチルの作用機序
について検討を加えていく必要があると考
える。また RAS の細胞膜への移行と
prenylation化を阻害する bisphosphonateであ
るゾレドロン酸も一定の効果があることが
明らかとなった。今後臨床試験を展開して
いくためのプロトコールの作成を行い IRB
承認を得た。 

 

E. 結論 

 RALD の治療法としてステロイドを含め
た免疫抑制剤が臨床症状の緩和に有用であ
ることが明らかとなった。またミコフェノ
ール酸モフェチルの有用性が臨床的に、ま



 

たその薬理学的効果からも示唆された。 
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分担研究報告書 

 

「RAS 関連自己免疫性リンパ球増殖症候群様疾患(RALD)の実態調査および病
態病因解析に関する研究」 

―RAS の変異の種類による表現系―遺伝子系の関連に関する研究― 

 

研究分担者 長澤 正之 

（東京医科歯科大学・地域小児医療調査研究講座・教授） 

 

研究要旨： RALD (RAS associated ALPS like disease) の病因となっているRASの変異がど

のようにリンパ球機能に影響を与え自己免疫疾患が発症するかは解明されていない。また

RASの変異により発症するJMMLの一部で自然寛解することが報告されている。そこでRAS

変異の違いが疾患の表現系に与える影響を解析した。変異のホットスポットであるコドン

12番目のグリシンをバリン、アスパラギン酸、セリンに置換した変異体を作成し、その活

性を検討した。バリン、アスパラギン酸、セリンの順にGTP結合RASが多く存在し、RAS

の活性が高いことが明らかとなり。グリシンがセリンに変化した例で自然寛解する例が多

いとする過去の報告を支持する結果となった。 

 

 

A. 研究目的 

 RALD の原因となる RAS の変異がどのよ
うにリンパ球機能に影響を与え、自己免疫
疾患が発症するかは解明されていない。松
田らは造血幹細胞なしで生存する JMML で
はコドン 12 または 13 のグリシン(G)がセリ
ン(S)に変異したものが多いと報告した

(Blood. 2007;109:5477-5480)。そこで
様々な変異型 RAS 遺伝子を発現ベクターに
組み込み、細胞に導入しその活性を検討す
ることにより、その遺伝子変異―表現型間
の関連を解析することを試みた。 

 

B. 研究方法 

 コドン12または13のグリシンがセリン、
バリン(V)、アスパラギン酸(D)に変異した
KRAS 遺伝子を作成し、293 細胞に導入し、

RAS遺伝子の下流にあるRAFへの結合の特
性を利用し、RAF の RAS 結合ドメインを架
橋したビーズで沈降することにより、GTP
結合 RAS のみを濃縮することができる。こ
の方法を用いて変異型毎のRASの活性を検
討する。 

 

（倫理面への配慮） 

 組み換え DNA 実験は東京医科歯科大学
組み換え DNA 実験委員会の承認を得て行
われた。 

 

C. 研究結果 

 KRAS G12V>G12D>G12S の順に GTP 結
合 RAS が多く存在し、RAS の活性が高いこ
とが明らかとなった。 

 



 

D. 考察 

 KRAS G12S は他の変異型 RAS に比較し
RAS の活性が低いことが明らかとなった。
この分子細胞生物学的な結果は臨床的に観
察された KRAS12S 変異を持つ JMML が自
然寛解する可能性が高いとする知見を支持
するものであった。 

 

E. 結論 

 KRAS G12S は他の変異型 RAS に比較し
RAS の活性が低く、臨床的に観察される表
現系を支持するものであった。 
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「RAS 関連自己免疫性リンパ球増殖症候群様疾患(RALD)の実態調査および病
態病因解析に関する研究」 

―若年性骨髄単球性白血病における KRAS 変異の起源― 

 

研究分担者 石井 榮一 

（愛媛大学大学院医学系研究科小児科学・教授） 

 

研究要旨： 【背景と目的】若年性骨髄単球性白血病(JMML)はKRASなどの遺伝子変異が

原因となるが、その細胞起源は不明の点が多い。我々は複数の自己抗体を有するKRAS変異

陽性JMML 症例で各分化段階の造血細胞におけるKRAS変異の有無を解析し、KRAS変異を

有する細胞のclonal expansionと免疫異常の関連性について検討した。【症例】生後4カ月時に

JMMLと診断された男児。抗核抗体などの自己抗体を認めた。【結果】骨髄単核球より抽出

したDNAでKRAS遺伝子のG13D変異を認めた。末梢血と骨髄の各細胞分画でKRAS変異の

有無を検討し、FLK 1+CD45-細胞(骨髄間葉系細胞)およびLin-CD34+CD38-細胞(造血幹細胞)

ではその60~70%の細胞に、 好中球、単球、赤芽球では90％以上の細胞にKRAS変異を認め

た。B細胞やT細胞、iNKT細胞では野生型が優位であったが、少数のKRAS変異を有する細

胞も存在していた。【考察】本症例は造血幹細胞より未分化なFLK1陽性の中胚葉細胞の段階

でKRAS変異が生じたと考えられた。一部のリンパ球にKRAS変異により増殖能が付与され

たことから自己抗体を産生するBリンパ球や自己反応性のT細胞が残存している可能性が示

唆された。 

 

 

A. 研究目的 

 各種自己抗体を有し体細胞に KRAS 変異
を認めた若年性骨髄単球性白血病(JMML)
症例を解析し、血液分化のいずれの段階で
異常が発生したかを検討するとともに、
KRAS 変異と自己抗体産生の関連について
検討する。 

 

B. 研究方法 

【症例】3 ヶ月の男児で反復性・難治性口腔

カンジダ症を主訴として受診。末梢血中の
単球増加、肝脾腫を認め、JMML が疑われ
た。骨髄血より抽出した DNA の解析より
KRAS 遺伝子の G13D 変異を同定し、JMML
と確定診断した。検査上、抗血小板抗体、
抗赤血球抗体や抗核抗体等の自己抗体を認
めた。 

【各血液細胞分画の解析】各細胞分画の遺
伝子変異解析のために、赤血球溶血後、各
細胞系列に特異的な抗体を用いて、単球、
好中球、NK 細胞、T リンパ球、B リンパ球、
赤 芽 球 、 FLK1+CD45-, FLK1+CD45+, 



 

Lineage-CD34+CD38-分画を採取した。さら
にそれぞれの分画を 96well プレートに
single cell として分離した。その後、PCR 等
を用いてKRAS 変異の有無や存在様式を詳
細に解析した。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究は、ヘルシンキ宣言および個人情
報保護法に則り実施された。臨床検体を用
いた遺伝子解析は、愛媛大学ヒトゲノム・
遺伝子解析研究倫理委員会において承認を
得て実施している。 

 

C. 研究結果 

 造血幹細胞よりも未熟な分化段階である
FLK1 陽性細胞に KRAS遺伝子の G13D 変異
を認めた。またリンパ球分画を含む解析し
た全ての造血細胞分画で G13D 変異を検出
した。しかし single cell を用いた解析では、
G13D 変異を有する細胞の割合は細胞分画
によって異なっており、JMML の腫瘍細胞
分画に属すると思われる単球や好中球、赤
芽球では 90％以上の細胞が KRAS 変異を有
していたのに対して、B リンパ球では 50％
以下、T リンパ球では 30％以下であった。
また KRAS 遺伝子の野生型アレルを欠失し、
変異アリルのみを有した細胞も認められた。
FLK1 陽性細胞からの血管形成における
KRAS 変異の影響を検討するために、
HUVEC を用いた tube formation assays を行
ったが、KRAS の野生型と G13D 変異のい
ずれを導入した細胞でも血管様構造の形成
に差は認めなかった 

 

D. 考察 

 今回の解析によると造血幹細胞より未分
化なFLK1陽性細胞にKRAS遺伝子変異が発
生する音により、造血幹細胞を含むその下
流のすべての細胞分画に KRAS 変異が存在
していた。これにより、T リンパ球、B リン
パ球、NK 細胞に遺伝子変異が生じ、自己抗
体の産生系が刺激された可能性があると考
えられた。一方 KRAS 遺伝子変異が FLK1
陽性細胞に生じても血管内皮細胞の血管形
成能には影響しないため、JMML では血管

系の異常を伴わないと思われた。そのため
臨床的にも血管系の異常を伴わないと思わ
れた。 

E. 結論 

 自己抗体を有する JMML 症例で KRAS 
G13D変異がFLK1陽性細胞に存在すること
を明らかにした。そのためリンパ球を含む
全ての血液細胞に KRAS 変異が存在し、自
己抗体を産生する異常な B リンパ球のクロ
ーンの生存を引き起こしたと考えられた。
経過中に KRAS 遺伝子の野生型アリルが消
失することは JMML の病勢の進行を示唆し
ている可能性がある。 
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「RAS 関連自己免疫性リンパ球増殖症候群様疾患(RALD)の実態調査および病
態病因解析に関する研究」 

―既存の遺伝子変異を有さない典型的自己免疫性リンパ増殖症候群の一例― 

 

研究分担者   金兼 弘和 （富山大学附属病院小児科・講師） 

 

研究要旨：自己免疫リンパ増殖症候群（autoimmune lymphoproliferative syndrome：ALPS）は、

Fasを介するアポトーシス経路の異常により、リンパ球のホメオスタシスに異常をきたす疾

患である。FAS遺伝子の生殖細胞変異を伴うALPS-FAS（60-70%）、体細胞変異を伴う

ALPS-sFAS（10%）、FASLG遺伝子の変異によるALPS-FASLG（<1%）、CASP10遺伝子の変

異によるALPS-CASP10（2-3%）に分類されるが、遺伝子変異の特定できないもの（ALPS-U）

も20-30%存在する。今回典型的ALPSでありながら、既存の遺伝子変異が同定されず、

ALPS-Uと考えられる一例を経験した。これに対し全エクソン解析を行ったところNRAS遺

伝子の変異が認められ、RALDであることが明らかとなった。全エクソン解析がALPSもし

くはALPS類縁疾患の責任遺伝子解明に有用であることが明らかとなった。 

 

 

A. 研究目的 

 自己免疫リンパ増殖症候群（autoimmune 
lymphoproliferative syndrome：ALPS）は、Fas
を介するアポトーシス経路の異常により、
リンパ球のホメオスタシスに異常をきたす
疾患である。6 か月以上続く慢性非悪性非感
染性リンパ増殖症および末梢血における
CD4-CD8-TCRαβ+T 細胞（double negative 
T cells：DNT 細胞）の増加によって臨床診
断される。原因遺伝子のほとんどは FAS 遺
伝子の生殖細胞または体細胞の変異である
が、一部 FASLG ならびに CASP10 変異によ
るものもある。今回典型的 ALPS でありな
がら、FAS, FASLG, CASP10 変異が同定され
ない一例を経験したので報告する。 

 

B. 研究方法 

 症例は 2 歳女児である。5 か月時に発熱、

汎血球減少、肝機能障害を主訴に Y 大学病
院に入院となった。肝脾腫、凝固線溶系の
異常を認め、ステロイドならびにシクロス
ポリン A の投与にて速やかに解熱し、プレ
ドニゾロン内服にて退院となった。プレド
ニゾロンの減量に伴い、血小板低下を認め、
肝脾腫は持続し、高 IgG 血症にも気づかれ、
ALPS 疑いで当大学に検査依頼があった。 

患者家族から文書による同意を得て、ヘ
パリン加静脈血を採取した。単核球に分離
後、DNT を含むリンパ球サブセットを行い、
残りの単核球から活性化リンパ球を樹立後
した。抗 Fas 抗体で刺激し、Annexin V 染色
にてリンパ球のアポトーシスを評価した。
またバッフィーコートから DNA を抽出し、
FAS, FASLG, CAPS10 遺伝子解析を行った。
さらに単核球から磁気ビーズ法にて濃縮し
た DNT 細胞から DNA を抽出し、FAS 遺伝
子解析を行った。また責任遺伝子同定のた



 

め、全エクソン解析を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究はヒト検体を用いて解析を行うも
のであり、検体量および採取時の苦痛には
十分な配慮を行った。遺伝子解析について
は各種指針を遵守して、患者個人情報の保
護について十分な配慮を行った。 

 

C. 研究結果 

 リンパ球サブセットにて DNT 細胞は
6.5％（正常は 1.5％以下）と増加し、肝脾腫、
血球減少などの臨床症状と考え併せ、ALPS
と診断した。しかし活性化 T 細胞における
アポトーシスは健常者と同程度に観察され、
ALPS-FAS は否定的であった。FAS はもちろ
んのこと FASLG, CAPS10 遺伝子解析を行っ
たが、いずれも変異は同定されなかった。
そこでFAS体細胞変異によるALPS-sFASの
可能性を考え、純化した DNT 細胞における
FAS 遺伝子解析を行ったが、変異は同定で
きなかった。現在、全エクソン解析による
網羅的遺伝子解析の結果、患児は NRAS 遺
伝子の変異を持っていることが明らかとな
った。 

 なお患児は現在プレドニゾロン 3mg, ミ
コフェノール酸モフェチル 250mg 内服に
てコントロールされている。 

 

D. 考察 

 非悪性リンパ増殖症、免疫抑制剤に依存
する自己免疫性血球減少、高 IgG 血症なら
びに DNT 細胞の増加から典型的 ALPS と診
断される。わが国においては約 20 例の
ALPS-FAS と 1 例の ALPS-sFAS が同定され
て い る が 、 ALPS-FASLG な ら び に
ALPS-CASP10 の報告はこれまでない。自験
例ではアポトーシスの異常は認められず、
ALPS-FASLG, ALPS-CASP10、ALPS-sFAS の
可能性が考えらえたが、いずれも否定的で
あった。そこで ALPS-U に分類されるが、
何らかの遺伝的背景を有する可能性がある
ため、患者家族から同意を得て、本人なら
びに両親の全エクソンシークエンスを行っ
た。また ALPS の遺伝子解析においては体

細胞変異も少なからず存在するため、従来
のサンガー法によるシークエンスよりも次
世代シークエンサーを利用したアンプリコ
ンシークエンスの方が適していると思われ
る。本患者では全エクソン解析が行われ、
NRAS 遺伝子の変異が同定された。全エク
ソン解析が ALPS もしくは ALPS 類縁疾患
の責任遺伝子解明に有用であることが明ら
かとなった。これまで RALD では DNT 細胞
の上昇は認められないとされているが、自
験例では DNT 細胞の上昇が認められ、DNT
細胞だけで ALPS との鑑別ができないこと
が明らかとなった。 

 

E. 結論 

 臨床症状と DNT 細胞増加から ALPS と診
断したが、既存の遺伝子変異はなく、
ALPS-U と考えられる一例を経験した。自験
例に対し全エクソン解析を行うことにより
NRAS遺伝子の変異を同定することができ、
RALD の診断が行えた。全エクソン解析が
ALPSもしくはALPS類縁疾患の責任遺伝子
解明に有用であることが明らかとなった。 
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研究要旨： 自己免疫性リンパ球増殖症候群(ALPS)は、 アポトーシスの障害によりリンパ

球の増殖を来し、肝脾腫、リンパ節腫脹、自己免疫疾患を来す難治性の疾患である。一方、

RAS変異を造血細胞に有し、ALPSおよび若年性骨髄単球性白血病(JMML)類似の症状を呈す

る疾患群は、RAS associated ALPS like disease (RALD)と呼ばれる。RALDはALPSと異なり、

FAS経路の異常はみられないが、臨床的にJMMLやALPSとオーバーラップする点が多く、

これらの鑑別は困難なことが多い。そこで本年度は、ALPS、RALDおよびJMMLの分子病

態を解明するために、JMML類似の造血器疾患28検体につき、Affymetrix® GeneChip® 250K 

NspIアレイおよびAgilent 社DNA microarrayを用いて、腫瘍細胞に生じているゲノムコピー

数の変化について高精度な網羅的解析を行った。その結果、全体として、JMMLおよび類縁

疾患でゲノムコピー数の変化は少ない傾向にあり、ゲノムコピー数の変化そのものの発が

んへの関与は低いものと思われた。また、7番染色体以外にも12番染色体短腕のヘテロへ都

合性の消失(LOH)が複数の症例間で重複した変異として検出され、これらに領域に存在する

遺伝子が分子病態に関与している可能性が示唆された。 

 

 

A. 研究目的 

自 己 免 疫 性 リ ン パ 球 増 殖 症 候 群
Autoimmue lymphoproliferative sundrome 
(ALPS) は、細胞死(アポトーシス)の障害に
より、リンパ球の異常増殖、肝脾腫、リン
パ節腫脹、自己免疫疾患など多彩な症状を
呈する難治性疾患である。原因として、FAS
経路、FASL、CASPASE-10の異常が判明し
ている。 ALPS および若年性骨髄単球性白
血病 (JMML) 類似の症状を呈する RAS 

associated ALPS like disease (RALD)は、ALPS
と異なり FAS 経路の異常はみられないが、
臨床的に若年性骨髄単球性白血病(JMML)
や ALPS とオーバーラップする点が多く、
これらの鑑別は困難なことが多い。またこ
れらの疾患の分子病態の相違は十分解明さ
れていない。そこで、本年度は、ALPS、RALD
および JMML の分子病態を解明するために、
JMML 類似の造血器疾患28検体を用いて、
Affymetrix® GeneChip® 250K NspI アレイお
よび Agilent 社 DNA microarray による詳細



 

なゲノムコピー数の解析を行った。 

 

B. 研究方法 

 材料としては、JMML 類似の臨床症状を
呈する症例の骨髄より抽出した DNA と
RNA を用いた。GenChip 250K/500K アレイ
の Output を CNAG/AsCNAR を用いて、平
均解像度 24kb～6kb でゲノム全域にわたる
網羅的なゲノムコピー数の解析を行った。
この手法により従来の解析技術では網羅的
な検出が困難であったコピー数の減少を伴
わないヘテロ接合性の消失、すなわち
uniparental disomy（UPD）の検出を行うこ
とができる。UPD は増幅や欠失と同様にが
ん関連遺伝子と協調して発がんに関与する
ことが知られている。Human genome 24 
array は、DNA の増幅を行うことなく、コ
ピー数の異常を高解像度で解析できるツー
ルであり、236,000 以上のコード領域および
非コード領域をカバーしている。両社のア
レイを組み合わせて各疾患の標的分子の同
定を試みた。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究で行った臨床検体を用いた実験は、
東京大学の倫理審査委員会で審査され、「ヒ
トゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指
針（2003 年 3 月）」を遵守することを条件に
承認された。検体提供者への人権擁護、個
人情報保護に細心の注意を払って本研究を
実施した。 

 

C. 研究結果 

 解析した 28 検体のうち、17 検体で何らか
のゲノムコピー数の変化を検出したが、11
例では明らかなゲノムコピー数の異常は検
出されなかった。ゲノムコピー数の異常個
所としては、全体として 11 か所であり、他
の造血器腫瘍と比べて著しく少ない傾向に
あった。3 例で染色体 7 番の微細欠失および
UPD を検出した。このうち 1 例の 7 番の微
細欠失は、Affymetrix® GeneChip® 250K 
NspI アレイでは検出不能であったが、
Agilent 社 DNA microarray により検出が可
能であった。7 番染色体の共通欠失領域内に

は唯一 FLJ45974 遺伝子が存在することが
判明した。また、7 番染色体以外に重複した
ゲノムコピー数の異常としては12番染色体
短腕(12p)の Loss of heterozygousity(LOH)が
見出された。2 例の LOH のうち 1 例はコピ
ー数の異常を伴わない LOH、いわゆる UPD
であった。12p の共通欠失領域内には複数の
遺伝子が存在することが明らかとなったが、
アポトーシス関連遺伝子である BCL2L14
および RNA スプライシング関連分子であ
る DDX47 が存在することが明らかとなっ
た。 

 

D. 考察 

 今回の網羅的ゲノムコピー数の解析によ
り、JMML および類似の造血器疾患では、
ゲノムコピー数の異常が他の造血器腫瘍と
比べて、著しく少ない傾向であった。これ
は過去の報告とも合致しており、この群の
特徴の一つと言える。11 例では、何のゲノ
ムコピー数の異常も検出されなかったが、
これらの腫瘍に関しては、正常細胞の混入
による偽陰性の可能性も考えられた。7 番染
色体の微細欠失に関しては、1 例において
Affymetrix® GeneChip®アレイでは検出不
能 で あ っ た 欠 失 が 、 Agilent 社 DNA 
microarray では検出可能であったことから、
詳細なゲノムコピー数の解析には、異なる
手法のアレイを組み合わせることが有用と
考えられた。7 番染色体の共通欠失領域内に
は唯一、non-coding RNA をコードする
FLJ45974 が存在することから、この遺伝子
が、一部の JMML および類縁疾患の発症に
関与している可能性が示唆された。さらに、
2 例に重複していた 12p の共通 LOH 領域内
にアポトーシス関連遺伝子である BCL2L14
および RNA スプライシング関連分子であ
る DDX47 が存在することが明らかとなり、
これらの遺伝子の病態への関与も示唆され
た。 

E. 結論 

 JMML および類縁疾患において、ゲノム
コピー数の頻度は低い傾向にあり、pinpoint
な遺伝子変異もしくはエピジェネティック
な変化が発症に関与している可能性が示唆
された。また 7 番染色体に存在する
FLJ45974、および 12p の共通 LOH 領域内に



 

存在する BCL2L14 および DDX47 が候補標
的分子である可能性が示唆された。 
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探索．第２３回小児固形腫瘍研究会，
10 月 12 日，京都 

 

 

G.  知的財産権の出願・登録状況 

（予定を含む。） 

 

 

1. 特許取得 

無し 

2. 実用新案登録 

無し 

3. その他 

無し 
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分担研究報告書 

 

「RAS 関連自己免疫性リンパ球増殖症候群様疾患(RALD)の実態調査および病
態病因解析に関する研究」 

―RAS による Cdkn2a 遺伝子発現調節メカニズムに関する研究― 

 

研究分担者 杉本 昌隆 

（国立長寿医療研究センター老化細胞研究プロジェクトチーム・プロジェクトリーダー） 

 

研究要旨： RASシグナルの亢進は、正常細胞においてはCdkn2a遺伝子の発現を誘導する

ことにより細胞増殖に対して反作用を示す。昨年度行った解析から、RALDにおいてはRAS

シグナルの亢進とともにCdkn2a遺伝子の発現が亢進していることが示された。本研究では

RALDの原因となる分子機構を理解することを目的として、RASシグナルによるCdkn2a遺伝

子の発現調節機構の解析を行い、RASシグナルによる新たなCdkn2a遺伝子発現調節経路が

存在することを明らかにした。 

 

 

A. 研究目的 

 自己免疫性リンパ球増殖症候群（ALPS）
類縁疾患として、研究代表者らにより近年
RAS 関連自己免疫性リンパ球増殖症候群様
疾患（RALD）が発見された。RALD では
KRAS 遺伝子の変異が認められており、こ
の変異に起因したRASシグナル経路の亢進
が病態を引き起こすと考えられる。ヒトを
含む哺乳動物においては、RAS などの癌遺
伝子が異常に活性化すると、細胞周期チェ
ックポイント機構の働きにより細胞老化ま
たは細胞死が誘導される等、生体にとって
潜在的に危険な細胞を排除するメカニズム
が活性化される。異常な増殖シグナルを感
知してチェックポイントを活性化させるた
めには、Cdkn2a 遺伝子座にコードされる
INK4a と ARF タンパク質が不可欠な役割を
持つ。昨年度我々は、RALD 検体の解析を
行い、Cdkn2a 遺伝子の発現が亢進している
ことを見出した。近年 Cdkn2a 遺伝子の発現
には、クロマチンレベルの構造変化を介し
た転写制御とともに、転写後発現調節機構

も重要な役割を持つことが報告されている。
我々は RAS などを介した Cdkn2a 遺伝子の
発現に RNA 結合タンパク質 HuR が関与す
ることを示唆する結果を得ている。HuR は
数多くの細胞増殖制御タンパク質の発現を
制御しており、様々な癌においてその発現
の亢進が認められている。 

 本研究では、RALD 発症メカニズムを分
子レベルで理解することを目的とし、マウ
ス細胞を用いて Cdkn2a 遺伝子に関わる
RNA 制御機構の解析を行った。 

 

B. 研究方法 

 野生型マウスより胚性線維芽細胞（MEF）
を調製し、活性化型 RAS 遺伝子をウィルス
により導入した。またウィルスベクターを
用いた short hairpin RNA 発現系を作製し、
HuR のノックダウンを行った。これらの細
胞を用いて生化学的解析を行った。 

 



 

（倫理面への配慮） 

 実験上必要とされる遺伝子サンプル、動
物の取り扱いは「生物の多様性に関する条
約のバイオセーフティに関するカルタヘナ
議定書」に基づく「遺伝子組み換え生物等
の使用等の規則による生物多様性の確保に
関する法律」を遵守して行った。 

 

C. 研究結果 

 MEF をモデルとして、細胞老化に伴う
Cdkn2a 遺伝子の発現と HuR の関連につい
て解析を行った。既に他のグループから報
告があるように、細胞老化とともに HuR の
発現は低下する傾向にある。そこで RALD
で見られるような活性化型 RAS を MEF に
導入したときの HuR の発現を解析した結果、
HuRはARFタンパク質の誘導とともに低下
する傾向にあった（図 1）。 

 次に HuR の発現低下が Cdkn2a 遺伝子の
発現に対しどのような影響を持つかを調べ
るために、RNAi を用いて MEF において
HuR の発現阻害を行った。その結果、HuR
非存在下においてはARFタンパク質の発現
に著しい上昇が見られた（図２）。またこの
様な条件下においては、早期にっ細胞老化
（増殖停止、細胞の扁平化、SA-βGal 活性
の上昇）が誘導されることがわかった（図
３）。しかしながらこのときの ARF mRNA
量には有意な変化は見られなかったことか
ら、HuRによるARFタンパク質発現制御は、
転写後調節を介しているものと考えられる
（図４）。実際にこれらの細胞をショ糖密動
勾配による分画を行い ARF ｍRNA の分布
を測定したところ、HuR 非存在下において
は明らかにポリソーム画分に ARF mRNA
量の増加が見られた（データ省略）。 

 以上の結果から、HuR は ARF タンパク質
の発現を抑制することにより、細胞の増殖
性を維持している可能性が考えられた。こ
の可能性について検証するために、ARF 遺
伝子もしくはその下流の p53 遺伝子を欠損
した MEF を調整し、同様に HuR ノックダ
ウン実験を行った。野生型 MEF においては
HuR ノックダウンにより細胞老化が早期に
誘導されたが、ARF 遺伝子もしくは p53 遺
伝子を欠損した MEF においては、細胞増殖

の停止や細胞老化に特徴的な変化（形態変
化、SA-βGal）は認められなかった（図５）。
したがって HuR 非存在下による細胞老化の
誘導はARFタンパク質の発現に依存する現
象であると考えられる。 

 

図１．RASによるARFタンパク質の誘導と
HuRタンパク質の発現低下。MEFに活性化
型RASを導入し、上記タンパク質の発現を
イムノブロッティングにより評価した。
Lamin A/Cはローディングコントロールと
して使用した。 

 

 
 

図２．HuR発現阻害によりARFタンパク質
は増加する。MEFにHuR RNAiウィルスベク
ターを感染し、上記タンパク質の発現をイ
ムノブロッティングにより評価した。α
Tubulinはローディングコントロールとして
使用した。 

 

 
 

図３． 野生型MEFにおいてHuRの発現を阻
害すると細胞老化が誘導される。 

 



 

 
 

図４．HuRはARF mRNAの転写に影響を与
えない。HuRの発現を阻害したMEFにおい
てARF mRNAの量をリアルタイムPCR法に
より測定した。 

 

 
 

図５．HuR発現阻害はARF-p53経路依存的な
細胞老化を誘導する。ARF（上段）もしく
はp53（下段）ノックアウトMEFにおいて
HuRの発現を阻害した。図３の野生型MEF
で見られたような細胞老化に特徴的な形態
的変化は見られない。 

 

 
 

 

D. 考察 

 Cdkn2a 遺伝子の発現は極めて複雑である。
本研究および他のグループの報告から、こ
の遺伝子座の調節には RNA 結合タンパク
質 HuR を介した転写後発現調節機構が深く
関与することが明らかになった。MEF にお
いて活性化型 RAS を導入すると、ARF タン
パク質および INK4a タンパク質の発現上昇
とともに HuR タンパク質の発現低下が認め
られた。この細胞では HuR の発現阻害によ
りARFタンパク質に依存した細胞老化が誘
導されることから、RAS による細胞老化誘
導に HuR の活性変化（発現低下を含む）に
よる Cdkn2a 遺伝子座の転写後調節が貢献
していることが考えられる。 

 昨年度の我々の解析により、RALD にお
いては RAS に活性化変異により、増殖シグ
ナルの亢進が確認された。またこれらのサ
ンプルでは過剰な増殖シグナルに対するは
反作用として、Cdkn2a 遺伝子の発現が亢進
していた。我々は本年度、RAS シグナルに
よる Cdkn2a 遺伝子の発現調節に、HuR を介
した転写後発現調節機構が関与する可能性
を見出した。RALD においてもこの様な発
現調節機構が関与するのかという点につい
ては非常に興味深い。RNA の翻訳制御は、
細胞のストレス応答において重要な役割を
果たしている。しかしながら転写後調節に
ついては、従来の網羅的遺伝子発現プロフ
ァイリング法では解析が困難であるために
その役割が過小に評価され、見逃している
部分も多いと思われるため、より注意深い
観察が必要とされる。 

 また RAS 癌遺伝子は Cdkn2a 遺伝子に依
存した細胞老化を誘導する。細胞老化のマ
ーカーとして簡便な SA-βGal 染色が汎用
されているが、RALD においても RAS の活
性化型変異と Cdkn2a 遺伝子の上昇が見ら
れるため、SA-βGal がマーカーとして利用
可能であるかも知れない。 

 

E. 結論 

 RAS による Cdkn2a 遺伝子の発現変化に
は、従来から知られていた転写制御だけで
なく、HuR などの RNA 結合タンパク質を介
した転写後発現調節機構も重要な役割を持



 

つ。RALD においてもこのような転写後発
現制御機構が病態の発症に関与する可能性
が考えられる。 
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G. 知的財産権の出願・登録状況 

 

（予定を含む） 

1. 特許取得     

  なし 

2. 実用新案登録   

   なし 

3. その他      

     なし 
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分担研究報告書 

 

「RAS 関連自己免疫性リンパ球増殖症候群様疾患(RALD)の実態調査および病
態病因解析に関する研究」 

―皮膚粘膜カンジダ症候群の経過中に Evans 症候群と心嚢液貯留を認めた症例
の遺伝子解析― 

 

研究分担者 林泰秀、朴明子、加藤政彦 

（群馬県立小児医療センター） 

 

研究要旨 皮膚粘膜カンジダ症候群の経過中にEvans症候群と心嚢液貯留を認めた症例

を経験し、AIRE, CARD9, CLEC7A, IL2RA, FAS, NRAS, KRAS, STAT1等遺伝子解析を行い

STAT1のみにエクソン14のP.T385Mの変異がみられた。この変異はDNA-binding domainの

変異でSTAT1蛋白の恒常的リン酸化がみられ、gain of fanctionの変異と思われた。さらに

AML99の157例のRAS遺伝子を解析し、29例に変異がみられた。RAS遺伝子陽性例は晩期

再発例に高頻度（p=0.02）であったが、生存率では陰性例と有意差がみられなかった。

今後AMLでRAS変異のみられる患者におけるRAS遺伝子の胚細胞変異やモザイク例の検

討が必要と思われた。増殖や悪化性におけるRAS遺伝子変異の意義は今後の検討課題であ

る。 

 

 

A. 研究目的 

自己免疫性リンパ増殖症 (Autoimmune 
lympho-proliferative syndrome,ALPS)は FAS
依存のアポトーシス経路の障害で、リンパ
増殖症を呈し、リンパ節腫脹、脾腫などを
特徴とし、自己免疫疾患を合併する症候群
である。RAS-MAPK 経路の異常が病態の中
心にあると考えられ、RAS、PTPN11、NF1
や CBL などの遺伝子異常が認められる。ま
た RAS-MAPK 経 路 の 胚 細 胞 変 異 は
Cardio-facio- cutaneous (CFC) 症 候 群 、
Costello 症候群などを発症することが知ら
れている。また、NRAS、KRAS 変異のある
ALPS 類似の病態が RAS associated ALPS 
like disease (RALD)という新しい疾患概念
として提唱されている 

我々はこれらを疑わせる症例を経験し詳
細な解析を行い、STAT1遺伝子の変異をみい
だしたので報告する。 

さらに、小児急性骨髄性白血病(AML)の
AML99プロトコール登録症例における
RAS 遺伝子の解析を行ったので RAS 遺伝
子変異の臨床的意義についても報告する。 

 

B. 研究方法 

 ＜本症例の遺伝子解析＞ 

本症例の末梢血により DNA を抽出し、
AIRE, CARD9, CLEC7A, IL2RA, FAS, NRAS, 
KRAS, STAT1 遺伝子にプライマーを作成
し,PCR で増幅して直接塩基決定法にて検
索した。 



 

 

＜リン酸化の解析＞ 

STAT1 のリン酸化の解析を行った。 

 

＜AML99 症例の RAS 遺伝子の解析＞ 

 AML99登録 157例においてRAS遺伝子に
プライマーを作成し、PCR で増幅して直接
塩基決定法にて変異解析を行った。 

 

＜症例と臨床経過＞ 

症例は皮膚粘膜カンジダ症候群と診断し
た 12 歳の男児で、ステロイド投与により、
フェリチンは低下傾向となり、血小板低下
は改善し、外来経過観察となった。その後
も発熱を契機に、血小板低下と貧血、心嚢
液貯留を認めたが、増悪と軽快を繰り返し
ている。現在は溶血性貧血と血小板低下、
心嚢液貯留を認めている。 

 

（倫理面への配慮） 

  遺伝子解析にあたっては、三省合同の
ゲノム指針に則り、患者又は両親から同意
を得、当センターの倫理委員会の承認を得
て行った。 

 

C. 研究結果 

・遺伝子解析：AIRE, CARD9, CLEC7A, IL2RA, 
FAS, NRAS, KRAS, STAT1 遺伝子の解析で
変異は認められなかった。 

・慢性非悪性リンパ増殖症はなかった。 

・STAT1 の解析でエクソン 14 の c.1153C>T
の変異がみられ、これは DNA-binding 
domain の変異で、これにより STAT1 の恒
常的リン酸化がみられた。 

・AML99 157 例中 29 例（18.5％）に RAS
遺伝子の変異がみられ、NRAS 18例（62％）、
KRAS 11 例（38%）であった。RAS 遺伝
子陽性例は M4 と M5 で高頻度であり
（p=0.02）、晩期再発例に高頻度（p=0.02）
であったが、生存率では RAS 陰性例とく
らべて有意差がみられなかった。 

 

D. 考察 

溶血性貧血、免疫性血小板減少症、心嚢
液貯留、肝腫大、低身長、ばち指等がみら
れ、慢性皮膚粘膜カンジダ症の臨床診断で
あったが、種々の遺伝子検査の結果等から
は ALPS の診断に一致しなかったが、STAT1
の変異がみられ、この変異は DNA-binding 
domain の変異で、恒常的リン酸化がみられ
た。 

AML99 の 157 例の解析で 29 例に RAS 遺
伝子変異がみられた。RAS 遺伝子陽性例は
晩期再発例に高頻度（p=0.02）であったが、
生存率では陰性例とくらべて有意差がみら
れなかった。今後 AML で RAS 変異のみら
れる患者における RAS 遺伝子の胚細胞変異
やモザイクの検討が必要と思われた。また
増殖や悪化性におけるRAS遺伝子変異の意
義は、今後の検討課題である。 

 

E. 結論 

 皮膚粘膜カンジダ症候群の経過中に
Evans 症候群と心嚢液貯留を認めた一例を
経験し、STAT1 の変異がみられ、恒常的リ
ン酸化がみられた。 
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