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研究成果の概要（和文）：カポジ型リンパ管腫症は全身にリンパ管組織が増殖する進行性の希少難治性疾患であ
るリンパ管腫症で、近年、病変部位より、血管・リンパ管新生に重要な経路である「PIK3/RASシグナル」の遺伝
子変異が検出されたが、その遺伝子異常がどのように臨床像を引き起こすかどうかは不明である。NRAS（Q61R）
遺伝子変異をヒトリンパ管内皮細胞に遺伝子導入して、MTT assayによる細胞増殖能、Real-time PCRやウエスタ
ンブロット、阻害剤による効果などを測定した。また、NRAS Q61R変異をリンパ管内皮細胞に発現させたトラン
スジェニックマウスを作製した。

研究成果の概要（英文）：Kaposiform lymphangiomatosis is a progressive, rare, and difficult-to-treat 
type of lymphangiomatosis that involves the proliferation of lymphatic tissue throughout the body. 
Recently, genetic mutations in the 'PIK3/RAS signaling' pathway, which is important for angiogenesis
 and lymphangiogenesis, have been detected in the affected areas, but it is unclear how these 
genetic abnormalities lead to clinical symptoms. In this study, the NRAS (Q61R) gene mutation was 
introduced into human lymphatic endothelial cells, and cell proliferation ability was measured using
 the MTT assay, as well as Real-time PCR and Western blot analysis, and the effects of inhibitors 
were tested. Additionally, a transgenic mouse expressing the NRAS Q61R mutation in lymphatic 
endothelial cells was created.

研究分野：小児科学

キーワード： リンパ管腫症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
リンパ管腫症の中でも非常に予後が悪く、治療抵抗性であるカポジ型リンパ管腫症の病態マ解明に繋がる研究を
行った。最近では、ｍTOR阻害剤がリンパ管腫症に対する新規治療薬として薬事承認されたが、いまだ治療抵抗
性で亡くなる症例も多い。今回の病態解明によって、NRAS変異が病態に関与すること、および新規治療薬に繋が
る研究結果を得た。今後はその候補となる薬剤の臨床応用を検討している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

カポジ型リンパ管腫症(Kaposiform lymphangiomatosis: KLA)は中枢神経を除く全身の臓器

にリンパ管組織が増殖する希少性難治性疾患である。病因、病態は不明で、診断、治療法も

確立されていない難病である。胸部に浸潤し、凝固異常をきたすと致死的であるが、既存の治

療は治癒率が低く、また副作用や合併症も多い。申請者は厚生労働省難治性疾患克服研究

事業で「リンパ管腫症の全国症例数把握及び診断・治療法の開発に関する研究班」班長とし

て全国調査を行った。これまで国内では症例報告程度しかなかったが、約 100 例について臨

床的特徴についてまとめた（Ozeki, Pediatr Blood Cancer 2016）。しかし、病態などは、全く解

明されていない。近年、脈管異常といい、血管、リンパ管の形成異常や異常増殖を起こす疾

患の多くに PIK3CA/RAS 経路の遺伝子異常があることが判明してきている。脈管異常と同様

に、KLA も病変部位より PIK3CA、NRAS 遺伝子の「低頻度体細胞モザイク変異」が検出され

ている。申請者らは遺伝子異常に着目した研究を行うことによって病態解明、および画期的な

標的治療薬の開発に繋がるものと考えた。 

 

２．研究の目的 

脈管異常は局所の PIK3CA/RAS 経路の体細胞遺伝子変異で起こると考えられている。申

請者は東北大学遺伝医療学分野との共同研究によって KLA の病変組織より、NRAS 遺伝子

の低頻度変異を同定し、報告した（Ozeki, Orphanet J Rare Dis 2019）。この NRAS 遺伝子変

異は、悪性黒色腫などの癌でも認められているが、疾患スペクトラムが異なる疾患で同じ変異

が見つかることは、驚きと共に興味深い現象である。我々は癌細胞と違い、KLAを含む脈管異

常では病変部位での体細胞モザイク変異のある細胞は『低頻度（5-40％）』であること、また周

辺にある組織学的には異常な表現型、構造を呈している細胞は遺伝子変異が検出されない

ことに着目した。KLA は病変の一部の細胞に異常な紡錘型細胞が存在し、これらは「KLA 細

胞」と呼ばれている。KLA 細胞が病態にどのように影響を与えているか不明であるが、我々は

『この「異常な紡錘型細胞」が、正常分布しているリンパ管内皮細胞に対してサイトカインなど

の何らかの影響を与えることによって、KLA を発症するのではないか』という‟仮説”を立てた。 

また、同時に我々は世界で初めて KLA 患者の血漿中より、NRAS 遺伝子変異のある cell 

free DNA(cfDNA)を検出することに成功した（Ozeki, Orphanet J Rare Dis 2019）。癌患者では

循環する腫瘍細胞と cfDNA が転移などの病態と密接に関わるとされ、さらに最近では新たな

腫瘍マーカーとしての有用性も注目されているが、KLA などの脈管異常における役割は不明

である。  

申請者らが行った別の研究では、KLA 患者の病変部位から培養した細胞はリンパ管内皮細

胞ではなく、「間質系に移行した細胞」であることが判明した（非公表）。この細胞を含め、

「KLA細胞」、「NRAS 変異細胞」、「正常リンパ管内皮細胞」と、どのような相互作用を持ってい

るかは、未だに不明である。しかし、我々の結果は、KLA の病態を解明する手前まで到達して

いると考えている。このように、発症メカニズムの解明は、非常に意義が深く、第一の到達目標

であるが、やはり、臨床的には『新規治療薬の開発』が重要である。これらの遺伝子異常は≪

gain of function≫であり、癌治療と同様に、PIK3CA/RAS 経路の遺伝子異常をターゲットとす

る薬剤が、これらの難治性疾患に対する標的治療となり、ブレークスルーとなり得るのではない



かと考えている。 

こうした基礎的な研究が進む以前より、mammalian target of rapamycin (mTOR)阻害である

シロリムスが、これらの疾患に対して画期的な治療薬として注目され、非常に高い治療効果を

認めている。申請者は研究代表者として難治性リンパ管疾患（リンパ管腫、リンパ管腫症、ゴ

ーハム病）に対する第Ⅲ相医師主導治験を実施した。また図 7 に示すように、NRAS 遺伝子を

抑制する MEK 阻害剤の有効性も in vitro の実験では示されており、シロリムスだけでなく、今

後は様々な治療薬の選択も出てくるだろう。しかし、どのような機序で効果を表しているかとい

う基礎的な研究は、ほとんどなされていない。そのため遺伝子変異を基にした疾患モデルを作

成し、候補となる薬剤の有効性についての検証、およびその薬理作用機序についても解明す

る。 

 

３．研究の方法 

１、PIK3CA/RAS 経路関連遺伝子変異に着目したKLAの発症メカニズム解明 

A  PIK3CA、NRAS 遺伝子変異導入細胞の増殖、機能の解析 

 既に判明している本疾患で頻度の高い PIK3CA、NRAS遺伝子変異を正常血管・リンパ管内

皮細胞などの培養細胞に遺伝子導入する。遺伝子導入を確認後、細胞増殖や脈管形成能、

血管新生などの評価を行ったり、培地内のサイトカインを測定し、正常細胞と比較する。MTT

アッセイによる細胞増殖解析および、細胞外マトリックスゲルを用いたチューブフォーメーショ

ンアッセイ、血管新生、リンパ管新生に関わるサイトカイン（Angiopoietin-1, 2, Follistatin, G-

CSF, IL-8, VEGF-A など 36 種類）についても Luminex multiplex cytokine analysis kits を用

いて解析する。 

B 遺伝子変異の頻度と発症の関連性の検討  

 遺伝子導入後、導入細胞と導入の無い正常細胞とを比率を変えて共培養する。比率の違い

によって、増殖の違いや管腔構造の違いがあるかどうか検証する。具体的には共培養システ

ムおよび 2 種類の細胞の細胞比率を調整して混和させ、RAFT 3D 細胞培養システムを使用

して、導入の無い細胞形態の変化をみる。また VEGF などの血管・リンパ管新生に関わるサイ

トカインを添加することで、どのような変化をもたらすか、解析する。 

 

２、リンパ管腫症、KLA のモデル動物作成 

A ゼブラフィッシュを用いた疾患モデルの作製 

 モデル動物のひとつとして、ゼブラフィッシュを用いた解析を行う。別の疾患に対しては既に

同様の研究がなされており、EPHB4 遺伝子異常を持つトランスジェニックゼブラフィッシュはリ

ンパ管の構造の異常を示すことが報告されている（Hum Mol Genet 2018）。同様に PIK3CA、

NRAS 遺伝子変異による構造の変化に着目する。 

B モデルマウスの作成  

またCRISPR/ Cas9システムを用いてPIK3CA、NRAS遺伝子変異を持つマウスを作製して、

KLA の病態が生じているかどうかを調べる。これらの疾患は、血管・リンパ管奇形が全身性に

起こり、骨溶解や縦隔・体幹のリンパ管組織の浸潤、脾臓病変、血液凝固異常など多彩な症

状を呈するといされているが、発生期から解析することで発症の時期や一義的変化を明らか

にできる。成体における血管・リンパ管の同定はVEGFR2-EGFPマウスやProx1-EGFPマウス

と交配する。マウスの血中 cfDNA の変異遺伝子検出も試みる。さらに in vivo イメージングによ

って、病変部位の MRI 画像および、代謝活性および酸素濃度を測定し、正常組織との違いを



検出する。 

 

３、PIK3CA/RAS 経路をターゲットとした新規治療薬剤の開発 

A 遺伝子導入細胞株を用いた新規治療候補薬剤の有効性の検証 

１A で培養した細胞株に標的治療の候補となる薬剤を添加し、その増殖や脈管構造形成、血

管新生などを抑制するかどうかを検証する。候補となる薬剤は、ｍTOR 阻害剤（シロリムス）、

MEK阻害剤（トラメチニブ）、PIK3α阻害剤（TAK117）などがある。 

B  疾患モデル動物を用いた新規治療候補薬剤の有効性の検討 

 2A、２B で作成したゼブラフィッシュ、マウスを用い、上記の薬剤添加後の機能および異常な

脈管構造の変化について検討する。また病変部位、あるいは血中の血管・リンパ管新生のサ

イトカインや標的経路の蛋白発現、mRNA 発現の変化を確認する。また in vivo イメージング、

核磁気共鳴法（NMR/MRI）を用い、治療前後での生体で起こるmTOR関連、酸素活性など代

謝の解析を行う。 

4、KLA患者の PIK3CA/RAS 経路をターゲットとしたエクソーム解析、cfDNA解析 

これまで検出された KLA の遺伝子異常は PIK3CA、NRAS 遺伝子であるが、実際はまだ解析

件数が少なく、その他の遺伝子変異も検出される可能性がある。本研究は東北大学医学部・

遺伝医療学分野との共同研究で PIK3CA/Akt/mTOR、RAS 経路だけでなく、様々な遺伝子

変異を検出するため、Cancer research パネルを用いて、より幅広く解析を行う。また検出され

た遺伝子変異に対し、患者血漿のcfDNAを抽出・解析を行い、病勢や治療効果などとの関連

性を検討し、マーカーとしての有用性を検証する 

 

４．研究成果 

 リンパ管腫症に高頻度に認める NRAS Q16R 変異に注目し、リンパ管内皮細胞株へ変異遺

伝子導入を作製したところ、野生型細胞に比べ変異型細胞は大きく変形した細胞で、増殖能

が高く、管腔形成能が低下していた。チューブフォーメーションアッセイでは、変異細胞の割

合が増えれば増えるほど、Tube 形成が稚拙となり、シート状の増殖となった。解析ソフトで定

量すると有意差が明らかとなった。スクラッチアッセイでは変異細胞は正常細胞に比べ遊走能

が高いことが明らかになった。タンパク測定では異細胞ではRAS経路の下流にある ERK発現

の亢進を認めた。サイトカイン定量では NRAS 変異細胞では、リンパ管新生に関連あることが

報告されている Angiopoietin-2 の産生亢進と VEGF-C の低下、増殖因子である HB-EGF、

G-CSF の有意な亢進が見られた。メタボローム解析では変異細胞と wild type ではパターンが

異なることが判明した。 変異細胞にmTOR阻害剤 sirolimus、MEK阻害剤 trametinib を添加

して Tube formation assay を行うと、稚拙であった tube formation は、mTOR阻害剤、MEK阻

害剤の添加により野生型細胞の tube 形成に類似した形態をとった。mTOR 阻害剤により、

mTOR 経路のタンパク合成の低下（p-mTOR、p-AKT）、MEK 阻害剤により mTOR 経路（p-

mTOR、p-AKT）および RAS-MEK 経路のタンパク合成の低下（p-ERK）を認めた。両薬剤、特

に MEK 阻害剤は、細胞増殖を抑えるのみではなく、異常なリンパ管構築を改善し、形態や機

能面でのリンパ管腫症に対する改善効果が期待されると考察した。これらの結果は英文論文

にまとめ、PLOS ONE誌に投稿、2024 年 5月 publish された。（Yasue S, Ozeki M, Nozawa A, 

Endo S, Ohnishi H. Changes in cell morphology and function induced by the NRAS Q61R 

mutation in lymphatic endothelial cells. PLoS One. 2024 May 29;19(5):e0289187. doi: 10.1371） 

また GNAQ- Q209L（血管腫の原因遺伝子）を導入した細胞株を用い、Sirolimus(mTOR)阻



害剤、Trametinib（MEK）阻害剤で抑制される遺伝子群を RNA シークエンエンスで解析したと

ころ、いくつかの遺伝子が有意に変化していることが判明し、解析を進めている。 

また低頻度の NRASQ61R 体細胞モザイク変異をリンパ管内皮細胞に場所（臓器・組織）と

時間特異的に遺伝子改変が可能な CreERT2-LoxP システムを用いて疾患モデルマウスを作

製したところ、異常に拡張したリンパ管を持つマウスとなった。この結果は英文論文にまとめ、

Human Molecular Genetics に掲載された。（Nozawa A, Abe T, Niihori T, Ozeki M, Aoki Y, 

Ohnishi H. Lymphatic endothelial cell-specific NRAS p.Q61R mutant embryos show abnormal 

lymphatic vessel morphogenesis. Hum Mol Genet. 2024 May 13:ddae080. doi: 

10.1093/hmg/ddae080.） 
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