
    

    

    

    

    

 表 題   本邦ランゲルハンス細胞組織球症患者における体細胞遺伝子

変異解析                         

    

    

    

    

 論 文 の 区 分  論文博士 

    

    

    

    

 著 者 名   早瀬 朋美                 

    

    

    

 所 属   自治医科大学 小児科学                       

                            

    

    

    

   ２０２０年 ９月２５日申請の学位論文 

    

    

    

 紹 介 教 員  地域医療学系 生殖・発達医学 専攻   成育医学 専攻科 

   職名・氏名  学内教授・森本 哲            

    



目次 

 

1．はじめに …………………………………………………………………………1 

2．方法 ………………………………………………………………………………10 

2.1.  対象と検体  

2.2． BRAF V600E変異解析 

2.3． ターゲットシークエンス解析     

2.4． 統計解析     

3．結果   ……………………………………………………………………………15 

 3.1． 患者背景  

 3.2.  BRAF V600E 変異解析結果 

3.3.  BRAF V600E変異陰性症例における体細胞遺伝子変異 

3.4.  本邦 LCH における BRAFおよび MAP2K1 変異の頻度 

3.5.  小児 LCH における遺伝子変異と臨床的特徴との関連 

4．考察  ……………………………………………………………………………22 

5．結論  ……………………………………………………………………………25 

6．参考文献 ………………………………………………………………………26 

 



1 

 

 

1．はじめに 

 ランゲルハンス細胞組織球症（LCH）は CD1a、CD207陽性の未熟樹状細胞の

形質を持つモノクローナルな LCH 細胞が骨、皮膚、中枢神経系などに集簇し、

種々の炎症細胞浸潤を伴い組織破壊を起こす疾患である。炎症と腫瘍の両者の

性格を併せ持つため「炎症性骨髄性腫瘍」という概念が提唱されている 1)。 

LCH における炎症性疾患の性格として LCH 病変部位には LCH 細胞のほかに

T 細胞、マクロファージ、好酸球、破骨細胞様多核巨細胞などが浸潤しており、

これらの細胞は相互刺激し種々のサイトカインやケモカインが分泌されている

（図 1）。また LCH における腫瘍性疾患の性格として LCH 細胞はモノクローナ

ルであり、細胞外シグナル制御キナーゼのリン酸化が亢進しており、多くの症例

で発がん性遺伝子変異が認められる 2)。 

 

 

図 1 LCH 病変における細胞間相互作用と炎症性サイトカイン/ケモカイン  

(文献 2から引用、改変) 
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我が国における小児 LCHの発症頻度は年間数十例と推計される 3)。LCHは乳

幼児期に好発するが、あらゆる年齢層で発症する。病変が単一臓器（single-system）

のみの SS 型と多臓器（multi-system）に及ぶ MS 型に大別される。SS 型はさら

に単独病変（single-site）のみの SS-s 型と多発病変（multi-site）の SS-m 型に、

MS 型はリスク臓器（肝、脾、造血器）浸潤の有無で MS-RO(-)型と MS-RO(+)型

に分類される。SS 型の 80%以上は骨病変だが、皮膚やリンパ節の単独型も見ら

れる。成人では肺単独型もあるが小児では極めてまれである。MS 型の臓器浸潤

は多岐にわたり皮膚と骨病変が多いが肝、脾、肺、造血器、胸腺、リンパ節、消

化管、甲状腺、中枢神経など様々な臓器に病変を認める 3)。 

LCH の初発症状は皮疹や耳漏など乳幼児によくみられる非特異的な症状で発

症することが多く、SS 型では腫瘤触知、骨痛、発熱、MS 型では皮疹、腫瘤触

知、発熱、リンパ節腫脹、肝脾腫が多い 3)。 

疾患に特異的なマーカーはなく、炎症反応の上昇、白血球増多、血小板増多、

慢性炎症による小球性貧血などが見られ、確定診断には病変部位の生検による

病理学的な検索が必須である 3)。病理診断ではパラフィン切片を用いた HE染色

並びに免疫染色標本を用いて行うことが原則であり、組織診断は WHO2008 年

版で①卵円形の細胞で、核のクロマチンは繊細で、核形状がくびれている、溝が

ある、折り重なっている等の変形を示すランゲルハンス型組織球が証明できる

こと②免疫染色により、上記の組織球で CD1a、あるいは Langerin(CD207)が陽性

になること③上記①に示すランゲルハンス型組織球が証明できるが CD1a や

CD207 の染色性が悪い場合は S100 染色陽性所見を診断根拠として採用する④

電子顕微鏡観察では、Birbeck 顆粒が陽性になることが知られているため陽性所

見が得られた場合は診断根拠としてよい、と定められている 4)。 

臨床経過は、治療せずとも自然消退することがある SS-s 型から、化学療法抵抗
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性で急激に進行し致死的となることがある MS-RO(+)型まで、病型により大きく

異なる 2) (表 1)。シタラビンベースの日本 LCH 研究グループ（JLSG）の臨床研

究 JLSG-96/025-7)によって本邦 LCHの予後は目覚ましく改善したが、未だに再発

は多く、再発例では特に中枢神経関連の非可逆的続発症が問題となる。発症後数

年経て起こる中枢神経関連の非可逆的続発症には中枢性尿崩症（CDI）や中枢神

経変性症（ND-CNS）などがあり、これらは中枢神経リスク病変（眼窩、側頭骨、

頭蓋底、顔面骨の骨病変）を伴う例で頻度が高く、再発例に比し少ないが初発例

でも出現することがある。中枢性尿崩症は生涯にわたる抗利尿ホルモンの補充

療法を必要とし、中枢神経変性症は LCH診断後数年を経て脳MRI信号変化（ T2

強調/FLAIR 画像での小脳の左右対称性の高信号病変）を示し、その後進行性、

非可逆的に企図振戦、小脳失調、運動協調障害、集中力低下、知能低下などの精

神神経症状が出現し最終的に重度の脳性麻痺となりそれぞれ患者のQOLを著し

く損なう 8)。 
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 表 1 LCHの病型とその治療 (文献 2より引用、改変) 

病型 病変臓器 治療 

単一臓器（single-system）型   

 単独病変(SS-s)型 骨 1 か所のみ、

皮膚のみ、 

リンパ節のみ等 

中枢神経リスク部位*1 でなけ

れば無治療観察、または局所

ステロイド。 

中枢神経リスク部位なら 6-12

か月ビンカアルカロイド+ 

ステロイドを含む化学療法 

 多発病変(SS-m)型 多発の骨病変 6-12 か月ビンカアルカロイド

+ステロイドを含む化学療法 

多臓器（multi-system）型   

リスク臓器*2 病変なし(MS-RO(—)

型) 

骨と皮膚など 12 か月の VCR/Ara-C/PSL を

含む多剤併用化学療法。 

治療不応の MS-RO(+)型は 

2CdA/AraC の救援療法 and/or 

造血幹細胞移植 

リスク臓器*2病変あり(MS-RO(+)型) 皮膚やリンパ節

と肝臓、脾臓、

骨髄など 

*1中枢神経リスク部位：眼窩、側頭骨、頭蓋底、顔面骨の骨病変 

*2リスク臓器：肝臓、脾臓、骨髄 

 

LCH の発がん性体細胞変異として 2010 年に LCH 細胞に BRAF V600E 変異が

同定された 9)。それ以降、約 85%の症例に、mitogen-activated protein kinase (MAPK)

経路の遺伝子に相互排他的な活性型変異を認めることが報告されてきた 10)。

MAPK 経路は細胞増殖、成長、分化、生存を制御し、複雑な細胞間ネットワーク

を統合しその構成成分から RAS/RAF/MEK/ERK 経路とも呼ばれる。 
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図 2 LCH細胞における MAPK 経路の遺伝子変異（文献 2から引用、改変） 

BRAFV600E変異が約 55%、それ以外の BRAF 変異を約 10%に、MEK1 をコード

するMAP2K1 遺伝子変異は約 15%で認められる。頻度は少ないが EGF 受容体を

コードする ERBB3 や RAF 蛋白をコードする ARAF にも変異を認めることがあ

る。ERK のリン酸化はほぼ 100%の症例で亢進している。 

 

 

 

 

LCH における MAPK 経路の遺伝子変異では、RAF 蛋白のうち BRAF をコー

ドする BRAF 遺伝子の V600E 変異が 50-60%と最多であり 11-13)、次いで MEK1

をコードする MAP2K1 遺伝子変異が 20-30%を占める 13-15)。また頻度は低いが

V600E 以外の BRAF 変異や、EGF 受容体をコードする ERBB3 や RAF 蛋白をコ

ードする ARAF といったその他の変異も報告されている 14,16-18)（図 2）。 
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BRAF は ARAF、BRAF、CRAF と 3つあるセリン/スレオニンキナーゼである

RAF 蛋白の isoform の一つであり、1988 年に発見された 19)。766 個のアミノ酸

から成り Ras-GTP 結合ドメインとシステインリッチドメインを含む Conserved 

region（CR）1 ドメイン、セリン/スレオニンリッチドメインの CR2 ドメイン、

キナーゼドメインを持つ（図 3）20)21)。 

図 3 LCHで報告された BRAF及び MAP2K1 遺伝子変異 

 
CR1, conserved region1; CR2, conserved region2 :D, docking; NES, nuclear export 

signal; NRR, negative regulatory region 

 

 

がんにおいて検出される RAF 遺伝子異常はほとんどが BRAF の遺伝子異常で

ある。BRAF変異のほとんどはキナーゼドメインに発生し、特に BRAF 遺伝子変

異の 80~90%を活性化ループの BRAF V600E 変異が占める。BRAFV600E 変異は

疎水性のバリンが負の電荷を持つグルタミンに変化することで活性化ループを

不活性化状態の DFG-out と呼ばれる構造から活性化状態の DFG-in という構造
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に変化させることで直接的にキナーゼの恒常的活性化を引き起こし、さらに

RAF 蛋白の二量体形成を安定化させ内在性キナーゼを活性化する 20)。そのキナ

ーゼ活性は野生型の 500倍以上と非常に高く、腫瘍の増殖に大きくかかわる 22)。

BRAF 変異は悪性黒色腫、甲状腺がん、大腸がん、非小細胞肺がんなど LCH 以

外の悪性腫瘍においても高頻度に認められる 21,23)。本邦では BRAF 変異を標的

とした分子標的薬として 2014年以降ベムラフェニブ、ダブラフェニブ、エンコ

ラフェニブが悪性黒色腫や非小細胞肺がん、大腸がんに承認されている。MEK

は RAF の基質として 1992 年に複数のグループにより発見された 22)。MEK1 は

393個のアミノ酸から成り、3つの機能を持つ N末端、キナーゼドメイン、C 末

端を持つ 24)。通常 BRAF により活性化され、下流の ERK1 や ERK2 をリン酸化

する 15)。 

MAP2K1 変異は BRAF 変異に比し低頻度であるが、悪性黒色腫、大腸がん、非

小細胞肺がん、有毛細胞白血病などで認められ 15)25)、ほとんどが制御領域（NRR）

またはキナーゼドメインの N 末端で発生する 25)。本邦ではトラメチニブがダブ

ラフェニブとの併用で悪性黒色腫及び非小細胞肺がんに、ビニメチニブがエン

コラフェニブとの併用で悪性黒色腫にそれぞれ承認されている(表 2)。
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表 2 本邦で承認されている BRAF 阻害薬とMEK阻害薬 

一般名 商品名 用法 適応疾患 

BRAF 阻害薬    

ベムラフェニブ ゼルボラフ 単剤 BRAF遺伝子変異を有する根治切除 

不能な悪性黒色腫 

ダブラフェニブ タフィンラー 悪性黒色腫：単剤、ただし  

術後補助療法の場合トラメ

チニブと併用 

非小細胞肺がん：トラメチ

ニブと併用 

BRAF遺伝子変異を有する悪性黒色腫 

BRAF遺伝子変異を有する切除不能な

進行・再発の非小細胞肺がん 

エンコラフェニブ ビラフトビ 悪性黒色腫：ビニメチニブ

と併用 

大腸がん：ビニメチニブ、  

セツキシマブ（抗 EGFR 抗

体薬）と併用 

BRAF遺伝子変異を有する根治切除 

不能な悪性黒色腫 

がん化学療法後に増悪した BRAF 遺伝

子変異を有する治癒切除不能な進行・

再発の結腸・直腸がん 

MEK 阻害薬    

トラメチニブ メキニスト ダブラフェニブと併用 BRAF遺伝子変異を有する悪性黒色腫 

BRAF遺伝子変異を有する切除不能な

進行・再発の非小細胞肺がん 

ビニメチニブ メクトビ エンコラフェニブと併用 BRAF遺伝子変異を有する根治切除 

不能な悪性黒色腫 

 

小児 LCH における BRAF V600E変異と臨床像との関連は欧米から再発や初期

治療不応性、若年での診断や重症病態（進行期、リスク臓器や皮膚浸潤、高い疾

患活動スコア、中枢神経続発症）、再発となどと関連することが報告されている

11-13,26)。(表 3) 難治性の LCH に対して BRAF 阻害薬を導入する試みはすでに海

外から複数報告されており、従来のステロイド＋ビンカアルカイドによる初期

治療やクラドリビン療法に不応の LCHに対してもベムラフェニブの単剤療法は

速やかに効果を示していた 27-30)。 

また中枢神経変性症を伴う症例では 90%以上にこの変異を認めることが報告

されており 31,32)、中枢神経変性症において脳内血管周囲の白質に浸潤している

単球系細胞が BRAFV600E 変異陽性であることが示され、BRAFV600E 阻害薬で
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あるベムラフェニブによって脳 MRI 所見や神経症状が改善する ND-CNS 例が

あることが報告された 32)。 

一方MAP2K1 変異と臨床的特徴の関連についての報告は限られている 14)。 

 

表 3 BRAFV600E変異と臨床像との関連 

報告者、年 国 BRAFV600E変異と関連する臨床的特徴 

Berres, 201411) アメリカ 初期治療不応性 

再発 

Héritier, 201612) 

 

フランス 若年での診断 

重症病態（進行期、リスク臓器や皮膚浸潤、

高い疾患活動スコア、中枢神経続発症） 

再発 

Nann, 201913) 

Ozer, 201926) 

 

ドイツ 

トルコ 

低い診断時年齢 

皮膚浸潤 

再発 

 本邦では、小児 LCHにおける遺伝子変異についての報告は現在までに２つの

みである。BRAF V600E 変異の頻度は、低感度の解析法の報告で 16 例中 4 例

（25%）33)、高感度の解析法の報告で 32例中 19例（59%）34)とされている。(表

4)一方、成人 LCH においては、血漿中遊離 DNA における BRAF V600E 変異解

析の 8 例の報告 35)があるのみである。MAP2K1 変異についての報告はされてい

ない。また、遺伝子変異と臨床的特徴との関連についての検討もなされていない。 
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表 4 本邦 LCHにおける BRAF V600E解析の報告 

報告者、年 Tatsuno, 2016 Sasaki, 2017 

検体数 32 19 

解析方法 一次 PCR 産物を制限酵素

消化、二次 PCR 産物を  

ダイレクトシークエンス 

ダイレクトシークエンス 

検出下限 2.5% 記載なし 

BRAFV600E変異頻度 17/32(53%) 4/19(21%) 

 

本研究では本邦 LCHにおいて体細胞遺伝子変異の頻度を明らかにし、その遺

伝子変異と臨床的特徴との関連を明らかにすることを目的とした。まず 59例の

本邦 LCH 患者の生検組織を用いて BRAF V600E 変異について高感度アレル特異

的リアルタイム PCR 法により解析し、BRAF V600E 変異陰性であった例のうち

新鮮凍結組織が得られた 17例について次世代シークエンサーを用いたターゲッ

トシークエンス解析により MAP2K1 および BRAF 遺伝子の変異解析を行った。

次世代シークエンサーを用いた解析＝次世代シークエンス解析は従来の遺伝子

解析手法である Sanger 法やアレイベースの手法に比べ高速で大量のゲノム情報

を解析可能で、低頻度の遺伝子変異も高い感度で検出でき、同じ量の DNAでよ

り多くのデータを得ることができる解析手法である。 

また 50例の小児患者について遺伝子変異と臨床的特徴の関連について統計学的

に検討した。 
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2．方法 

2.1. 対象と検体 

1993年から 2019 年に本邦の研究参加施設（表 5）において診断された LCHの

うち、遺伝子解析研究の同意が得られた 59 例を対象症例とし、生検検体および

臨床情報を取得した。 

 

表 5 研究参加施設一覧 

 

臨床情報は診断年齢、性別、病型、治療、初期治療反応性、再発、中枢性尿崩

症および神経変性症の中枢神経合併症について取得した。病型は SS 型、MS-

RO(-)型、MS-RO(+)型に分類した。リスク臓器は骨髄、肝、脾と定義した。 

診断時の新鮮凍結（Fresh Frozen, FF）検体は 34例で取得、残り 25例からはホ

ルマリン固定パラフィン包埋（Formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE）検体を取

得した。ゲノムDNAの抽出は FF検体にはQIAamp DNA mini kit (Qiagen, Valencia, 

USA)を、FFPE検体は QIAamp DNA FFPE tissue kit (Qiagen, Valencia, USA)を用い

地域 施設 

関東 神奈川県立こども医療センター 

群馬大学医学部附属病院 

自治医科大学附属病院 

成育医療研究センター 

中部  静岡県立こども病院 

聖隷浜松病院 

近畿 宇治徳洲会病院 

北野病院 

京都府立医科大学附属病院 

和歌山赤十字病院 

九州・沖縄 豊見城中央病院 
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た。抽出したゲノム DNAは Qubit dsDNA BR assay kit (Invitrogen, Carlsbad, USA)

を用いて定量した。 

 

 

2.2. BRAF V600E 変異解析 

59 例の BRAF V600E 変異についてアレル特異的リアルタイム PCR キット

（BRAF Mutation Analysis Kit for Real-Time PCR, Entrogen, Woodland hills, USA）

を使用し解析した。キットの検出感度は変異アレル 1%とされている 36)。解析は

プロトコールに従い 20ng のゲノム DNA を用いた。変異解析は陽性コントロー

ル、陰性コントロールを同時に行い偽陽性、偽陰性の有無の確認を行った。 

 

 

2.3. ターゲットシークエンス解析 

BRAF V600E変異陰性 32例中、FF 検体が取得できた 17例について、BRAFお

よび MAP2K1 (exon2,3)のターゲットシークエンスを行い、V600E 以外の BRAF

変異および MAP2K1 変異について解析した。17 例中 9 例は LCH 病変検体と末

梢血正常検体とのペア検体で解析し、残り 8例については LCH病変検体のみで

解析を行った。解析ではゲノム DNA 20 ng を独自にオーダーメイドしたアンプ

リコンシークエンスライブリーAmpliseq for Illumina, On-Demand, Custom and 

Community Panels (Illumina, San Diego, CA)を用いてライブラリー調整し(図 4)、

イルミナ Miseq シークエンサーでシークエンスした。 
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図 4 Ampliseq for Illumina を用いたライブラリー調整 

 

 

データ解析は東京大学ヒトゲノムセンターのパイプライン Genomon2 

(https://genomon.readhedocs.io/ja/latest/index.html)を用いた。変異検出のため LCH

病変と正常検体（末梢血）のペア検体が取得可能であった 9例では LCH病変検

体と正常検体で参照アレルと変異アレルの割合を Fisher の正確検定により検定

し 37)、LCH 病変検体のみ取得可能であった 8 例では 15 例の正常検体によるコ

ントロールパネルを正常コントロールとして用いた Empirical Bayesian mutation 

Call (EBcall)を用いた 38)。検出された変異は ANNOVAR (v2018Apr16) 39)を用いて

アノテーションを行った。 
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体細胞変異かどうかの評価は既報の方法 40,41)を一部修正した方法で行った(図

5)。すなわち、検出された変異のうち、以下の変異はフィルターし除外した：(1) 

synonymous 変異、(2) エクソン変異またはスプライシングサイト変異以外の変

異、(3) 1000 ゲノムプロジェクトおよび NCBI SNP database で既知の変異、(4) 

SIFT score≧0.05 または Polyphen2 score≦0.446 の変異。次に残った変異につい

て、以下の変異をフィルターし選出した：(1) 変異アレル頻度（Variant allele 

frequency, VAF）が LCH病変検体で≧1%の変異、(2) VAF が LCH 病変検体>正常

検体の変異、(3) LCH 病変での read depth≧500 の変異、(4) LCH病変での変異リ

ード≧5の変異、(5) 正常検体の VAF<0.25%の変異、(6) Fisherの正確検定または

EBcall で p≦0.0001 の変異。さらに Integrative Genomic Viewer (IGV2.4)を用いて

LCHで既知の変異部位を全て目視で確認した。 

 

 

2.4. 統計解析 

 変異の有無と臨床的特徴との関連については、成人群は症例数が少ないため、 

小児群についてのみ解析を行った。量的変数については Mann-Whitney の U検定

を、質的変数については Fisherの正確検定を用いた。また治療不応および再発、

死亡をイベントとし、Kaplan-Meier法により推定した BRAFV600E 変異の有無に

よる累積イベント発生率の差を log-rank検定で評価した。p<0.05を有意とした。 
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図 5 データ解析における変異検出の流れ 

EBcall, Empirical Bayesian mutation Call; VAF, Variant allele frequency; IGV, Integrative Genome 

Viewer 
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3．結果 

3.1. 患者背景 

対象患者背景と臨床情報、および BRAFV600E 変異解析結果を表 6 に示した。 

59例のうち、50例が小児（18歳未満で診断）、9例が成人であった。診断時年齢

は小児群で中央値 2.9歳（範囲 0.3-17.0歳）、成人群で中央値 40.8 歳（範囲 19.0-

67.1 歳）であった。病型は、小児群では SS 型 25 例(50%)、MS-RO(-)型 17 例

(34%)、MS-RO(+)型 8 例(16%)、成人群では SS 型 5 例(56%)、MS-RO(-)型 3 例

(33%)、MS-RO(+)型 1 例(11%)であった。 

ほとんどの症例が全身化学療法で治療をされていた。小児 SS 型 25 例のうち

19 例（76%）が、日本 LCH 研究グループ（JLSG）の臨床試験プロトコール 5-7）

（n=10）またはその他（n=9）のレジメンで全身化学療法を受けていた。小児MS

型 25例全例が、JLSG の臨床試験プロトコール 5-7)（n=21）またはその他（n=4）

のレジメンで全身化学療法を受けていた。成人群では SS 型患者 5例中 3例、MS

型 4例中 3例が全身化学療法を受けていた。 

 観察期間中央値は小児群 7.9年（範囲 0.1-25.4年）、成人群 3.6年（範囲 2.0-9.2

年）であった。中枢神経関連合併症を、小児群では 50例中 6例（中枢性尿崩症

5例、神経変性症 1 例）、成人群では 9例中 5例（中枢性尿崩症 5例）に認めた。

死亡例はなかった。 
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表 6 対象患者背景、BRAF V600E変異解析結果 

背景 
< 18歳 

(n = 50) 

> 18歳 

(n = 9) 

診断時年齢中央値 (範囲), 歳 2.9 (0.3–17.0) 40.8 (19.0–67.1) 

性別, N (%)   

 男性  31 (62) 3 (33) 

 女性  19 (38) 6 (67) 

病型, N (%)   

SS  25 (50) 5 (56) 

MS-RO(-) 17 (34) 3 (33) 

MS-RO(+) 8 (16) 1 (11) 

皮膚病変, N (%)   

 有り 9 (18) 2 (22) 

 無し 41 (82) 7 (78) 

初期治療, N   

SS    

JLSG プロトコール  10 1 

その他の全身化学療法  9 2 

全身化学療法なし 6 2 

MS   

JLSG プロトコール 21 0 

その他の全身化学療法  4 3 

全身化学療法なし 0 1 

中枢神経合併症, N   

中枢性尿崩症 5 5 

神経変性症 1 0 

 全て 6 5 

BRAF V600E, N (%)   

陽性  24 (48) 3 (33) 

陰性 26 (52) 6 (67) 

死亡   0 0 

追跡期間, 中央値 (範囲)  7.9 (0.1–25.4) 3.6 (2.0–9.2) 

SS, 単一臓器型; MS-RO(-), 多臓器型リスク臓器病変なし; MS-RO(+), 多臓器型リスク臓器  

病変あり; JLSG, 日本 LCH 研究グループ 
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3.2. BRAF V600E 変異解析結果 

 BRAF V600E変異は全体で 59例中 27例（46%）、小児群で 50例中 24例（48%）、

成人群で 9例中 3例（33%）に認めた。BRAF V600E変異陽性率は FF検体と FFPE

検体で有意な差を認めなかった（13/34 (38%) vs. 14/25 (56%), p=0.197）。 

 

3.3. BRAF V600E 変異陰性症例における体細胞遺伝子変異 

 ターゲットシークエンスを用いた BRAF V600E 変異陰性例の体細胞変異解析

結果を表 7 に示した。BRAF V600E 変異陰性例 32 例のうち新鮮凍結検体が取得

できた 17例について解析した。17例中 14 例で BRAF V600変異以外の変異が同

定された。そのうち 3例は BRAF exon12の in-frame欠失（p.486_491del）、2例は

BRAF exon12の N末端部スプライシング変異（c.1511_1517+2dup）であった（症

例 1-5）。MAP2K1 exon2 の in-frame 欠失 （p.56_60del, p56_61del, p57_62del, 

p58_62del）が 7例と最も高頻度に見られた（症例 6-12）。また MAP2K1 exon3の

変異が 2例で見られ、1例は 2か所の点変異（p.E102V, p.I103N）、もう 1例は in-

frame欠失であった（症例 13，14）。残り 3例は BRAFおよび MAP2K1 に変異は

検出できなかった。 

 

 3.4. 本邦 LCH における BRAFおよびMAP2K1変異の頻度 

 本邦 LCH における体細胞変異は BRAF V600E 変異が、27/59 (46%)と最も高頻

度であった。また、BRAF V600E変異陰性例 17例のうち、5例で V600E以外の

BRAF変異が、9例で MAP2K1 変異がそれぞれ見つかった（図 6、表 7）。リアル

タイムPCR法によるBRAF V600変異解析、ターゲットシークエンスによるBRAF

および MAP2K1 変異解析の両者を行った症例の 41/44 (93%)で、BRAF または

MAP2K1 遺伝子に変異が同定された。 
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表 7 BRAF V600E変異陰性例における BRAF 変異と MAP2K1 変異 

症例 
年齢 

(歳) 
病型 変異 変異種類 VAF (%) 

変異部位の 

総リード数 

1 9.6 MS-RO(-) BRAF 

p.486_491del 
BRAF Ex12 

indel 
7.0 15888 

2 12.6 MS-RO(-) BRAF 
p.486_491del 

BRAF Ex12 

indel 
20.0 10317 

3 17.0 MS-RO(-) BRAF 

p.486_491del 

BRAF Ex12 

indel 
10.1 19736 

4 1.0 SS BRAF 

c.1511_1517+2dup 

BRAF Ex12 

SpM 
4.2 29400 

5 14.1 SS BRAF 

c.1511_1517+2dup 
BRAF Ex12 

SpM 
2.4 19507 

6 0.4 MS-

RO(+) 

MAP2K1 

p.57_62del 
MAP2K1 Ex2 

indel 
7.9 3151 

7 1.1 MS-

RO(+) 

MAP2K1 

p.56_61del 

MAP2K1 Ex2 

indel 
11.6 6076 

8 1.4 MS-

RO(+) 

MAP2K1 

p.56_60del 

MAP2K1 Ex2 

indel 
6.7 2010 

9 2.1 MS-

RO(+) 

MAP2K1 

p.56_61del 
MAP2K1 Ex2 

indel 
14.2 3001 

10 3.2 MS-RO(-) MAP2K1 

p.56_61del 

MAP2K1 Ex2 

indel 
16.5 2554 

11 6.4 SS MAP2K1 

p.58_62del 

MAP2K1 Ex2 

indel 
1.4 3830 

12 44 SS MAP2K1 

p.56_61del 

MAP2K1 Ex2 

indel 
1.6 3702 

13 12.9 SS MAP2K1 p.E102V 

MAP2K1 p.I103N 

MAP2K1 Ex3 

MM 

8.4 

8.3 

4176 

4174 

14 3.4 SS MAP2K1 

p.105_107del 
MAP2K1 Ex3 

indel 
15.4 3962 

15 1.5 MS-

RO(+) 

NM - 
- - 

16 2.2 SS NM - - - 

17 12.8 SS NM - - - 

SS, 単一臓器型; MS-RO(-), 多臓器型リスク臓器病変なし; MS-RO(+), 多臓器型リスク臓器病変あ

り; NM, 変異無し; Ex, エクソン; indel, in-frame欠失; MM, ミスセンス変異; SpM, スプライシング

変異; VAF, 変異アレル頻度 
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図 6 本邦 LCHにおける BRAF変異と MAP2K1 変異の割合 

本邦 LCH において BRAFV600E 変異は 46%に認められた。BRAF V600E 変異陰性例のうち

53%に MAP2K1 変異があり、29%に V600E変異以外の BRAF変異を認めた。 

BRAF indel, BRAF exon 12の in-frame欠失; BRAF splicing, BRAF exon12の N末端部スプライ

シング変異 

 

 

 3.5 小児 LCH における遺伝子変異と臨床的特徴との関連 

 小児 LCH 50 例において、BRAF V600E 変異は、皮膚病変を伴う症例に多い 

傾向があったが有意差はなく、性別、診断年齢、病型、初期治療抵抗性、再発、

中枢神経関連合併症のいずれとも関連を認めなかった（表 8）。Kaplan-Meier 法

による累積イベント発生率は BRAF V600E変異の有無で差は認めなかった(図 7)。 
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表 8 本邦 LCHにおける BRAFV600E変異と臨床的特徴との関連 

臨床的特徴 
全体 

(n = 50) 

BRAF V600E 

p 値 陽性 

(n = 24) 

陰性 

(n = 26) 

性別     

男 31 16 15 

0.571 
女 19 8 11 

診断時年齢, 中央値 (範囲)  2.5 y (0.3–14.0) 4.2 y (0.4–17.0) 0.103 

< 2歳 15 8 7 

0760 
> 2歳 35 16 19 

病型     

SS 25 12 13 

0.865 MS-RO(-) 17 9 8 

MS-RO(+) 8 3 5 

皮膚病変     

あり 9 7 2 

0.069 
なし 41 17 24 

初期治療不応     

あり 3 2 1 

0.599 
なし 41 19 22 

(全身化学療法なし) 6 3 3  

再発     

全員     

あり 16 8 8 

1.000 
なし 34 16 18 

全身化学療法あり     

Yes 13 7 6 

0.744 
No 31 14 17 

全身化学療法なし     

Yes 3 1 2 

1.000 
No 3 2 1 

中枢神経合併症 *1     

あり 6 3 3 

1.000 
なし 44 21 3 

追跡期間, 中央値 (範囲) 7.9y (0.1–25.4) 7.5 y(0.1–17.8) 8.2y (0.1–25.4) 0.629 

*1 中枢性尿崩症または神経変性症 

SS,単一臓器型; MS-RO(-), 多臓器型リスク臓器病変なし; MS-RO(+), 多臓器型リスク臓器病

変あり; JLSG, 日本 LCH研究グループ 
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図 7 本邦小児 LCH における BRAF V600E 変異の有無別に見た累積イベント

（治療不応および再発） 

累積イベント（治療不応および再発）は BRAF V600E 変異陽性群(n=24)と BRAF V600E 変異

陰性群(n=26)で差を認めなかった。[35.2% (95% CI,15.4-54.9） vs. 38.6% (95%CI, 18.6-58.6), 

p=0.870] log-rank検定による。 

 

 

一方 MAP2K1 exon2 in-frame 欠失変異を認めた小児 LCH の 6 例中 4 例は MS-

RO(+)型であり、少数例の解析であるが、MAP2K1 exon2 in-frame 欠失例はリスク

臓器浸潤が有意に多かった（p=0.013）（表 9）。また、性別、診断時年齢、治療抵

抗性、再発、中枢神経続発症は MAP2K1 変異との関連を認めなかった。 

 

表 9 本邦小児 LCH における遺伝子変異とリスク臓器浸潤の関連(n=40*1) 

 BRAF V600E 

(n=24) 

MAP2K1 Ex2 indel 

(n=6) 

その他 *2 

(n=10) 
p 値 

MS-RO(+) 3 4 1 
0.013 

MS-RO(-) or SS 21 2 9 

*1 リアルタイム PCR法で BRAF V600E 変異陽性、および、BRAF V600E変異陰性でターゲ

ットシークエンス解析を行った症例 *2 BRAFV600E変異陰性かつMAP2K1indel陰性 

MS-RO(-), 多臓器型リスク臓器病変なし; MS-RO(+), 多臓器型リスク臓器病変あり; SS, 単

一臓器型; Ex2 indel, エクソン 2 in-frame欠失 

BRAF V600E陽性 

BRAF V600E陰性 

累
積
治
療
不
応

/
再
発
率
（

%）
 

診断後期間(年) 
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4．考察  

 本研究では、本邦 LCH症例 59例にリアルタイム PCR 法による BRAF V600変

異解析、ターゲットシークエンスによる BRAF および MAP2K1 変異解析を行っ

た。BRAF V600E変異を 27例で認め、解析が可能であった BRAF V600E変異陰

性症例 17例のうち 14例に V600E変異以外の BRAF変異または MAP2K1変異を

認めた。リアルタイム PCR による BRAF V600E変異解析およびターゲットシー

クエンスによる BRAF と MAP2K1 (exon 2, 3)の変異解析の両者が可能であった、

44 例中 41 例（93%）に体細胞変異を認めたことになり、本邦における LCH の

約 90%は BRAF または MAP2K1 遺伝子に変異を有していると推測された。本研

究で明らかとなった本邦 LCH における BRAF V600E 変異の頻度（27/59, 46%）

は、欧米諸国での大規模な研究による頻度（小児で 54.6%（n=315）12)、62.9%

（n=97）11)、成人で 47.0%（n=132）42)）と矛盾しなかった。 

 BRAF V600E 変異と臨床的特徴との関連について米国からは小児 LCH におい

て再発や初期治療不応性と関連すると報告されており 11)、フランスからは若年

での診断や重症病態（進行期、リスク臓器や皮膚浸潤、高い疾患活動スコア、中

枢神経続発症）、再発との関連が報告されている 12）。またドイツ 13)やトルコ 26)

からも、低い診断時年齢や皮膚浸潤、再発との関連が報告されている。本研究で

は小児 LCH コホートにおいて BRAF V600E変異陽性例における皮膚浸潤の頻度

は比較的高頻度であったものの有意ではなく、欧米からの報告とは異なり BRAF 

V600E 変異と重症病態や不良な予後との関連は見られなかった 11-13,26)。その理

由として、欧米人とアジア人での遺伝学的背景の違いや用いている治療レジメ

ンの違い 5-7,43）による影響が考えられる。特に治療については本邦の LCH 治療

レジメンは欧米での基本治療であるステロイドとビンカアルカロイド 44)ととも

にシタラビンが基本薬剤として使用され 45)、治療が強化されており(図 8)良好な

治療成績が報告されている 5,6)。シタラビンによる治療強化が BRAF V600E変異

の予後不良因子を打ち消した可能性がある。しかし、本研究では症例数が十分で

はないため、本邦 LCHにおける BRAF V600E 変異の意義については大規模な研

究による検討が必要である。 
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図 8 本邦と欧米での LCH治療の違い 

●本邦での寛解導入療法 JLSG-0245) 

Week 1 2 3 4 5 6 

Cytarabine 

100mg/m2 

●●●●●  ●●●●●  ●●●●●  

Vincristine 

1.5mg/m2 

↓  ↓  ↓  

Prednisolone 40mg/m2/day 20mg/m2/day  

10/mg/m2/day 

 

 

●欧米での寛解導入療法 LCH-III44) 

Week 1 2 3 4 5 6 

Vinblastine 

6mg/m2 

↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 

Prednisolone 40mg/m2/day 20mg/m2/day 

 

 

10mg/m2/day 

 

 

 

 本研究では BRAF V600E 変異以外に、3 例に BRAF exon12 の in-frame 欠失

（p.486_491del）、2 例に BRAF exon12 の N 末端部スプライシング変異

（c.1511_1517+2dup）を認めた。両変異ともキナーゼドメインに位置する既知の

変異であるが、報告はそれぞれ 2 例 17)、6 例と 16)少数例のみであった。既報で

は exon12のN末端部スプライシング変異を認めた 2例はそれぞれ骨病変のみの

SS-s 型と SS-m 型で、いずれも無治療経過観察ののち SS-m 型のみ再発していた

17)。また exon12の in-frame欠失については MS-RO(-)型が 4例、SS-s 型が 2例で

16)リスク臓器浸潤は認めていない。ごく少数例での検討であるためこれらの変異

の臨床的意義については現時点では明らかではなく、更なる症例の蓄積が必要
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である。 

  MAP2K1 変異は 9 例で認めた。7 例は exon2 の in-frame 欠失（p.56_60del, 

p56_61del, p57_62del, p58_62del）で、いずれも COSMIC データベース 46)に未掲

載であった。しかし 5例は既知変異で、2 例が新規変異（p.56_60del, p57_62del）

であった。2つの新規変異は、発現制御領域にあり、同領域の類似した in-frame

欠失変異は既に LCH において報告されていた 13-15,47)。残る 2例は MAP2K1 exon3

の変異で、1例では 2か所の点変異（p.E102V, p.I103N）を同時に有し、もう 1例

では in-frame欠失（p.105_107del）であった。p.I103Nは有毛細胞白血病で報告さ

れている変異 46)であったが、残る２つの変異（p.E102Vおよび p.105_107del）は

新規変異であった。しかし、これらの変異は触媒ドメイン(キナーゼドメイン)に

存在し、この領域の変異は既に LCH で報告されている 13-15,45-49)。また MAP2K1

変異と臨床的特徴の関連については、本研究の小児群での検討で MAP2K1 exon2 

in-frame 欠失がリスク臓器浸潤と関連していたが、症例数が十分ではないため、

更なる検討が必要である。 

 前述したように本邦では既に BRAF 阻害薬、およびMEK阻害薬が悪性黒色腫

などの悪性腫瘍に対して承認されている。欧米からは、BRAF V600E 変異陽性の

難治性の LCH症例に対し BRAF 阻害薬が奏功したという報告もあり 27-30)、LCH

を含む小児がん患者に対する BRAF 阻害薬や MEK 阻害薬の臨床試験も複数進

行中である 50)。本邦における LCH の約 90%は BRAF または MAP2K1 遺伝子に

変異を有していると推測される本研究結果は、BRAF 阻害薬やMEK 阻害薬が本

邦 LCH患者においてもほとんどの症例において有用であることを示唆するもの

であり、今後本邦においても、LCH の難治例のみならず初発例に対しても分子

標的薬を用いたより良い治療を実現する足掛かりとなると考えられた。 
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5．結論  

 本邦 LCHの体細胞変異解析は今まで少数例でしか行われていなかった。本

研究では 59 例の本邦 LCH を解析し 90%以上の頻度で BRAF または MAP2K1 遺

伝子の変異を有していると推測された。一方、小児の検討では BRAF V600E 変

異はリスク臓器浸潤、再発、治療抵抗性などと関連を認めず、欧米からの既報と

は異なった結果となった。 

またMAP2K1 exon2 in-frame欠失は現在までに病型など臨床的特徴との関連は

報告されていないが、本研究ではリスク臓器浸潤と関連している可能性が示唆

された。 

本研究結果から BRAF 阻害薬や MEK 阻害薬が本邦 LCH 患者においてもほと

んどの症例で有用であることをが示唆され、今後本邦においても、LCH の難治

例のみならず初発例に対しても分子標的薬を用いる足掛かりになると考えられ

た。 

今後、更に症例数を増やして、本邦の LCH における BRAFおよび MAP2K1 遺

伝子変異と臨床的特徴との関連を解析することにより、治療の層別化や分子標

的薬を含めた最適な治療選択が可能となり、更なる予後や QOLの改善につなが

る可能性がある。本研究結果が、今後のより良い LCHの治療法開発に発展して

いくことを期待したい。 
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