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研究成果の概要（和文）：ユビキチン修飾関連分子であるLZTR1は、RAS/MAPKシグナル伝達経路活性異常によっ
て引き起こされる先天異常症候群RASopathiesの原因分子であるが、LZTR1とRAS/MAPKシグナル伝達経路の関係は
不明であった。本研究では、①LZTR1はがん原遺伝子産物であるRAS、ならびにPPP1CB/SHOC2/cRAF等の相互作用
を介してRAS/MAPKシグナル活性を制御すること、②LZTR1はRASのポリユビキチン修飾を促すことでユビキチン・
プロテアソーム経路を介したRAS分解に関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Leucine zipper-like transcriptional regulator 1 (LZTR1) encodes a member of 
the BTB-Kelch superfamily, which interacts with the Cullin3 (CUL3)-based E3 ubiquitin ligase 
complex. LZTR1 is a causative gene of RASopathies, which are caused by germline mutations in genes 
encoding various components of the RAS/MAPK signaling pathway. However, no evidence regarding the 
functional interaction between LZTR1 and the RAS/MAPK signaling pathway had been reported. 
In this study, we revealed that (1) LZTR1 regulates RAS/MAPK signal activity through the interaction
 of RAS and PPP1CB/SHOC2 /cRAF-complex, and (2) LZTR1 is involved in RAS degradation via the 
ubiquitin-proteasome pathway.

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
LZTR１はRASopahitesの原因分子であるとされていたもののRAS/MAPKシグナル伝達経路との関係は不明であっ
た。そのため、治療法や治療薬の開発に際して治療標的分子を絞り込むことができず、各症状に対する対症療法
以外に手立てがなかった。加えて、RASopathiesに分類される疾患は希少疾患であるためがんなどの大衆疾患に
比べて研究開発が遅れている領域である。今回、LZTR1とRAS/MAPKシグナル伝達経路との関係が解明されたこと
で、治療薬開発における標的分子が明確となり、将来的な治療薬の開発が大いに期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
RASopathies は、RAS/MAPK シグナル伝達経路に生殖細胞系列での変異を有する遺伝性疾患の

総称であり、代表疾患として Noonan 症候群、Costello 症候群、CFC 症候群などの先天奇形症候
群がある。次世代シークエンサーの普及に伴い、PPP1CB (protein phosphatase 1 catalytic 
subunit beta)や SHOC2 (suppressor of clear-2 homolog)などの新規原因遺伝子が同定され、
疾患概念は拡大し続けている。しかし、疾患発症機序が解明されていない原因遺伝子も多く、
RAS/MAPK 症候群発症機序の解明が強く求められている。本研究では、RAsopathies に分類される
Noonan 症候群とその原因遺伝子に LZTR1(leucine zipper like transcription regulator 1)注
目した。Noonan 症候群は、相対的大頭、成長障害、先天性心疾患、精神運動発達遅滞、易発がん
性などを呈する指定難病かつ小児慢性特定疾病である。LZTR1 は、2015 年に Noonan 症候群の新
規原因遺伝子として報告された (J Med Genet, 2015.)。LZTR1 は BTB-Kelch スーパーファミリ
ーに属するがん抑制遺伝子でもあり(J Biol Chem, 2006.)、通常の BTB-Kelch タンパク質とは
異なり Kelch ドメインが N端側に、BTB ドメインが C端側に２つ存在する非常にユニークな分子
である。LZTR1 は、全身に神経鞘腫を呈する Schwannomatosis ならびに Glioblastoma の原因遺
伝子であることも報告されており(Nat Genet, 2013.)、悪性腫瘍形成の観点からも注目を浴び
ている。しかしながら、LZTR1 遺伝子変異による Noonan 症候群の発症機序、ならびに RAS/MAPK
シグナル伝達経路への影響は未解明のままであった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、LZTR1 と RAS/MAPK シグナル伝達経路の関係を明らかにし、遺伝子変異獲得

による Noonan 症候群の発症機序を解明することである。 
 

３．研究の方法 
Noonan 症候群の発症には RAS/MAPK シグナル伝達活性異常が関与する。しかし、LZTR1 と

RAS/MAPK シグナル伝達経路との関係はこれまで未解明であった。そこで、LZTR１と RAS/MAPK シ
グナル伝達経路との関係性を以下の方法で解析した。 
（１）抗 LZTR1 抗体による免疫沈降物を nano-LC/MS/MS を活用した網羅的な相互作用分子の探
索を実施した。（新規 LZTR1 相互作用分子の探索） 
（２）nano-LC/MS/MS 解析により得られた RAS/MAPK 関連分子との相互作用を共免疫沈降により
検証した。（新規 LZTR1 相互作用分子の同定） 
（３）（１）、（２）で同定した新規 LZTR1 結合分子に対する LZTR1 発現量変化の影響をウェスタ
ンブロットにより解析した。（LZTR1 と新規相互作用分子の関係解析） 
（４）（３）で相互作用分子の発現量や細胞内局在に変化が認められた分子に対して、in vivo 
ubiquitination assay を実施し、LZTR1 による相互作用分子のユビキチン修飾レベルの変化を
解析した。（LZTR1 による新規相互作用分子の翻訳後修飾への影響解析） 
（５）LZTR1 により細胞内発現量の変化が認められた分子に関して、分解速度（半減期）を求め
るために cycloheximide chase assay を実施すると共にプロテアソーム阻害剤処置による発現
量変化を評価した。(LZTR1 による新規相互作用分子の分解促進作用の解明） 
 
４．研究成果 
（１）新規 LZTR1 相互作用分子の探索 
培養細胞株 HEK293 細胞より細胞抽出液を調整し、抗 LZTR1 抗体を用いて免疫沈降を実施した。
抗 LZTR1 抗体免疫沈降物を使い nano-LC/MS/MS による質量分析を実施することで、複数の新規
LZTR１相互作用分子を得た。この解析により RAS/MAPK シグナル伝達経路に関連する分子として、
PPP1CB が同定された。PPP1CB は、Noonan 様症候群の原因遺伝子である SHOC2 と複合体を形成
し、RAF の脱リン酸化を行うことで ERK を活性化すると報告されている。したがって、LZTR1 は
PP1CB を介して RAS/MAPK シグナル伝達経路の活性調節に関与することが示唆された。 

（２）新規 LZTR1 相互作用分子の同定 
（１）の nano-LC/MS/MS 解析によって新規 LZTR1 相互作用分子候補としてピックアップされた
分子や各分子との関連性が高い近傍分子は LZTR1 と細胞内で相互作用するか否かを共免疫沈降
法により解析した。具体的には、HEK293 細胞に Flag-LZTR1 または Myc-LZTR1 ならびに Myc-tag、
HA-tag、V5-tag のいずれかが付与された候補分子発現プラスミドを導入し、その細胞抽出液を
用いて評価した。その結果、LZTR1 は PPP1CB/SHOC2/cRAF 複合体と相互作用すること、さらにが
ん原遺伝子産物でありシグナルの最上流に位置する RAS とも相互作用することが明らかとなっ
た。特に、RAS に関しては古典型 RAS である KRAS、NRAS、HRAS に加えて非古典型 RAS である MRAS
の少なくとも 4 分子との相互作用が認められた。これらの結果より、LZTR1 は複数の RAS/MAPK
シグナル伝達経路関連分子との結合を介してシグナル活性制御に関与する可能性が示された。 

（３）LZTR1 と新規相互作用分子の関係解析 
LZTR1 と PPP1CB/SHOC2/cRAF 複合体ならびに RAS との関係を明らかにするために、LZTR1 発現増
減時の RAS/MAPK シグナル伝達経路関連分子のリン酸化レベル、発現量の変動をウェスタンブロ
ットによりより評価した。その結果、LZTR1 の発現誘導時において RAS の著しい発現低下が認め



られた。一方で LZTR1 標的 siRNA によるノックダウン系では、
RAS の高発現、ERK1/2 のリン酸化レベルの増加が認められた。
RAS の発現増加は、ゲノム編集により LZTR1 を欠損させた
HEK293-KO 細胞でも認められ、LZTR1 発現低下は RAS の異常蓄積
と MAPK シグナル伝達経路の異常活性化を引き起こすことが示
された。また PPP1CB/SHOC2/cRAF 複合体において、LZTR1 の発
現低下は cRAF リン酸化レベルを変化させることも確認してい
る。 

（４）LZTR1 による新規相互作用分子の翻訳後修飾への影響解
析 
（３）の結果より、LZTR1 は RAS の発現変動に関与し、RAS は
LZTR１による RAS/MAPK シグナル伝達活性制御における主要標
的である可能性が示された。続いて、LZTR1 はどのように RAS の発現制御に関与するかを検討し
た。LZTR１は、翻訳後修飾の 1つであるユビキチン修飾反応においてユビキチン E3 リガーゼ複
合体の基質アダプターとして機能することがこれまでに報告されている。そこで、LZTR1 は RAS
のユビキチン修飾を促すか否かを in vivo ubiquitination assay により評価した。その結果、
LZTR1 は相互作用の認められた 4 種 RAS 分子のポリユビキチン修飾レベルを著しく増加させ、
RAS のポリユビキチン修飾レベルの増加は野生型のみならがん原変異体においても同様に認め
られた。したがって、LZTR1 は E3 リガーゼ複合体の基質アダプターとして機能する際に RAS を
捕捉することで RAS のポリユビキチン修飾に関与することが示された。 

（５）LZTR1 による新規相互作用分子の分解促進作用の解明 
タンパク質の翻訳後修飾において、ユビキチン修飾反応は細胞内局在の変化、タンパク質分解、
分子間相互作用の変化などをもたらす。タンパク質のポリユビキチン修飾は、プロテアソームを
介したタンパク質分
解への関与が知られ
ている。そこで、
cycloheximide chase 
assay により RAS 分
解速度の変化、プロ
テアソーム阻害剤
MG132処置によりRAS
発現変動の有無につ
いて LZTR1 発現誘導
系により評価した。
その結果、LZTR1 の発
現誘導により RAS の
分解速度は著しく増加し、LZTR1 発現誘導による RAS 発現量低下は MG132 処置により回復した。
これらの結果より、LZTR1 はユビキチン・プロテアソーム分解経路を介して RAS の分解促進に寄
与することが示された。 
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