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研究成果の概要（和文）：ヌーナン症候群類縁疾患は、低身長・心疾患・易発がん性を示す先天性疾患であり、
RAS/MAPKシグナル伝達経路の複数の分子の遺伝子変異が同定されている。その中でRASのユビキチン化を司る
LZTR1ではは常染色体潜性遺伝バリアントと、顕性遺伝バリアントがあるがその機能的な意義は明らかでない。
本研究ではヌーナン症候群類縁疾患が臨床的に疑われる患者の網羅的ゲノム解析にて、LZTR1の変異、HRASの遺
伝子内重複や、新規原因遺伝子を同定し機能解析に着手した。遺伝子変異陽性者の遺伝子―表現型連関を明らか
にした。さらにその病態解明のために培養細胞やモデル生物を用いてLZTR1バリアントの機能解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Noonan syndrome related diseases are congenital diseases of short stature, 
heart disease, and tumor predisposition. Genetic mutations in multiple molecules of the RAS/MAPK 
signaling pathway have been identified. Among them, LZTR1, which controls the ubiquitination of RAS,
 has an autosomal recessive inheritance variant and a dominant inheritance variant, but its 
functional significance is not clear. In this study, we identified LZTR1 mutations, HRAS intragenic 
duplications, and novel causative genes by comprehensive genome analysis of patients with clinically
 suspected Noonan syndrome-related diseases. We clarified the genotype-phenotype relationship of 
mutation-positive individuals. Furthermore, to elucidate the pathophysiology, we analyzed the 
function of the LZTR1 variant using cultured cells and model organisms.

研究分野：分子遺伝学

キーワード： シグナル伝達　先天性疾患　がん原遺伝子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
LZTR1はその変異がヌーナン症候群で同定されたが、その機能は全く明らかでなかった。申請者らは、LZTR1の機
能として、RASをポリユビキチン化し分解に関与することを報告した。海外のグループからもLZTR1がRASのユビ
キチン化や細胞の局在に関わっていることが報告されたが、LZTR1変異蛋白の機能とヌーナン症候群を引き起こ
す病態メカニズムはいまだ明らかでは無い。本研究にてLZTR1バリアントをもつヌーナン症候群の病態の一部が
明らかになったことは、本疾患の病態解明に貢献し、さらにがん原遺伝子RASのユビキチン化の生物学的な意義
解明へ通じると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
ヌーナン症候群・コステロ症候群・CFC症
候群は心疾患・精神遅滞・易発がん性を示
す先天性疾患である。これまでに研究代表
者らは、コステロ症候群, CFC 症候群の原
因遺伝子として HRAS, KRAS, BRAF、ヌ
ーナン症候群の原因遺伝子 RIT1, RRAS, 
RRAS2 を世界に先駆けて同定し、
RAS/MAPK 症候群（現在国際的には
RASopathies）という疾患概念を確立して
きた。また RIT1, HRAS, BRAF 変異をも
つヌーナン症候群、コステロ症候群、CFC
症候群モデルマウス 3種類の作成に成功し
その治療法開発を行ってきた。 
 2015年に同定された LZTR1は、常染色
体優性、あるいは常染色体潜性遺伝（劣性
遺伝）遺伝形式のヌーナン症候群の原因になることが明らかになった。申請者らもこれまでに未
報告も含め 19人に LZTR1のバリアントを同定している（未発表データ）。顕性遺伝（優性遺伝）
のバリアントでは、症状のない親にそのバリアントが同定されることが多く、その意義について
は明らかでなく、その発症メカニズムは明らかでは無い。当科には従来の先天性疾患であるヌー
ナン症候群類縁疾患のみならず、モザイク疾患と考えられる原因不明な患者が蓄積している。特
にこれまで注目されてこなかった潜性遺伝（劣性遺伝）遺伝形式の RASopathiesを同定するこ
とは、新しい病態メカニズムの解明につながる。 
  LZTR1はヌーナン症候群の原因として
同定された後もその機能は明らかではなか
った。申請者らは、LZTR1の機能として、
RAF-PPP1CBと複合体を作ること、LZTR1
を細胞に導入すると、RAS をポリユビキチ
ン化し分解に関与することを報告した
（Umeki I et al. Hum Genet, 2019, Abe T 
et al. Cell Death Differ, 2019)。海外のグル
ープからも LZTR1が RASのユビキチン化
や細胞の局在に関わっていることが報告さ
れたが、LZTR1変異蛋白の機能とヌーナン
症候群を引き起こす病態メカニズムはいま
だ明らかでは無い。さらに RASタンパクの
量の変化が下流のシグナルを制御し疾患の
発症に関与するメカニズムはこれまでに報
告がない。 
 
２．研究の目的 
本研究ではこれまでに収集した症例の臨床症状の再検討と再解析を行い、潜性遺伝（劣性遺伝）
遺伝を含む新しい遺伝形式を示すヌーナン症候群やモザイク RASopathiesの新規原因遺伝子を
同定する。もう一つの目的は、LZTR1変異の機能を培養細胞やモデル生物で解析し、RASのた
んぱく量の変化によるヌーナン症候群の病態解明をめざす。本研究により、ヌーナン症候群の新
しい疾患発症メカニズムと、RASシグナルの新しい制御メカニズム解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
Project 1：潜性遺伝（劣性遺伝）遺伝ヌーナン症候群やモザイク RASopathiesの新しい原因遺
伝子同定 
ヌーナン症候群類縁疾患の代表疾患はヌーナン症候群・コステロ症候群・CFC 症候群であり、
そのうち 12遺伝子が保険収載での遺伝学的検査の対象となっている。当研究室では保険収載の
遺伝子以外の候補遺伝子も含む 41 遺伝子(A2ML1, AKT3, ARID1A, ARID1B, BRAF, CBL, 
CDC42, EZH2, HRAS, KAT6A, KDM6A, KDM6B, KMT2D, KRAS, LZTR1, MAP2AK1, 
MAP2K2, MAP3K8, MRAS, NF1, NRAS, NSD1, PIK3CA, PIK3R2, PTPN11, RAF1, RASA1, 
RASA2, RIT1, RIT2, RRAS, RRAS2, SHOC2, SMARCA2, SMARCA4, SMARCB1, SMARCE1, 
SOS1, SOS2, SPRED1, SPRY1)を含むパネル解析系を確立し遺伝子解析を行ってきた。本研究
ではこれまでに収集した患者の臨床症状の再検討を行い、LZTR1を初めとしたバリアントのス
クリーニングを行い、陽性患者を蓄積する。遺伝子変異遺伝子患者に対して全エクソーム解析を



行い新規原因遺伝子を同定する。特にこれまで注目してこなかった潜性遺伝（劣性遺伝）遺伝形
質や X連鎖遺伝を示す遺伝子も候補として抽出する。 
  
Project 2：RASのたんぱく量の変化によるヌーナン症候群の病態メカニズム解明 
 常染色体顕性遺伝（優性遺伝）形式で同定されている LZTR1ミスセンス変異の機能解析を行
う。申請者らは、既にゲノム編集技術を用いて LZTR1の発現を低下させた細胞株を作製してい
るので、その細胞に野生型 LZTR1とミスセンス変異を持つ LZTR1を有するプラスミドを導入
し、RASとの結合、RASのユビキチン化、下流のシグナルに与える影響、増殖の変化などを観
察する。ドミナントネガティブ変異の可能性もあるため、WTと変異 LZTR1の比率を変化させ
たトランスフェクションも行い、WTに対する阻害効果を確認する。また変異特異的に結合する
新しい分子の同定を行う。 
 最も頻度が高い常染色体顕性遺伝性変異を選択し、モデル生物を作成する。LZTR1変異を導
入した生物において成長や臓器発生（特に顔貌、心臓、骨格、皮膚、発育等）に異常をきたすか、
あるいは癌を合併するかどうかを観察し、解析していく。臓器（特に心臓・脳・癌組織など）に
おいて、どのようなパスウェイが病態に関与しているかを知るために、遺伝子/蛋白発現・ゲノ
ムの修飾（メチレーションなど）の変化を解析する。 
 
４．研究成果 
Project 1：潜性遺伝（劣性遺伝）遺伝ヌーナン症候群やモザイク RASopathiesの新しい原因遺
伝子同定 
 申請者らは、LZTR1の機能として、RAF-PPP1CBと複合体を作ること、LZTR1を細胞に導
入すると、RAS をポリユビキチン化し分解に関与することを報告した（Umeki I et al. Hum 
Genet, 2019, Abe T et al. Cell Death Differ, 2019)。ヌーナン症候群類縁疾患の 41遺伝子を含
むパネル解析を行い、HRAS の遺伝子内重複を 2 人同定し、その機能解析を行い、論文として
報告した 2019)（Nagai K et al. Hum Mutat, 2022）。解析したうちの 5人に LZTR1バリアン
トが同定された、パネル解析以外にも全エクソーム解析や全ゲノム解析を行った。それらの解析
にて 8人に LZTR1バリアントが同定された。3人は潜性遺伝（劣性遺伝）形式、5人は常染色
体顕性遺伝（優性遺伝）形式でバリアントが同定された。顕性遺伝（優性遺伝）バリアントの 2
個はこれまでに報告のないバリアントであった。臨床診断についてはヌーナン症候群疑いであ
った。1人は胎児水腫で出生し、その後も胸水腹水の貯留が認められた。先天心疾患あるいは肥
大型心筋症は 6人に認められた。 
ヌーナン症候群に同定された LZTR1バリアントは常染色体潜性遺伝バリアントと、常染色体
顕性遺伝バリアントがある。常染色体潜性遺伝（劣性遺伝）形式であるもののバリアントの片方
が同定されていない可能性を考え、変異 1 つしか同定されていない患者においてもう片方の原
因が解明できるかどうか、全エクソーム解析やパネル解析を行い、検討を行った。イントロンの
変異 c.1943-256C>Tの有無をパネル解析、あるいはエクソーム解析の IGVを用いて解析したと
ころ、既にバリアントが同定されていた患者 3人で c.1943-256C>Tが同定され、本変異が頻度
の高い原因バリアントであることが明らかになった。変異陰性患者のパネル解析結果を IGVで
確認したが本バリアントは検出されなかった。れらの結果からイントロン上の c.1943-256C>T
が潜性遺伝(劣性遺伝)バリアントとして頻度が高いことが示唆された。 
新規原因遺伝子同定のための全エクソーム解析あるいは mosaic RASopathies の原因同定
のための遺伝子パネル解析も継続して行った。これまでの解析にて原因未同定の患者サンプル
にて、RASpathiesとの関連が示されていない転写因子 X に 4 人でバリアントを新たに認めてお
り、継続して解析を行っている。ヌーナン症候群がうたわれた胎児水腫例に VEGFR3 バリアン
トの新規バリアントを同定した。Shimmelpennig症候群を含む mosaic RASopathiesにはまだ原因
遺伝子が同定されておらず、全エクソーム解析も視野に入れて解析を継続している。 

 
Project 2：RASのたんぱく量の変化によるヌーナン症候群の病態メカニズム解明 
顕性遺伝バリアントの機能的意義を調べるために顕性遺伝バリアント 4 種類について発現プ
ラスミドに変異を導入した。293 細胞に WT と変異を導入した場合には、WT とバリアントの
ELKレポーター活性は差がなかったが、LZTR1をゲノム編集で欠失させた細胞に顕性遺伝バリ
アントを導入してELKレポーター活性を解析したところ、WTでELK活性が減少するとこと、
顕性遺伝バリアントでは活性が回復するため、WTに比べて機能的に低下していることが明らか
になった。LZTR1遺伝子バリアントは次々と報告されてきたが、その機能的な意義はまだ明ら
かでない。。潜性遺伝バリアントはフレームシフトを含む loss-of-functionが多く、LZTR1のド
メインに関わらず全体に同定される。一方で、顕性遺伝バリアントは KELCH ドメインのその
多くが局在している。KELCHドメインは基質の候補である RASと結合するドメインと考えら
れており、今回の結果から LZTR1の顕性遺伝バリアントが RASとの結合やそのユビキチン化
を変化させ、下流の ERKパスウェイを活性化させる可能性があると考えられた。 
顕性遺伝バリアントの個体における機能を明らかにするために、ゲノム編集法を用いて 4番
目のKELCHドメインに変異をもつ生物を作製した。変異を持つ生物は外見上の変化はないが、
臓器の重量を検討したところ、正常型に比べて心臓と脾臓の重量が重いことが明らかになった。
生後 12 週から肥大型心筋症を有し、WGA 解析で心肥大を有していた他、線維化も亢進してい



る傾向を示した。ウェスタンブロット解析にて RASの量の変化がみられ、RASの量の増減にて
下流のシグナルが制御されている可能性を示唆した。 
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