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研究成果の概要（和文）：（１）RAF1遺伝子変異陽性ヌーナン症候群9症例（生後2か月～16歳）の詳細な臨床症状を収
集し、9症例中4例が就学前に死亡、就学している5症例中4例が支援学級に通っているなど、長期的な自然歴を明らかに
した。
（２）先天異常症候群が疑われる患者を診断に導く遺伝学的検査の実施体制を構築した。具体的にはマイクロアレイ染
色体検査を導入した。また、マイクロアレイ染色体検査から得られた結果によって患者家族にもたらされる心理社会的
影響について文献的レビューを実施し、マイクロアレイ染色体検査実施前後の遺伝カウンセリングの在り方を明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：（1） To collect detailed symptomes of 9 Noonan syndrome patients with RAF1 
mutation has revealed longer-term natural history such as 4 cases died before school age and 4 patients 
in 5 cases go to a resource room.
（２) We build the system needed that patient with multiple malformations such as Noonan syndrome is 
genetically diagnosed. Concretely speaking, we innovated chromosomal microarray analysis. Additionally, 
systematic review has revealed psychosocial impact of chromosomal microarray analysis for patient's 
family. In the result, we make a recommendation about existence of genetic counceling before and after 
chromosomal microarray analysis.

研究分野： 臨床遺伝学
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１． 研究開始当初の背景 
 

ヌーナン症候群は、低身長・心奇形・翼状
頸・特異的顔貌を特徴とする、本邦では 1万
人に1人と比較的頻度の高い先天奇形症候群
である。その原因は、2001 年にプロテインチ
ロシンホスファターゼ SHP-2 をコードする
PTPN11 遺伝子である事が報告されたが、ヌー
ナン症候群の約50%ではPTPN11遺伝子変異が
見つからず、その原因は不明だった。青木ら
は、SHP-2 が細胞の増殖・分化・死をコント
ロ ー ルする シ グナル 伝 達経路 で あ る
RAS/MAPK 経路を活性化する事に注目し、
PTPN11 遺伝子変異陰性ヌーナン症候群や臨
床的にヌーナン症候群に類似した他の先天
奇形症候群の病因が RAS/MAPK 経路に関わる
遺伝子変異によるものではないかと考え、
PTPN11 遺伝子変異陰性のヌーナン症候群と
その類縁疾患であるコステロ症候群、CFC 
(Cardio-facio-cutaneous) 症候群の候補遺
伝子解析を施行した。その結果、コステロ症
候群と CFC 症候群の原因遺伝子が、それぞれ
HRAS と KRAS/BRAF である事を同定し、発表し
た （ Aoki et al. Nature Genetics 
37:1038-40,2005）（Niihori et al. Nature 
Genetics 38:294-6,2006）。 
近年 KRAS と SOS1 遺伝子もヌーナン症候群

の原因遺伝子である事が報告された。研究代
表者らは、ヌーナン症候群家系と CFC 症候群
3 家計で SOS1 遺伝変異を同定し、SOS1 遺伝
子変異ヌーナン症候群のみならず、CFC 候群
でも原因となることを示した 
Narumi et al. J Hum Genet 53: 834-41, 2008）。 
その後、SHOC2 遺伝子がヌーナン症候群の

原因遺伝子である事が報告された。研究代表
者らは、既知の遺伝子変異陰性のヌーナン症

候群患者 92 人で遺伝子解析を施行、8 人に
SHOC2 遺伝子変異を同定した。その臨床症状
は既存のヌーナン症候群とは合致せず、
SHOC2 遺伝子変異陽性患者はヌーナン様症候
群 と し て 独 立 し た 疾 患 と 考 え ら れ た
（ Komatsuzaki et al. J Hum Genet 
55:801-9,2010）。 
最近では RAF1 遺伝子がヌーナン症候群と

LEOPARD 症候群の原因遺伝子である事が報告
された。研究代表者は、ヌーナン症候群とそ
の類縁疾患における RAF1 遺伝子解析を施行
した。その結果、既知の遺伝子変異陰性のヌ
ーナン症候群類縁疾患患者 119 人中 18 人で
RAF1 遺伝子変異を同定した。RAF1 遺伝子変
異陽性患者は全例ヌーナン症候群と確定診
断でき、臨床症状の検討から、RAF1 遺伝子変
異陽性者では肥大型心筋症の合併率が優位
に高いことを明らかにした。RAF1 タンパクの
機能解析から、RAF1 変異タンパクでは抑制性
の S259 リン酸化が低下しており、RAF1 活性
抑制に重要な 14-3-3 タンパクとの結合が低
下し、その結果非刺激時にもシグナル伝達経
路下流のERKを活性化していることを明らか
に し た （ Kobayashi et al. Hum Mutat   
31:284-94,2010）。 

この 10 年間でヌーナン症候群を始めとす
る RAS/MAPK シグナル伝達経路にかかわる遺
伝子変異が原因で生じる先天奇形症候群
（RAS/MAPK 症候群）の原因遺伝子が次々と同
定されているが、次の点は未だ解決されてい
ない。 

 
（１）原因となる遺伝子変異がどの様に作用
して臨床症状につながっていくのか 
いずれの原因遺伝子も RAS/MAPK シグナル

伝達経路下流の ERK を活性化するが、同じヌ
ーナン症候群でも RAF1 遺伝子変異陽性者で
は肥大型心筋症、SHOC2 遺伝子変異陽性者で
は毛髪異常の合併が高率など臨床症状に違
いが出てくるのはなぜか、といった疑問が存
在する。 
（２）表現型/遺伝子型の相関 
 研究代表者は、自験例と報告例から他の遺
伝子（PTPN11・KRAS・SOS1）変異陽性ヌーナ
ン症候群患者と比較して RAF1 遺伝子変異陽
性ヌーナン症候群では肥大型心筋症の合併
率が優位に高いことを明らかにしている。そ
の他にも低身長、精神発達遅滞、心房心室中
隔欠損症の合併率が高く、乳幼児期早期の死
亡者が多い傾向を見出している。しかし、低
身長は四肢短縮を伴うものなのか、精神発達
遅滞を引き起こす様な要因（てんかんや脳形
態異常など）は伴っていないのか、乳幼児期
以降の長期予後はどうなるのかなど、それら
の表現型の詳細についての検討はなされて
いない。また、RAF1 遺伝子変異の部位による
表現型の相違については、症例数不足から検
討されていない。 
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２． 研究の目的 
 

（１） RAF1 遺伝子変異が RAF1 遺伝子変異陽
性ヌーナン症候群で高率に合併する肥大型
心筋症にどのように関与するのかを RAF1 遺
伝子機能解析によって明らかにする。 
（２）RAF1 遺伝子変異陽性ヌーナン症候群の
詳細な臨床症状の情報を自験例と報告例か
ら収集し、表現型/遺伝子型の相関を明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）ヌーナン症候群の原因遺伝子として同
定された RAF1 遺伝子の機能解析 
ヌーナン症候群で同定された RAF1 遺伝子

変異と肥大型心筋症との関連を検討する。 
RAF1 遺伝子変異陽性ヌーナン症候群では

73%で肥大型心筋症を合併する。またヌーナ
ン症候群で認められる RAF1 遺伝子変異は
S257L が最多である（Kobayashi et al. Hum 
Mutat 31:284-94,2010）。Raf1 L613Vマウスで
は、心筋細胞肥大からなる肥大型心筋症を合
併しており、ミオシン重鎖で肥大型心筋症に
特徴的な所見が認められている（Wu X et al. 
J Clin Invest 121:1009-25,2011）。S257L
変異 RAF1 遺伝子が心筋細胞内でどのような
影響をもたらすのかを解析するために、RAF1
変異タンパク発現プラスミドまたはウイル
スを作成し、心筋細胞株に RAF1 変異遺伝子
を導入して、変異タンパクを発現させる。そ
して変異型と野生型の影響を比較検討する。 
具体的には、変異型または野生型遺伝子導

入細胞において 
① 心筋細胞の形態、増加曲線などに注目し

て観察 
② 心筋細胞を各種染色で染め、構成の特徴

を把握する 
③ 心筋の主な構造タンパクであるミオシ

ンの RT-PCR による定量比較 
④ ERKのみならずJnkや p38 MAPKシグナル

伝達経路など、他のシグナル伝達経路へ
の影響を見るために抗リン酸抗体など
を用いたウエスタンブロットを行い、成
長因子処理などによって変異型と野生
型で差がないか検討 

⑤ 網羅的な下流シグナル解析のための遺
伝子発現アレイ 

（２）RAF1 遺伝子変異陽性ヌーナン症候群の
臨床症状の詳細な検討 
研究代表者は RAF1 遺伝子変異陽性ヌーナ

ン症候群患者において、周産期異常(2 項
目)・発育発達(4 項目)・顔貌異常(8項目)・
体格(4 項目)・循環器系(8 項目)・四肢/骨格
(5 項目)・皮膚/毛髪(6 項目)・性/泌尿器(4
項目)・血液(2 項目)の 43 項目について臨床
症状を集積している。RAF1 遺伝子変異陽性ヌ
ーナン症候群患者の臨床症状の特徴を明ら
かにするために、他の遺伝子変異陽性ヌーナ
ン症候群患者の臨床症状と比較した。その結

果、RAF1 遺伝子変異陽性者では、肥大型心筋
症の合併が優位に高いことが判明した。その
他にも、精神発達遅滞、心房心室中隔欠損症、
低身長の合併が多い傾向にあった。現時点で
は、循環器系以外の合併症についてはその根
本的な事象についての検討がなされていな
い。また RAF1 遺伝子解析が施行されている
症例数の不足から RAF1 遺伝子変異部位での
表現型の相違は不明である。そこで、RAF1 遺
伝子変異がヌーナン症候群の表現型に及ぼ
す影響を詳細に検討する。 
具体的には、 

① RAF1 遺伝子変異陽性ヌーナン症候群の
症例を集積し、RAF1 遺伝子内での変異の
部位によって患者の表現型に差がない
か検討する。 

② 研究代表者は小児神経専門医・臨床遺伝
専門医であり、精神発達遅滞が認められ
た症例において、その原因となる根本的
な事象 (てんかんや脳形態異常の有無
など) についてさらに検討していく。研
究代表者が所属する東北大学小児科で
は、各種の小児科専門医が所属しており、
研究代表者は助言を得ながら、各項目で
認められる臨床症状の根本的な事象に
ついて検討する。 

 
４．研究成果 
（１）ヌーナン症候群の原因遺伝子として同
定された RAF1 遺伝子の機能解析 
RAF1遺伝子変異陽性ヌーナン症候群患者で

は肥大型心筋症を高率に合併することの関連
を明らかにするためにRAF1遺伝子機能解析を
中心的に施行した。 
具体的には、ヌーナン症候群で認められる

RAF1遺伝子変異はS257L変異が最多であり、こ
の変異のタンパク発現プラスミドを作成し、
心筋細胞株にRAF1変異遺伝子を導入した。野
生型と変異型遺伝子導入細胞でのRAF1タンパ
ク発現状態を比較検討したが、結論づけられ
る様な結果が出ず、RAF1遺伝子機能解析に関
しては手詰まりの状態となった。 
（２）RAF1 遺伝子変異陽性ヌーナン症候群の
臨床症状の詳細な検討 
① 9症例（生後2か月～16歳）のRAF1遺伝子

変異陽性ヌーナン症候群の詳細な臨床症
状を収集し、自然歴をまとめた。9症例中
4症例が就学前に死亡、就学している5症
例中4例が支援学級に通っているなど、長
期的な自然歴が明らかとなった。得られ
た結果は英語学会雑誌へ投稿準備中であ
る。 

② 9症例の臨床症状の詳細な検討では、RAF1
遺伝子内の変異部位による患者の表現型
には差が検出されなかった。 

（３）その他 
① ヌーナン症候群をはじめとする先天異常

症候群が疑われる患者の診断に繋げるた
めの遺伝学的検査を実施できる体制を構
築した。具体的には、従来実施していた



Sanger法以外に、マイクロアレイ染色体
検査を導入した。その結果、ヌーナン症
候群類縁疾患が疑われる患者が染色体微
細欠失症候群やテトラソミーモザイク疾
患と確定診断がつけらえた症例を認めた。 

② ヌーナン症候群をはじめとする先天異常
症候群の患者が、診断を目的にマイクロ
アレイ染色体検査を実施した場合、得ら
れた結果は4種類に分類される。数的変化
を（A）認めなかった場合、（B）認めた
場合で１）数的変化、２）臨床的意義不
明の変化（VUS: Variants of uncertain 
significance）、３）偶発的所見（IFs: 
Incidental Findings）の4種類である。
各々の結果が患者と家族にもたらす心理
社会的影響について文献的レビューを実
施した（下表）。その結果、マイクロア
レイ染色体検査を含む網羅的遺伝学的検
査実施前後の遺伝カウンセリングの在り
方を明らかにすることができた。 
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