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研究成果の概要（和文）：最近、エピジェネティックス制御分子の遺伝子異常が先天奇形症候群の原因であることが明
らかになってきた。本研究では、これまで収集したRAS/MAPK症候群と類縁疾患の患者を対象にデスクトップ型次世代シ
ークエンサーを用いて網羅的にエピゲノム関連遺伝子の検索を行った。これまでの解析にて3例にて既知のエピゲノム
関連遺伝子の変異が同定された。また、申請者らが作製した、BRAF変異を発現するCFC症候群モデルマウス治療実験に
おいてヒストン修飾酵素阻害剤の効果があることを明らかにし、そのメカニズムを明らかにするために蛋白レベルやRN
Aレベルでの遺伝子の変化について解析を行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed genes that are associated with epigenetic 
modifications in patients, who are clinically diagnosed as having RASopathies, and identified pathogenic 
mutations in three affected individuals. We generated a knock-in mice expressing a Braf p.Q241R mutation, 
as a model mice for CFC syndrome. Treatment with a MEK inhibitor, PD0325901, and a histone H3K27 
demethylase inhibitor, GSK-J4, have rescued embryonic lethality in BrafQ241R/+ mice. To explore the 
mechanisms of efficacy in PD0325901 and GSK-J4 co-treatment, we examined mRNA and protein levels of 
histone H3K27 methylase and histone H3K27 demethylases in heart tissues from control and BrafQ241R/+ 
embryos. Further analysis on methylation profiling of H3K27 in each gene will clarify the mechanisms why 
co-treatment of PD0325901 and GSK-J4 rescued the embryonic lethality in in BrafQ241R/+ mice.

研究分野：分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
最近、カブキ症候群の原因としてヒストンメ
チル化酵素である MLL2、Coffin-Siris症候群
にクロマチンリモデリング因子の SWI/SNF
の変異などが同定され、エピジェネティック
ス制御分子の遺伝子異常が先天奇形症候群
の原因であることが明らかになってきた。 
 ヌーナン症候群類縁疾患（RAS/MAPK 症候 
群）は顔貌異常・心奇形・精神遅滞を主徴と
し、RAS/MAPK シグナル伝達経路の遺伝子異常
を伴う疾患である。申請者らは RAS/MAPK 症
候群の新規原因遺伝子検索と病態の解明の
研究を行ってきた(Aoki Y. Nature Genetics, 
2005, Niihori Y. Nature Genetics, 2006)。
平成 22-25 年に内閣府最先端・次世代研究開
発支援プログラムの助成を受け、次世代シー
クエンサーを用いた全エクソーム解析の解
析パイプラインを確立し、ヌーナン症候群の
新規原因遺伝子 RIT1 を同定した(Aoki Y. Am 
J Hum Genet, 2013)。これまでに 27 例のエ
クソーム解析を終了したが、その中の２名で
クロマチンリモデリングに関わる遺伝子の
変異が同定された（青木ら、未発表データ）。
遺伝子変異陽性患者の臨床像を詳細に検討
したが、その臨床症状はヌーナン症候群に類
似していた。また申請者らは Costello 症候
群・CFC 症候群モデルマウス作製に成功した。
CFC 症候群モデルマウス治療実験においてヒ
ストン修飾酵素阻害剤の効果を認めている
（Inoue SI, Aoki Y et al. 論文作成中）が、
そのメカニズムは明らかでない。 
 

 

 
２．研究の目的 

最近、先天奇形症候群の原因として DNA のメ
チル化やヒストン修飾をつかさどるエピジ
ェネティックス制御分子の変異が同定され
てきた。 
 申請者らはこれまでヌーナン症候群類縁
疾患(RAS/MAPK 症候群）の遺伝子解析とモ
デルマウス作製を行ってきたが、次世代シー
クエンサーを用いた解析より RAS/MAPK 症
候群患者２例にてクロマチンリモデリング
因子の遺伝子変異を見出した。また、申請者
らが作製した CFC 症候群モデルマウスの症
状改善に、ヒストン修飾酵素の阻害剤が効果
を示すことを見出した。本研究では
RAS/MAPK 症候群におけるエピゲノム異常
の関与を明らかにし、先天異常症の病態の新
しい病態メカニズムを明らかにすることを
目的とする。 
 

 
 
３．研究の方法 
実験１：これまで収集した 600 例以上の
RAS/MAPK 症候群患者のうち変異陰性患者に
ついて、デスクトップ次世代シークエンサー
を用いて網羅的にエピゲノム関連遺伝子
（DNA メチル化酵素、ヒストン修飾酵素、ク
ロマチンリモデリング因子）を検索し、遺伝
子変異を同定する。遺伝子変異を同定したら
その変異蛋白の生化学的な機能を解析する。
具体的には HaloPlex を用いた解析系におい
て、RASpathies に関連する遺伝子とエピゲノ
ム関連遺伝子全 24 遺伝子が解析できるよう
に調整した。HaloPlex 反応を行った後にデス
クトップ型シークエンサーにかけ、排出され
たデータを BWA でマッピング、GATK でバリア
ントコールを行い、ANNOVAR でアノテーショ
ンを付けた。 
実験２：すでに作製している CFC 症候群モデ
ルマウスに対して、エピゲノム制御因子の阻
害剤を投与し、その表現型を改善する薬剤を
選択する。表現型が改善したマウスの組織に
ついて、そのエピゲノム修飾と遺伝子発現を
網羅的に解析し、薬剤投与によるエピゲノム
修飾と遺伝子発現の変化を解析し、そのメカ
ニズムを明らかにする。 
 
４．研究成果 
実験１：これまで収集した RAS/MAPK 症候群
患者のうち既知の変異陰性患者にてデスク
トップ型次世代シークエンサーを用いて網



羅的にエピゲノム関連遺伝子の検索を行っ
た。HaloPlex を用いた解析系で、これまでに
遺伝子変異が既に同定されている陽性コン
トロール 20 名を解析したところ、１つの変
異の同定ができなかった。この原因としては、
HaloPlex 反応を行う際に、複数の制限酵素で
ゲノムを切断するが、遺伝子変異が入ること
でその部位に制限酵素認識部位が新たに生
まれるために、その断片をキャプチャーする
ことができなくなるためと考えられた。 
 次に、これまでの Sanger 法によるスクリ
ーニングで変異陰性患者の解析を行ったと
ころ、最近同定した RIT1 遺伝子変異や、
Sanger 法でのスクリーニングに含まれてい
なかった CBL の変異が同定された。一例にて
既知のクロマチンリモデリング因子の変異
が同定されたほかに、今までに報告の無いバ
リアントが複数の患者で同定された。これら
のバリアントが病因かどうか検討を行なっ
ている。 
 既知のクロマチンリモデリング因子変異
が同定された患者は、長い間ヌーナン症候群
と臨床診断されていたが、変異同定後に詳細
な臨床症状の再評価が行なわれたところ、ヌ
ーナン症候群に非特異的な症状もあるとい
うことが明らかになった。これらの結果より
ヌーナン症候群類縁疾患とエピジェネティ
ックス制御分子変異をもつ疾患とは類似性
があることが示唆された。今後サンプル数を
増やして解析を行う予定である。 
 

実験２：申請者らは、最近 BRAF p.Q241R 変
異を導入したCFC症候群モデルマウス作製に
成功した。BRAF p.Q241R 変異マウスは、先天
心疾患・浮腫・肝壊死・骨格異常などを呈し
て胎生16-19日前後に致死となることが明ら
かになった。妊娠マウスに対して様々なシグ
ナル伝達阻害剤やエピゲノム修飾阻害剤を
投与したところ、ヒストン脱メチル化酵素阻
害剤２剤(NCDM-32b, GSK-J4)の単剤投与と、
MEK 阻害剤(GSK-J4)とヒストン脱メチル化酵
素阻害剤(PD0325901)の併用療法が、変異マ
ウスの胎生致死を回避することが明らかに
なった。 
 ヒストン脱メチル化酵素阻害剤とMEK阻害
剤を投与した時に耐性致死を回避するメカ
ニズムを明らかにするために下記の実験を

行った。正常マウスと、BRAF p.Q241R 変異マ
ウスの心臓において、ヒストン脱メチル化酵
素の活性を調べたところ、正常マウスと BRAF 
p.Q241R 変異マウスにおいて、差異は認めら
れなった。また、薬剤投与前後においてヒス
トン脱メチル化酵素の mRNA や蛋白量の変動
を調べたところ差は見られなかった。 
 次に、BRAF p.Q241R 変異マウスにおける
個々の遺伝子発現変動を明らかにするため
に、同腹の野生型マウスと変異マウスにおい
て、胎生 16 日の心臓を取り出し、マイクロ
アレイにて RNA の発現を網羅的に解析した。
マイクロアレイ解析の結果、RAS/MAPK シグ案
る伝達経路に関する転写因子や、RAS/MAPK シ
グナル伝達経路の feedback に関与する酵素
などが発現上昇することが明らかになった。
またアレイの中から変動の多い遺伝子を抽
出しその変動定量 PCR にて検証した。今回抽
出した遺伝子の変化が、病態やヒストン脱メ
チル化酵素阻害剤の効果に関連している可
能性があると考えられた。 
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