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研究成果の概要（和文）：次世代シークエンサーを用いて、これまでに病因遺伝子が不明であったヌーナン症候群180
人のうち17人(9%)にRIT1遺伝子変異を同定した。RIT1遺伝子変異陽性患者は肥大型心筋症の合併率が高かった。RIT1変
異を導入したNIH3T3細胞では正常cDNAを導入した細胞に比べELK転写活性が亢進していた。遺伝子変異を導入したゼブ
ラフィッシュでは、心臓の異常や頭部の変形が確認された。本研究によって、RIT1がヌーナン症候群の原因遺伝子のひ
とつであることが世界で初めて明らかにされるとともに、同疾患の病態の解明や治療への可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We identified a total of nine missense, nonsynonymous mutations in RIT1, encoding 
a member of the RAS subfamily, in 17 of 180 individuals with Noonan syndrome. Seventy percent of mutation-
positive individuals presented with hypertrophic cardiomyopathy; this frequency is high relative to the ov
erall 20% incidencein individuals with Noonan syndrome. These RIT1 alterations enhanced ELK1 transactivati
on. The introduction of mRNAs of mutant RIT1 into 1-cell-stage zebrafish embryos was found to result in a 
significant increase of embryos with craniofacial abnormalities, incomplete looping, a hypoplastic chamber
 in the heart, and an elongated yolk sac. These results demonstrate that gain-of-function mutations in RIT
1 cause Noonan syndrome and show a similar biological effect to mutations in other RASopathy-related genes
.
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１．研究開始当初の背景 
 小児医療において各種の遺伝性疾患を正
しく診断することは、予後の推定、合併症の
予防と早期発見、遺伝カウンセリングなどに
とって重要である。それぞれの原因遺伝子を
同定し、遺伝子診断法を確立することが必要
と考えられる。さらに、臨床診断と異なる遺
伝子診断が得られる場合も多く、遺伝子型と
臨床症状を詳細に照らし合わせることが重
要である。 
小児の遺伝病には、種々の染色体の構造異
常や単一遺伝子異常が知られているが、未だ
原因不明のものも多い。遺伝病の原因探索に
は、家系を用いたリンケージ解析・
homozygosity mapping、類似疾患の原因遺
伝子から類推した候補遺伝子解析などが用
いられてきたが、最近の新しい同定法として
次世代シークエンサーを用いた解析が台頭
してきた。特に全エクソンをあらかじめオリ
ゴヌクレオチドでキャプチャーしてエクソ
ンのみをシークエンスする方法（エクソーム
法）は遺伝病の原因同定に強力なツールとな
りつつあり、2010 年にはエクソーム法を用
いた原因遺伝子同定の成功例が米国より相
次いで報告されている。 
私たちはこれまでに、先天奇形症候群とし
て知られるヌーナン症候群類縁疾患の原因
遺伝子を世界に先駆けて明らかにしてきた。
まず、コステロ（Costello）症候群が、これ
まで癌遺伝子としてよく知られていた
HRAS 遺伝子の変異によってひきおこされ
るシグナル伝達異常症であることを報告し
た(Nature Genetics 37:1038-1040,2005)。ま
た、Cardio-facio-cutaneous (CFC)症候群の
原因が同じシグナル伝達上の分子である
KRAS と BRAF であることを明らかにした
（Nature Genetics 38:294-296,2006）。その
後、国内外の研究グループによって
RAS/MAPK シグナル伝達経路に存在する
MEK1/2、SOS1, RAF1, SHOC2, NRAS, 
CBLが、次々と病因遺伝子として同定されて
きている。私達はこれらの疾患を包括して
RAS/MAPK症候群と呼ぶことをその review
論文の中で提唱した（Hum Mutat, 2008）。
私達の研究室では、これらの疾患の遺伝子解
析研究とその変異タンパクの生化学的解析
を行い、論文として報告してきた。私達はこ
れまでにヌーナン症候群類縁疾患420例の遺
伝子解析を実施したが、そのうち 40%ではい
まだに遺伝子変異が同定されていない。また
同じ遺伝子変異を持つ患者においてもその
表現型（症状・発がん率・発がん部位）が異
なるメカニズムは明らかではない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、１）次世代シークエンサ
ーを用いた遺伝性疾患原因遺伝子同定のパ
イプラインを確立する、２）いまだに原因が
明らかでない症例における新しい原因遺伝
子を明らかにする、３）同定された遺伝子変

異の生化学的解析を行い、変異蛋白の機能を
調べる、４）疾患モデルマウスの作製・解析
を行うことである。対象とする疾患は、まず
ヌーナン症候群類縁疾患を中心に実施し、そ
の後、他の遺伝性疾患にも拡大して新規病因
遺伝子の同定を試みる。 
 
３．研究の方法 
１）症例の収集 
研究開始時点において国内外の臨床遺伝
専門医を通じて収集した検体数は、ヌーナン
症候群類縁疾患として 420 例で、世界的にも
最大規模の収集数と考えられる。これら類縁
疾患をさらに日本と海外から収集する。また
当科遺伝科外来を通して収集した先天奇形
症候群や、いまだに原因不明の先天代謝異常
症において原因不明の患者・家系に類似する
患者・家系もその国際的ネットワークを用い
て収集する。 
２）診断的遺伝子解析 
初期診断に基づいて原因遺伝子をPCRにて
増幅し、シークエンスにて塩基配列を決定す
る。初期診断による遺伝子診断が陰性だった
患者に対しても初期診断とは異なる疾患の
原因遺伝子解析を行う。 
３）次世代シークエンサーを用いたエクソー
ム解析システムの確立 
東北大学大学院医学系研究科では平成 22
年度に次世代シークエンサーが共通機器室
に導入され稼働を開始している。当研究室で
もすでにエクソームシークエンス（全遺伝子
のエクソンをキャプチャーし解析する）を行
い、コントロールサンプルでのエクソンカバ
ー率・エクソン部位での読みの深さ(depth)
同定されたSNPと同一サンプルにおいて公開
されている SNP との同定率などを解析した。
共通機器室に配属されたバイオインフォマ
ティックス担当者とも連携して解析を行っ
ている。 
病因遺伝子同定に対するストラテジーを
確立しそのバイオインフォマティックス解
析の解析パイプラインを確立する。次世代シ
ークエンサーは東北大学医学系研究科の共
通利用設備であるため、本研究では受託解析
も併用して解析を実施する。シークエンス結
果については、まず、①アミノ酸置換を伴う
塩基置換、②エクソン／イントロン境界のス
プライス部位に存在する塩基置換、③翻訳領
域に存在する欠失・挿入を抽出する。このな
かから、dbSNP などのデータベースに存在す
る遺伝子多型をフィルターして取り除く。必
要に応じて、研究室保有の正常対照検体を用
いて遺伝子多型かどうかの検証を行う。 
４）次世代シークエンサーを用いた患者検体
のエクソーム解析 
次世代シークエンサーにおける解析を継
続する。次世代シークエンサーからは膨大な
データが得られるが、変異をもつ遺伝子の中
から、癌遺伝子・癌抑制遺伝子・シグナル伝
達に関わる分子などの絞込みをおこなう。候



補遺伝子変異については、他の患者において
も解析を行う。あるいは両親・家族の検体を
解析し、原因であるか否かを検討する。 
５） モデルマウス作製 
これまでに同定されたヌーナン類縁症候
群類縁疾患における遺伝子変異のほとんど
は、機能獲得型の優性変異である。そこで、
変異蛋白を過剰発現させたトランスジェニ
ックマウスを作成し、疾患モデルマウスの作
成を行う。トランスジェニックマウスに関し
ては、これまでにも申請者らの研究室におい
て、独自に高グリシン血症マウスやコネキシ
ン26難聴モデルマウスを作成してきており、
実績を有している。 
６） 新規病因遺伝子および遺伝子変異の機
能的解析 
新規病因遺伝子として同定されたものに
ついて、遺伝子変異を発現ベクターに組み込
み、培養細胞に導入し、変異タンパクを発現
する細胞にて機能解析する。また、変異蛋白
を導入したトランスジェニックマウスにお
ける臨床徴候の評価及び組織学的な解析を
おこなう。 
７）デスクトップシークエンサーを用いた遺
伝子診断法の開発 
 
４．研究成果 
１）RAS/MAPK 症候群における新規遺伝子変異
同定 
700例以上のRAS/MAPKシグナル伝達異常症
疑い例について遺伝子解析研究を行った。
RAS/MAPK 症候群の原因遺伝子は 10 個以上
(PTPTN11, HRAS, KRAS, NRAS, BRAF, RAF1, 
MEK1/2, SHOC2, CBL)にのぼるが、まだその
約 30%は原因が不明である。申請者らは本本
研究で構築した次世代シークエンサーを用
いた解析パイプラインを用いてヌーナン症
候群 14 人の DNA 検体にてエクソーム解析を
行い、4人に RIT1 遺伝子変異を同定した。次
に Sanger 法にてこれまでに原因が不明だっ
た RAS/MAPK 症候群 166人を解析したところ、
全体として 180 人のうち 17 人(9%)に 9 種類
の RIT1 遺伝子変異が同定された。RIT1 遺伝
子変異陽性患者は肥大型心筋症の合併率が
高かった。RIT1 変異を導入した NIH3T3 細胞
では正常 cDNA を導入した細胞に比べ ELK 転
写活性が亢進していた。遺伝子変異を導入し
たゼブラフィッシュでは、心臓の異常や頭部
の変形が確認された。これまで機能が不明で
あった RAS サブファミリーの RIT1 が発生期
に古典的癌原遺伝子 RAS (HRAS, KRAS, NRAS)
と同じ働きを持つ可能性があることを初め
て示すとともに、同疾患の病態の解明や治療
への可能性を示した (Aoki et al. Am J Hum 
Genet, 2013)。 
さらに国際共同研究にて既知の遺伝子変
異陰性の RAS/MAPK 症候群のスクリーニング
を行い、RRAS 遺伝子変異を同定し報告した 
(Flex E et al. Hum Mol Genet, 2014)。 
２）モデルマウス作製 

RAS/MAPK 症候群で同定された種々の遺伝
子変異を導入したマウスを作成し、その臨床
徴候や組織学的解析を行った。患者で認めら
れるような心奇形などが観察されており、現
在論文執筆中である。これらのモデルマウス
で効果のある薬剤を選定するために薬剤投
与を実施中である。 
３）デスクトップシークエンサーを用いた遺
伝子診断 
RAS/MAPK 症候群の原因遺伝子と、臨床症状
が類似している他の先天異常症の原因遺伝
子の全 23 遺伝子のエクソン部分を解析する
系の検討を行った。この方法の利点は、解析
に用いる DNA 量が少ないこと、全エクソーム
解析よりコストが安い点があげられる。これ
までに陽性コントロール 11名と RIT1 以外の
遺伝子スクリーニングで陰性だった患者 44
名の解析を行った。陽性コントロール 10 名
では Sanger シークエンスで既に同定してい
た変異を確認した。患者 44 名では RIT1 の変
異を 5人に同定した。 
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