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研究成果の概要（和文）：RAS/MAPK症候群は、ヌーナン症候群類縁疾患を含む先天性疾患であり、生殖細胞系列
におけるRAS/MAPKシグナル伝達経路の遺伝子変異を原因とする。研究代表者らはこれまでにNoonan症候群類縁疾
患の遺伝子診断を行ってきたが、本研究では原因遺伝子を網羅的に解析する系を確立した。また2013年に研究代
表者らNoonan症候群の新規原因遺伝子として報告したRIT1遺伝子変異陽性患者をさらに同定した。RIT1変異陽性
者を含むNoonan症候群の詳細な臨床症状を収集し、RIT1変異陽性者に特徴的な臨床像を確立した。また、
RAS/MAPK症候群モデルマウスを作製し、その病態を解明した。

研究成果の概要（英文）：We have performed genetic testing in patients with RASopathies and 
successfully identified a new gene, RIT1, in patients with Noonan syndrome. In this study, we 
further analyzed clinical manifestations in RIT1 mutation-positive patients and performed functional
 analysis in cell culture system. We developed comprehensive analysis system using a next generation
 sequencer to analyze genes for RASopathies. We successfully generated model mice for CFC syndrome. 
The results would lead to the understanding of the pathogenesis of these disorders and the 
development of therapeutic means.

研究分野： 先天異常症の分子遺伝学

キーワード： 遺伝性疾患　シークエンス　モデルマウス
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１．研究開始当初の背景 
 申請者らは 2005 年、易発癌性を示す先天
奇形症候群である Costello 症候群が、癌原遺
伝子HRASの生殖細胞系列の変異が原因であ
ることを世界で初めて同定した (Aoki Y, et 
al. Nature Genetics, 2005)。翌年、類縁疾患で
ある cardio-facio-cutaneous (CFC) 症候群の原
因が KRAS、B 型 RAF キナーゼ(BRAF)の遺
伝子変異であることを報告した（Niihori T, 
Aoki Y, et al. Nature Genetics, 2006)。申請者ら
の 発 見 が ブ レ ー ク ス ル ー と な り 、
Mitogen-activated protein kinase (RAS/MAPK) 
シグナル伝達経路の構成分子（MEK1/2, SOS1, 
RAF1, SHOC2, NRAS, SHOC2, CBL）に次々と
遺伝子異常が同定された。申請者らは類縁疾
患に関する Review 論文を執筆し、これらの
疾患を RAS/MAPK 症候群と呼ぶことを初め
て提唱した (Aoki Y, et al. Hum Mutat, 2008)
（図１）。 
 2013 年には次世代シークエンサーを用いて
Noonan 症候群の新規原因遺伝子 RIT1 を同定
した。また RASopthies の病態を明らかにする
ためにモデル生物作製に着手していた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的の一つはこれまでに収集し

た、あるいはこれから収集する RAS/MAPK 症
候群患者検体を解析し、新規原因遺伝子 RIT1
変異を同定する。RIT1 遺伝子変異陽性患者の
臨床症状を明らかにし、他のヌーナン症候群
との違いを明らかにする。さらに RIT1 変異
蛋白の下流の分子・シグナルと変異蛋白の機
能を明らかにすることである。 
もう一つの目的はRASopathiesモデルマウ

スにおける表現型の解析と薬剤スクリーニ
ングを行い、その病態解明と治療法確立を行
うことである。 
 

３．研究の方法 
(1) 新規原因遺伝子 RIT1 変異患者の同定と

臨床像の確立 
120 名以上の変異陰性患者が存在するので、

それらの患者において RIT1 のスクリーニン
グを行い遺伝子変異を確定する。そのうえで
変異陽性の患者の臨床症状を詳細に検討し
RIT1 変異陽性患者の臨床像を確立する。他の
遺伝子が原因で生じるヌーナン症候群にお
いても臨床症状を収集し、RIT1 変異陽性患者
と比較する。 
(2) RIT1変異蛋白が活性化する下流のシグナ

ル同定 
 細胞培養系を用いて RIT1 変異蛋白が活性
化するシグナルについてウェスタンブロッ
トやレポーターアッセイを用いて検索する。 
(3) 網羅的遺伝子診断体制の確立 
デスクトップ型シークエンサーを用いて、

RAS/MAPK 原因遺伝子や、他の類似疾患の遺伝
子を含めた網羅的遺伝子スクリーニングの
系を確立する。 
具体的には複数の遺伝子を含む網羅的解

析系を構築する。初めにこれまで遺伝子変異
が同定されたサンプルを陽性コントロール
とし、その遺伝子変異が確認できるかどうか
について検討する。また解析のクオリティー
を見ながら一回に解析するサンプル数を検
討する。その後、診断検体を解析し、キャピ
ラリーシークエンサーで解析するときとの
違いをみながら、遺伝子診断に用いることが
可能であればデスクトップ型シークエンサ
ーでの解析を診断に用いていく。 
(4) CFC 症候群モデルの確立と病態解明 
 CFC 症候群の中で最も頻度の高い BRAF 
Q257R 遺伝子変異を導入したモデルマウスに
ついて、その病態を明らかにしその表現型を
改善するような薬剤を同定する。 
なお、本研究は３省庁の「ヒトゲノム・遺

伝子解析研究に関する倫理指針」に沿って倫
理委員会の承認を経て行った。動物実験、組
み換え DNA 実験に関しては東北大学の承認
を受けている。 
 
４．研究成果 
(1)2013年度に報告したRIT1遺伝子について、
さらに 17 人のヌーナン症候群で変異を同定
し、その詳細な臨床症状を検討した。他の遺
伝子変異を持つヌーナン症候群の文献的検
討を行ない、RIT1 遺伝子変異患者特有の表現
型を明らかにした。 
(2)細胞培養を用いた変異の機能解析では蛋
白レベルで ERK や他の MAPK の変化を検出す
ることはできなかったが、ELK や c-Jun 転写
活性を弱いながらも亢進することが明らか
になった。 
(3) ヌ ー ナ ン 症 候 群 の 類 縁 疾 患 や
RASopathies、これらの鑑別疾患の遺伝子 45
個を含む網羅的解析系を構築し、その運用を
始めた。陽性コントロールにて条件検討した
後に、これまでのサンガー法での解析にて遺
伝子変異が同定されなかった104人を解析し
たところ、2013 年以降に同定されてきた新規
原因遺伝子を含む新しいバリアントを同定
した。それらの変異陽性者の詳細な臨床症状
の検討や両親の解析を行った。 
(4) BrafQ241R 変異（ヒト Q257R 変異に相当）
をもつ C57BL/6J 系統のノックインマウスを
作製したが、本マウスは心奇形、浮腫などを
呈して胎生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 RAS/MAPK
シグナル伝達経路の阻害剤を投与したとこ
ろ、MEK 阻害である PD0325901 投与にて胎
生致死を回避することが可能であった。また、



57BL/6J系統のノックインマウスを ICR/CD-1
系統のマウスとかけあわせることによって、
胎生致死を回避した。ICR 系統の Braf 変異マ
ウスの31％は生後74週を超えても生存した。
生存した Braf 変異マウスの解析を行ったと
ころ成長障害、薄く粗い毛並み、脊柱後弯、
頭蓋骨の変形、長く変形した爪、心肥大、脾
腫など CFC 症候群に類似する症状に加えて、
多指、精巣肥大、卵巣嚢胞などの CFC 症候群
で報告されていない症状も観察された。心臓
超音波検査を行ったところ Braf 変異マウス
は肺動脈狭窄、心房中隔欠損症を示し、組織
学的解析によって肺動脈弁狭窄と同定され
た。 
 他の RASopathies モデルマウスについても
解析を継続した。 
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