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研究成果の概要（和文）：ヌーナン症候群および類縁疾患が疑われ、既知遺伝子に変異が同定されなかった14人につい
て新規原因遺伝子同定を目的としてエクソーム解析を行った。その結果4人にRASサブファミリーに属するRIT1遺伝子に
ミスセンス変異を同定した。更に変異陰性患者166例でRIT1遺伝子を解析したところ、13例に変異を同定し、合計180例
中17例（9％）に9種類のミスセンス変異を同定した。RIT1変異陽性患者の臨床症状はヌーナン症候群に合致しており、
70％に肥大型心筋症を認めた。これはヌーナン症候群全体での肥大型心筋症合併率である20％と比べ高かった。

研究成果の概要（英文）：We identified a total of nine missense mutations in RIT1 gene, encoding a member o
f the RAS subfamily, in 17 of 180 individuals (9%) with Noonan syndrome and related conditions without mut
ations in known genes. Clinical manifestations in the mutation-positive individuals are consistent with th
ose of Noonan syndrome, which are characterized by distinctive facial appearance, short stature and congen
ital heart defects.  Seventy percent of mutation-positive individuals had hypertrophic cardiomyopathy, a h
igh frequency compared with the 20% incidence in individuals with Noonan syndrome overall. 

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
 本邦では約 10,000 人に 1 人と比較的頻度
の高い先天奇形症候群であるヌーナン症候
群は、2001 年に原因遺伝子の一つとして
PTPN11が同定された。PTPN11のコードす
るプロテインチロシンホスファターゼ SHP2
は、成長因子、サイトカイン、ホルモンなど
のシグナルを RAS/MAPK（ERK）経路の上
流で正に制御する分子である。ヌーナン症候
群で同定された変異は機能獲得型変異であ
ることが示され(Tartaglia et al. Nat Genet 
34:148-50, 2003、Niihori et al. J Hum 
Genet 50:192-202, 2005) 、 下 流 の
RAS/MAPK 経路を活性化する変異であると
されている。 
申請者らは、臨床的に類似した疾患も
RAS/MAPK 経路に関わる変異が病因ではな
いかとの仮説に従い、類縁疾患であるコステ
ロ症候群に HRAS の変異を同定し(Aoki, 
Niihori et al. Nature Genet 37:1038-40, 
2005) 、 そ れ に 引 き 続 き
Cardio-facio-cutaneous（CFC）症候群に
BRAF、KRAS の変異を同定し発表した
（Niihori et al. Nature Genet 38:294-296, 
2006）。 
その後、同じ細胞内シグナル伝達経路を担
う分子である MEK1/2、SOS1、RAF1、
SHOC2 などにも CFC 症候群患者およびヌ
ーナン症候群患者で変異が同定され、我々も
報告を行なった（Narumi Y, Aoki Y, Niihori 
T et al. 2007、Narumi Y, Aoki Y, Niihori T 
et al.2008、Kobayashi T, Aoki Y, Niihori T 
et al. 2010、Komatsuzaki S, Aoki Y, Niihori 
T et al. 2010）。神経線維腫症 1型も 10％程
度でヌーナン症候群類似の症状を呈し、病因
はこの経路のネガティブレギュレーターで
ある NF1や SPRED1異常である。申請者ら
はこれらの症候群が共通の RAS/MAPK経路
の異常が原因であることから、その総称とし
て RAS/MAPK症候群という呼称を提唱して
いる（Aoki, Niihori et al. Hum Mutat 
29:992-1006, 2008）。 
しかし原因遺伝子が次々同定されている
一方で、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ように作
用して臨床症状につながっていくか 

RAS/MAPK の原因遺伝子が明らかとなっ
てきており、そのほとんどは RAS/MAPK経
路を活性化するが、RAS/MAPK 経路の活性
化がどのように臨床症状を引き起こすのか
は明らかになっていない。例えば、
RAS/MAPK 症候群に共通することとして、
細胞増殖などを正に制御するシグナル伝達
経路が活性化されていることが多いはずな
のに、なぜ成長障害を合併するのかは不明で
ある。一方 RAS/MAPK症候群であってもコ
ステロ症候群ではヌーナン症候群/CFC 症候
群よりも腫瘍発生率が高いことが示唆され
ている等、原因が同じシグナル伝達経路上の
変異であっても、原因遺伝子によって臨床症

状が異なるが、そのメカニズムの違いは明ら
かになっていない。 

(2) 新たな原因遺伝子 
ヌーナン症候群・CFC症候群の 3割では既
知遺伝子のシークエンスで変異は同定され
ないことから、新たな病因遺伝子の存在が予
想されている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、先天奇形症候群である
RAS/MAPK 症候群（ヌーナン症候群、コス
テロ症候群、Cardio-facio-cutaneous 症候群
など）の患者において既知原因遺伝子および
新規原因候補遺伝子の塩基配列やエピジェ
ネティックな変化を解析することで臨床症
状発生のメカニズムの一端を明らかにする
ことである。 
 
３．研究の方法 
 
（1）既知原因遺伝子解析 
ヌーナン症候群、コステロ症候群、CFC 症候
群および類似の臨床症状の患者からの検体
を収集し、検体から DNA を抽出した。患者由
来 DNA を鋳型として、既知原因遺伝子のエキ
ソンを PCR で増幅する。精製した PCR 産物を
用いてシーケンシングを行ない変異の有無
を確認した。本研究にあたっては、患者およ
び代諾者より遺伝子解析に関する同意を得
たうえで研究を遂行した。 
 
（2）エクソーム解析 
既知原因遺伝子に変異が同定されなかった
例においてエクソーム解析を行った。
SureSelect Human All exon v1 または 50Mb
（v3）kit（Agilent）を用いてエクソーム濃
縮を行い、Hiseq2000（Illumina)にて 91 塩
基または101塩基ペアエンドでの塩基読み取
りを行った。得られた塩基配列をヒトゲノム
配列（hg19）に bwa0.5.9 を用いてマッピン
グし、重複リードの除去を行い、Genome 
Analysis Toolkit1.5 を用いて realignment、
recalibration、SNP・Indel のバリアントコ
ールを行い、ANNOVAR を用いてアノテーショ
ン付加を行った。 
 
（3）免疫沈降シークエンス（ChIP-seq） 
患者で同定された遺伝子変異によるエピジ
ェネティックな影響を網羅的に解析するた
め、クロマチン免疫沈降で得た DNA を次世代
シークエンサーで解析する方法の確立を試
みた。 
 
４．研究成果 
ヌーナン症候群および類縁疾患が疑われ、
既知遺伝子に変異が同定されなかった 14 人
について新規原因遺伝子同定を目的として
エクソーム解析を行った。その結果、各サン
プル毎に 25～100M のリードを得、ターゲッ
トエクソーム領域での平均 Depth は 37～92



であった。エキソン領域のバリアントは
16,000 から 20,000 程度、機能的変化が予測
されるバリアントが 7,500 から 1万弱、その
うちSNPデータベースにないものは122‐282
であった。これらのバリアントに注目したと
ころ、4 人に RAS サブファミリーに属する
RIT1 遺伝子にミスセンス変異を同定した。更
に変異陰性患者 166 例で RIT1 遺伝子を解析
したところ、13 例に変異を同定し、合計 180
例中 17 例（9％）に 9種類のミスセンス変異
を同定した。RIT1 変異陽性患者の臨床症状は
ヌーナン症候群に合致しており、70％に肥大
型心筋症を認めた。これはヌーナン症候群全
体での肥大型心筋症合併率である 20％と比
べ高かった。患者で同定された 5種類の変異
体を NIH3T3 細胞に発現させ ELK1 転写活性を
ルシフェラーゼアッセイにて解析したとこ
ろ、野生型と比較し上昇がみられた。また、
ゼブラフィッシュ胚に変異 mRNA を導入した
ところ、頭部の形態異常や心のルーピング異
常、心腔の形成不全、卵黄嚢の形態異常がみ
られた。これらの結果により、RIT1 の機能獲
得型変異がヌーナン症候群を引き起こすこ
とを示され、ヒト発生において古典型 RAS の
変異と同様の機能を持つことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ChIP-seq については培養細胞に導入した遺
伝子産物の抗体を用いた免疫沈降を行うた
めの条件検討を行い、免疫沈降で得られた
DNA を元に次世代シークエンサー解析用ライ
ブラリを作成した。デスクトップ型次世代シ
ークエンサーであるMiseqにおいて塩基配列
読み取りを行ったが、カタログスペックより
少ないリード数しか得られず、十分なデータ
量を得るためには複数回の解析が必要であ
った。Hiseq2500 等の大型シークエンサーを
用いたほうが費用対効果が高いと考えられ
た。 
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