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研究成果の概要（和文）：近年多くの腫瘍でヘッジホッグ (HH) シグナル伝達系の亢進が発症に関わっているこ
とが明らかとなりつつあり、このシグナル伝達を標的とする分子標的薬の開発が待たれるところである。本研究
では基底細胞癌、髄芽腫などの好発を特徴とする遺伝性疾患である母斑基底細胞癌症候群由来細胞からiPS細胞
を作製し、免疫不全マウスの皮下に移植した。その結果得られた奇形腫内には正常iPS細胞では決して見られな
い髄芽腫様の組織が出現した。この髄芽腫様組織を使用することで、生体内での薬効解析や、薬剤スクリーニン
グが可能となると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established iPSCs derived from patients with Nevoid basal 
cell carcinoma syndrome (NBCCS), and tried to generate disease models in order to perform drug 
screening for NBCCS and the syndrome-related tumors. NBCCS-iPSCs had characteristics of pluripotent 
stem cells. Growth and differentiation capabilities of iPSCs remained unaffected by mutations in the
 PTCH1 gene. Meanwhile, medulloblastoma was formed in all the teratomas generated from all 
NBCCS-iPSC clones established from 4 different patients. Sequencing analysis of the microdissected 
medulloblastoma specimen revealed a loss of heterozygosity of the PTCH1 gene. These results 
demonstrated that NBCCS-iPSCs can be a good model of NBCCS-derived medulloblastoma, and thereby used
 for drug screening to prevent or treat medulloblastomas. Further pathological and molecular 
analyses are expected to reveal the mechanisms for tumorigenesis of Hh-related tumors.
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１．研究開始当初の背景 
近年多くの腫瘍でヘッジホッグシグナル 
(HH) 伝達系の亢進が発症に関わっている
ことが明らかとなってきた。特に基底細胞
癌  (BBC) と髄芽腫  (MB) においては
PTCH1をはじめとする HH シグナル伝達
に関わる遺伝子に高頻度に変異が見つかっ
ており、このシグナル伝達を標的とする分
子標的薬がオーダーメイド医療として注目
されている。臨床応用が始まっている薬剤
も存在するが、かなりの患者で副作用が強
いため使用を中断せざるを得ない点、胎児
に奇形が生じる懸念、あるいは耐性が生じ
る点などまだ問題点も多く、新たな薬剤、
あるいは変異型に特化した標的薬の開発が
待たれるところである。 
２．研究の目的 
高発がん遺伝病患者由来細胞を用いて積極
的にかつ部位特異的に遺伝子変異を導入す
ることでがん化を誘導し、薬剤スクリーニ
ングに利用できる系の確立を目指す。 
３．研究の方法 
PTCH1を疾患責任遺伝子とし、肋骨椎骨異
常、合・多指症などの小奇形と BBC、MB、
角化嚢胞性歯原性腫瘍などの好発を特徴と
する常染色体優性遺伝疾患である母斑基底
細胞癌症候群 (NBCCS) 患者由来細胞を材
料として、CRISPR/Cas9システムを用いて
PTCH1 遺伝子にセカンドヒットに相当す
る付加的な遺伝子変異を生じさせた iPS 細
胞を樹立し、これらの細胞を免疫不全マウ
スの皮下に移植することで腫瘍組織を作製
した。 
４．研究成果 
千葉大医学部小児科より提供された連結不
可能匿名化されたNBCCS患者 4症例に由
来する線維芽細胞 (G11、G12、G36、G72) 
に 4因子 (KLF4、SOX2、OCT3/4、c-MYC) 
を搭載したセンダイウイルスベクター感染
させ、マウスフィーダー細胞上に播種した 
(図 1-A)。 感染後 12 目頃に出現したヒト
ES 細胞様コロニーの単離と継代を繰り返
し、G11で 2クローン、G12で 10クロー
ン、G36で 6クローン、G72で 4クローン
の iPS細胞を樹立した (図 1-B)。これらの
iPS細胞から RNAを抽出して RT-PCRを
行い、使用したセンダイウイルスベクター
由来ゲノムが除去されていることを確認し
た (図 1-C)。未分化マーカー遺伝子である
OCT3/4、NANOG、 SOX2、 hTERT、
DNMT3B の発現を RT-PCR で確認し (図
1-D)、多能性幹細胞表面マーカーである
SSEA-4、TRA1-60と、未分化マーカーで
ある SOX2、OCT3/4、NANOG に対して
免疫組織化学染色を行い、発現を確認した
(図 1-E)。胚様体形成を介した in vitro分化
多能性検定を行い、それぞれ外胚葉、中胚
葉、内胚葉のマーカーである Tuj-1、-SMA、
AFP の発現を免疫組織化学染色で確認し
た (図 1-F)。また、G-bandingによる核型

解析を行ったところ、樹立した iPS細胞が
正常核型を有していることが確認された 
(図 1-G)。さらに 16 locusの Sort Tandem 
Repeat (STR) 解析を行ったところ、樹立
した iPS細胞はすべての locusで親細胞で
ある患者由来線維芽細胞と同じ STR を有
していた (data not shown)。以上のことか
ら樹立した iPS細胞がNBCCS患者由来で
あり、多分化能を保持していることが確認
された。 
樹立した iPS細胞からゲノム DNAを抽
出し、PTCH1 遺伝子変異部位の塩基配列
を解析したところ、親子関係である G11 
iPS 細 胞 と G12 iPS 細 胞 で
c.3130_3131dupGC、 G36 iPS 細胞で
PTCH1 遺伝子を含む約 1.1Mb の欠損、
G72 iPS細胞で c.274delTが確認され、由
来となったNBCCS患者と同一の変異を有
することが確認された (図 2-A)。正常人由
来 iPS細胞を対照として樹立した iPS細胞
の HH シグナル伝達系関連遺伝子 
(PTCH1、PTCH2、GLI1、GLI2、GLI3、
NMYC、HHIP) 発現を定量的 PCRで解析
したところ、これらの遺伝子の発現上昇は
見られず、HH シグナル伝達系の亢進は認
められなかった (図 2-B)。また、細胞増殖
能を解析したが正常人由来 iPS細胞と同程
度であった (図 2-C)。 
 樹立したNBCCS患者由来 iPS細胞を免 
 

図 1  NBCCS 症候群患者由来細胞から樹立
した iPS細胞 



 

疫不全マウスの皮下に移植し形成された腫 
瘤の HE染色組織標本を作製し、病理学的
な評価を行ったところ、外胚葉 (神経、網
膜色素上皮など)、 中胚葉 (軟骨など)、 内
胚葉 (消化管上皮など) の組織形成を確認
した (図 3-A)。また、独立した 2機関の病
理医による所見として、すべての症例 
(G11、G12、G36、G72) 由来 iPS 細胞で
奇形腫の一部に髄芽腫が形成されているこ
とが確認された (図 3-B)。この病変部につ
いて免疫組織化学染色を行ったところ、神
経マーカーである Tuj-1、Synaptophysin、
Nestinが陽性であり、かつ、細胞増殖マー
カーである Ki67、癌マーカーである p53
が陽性であり、この病変部が免疫組織化学
的にも髄芽腫であることが確認された (図
3-C)。 

 G11 iPS細胞から得られた腫瘤の組織切
片から髄芽腫様病変部をレーザーマイクロ
ダイセクション法により単離し、同切片上
の軟骨に分化した領域を対照として
PTCH1 遺伝子の塩基配列を解析したとこ
ろ (図 4-A)、軟骨領域では G11 iPS細胞と
同様にヘテロ変異  (c.3130_3131dupGC) 
を有していたが、髄芽腫様組織ではヘテロ
接合性の消失が認められた (図 4-B)。 

図 2  NBCCS患者由来 iPS細胞における PTCH1遺伝子解
析とヘッジホッグ関連遺伝子の発現 

図 3  NBCCS患者由来 iPS細胞から作製した
テラトーマと髄芽腫 

図 4  髄芽腫における PTCH1遺伝子解析 



 作製した iPS細胞のうちいくつかのクロ
ーンを由来細胞を対象として、PTCH1 遺
伝子変異部位の周辺に CRISPR/Cas9シス
テムの標的配列を設計し、CRISPR/Cas9
システム発現ベクターを構築した。構築し
たベクターを電気穿孔法を用いて
Puromycin 耐性遺伝子発現ベクターとと
もに遺伝子導入し、Puromycin存在下で短
時間選択後、得られた iPSコロニーを単離
し、正常アレルに変異が導入されたクロー
ンをスクリーニングした (図 5)。得られた
iPS細胞についてSOX2、OCT3/4、NANOG
に対する免疫組織化学染色を行い、発現を
確認した。現在 PTCH1 両アレル変異 iPS
細胞を免疫不全マウスの皮下に移植し、形
成された腫瘤を解析中である。 
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図 5  CRISPR/Cas9 シ ス テ ム を 用 い た
NBCCS 患者 G11 由来 iPS 細胞の残存
PTCH1正常アレルの破壊 


