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研究成果の概要（和文）：ヘッジホッグ経路は高度に保存された細胞増殖シグナルであり、その異常はヒト奇形
と発癌を来す。Gorlin症候群4名の皮膚線維芽細胞より作製したiPS細胞(GS-iPSC)と正常iPS細胞（WT-iPSC）用
い、SFEBq法により神経前駆細胞（GS-NPCおよびWT-NPC）を作製した。WT-NPCはWT-iPSCと比較して非常に低い
GLI1発現レベルを示す一方、GS-NPCではiPSCと同様のGLI1発現レベルを示した。GS-NPCではSMO阻害剤により著
明にGLI1発現が抑制された一方、WT-NPCではGLI１の発現自体が著明に亢進しており薬剤スクリーニング系とし
ての有用性が判明した。

研究成果の概要（英文）：The hedgehog signaling pathway is a vital factor for embryonic development 
and stem cell maintenance. Dysregulation of its function results in tumor initiation and 
progression. The aim of this research was to establish a disease model of hedgehog-related 
tumorigenesis with Gorlin syndrome-derived induced pluripotent stem cells (GS-iPSCs). Induced neural
 progenitor cells from GS-iPSCs (GS-NPCs) shows constitutive high GLI1 expression and higher 
sensitivity to smoothened (SMO) inhibition compared to wild-type induced neural progenitor cells 
(WT-NPCs). The differentiation process from iPSCs to NPCs may have similarity in gene expression to 
Hedgehog signal related-carcinogenesis. Therefore, GS-NPCs may be useful for screening compounds to 
find effective drugs to control Hedgehog signaling activity.

研究分野：小児神経学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、世界初のGorlin症候群iPS細胞を作製し、ヘッジホッグシグナルの発生段階での特性を解明したこ
とは大きな学術的成果といえる。特にGorlin iPS細胞を分化誘導させることで、未分化な状態から神経分化に移
行した時点でヘッジホッグシグナルが最も亢進し阻害剤が効果的に働くこと、また遺伝子変異がある場合には亢
進が持続して癌化に至ることが解明したことは、個体が発生から組織分化する過程でヘッジホッグ経路を始めと
した多様なシグナル系が選択的に活性化されることを示した点で興味深い。本研究でGorlin症候群由来のiPS細
胞はヘッジホッグシグナル異常症の疾患モデルとして有用であることが示された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ヘッジホッグシグナルは高度に保存された細胞の増殖シグナルであり、その異常はヒトの先
天奇形と発癌（基底細胞癌と髄芽腫）に深く関与する。本経路はリガンドであるヘッジホッグ、
受容体の PTCH1、隣接タンパクの SMO、転写因子の GLI から構成される。 
Gorlin 症候群は 1960 年に報告された発達奇形（二分肋骨、大脳鎌石灰化、皮膚小陥凹）と発
癌性（角化嚢胞性歯原性腫瘍、基底細胞癌）を特徴とする常染色体優性遺伝疾患である。責任遺
伝子は PTCH1 であり、この変異により SMO 以下のシグナルが亢進して奇形や癌腫を来す。  
我々は Gorlin 症候群の研究を継続して行い、日本人における罹患率が 23 万人に 1 人である
こと、様々な PTCH 遺伝子変異が存在すること、PTCH1 遺伝子変異をもつ皮膚線維芽細胞の特性
を明らかにしてきた。しかし今もって経年的に発症する基底細胞癌や髄芽腫に対する対処法が
確立されておらず、その対策は急務となっている。 
 
２．研究の目的 
ヘッジホッグシグナル異常が疾患発症にどのように関与するのか遺伝子変異が解明された現在
においても不明な点が多い。本研究ではこの Gorlin 症候群の臨床的な特徴を明らかにするとと
もに、患者由来細胞（皮膚線維芽細胞、リンパ球）を用いて近年確立した iPS 細胞技術とゲノム
編集技術を適用することで、ヘッジホッグシグナル異常症の病態解明および疾患治療への創薬
スクリーニングを進めることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
Gorlin 症候群患者 4 名の皮膚線維芽細胞より山中 4 因子をセンダイウイルスを用いて細胞内に
導入することで誘導した iPS 細胞を用いる(GS-iPSC)。正常対照 iPS 細胞（WT-iPSC）としては、
健常人肺線維芽細胞から誘導した iPS 細胞である MRC5 細胞と、健常人月経血から誘導した iPS
細胞である Edom22 細胞を用いる。GS-iPSC、WT-iPSC それぞれから神経前駆細胞を誘導・作製す
る（GS-NPC および WT-NPC）。神経前駆細胞の誘導方法としては、確立された誘導法である SFEBq
法を用いる。GS-iPSC、WT-iPSC、GS-NPC、WT-NPC に対してヘッジホッグシグナルの主要活性化因
子である SMO の阻害剤（Vismodegib）および活性化剤(SAG)を添加し、ヘッジホッグシグナル経
路の関連遺伝子発現を定量 RT-PCR 法を用いて評価した。 
また Gorlin 症候群由来 iPS 細胞を用いて遺伝子編集により残る正常アレルを破壊した細胞を
作製しそれらの細胞生物学的特性を解析した。NBCCS 患者由来 iPS 細胞（PTCH1+/-iPSCs）に
CRISPR/Cas9 発現ベクターをエレクトロポレーション法により導入してクローンを単離後、患者
由来の変異アレルに加えて、残存する正常アレルにも変異を生じた iPS 細胞を得た（PTCH1-/- 
iPSCs）。作製した iPS 細胞について増殖能を MTT アッセイで、SHH シグナル伝達系標的遺伝子の
発現量を qPCR で解析した。また、これらの iPS 細胞を免疫不全マウスの皮下に移植して得られ
たテラトーマについて病理組織学的な解析を行った。 
発生・細胞増殖・細胞死における重要な調整因子として microRNA が近年着目されている。そ
こで Gorlin 症候群患者由来皮膚線維芽細胞から全 RNA を採取して microRNA gene chip array 
にかけて RNA 解析を行うことで Gorlin 症候群特異的 microRNA を同定する。 
 Gorlin 症候群患者における PTCH1 遺伝子解析も従来に引き続き行う。リンパ球から核酸を分
離し、direct sequencing 法でゲノム配列を解析する。PTCH1 遺伝子の全配列に異常がない場合
は MLPA 法によりエクソン欠失の有無を解析する。同様の検査を PTCH2 についても行う。 
 
 
４．研究成果 
（１）Gorlin 症候群患者から提供された皮膚線維芽細胞に山中 4 因子を細胞内導入してプロト
コールに従い iPS 細胞を作製に成功
し、報告した（2017 J Med Genet）。
この中でiPS細胞の培養経過で当初同
定された genomic mutation が補正さ
れること、その補正のエラーが生じう
ることをiPS細胞の成長過程で確認し
た。患者組織ごとの変異率も解析し、
iPS 細胞の増殖・分化過程で変異内容が変化しうる興味あ
る変化も報告した（2017 J Med Genet）。 
 

 
 
 
 
 
 

 
 



 
 
組織ごとに異なる PTCH1 
変異率を解析した 
（上図・右図） 
 
 
 
 
 
（２）GS-iPSC と WT-iPSC は非刺激状態においてヘッジホッグ標的遺伝子（GLI1、HHIP、PTCH1）
の発現レベルに差は認めなかったが、WT-NPC は、WT-iPSC と比較して非常に低い GLI1 発現遺伝
子レベルを示す一方、GS-NPC では iPSC と同様の GLI1 発現レベルを示した。 
 
（３）GS-iPSC、WT-iPSC は SMO 阻害剤加えても標的遺伝子の発現には変化を認めず、GS-NPC で
は SMO 阻害剤により著明に GLI1 発現が抑制された一方、WT-NPC では SMO 刺激剤を加えて GLI１
の発現が著明に上昇した。これらより Gorlin 症候群患者由来 iPS 細胞から分化誘導した神経前
駆細胞はヘッジホッグ関連腫瘍発生のモデルであり、薬剤スクリーニング系として有用である
ことが示唆された。 
 
（４）遺伝子編集により得られた PTCH1-/- iPSCs では PTCH1+/- iPSCs と比べて増殖速度が増
加した。また、PTCH1-/- iPSCs は PTCH1+/- iPSCs よりも PTCH1、GLI1、HHIP1 などの SHH シグ
ナル伝達系標的遺伝子の発現量が上昇していた。これらのことから、作製した iPS 細胞では
PTCH1 両アレルを欠損することで SHH シグナル伝達系が亢進し、GLI が恒常的に活性化している
と考えられた。 
 
（５）PTCH1-/- iPSCs を免疫不全マウスに移植して得られたテラトーマは PTCH1+/- iPSCs から
形成したテラトーマに比して成熟した組織が減少しており、未熟型であった。さらに、PTCH1+/- 
iPSCs から形成したテラトーマに比べて神経系細胞などの外胚葉組織を多く含み、骨などの中胚
葉組織が少ないといった特徴が認められたことから、今回得られたテラトーマでは外胚葉への
分化が誘導されていたことが示唆された。 
 
（６）Gorlin 症候群患者皮膚より樹立した線維芽細胞の microRNA profiling を行い、特異的な
microRNA 発現パターンを明らかにした。HOX 遺伝子に関連する hsa‐mir-196a-5p が Gorlin 症
候群では対象よりも優位に低発現であることを見出した。今後は培養細胞系を中心とした機能
解析を行い、Hedgehog 経路と hsa-mir-196a-5p の関連についての詳細を解析する予定である。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
（７）Gorlin 症候群患者の PTCH 遺伝子変異解析を行い、新たな変異を同定した。 
眼間解離、手掌小陥凹、口唇口蓋裂、角化嚢胞性歯原性腫瘍を臨床上呈しており、書面による同
意を得て PTCH1 遺伝子をダイレクトシークエンス法で解析し、c.1111C>T (p.Q371X)のヘテロ接
合性に不完全 PTCH1 タンパクを形成する変異を同定した。従来報告のない De novo 変異であり、
顔面奇形を合併する場合にもPTCH1遺伝子解析が有意義であることを報告した（2019 Hum Genome 
Variation）。 
 

exon 8 of PTCH1 (c.1111C>T) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

皮膚小陥凹      角化嚢胞性歯原性腫瘍   大脳鎌石灰化      肋骨異常 
 
            Gorlin症候群で見られる臨床症状 
 
 現在までに 150 名を超える Gorlin 症候群患者の PTCH1 遺伝子解析を行い、90％以上の確率で
PTCH1 変異を同定している。解析データからは変異が起きやすい hot spot はなく、ほぼ全コー
ディング領域に変異が分布していることを明らかにしている。 
 
 
（８）考察： 
ヘッジホッグ経路は、非常に未分化な細胞である ES 細胞や iPS 細胞では不活化されており、
WT-iPSC においては SMO を阻害しても、活性化しても、その下流のターゲット遺伝子の発現には
変化は認めなかった。ヘッジホッグターゲット遺伝子として知られる GLI1 は、iPS 細胞におい
て高い発現レベルを認めるが、SHH-PTCH1-SMO 経路による制御ではなく、それ以外の経路により
制御されている。iPS 細胞の主要な未分化維持因子である NANOG は GLI 蛋白と結合することで、
GLI 自身がヘッジホッグターゲット遺伝子の活性化部位に結合することを阻害している。 
GLI の iPS 細胞や ES 細胞における役割は不明だが、神経前駆細胞へ分化することで、SHH-
PTCH1-SMO の経路は活性化され、GLI はその制御を強く受けることになり、WT-NPC は、WT-iPSC
と比較して GLI１の発現が著明に低下していたことが推測される。 
GS-NPC では、PTCH1 ヘテロ欠損より持続的にヘッジホッグシグナル経路が活性化された状態
にあるが、そのため今回の研究では非刺激状態においても GLI1 が高い発現レベルを示した。さ
らに、SMO を阻害することでその下流の GLI１の発現が著明に抑制されたものと考えられる。 
GS-NPC は WT-NPC と比較すると非刺激状態において、ターゲット遺伝子発現、特に GLI1 が持
続的に高いレベルを示していた。動物実験において GLI1 を過剰発現することで、皮膚癌が発生
させることが知られており、そのため、GS-NPC における持続的な GLI1 発現亢進状態はヘッジホ
ッグ関連腫瘍発生における前癌細胞と類似した状態と考えられた。 
以上から Gorlin 症候群患者由来 iPS 細胞から分化誘導した神経前駆細胞は、ヘッジホッグ関
連腫瘍発生のモデルであり、薬剤スクリーニング系として有用と考えられる。 
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