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研究成果の概要（和文）：McCune-Albright 症候群(MAS)の病変部は正常細胞と変異細胞との体細胞モザイクで
あるために、本研究ではCRISPR/Cas9遺伝子編集技術を用いてヒト正常iPS細胞にGNAS1突然変異を導入し、MSA型
ヒトiPS細胞の作成を試みた。その結果、得られたクローン24個中2個のクローンで、ゲノムDNAのGNAS1遺伝子変
異を確認できた。得られたiPS細胞の未分化マーカーと三胚葉性分化マーカーの発現をRT-PCRを用いて確認し、
MAS表現型を有するGNAS1変異iPS細胞の樹立に成功した。これらのiPS細胞の骨芽細胞およびメラニン産生細胞へ
の分化誘導実験および解析を行なっている。

研究成果の概要（英文）：Since distribution of the gene mutated cells in McCune-Albright syndrome 
(MAS) occurs depending somatic mosaicism, we applied gene editing technique using CRISPR/Cas9 system
 to generate human iPS cells exhibiting GNAS1 mutation observed in MAS. We obtained 2 clones 
exhibiting GAS1 mutation among 24 clones. These iPS cells showed undifferentiated markers and those 
identifying three germ layers.  Thus we successfully established human iPS cells retaining GNAS1 
mutaion observed in MAS.  

研究分野： 口腔病理学
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１．研究開始当初の背景 

McCune-Albright 症候群は、線維性骨異形

成症、カフェオレ斑、思春期早発症を主要症

状とする希な症候群で、GNAS 遺伝子領域の

GTP 結合タンパク質αサブユニット(Gsα)を

コードする遺伝子のミスセンス変異で発症

する。この変異は Gsα を恒常的に活性化し、

アデニル酸シクラーゼの活性化と cAMPの過

剰産生を惹起して、種々の徴候を発現させる

と考えられているが、そのメカニズムは明ら

かにされていない。 

線維性骨異形成症は、未熟な骨の形成を伴

った線維性結合組織が増生する疾患で、顎骨

は好発部位である。本症は、McCune-Albright

症候群の主要な徴候の１つで、単骨性の線維

性骨異形成症でも GNAS遺伝子の変異が認め

られるが、本症発症のメカニズムは明らかに

されていない。 

 

２．研究の目的 

本申請では、McCune-Albright 症候群患者

と単発性線維性骨異形成症患者から疾患特

異的 iPS 細胞を樹立し、それらを用いて線維

性骨異形成症の病態発現における GNAS遺伝

子変異の役割を明らかにすることを目的と

する。具体的には、１）線維性骨異形成症に

おける過剰骨形成発症メカニズムと、２）皮

膚におけるメラニン異常沈着のメカニズム

の解明を目指す。本研究の推進により、本症

候群の病態の理解に重要な情報を発信でき

るとともに、新たな治療法への道も開ける可

能性がある。 

 

３．研究の方法 

1)iPS 細胞の樹立 

McCune-Albright 症候群患者より採取した

末梢血は単球分画を細胞培養用ディッシュ

に播種する。70%コンフルエントの状態で研

究分担者の東が産業総合研究所の中西真人

博士より既に供与を受けている Sendai virus 

vector (J Biol Chem 286:4760-4771,2011)を感

染させ、mouse embryonic fibroblasts (MEF)上

に播種し、コロニーを形成させ、それらを単

離後、継代培養する。iPS 細胞の未分化マー

カーについては理化学研究所のプロトコー

ルに従い解析する。線維性骨異形成症患者の

病変部より採取した細胞または組織塊はコ

ラゲナーゼ処理の後、細胞培養用ディッシュ

に播種し、上記方法に従って iPS 細胞を作成

する。 

2)未分化性の検討 

 McCune-Albright 症候群と線維性骨異形成症

患者より樹立した細胞を免疫染色(SSEA4, 

TRAI-60, NANOG, OCT3/4, SOX2)と real time 

PCR(DNMT3B, TDGF, GABRB3, GDF3)で解

析する。 

3)多能性の評価 

・培養系における胚様体(Embryonic body)形成

の確認。 

・ 奇形腫作成：NodScid マウス精巣に iPS

細胞を移植し、２ヶ月後に組織を摘出し、

10%中性緩衝ホルマリン液で固定後、パ

ラファン包埋して、組織標本を作成し、

解析する。パラフィン包埋前に摘出検体

を軟 X 線撮影し、石灰化部が見られたら

EDTA で脱灰後にパラフィン包埋して、

切片を作成する。一部の組織はテクノビ

ットに包埋し、樹脂包埋し、非脱灰標本

を作成する。 

4)遺伝子変異部の確認 

樹立した iPS 細胞の GNAS 遺伝子変異を次

世代シークエンサーで確認する。 

5)iPS 細胞の分化能の解析 

・ cAMP 量の確認：各 iPS 細胞における   

  cAMP 量を cAMP EIA キットで測定す 

  る。 

・ 各 iPS 細胞の骨芽細胞（osterix, osteocalcin

など）、メラノサイト（melan A など）を

免疫染色で解析する 

・ 各 iPS 細胞を骨形成誘導培地、メラノサ



イト成長培地などで培養し、骨芽細胞、

メラノサイトへの分化能を解析する。 

 

４．研究成果 

 McCune-Albright 症候群(MAS)の病変部は

正常細胞と変異細胞との体細胞モザイクで

あるために、本研究では CRISPR/Cas9 遺伝子

編集技術を用いてヒト正常 iPS 細胞に GNAS1

突然変異を導入し、MSA 型ヒト iPS 細胞の作

成を試みた。その結果、得られたクローン 24

個中 2 個のクローンで、ゲノム DNA の GNAS1

遺伝子変異を確認できた。得られた iPS 細胞

の未分化マーカーと三胚葉性分化マーカー

の発現を RT-PCR を用いて確認し、MAS 表現型

を有する GNAS1 変異 iPS 細胞の樹立に成功し

た。これらの iPS 細胞の骨芽細胞およびメラ

ニン産生細胞への分化誘導実験および解析

を行なっている。 
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