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研究成果の概要（和文）：母斑基底細胞癌症候群（NBCCS、Gorlin 症候群）4症例の線維芽細胞より疾患特異的
induced pluripotent stem cell（iPS） 細胞を樹立した。またそれらの細胞においてCRISPR/Cas9システムを用
いて遺伝子編集を行い、PTCH1遺伝子の両アレルとも変異をもつiPS細胞、および遺伝子変異が修復されたiPS細
胞の作製に成功した。
NBCCS特異的iPS細胞から発生した奇形腫の全例に髄芽腫様組織が含まれていた。
また両アレルとも変異をもつiPS細胞は親細胞に比べ細胞増殖速度が速く、Gli標的遺伝子の発現も上昇が見ら
れ、ヘッジホッグシグナル伝達の亢進が見られた。

研究成果の概要（英文）：We have successfully established nevoid basal cell carcinoma syndrome 
(NBCCS)-specific induced pluripotent stem cells (iPS cells). Medulloblastoma was formed in all the 
teratomas generated from all NBCCS-specific iPSC clones established from 4 different patients. These
 results demonstrated that NBCCS-specific iPSCs can be a good model of NBCCS-derived 
medulloblastoma, and thereby used for drug screening to prevent or treat medulloblastomas.
In addition, by using CRISPR/Cas9 system, we also generated iPS cells in which mutation was 
introduced in remaining normal PTCH1 allele. These cells exhibited accelerated cell growth and 
expression of Gli target genes indicating up-regulation of hedgehog signaling. Moreover, we 
generated iPS cells in which mutated allele was edited and corrected.

研究分野：分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
遺伝性疾患の多くが難治性で治療法が開発
されている疾患は少ない。その中で遺伝子治
療は有望な治療手段として社会の注目を集
めてきたものの、現時点で遺伝子治療による
劇的な改善を収めた症例は少ない。最近注目
を浴びている induced pluripotent stem cell
（iPS） 細胞は遺伝性疾患を始めとする疾患
に対する再生医療に向けた切り札と考えら
れている。しかし遺伝性疾患の原因となる遺
伝子異常は、iPS 細胞でも保持されたままで
あることが再生医療の障壁と言われている。 

CRISPR/Cas9 は標的遺伝子を極めて効率
よく切断することが可能なシステムであり、
その修復過程で生じる相同組換えを利用し
てゲノム配列を編集できることから、遺伝性
疾患患者由来細胞がもつ遺伝子変異も同様
の方法で正常配列に編集する（戻す）ことの
可能性が示唆されている。 
我々の研究室では、いち早く上記システム
の中心となるベクターを入手し、ヒト細胞株
を用いて基礎的実験を行った。その結果、一
定の遺伝子導入の効率が得られれば、比較的
容易にかつ効率よく目的とする遺伝子を編
集できることに成功した。一方で、当研究室
は以前より、PTCH1 遺伝子の変異によって
生ずる常染色体優性遺伝病であり、小奇形と
高発癌を特徴とする母斑基底細胞癌症候群
（NBCCS、Gorlin 症候群）の遺伝子解析を
行っていた。 

 
２．研究の目的 
(1) 遺伝子変異が確定している NBCCS 患者
より疾患特異的 iPS細胞を樹立する。 
(2) 樹立した iPS 細胞の特性を細胞生物学、
分子生物学的に解析する。 
(3) 樹 立 し た iPS 細 胞 を 用 い て
CRISPR/Cas9 システムによる遺伝子の修復
を目指す。 
 
３．研究の方法 
４人の NBCCS の患者由来線維芽細胞より
センダイウイルスベクター法により iPS細胞
を樹立した。得られた疾患 iPS細胞が、多能
性幹細胞としての特性を持つことを確認す
るために、未分化性、増殖性、安定性につい
て評価し、分化能について in vivo、in vitroの
両面から検討した。その中で in vivo多能性を
示す疾患特異的 iPS細胞の免疫不全マウスへ
の移植実験については、得られたテラトーマ
から組織切片を作製して、組織学的観察に加
え、レーザーマイクロダイゼクション法によ
る病理学的に詳細な解析を行った。 
必要に応じて iPS樹立の元となった症例の
血液等を用いて次世代シークエンサーを用
いてディープシークエンスを行なう。 

 
４．研究成果 

NBCCS特異的 iPS細胞は、多能性幹細胞と
しての特性を持つことが示された。PTCH1遺

伝子のヘテロ変異は、増殖能や分化能におい
て影響がないことが示唆された。 
一方で、テラトーマの組織切片を観察する
と、４人から得られたいずれのラインにおい
ても、その一部に髄芽腫様の組織を認めた。
そこでさらにその病変部をレーザーマイク
ロダイゼクション法により採取して遺伝子
解析を行った。その結果、PTCH1 遺伝子の
Loss of Heterozygosityが生じていることがわ
かった（図 1）。得られた結果は、本疾患で発
症する可能性のある髄芽腫を疾患 iPS細胞に
よる in vivo多分化能試験において再現し、こ
の iPS細胞が疾患モデル細胞としての可能性
を示唆するものであると考えられた。今後、
この疾患 iPS細胞を用いて、癌発症機構につ
いて分子レベルでの研究が可能となり、
NBCCSや PTCH1に起因する腫瘍細胞に対す
る薬剤スクリーニングへつながることが期
待される。 

 

 
更に CRISPR/Cas9 システムを用いて上記
の iPS細胞に残存する正常アレルの破壊を行
い、両アレルとも PTCH1遺伝子に変異をも
つ iPS細胞株を作製した。これらの細胞株は
親株に比べて細胞増殖速度が速く、ヘッジホ
ッグシグナル伝達の標的遺伝子の発現が亢
進していた。一方、同システムを用いて変異
アレルを編集し、両アレルともに正常である
iPS細胞細胞株の樹立にも成功した。 
一方で、iPS 細胞株の一部で、PTCH1 の胚
細胞変異（c.272delG）と異なる予期しない変
異（c.274delT）を見出した。この症例由来の
末梢血、頬粘膜、線維芽細胞等について、次
世代シークエンサーを用いてディープ・シー
ケンスを行なったところ、全ての組織におい
て iPS細胞の一部で見出されたものと同一の
c.274delTが存在することがわかった。2個の
変異が近接していること、両方の変異をもつ
アレルは存在しなかったこと、いずれの組織
でも約半数で正常アレルが検出されたこと
などより、2 個の変異が独立に生じたとは極
めて考えにくく、c.274delTは発生早期に生じ
た c.272delG の修復エラーであることが推測
された（図 2）。 
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図 1 髄芽腫の遺伝子解析



 
iPS 細胞や次世代シークエンサーを用いた
解析を行なうことで、各種遺伝性疾患におい
て、モザイク症例が予想以上に発見される可
能性があると考えられる。また症例の蓄積に
より、復帰エラーの頻度や分子メカニズムも
明らかになると思われる。本成果は研究課題
の追求から付随的に生じたものではあるが、
遺伝学にとって意義深いものである。 
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