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研究成果の概要（和文）：ヘッジホッグ情報伝達系の関与する腫瘍形成のメカニズム解明を最終目標として、良
性および悪性の腫瘍が同一の個体の異なった組織に発生するGorlin症候群によって引き起こされる腫瘍群の解析
を行い、ヘッジホッグ情報伝達系のPTCH1およびSMO遺伝子変異だけでは腫瘍の悪性化良性化、組織特異性は説明
できないことを見出した。さらに研究の遅れているGorlin症候群由来良性腫瘍である角化嚢胞性歯原性腫瘍
（KCOT）細胞株の樹立、３次元培養法の確立に成功し、この細胞株が幹細胞および間葉系細胞の性質を持ち、カ
ルシウムによって上皮系、ケラチノサイト系とその性質が変化することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Gorlin syndrome is a dominantly inherited autosomal disease with a high 
frequency of tumor induction caused by the hedgehog receptor PTCH1. We  analyzed PTCH1 and SMO 
alternation in Gorlin syndrome-associated tumors, such as malignant basal cell carcinoma, benign 
keratocystic odontogenic tumor (KCOT), and ovarian fibroma, revealing that the mutational status of 
PTCH1 or SMO itself does not account for differences in malignancy and tissue-specificity of these 
tumors. 
　KCOT is the most frequent benign tumor in Gorlin syndrome patients. We established KCOT cell lines
 from sporadic and Gorlin syndrome-derived KCOTs. Both lines showed stem and mesenchymal cell 
characteristics. However, in the presence of calcium, cells showed parakeratosis and epithelial or 
keratinocyte-related proteins were induced. These features were similar to those of in vivo KCOTs. 
Using these cell lines and 3-D hydrogel culture, we may be able to advance understanding of the 
nature and origin of KCOTs.  

研究分野： 腫瘍遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
次世代シーケンサーの普及と共に多くの腫
瘍における遺伝子変異が解析されてきてい
る。多くの変異が同定されてきているが悪性
度や発症組織の特異性などを規定する因子
に関してはまだよくわかっていないのが現
状である。Gorlin 症候群は小児期に悪性の髄
芽腫（medulloblastoma、MB）、10 代で良性の
角 化 嚢 胞 性 歯 原 性 腫 瘍 （ keratocystic 
odontogenic tumor、KCOT）、20 代以降で悪性
の皮膚基底細胞癌（basal cell carcinoma、
BCC）などを発症する優性遺伝病で、ヘッジ
ホッグの受容体であるPTCH1遺伝子の異常に
よって引き起こされる。孤発性の MB、KCOT、
BCC においても PTCH1 や SMO、SUFU などのヘ
ッジホッグ情報系遺伝子変異が報告されて
いる。欧米では BCC は最も多い腫瘍の一つで
発症に関与する PTCH1、薬剤耐性に関与する
SMO 遺伝子変異の解析などをも含め精力的な
解析がされている。一方良性の KCOT に関し
ては遺伝子・細胞両レベルで解析が遅れてい
る。ヘッジホッグ情報伝達系はprimary cilia
がその情報伝達の場であることが報告され
ている。しかし腫瘍形成に関してはまだ不明
な点が多い。 
 
２．研究の目的 
良性腫瘍及び悪性腫瘍発症に関与する因子
の探索を、両者を発症する Gorlin 症候群試
料を用いて解析することを目的とする。
Gorlin 症候群では悪性の MB や BCC と良性
の KCOT や卵巣線維腫が同じ患者さんに発
症する。そこで同一患者さんの正常組織とこ
れら腫瘍を比較することにより腫瘍発症に
関与する遺伝子群の同定を目指す。さらに
Gorlin 症候群において発症する腫瘍の中で
最も頻度が高いのに in vitro の系が無いため
解析が遅れている KCOT の解析を、我々が樹
立した細胞株を用いて行う。特に培養条件の
検討（培地の組成の違いや hydrogel を用い
た三次元培養法の利用）により、より vivo
に近い KCOT を再現することを目的とする。
さらに樹立 KCOT 細胞株の基本的な性質を
明らかにするために、発現タンパク質の解析
や網羅的な遺伝子発現の解析を行う。またヘ
ッジホッグ情報伝達系の場として知られる
primary cilia における SMO たんぱくの動態
を通して、ヘッジホッグ情報伝達系の腫瘍形
成あるいは維持における役割りを探る。これ
らの解析を通して KCOT の起源を同定し、薬
剤による治療法の開発あるいは早期発見へ
の足がかりとする。 
 
３．研究の方法 
（１）樹立 KCOT 細胞株発現タンパク、遺伝
子を western blot 法および RNA-seq 法を用
いて解析する。 
（２）樹立細胞株の培養および分化条件の検
討を様々な培地を用いて行う。また vivo に近
い 細 胞群を 得 るため に 三次元 培 養 を

hydrogel や matrigel を用いて行う。 
（３）KCOT におけるヘッジホッグ情報伝達
系の発現解析を qPCR 法 RNA-seq 法を用い
て行う。また SMO-GFP タンパクを細胞に導
入することにより primary cilia における
SMO タンパクの動態を検定する。 
（４）Gorlin 症候群患者で引き起こされる
KCOT 及び BCC と sporadic な KCOT 及び
BCCにおける違いがあるかどうかをPTCH1 
SMO 遺伝子を中心に解析する。 
 
４．研究成果 
(1)遺伝性および孤発性角化嚢胞性歯原性腫
瘍(KCOT)由来細胞株の解析 
樹立した KCOT 細胞株におけるカルシウム存
在下および非存在下におけるタンパク発現
解析を western blotting で行った。KCOT 細
胞株では CD44 BMI1 SOX2 など幹細胞を示す
遺伝子および CDH2 VIM CTNNB1 SNAI2 など間
葉系の遺伝子発現が見られた。カルシウムの
濃度を上げるとこれらの遺伝子発現は減少
し、代わりに CDH1 KRT10 CLDN1 INV などの
上皮系および keratinocyte 系の遺伝子発現
の上昇が見られた（図１）。 

  図 1  樹立 KCOT 細胞の特徴 
 
さらに網羅的に遺伝子発現を調べるために
RNA-seq による解析を行った。カルシウムに
よる誘導により Spinous layer のマーカーで
ある DGS3 TGM1 TGM5 の発現が、Granular 
layer のマーカーとして知られる DSC1 DSC2 
DSG1 KRT1 KRT10 KRT2 TGM3 の発現が、さら
に Cornified layer のマーカーとして知られ
る LOR IVL S100 遺伝子群 SPRR 遺伝子群の発
現が顕著に増加していた。一方、Basal cell 
layer での発現が認められている遺伝子  
KRT5 KRT14 KRT15 などの発現の変化は非常に
少ないことが判明した。また両細胞株とも基
本的には同様の発現パターンを示した。これ
らのことから遺伝性および孤発性の KCOT 細
胞は同じ細胞系由来であることが予想され
た。また sporadic な KCOT 細胞株では PTCH1
遺伝子が両アレル共変異していることから、
keratinocyte への分化にはヘッジホッグ情
報伝達系の関与は少ない可能性が示唆され
た。KCOT の起源はまだよくわかっていないが
これら樹立 KCOT の特徴から Epithelial 
rests of Malasses(ERM)を起源とするのでは
と考えている。ERM の細胞系の確立や ERM で
の遺伝子発現の解析が今後重要になって来
ると思われる。 
 
(2)KCOT 細胞の３次元培養とその解析 
樹立した KCOT 細胞株を高カルシウム存在下
で 通常の培養をすると細胞が盛り上がり、



上部は錯角化を起こすことが確認できた。そ
こで嚢胞の形成を in vitro で再現するため
に、hydrogel を用いた三次元培養を試みた。
その結果 hydrogel を使うことにより
spheroid の形成が可能になった。spheroid
の内部では核が凝縮し細胞膜のない状態に
なり空洞化が起こることが解った（図２）。
これらの凝縮した核の周辺は Cleaved 
caspase 3 の抗体により染色されるので
apoptosis による細胞死が起こっていること
が確認された。つまり spheroid 内部の空胞
化には、栄養不足などによるネクローシスに
よるものではないことが判明した。 
 

  図２ ３次元培養した KCOT 細胞 
左：アクチン 中：アクチン＋核 右：核 
 
(3)KCOT 成立におけるヘッジホッグ情報伝達
系の解析 
我々の樹立したKCOT細胞株はいずれもPTCH1
の変異が認められたことから、ヘッジホッグ
伝達系の活性化が起こっていると考えられ
た。しかしながら qPCR を用いた解析及び
RNA-seq を用いた解析で、通常活性化されて
いるとされる PTCH1、GLI1 などのヘッジホッ
グ情報伝達系活性化の指標遺伝子の転写量
は非常に少ないことが判明した。さらに
pmSmoEGFP を KCOT 細胞に導入した研究から、
通常では SMOタンパクの cilia への集積は認
められない つまり活性化が強くは起こっ
ていないが、ヘッジホッグ情報伝達系の活性
化剤である SAGで処理すると SMOタンパクが
cilia に集積することがわかった。このこと
は KCOT 細胞株ではヘッジホッグ情報伝達系
の強い活性化は見られないこと、しかし活性
化に関与する因子は保持されていることを
示している。 
 
(4) 悪性と良性を決める因子の探索：悪性で
ある基底細胞癌 (BCC)におけるヘッジホッ
グ情報伝達系の解析 
基底細胞癌 (BCC) は Gorlin症候群患者で高
頻度に見られる腫瘍である。白人では罹患率
の高い腫瘍として有名であるが、有色人種で
は少なく紫外線の関与などが知られている。
日本人由来BCCの遺伝子解析はほとんど行わ
れていない。我々は６例の BCC (sporadic 5
例、Gorlin 症候群 1 例) の PTCH1 および SMO
を解析した。その結果 sporadic な BCC４例で
SMO の変異 W535L 2 例、L412F 2 例を見出し
た。これらの変異は oncogenic な driver 変
異として知られている。この４例では PTCH1
遺伝子の異常は見られなかった。また残りの
sporadic 1 例では PTCH1の変異が２箇所存在

した。さらに Gorlin 症候群患者の BCC では
PTCH1 の生殖細胞系列変異と共に、もう一つ
のアレルが欠失していることを見出した。こ
の２例では SMO の変異は見出だせなかった。
これらのことはBCCではヘッジホッグ系の活
性化がその成立に大きく関与していること
を示している。しかしながら２アレルの
PTCH1活性の喪失は良性腫瘍のKCOTや卵巣線
維腫でも起こっていることを見出している
ので、細胞の悪性化には PTCH1 のコピー数の
違いだけでは説明できないと思われる。今後
はこれら腫瘍におけるヘッジホッグ系以外
の変異の可能性を探ることが一つ重要にな
ると思われる。また sporadic な BCC で見つ
かった SMO 遺伝子の L412F 変異は、良性腫瘍
として知られる髄膜腫で高頻度にみられる
変異である。このことは同じ変異でも細胞種
が異なると悪性であったり良性であったり
する可能性を示している。今後ヘッジホッグ
系以外の遺伝子の関与を調べて行くことが
良性、悪性を解析する上で大切であろうこと
が判明した。  
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