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研究成果の概要（和文）：基底細胞母斑症候群（Gorlin症候群）はHedgehogの受容体であるPTCH1を原因遺伝子
とし、骨形成異常や腫瘍病変を呈する。本研究では、Gorlin症候群患者由来線維芽細胞を用いてiPS細胞を樹立
し、我々が以前報告したiPS細胞からの骨芽細胞分化誘導法を応用し、正常ヒト由来iPS細胞との比較により
PTCH1の変異が骨芽細胞分化に与える影響を検討した。リアルタイムPCRの結果より、分化誘導後ではHedgehogタ
ーゲット遺伝子の発現減少が認められた。一方、WNTシグナル関連遺伝子の発現は増加することからiPSCsからの
骨芽細胞分化においてWNTシグナルが活性化することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Disease-specific pluripotent stem cells (iPSCs) allow in vitro investigation
 of genetic diseases with unclear phenotype－genotype associations, such as Gorlin syndrome. We 
generated iPSCs from four unrelated Gorlin syndrome patients, all with genetic functional loss of 
PTCH1, using the SeVdp (KOSM302L) vector. Activation of the Hedgehog (Hh) effector Smoothened (SMO) 
by SAG plus osteo-induction induced significantly higher ALP expression in patient-derived iPSCs 
than control iPSC lines. Patient-derived iPSCs had lower basal expression of Hhs, Wnts, and BMPs 
than control iPSCs before osteogenic induction, but much greater increases under osteogenic 
treatment, indicating osteogenic hypersensitivity. We propose that iPSCs from Gorlin syndrome 
patients have constitutively active Hh signaling, which confers enhanced susceptibility to 
osteogenesis and contributes to disease-associated abnormalities. 

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景
Gorlin症候群は母斑性基底細胞癌症候群
（NBCCS）または基底細胞母斑症候群
（BCNS）とも呼ばれており、1960年にゴー
リンとゴルツによって最初に報告された常染
色体優性疾患である。原因遺伝子としてヘッ
ジホッグシグナルに関連するPATCHED1

（PTCH1）の変位及びいくつかの関連する遺
伝子が同定されている。臨床所見として、手
掌や足底の小陥凹、二分肋骨ないし癒合肋骨
や大脳鎌石灰化などの骨形成異常、歯原性嚢
胞や基底細胞癌等の腫瘍病変を呈する。この
ように、様々な症状を有するGorlin症候群患
者由来iPS細胞は骨形成、石灰化の異常機構
の解明とその病態の解明に有用であると考え
た。

２．研究の目的
本研究では、Gorlin症候群患者由来線維芽細
胞を用いてiPS細胞を樹立し、我々が以前報
告したiPS細胞からの骨芽細胞分化誘導法
（Plos one, 2014, 9(6)）を応用し、正常ヒト由
来iPS細胞との比較によりPTCH1の変異が骨
芽細胞分化に与える影響を検討した。 

３．研究の方法
（１）iPS細胞樹立
Gorlin 症候群でインフォームドコンセントに
署名した患者の口腔粘膜から採取した線維芽
細胞(G-OF) (東京歯科大学倫理委員会承認番
号：527、575)を使用し、産総研より提供を
受けたセンダイウィルスベクター : 

SeVdp(KOSM)302LでiPS細胞を樹立した。
（２）未分化能・多分化能確認
樹立したiPS細胞についてQiazolにてRNA抽出
後、RT-PCRにて未分化マーカーの発現を確
認した。胚葉体（EB）形成後、ヒトiPS培地
(bFGF不含)で21日間培養し、上記と同様にし
て三胚葉分化マーカーの発現を確認した。
ヒトiPS用培地： DMEM/F12 + 20% KSR, 1% 

P/S, 1% NEAA, 1% L-glutamine, 1% 2-ME, 5 
ng/ml bFGF
（３）Hedgehog関連遺伝子のPCR array

G-iPSCs、正常ヒトiPS細胞を使用し、フィー
ダー細胞上での通常培養後、通法に従い細胞
を剥離し非接着培養皿での浮遊培養によって
胚様体（EB）を得た。EBを酵素処理により
単一細胞に分離し培養皿に播種した。翌日、
骨芽細胞分化培地（OBM）に交換しSMO 

agonist（SAG）添加、および非添加で10日間
分化誘導し、骨芽細胞分化マーカー遺伝子、
Hedgehog経路関連遺伝子およびWNT経路関
連遺伝子をPCR array及びリアルタイムPCRに
て検出した。 
細胞：KD iPS(control)、G-OF1iPS1,6、 G-

OF2iPS5,8
培地：ヒトiPS用培地（DMEM/F12 + 20% 

KSR, 1% P/S, 1% NEAA, 1% L-glutamine,
1% 2-ME, 5 ng/ml bFGF）、
Embryoid Body（EB）用培地（DMEM/F12 + 

20% KSR, 1% P/S, 1% NEAA, 1% L-glutamine, 
1% 2-ME）
骨芽細胞誘導培地（OBM、αMEM + 10% 

FBS, 1% P/S, 50 μg/ml aa, 10 mM β-GP）

４．研究成果
（１）iPS細胞樹立
（２）未分化能・多分化能確認
樹立したES細胞様細胞につて未分化マーカー
をRT-PCR法にて検出し確認した（図１）。
また、in vitroでの胚様体形成（図２）、及び
in vivoでのテラトーマ形成によって三胚葉分
化能（図３）を確認した。

図１　未分化性の確認

図２　多分化能の確認
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基底細胞母斑症候群（BCNS、Gorlin症候群）
はHedgehogの受容体であるPTCH1を原因遺伝
子とし、骨形成異常や外胚葉系異常、また悪
性腫瘍を有す症候群である。PTCH1の変異は
ヘッジホッグ経路の活性化を引き起こし、こ
のような表現型を呈する事が示唆されている。
本研究では、Gorlin症候群患者由来線維芽細胞
を用いてiPS細胞を樹立し、我々の報告した骨
芽細胞分化法（Ochiai-Shino H, et al. Plos 

one, 2014）を用い、PTCH1の変異が骨芽細胞
分化に与える影響を検討した。
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2-ME, 5 ng/ml bFGF 

シークエンス解析 

使用機種　：　イルミナ HiSeq 2500 

エクソーム解析後、変異解析を実施。 
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SeVdp(KOSM)302LでiPS細胞を樹立。 

Hedgehog関連遺伝子のPCR array 
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二分肋骨 大脳鎌の石灰化 角化嚢胞性歯原性腫瘍

点状小窩 髄芽種 基底細胞癌（BCC）

Patien
t No.
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Number

SNP ID genotype type of mutation protein defect localization
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1

9 　 hetero frameshift_variant Leu446fs
1338-1341delA

CTC
23 rs357564 homo MISSENSE Pro1249Leu 3746C>T

Gorlin
2

4(-1) 　 hetero
spliice_donor_varia

nt
　 652G>A

12 rs1805155 hetero SILENT Asn554Asn 1662T>C
22 　 hetero SILENT Pro1210Pro 3630C>T
23 rs357564 hetero MISSENSE Pro1249Leu 3746C>T

Gorlin
3

10 　 hetero MISSENSE p.Asp460Gly 1379A>G

10 　 hetero frameshift_variant p.Asp460fs 1380delC
23 rs357564 homo MISSENSE Pro1249Leu 3746C>T

Gorlin
4

11 　 hetero MISSENSE p.Leu505Arg 1514T>G
22 rs2236405 homo MISSENSE p.Thr1194SER 3580A>T
23 rs357564 hetero MISSENSE Pro1249Leu 3746C>T
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Gorlin症候群の臨床所見

結果1 : PTCH1変異同定

結果2 : iPS細胞樹立

結果3 : PCR arrayを用いた網羅的解析

未分化性の確認 多分化能の確認

テラトーマ形成

4症例すべてにおいてPTCH1に変異が同定され
た。Gorlin1ではExon9にフレームシフト変異、
Gorlin2ではExon4近位のイントロン部にG>A変
異があり、スプライスバリアントを認めた。
Gorlin3ではExon10にフレームシフト変異、ミ
スセンス変異が、Gorlin4ではExon11にミスセ
ンス変異が存在した。Gorlin1-4で共通の
SNP（rs357564）が存在した。

樹立したES細胞様細胞について未分化マーカーをRT-PCR法にて検出し確認した。また、 in vitroでの胚葉体
（EB）形成、およびin vivoでのテラトーマ形成によって三胚葉分化能を確認した。

GLI1発現はcontrol iPSCsに比べ、すべてのG-OF iPSCsにおいて高発現していた。BMP2、4、6は、G-OF 

iPSCsにおいて骨芽細胞分化に伴い増加した。また、WNT2、5A、5Bの発現は骨芽細胞分化にともない、G-

OF iPSCsにおいては著しく増加したがcontrol iPSCsではあまり増加は認められなかった。control iPSCsと比
べG-OF iPSCsは骨芽細胞分化が有意に促進していることが考えられた。
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結果4 : Hedgehogシグナル活性化による骨芽細胞分化への影響

SMO agonist SAG添加によりGLI1発現の増加とGLI3発現の減少
が認められることからHedgehogシグナルの活性化が示された。
SAG添加によりWNT2およびWNT5Bの減少が認められた。この
とき骨芽細胞分化初期のマーカーであるアルカリホスファターゼ
（ALP）発現は増加し、後期マーカーであるオステオカルシン
（OCN）は減少した。このことから、Hedgehogシグナルの活性
化は骨芽細胞分化初期に、WNTシグナルの活性化は分化後期に
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背景・目的 材料・方法

結論

Hedgehogシグナルが恒常的に活性化しているGorlin症候群iPS細胞では骨芽細胞分化にともない各種BMPの発現増加とWntシグナルの
活性化が誘導される。Hedgehogシグナルの恒常的活性化はBMP、WNT両経路のbidirectionalな活性化を引き起こすことが示唆され
た。

quantitative real-time PCR 
細胞：G-OF1iPS1 

培地：G-OFiPS用培地（DMEM/F12 + 20% KSR, 1% P/S, 1% NEAA, 1% L-

glutamine, 1% 2-ME, 5 ng/ml bFGF）、 

Embryoid Body（EB）用培地（DMEM/F12 + 20% KSR, 1% P/S, 1% NEAA, 1% L-

glutamine, 1% 2-ME） 

骨芽細胞誘導培地（OBM、αMEM + 10% FBS, 1% P/S, 50 µg/ml aa, 10 mM β-

GP）
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はHedgehogの受容体であるPTCH1を原因遺伝
子とし、骨形成異常や外胚葉系異常、また悪
性腫瘍を有す症候群である。PTCH1の変異は
ヘッジホッグ経路の活性化を引き起こし、こ
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分化に与える影響を検討した。

未分化能・多分化能確認 
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結果4 : Hedgehogシグナル活性化による骨芽細胞分化への影響

SMO agonist SAG添加によりGLI1発現の増加とGLI3発現の減少
が認められることからHedgehogシグナルの活性化が示された。
SAG添加によりWNT2およびWNT5Bの減少が認められた。この
とき骨芽細胞分化初期のマーカーであるアルカリホスファターゼ
（ALP）発現は増加し、後期マーカーであるオステオカルシン
（OCN）は減少した。このことから、Hedgehogシグナルの活性
化は骨芽細胞分化初期に、WNTシグナルの活性化は分化後期に
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まり増加は認められなかった（図４）。
control iPSCsと比べG-OF iPSCsは骨芽細胞分
化が有意に促進していることが考えられた。
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（ALP）発現は増加し、後期マーカーである
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５）。このことから、Hedgehogシグナルの活
性化は骨芽細胞分化初期に、WNTシグナル
の活性化は分化後期に関与していることが示
唆された。

図５　Hedgehogシグナル活性化による骨芽細
胞分化への影響

 以上より、Hedgehogシグナルが恒常的に活
性化しているGorlin症候群iPS細胞では骨芽細
胞分化にともない各種BMPの発現増加とWnt

シグナルの活性化が誘導された。Hedgehogシ
グナルの恒常的活性化はBMP、WNT両経路
のbidirectionalな活性化を引き起こすことが示
唆された。
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基底細胞母斑症候群（BCNS、Gorlin症候群）
はHedgehogの受容体であるPTCH1を原因遺伝
子とし、骨形成異常や外胚葉系異常、また悪
性腫瘍を有す症候群である。PTCH1の変異は
ヘッジホッグ経路の活性化を引き起こし、こ
のような表現型を呈する事が示唆されている。
本研究では、Gorlin症候群患者由来線維芽細胞
を用いてiPS細胞を樹立し、我々の報告した骨
芽細胞分化法（Ochiai-Shino H, et al. Plos 

one, 2014）を用い、PTCH1の変異が骨芽細胞
分化に与える影響を検討した。

未分化能・多分化能確認 

樹立したiPS細胞についてQiazolにてRNA抽出後、RT-PCRにて未分化マーカーの
発現を確認した。胚葉体（EB）形成後、ヒトiPS培地(bFGF不含)で21日間培養
し、同様の上記と同様にして三胚葉分化マーカーの発現を確認した。 

ヒトiPS用培地： DMEM/F12 + 20% KSR, 1% P/S, 1% NEAA, 1% L-glutamine, 1% 

2-ME, 5 ng/ml bFGF 

シークエンス解析 

使用機種　：　イルミナ HiSeq 2500 

エクソーム解析後、変異解析を実施。 

iPS細胞樹立 

Gorlin 症候群でインフォームドコンセントに
署名した患者の口腔粘膜から採取した線維芽
細胞(G-OF)  (東京歯科大学倫理委員会承認番
号：527、575)を使用し、産総研より提供を
受けたセンダイウィルスベクター : 

SeVdp(KOSM)302LでiPS細胞を樹立。 

Hedgehog関連遺伝子のPCR array 

細胞：KD iPS(control)、G-OF1iPS1,6、 G-OF2iPS5,8 

培地：ヒトiPS用培地（DMEM/F12 + 20% KSR, 1% P/S, 1% NEAA, 1% L-

glutamine, 1% 2-ME, 5 ng/ml bFGF）、 

Embryoid Body（EB）用培地（DMEM/F12 + 20% KSR, 1% P/S, 1% NEAA, 1% 

L-glutamine, 1% 2-ME） 

骨芽細胞誘導培地（OBM、αMEM + 10% FBS, 1% P/S, 50 µg/ml aa, 10 mM β-

GP）
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SMO agonist SAG添加によりGLI1発現の増加とGLI3発現の減少
が認められることからHedgehogシグナルの活性化が示された。
SAG添加によりWNT2およびWNT5Bの減少が認められた。この
とき骨芽細胞分化初期のマーカーであるアルカリホスファターゼ
（ALP）発現は増加し、後期マーカーであるオステオカルシン
（OCN）は減少した。このことから、Hedgehogシグナルの活性
化は骨芽細胞分化初期に、WNTシグナルの活性化は分化後期に
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署名した患者の口腔粘膜から採取した線維芽
細胞(G-OF)  (東京歯科大学倫理委員会承認番
号：527、575)を使用し、産総研より提供を
受けたセンダイウィルスベクター : 

SeVdp(KOSM)302LでiPS細胞を樹立。 

Hedgehog関連遺伝子のPCR array 

細胞：KD iPS(control)、G-OF1iPS1,6、 G-OF2iPS5,8 

培地：ヒトiPS用培地（DMEM/F12 + 20% KSR, 1% P/S, 1% NEAA, 1% L-

glutamine, 1% 2-ME, 5 ng/ml bFGF）、 

Embryoid Body（EB）用培地（DMEM/F12 + 20% KSR, 1% P/S, 1% NEAA, 1% 

L-glutamine, 1% 2-ME） 

骨芽細胞誘導培地（OBM、αMEM + 10% FBS, 1% P/S, 50 µg/ml aa, 10 mM β-

GP）
二分肋骨 大脳鎌の石灰化 角化嚢胞性歯原性腫瘍

点状小窩 髄芽種 基底細胞癌（BCC）
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Gorlin症候群の臨床所見

結果1 : PTCH1変異同定

結果2 : iPS細胞樹立

結果3 : PCR arrayを用いた網羅的解析

未分化性の確認 多分化能の確認

テラトーマ形成

4症例すべてにおいてPTCH1に変異が同定され
た。Gorlin1ではExon9にフレームシフト変異、
Gorlin2ではExon4近位のイントロン部にG>A変
異があり、スプライスバリアントを認めた。
Gorlin3ではExon10にフレームシフト変異、ミ
スセンス変異が、Gorlin4ではExon11にミスセ
ンス変異が存在した。Gorlin1-4で共通の
SNP（rs357564）が存在した。

樹立したES細胞様細胞について未分化マーカーをRT-PCR法にて検出し確認した。また、 in vitroでの胚葉体
（EB）形成、およびin vivoでのテラトーマ形成によって三胚葉分化能を確認した。

GLI1発現はcontrol iPSCsに比べ、すべてのG-OF iPSCsにおいて高発現していた。BMP2、4、6は、G-OF 

iPSCsにおいて骨芽細胞分化に伴い増加した。また、WNT2、5A、5Bの発現は骨芽細胞分化にともない、G-

OF iPSCsにおいては著しく増加したがcontrol iPSCsではあまり増加は認められなかった。control iPSCsと比
べG-OF iPSCsは骨芽細胞分化が有意に促進していることが考えられた。
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結果4 : Hedgehogシグナル活性化による骨芽細胞分化への影響

SMO agonist SAG添加によりGLI1発現の増加とGLI3発現の減少
が認められることからHedgehogシグナルの活性化が示された。
SAG添加によりWNT2およびWNT5Bの減少が認められた。この
とき骨芽細胞分化初期のマーカーであるアルカリホスファターゼ
（ALP）発現は増加し、後期マーカーであるオステオカルシン
（OCN）は減少した。このことから、Hedgehogシグナルの活性
化は骨芽細胞分化初期に、WNTシグナルの活性化は分化後期に
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背景・目的 材料・方法

結論

Hedgehogシグナルが恒常的に活性化しているGorlin症候群iPS細胞では骨芽細胞分化にともない各種BMPの発現増加とWntシグナルの
活性化が誘導される。Hedgehogシグナルの恒常的活性化はBMP、WNT両経路のbidirectionalな活性化を引き起こすことが示唆され
た。

quantitative real-time PCR 
細胞：G-OF1iPS1 

培地：G-OFiPS用培地（DMEM/F12 + 20% KSR, 1% P/S, 1% NEAA, 1% L-

glutamine, 1% 2-ME, 5 ng/ml bFGF）、 

Embryoid Body（EB）用培地（DMEM/F12 + 20% KSR, 1% P/S, 1% NEAA, 1% L-

glutamine, 1% 2-ME） 

骨芽細胞誘導培地（OBM、αMEM + 10% FBS, 1% P/S, 50 µg/ml aa, 10 mM β-

GP）

Gorlin症候群患者由来細胞を用いた
iPS細胞の樹立と骨芽細胞分化の検討1)落合-篠宏美、2)長谷川大悟、1)小野寺晶子、1)齋藤暁子、大高真奈美、
渡邊章、西村健、中西真人、5)片倉朗、2)柴原孝彦、1)東俊文
1)東京歯科大学生化学講座、2)東京歯科大学口腔顎顔面外科、 
3)独立行政法人産業技術総合研究所、4)筑波大学医学医療系遺伝子制御学、
5)東京歯科大学口腔病態外科学講座

基底細胞母斑症候群（BCNS、Gorlin症候群）
はHedgehogの受容体であるPTCH1を原因遺伝
子とし、骨形成異常や外胚葉系異常、また悪
性腫瘍を有す症候群である。PTCH1の変異は
ヘッジホッグ経路の活性化を引き起こし、こ
のような表現型を呈する事が示唆されている。
本研究では、Gorlin症候群患者由来線維芽細胞
を用いてiPS細胞を樹立し、我々の報告した骨
芽細胞分化法（Ochiai-Shino H, et al. Plos 

one, 2014）を用い、PTCH1の変異が骨芽細胞
分化に与える影響を検討した。

未分化能・多分化能確認 

樹立したiPS細胞についてQiazolにてRNA抽出後、RT-PCRにて未分化マーカーの
発現を確認した。胚葉体（EB）形成後、ヒトiPS培地(bFGF不含)で21日間培養
し、同様の上記と同様にして三胚葉分化マーカーの発現を確認した。 

ヒトiPS用培地： DMEM/F12 + 20% KSR, 1% P/S, 1% NEAA, 1% L-glutamine, 1% 

2-ME, 5 ng/ml bFGF 

シークエンス解析 

使用機種　：　イルミナ HiSeq 2500 

エクソーム解析後、変異解析を実施。 

iPS細胞樹立 

Gorlin 症候群でインフォームドコンセントに
署名した患者の口腔粘膜から採取した線維芽
細胞(G-OF)  (東京歯科大学倫理委員会承認番
号：527、575)を使用し、産総研より提供を
受けたセンダイウィルスベクター : 

SeVdp(KOSM)302LでiPS細胞を樹立。 

Hedgehog関連遺伝子のPCR array 

細胞：KD iPS(control)、G-OF1iPS1,6、 G-OF2iPS5,8 

培地：ヒトiPS用培地（DMEM/F12 + 20% KSR, 1% P/S, 1% NEAA, 1% L-

glutamine, 1% 2-ME, 5 ng/ml bFGF）、 

Embryoid Body（EB）用培地（DMEM/F12 + 20% KSR, 1% P/S, 1% NEAA, 1% 

L-glutamine, 1% 2-ME） 

骨芽細胞誘導培地（OBM、αMEM + 10% FBS, 1% P/S, 50 µg/ml aa, 10 mM β-

GP）
二分肋骨 大脳鎌の石灰化 角化嚢胞性歯原性腫瘍
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結果1 : PTCH1変異同定

結果2 : iPS細胞樹立

結果3 : PCR arrayを用いた網羅的解析

未分化性の確認 多分化能の確認

テラトーマ形成

4症例すべてにおいてPTCH1に変異が同定され
た。Gorlin1ではExon9にフレームシフト変異、
Gorlin2ではExon4近位のイントロン部にG>A変
異があり、スプライスバリアントを認めた。
Gorlin3ではExon10にフレームシフト変異、ミ
スセンス変異が、Gorlin4ではExon11にミスセ
ンス変異が存在した。Gorlin1-4で共通の
SNP（rs357564）が存在した。

樹立したES細胞様細胞について未分化マーカーをRT-PCR法にて検出し確認した。また、 in vitroでの胚葉体
（EB）形成、およびin vivoでのテラトーマ形成によって三胚葉分化能を確認した。

GLI1発現はcontrol iPSCsに比べ、すべてのG-OF iPSCsにおいて高発現していた。BMP2、4、6は、G-OF 

iPSCsにおいて骨芽細胞分化に伴い増加した。また、WNT2、5A、5Bの発現は骨芽細胞分化にともない、G-

OF iPSCsにおいては著しく増加したがcontrol iPSCsではあまり増加は認められなかった。control iPSCsと比
べG-OF iPSCsは骨芽細胞分化が有意に促進していることが考えられた。
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結果4 : Hedgehogシグナル活性化による骨芽細胞分化への影響

SMO agonist SAG添加によりGLI1発現の増加とGLI3発現の減少
が認められることからHedgehogシグナルの活性化が示された。
SAG添加によりWNT2およびWNT5Bの減少が認められた。この
とき骨芽細胞分化初期のマーカーであるアルカリホスファターゼ
（ALP）発現は増加し、後期マーカーであるオステオカルシン
（OCN）は減少した。このことから、Hedgehogシグナルの活性
化は骨芽細胞分化初期に、WNTシグナルの活性化は分化後期に
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Hedgehogシグナルが恒常的に活性化しているGorlin症候群iPS細胞では骨芽細胞分化にともない各種BMPの発現増加とWntシグナルの
活性化が誘導される。Hedgehogシグナルの恒常的活性化はBMP、WNT両経路のbidirectionalな活性化を引き起こすことが示唆され
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quantitative real-time PCR 
細胞：G-OF1iPS1 

培地：G-OFiPS用培地（DMEM/F12 + 20% KSR, 1% P/S, 1% NEAA, 1% L-

glutamine, 1% 2-ME, 5 ng/ml bFGF）、 

Embryoid Body（EB）用培地（DMEM/F12 + 20% KSR, 1% P/S, 1% NEAA, 1% L-

glutamine, 1% 2-ME） 

骨芽細胞誘導培地（OBM、αMEM + 10% FBS, 1% P/S, 50 µg/ml aa, 10 mM β-

GP）
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