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研究成果の概要（和文）：Cowden症候群患者末梢血リンパ球を採取し、PTEN遺伝子のヘテロ変異を認め,Codon 
341 PhenylalanineのLeucineへ置換,codon 343 Valineのstop codonへの置換を確認した。無血清培地にてヒト
ES細胞の継代培養,ヒトiPS細胞における未分化性と多分化能を維持可能な無血清培養系にてセンダイウイルスベ
クターによるCowden疾患特異性iPS細胞誘導を樹立した。健康なPBMCやiPS細胞と比較して、CS由来のPBMCと
CS-iPSCはいずれも PTEN転写産物の発現が有意に低下していた。

研究成果の概要（英文）：Peripheral blood lymphocytes from Cowden syndrome patients were collected 
and heterozygous mutations in the PTEN gene were identified, including replacement of codon 341 
Phenylalanine with Leucine and codon 343 Valine with stop codon. We established Cowden 
disease-specific iPS cell induction by Sendai virus vector in a serum-free culture system that can 
maintain the undifferentiated nature and multipotent differentiation ability of human ES cells in 
serum-free medium. Compared to healthy PBMCs and iPS cells, both CS-derived PBMCs and CS-iPSCs 
showed significantly decreased expression of PTEN transcripts.
Translated with DeepL.com (free version)

研究分野： 口腔外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
無血清培養系iPS細胞を用いたPTEN異常Cowden症候群の新規原因遺伝子変異を報告した。同遺伝子変異を無血清
培地hESF9にてヒトES細胞の継代培養,ヒトiPS細胞における未分化性と多分化能 を維持可能な無血清培養系にて
センダイウイルスベクターによるCowden疾患特異性iPS細胞誘導を樹立した。本培養系を応用することでCowden
症候群の発症機序の検索、新規治療法の開発を期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

Cowden(カウデン)症候群は全身諸臓器とりわけ

乳房、甲状腺、および子宮内膜に多発性過誤腫

ないし悪性腫瘍が高率に生じるリスクが高い疾患

で 、 が ん 抑 制 遺 伝 子 phosphatase and tensin 

homolog deleted on chromosome 10 (PTEN)の変

異が関与するまれな常染色体優性遺伝と考えら

れている。臨床的な特徴として、粘膜皮膚病変

（顔面の外毛根鞘腫、乳頭腫性丘疹など）、巨頭

症があり,口腔内に生じた乳頭状病変症状から疾

患を発見されることも多い。臨床診断基準について NCCN (National Comprehensive Cancer Network) 

Clinical Practice Guidelines in Oncology, Genetic/Familial High-Risk Assessment: Breast and Ovarian, 

version 2, 2017) では、国際 Cowden コンソーシアムにて提唱され、PTEN 遺伝子検査は Cowden 症候

群の確定診断を行う唯一の方法とされている。孤発例と家族歴のある場合がさんけんされるが発症頻度

は 200,000 人に 1 人程である。症状が多彩でありまた臨床的徴候がわずかなことがあるため、臨床的に

十分に認識されず診断がついていない場合が多いとされる。またその発症機序もがん抑制遺伝子

PTEN の異常との報告は多いが、その詳細は不明である。(図１) 

 
２．研究の目的 
本研究では本学倫理規定(第ヒ-58 号：口腔顎顔面領域に病変を有する遺伝子疾患患者および健

常者由来細胞からの人工多能性幹細胞樹立に関する研究および第ヒ-72 号：口腔顎顔面領域に病

変を有する遺伝子疾患患者の遺伝子変異およびその遺伝子診断に関する研究)に基づき同意を得

られた Cowden 症候群患者末梢血より PTEN 遺伝子の新規変異を確認した iPS 細胞の誘導を行い，

同細胞を用いて本症候群の病態解明およびゲノム編集を応用した新規遺伝子治療法の開発を目

的とする。 

 

３．研究の方法 
ゲノムへの integration のないセンダイウイルス(SeVdp)を用いたがん抑制遺伝子 PTEN 変異

Cowden 患者由来 iPS 細胞を樹立し、フィーダーフリー・無血清培地条件での発症メカニズムの

解明や機能解析を応用し，安全な再生医療の臨床応用を目指す。また口腔癌細胞株の培養上清を

用いて、iPS 細胞を腫瘍幹細胞に分化誘導させ、PTEN 遺伝子の発現と AKT シグナル伝達経路を中

心に腫瘍の発生メカニズムを検討する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



４．研究成果 
(1) PTEN 遺伝子の新規ヘテロ変異 
甲状腺癌、乳がんなどの既往歴および口腔および消化管などの多発過誤腫の症状を示した

Cowden 症候群患者より（図 2）広島大学倫理規定に基づき患者の同意を得て末梢血を採取

し,Miseq 次世代シークエンサーにて解析した．その結果 PTEN 遺伝子の新規ヘテロ変異を認

め,Codon 341 Phenylalanine の Leucine へ置換,codon 343 Valine の stop codon への置換を確

認した(図 3) 。 宿主ゲノムに遺伝子挿入のないセンダイウイルスベクター（産業技術研究所，

中西真人博士より供与J.Biol.Chem 2011）による疾患特異性iPS細胞誘導を行っている(図４)。

owden 症候群患者より採取した末梢血を採取し、センダイウイルスを用い初期化山中 4 因子

（Oct3/4,Sox2,c-Myc,KLF4）をセンダイウイルスベクターにて導入し、無血清培養条件での

Cowden 症候群疾患モデル iPS 細胞の誘導 PTEN 遺伝子ヘテロ変異を次世代シークエンサー（イル

ミナ社）およびサンガー法にて codon 341 Phenylalanine の Leucine へ置換、codon 343 Valine

の stop codon への置換同定した(図５)。 

 

 
（２）CS 特異的人工多能性幹細胞（CS-iPSC）のフィーダー・無血清培養下患者 PBMC 樹立   

 センダイウイルスベクターを用い，新規変異導入 Cowden 症候群特異的 iPS 細胞の樹立をイ 

ンテグレーションフリー．フィーダーフリー・無血清培養系にて行い、未分化性について ALP 活

性および未分化マーカー（Oct3/4.Nanog,Sox2,SSEA-4,Tra-1-60）の遺伝子発現およびタンパク

発現を検討した（図６)。 

 

 

 

 

 

 

 



（３）PTEN の発現が減少し、AKT シグナル関連遺伝子の発現が増加 

健康な PBMC や iPS 細胞と比較して、CS 由来の PBMC と CS-iPSC はいずれも PTEN 転写産物発現が

有意に低下していた。AKT シグナル関連タンパク質のリン酸化レベルをウェスタンブロットと

Bio-Plex システムで解析したところ、リン酸化された PTEN は減少していたが、AKT、mTOR、GSK3

α/βのリン酸化レベルは上昇していた（図 7）。 

図７ 
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