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研究成果の概要（和文）： 

我々は Gorlin 症候群患者由来細胞を用いて紫外線ないし放射線照射実験を行った。PTCH の

免疫染色は内因性 PTCH が少なく、通常の PTCH ポリクローナル抗体では染色精度が低かっ

た。内因性ヘッジホッグタンパクの検出では、ヒト皮膚線維芽細胞におけるヘッジホッグシグ

ナル構成分子（Gli1, Gli2, Gli3）の RT-PCR を行いシグナリングの線維芽細胞内での機能を確

認した。これらは紫外線・放射線照射を行うことで増幅され阻害剤 cyclopamineで阻害された。 

               
研究成果の概要（英文）：We performed cytological and genetic examinations in our study. In 

cytological analysis, we tried to reveal PTCH molecule in the cells by using in situ 

immunostaining. However, we could not reveal them maybe due to the low affinity of PTCH 

antibodies, although we tried to use multiple antibodies made by some companies. In 

genetic analysis, we revealed many PTCH mutations in Gorlin syndrome patients. In 

particular, we also could identify tandem repeat in the PTCH gene, resulting in Gorlin 

syndrome. 
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１．研究開始当初の背景 

1995 年のノーベル医学生理学賞が個体発生
の遺伝子制御メカニズムの解明に与えられ
たように種を超えて存在する共通の分子機
構の解明はヒト疾患の治療・予防上、極めて
重要である。中でもヘッジホッグ経路は分泌
タンパクのヘッジホッグ、受容体の PTCH、
隣接タンパクの SMO、下流の Gli から成り、
細胞の分化増殖を制御し、胎生・成長期には
形態形成に、成人期には癌形成に深く関与す

る（右図）。近年皮膚癌や髄芽腫のみならず、
上部消化管癌（胃癌、食道癌、膵臓癌）の発
生に本経路が重要であることが判明し、構成
分子である SMO を抑制する cyclopamine に
治療効果があることも報告され（Nature 

2003）、本分野における国際競争は熾烈さを
極めている。このような状況にあって、PTCH

遺伝子が本経路に果たす役割を新たに見出
して治療につなげることを目的とした。 

２．研究の目的 
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本研究の目的は、発癌および形態形成に関与
する PTCH 遺伝子がヒト生体内で果たす役
割を解明することである。PTCH 遺伝子は高
度に保存された増殖シグナルの構成分子で
あるが、１）放射線照射により誘発される発
癌機構を PTCH タンパク、DNA/RNA の系
統的解析により明らかにし、２）骨代謝を初
めとする形態形成における PTCH 遺伝子の
役割を解明することが本研究の目的である。 

 

３．研究の方法 

1) 放射線照射による PTCH タンパクの細胞
内局在性の変化の観察 

患者由来リンパ芽球細胞ないし皮膚線維芽
細胞に対して 1Gy から 10Gy までの放射線を
照射し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて PTCH
タンパクの細胞内局在を明らかにする。PTCH
タンパクが X線照射（量）ならびに照射後の
時間経過によりその分布が変化するかどう
かを観察する。細胞質内に分布していれば、
各種特異抗体を用いてその分布域が、滑面小
胞体、ゴルジ体、ミトコンドリア、核等どこ
に一致するのか明らかにする。 
2) PTCH タンパクと細胞周期因子（p53, p21, 

p27, Rb）との共免疫沈降 
患者由来リンパ芽球細胞ないし皮膚線維芽
細胞から X線照射前後で lysate を採取し、
抗ヒト PTCH 抗体を用いて、共免疫沈降実験
（PTCH-IP）を行なう。結合した beads を用
いて引き続き SDS-PAGE ならびに Immunoblot
を行い、各種細胞周期調節因子（p53, p21, 
p27, Rb）を probe として PTCH との結合を検
討する。この結合は双方向免疫沈降法で確認
し、結合が認められれば in vitro binding 
assay を行ない確認する。本実験でも X線照
射前後で細胞を 2群にわけ、一方は共免疫沈
降反応を、もう一方はフローサイトメトリー
を用いた細胞周期解析を行い本症候群患者
で細胞周期異常の有無を確認する。 
3）Cyclopamine による上記の局在性変化およ
びタンパク相互作用への影響の有無 
PTCH下流シグナル阻害剤である cyclopamine
を当初細胞培養液中に加え、X線照射前後で
細胞内局在およびタンパク結合で変化があ
るかどうか確認する。cyclopamine は培養液
中濃度を1pmol/Lから１mmol/Lまで変化させ
反応を観察する。細胞に対する cyclopamine
の実際の効果の確認は PTCH 下流の Gli に対
する RT-PCR法を行い、阻害効果を確認する。 
4) GS 患者における骨密度（骨塩定量）測定：
近年我々は 22 家系 25 名の GS 患者の表現型
と遺伝子型を明らかにした。これら患者の同
意を得て骨密度測定を行い、モデル動物で認
められた骨塩量増加が年齢ごとに存在する
かどうかを確認する。 
5) GS 患者における発癌頻度と表現型の全
国調査の施行：すでに我々の Gorlin 症候群

22 家系 25 名の臨床症状の検討により、基
底細胞癌の発生頻度が欧米人種に比較して
格段に低いことが判明しており、有色人種
では放射線・紫外線応答能が欧米人と異な
ることが予想され全国調査によりこの傾向
が正しいことを確認する。また同意が得ら
れれば、新たに同定された GS 患者におけ
る骨密度測定を行い、前項 4)の補足データ
として構成する。 
 
４．研究成果 
PTCH 遺伝子は細胞の増殖シグナルに関わる
遺伝子であり、その変異は神経皮膚症候群で
ある Gorlin 症候群（以下 GS）を発症させる。
我々は Gorlin 症候群患者の皮膚に放射線を
照射すると基底細胞癌が発症することに着
目し、GS 由来細胞（皮膚線維芽細胞およびリ
ンパ芽球細胞）を用いて紫外線ないし放射線
照射実験を行い、シグナル特異的反応を検討
している。細胞はすでに変異を報告している
患者由来細胞（del 915 C）を使用し、正常
コントロールと比較して変化を観察してい
る。PTCH の免疫染色については内因性 PTCH
がかなり少なく、通常の PTCH ポリクローナ
ル抗体では染色精度が低かったため複数の
各社抗体を比較使用し、実験条件を変更して
染色を試みたが差異は認めなかった。 
１）放射線照射による PTCH タンパクの細胞
内局在性の変化の観察 
昨年度に引き続き、患者由来リンパ芽球細胞
ないし皮膚線維芽細胞に対して放射線を照
射し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて PTCH
タンパクの細胞内局在を観察した。PTCH タン
パクが X 線照射（量）ならびに照射後の時間
経過によりその分布が変化するかどうかを
観察したが、染色精度が低く明らかな局在の
変化は認めなかった。各社の PTCH ポリクロ
ーナル抗体を使用したがいずれも同様の結
果だった。 
２）PTCH タンパクと細胞周期因子（p53, p21, 
p27, Rb）との共免疫沈降 
PTCH タンパクに対する有効な抗体がないた
め内因性の PTCH タンパクの捕捉が困難にな
っている。RT－PCR でその変動を追うことは
可能であるが、細胞周期因子との相互作用に
ついては追跡することが困難であった。今後
細胞内強制発現させたベクタータンパクに
対する抗体を利用することで共免疫沈降を
行うことを考慮している。 
３）Gorlin 症候群における PTCH 遺伝子変異
およびタンパク相互作用への影響の有無 
Gorlin 症候群における主要組織における
PTCH 遺伝子変異とその腫瘍病型について解
析を行っているが現在までに表現型と遺伝
型の関連は認めていない。Gorlin 症候群の
PTCH 遺伝子解析を行う上で、エクソン 10 か
ら 17 にいたる tandem duplication の症例を



遺伝学的に証明し報告した。PTCH 遺伝子は長
大であるため、従来遺伝子内部での再構成を
我々は報告しており新たな変異様式を見出
すことができた。 
４）内因性ヘッジホッグタンパクの検出：ヒ
ト皮膚線維芽細胞におけるヘッジホッグシ
グナルを構成する分子（Gli1, Gli2, Gli3）
の RT-PCR を行い、ヘッジホッグシグナリン
グが線維芽細胞内で機能していることを確
認した。これらは紫外線照射ならびに放射線
照 射 を 行 う こ と で 増 幅 さ れ 、 阻 害 剤
cyclopamine で阻害を確認した。現在培養液
中にヘッジホッグタンパクを加えることで
シグナルがどのように変化するか引き続き
調査中である。 
５）骨塩量については現在も症例を集積中で
あり、遺伝子型による表現型の変化が示唆さ
れている。 
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〔その他〕 
ホームページ等 
Gorlin 症候群のホームページ開設 
http://gorlin.chibadai-shonika.net/gorlin_syndro

me/ 
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