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研究成果の概要（和文）：MacCuneAlbright症候群特異的iPS（MA）のR201H変異を人工的に導入したiPS細胞を作
成した。まずR201部分に隣接するかつ　PAM配列をもつガイドRNAとして特異性の高い部位を選定する。EGFP配列
とpuromycin耐性配列をつなげたドナーDNAを作成し201番アミノ酸に相当するエクソンの近傍のイントロンに
Cas9切断部位を決定し、その部位のPAM配列をもつ　ガイドRNAを作成し　全てをelectroporetionによりiPS細胞
（Nips）に導入し、puromicinで選別し　その後生存した細胞をFACSにてEGF陽性細胞のみを選別し　MAiPS細胞
を確立した。

研究成果の概要（英文）：We generated iPS cells artificially transfected with the R201H mutation of 
MacCuneAlbright syndrome-specific iPS (MA). First, a highly specific site was selected as a guide 
RNA adjacent to the R201 portion and containing a PAM sequence. The guide RNAs were all introduced 
into iPS cells (Nips) by electroporetion, sorted by puromicin, and then MAiPS cells were established
 by sorting only EGF-positive cells by FACS.

研究分野：細胞生物学

キーワード： iPS細胞　GNAS　Gタンパク質　悪性腫瘍

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
GNAS変異を原因とする多様な腫瘍性病変の病態機序解明の重要なツールとなる。本研究で利用した遺伝子編集技
術は今後、同様の手法を応用した疾患特異的iPS細胞作製のあらたな展開を可能にする。　GNASはGタンパク系受
容体のシグナル伝達において主要なメカニズムを制御する重要な機構であり　多様な腫瘍発生原因であることが
知られ良性腫瘍、膵悪性腫瘍への進展が指摘される　膵嚢胞病変であるIPMNなどはGNAS変異の存在が示唆されて
おり、病態不明良性腫瘍発生病態の解明の端緒となりうる。本論文はさまざまな病態解明にiPS細胞の利用が非
常に有用であり汎用性を著しく向上させた点で医学発展に非常に貢献した。　

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
GNAS 遺伝子は、Gsαサブユニットをコードしており、この遺伝子の R201H/C 変異は、Gsα
の活性を調節する GTPase 活性を失わせます。その結果、Gsαが持続的に活性化され、アデ
ニル酸シクラーゼを介した cAMP の過剰産生が引き起こされる。cAMP シグナル伝達の異常な
増強は、細胞の増殖や生存を促進し、腫瘍の発生や進行に寄与する。そのため GNASの R201H
および R201C 変異は腫瘍発生、進行に重要な役割を担うと想定され、ドライバー遺伝子とみ
なされている。これらの変異は、特に以下のような腫瘍に存在しそれら腫瘍の発生や進行に
寄与するドライバー遺伝子とみなされている 

 McCune-Albright 症候群: GNAS のモザイク変異として、R201H/C 変異が見られるこ
とが多い。GNAS 変異に関連する希少遺伝性疾患の中でも最もよく特徴付けられた
疾患の一つであり、当初は骨の多骨性線維性異形成（FD）、ゴナドトロピン非依存
性の思春期早発症、およびカフェ・オ・レ色の皮膚色素沈着を三徴とする疾患とし
て特徴づけられた。しかし、MAS 患者では親の対立遺伝子の偏りはないようであ
る。 

 下垂体腺腫: 特に成長ホルモン分泌腺腫で頻繁に見られる。 

 甲状腺腫瘍: 甲状腺の機能亢進を伴う腫瘍で見られることがある。 

 胆管腫瘍（胆道癌）: R201H/C 変異が見られることがある。 

 低悪性度良性腫瘍 

IPMN、 幽門腺腺腫、オキシンチン腺腫、胃ヘテロトピア、胃ムチン細胞異形成 
これらのことから、GNAS R201H/C 変異はドライバー遺伝子であり、腫瘍の形成や進行に直
接関与している。非常に広範な組織に種々の異常を発生させる点や、特に良性腫瘍でありな
がら 悪性腫瘍の発生母地となるような IPMN などの例は腫瘍発生機序の解明や新たな診断
法あるいは治療法の開発にとり重要な糸口となると想定される。  

 しかし 良性腫瘍から細胞株はなかなか確立が困難である点、悪性腫瘍からのがん細胞
株が確立されていない点は本疾患群研究を著しく困難にしている。したがって 本遺伝子
変異をもつ iPS 細胞を開発することにより 広範な疾患研究への応用が可能であり GNAS 変
異原性疾患群の解明に大きな利点を提供すると想定される。 

GNAS はまた、親の特定の対立遺伝子に由来するコード領域と非コード領域の転写産物も
産生する。GNAS の転写およびスプライシングプロファイルは非常に複雑である。転写開始
と RNA プロセシングの過程で、NESP55、XLαs、A/B はそれぞれ独自のプロモーターを用い
て自身のエクソン 1から転写を開始し、転写物はさらにエクソン 2-13 にスプライシングさ
れる。Gsα（Gタンパク質αサブユニット）は、多くの組織で二倍体として発現してい
ます。Gsαは遺伝子 GNAS によってコードされ、Gタンパク質共役受容体（GPCR）を介
したシグナル伝達に関与しています。特に、Gsα は細胞内でアデニル酸シクラーゼを
活性化し、cAMP の産生を促進する重要な役割を担います。ただし、Gsαの発現に関して
はインプリンティング（ゲノム刷り込み）という現象が一部の組織で見られます。Gsα が
特定の組織で親特異的に発現する場合があり、通常は母系のアリルから発現することが一
般的です。例として、脳のいくつかの領域や腎臓などの組織では、インプリンティングによ
る遺伝子発現が確認されています。したがって Gsαはほとんどの組織で二倍体として発現
しますが、一部の組織ではインプリンティングによって発現が母系または父系のアリルに
偏ることがあります。すなわち GNAS 遺伝子座には複数の異なるメチル化領域（DMR）が存在
し、異なるプロモーターを含んでいる。メチル化された対立遺伝子では GNAS プロモーター
がサイレンシングされるため、XLα、A/B、GNAS-AS1 転写産物は父系でのみ発現するが、
NESP55 転写産物は母系でのみ発現する。しかし、このエピジェネティックな事象が、GNAS
突然変異の親-起源特異的な表現型の変化に大きく寄与していることは明らかである。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、GNASR201H 関連疾患のモデルを得るために、GNASR201H 変異（GNASR201H/+）
iPS 細胞を樹立することである。この目的のために、我々は Cas9n を用いて GNASR201H/+ 
iPSC を作製した。グアニンヌクレオチド結合タンパク質α刺激活性ポリペプチド 1（GNAS）
遺伝子のミスセンス変異（典型的には Arg201Cys または Arg201His（R201H/R201C））は、い
くつかの疾患の原因となる Gsα-サイクリック AMP（cAMP）シグナル伝達経路の構成的活性
化につながる。しかし、GNAS の生殖細胞系列変異は、致死性のためか、これまで同定され



ておらず、強固なヒト細胞モデルも作製されていない。そこで本研究の目的は、これらの疾
患のモデルとして、GNAS 変異を持つ疾患特異的な人工多能性幹細胞を作製することである。 
 
 
３．研究の方法 
 
従来の CRISPR/Cas9 法よりもオフターゲット効果の低い CRISPR（clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats）ニッカーゼ法を用いて GNASに変異を導入し、疾
患特異的人工多能性幹細胞を作製した。GNAS の R201H 変異を含むターゲットベクター
を設計し、これをエレクトロポレーション法によりヒト対照人工多能性幹細胞（Nips-B2）
にトランスフェクトした。 
下図にドナーベクター作成の概要を示す。 
 

図 ドナーベクター作成概要 

 
４．研究成果 
 

GNASR201H変異（GNASR201H/+）誘導多能性幹細胞の樹立を確認した。変異が cAMP

産生に及ぼす影響を解析し、さらに管腔上皮構造の免疫組織化学的解析のために奇形腫を

作製した。GNAS変異を有する人工多能性幹細胞は、細胞内 cAMPレベルが有意に高く、

副甲状腺ホルモンや副腎皮質刺激ホルモンによるホルモン刺激によっても、その上昇状態

が長時間維持された。免疫組織化学的解析から、サイトケラチン 18（CK18）陽性上皮細胞

では、MUC1、2、MUC5AC を含むいくつかのムチンが発現していることが明らかになっ

た。しかし、変異した人工多能性幹細胞由来の奇形腫組織では、CK18陽性細胞はほとんど

見られず、変異した上皮細胞ではMUCINsの発現が減少していた。CDX2の発現に差はな



かったが、変異上皮細胞は CEA と CA19-9 の発現が陽性であった。GNASR201H 変異人

工多能性幹細胞と GNASR201H変異上皮細胞は、異なる表現型と分化特性を有する。我々

は、cAMP産生が増加した GNASR201H変異ヒト人工多能性幹細胞の樹立に成功した。人

工多能性幹細胞の分化能を考慮すると、これらの細胞は GNAS変異疾患の病態メカニズム

解明のモデルとして有用である。 
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