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研究成果の概要（和文）：初期発生や成体の維持、そしてその破綻として起こる形態異常や発癌に関与するヘッジホッ
グ受容体PTCH1の機能解明を最終目標として、PTCH1遺伝子異常で発症するGorlin症候群患者の同定と共に、患者由来試
料の解析を行った。現在までに15家系のPTCH1遺伝子異常を見出した。またPTCH1機能変化により引き起こされる細胞内
現象を探るため、DNA損傷時における反応性や代謝産物の解析を行った。さらに解析の遅れているGorlin症候群で90%以
上の頻度で発症する角化嚢胞性歯原性腫瘍（KCOT）由来の細胞株を樹立し、培養条件・分化条件などを確立し、KCOT発
症のメカニズム解明への足掛かりを築いた。

研究成果の概要（英文）：Hedgehog signaling plays pivotal roles in animal development and the control of 
adult organ homeostasis. Defect of Hedgehog receptor PTCH1 function causes Gorlin syndrome, which is a 
rare, dominantly inherited disease characterized by developmental anomalies and increased the risk of 
cancers. We have identified PTCH1 mutations in 15 Gorlin syndrome families. In order to understand the 
cellular events that are induced by the PTCH1 dysfunction, we have analyzed metabolites and the response 
against the DNA damages using Gorlin syndrome patient derived cells and non-syndromic cells. Furthermore, 
we established hereditary and sporadic keratocystic odontogenic tumor (KCOT) cell lines by introducing 
mutant CDK4, cyclin D1, and TRET. These cell lines show parakeratosis or nodule formation by increasing 
calcium concentration. Using these KCOT cell lines, it will be possible to analyze the mechanism of 
development of KCOT and the differences in sporadic or hereditary KCOT.

研究分野：腫瘍遺伝学
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１. 研究開始当初の背景 
ヘッジホッグ（Hh）情報伝達系は、初期発生
から成体の維持まで、多岐にわたり多くの組
織でその正常な働きが必須な情報伝達系で
ある。一方その破綻の結果として、多くの腫
瘍の形成に関与する。Gorlin 症候群は骨格異
常と共に髄芽腫（medulloblastoma、MB）、角
化 嚢 胞 性 歯 原 性 腫 瘍 （ keratocystic 
odontogenic tumor、KCOT）、皮膚基底細胞癌
（basal cell carcinoma、BCC）などが高頻
発する常染色体優性遺伝病であり、責任遺伝
子として、Hhの受容体である PTCH1 が同定さ
れている。Hh の受容体である PTCH1 蛋白は、
下流のアクチベーターである Smoothened
（SMOH）蛋白を抑制する働きがあるが、この
活性は Hh の結合によって解除される。PTCH1
はトランスポーター様構造を持つことから、
なにかしらの小分子の輸送に関与している
ことが予想されているが、その実態は明らか
でない。また MB や BCC に較べ KCOT はまだ遺
伝子・細胞両レベルの解析が遅れている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的はPTCH1蛋白の機能を探ること
である。そのためにまず Gorlin 症候群はど
のようなPTCH1の変異により発症するのかを
変異を同定する事により明らかにする。引き
続きPTCH1蛋白が制御すると考えられている
小分子を同定することにより、PTCH1 による
SMOH 蛋白制御のメカニズムを解明し、その成
果をヘッジホッグ情報伝達系の関与する癌
の治療に将来応用する事を一つの目的とす
る。また Gorlin 症候群患者では、放射線を
使用する治療によって、照射部位に癌を誘導
したりする事が知られているが、このメカニ
ズムはまだわかっていないので、DNA damage
後の細胞内での分子の変化を調べ、メカニズ
ムの解明を目的とする。さらに良性腫瘍とし
て知られる角化嚢胞性歯原性腫瘍（KCOT）発
症のメカニズムを遺伝子レベルで解明する。
また KCOT を試験管内で研究できるよう培養
系及び培養方法の確立を目指す。 
 
３. 研究の方法 
(1) Gorlin 症候群患者の同定は PTCH1遺伝子
のコーディング領域の塩基配列決定により
行う。 
(2) Gorlin 症候群由来の細胞（皮膚の線維芽
細胞及び KCOT 細胞）を用いて細胞内小分子
の同定を CE-TOFMS 及び LC-TOFMS を用いて行
う。 
(3)Gorlin 症候群由来の細胞に DNA 損傷因子

を作用させ、その変化を生化学的及び細胞生
物学的に解析する。 
(4)KCOT 細胞を樹立し、その特徴を生化学
的・細胞生物学的に解析する。 
 
４．研究成果 
(1) Gorlin 患者における PTCH1遺伝子変異の
同定 
現在までに Gorlin 症候群 15家系の遺伝子診
断を行い全家系においてPTCH1遺伝子の変異
を認めた（図 1）。変異はナンセンス、フレー
ムシフト、大きな欠損などがみられたが、ミ
スセンス変異は見つかっていない。変異部位
は PTCH1 蛋白の前半部に多く見られたが、特
にホットスポットなどは見当たらなかった。
これは今までの報告と同じである。また病徴
と変異部位との関連も見当たらなかった。白
人ではほぼ 100%発症の見られる BCC は、日本
人患者では非常に少ない事が確認できた。一
方 KCOT の発症はあまり差がないことが判明
した。さらに同じ変異を持った親子・兄妹間
でも症状の多様性が見られる事から、PTCH1
変異以外の遺伝子が関与することが示唆さ
れ、今後の研究における一つのターゲットと
なることが判明した。 

(2) Gorlin患者由来細胞を用いたメタボロー
ム解析 
Gorlin 症候群患者由来細胞(PTCH1+/-)と患
者家族由来細胞(PTCH1+/+)を用いて、その代
謝産物・小分子の解析を行った。初代培養系
を用いたため細胞間の違いが大きく特徴的
な分子の同定には至らなかった。この分子の
同定は世界中で精力的に行われているがま
だうまくいっていない。その後の解析の結果、
KCOT 由来の KCOT2 細胞株は PTCH1-/-である
事が判明した（後述）。この細胞に
Tet-Express System を用いて PTCH1遺伝子の
発現を制御できる形で導入したので、PTCH1
のある状態と無い状態を直接比較できるよ
うになった。 
 



(3) Gorlin 患者由来細胞を用いた DNA 
damage に関する反応性の解析 
Gorlin 症候群患者由来の皮膚の線維芽細胞
及び我々が今回樹立した KCOT 由来細胞を用
いてDNA損傷時における反応性の検討を行っ
た。Gorlin 症候群の病態モデルとなる
Ptc1+/-マウスを用いた実験では、ATR-Chk1
シグナル系の異常が報告されている
（Leonard et al 2008）ので、この系を中心
に解析を行った。DNA 損傷を放射線、
Etoposide、Bleomycin を用いて誘導し、2時
間後及び20時間後の細胞におけるATR、Chk1、
Chk2、 HistoneH2Ax のリン酸化及び細胞内分
布を調べた。DNA 損傷刺激により ATR、Chk1、
Chk2、ATK、HistoneH2Ax はいずれもリン酸化
が 20 時間後も見られ、Gorlin 症候群由来細
胞と正常細胞とでは違いが見られなかった。
また細胞における局在も両者で差はみつけ
られなかった。 
(4) 良性腫瘍である卵巣線維腫とKCOTにお
ける PTCH1 遺伝子の関与 
卵巣線維腫と KCOT はいずれも Gorlin 症候群
に伴って発症する良性の腫瘍である。今回筑
波大学と共同で Gorlin 患者とその患者から
発症した卵巣線維腫におけるPTCH1遺伝子解
析を行った。その結果血液及び線維腫に共通
の欠損変異（c3055delG）が PTCH1 遺伝子に
認められ、この患者が Gorlin 症候群である
ことが分子レベルで確認された。またこの患
者由来の卵巣線維腫ではPTCH1のもう片方の
allele の欠損が認められたことから、卵巣線
維腫ではPTCH1の機能が両方とも無くなって
いることが確認された。同様に良性腫瘍であ
るKCOT発症のメカニズムを探る為に、Gorlin
症候群由来の KCOT 細胞と弧発性の KCOT 細胞
における PTCH1 遺伝子の状態を調べた。その
結果 Gorlin 症候群由来の KCOT 細胞株 NS11 
においては PTCH1 の splicing 異常である
c.584＋2T>G 変異を持ち、もう一つの allele
の変化は認められなかった。一方弧発性の
KCOT 由来細胞株 KCOT2 においては２つの変
異（ c1120G>T の nonsense 変異および
c3064_3065delAT の frameshift 変異）が存
在し、cDNA の解析によりこれらはそれぞれ異
なった allele の変異であることが判明でき
た。このことから KCOT2 細胞では PTCH1-/-
になっていることが判明した。悪性腫瘍の
BCCではPTCH1の両alleleの欠損が知られて
いるが今回良性腫瘍である卵巣の線維腫や
KCOTでも両PTCH1alleleの変異が認められた
ことから、PTCH1（あるいは Hh 情報伝達系）
以外の因子が細胞の悪性化あるいは良性化

を決めているのではということが考えられ
た。 
(5) 遺伝性及び弧発性 KCOT 細胞株の樹立と
解析 
角化嚢胞性歯原性腫瘍(KCOT)は歯原性腫瘍
の約 20％を占め、弧発性のものと遺伝性の
Gorlin 症候群（基底細胞母斑症候群）の症状
の一つとして発症するものがある。Gorlin 症
候群の責任遺伝子であるPTCH1の変異が弧発
性 KCOT の 30％以上に関与していることがわ
かっている。我々は弧発性及び遺伝性由来の
KCOT に CDK4、cyclinD1 並びに hTERT を導入
することにより２つの細胞株（NS11、KCOT2）
の樹立に成功した。さらに培地の組成を変え
る事によって、安定で扱い易い培養条件を見
出した。弧発性 KCOT 由来の KCOT2 株では錯
角化及び nodule 形成が、遺伝性 KCOT 由来の
NS11 株では nodule 形成が培養液中のカルシ
ウム濃度を上げることにより通常の２次元
培養で観察された（図 2）。また両細胞株とも
3-D Life Hydrogel 中で spheroid 形成が認め
られた。これらの細胞株は世界的に見ても非
常に貴重で KCOT 発症のメカニズム解明に大
きく貢献すると思われる。 

(6) Gorlin症候群由来細胞における一次繊毛
(primary cilia) 
ヘッジホッグ情報伝達系の働く場として一
次繊毛が注目されている。ヘッジホッグ情報
系の活性化が起こると、通常 PTCH 蛋白に抑
えられていた SMOH 蛋白は一次繊毛中に移動
する事が知られている。そこで PTCH1 遺伝子
のコピー数の異なる Gorlin 症候群由来細胞
などにおける SMOH 蛋白の局在を調べること
とした。しかしながら既存の抗体は primary 
cilia における蛋白の動態を解析出来ない事
が判明したので、GFP タグを付けた SMOH、
PTCH1 蛋白を細胞に導入し、その動態を解析
した。Ptc-GFP mSmo-GFPはいずれもprimary 
cilia 中へ移行出来る事が判明した。また
KCOT 細胞株 NS11 及び KCOT2 においては
primary cilia の存在が確認できた。今後こ



のシステムを使って primary cilia 中におけ
る PTCH1 及び SMOH の動態が可能になった。 
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