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研究成果の概要（和文）：日本人の肺がんによる死亡数は年々増加傾向にあり、新しい治療標的分子の同定は喫
緊の課題である。研究代表者は本研究課題に先立ち、上皮間葉転換と呼ばれる転移の準備段階にある肺がん細胞
が、一次線毛という特徴的な細胞膜構造物を発現することを見出した。本研究課題では、この一次線毛の発現を
促進する遺伝子Xを同定した。一方、一次線毛と肺がん細胞の増殖能などが密接に関連することを見出した。一
次線毛は臨床検体中にも観察されることから、生体内でも重要な役割を果たす可能性がある。今後は、現在作出
中の遺伝子改変マウスを用いて遺伝子Xの機能を精査し、最終的には一次線毛を標的とする治療法の開発を目指
したい。

研究成果の概要（英文）：The number of death from lung cancer is increasing in Japan. We found in our
 preliminary study that lung cancer cells undergoing epithelial-mesenchymal transition express a 
unique membranous protrusion called primary cilium. In this project, we have identified a gene (here
 referred to as gene X) as a candidate factor promoting ciliogenesis in lung cancer cells. We have 
also found that the expression of primary cilium is tightly associated with cell proliferation etc. 
Since primary cilium is found in clinical lung cancer tissues, it may play siginificant roles in 
vivo. We will further address the functions of gene X using a genetically engineered mouse that is 
currently under construction.

研究分野：腫瘍生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では肺がん細胞の一部に一次線毛を見出し、その機能解明に取り組んでいる。従来、がん細胞は一次線毛
を発現しないとされてきた点で本研究は独自性があり、学術的意義が大きい。日本人の肺がんによる死亡数は
年々増え続けており、新しい治療薬の開発が強く求められている。本研究はこれまでと全く異なる作用機序の分
子標的治療薬の創薬を目指している点で、潜在的な社会的意義を有している。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 一次線毛(primary cilium)は細胞膜の一部が細胞外に向かって突起した構造物で、ヘッジホ
ッグ(Hh)シグナル経路や Wnt シグナル経路などの構成分子群が局在する。一次線毛は細胞外か
らの機械的あるいは化学的刺激を受け取り、それらの分子群を介して細胞内にシグナル伝達す
るハブとして機能する。一次線毛は生体内のほとんどの細胞に発現する一方で、がん細胞は一
次線毛を発現しないとされてきた。その理由として、一般的に一次線毛は細胞周期が停止した
細胞に発現するため、増殖が活発ながん細胞には発現しないと解釈されてきた。 
 上皮間葉転換(epithelial-mesenchymal transition: EMT)は上皮細胞が間葉系細胞の性質に
変化する現象である。がん細胞の場合、EMT によって転移の初期ステップに必要な浸潤能を獲
得するとされている。研究代表者は、EMT によってがん細胞の増殖が抑制される点に着目し、
「EMT をおこしたがん細胞は一過性に一次線毛を発現する」という作業仮説を考えた。 
 仮説を検証するため、A549 細胞(ヒト肺がん細胞株)に TGF-β(transforming growth factor-
β)を添加して in vitro で EMT を誘導したところ、一次線毛マーカーである ARL13B とアセチル
化チューブリンが陽性の構造物が出現した。さらに、電子顕微鏡によってこの構造物が一次線
毛であることを形態学的に確認した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は以下の 2点である。 
(1) 肺がん細胞の一次線毛の発現制御機構の解明 
(2) 肺がん細胞の一次線毛の機能的役割の解明 
 
３．研究の方法 
(1) 肺がん細胞の一次線毛の発現制御機構の解明 
① EMT 誘導下で高率に一次線毛を発現する肺がん細胞株 A549 と PC-14 を用いて、EMT 誘導下と
非誘導下の網羅的遺伝子発現解析を cDNA マイクロアレイによっておこなう。発現量に差を認め
た遺伝子について、遺伝学的手法で発現量を操作し、一次線毛の発現に影響を与える遺伝子を
同定する。 
② がん細胞は不均一な細胞集団である。A549 細胞の中で、EMT 誘導下で一次線毛を発現する細
胞としない細胞を透過型電子顕微鏡で観察する。どのステップで一次線毛の合成が停止してい
るかを特定し、Iで同定した遺伝子がそのステップの進行を制御するか検証する。 
 
(2) 肺がん細胞の一次線毛の機能的役割の解明 
① 正常細胞において、ヘッジホッグ(Hh)シグナルは一次線毛によって制御されることが知られ
ている。がん細胞においても一次線毛が Hhシグナルの活性化を制御するか検証する。 
② 一次線毛の発現を阻害することによる増殖や浸潤転移への影響を検証する。 
 
４．研究成果 
(1) 肺がん細胞の一次線毛の発現制御機構の解明 
① A549 細胞から一次線毛発現能の高い亜株(以下 A549-H)と低い株(A549-L)を樹立し、両者の
遺伝子発現パターンを cDNA マイクロアレイで網羅的に比較した。EMT 誘導下と非誘導下で発現
量に差を示す遺伝子の中で、既知の機能を参考に 10 個に絞り込み検証を進めた。それぞれの
cDNA 発現ベクターを A549-L 細胞に遺伝子導入し、一次線毛陽性率に与える影響を調べたとこ
ろ、遺伝子 X は上皮間葉転換誘導時の一次線毛陽性率を著明に亢進した。現在、CRISPR-Cas9
を用いて遺伝子 Xのノックアウト細胞とコンディショナルノックアウトマウスの作出を進めて
いる。今後、これらを用いて遺伝子 Xの機能を細胞レベルと生体レベルで詳細に解析する予定
である。 
② 透過型電子顕微鏡による観察の結果、EMT 誘導下で一次線毛を発現しない細胞は、軸糸の伸
長段階での停止を認めた。一方、I で同定した遺伝子 X の C 末端に蛍光タンパク AcGFP を付加
した融合タンパク(X-AcGFP)を A549 に強制発現したところ、中心小体付近への局在を示した。
以上の所見は、タンパク Xが一次線毛の軸糸の伸長に関与する可能性を示唆しており、現在検
証を進めている。 
 
(2) 肺がん細胞の一次線毛の機能的役割の解明 
① Hhシグナル構成分子 SMOの AcGFP融合タンパクと一次線毛構成分子 ARL13Bの mCherry 融合
タンパクをA549細胞に安定導入しEMTを誘導したところ、両者の一次線毛への共局在を認めた。
この結果から、A549 細胞に発現する一次線毛は正常細胞同様に Hh シグナルに関与する可能性
が示唆された。 
② 元来、一次線毛は正常組織中の増殖が停止した細胞の大半に発現することがよく知られてい
る。その点を踏まえ、肺腺がん細胞株を増殖マーカーKi-67 と一次線毛マーカーARL13B で二重
染色したところ、一次線毛陽性細胞は Ki-67 陽性細胞よりも陰性細胞の中により多く存在した。
一方、腫瘍組織中の一次線毛の検出については、一次線毛が微小な構造物であることに加え、
細胞あたりひとつしか発現しないことから、検出が困難であることが予想されたが、肺腺がん
の臨床検体を一次線毛マーカーARL13B の抗体で染色し、共焦点顕微鏡で観察したところ、肺が



ん細胞の一部に一次線毛陽性細胞を認めた。今後は、現在作出中の遺伝子改変マウスも用いて、
一次線毛の生体内における役割の解明を進める予定である。 
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