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研究成果の概要（和文）：OR7C1は癌幹細胞特異的に発現する分子として同定され、癌病態増悪化への関与が示
唆されている機能未知のGPCRである。本研究では、OR7C1の癌生物学における機能を明らかにすることを目的と
して、OR7C1遺伝子欠損細胞株（KO）を樹立し、野生型細胞株(WT)との比較解析を行った。結果、KOでは、in 
vivoにおける腫瘍形成能および転移能の減弱が認められた。またin vitroにおける細胞増殖能を検証した結果、
糖および特定のアミノ酸に依存して、細胞増殖能の抑制が認められた。以上の結果から、OR7C1は癌細胞におけ
るエネルギー代謝において重要な役割を果たしていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：OR7C1 is a G protein coupled receptor and expressed in cancer stem cell and 
suggested the possibility as a novel factor of poor prognosis. However, the function in cancer 
remain unclear. In this study, to uncover the importance of OR7C1 expression in cancer biology, we 
generated conventional OR7C1 knockout clones by using the CRISPR/Cas9 system. As a result, OR7C1 KO 
decreased tumorigenicity and metastasis in vivo and cell proliferation under specific medium 
conditions in vitro. In conclusion, our findings suggest that OR7C1 is predominantly activated under
 specific condition such as starvation and contributes to cancer progression. Collectively, OR7C1 
could be used as both a diagnostic biomarker of cancer exacerbation and a therapeutic target.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
種々の癌細胞株において、幹細胞様の形質

を有する未分化な細胞集団として「癌幹細
胞」が同定され、これらは高い自己複製能と
多分化能を有することから造腫瘍、転移にお
いて中心的役割を担っていると考えられて
いる。したがって、癌幹細胞の生物学的な特
性を理解することは、癌幹細胞を標的とした
新規治療法の開発のみならず、術後の再発・
転移を抑制する新規予防法ならびに特異度
の高い予後診断法の確立にもつながること
が期待できる。Olfactory receptor family の
一つである OR7C1 は、癌幹細胞特異的抗原
として同定され、正常組織においては精巣に
おいてわずかにのみ発現しているのに対し、
癌、特に癌幹細胞において過剰発現している
こと、マウスモデルにおいて本分子特異的
CTL クローンが癌幹細胞を特異的に障害す
ること、大腸癌患者検体における OR7C1 の
発現と予後（生存）には相関が見られること
から、OR7C1 の発現が癌の重篤化に作用す
ることが示唆されている。（Morita et al, Clin 
Cancer Res. 2016）。 

 
また、本分子は G タンパク質共役型受容体

（ GPCR ）であり、これまでに数種の
olfactory receptor が癌のバイオマーカーな
らびに増殖関連分子として報告されている
ことから OR7C1 も癌細胞において重要な役
割を担っていることが予想され、癌細胞特異
的な新規分子標的と成り得ることが期待で
きる。 

 
２．研究の目的 

G protein coupled receptor（GPCR）であ
り、olfactory receptor の一つである OR7C1
は癌細胞特異的、且つ、癌幹細胞において過
剰発現していること、また、本分子特異的抗
原を用いたペプチドワクチン療法において
癌幹細胞を特異的に障害することから、
OR7C1 は癌生物学において重要な因子であ
ると考えられる。そこで本研究では、リガン
ドが同定されておらず、その細胞内シグナル
などの生体における機能が未知の受容体
（orphan receptor）であるOR7C1に関して、
その発現と癌の増殖・分化能などの癌病態生
理との因果関係を明らかとし、癌根治を目的
とする OR7C1 を分子標的とした新規予防・
治療法の開発に向けた基礎的知見を得るこ
とを目的として、OR7C1 遺伝子欠損（KO）
細胞を作製し、癌における OR7C1 発現抑制

による病態への影響を検証する。 
 

３．研究の方法 
(1)OR7C1 遺伝子欠損癌細胞株の樹立 
遺伝子欠損細胞株の樹立には、細菌の獲得

免疫機構を応用した genome 編集技術である
CRISPR/Cas9 システムを用い、本分子
genome 上の exon 配列に特異的な gRNA を
設計、細胞に導入することで欠損・変異
（ INDEL）を誘導し、クローニング、
genotyping PCR および sequence 解析によ
り遺伝子欠損し、定量 PCR により、OR7C1 
mRNA の発現抑制を確認する。 
(2) xenograft model を用いた腫瘍形成能、転
移能の検証 
得られた KO 細胞株と野生型細胞株（WT）

を用い、免疫不全マウス皮下に移植すること
で腫瘍形成能の比較解析を行った。また転移
能の検証には、癌細胞を尾静脈に注入するこ
とにより肺への転移を誘引し、その転移能を
評価した。 
(3) WTとKOにおける in vitro細胞増殖能の
比較解析 

WT と KO 細胞株を用いて、培養条件とし
ては、まず初めに通常培地での細胞増殖能を
検証し、他の実験結果を踏まえて、様々な栄
養成分を調整した培地条件下での細胞増殖
能の比較解析も行った。 
(4)メタボローム解析を用いたOR7C1の機能
探索 

WT と KO 細胞株を用いて、上記 in vitro
で細胞増殖能に有意な差の認められた条件
下での培養細胞を用いたメタボローム解析
を行った。 
 
４．研究成果 
(1) OR7C1 遺伝子欠損癌細胞株の樹立 

Cas9 および OR7C1 遺伝子座上の exon 領
域を特異的に認識する gRNA を lipofection
法により導入し、一過性発現での INDEL を
T7 endonuclease assay により確認すること
で gRNA の効果を検証した。結果、良好な
INDEL が確認された為、続いてクローニン
グによりシングルセルクローンを樹立、
genotyping PCR により得られたクローンを
から良好な標的遺伝子座の欠損が認められ
たクローンを選抜し、シーケンス解析による
欠損領域の確認を行った。得られたクローン
の中から、代表的な 2 クローンを以下の実験
に用いることし、定量 PCR による、OR7C1 
mRNA の発現も確認、その結果、良好な遺伝
子発現減少を確認した。 

 
 
 
 
 



なお、タンパクレベルでの発現消失も試みた
が、本分子に対する市販抗体は推定分子量サ
イズに顕著な非特異的バンドが検出された
ことから、タンパクレベルでの解析を目指し、
現在新規抗体を作成中である。 
(2) xenograft model を用いた腫瘍形成能、転
移能の検証 

WT と KO 細胞を用いて、nude マウス皮
下移植による xenograft model ならびに尾静
注による肺転移モデルによる癌病態への影
響を検証した。結果、KO 群で顕著な腫瘍形
成能抑制と、肺転移能抑制効果が認められた。 

 
(3)WT と KO における in vitro 細胞増殖能の
比較解析 
はじめに、通常培養下での細胞増殖能を検

証したところ、WT と KO 間ではその細胞増
殖能に有意差は認められなかった。 

そこで、様々な栄養成分を調整した複数の培
養液を用い、その条件下での細胞増殖能を
WT と KO 群で検証した結果、Glutamine 濃
度依存的な顕著な細胞増殖能抑制がKOで認
められた。 

 
(4) メタボローム解析を用いた OR7C1 の機
能探索 
上述の様に、KO 群では Glutamine 濃度に

依存した細胞増殖能に変化が認められたこ
とから、OR7C1 はエネルギー代謝系に関与
している可能性が考えられる。そこで、 WT

およびKO細胞株を用いてメタボローム解析
を行い、網羅的な代謝変化を検証した。その
結果、期待した通り、KO 群では、解糖系の
中間代謝物質であるグルコース 6-リン酸な
らびにグルコース 6-リン酸からのペントー
スリン酸経路へので、ボトルネック反応で本
経路により変換されるリボース 5-リン酸の
両者の減少が KO 群で認められた。 
がん細胞は正常細胞とは異なり、解糖系を利
用して ATP を得ることが知られており（ワ
ールブルグ効果）、加えて癌細胞の増殖には、
ATP の他に、代謝性要求、すなわち核酸、ア
ミノ酸、リン脂質、脂肪酸が必須であること
から、癌細胞はワーブルグ効果により、ペン
トースリン酸経路も利用することで炭素骨
格、NADPH を得ていると考えられている
(Vander et al, Science. 2009)。以上のことか
ら OR7C1 は本経路に関与する重要な分子で
あることが推察された。 
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