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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
 本研究開発では、コレステロールによる繊毛を介した細胞外シグナル受容機構とその

破綻による繊毛病発症機構の解明を行い、「繊毛病」や「がん」を標的とした医薬品開発

の基盤整備を研究目標としている。コレステロールが繊毛を介して細胞外シグナル受容

を担うためには、（1）小胞体でのコレステロールの生合成、（2）小胞体から繊毛膜への

輸送、（3）繊毛でのシグナル受容体との相互作用の 3つのステップが必要であり、各過

程の破綻によって生じる遺伝病の病理機構の解明を通じて新たなコレステロールの生

理機能の解明を目指している。 

 

 平成 28 年度の研究開発では、小胞体でのコレステロール生合成の最終段階を担う 7-

デヒドロコレステロール還元酵素をコードする DHCR7 遺伝子の変異によって発症する

Smith-Lemli-Opitz(SLO)症候群患者の皮膚線維芽細胞を用いて、コレステロール欠乏状
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態における繊毛の構造および機能解析を行った。本疾患は、コレステロール欠乏による

性腺発達不全を示すだけでなく、繊毛病を特徴づける多発性腎嚢胞や軸後性多指症を合

併するため、SLO 症候群が繊毛病の一つであることが示唆される。繊毛マーカー・抗ア

セチル化チューブリン抗体を用いた免疫染色および電子顕微鏡観察から、健常者細胞と

SLO症候群患者細胞の繊毛形成には大きな違いは認められなかった。さらに、メチル-β

-シクロデキストリンを処理した低コレステロール状態の健常者細胞においても、繊毛

形成は障害されなかったことから、コレステロールは繊毛形成に必須ではないことが示

唆された。 

  

 次に、SLO 症候群患者細胞の繊毛関連シグナルである Sonic hedgehog（Shh）シグナ

ルに対する応答能を検討した。Shhシグナルアゴニスト（SAG）を処理した健常者細胞で

は、Shhシグナル経路の活性化受容体である Smoothened（Smo）の繊毛膜への高度な集積

が観察されるのに対して、SLO 症候群患者細胞では SAG 依存的な Smo の一次繊毛への局

在が著しく阻害され、Shh シグナル応答遺伝子の発現低下が認められた。興味深いこと

に、SLO 症候群患者細胞の培地にコレステロールを添加することによって、Smo の繊毛

集積が回復することを確認した。これらの結果から、コレステロールは一次繊毛のシグ

ナル応答能に必要であり、SLO 症候群の繊毛病発症に対する予防や治療にコレステロー

ル補充が有用であることが示唆された。 

 

 また、平成 28年度の研究開発として、平成 27年度に樹立した繊毛形成培養細胞株に

おける高効率な遺伝子ターゲティング法である CRISPR/ObLiGaRe 技術(Scientific 

reports 2017, in press)を用いたコレステロール代謝・繊毛形成関連遺伝子群 135遺

伝子の欠損細胞株ライブリーを作製した。この遺伝子破壊細胞株ライブラリーについて、

コレステロール検出プローブ Filipinと繊毛マーカーを用いた蛍光免疫染色を行い、繊

毛コレステロールが低下する表現型を指標にして、繊毛にコレステロールを輸送する分

子として 11遺伝子を同定した。次年度以降に、これらの遺伝子機能を解析して、繊毛へ

のコレステロール輸送経路の解明に繋げる予定である。 

 

Summary 
 Primary cilium is a microtubule-based, hair-like antenna structure developed at the apical 
membranous surface in G0-phase quiescent cells. Germline mutations of primary cilia-
related genes cause ciliopathies characterized by a range of clinical features including 
polycystic kidney, obesity, postaxial polydactyly, neuronal and other developmental 
abnormalities. Previous studies have demonstrated that ciliary membrane contains a variety 
of cell signaling receptors for the control of embryogenesis and tissue maintenance. However, 
little is known about the physiological role of lipids in the membrane of primary cilia. 
  
 The goal of this study is to elucidate the unique physiological roles of cholesterol 
accumulated at the ciliary membrane in the context of cell signaling. To clarify the molecular 
basis of cholesterol-mediated cilia functions, we focus on the three biological steps; 1) 
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cholesterol synthesis at ER, 2) intracellular transport of cholesterol to primary cilia, and 3) 
physical interaction between cholesterol and signaling receptors. 
 
 In the financial year 2016, we evaluated the structure and function of primary cilia in the 
skin fibroblasts from patients with Smith-Lemli-Opitz (SLO) syndrome caused by germline 
mutations of DHCR7 gene, which encodes 7-dehydrocholresterol reductase at the final step 
of cholesterol synthesis. Immunofluorescent staining with anti-acetylated tubulin antibody 
revealed that primary cilia formation in the patient cells is not impaired. In addition, normal 
cells treated with methyl-β-cyclodextrin also form primary cilia normally. These findings 
suggest that cholesterol is dispensable for ciliogeneis. Next, we measured the cellular 
competence for a cilia-related sonic hedgehog (Shh) signaling in the patient cells. In normal 
cells, a Shh agonist (SAG) treatment induces the accumulation of Shh activation receptor 
Smoothened (Smo) into the ciliary membrane, thereby transducing the signal to up-regulate 
the downstream genes. In contrast, the patient cells did not show the SAG-dependent Smo 
accumulation into the ciliary membrane and activate the expression of Shh-target genes. 
Importantly, exogenous cholesterol restored the Shh signal competence in SLO syndrome 
patient cells. Taken together, our data demonstrate that cholesterol in primary cilia is 
necessary for the proper signal competence, implying that the complementation of cholesterol 
is useful for the development of prevention and therapy in ciliopathy-like features of SLO 
syndrome. 
 
 Moreover, we used a high-efficient gene-targeting method in human cultured cells 
“CRISPR-ObLiGaRe” developed in the last year to disrupt 135 genes associated with 
cholesterol metabolism and primary cilia formation. Of this cell library, we identified 11 
genes involved in intracellular transport of cholesterol to primary cilia. We are going to 
analyze these genes to verify the molecular mechanism of cholesterol targeting to primary 
cilia. 
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