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緒　言

　一次繊毛は、静止期の細胞表面に１本の毛様に発達する微小管性の突起構造であり、細胞増殖や細胞分化を担う細胞
外シグナルのセンサーとして、個体発生や組織幹細胞の維持などを司る細胞小器官である。一次繊毛に関連する遺伝子
群の先天的欠損症、多発性腎嚢胞や多指症などの発生異常に特徴づけられる一連の繊毛病（Ciliopathy）を発症する。
繊毛病は約 200 存在することが概算されているが１）、現在病因･病態が未解明な繊毛病（オーファン繊毛病）は 130 程
度ある。我々は、これまでにオーファン繊毛病の細胞生物学研究を通じて、有糸分裂に必要な分子群による繊毛形成制
御機構を明らかにしてきた２-４）。
　Smith-Lemli-Opitz（SLO）症候群は、コレステロール欠乏に起因する性腺発達不全や精神遅滞を伴う小頭症に特徴
づけられる先天奇形症候群である。1998 年に本疾患の原因遺伝子としてコレステロール生合成経路の最終段階を担う
7－デヒドロコレステロール還元酵素をコードする DHCR7 遺伝子が同定され５,６）、その後、我々は日本人症例に特徴
的な DHCR7 遺伝子のミスセンス変異を報告した７）。本疾患は臨床的な重篤度によって典型 SLOS-I と重症型 SLOS-II
に分類される。SLOS-II は性腺発達不全などに加えて多発性腎嚢胞や多指症を合併しており、その臨床症状が代表的な
繊毛病である Meckel-Gruber 症候群と酷似しており鑑別診断が必要となる。これらの知見から、われわれは、SLO 症
候群が繊毛病の一つであることの着想を得て、繊毛におけるコレステロールの生理機能とその破綻による繊毛病発症機
構の解明を研究目的として本研究を実施した。

方　法

　健常者および SLO 症候群患者から採取した初代皮膚線維芽細胞を 48 時間血清飢餓培養して、一次繊毛形成を誘導し
た。コレステロール欠乏による繊毛形成への効果を評価する目的で、一次繊毛マーカーである抗アセチル化チューブリ
ン抗体による蛍光免疫染色を行い、一次繊毛形成集団を計測した。次に、繊毛関連シグナルである Sonic Hedgehog

（Shh）シグナルに着目して、コレステロール欠乏による繊毛機能への影響を評価した。具体的には、各細胞を 1μM
SAG （Shh agonist） で 24 時間処理した後に、Shh シグナルの活性化受容体 Smoothened （Smo）の繊毛への局在を
抗 Smo 抗体による免疫染色により解析した。また、Shh シグナル応答遺伝子である Gli1 遺伝子の転写量を定量的 RT-
PCR 法により測定した。さらに、SLO 症候群患者細胞の培養液中にコレステロールを添加して、Smo の繊毛局在に対
する効果を免疫染色によって検討した。

結　果

１．SLO 症候群の繊毛形成
　48 時間の血清飢餓培養を行い G0 期に同調した健常者および SLO 症候群患者由来皮膚線維芽細胞を抗アセチル化チ
ューブリン抗体（一次繊毛マーカー）と抗 Pericentrin 抗体（中心体マーカー）を用いた免疫染色により、繊毛形成率
を計測した結果を図 1 に示す。
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図 1． 健常者および SLO 症候群患者細胞の繊毛形成率
（A）G0 期に同調した健常者（Normal）および SLO 症候群患者細胞（SLOS1 および
SOLS2）の一次繊毛の免疫染色像。スケールバー：10μm。

（B）繊毛形成率。エラーバー：標準偏差（SD）。

　
　SLO 症候群の繊毛形成率は健常者細胞と同程度であることが確認された。また、走査型電子顕微鏡を用いた超微細
形態観察から、健常者細胞と SLO 症候群細胞の繊毛構造に大きな違いは認められなかった。これらの結果から、コレ
ステロールは繊毛形成には必須ではないことが示された。

２．SLO 症候群患者細胞の Shh シグナル応答能の低下
　Shh シグナルのアゴニスト SAG（1μM）を 24 時間処理した健常者および SLO 症候群患者細胞の Smo 受容体の細
胞内局在を免疫染色によって評価した結果を図 2 に示す。健常者細胞は SAG 依存的に Smo 受容体が一次繊毛に局在
した。一方、SLO 症候群患者細胞では、Smo 受容体への一次繊毛の集積が著しく阻害されていた。
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図 2． 健常者および SLO 症候群患者細胞の Smo 受容体の一次繊毛への集積
（A）1μM SAG 処理した健常者細胞および SLO 症候群患者細胞の Smo 受容体の免疫染色
像。スケールバー：3μm。

（B）Smo 受容体の一次繊毛への集積率。エラーバー：標準偏差（SD）。t-TEST。
** : p < 0.01。

　Smo 受容体の一次繊毛の局在は、Shh シグナルの活性化に必要であることが知られている。そこで、Shh シグナル
応答遺伝子 Gli1 遺伝子の転写量を定量的 RT-PCR 法で測定した結果を図 3 に示す。
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図 3． 健常者および SLO 症候群患者細胞の Shh シグナル応答遺伝子の定量的 RT-PCR
エラーバー：標準偏差（SD）。t-TEST。* : p < 0.05、 ** : p < 0.01。

　健常者細胞では SAG 依存的に Gli1 遺伝子の発現が 17.7 倍に亢進するのに対して、SLO 症候群患者細胞では 1.1〜6.1
倍の発現誘導にとどまっていた。これらのことから、SLO 症候群患者細胞は Shh シグナルの応答能が低下しているこ
とが明らかになった。

３．コレステロール補充による SLO 症候群の繊毛機能の回復
　健常者細胞および SLO 症候群患者細胞の培養液中にコレステロールを添加して、Smo 受容体の一次繊毛への集積を
免疫染色によって評価した結果を図 4 に示す。

4



図 4． コレステロール添加による Smo 受容体の一次繊毛への集積
Methyl-β-cyclodextrin 処理した後、100μM コレステロールを添加した際の健常者細胞
および SLO 症候群患者細胞の Smo 受容体の免疫染色像。スケールバー：6μm。

　細胞内コレステロールを除去する methyl-β-cyclodextrin で処理した場合、健常者細胞の Smo 受容体の一次繊毛へ
の局在も阻害された。しかし、100μM コレステロールを培養液に補充することによって、methyl-β-cyclodextrin 処
理した健常者細胞、SLO 症候群細胞においても Smo の一次繊毛への集積が回復することが示された。

考　察

　本研究の結果、SLO 症候群におけるコレステロール欠乏は、Smo 受容体の一次繊毛への集積を阻害して Shh シグナ
ル応答能の低下を引き起こすことで繊毛病を発症することが示唆された。興味深いことに、最近、SLO 症候群のモデ
ルマウス（DHCR7 遺伝子ノックアウトマウス）を用いた研究でも Smo 受容体の一次繊毛への局在障害が報告され８）、
コレステロール欠乏による繊毛病発症の新たな疾患概念が提唱されつつある。繊毛におけるコレステロールの直接的
な標的の一つとして考えられる Smo 受容体は 7 回幕膜貫通ドメインをもつ GPCR（G protein-coupled receptor）とし
て知られているが、最近 Smo 受容体の細胞外側に位置するシステインリッチドメイン（CRD）が直接的にコレステロ
ールに結合することが報告された９）。Smo 受容体の一次繊毛への集積機序として、コレステロールに結合した Smo 受
容体が繊毛膜に侵入するのか、Smo 受容体が繊毛膜に侵入した後にコレステロールと結合して繊毛膜内に停滞するの
かについての直接的な証明はなされておらず、今後解決すべき問題であると考えられる。しかし、細胞内のコレステロ
ール量は一定に保たれており、その 90％は形質膜に存在していることを考えると、コレステロール結合型 Smo 受容体
が積極的に繊毛膜に侵入していることは考えにくい。高速度の分子イメージング技術を用いることによって Smo 受容
体の挙動を直接的に追跡することができれば、Smo 受容体の繊毛集積を介した Shh シグナルの活性化機構が明らかに
なると考えられる。
　本研究では、SLO 症候群患者細胞にコレステロールを補充することによって Smo 受容体の一次繊毛への局在が回復
することから、コレステロール補充療法は SLO 症候群の繊毛病治療にとって有望なアプローチと考えられる。コレス
テロールの分子標的として Smo 受容体以外の繊毛膜タンパク質の探索は、安全なコレステロール補充療法の開発にと
って重要な研究課題であると考えられる。これまでにコレステロール結合ドメインをもつ繊毛膜タンパク質として
Shh シグナル抑制型受容体 Patched1 が知られているが、SLO 症候群患者細胞での Patched1 受容体の局在および量的
変化は確認されなかった。最近、アルキンとアジド化合物を利用した Click-Chemistry を用いて、コレステロール結合
分子の探索が行われて Smo 受容体が単離された１０）。このような新たな手法を用いることによって、新たなコレステ
ロールの標的となる繊毛膜タンパク質の探索を行っていく予定である。
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