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A．研究目的 

 化学物質の開発には、実験動物を用いた安全性評価

が必要とされ、その結果が重視されている。一方、動

物愛護3Rsの観点から、化学物質の発がん性予測等の

安全性評価の動物実験代替法の開発・導入が求められ

ている。しかしながら、現在汎用されている細胞を用

いたin vitro 毒性試験は生体への外挿の点で限界が

あるため、その限界を突破するイノベーションが期待

されている。 

また、分担研究者らは一次線毛は細胞膜上の突起物

で、細胞内シグナルのハブと認識され、腫瘍細胞では

発現が消失するなど各種生命現象への関与を報告して

いる。 

 
図1. 一次線毛について 

本研究班の目的は、オルガノイドおよびその共培養

系を用いた化学物質の新規in vitro 有害性評価手法

の確立を目指す。また、一次線毛発現と既存の各種細

胞株との関係を解明し、オルガノイドを用いた新規評

価系の有用なエンドポイントとなり得るかどうかにつ

いても検討を行う。 

分担研究として、①既存の細胞を使用した一次線毛

の発現状態および条件の確認、②入手されたオルガノ

イドでの一次線毛の発現状態および条件の確認、③対

象物質による細胞株、オルガノイドによる毒性評価の

解析を行う。 

初年度は、①既存の細胞を使用した一次線毛の発現

状態および条件の確認を目指した。既存の論文報告よ

り、一次線毛発現が確認されている細胞株および毒性

評価上必要と考えられる細胞より、一次線毛発現に関 

する細胞パネルの作成を目指した。 

 

B．研究方法 

1) 細胞パネル用の細胞株選択： 

文献[Cell Biol Int, 39, 1341-47, 2015; Mol 

Cells, 41, 224-33, 2018; EMBO Rep, 18, 334-43, 

2017; Cell Rep, 23, 3042-55, 2018]より、ヒト肺上

皮癌細胞株 A549、ヒト子宮頸癌細胞株 HeLa、ヒト膵

臓癌細胞株 panc-1、ヒト前立腺癌細胞株 DU-145、PC-

3 を選択した。細胞株は JCRB 細胞バンクより入手し

た。それぞれの細胞株は対応する添加物を加えた培養

液を用いて 37 ℃、CO2濃度 5 %加湿インキュベーター

で培養した。 

2) 使用した培養容器および培養条件： 

8 well  chamber slideを使用し、１well当たり、例

えばDU-145、PC-3では1.5x10⁴cells/500μLあるいは

2.0x10⁴cells/500μLを2wellずつ、またPanc-1では

0.5x10⁴cells/500μL, 1.0x10⁴cells/500μLを２Well

ずつに播種し、24時間後に細胞形態、密度などを観

察、48時間後に染色を行い、評価を行った。 

3) 一次線毛の染色： 

細胞固定は、中性ホルマリン200μLで10分、洗い

（PBS）は200μLで5分3回、さらに 

0.1％ Triyon-X-PBS200μLで5分室温放置、最後に洗

い（PBS）を5分3回行った。 

免疫細胞染色は、ブロッティングバッファー100μLで

20分、一次抗体（ARL13B、カクテル）100μL２時間、

洗い（PBS）200μL5分3回、二次抗体（ARL13B、カク

テル）100μL１時間、洗い（PBS）200μL5分3回、対

比染色（DAPI：２μg/ml）100μL20分を行った。 

 本研究では、既に樹立された細胞株を用いる in 
vitro 実験である。 

研究要旨：本分担研究では、①既存の細胞を使用した一次線毛の発現状態および条件の確認、②

入手されたオルガノイドでの一次線毛の発現状態および条件の確認、③対象物質による細胞株、オ

ルガノイドによる毒性評価の解析を行う。初年度は、①既存の細胞を使用した一次線毛の発現状態

および条件の確認を目指した。３種類の細胞株で、一次線毛発現を解析した。DU-145細胞のみに一

次線毛を認めた。一次線毛は密接に細胞周期と関わるため、細胞培養環境が需要であり、またその

形質が変化することより、毒性評価への応用の可能性は十分あると考えられる。また、先行研究

で、線維芽細胞は比較的安定して、一次線毛を発現しているので、細胞パネルに追加を考えるに至

った。 
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C．研究結果およびまとめ 

現在までに、Panc-1, DU-145, PC-3について、通常培

養で、免疫細胞学的染色を用いて、一次線毛の発現につ

いて解析した。 

 
図 2. DU-145 における primary cilia の発現 

 
図 3. Panc-1 における primary cilia の発現 

 
図 4. PC-3 に お け る primary cilia の 発 現

 
図 5. DU-145 における primary cilia の発現 

 

PC-3、Panc-1 では、通常培養では、primary cilia は

発現しておらず、DU-145において primary cilia はわ

ずかに発現していた。前立腺癌細胞株の結果は、我々の

先行解析の結果と同じである。一方、文献[Cell Biol 

Int, 39, 1341-47, 2015; Mol Cells, 41, 224-33, 

2018; EMBO Rep, 18, 334-43, 2017; Cell Rep, 23, 

3042-55, 2018]では、HeLa細胞、MG63、NIH3T3細胞で

の発現は報告されており、A549 細胞では薬剤処理で、

薬剤耐性を獲得するとともに、一次線毛発現すると報

告されている。Primary cilia は密接に細胞周期と関わ

るため、細胞培養環境が需要であり、またその形質が変

化することより、毒性評価への応用の可能性は十分あ

ると考えられる。また、先行研究で、線維芽細胞は比較

的安定して、一次線毛を発現しているので、細胞パネル

に追加を考える。 
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