
 
 

 

 

博士論文（要約） 
 
 
 
 
 

チロシンモチーフを利用した 
抗体・受容体キメラによる 

シグナル伝達蛋白質の活性制御 
 
 
 
 
 
 
 
 

坂 晃一郎



i 
 

目次 

1. 研究背景 ..................................................................................................... 1 

1.1 シグナル伝達の研究について ............................................................................. 1 

1.2 サイトカイン・シグナル伝達経路について ........................................................ 1 

1.3 サイトカイン受容体のシグナル伝達メカニズムについて ................................... 2 

1.4 キメラ受容体研究について ................................................................................. 3 

1.5 抗体について ...................................................................................................... 5 

1.6 チロシンモチーフの研究について ...................................................................... 6 

1.7 再生医療・遺伝子治療について ......................................................................... 9 

1.8 造血幹細胞について ........................................................................................... 9 

1.9 造血幹細胞の自己複製について ....................................................................... 10 

1.10 造血細胞を用いた遺伝子治療について ........................................................... 11 

1.11 造血幹細胞の体外増幅について...................................................................... 11 

1.12 研究概念について ........................................................................................... 12 

1.13 略語 ................................................................................................................ 15 

2. トップダウン型モチーフエンジニアリングによるキメラ受容体の活性制御

 ..................................................................................................................... 17 

3. ボトムアップ型モチーフエンジニアリングによるキメラ受容体の活性制御

 ..................................................................................................................... 18 

3.1 研究背景 ........................................................................................................... 18 

3.2 実験方法 ........................................................................................................... 18 

3.3 実験結果 ........................................................................................................... 20 

3.4 考察 .................................................................................................................. 25 

4. 異なるチロシンモチーフを利用したキメラ受容体による複数のシグナル伝

達蛋白質の同時活性化 .................................................................................. 28 

4.1 研究背景 ........................................................................................................... 28 



ii 
 

4.2 実験方法 ........................................................................................................... 28 

4.3 実験結果 ........................................................................................................... 31 

4.4 考察 .................................................................................................................. 42 

5. 複数のチロシンモチーフを利用したキメラ受容体によるシグナル伝達蛋白

質の活性強度制御 ......................................................................................... 44 

5.1 研究背景 ........................................................................................................... 44 

5.2 実験方法 ........................................................................................................... 44 

5.3 実験結果 ........................................................................................................... 46 

5.4 考察 .................................................................................................................. 50 

6. ボトムアップ型モチーフエンジニアリングを利用したキメラ受容体による

造血幹細胞の運命制御 .................................................................................. 52 

6.1 研究背景 ........................................................................................................... 52 

6.2 実験方法 ........................................................................................................... 52 

6.3 実験結果 ........................................................................................................... 54 

6.4 考察 .................................................................................................................. 59 

7. 将来展望と総括 ........................................................................................ 61 

7.1 総括 .................................................................................................................. 61 

7.2 将来展望 ........................................................................................................... 61 

8. 参考文献 ................................................................................................... 67 

9. 業績 .......................................................................................................... 78 

10. 謝辞 ........................................................................................................ 79 



1 
 

1. 研究背景 
 
1.1 シグナル伝達の研究について 
 細胞は生体内において様々な役割を担っており、各細胞がそれぞれ増殖、分化、生、死に

代表される運命へ導かれることによって、その機能は制御されている。細胞の運命制御には

適切な時間的制御と方向性（生・死など）が重要であるため、各細胞には細胞外からの刺激

に応答して細胞内の遺伝子発現プロファイルを制御する仕組みが存在する。細胞質内に存

在するシグナル伝達蛋白質は、細胞外からの刺激を遺伝子の転写制御システムに伝達する

役割を有する蛋白質であり、従ってそれ自身の活性化も通常 ON/OFF に制御されている。

主要な例としては蛋白質の翻訳後修飾、特にリン酸化が挙げられる。シグナル伝達蛋白質が

リン酸化されると、蛋白質の構造変化が誘起され酵素活性が変化したり、リン酸化部位を中

心として新たな分子間相互作用界面が形成されることで、その機能活性が制御される。すな

わち細胞内のシグナル伝達蛋白質は細胞の運命を制御するうえで非常に重要な蛋白質であ

り、それゆえその活性を人為的に制御できる技術は、細胞が重要な役割を果たす医薬・薬学・

工学応用に貢献すると考えられる。 
 実際にシグナル伝達蛋白質を人為的に設計し制御する様々な試みが報告されている[1]。
一般的にシグナル伝達蛋白質は相互作用ドメインと機能ドメインに分類することができる

ため、各ドメインを異なる由来のドメインに置き換えることで、望みの相互作用様式または

機能に変更することができる(Fig.1-1)。相互作用ドメインは機能性ドメインの活性の制御や、

基質選択性の付与、局在の制御などをする働きを有するため、相互作用ドメインを標的とし

たキメラ蛋白質はこれらの機能を制御できる可能性を有する。Dueber らは N-WASP が相

互作用ドメインによる自己抑制機構を備えていることに着目し、その相互作用ドメインを、

ペプチド結合モチーフを有した PDZ ドメインを融合することで、望みのペプチドにより自

己抑制制御を解き活性化できるキメラ蛋白質を作製することに成功した[2]。さらに異なる

ペプチド結合モチーフを有する SH3 ドメインを付与することで、AND ゲート型のリガン

ド応答性を付与できることも示している[3]。また同様のコンセプトを参考に機能性ドメイ

ンをグアニンヌクレオチド交換因子に置換しその機能を変えることも可能である[4]。 
 
1.2 サイトカイン・シグナル伝達経路について 
 サイトカインとは細胞間でシグナルを伝達するための蛋白質性シグナル伝達分子の総称

である。サイトカインは特定の細胞により産生され、その作用範囲は産生細胞自身やその近

傍の細胞であることが多く、増殖や分化といった細胞機能を制御する働きを持つ。 
 サイトカインにはインターフェロン (IFN)、インターロイキン (IL)、増殖因子、神経栄

養因子、造血因子、ケモカイン、細胞傷害因子などに大きく分類され多種にわたる。個々の

サイトカインは、それぞれに対応した特定のサイトカイン受容体とよばれる膜蛋白質に結

合することで細胞内にシグナルを伝達している。 
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（Fig. 1-1 は公開について著作権者からの許諾が得られていないため除外している） 
Fig. 1-1 シグナル伝達蛋白質の活性化様式と人工蛋白質の設計例[1] Interaction domain
を置き換えることで特定のリガンド応答性を付与することが可能である。また output 
domain を置き換えることで蛋白質の機能性を変えることが可能である。 
 
 一方、サイトカイン受容体は、その細胞外ドメインにより特異的にサイトカインと結合し、

細胞内ドメインによって細胞内シグナル伝達経路を活性化することができる。サイトカイ

ン受容体はその構造上の特徴から、以下に例を挙げるようなファミリーに分類される。 
 I 型サイトカイン受容体：N 末端が細胞外に、C 末端が細胞内に存在し，膜貫通部位を

1 つ有する膜タンパク質である。N 末端側には 4 つのシステイン残基の繰り返しや、

WS ボックスと呼ばれる特徴的なアミノ酸配列をもっている。 
 II 型サイトカイン受容体：WS ボックスはもたないが、システイン残基の繰り返しな

ど、I 型サイトカイン受容体と構造上の類似点がある。代表として IFN-α, β, γや IL-
10 などのサイトカイン受容体がある。 

 III 型サイトカイン受容体：細胞外ドメインは、システイン残基の豊富なユニットによ

り構成されている。TNF/Fas 受容体ファミリーとも呼ばれ、細胞死の誘導に関わる。 
 ケモカイン受容体：7 回膜貫通型の G タンパク質結合型受容体である。白血球などの

遊走を促進する因子であるケモカインをリガンドとする。 
 チロシンキナーゼ型受容体：マクロファージ/コロニー刺激因子(M-CSF) や線維芽細胞

増殖因子(FGF) などに対する受容体であり、細胞内にチロシンキナーゼ部位を有して

いる。 
 セリン/スレオニンキナーゼ型受容体：TGF-β受容体ファミリーで、細胞内にセリン/ス

レオニンキナーゼ部位を有している。 
 IL-1 受容体：IL-1RI、IL-1RII などが該当し、細胞外に免疫グロブリン様配列をもつ。 
 サイトカイン受容体は細胞内のシグナル伝達蛋白質を活性化させる分子ツールとして広

く利用されている。サイトカイン受容体はサイトカインの結合に応答して、細胞内シグナル

伝達蛋白質を活性化するが、活性化されたシグナル伝達蛋白質は特定の細胞内蛋白質をリ

ン酸化するキナーゼとして機能したり、別のキナーゼ活性を補佐するスキャフォールドと

して機能する。このように形成されたシグナル伝達経路と呼ばれるネットワークは最終的

に転写因子の活性化による遺伝子発現制御や、プロテアーゼの活性化を介した蛋白質分解

を促し直接的に細胞の運命を制御する。またこのようなカスケード反応はシグナルを増幅

する役割としての意義がある。 
 
1.3 サイトカイン受容体のシグナル伝達メカニズムについて 

I 型サイトカイン受容体のシグナル伝達メカニズムの詳細は Fig. 1-2 のとおりである。 
まずサイトカインが受容体の細胞外ドメインへ結合することにより、受容体鎖の構造変
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化や複数の受容体鎖間の近接が誘起される[5]。詳説すると、エリスロポエチン受容体

(EPOR)、トロンボポエチン受容体(c-Mpl)、成長因子受容体（GHR）はそれぞれリガンド非

存在下において非活性型のホモ 2 量化状態で存在することが示されている[6-8]。従ってサ

イトカインの結合はその非活性型から活性型へ高次構造の変化を通じて遷移することが示

唆される。一方、受容体分子は細胞膜上に確率的に分散し、サイトカインは受容体鎖の 2 量

化自体を促進する働きがあるとするモデルも提唱されている。これは後述するように細胞

外ドメインを別のサイトカイン受容体や抗体断片に置換した受容体キメラ蛋白においても

シグナルを望むとおり伝達できることから説明できる。実際にはこれら 2 つのモデルはど

ちらも部分的に正しく、双方がリガンド依存的な活性化に寄与していると考えられる。 
受容体が 2 量化され活性型となると、受容体の細胞内ドメインに恒常的に結合している

チロシンキナーゼである JAK がリン酸化されることによりキナーゼ活性が回復する。活性

化された JAK は受容体の細胞内ドメインに含まれるチロシン残基をリン酸化する。細胞内

のシグナル伝達蛋白質はこのリン酸化チロシン残基に結合することができ、それ自体も

JAK と近接することによりリン酸化修飾を受け活性化する。 
 
1.4 キメラ受容体研究について 
サイトカイン受容体にしばしば確認される変異遺伝子は、機能不全となり重篤な遺伝子疾

患となり得ることが知られている。従って受容体の変異体解析はサイトカイン受容体の機

能解析または疾患メカニズムの解明に有益である。実際に細胞外ドメインにシステインを

導入した EPOR 遺伝子ではシステインによるジスルフィド結合形成の影響でリガンド非依

存的な活性化が促進されることから、EPOR の 2 量化がリガンド依存的な受容体の活性化

に寄与していることが示されている[9]。また、EPOR の膜貫通ドメインにはロイシンジッ

パーモチーフを含み受容体鎖のオリゴマー化に寄与しているが、L241G、L242P の変異を

導入し機能を失わせることでシグナル活性が抑制されることが示されている[10]。細胞内ド 
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Fig. 1-2 サイトカイン受容体のシグナル伝達メカニズム ①リガンドが受容体に結合②受

容体の多量体化③JAK の活性化とチロシンモチーフへのリン酸化④シグナル伝達蛋白質が

受容体に結合⑤シグナル伝達蛋白質のリン酸化⑥下流へのシグナル伝達⑦遺伝子の発現制

御 
  
メインにおける変異体解析例も多数存在する。先述のとおり受容体の細胞内ドメインに存

在するリン酸化チロシン残基はシグナル伝達蛋白質の結合に重要な役割を果たすため、そ

の機能解析においてはチロシンをリン酸化修飾の影響をうけないフェニルアラニン残基に

置換した変異体が広く利用されている。例えば Zang らは EPOR の YtoF 変異体を構築す

ることで各チロシン残基のシグナル伝達における役割について言及している[11]。 
またこのシグナル伝達メカニズムを利用することで、サイトカイン受容体を人工的に設

計し様々な細胞の機能解析に応用された事例が多数報告されている(Fig.1-3)。例えばリガン

ド未知の受容体によるシグナルを人為的に活性化するため、対象とする受容体の細胞内ド

メインとリガンド既知の受容体の細胞外ドメインを融合することで、人工受容体を発現し

た細胞は既知リガンドにより望みのシグナルを伝達することが可能となる。Kelly-Spratt ら
はオーファン受容体である Insulin receptor-related receptor (IRR)の細胞内ドメインに

TrkB の細胞外ドメインを融合し、TrkB リガンドである BDGF を利用することで IRR が

MAPK の活性化を介して神経細胞への分化を誘導することを示した[12]。また Ohashi ら

は EGFR や c-kit の細胞外ドメインと EPOR の細胞内ドメインを融合することで EGF や

SCF の刺激により EPOR 由来の増殖シグナルを誘起できることを示し、EPOR のリガンド
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依存的な活性化機構が受容体の 2 量化によるものであることを証明した[13]。また scFv を

細胞外ドメインに融合することで、望みのリガンド依存的に様々な細胞の増殖や分化に寄

与する受容体のシグナルをそれぞれ誘導することも可能である。先例として c-kit、c-Mpl、
EPOR、インスリン受容体、インターロイキン 2 受容体の細胞内ドメインを活用したキメラ

受容体の例が挙げられる [14-18]。 
 
（Fig. 1-3 は公開について著作権者からの許諾が得られていないため除外している） 
Fig.1-3 既往の受容体エンジニアリングアプローチ[19] 上段）受容体蛋白質の変異・挿入・

削除を中心としたエンジニアリングモデル 下段）複数種類の受容体ドメインを連結した

キメラ受容体のデザイン 
 
また近年、がん治療において患者由来の T 細胞に特定抗原に対する受容体遺伝子を導入

し、T 細胞を患者に戻す chimeric antigen receptor T-cell therapy (CAR-T) 療法が注目さ

れている。CAR は一般に標的がん抗原を認識する scFv と CD3ζ等の T 細胞活性化シグナ

ル伝達ドメインのキメラ蛋白として構成され、標的抗原に CAR が結合することで T 細胞に

よる細胞傷害活性を高める作用をもつ。Gross らは初めて TNP に対する抗体の断片を TCR
に融合させたキメラ受容体を T 細胞上に発現させることに成功した [20]。また

Kochenderfer らは活性化シグナルドメインに加え CD28 や CD137 などの共刺激分子の細

胞内ドメインを融合させ活性をさらに高めたキメラ受容体を開発している[21]。共刺激分子

シグナルドメインの有無や数によって、第一世代、第二世代、第三世代に分類され、その改

良が進んでいる(Fig.1-4)。 
 
（Fig. 1-4 は公開について著作権者からの許諾が得られていないため除外している） 
Fig.1-4 CAR の分子構造[22] 第一世代 CAR は細胞内ドメインに CD3ζを融合したデザイ

ンである。第二世代 CAR は CD3ζとともに共刺激分子のシグナルドメインを 1 つ融合し

たデザイン、第三世代 CAR は 2 つ以上融合したデザインである。 
 
 このような研究はサイトカイン受容体の機能解析または受容体機能に主眼をおいた細胞

の運命制御技術の開発に大きく貢献する一方、特定のシグナル伝達蛋白質の機能に主眼を

おいた活性化制御においては課題が存在した。すなわち、一般的にサイトカイン受容体はリ

ガンドの刺激により複数のシグナル伝達蛋白質を同時に活性化するため、特定のシグナル

伝達蛋白質を解析したり、複数のシグナル伝達蛋白質を対象とした場合にその種類や強度

を考慮した活性化パターンを精緻に制御することは困難であった。 
 
1.5 抗体について 
 本研究では、望みのリガンド分子に応答してシグナルの活性化を誘起できるように、受容
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体の細胞外ドメインに抗体断片を融合した。抗体は B 細胞が分泌する可溶性蛋白質の一つ

であり、標的抗原分子へ結合し、補体系の活性化や食細胞による抗原発現細胞の貪食（オプ

ソニン化）を促進することで、生体内の免疫機能を活性化させる働きをもつ。抗体分子は 2
本の重鎖と２本の軽鎖のジスルフィド結合を介した非共有結合により構成される蛋白質で

ある。重鎖、軽鎖はそれぞれさらに可変領域と定常領域に分類される。可変領域は抗原・抗

体相互作用に関与するドメインとして機能することが知られており、B 細胞が成熟する過

程で引き起こされる遺伝子再編成により、可変領域のアミノ酸配列は B 細胞クローンに応

じた多様性を示す。定常領域は、抗体の補体活性やオプソニン化に寄与する領域である。 
抗体分子は、可変領域のデザインに応じて様々な抗原に結合できる安定性の高い分子と

して調製できる可能性を秘めているため、医薬・工学用途に広く利用されている。可変領域

は、様々な蛋白質を多機能化するうえで、望みの標的抗原へのターゲティングとしての役割

を果たすため、融合蛋白質を形成するドメインの一つとして有用である。特に可変領域断片

として重鎖と軽鎖の可変領域をペプチドリンカーを介して融合した一本鎖抗体(single 
chain Fv, scFv) は、1 遺伝子のまま融合遺伝子を設計できるため蛋白質工学において扱い

やすい分子である。 
 
1.6 チロシンモチーフの研究について 
受容体の細胞内ドメインは細胞内で引き起こされる様々なイベントに関与できる機能を

有しており、ドメイン、またはモチーフと呼ばれるような、より短い配列的特徴を単位とし

てその役割が細分化される。例えば I型サイトカイン受容体はチロシンキナーゼである JAK
とその細胞内ドメインで相互作用しているが、JAK は受容体の細胞内ドメインに含まれる

Box1、Box２と呼ばれる限定的な領域と特異的に相互作用することが知られている。そして

Box1、Box2 の配列は I 型サイトカイン受容体ファミリー間でホモロジーがあり、それぞれ

プロリンと疎水性残基を多く含む特徴があることが知られている。 
また、受容体分子は適切にターンオーバーされるために、エンドサイトーシス経由で細胞

内に取り込まれたり、ユビキチン化修飾をうけプロテアソームにより分解される必要があ

るが、受容体の細胞内ドメインに含まれるジロイシンモチーフはエンドサイトーシスに関

わるアダプター蛋白質であるクラスリンと相互作用することができ、受容体の細胞質への

内在化に寄与している(Fig.1-5)。また EPOR の細胞内ドメインに含まれる Lys256 はユビ

キチン化修飾をうけることが知られている[23]。 
 
（Fig. 1-5 は公開について著作権者からの許諾が得られていないため除外している） 
Fig.1-5 エンドサイトーシスに関与する受容体細胞内ドメインモチーフ[24] 様々な種類

のモチーフが受容体の細胞内ドメインに内在し、それぞれ固有のメカニズムで受容体のイ

ンターナライゼーションに関与することが知られている。 
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 本研究では、受容体の細胞内ドメインに存在するチロシンモチーフと呼ばれる一次構造

上の特徴に着目した。シグナル伝達蛋白質は受容体の細胞内ドメインに存在するリン酸化

チロシン残基を認識して結合するが、受容体に複数存在するどのリン酸化チロシン残基に、

どのようなシグナル伝達蛋白質が結合するかは、チロシン残基を中心とする周囲数アミノ

酸残基の配列的特徴（これをチロシンモチーフと呼ぶ）により決定される。Songyang はシ

グナル伝達蛋白質に含まれるホモロジードメイン（SH2 ドメインまたは PTB ドメイン）

が、その構造に応じて特定のリン酸化チロシンモチーフに結合することを示した[25]。また

Stahl らはサイトカイン受容体である gp130 や LIFR の YtoF 変異体や欠失変異体の解析か

ら、特定のチロシンモチーフが STAT3 の活性化に寄与することを示し、さらに gp130 から

すべてのモチーフを欠失させたのちそのモチーフを融合し、融合モチーフ由来のシグナル

を伝達できる受容体が構築できることを示すことで、チロシンモチーフの役割を明らかに

した[26]。 
チロシンモチーフを同定することは、対象とする受容体やシグナル伝達蛋白質の機能解

明、またはモチーフアナログを利用したシグナル阻害分子の開発に有益である[27]。実際に

既往の研究から特定のシグナル伝達蛋白質の活性化に重要なモチーフが受容体の YtoF 変

異体や欠失変異体の解析から同定されてきた[28, 29] (Table 1-1)。例えば DXYΦXΦ(X:任
意のアミノ酸、Φ:疎水性アミノ酸)は STAT5 に結合するモチーフとして、NPXY は PTB ド

メインを有するシグナル伝達蛋白質に結合するモチーフとして知られている[30, 31]。 
このようなモチーフはサイトカイン受容体だけでなく、免疫受容体においても重要な役

割 を 果 た す 。 immunoreceptor tyrosine-based activation motifs (ITAMs) や

immunoreceptor tyrosine-based inhibition motifs (ITIMs) は最もよく知られた免疫受容

体由来チロシンモチーフであり、それぞれ免疫細胞の活性化と抑制に寄与している。この他

hemi-immunoreceptor tyrosine-based activation motif (hemITAM)、the immunoreceptor 
tyrosine-switch motif (ITSM)、immunoglobulin tail tyrosine (ITT) motif、ITT-like motif
などが免疫受容体に含まれる特徴的なモチーフの分類として知られている[32]。 
また、天然に存在する受容体に由来するモチーフのレパートリーは限られるため、特定の

蛋白質に結合するモチーフを人工ペプチドライブラリーからスクリーニングして同定する

試みもなされている[33-35]。また、Sheinerman らは配列、構造、動力学的因子をもとに計

算化学を活用することにより、各 SH2 ドメインが指向性を示すチロシンモチーフを予測す

ることを試みている[36]。現在では、細胞内のリン酸化イベントはプロテオミクスにより解

析することも可能であるため、網羅的なデータを活用してチロシンモチーフの同定とその

役割を解明することができる[37, 38]。 
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Table 1-1 既往のチロシンモチーフ 左からシグナル伝達蛋白質とそれに結合する受容体

チロシンモチーフを示す。X は任意のアミノ酸である。 
標的蛋白質 コンセンサスモチーフ 引用文献 

STAT1 pYxxP [39] 

STAT3 pYXXQ [40] 

STAT3 pYXXXQ [40] 

STAT5 pYXXL [41] 

STAT5 DXpYΦXΦ [30] 

STAT6 pYXXF [42] 

PI3K pYMXM [25] 

Shc pY(I/E/Y/L)X(I/L/M) [43] 

Shc N(I/V)pY(E/G)T(I/V/L)(W/F) [34] 

Grb2 pYXNX [44] 

Grb2 VpYQN(W/F) [34] 

Cbl (N/D)XpY(S/T)XXP [45] 

Cbl DpYR [46] 

Src pYEEI [25] 

Crk pYXXP [25] 

Syk pYEXLXX [43] 

SHIP1 pY(Y/S/T/V)(L/Y/N/I/E/F) [47] 

SHP-2 XVXpY(I/V)X(V/I/L)X(W/F) [25] 

SOCS3 pY(V/A/Y)Φ(V/I/L)Φ(H/Y/V) [48] 

SAP X(T/S)IpYXX(V/I)X [49] 

FYN pY(E/T)(E/D/Q)(I/V/M) [25] 

FGR (N/P/I/Q)EpY(E/D)(N/E)(L/E)(E/D) [25] 

LCK pY(E/T/Q)(E/D)(I/V/M) [25] 

ABL1 pY(E/T/M)(N/E/D)(P/V/L) [25] 

ITK pY(A/E/V)(Y/F/E/S/N/V)(P/F/I/H) [50] 

NCK pY(D/Y)(D/E/L/Y)V [51] 

PLCγ1 pY(V/I/L)(E/D)(L/I/V) [25] 

ZAP-70 (ITAM) (D/E)XXYXX(L/I)X6-8YXX(L/I) [32] 

SHP-1, SHP-2. SHIP-1 

(ITIM) 

(V/I)XpYXX(L/V) [32] 

Syk (HemITAM) DEDGYXXL [32] 

SHP-1, SHP-2 (ITSM) (S/T)XYXX(L/I) [52] [32] 

Grb2, PI3K (ITT) pYXNM [32] 

Grb2, PI3K (ITT-like) pYVNY [32] 
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1.7 再生医療・遺伝子治療について 
 細胞機能の人為的な制御は細胞工学が対象とする様々な分野に応用可能であると考えら

れる。医療用途に目を向けると再生医療分野における遺伝子治療として遺伝子改変細胞が

利用されている。遺伝子治療は初め、正常の遺伝子を導入して遺伝子異常を修復することで

各種遺伝子疾患を治療するために利用された。例を挙げると Blaese らはアデノシンデアミ

ナーゼ(ADA)欠損による重症免疫不全症に対する治療として ADA 遺伝子導入 T 細胞投与

の有効性を示している[53]。また広義に機能性遺伝子を導入し様々な疾患を治療するアプロ

ーチも遺伝子治療と定義され、先述した CAR-T 療法や GM-CSF 発現増殖性ヘルペスウイ

ルス療法はその有望な治療の一つとして注目されている。ゲノム編集技術やアデノ随伴ウ

イルスベクターなど、より安全性の高い遺伝子導入技術の確立も遺伝子治療の発展に寄与

している[54]。従って遺伝子治療の対象疾患は単一遺伝性疾患のみではなく、悪性腫瘍、循

環器疾患、感染症、心血管疾患、神経疾患へと近年拡大している状況である(Fig.1-6)。 
 
（Fig. 1-6 は公開について著作権者からの許諾が得られていないため除外している） 
Fig.1-6 遺伝子治療の対象疾患[55] 遺伝子治療が行われた臨床試験数を疾患別に示す。 
 
1.8 造血幹細胞について 
 遺伝子治療において造血幹細胞(hematopoietic stem cell, HSC)はその細胞ソースとして

広く利用されている。HSC は赤血球、白血球、血小板などの血球系細胞の全てに分化でき

る多分化能と、多分化能を維持したまま分裂し増殖する自己複製能を兼ね備えた細胞とし

て定義される(Fig.1-7) [56-61]。 
 
造血幹細胞から分化する主な成熟細胞とその役割はつぎのとおりである。 

 赤血球：ヘモグロビンを構成成分としてもち、血液中で体内への酸素運搬を行なう。 
 顆粒球：体内に侵入してくる細菌などに対して貪食、殺菌能力をもつことで生体内環境

を守る。好中球、好酸球、好塩基球の 3 分類に分けられる。 
 リンパ球：B 細胞、T 細胞、ナチュラルキラー (NK) 細胞などはこれに属し、抗体産生

や体内の免疫システムの活性化に寄与している。 
 単球：マクロファージに分化し、異物の貪食を行なうとともに、サイトカインの分泌に

より免疫応答を調節する働きを持つ。 
 血小板：血管が損傷した時に凝集し、傷口をふさぐことで出血を止める役割がある。 
 肥満細胞：へパリン、ヒスタミン、セロトニンなどを細胞内に貯めこみ、IgE 抗体と、

外部からの抗原の結合によりそれらの化学物質を細胞外に放出する。体内に様々な影

響を及ぼす。アレルギーとも深い関わりがある。 
 樹状細胞：抗原提示細胞として、自身が取り込んだ抗原をペプチドに分解して主要組織

適合遺伝子複合体(MHC)上に提示し T 細胞に伝える役割を持つ。 
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（Fig. 1-7 は公開について著作権者からの許諾が得られていないため除外している） 
Fig.1-7 血球系細胞の分化系譜 [62]  long-term hematopoietic stem cells(LT-HSCs), 
multipotent progenitors (MPPs), common myeloid progenitors (CMPs), common 
lymphoid progenitors (CLPs), megakaryocyte⁄erythrocyte progenitors (MEPs), 
granulocyte⁄macrophage progenitors (GMPs), lymphoid-primed multipotent progenitors 
(LMPPs), Macrophage-DC progenitors (MDPs), classical DCs (cDCs), plasmacytoid DCs 
(pDCs), common DC progenitors (CDPs) 

造血幹細胞からこれらの細胞への分化は種々の前駆細胞を経て段階的に行なわれる。ま

た分化した成熟細胞には寿命があり、造血組織により供給されないと徐々に減っていくた

め、造血幹細胞の自己複製能は血球系細胞の維持にとって非常に重要な機能である。 
 
1.9 造血幹細胞の自己複製について 
 造血幹細胞の自己複製には様々な細胞外因子が関与することが知られている(Fig.1-8)。可
溶性サイトカインとしては、SCF と TPO の２つが自己複製に必要な基本因子として同定さ

れており、これらは本研究においても利用された。SCF は造血幹細胞上に発現している受

容体 c-kit に結合しその機能を発揮する[63]。c-kit 遺伝子改変マウスまたは抗 c-kit 抗体を

用いた試験から、c-kit の機能不全は造血前駆細胞や成熟細胞の減少を促し胎生致死を引き

起こすことが知られている[64, 65]。HSC の in vitro 培養系においても SCF の添加が HSC
の生存に寄与し[66, 67]、IL-3、IL-6、IL-11、IL-12、IL-27、TPO と協調的な作用を示す

[68, 69]。一方、TPO は初め巨核球因子として同定されたサイトカインである。TPO の HSC
への作用は、HSC の in vitro 培養系において TPO により効率的に HSC を増幅できること

から示された[70, 71]。また TPO に対する受容体である c-Mpl 遺伝子を欠損した HSC は放

射線照射マウスにおける造血再構成能を示さなかったことからも、HSC の幹細胞活性の維

持に重要であることが示唆されている[72]。その他 CXCL12、TGF-β、IFN、Notch、Ang-
1 も各種遺伝子改変マウスモデルを用いた解析などから見出されている[73]。生体内におい

ては造血幹細胞が存在する微小環境（造血幹細胞ニッチ）も重要な役割を果たすことが知ら

れている。造血幹細胞ニッチの構成因子としては、血管周囲細胞、血管内皮細胞、CXCL12 
abundant 細網細胞、骨芽細胞、神経細胞などがある[74]。 
 これらの外部刺激を受けた造血幹細胞は転写因子の活性化とそれに続く遺伝子発現を制

御することで直接的に自己複製能を発揮する。造血幹細胞の自己複製に必要な転写因子と

しては、自己複製に寄与する因子とともに、細胞周期を G0 期にとどめ幹細胞機能を有する

細胞の維持に重要な因子が存在する。前者の例として Pbx-1、Evi-1 などが挙げられ、後者

の例として Scl、Egr-1、Gfi-1、PU.1、FoxO、P53 などが挙げられる[75]。 
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（Fig. 1-8 は公開について著作権者からの許諾が得られていないため除外している） 
Fig.1-8 造血幹細胞の自己複製に関与する因子[75] 左からリガンド、受容体、関与が示され

た評価モデル、造血幹細胞機能への影響を示す。 
 
1.10 造血細胞を用いた遺伝子治療について 
 このとおり造血幹細胞はそこから分化する血球系細胞になり得る性質を有するため、血

球系細胞において機能する様々な遺伝性疾患や血液癌において、有効な移植細胞として用

いることができる[76, 77]。ヒト白血球抗原(HLA)は個体ごとに構造が異なる膜蛋白質であ

り、体内の免疫システムが自己か非自己を認識するために重要な抗原であるが、HLA の構

造の不一致が多いほど、生着不全や移植片対宿主病（GVHD）などの有害な合併症の発症率

が高まる。従って非血縁ドナーからの移植にはリスクが伴うため、現状は患者自身の造血幹

細胞の遺伝子を修復した後移植する方法で治療されることが多い(Fig.1-9)。具体的には、患

者の骨髄やサイトカイン刺激で動員した末梢血細胞から、CD34 陽性細胞分画を採取する。

採取した造血幹細胞はサイトカインで刺激されたのち、ウイルスベクターにより遺伝子導

入される。近年はゲノム挿入後に LTR 中の活性配列が失われるよう改変を加え、挿入変異

による副作用が低減された SIN ベクターが利用されることが多い。遺伝子導入後の細胞は

静脈内へ投与される。また輸注された細胞が骨髄中に生着することを促進するため、抗がん

剤を前処置として投与されることが多い。 
 
（Fig. 1-9 は公開について著作権者からの許諾が得られていないため除外している） 
Fig.1-9 造血幹細胞を用いた遺伝子治療[78] 患者由来の造血幹細胞分画の採取から、遺伝

子導入後の静脈内再投与までの流れを示す。 
 
対象疾患の一つとして原発性免疫不全症(PID)が挙げられる。これは免疫細胞が関与する

単一遺伝子病であるため、根治治療として遺伝子治療が適している。また免疫細胞の起源は

造血幹細胞であるため、健常な造血幹細胞が移植細胞として用いられる。PID に含まれる

具体的な対象疾患として ADA 欠損症、X-連鎖重症複合免疫不全症(X-SCID)、ウィスコット

オルドリッチ症候群(WAS)、慢性肉芽腫症(CGD)が挙げられる[79]。例として ADA 欠損症

について述べると、ADA は核酸の代謝過程で生じる毒素を脱アミノ化し、毒性を失わせる

酵素として機能する。ADA が欠損するとこの毒素が蓄積し、高感受性のリンパ球が重篤な

障害を受けることで免疫不全症に至る[80]。Aiuti らは ADA 酵素補充療法を止め、抗がん

剤による前処置をおこなう方法で、造血幹細胞を標的とした ADA 欠損症に対する遺伝子治

療法を開発した[81]。現在は体外遺伝子治療細胞加工品として、製造販売が承認されている。 
 
1.11 造血幹細胞の体外増幅について 

しかし HSC は全骨髄細胞のうち 0.004%と非常に低頻度でしか存在していないため、
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HSC を移植細胞として利用するためには、生着不全を防ぐため十分な細胞数の確保が必要

である。また移植細胞が骨髄に生着することを促進するため移植の前処置として抗がん剤

投与が必要であるが、幹細胞活性の高い細胞を移植することで前処置による影響を軽減す

ることができ、患者の予後を改善すると期待される。これまで HSC を体外増幅させる技術

または HSC の機能を向上させる技術の確立を目指し、様々な研究結果が報告されている

(Fig.1-10)[82-85]。1.9 で記述した造血幹細胞の自己複製に重要な因子の活性を制御するた

め、可溶性の成長因子、サイトカイン、化合物の利用や特定の細胞による共培養などが体外

増幅を促進する方法として挙げられる[86]。 
共培養されるストローマ細胞には、大動脈・性腺・中腎領域細胞(AGMs)、胎児肝細胞、

骨髄ストローマ細胞、内皮細胞、間葉系幹細胞などが含まれる。特に MSC はよく利用され

ており、MSC から分泌される可溶性サイトカインや、細胞間相互作用が造血幹細胞の増殖

に重要な役割を果たすことが知られている。実際に臨床試験において MSC と HSC の共培

養は、安全な生着、総有核細胞数の増加、好中球や血小板のすばやい回復が確認されている

[82]。可溶性サイトカインとしては、SCF、TPO、FLT3、IL-3、IL-6 などが広く利用され

る。その他、Notch リガンド、Wnt など利用できる新たな因子が見出されている(Fig.1-10)。 
 

（Fig. 1-10 は公開について著作権者からの許諾が得られていないため除外している） 
Fig.1-10 ヒト造血幹細胞の体外増幅法[86] 
 
1.12 研究概念について 
ここまで、細胞内シグナルを人為的に活性制御する技術の重要性、キメラ受容体を利用し

たシグナル活性制御の例と既往技術の課題、課題解決のために注目されるチロシンモチー

フの役割について詳述した。これらを受けて本研究では、新規エンジニアリングアプローチ

を活用したキメラ受容体を用いて、細胞内シグナルの人為的な活性制御を試みた。具体的に

は、受容体の細胞外ドメインに一本鎖抗体(scFv)を、細胞内ドメインにチロシンモチーフを

人工的に配置することで、望みの分子を引き金に、望みの蛋白質を活性化できる受容体を構

築できると考えた(Fig. 1-11)。 
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Fig.1-11 本研究で構築するキメラ受容体の概念図 c-Mpl を例とした Native receptor は

異なる複数のチロシンモチーフを内在している。Artificial receptor は望みのチロシンモチ

ーフを融合することで任意のシグナル伝達蛋白質を活性化することが可能である。 
 
 受容体のエンジニアリングは 2 種類のアプローチを検討した。トップダウンモチーフエ

ンジニアリングと呼ぶアプローチは、既知の受容体の細胞内ドメインを由来とし、それに含

まれるチロシンモチーフに対して変異・除去等の改変を加える手法である。一方ボトムアッ

プモチーフエンジニアリングと呼ぶアプローチは、細胞内ドメインのキナーゼ機能やチロ

シンモチーフをゼロベースから組み立てる手法である。それぞれの手法により構築された

受容体が望むシグナル伝達蛋白質を活性化できるか本研究の中で検証した。 
本研究では構築された受容体を、造血幹細胞移植技術の改良へ応用することを試みた。天

然のサイトカインリガンドでは達成できない人工的なシグナル伝達蛋白質の活性化パター

ンをキメラ受容体で誘導することにより、さらなる HSC の体外増幅効果の向上を試みてい

る。 
 本論文の構成はつぎのとおりである(Fig.1-12)。Chapter I ではトロンボポエチン受容体

c-Mpl を鋳型としたトップダウン型のモチーフエンジニアリングとその HSC 研究への応用

について述べる。Chapter II 以降はボトムアップ型のモチーフエンジニアリング研究につ

いて記載する。II-IV では受容体エンジニアリングの観点から、このアプローチにおいて自

由度の高いエンジニアリングが可能であることを示す。具体的に II ではモチーフエンジニ

アリングの基本コンセプトであるモチーフ配列依存的なシグナル活性制御が可能であるこ

とを、III では 2 つ以上のモチーフを利用し複数のシグナルを同時に活性化できることを、

IV では導入モチーフ数に応じてシグナルの活性化強度を制御できることをそれぞれ示した。

最後に V ではボトムアップ型のモチーフエンジニアリングを利用して構築された受容体を

用いた、HSC 研究への応用について記載する。 
 
Chapter I: トップダウン型モチーフエンジニアリングを利用したキメラ受容体によ
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る造血幹細胞の運命制御 
Chapter II: ボトムアップ型モチーフエンジニアリングによるキメラ受容体の活性制

御 
Chapter III: 異なるチロシンモチーフを利用したキメラ受容体による複数のシグナル

伝達蛋白質の同時活性化 
Chapter IV: 複数のチロシンモチーフを利用したキメラ受容体によるシグナル伝達蛋

白質の活性強度制御 
Chapter V: ボトムアップ型モチーフエンジニアリングを利用したキメラ受容体によ

る造血幹細胞の運命制御 
 

 

Fig. 1-12 本論文の構成 研究目的を基礎的な受容体エンジニアリング技術確立と造血幹

細胞研究への応用に、受容体のエンジニアリングアプローチをトップダウン型とボトムア

ップ型にそれぞれ分類し、各チャプターが対象とする研究領域を示す。 
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1.13 略語 
ADA  adenosine deaminase 
BDGF  brain-derived growth factor 
BSA  bovine serum albumin 
CAR  chimeric antigen receptor 
CD34-KSL 細胞 CD34-, c-Kit+, Sca-1+, Lineage marker-細胞 
CGD  chronic granulomatous disease（慢性肉芽腫症） 
DMEM  Dulbecco's modified eagle's medium 
EC50  half maximal (50%) effective concentration 

EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 
EGF  epidermal growth factor（上皮成長因子） 
EGFP  enhanced green fluorescent protein 
EGFR  epidermal growth factor receptor 
EPO  erythropoietin 
EpoR  erythropoietin receptor 
FBS  fetal bovine serum 
Fc  fragment crystallizable region（重鎖定常領域） 
FGF  fibroblast growth factors（線維芽細胞増殖因子） 
FL  fluorescein 
GHR  growth hormone receptor 
GM-CSF granulocyte macrophage colony-stimulating factor 
gp130  glycoprotein 130 
GVHD  graft versus host disease（移植片対宿主病） 
HA  hemagglutinin 
HBSS  Hanks' balanced salt solution 
HEPES  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
HLA  human leukocyte antigen（ヒト白血球型抗原） 
HRP  horseradish peroxidase 
HSC  hematopoietic stem cell 造血幹細胞 
IFN  interferon 
Ig  immunoglobulin 
IL  interleukin 
IRR  insulin receptor related receptor 
ITAM  immunoreceptor tyrosine-based activation motif 
ITIM  immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif 
ITSM  immunoreceptor tyrosine-based switch motif 
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ITT  immunoglobulin tail tyrosine 
JAK  Janus kinase 
LIFR  leukemia inhibitory factor receptor 
LTR  long terminal repeat 
MAPK  mitogen activated protein kinase 
M-CSF  macrophage colony stimulating factor 
MHC  major histocompatibility complex（主要組織適合遺伝子複合体） 
MOI  multiplicity of infection 
MoMLV  Moloney murine leukemia virus 
MSC  mesenchymal stem cell 
NK 細胞  natural killer 細胞 
PBS  phosphate buffered saline 
PCMV  PCC4 cell-passaged myeloproliferative sarcoma virus 
PCR  polymerase chain reaction 
PTB  phospho-tyrosine binding   
PDZ  PSD-95/Dlg-A/ZO-1 
PE  R-phycoerythrin 
PI  Propidium Iodide 
PI3K  phosphoinositide 3-kinase 
PID  primary immunodeficiency disease（原発性免疫不全症） 
PLL  poly-L-lysine 
SCF  stem cell factor  幹細胞因子 
scFv  single chain Fv 
SE  standard error（標準誤差） 
SH2  Src homology 2 
Shc  Src homology 2 domain-containing-transforming protein C1 
STAT  signal transducers and activator of transcription 
TBS  tris-buffered saline 
TCR  T cell receptor 
TGF  transforming growth factor 
TNF  tumor necrosis factor 
TPO  thrombopoietin  トロンボポエチン 
VSVG  vesicular stomatitis virus glycoprotein 
WAS  Wiskott-Aldrich syndrome  
X-SCID  X-linked severe combined immunodeficiency 
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2. トップダウン型モチーフエンジニアリングによるキメラ受容体の活性制御 
 
第２章の内容は、公開について共著者の同意を得られていないため除外している。 
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3. ボトムアップ型モチーフエンジニアリングによるキメラ受容体の活性制御 
 

3.1 研究背景 
 2 章ではトップダウン型のモチーフエンジニアリングについて詳述した。このアプローチ

は比較的簡便な変異体構築により望みの結果が得られる一方、野生型の受容体に内在する

複雑なシグナルネットワークの影響を精緻に予測し制御することが困難であることが課題

であった。 
本章では、トップダウン型モチーフエンジニアリングに比べ、さらに自由度高く、所望の

シグナル活性を示すことができる受容体デザイン手法として、ボトムアップ型モチーフエ

ンジニアリングのアプローチを検討した。これはチロシンモチーフを含まない受容体細胞

内ドメインをベースに、モチーフの全てを人為的に付与するデザインアプローチである。 
 既往の報告から、特定のモチーフに由来するシグナルを特異的に伝達することができる

受容体を構築した事例を挙げることができる。Stahl らはサイトカイン受容体である gp130
や LIFR の YtoF 変異体や欠失変異体の解析から特定のチロシンモチーフが STAT3 の活性

化に寄与することを示し、さらに gp130 からすべてのモチーフを欠失させたのち特定のモ

チーフを融合することで、融合モチーフ由来のシグナルを伝達できる受容体が構築できる

ことを示しチロシンモチーフの役割を明らかにした[26]。また Wiederkehr-Adam らは

STAT1、STAT3 に対するペプチド性阻害剤を開発するために、各シグナル伝達蛋白質に結

合するチロシンモチーフ配列をスクリーニングし、さらにそれらをすべての内因性モチー

フを欠失させた EPOR に融合することで、STAT1、STAT3 が活性化できること、すなわち

リン酸化モチーフが STAT1 と STAT3 に結合できることを示した[87]。 
従って本研究では、このような受容体デザインを医薬・工学用途に応用するための汎用的

なプラットフォーム開発を試みた。本章では具体的に、ボトムアップ型モチーフエンジニア

リングアプローチの中で、チロシンモチーフの配列的特徴に依存してシグナル伝達蛋白質

の活性化が変わることを抗体/受容体キメラを用いて検証した。 
 
3.2 実験方法 
ベクター構築 

pGCDNsam HA-S-Mpl-I/E に対して、S-Mpl の細胞内ドメイン 70 残基目に MluI 認識

サイトと、その直後にストップコドンを入れるため、PCR により部位変異導入をおこない

pGCDNsam HA-Smplt69-no_motif-I/E を作製した(Table 3-1)。チロシンモチーフを受容体

遺伝子の C 末端に挿入するため、各モチーフ遺伝子、ストップコドン、両端に MluI、
BamHI サイトを含むオリゴヌクレオチドセットをアニーリングさせることでインサート

遺伝子を調製し、MluI、BamHI で制限酵素処理した pGCDNsam-HA-Smplt69-no_motif-
I/E に挿入することで、pGCDNsam-HA-Smplt69-(STAT1, STAT3, STAT5, PI3K, Shc)-I/E
を得た(Table 3-2)。 
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Table 3-1 pGCDNsam-HA-Smplt69-no_motif-I/E 構築用 PCR プライマー 
S-MplT69 sense ctacgcgtgtgacaggcccagatggactaccgaagattgc 
S-MplT69 antisense ctgtcacacgcgtaggggcaaaggagtcctctctgagg 

 
Table 3-2 モチーフ遺伝子付加用オリゴヌクレオチド 

STAT1 binding motif sense cgcgtgcccacctcctttggttatgataaaccacatgtgctatgag 
STAT1 binding motif antisense gatcctcatagcacatgtggtttatcataaccaaaggaggtgggca 
STAT3 binding motif sense cgcgtggtggtacacagtggctacagacaccaagttccgtcatgag 
STAT3 binding motif antisense gatcctcatgacggaacttggtgtctgtagccactgtgtaccacca 
STAT5 binding motif sense cgcgtgcttatggacaatgcctacttctgtgaggcagattgag 
STAT5 binding motif antisense gatcctcaatctgcctcacagaagtaggcattgtccataagca 
PI3K binding motif sense cgcgtgcctctgcctccaagctatgtggcttgctcttgag 
PI3K binding motif antisense gatcctcaagagcaagccacatagcttggaggcagaggca 
Shc binding motif sense cgcgtgatccctgtcattgaaaatccccagtactttggcatctgag 
Shc binding motif antisense gatcctcagatgccaaagtactggggattttcaatgacagggatca 

 

各遺伝子の塩基配列は 2 章と同様の手法で実施した。 

 

細胞株 
リポフェクション 
レトロウイルストランスダクション 

フローサイトメーターによる EGFP 発現細胞の検出 
フローサイトメーターによるキメラ受容体発現量の確認 
 2 章と同様の手法で実施した。 
 
ウエスタンブロッティング 
 2 章と同様の手法で実施した。ウエスタンブロッティングに使用した 1 次抗体は Table3-
3 のとおりである。 

 
Table 3-3 ウエスタンブロッティング用抗体 

抗体名 製造元 型番 希釈率 

Phospho-STAT1 (Tyr701) Antibody  Cell Signaling Technology #9171S 1:1000 

STAT1 Antibody Cell Signaling Technology #9172 1:1000 

Phospho-STAT3 (Tyr705) (D3A7) Rabbit mAb Cell Signaling Technology #9145L 1:2000 

STAT3 (C-20) rabbit polyclonal IgG Santa Cruz sc-482 1:1000 
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p-STAT5 (Y694) Rabbit Ab Cell Signaling Technology #9351S 1:1000 

STAT5 (c-17) rabbit polyclonal IgG Santa Cruz sc-835 1:1000 

p-PI3-kinase p85α (Tyr508) Santa Cruz sc-12929-R 1:1000 

Anti-PI3 Kinase p85 (rabbit anti serum) upstate #06-195 1:2000 

p-Shc (Tyr239/240)-R Santa Cruz sc-18074-R 1:1000 

Shc (H-108) Santa Cruz sc-1695 1:1000 

Phospho-JAK2(Tyr1007/1008) Antibody Cell Signaling Technology #3771 1:1000 

Anti-JAK2 Antibody upstate 06-255 1:2000 

Rabbit-anti HA affinity purified 0.1ml BETHYL A190-108A-2 1:1000 

β-tubulin (H-235) rabbit polyclonal IgG Santa Cruz sc-9104 1:1000 

HRP 標識 goat anti-Rabbit IgG Biosource ALI3404 1:4000 

 

Ba/F3 細胞増殖アッセイ  
Ba/F3 細胞を PBS で 2 回洗浄後、10000 cells/well で 96 well plate に 100 μl播種した。

計測時に、各 well につき Propidium iodide (終濃度 2 μM)、4 μl Flow Count Fluorospheres 

(Beckman Coulter、約 980 個/μl)を、PBS で希釈し懸濁液として添加し、FACS Calibur で細胞

数を測定した。 
 

3.3 実験結果 
まず始めに、モチーフ配列に依存して受容体が活性化シグナルのパターンを変えること

ができるか確認するため、異なるチロシンモチーフを付与した受容体が異なるシグナルパ

ターンを示すことを検証した。 
 標的とするシグナル伝達蛋白質として STAT1、STAT3、STAT5、PI3K、Shc の 5 種類

を選定した。これらは様々なサイトカイン受容体により活性化され細胞の増殖や分化に寄

与している。STAT1、STAT3、STAT5 は JAK-STAT 経路に分類されるシグナル伝達経路

に寄与する蛋白質である。JAK によりそれらがリン酸化されると細胞内で２量化すること

で転写因子として機能する[88]。PI3K は PI3K-Akt 経路に関与し、細胞周期を制御するこ

とや、Bad、Forkhead ファミリーなどのプロアポトーシスシグナルを直接阻害すること

によって細胞の生存を調節する機能を有する[89]。また Shc は MAPK 経路に関与し、

RAS/RAF/MEK/ERK を活性化するためのアダプター蛋白質として機能することが知られ

ている[90]。 
また、これらのシグナル伝達蛋白質に結合する天然の受容体を由来とするチロシンモチ

ーフを既往の報告から選定した[31, 87, 91, 92] (Fig.3-1)。 
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Fig.3-1 各シグナル伝達分子を結合するチロシンモチーフのアミノ酸配列 
 
 これらモチーフを人工的に受容体内に組み込む際に用いる鋳型となる受容体として、S-
Mpl を使用した。c-Mpl の細胞内ドメインは上流に Box1 と Box2 と呼ばれる JAK ファミ

リーキナーゼである JAK2 と Tyk2 が結合する領域が存在し、その下流に 3 つのチロシン

モチーフを有している[93, 94]。従って S-Mpl の細胞内ドメインから、活性化に必須な

JAK が結合する領域を含む上位配列（R514-L582）を保存し、その直後に各モチーフを融合

した受容体を作製した(Fig. 2-2 B, Fig. 3-2)。JAK 結合領域とチロシンモチーフの間には

遺伝子構築に必要な MluⅠ認識配列に由来する Arg-Val のスペーサー配列が付与されてい

る。本受容体は細胞外ドメインに抗フルオレセイン一本鎖抗体を有しているため、BSA-
FL をリガンドとして認識することができる。 
 

 
Fig.3-2 モチーフ融合キメラ受容体の構造 
 
 これらのキメラ受容体をレトロウイルスベクターにより IL-3 依存的な細胞増殖性を示す

Ba/F3 細胞に遺伝子導入して発現させ、EGFP 陽性細胞をフローサイトメーターで単離す

ることで遺伝子導入細胞を得た。遺伝子導入率を、EGFP 陽性率を指標に評価した結果、

すべての遺伝子導入細胞について 90%以上の EGFP 陽性率を示すことが確認された 
(Fig.3-3, linker 0)。 

シグナル

伝達分子
チロシンモチーフ モチーフの由来となる受容体

STAT1 PTSFGYDKPHVL インターフェロンγ受容体1

STAT3 VVHSGYRHQVPS gp130

STAT5 IMDNAYFCEAD 成長ホルモン受容体

PI3K PLPPSYVACS エリスロポエチン受容体

Shc IPVIENPQYFGI 脳由来神経栄養因子受容体
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 また、各キメラ受容体の発現確認をフローサイトメーターとウエスタンブロッティング

により測定した(Fig.3-4, linker 0)。その結果、全てのキメラ受容体が細胞膜表面に設計配

列を全長で発現していることが確認された。またその発現量は各遺伝子導入細胞すべて

WT と同等であった。 
 各キメラ受容体によるリガンド依存的な JAK の活性化を、抗リン酸化 JAK2 抗体を用

いてウエスタンブロッティングにより検証した(Fig.3-5)。その結果、構築したすべての受

容体についてリガンド依存的な JAK2 のリン酸化が確認された。またその活性化量はすべ

ての遺伝子導入細胞についてほぼ同等であった。従って各受容体がリガンド依存的にリン

酸化カスケードを活性化できることが示唆された。 
さらに標的とするシグナル伝達蛋白質の活性化を各蛋白質に対する抗リン酸化抗体を用

いて検証した (Fig.3-6)。その結果、IL-3 刺激または WT の BSA-FL 刺激条件においては

標的としたシグナル伝達蛋白質を全て活性化できることが示された。また全ての受容体が

リガンド刺激により STAT5 を活性化したが、no motif はそれ以外のシグナル伝達蛋白質

は活性化しないことが明らかとなった。一方で各チロシンモチーフを融合した受容体は標

的とするシグナル伝達蛋白質を活性化することができた。また各受容体による 5 種類の蛋

白質の活性化パターンは WT や no motif、各モチーフ間で異なることから、各受容体の活

性化パターンはモチーフ配列に大きく依存していることが示された。 

 
Fig. 3-3 各キメラ受容体発現細胞の遺伝子導入率 EGFP の蛍光強度の細胞数ヒストグラ

ムを示す。 
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Fig. 3-4 キメラ受容体の発現確認 
A) フローサイトメーターによるキメラ受容体発現確認 実線は PBS, 点線は PE 標識 抗
HA 抗体により染色したサンプルであり、横軸は PE 蛍光強度、縦軸は細胞数を表す。B) 
ウエスタンブロッティングによるキメラ受容体発現確認 BSA-FL(1 μg/ml)、 IL-3(1 
ng/ml)、15 分間リガンド刺激 WT : 57kDa,  no motif : 51kDa,  S-mpl(T69)-[motif] : 
52-53kDa 

 

Fig. 3-5 キメラ受容体活性化による JAK のリン酸化 
BSA-FL(1 μg/ml)、 IL-3(1 ng/ml)、15 分間リガンド刺激 
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Fig. 3-6 各受容体のシグナル伝達蛋白質活性化 
A) ウエスタンブロッティングによるリン酸化シグナル伝達蛋白質の検出 B) ウエスタ

ンブロッティングによるシグナル伝達蛋白質発現量の比較 BSA-FL(1 μg/ml)、 IL-3(1 
ng/ml)、15 分間リガンド刺激 
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 構築した受容体により活性化されたシグナル伝達蛋白質が、望みどおりにカスケード下

流へシグナルを伝達し、細胞の機能に影響を与えることができるか検証するため、各受容

体発現 Ba/F3 細胞を用いてリガンド刺激に応じた細胞増殖能を検証した(Fig. 3-7)。その結

果、遺伝子未導入の細胞や no motif、STAT1 結合モチーフを有する受容体ではリガンド刺

激依存的な細胞増殖が確認されなかったが、それ以外の受容体については発現細胞の増殖

が確認され、受容体に起因するシグナルが下流へ伝達されていることが示唆された。細胞

増殖効果は複数のシグナル伝達蛋白質を活性化できる WT が最も高く、次いで STAT5 や

PI3K 結合モチーフを有する受容体発現細胞が高かった。 

 
Fig.3-7 Ba/F3 増殖アッセイ 初期細胞数 10000 cells/well、n=3, 各日に FACS Calibur で

細胞数を測定した。細胞数は mean±SD で示す。 
 
3.4 考察 

本研究よりチロシンモチーフをベースに受容体の細胞内ドメインを再構成することで、

望みのシグナル伝達蛋白質を活性化できることが示された。 
本研究では受容体細胞内ドメインの鋳型として c-Mpl を利用した。c-Mpl は I 型サイトカ

イン受容体のなかでも細胞内ドメインが比較的短く、また各領域の役割が明らかであるた

めエンジニアリングのベースとなる受容体構造として適しているといえる。 
キメラ受容体に融合するチロシンモチーフの長さは既往の報告を参考に 10 アミノ酸残

基程度に設定した。報告事例の多いチロシンモチーフのコンセンサス配列は４アミノ酸残

基程度であったが[26, 30]、さらに周辺の配列も特異性に寄与している可能性を考慮した。

実際に NPXY モチーフと分類される各種チロシンモチーフがその周辺配列により特異性を

変え得ることが Smith らより示されている[31]。 
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本研究では 5 種類のチロシンモチーフを融合した各受容体のシグナル伝達活性を評価し

た。個々の受容体の特徴を確認すると、no motif の受容体でもリガンド依存的な STAT5
の活性化が確認された。これは JAK2 に STAT5 が直接相互作用することでチロシンモチ

ーフ非依存的に STAT5 がリン酸化されたためであると考えられる(Fig.3-8)[95]。Ba/F3 細

胞への増殖効果が no motif と比較し STAT5 結合モチーフを有する細胞で高いことも、チ

ロシンモチーフと JAK 双方を経由することによる STAT5 の大きい活性化強度に起因して

いる可能性がある。また、本試験において評価されていないシグナル伝達蛋白質を STAT5
結合モチーフが活性化している可能性もあると考えられる。 

 
（Fig. 3-8 は公開について著作権者からの許諾が得られていないため除外している） 
Fig.3-8 JAK 依存的な STAT5 の活性化メカニズム[95] STAT5 は JAK の JH2 ドメイン

に結合し JAK によりリン酸化修飾される。 
 
また STAT1 結合モチーフを有する受容体は BSA-FL 非依存的に各シグナル伝達蛋白質

を活性化した。特に STAT1 では IL-3 刺激条件や WT 受容体の BSA-FL 刺激条件と比較し

ても顕著に強いリン酸化が確認された。JAK のリン酸化が示す受容体自体の活性化におい

てはリガンド依存性を示していることから、各シグナル伝達蛋白質において確認されるリ

ガンド非依存的な活性化は、検出限界以下の微弱な受容体の活性化に促された長期にわた

るリン酸化修飾の蓄積によるものであり、それが STAT1 結合モチーフにおいて特に顕著

である理由として、モチーフ自体のリン酸化レベル、または、モチーフとシグナル伝達蛋

白質間の相互作用が他のモチーフと比べて強い可能性が考えられた。また、STAT1 結合モ

チーフ受容体発現細胞では、STAT1 の発現自体も亢進していることから、STAT1 のリン

酸化により STAT1 の発現が上昇するという STAT1 シグナルにおけるポジティブフィード

バック機構が働いたと考えられた[96]。 
また STAT1 結合モチーフを有する遺伝子導入細胞はリガンド依存的な細胞増殖を示さ

なかった。STAT1 結合モチーフでは、前述の結果から細胞内蛋白の発現プロファイルの強

い変化が確認されているため、細胞が正常な機能を保てない可能性が考えられた。 
本技術は複雑なシグナル伝達のネットワークを一からデザインする合成生物学アプロー

チの一つとして位置付けることができるが、このような生物システムを再構成する技術は、

様々な機能の解明手段として広く利用されている。細胞膜[97, 98]、代謝経路[99, 100]、遺

伝子翻訳[101]、細胞周期[102-104]などの解明がその例として知られている。このようなア

プローチは分子間ネットワークの定量的な解析や生物システムが正常に機能するための必

要条件を明らかにするうえで非常に有効であり、本研究により構築したキメラ受容体も

様々なシグナル伝達メカニズムの機能解明に役立つ可能性がある。 
 天然の受容体にはチロシンモチーフによる細胞内伝達シグナルの活性化以外にも様々な

機構が備わっている。例えば c-Mpl は二つの LL モチーフによりリガンド依存的な受容体
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の内在化が起こることが知られている[105]。また K553、K573 はユビキチン化されること

で c-Mpl の分解を促進する働きがある[93]。本研究により構築された受容体では、このよう

な影響を極力排除することができるため、望みの機能のみを追加することができる利点が

ある。 
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4. 異なるチロシンモチーフを利用したキメラ受容体による複数のシグナル伝

達蛋白質の同時活性化 
 
4.1 研究背景 
 前章ではチロシンモチーフをキメラ受容体に導入することで、モチーフの配列依存的に

シグナル伝達経路の活性化パターンを変えることができることを示した。4 章ではこの知見

を応用し、キメラ受容体で複数のシグナル伝達蛋白質を同時に変えることができるか検証

した。 
天然の受容体は、その細胞内ドメインに複数のチロシンモチーフを有しているため、それ

ぞれのモチーフに由来する異なるシグナル伝達蛋白質を活性化することができる。また１

種類のチロシンモチーフからでさえ、複数のシグナル伝達蛋白質を活性化することが可能

である。例えば Type III 受容体型チロシンキナーゼであり SCF をリガンドとして認識する

c-kit に含まれる Y567 のチロシンモチーフは、Src family kinase[106, 107]、SHP-2[108]、
Shc[109, 110]を活性化することが知られている。 

このような複数のシグナルによるクロストークは、細胞の運命を制御するうえで重要な

役割を果たしている。例えば TGF-βは胚発生や恒常性の維持、さらには様々な疾患の病因

として関与しているが、これは RAS/MAPK、PI3K/Akt、Wnt 経路など複数のシグナル伝

達経路の相乗的な活性化によって制御されている[75]。また炎症反応において TNF-αは

IFN-γまたは IL-1βとともに繊維芽細胞のケモカイン遺伝子の発現を協調的に促している

[111]。このようなメカニズムに基づき、様々なサイトカイン刺激の相乗効果は、特定の細

胞培養や組織工学において有用な働きを示すと考えられた。実際、SCF、TPO、Flt3 リガ

ンド、IL-3 の組み合わせは、効率的に造血幹細胞の増殖を促すことが知られている。一方、

望む細胞の運命を制御するうえでは、活性化できるシグナルがその細胞に発現する受容体

由来に限定されること、また望まないシグナルも活性化されうることが課題であった。 
上記の課題に対して、モチーフエンジニアリングにより構築したキメラ受容体において

は、複数のチロシンモチーフを一つの受容体に融合することで上記の制御が達成できると

考えられたため、この章ではその可能性の検証を試みた。つまり複数のチロシンモチーフを

キメラ受容体に導入し異なるシグナル伝達蛋白質を同時に活性化できるか検証した。また、

複数のモチーフを受容体に導入するにあたって、各モチーフの１次構造上の位置とシグナ

ル伝達蛋白質の活性との関係について考察した。さらに受容体が直接活性化できるシグナ

ル伝達蛋白質からリン酸化カスケード下流のシグナル伝達蛋白質にまでシグナルを伝達で

き、転写活性化まで達成できるか検証した。最後に複数のシグナルを同時に活性化すること

による細胞機能への影響を Ba/F3 細胞の増殖作用を指標に評価した。 
 
4.2 実験方法 
ベクター構築 
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pGCDNsam HA-Smplt69-no_motif-I/E または pGCDNsam-HA-Smplt69-(STAT3, Shc, 
Mpllinker, G4Slinker)-I/E を 2 章と同様の手法で構築した(Table 4-1)。上記ベクターか

ら、さらに複数のチロシンモチーフ及びリンカーを挿入する際には、各チロシンモチーフ

及びリンカーをコードする塩基配列と両端に MluI、BssHII サイトを含むオリゴヌクレオ

チドセットをアニーリングしてインサート遺伝子を調製した(Table 4-2)。Mpl リンカーの

遺伝子は pGCDNsam-HA-S-Mpl-I/E から PCR で増幅し、BamHI、EcoRI を用いて

pUC119 に挿入した(Table 4-3)。さらに MluI、BssHII を用いて Mpl リンカーのインサー

ト遺伝子を調製した。MluI で制限酵素処理したベクターへインサート遺伝子を挿入する

ことで、あらかじめ組み込まれたモチーフ及びリンカーの上流に遺伝子を挿入した。オリ

ゴヌクレオチド 2 本鎖の 3’側は、挿入後 MluI 認識サイトではなくなるよう設計されてい

るため、複数のチロシンモチーフ及びリンカーをコードしたオリゴヌクレオチドは人工蛋

白質の C 末端側から順番に連結できる。 
 
Table 4-1 モチーフ遺伝子付加用オリゴヌクレオチド 

STAT1 binding motif sense cgcgtgcccacctcctttggttatgataaaccacatgtgctatgag 
STAT1 binding motif antisense gatcctcatagcacatgtggtttatcataaccaaaggaggtgggca 
STAT3 binding motif sense cgcgtggtggtacacagtggctacagacaccaagttccgtcatgag 
STAT3 binding motif antisense gatcctcatgacggaacttggtgtctgtagccactgtgtaccacca 
STAT5 binding motif sense cgcgtgcttatggacaatgcctacttctgtgaggcagattgag 
STAT5 binding motif antisense gatcctcaatctgcctcacagaagtaggcattgtccataagca 
PI3K binding motif sense cgcgtgcctctgcctccaagctatgtggcttgctcttgag 
PI3K binding motif antisense gatcctcaagagcaagccacatagcttggaggcagaggca 
Shc binding motif sense cgcgtgatccctgtcattgaaaatccccagtactttggcatctgag 
Shc binding motif antisense gatcctcagatgccaaagtactggggattttcaatgacagggatca 
G4S linker sense tcgagcggtggaggcggttcaggcggaggtggcagctga 
G4S linker antisense gatctcagctgccacctccgcctgaaccgcctccaccgc 

 
Table 4-2 モチーフ遺伝子付加用オリゴヌクレオチド（複数のモチーフを有する受容体） 

STAT3 binding motif sense cgcgtggtggtacacagtggctacagacaccaagttccgtcaggc 
STAT3 binding motif 
antisense 

cgcggcctgacggaacttggtgtctgtagccactgtgtaccacca 

Shc binding motif sense cgcgtgatccctgtcattgaaaatccccagtactttggcatcggc 
Shc binding motif antisense cgcggccgatgccaaagtactggggattttcaatgacagggatca 

G4S linker sense 
cgcgtgggtggaggcggttcaggcggaggtggcagcggcggtgg
cgggtcg 
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G4S linker antisense 
cgcgcgacccgccaccgccgctgccacctccgcctgaaccgcctcca
ccca 

STAT3 binding motif (Y to F) 
sense 

cgcgtggtggtacacagtggcttcagacaccaagttccgtcatga
g 

STAT3 binding motif (Y to F) 
antisense 

gatcctcatgacggaacttggtgtctgaagccactgtgtaccacca 

 
Table 4-3 Mpl リンカー付加用オリゴヌクレオチド 

Mpllinker sense gggggatccacgcgtgtgcctggggaccatgcccctg 
Mpllinker antisense ggggaattcgcgcgcgtggcaatgtgggtggtacagcaggaccc 

 
各遺伝子の塩基配列は 2 章と同様の手法で実施した。 

 
細胞株 
リポフェクション 
レトロウイルストランスダクション 

フローサイトメーターによる EGFP 発現細胞の検出 
フローサイトメーターによるキメラ受容体発現量の確認 
Ba/F3 細胞増殖アッセイ 
 2 章と同様の手法で実施した。 
 
ウエスタンブロッティング 
 2 章と同様の手法で実施した。ウエスタンブロッティングに使用した 1 次抗体は Table4-
4 のとおりである。 

 
Table 4-4 ウエスタンブロッティング用抗体 

抗体名 製造元 型番 希釈率 

Phospho-STAT3 (Tyr705) (D3A7) Rabbit mAb Cell Signaling Technology #9145L 1:2000 

STAT3 (C-20) rabbit polyclonal IgG Santa Cruz sc-482 1:1000 

p-Shc (Tyr239/240)-R Santa Cruz sc-18074-R 1:1000 

Shc (H-108) Santa Cruz sc-1695 1:1000 

Anti-ACTIVE MAPK pAb Rabbit (pTEpY) promega V803A 1:2500 

ERK1(k-23) Santa Cruz sc-94 1:1000 

Rabbit-anti HA affinity purified 0.1ml at 1 ng/ml BETHYL A190-108A-2 1:1000 

β-tubulin (H-235) rabbit polyclonal IgG Santa Cruz sc-9104 1:1000 

HRP 標識 goat anti-Rabbit IgG Biosource ALI3404 1:4000 
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RT-PCR  
5×106 cells の細胞を 12 時間 RPMI1640 (+)で培養後、3×106 cells を RPMI1640 (+)ま

たは RPMI1640 (+) + 1 μg/ml BSA-FL 4 ml に懸濁し、6 cm dish に播種し 6 時間培養し

た。RNeasy Mini kit(QIAGEN)の製品プロトコルに従い RNA を抽出した。PrimeScriptII 
1st strand cDNA Synthesis Kit(タカラバイオ)または TaKaRa RNA PCR Kit (AMV) 
Ver.3.0 の製品プロトコルに従い cDNA を合成した。 

PrimeSTAR HS DNA polymerase (Takara) の製品プロトコルの反応組成に従い、プラ

イマー終濃度 0.2 μM, cDNA 2 ng, SYBR GreenI Nucleic Acid Gel Stain (原液濃度 20 
mM, invitrogen) 終濃度 2 μM を 20 μl スケールで混合し、7500Fast Real-time PCR 
System (Applied Biosystems) により PCR を行った(Table 4-5)。Pim-1 の Ct 数を

GAPDH の Ct 数で規格化した後、Parental Ba/F3(BSA-FL 未刺激)での値を 1 とおいて

ΔΔCt 法により解析した。 
 
Table 4-5 RT-PCR プライマー 

Pim-1 sense CGCGACATCAAGGACGAGAACA 
Pim-1 antisense CGAATCCACTCTGGAGGACTGT 
HPRT1 sense GAGGAGTCCTGTTGATGTTGCCAG 
HPRT1 antisense GGCTGGCCTATAGGCTCATAGTGC 

 
4.3 実験結果 
まず初めに、複数のモチーフを受容体に組み込む準備として、モチーフ間をつなぐ役割を

果たす適切なペプチドリンカーの選定と、モチーフの配置場所が異なることによるシグナ

ル伝達能への影響を検証した。 
本章においてもキメラ受容体のベースには S-Mpl (no motif)を利用した。モチーフ間の

接続するペプチドリンカーとして、c-Mpl 細胞内ドメインの JAK 結合領域より下流に存在

するおよそ 30 残基の配列 (Fig. 2-2B, Mpl リンカー) に着目した。この配列はチロシン残

基を含まないためシグナル伝達蛋白質が結合せず、天然の受容体に由来する配列であるた

め、受容体の細胞内ドメインとして必要な構造の柔軟性を有すると予想された。Mpl リン

カーを S-Mpl の JAK 結合領域の直後に 1 つまたは続けて 2 つ融合し、その直下に先述の

5 種類のチロシンモチーフを融合した受容体を構築した(Fig. 4-1)。 
構築したキメラ受容体発現ベクターを Ba/F3 細胞に遺伝子導入し 90%以上の EGFP 陽

性率を示す遺伝子導入細胞を得ることに成功した(Fig.3-3, linker 1, 2)。また各受容体が細

胞膜に発現していることを確認した(Fig. 3-4A, linker 1, 2)。 
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Fig. 4-1 リンカー挿入キメラ受容体概念図 Mpl linker を JAK 結合ドメインとチロシンモ

チーフの間に一つまたは二つ挿入される。 
 
つぎに各シグナル伝達分子の活性化とその強度をウエスタンブロットにより検証した。

その結果、各モチーフが標的とするシグナル伝達蛋白質を中心に、各受容体はリンカーを

含まない受容体と同様のシグナル伝達蛋白質活性化パターンを示すことが確認された

(Fig.4-2, 4-3)。異なる点としてリンカーを 2 つ導入した受容体では、STAT5 の活性化が

STAT3、PI3K、Shc 結合モチーフ受容体では比較的弱いこと、STAT1 結合モチーフを有

する受容体ではリガンド依存性が改善されたことが挙げられる。従ってモチーフの配置場

所によりモチーフ依存的な活性化パターンに変動がないこと、また Mpl リンカーに直接シ

グナル伝達蛋白質を結合する能力はなく、付加したモチーフの特性に大きな影響を与えな

いことが確認された。 
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Fig. 4-2 Mpl リンカーを一つ挿入した受容体によるシグナル伝達蛋白質の活性化 A) ウ

エスタンブロッティングによるリン酸化シグナル伝達蛋白質の検出 B) ウエスタンブロ

ッティングによるシグナル伝達蛋白質発現量の比較 BSA-FL(1 μg/ml)、 IL-3(1 ng/ml)、
15 分間リガンド刺激 
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Fig. 4-3 Mpl リンカーを二つ挿入した受容体によるシグナル伝達蛋白質の活性化 A) ウ

エスタンブロッティングによるリン酸化シグナル伝達蛋白質の検出 B) ウエスタンブロ

ッティングによるシグナル伝達蛋白質発現量の比較 BSA-FL(1 μg/ml)、 IL-3(1 ng/ml)、
15 分間リガンド刺激 
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つぎにシグナルの定量的な強度における JAK とモチーフ間の距離依存性を調べるため

に、リンカー数の異なる各モチーフについて目的とするシグナル伝達蛋白質の活性化強度

をウエスタンブロッティングにより比較した (Fig. 4-4) 。 
 

 

Fig. 4-4 リンカー数に対するシグナル伝達分子活性化強度の比較 受容体の発現量は抗

HA 抗体により検出した。 BSA-FL(1 μg/ml)、15 分間リガンド刺激 
 
その結果、リンカー挿入による活性化強度の増減は、キメラ受容体の発現量と強く相関

し、この相関関係より優位な JAK-モチーフ間の距離に依存する影響は確認されなかっ

た。STAT1 の活性化強度は他のシグナル伝達蛋白質と比較し、発現量に対する依存性が弱

いが、これはこのリン酸化レベルで十分に細胞内の STAT1 の活性化強度が飽和している

ためであると考えられる。また全ての種類のモチーフ融合受容体について、リンカーを２

つ挿入するとそれ以下に比べ発現量の低下が確認された。 
Mpl リンカーを複数挿入することによる発現量低下の影響を抑制するため、別種のペプ

チドリンカーとして、柔軟な構造を有することが知られ広く蛋白質工学に用いられている

G4S リンカーの利用を試みた[112, 113]。G4S リンカーがモチーフ配列に起因するシグナル

に影響を与えないことを示すため、Shc 結合モチーフを有する受容体に Mpl リンカー、

(G4S)3 リンカーをそれぞれ挿入し、BSA-FL 刺激時のシグナル伝達蛋白質の活性化を検証

した(Fig. 4-5)。その結果、どちらのリンカーにおいても、リンカー未挿入時と同様のシグナ

ル伝達蛋白質を活性化できることが示された(Fig. 4-6)。 

活性化
強度

受容体
発現量

リンカー数

モチーフ

0 1 2 0 1 2 0 1 2 0 1 2 0 1 2
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Fig. 4-5 リンカーを導入したキメラ受容体構造 Shc結合モチーフの後ろにMpl linkerま
たは G4S リンカーリンカーを挿入する。 

 

 
Fig. 4-6 キメラ受容体によるシグナル伝達蛋白質活性化に対するリンカー配列の影響 
BSA-FL : 1 μg/ml, IL-3 : 1 ng/ml,  15 分間刺激 
 
 つぎに G4S リンカーを有する受容体を用いて、シグナルの JAK とモチーフ間の距離依存

性を定量的に調べるために、STAT3 結合モチーフの上流に(G4S)3、(G4S)6、(G4S)9 を挿入し

た受容体（G3, GG3, GGG3 と呼ぶ）を構築した。これら受容体の発現量を、抗 HA 抗体を

用いてフローサイトメーターまたはウエスタンブロットで検証したところ、リンカーを持

たない受容体と比べ、その発現量差は 0.9 倍から 1.2 倍であった(Fig. 5-4、次章に掲載)。ま

た発現量の増減はリンカーの個数と相関しなかった。従って、Mpl リンカーと比較し G4S
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リンカーはその長さによらず受容体の発現量に大きな影響を与えないことが示された。 
つぎに各受容体のリガンド刺激時における STAT3 のリン酸化量を比較した(Fig. 4-7)。そ

の結果、すべての受容体について BSA-FL 濃度依存的な STAT3 の活性化を確認することが

できた。各受容体のシグナル強度を比較すると、リンカーを有していない受容体(3)と比較

し、それぞれ、およそ 0.8 倍(G3)、1.5 倍(GG3)、1.3 倍(GGG3)の値を示し、リンカーの長

さに依存した顕著なシグナル強度の増減は確認されなかった。以上のことから G4S リンカ

ーは Mpl リンカーと比較し、受容体の発現量やシグナル強度に大きな影響を与えないこと

が示された。従って以降の研究ではリンカーとして G4S リンカーを利用することとした。 
 

 
Fig. 4-7 G4S リンカー長に対するシグナル伝達分子活性化強度の比較 
A) ウエスタンブロット結果 リガンド刺激時間：15 min、BSA-FL 濃度：1 μg/ml  B) 
Image J による定量結果 p-STAT3 量を STAT3 の発現量、受容体の表面発現量で規格化

し、キメラ受容体「3」(+BSA-FL)を 1 とした。 
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つぎに異なる種類のモチーフを一つの受容体に融合することで、異なるシグナル伝達蛋

白質を同時に活性化できるか検証した。利用するチロシンモチーフとして、STAT3 結合モ

チーフと Shc 結合モチーフを利用した。これらのモチーフは互いが標的とする蛋白質を活

性化しないことが Fig. 3-6 の結果から示されている。 
 まず Shc 結合モチーフの直下に STAT3 結合モチーフを挿入した受容体を構築した(S3)。
また二つのモチーフ間の距離が活性化シグナル強度に与える影響を検証するため、その間

に(G4S)3 リンカーを挿入した受容体(SG3)、 (G4S)9 リンカーを挿入した受容体(SGGG3)を
構築した。また S3 の STAT3 結合モチーフのチロシン残基をフェニルアラニンに置換する

ことで STAT3 結合能を失わせた受容体(S3YF)を構築した。比較対象として、Shc 結合モチ

ーフのみ、または STAT3 結合モチーフのみをもつ受容体(それぞれ SG, G3)を構築した(Fig. 
4-8)。 
 

 
Fig. 4-8 複数の結合モチーフを有するキメラ受容体構造 
 
 以上のキメラ受容体を Ba/F3 細胞に遺伝子導入し EGFP 陽性細胞をフローサイトメータ

ーにより単離することで遺伝子導入細胞を得た。遺伝子導入細胞の割合を EGFP 陽性率を

指標に評価したところ、すべての細胞が 95%以上の EGFP 陽性率を示した。(Fig.4-9) 
 

 
Fig. 4-9 遺伝子導入率 EGFP の蛍光強度の細胞数ヒストグラムを示す。 
 
 また、各キメラ受容体の発現を、抗 HA 抗体を用いてフローサイトメーターとウエスタ

ンブロッティングにより検証した(Fig. 4-10)。その結果、全てのキメラ受容体が細胞膜表面

に全長で発現していることが確認された。 
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Fig. 4-10 受容体の発現量 
A) フローサイトメーターによるキメラ受容体発現確認 Dash:PBS, Solid: anti-HA. 横軸

は PE 蛍光強度、縦軸は細胞数を表す。 B) ウエスタンブロッティングによるキメラ受容

体発現確認 
 
 つぎに、構築したキメラ受容体が標的とするシグナル伝達蛋白質を活性化するかウエス

タンブロッティングにより検証した(Fig. 4-11)。その結果、SG や G3 は標的とするシグナ

ル伝達蛋白質のみをそれぞれ活性化する一方、２つのモチーフを組み込んだすべての受容

体において STAT3 と Shc のリン酸化を確認することができた。また S3 ではモチーフ間に

リンカーを挿入した受容体と比較し、STAT3 と Shc の活性化強度が弱かった。このことか

ら、モチーフが近接することで複数のシグナル伝達蛋白質がモチーフへ競合的に結合して

いる、またはモチーフの性質が変化している可能性が考えられた。 

 
Fig. 4-11 ウエスタンブロットによる Shc, STAT3 のリン酸化レベルの検証 
BSA-FL : 1 μg/ml, IL-3 : 1 ng/ml,  15 分間刺激 
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この原因を究明するため、S3 について STAT3 の結合モチーフのチロシンをフェニルア

ラニンに置換し STAT3 への結合能を失わせた受容体(S3YF)において、Shc の活性化強度が

回復するかどうかを検証した(Fig. 4-12)。 

 
Fig. 4-12 ウエスタンブロットによる Shc, STAT3 のリン酸化レベルの検証 
BSA-FL : 1 μg/ml,  15 分間刺激 
 
その結果、STAT3 結合モチーフに変異を加えることで STAT3 のリン酸化が完全に抑制

されることを確認した。また、それとともに Shc の活性化強度がモチーフ間にリンカーを

挿入した SG3 に匹敵するレベルまで回復した。S3YF と S3 で一次構造は非常に類似して

いるため、近接するモチーフにより、もう一方のモチーフの性質が変化しているとは考えに

くい。従ってモチーフの近接は複数のシグナル伝達蛋白質の受容体への競合的な結合を促

すことが示唆された。 
つぎに、複数のシグナル伝達蛋白質の活性化による Ba/F3 細胞への機能制御の相乗効果

を検証した。始めに標的とするシグナル伝達蛋白質のリン酸化によりシグナルカスケード

の下流へ正しくシグナルを伝達できるか確認した。従って転写因子である STAT3 について

はその標的遺伝子である Pim-1 の mRNA 量を RT-PCR により測定、MAPK 経路の上流蛋

白質である Shc については ERK のリン酸化をウエスタンブロットにより測定した。 
その結果、Pim-1 の mRNA 量は、STAT3 結合モチーフを有する G3, SG3 において BSA-

FL 刺激時に上昇した(Fig. 4-13)。また Erk のリン酸化レベルは、STAT3 結合モチーフを有

する G3 では活性化されないのに対して、Shc 結合モチーフを有する SG, SG3 において同

じく BSA-FL 刺激時に大きく上昇することを確認した(Fig. 4-14)。SG についても Pim-1 の

mRNA 量が parental Ba/F3 細胞に比べ微弱ながら上昇しているが、これは JAK により活

性化される STAT5 も STAT3 と同様に Pim-1 を転写活性化遺伝子としているためであると

考えられる[114]。以上のことから両シグナル伝達蛋白質が下流へ正しくシグナルを伝達す

ることが示された。 
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Fig. 4-13 Pim-1 の mRNA 量 
Pim-1 の mRNA レベルを HPRT1 レベルで規格化し、parental Ba/F3 BSA-FL 未刺激を 1
とした ΔΔCt により値を算出した。BSA-FL : 1 μg/ml,  6 時間刺激 
 

 
Fig. 4-14 ERK のリン酸化レベルの検証 
BSA-FL : 1 μg/ml,  15 分間刺激 
 
 つぎに、各受容体発現細胞のリガンド刺激時の増殖能を比較した。STAT3、Shc ともに

様々な細胞の増殖に強く関与することが知られている。リガンド刺激 2 日後に細胞数を測

定した結果、シグナルのリークがやや強いが、すべての受容体発現細胞についてリガンド依

存的な受容体の増殖促進効果を確認することができた。また Shc、STAT3 結合モチーフを

ともに有する受容体は単独のモチーフを有する受容体より強い増殖能を示すことが確認さ

れた(Fig. 4-15)。このことから Ba/F3 細胞の増殖において、複数シグナルの相乗効果を示す

ことが示唆された。 
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Fig. 4-15 増殖アッセイ 
初期細胞数 10000 cells、 n=3、 BSA-FL 濃度：1 μg/ml、IL-3 濃度：1 ng/ml、Day 2 に細

胞数を FACS Calibur で測定、mean+SD で示す。 
 
4.4 考察 
以上の結果から、２種類のモチーフをキメラ受容体に導入することでそれぞれの由来の

シグナルを同時に活性化できることが示された。また活性化されたシグナルは正しく下流

経路に伝達され Ba/F3 細胞の増殖においてもその相乗効果を示すことに成功した。 
リンカーについては受容体のシグナル伝達活性に影響せず、発現量に寄与する受容体の

安定性を損なわない G4S リンカーが本研究において評価した中では適していた。既往の報

告から受容体細胞内ドメインの配向がシグナルの伝達強度に大きな影響を与えることが知

られている[115]。G4S リンカーにおける受容体発現量への影響はこの効果より弱く無視で

きるレベルであると考えられる。 
 本研究の検証には STAT3 と Shc を標的分子として利用した。これらに結合するモチーフ

を両方導入された SG3 と SGGG3 は単独のモチーフが活性化し得る STAT3 と Shc の活性

化強度を示したことから、両分子のリン酸化イベントは独立して起こると考えられる。 
本研究結果から、双方を活性化するうえで必要なモチーフ間のアダプター配列の必要性

が明らかになった。2 つのモチーフを直接つなぐと（チロシン残基間が 10 アミノ酸残基程

度）、一方の活性化強度が減弱した。天然に存在する受容体においても近接した位置に２つ

のモチーフが存在する。例えば c-Mpl や c-kit はそれぞれ Y626LPLSY631WQQ、

Y568VY570IDPT という配列を細胞内ドメインに有する。従ってこれらも単一モチーフとし
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て機能する可能性が示唆される。一方、シグナル伝達蛋白質が有するチロシン残基結合ドメ

イン（SH2 ドメイン）を 1 分子で 2 つ含む蛋白質も存在する。チロシンフォスファターゼ

として知られる SHP はその一つであり、immunotyrosine based inhibition motifs (ITIMs, 
コンセンサス配列 I/V/LXYXXL/V)には SHP が結合することが知られている[116-118]。従

ってこのような分子の活性化にも構築したキメラ受容体は活用できる可能性がある。 
 様々な細胞は生存・増殖・分化など細胞の運命を制御するために、複雑な細胞内シグナル

伝達ネットワークを必要としている [119, 120] 。例えば Wnt/β-catenin または

PTEN/PI3K/Akt シグナル伝達経路の一方だけでは、HSC の自己複製や増殖には不十分で

あり、双方を同時に活性化した際の相乗効果が必要であることが知られている[121]。従っ

て構築されたキメラ受容体はこのような精緻な細胞機能の制御に有用であると考えられる。 
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5. 複数のチロシンモチーフを利用したキメラ受容体によるシグナル伝達蛋白

質の活性強度制御 
 
5.1 研究背景 
 4 章ではシグナル伝達経路の多様性の観点から、シグナルネットワークを制御できるシス

テムを構築した。本章ではシグナルの活性化を定量的な強度や時系列変化の観点から捉え、

複雑なシグナルネットワークの制御を試みた。 
 シグナル伝達蛋白質の活性化メカニズムが遺伝子発現ネットワークのメカニズムと大き

く異なる点として、イベントのタイムスケールが挙げられる。遺伝子発現は数時間単位で行

われるのに対し、シグナルの活性化は数秒単位で起こる。翻訳後修飾に基づくイベントはエ

ネルギー障壁の観点からもハードルが低く細胞内で高頻度に発生する。従って計算的な手

法を用いたネットワーク予測も遺伝子発現機構と比較すると難しいと考えられる。 
細胞内のシグナル伝達メカニズムの理解を困難にさせる原因の一つとして、シグナルの

活性化強度や持続性が最終的なアウトプットに大きな影響を与えることがある。例えば IL-
6 と IL-10 はともに STAT3 を活性化するが、その持続性が異なるためそれぞれ炎症促進作

用と抗炎症作用という異なる作用を引き起こす[122]。 
 このようなシグナルネットワークのダイナミクスを人為的に制御する試みも複数報告さ

れている(Fig.5-1)。Ingolia らは、シグナル伝達経路の上流で機能する分子の恒常活性型蛋

白質をシグナル伝達経路下流で転写・翻訳されるようにデザインすることで、フィードバッ

ク機構により抑制を受けるべきシグナルネットワークを、一度の刺激から持続的に活性化

できるよう制御することに成功した[123]。また Bashor らは付加的にシグナルネットワー

クの活性化を正または負に制御する蛋白質を発現制御することで、レオスタット型のスイ

ッチ機構を導入することに成功している[124]。 
 
（Fig. 5-1 は公開について著作権者からの許諾が得られていないため除外している） 
Fig.5-1 シグナル強度や持続性を制御する分子機構[1] ポジティブフィードバック機構が

働くとシグナルの活性化が持続する、または活性化に転じる閾値の前後で強度の上昇率が

高くなることが知られている。 
 
そこで本章では構築する受容体のコンストラクトにより、シグナルの定量的な強度を制

御できるか検証した。具体的には STAT3 の結合モチーフを受容体に複数組み込むことで、

その活性化強度を制御すること、さらには細胞内蛋白質が受容体に結合する際の動力学的

メカニズムの解明を試みた。 
 

5.2 実験方法 
ベクター構築 
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pGCDNsam-HA-Smplt69-STAT3-I/E を 2 章と同様の手法で構築した(Table 5-1)。上記

ベクターから、さらに複数のチロシンモチーフ及びリンカーを挿入する際には、各チロシ

ンモチーフ及びリンカーをコードする塩基配列と両端に MluI、BssHII サイトを含むオリ

ゴヌクレオチドセットをアニーリングしてインサート遺伝子を調製した(Table 5-2)。さら

に MluI、BssHII を用いて G4S リンカーのインサート遺伝子を調製した。MluI で制限酵

素処理したベクターへインサート遺伝子を挿入することで、あらかじめ組み込まれたモチ

ーフ及びリンカーの上流に遺伝子を挿入した。 
 
Table 5-1 モチーフ遺伝子付加用オリゴヌクレオチド 

STAT3 binding motif sense cgcgtggtggtacacagtggctacagacaccaagttccgtcatgag 
STAT3 binding motif antisense gatcctcatgacggaacttggtgtctgtagccactgtgtaccacca 

 
Table 5-2 モチーフ遺伝子付加用オリゴヌクレオチド（複数のモチーフを有する受容体） 

STAT3 binding motif sense cgcgtggtggtacacagtggctacagacaccaagttccgtcaggc 
STAT3 binding motif antisense cgcggcctgacggaacttggtgtctgtagccactgtgtaccacca 
G4S linker sense cgcgtgggtggaggcggttcaggcggaggtggcagcggcggtggcgggtcg 
G4S linker antisense cgcgcgacccgccaccgccgctgccacctccgcctgaaccgcctccaccca 

 
各遺伝子の塩基配列は 2 章と同様の手法で実施した。 

 
細胞株 
リポフェクション 
レトロウイルストランスダクション 

フローサイトメーターによる EGFP 発現細胞の検出 
フローサイトメーターによるキメラ受容体発現量の確認 
 2 章と同様の手法で実施した。 
 
ウエスタンブロッティング 
 2 章と同様の手法で実施した。ウエスタンブロッティングに使用した 1 次抗体は Table 5-
3 のとおりである。 

 
Table 5-3 ウエスタンブロッティング用抗体 

抗体名 製造元 型番 希釈率 

Phospho-STAT3 (Tyr705) (D3A7) Rabbit mAb Cell Signaling Technology #9145L 1:2000 

STAT3 (C-20) rabbit polyclonal IgG Santa Cruz sc-482 1:1000 

Rabbit-anti HA affinity purified 0.1ml at 1 ng/ml BETHYL A190-108A-2 1:1000 
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β-tubulin (H-235) rabbit polyclonal IgG Santa Cruz sc-9104 1:1000 

HRP 標識 goat anti-Rabbit IgG Biosource ALI3404 1:4000 

 
5.3 実験結果 
 STAT3 結合モチーフを受容体に複数導入することで、1 分子の受容体による STAT3 の活

性化強度を向上できるか検証を試みた。構築した受容体は先述と同じく S-Mpl の JAK 結合

ドメイン直下に STAT3 結合モチーフと G4S リンカーを目的の位置に配置した構造である。

具体的には JAK 結合ドメインと STAT3 結合モチーフの間にそれぞれ、(G4S)3、(G4S)6、

(G4S)9を挿入した G3, GG3, GGG3、また(G4S)3を介して STAT3 結合モチーフを 2 つまた

は 3 つつなげた 3G3, 3G3G3、さらにリンカーを含まず直接 STAT3 結合モチーフを 2 つま

たは 3 つ連結させた 33, 333 を構築した(Fig. 5-2)。 

 
Fig. 5-2 同種のチロシンモチーフを複数有する受容体構造 
 
 以上のキメラ受容体を Ba/F3 細胞に遺伝子導入し EGFP 陽性細胞をフローサイトメータ

ーにより単離することで、遺伝子導入細胞を得た(Fig. 5-3)。全ての遺伝子導入細胞は EGFP
陽性率が 95%以上であった。 

 

anti-FL 
ScFv

EpoR D2

HA tag

3 G3 GG3
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c-Mpl transmembrane
and JAK binding region
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Fig. 5-3 遺伝子導入率 EGFP の蛍光強度の細胞数ヒストグラムを示す。 
 
 また、各キメラ受容体の発現をフローサイトメーターとウエスタンブロッティングによ

り確認した(Fig. 5-4)。その結果、全てのキメラ受容体が細胞膜表面に全長で発現している

ことが確認された。また 3G3G3 については他の受容体と比較し全長で存在する受容体の発

現レベルが低いことが示された。Fig. 5-4 から、一次構造上同等の細胞内ドメイン長を有す

る SGGG3 では大きな発現量の減少が確認されていないため、3G3G3 における発現量減少

は、必ずしも細胞内ドメインの配列長による影響によるものとはいえないと考える。 
 

 
Fig. 5-4 受容体の発現量 
A) FACS によるキメラ受容体発現確認 Dash:PBS, Solid: anti-HA 横軸は PE 蛍光強度、

縦軸は細胞数を表す。 B) ウエスタンブロッティングによるキメラ受容体発現確認 
本研究ではまず、リガンド濃度に応じて受容体のシグナル強度を制御できること、またリ

ガンド濃度制御により取り得るシグナル強度範囲を確認した。従って STAT3 結合モチーフ

を 1 つのみ有する受容体において STAT3 リン酸化の BSA-FL 濃度依存性を検証した(Fig. 
5-5)。その結果、リガンド濃度依存的な受容体による STAT3 リン酸化量の増加が確認でき

た。また STAT3のリン酸化を指標としたときのEC50は 0.1~1.0 μg/mL の濃度域に存在し、

10 μg/mL 刺激条件における強度を最大活性としたとき、1.0 μg/mL の濃度において 90%以

上の活性を示した。 

A

B

Blot:
HA

β-tubulin

(-) 3 G3 GG3 GGG3

3G3 333G3G3 333

PE fluorescence

cell number
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Fig. 5-5 STAT3 活性化のリガンド濃度依存性 
A) ウエスタンブロット結果 リガンド刺激時間：15 分 B) Image J による定量解析 p-
STAT3 量を STAT3 の発現量で規格化し、BSA-FL 0 μg/ml を 1 とした。 
 
つぎに、モチーフを複数受容体に導入することで、受容体の最大活性が刺激時間に応じて

どのように変化するか検証した。つまり、STAT3 結合モチーフを複数有する受容体につい

て、BSA-FL 刺激からの時間経過に伴う STAT3 のリン酸化レベルを検証した(Fig. 5-6)。ほ

ぼすべての受容体についてリガンド刺激後 5 分で最大活性に達し、検証したタイムスケー

ルにおいて顕著な刺激応答時間に関する違いは確認されなかった。このことからシグナル

伝達蛋白質のリン酸化イベントは、受容体への結合、解離の時間と比較し、速やかに進行す

ると考えられる。またこの活性化強度の時間依存性は天然の受容体のそれと匹敵している

[125-127]。 
モチーフ間にリンカーを挿入した 3G3, 3G3G3 について比較すると、3G3 ではモチーフ

を 1 つ有する受容体と比べ、シグナル強度がリガンド刺激後 15 分で 3.1 倍に上昇すること
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が示された。一方 3G3G3 については 3G3 と比較し強度が低かったが、これは 3G3G3 の全

長での発現量が低いためであると考えられる。 
 またモチーフ間にリンカーを挿入しない 33, 333 について同様に検証したところ、同じく

モチーフを 1 つ有する受容体と比べシグナル強度は上昇することが示された。またモチー

フの個数に応じたシグナル強度の上昇傾向も確認でき、333 ではリガンド刺激から 15 分経

過時の活性化強度がモチーフを 1 つ有する受容体と比較し、2.9 倍であった。3G3 の強度と

比較すると 33, 333 ともに低い値を示した。これはモチーフ間の距離が短いため受容体に結

合し活性化できる STAT3 量が制限されるためであると考えられ、Fig. 4-12 の結果とも一

致している。 
さらに長期の STAT3 活性化の刺激応答時間の経過を確認するため、3, 33, 333 のリガン

ド刺激から 2 時間までの STAT3 のリン酸化レベルを検証した(Fig. 5-7)。受容体間で大き

な変化は確認されず、天然の受容体において働くフィードバックメカニズムが維持されて

いることが示唆された。 
 

 
Fig. 5-6 モチーフを複数有する受容体の STAT3 リン酸化量 
A) ウエスタンブロッティング結果 BSA-FL: 1 μg/ml B,C) Image J による定量結果 n=3 or 
4（3G3 の 0 分刺激サンプルのみ n=2）、mean±SE で示す。p-STAT3 量を STAT3 の発現

量、受容体の表面発現量(Mean)で規格化し、キメラ受容体「3」(BSA-FL : 1 μg/ml, 0 min)
を 1 とした。 
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Fig. 5-7 STAT3 活性化強度の時間依存性 BSA-FL : 1 μg/ml 
 
5.4 考察 
 本研究によりリガンド濃度や導入モチーフ数を変更することで、キメラ受容体を発現し

た細胞に対して標的とするシグナル伝達蛋白質の活性化強度を制御できることが示された。 
本研究では Ba/F3 細胞を中心にその現象を観察したが、様々な細胞に対してこのキメラ

受容体は応用可能であると考えられる。Wierenga らは STAT5 の活性化強度が CD34+細胞

に与える影響について考察している[128](Fig.5-8)。適切な程度の STAT5 の活性化は細胞の

自己複製や長期生存作用を促すが、より高い活性化強度においては赤血球新生を促す。また

c-myc は HSC において通常低レベルに発現しているが、一度発現量が亢進すると細胞が活

性化され HSC の数が減少する[129]。一方増殖性の造血前駆細胞では c-Myc を高いレベル

で発現していることが知られている。 
 

（Fig. 5-8 は公開について著作権者からの許諾が得られていないため除外している） 
Fig. 5-8 HSC の活性化における STAT5 活性化強度の影響[128] HSC において STAT5 の

活性化強度が中程度であるときは高い細胞増殖や自己複製を示すが、高程度であるときは

赤血球形成が促進される。 
 
サイトカイン受容体の細胞内ドメインはシグナル伝達蛋白質にとってのスキャフォール

ドとして機能している。蛋白質間相互作用の起点となるスキャフォールド蛋白質は細胞内

のシグナル伝達だけでなく神経シナプス、細胞間接着など様々な細胞システムにおいて蛋

白質複合体を組織化するために重要な役割を果たす[130-132]。近年、人工的なスキャフォ

ールド蛋白質が、シグナル伝達を効率的に促す目的で構築されている。Morais らは、cohesin
と dockerin の蛋白質モジュール間相互作用を利用したシステムを開発している[133]。また

DueberらはN-WASPが相互作用ドメインによる自己抑制機構を備えていることに着目し、

その相互作用ドメインを、ペプチド結合モチーフを有した PDZ ドメインを融合することで、

望みのペプチドにより自己抑制制御を解き活性化できるキメラ蛋白質を作製することに成

功した[2]。本研究におけるペプチドリンカーを介した機能性ドメイン（チロシンモチーフ）

の集積を利用した評価結果は、蛋白質工学的な観点から重要な知見であると考えられる。 
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また本研究内では STAT3 の最大活性に着目したが、活性化の持続性を含めたシグナルの

蓄積量も細胞運命を制御するにあたって興味深い点である。4 章において異なる分子を同時

に活性化できることが示されているため、複数のシグナルの活性化強度比を本技術によっ

て変えることも可能であると考えられる。 
この技術またはここで得られた知見は、数学的なモデル解析やシステムバイオロジーの

概念と組み合わせることで、受容体のシグナル伝達ダイナミクスに関する解析に貢献する

だろう[125-127]。 
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6. ボトムアップ型モチーフエンジニアリングを利用したキメラ受容体による

造血幹細胞の運命制御 
 
6.1 研究背景 
 3～5 章まで、ボトムアップ型のモチーフエンジニアリング手法について、蛋白質工学的

な観点からそのコンセプトを証明した。本章ではこのエンジニアリング手法を活用したキ

メラ受容体を利用して、HSC の体外増幅に関わる分子メカニズムの解明を行うことを試み

た。 
既往の HSC の培養条件には複数のサイトカイン、特に SCF と TPO の組み合わせが使わ

れている。これら 2 つサイトカインによる刺激はマウス HSC の in vitro 培養下での自己複

製を促すことが知られているため、これらが下流のシグナル伝達蛋白質を活性化するか解

明することは HSC を広く臨床応用するために重要である。 
造血細胞におけるサイトカインシグナルの解析手法には様々な手段があることが知られ

ている[134]。例えば遺伝子改変受容体を利用した c-Mpl の下流シグナルを解析した報告が

あるが[28, 135]、これらはほとんど造血系の株化細胞を利用している。我々は幹細胞活性に

おけるサイトカインシグナルの影響をより精緻に解析するため、初代造血幹細胞を使用し

た移植試験を試みた。過去には、c-Mpl をノックアウトした、または c-Mpl 欠損変異体を発

現させた遺伝子改変マウスを使用した動物実験による解析結果が報告されている[72, 136-
138]。これらのマウスを用いた解析は正常な状態やストレス環境下における状態で c-Mpl
の役割を明らかにしているが、さらに詳細な解析をするためにはより様々な c-Mpl 変異体

による遺伝子改変マウスの解析が望まれている[139]。 
本研究では、既往の研究で確立された造血幹細胞フェノタイプの解析技術を利用し[140, 

141]、ボトムアップ型モチーフエンジニアリングにより構築された受容体を HSC 体外増幅

に必要なシグナル伝達蛋白質の探索に応用することを試みた。具体的には 3 章において

STAT1、STAT3、STAT5、PI3K、Shc に対する結合モチーフを有するキメラ受容体を構築

し、各受容体が標的とするシグナル伝達蛋白質を活性化できることを示したため、ここでは

これらの受容体を HSC に発現させ標的とする各シグナル伝達蛋白質が HSC の自己複製に

どのように寄与するか検証した。検証においては in vitro での細胞増殖能だけではなく、分

化への寄与や、in vivo 試験における長期の造血再構成能の評価を実施し、様々な角度から

HSC の自己複製能を考察した。 
 
6.2 実験方法 
ベクター構築 
前章により利用または構築された、pGCDNsam HA-S-Mpl-I/E、pGCDNsam HA-

Smplt69-no_motif-I/E または、pGCDNsam-HA-Smplt69-(STAT1, STAT3, STAT5, PI3K, 
Shc)-I/E を使用した。 
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モデル動物と細胞株 
 CD57BL/6 (B6)-Ly5.1、B6-Ly5.2、B6-Ly5.1/Ly5.2 マウスは Japan SLC から購入した。

その他は 2 章と同様である。 
 
リポフェクション 
レトロウイルストランスダクション 

293GPG による濃縮ウイルスの作製 
 2 章と同様の手法で実施した。 
 
造血幹細胞の取得 

CD57/6-Ly5.1 マウスの脛骨、大腿骨、骨盤骨から骨髄細胞を取得した。細胞を抗 c-kit-
APC 抗体(BioLegend)、つづいて磁気ビーズ標識抗 APC 抗体でラベルした。MACS により

c-kit 陽性細胞を分取した。つづいて分取した細胞を PE 標識抗 Sca-1 抗体、APC 標識抗 c-
kit 抗体、FITC 標識抗 CD34 抗体、ビオチン標識抗分化マーカー抗体カクテル、Alexa 780
標識ストレプトアビジンで染色した。CD34-KSL 細胞を MoFlo Cell Sorter (Beckman 
Coulter) で分取した。 
 
造血幹細胞への遺伝子導入 
 レトロネクチンコートされた 96 ウェルプレートに播種され一晩以上培養された CD34-
KSL 細胞に、MOI 500 とするために必要な量のウイルス上清を、α-MEM 培地(1 %FBS、
1 % PSG)に希釈し、終濃度 50 ng/ml SCF、100 ng/ml TPO とともに添加し感染させた。

37℃、5 %CO2で 6 時間程度インキュベート後、新たに MOI 600 のウイルス上清を 50 ng/ml 
SCF、50 ng/ml TPO とともに添加した。 
 
造血幹細胞の増殖アッセイ 
 遺伝子導入された CD34-KSL 細胞を培養 1 日後、S-clone SF-O3 (+50 ng/ml SCF、50 
ng/ml TPO)に培地交換して 3 日間培養した。EGFP 陽性細胞を MoFlo で分取した後、25 
cells/well で 96 ウェルプレートに播種した。各細胞は S-clone SF-03 (50 ng/ml SCF)、S-
clone SF-03 (50 ng/ml SCF、50 ng/ml TPO)、S-clone SF-03 (50 ng/ml SCF、5 μg/ml BSA-
FL)でそれぞれ 6 日間培養された。培養細胞に Flow-count (Beckman Coulter)を添加し

FACS CantoII で細胞数を測定した。 
 
造血幹細胞のシングルセルコロニーアッセイ 
 上記の方法で EGFP 陽性細胞をソーティングした後、1 cell/well で 96 ウェルプレートに

播種した。各細胞は、S-clone SF-03 (10% FBS、50μM 2-ME)を基本培地とし、10 ng/ml 
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SCF、10 ng/ml SCF + 5 μg/ml BSA-FL、10 ng/ml SCF+10 ng/ml TPO+10 ng/ml IL-3+1 
unit/ml Epo をそれぞれ添加した条件で 11 日間培養された。顕微鏡観察により 50 細胞以

上カウントされたウェルについて、スライドガラスに転写した後、Hemacolor Rapid 
Staining (Merck)で染色し細胞の形態を観察した。 
 
造血幹細胞 in vivo アッセイ 

B6-Ly5.1 マウス 11 匹から CD34-KSL 細胞を採取し、MOI 550 で各遺伝子をレトロウイ

ルスにより導入した。EGFP 陽性細胞をソーティング後、55 cells/well の濃度で播種した。

各細胞は S-clone SF-03 (SCF 50 ng/ml, BSA-FL 5 μg/ml)または S-clone SF-03 (SCF 50 
ng/ml, TPO 50 ng/ml)で 5 日間培養した。 

培養前 458 個にあたる EGFP 陽性細胞（ドナー細胞）と、B6-Ly5.1/5.2 マウスより採取

した骨髄細胞 1.8×105 個を混合し、4.9 Gy の強度で 4 時間おき 2 回放射線照射した B6-
Ly5.2 マウスの後眼窩に移植した。 
移植後 4、8、12、16 週後にマウスの後眼窩から末梢血を採取し、溶血剤として 140 mM 

NH4Cl を加えて室温で 5 分間インキュベートした。PBS 1ml を加えて遠心し、上清を除去

した。以下の表のとおり混合した抗体を添加し、4℃で 30 分間インキュベートした(Table 
6-1)。さらに 140 mM NH4Cl を添加後、PBS で洗浄し、PI を終濃度 1 μg/ml で添加し

た。各細胞表面抗原の発現を FACSCantoII で測定した。 
 
Table 6-1 細胞染色用抗体 

抗体 製造元 型番 PBS 1ml に対する抗体量 (μl) 
PE-Cy7-anti-Ly5.1 eBIoscience 25-0453-82 3 

PacificBlue-anti-Ly5.2 eBIoscience 48-0454-82 3 
APC-Cy7-anti-B220 eBIoscience 47-0452-82 3 

APC-anti-GrMac Biolegend 108412 0.5 
PE-anti-CD4 Biolegend 100512 2 
PE-anti-CD8 eBIoscience 12-0081-490 2 

 
１次移植より１６週間後のマウスから骨髄細胞を取得し、強度 4.9 Gy で 4 時間おきに 2

回放射線照射したレシピエントマウスに移植した。移植後 17 週後に、先述の方法でキメリ

ズム解析を実施した。 
 
6.3 実験結果 
先述の結果から、STAT1、STAT3、STAT5、PI3K、Shc の 5 種類の細胞内シグナル伝達

蛋白質をそれぞれリクルートできるチロシンモチーフを選定し受容体に融合した結果、各

受容体は BSA-FL の刺激により各分子をリン酸化できることが確認されている(Fig. 4-2)。



55 
 

そこで本研究ではこれら 5 種類の受容体(STAT1, STAT3, STAT5, PI3K, Shc)、モチーフが

融合されていない受容体(NM)、c-Mpl の細胞内ドメインを全長で有する受容体(WT)がそれ

ぞれ造血幹細胞の運命制御にどのように寄与するか検証した。 
具体的には、造血幹細胞を高純度に含む CD34-, c-kit+, Sca-1+, lineage marker- (CD34-

KSL) 細胞をマウスの骨髄から採取し、レトロウイルスを用いて各受容体を遺伝子導入した

後、EGFP 陽性である遺伝子導入細胞をフローサイトメーターで単離した[140]。本手法を

用いることで SLAM ファミリー蛋白質をマーカーとして使用する純化手法と同等の非常に

純度の高いマウス HSC を取得することができる。取得した遺伝子導入細胞はほぼ 100%の

EGFP 陽性率であり、したがって受容体の発現率も 100%に近いと考えられる。各遺伝子導

入細胞について、増殖アッセイ、細胞染色によるフェノタイプ解析、移植後のキメリズム解

析による造血再構成能の解析をおこなった(Fig.6-1)。 
 

 
Fig. 6-1 HSC アッセイ概要 
 
 まず in vitro での増殖アッセイを確立された無血清培養条件を利用しておこなった。リガ

ンド刺激後の細胞数を測定したところ、全ての遺伝子導入細胞について SCF 刺激により増

殖が確認されたが、その増殖効果は非常に微弱なものであった。一方で、SCF+TPO の刺激

条件では既往の報告と同様に、すべての遺伝子発現細胞で非常に強い細胞増殖効果が示さ

れた。空ベクターを導入した細胞(IE)では SCF とともに添加した BSA-FL に依存的な増殖

を示さなかった。一方で、導入したすべての受容体発現細胞について SCF 刺激条件と比較

し SCF+BSA-FL では強い細胞増殖を確認できた(Fig. 6-2)。このことから no motif による
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JAK の活性化のみでも CD34-KSL 細胞の増殖が微弱ながら促進されることが示された。

NM と比較したときのさらなる増殖効果はチロシンモチーフにリクルートされたシグナル

伝達蛋白質の活性化に伴うものであると考えられるが、SCF+BSA-FL 刺激条件での細胞増

殖を各受容体間で比較すると、WT が最も高く、融合した単独モチーフのなかでは STAT5
結合モチーフが強い増殖能を示すことが確認された。従って STAT5 の活性化は HSC の増

殖に大きな影響を及ぼすことが示唆された。 
 
 
 

 
Fig. 6-2 増殖アッセイ 
25 cells/well で播種した後リガンド刺激後 6 日後に細胞数を測定した。n=5、 mean+SE で

示す。一元配置分散分析の後、Holm-Sidak 多重比較検定により p 値を算出した。*P < 0.05、 
**P < 0.01、 ****P < 0.0001、SCF : 50 ng/ml、 TPO : 50 ng/ml、 BSA-FL : 5 μg/ml 
 
 次に遺伝子導入細胞をシングルセルで SCF, SCF+BSA-FL, SCF+TPO+IL-3+EPO の各

条件でリガンド刺激した後のコロニー形成能を評価し、さらに増殖細胞のフェノタイプを

細胞染色により解析した。染色結果をもとに各細胞は好中球(n)、マクロファージ(m)、赤芽

球(E)、巨核球(M)に分類される。また、あるウェルに含まれる分化細胞種が多いほど、その

ウェルには多分化能を示す幹細胞が含まれており、かつ自己複製していることを示唆する。

本結果から、SCF のみによる刺激では WT, STAT3, STAT5, PI3K において細胞が増殖した

ウェルが確認されたもののその数は非常に少なく、またいずれからも全細胞種への分化を

示したウェル(nmEM)は確認されなかった(Fig. 6-3)。また陽性対象として用意したサイト

カインカクテルによる培養条件では、20-30 コロニーを 48 個シングルセル解析から得るこ
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とができ、また nmEM を示すコロニーも確認できたため、HSC 取得後 4 日経過した遺伝

子導入細胞は正しく多分化能を有していることが確認された。一方、SCF+BSA-FL 刺激条

件では驚くべきことに I/E と STAT1 を除くすべての受容体発現細胞で細胞増殖を示し、さ

らに WT と STAT5 では nmEM の存在を確認することができた。従って STAT5 の選択的

な活性化は多分化能を有したまま細胞増殖を誘導できる可能性が示唆された。 

 
Fig. 6-3 フェノタイプ解析  
1 cells/well で播種した後リガンド刺激後 11 日後に評価した。 n=48, SCF : 50 ng/ml, BSA-
FL : 5 μg/ml, STE3 = SCF+TPO+EPO+IL-3, TPO 50 ng/ml, IL-3 : 50 ng/ml, EPO : 1 
unit/ml 
 
以上、増殖アッセイとフェノタイプ解析の結果から、STAT5 結合モチーフの活性化は

HSC の強い細胞増殖と多種類の細胞への分化を誘導すると考えられる。つぎに本研究では

STAT5 結合モチーフを有する受容体の活性化による、HSC の体外増幅効果についてさらに

詳細に解析するため、competitive repopulation アッセイを実施した。造血細胞をモデル動

物に移植した後、細胞の生着や造血機能の再構成を確認することで、移植細胞が幹細胞とし

ての性質を有しているか評価することができる。移植前の体外増幅時の HSC 培養条件とし

て 5 群を用意した。ひとつは SCF とともに TPO を添加し内因性の c-Mpl を活性化させた

際の効果を確認した。また 3 つは WT、no motif、STAT5 それぞれの受容体を発現した細

胞を用いて SCF+BSA-FL の条件で培養をおこなった。最後に陰性対象として受容体遺伝子

を含まないベクターを導入した HSC において SCF+BSA-FL の条件で培養した群を用意し

た。 
 まず、各郡における 1 次移植した後の末梢血中の移植細胞の存在率(キメリズム)を評価す
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ると遺伝子未導入の細胞ではほとんどのマウスで 0.1%以下のキメリズム値を示したのに対

し、SCF+TPO の培養条件群では平均 10%以上の高いキメリズム値を示した。また、受容

体発現細胞(NM, STAT5, WT)間でキメリズム値を比較すると、SCF+BSA-FL 刺激条件では

すべての受容体発現細胞について、1%以上の値を示す個体が存在し、その平均値は WT、
STAT5、no motif の順番に高かった(Fig. 6-4 A)。さらに 2 次移植後の解析結果においては、

NM ではいずれの個体も遺伝子導入細胞の存在を確認できなかったのに対し、WT、STAT5
ではその存在を確認することができた。従って BSA-FL により刺激をうけた STAT5 結合モ

チーフを有する受容体発現細胞は、長期にわたり造血再構成能、ひいては造血幹細胞として

の性質を維持していることが示唆された。また、各ドナー由来細胞のフェノタイプを解析し

たところ、WT では、ミエロイド細胞、B 細胞、T 細胞いずれの存在も確認できた。また

SCF+TPO 培養条件または WT における SCF+BSA-FL 培養条件では 2 次移植後のフェノ

タイプ解析結果ではミエロイド細胞の割合が多少高い傾向が観察された。一方で STAT5 で

は 2 次移植後のみミエロイド細胞の存在が確認できず T 細胞分画の割合は WT と同等であ

った。(Fig. 6-4 B)。従って STAT5 の活性化は相対的にリンパ系の細胞への分化に寄与する

ことが示唆された。 
 



59 
 

 
Fig. 6-4 competitive repopulation assay 
A) 全末梢血細胞中におけるドナー細胞率 B) ミエロイド細胞、B 細胞、T 細胞におけるド

ナー細胞率 B6-Ly5.1+細胞のキメリズム値の定量下限を 0.1%とおいた。Mock は EGFP
遺伝子のみを挿入した条件を示す。Steel-Dwass 法により p 値を算出した。*P < 0.05, **P 
< 0.01。 
 
6.4 考察 
 本研究により初めて、初代造血幹細胞を用いて人工的なリガンド・受容体システムにより

HSC を支持するシグナルを活性化できることを示した。 
 利用した実験系について述べると、本研究では高純度化した HSC 分画を使用した。これ
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は休止状態を含む HSC を主に含んでいる分画であり、キメラ受容体由来の各シグナルの影

響を精緻に解析するうえで、このように細分化されたコンパートメントを利用できること

は非常に重要である。competitive repopulation assay の結果から、天然リガンドである

SCF と TPO の刺激条件において、再構成された造血細胞のレパトアはミエロイド細胞に対

する指向性を示したが、これは成熟した HSC において示された結果と一致しており再現

性・安定性の高い試験がこの細胞分画を用いることで実施可能であるといえる[142]。一方

で HSC の解析には近年、他の性質の HSC 分画を含む総骨髄細胞の使用が広く普及してお

り[143, 144]、本研究により利用されたキメラ受容体もこのような細胞分画を利用して解析

すれば、また新しい知見が得られる可能性もある。 
増殖アッセイとフェノタイプ解析の結果から、STAT5 結合モチーフの活性化は HSC の

強い細胞増殖と多種類の細胞への分化を誘導すると考えられる。評価したいずれの受容体

もモチーフ非依存的な STAT5 の活性を示すことから、モチーフに由来する STAT5 の活性

化が HSC の体外増幅には重要であり、STAT5 活性の強度レベルの重要性が示唆された。

実際に STAT5 の活性化強度の変化により遺伝子発現パターンも変化することで自己複製

への寄与が変わるという報告がある[128]。また本試験において評価されていないシグナル

伝達蛋白質を STAT5 結合モチーフが活性化している可能性もあると考えられるため、こ

の点について追加検証の余地があると考えられる。 
また、結果として STAT5 が相対的に最もすぐれた因子であることが示されたが、その他

の蛋白質も一定の寄与があると考えられる。実際に in vitro での増殖アッセイの結果から

STAT3, PI3K, Shc も統計学的な有意差は低いものの増殖活性を示した。従ってこれら

STAT5 以外の重要因子を同定し、それらを同時に活性化させることで期待する効果を得ら

れる可能性がある。 
 STAT5 結合モチーフを有する受容体は in vivo 試験においても造血幹細胞の自己複製に

寄与していることが示された。この受容体は特にリンパ球を維持する能力に長けているが、

これは HSC を用いた移植療法においても重要な知見である。例えば重症複合免疫不全に対

する遺伝子治療においては、HSC の体外増幅時リンパ球の保持が必要であることが知られ

ている[145-147]。従って本研究により得られた知見は様々な医療分野で役に立つと考えら

れる。 
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7. 将来展望と総括 
 
7.1 総括 
 本研究では、抗体-受容体キメラを利用して、汎用的な細胞内シグナル伝達蛋白質の活性

制御系の構築を試みた。トップダウン型のモチーフエンジニアリングを適用した c-Mpl を

鋳型とした受容体は、野生型のキメラ受容体と比較し高い造血幹細胞の増殖作用を示した。

またボトムアップ型のモチーフエンジニアリングを適用しそのシグナル伝達能を検証した

ところ、受容体はモチーフ配列依存的に標的シグナル伝達蛋白質を活性化できることが示

された。また、複数のチロシンモチーフを 1 つの受容体に組み込むことで、複数の標的シグ

ナル伝達蛋白質の同時活性化や、シグナル強度を制御することに成功した。さらに構築した

抗体-受容体キメラを造血幹細胞の生体外増幅へ応用することを試みた。各種シグナル伝達

蛋白質を活性化できるチロシンモチーフの造血幹細胞への寄与を検証したところ、特に

STAT5 結合モチーフが造血幹細胞の自己複製能の維持に寄与していることが示された。 
本技術により標的とするシグナル伝達蛋白質の機能を解析することができる。また標的

とする細胞の機能を改変することで細胞治療、再生医療への応用が可能となる。共通の分子

基盤を活用していることで、原理的に多様なシグナル伝達蛋白質を対象とすることが可能

であるため、その用途範囲は非常に広いと考えられる。 
細胞内に存在するシグナル伝達蛋白質の機能を直接的に制御できる技術という観点では、

低分子阻害剤に代表される既存の技術が存在するが、本技術はそれらにはない複数の特徴

があると考えられる。①まず細胞外ドメインに任意の scFv を挿入することが可能なため、

望みの分子をリガンドとして使用することができる。②また受容体を標的の細胞に発現さ

せた場合、人工リガンドにより標的細胞特異的にシグナルの活性化を誘導できる。③チロシ

ンモチーフを通じたリン酸化は蛋白質を活性化に促す ON 制御として機能することが多く、

阻害作用等による機能抑制とは異なる方向性の制御が可能である。④さらに複数のチロシ

ンモチーフを利用することで 1 分子の受容体から同時に複数種類の蛋白質を活性化するこ

とが可能である。 
 
7.2 将来展望 
 本研究ではトップダウンモチーフエンジニアリングとボトムアップモチーフエンジニア

リングの 2 つの手法を用いて受容体のエンジニアリングを試みた(Fig.7-1)。既往の報告を

例に挙げると、Kagoya らは T 細胞活性化シグナルにおいて Signal 3 とよばれるサイトカ

イン受容体由来のシグナルを活性化できるチロシンモチーフを chimeric antigen receptor 
(CAR)に導入することで、T細胞による腫瘍細胞傷害活性を高めることに成功している[148]。
Michele らはシグナル伝達蛋白質に対するペプチド性阻害剤のスクリーニングを目的に

STAT1, STAT3 それぞれに結合するリン酸化ペプチドを in vitro スクリーニングにより同

定し、さらにモチーフをサイトカイン受容体に融合することで挿入モチーフ由来のシグナ
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ル伝達を誘導できることを示している[87]。これらそれぞれ受容体エンジニアリングアプロ

ーチは目的に応じて使い分けが可能である。トップダウン型のエンジニアリングは機能ド

メインが明らかである既知の受容体をもとにデザインするため、デザイン上のハードルが

低くすばやく望みの結果を得られる可能性が高い。実際に現在の受容体研究においては

engineered T 細胞における IL-2 や CD3 を例とするトップダウン型のエンジニアリングア

プローチの活用が主流であるといえる。一方、ボトムアップ型のエンジニアリングは正しく

機能するまでの検討に時間を要するが、デザイン上の自由度が高く最終的により優れた効

果を期待できる手法であると考えられる。今後、トップダウンアプローチの課題点が明確と

なり、かつプラットフォームの整備と技術の共有が進むことで、トップダウン型のエンジニ

アリングアプローチの重要性が増すだろう。 
また蛋白質の機能解析の側面からは、トップダウン型のエンジニアリングは受容体機能の

解明に、ボトムアップ型のエンジニアリングはシグナル伝達蛋白質機能の解明にそれぞれ

適しているといえる。 

 
Fig.7-1 モチーフエンジニアリングの特徴 
 
 本システムにおいて任意の scFv を選択できることは先述のとおりである。具体的には、

体外から人為的にリガンド刺激をおこなうことで活性化のタイミングを精緻に制御するこ

とや、標的環境に存在する内因性因子をリガンドとすることで標的疾患組織特異的に活性

化させることが可能である。これはすなわち各目的に応じて適切な scFv を選択する必要が

あるともいえる。前者の場合は、毒性や抗原性が低いこと、物理的安定性が高いことが必要
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条件として挙げられる。また体内に投与する際、一定期間にわたりシグナルが持続する必要

があれば、高分子性、特に Fc 融合タンパクなどの薬物動態の良い分子であることが望まし

い。逆に素早い消失を望む場合は低分子が好ましいと考えられる。後者のように内因性分子

をリガンドとする場合は、標的環境特異的に存在する分子を抗原とする scFv が望ましいケ

ースが多い。標的とする分子が多価抗原でない場合は、標的分子の異なるエピトープを狙う

2 種の scFv により受容体の 2 量化を誘導するか、リガンド結合に応答した受容体の構造変

化等をメカニズムとしてシグナル伝達を誘起できる受容体をベースにキメラ受容体をエン

ジニアリングする必要がある。 
 本試験において構築された受容体の一部ではリガンド非存在下におけるシグナルの活性

化が確認された。これは過剰発現した受容体の細胞膜上密度が高いことで、近接による受容

体活性化イベントを起こしやすい環境であることが一因であると考えられる。サイトカイ

ン受容体の活性化には、その非活性型から活性型へ高次構造の変化を通じて遷移すること

が示唆されており、リガンド依存性の改善には構築したキメラ受容体のさらなる高次構造

への理解も重要であるといえる。Sockolosky らは IL-2 とその受容体の双方を蛋白質工学的

手法でエンジニアリングすることで、天然の分子と交差せず IL-2 シグナルを活性化できる

分子ペアを作製することに成功している[149]。IL-2 と IL-2 受容体全体の構造を模倣して

いるため、リガンドの応答性やその IL-2 シグナルの質は天然のそれと同等の性能を有して

いると考えられる。人工受容体として利用する細胞内ドメインが天然の構造と類似するケ

ースではこのようなアプローチも選択肢となるだろう。 
 リガンドと受容体の結合様式が変わるとリガンド応答性だけでなく、シグナルの強度や

活性化パターンにも影響を与えることが知られている。既往の報告ではフルオレセインダ

イマーにおけるダイマー間距離をオリゴヌクレオチド長で変更することで、抗フルオレセ

イン抗体受容体キメラの活性が増減することが示されている[150]。また Mohan らは構造

が異なる人工アゴニストを EpoR に作用させることで活性化されるシグナルの種類に対す

る指向性が変わることを明らかにした[151]。このことからリガンドや細胞外ドメインの組

み合わせをあらかじめ定めた上で、適切なモチーフを探索することが望ましいと考えられ

る。 
細胞内ドメインエンジニアリングの観点からの本研究の今後の展望としては、①望みの

性質を有するモチーフをスクリーニングする技術の開発や、②モチーフ非依存的な STAT5
活性化の抑制が挙げられる。 
 モチーフをスクリーニングするための要件として、まずリン酸化修飾されたペプチドを

スクリーニングしなければならない。また細胞内蛋白に対する結合を評価するため標的蛋

白質の調製が容易であることや、リン酸化依存的な結合活性だけでなくシグナル伝達能を

評価できること(モチーフが JAK の基質として機能する、結合したシグナル伝達蛋白質がリ

ン酸化修飾をうける、カスケード下流へシグナルを伝達するなど)が望ましい。現在では人

工的に合成されたリン酸化チロシンペプチドライブラリーを利用して目的のチロシンモチ
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ーフをスクリーニングすることが可能である(Fig.7-2)。Michele らはビーズ上にリン酸化ペ

プチドライブラリーを合成し、フローサイトメーターで結合ペプチドをソーティングする

手法を用いて、望みのモチーフ配列の同定に成功している[87]。また Uyttendaele らは GHR
に含まれる複数のチロシンモチーフから STAT5 を活性化できるモチーフを同定するため、

各モチーフを細胞内ドメインに融合したキメラ受容体と、STAT5 が細胞内で受容体に結合

するとレポーター遺伝子が活性化するシステムを利用して、モチーフの機能を評価するシ

ステムを構築している(Fig.7-3)。スクリーニング対象の配列には遺伝子ライブラリーを用い

ることで多検体評価も可能であると考えられる。特にこの手法はパニングが可能であるこ

と（選抜された細胞の増幅が容易であり、繰り返し評価による結合配列の濃縮が可能である

こと）、標的シグナル伝達蛋白質の精製・発現が不要なことから本目的に適していると考え

られる。 
 
（Fig. 7-2 は公開について著作権者からの許諾が得られていないため除外している） 
Fig. 7-2 人工チロシンモチーフライブラリーの利用事例[152] ビーズに固相したリン酸化

チロシンペプチドライブラリーを標的分子と結合させ、結合を示すビーズに固相されたペ

プチドの配列を MS により同定する。 
 
（Fig. 7-3 は公開について著作権者からの許諾が得られていないため除外している） 
Fig. 7-3 MAPPIT システム概要[91] Bait としてチロシンモチーフをキメラ受容体に融合

し、Prey として標的結合分子と STAT 結合モチーフの融合蛋白を細胞内に発現させる。Bait
がキメラ受容体の活性化に起因してリン酸化され、かつ Prey と結合したとき、STAT が活

性化されレポーター遺伝子が活性化する。 
 
本試験では c-Mpl をベースとしたエンジニアリングを試みた。c-Mpl の細胞内ドメイン

一次構造上、他のサイトカイン受容体と比較し短く、その機能がアミノ酸残基レベルで解明

されているため、エンジニアリングに適していると考えた。チロシン残基のリン酸化に限ら

ず、セリン/スレオニン残基のリン酸化をはじめ、アセチル化、酸化還元、脂質修飾、ユビキ

チン化、SUMO 化など様々な修飾が受容体やシグナル伝達蛋白質の活性化メカニズムに寄

与することが知られている。さらなる展望として、これらの翻訳後修飾もチロシンキナーゼ

活性を有する c-Mpl とは異なる酵素活性を有する受容体をベースにエンジニアリングする

ことで制御できれば、機能の多様性は格段に広がるだろう。 
 また本研究結果から JAK2によりモチーフ非依存的にSTAT5を活性化することが明らか

となった。選択的に望みの分子を活性化するためにこの現象は抑制できることが望ましい。

本研究で利用した受容体(c-Mpl)は JAK ファミリーの中で JAK2 を優位に活性化する一方、

別の JAK ファミリー蛋白質のひとつである JAK1 は JAK2 と異なり STAT5 を直接的に活

性化しないことが知られている。従って受容体と JAK の結合界面をエンジニアリングする



65 
 

ことで、受容体が結合するキナーゼの選択性を JAK2 以外にすることが一案であると考え

られる。またキナーゼドメインを内包した受容体（受容体型チロシンキナーゼ）を鋳型にエ

ンジニアリングし、内在するチロシンモチーフを除去することも原理的に可能である。 
 本研究の結果から、構築されたキメラ受容体により HSC の体外増幅効果の向上やそれに

必要な因子を同定できることが示された。キメラ受容体を医療に直接的に応用する場合、必

然的に細胞治療として考える必要がある。造血幹細胞移植は、細胞をソースとする数少ない

確立された治療法でありその課題が臨床レベルで明らかである。また幹細胞を扱う際には

多様な細胞への分化を制御する必要があるため課題解決へのハードルが高い。従って HSC
の体外増幅はキメラ受容体の医療への応用先として特に検討する価値があると考えられる。 
 HSC の体外増幅への応用における今後の展望として、ボトムアップエンジニアリングに

より既存のサイトカインカクテル刺激では達成できない増幅効果を示すことが挙げられる。

実際に、本研究成果からトップダウンエンジニアリングにより構築された c-Mpl 変異体の

ひとつは、野生型配列を有するキメラ受容体と比較し有意な増幅効果の上昇が確認された

が、天然に発現する TPO/c-Mpl シグナルを超える効果は得られなかった。従ってさらなる

改良が必要であるが、それはボトムアップアプローチにより達成できる可能性がある。具体

的には、本研究から STAT5 が重要因子として同定されたため、さらにその他の重要因子を

同定し、それらを同時に活性化させることで期待する効果を得られる可能性がある。 
 本研究では STAT1, STAT3, STAT5, PI3K, Shc の 5 種類の蛋白質を標的にそれらの活性

化による HSC への寄与を評価した。結果として STAT5 が相対的に最もすぐれた因子であ

ることが示されたが、その他の蛋白質も一定の寄与があると考えられる。実際に in vitro で

の増殖アッセイの結果から STAT3, PI3K, Shc も統計学的な有意差は低いものの増殖活性

を示した。また本成果をもとに STAT3, STAT5, Shc のモチーフを組み合わせた受容体を構

築し HSC の増殖アッセイを行った結果から、それらのモチーフをすべて含む受容体はもっ

とも増殖効果が高く、c-Mpl 野生型の細胞内ドメインを有する受容体と比較し、5 倍以上の

増殖効果が示されている[153]。また、これら 5 種類以外にも既往の報告から HSC の体外

増幅に重要な因子が多数同定されており、上記と同様に標的シグナル伝達蛋白質として挙

げられる。Geqiang らは Gab2 の活性化が STAT5 活性化と相乗的に HSC の自己複製に寄

与することを証明している[154]。既往の研究では、天然とは異なるサイトカイン受容体の

ヘテロ２量化を人工アゴニストで誘導することで、天然には起こりえないシグナルの活性

化を促した例もあり、複雑なシグナルネットワークを人為的に制御する技術については関

心が高いといえる。 
 本手法は造血幹細胞移植にとどまらず様々な応用可能性を秘めていると考えられる。例

えばがん領域においては、CAR-T 細胞療法によるがん治療への劇的な効果が示されており、

CAR のエンジニアリングに本手法を活用できる可能性がある。CAR は T 細胞活性化シグ

ナルを促進する役割を果たすが、T 細胞活性化シグナルは Signal 1(TCR シグナル), Signal 
2(共刺激シグナル), Signal 3(サイトカインシグナル)から成る。そして Signal 1 を中心に活
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性化する第 1 世代 CAR をはじめとして、共刺激シグナルに寄与する膜蛋白の細胞内ドメイ

ンを CAR に組み込むことで Signal 2 を同時に活性化できる CAR も開発されている。

Kagoya らは CAR に Signal 3、特に STAT3/STAT5 を活性化できるチロシンモチーフを導

入することで CAR-T 細胞のがん細胞傷害活性が高くなることを示した[148] (Fig.7-4)。こ

のことからも、本研究手法による体系的なモチーフエンジニアリングの推進により、既存の

デザインから有効性の面でさらに超えた CAR を構築できる可能性があると考えられる。 
 
（Fig. 7-4 は公開について著作権者からの許諾が得られていないため除外している） 
Fig.7-4 CAR に対するモチーフエンジニアリング実施例 A) CD3z ドメインの LHMQ 配

列を YRHQ に置換することで STAT3 活性化能を増強 (28-dIL2RB-z(YXXQ))。B) 構築受

容体の STAT3, STAT5 リン酸化量[148] 
 
 血球細胞は複雑な組織構造を有しておらず、その移植の容易さから細胞治療のソースと

して活用が進んでいるが、今後の再生医療関連技術の発展により対象となる細胞種は格段

に増えるだろう[155]。間葉系幹細胞や iPS 細胞はその多分化能による汎用性と、精密な分

化制御に対するニーズから、その課題解決にキメラ受容体は大いに貢献すると考えられる。

例を挙げると、De Luca らは表皮水疱症の治療を目的に自家組織特異性幹細胞から皮膚を

再生することに成功している[156]。また最新の知見では心不全患者への治療を目的に

fibrin patch に埋め込まれた ESC 由来の幹細胞を移植することで心収縮力の増加をフェー

ズ 1 試験において確認することができている[157]。眼領域においては加齢性黄斑変性を対

象に網膜色素上皮細胞移植のフェーズ 1 試験が進行している[158]。今後は神経細胞の移植

試験も実用化に向け増えていくだろう。 
 既往の研究から in vitro 組織分化誘導では細胞は未成熟であることが多く、移植後におけ

る in vivo での細胞の成熟過程が必要であることが知られている。キメラ受容体を介した人

工リガンドによる in vivo 分化誘導技術はこのニーズに強く応えるものである。また、キメ

ラ受容体の利用には受容体遺伝子の導入が必要であるが、移植細胞ソースを十分量確保し

必要時に迅速に供給するため他家 iPS 細胞の活用が望まれており、iPS 細胞作製の機会を

活用することで負荷なく受容体遺伝子を導入することができると考えている。 
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