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研究成果の概要（和文）：細胞増殖因子受容体をダイマー化する人工リガンド技術は再生医療に応用可能である
とともに、従来にない生物活性をもつ人工リガンドを創成できる可能性が考えられる。本研究は、異なる受容体
同士を人為的にダイマー化することで、ヘテロ受容体のシグナル活性化につながるかを検討した。ダイマー形成
の評価系としてsplit luciferase系と原子間力顕微鏡による解析系を確立した。一方、MET受容体、RET受容体、
IGF受容体についてヘテロダイマー形成を誘導したが、シグナル活性化は認められなかった。増殖因子受容体の
新たな組合せを検討し、ヘテロ受容体活性化人工リガンド創成の可能性を検討することが必要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Artificial ligands that induce the dimerization of growth factor receptors 
may be applicable to regenerative medicine, and generation of artificial ligands that have unique 
and novel biological activities may be possible. We here investigated signal activation by 
hetero-dimerization between different growth factor receptors. The split luciferase fusion protein 
system and observation of receptor molecules by atomic force microscopy were performed and 
determined to be appropriate for evaluation of growth factor receptor dimerization. Hetero-dimer 
formation between MET, RET, and IGF receptors was induced in cultured cells using FKBP/FRB fusion 
receptors, however, activation of these receptor and downstream signaling molecules were not seen. 
Combination of other growth factor receptors seemed to be required to further clarify possibility 
for generation of artificial ligands capable of inducing hetero-receptor dimerization and 
activation.

研究分野： 生物化学・腫瘍生物学
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（１）研究開始当初の背景 

 細胞増殖因子による受容体活性化は、細胞

増殖・分化、生存、ダイナミックな遊走など多

彩で重要な生物活性を引き起こす。細胞増殖

因子は、組織の再生・修復を支えることから、

細胞増殖因子の組換えタンパク質は生物学的

医薬として疾患の治療にも利用されている。細

胞増殖因子受容体を介した生理活性、制御機

構やシグナル伝達について理解が深まった一

方で、これらの知見に基づいて、人工的に受

容体を制御する試みは少ない。私達は HGF
（肝細胞増殖因子）の研究で先導的な成果を

上げるとともに、医療への応用を進めてきた

（Sakai et al, J Biochem, 157: 271-284, 2015）。

現在、脊髄損傷ならびに筋萎縮性側索硬化

症（ALS）治療を目的に、組換え HGF タンパク

質による世界に先駆けた臨床試験が国内で進

められている。 
 増殖因子受容体チロシンキナーゼが、他の

受容体を活性化する現象は trans-activation と

して知られている。HGF は MET 受容体を介し

て生理活性を発揮するが、MET 受容体につ

いて、１）EGF 受容体から MET の

trans-activation、２）インスリン受容体と MET の

同時活性化による強固なインスリン応答性が

報告されている。私達は、上皮管腔形成にお

いて、MET が RET 受容体の trans-activation
を誘導するという結果を得ている。MET ならび

に RET は腎尿細管形成に関与している。した

がって異なる受容体の同時活性化がより強固

でユニークな生物活性を誘導する可能性が示

唆される。しかしながら、異なる受容体同士を

同時活性化することによって、強固でユニーク

な生物活性を誘導できるかどうか、これまで研

究がなされていない。 
 
（２）研究の目的 

	 細胞増殖因子による受容体活性化には、受

容体のダイマー（２量体）形成やオリゴマー（多

量体）形成が必要である。私達は環状ペプチ

ド性人工リガンドによる MET 受容体のダイマ

ー形成・活性化に成功した（Ito et al. Nat 
Commun, 2015）。本手法を用いれば異なる受

容体間の活性化（ヘテロ受容体カップリング）

を引き起こすことが可能である（左図）。そこで、

本課題ではヘテロ受容体カップリング（ダイマ

ー化）を人為的に誘導することによって、それ

ぞれの受容体活性化を誘導し、強固なシグナ

ルや生物活性発現につながるかどうか（相加

的あるいは相乗的）を評価することを目的とし

た。 
 

（３）研究の方法 

(1)  細胞増殖因子受容体の選択: MET 受容

体、RET 受容体、IGF 受容体（IGFR）をヘ

テロ受容体カップリングのモデル受容体と

して選択した。 
(2)人為的ダイマー形成誘導: FKBP

（FK506-binding protein）と FRB
（FKBP12-rapamycin associated protein1）

が rapamycin 存在下でダイマーを形成する

ことを利用して、MET、RET、IGFR それぞ

れの細胞内領域 C 末に FKBP または FRB
ドメインを融合したタンパク質を HEK293 細

胞に発現させ、rapamycin 添加によりホモ

ダイマー化またはヘテロダイマー化を誘導

した。 
(3) シグナル分子活性化: ERK1/2、STAT3、

AKT の発現、活性化/リン酸化を Western 
blot によって調べた。 

(4) 組換えタンパク質の発現・精製: 受容体細

胞外領域の組換えタンパク質を HEK293
細胞または CHO 細胞を宿主にして発現し、

培養上清から精製した。 
(5) 受容体同士のダイマー形成の定量的評

価: 受容体同士のダイマー形成を定量的

に評価するため、split luciferase アッセイ法

を利用した。 
(6) 原子間力顕微鏡（AFM）: 受容体同士の

相互作用ならびにダイマー形成を評価す

るために、高速原子間力顕微鏡での観察

を行った。高速 AFM 観察については、金

沢大学新学術創成研究機構・バイオ AFM
先端研究センターの柴田幹大博士との共

同研究として実施された。 
	

（４）研究成果 

(1) 分割 luciferase によるダイマー形成評価

系: 分割 luciferase を用いたタンパク質間

相互作用の解析では、タンパク質同士が

近接して複合体を形成する条件で

luciferase 発光が可能となるため、ダイマー

形成を定量的に評価するために有用と考

えられた。そこで、MET 細胞外ドメイン C 末

に分割 luciferase（small bit または large bit）
を融合タンパク質（それぞれ MET-S、

MET-L）として発現させ、培養液から親和

性クロマトグラフィーによって精製した。

MET-S と MET-L のダイマー形成のリガンド

（HGF）依存性を、MET 融合分割 luciferase
によって調べた結果、HGF が生物活性を

示す生理的濃度域で HGF による MET ダ

イマー形成が認められた。したがって、増

殖因子受容体細胞外領域を分割



luciferase 融合タンパク質として発現させる

ことで、ダイマー形成を評価できると考えら

れた。 
(2) AFM による受容体相互作用の観察・評価:

精製した MET 受容体細胞外ドメインを用

いて、AFM による MET タンパク質間相互

作用やダイマー形成を観察・評価できるか

どうかを解析した。その結果、複数の条件

を最適化させ、MET 受容体細胞外ドメイン

のダイマー形成が高速 AFM によって観察

されたことから、増殖因子受容体同士のダ

イマー形成の構造ダイナミクスや評価に

AFM を利用することが可能と判断された。 
(3) ヘテロ受容体カップリングによるシグナル

活性化の検証: 人為的な受容体ダイマー

形成の第一段階として、MET、RET、IGFR、

それぞれについて、FKBP または FRB ドメ

インを融合したタンパク質として細胞に発

現させ、rapamycin 添加によるホモダイマー

形成によるシグナル活性化を検証した。

MET、RET、IGFR、それぞれを発現する培

養細胞に、rapamycin を添加したところ、

rapamycin の濃度依存的に、ERK1/2、

AKT、STAT3 のリン酸化/活性化が上昇し

た。したがって、MET ホモダイマー、RET
ホモダイマー、IGFR ホモダイマー形成が

誘導され、その結果、下流のシグナル系が

活性化されると判断された。 
(4) 上記の結果に基づき、第二段階として、ヘ

テロダイマー形成によるシグナル活性化を

検証した。MET、RET、IGFR、それぞれを

FKBP/FRB 融合タンパク質として発現させ、

MET-RET、MET-IGFR、RET-IGFR 形成

によるシグナル活性化を調べた。その結果、

MET-RET、MET-IGFR、RET-IGFR、いず

れの組み合わせにおいても、rapamycin 
添加による活性型 ERK1/2、AKT、STAT3
の上昇は認められなかった。したがって、

MET-RET、MET-IGFR、RET-IGFR の組

み合わせにおいては、ヘテロダイマー形成

による受容体ならびにシグナル活性化を誘

導することは難しいと判断された。 
(5) 考察: 今回、MET、RET、IGFR をヘテロ

ダイマー形成によるシグナル活性化の受

容体として調べたが、ヘテロダイマー形成

による受容体シグナル活性化は認められ

ず、本研究の目的を達成できなかった。ヘ

テロダイマー形成による受容体シグナル活

性化は当初の想定よりも難しいと思われた。

しかしながら、増殖因子受容体は約 50 種

類に及ぶことから、MET、RET、IGFR 以外

の受容体を用いることで、ヘテロダイマー

形成による受容体シグナル活性化が可能

になることも考えられる。ただし、すべての

受容体を候補として組み合わせを検証す

ることを一定の期間内で終了することは難

しい。シグナル解析や生物活性について、

評価系がもっとも確立している MET 受容

体を中心にしつつ、RET、IGFR 以外の受

容体について、融合タンパク質を順次準備

し、ヘテロ受容体カップリングによるシグナ

ル活性化・増強について検討することを計

画している。	
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