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研究成果の概要（和文）：再生医療の実現には、目的の分化細胞を効率的かつ安価に大量調製する技術が求められるが
、細胞の分化誘導因子として用いられるサイトカインには高価なものが多い。そこで本研究では、サイトカイン受容体
の細胞外ドメインを一本鎖抗体に置換したキメラ受容体を構築して細胞膜上に発現させ、高価なサイトカインとは全く
異なる安価な抗原の添加によって、幹細胞の未分化維持・増幅や特異的な細胞系譜への分化誘導を実現する系の構築を
行った。

研究成果の概要（英文）：To realize regenerative medicine, a technology to efficiently prepare a large 
number of differentiated cells of interest at low cost is necessary. However, differentiation-inducing 
factors such as cytokines are generally expensive. In this study, we designed chimeric receptors, in 
which the extracellular domain of cytokine receptors is replaced by single-chain antibody, which enables 
signaling in response to a cheap antigen instead of expensive cytokines. We aimed to develop a system to 
keep and expand stem cells in an undifferentiated state, and to differentiate them into specific lineages 
by expressing the cheap antigen-responsive chimeric receptors on the cell surface.

研究分野： 細胞工学、蛋白質工学
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１．研究開始当初の背景 

ヒト iPS 細胞は、ES 細胞のように胚を破壊

することなく、簡便に得ることのできる皮膚

細胞のような体細胞から作製可能であるこ

とから、倫理的にも理想的な再生医療の細胞

ソースとして世界的に注目を浴びている。ま

た、HLA タイプの異なる数十種類程度のヒト

iPS 細胞を作製してバンク化すれば、ほとん

どの日本人において拒絶反応のない細胞移

植が可能になるため、腫瘍原性などの安全性

の問題をクリアすれば一躍実用化が進むと

思われる。創薬の観点からは、特定の疾患患

者の体細胞由来のiPS細胞から分化誘導した

疾患モデル細胞が、創薬研究のための細胞ソ

ースとして注目を浴びている。また、薬剤候

補の毒性試験で問題が出やすい心筋細胞、肝

細胞、神経細胞を正常ヒト iPS 細胞から誘導

して利用することで、ヒト細胞レベルで毒性

を有する薬剤を創薬スクリーニングの過程

で排除でき、動物実験やヒト臨床試験に係る

コストと時間を大いに節約することが可能

となる。さらに、HLA タイプの異なるヒト iPS

細胞株を用いることで、様々な遺伝的バック

グラウンドを持った個人に対する薬効や安

全性を予測することができ、テイラーメイド

医療への応用が期待されている。 

 ヒト iPS 細胞を再生医療、創薬分野へ応用

する際に開発すべき共通技術として、①ヒト

iPS 細胞やそれから作製した組織幹細胞の維

持•増幅技術、②iPS 細胞や組織幹細胞から治

療または創薬に必要な系譜細胞を低コスト

かつ高効率に大量調製する技術が挙げられ

る。最近、ヒト iPS 細胞から分化誘導された

心筋細胞やドーパミン作動性神経細胞が

Repro CELL 社、Cellular Dynamics 社などか

ら研究用細胞として市販され始めた。しかし、

その分化誘導過程で高価なサイトカインや

増殖因子が必要であり、また、目的の細胞へ

の分化誘導効率が低いため、分化誘導された

細胞の価格が 106 cells/バイアルで 30〜40

万円と、ヒト初代培養細胞の価格 10〜20 万

円の約２倍の価格になっている。また、iPS

細胞から分化させた組織幹細胞を維持•増幅

できれば、目的の系譜の分化細胞を得る時間

を大幅に短縮できると考えられるが、現状で

は組織幹細胞の未分化維持自体も達成され

ていない。このように、均質な状態で組織幹

細胞を維持•増幅することや、目的の系譜以

外の細胞を作ることなく、低コストに、効率

良く目的の系譜の細胞だけを大量に分化誘

導する技術は未だ実現されていない。 

 

 

２．研究の目的 

前項で述べたように、再生医療の実現には、

目的の細胞に分化した細胞を効率的かつ安

価に大量調製する技術が求められるが、細胞

の分化誘導因子として用いられるサイトカ

インには高価なものが多い。そこで本研究で

は、サイトカイン受容体の細胞外ドメインを

一本鎖抗体(scFv)に置換したキメラ受容体

を構築して細胞膜上に発現させ、高価なサイ

トカインとは全く異なる安価な抗原の添加

によって、幹細胞の効率的な未分化維持•増

幅や特異的な細胞系譜への分化誘導を実現

するシステムの構築を目指した。 

 

 

３．研究の方法 

(1)キメラ受容体による分化誘導効果の検証 

ヒト肝がん細胞株 HepG2 は、インスリン刺

激によりグルコース取り込み能が上昇する。

またマウス脂肪前駆細胞株 3T3-L1 は、イン

スリン刺激により脂肪分化が進行して脂肪

滴を形成する。そこで、抗フルオレセイン

scFv をインスリン受容体細胞内ドメインと

連結したキメラ受容体遺伝子を構築し、

HepG2、3T3-L1 細胞へ導入して発現させ、イ

ンスリンシグナルを抗原であるフルオレセ

イン標識 BSA(BSA-FL)によって代替できるか

どうかを、それぞれ蛍光標識グルコースの取

り込み量の解析、および脂肪滴のオイルレッ

ド O染色により検証した。 

さらに、別の分化系として、マクロファー

ジ様細胞株 RAW264 を用いた実験を行った。

RAW264 は RANKL(NF-κB 活性化受容体リガン

ド)の刺激により破骨細胞へと分化する。そ

こで RANKL の受容体である RANK の細胞内ド

メインを用いたキメラ受容体遺伝子を構築

し、RAW264 へ導入して発現させて、抗原の添

加により破骨細胞への分化誘導を行えるか

どうか検証した。 

 

(2)キメラ受容体による未分化維持増殖の検

証 

 マウスインターロイキン-3(IL-3)依存性



造血前駆細胞株である 32Dcl3 細胞は、種々

のサイトカイン刺激により増殖・分化が制御

されることが知られている。そこで、抗フル

オレセイン scFv とマクロファージコロニー

刺激因子受容体（c-fms)、エリスロポエチン

受容体（EpoR)、またはトロンボポエチン受

容体（c-mpl)の細胞内ドメインとを連結した

キメラ受容体遺伝子を構築し、32Dcl3 細胞に

導入して発現させ、IL-3 非存在下で抗原であ

る BSA-FL を添加して受容体のオリゴマー化

を誘導し、増殖を誘導できるかどうかを検証

した。 

 また、32Dcl3 細胞は顆粒球コロニー刺激因

子（G-CSF)により顆粒球に分化することが知

られている。そこで、キメラ受容体を抗原刺

激することによって増殖を誘導された細胞

が、分化ポテンシャルを保持しているかを検

証することにした。具体的には、増殖した細

胞の培養液から抗原を取り除き、G-CSF を添

加した培地で培養後、顆粒球分化マーカーで

あるCD11bの細胞表面発現をフローサイトメ

トリーで検出した。 

 

(3) ES細胞から造血前駆細胞への分化誘導を

促進するキメラ受容体の探索 

 ES 細胞から目的系譜への分化誘導を効率

化することは再生医療の実現に重要である。

そこで、種々のキメラ受容体を構築して ES

細胞で発現させ、造血前駆細胞への分化誘導

を促進する受容体を探索した。細胞内ドメイ

ンとしてタイプ Iサイトカイン受容体 4種類 

(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), インターロイキン

2 受容体(IL-2R), IL-6 受容体シグナル伝達

サブユニット(gp130))または受容体型チロ

シンキナーゼ 4 種類(マクロファージコロニ

ー刺激因子受容体(c-fms), 上皮成長因子受

容体(EGFR), インシュリン受容体(IR), 幹

細胞因子受容体(c-kit)) を持つキメラ受容

体を構築した。 

 マウス ES 細胞から胚様体を形成させるこ

とで自発的な分化を誘導すると、胚様体形成

後 6日目において、造血系前駆細胞分画であ

る CD41 陽性細胞が出現することが知られて

いる。そこで、各種キメラ受容体を単独ある

いは複数の組み合わせでES細胞に発現させ、

特異的抗原として BSA-FL を加えて胚様体形

成を行い、6日目において CD41 陽性細胞分画

の出現頻度をフローサイトメトリーで測定

し、その結果を指標として、ES 細胞から造血

前駆細胞への分化に適した受容体シグナル

の探索を行った。 

 

 

４．研究成果 

(1)キメラ受容体による分化誘導効果の検証 

HepG2 細胞、3T3-L1 細胞に scFv-インスリ

ン受容体キメラを安定発現させた株を樹立

し、実験を行った結果、抗原非依存的ではあ

ったものの、キメラ受容体導入 HepG2 ではグ

ルコース取り込み能の有意な促進(図 1)、お

よびキメラ受容体導入 3T3-L1 では脂肪成分

の蓄積(図 2)が見られた。 

また、RAW264 細胞に scFv-RANK キメラを安

定発現させた株も作製して実験を行った結

果、抗原なしの場合でも破骨細胞の形成は見

られたものの、抗原刺激により破骨細胞に分

化する細胞数が有意に増加した(図 3)。また、

このときの分化効率はRANKLの刺激とほぼ同

等であった。以上より、本手法により分化シ

グナルを代替できることが示された。 

 

図 1 HepG2 細胞におけるグルコース取り込

みアッセイの結果(抗原非添加) 

 

 

 

図 2 3T3-L1細胞における脂肪滴の検出結果 

(抗原非添加) 



 

図 3 RAW264細胞における破骨細胞分化アッ

セイの結果 

 

 

(2)キメラ受容体による未分化維持増殖の検

証 

 32Dcl3細胞に各scFv-受容体キメラを安定

発現させた株を樹立し、実験を行った結果、 

いずれのキメラ受容体導入 32Dcl3 細胞にお

いても、抗原依存的な増殖促進効果が見られ

た(図 4)。また、これらの細胞を抗原存在下

で培養後、G-CSF で分化誘導した結果、分化

マーカーの陽性率には差はあったものの、い

ずれのキメラ受容体シグナルで増殖させた

細胞もG-CSF添加により顆粒球分化が促進さ

れていることが分かった(図 5)。以上より、

本手法により造血前駆細胞の増殖シグナル

を代替できる可能性が示唆された。 

 

 

図 4 32Dcl3細胞における増殖アッセイの結

果 

 

 

 

図 5 32Dcl3細胞における分化誘導アッセイ

の結果（IL-3 での培養は未分化維持の陰性対

照） 

 

 

(3) ES細胞から造血前駆細胞への分化誘導を

促進するキメラ受容体の探索 

マウス ES 細胞に、構築した受容体を単独

あるいは複数導入した一連の細胞株を樹立

して解析を行った結果、複数の受容体の組み

合わせにおいて、CD41 陽性細胞率がネガティ

ブコントロールと比べて上昇する傾向が見

られた(図 6)。これらの組み合わせは共通し

て、タイプ Iサイトカイン受容体 1種と受容

体型チロシンキナーゼ2種の組み合わせであ

った。このことから、受容体型チロシンキナ

ーゼとタイプIサイトカイン受容体シグナル

のクロストークが血球系系譜への初期分化

に重要であることが示唆された。 

 

図 6  ES 細胞から造血前駆細胞への分化誘

導を促進するキメラ受容体の探索の結果 
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