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研究成果の概要（和文）：本研究は、細胞分化を制御する組織特異的な転写因子タンパク質を、細胞接着を担う足場タ
ンパク質に固定化した新規細胞外マテリアルの構築を目的とした。はじめに、神経組織特異的な転写因子であるOlig2
タンパク質が細胞膜透過能を有することを示した。次に、細胞接着を担う足場タンパク質を遺伝子工学的に作製し、そ
の細胞接着能を評価した。最後に、転写因子タンパク質をコイルドコイル構造を形成するヘリックスペプチドを介して
足場タンパク質に固定化し、固定化した転写因子タンパク質が細胞内に導入され、細胞分化を誘導可能であることを示
した。

研究成果の概要（英文）：In this study, a novel strategy for the construction of biomaterials is 
introduced by tethering a tissue-specific transcription factor protein to an artificial extracellular 
matrix (ECM) protein. Here, oligodendrocyte and motor neuron specific transcription factor Olig2 was 
tethered to an artificial ECM protein via coiled-coil helix formation. The artificial ECM, is comprised 
of an elastin-like peptide as a structural unit, as well as the AG73 peptide sequence derived from 
laminin and the C3 peptide sequence which binds to neural cell adhesion molecules (NCAMs) derived from 
the synthetic peptide library, for cell adhesion and enhance neurite outgrowth. As a proof of concept, 
tethered Olig2 was internalized into mouse embryonic carcinoma P19 cells and the ability to induce neural 
differentiation was investigated.

研究分野：組織工学
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１．研究開始当初の背景 
 
再生医療を目的とした組織工学の三要素
として、細胞・細胞足場材料・細胞機能を制
御するシグナル因子が挙げられ、様々なバイ
オマテリアルの構築が盛んに行われている。
一般にバイオマテリアルの構築では、細胞足
場材料にシグナル因子として成長因子を付
加する方法が採られている。これは、これま
でのバイオマテリアル構築の方法論が、生体
の模倣に立脚していることに起因する。その
ため、バイオマテリアルにおけるシグナル因
子は、成長因子に限定されていた。しかしな
がら、成長因子のシグナルが、細胞分化を制
御する組織特異的転写因子の発現等に収束
することを鑑みると、組織特異的な転写因子
タンパク質を細胞内に導入可能であれば、成
長因子に代わり転写因子タンパク質が、新た
なバイオマテリアル構築に利用できるもの
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、細胞分化を制御する組織特異
的な転写因子タンパク質を、細胞接着を担う
足場タンパク質に固定化した新規細胞外マ
テリアルの構築を目的とした。Fig. 1 に本研
究の概念図を示す。ここでは、組織特異的な
転写因子タンパク質として、神経組織特異的
な転写因子であるOlig2タンパク質を利用し、
Olig2 タンパク質の細胞膜透過能、更には細
胞内に導入されたOlig2タンパク質が細胞分
化を誘導可能であるかを検討した。また、エ
ラスチン由来ペプチド、神経細胞の接着を担
うラミニン由来ペプチド、neural cell 
adhesion molecule (NCAM)結合性ペプチドを
遺伝子工学的に融合させた足場タンパク質
を構築し、その機能を評価した。最後に、転
写因子タンパク質を足場タンパク質に非共
有結合により固定化するために導入した
helix ペプチドの機能評価を行い、転写因子
タンパク質を固定化した足場タンパク質の
機能評価をおこなった。 

Fig. 1 本研究の概念図：helix ペプチド間に
形成されるコイルドコイル構造を介して足
場タンパク質に固定化た転写因子タンパク
質 Olig2 は細胞内に導入された後、分化を誘
導する。 
 

３．研究の方法 
 
(1) Olig2 タンパク質導入による分化誘導 
 
マウス脳組織由来 cDNA より Olig2 遺伝子
をクローニングし、大腸菌内で発現させた。
得られたOlig2タンパク質を蛍光色素で修飾
し、マウス由来 p19 細胞に添加し、レーザー
共焦点顕微鏡によりタンパク質の細胞内導
入を評価した。 
 次に、蛍光標識していない Olig2 タンパク
質を細胞に添加し、細胞分化が誘導されるか
を免疫蛍光染色により評価した。 
 また細胞足場タンパク質に固定化すため
に ヘ リ ッ ク ス ペ プ チ ド を 導 入 し た
helixA-Olig2 タンパク質を構築し、同様の評
価を行った。 
 
(2) 足場タンパク質 EAEC の構築 
 
 足場タンパク質として、エラスチン由来
APGVGV ペプチドとラミニン由来 AG73 ペプチ
ド、NCAM 結合能を有する C3 ペプチド、更に
は helixA-Olig2 タンパク質の helix A ペプ
チドとコイルドコイル構造を形成する helix 
B ペプチドを融合した EAEC-helixB タンパク
質を遺伝子工学的に作製し、大腸菌に発現さ
せた。精製した EAEC-helixB タンパク質は、
細胞接着能の評価を行った後、helixA を融合
した成長因子の固定化を行い、最後に
helixA-Olig2 の固定化、および細胞分化誘導
能を評価した。 
 
４．研究成果 
 
(1) Olig2 タンパク質導入による分化誘導 
 
 一般に細胞へのタンパク質導入は困難で
ある。しかしながら protein transduction 
domain (PTD)と呼ばれるペプチド配列を付加
することにより、細胞内導入が可能になるこ
とが報告されている。そこで、本研究におい
ても Olig2 タンパク質に PTD 配列を付加し、
Olig2 タンパク質の導入を試みた。HIV ウイ
ルス TAT 由来の PTD を Olig2 に融合した
PTD-Olig2 と、PTD を融合していない Olig2
タンパク質を大腸菌内で発現させ、精製を行
った。得られたタンパク質を蛍光標識した後、
細胞に添加し、レーザー共焦点顕微鏡を用い
て観察した。その結果、予想に反して PTD を
付加していないOlig2タンパク質を添加した
細胞においても蛍光が観察され、Olig2 タン
パク質の細胞内導入が確認された。この結果
から、Olig2 タンパク質は、その配列内に独
自の PTD を有することが示された。そこで、
以降は Olig2 に PTD を付加することなく実験
を行った。 
 次に、導入された Olig2 タンパク質により
分化が誘導されるかを検討した。神経細胞へ
の分化能を有するマウス胚性腫瘍細胞株で

 



ある p19 細胞に Olig2 タンパク質を添加し 5
日間培養を行った後、抗βチューブリン抗体
を用いて、免疫蛍光染色を行った(Fig.2)。 

Fig.2 Olig2 タンパク質による分化誘導：
Olig2 タンパク質を添加して 5日間培養後、
免疫染色を行った。 Control; Olig2 タンパ
ク質を添加せずに培養。緑：βチューブリン、
青:核 
 
Olig2 タンパク質を加えていない control 細
胞では、緑色の蛍光で示されるβチューブリ
ンの発現は見られなかった。一方、Olig2 タ
ンパク質を添加した細胞においては、神経突
起が多数観察された。これらの結果から、細
胞内に導入された Olig2 タンパク質が、神経
細胞分化を誘導していることが示された。ま
た、細胞足場タンパク質との固定化のために
ペプチド配列を融合した helixA-Olig2 タン
パク質においても、同様の結果が得られた。 
 
(2) 足場タンパク質 EAEC の構築 
 
 足場タンパク質である EAEC は、足場タン
パク質の基本骨格となるエラスチン由来
APGVGV 配列を 12 回繰り返し(E)と細胞接着、
神経突起伸張の促進能を有することが報告
されているラミニン由来 AG73(A)ペプチドと
NCAM結合ペプチドであるC3(C)の融合タンパ
ク質である。はじめに、この融合タンパク質
の細胞接着能について検討した(Fig.3)。 

Fig.3 EAEC の細胞接着能：EAEC および
laminin タンパク質を疎水性プレート上にコ
ートし、細胞播種後、細胞数を計測。 

その結果、構築した足場タンパク質EAECは、
ラミニンよりも高い細胞接着能を有するこ
とが示された。 
 次に、EAEC タンパク質に Olig2 タンパク質
を固体化するために、helix A ペプチドとコ
イルドコイル構造を形成する helix B ペプチ
ドを融合したEAEC-helixBタンパク質を構築
した。このEAEC-helixBタンパク質は、helixB
を融合しても EAEC の細胞接着能を保持して
いた。そこで、EAEC-helixB がシグナル因子
を固定化により提示可能であるかを
helixA-FGF を利用し、 PC12 細胞の神経様突
起伸張を指標として検討した。その結果、
EAEC-helixB は、コイルドコイル構造を介し
て FGF を固定化していること、さらに固定化
されたFGFの作用により突起伸張が促進され
ることが示された(Fig. 4)。 

Fig.4 FGF 固定化足場上での神経様突起伸張
誘導：EAEC-helixB(EAEC-HB)タンパク質で疎
水 性 プ レ ー ト を コ ー ト し た 後 、
helixA-FGF(HA-FGF)を添加し固定化。 
 
 これらの結果から、ヘリックスペプチドの
コイルドコイル構造を介し、シグナル因子の
EAEC 足場への固定化が可能であることが示
された。そこで、最後に helixA-Olig2 固定
化足場タンパク質上での分化誘導が可能で
あるかを検討した。FGF の固定化と同様に、
EAEC-helixB タンパク質を疎水性プレート上
にコートし、その後、helixA-Olig2 タンパク
質を固定化し、細胞を培養した。培養後、
Olig2 タンパク質による分化誘導評価と同様
に免疫染色により、分化誘導能を評価した
(Fig.5)。 
 
 

 

 

  



Fig.5 Olig2 タンパク質固定化 EAEC上での分
化誘導。 
 
その結果、helixA-Olig2 タンパク質を固定化
した EAEC 上において顕著な細胞分化の誘導
が確認された。 
 
以上、これらの結果より、細胞内導入能を有
する組織特異的転写因子を固定化した細胞
外マテリアルの構築が可能であることが示
された。 
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