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研究成果の概要（和文）：Wnt分子や顆粒球コロニー刺激因子などの増殖因子は心筋細胞分化促進効果や心筋保護作用
などを有しており、これらの因子によるシグナル伝達を制御することは、多能性幹細胞からの効率的な心筋細胞誘導だ
けでなく、移植後の生着効率の改善にも繋がると考えられる。しかし、増殖因子は、大量の分化培養に用いるには高額
であり、細胞移植後に生体投与する場合も移植細胞以外に作用するため、その副作用が懸念される。これらの問題を解
決する目的で、本研究では、生体において安定でかつ毒性のない小分子リガンドに応答する人工受容体を用いて増殖因
子のシグナル伝達を制御する方法を開発した。心臓再生療法の基盤構築に貢献すると期待される。

研究成果の概要（英文）：Signal transduction from Wnt ligands or Granulocyte Colony Stimulating factor (G-C
SF) links to pathways involved in myocardial cell differentiation or cell survival from external stress st
imuli. To control these signals in pluripotent stem cells is expected to improve the efficiency for cell s
urvival after implantation as well as for myocardial cell induction. Then, we attempted to generate small 
molecule-responsive artificial receptors that can activate signal pathways, in the absence of Wnt3a or G-C
SF. In the present research project, we constructed chimeric receptors in which single-chain Fv of anti-fl
uorescein (FL) antibody was tethered to transmembrane/cytoplasmic domains of the receptor for Wnt3a or G-C
SF. Mouse ES cells or iPS cells transduced with these chimeric receptors are able to activate the signals 
in response to FL-conjugated BSA (BSA-FL) as a cognate ligand, and show increased efficiency for myocardia
l cell differentiation when they are stimulated with BSA-FL.
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１．研究開始当初の背景 
メタボリック症候群の最大の合併症である
心筋梗塞後の重症心不全に対する根本的治
療として、喪失した心筋細胞を、胚性幹(ES)
細胞や人工多能性幹(iPS)細胞から体外で
作り移植する心筋再生療法が大きく期待さ
れている。その実用化のためには、移植に
必要な十分量の心筋細胞を誘導する方法や
移植後の生着率を高める方法を開発するこ
とが重点課題と考えられる。 

ES細胞や iPS細胞を心筋細胞へ効率的に
分化させるには、分化過程における Wnt 分
子や顆粒球コロニー刺激因子(G-CSF)など
による増殖因子シグナルの時期特異的な活
性化が重要である[Naito A. et al., PNAS 
2006; 103:19812-7、Shimoji K et al. Cell Stem 
Cell 2010;6:227-37]。さらに、Wnt や G-CSF
によるシグナルの活性化はアポトーシスを
抑制する報告[Almeida M. et al., J Biol Chem. 
2005;280:41342-51、Harad M et al. Nat Med. 
2005;11:305-11.]がなされている。故に、こ
れらのシグナルを制御することで、iPS 細
胞から心筋細胞を効率的に誘導するととも
に移植後の生着効率を高める方法が合理的
と考えられる。しかし、増殖因子の生体投
与は移植細胞以外にも作用し、例えば
G-CSF の場合、白血球増多による組織の炎
症などその副作用が懸念される。また、Wnt
分子では、生体で安定して作用する組換え
蛋白質が精製困難な状況である。 

 
２．研究の目的 
背景で述べた問題を解決する目的で、本

研究では、共同研究により開発した、増殖
因子受容体のリガンド結合ドメインを、抗
体の可変領域に置換した人工受容体(=キメ
ラ受容体)を活用する。すなわち、生体にお
いて安定でかつ毒性のない小分子リガンド
に応答するキメラ受容体を用いてWntある
いは G-CSF のシグナル伝達を制御する方
法を開発する。さらに、この受容体を発現
する iPS 細胞から誘導した心筋細胞を用い
ることで、移植細胞のみにこれらのシグナ
ルを伝達できる新規心筋再生療法の確立を
試みる。 
 
３．研究の方法 
（１）人工受容体発現ベクターの構築 

Wnt3a に対しては、その受容体である
Frizzled8（Fz8）/ LRP6 二量体における
Wnt3a 分子結合領域を、フルオレセイン
（FL）を認識する一本鎖抗体可変領域
（ScFv）に置換したキメラ受容体を作製す
る(図 1)。G-CSF に関しては、1 回膜貫通
型受容体のホモ二量体として機能すること
が知られているので、リガンド結合領域あ

るいは細胞外ドメインすべてを、抗フルオ
レセイン（FL）抗体の single chain Fv (ScFv)
に置換した人工受容体（＝キメラ G-CSF 受
容体、図 2）を作製する。 
（２）人工受容体発現 ES/iPS 細胞株の樹
立と代替リガンドによる Wnt3a あるいは
G-CSF のシグナル伝達の解析 
複数個の FL と結合した BSA（BSA-FL）

を代替リガンドとして用いる。Wnt3a シグ
ナルに関しては、β-catenin/TCF 依存性の
転写活性をルシフェラーゼによる発光強度
を指標に評価し、G-CSF シグナルに関して
は、STAT3 や Akt のリン酸化を Western 
blot により解析を行う。 
（３）人工受容体発現 ES 細胞株における
Wnt 経路活性化と心筋分化効率の評価 
作製した人工受容体を、レンチウイルス

ベクターを用い遺伝子導入する。作製した
細胞株を代替リガンド（BSA-FL）を用い
て時期特異的に刺激する。心筋細胞特異的
な遺伝子の発現や自己拍動率などを指標に
心筋細胞分化効率を評価する。 
 
４．研究成果 
（１）古典的 Wnt 経路を活性化する人工受
容体（＝キメラ受容体）の構築とシグナル
伝達解析 
はじめに、古典的 Wnt 経路を活性化させる
目的で、Wnt3a 受容体のリガンド結合ドメ
インを、抗体の可変領域に置換したキメラ
受容体を構築した。これにより、置換した
抗体可変領域が認識する抗原分子を代替リ
ガンドとしてシグナルを伝達させることが
出来ると予想される。予想通り、代替分子
BSA-FL(fluorescein)により濃度依存性に
Wnt3a による古典的 Wnt 経路を ES 細胞
で活性化させることが示された（図 1）。 
（２）G-CSF 経路を活性化する人工受容体
（＝キメラ受容体）の構築とシグナル伝達
解析 
次に、G-CSF 受容体のリガンド結合ドメ

インの一部あるいはすべてを、抗体の可変
領域に置換したキメラ受容体を構築した
（図 2）。代替分子 BSA-FL(fluorescein)に
より STAT3 および Akt のリン酸化が刺激
後 15~30min で亢進することを ES 細胞で
確認した（図 3）。 
（３）人工受容体発現ES細胞株における
代替リガンド刺激による心筋細胞分化効
率 
最後に、キメラ受容体発現 ES 細胞株

（ES/キメラ受容体）と mock 導入株
（ES/mock）で分化培養を行い、自律拍動
率を指標に心筋細胞への分化効率を評価し
た。ES/mock では代替リガンド BSA-FL
で刺激しても自律拍動率は変化しなかった



が、ES/キメラ受容体では BSA-FL 刺激に
よって、Wnt3a で刺激した場合と同等に自
律拍動率が上昇することが確認された（図
4）。 

図 1. LRP6/Fz8 に対するキメラ受容体ペアー
による古典的 Wnt 経路の活性化 
Wnt3a に結合する受容体ペアーである
LRP6 と Fz8 に対するキメラ受容体の模式図
(A)と、これを発現する ES 細胞株における
Wnt3a 組み換えタンパク質(B)および代替リ
ガンド（BSA-FL;Fluorescein, C）による Wnt
シグナルの活性化（-catenin/Tcf レポーター
アッセイによる評価,）。 

 
図 2. G-CSF
に対するキ
メラ受容体   
の模式図 
 
 
 
 
 
 

図 3. G-CSF に対するキメラ受容体によるシグ
ナルの活性化 
キメラ受容体を発現させた ES 細胞株は、代
替リガンド刺激により STAT3 および Akt の

リン酸化の亢進を認めた。 

 
図 4. LRP6/Fz8 に対するキメラ受容体ペアーに
よるシグナルの活性はマウス ES 細胞において
心筋細胞分化を亢進させた。 (A) マウス ES
細胞を用いた心筋細胞分化誘導方法 (B) キ
メラ受容体を発現させた ES 細胞株は、代替
リガンドにより Wnt3a 組換タンパク質によ
る刺激と様、自己拍動する心筋細胞の誘導効
率の亢進を認めた。 
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