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研究成果の概要（和文）：Notchシグナルは、種々の組織発生に関与する重要な細胞間シグナル伝達経路の1つで
あり、その人為操作は多能性細胞から標的細胞への分化誘導に有用である。本研究では、ヒトD114およびJAG1リ
ガンド固定化ビーズを調製し、それらがT細胞分化誘導活性を有することを実証した。 DII4については、点突然
変異を導入することにより、野生型よりも優れた活性を有するリガンドタンパク質の開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：Notch signaling plays important roles in various tissue development, and its
 manupiration is useful for artificially inducing the differentiation from pluripotent cells into 
target cells. In this study, human D114 and JAG1 ligand-immobilized beads were prepared and we 
demonstrated that they showed T cell-inducing activity from hematopoietic progenitor cells. Further,
 we succeeded in developing a Dll4 ligand protein with superior activity to wild type by introducing
 a point mutation.

研究分野：細胞生物学

キーワード： Notch　シグナル伝達　固相化
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
Notch シグナル伝達経路は、細胞間での情報
伝達経路であり、脊椎動物で多くの組織の発
生過程において重要な役割を果たしている。
膜貫通型のリガンド（Delta,Jagged）と受容
体(Notch)が結合することによって Notch の
細胞内領域は切り離され核内へ移行する。核
内に移行した Notch 細胞内領域は DNA結合蛋
白質 CSL と複合体を形成し、標的遺伝子の転
写を活性化する。  
Notchシグナル伝達経路はNotch-リガンド相
互作用に依存するが、相互作用のみではシグ
ナル活性化には不十分である。以前の研究で
は、リガンドは機械的引っ張り力またはリサ
イクリングを誘導するために細胞内ユビキ
チン化によって活性化されなければならな
いことが分かった[Itoh et al。 Le Borgne et 
al。、2005; Musse et al。、2012]。これらの
2 つのメカニズムは相互に排他的ではないが、
これらのメカニズムがNotch活性化にどのよ
うに寄与するかは十分に理解されていない。 
Notch 活性化メカニズムを調べるために、
Notch リガンド提示細胞と Notch 受容体発現
細胞の共培養系が広く使用されている。しか
しながら、このアプローチは、生化学分析に
おいては、両方の細胞由来のタンパク質が混
在してしまう欠点を有する。他方、Notch リ
ガンド発現細胞の代わりに、自己組織化単層
[Goncalves ら、2009]またはマイクロビーズ
[Taqvi ら、2006]のような材料を用いた固定
化リガンドタンパク質を使用する手法も行
われている。これらのアプローチは、Notch
リガンド - 受容体相互作用後の Notch シグ
ナル伝達活性の調節機構の理解に有用であ
るが、それらによるシグナル活性化機構解明
やその応用研究は十分になされていない。 
 
２．研究の目的 
上記のような問題点を解決するため、１）
Notch シグナルを活性化するツールの作製、
２）Notch シグナルの定量的かつ経時的活性
測定系の樹立、３）多能性細胞への１）で作
製したツールによる分化制御の検証を行い、
Notch シグナル調節による細胞分化の人為的
操作法の樹立を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) リガンドタンパク質の発現と精製 
Notch リガンドタンパク質産生のために、
HEK-293T 細胞に 3：1 のポリエチレンイミン
（PEI）/ DNA 比で各発現プラスミド 10μgを
細胞にトランスフェクションし、24 時間後、
リガンドタンパク質のビオチン化のために
20mMのビオチンを添加した。 24〜48時間後、
細胞を回収し、1％BSA を含む PBS を用いて 3
回洗浄した。タンパク質抽出には、PBST（1％
TritonX-100）中のプロテアーゼ阻害剤カク
テル（Nacalai Tesque、Kyoto、Japan）を含
む溶解緩衝液を使用し、タンパク質をストレ
プトアビジンビーズ（Promega）とともに 4℃

で 1 時間インキュベートした。遠心分離後、
PBST（0.1％Tween）を用いてビーズを 6 回、
PBSで2回洗浄し、100μLのPBSに懸濁した。 
 
(2) ウェスタンブロットおよびクーマシー
ブルー染色 
ウエスタンブロット分析および CBB Stain 
One Super（Nacalai Tesque）を用いたクマ
シーブリリアントブルー（CBB）染色を、標
準的手法に従って実施した。ウエスタンブロ
ットには、 c-Myc （ 9E10 ）（ Santa Cruz 
Biotechnology）およびペルオキシダーゼ結
合ヤギ抗マウス IgG（H + L）（Jackson 
ImmunoResearch）を用いた。調製されたリガ
ンドタンパク質の平均濃度は、20ng / 1×10 
5 ビーズ（約 2×10 -4 ng /ビーズ）であった。 
SDS-PAGE によって決定された DLL4 および
JAG1 誘導体のおおよその分子量は以下の通
り で あ っ た ： DLL4 FL 、 90kDa; DLL4 
N-EGF2,40kDa; DLL4 N-EGF3 または DLL4 
N-EGF3 N257P、45kDa; JAG1 FL、230kDa; JAG1 
N-EGF2,50kDa;およびJAG1 N-EGF3,60kDa。 40
μg の JAG1 FL および 10ng の N-EGF3 または
N-EGF2 のいずれかが約 0.17pmol に相当する
一方で、40ng の DLL4FL および 20ng の N-EGF3
または N-EGF2 のいずれかが約 0.44pmol に相
当する。 
 
(3)ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
pGL4.1-TP1 dElucPEST（Notch シグナルレポ
ーター、Toyobo 製 Eluc）を含む混合物を
XtremeGene 9（Roche）トランスフェクショ
ン試薬を用いて、96 ウェルプレート（5×10 3

細胞/ウェル）中の SW480 細胞または HeLa 細
胞へトランスフェクションした。 24 時間の
インキュベーション後、D-ルシフェリン
（Wako）の存在下で Notch リガンド発現細胞
または固定化Notchリガンドタンパク質をト
ランスフェクト細胞に添加し、CL96 自動生物
発光測定装置（中立電機）を用いて 5分毎に
自動的に各ウェルからの生物発光を測定し
た。 
 
(4)可溶性 Notch1Fc の調製 
 5μgの mNotch1Fc pTracer-CMV および 5μg
の mLng MIGR プラスミドを HEK-293T 細胞に
PEI を用いてトランスフェクトした。 24 時
間のインキュベーション後、細胞を PBS で洗
浄し、培地を Freestyle293（GIBCO）に変更
し、細胞を 5日間インキュベートした。上清
を回収し、9000rpm で 35 分間遠心分離して細
胞を除去した。 
 
(5) Notch1Fc 結合アッセイ 
可溶性 Notch1Fc に対する精製リガンドタン
パク質の結合能を測定するために、Notch1Fc
をマウス抗ヒト Fc 抗体（1：250、Jackson 
ImmunoResearch）を用いて 37℃で 30 分間プ
レクラスタリングした。 2pmol および 5pmol
の DLL4（FL、N-EGF3、N-EGF3 N257P、および



N-EGF2）または cβgal ビーズを 4℃で 40 分
間プレクラスタリングした Notch1Fc と共に
インキュベートした。 PBSで2回洗浄した後、
ビーズを抗マウス POD 抗体（1：5000、Sigma）
と共に室温で 2時間インキュベートし、PBST
（0.1％Tween）で4回、PBSで2回洗浄し、 100
μLの PBS に懸濁した。発光は、Glomax ルミ
ノメーター（Promega）を用いて ECL を用い
て測定した。 
 
４．研究成果 
(1)共培養系を用いた Notch 活性の時間経過
解析 
我々は、これまでに Dll4-または Jag1 発現細
胞が、Notch1 発現細胞と共培養 24 時間〜40
時間後にNotchレポーターを活性化すること
を示した[Yamamoto et al。、2010]。しかし
ながら、Notch 活性の経時的変化を評価する
手段や報告は限られている。 そこで、我々
は Notch リガンドを発現する DLL4-3T3 また
は JAG1-3T3 細胞と 12xCSL 結合部位を含む
TP-1 Notchレポータープラスミドをトランス
フェクションした SW480 細胞（Notch 受容体
を発現）を共培養した後、5 分毎に Notch 活
性を記録した。その結果、DLL4 発現細胞また
は JAG1 発現細胞（2×10 3個）を添加してか
ら 12 時間後までに、Notch 活性が増加し、ピ
ークレベル（約 5倍）に達したことを見出し
た。Notch リガンド発現細胞（8×10 3細胞）
を増加させるとさらに、Notch 活性化は約 10
〜15 倍増加した。 
共培養 30 時間後、DLL4-または JAG1 誘導
Notch レポーター活性はピークレベルの約
70％で維持された。この持続性Notch活性は、
共培養中のNotchリガンド細胞の増殖によっ
て引き起こされ得る可能性がある。リガンド
細胞増殖によるNotch活性誘導効果を除去す
るため、Notch リガンド発現細胞をマイトマ
イシン C（MMC）で前処理して、共培養中の細
胞増殖を防止した。共培養後 30 時間で、MMC
処理DLL4-またはJAG1発現細胞（8×103細胞）
による Notch 活性は、ピークレベルの 50％未
満に減少した。したがって、Notch リガンド
細胞の増殖は、細胞がピークレベルに達した
あとのNotch活性持続に寄与することが分か
った。我々はまた、MMC 処理 DLL4 発現細胞が
非 MMC 処理 DLL4 発現細胞と比較して Notch
活性においてより高いピークを引き起こす
ことを見出した。対照的に、MMC 処理 JAG1 発
現細胞によって引き起こされるピーク Notch
活性は、非 MMC 処理 JAG1 発現細胞と比較し
て、有意差はなかった。 MMC が DLL4 により
誘導されるNotch活性を増強する機構は不明
であるが、これらの結果から、細胞表面に発
現する DLL4 または JAG1 が SW80 細胞におけ
る Notch レポーター活性を刺激し、約 5-10
時間でピークに達するという経時的Notch活
性化メカニズムの存在が明らかとなった。 
 
(2) Notch リガンドコートビーズの調製 

哺乳動物 Notch リガンドおよび受容体は、膜
貫通タンパク質である。したがって、リガン
ド結合によるNotch受容体活性化の機序を解
明するためには共培養に基づくアッセイ系
が必要である。しかしながら、このアプロー
チは、個々の Notch リガンドまたは受容体が
どのように活性化されるメカニズムの生化
学的解析には不都合である。この問題を克服
するために、我々は全長 DLL4 および JAG1 リ
ガンドタンパク質（DLL4 FL および JAG1 FL）
を作製した（図 1）。  

DLL4 および JAG1 タンパク質の C 末端をビオ
チン化のための Avi タグと融合し、続いてス
トレプトアビジンで被覆した磁性ビーズを
用いて精製した。  Avi タグ付き cβ
-galactosidase Avi（cβgal）タンパク質を
調製し、対照として使用した（図 1）。ウエス
タンブロットおよび CBB 染色を行い、タンパ
ク質の純度および量を評価した。この一段階
精製手順により、活性 Notch リガンドを調製
することができた。 
 
(3) Notch リガンドコートビーズは SW480 お
よび HeLa 細胞において Notch シグナル活性
を用量依存的に活性化する 
DLL4 および JAG1 リガンドによる Notch シグ
ナル活性化を測定するため、TP-1 ルシフェラ
ーゼNotchレポータープラスミドをトランス
フェクションした SW480 または HeLa 細胞に
Notch リガンドコートビーズを添加し、Notch
活性を 5分ごとに記録した。その結果、DLL4
または JAG1 コートビーズが用量依存的に
Notch シグナル伝達を活性化することを見出
した。すなわち、SW480 細胞において、40ng
および 10ng の DLL4 FL が、コントロールと
比較して、それぞれ約 16 倍および 12 倍の最
大Notchシグナル活性を生じることを見出し
た。我々はまた、40ng および 10ng の JAG1 FL
が、コントロールと比較して、それぞれ最大
Notch活性において14倍および2倍の増加を
生じることを見出した。同様に HeLa 細胞で
は、40ng および 10ng の DLL4 FL を添加する
と、コントロールと比較して Notch 活性が> 6
倍および 5倍増加したが、 40ng および 10ng

 
図 1 ビーズコート DLL4 および JAG1 リガンドタンパ

ク質（FL, N-EGF3, N-EGF2）のウェスタンブロット 



 
図 2 DLL4EGF2 中のアルギニン 257 は、DLL1、JAG1 お

よび JAG2 に見出される DOS モチーフのプロリンに対応 

の JAG1 FL は、コントロールと比較して、そ
れぞれ Notch 活性が 17 倍および 5 倍増加し
た。これらの知見は、DLL4 が HeLa 細胞と比
較して SW480 細胞においてより大きな Notch
シグナル伝達を引き起こすことを示す。 
DLL4 または JAG1 コートビーズのより高い用
量（40ng）は、SW480 および HeLa 細胞におい
て 10ng と比較して、最大活性が 2〜3 時間よ
り早く見られた。これは、リガンドが細胞上
のより多くのNotch受容体に結合する可能性
があるためであると考えられた。 
 
(4) SW480 および HeLa 細胞における DLL4 お
よび JAG1 によって誘導される異なる Notch
活性は、Notch および Fringe 発現の差異によ
ることが示唆される。 
我々は、SW480 細胞では、DLL4 FL 誘導性お
よび JAG1 FL 誘導性 Notch 活性化がそれぞれ
約 16倍および最大 13倍であることを見出し
たが、HeLa 細胞ではそれぞれ 6 倍および約
16 倍の増加が見られた。したがって、DLL4 FL
と JAG1 FL によって誘導された Notch 活性と
の比は、HeLa 細胞よりも SW480 細胞で高かっ
た。この差は、2 つの細胞株における Notch
受容体および Fringe ファミリータンパク質
の発現の差に起因する可能性がある。 DLL4
は、DLL1 よりも NOTCH1 受容体に対する結合
親和性が高い[Andrawes et al。、2013]。 Jag1
は Notch2 と Notch3 よりも Notch1 との相互
作用が少ないことが示されている[Shimizu 
et al、1999]。Fringe 遺伝子の発現は Notch
リガンドと受容体の組み合わせに依存して
Notch シグナル活性を調節しうる。我々はま
た、リアルタイム PCR を用いて、SW480 およ
び HeLa 細胞における Notch 受容体および
Frigne ファミリータンパク質の相対発現レ
ベルを調べた。HeLa 細胞と比較して、SW80
細胞における NOTCH1 および NOTCH2 / NOTCH3
発現レベルの増加が見られた。さらに、3 種
類の Fringe 遺伝子は全て、HeLa 細胞と比較
して SW480 細胞で発現が多く認められた。 
Notch受容体およびFringeタンパク質のこれ
らの発現レベル差は、SW480 および HeLa 細胞
における DLL4 コートおよび JAG1 コートビー
ズを用いて見出されるNotchシグナル伝達の
差を少なくとも部分的に説明し得ると考え
られた。 
 
(5) DLL4 または JAG1 の N 末端 EGF リピート
3領域は、Notch 活性化に重要である 
Notch シグナル活性化に必要な Notch リガン
ドの領域を同定するために、我々は各リガン
ドについて 2つの異なるリガンド断片、すな
わち EGF ドメインの EGF リピート 1 から 3
（N-EGF3）および EGF リピート 1 から 2
（N-EGF2）を作製した（図 1）。 20 ng の DLL4 
N-EGF3 または DLL4 N-EGF2 による SW480 およ
び HeLa 細胞における Notch レポーター活性
を、40 ng の DLL4 FL によって引き起こされ
たものと比較した。使用されたタンパク質の

量は、各タンパク質のおおよその総モル数に
基づいて調整した。同様に、10ng の JAG1 
N-EGF3 または JAG1 N-EGF2 に起因する SW480
および HeLa 細胞における Notch レポーター
活性を、40ng の JAG1 FL によって引き起こさ
れるものと比較した。 SW480 および HeLa 細
胞株の両方において、DLL4 FL が DLL4 N-EGF3
の活性化に比べてより大きな活性化を引き
起こしたのに対して、JAG1 FL は JAG1 N-EGF3
の活性化と同様のレベルのNotch活性化を示
した。対照的に、我々は、DLL4 N-EGF2 およ
び JAG1 N-EGF2 は、SW480 または HeLa 細胞株
のいずれにおいてもNotch活性にほとんど影
響を及ぼさないことを見出した。よって、
DLL4 および JAG1 の N 末端 EGF リピート 3 領
域が Notch活性化に必要であると結論付けら
れた。 
 
(6) DLL4 における N257P 突然変異による DOS
モチーフの再構築は、Notch 活性を増加させ
る 
DOS モチーフは Notch レセプター結合に関与
している可能性があり（Kopan and Ilagan、
2009）、ほとんどの Notch リガンドは
EGF1-EGF2 に及ぶ DOS モチーフを持っている
が、DLL4 には存在しない[Komatsu et al。、
2008]。ヒト DLL4 において、EGF2 中のアルギ
ニン 257 は、DLL1、JAG1 および JAG2 に見出
される DOS モチーフのプロリンに対応する。

そこで、我々は DLL4 N-EGF3 中のアルギニン
257 をプロリン（DLL4 N-EGF3 N257P）に改変
し、Notch シグナル伝達活性に対するその効
果を評価した（図 2）。DLL4 N-EGF3 N257P は、
SW480 細胞において DLL4 FL または DLL4 
N-EGF3 の Notch 活性の約 2〜3 倍の増加を引
き起こし、HeLa 細胞では、 DLL4 N-EGF3 N257P
は、DLL4 FL のそれと比較して、Notch 活性
の 20 倍の増加を引き起こした。これらの知
見は、DLL4 における DOS モチーフの再構成が
Notch シグナル伝達活性を増加させることを
示唆している。 
 
(7) 固定化 DLL4 リガンドは、T細胞分化を促
進することができる 
以前の研究では、胸腺上皮細胞上の DLL4 が
NOTCH1 媒介性シグナル伝達を介した胸腺に
おける造血前駆細胞（HPC:系列マーカー陰性
かつ c-kit 陽性 FL（LK-FL））からの T細胞分
化の原因であることが明らかとなっていた
[Hozumi ら 2008 年。 Koch ら、2008]。他方、
JAG1 は HPC からの T 細胞分化を促進しない



[Abe et al。、2010]。そこで、我々は、ビー
ズに固定化した DLL4 または JAG1 タンパク質
が、HPC から T 細胞分化を誘導できるかどう
か試みた。 Notch リガンドコートビーズ添加
1 週間後、HPC を回収し、フローサイトメト
リーを用いて T 細胞マーカーThy1.2 ++およ
び B細胞マーカーB220 + CD19 +を評価した。
コントロールビーズ添加により、HPC は当ア
ッセイの既定状態であるB細胞運命に分化決
定された（図 3）。反対に、DLL4 FL および
N-EGF3 N257P コートビーズが T細胞分化を促
進し、B 細胞分化を阻害した。また、DLL4 
N-EGF3コートビーズはT細胞分化を促進せず、
B 細胞分化をブロックしたことも見出した。 
DLL4 N-EGF3 を添加した細胞は、初期 T 細胞
前駆体（ETP、c-kit 高陽性）段階で停止した。
対照的に、JAG1 FL 被覆も N-EGF3 被覆ビーズ
も T 細胞分化を引き起こさなかった（図 3）。
よって、JAG1 ではなく DLL4 が T 細胞分化に
寄与し、T 細胞誘導が Notch シグナル伝達の
レベルと相関することが示唆された。 
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