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はじめに

誘導多能性幹細胞（iPS細胞）の開発は，細胞生物学
はもとより細胞の医療応用分野において大きなインパク
トを与え，近年のゲノム編集技術の革新も相まって，各
種多能性幹細胞を利用した再生医療や遺伝子治療の実用
化には大きな期待が寄せられている．一方で，細胞の医
療応用を産業として成立させるためには，治療に供する
細胞を再現性良く均質に，しかも大量に調製する技術が
必要となる．この課題に対しては，コスト面も含めて効
率的に種々の細胞を自在に調製するための技術革新が必
要となるであろう．また，安全な細胞医療を実現するた
めには，治療に供する細胞の運命を生体外・生体内問わ
ず簡便に制御する技術が必要とされている．このように，
細胞医療分野では，現在まさに生物化学工学的な視点が
重要となってきている 1)．
筆者は，動物細胞表面に膜貫通タンパク質として発現
し，特異的リガンドを受容して細胞内シグナル伝達を誘
導することで細胞運命制御に重要な役割を果たしている
サイトカイン受容体に着目した．このサイトカイン受容
体のリガンド認識能をタンパク質工学的な視点で改変し
た人工受容体を創製することで，特定の細胞の運命を意
のままに制御できるのではないかと考えた 2,3)．まず，
サイトカイン受容体のリガンド認識ドメインを一本鎖抗
体で置き換え，天然型受容体が認識し得ない特異的抗原

を認識して細胞内シグナル伝達を行うキメラ受容体を創
製した．このキメラ受容体においては，人工リガンド認
識系として多様性を持つ抗原・抗体ペアを選んだ点が特
徴であり，各種抗原認識キメラ受容体を合理的に設計す
ることにより，増殖・分化・遊走・死などの多様な細胞
運命を複数の抗原をスイッチとして用いて自在にコント
ロールできる可能性がある．また，細胞培養や細胞分化
誘導に必須の各種サイトカインは1 mgあたり数十万円
以上の高価なものがほとんどであるが，細胞増殖や分化
を誘導するキメラ受容体を活性化するための抗原として
安価な物質を選べば，高価なサイトカインを用いずに目
的細胞を大量かつ安価に調製するためのプラットフォー
ム技術にもなりうる．
一方，創薬分野に目を転じると，世界の医薬品市場で

は売上高の上位を抗体医薬品が占める時代となり，副作
用の低い分子標的医薬として抗体医薬品のニーズは今後
も増していき，市場はさらに拡大していくことが予想さ
れている 4)．また，あらゆる細胞内プロセス制御の根幹
ともいえるタンパク質間相互作用を標的とした創薬が近
年注目されており，医療応用に有用な分子を簡便にスク
リーニングできる手法の開発が求められている 5)．そこ
で，キメラ受容体による細胞運命制御の概念を応用して，
細胞運命を指標とした細胞内外での抗体スクリーニング
やタンパク質間相互作用スクリーニング系を開発した．
具体的には，増殖シグナルを伝達する受容体のリガンド
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認識部位を一本鎖抗体ライブラリーで置き換えたキメラ
受容体を細胞で発現させ，標的抗原存在下での細胞増殖
を指標として細胞内外で抗原結合性抗体が選択できるこ
とを実証した．また，受容体を抗体以外のタンパク質と
連結したキメラ受容体も構築し，細胞内でのタンパク質
間相互作用のスクリーニング系へと研究を発展させた．
本稿では，筆者らが取り組んできたこれらの研究の成
果について概説する．

1．キメラ受容体による細胞運命制御系の構築

細胞運命の人工制御系を構築するにあたり，まずは細
胞運命制御に関わる分子とその作用メカニズムに着目し
た．サイトカインは細胞間シグナル伝達を媒介するタン
パク質性因子の総称であり，動物細胞の運命制御に大き
く関わっている．サイトカインをリガンドとして受容し，
細胞内にシグナルを伝達するサイトカイン受容体スー
パーファミリーは，その構造的特徴から，（1）タイプ I/
IIサイトカイン受容体ファミリー，（2）免疫グロブリン
スーパーファミリー，（3）腫瘍壊死因子受容体ファミ
リー，（4）ケモカイン受容体ファミリー，（5）TGF-
受容体ファミリー，の5種類に大別される．このうち，（1）
に含まれるタイプIサイトカイン受容体ファミリーと（2）
に含まれる受容体チロシンキナーゼには多くの種類が存
在し，増殖，分化，遊走を司る重要な受容体を含む．また，
（3）は主に細胞死を誘導する受容体を含む．したがって，
サイトカイン受容体スーパーファミリーのうち，これら
の受容体ファミリーをエンジニアリングできれば，細胞
運命の根幹ともいえる増殖，分化，遊走，死を意のまま
に操れる可能性がある．これらの受容体ファミリーはす
べて1回膜貫通型の受容体であり，リガンドであるサイ
トカインを細胞外ドメインで受容し，その際に受容体鎖
が二量体以上のオリゴマーを形成することで活性化さ
れ，下流にシグナルを伝達する．したがって，これらの
受容体をエンジニアリングする際のポイントは，この共
通動作原理を可能な限り模倣することにあると考えた．

1-1．増殖制御　　再生医療の産業応用には，標的と
する組織にもよるが多数の細胞が必要であり，安価な細
胞増殖促進技術の確立が欠かせない．そこで，細胞運命
の中でまず「増殖」の安価な制御を指向して受容体の改
変に取り組んだ．その基本戦略は，受容体のリガンド認
識部位を一本鎖抗体（scFv）に置換し，高価なサイト
カインと引き換えに，安価な抗原を新たなリガンドとし
て認識するキメラ受容体を構築する，というものである
（図1）．先に述べたように，ここで用いる受容体は二量
体以上のオリゴマー化により活性化されるので，構築さ
れたキメラ受容体はオリゴマー抗原を加えることでオリ

ゴマー化され活性化されるであろうと考えた．
これを実証するために，タイプ Iサイトカイン受容体

の一つであるエリスロポエチン（EpoR）の細胞外ドメ
インに着目した 6)．これは，細胞外のドメイン数が少な
く（二つのドメイン），そのうちのN末端側のD1ドメイ
ンにリガンドであるEpoを結合することが分かってお
り，エンジニアリングがしやすいと考えたためである．
このEpoRのD1ドメインを抗フルオレセイン（FL）
scFvで置換し，膜貫通および細胞内ドメインをインター
ロイキン (IL)-6受容体のシグナル伝達サブユニット
gp130に置換したキメラ受容体（S-gp130）発現ベクター
を構築し，マウス IL-3依存性pro-B細胞株Ba/F3に遺伝
子導入した．この細胞株を増殖能評価に用いた理由とし
ては，第1に，この細胞が増殖するために必要な IL-3の
受容体自体がタイプ Iサイトカイン受容体ファミリーに
属するため，その下流で働くシグナル伝達分子の発現が
担保されていることがあげられる．実際，IL-3受容体
以外の天然型のタイプ Iサイトカイン受容体を導入する
ことで，対応するリガンドに応答して増殖させられるこ
とがすでに示されていた 7–9)．第2に，Ba/F3細胞は IL-3
を除去して培養すると完全に死滅するため，IL-3を除
去し抗原を添加したときの増殖の有無で，キメラ受容体
の増殖誘導能を明確に判定できることがあげられる．
実際に増殖アッセイを行った結果，抗原としてFLを

複数結合させたBSA（BSA-FL）を用いて，抗原依存
的な細胞増殖を誘導できた 10)．このとき，FLモノマー
やBSA単体では細胞増殖を示さなかった．また，5'末
端がFLラベルされた回文配列を持つオリゴDNAをア
ニーリングさせて作製したFL二量体を用いても，細胞
増殖を誘導することができた．さらに，上述のデザイン
ではキメラ受容体の細胞外ドメインにD2ドメインのみ
を残していたが，（1）D1，D2ドメイン両方を残したも
の，（2）D1ドメインのみを残したもの，（3）D1，D2
ドメイン両方とも除去したものも作製した結果，（1），
（3）でも抗原依存的な細胞増殖が誘導できることが分
かった 11)．さらに，細胞外ドメインのみならず，受容体
鎖間相互作用を司る膜貫通ドメインへの変異導入，およ
び細胞内の膜近傍ドメインへのオリゴアラニンリンカー
挿入による受容体配向の調整により，抗原依存的なシグ

図1．抗体 /受容体キメラの分子デザイン
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ナル伝達のON/OFFをより厳格になるように改良でき
た（図2）11,12)．サイトカイン受容体の活性化には二量体
化のみならずコンフォメーションが重要であるという報
告が数多くなされており 13–15)，筆者らの実験結果もそれ
に一致した．以上より，オリゴマー抗原によってscFv-
受容体キメラをオリゴマー化させシグナル伝達を誘導す
るという本系の原理証明に成功した．
次に，本系の他の受容体への適用可能性を示すために，

D2ドメインを持つキメラ受容体の膜貫通および細胞内
ドメインを別の増殖誘導型受容体のものに置換したキ
メラ受容体を構築し，同様にBa/F3細胞で発現させて機
能性を検証することにした．タイプ Iサイトカイン受容
体であるEpoR，IL-2受容体（IL-2R），トロンボポエチ
ン受容体（c-Mpl），受容体チロシンキナーゼである上
皮成長因子受容体（EGFR），マクロファージコロニー
刺激因子受容体（c-Fms），幹細胞因子受容体（c-Kit），
インスリン受容体（IR）をシグナル伝達ドメインとし
て持つキメラ受容体（それぞれS-EpoR，S-IL-2R，
S-Mpl，S-EGFR，S-Fms，S-Kit，S-IR）発現ベクター
を構築し，Ba/F3細胞に導入した．その結果，抗原非依
存的な増殖が見られたキメラ受容体もあったが，いずれ
も前段落で述べたドメインエンジニアリングを施すこと
により抗原依存的な増殖シグナルを伝達できることが示
された 16–21)．また，シグナル伝達解析の結果，それぞれ
のキメラ受容体に対応する天然型受容体が活性化する主
要なシグナル伝達経路を活性化できていることも分かっ
た．以上より，本系はタイプ Iサイトカイン受容体や受
容体チロシンキナーゼに広く適用可能な技術であること
が示された．
以上で述べた研究では，シグナル伝達解析に適したマ
ウスリンパ球系の前駆細胞株Ba/F3でキメラ受容体の機
能性を示したが，他の細胞株や，治療用細胞に近い初代
培養細胞にも適用できるかについて検証した．S-EGFR，
S-Fms，S-IRをマウス線維芽細胞株NIH3T3に導入し，

いずれも抗原存在下で増殖シグナルを伝達できることが
示された 19,21)．また，S-Fmsをマウス骨髄系細胞株
FDC-P1に導入したところ，抗原依存的な増殖シグナル
が伝達された 22)．また，S-IL-2Rをマウス細胞傷害性T
細胞株CTLL-2，マウス脾臓由来初代培養T細胞に導入
したところ，この場合も抗原依存的に細胞増殖を促進で
きた 17)．さらに，血球系細胞の源である造血幹細胞は，
未だ安定的に体外増幅する技術が確立されていないもの
の，血球系疾患の治療には欠かせない魅力的な細胞であ
ることから，造血幹細胞へのキメラ受容体の適用可能性
を検証した．マウス造血幹細胞はc-Mplとc-Kitの二つ
のシグナルが共存することにより増殖が促進されること
が知られている 23,24)．このうちc-Mplのシグナルをキメ
ラ受容体で代用できるかを検証した．S-Mplをマウス骨
髄から純化した初代培養造血幹細胞に導入したところ，
c-Kitリガンドと抗原の共存下で顕著な増殖が確認され
た 18,25)．その増殖レベルは天然型サイトカインである
c-Kitリガンドとc-Mplリガンド共存下での増殖と比べ遜
色のないものであった（図3）．また，このようにして体
外にて抗原存在下で培養された細胞を放射線照射マウス
に移植した結果，骨髄再構築能が示されたことから，体
外でキメラ受容体のシグナルによって増殖した細胞が造
血幹細胞としての機能を維持していることが分かった．

1-2．遊走制御　　以上の結果より，細胞運命のうち
増殖をキメラ受容体により制御できることが示された．
そこで，増殖以外の細胞運命にも適用できるかを検証し
た．まずは遊走制御について紹介したい．細胞遊走は生

図2．厳格な抗原依存的増殖を達成するためのS-gp130キメラ
受容体構造の最適化

図3．S-Mplキメラによる造血幹細胞の増殖誘導
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体内における組織再生や免疫応答で重要な役割を果たし
ており，遊走を人為的に制御できれば細胞治療への応用
が期待される．タイプ Iサイトカイン受容体や受容体チ
ロシンキナーゼは，その発現細胞にもよるが増殖以外に
遊走シグナルも伝達することが知られている．そこで，
Ba/F3細胞に各キメラ受容体を発現させた細胞を用いて，
ケモタキシスチャンバーによる細胞遊走アッセイを行っ
たところ，S-Fms，S-Kit，S-EGFR発現細胞が抗原の
濃度勾配に応答して遊走することが示された（図4）26)．
この中で特にS-Fmsが方向性を持った遊走レベルが高
く，Ba/F3細胞以外にFDC-P1細胞でも抗原の濃度勾配
方向への遊走を確認することができた 22)．一方，S-Mpl
発現細胞は抗原の濃度勾配に応答した遊走は見られな
かったものの，抗原依存的な細胞運動性の顕著な亢進が
見られた 27,28)．以上より，細胞遊走シグナルもキメラ受
容体によって模倣できることが示された．

1-3．分化制御　　生きた細胞における重要な細胞運
命として，増殖・遊走の他に分化があげられる．再生医
療用細胞を調製する際には，増殖により充分な細胞数を
確保することも重要だが，目的の細胞に効率的かつ安価
に分化誘導させることも重要である．低分子化合物の添
加や，転写因子の遺伝子導入による分化法も報告されて
いるが 29–32)，ほとんどの場合，分化誘導にも高価なサイ
トカインが使われており，そのコストを低減させること
が産業応用に向けて重要である．そこで，キメラ受容体
のシグナル伝達ドメインに分化シグナルを伝達する受容
体を選び，安価な抗原に応答して分化シグナルを伝達で
きるかを検証した．腫瘍壊死因子受容体ファミリーに属
する receptor activator of nuclear factor B（RANK）は，
マクロファージ様細胞株RAW264の細胞膜上に発現し，
RANKリガンド（RANKL）を培地に添加すると破骨細
胞に分化する 33)．そこで，RANKをシグナル伝達ドメ
インとして持つキメラ受容体（S-RANK）の発現ベク
ターを構築した．RAW264細胞に遺伝子導入して発現
させ，キメラ受容体発現細胞を抗原刺激し，破骨細胞の
分化マーカーである酒石酸抵抗性酸性ホスファターゼ

（TRAP）の染色により分化能を検証した．その結果，抗
原濃度依存的に破骨細胞への分化細胞数が増加し，親株
のRAW264細胞を天然型サイトカインであるRANKL
で刺激した場合とほぼ同等の分化効率を達成できた（図
5）34)．また，シグナル伝達解析の結果，天然型RANK
が活性化するNF- B経路とMAPキナーゼ経路をキメラ
受容体も同等に活性化していたことから，キメラ受容体
はRANKの活性化を模倣できることが示された．さらに，
筆者らの最近の研究では，骨髄系前駆細胞株32Dcl3の
顆粒球分化に着目した研究も行っている．32Dcl3細胞
は，タイプIサイトカイン受容体に属する顆粒球コロニー
刺激因子受容体（G-CSFR）を発現し，そのリガンドで
あるG-CSFを受容して顆粒球へ分化する 35)．そこで，
G-CSFRをシグナル伝達ドメインとして持つキメラ受容
体（S-GCSFR）発現ベクターを構築し，32Dcl3細胞に
導入して発現させたところ，抗原刺激により顆粒球分化
を誘導することができた．以上より，本系は医療応用に
近い分化細胞を前駆細胞から生産する技術として応用で
きる可能性がある．

1-4．死制御　　最後に，標的細胞の除去，すなわち
細胞死の模倣について紹介する．細胞治療においては，
生体内に移植した細胞による治療効果が得られることも
重要であるが，移植細胞が仮に不要となった場合にも除
去できることが望ましい．たとえば，移植細胞に何らか
の変異が生じ，異常増殖するなど悪性化してしまった場
合でも，細胞死を誘導して取り除くことができれば，細
胞治療の安全性は担保される．そこで，腫瘍壊死因子受
容体ファミリーに属し，死シグナル伝達を担う受容体
Fasをシグナル伝達ドメインとして持つキメラ受容体
（S-Fas）の発現ベクターを構築した．まずBa/F3細胞に

図5．S-RANKキメラ導入RAW264細胞の破骨細胞への分化
誘導

図4．各キメラ導入Ba/F3細胞の遊走アッセイ結果
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導入して機能評価したところ，抗原依存的かつ抗原刺激
時間依存的な細胞死が見られ（図6），Fas下流のアポトー
シス実行役のカスパーゼ3の活性化も見られた 36)．そこ
で，S-Fasをヒトのがん細胞株であるK562やHeLa細胞
に導入したところ，両細胞株に対して抗原依存的に死を
誘導できることが示された．したがって，細胞死シグナ
ルもキメラ受容体によって制御できることが示された．
以上をまとめると，キメラ受容体によって三つの受容
体ファミリーの計10種類の受容体のシグナル伝達を模
倣でき，その結果，細胞運命の要諦である増殖・分化・
遊走・死の制御に成功した．そこでこれらのキメラ受容
体をシグナル伝達抗体（signalobody）と命名した．

2．キメラ受容体によるライブラリー選択への応用

上述のキメラ受容体を用いた細胞運命制御の研究は，
相互作用することが既知の抗原と抗体のペアを用い，抗
原の存在の有無によってキメラ受容体のタンパク質間相
互作用を制御し，その結果，特定の細胞運命制御を実現
する，というコンセプトであった．このような研究を進
めていく過程で，その逆，すなわち，細胞運命が誘導さ
れたことを指標として，未知のタンパク質間相互作用の
有無を検出できないか，という逆転の発想に至った．抗
原－抗体系であれば，キメラ受容体の抗体部分をライブ
ラリー化しておき，特定の抗原に対して結合する抗体ク
ローンをスクリーニングできると考えられ，抗体医薬創
出のためのプラットフォームとして有用性がある．また，
細胞内の多くのプロセスは複雑なタンパク質間相互作用
ネットワークによって運営されていることから，生きた
細胞内でタンパク質間相互作用を検出する技術は，細胞
内プロセスの理解とそれを基にした創薬を推進するにあ
たってきわめて重要である．したがって，この発想の転

換は，再生医療への応用を指向したキメラ受容体の研究
を，創薬指向へも展開することにより大きく可能性を広
げるものになった．
細胞運命を指標とするにあたって，増殖の有無は，適

切な培養プレートへの播種と細胞の培養という非常に簡
便な操作で，リードアウトとしても特別な装置も要らず
に判別できるため簡便であると考えた．これまでのキメ
ラ受容体の研究で使用していたBa/F3細胞は，厳格な
IL-3依存性を持つため，IL-3非存在下での細胞増殖と
キメラ受容体の活性化は明確な相関を示す．このため，
スクリーニングに非常に適したホスト細胞であると考
えた．

2-1．細胞表面での抗体選択法　　そこで，まずは特
定の抗原に対する抗体断片をライブラリーからスクリー
ニングできるかを検証した．既存の in   vitro抗体選択法
に比べたキメラ受容体による抗体スクリーニング系の利
点は，抗体分子の翻訳後修飾や折りたたみに適した動物
細胞での発現系を利用したうえで，非特異的クローンを
除くために既往の系で必須の操作であるパンニングや
ソーティングが不要である点があげられる．また，得ら
れた細胞からのゲノムPCRによる抗体遺伝子のクロー
ニングも可能であり，他の in   vitro抗体選択法と同様に
表現型と遺伝子型の対応付けも可能である．
増殖誘導型キメラ受容体の中で，gp130をシグナル伝

達ドメインとして持つキメラ受容体については，ドメイ
ンエンジニアリングにより最適化を行うことで，細胞外
ドメインにEpoRのD1，D2ドメイン両方を残したキメ
ラ受容体構造（SD1D2g）と，D1，D2ドメイン両方を
削除したキメラ受容体構造（Sg）による厳格な抗原依
存的な増殖を達成できていた 11)．そこで，SD1D2g，Sg
のscFv部分にヒト合成scFvライブラリーを組み込んだ
キメラ受容体発現ベクターライブラリーを作製し，Ba/
F3細胞に導入した．この細胞群を，IL-3を除き，抗原
としてBSA-FLを添加した培地中で選択培養した結果，
Sg骨格では，多くの細胞クローンが増殖したが，抗原
に対して親和性の低い抗体クローンしか得られなかっ
た 37)．一方，SD1D2g骨格では，増殖した細胞クローン
の数は少なかったものの，抗原に対して親和性の高い抗
体クローンが得られた（図7）38)．このことから，scFv部
分をライブラリー化した場合，キメラ受容体のドメイン
構造が抗体スクリーニングの結果を大きく左右すること
が分かった．SD1D2gから得られた増殖速度の速かった
23クローンのシーケンス解析を行った結果，7種類のク
ローン配列が得られ，そのうちもっとも高い抗原親和性
を持つクローン配列が17個取得されていた．このこと
から，本手法では高親和性の抗原結合性scFvクローン

図6．S-Fasキメラ導入Ba/F3細胞のアポトーシス誘導



生物工学　第95巻132

を優先的に取得できることが示された．
2-2．細胞内抗体選択法　　以上より，細胞膜発現型

のキメラ受容体によって，外部から加えた抗原に結合す
るscFvをスクリーニングできることが分かった．一方
で，細胞内タンパク質抗原を標的とした抗体によって，
標的抗原の機能阻害や可視化解析への応用を指向する場
合には，細胞内で機能を発揮する抗体（intrabody）を
スクリーニングする必要がある 39)．既存の抗体選択法で
は，細胞外の酸化的環境下で選択されるため，選択され
た抗体の大部分は，細胞内の還元的環境下では不安定で
ある．したがって，細胞内で機能する intrabodyをさら
に別途アッセイを行って選抜する必要があるが，動物細
胞内において intrabodyをライブラリーから選択するた
めの汎用的な手法は未だ確立されていない．
そこで，これまで細胞膜上で発現させていた増殖誘導
型キメラ受容体を思い切って細胞質で発現させ，標的抗
原オリゴマーも細胞質で過剰発現させることによって，
標的抗原に結合する intrabodyを細胞増殖により選択で
きないかと考えた．具体的な実験としては，ヒト合成
scFvライブラリーと受容体チロシンキナーゼc-Kitの細
胞内ドメインを連結したキメラ受容体遺伝子を作製し，
標的抗原として二量体抗原である狂犬病ウイルスリン酸
化（P）タンパク質を過剰発現させたBa/F3細胞に導入
して細胞質で発現させた．得られた細胞ライブラリーを
IL-3非存在下で培養し，増殖する細胞をスクリーニン
グしたところ，抗原であるPタンパク質依存的な増殖が
見られた 40)．そこで，増殖速度の速かった24クローン
を選びシーケンス確認を行った結果，異なる四つの
scFvクローンの配列が得られた．これらのscFvクロー
ンの配列をキメラ受容体発現ベクターに再度組み込み，
抗原であるPタンパク質発現Ba/F3細胞と親株Ba/F3細
胞に導入して IL-3非存在下での増殖アッセイを行った

結果，いずれも抗原発現細胞でのみ増殖した（図8）．ま
た，キメラ受容体のc-Kit細胞内ドメインは抗原依存的
にチロシンリン酸化されており，プルダウンアッセイの
結果，抗原とキメラ受容体の共沈が見られたことから，
これら4種類のscFvはすべて抗原結合性があることが
確認された．このことから，本研究の系を用いて動物細
胞の細胞質にて機能する intrabodyをライブラリーから
直接スクリーニングできることが示された．

2-3．細胞内タンパク質間相互作用スクリーニング法  
このように，キメラ受容体による細胞内での抗体スク
リーニングが可能となったことから，受容体を抗体以外
のタンパク質と融合したキメラを構築することで，細胞
内でのさまざまなタンパク質間相互作用（PPI）の検出
法やスクリーニング系への応用へと系を発展させたいと
考えた．このPPI検出用の発展型キメラ受容体は，前項
で作製した intrabody選択用のscFv-c-KitキメラのscFv
部分を，相互作用を検出したいタンパク質（baitと
prey）に置換したものである．検出原理としては，これ
までのキメラ受容体システムと同様であり，baitとprey
の間に相互作用が生じたときに，キメラ受容体のc-Kit
細胞内ドメインが二量体を形成して活性化され，増殖シ
グナルが伝達されるので，Ba/F3細胞で発現させれば
IL-3非存在下での増殖を指標にPPIを検出できる（図9）．
まずは抗体以外のタンパク質への適用可能性を示すた

めに，小分子リガンドAP20187に応答してホモ二量体
が形成されるFK506-binding protein 12（FKBP）のF36V
変異体（FKBPF36V）を相互作用タンパク質として選び，
c-Kit細胞内ドメインを連結したキメラ受容体発現ベク
ターを構築した．このとき，c-Kit細胞内ドメインをC
末端側またはN末端側に配置した2通りと，FKBPF36V

図8．キメラ受容体による細胞内抗体ライブラリー選択法概念
図と得られたクローンの抗原特異性評価

図7．キメラ受容体による細胞表面での抗体ライブラリー選択
法概念図と代表的クローンの抗原結合性評価
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とc-Kit細胞内ドメインの間にフレキシブルリンカー
(Gly4Ser)2を挟むか否かの2通りの計4通りのキメラ受容
体をデザインした．これらをBa/F3細胞に導入し，IL-3
非存在下で種々のリガンドAP20187を添加して培養し
た．その結果，フレキシブルリンカーを挟んだ方が増殖
誘導能は優れており，天然型受容体の活性化モードと同
様にc-Kit細胞内ドメインがC末端側にある方が増殖誘
導能は優れていた 41)．また，リガンドであるAP20187
非存在下では増殖が生じなかったことから，バックグラ
ウンドが低い系であることが示唆された．
以上より抗体以外のタンパク質であるFKBPF36Vにキ
メラ受容体の適用範囲を広げることができたので，次の
段階としてヘテロ二量体を形成する二つの異種タンパク
質間相互作用を検出できるかについて検討した．FKBP
と，mammalian target of rapamycin（mTOR）に含ま
れるFKBP12-rapamycin   binding（FRB）ドメインの
T2098L変異体とは，小分子リガンドAP21967に応答
して相互作用することが知られている．そこで，FKBP
またはFRBT2098Lをフレキシブルリンカーを介してc-Kit
細胞内ドメインに連結した2種類のキメラ受容体発現ベ
クターを構築し，Ba/F3細胞に導入して発現させた．そ
の結果，共発現細胞ではリガンドAP21967依存的な増
殖が見られ，この時もバックグランドが低い検出系を実
現することができた 41)．
そこで次に，リガンド依存的に相互作用するタンパク
質ではなく，恒常的に相互作用するケースにも適用でき
ることを示すことにした．がん抑制タンパク質p53に作
用するユビキチンリガーゼMDM2のN末端ドメイン
（MDM2N）と，それに相互作用するpDIペプチドの相

互作用を検出できるか否かについて，同様にキメラ受容
体を構築し，Ba/F3細胞で発現させて検証した．その結
果，いずれか一方のキメラ受容体発現細胞は増殖しな
かったのに対し，二つのキメラ受容体を共発現細胞した
細胞は増殖したことから，MDM2NとpDIとの相互作用
を検出できることが示された 41)．さらに，MDM2Nに対
する親和性がpDIよりも弱いp53由来ペプチドを連結し
たキメラ受容体を同様に作製し，MDM2Nキメラ /pDI
キメラ共発現細胞とMDM2Nキメラ /p53由来ペプチド
キメラ共発現細胞を混合して培養したところ，後者の細
胞が大多数となるような比率（1:10～1:1000）で混合
した場合であっても前者の細胞群が濃縮された．した
がって，本系は増殖速度の違いによって，標的タンパク
質に対してより高い親和性を持つペプチドをライブラ
リーからスクリーニングできる可能性が示唆された．
このようなキメラ受容体を用いた手法は，対象として

選ぶ標的タンパク質の特性によっては，標的タンパク質
に相互作用する分子のみならず，標的タンパク質の相互
作用に影響を与える分子のライブラリースクリーニン
グにも応用できる．この観点で，細胞質型パターン認識
受容体の一つであるNOD-like receptor, pyrin domain-
containing 3（NLRP3）を標的タンパク質として選んだ
研究について紹介する．NLRP3は自然免疫応答におけ
る免疫センサータンパク質として近年その重要性が明ら
かになってきており，種々の炎症性疾患との関連性が示
されてきた．NLRP3は内在性危険因子および環境スト
レスに応答してオリゴマー化し，アダプター分子を介し
てcaspase-1をリクルートした活性型複合体（インフラ
マソーム）を形成することで，炎症シグナルを伝達する
と推測されているが，この過程で関与する細胞内因子の
解明も含め，活性化機構には未だ不明な点が多い 42)．そ
こで，NLRP3をc-Kitの細胞内ドメインに連結したキメ
ラ受容体を構築し，細胞増殖を指標に活性化因子の探索
を行った（図10）．実験では，まずキメラ受容体発現ベ
クターをBa/F3細胞に導入し安定発現株を取得後，ヒト
膵臓由来cDNAライブラリーを導入した．IL-3非存在下
で増殖した細胞のゲノムを回収し適切なプライマーを用
いてPCRすることで，導入されたcDNA配列部分を増
幅しシーケンスを確認後，再度キメラ受容体細胞に導入
してNLRP3に対する特異性を解析した．その結果，3
種のcDNA導入細胞でNLRP3特異的なキメラ受容体の
活性化および増殖促進がみられた 43)．以上より，標的タ
ンパク質のオリゴマー化状態に影響を与える遺伝子をラ
イブラリーからスクリーニングできることが示された．
以上より，c-Kitキメラによる細胞内PPIスクリー
ニング法が実証できたことから，本系をc-Kit-based 

図9．キメラ受容体によるタンパク質間相互作用スクリーニン
グ法の概念図と3種類のタンパク質間相互作用検出結果
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protein–protein interaction screening（KIPPIS）と命名
した．

おわりに

本研究では，遺伝子工学 /タンパク質工学を駆使して
サイトカイン受容体のリガンド認識部位に改変を加え，
特定の人工リガンドに応答した細胞運命制御を実現し
た．これは人工リガンドとしての抗原とそれに結合する
ことが既知の抗体クローンを用いた合理的設計に基づ
く．その成果をもとに，今度は逆に細胞運命（増殖）を
指標とすることで，標的結合性が未知のライブラリーか
ら結合性分子を選択する系を考案し，抗体スクリーニン
グやタンパク質間相互作用スクリーニングを実現した．
今後の展望として，細胞運命制御については単独の細
胞運命制御のみならず，複数の細胞運命を連続的に制御
することや，それを用いて実用的に再生医療用細胞を調
製できることを実証していくことがあげられる．また，
ライブラリースクリーニング系については，疾患関連タ
ンパク質を標的としたタンパク質間相互作用阻害剤ある
いは阻害ペプチド探索と，実際の疾患医療への応用があ
げられる．一方，本稿で記載したリガンド認識部位を改
変したキメラ受容体の研究の他にも，受容体のシグナル
伝達ドメインを，10アミノ酸残基程度の長さのシグナ
ル伝達分子結合モチーフを複数連結することでボトム
アップ的に構築し，シグナル伝達特性自体を人工的にデ
ザインする系についても研究を進めている 44)．今後，「受
容体工学」の方法論をさらにブラッシュアップし，再生
医療や創薬開発に貢献する生物化学工学的な基盤技術と
して確立していきたいと考えている．
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