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略語 

BSA, bovine serum albumin 

CAG, cytomegalovirus early enhancer/chicken β actin 

CAR, chimeric antigen receptor 

CRH, cytokine receptor homologous 

EB, embryoid body 

EpiS, epiblast stem 

ES, embryonic stem cell 

FL, fluorescein 

FNIII, fibronectin type III 

G-CSF, granulocyte colony stimulating factor 

GCSFR, G-CSF receptor 

GCSFRL, chimeric GCSFR with long extracellular domain 

GCSFRS, chimeric GCSFR receptor with short extracellular domain 

gp130, glycoprotein 130 

Ig, immunoglobulin 

IL, interleukin  

iPS, induced pluripotent stem 

IRES, internal ribosome entry site 

JAK, Janus kinase 

LIF, leukemia inhibitory factor 

MAPK, mitogen-activated protein kinase 

MEF, mouse embryonic fibroblast 

MHC, myosin heavy chain 

PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis 
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PBS, phosphate buffered saline 

PI3K, phosphatidylinositol-3 kinase 

scFv, single-chain variable fragment 

SDS, sodium dodecyl sulfate 

SMA, smooth muscle actin 

STAT, signal transducer and activator of transcription 

VE-Cad, vascular endothelial-cadherin 

 

  



4 

 

要旨 

 

超高齢化を迎える社会にとって、健康寿命の延伸は喫緊の重要課題である。高度化す

る昨今の医療社会にあっても、心疾患に対する心筋再生のように、失われた生体組織に

対する再生医療は次世代の治療体系として、その実用化に大きな期待が寄せられている。

再生医療の要である幹細胞の中でも、医療応用面で大きな注目が寄せられているものの

一つが、人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cell：iPS 細胞）である。実際に、

様々な種類の機能的な細胞が iPS 細胞から誘導され、医療への応用が検討されている。

一方で、分化誘導の効率化と経済性の両立といった課題も多く残されており、その解決

のためには iPS 細胞をはじめとする多能性幹細胞の、多能性の維持や分化といった過程

における分子機構を解明し、それを制御することが必要である。 

iPS 細胞の機能制御の多くを担う重要な分子機構として janus kinase（JAK）と signal 

transducer and activator of transcription（STAT）3 によるシグナル伝達経路が知られている。

JAK/STAT シグナルは様々なサイトカインにより惹起されることが報告されているが、

本研究では、心疾患に対する再生医療への応用を念頭に、心筋分化に重要な顆粒球コロ

ニー形成刺激因子（granulocyte colony stimulating factor：G-CSF）とその受容体を介した

制御機構に着目した。iPS 細胞からの分化誘導過程で G-CSF 刺激により、心筋分化誘導

効率が促進される一方、医療応用に際しては G-CSF 組換えタンパク質調製のためのコ

ストや供給の不安定さが懸念される。 

 そこで、本研究では、一本鎖抗体断片を含む人工 G-CSF キメラ受容体を構築し、こ

れを iPS 細胞に導入することで、安価で化学的に安定な代替リガンドによる心筋分化誘

導が可能であるか否かを検証した。さらに、心筋分化誘導効率は、各種心筋マーカー遺

伝子の発現量と、自己拍動する胚様体の出現率から評価した。その結果、bovine serum 

albumin（BSA）に蛍光分子をコンジュゲートさせた代替リガンドを用いて、人工 G-CSF

キメラ受容体を導入した iPS細胞を刺激することにより心筋分化誘導効率の上昇が確認



5 

 

された。また、蛍光イメージングにより、細胞内カルシウム濃度のオシレーションを呈

する機能的な心筋細胞が誘導されたことも観察された。 

 本研究は、これまで細胞の増殖や遊走の制御といった分野で応用されてきた人工キメ

ラ受容体を、iPS 細胞の分化誘導に応用した初めての研究であり、心筋分化誘導の安定

性とコスト削減のために有用な基盤となり得る技術開発であると考えられる。iPS 細胞

が抱える医療応用面での課題に多角的に寄与可能な成果であるといえる。 
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第 1 章 緒言 

 

1.1. 再生医学・再生医療と多能性幹細胞 

「再生医学」とは、疾病や傷害により欠損、あるいは変性した生体組織の再生に関わ

る科学的基盤を追求する医学分野であり、その成果を応用した臨床現場における医療は

「再生医療」と呼ばれる。高度化する昨今の医療社会にあっても、失われた生体組織の

再生は未だ大きなアンメットメディカルニーズであり、再生医療には次世代の治療体系

として、その実用化に大きな期待が寄せられている。再生医療の本質は、組織・細胞の

もつ自己修復力・再生能力の応用であるが、その実体として中心的役割を担うのが、幹

細胞である。幹細胞とは、自己と同一の細胞を産生する自己複製能と、別種の細胞に分

化できる分化能を併せもつ細胞であると定義される。再生医療とは、それら幹細胞の移

植、ないし幹細胞から人工的に構築された組織の移植により、失われた人体機能を回復

させる医療であると捉えることができる。また、液性因子などの生理活性物質を介して

生体に存在する内因性の幹細胞を活性化する医療も、広義には再生医療に含まれる。 

再生の要である幹細胞は、その由来や能力から分類がなされている。そのうちの一つ

である成体幹細胞は、体性幹細胞、組織幹細胞とも呼ばれ、各組織における機能細胞や

それらの前駆細胞の供給源として存在し、成体組織の再生と修復を司っている。1963

年の Beaker らによる造血幹細胞の発見にはじまり（（Becker et al., 1963））、これまでに様々

な組織から成体幹細胞が発見された。例えば、成体幹細胞の一つである間葉系幹細胞は、

骨や軟骨、血管といった中胚葉由来の組織に分化が可能であると同時に、増殖因子の分

泌、血管新生促進作用といった組織修復を促進する生物活性を有することが報告されて

いる（（Uccelli et al., 2008））。骨髄や臍帯組織、臍帯血などから比較的容易に入手が可能で

あることから、脊髄損傷などを適応として承認を受けている医療製品も存在する（（Jossen 

et al., 2018）。一方で、体性幹細胞は通常、特定の複数種の細胞にしか分化することがで

きず（多分化性）、特に分化細胞の供給源としての観点から、その汎用性には限定的な
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面もある。 

それに対し、分化条件によって三胚葉いずれの細胞種に分化可能な能力（多能性）を

有する幹細胞は、多能性幹細と呼ばれる。その代表的なものが、胚性幹細胞（embryonic 

stem cell：ES 細胞）である。1981 年に Martin Evans ら、Gail Martin らがマウス胚から多

分化能をもつ多能性幹細胞の樹立、培養に成功し（（Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981）、

1998 年には、James A. Thomson らによりヒト ES 細胞の樹立が世界で初めて報告された

（Thomson et al., 1998））。その後、ES 細胞樹立のための技術改良を経つつ、ハーバード大

学の Douglas A. Melton のグループや、本邦でも京都大学の中辻、末森らのグループもヒ

ト ES 細胞の樹立に成功した（（Cowan et al., 2004; Suemori et al., 2006））。しかし、多能性

を有するヒト ES 細胞の再生医療へ応用が期待される一方で、その樹立過程における受

精卵の破壊が、倫理的な問題となっている。また、ヒト ES 細胞の医療応用は基本的に

他家移植となり、ドナーとレシピエントの遺伝的バックグラウンドの相違、とりわけ、

主要組織適合遺伝子複合体の相違による拒絶反応が生じる問題も懸念される。 

これらの課題に対し、2006 年、京都大学の高橋と山中は、マウスの体細胞に初期化 4

因子（4F）と呼ばれる転写因子（OCT4、SOX2、KLF4、c-MYC）を強制的に体細胞へ

発現させることで形質転換を行い、遺伝情報を初期化することで ES 細胞とほぼ同等の

自己複製能と多分化能を有する多能性幹細胞が作製可能であることを報告し、この新型

多能性幹細胞を人工多能性幹細胞（iPS細胞）と命名した（（Takahashi and Yamanaka, 2006））。

2007 年には、同様の方法でヒト iPS 細胞を樹立可能であることが報告された（（Takahashi 

et al., 2007; Yu et al., 2007））。ヒト iPS 細胞は、受精卵を用いることなく体細胞の初期化に

より作製が可能であるため、医療応用に際しての倫理的懸念が少ない。また、患者由来

の細胞を用いて個別作製を行えば、自家移植治療が可能になり、免疫拒絶の問題も克服

されると考えられる。このブレークスルーから iPS 細胞に関する研究は目覚ましい発展

を遂げ、これまでに、ヒト iPS 細胞から心筋細胞や神経細胞、肝臓細胞といった多様な

細胞種が機能的な状態で分化誘導可能であることが多くの研究者により示され、その一
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部は臨床応用研究の段階にある（（Kondo et al., 2018; Okano and Yamanaka, 2014; Shi et al., 

2017））。さらに、初代培養細胞としては入手が難しいヒト由来の機能的細胞を均一かつ

大量に供給可能であることから、再生医療への直接応用に加え、創薬研究における新薬

探索や副作用評価などにも幅広く用いられている.。 

このように、幹細胞研究の進展は目覚ましく、その自己修復力と再生能力の医療応用

によるパラダイムシフトのみならず、分化誘導された組織をモデルとして基礎研究や創

薬研究における活用など、幅広い応用が強く期待されている（図 1）。 
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図 1．iPS 細胞とその応用 

iPS 細胞の初期化過程と、分化誘導、臨床応用の可能性について示す。体細胞から初期

化 4 因子（OCT4、SOX2、KLF4、c-MYC）の導入によって得られる iPS 細胞は、種々

の機能性細胞への分化誘導が可能であり、再生医療をはじめとする多くの分野での応用

が期待される。 
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1.2. 多能性幹細胞と STAT3 シグナル 

前述のように多能性幹細胞の医療応用が強く期待される一方で、その実現のための課

題は決して少なくない。医薬品としての品質基準対応や、安定供給、そのためのロジス

ティクスなど産業面での課題はもちろんであるが、幹細胞の安定した作製、安全性やコ

スト増大のリスクとなり得るウイルスベクターや生体由来因子からの脱却、有効性に繋

がる分化効率や細胞機能性の追求など、多能性幹細胞のもつ性質と挙動を精密に制御す

ることが求められている。この課題解決のためには、ひとえに多能性幹細胞に関する生

物学的理解が欠かせない。とりわけ、細胞制御の基盤であるシグナル伝達に関する理解

が肝要であると考えられる。 

多能性幹細胞の制御に関連するシグナル伝達経路は複数報告されているが、その中で

も、多能性の誘導や維持、多能性幹細胞からの分化誘導といった細胞制御機構に広く関

与し、重要なものの 1 つとして考えられているのが JAK と STAT3 によるシグナル伝達

経路である。 

JAK/STAT3 シグナルと多能性維持に関する研究は、今では多くの多能性幹細胞の維

持培養プロトコルで採用されている leukemia inhibitory factor（LIF）に関する知見の発

見と関連が深い。液性因子である LIF に、マウス ES 細胞の多能性を維持する機能があ

ることが報告されたのは、1998 年のことであった（（Smith et al., 1988））。LIF は interleukin 

(IL)-6 ファミリーに属するサイトカインであり、glycoprotein 130（gp130）と LIF 受容体

からなるヘテロ二量体を受容体として細胞内に複数のシグナルを伝達することが知ら

れている。中でも、機能的に重要であると考えられているものの 1 つが JAK/STAT3 シ

グナル経路である。実際に、そのシグナル伝達阻害により LIF によるマウス ES 細胞の

自己複製能が失われること（（Niwa et al., 1998））、逆にシグナル伝達の活性化により、LIF

の非存在下であっても自己複製能が維持されること（（Matsuda et al., 1999））からも、多能

性維持における重要な機能を有することが示唆されている。なお、LIF 下流において、

幹細胞の多能性維持に関与するシグナル伝達経路は、JAK/STAT3 シグナル以外にも、
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phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K)/AKT シグナルや mitogen-activated protein kinase 

（MAPK）シグナルなどが知られている。多能性の発揮に重要な KLF4 や SOX2、NANOG

や OCT3/4 といった協調的に機能する一連の転写因子群の発現は、上記のシグナル伝達

により制御されており、多能性幹細胞の機能維持に寄与していることが報告されている

（（（Niwa et al., 2009）、図 2）。 

さらに、LIF を介した STAT3 シグナルの活性化は、多能性の維持のみならず、多能性

の獲得においても重要な機能を有していることが知られている。例えば、リン酸化によ

り二量体化し活性化した STAT3 は、OCT4 や NANOG といった初期化に重要な遺伝子

のプロモーター領域に直接結合し、その発現を亢進させることが知られている（（Chen et 

al., 2008; Niwa et al., 2009））ほか、恒常活性型の STAT3 の導入により、マウス胎仔由来

の線維芽細胞（mouse embryonic fibroblast：MEF）の初期化因子による初期化効率が上

昇することが報告されている（（Tang et al., 2012））。また、人為的に STAT3 活性を上昇さ

せることで、着床後のマウス胚から誘導した prime 型と称される未分化度の低いエピブ

ラスト幹（epiblast stem：EpiS）細胞を、着床前の胚盤胞より樹立された未分化度の高

い、naïve 型とも表現される ES 細胞様の形質をもつ細胞へとリプログラミングさせるこ

とが可能であると報告されている（（van Oosten et al., 2012; Yang et al., 2010））。さらに、

STAT3 シグナルが、初期化過程におけるエピジェネティックな制御にも関与しているこ

とが報告されており、JAK/STAT3 シグナルの阻害により、DNA メチルトランスフェラ

ーゼやヒストン脱アセチル化酵素の発現が上昇することでOCT4やNANOGといった初

期化因子の発現に重要な遺伝子領域の脱メチル化が阻害される結果、それらの発現が抑

制され、初期化効率に影響することが報告されている（（Tang et al., 2012））。近年では、

LIF や JAK 下流における STAT3 シグナルだけではなく、IL-6 及びその受容体の下流に

おいて活性化される STAT3 シグナルが、ホメオボックス転写因子である NKX3-1 を介

して初期化過程に関与していることも報告されている（（Mai et al., 2018））。 

以上のように、STAT3 によるシグナル伝達は、その下流で初期化因子をはじめとする
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協調的な機能遺伝子発現を制御することで、多能性の獲得からその維持に至るまで重要

な機能を有している。表 1 では、JAK/STAT3 シグナルを活性化するサイトカインが、

多能性幹細胞の機能維持や体細胞初期化においても重要な役割を果たしていることを

報告した例を一覧として示す。多能性幹細胞の医療応用にあたっては、こういった細胞

の機能制御に関与する分子基盤を十分に理解した上で、それらを効率的かつ緻密に制御

できる技術の開発が必要になる。 
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図 2．多能性幹細胞の機能維持・発揮に重要な転写因子群とシグナル伝達 

多能性幹細胞において、その機能の維持と発揮に重要な転写因子群およびシグナル伝達

経路の関係性を示す。IL-6 や LIF といったサイトカイン下流において惹起される各シグ

ナル伝達経路は、多能性の維持や発揮に重要な KLF4 や SOX2、NANOG や OCT3/4 と

いった、協調してはたらく一連の転写因子群の発現制御に寄与している。 
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1.3. 多能性幹細胞からの心筋分化誘導と G-CSF 

ここでは、多能性幹細胞の医療応用が期待される疾患領域について論じる。候補とな

る疾患領域は複数挙げられるが、その一つが心疾患領域である。心疾患は、悪性新生物

に次いで、国内における死亡要因第 2 位であり、2018 年には 20 万人以上が心疾患によ

り命を落としている。中でも、心筋細胞の喪失や変性を原因とする心不全によるものが

最大であり、その数はこの 20 年間で約 2 倍に急増している。国内における心不全患者

数は 100 万人以上といわれており、そのうち 10 万人以上が難治性重症心不全患者であ

るといわれている（（（Okura et al., 2008））。難治性重症心不全の治療としては心臓移植が挙

げられるが、ドナー不足により年間 50 例程度の実施であり、有効な治療法が確立され

ているとは言い難い。その課題解決のため、幹細胞を用いた心筋再生研究と医療応用が

精力的に進められている。 

欠損した心筋組織に体外で誘導した十分な量の心筋細胞を患者に移植するためには、

多能性幹細胞からの効率的な心筋細胞の分化誘導法が必要である。心筋分化誘導に必須

とされる心発生の分子メカニズムを背景に、これまでに多数の分化誘導法が開発され、

報告がなされている（（Burridge et al., 2014））。中胚葉の発生から心筋芽細胞の派生、増殖、

心筋細胞への成熟を伴う分化の過程は、時空間的に厳密な制御がなされており、この制

御には各種のサイトカイン、成長因子、microRNA など、多様な因子が関与しており、

多能性幹細胞からの心筋分化手法にもこれらの知見が活用されている（ （Srivastava, 

2006））。 

上記の因子のうち、顆粒球コロニー形成刺激因子 G-CSF は、受容体を介して主に

JAK/STAT3 シグナル経路の活性化することが知られており、骨髄系前駆細胞の増殖、

分化、生存の促進作用や、骨髄幹細胞、成熟好中球の遊走、抗アポトーシス作用、抗炎

症作用などを有することが報告されている（（Chen et al., 2006; Demetri and Griffin, 1991; 

Panopoulos et al., 2012; Welte et al., 1996））。一方で、マウス胎生期において、G-CSF とそ

の受容体（G-CSF receptor：GCSFR）が発生過程の心臓部位で顕著に発現亢進し、臓器
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形成時の心筋細胞増殖に重要な役割を担っていることが報告された（（（Shimoji et al., 

2010））。この研究では、GCSFR の欠損により iPS 細胞ないし ES 細胞由来の心筋細胞増

殖が阻害されること、iPS 細胞由来心筋細胞へ G-CSF を刺激することにより、心筋細胞

の細胞数が増加することが報告されている。以上のような G-CSF シグナルが有する心

筋分化制御機構を応用することで、臨床応用のための効率的な心筋細胞作製法に繋がる

ことが期待されている（図 3）。さらに、G-CSF 刺激やサイトカインなどによる JAK/STAT

シグナルの活性化が心筋細胞に保護的な作用を及ぼす影響も多数報告されており（表 2）、

心筋再生を促進する因子としても注目されている。 

G-CSF の他にも、WNT や NOGGIN といった分泌因子が、多能性幹細胞からの心筋誘

導に有効であることが報告されているが（（Onizuka et al., 2012; Yuasa et al., 2005））、前述

のように、細胞加工製品による医療・産業レベルでの応用を想定した際には、組換えタ

ンパク質の直接の利用は、調製原価が増大することになり、コスト面での課題に繋がる。

また、細胞調製のためにこれらの組換えタンパク質を用いる際には、使用材料として、

それ自体にも医療応用を想定したクオリティコントロールが求められる可能性もある。

医療経済性は再生医療全体の課題でもあり、原価コントロールのみで解決される課題で

はないものの、低コストで特定の細胞を高効率に供給可能な体制は、再生医療にとって

必要不可欠な基盤であるといえる。 
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図 3．G-CSF とその受容体を介した STAT3 シグナルと心筋分化誘導 

G-CSF と G-CSF 受容体による JAK/STAT3 シグナル惹起とその下流における遺伝子発現

誘導の模式図を示す。G-CSF 受容体は、リガンドである G-CSF が細胞外領域に結合す

ることで二量体化し、細胞内の JAK/STAT3 シグナルを惹起する。リン酸化により二量

体化した STAT3 は核内へ移行し、特定の遺伝子発現を誘導することで、心筋分化誘導

を促進する。 
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1.4. 人工キメラ受容体と細胞制御 

多能性幹細胞からの分化誘導に関与するシグナル伝達経路を、安価に実現するための

施策として、各種刺激因子の低分子化合物での置換が検討され、報告されている（（Kempf 

and Zweigerdt, 2018））。各種化合物が分化用培地の成分として応用されており、大幅なコ

ストカットが期待される一方で、本来、リガンド分子と受容体間のタンパク質間相互作

用によって入力されるシグナル伝達を、主活性面だけでなく特異性面での担保も含めて

相互作用点の少ない低分子で忠実に再現することは技術的難度が高く、必ずしも低分子

による代替が可能な因子ばかりではない。また、最適な化合物の探索のためには、膨大

な化合物のスクリーニングと高度な化学合成が必要となるため、探索・検討のハードル

が存在することも確かである。そのため、コスト削減に加えて、システマチックに生体

由来のリガンドや刺激因子のもつ特異性を再現できるアプローチが求められている。 

これら課題解決の一助として興味深いのが、人工キメラ受容体の応用である。人工キ

メラ受容体とは、受容体タンパク質中のリガンドと結合部位を、リガンドとは異なる分

子を認識・結合するドメイン構造に置換した人工受容体である。代替ドメインとしては

抗体の可変領域部分が頻用されている。この人工キメラ受容体は、置換した抗体に共役

する抗原分子をリガンドとして認識し、抗原抗体反応を利用することで受容体由来のシ

グナルを伝達することができる。この手法であれば、生理活性をもたない分子と、それ

に対する特異的抗体を取得することで比較的簡便に構築が可能であると同時に、制御対

象である細胞の特異的制御、例えば、抗原分子依存的に細胞の増殖シグナルを伝達させ

ることで、人工キメラ受容体を導入した細胞のみを人為的に増殖制御するといった応用

が可能である。実際に、一本鎖化された抗体の可変領域（single-chain variable fragment：

scFv）を gp130、IL2 受容体、EGF 受容体の細胞外領域に置換した人工キメラ受容体を

用いることで、それぞれの下流シグナル伝達経路の活性化が可能であることが報告され

ている（（Kawahara et al., 2011; Kawahara et al., 2004; Kawahara et al., 2003; Liu et al., 2009; 

Sogo et al., 2008; Sogo et al., 2009; Tanaka et al., 2009））。近年では、キメラ抗原受容体
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（chimeric antigen receptor：CAR）と呼ばれる、特定のがん抗原を認識する人工キメラ

受容体を導入した T 細胞を用いることで、免疫賦活による抗がん作用を示す細胞療法

（CAR-T 療法）の臨床応用も開始され、注目されている（（（Feigal et al., 2019））。 

これまでに人工キメラ受容体を細胞の分化に応用した例は見受けられないが、上述し

た前例を鑑みるに、多能性幹細胞から心筋分化に有用なシグナル伝達を、その特異性を

保ちつつ再現することは可能であると予想される。また、リガンドとして、安定供給が

可能で安価な分子を用いることにより、再生医療におけるコスト面での課題解決に繋が

ると期待できることから、注目すべき細胞工学技術であるといえる。 
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1.5. 本研究の意義と目的 

これまで述べてきたように、ES 細胞や iPS 細胞といった多能性幹細胞の樹立ととも

に再生医学が注目され、再生医療の展開がますます望まれている。しかし、臨床応用に

むけた課題が少なくないのも現状である。中でも、治療に必要なだけの細胞を効率よく

大量に、しかも経済的に製造することは、再生医療の成功のために必要不可欠な要素と

考えられる。 

そこで本研究では、上記の課題解決の一助とすべく、心筋再生医療への応用を念頭に、

多能性幹細胞から効率的かつ、経済的に心筋細胞を誘導可能な細胞工学技術の開発に取

り組んだ。過去の研究において、人工キメラ受容体を用いることで特異的なシグナル伝

達と細胞活性の誘導に成功した報告が複数なされているが、心筋細胞の産生に重要と考

えられる G-CSF 受容体を介した STAT シグナル経路の活性化については、適用の報告が

ない。そこで、本研究では、実際に代替リガンドに応答する人工 G-CSF キメラ受容体

を設計・作製し、iPS 細胞に導入することで、その有用性を検討した。その際、リガン

ドとなる抗原分子としては、過去の研究に倣い、蛍光色素分子 Fluorescein（FL）を BSA

にコンジュゲートさせた BSA-FL を用いた。この FL 分子は、単独では免疫応答を誘導

する能力のないハプテン抗原であり、生理活性も持たない小分子であるため、生体への

応用も可能であるという利点をもつ。本論文では、この G-CSF に対する人工受容体の

検討結果とともに、多能性幹細胞の医療応用と人工キメラ受容体のもつ可能性について

論じる。 

これらの研究成果は、多能性幹細胞の医療応用における課題の一つである、分化細胞

の効率的、かつ経済的な供給に寄与するものとして、再生医療分野の発展に貢献し得る、

極めて意義の深いものと考えられる。  
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第 2 章 実験方法と材料 

 

2.1. プラスミド構築 

野生型のマウス GCSFR と、それを基に本研究で構築した、アミノ酸鎖長の異なる 2

種類の人工G-CSFキメラ受容体、GCSFRS（chimeric GCSFR with short extracellular domain）

及び GCSFRL（chimeric GCSFR with long extracellular domain）のアミノ酸配列を図 4～6

に示す。これらを細胞に発現させるためのプラスミドを以下のように構築した。 

人工G-CSFキメラ受容体遺伝子の構成要素である、FL分子に対する scFv（抗FL-scFV）

に相当する遺伝子断片は、Ian M. Tomlinson 博士から贈与いただいた clone 31IJ3 由来の

ものを用いた（（de Wildt et al., 2000））。人工 G-CSF キメラ受容体遺伝子のうち、内在性

GCSFR に相当する遺伝子断片は、BL6 系統マウス心臓由来の全 RNA 又は BL6 系統マ

ウスの胚由来の全 RNA を鋳型として、逆転写を実施後に、PCR 操作により取得した。

制限酵素である BspEI サイトを PCR 産物の両端に付加し、pCR2.1 ベクター（Thermo 

Fisher Scientific, USA）へ TA クローニングにより導入することで、pCR2.1-mGCSFRS 及

び pCR2.1-mGCSFRL を作製した。CAG（cytomegalovirus early enhancer/chicken β actin）

プロモーター下流に抗 FL-scFV に相当する遺伝子断片を、IRES（internal ribosome entry 

site）下流にネオマイシン耐性遺伝子を含有するレンチウイルスベクター

pLenti-CAG-scFv-IRES-Neo を作製した後、BspEI により切断した pCR2.1-mGCSFRS 及

び pCR2.1-mGCSFRL 由来の断片をそれぞれ挿入することで、scFv を細胞外ドメインに

有し 、キメ ラ G-CSF 受 容体と ネオマイシ ン耐性遺 伝子を共 発現す る

pLenti-CAG-scGCSFRS-IRES-Neo、及び pLenti-CAG-scGCSFRL-IRES-Neo を作製した。

mockベクターとしては、ネオマイシン耐性遺伝子のみを発現する pLenti-CAG-IRES-Neo

を使用した。 
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MVGLGACTLTGVTLIFLLLPRSLESCGHIEISPPVVRLGDPVLASCTISPNCSKLD

QQAKILWRLQDEPIQPGDRQHHLPDGTQESLITLPHLNYTQAFLFCLVPWEDSV

QLLDQAELHAGYPPASPSNLSCLMHLTTNSLVCQWEPGPETHLPTSFILKSFRSR

ADCQYQGDTIPDCVAKKRQNNCSIPRKNLLLYQYMAIWVQAENMLGSSESPKL

CLDPMDVVKLEPPMLQALDIGPDVVSHQPGCLWLSWKPWKPSEYMEQECELR

YQPQLKGANWTLVFHLPSSKDQFELCGLHQAPVYTLQMRCIRSSLPGFWSPWS

PGLQLRPTMKAPTIRLDTWCQKKQLDPGTVSVQLFWKPTPLQEDSGQIQGYLL

SWSSPDHQGQDIHLCNTTQLSCIFLLPSEAQNVTLVAYNKAGTSSPTTVVFLENE

GPAVTGLHAMAQDLNTIWVDWEAPSLLPQGYLIEWEMSSPSYNNSYKSWMIEP

NGNITGILLKDNINPFQLYRITVAPLYPGIVGPPVNVYTFAGERAPPHAPALHLKH

VGTTWAQLEWVPEAPRLGMIPLTHYTIFWADAGDHSFSVTLNISLHDFVLKHLE

PASLYHVYLMATSRAGSTNSTGLTLRTLDPSDLNIFLGILCLVLLSTTCVVTWLC

CKRRGKTSFWSDVPDPAHSSLSSWLPTIMTEETFQLPSFWDSSVPSITKITELEED

KKPTHWDSESSGNGSLPALVQAYVLQGDPREISNQSQPPSRTGDQVLYGQVLES

PTSPGVMQYIRSDSTQPLLGGPTPSPKSYENIWFHSRPQETFVPQPPNQEDDCVF

GPPFDFPLFQGLQVHGVEEQGGF 

 

図 4．野生型マウス GCSFR のアミノ酸配列 

紫字で GCSFR のシグナル配列を含む細胞外ドメインのアミノ酸配列を、赤字で膜貫通

ドメインと細胞内ドメインのアミノ酸配列を示す。 
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MGWSCIILFLVATATGVHSQVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMS

WVRQAPGKGPEWVSGIAGAGMRTWYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLR

AEDTAVYYCAKYRRGFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSTDIQMTQS

PSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYTASTLQSGVPSRFS

GSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQAHSPPFTFGQGTKVEIKGSGLNIFLGILCL

VLLSTTCVVTWLCCKRRGKTSFWSDVPDPAHSSLSSWLPTIMTEETFQLPSFWD

SSVPSITKITELEEDKKPTHWDSESSGNGSLPALVQAYVLQGDPREISNQSQPPSR

TGDQVLYGQVLESPTSPGVMQYIRSDSTQPLLGGPTPSPKSYENIWFHSRPQETF

VPQPPNQEDDCVFGPPFDFPLFQGLQVHGVEEQGGF 

 

図 5．人工キメラ受容体 GCSFRS のアミノ酸配列 

緑字で免疫グロブリン重鎖由来のシグナル配列を、青字で抗 FL 抗体由来の scFv アミノ

酸配列を、黒字でリンカー配列を、赤字でマウス GCSFR 由来の膜貫通ドメインと細胞

内ドメインのアミノ酸配列を示す。 
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MGWSCIILFLVATATGVHSQVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMS

WVRQAPGKGPEWVSGIAGAGMRTWYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLR

AEDTAVYYCAKYRRGFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSTDIQMTQS

PSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYTASTLQSGVPSRFS

GSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQAHSPPFTFGQGTKVEIKGSGVKLEPPML

QALDIGPDVVSHQPGCLWLSWKPWKPSEYMEQECELRYQPQLKGANWTLVFH

LPSSKDQFELCGLHQAPVYTLQMRCIRSSLPGFWSPWSPGLQLRPTMKAPTIRL

DTWCQKKQLDPGTVSVQLFWKPTPLQEDSGQIQGYLLSWSSPDHQGQDIHLCN

TTQLSCIFLLPSEAQNVTLVAYNKAGTSSPTTVVFLENEGPAVTGLHAMAQDLNT

IWVDWEAPSLLPQGYLIEWEMSSPSYNNSYKSWMIEPNGNITGILLKDNINPFQL

YRITVAPLYPGIVGPPVNVYTFAGERAPPHAPALHLKHVGTTWAQLEWVPEAPR

LGMIPLTHYTIFWADAGDHSFSVTLNISLHDFVLKHLEPASLYHVYLMATSRAGS

TNSTGLTLRTLDPSDLNIFLGILCLVLLSTTCVVTWLCCKRRGKTSFWSDVPDPA

HSSLSSWLPTIMTEETFQLPSFWDSSVPSITKITELEEDKKPTHWDSESSGNGSLP

ALVQAYVLQGDPREISNQSQPPSRTGDQVLYGQVLESPTSPGVMQYIRSDSTQPL

LGGPTPSPKSYENIWFHSRPQETFVPQPPNQEDDCVFGPPFDFPLFQGLQVHGVE

EQGGF 

 

図 6．人工キメラ受容体 GCSFRL のアミノ酸配列 

緑字で免疫グロブリン重鎖由来のシグナル配列を、青字で抗 FL 抗体由来の scFv アミノ

酸配列を、黒字でリンカー配列を、紫字でマウス GCSFR 由来の細胞外ドメインのアミ

ノ酸配列を、赤字でマウス GCSFR 由来の膜貫通ドメインと細胞内ドメインのアミノ酸

配列を示す。 
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2.2. 細胞培養 

マウス iPS 細胞は、終濃度 10 µg/mL の Mitomycin C（Sigma Aldrich）にて 2 時間処理

を行った MEF をフィーダー細胞として共培養し、培養液中には LIF（富士フィルム和

光純薬）を終濃度が 1000 U/mL になるように添加し培養を行った。各々の培養に用いた

培地組成について表 3 に示す。すべての細胞培養は、37 ℃、20%酸素、5%二酸化炭素

の条件下で、湿度を十分に保ちながら、専用の細胞培養器（Thermo Fisher Scientific）内

で行った。 

また、マウス iPS 細胞への人工 G-CSF キメラ受容体の導入は、レンチウイルスベク

ターを用いて実施した。前項で作製したレンチウイルスベクター作製用プラスミドを

HEK293T 細胞に Lipofectamine2000 Reagent（Thermo Fisher Scientific）を用いてトランス

フェクションした翌日に、0.45 µm のフィルターを用いて濾過した培養上清に、ポリブ

レン液を添加したものをウイルス溶液として iPS 細胞に感染させることで実施した。ウ

イルスベクター感染後は終濃度 300 µg/mL の G418 硫酸塩（Thermo Fisher Scientific）で

の細胞選択を行い、得られた細胞を安定発現株として用いた。 
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表 3．MEF 及びマウス iPS 細胞培養で用いた培地組成 

 

  

終濃度 

MEF 培養培地 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (ナカライテスク) 

Fetal Bovine Serum (ニチレイバイオサイエンス) 

GlutaMAX (Thermo Fisher Scientific) 

Penicillin- Streptomycin Solution (富士フィルム和光純薬) 100% 

1% 

10% 

終濃度 

マウス iPS 細胞培養培地 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (ナカライテスク) 

KnockOut Serum Replacement (Thermo Fisher Scientific) 

GlutaMAX (Thermo Fisher Scientific) 

Penicillin- Streptomycin Solution (富士フィルム和光純薬) 1% 

1% 

15% 

100 mmol/l Sodium Pyruvate Solution (富士フィルム和光純薬) 

MEM NEAA (Thermo Fisher Scientific) 

EmbryoMax
® 

Nucleosides (Merck Millipore) 

2-Mercaptoethanol 55 mM in D-PBS (Thermo Fisher Scientific) 

1% 

1% 

1% 

0.2% 
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2.3. iPS 細胞からの分化誘導とカルシウムイメージング解析 

マウス iPS 細胞からの分化誘導は、胚様体（embryoid body：EB）形成により行った

（（Kawamura et al., 2009））。未分化状態で培養したマウス iPS 細胞をリン酸緩衝生理食塩

水（D-phosphate buffered saline(-)：D-PBS(-) ）で洗浄し、トリプシンで 37 ℃、3 分間の

処理をした後、細胞を剥離した。次に、1 well あたり 6000 細胞/100 μL で 96-well plate ultra 

surface（Corning）に播種し、EB 形成を促すために浮遊条件下で培養を開始した。細胞

の播種後 2 日毎に新たな培地を 100 μL/well ずつ添加し、浮遊培養開始 6 日後に EB を

回収し、ゼラチンでコーティングした 48-well plate に再播種させ接着培養に移行した。

培養中は顕微鏡により経過観察を行い、細胞塊の自己拍動が観察されたものについて、

以下のようにカルシウムイメージングによる解析を施行した。 

 カルシウムイメージングは以下の手法により実施した。接着培養中の細胞の培地を

吸引、除去し、蛍光カルシウム指示薬である Fluo-8 AM（AAT Bioquest）溶液を添加し

た。37 ℃で 30 分間インキュベートし Fluo-8 を取り込ませた後、細胞培養系中の蛍光

を BZ-X710（KEYENCE）で観察し、その強度を測定した。 
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2.4. Western blotting 

細胞内シグナル伝達の解析は、Western blotting 法により実施した。通常の培養培地を

除去した後、リガンドによる刺激のため、BSA-FL あるいは LIF を添加した培地を添加

し、目的の時間培養を継続した。リガンド刺激の後、2× sodium dodecyl sulfate (SDS) lysis 

buffer（50 mM Tris-HCl (pH 6.8), 4% SDS）を用いて細胞溶解液を調製した。細胞溶解液

中に含まれるゲノム DNA をソニケーションにより寸断した後、BCA Protein Assay kit

（Thermo Scientific）を用いて溶液中のタンパク質濃度を定量した。SDS-polyacrylamide 

gel electrophoresis（SDS-PAGE）のためグリセロール（富士フィルム和光純薬）、bromophenol 

blue（富士フィルム和光純薬）、2-mercaptoethanol（富士フィルム和光純薬）を含む溶液

と細胞溶解液を混合し、95 ℃ 5 分間の熱処理による変性処理を行った。SDS-PAGE に

は 10%ポリアクリルアミドゲルを用い、1 枚あたり 15 mA で約 100 分間の電気泳動によ

り展開した後、これを 90 V の条件下で 60 分間、ニトロセルロースメンブレン（GE 

Healthcare）に転写した。このメンブレンに、一次抗体として全 STAT3 あるいはリン酸

化 STAT3 に対するウサギポリクローナル抗体（Cell Signaling Technology、1:1000 希釈）

を、二次抗体として Horse radish peroxidase をコンジュゲートさせた抗ウサギ IgG

（Jackson ImmunoResearch）抗体を反応させた後、Pierce Western Blotting substrate

（Thermo Scientific）による化学発光反応を利用して目的のタンパク質を検出した。シ

グナル強度は ImageJ ソフトウェアを用いて定量化した。 
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2.5. 免疫染色 

D-PBS(-)を用いて分化培養を行った iPS 細胞を洗浄した後、室温下、10%ホルマリン

を含む D-PBS(-)溶液に 15 分間浸漬することで細胞の固定を行った。D-PBS(-)で 2 回洗

浄して残存するホルマリンを除去した後、室温下、0.5% TritonX-100 を含む D-PBS(-)溶

液で 15 分間、細胞膜に対する透過処理を行った。その後、3%の正常ヤギ血清（富士フ

ィルム和光純薬）を含む D-PBS(-)溶液で室温下、45 分間のブロッキング処理を行った。

次に、0.5% BSA/D-PBS(-)溶液に、一次抗体である α-actinin（Calbiochem）を 1:5000 希

釈で添加したものを 4 ℃ で一晩反応させた。洗浄後、二次抗体 anti-rabbit IgG-Alexa594

を 0.5% BSA/D-PBS(-)へ 1:500 で希釈させた溶液に添加し室温にて 1 時間反応させ、洗

浄を経て、4', 6-Diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride（D-PBS(-)にて 1:3000 に希釈）

を加え、室温にて 3 分間反応させることで細胞核の可視化を行った。最後に、細胞の蛍

光を BZ-X710 を用いて観察し撮像を行った。 
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2.6. 定量 RT-PCR 

分化誘導後の細胞由来の全 RNA を TriPure Isolation Reagent（SIGMA）を用いて回収

した。回収した全RNAのうち10～500 ngを鋳型としてPrime Script RT Master Mix（Takara 

Bio Inc.）を用いて逆転写反応を行った。次に 1～5 ng の逆転写物に対し、10 µM のプラ

イマー溶液を 0.6 µl、SYBR® Premix Ex Taq™ II （Tli RNaseH Plus, Takara Bio Inc.）を

7.5 µl を加えて、蒸留水にて全量 15 µl とした後、StepOnePlus リアルタイム PCR システ

ム（Applied Biosystems）を用いてリアルタイム PCR を行い、遺伝子発現量の解析を実

施した用いたプライマーペアを表 4 に示す。 

統計解析は Student’s t-testを用いて行った。統計解析を施したデータは標準偏差（S.D.）

を伴う平均値で表され、p < 0.05 であった際に統計的に有意な差があると判定した。 
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表 4．定量 RT-PCR に用いたプライマーペアの一覧 

マーカー 
タイプ 

遺伝子名 プライマー配列（5'端から 3'端へ) 

心筋細胞 

マーカー 

α-MHC 
(alpha-myosin heavy chain) 

F: 5’ GAGATTTCTCCAACCCAG 3’ 

R: 5’ TCTGACTTTCGGAGGTACT 3’ 

β-MHC 
(beta-myosin heavy chain） 

F: 5’ CTACAGGCCTGGGCTTACCT 3’ 

R: 5’ TCTCCTTCTCAGACTTCCGC 3’ 

cardiac α-actin 
F: 5’ CCAGCCCAGCTGAATCC 3’ 

R: 5’ CCATTGTCACACACCAAAGC 3’ 

Gata4 
F: 5’ GCCTGTATGTAATGCCTGCG 3’ 

R: 5’ CCGAGCAGGAATTTGAAGAGG 3’ 

Nkx2.5 
F: 5’ CTATGCCCTGTCCCTCAGA 3’ 

R: 5’ TCCCGGTCCTAGTGTGGA 3’ 

Tbx5 
F: 5’ CCTACCTCCGTCATGTGAGA 3’ 

R: 5’ GACTGAGCCCGACATCCTA 3’ 

非心筋性 

中胚葉 

マーカー 

α-SMA 

(alpha-smooth muscle actin) 

F: 5’ CTGACAGAGGCACCACTGAA 3’ 

R: 5’ AGAGGCATAGAGGGACAGCA 3’ 

Gata1 
F: 5’ AGCATCAGCACTGGCCTACT 3’ 

R: 5’ AGGCCCAGCTAGCATAAGGT 3’ 

Gata3 
F: 5’ CTCGGCCATTCGTACATGGAA 3’ 

R: 5’ GGATACCTCTGCACCGTAGC 3’ 

Osx 
F: 5’ ATGGCGTCCTCTCTGCTTG 3’ 

R: 5’ TGAAAGGTCAGCGTATGGCTT 3’ 

Runx2 
F: 5’ CGGCCCTCCCTGAACTCT 3’ 

R: 5’ TGCCTGCCGGGATCTGTA 3’ 

VE-Cad (vascular 
endothelial-cadherin) 

F: 5’ AGACACCCCCAACATGCTAC 3’ 

R: 5’ GCAAACTCTCCTTGGAGCAC 3’ 
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表 4．続き 

マーカー 
タイプ 

遺伝子名 プライマー配列（5'端から 3'端へ) 

内胚葉 

マーカー 

Afp 
F: 5’ TCCAGAAGGAAGAGTGGACAA 3’ 

R: 5’ GCAGACTAGGAGAAGAGAAATAGTTGA 3’ 

Pdx1 
F: 5’ CCCCAGTTTACAAGCTCGCT 3’ 

R: 5’ CTCGGTTCCATTCGGGAAAGG 3’ 

外胚葉 

マーカー 

Nestin 
F: 5’ CCCTGAAGTCGAGGAGCTG 3’ 

R: 5’ CTGCTGCACCTCTAAGCGA 3’ 

NeuroD1 
F: 5’ ATGACCAAATCATACAGCGAGAG 3’ 

R: 5’ TCTGCCTCGTGTTCCTCGT 3’ 

Pax6 
F: 5’ AAGGAGGGGGAGAGAACACC 3’ 

R: 5’ TCTGAGCTTCATCCGAGTCTT 3’ 

ハウスキー
ピング遺伝
子 

β-actin 
F: 5’ CTCTGGCTCCTAGCACCATGAAGA 3’ 

R: 5’ GTAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCCG 3’ 
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第 3 章 結果 

 

3.1. 人工 G-CSF キメラ受容体の設計と構築 

G-CSF によるシグナル伝達を人工キメラ受容体により再現すべく、抗体の抗原結合部

位と G-CSF 受容体のキメラ体を設計した。その模式図を図 7 に示す。代替リガンドと

して蛍光色素分子 FL に応答させる目的で、人工キメラ受容体のリガンド結合部には、

抗 FL 抗体の抗原結合部位にあたる可変部領域を採用した。具体的には、抗 FL 抗体可

変部の H 鎖由来の領域と L 鎖由来の領域をリンカーにより一本鎖の状態にした scFv を

リガンド認識部位とした。内在性の G-CSF 受容体は、イムノグロブリン

（ immunoglobulin： Ig）様ドメイン、サイトカイン受容体相同（cytokine receptor 

homologous：CRH）ドメイン、及びフィブロネクチンⅢ型（fibronectin type III：FNIII）

ドメインの 3 回繰り返し構造からなる細胞外領域と、膜貫通領域、細胞内領域からなる

（（Fukunaga et al., 1991）、図 7A）。Ig 様ドメインと CRH ドメインへの G-CSF の結合が受

容体の二量体化を引き起こし、細胞内での JAK/STAT シグナル伝達を惹起するものを考

えられている（（Tamada et al., 2006））。そこで、本研究では、GCSFRS、GCSFRL と呼称す

る長さの異なる 2 種類の人工 G-CSF キメラ受容体を設計し、前者は、内在性のマウス

G-CSF 受容体の細胞外領域の大部分を欠損させ、抗 FL-scFv を内在性 G-CSF の膜貫通

領域と細胞内領域に結合させた（図 7B）。一方、GCSFRL では、Ig 様ドメインのみを欠

損させ、CRHドメイン及び FNIIIドメインを残存させた形で抗 FL-scFvを結合させた（図

7C）。いずれも、細胞内のシグナル伝達に重要であると考えられる細胞内ドメインと、

単回膜貫通ドメインは共通である。細胞外領域の長さが異なる 2 種類の人工キメラ受容

体を設計した理由は、代替リガンドに対する応答性の感度やシグナル伝達の特異性を比

較し、より優れたものを採用するためである。 

これら 2 種類の人工 G-CSF キメラ受容体はそれぞれ、CAG プロモーターにより誘導

され、IRES 配列を介してネオマイシン耐性遺伝子を同時に発現する形で、レンチウイ
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ルスベクターを用いてマウス iPS 細胞に導入させた。各遺伝子の導入後に、G418 硫酸

塩による細胞選択を行うことで、形質転換された細胞をスクリーニングし、それらを人

工 G-CSF 受容体を安定発現する iPS 細胞株として以後の実験に用いた。本論文では、

それぞれの iPS 細胞株を、マウス iPS/GCSFRS 細胞及びマウス iPS/GCSFRL 細胞と記述

する。 
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図 7．内在性及び人工 G-CSF キメラ受容体の模式図 

内在性の G-CSF 受容体（A）及び本研究で構築した人工 G-CSF キメラ受容体の模式図

を示す。GCSFRS は内在性 G-CSF 受容体のもつ細胞外領域全体を欠損させ、代替リガ

ンドである FL に対する scFv に置換した（B）。GCSFRL は内在性 G-CSF 受容体のもつ

細胞外のうち Ig 様ドメインのみを欠損させ、同じく抗 FL-scFv を融合させた（C）。 
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3.2. 人工 G-CSF キメラ受容体下流におけるシグナル応答性解析 

次いで、リガンド刺激時におけるマウス iPS/GCSFRS 細胞及びマウス iPS/GCSFRL 細

胞の細胞内シグナル伝達を解析した。本研究では、FL 分子を BSA にコンジュゲートさ

せた BSA-FL をリガンドとして用いた。BSA-FL においては、1 分子の BSA に複数の FL

分子が結合している。前述のように、G-CSF 受容体はその二量体化を介して活性化し、

シグナル伝達を行うと考えられているため、人工 G-CSF キメラ受容体についても、そ

のリガンドが受容体の会合を誘導できる必要があると推察される。このような理由から、

本研究では多価結合が可能なリガンド分子として BSA-FL を採用した。 

まず、1 μg/mL の BSA-FL をマウス iPS/GCSFRS 細胞及びマウス iPS/GCSFRL 細胞に

添加した際の、STAT3 リン酸化レベルの時間応答性を解析した。刺激後、0、5、10、15、

30、60 分後に細胞サンプルを解析し、Western blotting 法により STAT3 のリン酸化レベ

ルを解析した結果を図 8 に示す。BSA-FL の刺激により、いずれの細胞株においても

STAT3 のリン酸化が上昇し、構築した人工 G-CSF キメラ受容体がシグナル活性化機能

を有することが示された（図 8A）。なお、この時、人工 G-CSF キメラ受容体を導入し

ていない mock となる iPS 細胞株においては、BSA-FL 刺激による STAT3 リン酸化亢進

は認められず（図 8B）、今回確認された STAT3 リン酸化が人工 G-CSF キメラ受容体を

介したものであることがわかる。また、いずれの細胞株においても、リン酸化応答のピ

ークは刺激後 10 から 30 分後であり、大きな差は認められなかった。一方で、ピーク時

における STAT3 のリン酸化レベルは、マウス iPS/GCSFRS 細胞よりも、マウス

iPS/GCSFRL 細胞において高い傾向を示し、CRH ドメイン及び FNIII ドメインを含む細

胞外領域が、細胞内でのシグナル惹起効率に寄与している可能性が示唆された。 

続いて、マウス iPS/GCSFRS 細胞及びマウス iPS/GCSFRL 細胞における STAT3 シグナ

ル伝達のリガンドに対する濃度依存性を解析した。両細胞株に 0、0.01、0.1、1 μg/mL

の BSA-FL を添加し、リン酸化 STAT3 レベルを Western blotting 法により検出した。細

胞サンプルは、前述したリン酸化レベルの時間応答性解析の結果から、リン酸化レベル
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がピークを迎える時間帯である刺激後 15 分で回収した。また、未分化の iPS 細胞には

内在性の G-CSF 受容体は発現しておらず、G-CSF 刺激サンプルを陽性コントロールと

して用いることはできないため、陽性コントロールとしては、LIF 刺激を施した細胞サ

ンプルを用いた。結果を図 9 に示す。いずれの細胞株においても、濃度依存的な STAT3

リン酸化シグナルの亢進が認められており、本検討内においては最大濃度である 1 

μg/mLのBSA-FL処置時に最大となった（図 9A）。濃度依存性については、Western blotting

の結果をデンシトメーターにより解析した際にも同様に確認された（図 9B）。以上のこ

とから、本研究で設計・構築した人工 G-CSF キメラ受容体が、意図したリガンドであ

る BSA-FL に対して、時間応答性及び濃度依存性をもって応答することが示された。 

G-CSF 受容体下流における STAT3 シグナル伝達は、JAK と共役することで引き起こ

されることが分かっている。本研究で確認された BSA-FL 刺激による人工 G-CSF キメ

ラ受容体下流での STAT3 のリン酸化応答が、内在性メカニズムである JAK との共役に

よるものかを確かめる目的で、JAK 阻害剤（JAK inhibitor I, CAS 457081-03-7, （Thompson 

et al., 2002））の添加実験を行った。十分量の JAK 阻害剤の存在下また非存在下で、BSA-FL

又は LIF 刺激を行ったマウス iPS/GCSFRS 細胞を Western blotting によって解析した。そ

の結果、BSA-FL 又は LIF 刺激によって惹起された STAT3 リン酸化の亢進が JAK 阻害

剤によって消失することが確認された（図 10）。これは、人工 G-CSF キメラ受容体の下

流においても、内在性受容体がもつメカニズムと同様に JAK 依存的なシグナル応答が

引き起こされていることを示している。 

以上の結果から、抗 FL-scFv をリガンド結合部位にもつ人工 G-CSF キメラ受容体が、

BSA-FL を代替リガンドとして、内在性の受容体と同様に、JAK 依存的な STAT3 シグナ

ル伝達を惹起することが可能であることが示された。これは、本研究におけるコンセプ

トが、シグナル伝達に関連する分子レベルで検証されたことを意味しており、以後の実

験では、人工 G-CSF キメラ受容体によるシグナル活性化が心筋分化に影響を及ぼすか

否か機能的な検証を行った。 
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図 8．人工キメラ G-CSF 受容体導入 iPS 細胞における STAT3 シグナルの時間応答性 

（A）人工 G-CSF キメラ受容体 GCSFRS 及び GCSFRL を導入したマウス iPS 細胞に対

し、代替リガンド BSA-FL を作用させた際の、作用時間ごとにおけるリン酸化 STAT3

及び全 STAT3 タンパク質レベルの変化。 

（B）mock となる人工 G-CSF キメラ受容体未導入のマウス iPS 細胞におけるリガンド

処置時のリン酸化 STAT3 及び全 STAT3 タンパク質レベルの変化。BSA-FL は STAT3 リ

ン酸化亢進作用を示さない。 
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図 9．人工 G-CSF キメラ受容体導入 iPS 細胞における STAT3 シグナルのリガンド濃度

応答性 

（A）人工 G-CSF キメラ受容体 GCSFRS 及び GCSFRL を導入したマウス iPS 細胞に対

し、種々の濃度の代替リガンド BSA-FL 及び LIF を作用させた際のリン酸化 STAT3 及

び全 STAT3 タンパク質レベルの変化。 

（B）上記 western blotting 像の ImageJ ソフトウェアを用いた定量結果。 
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図 10．JAK 阻害剤存在下における人工 G-CSF キメラ受容体導入 iPS 細胞の STAT3 シ

グナル 

人工G-CSFキメラ受容体GCSFRS及びGCSFRLを導入したマウス iPS細胞に対し、JAK

阻害剤存在下又は非存在下において、種々の濃度の代替リガンド BSA-FL 及び LIF を作

用させた際のリン酸化 STAT3 及び全 STAT3 タンパク質レベルの変化。 
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3.3. 人工 G-CSF キメラ受容体を介した心筋分化促進 

人工 G-CSF キメラ受容体がリガンド応答性を示したことから、これを安定発現する

iPS 細胞株から機能的な心筋細胞が誘導可能か否か、またリガンド添加による分化効率

への促進効果の有無について検証した。 

マウス iPS/GCSFRS 細胞及びマウス iPS/GCSFRL 細胞の分化誘導は EB 形成により行

い、分化誘導の過程において、EB の播種を分化開始の初日として、それぞれ 6、7、8

日目に 1 μg/mL の BSA-FL を 24 時間暴露した。分化開始から 20 日以上の観察を行い、

周期的な拍動が観察された EB の割合を自己拍動率として、目視にて計測した結果を図

11 に示す。マウス iPS/GCSFRS 細胞及びマウス iPS/GCSFRL 細胞ともに、自己拍動する

EB が一定の割合で認められており、心筋細胞への分化能を有していることが確認され

た。また、分化開始から 7 日目に BSA-FL 処置を施すことで、両細胞株で無処置の場合

に比較して自己拍動率の向上が確認され（図 11A 及び B）、特にマウス iPS/GCSFRS 細

胞においては、顕著な自己拍動率の上昇が認められた（図 11A）。これらの結果から、

人工 G-CSF キメラ受容体の導入とリガンド刺激によって、一定条件下で iPS 細胞から

の心筋細胞分化を亢進可能であることが示唆された。また、JAK 阻害剤存在下で同様の

実験を行った場合、iPS/GCSFRS 細胞において観察された自己拍動率の上昇は消失した

ことから（図 11C）、この現象は JAK の活性化を必須としており、受容体下流の

JAK/STAT3 シグナル依存的なものであることが示唆された。なお、マウス iPS/GCSFRL

細胞では、BSA-FL を処置するタイミングによって自己拍動率の上昇度に大きな差は認

められかったが（図 11B）、マウス iPS/GCSFRS 細胞においては、分化開始から 6 日目、

8 日目での BSA-FL 処置は、逆に自己拍動率を減少させる結果となった（図 11A）。この

ことは、前項で観察された、同濃度のリガンドに対する STAT3 シグナル誘導の程度が

人工キメラ受容体間で異なったこと、あるいは分化時期によって、STAT3 シグナルが及

ぼす分化効率への影響が異なる可能性を想起させる。 
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図 11．人工 G-CSF キメラ受容体を導入したマウス iPS 細胞からの心筋細胞誘導 

（A、B）人工 G-CSF キメラ受容体 GCSFRS 又は GCSFRL を導入したマウス iPS 細胞か

らの心筋分化誘導に対して、代替リガンド刺激がもたらす効果。自己拍動性を有する細

胞の割合を経時的に示す。 

（C）代替リガンド刺激による心筋様細胞の分化促進効果の JAK 阻害剤添加による消失。 
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3.4. 人工 G-CSF キメラ受容体導入 iPS 細胞に由来する心筋細胞の性状解析 

最後に代替リガンドと人工キメラ受容体を介したシグナル刺激が分化過程に与える

影響を明らかにし、また、結果として得られた人工 G-CSF キメラ受容体を導入した iPS

細胞株から誘導された自己拍動細胞が、目的とする心筋細胞としての特性を備えている

かを検証する目的で、得られた自己拍動細胞、あるいはその誘導過程にある細胞群につ

いて種々の特性解析を行った。なお、以降の検討は、BSA-FL 刺激による自己拍動率の

上昇が顕著であったマウス iPS/GCSFRS 細胞株を用いて行った。 

まず、分化誘導過程における遺伝子の発現解析を定量 RT-PCR 法により施行した。心

筋マーカー遺伝子に加え、BSA-FL 刺激による影響を網羅的に検討するため、心筋マー

カー以外の中胚葉マーカー遺伝子、内胚葉マーカー遺伝子、外胚葉マーカー遺伝子につ

いても解析を行った。EB播種後7日目に1 μg/mL のBSA-FLを24時間処置したのちに、

培養を継続した 22 日目の細胞サンプルを回収し、リアルタイム PCR 法を用いた分化マ

ーカー遺伝子の発現解析を行った結果を図 12 に示す。幼若な心筋マーカー遺伝子のう

ち、β-MHC 遺伝子、Nkx2.5 遺伝子の発現には、BSA-FL 処置の有無によって有意な発現

の変動は確認されなかった。一方で、Tbx5 遺伝子や、幼若心筋と成熟心筋の両方のマ

ーカーである Gata4 遺伝子、成熟心筋のマーカーである cardiac α-actinin 遺伝子、α-MHC

遺伝子の発現は、BSA-FL 処置により有意に上昇していた（図 12A）。この時、その発

現上昇効果は、JAK 阻害剤により打ち消された。このことから、iPS/GCSFRS 細胞の分

化誘導過程における BSA-FL 刺激は、JAK/STAT3 シグナル依存的に心筋マーカー遺伝子

の発現を上昇させることが明らかとなり、それが心筋様の自己拍動細胞への分化効率上

場に寄与している可能性が示唆された。また、心筋以外の中胚葉マーカーについても解

析した結果、血球系マーカー遺伝子として用いられる Gata1 や Gata3、血管系マーカー

遺伝子として用いられる α-SMA、VE-Cad、骨軟骨系マーカー遺伝子として用いられる

Osx、Runx については、BSA-FL 処置による有意な変動を示さなかった（図 12B）。Afp、

Pdx1、Pax6 といった一部の内胚葉マーカー遺伝子や、Nestin や NeuroD1 といった外胚
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葉マーカー遺伝子は、BSA-FL 処置によって発現が低下した（図 12C 及び D）。以上の

ことから、BSA-FL 処置により惹起される人工 G-CSF キメラ受容体を介した作用は、心

筋マーカーの発現亢進だけにとどまらず、分化指向性をもつ協調的な発現制御を示す可

能性が示唆された。 

次いで、人工 G-CSF キメラ受容体を導入した iPS 細胞から誘導された自己拍動性の

心筋様細胞について、免疫組織化学的な解析を行った。分化心筋の分子マーカーである

cardiac α-actinin タンパク質に対する抗体を用いて、EB 播種後 21 日経過した細胞につい

て免疫染色を施した像を図 13 に示す。BSA-FL を処置していない状態でも、自己拍動

が観察された箇所には cardiac α-actinin の陽性シグナルが認められ、心筋様に分化して

いることが確認された。BSA-FL 処置を施したものについては、よりそのシグナルが顕

著であり、分化亢進効果が認められた。さらに、シグナル強度が顕著である箇所には、

心筋における機能構造体であるサルコメア様の観察像が認められた。サルコメアは筋節

とも呼ばれ、横紋筋において筋原線維を構成する最小単位である。筋原線維には、構成

分子と構造に由来する明度の異なる帯域（明帯と暗帯）が交互に整列しており、明帯と

暗体の中央には Z 線が走行している。今回の観察像においても、線維に沿う形で典型的

な帯構造の繰り返しが観察されている。この分化亢進作用は、JAK 阻害剤の処置によっ

て打ち消されたことから、これまでの検討同様、JAL/STAT3 シグナルの誘導を介してい

ることが示唆された。これらのことから、BSA-FL 処置により人工 G-CSF キメラ受容体

を介して引き起こされる分化誘導作用が、JAK/STAT3 を介して、単なる分子マーカー

の発現亢進だけでなく心筋細胞としての機能的な作用をもたらすものであることが示

された。 

形態学的にも心筋様の構造が確認されたことから、人工 G-CSF キメラ受容体を導入

した iPS 細胞から誘導された自己拍動性の心筋様細胞について、生理学的な機能面にお

ける解析を行った。具体的には、心筋に特徴的な表現型であるカルシウムオシレーショ

ンの可視化を試みた。心筋細胞は、活動電位の変化によって引き起こされる細胞質内の
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カルシウムイオン濃度が上昇する、カルシウムトランジェントと呼ばれる動きを示す。

カルシウムイオンの変動は、正常な心筋においては組織内で協調的かつ反復的なオシレ

ーションとして発生し、一定間隔で起こる心筋収縮に対応するとされている（（Bers, 

2002））。活動電位あるいはカルシウムイオンの流入の測定を個別の細胞で実施し、それ

らの協調性を解析するには技術的な困難さが伴うため、カルシウムイオンに対する蛍光

インディケーターを用いたカルシウムイメージングによる間接的な可視化を行った。蛍

光インディケーターには、カルシウムイオンの結合により蛍光強度が大きく変化するこ

とで知られる Fluo-8 を用いた（（Manabe et al., 2012））。人工 G-CSF キメラ受容体を導入し

た iPS 細胞由来の EB を播種後、自己拍動性を有する細胞塊が観察される時期において、

Fluo-8 を添加し、これを細胞内に取り込ませた（図 14A 及び B）。蛍光観察の結果、自

己拍動を呈する領域においては、協調した蛍光強度の変動が反復して観察された。特定

の領域に着目して、蛍光強度を時間経過とともに定量化した結果を図 14C に示す。一

定の振幅をもった蛍光強度の変化が波形として捉えられており、定量化の結果からも、

当該細胞塊内でカルシウムオシレーションが引き起こされていることが示された。 

以上のことから、人工 G-CSF キメラ受容体を導入した iPS 細胞から誘導された自己

拍動性の心筋様細胞は、分子マーカー、機能的構造、表現型のいずれの面からも心筋細

胞としての特徴を示しており、心筋としての分化が裏付けられた。また、それらの分化

は、代替リガンドである BSA-FL 刺激により、JAK/STAT3 依存的なシグナル伝達を介し

て亢進させることが可能であり、本研究のコンセプトである、人工キメラ受容体を効率

的心筋分化誘導法に応用することが可能であることを示す結果となった。 
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図 12．人工 G-CSF キメラ受容体導入 iPS 細胞由来心筋様細胞の遺伝子発現解析 

人工 G-CSF キメラ受容体を導入した iPS 細胞由来の心筋細胞における（A）心筋関連マ

ーカー遺伝子、（B）心筋以外の中胚葉マーカー遺伝子、（C）外胚葉マーカー遺伝子及

び（D）内胚葉マーカー遺伝子の発現レベル。*無刺激時に対して p < 0.05、#BSL-FL

刺激時に対して p < 0.05、エラーバーは S.D. を示す。 
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図 13．人工 G-CSF キメラ受容体導入 iPS 細胞由来心筋細胞の免疫組織化学的解析 

BSA-FL刺激下又は非刺激下における人工G-CSFキメラ受容体を導入したマウス iPS細

胞由来の心筋様細胞が呈する cardiac α-actinin の免疫染色像（対物 10 倍）。白枠内にサ

ルコメア構造を認める強角像を示す（対物 40 倍）。 
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図 14．人工 G-CSF キメラ受容体を導入した iPS 細胞由来心筋様細胞のカルシウムイメ

ージング 

自己拍動性を示す人工 G-CSF キメラ受容体を導入したマウス iPS 細胞由来の心筋様細

胞の明視野での観察像（A、拍動部分を白線で示す）、カルシウム指示薬 Fluo-8 取り込

み後の細胞観察像（B、拍動部分を白点線で示す）、自己拍動に伴う蛍光強度の周期的

変化（C）を示す。 
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第 4 章 考察 

 

4.1. 人工 G-CSF キメラ受容体の可能性 

本研究では、BSA-FL 分子を代替リガンドとして、G-CSF 受容体下流のシグナル伝達

を模倣可能な人工 G-CSF キメラ受容体を、抗 FL 抗体の抗原結合部位と G-CSF 受容体

を融合させることで作製した。本研究の概要を図 15 に示す。細胞外領域に含まれるド

メインが異なる GCSFRS、GCSFRL ともに、iPS 細胞に導入することでリガンド依存的

な STAT3 のリン酸化を亢進させ、心筋細胞の分化誘導効率を上昇させた。また、BSA-FL

リガンド刺激により、心筋分化に関与することが知られている種々の転写因子や、心筋

構造タンパク質をコードする遺伝子の発現亢進が認められ、その作用は心筋に関連しな

い他の中胚葉に対する分化マーカーの発現に対しては影響しないという選択性を有し

ていた。逆に、一部の内胚葉、外胚葉に対する分化マーカーの発現は抑制されたことか

ら、人工 G-CSF キメラ受容体からのシグナル活性化による分化促進作用は心筋細胞へ

の指向性を有していることが示唆された。今回採用した BSA-FL のコストは、精製

G-CSF タンパク質に比較して、概算で 20 分の 1 程度に抑えることが可能であることか

ら、本研究で開発された BSA-FL/人工 G-CSF キメラ受容体を iPS 細胞からの心筋分化

誘導に応用することで、より安価なリガンドで特異的なシグナル伝達誘導を介した心筋

細胞の調製が可能となる。これは iPS 細胞の医療応用の大きな課題の 1 つである経済性

の課題に対して、一定の寄与を示すものであると考えられる。 

本研究において開発した細胞外領域の構造が異なる 2 種類の人工キメラ受容体

GCSFRS と GCSFRL は、いずれもリガンド依存的に STAT3/JAK シグナルを惹起し、各々

を導入したマウス iPS 細胞からの心筋分化誘導を促進したが、その程度には違いがみら

れた。具体的には、GCSFRS を導入したマウス iPS 細胞由来における心筋分化促進作用

が、GCSFRL を導入したマウス iPS 細胞よりも強く観察された。一方で、第 3 章 3.2 項

において図 8に示したように、リガンド刺激時における STAT3シグナルの伝達強度は、
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GCSFRL を導入したマウス iPS 細胞においてより強い結果であった。実際に、リガンド

刺激時におけるリン酸化 STAT3 シグナルの定量結果において、1000 U/mL での LIF 刺

激時のリン酸化 STAT3シグナル強度を 100%とした際に、GCSFRSを導入したマウス iPS

細胞においては未刺激の基底状態が 10%、1 µg/mL の BSL-FL 刺激時が 46%程度である

のに対し、GCSFRL を導入したマウス iPS 細胞においては、それぞれ 19%、69%であっ

た。このことは、GCSFRS が GCSFRL に比較してより厳密に G-CSF による STAT3 シグ

ナル伝達を反映している可能性を示唆している。過去の研究において、過剰な STAT3

シグナルはむしろ心筋分化を阻害することが示されており（（Shimoji et al., 2010））、心筋

分化の誘導においては適切な強度の STAT3 シグナルを誘導することが肝要であるとい

える。 

本研究において代替リガンドとして採用した BSA-FL は、生体試料である本来のリガ

ンド G-CSF に比較して、調製に係るコストが安価なだけでなく、化学的にも安定であ

り、保存面においてもアドバンテージを有することが想定される。また、本来シグナル

伝達においては生理活性を有さない分子で構成されていることから、生体に暴露された

際にも意図した作用以外の副次的効果をもたらす可能性も極めて低い。ただし、異種の

BSA タンパク質には抗原性が否定できないため、医療応用の際にはより安全なリガン

ドを考慮する必要がある。G-CSF 受容体の活性化には、その二量体化が必要であること

から、最も単純なリガンドとしては FL 分子のダイマーであると考えられる。実際に、

オリゴ DNA リピートをリンカーとした FL ダイマーが過去の研究において使用された

例があり（（Kawahara et al., 2004; Sogo et al., 2008））、免疫原性がなく、生体内投与の際に

も、より良好な拡散性の動態を示すことが報告されている。 

動物モデルを用いた過去の研究において、G-CSF の投与により、急性心筋梗塞後にお

ける心室リモデリングや機能不全の発生が抑制されることが報告されている（（Harada et 

al., 2005））。これには、G-CSF が心筋細胞に対し抗アポトーシス作用を示すこと、新生血

管の形成促進作用を有することが関与しているとされる。このように、G-CSF 受容体及
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びその下流にある JAK/STAT3 シグナルが、多能性幹細胞からの心筋の分化促進作用だ

けでなく、生体においても有用な作用を示すことを考慮すると、本研究で開発された人

工 G-CSF キメラ受容体を心疾患治療として生体内でも機能させることで、体系的な価

値提供が可能と考えられる。つまり、人工 G-CSF キメラ受容体を導入した iPS 細胞か

ら作製した心筋細胞を心疾患患者へ移植した後に、代替リガンドを投与することで、移

植細胞群の生存性を高めつつ定着を促すことができる。その際、代替リガンドによる作

用は移植細胞に限定されるため、G-CSF の副作用に対する懸念は払しょくすることが可

能である。想定されるスキームを図 16 に示す。このように、本研究において開発され

た人工 GCSF キメラ受容体を中心としたシステムは、多能性幹細胞の医療応用における

複数の課題解決に寄与し得る可能性を有している。 

 

  



54 

 

 

 

図 15．本研究の概要 

本研究で構築された人工 G-CSF キメラ受容体は、代替リガンド BSA-FL 依存的に、内

在性の JAK/STAT3 シグナルを惹起した。また、代替リガンド刺激により、心筋分化に

関連するマーカー遺伝子の発現を誘導し、自己拍動性を有する心筋細胞の分化効率を亢

進させることに成功した。iPS 細胞から目的細胞を分化誘導する際に、人工キメラ受容

体を応用可能であることが示唆された。 
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図 16．本研究の応用と展望 

本研究で得られた結果から想定される応用の可能性について模式図として示す。人工

G-CSF キメラ受容体と安価かつ化学的に安定な代替リガンドを応用することで、iPS 細

胞から経済的な心筋細胞の調製が可能となる。従来は生理活性を有さない分子である代

替リガンドは、副作用なく生体投与が可能であることから、iPS 細胞由来の目的細胞の

移植後に、生着を促すなどの目的で用いることも可能と想定される。 

  



56 

 

4.2. 人工キメラ受容体の応用について 

人工受容体を用いた細胞制御については、いくつかの先行研究が存在する。例えば、

河原らにより、複数のサイトカインに対する人工キメラ受容体が構築され、下流に存在

する MEK：Mitogen-activated protein kinase kinase、ERK：Extracellular Signal-regulated 

Kinase、AKT、STAT3 といったシグナル分子の制御に関して報告がなされている

（（Kawahara et al., 2014; Kawahara et al., 2008; Tanaka et al., 2009 ））。また、EpoR：

erythropoietin receptor と gp130 のヘテロ型人工キメラ受容体も開発されており、それら

を介して下流シグナルである JAK/STAT3 シグナルが制御可能であることも報告されて

いる（（Kawahara et al., 2001））。これら先行研究は、主に細胞の増殖や遊走といった機能

に着目して、工学的に開発されてきた経緯をもつ。本研究の結果は、人工キメラ受容体

を細胞分化へ応用できる可能性を示す新規性の高いものであり、人工キメラ受容体開発

の波及効果を広く実証した点においても重要な成果といえる。 

上述した先行研究以外に、近年、人工キメラ受容体の応用として著しい発展を遂げて

いるのが、細胞移植療法の一つである CAR-T 細胞療法の領域である。CAR-T 細胞療法

は、T 細胞に特定の抗原に対する CAR を発現させ、CAR が結合する標的抗原を発現す

る細胞に対して特異的に免疫応答が生じることを目的とした免疫療法の一種である（図

17）。例えば、がん抗原特異的な scFv を有する scFv を導入することで、がん細胞に結

合した CAR-T 細胞による免疫メカニズムによるがん治療が試みられている。 

2020 年までに、二つの CAR-T 細胞療法が承認されており、それに続く候補品として

100 以上の開発が進められている。現在、製品化されている CAR-T 細胞療法について

表 5 に示す。CAR-T 細胞療法は、がんの表面抗原に対する研究やゲノム編集技術の成

熟に伴って更なる改変がなされており、今後の発展に期待が寄せられる。一方で、課題

の一つはやはりコスト面であり、その治療費は 3000 万円以上といわれている。そのう

ち大きな割合を示すと考えられるのが、細胞調製のコストである。承認済みの CAR-T

細胞療法については、いずれも患者由来の自家細胞を用いているためオーダーメイドに
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近く、細胞加工の過程におけるコストが高いことが想定される。治療に用いる細胞につ

いては、患者由来の自家細胞から他家細胞や iPS 細胞由来の T 細胞へと安定供給のため

の様々なアプローチも検討されるなど（（Ueda and Kaneko, 2020; Waseda and Kaneko, 

2020））、課題解決のための研究が進行中である。 
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図 17．CAR-T 細胞療法 

細胞傷害性 T 細胞に、がん抗原特異的な scFv 断片を有する CAR を導入することで、抗

原特異的に T 細胞が活性化され、がんに対する傷害性が発揮される。細胞増殖性を有す

る十分量の CAR-T 細胞を生体に投与することで、効果的な治療効果が期待される。 

 

 

 

表 5．承認済みの CAR-T 細胞療法 

開発企業  開発品名  細胞の由来  標的がん抗原  対象疾患  

Novartis  Kymriah  自家  CD19  前駆B細胞性急性リンパ芽球性白

血病（小児及び若年成人）  

Gilead Sciences 

（Kite Pharma）  

YESCARTA  自家  CD19  成人大細胞型B細胞リンパ腫  
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4.3. 多能性幹細胞と再生医療の将来展望 

最後に、多能性幹細胞を用いた再生医療の現状と、今後の展望について述べる。ま

ず、ES 細胞を用いた細胞医薬品として、臨床開発が進められているものの例を表 6 に

示す。 臨床試験の段階にあるものが多く見受けられるものの、倫理的課題のハードル

や供給の困難さなどの理由から、後述する iPS 細胞を用いた臨床応用検討に比べると、

臨床試験前の初期検討への参入は少数にとどまるようである。内容としては、網膜変性

疾患や脊髄損傷に対する細胞の補完を目的としたもの、代謝性疾患である糖尿病などで

インスリン産生を狙ったカプセル型の細胞製剤なども含めて ES 細胞を用いた細胞医

薬品の開発が進められている。実際に製品として承認を得られるかどうか、今後の注目

が必要である。 

次に、iPS 細胞を用いた細胞医薬品の開発状況についても、同様に例を表 7 に示す。

ES 細胞を用いたものに比較すると、ステージとしては早期のものが多いが、臨床段階

にあるものが複数見受けられる。また、非臨床段階ものも含めると案件数としては多く

存在し、研究が旺盛化していることが伺える。対象疾患についても、心疾患、神経変性

疾患に加え、腎症や線維症など多様な疾患に対する開発が進められている。今後の開発

の進捗やさらなる展開が、大きく期待される。 

このような細胞医薬品の開発をはじめとする再生医療の興隆に伴い、これまで述べ

てきた細胞供給の経済的、安定的供給といった課題の克服に加え、より高度な医療的価

値を提供するための技術的な基盤構築が望まれている。例えば、多能性幹細胞由来の分

化細胞を細胞医薬品として投与することを考えた場合、基本的には生体内への生着を前

提としている。生体内で移植細胞の分裂や生存を維持させることで、長期間にわたり生

着し機能が発揮されると期待される一方で、低分子医薬品や抗体といったバイオ医薬品

のような半減期に伴う機能消失を予測することは難しい。場合によっては、非常に長い

半減期を呈する可能性も考えられる。このことは、予期せぬ副作用に繋がる作用が顕在

化した際にも、経時的な消失を期待できないことを意味している。他家細胞や加工細胞
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を用いる細胞医薬品は、免疫拒絶を誘発する可能性も考慮する必要があり、長期生着に

よる影響は無視することができない。このような理由から、投与後に生着した細胞群を

生体内でコントロールする技術の開発も重要課題と考えられる。生体内での細胞制御技

術は、副作用の低減だけでなく、移植細胞を生体内で増殖・分化・成熟させその機能を

賦活させるなど、細胞治療の有効性を向上させる面でも有用である。この技術を実用化

するには、可能な限り宿主細胞には影響を与えず、移植細胞のみに作用を及ぼす必要が

あり、特異性の面で高い配慮が必要となる。例えば、副作用の低減を目的とする場合に

は、特異的抗原を移植細胞に導入しておき、抗原に対する抗体を導入することで、抗体

依存的に細胞を傷害、排除するといったアプローチが想定される。細胞機能の賦活化や

細胞分化の促進に関しては、サイトカインのような宿主細胞にも影響を及ぼすような生

理活性物質を用いることはできないため、本研究でも用いた人工キメラ受容体による制

御が非常に有望である。代替リガンドとして、生理活性をもたない分子を設定すること

により、安全性を確保しつつ移植細胞の制御を実現できる可能性が期待される。このよ

うに、人工キメラ受容体をはじめとする新規技術基盤を応用することで、より高い有効

性と安全性を有する再生医療製品の開発が強く期待される中、本研究において得られた

知見は意義の大きいものであるといえる。 
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第 5 章 結語 

 

本研究では、G-CSF が JAK/STAT3 シグナルを介して多能性幹細胞からの心筋分化を

促進することに着目し、これを経済的かつ安定供給可能な条件下で再現することを目指

して、人工 G-CSF キメラ受容体の開発を行った。 

代替リガンド BSA-FL に応答する scFv を細胞外領域にもつ人工 G-CSF キメラ受容体

を構築し、マウス iPS 細胞に導入し解析を行った結果、リガンド依存的に JAK/STAT3

シグナルを惹起した。また、心筋マーカーの発現上昇と、カルシウムオシレーションを

伴う自己拍動を示す心筋細胞のへ分化効率を促進した研究結果から、目的とする人工キ

メラ受容体コンセプトが実証された（（Tsukamoto et al., 2020））。 

以上の研究成果は、人工キメラ受容体を多能性幹細胞からの分化誘導に応用した、科

学的に新規性の高いものであるだけでなく、多能性幹細胞の再生医療応用における課題

に対し、多角的に貢献可能な技術基盤の開発に寄与するものであると期待される。 
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