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細胞表層工 学を用い た動物細胞の 育種

長棟　輝行
＊ ・河原　正浩 ・油谷　隆秀 ・上 田 宏

　動物細胞培養に よっ て 抗体，サ イ トカ イ ン などの有用

タ ソ パ ク 質の 生産が工業的に 広く行われ て い る．動物細

胞 の 増殖に は炭素源や窒素源などの い わゆる栄養源に 加

え て 各種 の 増殖因子が必要で あ り，通常は これ らの 困子

を豊富に含む牛血清を培地 に添加する こ とに よ り細胞増

殖を促進 し，目的 タ ン パ ク 質の 工 業的生産が行われ て い

る．

　 しか し ， 最近で は 牛血清由来の 多くの 夾雑 タ ン パ ク質

を含む培養液か ら目的タ ソ パ ク質を高純度に分離精製す

る プ ロ セ ス の 負荷を軽減す る た め に ，細胞を十分に増殖

させ た後で ，培地 を血清培地 か ら無血清培地あ る い は 無

タ ソ パ ク 質培地 に 交換して 目的タ ン パ ク質の 生産を行 う

二 段階培養法も採用されて い る．1）また ，
ヨ ー

ロ
ッ

パ で

は プ リ オ ン 病 との 関連で動物細胞培養に牛血清を 用 い る

こ とが困難とな り，無血清培地 へ の転換が求め られ て い

る．2〕しか し，無血清培地 を用 い る 場合 に は 細胞増殖 を

活性化するため に 高価な増殖因子 の 添加が必要となる場

合が多 く，3）培地 コ ス トの 観点か ら工業的規模 の 動物細

胞培養の大きな問題点に な りつ つ ある．

　さて ，動物細胞 の 増殖 は ，増殖因子が細胞膜に存在す

る増殖因子受容体に結合 し，そ の シ グ ナ ル が細胞内情報

伝達系を経由 して 核内 に 伝達され，細胞増殖 に 関わ る 各

種タ ソ パ ク質遺伝子群の転写活性が向上する こ とに よ っ

て 促進 され る．4）した が っ て，増殖因子 とは 異な る安価

なタ ソ パ ク質に 応答 して，細胞内へ そ の シ グナ ル を情報

伝達で きる よ うな人工受容体を持つ 細胞を遺伝子工 学的

に育種する こ とが で きれば，高価な増殖因子を用 い る こ

と な く，安価な タ ソ パ ク 質に よ っ て 細胞増殖を促進す る

こ とが可能に な る．我々 は ， こ の よ うな観点か ら ，
エ リ

ス ロ ポ エ チ ソ 受容体 （EPOR ）の リ ガソ ド結合部位を抗体

可変領域 Fv で 置き換えた キ メ ラ受容体 の 分子構築を行

っ た ．こ こ で は ，こ の よ うなキ メ ラ受容体発現細胞 の増

殖を抗原添加に よ っ て促進する試み に つ い て ，当研究室

で得られた 実験結果を中心 に 紹介する．

1． 抗体 Fv と EPOR の キ メ ラ受容体の構築

　EPOR は動物細胞 の 細胞膜を貫通 して 存在 し，サ イ

ト カ イ ソ の
一

種で ある エ リ ス 卩 ポ エ チ ン （EPO ）との 結

合 に よっ て ，細胞増殖や ア ポ ト
ー

シ ス 抑制 とい っ た シ グ

ナ ル を細胞 内に 伝達す る受容体で ある ．最近 ， EPO と

EPOR の 複合体 t　
5）お よ び リガ ン ドな し の 状態 6＞で の

EPOR の X 線結晶構造解析の結果が報告 され た ．そ れ

に よ ると，EPOR ．は リ ガ ン ドがな い 状態で も二 量体を

形成 して い るが，シ グ ナ ル 伝達 に 関わ る細胞内ド メ イ ン

が互 い に離れて い るた め ，
シ グ ナ ル 伝達が生じな い ．そ

れ に 対 し， リガ ン ドである EPO が結合する と ，
　 EPOR ．

に コ ソ フ ォ メ ーシ
ョ

ン 変化が起こ っ て細胞内 ドメ イ ソ 同

士が近接 し ，Jak2，　STAT5 な どの シ グ ナ ル 伝達系の タ

ソ パ ク質群が リソ 酸化を受け て活性化 され，二 量化 した

リ ソ 酸化 STAT5 が核 に 移行 して転写調節因子 と して機

能し，細胞増殖に必要な タ ン パ ク質群の 遺伝子発現が促
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Fig．1．　 Activation　mechanism 　of 　EPOR ．
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Fig．2．　 Activation　mechanism 　of 　antibody ！receptor 　chimera ．

進さ れ る とい う機構が考え られ て い る （Fig，1）．こ の 野

生型 EPOR の 括性化機構を模倣 し ， 抗原に よ っ て キ メ

ラ受容体が活性化され るため の 条件 は ，抗原が な い 状態

で は キ メ ラ 受容体が互 い に 近接せず，抗原がある状態で

初め て近接 して 二 量体化す る とい うこ とで ある，こ の 条

件を満たす系 として ， 抗体濃度依存的な VH
，
　VL 複合

体の 形成が見られる ニ ワ ト リ卵 白 リ ゾチ
ー

ム （HEL ）と

それ に対する抗体 HyHEL ・10 の 可変領域 VH ，　VL を選

定した の すなわち ，
マ ウス EPOR の リ ガ ン ド結合部位

を含む細胞膜外 ド メ イ ソ の
一

部を ， HyHEL −10 の 可変

領域 VH ある い は VL に 置換 した キ メ ラ 受容体 （VH −

EPOR ，　VL −EPOR ．）の 発現ベ ク タ
ー

を構築した （Fig，2）．

そ の 際に ，可変領域 VH ある い は VL と EPOR とを直

接結合 した もの （VHIVL
−EPOR （

一
）），間に リ ン カ ー

とし

て グ リ シ ン を挿入 し た もの （VH ／VL −EPOR ．（G））， 同 じ く

リ ン カ ーと して グ リシ ソ ーセ リン ーグ リシ ソ の 三 つ の ア ミ

ノ 酸を挿入 した もの （VHIVL −EPOR ．（GSG ））の 合計6 種

類 の キ メ ラ受容体遺伝子を 構築 し た ．こ こ で Fv と

EPOR の 間 に リ ン カ
ー

を導入 した の は ，
　 Fv と EPOR の

結合に 伴 う両者間 の 立体的障害や ひ ず み を回避するた め

で ある．

2． キ メラ受容体を導入 した Ba／FS 細胞8）

　まず，リ ン カ ー
を含 まない VH 〆VL −EPOR ．（

一
〉の キ メ

ラ受容体ペ ア を IL・3 依存性 の マ ウ ス pr・−B 細胞株 Ba！F3

（EPOR ．は持た な い が，そ の 下流の 情報伝達経路が共

通 な IL−3 受容体の情報伝達系を持つ 細胞 ，後述の 32D

細胞 も同様）に 電気穿孔法に よ り同時に導入 し抗生物質

G418 耐性に よ り導入株を選択 した ．また ，
　 IL−3 非存在

下 ， HEL 存在下 で増殖 して くる細胞を ク ロ
ー

ニ ソ グ し

た ．

　得 られた ク ロ
ー

ソ 十数個の キ メ ラ レ セ プ タ
ー発現量を

Westem 　Blottingに よ り確認 し た と こ ろ，　 VH −EPOR ．
，

VL −EPOR がほぼ等量発現 して い る こ とが分か っ た ．次

に ，代表的な ク ロ
ーン に つ い て ，HEL ，　VH −EPOR ，　VL −

EPOR か ら成る 三 者複合体形成 の 確認 を行 っ た．すな

わち，細胞懸濁液に種 々 の 濃度の ビ オ チ ン 化 HEL を加

えて複合体を形成 させ た後，バ
ッ

フ
ァ
ーで洗浄 して未結

合の ビ オ チ ン 化 HEL を除去 した ．こ の細胞を破砕 して

得 られ る ラ イ セ ートに ， 適量 の ス ト レ プ トア ビ ジ ン ー
ア

ガ ロ
ー

ス ビーズ を加え て ， 細胞膜上 で 形成 された ビ オ チ

ソ 化 HEL とキ メ ラ 受容体の複合体を回収した．　 Western

Blottingに よ っ て ，ビ オ チ ソ 化 HEL に 結合し て 回収さ

れ た キ メ ラ受容体の 存在の 有無 を調べ た，する と，キ メ

ラ 受容体と思 わ れ る 2 本の ・ミ ン ドが 各 ビオ チ ン 化 HEL

濃度 で ほ ぼ等量検出され，こ れ らの パ ン ドは HEL 濃度

依存的 に 濃 くな っ た ，こ の こ とか ら，細胞膜上 で HEL

濃度依存的 に ，VH −EPOR ，　VL −EPOR が HEL に 対し 1

1 で結合して複合体を形成する こ とが明らか とな っ た，

　HEL 添加に よ り細胞内に シ グ ナ ル が伝達され る か ど

うか を確認する た め に ， EPOR の シ グ ナ ル 伝達の結果

活性化される STAT5B の リン 酸化の 有無を調べ た ．　 HEL

で細胞 を刺激後，ラ イセ
ー

トを作製し ， 抗 STAT5B 抗

体で免疫沈降後，anti −PY を用 い た Western　Bl・tting で

リ ソ酸化された STAT5B 量を検出 した （Fig．3−A）．ま た ，

そ の 時の 全 STAT5B 量を anti
−STAT5B を用 い て 測定 し

た （Fig．3−B）．そ の 結果，　 HEL 濃度お よ び刺激時間依存

的な STAT5B の リソ 酸化が見 られた．

　さらに ， 細胞増殖 ア
ッ

セ イ を行 っ た とこ ろ，HEL 濃
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Fig．3．　 Phosphorylation 　of 　STAT5B　induced　by　HEL 　addi
−

　 　 tion ．

度依存的に細胞増殖が促進され，そ の 増殖速度は 野生型

EPOR 導入細胞 に おけ る EPO 依存的増殖速度に 匹敵 し

た （Fig．4）．　 Epo と EPOR の 結合が 2 分子反応と考えら

れるの に対 し，キ メ ラ受容体ペ ア と抗原の 結合が 3分子

120

A

屡
壅

反応である こ と ， また ， 解離定数が HEL ・VH ・VL 複合

体で は約 1nM7 ）な の に 対し，　 EPO −EPOR で は 約 180〜

670pM5 ・9）である こ とか ら考え る と，キ メ ラ受容体 は充

分効率 よ く抗原に よ っ て 活性化され て い る こ とが示唆さ

れ た ，また ， こ の 時 ， 細胞生存率の 向上 ， す なわ ち

EPOR ．か らの 増殖 シ グナ ル に 特微的 な ア ポ ト
ー

シ ス 抑

制作用も観察 された、しか し，HEL 非存在下 で もある

程度の 増殖が見られ，シ グ ナ ル の オ ン
・

オ フ 制御を厳密

に行 うこ とは困難で あ っ た．

3． キ メ ラ受容体を導入 した S2D 細胞

　異な る細胞株で もキ メ ラ 受容体 に よ る増殖制御が可能

か どうか を調 べ る こ とを目的として，キ メ ラ 受容体ペ ア

を IL−3 依存性の マ ウ ス 骨髄系細胞株 32D に 導入 し た．

そ の 際 ， キ メ ラ受容体発現 Ba／F3 細胞の HEL 非存在下

で の 増殖は ， 抗体可変領域 と EPOR を直接連結 し た こ

とに よ る立体障害や ひ ずみ に 原因があると考え，前述の

リ ン カ
ー挿入 （VHIVL

−EPOR ．（G ），　VHIVL
−EPOR （GSG ））

お よ び リ ン カ ー
な し （VHIVL −EPOR （

一
））の 3種類の キ

メ ラ 受容体ペ ア を 32D 細胞 に それぞれ遺伝子導入 し，

HEL 添加に よ る増殖応答の比較を行っ た．
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Fig，4．　Ligand −dependent　proliferation　of （A ）Ba1F3　transfectant　expressing 　VH ！VL −EPOR ．（
一
）， （B）Ba／F3　transfectant

　　expressing 　wild 　type　EPOR ．，　and （C）32D　transfectant 　expressing 　VHIVL −EPOR （GSG ）．
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　増殖因子 IL−3無添加の 条件下で は 32D 細胞はすみ や

か に 死滅する の に対 して ，VH ／VL −EPOR （
一
）あ る い は

VH ！VL −EPOR （G）を発現 し て い る 32D 細胞 の 場 合 に

は ，増殖因子 IL−3 無添加 の 条件下 に お い て抗原 HEL の

添加の 有無 ， 添加濃度に か か わ らず同じ程度の 細胞増殖

が観察され た ，こ れ らの キ メ ラ受容体で は ，抗体可変領

域 と EPOR ．の 一
部を融合す る こ とに よ り何らか の 構造

変化が起 こ り，32D 細胞 の 場合に は Ba／F3 細胞の 場合

以上 に ，抗原 の な い 条件で もキ メ ラ受容体 の ホ モ ダイ

マ ーある い は ヘ テ ロ ダイ マ ーが常に 生成 し，増殖 シ グ ナ

ル を細胞内に伝達 して い る可能性が考えられ る．こ れに

対 し て ，VHIVL −EPOR ．（GSG ）を発 現 し て い る 細胞

32DIGSG で は，　 HEL 無添加 の 場合に はすみやか に細胞

が死滅 し，HEL を添加 した 場合に は HEL 濃度依存的

な増殖と細胞生存率の 向上 （ア ポ トーシ ス 抑制）が観察

された （Fig．4）．こ の 場合に は，抗原 HEL の 添加 に よ り

初め て VH −EPOR ．（GSG ）と VL −EPOR ．（GSG ）が会合 し，

核へ の 増殖 シ グナ ル 伝達が 起 こ り，そ の 結果，培地 に 添

加 した抗原濃度に依存 した細胞増殖 の 促進が起こ っ た と

考え られ る，

　最近 の ，EPO と EPOR ，
5）ペ プ チ ド ア ゴ ； ス ト と

EPOR
，

iO＞ペ プ チ ドア ン タ ゴ ニ ス ト と EPOR11 ）の 結晶構

造解析 の 結果か ら ， リガ ン ドーレ セ プ タ ー複合体に おけ

る細胞外 ドメ イ ン の 構造の 微妙な相違が シ グ ナ ル 伝達 に

影響を及ぼすこ とが示唆され て い る．本研究の よ うな キ

メ ラ 受容体 に お い て も，さらに低い 抗原濃度 で の 効率良

い シ グ ナ ル 伝達を実現す るため に は，細胞外 ドメ イ ソ 構

造を最適化する 必要がある と考え られ る．

お　わ　 り　 に

抗体可変領域と受容体とを適当な リン カーで連結 した

キ メ ラ受容体を発現す る細胞を，遺伝子工学的 に 育種 し

た ．こ の よ うな育種細胞 で は ，高価な増殖因子や サ イ ト

カ イ ン の 代わ りに 安価な抗原を用 い て増殖制御を行 うこ

とが で きる た め ，こ の よ うな育種培養細胞を用い た有用

タ ン パ ク質生産の コ ス トダウ ン の可能性が期待され る，

　また ，目的遺伝子 と同時に キ メ ラ 受容体 ペ ア の 遺伝子

を細胞 に導入すれば，抗原 に よ っ て 目的遺伝子導入細胞

の 選択的増幅が可能とな り，遺伝子治療用ベ ク ター導入

細胞 の 選択 マ ーカーと して の応用も可能であろ う．抗原

一抗体系は 無数に存在す るた め ，適切な抗原一抗体系を選

択すれば，複数 の 抗原に よっ て細胞 に 入力 した い 複数 の

シ グ ナ ル を同時に ，ある い は 必要な時に 必要な シ グナ ル

だけを入力する こ とも可能で ある．この よ うに ， キ メ ラ

受容体を 用 い た動物細胞表層工 学は ，さ ま ざま な応用性

を秘め て お り， 今後の益 々 の発展が期待され る．

　本研究 は朿 北大学大 学院 工学研究科 生物工学専 攻　熊谷 泉教

授，津本浩平博士 との 共同研究 の成果 で ある．こ こ に厚 く感謝の

意を表します，
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糖鎖を介 した細胞接着に関わ る乳酸菌の 表層タ ソ パ ク質

山　本　憲　二

　多くの病原性細菌や ウイ ル ス は宿主 の 細胞膜表面 に 存

在する糖 タ ン パ ク 質や糖脂質の 「糖鎖」を受容体 として

細胞に接着し感染する こ とが知 られ て い る．1，2）た とえ

ば，ヒ トイ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス は 宿主 の 細胞膜上 の 糖

タ ソ パ ク 質や糖脂質の糖鎖 の 非還元末端に 存在する シ ア

ル 酸を レ セ プ タ ーと して 認識 し て細胞に結合 し感染す

る．また，病原性大腸菌などは 繊毛を介 して細胞膜上 の

糖鎖 と結合して細胞 に 感染 し，さ らに 細菌が 生産す る 毒

素 （コ レ ラ毒素など）も細胞膜上 の 糖脂質の 糖鎖を レ セ

プ タ
ーと して細胞 に 結合して感染する こ とが知られ て い

る．病原性細菌や ウイ ル ス に とっ て細胞 に 結合する こ と

は宿主細胞に感染す る
一
連 の 過程の 中で もっ とも重要な

ス テ ッ プ で ある．微生物が宿主細胞 に糖鎖を介 して 結合

する こ とは 細胞 と細胞 の 相互認識作用 の モ デ ル で もあ

る．

　
一

方，腸内細菌 に と っ て も腸の 蠕動運動やある い は食
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