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〈要 約〉

　非免疫細胞に特定の細胞を認識してそれを殺傷する機能を付与することができれば，次世代のがんの治療に応用される可能性がある．この研究において，筆者らは，T細胞におけるシグナルのスイッチングの分子機構を参考に，多くの細胞においてはたらくJAK-STATシグナル伝達経路のオンオフを特定の細胞との接触にともなうシグナル阻害タンパク質の物理的な動きにより制御することにより，非免疫細胞に特定の細胞との接触を感知させる新しいシグナリングデバイスの開発に成功した．さらに，このシグナリングデバイスにより，プロドラッグ化された抗がん剤を活性化する酵素の発現を誘導し標的となる細胞に送り込むことにより，標的に選択的ながんの治療への応用の可能性が示された．この研究は，細胞を基盤とする次世代のがんの治療に役立つ技術を提供するとともに，細胞外の情報を細胞内に伝達するための合成生物学的なツールボックスを拡張するという観点からも有用であると考えられた．
はじめに

　特定の細胞との接触を感知するように改変された免疫細胞はがんの治療に有用である．たとえば，キメラ抗原受容体を発現するよう改変されたT細胞は白血病などいくつかの種類のがんに対し著効を示すことが報告されており，実際にさまざまな治験が進んでいる1)．しかしながら，改変された免疫細胞は，サイトカイン放出症候群をひき起こす危険があるほか，がんに到達する頻度の低い場合もあるため，特定の種類のがんにはよく効く一方，効果の限定されるがんも多いといった問題をかかえている．
　このような問題を解決するひとつの手段として，がん細胞に遊走しやすいことが報告されている間葉系幹細胞のような非免疫細胞にがん細胞を認識させ殺傷させるといったアプローチが考えられる．実際に，間葉系幹細胞にプロドラッグ化された抗がん剤を活性化する酵素を発現させ，生体においてがん細胞を殺傷させる治療法が基礎研究のレベルで報告されている2,3)．抗がん剤による副作用を考慮するとがん細胞の周辺のみでプロドラッグを活性化することが望ましいが，これまで，間葉系幹細胞のような非免疫細胞に特定の細胞との接触を認識させることはむずかしかった．そこで，この研究においては，非免疫細胞に特定の細胞との接触を感知させるシグナリングデバイスの開発に取り組んだ．
1．特定の細胞との接触を感知させるシグナリングデバイスのデザイン

　T細胞が特定の細胞を認識する際のシグナル伝達は，大きな細胞外ドメインおよび細胞内ホスファターゼドメインからなる膜タンパク質CD45が，T細胞と標的となる細胞とが抗原抗体反応により接触する際にその接触面から物理的に隔離されることにより，シグナルを発動するキナーゼ活性を阻害しなくなることが初発であると報告されている4,5)．一方，CD45は非免疫細胞を含む多くの細胞においてはたらくJAK-STATシグナル伝達経路の阻害タンパク質としても報告されている6)．この2つの事象に着目し，JAK-STATシグナル伝達経路のオンオフを特定の細胞との接触にともなうCD45の物理的な動きにより制御できるのではないかと仮説をたてた（図1）．これが達成されれば，非免疫細胞に特定の細胞との接触を感知させることが可能になる．
2．CD45模倣体は非免疫細胞において人為的に構築されたJAK-STATシグナル伝達経路を抑制する

　筆者らの研究室において，STAT3およびSTAT6の活性化を検出するレポーター遺伝子が構築されていたことから，非免疫細胞であるHEK-293T細胞において，CD45と同じ機能を示すCD43の細胞外ドメインとCD45の細胞内ドメインを結合したキメラタンパク質CD43ex-45int（CD45模倣体）により5)，STAT3およびSTAT6により介在されるJAK-STATシグナル伝達経路が抑制されるかどうか検証した．HEK-293T細胞においてはCD45の発現は低いことが知られており，同様の活性をもち高く発現するCD45模倣体を用いた．STAT3シグナルのトリガーとしてはインターロイキン10受容体，STAT6シグナルのトリガーとしてはインターロイキン4/インターロイキン13受容体を用い，それぞれの受容体と対応するSTATおよびそのレポーター遺伝子とCD45模倣体を共発現させたところ，インターロイキン4/インターロイキン13受容体により惹起されるJAK-STATシグナル伝達経路が抑制された．
3．CD45模倣体の物理的な動きは特定の細胞との接触の感知に利用できる

　インターロイキン4/インターロイキン13受容体の細胞外ドメインに乳がんの表面マーカーとして知られるHER2を認識する1本鎖抗体を結合することによりHER2認識受容体を構築し，これをCD45模倣体およびSTAT6とともにHEK-293T細胞に発現させた．このセンサー細胞をターゲット細胞のモデルであるHEK-HER2細胞あるいは非ターゲット細胞であるHEK-iRFP細胞と混合し，センサー細胞に遺伝的に導入したSTAT6レポーターの発現を観察した．その結果，適切な量のHER2認識受容体とCD45模倣体を発現するセンサー細胞がターゲット細胞と共存する場合のみSTAT6レポーター遺伝子からの明らかな発現が観察された．抗原認識部位を欠く場合，CD45模倣体の細胞外ドメインを欠失させた場合，CD45模倣体の細胞内ドメインを蛍光タンパク質に置換した場合にはターゲット細胞を認識しなかったことから，インターロイキン4/インターロイキン13受容体と結合した1本鎖抗体によるHER2の認識にともない，センサー細胞とターゲット細胞との接触面からCD45模倣体がその細胞外ドメインの立体的な障害により隔離され，STAT6を介したJAK-STATシグナル伝達経路がオンになったことが示唆された．さらに，それぞれの構成要素の局在を蛍光イメージングにより確認したところ，抗原認識受容体が細胞の接触面に集積する一方，CD45模倣体が細胞の接触面から隔離されていることが確認され，ターゲット細胞の感知がデザインされたとおりの分子機構により達成されていることが強く示唆された．
4．特定の細胞との接触を感知するシグナリングデバイスの最適化および一般化

　インターロイキン4/インターロイキン13受容体の細胞外ドメインを削除することにより，この特定の細胞との接触を感知するシグナリングデバイスのアウトプットの遺伝子発現を上昇させること，および，特定の細胞との接触を感知する機能を保持したままインターロイキン4/インターロイキン13受容体のネイティブのリガンドであるインターロイキン4およびインターロイキン13への反応性を喪失させることに成功し，特定の細胞との接触のみに反応する，よりパフォーマンスのすぐれたシグナリングデバイスが開発された．
　HER2のほか，さまざまながん細胞のマーカーとして利用されるEpcamを発現する細胞を認識するシグナリングデバイスも開発され，また，このシグナリングデバイスはがんに遊走する活性をもつ間葉系幹細胞の不死化細胞株においても利用が可能であったことから，この特定の細胞との接触を感知するシグナリングデバイスの一般性および拡張性が示された．
5．細胞を基盤とするがんの治療への応用

　この特定の細胞との接触を感知するシグナリングデバイスを細胞を基盤とするがんの治療に応用することを試みた．具体的には，これまでにがんに遊走する活性をもつ間葉系幹細胞にプロドラッグ化した抗がん剤を活性化する酵素を発現させ，がんの周辺においてプロドラッグを活性化するがんの治療がいくつか報告されているが2,3)，ここにターゲットの認識能を付与することで，よりがん細胞に選択的な細胞の殺傷が可能になると考えた．
　プロドラッグである5-フルオロシトシンを毒性のある5-フルオロウリジン一リン酸に変換するFCU1とよばれる酵素7) に，細胞膜の透過性を示すウイルスに由来するタンパク質VP22 8) を結合することにより，センサー細胞から発現されたFCU1が周囲のターゲット細胞の細胞質や核に拡散するようデザインした．このVP22-FCU1を，HER2を発現する細胞を認識するシグナリングデバイスを用いてセンサー細胞に発現させ，ターゲット細胞あるいは非ターゲット細胞と混合して5-フルオロシトシンの存在下において培養したところ，ターゲット細胞は選択的に殺傷された．一方，FCU1を恒常的な発現を誘導する遺伝子プロモーターにより発現した場合にはターゲット細胞および非ターゲット細胞が非選択的に殺傷された．このことから，この特定の細胞との接触を感知するシグナリングデバイスを用いることにより，ターゲット細胞を認識して選択的に殺傷する機能が発揮されることが示された．このシグナリングデバイスは，ターゲット細胞と非ターゲット細胞が共存してもターゲット細胞の選択的な殺傷にある程度の効果を発揮したほか，間葉系幹細胞の不死化細胞株を用いてHER2を高発現する乳がん細胞株であるSKBR-3細胞を抗原の認識に依存的して殺傷することも可能であった．
おわりに

　これまで，細胞外の情報を細胞内に伝達するための細胞機能の設計原理が不足していたため，非免疫細胞に特定の細胞との接触を感知させる方法はかぎられていた．この研究において，筆者らは，人為的に構築されたシグナル阻害タンパク質の細胞膜におけるダイナミックな動きを特定の細胞との接触の感知に利用できることが示された．このことは，今後，新たな細胞機能をデザインするための合成生物学的な観点から興味深い発見といえる．また，応用的な観点からいえば，がんに遊走する活性をもつ間葉系幹細胞を用いて乳がん細胞が殺傷されたことから，実際の治療に応用する可能性が示されたと考えられる．ただし，このセンサー細胞が個体においてどのようにふるまうかは未知数であるほか，複数の構成因子をその質を制御したうえで安定して細胞に導入することはまだむずかしいといった点は，さらなる応用を考える際にまだまだハードルとして残る．複数の遺伝子を安定して導入することが可能なゲノム編集技術がさらに発展していけば，このような細胞機能の設計原理が実際の医療に応用される日が近づくかもしれない．
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〈図説明〉

図1　特定の細胞との接触を感知する合成生物学的なシグナリングデバイス
（a）センサー細胞のインターロイキン4/インターロイキン13受容体にターゲット細胞のもつ抗原を認識する1本鎖抗体を結合させる．インターロイキン4/インターロイキン13受容体と相互作用するキナーゼJAKの活性はCD45模倣体により阻害されており，JAK-STATシグナル伝達経路は抑制されている．
（b）センサー細胞がターゲット細胞を認識しその距離が近接すると，大きな細胞外ドメインをもつCD45模倣体は細胞の接触面から隔離される．その結果，JAKはCD45模倣体により阻害されなくなり，JAK-STATシグナル伝達経路は活性化される．P：リン酸化．
