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研究成果の概要（和文）：ヒトSiglec全15種をそれぞれHEK293細胞に発現させADAMTS13、von Willebrand 
factor（VWF）のエンドサイトーシスを調べたところ、ADAMTS13とVWFはSiglec-5/14に加えて、新たにADAMTS13
はSiglec-9によって、VWFはSigle-6/9によってもエンドサイトーシスされることを見出した。Siglec-5/14によ
るADAMTS13のエンドサイトーシスはシアル酸との結合が阻害されるR119A変異体でも起こり、シアル酸非依存的
であると考えられた。エンドサイトーシスにはN末端のV-setドメインが必要であることを示した。

研究成果の概要（英文）：We have expressed all 15 human Siglecs on HEK293 cells, respectively and 
examined endocytosis of ADAMTS13 and von Willebrand factor (VWF). We found that Siglec-5/9/14 and 
Siglec-5/6/9/14-expressing cells edocytosed ADAMTS13 and VWF, respectively. Endocytosis of ADAMTS13 
was sialic acids (SA)-independent because ADAMTS13 was endocytosed by Siglec-5/14 R119A 
mutants-expressing cells in which binding to SA was inhibited. Exchange of extracellular domains of 
Siglec-14 with those of Siglec-3 showed that N-terminal V-set domain of was required for endocytosis
 of ADAMTS13. We also found that plasminogen was endocytosed by some Siglec-expressing cells.

研究分野：血栓止血学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに同定されたSiglecリガンドは主に白血球膜上に存在し、各種白血球におけるシス・トランスシグナル
伝達に関与すると考えらえてきた。その中でSiglec-5/14は例外的にVWFや血液凝固第８因子、ADAMTS13といった
血栓形成に関わる細胞内遊離タンパク質が同定されている。これらのSiglec取り込み機構の詳細はこれまで不明
だったが、V-setドメインが重要であることを示した。好中球に高発現しているSiglec-5/14がリガンドとの相互
作用を介して免疫血栓形成に影響することが報告されている。新たに同定されたリガンドが免疫血栓形成への影
響の解明が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ADAMTS13は肝星細胞で産生され血中に分泌されるメタロプロテアーゼで、同定されている唯一の基
質は von Willebrand factor （VWF）である。超巨大 VWFマルチマーには血小板が接着能が高く血
小板を活性化し血栓形成を促進する。そのため ADAMTS13 による VWF の切断は適度な血栓能の
維持に重要で、ADAMTS１３活性の先天的（遺伝的）もしくは中和抗体出現による後天的（免疫原性）
の欠失は国指定の難病である重篤な血栓症である血栓性血小板減少性紫斑病の病因となる。
ADAMTS13 の血漿中濃度はおよそ 1 μg/mL (5 nM)で、半減期は２－３日とされている。近年
ADAMTS13のクリアランスにマクロファージに発現するスカベンジャー受容体の CD163が関与してい
ることが報告された。我々は VWF と同様に、ADAMTS13のクリアランスにも複数の受容体が関与して
いる可能性を考えた。VWFおよび VWF と血中で複合体を形成している凝固第８因子のクリアランスは
Siglec-5 の関与が報告されている。Siglec は血球上に存在するシアル酸受容体として同定された一回
膜貫通型タンパク質で、ヒトでは 15遺伝子（Siglec-1~16、13は欠番）からなるファミリーを形成している
（図１）。細胞内領域に ITIM と呼ばれるモチーフを持つ免疫機能抑制型 Siglec とアダプタータンパク
質との結合を介して免疫機能を活性化する Siglec が存在する（図１）。Siglec のリガンドも白血球膜上
に発現し、Siglec とリガンドの結合は白血球の免疫機能を調節すると考えられている。遊離タンパク質
である VWF と凝固第８因子がリガンドの Siglec-5/14は例外といえる。我々は複数の Siglec を細胞上
に発現させ ADAMTS13 の細胞内への取り込みを調べた結果、Siglec-5 および Siglec-14 が
ADAMTS13 を取り込むことを見出した。 

 
２．研究の目的 
 ヒトの 15 種すべての Siglec の発現細胞における、三種の遊離血栓形成関与タンパク質、
ADAMTS13、VWF、プラスミノーゲン（PLG）のエンドサイトーシスを調べた。Siglec-5/14 による
ADAMTS13 のエンドサイトーシスのシアル酸依存性、エンドサイトーシスに必要なドメインの同定を試
みた。 
 
３．研究の方法  
 ヒト白血球もしくは白血球株 THP-1および HL-60 mRNAから Siglec遺伝子の全長 cDNA を RT-
PCR により増幅し、IRES を介して EGF と共発現するベクターに挿入した。発現ベクターを HEK293
細胞にトランスフェクションして一過性発現により Siglec と EGFP を共発現させた。細胞の培養培地を
無血清培地に交換後、蛍光標識した VWF、ADAMTS13 の N 末端側メタロプロテアーゼからスペー
サードメインまでの領域（MDTCS）、PLG をそれぞれ加え、３７ºC で１時間培養後固定し、EGFP陽性
の Siglec発現細胞における細胞内取り込みを蛍光顕微鏡で観察した。また、Ｎ末端側に HA タグを付
加した Siglec-5/14 の発現ベクターをもとに、様々な変異体の発現プラスミドを作成し、上記と同様の手
法で変異体発現細胞内への ADAMTS13の取り込みへの変異の影響を調べた。 
 
４．研究成果 
 （１）１５遺伝子からなるヒトのすべての Siglec の発現細胞における ADAMTS13 MDTCS、VWF、
PLG の取り込みを調べた（図２）。緑が EGFP 陽性 Siglec 発現細胞を、赤が細胞内に取り込まれた
MDTCS、VWF、PLG をそれぞれ示す。ADAMTS1３および VWFは Siglec-5/14に加えて、Siglec-
9および Siglec-6/9発現細胞にもそれぞれ取り込まれることが分かった。また、PLG も Siglec-5/6/9/14
発現細胞に取り込まれることが分かった。PLG の取り込みは Siglec-14 発現細胞で顕著に高かった。

図１．ヒト Siglecファミリー 



Siglec-14 遺伝子上流には PLG 遺伝子領域周辺以外で唯一血中 PLG 量に影響を及ぼす SNP が
ゲノムワイド関連解析により複数同定されており、PLG のクリアランスへの Siglec-14 の関与が推測され
た。 

     
 
 
 
（２）Siglec-5/14 による ADAMTS13 MDTCS の取り込みにおけるシアル酸依存性を調べるためにシ
アル酸への結合に必須である N末端側 V-set ドメイン内の Arg119に変異を導入（R119A）して、シア
ル酸との結合が阻害された Siglec-5/14 変異体の発現細胞での MDTCS の取り込みを調べたところ、
野生型と同様に取り込まれれた。このことから、ADAMTS13 は細胞外 HSP70 などと同様にシアル酸
非依存的に Siglec-5/14に結合し細胞内に取り込まれると推測された。また、Siglec-5は細胞内領域に
存在する 2 つのモチーフ ITIM および ITIM-like 内のチロシン残基のリン酸化を介して SHP-1 およ
び SHP-2を動員し、免疫反応を抑制する。そこで ITIM内の Tyr520および ITIM-like内の Tyr544
を置換した Siglec-5 変異体 (Y520A, Y520F および Y544A, Y544F)また、二重変異体
(Y520A/Y544Aおよび Y520F/Y544F)を作成して発現させ、蛍光 ADAMTS13 の細胞内への取り込
みを観察した。その結果、Y554AおよびY544F変異体では野生型同様の細胞内での蛍光が、Y520A、 
Y520F,、Y520A/Y544A および Y520F/Y544F 変異体では野生型に比べ著しく高い蛍光が観察され
た（図３）。 

 
 
  

図２．各 Siglec発現細胞（緑色）におけるMDTCS、VWF、PLGの取り込み（赤） 
（スペースの都合上一部 Siglecを省略した） 

 

図３．Siglec-５の ITIMおよび ITIM-likeの２つのモチーフの Tyr残基の変異の取り込みへの影響 



（３）Siglec-14 による ADAMTS13 MDTCS 取り込みに必要なドメインを明らかにするために、Siglec-
14のN末端側の V-set ドメインとそれに続く C２-set ドメインの片方もしくは両方を Siglec-3の相同ドメ
インと置換した変異体を HEK293 細胞に発現させて、MDTCS の取り込みを上記の方法で調べたとこ
ろ、V-set ドメインもしくは V-set と C2-set ドメイン両方を Siglec-3 のものに置換した変異体では取り込
みが見られなかった一方、C2-set ドメインのみを Siglec-3 のものに置換した変異体では取り込まれた
（図４）。この結果から、Siglec-14 の MDTCS の取り込みには V-set ドメインが必要であることが示され
た。 

  
  
  
   
（４）さらに、V-set ドメイン全体もしくは V-set ドメインの N 末端側欠失変異体発現細胞においても
MDTCS は取り込まれなかったことから、V-set ドメインの N末端側が MDTCSの取り込みに必要であ
ることが分かった。そこで V-set ドメインの N 末端側の様々なループ領域や溝に対応する残基の変異
体を作成して取り込みを観察したが、いずれの変異体にも取り込まれ、領域を絞り込むことはできなかっ
た（図５）。この結果から別の領域もしくは複数の領域を介してMDTCSの取り込みが媒介される可能性
が示唆された。 

 
 
 
 
 

図４．Siglec-５の N末端側 V-set ドメインと C２-set ドメインの Siglec-３相同
ドメイン交換変異体発現細胞（緑）におけるMDTCSの取り込み（赤） 

図５．Siglec-14の V-set ドメイン内の様々な変異体の発現細胞（緑）
におけるMDTCSの取り込み（赤） 
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