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研究成果の概要（和文）：インテグリン機能に関与する疾患の治療に展開するため、インテグリ

ンαIIbβ3 の活性化シグナルにおけるα-actinin の役割を検討した。血小板において、αIIbβ3 の

活性化様式とα-actinin の局在やリン酸化の挙動との連関は、種々の生理的アゴニストの受容体

からのシグナルに、共通の現象として観察された。巨核球系細胞株 CMK でα-actinin の発現量

を増減させ、血小板で観察されたαIIbβ3 活性化におけるα-actinin の役割を証明した。α-actinin
はインテグリンαIIbβ3 の活性化の inside-out シグナルに関与して、αIIbβ3 の非活性化状態を

安定化させる分子の一つであることが示唆された。この研究結果は学術雑誌 Bloodに発表した。 
 
研究成果の概要（英文）：We report here a new role for α-actinin, which links the cytoplasmic 
domains of integrin β tails, in inside-out integrin activation.  In resting human platelets, 
α-actinin was associated with αIIbβ3, while inside-out signaling from protease-activated 
receptors (PARs) dephosphorylated and dissociated α-actinin from αIIbβ3. Overexpression 
of wild-type α-actinin inhibited PAR-induced initial αIIbβ3 activation in the human 
megakaryoblastic cell line, CMK. In contrast, knockdown of α-actinin augmented 
PAR-induced αIIbβ3 activation. Furthermore wild-type α-actinin, but not the mutant Y12F 
α-actinin, normalized the augmented αIIbβ3 activation in α-actinin shRNA transduced 
CMK. These observations suggest that α-actinin might play a potential role in setting 
integrins to a low-affinity ligand-binding state in resting platelets and regulating αIIbβ3 
activation via inside-out signaling (Tadokoro S, et al. A potential role for α-actinin in 
inside-out αIIbβ3 signaling. Blood. 2011 Jan 6; 117(1): 250-258). 
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１． 研究開始当初の背景 
 
インテグリン機能に関与する疾患を制御

するため、これまで国内外のほとんどの研究

は「インテグリンを活性化させるメカニズ

ム」に焦点が当てられていた。我々は、これ

までに、血小板インテグリンαIIbβ3 の非活性

化を維持するメカニズムが存在することを

裏付ける結果を得た（基盤研究C、H18～19）。
さらに、インテグリンの活性化は可逆的な変

化であり、多くのインテグリンは非活性化型

を維持していることを明らかにした。本研究

課題において、α-actinin の解析を通してイン

テグリン非活性化型を維持するメカニズム

を明らかにすることは、インテグリン活性化

機構の解明につながり、血管内を流れる血球

細胞の生理的役割にアプローチできると考

えた。さらには、インテグリンの活性化制御

機構の異常に関与している病態の治療へと

展開できると考えた。 
 
 
２． 研究の目的 
 

本研究課題では、インテグリン結合タンパ

クのα-actininや血管拡張因子であるVASP
の機能を詳細に解析して、インテグリン非活

性化型を維持するメカニズムを解明し、新規

治療薬の開発へと展開することを目的とした。 
 
 
３． 研究の方法 

 
ヒト血小板において、生理的アゴニストに

よるインテグリンαIIbβ3 の活性化、インテグ

リン結合蛋白α-actinin の挙動、顆粒の放出、

細胞内 Ca イオン濃度を経時的に評価した。

さらに、αIIbβ3 欠損の血小板無力症や

P2Y12-ADP 受容体欠損症の患者血小板を用

いて、αIIbβ3 の活性化とα-actinin の挙動と

の連関を解析した。 
次に、ヒト巨核球系細胞株 CMK に

α-actininの発現ベクターや shRNAを遺伝子

導入して、α-actinin の発現量を変化させ、

αIIbβ3 の活性化を検討した。 
 

 

４． 研究成果 
 

ヒ ト 血 小 板 を ト ロ ン ビ ン 受 容 体 の

protease-activated receptors 1-activating 
peptide（PAR1-AP）で刺激し、non-stirring

の条件でαIIbβ3 とα-actinin の結合を経時的

に観察した。刺激前の非活性化αIIbβ3 と

α-actinin は共免沈された。刺激後瞬時にこの

結合は解離したが、時間の経過とともに再結

合が認められた。PAR4-AP でもαIIbβ3 から

の α-actinin の 解 離 が 認 め ら れ た が 、

PAR1-AP の時と異なり、刺激後 20 分経過し

ても解離は持続していた。同じ条件下でイン

テグリンαIIbβ3 の活性化を経時的に評価し

た。PAR1-AP によるインテグリンの活性化

は一過性であり、PAR4-AP では持続してい

た。そこでインテグリン活性化の維持機構が

障害されている P2Y12-ADP receptor 欠損血

小板でαIIbβ3 とα-actinin の結合とインテグ

リンの活性化との関連を検討したところ、

P2Y12 欠損症の血小板では、PAR4-AP の刺

激でもα-actinin とαIIbβ3 の解離は持続しな

かった。以上の結果より、インテグリンが活

性化状態にあるときにはα-actinin がαIIbβ3
から解離しており、インテグリンとα-actinin
の結合がインテグリンの活性化に関連して

いることが示唆された。 
次に、インテグリンとα-actinin の結合と

α-actinin のリン酸化について検討した。未刺

激の血小板ではα-actinin はリン酸化されて

おり、 PAR1-AP や PAR4-AP の刺激で

α-actinin は脱リン酸化された。PAR1-AP の

刺激での脱リン酸化は一過性であったが、

PAR4-AP の刺激では持続していた。以上の

結果より、PARs の刺激によるα-actinin の脱

リン酸化が、αIIbβ3 とα-actinin の解離に関

連していることが示唆された。さらに、イン

テグリンαIIbβ3 の欠損している血小板無力

症の血小板を用いて解析した。血小板無力症

の血小板を PAR1-AP, PAR4-AP で刺激した

時のα-actinin のリン酸化の挙動は、健常血小

板と同じであった。したがって、α-actinin
の脱リン酸化にはαIIbβ3 の outside-in シグ

ナルは関与していないことが確認された。 
 我々は、血小板において、トロンビン刺激

でαIIbβ3 を十分に活性化させた後でも、

P2Y12-ADP receptor のシグナルをブロック

すると、αIIbβ3 は速やかに非活性化に戻るこ

とを報告した。この条件下でαIIbβ3 と

α-actinin の結合を経時的に観察したところ、

トロンビン刺激後、瞬時に結合は解離したが、

P2Y12 阻害剤の投与によって、速やかに

αIIbβ3 とα-actinin の再結合が認められた。

P2Y12-ADP receptor からのシグナルは、

VASP のリン酸化で評価した。したがって、

αIIbβ3 とα-actinin の結合には P2Y12-ADP 



receptorからの inside-outシグナルが関与し

ていることが示唆された。 
ヒト血小板でのαIIbβ3 の活性化様式と

α-actinin の局在、リン酸化の挙動との連関は、

トロンビンのみならず、ADP やトロンボキサ

ンなど生理的アゴニストの受容体からのシ

グナルに共通の現象として観察された。 
血小板には核がなく遺伝子操作が困難な

ため、これまでインテグリン活性化シグナル

の研究は線維芽細胞株の CHO 細胞を用いた

外因性のインテグリンの解析が主とされて

いた。我々は、ヒト巨核球系細胞株の CMK
細胞を用いて遺伝子操作を行い、血小板アゴ

ニストの刺激による内因性のインテグリン

の機能解析を行う実験系を確立した。 
CMKにおいてα-actininの発現量を変化さ

せ、内因性のαIIbβ3 の活性化を検討した。

Nucleofection によって野生型α-actinin を過

剰発現した CMK では、PARs-AP の刺激によ

るαIIbβ3 の活性化が抑制された。一方、

shRNA で内因性のα-actinin を knockdown
した細胞では、未刺激の状態で PAC-1 の結合

が優位に増加した。さらに、PAR1-AP, 
PAR4-AP の刺激下においても、コントロー

ルと比べて PAC-１の結合が優位に増加した

(図 1)。 
 

 
図 1．α-actinin をノックダウンした時の

CMK 細胞におけるインテグリンαIIbβ3 活性

化の変化。 Tadokoro et al. Blood 117: 
250-258, 2011 一部改編 

 
前述のように、血小板の解析からα-actinin

のリン酸化が、インテグリンの活性化に関連

していることが示唆された。そこで、リン酸

化変異型α-actinin-Y12F の発現ベクターを

作製し、α-actinin をノックダウンした CMK
細胞に外因性のα-actinin を過剰発現させ、

αIIbβ3 の活性化を検討した。α-actinin をノ

ックダウンした細胞に観察された PAC-1 の

結合の増加は、野生型α-actinin を過剰発現す

ると抑制されたが、リン酸化変異型α-actinin
を過剰発現しても抑制されなかった。 

以上、α-actinin はインテグリンαIIbβ3 の

活性化の inside-out シグナルに関与して、

αIIbβ3 の非活性化状態を安定化させる分子

の一つであることが示唆された。本研究課題

での研究結果は学術雑誌 Blood に発表した

(Tadokoro S, et al. A potential role for 
α-actinin in inside-out αIIbβ3 signaling. 
Blood. 2011 Jan 6; 117(1): 250-258)。 
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