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研究成果の概要（和文）：インテグリン活性化制御機構における、インテグリン活性化複合体(IAC)の役割を検討した
。まず、ヒト巨核球系細胞株CMKを用いて、内因性インテグリンαIIbβ3の活性化を解析する実験系を確立した。次に
、目的分子の発現を安定的に低下させたクローン化CMKを作製し、IACの構成分子を発現させて、kindlin-3とtalin-1に
よるαIIbβ3の活性化制御機構を明らかにした。さらに、ILK、PINCH、parvinが複合体を形成し、インテグリン活性化
状態を安定化させることを示した。これらの研究結果は学術雑誌Experimental HematologyとPLoS Oneに発表した。

研究成果の概要（英文）：We characterized the functional regulation of endogenously expressed aIIbb3 in a m
egakaryoblastic cell line, CMK. We firstly demonstrated that PAR1 induced transient aIIbb3 activation in C
MK. Stable talin-1 or kindlin-3 knockdown cells confirmed that the PAR1-induced aIIbb3 activation was depe
ndent on talin-1 and kindlin-3 expression. Transient overexpression of full-length talin or talin-head dom
ain (THD) alone did not activate aIIbb3, but required agonist stimulation. Kindlin-3 overexpression signif
icantly augmented agonist-induced aIIbb3 activation. The head-rod interaction was critical for auto-inhibi
tion of talin-1, and the interaction between the THD and the membrane-proximal region of the b3 was essent
ial for aIIbb3 activation. In addition, THD and kindlin-3 cooperatively augmented PAR1 induced aIIbb3 acti
vation (Exp Hematol. 2013). We further demonstrated that the ILK-PINCH-parvin complex plays an important r
ole and supports integrin activation (PLoS One. 2013).
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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IIb3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、細胞質内タンパクの
-actininとインテグリン鎖との結合が、イ
ンテグリン非活性化を安定化させているこ
とを報告した（基盤研究 C, H20～H22）。 
ノックアウトマウスや血小板機能異常症
の血小板の解析から、血小板インテグリン
IIb3 活性化の細胞内メカニズムの解析が
進んでいる。我々もインテグリン活性化を制
御する分子として、talin (Science. 2003)、
-actinin (Blood. 2010)、ILK (Blood. 2009) 
を報告した。これらはインテグリン活性化複
合体（IAC）を構成し、それぞれが協調して
インテグリン活性化を制御していると考え
られているが、その相互連関については不明
である。したがって、IACを構成する個々の
分子が複合体としてどのようにインテグリ
ンの機能を制御しているかを明らかにする
必要があった。 
 
２．研究の目的 
 
インテグリンと細胞外基質との相互作用
が関与する疾患の発症機序、および増悪化の
機序を解明するため、IACに注目して、イン
テグリンの活性化を惹起、維持するメカニズ
ムやインテグリンの非活性化を保持するメ
カニズムを詳細に解明することを目的とし
た。 
 
 
３．研究の方法 
 
ヒト巨核球系細胞株 CMKを、各種血小板
アゴニストで刺激し、リガンド類似抗体
PAC-1の結合初速度を経時的に測定するこ
とで、内因性インテグリンIIb3の活性化を
評価した。CMKに shRNAを遺伝子導入し
て、目的分子の発現を安定的に低下させたク
ローン化 CMKを作製した。それらの細胞に、
full-length talin や talin-head domain (THD)を
発現させて、IIb3の活性化に与える影響を
検討した。 

さらに、ILKと複合体を形成する PINCH、
parvinの発現を変化させ、IIb3の活性化に
与える影響を検討した。 

 
４．研究成果 

 
ヒト巨核球系細胞株 CMK をトロンビン受
容体アゴニスト protease-activated receptors 
1-activating peptide（PAR1-AP）、PAR4-AP、 な
らびにトロンビンで刺激し、non-stirringの条
件でIIb3のリガンド類似抗体である PAC-1
の結合を経時的に観察した。血小板同様、
CMKでも PAR1-APによるインテグリンの活
性化は一過性であり、PAR4-APやトロンビン
ではより持続していた。CMK を、各種血小
板アゴニストで刺激し、リガンド類似抗体
PAC-1の結合初速度を経時的に測定すること
によって、インテグリンIIb3の活性化メカ
ニズムを評価できるツールとなりうると考
えられた。まず、CMK を用いて、PAR1-AP
によるインテグリンの活性化制御機構を解
析した。 
レンチウイルスベクターによる shRNA で

CMKの内因性の talin-1や kindlin-3をノック
ダウンし、これらの分子が安定的にノックダ
ウンされている CMK クローンを限界希釈法
にて作製した。Talin-1が安定的にノックダウ
ンされている CMKでは、PAR1-AP刺激によ
るIIb3の活性化は認められず、IIb3の活
性化は talin-1の発現に依存することが明らか
となった。同様に、IIb3の活性化は kindlin-3
の発現にも依存していた。 
これまでに報告されている Chinese hamster 

ovarian (CHO) cellの外因性のインテグリンの
解析結果と異なり、CMKでは、full-length talin 
(FL-talin) や talin-head domain (THD)を過剰
発現させただけでは、内因性のIIb3の活性
化は認められず、アゴニストによる刺激が必
要であった。同様に、kindlin-3を過剰発現さ
せても CMKのIIb3の活性化は認められな
かった。過剰発現した kindlin-3 は、CMK に
おけるアゴニスト刺激によるIIb3 の活性
化を増強させた。次に、talin-1がIIb3の活
性化をいかに制御するかを検討するため、ま
ず、talin-1上の head domainと rod domainが
結合する部位に突然変異を挿入した、FL-talin
と THD を CMK に過剰発現させた。THD で
はどの変異体も野生型と同様にIIb3 の活
性化を増強させたが、FL-talin では head 
domain と rod domain の結合が抑制された突
然体において、野生型 FL-talin よりさらに、
IIb3の活性化が増強された。このことから、
未刺激の状態では talin-1の head domainと rod 
domainが結合することで、head domainとイ
ンテグリン鎖との結合が遮断されているこ
とが示唆された。CMK の実験系によって
head–rod interactionが talin-1の auto-inhibition
効果に重要であることが示された（図 1）。 

 



 
図 1．Talin-1 による auto-inhibitionモデル 

 
続いて、talin-1とインテグリン3鎖の結合
に つ い て 、 3 cytoplasmic tail の
membrane-proximal (MP) regionに注目して検
討した。先ほどと同様の手法で、今度は、MP 
regionと talin-1が結合する部位に突然変異を
挿入した、FL-talinと THDを CMKに過剰発
現させた。MP region との結合を欠く変異体
THDでは、野生型 THDよりIIb3の活性化
が減弱された。CMK の実験系によって、ア
ゴニスト刺激による内因性IIb3 の活性化
には、talin-1と3のMP regionの結合が重要
であることが示された。また、CMK におい
ても PAR1-AP 刺激によるIIb3 の活性化を
kindlin-3が talin-1と協調して、より増強させ
ることを明らかにした（図 2）。 

 

 
図 2．Talin-1 によるインテグリン活性化モデ
ル 
 
本研究課題での研究結果は学術雑誌
Experimental Hematology に 発 表 し た
(Nakazawa T, Tadokoro S, et al. Agonist 
stimulation, talin-1, and kindlin-3 are crucial for 
αIIbβ3 activation in a human megakaryoblastic 
cell line, CMK. Exp Hematol. 2013;41(1):79-90.)。 
 
前研究課題で、我々は IAC を構成する

Integrin-linked kinase（ILK)がインテグリ
ンの活性化に重要であることを報告した。本
研究課題では、ILK依存性のインテグリン活
性化制御機構を明らかにするため、ILKと複
合体を形成する、PINCH、parvin にも注目
して、解析を進めた。その結果、ILK 単独で
なく、ILK-PINCH-parvin複合体が、インテ
グリン活性化状態を安定化させることを示
した。これらの研究結果は学術雑誌 PLoS One
に発表した（Honda S, Tadokoro S, et al. The 

integrin-linked kinase-PINCH-parvin complex 
supports integrin αIIbβ3 activation. PLoS One. 
2013;8(12):e85498.）。 
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