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研究成果の概要（和文）：　インテグリンαIIbβ3は血栓形成の中核を形成し、その機能は病的環境においてダイナミ
ックに変化する。本研究では、申請者が開発したCMK細胞システムを用いてその分子機構を解析した。
　CMKにおけるαIIbβ3活性化は、CHO細胞とは異なりtalin-1 head domain（THD）を強制発現させるのみでは活性化せ
ず、血小板と同じくアゴニスト刺激が不可欠であり、talin-1およびkindlin-3依存性であった。種々のtalin-1変異体
を用いた解析により、talinとβ3のmembrane proximal regionとの結合がαIIbβ3活性化に極めて重要であることが明
らかになった。

研究成果の概要（英文）： Platelet integrin αIIbβ3 plays a crucial role in thrombosis as well as 
hemostasis. In this study, we have investigated the regulatory mechanism for αIIbβ3 function employing 
novel CMK cell system.
 We demonstrated that agonist stimulation, talin-1, and kindlin-3 were crucial for αIIbβ3 activation in 
CMK cells: overexpression of talin head domain is sufficient for the activation of αIIbβ3 exogenously 
expressed on CHO cells, but not for endogenous αIIbβ3 expressed on CMK cells in the absence of 
agonists.
 In addition, employing several talin mutants, we strongly suggested that interaction between talin-1 and 
membrane proximal region of β3 plays a crucila role in αIIbβ3 activation.

研究分野： 血栓・止血
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１．研究開始当初の背景 
血管病、特に動脈血栓性疾患の発症抑制お

よびその制御法の開発は現代医療に課せら
れた最重要課題の一つであると言える。事実、
動脈硬化を基盤とした致死的な動脈血栓症
は、現代社会における高齢化やメタボリック
シンドロームの増加に伴い著しく増加して
おり、本邦のみならず世界の死因の約 30%を
占める極めて重大な疾病である。血小板は動
脈血栓発症の中核を形成するだけでなく、
IL-1βや MCP-1、CD40L、SDF-1 などのサイト
カインを放出し動脈硬化進展や血管新生に
大きく関与していることが最近明らかとな
ってきた（Massberg et al. J Exp Med 2002, 
2006）。このように血小板機能、特にその機
能の中核である血小板インテグリン αIIbβ3

の制御機構を解明し標的分子を同定するこ
とは、出血性疾患の解明のみならず、血管病
発症を制御する上で必要不可欠である。 
世界の多くの研究者は αIIbβ3 の制御機構

を解析する有効な実験系が無いため、αIIbβ3

を異所性に 293T 細胞や CHO 細胞に発現させ
機能解析しているが、これらの系で得られた
成果が血小板にそのまま応用しうるかは疑
問が多い。Talin-1 のαIIbβ3活性化における
重要性は CHO にて同定されたが、その後
talin-1 の conditional KO マウスにてその重
要性が証明された。一方 kindlin3 は直接 KO
マウスを作製し、その重要性が証明された
(Nieswandt, et al. J Exp Med 2007, Moser, 
et al. Nat Med 2008)。しかしながら、CHO
細胞には kindlin3 の発現はなく、kindlin2
が発現しており、このことも血小板と相違を
際立出せている。 
 
２．研究の目的 
本研究では血小板機能、特に αIIbβ3 機能

の制御機構のさらなる解明をめざし、申請者
が新たに確立したCMK細胞システムを用いて
種々の talin および kindlin3 変異分子の導
入や knockdown により αIIbβ3活性化の分子
機構の解明を目指す。 
 

３．研究の方法 
CMK 細胞システムは、CHO 細胞や 293T 細胞

とは異なり、CD42b-high 分画において研究成
果の項に示すように生理的刺激により
αIIbβ3 が一過性活性化する極めてユニーク
な実験システムである。この成績は、血小板
における αIIbβ3 制御機構をこの実験システ
ムが保持していることを示している。 
レンチウイルスベクターを用いた遺伝子

ノックダウンを行う。 
一方、以下の分子に関しては一過性の過剰

発現系を用いてその分子機構を明らかにす
る：Talin-1 全長、talin head domain (THD)、
さらには種々の talin 変異体（Talin の
autoinhibition 変異体、膜結合部位変異体、
β3結合変異体など）。αIIbβ3活性化は PAC-1
抗 体 を 用 い た 短 時 間 反 応 系 （ initial 

velocity assay）にて解析した。 
 

 
４．研究成果 
下図に示すようにCMK細胞は生理的アゴニ

スト濃度により一過性ではあるが、αIIbβ3

が活性化することを確認した。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 RNAi による蛋白発現ノックダウン、あるい
は蛋白過剰発現を用いて、talin-1 と
kindlin-3 の遺伝子改変を行った。Talin-1
あるいは kindlin-3 をノックダウンすると
αIIbβ3活性化は著しく障害された。このこと
より、CMK 細胞システムにおけるαIIbβ3活性
化は血小板と同様に、talin-1、kindlin3 依
存性であることが示された。 
THD の過剰発現は CHO 細胞ではアゴニスト

刺激を必要とせず αIIbβ3 活性化を誘導する
が、申請者の CMK 細胞システムでは αIIbβ3

活性化はアゴニスト刺激が必須であった。
THD、talin-1 全長および kindlin-3 の過剰発
現にてアゴニスト存在下での αIIbβ3 活性化
は有意に増加した。Talin-1 の自己抑制を解
除する変異体において、talin-1 全長では
αIIbβ3活性化は増強したが、THD では増強し
なかった。Talin-1 とβ3との結合部位に関し
て、種々の talin 変異体を作製し解析した結
果、talin と β3 membrane proximal region
との結合が、β3 membrane distal region の
NPxY モチーフ結合に比較し、αIIbβ3 活性化
において極めて重要であることが明らかと
なった。 
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