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研究成果の概要（和文）：　β３インテグリンはαIIbβ３およびαVβ３から構成されるインテグリンファミリ
ーの一員である。αIIbβ３は血小板上の主要なインテグリンであり、血小板凝集に必須である。αVβ３は血管
構成細胞および腫瘍細胞などに発現し、血管病や腫瘍の増殖転移に関わっている。
　キンドリンはILKなどの細胞内タンパク質と相互作用するインテグリン活性化因子として機能している。我々
はILKがインテグリンの活性化に関わることを報告してきた。本課題においてαIIbβ３活性化におけるキンドリ
ン-3のドメイン機能を研究した。キンドリン-3の何れのサブドメインもαIIbβ３の活性化に重要な役割を担う
可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：  β3 integrins are heterodimeric adhesion receptors and members of the 
integrin superfamily consisted of αIIbβ3 and αVβ3. αIIbβ3, a major integrin expressed on 
platelets, is critical for platelet aggregation mediated by bindings of fibrinogen and von 
Willebrand factor. αVβ3 (also called vitronectin receptor), an integrin widely expressed on 
several cell types including blood vessel tissue constitutive cells and tumor cells, is involved in 
diverse vascular disease states, tumor proliferation and metastasis.　
  Kindlins function as an integrin activator that interacts with intracellular proteins such as 
integrin-linked kinase (ILK). We have reported that ILK is associated with integrin activation. In 
this study, we investigated the role of each domain of Kindlin-3 in αIIbβ３ activation, and it was
 suggested that each subdomain could have an important role in αIIbβ3 activation.

研究分野： 血栓止血学

キーワード： インテグリン
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１．研究開始当初の背景 
	 インテグリンはダイナミックに構造変化す

る多機能な接着受容体で、αとβ鎖の二量体

構造を成す1回膜貫通型糖タンパク質である。

インテグリンは様々な細胞に発現しており、

細胞と細胞外接着分子あるいは細胞と他の細

胞表面分子との結合に関わっている。インテ

グリン機能の特徴は静止状態と活性化状態が

存在すること、二方向性のシグナル伝達経路

を有することがあげられる（Cell	 110:	 	 

673-687,2002）。アゴニストによる刺激が細

胞に加わると、インテグリンに向かう細胞内

シグナル伝達が誘導されインテグリンが活性

化される。活性化したインテグリンは細胞外	 

接着分子や細胞表面分子との結合が可能とな

り情報を伝達(inside-outシグナル)する。一

方、リガンドを結合したインテグリンはクラ

スター集積し、細胞内タンパク質との新たな

連繋が始まり、細胞内に情報が伝達される

(outside-inシグナル)。このように、インテ

グリンは双方向のシグナル伝達を可能にし、

止血反応、免疫応答反応あるいは細胞の接

着・伸展・遊走反応などに重要な役割を果た

している。	 

	 β３インテグリンはαIIbβ３およびαVβ３
から構成されるインテグリンファミリーで

ある。αIIbβ３は血小板・巨核球系細胞に特
異的に発現しており、フィブリノーゲンやフ

ォンビルブランド因子の受容体として機能

している。αIIbβ３が先天的に欠損する血小
板無力症症例では血小板凝集が欠如し、出血

傾向を示す。一方、αVβ３(ビトロネクチンレ
セプター)は血小板にわずかに発現するのみ
で、血小板での役割は明らかではない。しか

し、血管構成細胞、炎症細胞および腫瘍細胞

などでは発現しており、血管新生、創傷治癒

および腫瘍の浸潤・転移に重要な役割を果た

している。 
	 キンドリンは細胞接着斑を構成するイン

テグリン結合性細胞内タンパク質の１つで

線虫においてその相同体が最初に報告され

た(J	 Cell	 Biol	 150:	 253-264,	 2000)。3 種

類のファミリータンパク質（キンドリン-１、

-２、-3）が存在する。キンドリン-1 は皮膚

の表皮に強く発現し、この遺伝子異常は常染

色体劣性遺伝性の皮膚疾患を発症する。キン

ドリン-２はほぼ全ての臓器に発現する。キ

ンドリン-３は主に造血組織に発現しており、

遺伝子異常が先天性白血球粘着不全症の病

因となる。	 

２．研究の目的 
	 β３インテグリンは血液細胞（血小板など）、

血管構成細胞、腫瘍細胞などに発現する接着

受容体であり、血栓症や血管病の発症･進展お

よび腫瘍の浸潤･転移において重要な役割を

果たしている。しかしながら、インテグリン

機能発現における分子機構の詳細は明らかで

はない。申請者らは発現クローニング法によ

りintegrin-linked	 kinase（ILK）がインテグ

リン活性化に関わる因子の１つとして同定し

報告した。本研究では、ILK結合タンパク質の

１つである細胞内タンパク質キンドリンに着

目し、インテグリン機能発現に関わるメカニ

ズムを明らかにする。また、キンドリンが関

連する細胞内タンパク質や新たなインテグリ

ン機能発現因子の探索実験など基礎的研究を

通じて、創薬シーズとしての展開を目指して

いる。	 

３．研究の方法 
キンドリン-3 欠損細胞株の作製：次世代型の

遺伝子改変法であるクリスパー・キャス９

(CRISPR/Cas9)ゲノム編集法を採用したオー

ルインワンベクターキット（市販品）を用い

た。ヒトキンドリン-3 遺伝子のエクソン 2お

よび 3を標的にしたガイドを組み込んだベク

ターを作製し、ヒト赤芽球白血病細胞（HEL,	 

human	 erythrocyte	 leukemia）にエレクトロ

ポレーションした。各ベクターの遺伝子切断

効率はミスマッチ認識酵素を用いた遺伝子

切断検出キット（市販品）で行った。ベクタ



ー導入細胞はレポータータンパク質により

選別濃縮し、限界機釈法を用いてクローン化

した。クローン化した細胞のゲノム切断はゲ

ノム polymerase	 chain	 reaction（PCR）を用

いたダイレクトシークエンス法で確認した。

ドメイン欠損コンストラクトの作製は PCR に

基づいた overlap	 extension	 method を用い

て行った。細胞内タンパク質はイムノブロッ

ト法で検出した。インテグリン機能の評価は

活性化型インテグリンに特異的な抗体を用

いたフローサイトメトリーで行った。	 

４．研究成果	 

	 HEL 細胞においてインテグリン活性化に必

須の細胞内タンパク質タリンおよびキンド

リン-3 が発現しており、細胞表面上のインテ

グリンαIIbβ３が PMA（phorbol	 12-myristate	 
13-acetate）刺激によりを活性化されること

を確認した。クリスパー・キャス９オールイ

ンワンベクター導入 HEL 細胞のスクリーニン

グによりキンドリン-3を欠損した細胞2クロ

ーンを獲得した。キンドリン-3 欠損細胞の

αIIbβ３はPMA刺激に対して不応性であった。
各欠損クローン細胞にキンドリン-3 を一過

性に導入してレスキュー実験を行ったとこ

ろ、何れも PMA 刺激反応性にαIIbβ３の活性
化が観察できた。つぎに、キンドリン-3 のド

メイン「F0、F1、F2 の前半部、F3、PH	 

(pleckstrin	 homology)ドメイン」を欠損さ

せたミュータントを作製し、個々のミュータ

ントを欠損細胞に一過性に導入してαIIbβ３
活性化への影響を観察した。F3 および PH 欠

損ミュータント以外のミュータントにおい

て、タンパク質発現の低下がみられたが、何

れのミュータントも野生型に比して活性化

誘導能に障害を認めた。	 
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