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研究成果の概要（和文）：β2-グリコプロテインI(β2GPI)は5つのドメインからなる糖タンパクで、抗リン脂質抗体症
候群における自己抗原である。我々は、β2GPIがプラスミンによって限定分解されたニックβ2GPIがドメインVを介し
てアンジオスタチン (AS) に結合し、その作用を阻害する事を報告した (Blood 2009)。本研究ではニックβ2GPIドメ
インVをリコンビナント蛋白として作製し、血管新生に与える影響を検討した。 インタクト/ニックβ2GPIドメインVを
用いて分子間相互作用解析を行い、ニックβ2GPIドメインVのみASに結合した。血管内皮細胞を用いた増殖アッセイで
はいずれも軽度の細胞増殖抑制能を有した。

研究成果の概要（英文）：Previously we reported nicked beta2-glycoprotein I (b2GPI) binds to angiostatin vi
a its domain V and exerts pro-angiogenic effect (Nakagawa et al. Blood 2009). The aim of this study was to
 investigate the role of b2GPI domain V in angiogenesis. Recombinant b2GPI domain V was generated in mamma
lian cell expression system and bacteria. Purification of the product was done using anti-FLAG column or n
ickel column.  Binding between intact/nicked b2GPI domain V and angiostatin 4.5 (AS4.5) was evaluated usin
g surface plasmon resonance. Nicked b2GPI domain V specifically bound onto AS4.5 at KD of ~ 5 x 10-8M, whe
reas intact b2GPI domain V showed no specific binding. Cell proliferation assay using human umbilical endo
thelial cells (HUVECs) were performed in the presence or absence of intact/nicked b2GPI domain V.  Both in
tact and nicked b2GPI domain V slightly inhibited cell proliferation at 0.4uM.
In conclusion, nicked b2GPI domain V bound to AS4.5,  as observed in nicked form of whole b2GPI.
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１．研究開始当初の背景 
β2-グリコプロテインI（β2GPI）は分子量約

50kDの糖タンパク質であり, 血漿中に

200g/ml前後の濃度で存在する. 若年者の二

次性血栓症・習慣流産の原因として重要であ

る抗リン脂質抗体症候群では, β2GPIに対する

自己抗体の産生がその病因形成に大きな役割

を果たすことが知られている. 抗リン脂質抗

体症候群の治療に関しては, 抗血小板剤や抗

凝固剤を長期に服用するが, 治療中にもかか

わらず血栓症の再発を来すことが非常に多く, 
抗原特異的な治療の開発が待たれる. β2GPIは
繰り返す5つのドメインからなるが, ドメイ

ンVは疎水性ループを有し, リン脂質と結合

することが知られている. これまでに知られ

ているβ2GPIがもつ生理活性の多くはこのリ

ン脂質への結合を介したものであり, 抗凝固

作用と向凝固作用をあわせ持ち, アポトーシ

ス細胞処理にも関与する. β2GPIドメインV上

の疎水性ループは線溶系活性化の状態でプラ

スミンによる限定分解を受け, リン脂質に対

する結合能を失う (ニックβ2GPI). ニック

β2GPIはこれまで老廃物的なとらえ方をさ

れ, ”inactive β2GPI” と呼ばれてきたが,プラス

ミノゲンとの結合能をインタクトβ2GPIとニ

ックβ2GPIとで比較した我々の研究では,ニッ

クβ2GPIのみにプラスミノゲンに対する比較

的強固な結合性を認め, この結合はβ2GPIド
メインV上のリジンクラスターとプラスミノ

ゲンの第5クリングルドメイン上のリジン結

合部位を介していることが明らかとなった 
(Yasuda et al., Blood. 2004).  
プラスミンの分解産物であるアンジオスタチ

ンは血管新生抑制物質として知られている. 
一般的にアンジオスタチンと呼ばれるものは

クリングル1-3あるいはクリングル1-4を示す

が, AS4.5 (クリングル1-4 + クリングル5の
85％)は血漿中に検出される唯一のisoformで

ある. 最近我々はニックβ2GPIがAS4.5に対す

る結合能をもち, 濃度依存性にその血管新生

抑制作用を阻害, すなわち血管新生を促進す

ることを見いだした (Nakagawa et al., Blood. 
2009). AS4.5, ニックβ2GPIともに線溶系が活

性化されて初めて産生される物質である。生

体における生理的意義としては, 血栓部位で

プラスミノゲンからプラスミンが生成され, 
その作用によってAS4.5, ニックβ2GPI両者の

局所濃度が高まり, AS4.5による血管新生の抑

制をニックβ2GPIが解除する方向に作用し, 
最終的には側副血行路形成を促して生体にと

っては有利に働くことが考えられる. 一方で, 
β2GPI自体にはそのドメインIを介したVEGF
依存性の血管新生抑制作用が報告されており 
(Yu et al., J Thromb Haemost. 2008), β2GPIの血

管新生に対する作用を複雑なものにしている. 
我々の検討でもβ2GPI, ニックβ2GPI共に

VEGF存在下で血管新生を抑制することが確

認された.  
 
２．研究の目的 
本研究では, ニック β2GPI のもつアンジオス
タチンを介した血管新生亢進作用を血栓症
の治療に応用できるかどうか注目した. 本研
究の目的と逆の作用である血管新生抑制作
用を担う β2GPI ドメイン I の影響を排除する
ために, また分子量を小さくするためにニッ
クβ2GPIドメインVをリコンビナント蛋白と
して作製し, まずはこれ自体に AS4.5 を抑制
する作用があるかどうかを検討, さらにはこ
れを用いた血栓症治療への応用の可能性を
検証する. 
 
3. 研究の方法 
リコンビナントニックβ2GPIドメインVの作

製（ほ乳類細胞）:  
β2GPI ドメイン V は, まずほ乳類細胞の系を
もちいてリコンビナント蛋白を作製した. こ
れをプラスミン結合ビーズで処理すること
によってニック β2GPI ドメイン V を作製し, 
インタクト β2GPIがヘパリンに結合すること
を利用してヘパリンカラムで残存した β2GPI
ドメイン V を除去・精製した. 第 1 のステッ
プとして, N端にFLAGタグを付加したβ2GPI
ドメイン V 発現ベクターを構築した. 用いた
ベクターはシグナルペプチドおよび 3xFLAG
構造を有し, CMVを発現プロモータとして有
するもので, ほ乳類細胞である HEK293 に形
質転換して目的とする蛋白の一時発現を検
討した.  
ニックβ2GPIドメインVとAS4.5 間の結合: 
ニック β2GPI はドメイン V を介して AS4.5
との結合することが明らかになっており、ニ
ック β2GPI ドメイン V – AS4.5 間の結合も同
様に認められると予測されることから, ほ乳
類細胞の系をもちいて作製したニック β2GPI
ドメイン V を用いて, まずは BIACORE を用
いた分子間相互作用解析により, AS4.5 との
結合試験を行った.  
ニックβ2GPIドメインVの血管内皮細胞に対

する作用 (in vitro): 
ヒト大動脈血管内皮細胞 (HAEC) を用いて
細胞増殖アッセイ (MTT assay, Promega) を
行った. 
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に血管形成を促進するかについて検討する. 

さらに, マウス皮下における細胞外基質へ

の血管進入を定量的に評価できるアンジオ

リアクター (Trevigen Inc.) を用いた in vivo 

の検討を行い, AS4.5による血管新生抑制作

用をニックβ2GPIドメインVが効果的に阻害

しうるかどうかを検討する. 
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