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1．はじめに

　インテグリン αIIbβ3は血小板が止血を行う上で
極めて重要な受容体である．フィブリノゲン，およ
びフォンビルブランド因子が主なリガンドである
が，非活性化状態の αIIbβ3には結合せず，inside-
outシグナルによる活性化を受け，はじめてリガン

ドとの結合が可能となる．生体内では通常，病的血
栓を形成することなく止血が行われており，αIIbβ3
の活性化状態は厳密に制御されていると考えられる
が，これまでその制御機構の詳細は明らかではな
かった．2001年に報告されたインテグリン αvβ3細
胞外領域の結晶構造解析に続いて行われた多くの検
討により，αIIbβ3の活性化は複雑な構造変化を伴
うものであることが明らかとなったが，本稿では
inside-outシグナルがどのような機序で β3インテグ
リン細胞内領域からはじまる αIIbβ3の構造変化，
リガンド親和性につながっていくのか，という点に
ついて紹介する．
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①インテグリン αIIbβ3は血栓形成に必須の分子で，その活性化状態は inside-outシグ
ナルにより厳密に制御されている．

② αIIbβ3細胞外領域の「折れ曲がり」構造から「起き上がり」構造への変化が αIIbβ3への
リガンド結合を可能にすると考えられている．

③ Inside-outシグナルによる talinの β3細胞内領域への結合が αIIbβ3の活性化に必須
であり，talinの結合により αIIbβ3細胞内領域，膜貫通領域に構造変化が誘導される．
④ Talinの β3細胞内領域への結合に始まり αIIbβ3細胞外領域の起き上がり構造への変
化に至る一連の機構を明らかにすることは，今後新たな抗血小板療法につながると期
待される．



日本血栓止血学会誌

620

2．インテグリンとは

　インテグリンは α，βサブユニットのヘテロダイ
マーで形成され，18種類のα，8種類の βサブユニッ
トの組み合わせにより，これまでに 24種類のイン
テグリンの存在が知られている（図 1）1, 2）．これら
インテグリンは I型の膜貫通蛋白に分類され，α/β
両サブユニットとも細胞外 N末端領域が受容体の
大部分を占め，1回膜貫通領域を経て短い細胞内領
域が C末端領域により構成されている．それぞれ
のインテグリンは異なるリガンドを認識するが，一
般に細胞表面のインテグリンは非活性状態にあり，
リガンドとの結合には細胞周囲からの様々な刺激に
続いて起こる inside-outシグナルによるインテグ
リンの活性化が必要である．リガンドの結合はイン
テグリンを通じて細胞内へ outside-inシグナルを伝
達し，細胞増殖，遊走，形態変化など様々な細胞現
象へ結びつくことになり，インテグリンは細胞が周
囲の環境に応じて行動するために重要な役割を果た
していると言える．よってインテグリン活性化，リ
ガンド親和性の制御を行うことが様々な疾患の治療
につながると考えられ，現在インテグリンは創薬の
重要なターゲットとして期待されている．

3．インテグリン αIIbβ3細胞外領域の立体構造

　インテグリンの多くは幅広い種類の細胞に発現す
るのに対して，主にフィブリノゲンをリガンドとす
るインテグリン αIIbβ3はその発現がほぼ血小板，
巨核球系細胞に限定されている．血小板 1個あたり
約 80,000分子が発現する αIIbβ3は血小板表面蛋白
の大部分を占め，先天的に αIIbβ3に変異を有する
Glanzmann血小板無力症において止血機能異常が見
られることより3, 4），αIIbβ3が血栓形成において必
須の分子であることは明らかである5, 6）．
　骨髄巨核球において RNAから翻訳された αIIbβ3
それぞれのサブユニットは小胞体で複合体を形成し
た後に αIIbはゴルジ体で重鎖と軽鎖に切断され，
血小板表面に発現する前に再度ジスルフィド結合で
結ばれる．血小板表面で αIIbと β3は，それぞれの
N末端同士が結合して形成された 8 nm×12 nmの“頭
部”を頂点に持ち，そこから細胞質内へ伸びる長さ

約 15 nmの αIIbβ3それぞれの“茎”が頭部を支えて
おり，頭部でフィブリノゲンと結合することが電子
顕微鏡による観察で明らかとなっている7, 8）．αIIb
には 20個，β3には 56個のシステインを含み，シ
ステイン同士の架橋で形成された多数のジスルフィ
ド結合が αIIbβ3の立体構造に影響すると考えられ
る．古くからジチオトレイトール（DTT）処理によっ
てジスルフィド結合を還元した血小板は，フィブリ
ノゲンを加えると血小板凝集が惹起されることが知
られており9），このことは αIIbβ3の立体構造と活性
化状態に関連が存在することを示唆している．イン
テグリンの立体構造については，2001年に Xiong
らの行ったインテグリン αvβ3細胞外領域の結晶構
造解析により理解が大きく深まることとなった10）．
驚いたことに彼らの報告によると，結晶化した αvβ3
はこれまで考えられていた頭部を頂点とする直立構
造の他に“bent”構造と呼ばれる，インテグリンがお
辞儀をして頭部を下に向けた折れ曲がり構造が存在
することが分かった（図 2）．αサブユニットの細胞
外領域は β-propeller，thigh，calf-1，calf-2の 4つの
ドメインから，βサブユニット細胞外領域は βAド
メイン，hybrid，PSI，4つの I-EGF，β-tailの合計 8
つのドメインで構成されるが11, 12），αvは“knee”また
は“genu”と呼ばれる thighと calf-1ドメインの間で，
β3は PSI/EGF-1と EGF-2ドメインの間で茎が折れ
曲がっていた．αvβ3のみでなく，2008年に報告さ
れた αIIbβ3細胞外領域全体の結晶構造解析では13），

図 1　インテグリンファミリー
 細胞表面に発現するインテグリンは α鎖と β鎖の二つのサ
ブユニットから形成されるヘテロダイマーで，18種類の α
サブユニットと 8種類の βサブユニットの組み合わせによ
り 24種類のインテグリンがこれまでに知られている．



第 25巻 第 5号

621

αIIbβ3も αvβ3同様の折れ曲がり構造，起き上がり
構造の二つの構造を取ることが分かった．
　インテグリンの活性化と細胞外領域の構造変化を
説明する二つの仮説，“switchblade”モデルと“dead-
bolt”モデルが提唱されている（図 3）．Switchbladeモ
デルでは，折れ曲がり構造を取るインテグリンは頭
部のリガンド結合部位が隠されており，リガンドが
結合できない，つまり非活性化状態にある．Inside-
outシグナルを受け，ジャックナイフのような動き
で細胞外領域が起き上がると，露出された頭部にリ
ガンドが結合できるというものである14）．これに対
して，インテグリンは起き上がる必要はなく，リ
ガンドは折れ曲がったままのインテグリンに結合で
きるというのが deadboltモデルである15, 16）．Dead-
boltモデルにおいて非活性化状態のインテグリンで
は βサブユニット根元にある βTDが頭部をつなぎ
とめているためリガンドが結合できない．Inside-out
シグナルにより頭部が解放されると，折れ曲がり構
造のままリガンドの結合が可能になり，リガンドが
結合した後に起き上がるとされているが，deadbolt
モデルを否定するデータの報告もある17）．また，細
胞外領域が起き上がるのみでなく α，βサブユニッ
トの間隔にも変化が生じるが，両サブユニットの間
隔が大きい，脚を広げた状態ではより高いリガンド

親和性をもたらしている可能性と，リガンドが結合
した結果脚が広がる可能性などが考えられている．
このあたりの細胞外領域の構造変化については過去
の日本血栓止血学会誌においてその詳細が述べられ
ているので参照されたい18–20）．
　血栓の形成は αIIbβ3に結合したフィブリノゲン
を介して血小板同士が架橋されることで進行する．
血漿中のフィブリノゲンは 150～400 mg/dLと非常
に高濃度であり，血小板 αIIbβ3は常にリガンドで
あるフィブリノゲンに接しているにも関わらず，定
常状態で血栓形成は起こらない．しかし，いったん
血管が損傷すると，瞬時に αIIbβ3が活性化し，血
小板凝集塊により止血が行われる．このように
αIIbβ3の活性化状態は厳密な制御を受けていると
考えられるが，結晶構造解析で示されたように，そ
の活性化は複雑な構造変化を伴うものである．骨髄
巨核球の細胞質断片から形成され，核を持たない単
純な構造の血小板が一体どのようにこういった複雑
な制御を行っているのだろうか．血小板 αIIbβ3の
活性化において，inside-outシグナルの最終段階で
β3細胞内領域への talinの結合が必須である21）．実

図 2　インテグリン細胞外領域の構造変化
 2001年に報告されたインテグリン αvβ3の結晶構造解析
では，細胞外領域の頭部を下に向けた「折れ曲がり構造」
と，細胞外領域が直立した「起き上がり構造」の二つの構
造が観察された．折れ曲がり構造のインテグリンはリガン
ドに対して低親和性の非活性化状態にあるとされ，起き
上がり構造のインテグリンが活性化状態にあると考えら
れている．

図 3　Switchbladeモデルと Deadboltモデル
 Switchbladeモデルでは，折れ曲がり構造のインテグリン
では頭部のリガンド結合部位が隠されているためにリ
ガンドが結合できないが，inside-outシグナルにより活性
化され，起き上がり構造に変化すると頭部のリガンド結
合部位が露出し，リガンド結合が可能となる．一方，
deadboltモデルでは，inside-outシグナルが頭部と細胞外
領域の付け根の間のコンタクトを解除し，リガンド結合
が結合する．Deadboltモデルでは，リガンドの結合に細
胞外領域の起き上がりは必要とされず，リガンドが結合
した後の変化で起き上がるとされている．
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際の血小板では，αIIbβ3細胞外領域の構造変化は
細胞内領域が起点となって始まると考えられるが，
インテグリン活性化機構をより深く理解するには，
これまでに報告されたインテグリン細胞外領域のみ
を用いた結晶構造解析による情報だけでは十分とは
言えない．

4．Talinによる αIIbβ3活性化

　Talinは 2541個のアミノ酸から構成される巨大な
細胞骨格蛋白で22），focal adhesionに局在する蛋白と
して chicken平滑筋から同定された23）．talin欠損マ
ウスは胎生致死となるが24），Cre-loxPシステムによ
り血小板特異的に talinの発現を欠損させると，ア
ゴニスト刺激で誘導される αIIbβ3活性化が消失し，
血小板無力症マウスとなる25, 26）．また，CHO細胞，
ES細胞由来の培養巨核球においても，RNAiによ
る talinの発現低下による αIIbβ3活性化の抑制な
ど27），inside-outシグナルにおける talinの重要性が
多くの検討により示されている28）．αIIbβ3活性化は
古くから遺伝子導入が容易な αIIbβ3発現 CHO細胞
を用いた検討が行われてきたが，full-length talinの
過剰発現では CHO細胞上の αIIbβ3は活性化されな
い．Talinは，talin-headドメインと呼ばれる 50 kDa
の N末端側と 220 kDaの C末端側の rodドメインか
ら成り立っており（図 4A），talin-headドメインの大部
分を占める FERM（four-point-one-protein/ezrin/radixin/ 
moesin）ドメインの中でも F3ドメインが βインテグ
リン細胞内領域との結合に重要である29）．αIIbβ3発
現 CHO細胞で F3ドメインを含む talin-headのみを
過剰発現させた場合，アゴニストなどによる細胞刺
激と無関係に αIIbβ3を恒常的に活性化させること
が可能である29）．しかし，β3細胞内領域の一部を
欠損し，talinの結合部位を失った変異 αIIbβ3Δ728
発現 CHO細胞では，talin-headによる αIIbβ3活性
化は起こらず30），β3細胞内領域を介した talin-head
による直接の活性化誘導であることが分かる．なぜ
full-length talinの過剰発現では αIIbβ3を活性化させ
られないのだろうか．これは通常，full-length talin
ではインテグリン活性化に最も重要な F3ドメイン
は C末端側の rodドメインと分子内結合を形成し，
autoinhibitionと呼ばれる構造的に F3ドメインが隠

された非活性化状態にあるためである（図 4B）31, 32）．
細胞質内に分布する full-length talinは，まず inside-
outシグナルにより活性化された Rap1の作用によ
り細胞膜へ移動し33, 34），次に talin自身の autoinhibi-
tionが解除され活性化する．F3ドメインと rodドメ
インの間の分子内結合が解除される機構のひとつ
が，2012年の Songらによる“Pull/Pushメカニズム”
によりわかりやすく説明されている（図 5）35）．Talin-
headの F2，F3ドメインは電気的に陽性を帯びてい
るが，非活性化状態の talinでは F3ドメインに結合
する rodドメインが陰性電荷を持っており，同じく
陰性を帯びた細胞膜と反発するために headドメ
インは細胞膜から遠ざけられる．つまり，rodドメ
インにより F3ドメインが隠されるのみでなく，電
気的にもインテグリンから遠ざけられ，2段階に阻

図 4　Talinの構造と分子内結合による autoinhibition
 A）Talinの構造は headドメインと rodドメインの二つに分
けられる．とくに headドメインがインテグリンの活性化
に重要とされており，F3ドメインが βインテグリン細胞
内領域に結合する．
 B）非活性化状態の talinは rodドメインが F3ドメインと
分子内結合を形成することでインテグリンとの結合を阻
害している．Talinが活性化し，分子内結合が解除される
と F3ドメインがインテグリンと結合可能な状態になる．
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害されていることになる．血小板がアゴニスト刺激
を受けると phosphatidylinositol(4) phosphate 5 kinase 
type I gamma（PIPKIg）が talinとともに細胞膜へ移動，
細胞膜リン脂質をリン酸化し，細胞膜局所の phos-
photidylinositol 4,5-bis-phosphate（PIP2）を増加させ
る．PIP2はより強い陰性電荷を帯びており，陽性
の電荷を帯びた F2，F3ドメインとの親和性が高ま
り，F3ドメインを rodドメインから引きはがすと
同時に（pull），陰性電荷を帯びた rodドメインを細
胞膜から遠ざける（push）ことで talin-headが露出さ
れ，インテグリンとの結合が可能となる．

5．Talinの結合による β3細胞内領域の構造変化

　では talinが β3細胞内領域へ結合した後，一体ど
のように細胞外領域での構造変化，リガンドへの親
和性変化につながるのだろうか．
　Talinは β3細胞内領域の二つの部分に結合するこ
とが可能である（図 6A）．まず一つ目は，β3細胞内
領域にある NPxY motifとの F3ドメイン内の phos-
photyrosine-binding（PTB）ドメインを介した結合であ
る．この結合は比較的強い結合であり，NPxY motif
に変異を導入した β3-L746Aノックインマウスでは
talinは β3細胞内領域へ結合ができず，talinノック
アウトマウス同様の αIIbβ3活性化異常，止血機能

異常を示す36）．PTBドメインを介して β3の細胞内
領域へ結合する蛋白は talinの他にも Dok1などがあ
るが，インテグリン活性化作用を持つのは talinの
みである29）．Wegenerらが報告したように talin-head
は NPLY配列の他に，細胞膜近傍領域でも β3と結
合することが可能であり，他の PTBドメイン結合
蛋白には見られない，この細胞膜近傍領域での結合
が talinに特有の αIIbβ3活性化作用に重要であると
考えられている37, 38）．Talin-head内の NPxY motif結
合部位にW359Aという変異を導入すると，talin-
PTBドメイン/β3-NPxY motifの強固な結合が障害さ
れる（図 6B）．その結果，talin-headと β3細胞内領
域の結合が著明に低下し，αIIbβ3の活性化はわずか
に誘導されるのみとなる．一方，二つ目の talin/β3-
膜近傍領域の結合は比較的弱く，この結合を障害す
る変異（L325R）を talin-headに導入しても，talin-PTB
ドメイン/β3-NPxY motifの強い結合により talin-head
は β3に結合可能である．しかし，興味深いことに，
この変異 talin-head L325Rは αIIbβ3を活性化するこ
とはできない38）．アゴニストによる αIIbβ3活性化
能を有する CMK細胞に，L325RあるいはW359A
変異を導入した talin-headを過剰発現させアゴニス
ト刺激下で解析すると，両変異ともに αIIbβ3活性
化能は野生型 talin-headにくらべ著明に障害される
が，若干 αIIbβ3活性化能が残存していたW359A変

図 5　Pull/Pushメカニズムによる Talinの活性化
 分子内結合を持つ非活性化状態の talinは rodドメインと細胞膜との間
の反発により，細胞膜とインテグリン細胞内領域から遠ざけられてい
る．細胞が活性化し，細胞膜の PIP2が増加すると陰性の電荷が強まり，
headドメインを引き付ける（pull）とともに rodドメインを引きはがし
（push），autoinhibitionが解除される．



日本血栓止血学会誌

624

異に対して，L325Rでは活性化能は完全に消失して
いた39）．さらに最近，これら二つの変異を持つノッ
クインマウスを用いた血小板機能の解析が報告さ
れ，どちらのマウスも止血機能異常を示すが，血小
板機能障害は talin-W359Aノックインマウスに比べ
て talin-L325Rノックインマウスにおいてより高度
であった40）．これらの成績より，talinと β3膜近傍
領域の結合がより重要であると考えられる．Talin-
headと β3膜近傍領域が結合すると，続いて陽性の
電荷を帯びた F3ドメインが陰性に荷電する細胞膜
と新たな結合を作るが，この F3ドメインと細胞膜
の結合が β3膜貫通領域の傾きを変えることで，
αIIbβ3細胞外領域の構造変化につながると考えら
れている．L325R変異の導入は，talin-head/β3膜近
傍領域，talin-head/細胞膜の二つの結合を両方失う
ことになり，talinによる β3細胞内領域，膜貫通領
域の構造変化が αIIbβ3の活性化誘導にとって極め

て重要であることを示している．

6．Salt bridgeの形成による膜貫通領域の構造
変化

　異なるインテグリン αサブユニット，βサブユ
ニットそれぞれの間で細胞内領域の膜直下の配列は
保存されており（αサブユニット：GFFKR，βサブ
ユニット：LLv-iHDR），インテグリン活性化に重要
な部分であると考えられてきた（図 7）．そこで，
Hughesらはこの領域でアラニン置換による変異導
入を行い，αIIb-R995A/β3と αIIb/β3-D723Aの組み
合わせで発現させると αIIbβ3が恒常的に活性化状
態となることを見出した．αIIb-R995と β3-D723の
間で形成される salt-bridgeが αIIbβ3を非活性化状
態に保つために重要であり，変異を導入すると非活
性化状態を維持できず αIIbβ3が恒常的に活性化状

図 6　Talinと β3インテグリン細胞内領域との結合によるインテグリン活性化
 A）Talinは β3インテグリン細胞内領域に二つの結合部位を持つ．
 B）TalinF3ドメインは β3-NPxY motif，β3細胞膜近傍に結合した後，細胞膜との間にも結合を形成し，
インテグリン膜貫通領域と細胞内領域の構造変化を誘導し，インテグリンを活性化させる．
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態となる41）．Anthisらは細胞内において，この salt-
bridgeが talin-headドメインにより失われるという，
talinによる αIIbβ3活性化誘導を考える上で重要な
報告をしている42）．Talin-headが β3細胞内領域へ結
合すると，F3ドメインの K324が β3-D723の近傍に
位置する．すると β3-D723に対して αIIb-R995と F3
ドメイン K324が競合した結果，新たな salt-bridge
が β3-D723/talinF3-K324の間に形成される（図 7）．
β3-D723/αIIb-R995の間の salt-bridgeを失うことで
αIIbβ3の細胞内領域は大きく解離することになり，
膜貫通領域の形態にも変化がおよび細胞外領域の構
造変化に影響すると考えられる．このような talin
が膜貫通領域の構造におよぼす影響を直接評価した

報告はこれまでなかったが，2012年に Kimらは bi-
maneと呼ばれる蛍光色素を β3膜貫通領域合成ペプ
チドの両端に結合し，人工的な細胞膜 nanodisc43）に
埋め込み，talinによる膜貫通領域構造変化の評価を
試みた（図 8）44）．Bimaneは疎水性の環境に置かれる
と蛍光を発するが，最初 β3膜貫通領域に結合した
bimaneは細胞膜の表面の親水性部分に位置するた
め蛍光は弱い．ここに talin-headを加えると，細胞
膜領域の両端で有意に蛍光の増加が見られた．これ
は膜貫通領域の両端の環境が疎水性に変化，つまり
膜貫通領域が細胞膜に対する傾きを増し，膜貫通領
域の両端が細胞膜の内部にもぐりこんだことを意味
している．この傾きの増加には，talin-head-K324/

図 7　インテグリン細胞内領域の salt-bridgeとインテグリン活性化
 インテグリン細胞内領域で，αIIb-R995と β3-D723の間で形成される
salt-bridgeはインテグリンを非活性化状態に保っている．Talin F3ドメ
インが結合すると，αIIb-R995と β3-D723の間の salt-bridgeが失われ，
F3ドメインと β3インテグリンの間に新たな salt-bridgeが形成される．

図 8　β3インテグリン細胞内領域の構造変化の検出
 β3インテグリン膜貫通領域を含む合成タンパクを人工的な細胞膜であ
る nanodiscへ埋め込む．細胞膜貫通領域の両端は bimaneを結合させて
あり，talin-headの結合が β3細胞膜貫通領域の傾きを変化させ，bimane
の周囲が細胞膜内部の疎水性に変わるため bimaneが蛍光を発するよう
になる．
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β3-D723の間の新たな salt-bridgeの形成が必要であ
り，変異を導入し salt-bridgeの形成を障害した ta-
lin-head-K324Dでは，bimaneの蛍光は増加しない，
すなわち膜貫通領域の角度に変化が見られない．

7．Talinによる nanodisk上の αIIbβ3細胞外領
域の構造変化

　このように多くの研究結果がインテグリン膜貫通
領域，細胞内領域における構造変化のインテグリン
活性化誘導への関与を示唆している．しかし，in-
side-outシグナルによる talinの β3細胞内領域への
結合が，実際に αIIbβ3細胞外領域の起き上がり構
造を誘導できるかどうかは不明であった．そこで
Yeらは nanodiscと呼ばれる直径 10～13 nmのリン
脂質二重膜43）に血小板ライセートより精製した
αIIbβ3を埋め込み検討を行った（図 9）45）．ひとつの
nanodiscには膜貫通領域と細胞内領域を含んだ完全
長 αIIbβ3が 1分子組み込まれる場合が多く，clus-
teringと呼ばれる αIIbβ3同士の凝集が起こらない状
態での観察が可能である．αIIbβ3を発現する nano-
discに精製した野生型 talin-headを加えると，CHO
細胞などと同様に αIIbβ3活性化認識抗体 PAC146）の
結合が増加する．この時，電子顕微鏡による nano-
disc上の αIIbβ3を観察すると，talin-headを加える
前には 90％の αIIbβ3が高さ 11 nmの折れ曲がり構
造をとっていたが，talin-headを加えると高さ 19 nm
の起き上がり構造の αIIbβ3が有意に増加していた．

この結果は talin-headの β3細胞内領域への結合が
実際に細胞外領域の構造変化を誘導し，活性化を誘
導していることを示す重要なものである．

8．おわりに

　これまでにインテグリン αIIbβ3の活性化機構を
対象とした非常に多くの試みが報告され，インテグ
リン細胞外領域の構造変化，talinによる細胞内領
域，膜貫通領域の変化など多くのことが明らかと
なったが，talinの結合に始まる細胞内の構造変化が
いかに αIIbβ3細胞外領域の複雑な構造変化，活性
化に至るかについての一連の詳細な制御機構につい
ては依然として不明な点が多く残されている．さら
にインテグリン活性化に重要とされる Kindlin-3な
どの分子が αIIbβ3の構造に与える影響も検討する
必要があると考えられる47, 32, 48）．今後のさらなる研
究の積み重ねにより αIIbβ3活性化機構が解明され，
動脈血栓性疾患のコントロールの改善につながるこ
とが期待される．
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