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序論

癌 が 血管 に侵 入 して血 行 性 の転移 を とる場 合、 血管 内皮細 胞 表 面 に接 着 し、 血 管 外へ 浸

潤 す る(Fig.1)。 この血管 内 皮へ の接着 の 際 に、 多 くの場 合、 血 小板 凝集 が 見 られ る ことが

知 られ て いる(1)。Tsuruoら によ り、 マ ウス結 腸 癌 細 胞株colon adenocarcinoma 26

を繰 り返 し実 験 的 肺 転移 させ る こ とに よ り、 高転移 性 株 で あ るNL-17細 胞 と低 転移 性 株

で あ るNL-14細 胞 が取 得 された(2)(Fig.2)。 さ らにNL-17細 胞 に高反応 性 を示 し、NL-14

細 胞 には低 反応性 のモ ノクロー ナル抗 体8F 11抗 体 が 取得 された(3)。8F11抗 体 は44 kDa

の糖 タ ンパ ク質で あ るAggrus(gp 44)を 認識 した。in vitroの 実験 で、NL-17細 胞 はマ ウ

ス の血 小板 凝集 を引 き起 こす が、8F 11抗 体 をそ の凝集 系 に加 え ると、NL-17細 胞 によ る

血小板 凝集 が阻 害 された(Fig.3)。in vivoの 実験 では、NL-17の 実験 的肺転 移 が8F 11抗

体 の投 与 に よ り阻害 され た(4)(Fig.4)。 この こ とか ら、NL-17細 胞 は血 小板 凝 集 因子

Aggrusに よ りマ ウ スの血 小板 を凝 集 させ、 そ の結 果 肺 転移 を起 こす ことが 示 唆 され た 。

そ の後、Toyoshimaら に よ り、 二 つ のア フ ィニテ ィー カ ラム(8F 11抗 体 カ ラム とWGA

カ ラム)に よ ってAggrusタ ンパ クが精 製 された(5)。 精 製 され たAggrusは 血漿 成分 非

存 在下 で、 濃度依 存 的にマ ウス の血小板 凝集 を 引き起 こした 。さ らに この 凝集反 応 は8F 11

抗体 によ って完 全 に阻害 され た。様 々 な酵 素処理 によ り、AggrusはO-結 合型 糖鎖 が 多 く

付加 されてお り、Aggrusの シアル酸がNL-17細 胞 によ る血 小板 凝集 やNL-17細 胞 の実

験 的転移 に重要な 役割 をしてい る ことも示 唆 された 。

近 年、 他 の グル ー プで もAggrusと 分子 量 、糖鎖 の 付加、 組 織 分布 の似 通 った 分子 と し

て、T1α/podoplaninお よび そ のホ モ ログ の研究 が な され て い る。Noseら は、 マ ウス骨

芽細 胞(MC3T3-E1)にTPAを 処理 す る と、OTS-8と い う遺 伝子 の発 現が 誘導 され て く

る こと を報 告 した(6)。OTS-8は マ ウ スの 肺 に高発 現 して お り、26 kDaの 糖 タ ンパ ク 質

で あ るが、 分泌 タ ンパ クで ある と予想 され た 。 さ らに、Farrら によ り、 末 梢 リンパ 節 のT

細 胞 依 存領 域 に存 在 す るⅠ 型 胸 腺上 皮 細 胞 と間質 細胞 に、gp 38と い う膜 タ ンパ ク質 が 発

現 して いる こ とが 報告 された(7)。gp 38は 典 型的 なⅠ 型膜 貫 通型 タ ンパ クで、172ア ミ

ノ酸 か らなる38 kDaの 糖 タ ンパ ク質 で ある。gp 38に は多 くのO-結 合 型糖鎖 と1個 のN-

結 合型糖 鎖が 付 加 され て いる(60番 目のAsn)と 予想 され てお り、 さ らにPKAやPKC

によ る リン酸 化 部位 をC末 端(9ア ミノ酸)に 有 して い る。 そ の後、Wetterwaldら に よ

り、gp 38の ラ ッ トホモ ログが、 骨 芽細胞 系 の新 しいマー カ ー(E11 antigen)と して報 告

され た(8)。E11 antigenは 骨、 肺、 脳、 皮膚 に もmRNAの 発現 が確 認 された 。さ らに、

Williamsら によ り、gp 38の ラ ッ トホモ ログで あるT1α とい う分子 が肺のⅠ 型肺 胞上 皮細

胞 上に発 現 してお り、 これ はⅡ 型 の肺胞 上 皮細胞 には発現 して いな い ことが示 され た(9)。
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T1α は肺胞 上 皮幹 細胞 か らⅠ 型肺 胞上 皮 細胞 へ の分 化 と ともに発 現 され て くる こ とがわ か

った。 さ らにBreitenederら によ り、gp38の ラ ッ トホモ ログで あ るpodoplaninと い う

43kDaの 糖 タ ンパ ク質 が 、 腎 の糸 球体 上 皮細 胞(podocyte)に 発 現 してお り、 腎 の微 小

変化 群 の ラ ッ トモ デル で 、 発現 が 落 ち る こと も報告 され た(10)。 一 方 、Zimmerら によ

り、type-Ⅰ Madin-Darby canine kidney(MDCK)細 胞 に、gp 38の イ ヌホモ ログで ある

gp 40が 発現 して い る ことが報 告 された(11)。gp 40は40kDaのsialoglycoproteinで あ

り、O-結 合型糖鎖 が豊 富 で、N-結 合 型糖鎖 の付加部 位 はな い。gp 40は イヌ の肺 、腸 、腎 、

脳 、心臓 に発 現 して いる 。 さ らに同 グル ー プ に よ り、gp 38の ヒ トホ モ ロ グ と して 、gp 36

が 発 見され た(12)。gp 36は ヒ ト肺 、胎盤 、骨格 筋 に高発現 し、脳 、 腎 、肝 で の発現 量 は

少 な い。また 、マ ウスホ モ ログ として 、gp 38と5ア ミ ノ酸 のみ 異な るgp 38PがBoucherot

らによ り報告 され た(13)。

これ らの 多 くの研 究 はす べ て 同一 の遺 伝 子 あ る いはそ のホ モ ログ に関す る研究 で あ る が、

近年 、特 にT1α とpodoplaninと 名付 け られ た分子 に関す る研究 が盛 ん で ある。Ramirez

らによ りT1α の ノ ックア ウ トマ ウ スが 作 製 され た が 、T1α の ノ ック ア ウ トマ ウ ス は呼 吸

不 全 によ り生後 す ぐに死 亡 した(14)。 さ らに 、Schachtら に よ り、T1α の ノ ック ア ウ ト

マ ウスで は リンパ管 の形 成不 全や先 天的な リンパ 水腫 が 見 られ る ことが報 告 され た(15)。

T1α はⅠ 型 肺胞 上皮 細胞 に選択 的 に発 現 して い る こ とか ら、Ⅱ 型 肺胞 上 皮細 胞 と区別 す る

ことが で きる選択的 マー カ ー として 、近 年、多 くの研 究 グル ー プに利用 され て いる(9,16)。

一方 、podoplaninは リ ンパ 管 内 皮細 胞 に反応 し、 血 管 内 皮細 胞 に反 応 しな い ことか ら、

リンパ管 を血管 と区別 す る特異 的マ ー カー と して 繁 用 され て い る(17-19)。 癌 の転 移 だ け

で な く、 様 々な臓 器 の炎 症性 疾 患 、糸 球 体 腎症 、 腎 移植 にお い て リンパ 管 の増 生 が報 告 さ

れ て お り、podoplaninと い う リンパ 管 マ ー カ ー の発 見 に よ り、そ の 詳細 な 研究 が 可能 と

な った。本 研究 で は 、T1α/podoplaninと い うタ ンパ ク質 が、Aggrusと 同一 の分子 で あ

る ことを発 見 し、Aggrus遺 伝 子 の ク ロー ニ ングに成 功 した(20)。 さ らに、Aggrusの 分

子生物 学的解 析 によ り、Aggrusの 血 小板 凝集活 性 の活性 中心 の探索 を行 っ た。Aggrus/T1

α/podoplaninは リンパ管 、Ⅰ型肺 胞上 皮細胞 の特 異 的マー カー として繁用 され て いるが 、

本研 究 で は ヒ ト腫 瘍 にお いて も、腫 瘍 マ ー カー と して 、 さ らに癌 の分子 標 的 療 法 の ター ゲ

ッ トして の可能性 を検 討 した。
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Fig.1. Successful metastasis of cancer cells by interaction with platelet.
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Fig.2. Establishment of metastatic variants from mouse colon adenocarcinoma.

NL-17 cells showed high platelet-aggregating activity and greater lung-

metastasizing potential, while NL-14 cells showed low platelet-aggregating activity

and smaller lung-metastasizing potential. 8F11 highly reacted with NL-17 cells, not

with NL-14 cells.
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Fig.3. Suppression of NL-17 induced platelet aggregation by 8F11. 8F11 inhibited

platelet aggregation by NL-17 cells and recognized 44 kDa sialoglycoprotein
(gp44) on NL-17 cells.
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Fig.4. Suppression of pulmonary metastasis of NL-17 by 8F11. NL-17 cells were

harvested and resuspended in HBSS supplemented with 1% BALB/c serum. The

mice were given i.v. injections of 0.2ml (2.5 x 104 cells) of tumor suspension via

the lateral tail vein. 8F11 (500 ƒÊg/mouse; right panel) was given i.v. 10 min

before the tumor inoculation. Lung metastasis was examined on day 14 after the

tumor inoculation.
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第1章 血小板 凝集 因子Aggrusの 遺 伝子 ク ロー ニ ング と分子 生物学 的解析

1-1目 的

本 章で は、 マ ウス結 腸癌 細胞 株NL-17細 胞 か ら、血 小板 凝集 因子Aggrusの 遺 伝子 ク

ロー ニ ン グ を行 い 、 そ の 活 性 部 位 を分 子 生 物 学 的 手 法 で 解 析 す る こ と を 目的 と した 。

Toyoshimaら の研 究 か ら、Aggrus(gp44)に はO-結 合型 糖鎖 が 多 く付加 されて お り、精

製お よび ア ミノ酸 シーク エ ンス の決定が 困難 で あった。そ こで、本研究 で は、マ ウスAggrus

と組 織 分 布 、分 子 量 、分 子 の性 質 の類 似 性 の あ る膜 タ ンパ クの検 索 を行 い 、そ れ らの分 子

が抗Aggrus抗 体 で ある8F11に り って認識 され るか どうか を検 討す る ことに した。

1-2試 薬 お りび方法

1-2-1 Plasmids、siRNA、 抗 体

マ ウス のaggrusの 遺 伝 子(GenBank accession No.AJ297944,AJ250246)は 、NL-

17細 胞 か らRT-PCRに よ り取 得 した(13,21)。 ヒ トaggrusの 遺 伝 子(GenBank accession

No.AF030428,AJ225022)は 、 正 常 ヒ ト肺 のcDNA library(コ ス モ ・バ イ オ)か らPCR

に よ り取 得 し た(12,21)。 増 幅 したaggrusの 遺 伝 子 は 、pcDNA3 vector(lnvitrogen)

に サ ブ ク ロー ニ ン グ し 、FLAGタ グ をC末 端 に 付 加 した 。aggrus遺 伝 子 のpoint mutation

はQuikChange site-directed mutagenesis kit(Stratagene)を 用 い て 行 っ た 。 マ ウ ス

aggrusのdeletion mutantはpET-21a vector(Novagen)に 組 み 込 み こん だ 。siRNAは

マ ウ スaggrus/T1α の 配 列 か らデ ザ イ ン し、 そ の 配 列 と して 、 マ ウ スaggrus遺 伝 子 の

180-198番 目 の 5'-UGAAUCUACUGGCAAGGCA-3'‚Æ5'-UGCCUUGCCAGUAGA

UUCA-3'を 用 いた 。 コン トロー ル のsiRNAはQiagenか ら購 入 した。

ラ ッ トモ ノ ク ロー ナル 抗体 で ある 、8F11抗 体(抗 マ ウスAggrus抗 体)は 腹 水 よ り

ProteinG(Zymed)に り り精 製 した(5)。 抗 ヒ トAggrusポ ロク ロー ナル抗体(TT679)は 、

ヒ トAggrusの38-51番 目のア ミ ノペ プチ ドのN末 端 にシステ イ ンを付加 した合成 ペ プ

チ ド(CEGGVAMPGAEDDVV)を ラ ビッ トに免 疫 し、 採 取 した 血 清 をペ プ チ ドに対 す

るア フィニ テ ィーカ ラム で精製 した。 コ ン トロール のrat lgG、 抗FLAG-M2抗 体 、抗β－

actin抗 体 はSigmaか ら購 入 した。

1-2-2細 胞 培 養

Chinese hamster ovary(CHO), mouse colon adenocarcinoma NL-14, NL-17
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mouse lymph node stromal CA-12、mouse osteoblastic MC3T3-E1、thioglycolate-

elicited mouse peritoneal macrophagesは 、10%の 非 働 化 し たFetal Bovine Serum

(Biocell)、2μML-glutamine(lnvitrogen)、100μg/ml kanamycinを 添 加 し たRPMI

培 地 中で 、5% CO2 incubator内 で37℃ で 培 養 した 。

1-2-3 RT-PCR、PCR

NL-17細 胞 よ り、RNeasy Mini kit(Qiagen)を 用 い てtotal RNAを 抽 出 し、5μgのtotal

RNAを 鋳 型 と し てSuperScriptⅢFirst-Strand synthesis system for RT-PCR system

(lnvitrogen)を 用 い てcDNAを 合 成 した 。HotStartTaq DNA polymerase(Qiagen)と 以

下 のprimer setを 用 いて 、Aggrus遺 伝 子 の 全 長 をPCRに て 増 幅 し た 。 マ ウ スAggrus

sense(5'-CTCAAGCTTCAAGATGTGGACCGTGCCAGTG-3'),マ ウ スAggrus

antisense(5'-GAGGAATTCGGGCGAGAACCTTCCAGAAATC-3'),ヒ トAggrus sense

(5'-TGTGGAAGGTGTCAGCTCTG-3'),ヒ トAggrus antisense(5'-

TTAGGGCGAGTACCTTCCCG-3'),マ ウ ス β-actin sense(5'-

GATATCGCTGCGCTGGTCGTCGAC-3'),マ ウ ス β-actin antisense(5'-

CAAGAAGGAAGGCTGGAAAAGAGC-3')を そ れ ぞ れ 用 い た 。PCRの 温 度 条 件 は 、95℃

15min x lcycle,94℃ 30 sec,55℃40sec,720℃1min x 35 cycle,72℃ 10min x lcycle

に て 行 っ た 。 増 幅 さ れ たPCR産 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 にて 分 離 ・精 製 を 行 い 、p3T

vector(MoBiTec)に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。LBア ン ピ シ リ ン 溶 液 に て コ ロニ ー を培

養 し、QLAmini DNA prep kit(Qiagen)を 用 い て プ ラス ミ ドDNAの 抽 出 を行 っ た 。 イ ン

サ ー トの 有 無 とオ リエ ン テ ー シ ョ ン(イ ンサ ー トの 入 っ た 方 向)を 制 限 酵 素HindⅢ とNot

Ⅰ の 切 断 に よ り決 定 し た 。 適 切 な 長 さ の イ ン サ ー トの 入 っ た ク ロー ン に 関 して 、 塩 基 配 列

の 確 認 を行 っ た 。塩 基 配 列 の 確 認 はDye TerminatO rCycle Sequencing KitとABI prism

310(perkin-Elmer)を 用 い た 。

1-2-4遺 伝 子 導 入

大 腸 菌 へ の 遺 伝 子 導 入 は 、electroporation法(EquiBio)を 用 い て 行 っ た 。CHO細 胞 へ

の 遺 伝 子 導 入 はelectroporation法(BTX ElectroSquarePorator T820

ELECTROPORATION SYSTEM)、 あ る い はLipofectAMINE reagent(lnvitrogen)を 用

い て 、 添 付 の プ ロ トコ ー ル に 従 って 行 っ た 。 以 下 、CHO細 胞 へ の 遺 伝 子 導 入 に つ い て 簡

単 に方 法 を 示 す 。electroporation法 で は 、 細 胞 数 は1x105cellsと2μgのDNAを

10%FBS/RPMIにsuspendし 、final 800μlに 調 整 し専 用 の キ ュ ベ ッ ト(0.4cm)に 入

れ 、electroporationを 行 っ た 。30秒 以 内 に、予 め 温 め た10m1のmedium(1mg/mlG418
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入 りの10% FBS/RPMIに 浮 遊 さ せ 、96 well plateに400 cells/well、200 cells/wellの

割 合 で 培 養 し た 。LipofectAMINEを 用 い た 方 法 で は 、 ま ずCHO細 胞 を50-80%の

semiconfluentの 状 態 で6 well plateに 培 養 し 、12時 間 後 、1.5μgのDNAを100μlの

無 血 清 培 地(抗 生 物 質 な し)に 入 れ 、 や さ し く混 ぜ た 。 同 時 に20μlのLipofectAMINE

を100μlの 無 血 清 培 地 に 入 れ 、LipofectAMINE溶 液 を 調 整 し た 。 次 に 、DNA溶 液 と

LipofectAMINE溶 液 を室 温 で30分 間 混 ぜ 、0.6mlのserum free mediumを 各tubeに

加 え 、 あ らか じ め0.8mlのserum free mediumに 培 地 交 換 した6 well plateに 全 量 を 入

れ た(計1.6mlに な る)。3時 間 、incubationを 行 い 、20% FBS/RPMIを1.6ml加 え た 。

さ ら に21時 間 後 に 培 地 を10% FBS/RPMI(こ こ か らは 抗 生 物 質 を 入 れ て も よ い)に 交 換 し、

さ ら に24時 間 培 養 し た 。 そ の 後 、1mg/mlのG 418(geneticin;Sigma-Aldrich)を 添 加

した10% FBS/RPMIで 培 養 し た 。

siRNAの 導 入 はLipofectAMINE 2000 reagentを 用 い た 。

1-2-5 Western-blot法 、 免 疫 沈 降

<試 薬 の調 整>

lysis buffer;

25 mM Tris(pH 7.4), 50 mM  NaC1, 0.5% Na deoxycholate,  2% NP-40, 0.2% SDS, 1

mM PMSF, 50ƒÊg/ml aprotinin

washing buffer(免 疫 沈 降 用);

50 mM Tris, 150 mM NaC1,  1% Triton X-100,  0.1% sodium azide(pH 8.3)

blocking buffer;

1% BSA in PBS

washing buffer(western-blot—p);

0.05% Tween 20 in PBS

2 x sample buffer;

25 mM Tris-HCI(pH 6.5),  5% glycerol, 0.4% SDS,  5% 2-Mercapto-ethanol, 0.05%

bromophenol blue(BPB)

running buffer;

25 mM Tris-HC1(pH 8.3), 192 mM glycine, 0.1% SDS

細胞(CHO親 株 、CHOの 発現株)をPBSで3回 洗 浄後 、1ysis bufferで 可溶 化 し、ProteinG

(Zymed)と 精 製 抗体(8F 11,M2,normal rat IgG)の 複 合 体 に加 え た 。 氷上 で1時 間 反応

させた後 、washing buffer(免 疫沈 降用)で3回 洗 い、10μlの2 x sample bufferを 加
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え 、100℃ で5分 煮 沸 し た 。遠 心 して 、上 清10μlを10%constant gelにapplyし 、running

bufferを 用 い て 、20mAで2時 間 電 気 泳 動 した 。 そ の 後 、PVDF膜 に 転 写 し 、blocking

bufferで 室 温 、1時 間blockingし た 。 そ の 後 、blocking bufferで10μg/mlに 調 整 し

た 各 々 の 抗 体 を 、 室 温 で1時 間 反 応 さ せ た 。washing buffer(western-blot用)で 洗 っ

た 後 、blocking bufferで1/1,000に 希 釈 し たHRP-labeled anti-Rat IgG

(DakoCytomation)を1時 間 反 応 さ せ た 。washing buffer(western-blot用)で 洗 っ た

後 、ECL(Amersham Pharmacia Biotech)で 発 色 させ 、scientific imaging filmに 露 光

さ せ た 。

1-2-6 ELISA

マウスAggrusの39-47番 目のア ミ ノ酸 に相 当す るペ プチ ド、す なわ ちwild typeで

あるDGMVPPGIEC、 そ の変異ペ プチ ドで あるDGAVPPGIEC(M41A),DGMAPPGIEC

(V42A),DGMVAPGIEC(P43A),DGMVPAGIEC(P44A)を 合成 した。 これ らの合成 ペ プ

チ ドを、PBSで1μg/mlの 濃度 に溶解 し、96well ELISA plate(MaxiSorp;Nunc)に

固相化 した。1%BSA/PBSで1時 間 、室温 でblocking後 、1%BSA/PBSで1μg/mlに

調 整 した8F11抗 体 、normal rat IgGを1時 間 、室 温 で反応 させ た。0.05%Tween20/PBS

で3回 洗 浄 後 、1%BSA/PBSで1/1,000に 希 釈 し たHRP-labeled anti-Rat IgG

(DakoCytomation)を1時 間反 応 させ た 。0.05%Tween20/PBSで3回 洗 浄後 、蒸 留 水

で1回 洗浄 し、0.03%H2O2を 添加 したABTS溶 液 で発 色後 、405nmの 吸光度 をmicroplate

reader(Bio-Rad)で 測定 した。

1-2-7 Flow cytometry

CHO親 株お よび マウスAggrus遺 伝 子 をCHO細 胞 に発現 させた 株で あ るCHO/mAGR

を37℃ で トリプシ ン処理 し、PBSで1回 洗浄 後、PBSで1μg/mlに 調整 した8F11抗 体 、

normalrat IgGを100μl、1時 間室 温で 反応 させ た。PBSで1回 洗 浄後 、PBSで1/200

に希 釈 したanti-rat IgG-FITC(Cappel)を50μlず つ加 え、室 温 で30分 間 、遮光 して 反

応 させた。PBSで1回 洗浄 後、FACSCalibur(Becton Dickinson)で 測定 した。

1-2-8血 小 板 凝 集 の 測 定

血小板 凝集 の測定 は、既 報 に従 って行 った(5)。 血 小板 凝集 計(NKK HEMA TRACER

1)の キュベ ッ トにplatelet rich plasma(PRP)を200μl入 れ 、PBSで 洗 浄後PBSで 調整

したCHO親 株 、CHOの 各種遺 伝子 発現株(2×107cells/ml)を10μl添 加 し、濁 度の 変

化 を測 定 した。
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1-2-9実 験 的 肺 転 移

CHO親 株お よび ヒ トAggrus遺 伝 子 をCHO細 胞 に発 現 させ た株で あ るCHO/hAGR

を、トリプ シン処理でdishよ り回収 し、PBSで2.5×106 cells/mlに 調 整 し、200μl/mouse

で6週 齢 のBalb/cヌ ー ドマウス の尾静 脈 に投与 した。 投与 か ら19日 後 に、解 剖 を行 い、

肺転 移 の観察 を行 った。
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1-3結 果

1-3-1血 小 板 凝 集 因子Aggrusの 遺 伝 子 ク ロー ニ ン グ

Aggrusは 、マ ウス結 腸癌細胞 のNL-17細 胞か ら発 見 され たが 、そ の他 にAggrusを 発

現 して いる細 胞 の検 索 を行 った と ころ、マ ウス の 間質 細胞CA-12細 胞 、マ ウス骨 芽 細 胞

MC3T3-E1細 胞 、マ ク ロフ ァー ジに、Aggrusタ ンパ クの発現 が 見 られ た(Fig.5A)。 近年 、

他 の研 究 グル ー プ よ り単 離 され た、T1α とい うタ ンパ ク質 が 、そ の発現 部 位 、発 現 細胞 、

分子 の性 質か ら、Aggrusと 同一 の 分子 で は な いか と考 え 、以 下 の実 験 で そ の証 明 を行 っ

た(9)。 まず 、NL-17細 胞か ら単離 したマ ウスT1α 遺 伝子 、す なわ ちマ ウスAggrus遺

伝子 をCHO細 胞 に発現 させ た株CHO/mAGRを 作 製 した と ころ、8F11抗 体 によ って 認

識 され る ことをFlow cytometryで 確 認 した(Fig.5B)。 さ らに 、マ ウスT1α が8F11抗

体 によって 認識 され る ことを、免疫 沈降 およびwestern-blot法 で確 認 した(Fig.5C)｡lane

1,2は 、CHO,CHO/mAGRのlysateを そ れぞ れ8F11抗 体 で 免疫沈 降 した もの に対 し、

8F11抗 体 によるwestern-blot法 を行 った結果 、lane1に44kDaのAggrusタ ンパ クが

検 出 された。CHO/mAGRのAggrusタ ンパ クのC末 端 にはFLAGペ プチ ドを付加 して

お り、そ のFLAGペ プチ ドに対す るM2抗 体 に よっ て免 疫 沈降 を行 った と ころ、 同様 に

44kDaのAggrusタ ンパ クが検 出され た。次 に、Aggrusの180-198番 目残基 に対 す る

siRNAをNL-17細 胞 に導入 した と ころ、Aggrusの 発 現 が ノ ックダ ウ ン され る こ とが 示

され た(Fig.5D)。 さ らに、Aggrusタ ンパ クの高発 現株NL-17細 胞 と低 発現株NL-14細

胞 につ いて、RT-PCRでAggrusの 発 現 の比較 を行 った ところ、NL-17細 胞 で はNL-14

細 胞 に比べAggrusの 発現 が高 い ことを確 認 した(Fig.5E)。 以 上 よ り、T1α とAggrusが

同一 の分子 で ある こ とが証 明 され 、NL-17細 胞 か らのAggrus遺 伝子 の単 離 に成功 した 。

さ らに、 ヒ トで のAggrusの 発現 を調 べ るた め 、 ヒ ト肺 のcDNAラ イ ブ ラ リー よ り、 ヒ

トAggrusの 遺伝 子 を単離 した。

1-3-2血 小 板 凝 集 因 子Aggrusに よ る 血 小 板 凝 集

Toyoshimaら の研 究 よ り、NL-17細 胞 か ら精 製 され たマ ウスAggrusは マ ウス の血 小

板 凝集 を 引き起 こす ことが 知 られて お り、 リコ ン ビナ ン トのマ ウ スAggrusあ るい は ヒ ト

Aggrusに よ る 血 小板 凝 集 能 の 検 討 を行 な っ た 。 マ ウ ス の 多 血 小 板 血 漿platelet rich

plasma(PRP)を 分離 し、CHO親 株 、マ ウスAggrusの 発現 株 で あるCHO/mAGR、 ヒ ト

Aggrusの 発 現株 で あるCHO/hAGRを 加 えて血 小板 凝集能 を検 討 した(Fig.6A)。 そ の結

果 、 マ ウス の血 小板 に対 し、マ ウスAggrusが 凝集 を起 こ した だ けで な く、 ヒ トAggrus

も凝集 を引き起 こした。 さ らに、 ヒ トのPRPを 分 離 し、 同様 に血 小板 凝集 反応 をベ た と こ
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ろ、 ヒ トAggrusだ けで な く、マ ウスAggrusも ヒ ト血 小板 に対 して 凝集反 応 を引 き起 こ

した(Fig.6B)。 このマ ウスAggrusに よ る血 小板凝集 は8F11抗 体 によ り完 全 に抑制 され

た(Fig.6C)。 さ らに、マ ウスAggrusが マ ウスの洗 浄血 小板washed plateletを 凝集 させ

るか ど うか を調 べた結果 、マ ウスAggrusに よって 、PRPの 場 合 と同様 に血 小板 凝集 が 引

きお こされ、Aggrusに よ る血 小板 凝集 は血漿 成分 に依存 しな い ことが 示 され た(Fig.6D)。

以 上 の結 果 よ り、 マ ウス お よび ヒ トAggrusが 血 小板 凝集 能 を有 す る ことが示 され た。

1-3-3血 小 板 凝 集 因子Aggrusに よ る 実 験 的 肺 転 移 の促 進

ヒ トAggrusの 発 現 株 の実 験 的肺 転移 の検 討 を行 った 。 ヌー ドマ ウス の尾 静 脈 にCHO

の親 株 、CHO/hAGRを 静 注 し、19日 後 に肺 転 移 を調 べ た と ころ、親 株 で は ほ とん ど転

移が 見 られ な いが 、CHO/hAGRで は多 くの転移 結節 が 見 られ た(Fig.7)。 よ って 、Aggrus

は血小板 を凝集 させ 、転移 の 形成 に重 要 な役割 を果 た して い る ことが示 され た。

1-3-4血 小 板 凝 集 因 子Aggrusの 活 性 部 位 の 同 定

8F11抗 体 はマ ウスAggrusの 血 小板凝 集 を阻害す る ことか ら、8F11抗 体 のエ ピ トー プ

を調 べ る こ とによ り、 マ ウスAggrusの 活性 部 位 を見つ け る こ とが で き る と考 え 、マ ウ ス

Aggrusのdeletion mutantを 大腸菌 で作 製 し、western-blot法 によ り8F11抗 体 の反 応

性 を調 べた(Fig.8)。 そ の結 果 、マ ウスAggrusの39-44番 目のア ミノペ プチ ドで ある

39-DGMVPP-44が8F11抗 体 によ る認識 部位 と考 え られた 。 さ らに8F11抗 体 のエ ピ ト

ー プを明 らか にす るため 、マ ウスAggrus遺 伝子 のpoint mutantをCHO細 胞 に発現 さ

せ、8F11抗 体 によ るwestern-blot法 を行 った(Fig.9A)。 そ の結 果 、40, 41, 42, 43番

目の ア ミ ノ酸 をそれ ぞ れ ア ラニ ンに変 換 した 変 異株 は8F11に よ って 認識 され なか った。

さ らに、39番 目か ら47番 目まで のア ミ ノペ プチ ド39-DGMVPPGIE-47を 合成 し、8F11

抗 体 の反応性 をELISAで 調 べ た と ころ、変異 のな いペ プチ ドWTに は 反応す るが 、41, 42,

43, 44番 目に変 異を入 れ る と8F11抗 体 に認識 され なか った(Fig.9B)。 以 上 の結果 よ り、

8F11抗 体 のエ ピ トープ は39番 目か ら44番 目までの6ア ミノペ プチ ド39-DGMVPP-44

で あ る ことが確 認 され た 。8F11抗 体 がマ ウスAggrusの 血 小板 凝集 の阻害 抗 体 で あ り、

その エ ピ トー プ の39-DGMVPP-44が 活性 部位 と予想 され る ことか ら、 このエ ピ トー プ に

変 異を入 れ る と血 小 板凝 集活 性 が阻害 され る こ とが予 想 され た。 しか し、41番 目のメチ オ

ニ ン をア ラニ ンに変換 したM41Aに よって マ ウス の血 小板 の凝 集が 引き起 こされ る とい う、

予 想 と反 す る結 果 が 得 られ た(Fig.9C)。 さ ら に 、8F11抗 体 に よ って 認 識 さ れ る39-

DGMVPPGIE-47に よ って も、血 小 板凝 集 が 引き 起 こされ な か った(data not shown)。

よ って 、8F11抗 体 によ って 認 識 され るア ミ ノペ プチ ドの 中 に は、 血 小板 に直 接 結 合す る
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部位が 含 まれ て いない ことが わか った。

Toyoshimaら の研 究 によ り、Aggrusに よ る血 小板 凝集 には糖 鎖 が関 与 して いる ことが

示 されて いた(5)。 そ こで 、8F 11抗 体 は、8F 11抗 体 結 合ペ プチ ドに結 合す る こ とによ り、

そ の近傍 の糖鎖 の立体 構造 を変化 させ 、血 小板凝集 能 を 中和す るので はな いか と仮定 した。

マ ウスAggrusの34、37、51、52番 目のス レオニ ンをア ラニ ンに変換 したmutantを そ

れぞ れCHO細 胞 に発現 させ 、マ ウス 血小 板 に対 す る反 応性 を調 べた(Fig.10A)。 そ の結

果 、34番 目のス レオ ニ ンをア ラニ ンに変 換 した株T34Aの み が血 小板 凝集 を引 き起 こさな

い ことがわ か った。Zimmerら の結 果 か ら、34番 目のス レオニ ンにはO-結 合 型糖 鎖 が結

合 して いる ことが 予想 されて お り、マ ウスAggrusの 血 小板 凝集 能 に は34番 目の ス レオ

ニ ンのO-結 合 型糖鎖 が重 要で ある ことが示 唆 され た(11)。 そ こで 、マ ウスAggrusの34

番 目のス レオ ニ ンの近 傍 のペ プチ ド配 列 を ヒ ト、 ラ ッ ト、 イ ヌのAggrusで 検 索 した と こ

ろ、EDXXVTPGと い う配 列が 保存 されて いる こ とが わか り、 この配 列 をPLAG(platelet

aggregation stimulating) domainと 名付 けた(Fig.10B)。 ヒ トAggrusの52番 目のス

レオ ニ ンをア ラニ ンに変換 した株T52Aで は、同様 に血 小板凝集 を引 き起 こさなか った(Fig.

10C)。 以上 よ り、マ ウスAggrusの 活性 部位 で あるPLAG domainが 明か とな つた。
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1-4考 察

癌 細 胞 に よ って 引 き起 こされ る血 小板 凝 集 は、 癌 の転 移 の形 成 にお いて重 要 な 役割 を果

た して い る(1)。 い くつ か の血 小板 凝 集 阻害 剤 が 、癌 の転 移 を阻害 す る こ とが 知 られて い

るが、 この機構 に関与す る癌細 胞膜 上の 分子 に関 して は同定 されて いな か った。

Tsuruoら によ り、mouse colon adenocarcinoma 26か ら、 高 い血 小板凝 集活 性 、肺

転 移能 を持 つNL-17細 胞 が樹 立 され た(2)。8F11抗 体 は、NL-17細 胞 膜上 に発 現 して

い るAggrus(gp44)を 認識 し、NL-17細 胞 に よ る血 小板 凝集 、肺転 移 を阻 害 した(3)。

Toyoshimaら に よ り、 このマ ウスAggrus分 子がNL-17細 胞 か ら精製 され 、Aggrus分

子 は血 漿 成分 非依 存 性 に血小 板凝 集 を引 き起 こす ことが 示 され た(5)。Aggrusは そ の 分

子 量 の 半分 をO-結 合 型糖 鎖 が 占め てお り、 精 製 した マ ウスAggrusか らペ プチ ド配列 を

得 る ことが 困難 で あ った。 そ こで 、今 回我 々 は 、Aggrusと 発現 部 位 や 分子 量 、 分子 の性

質 の似通 つた 糖 タ ンパ ク質の検 索 を行 い、T1α/podoplaninと い うタ ンパ ク質 がAggrus

と同一 分子 で あ る こ とを発 見 した(20)。T1α/podoplaninは 様 々な グル ー プ に よ り研 究

され て いるが 、特 にT1α はⅠ 型 肺胞 上皮細 胞 のマ ーカ ー、podoplaninは リンパ 管 のマー

カ ー として繁用 され るよ うにな った(16,17)。 しか し、これ までAggrus/T1α/podoplanin

が癌 細 胞 上 に発 現 して い る とい う報 告 はな く、マ ウ ス の大 腸癌 細 胞 や メ ラノー マ細 胞 にマ

ウスAggrus/T1α/podoplaninが 発現 して お り、 癌 細胞 に よる血 小板 凝集 や 癌 の転 移 に

関係 して い る ことを、我 々が初 めて報 告 した(20)。

Fig.5Aに 示す 通 り、 マ ウスAggrusの 分子 量 は細胞 によ って異 な る。Watanabeら の

報 告 によ って も、8F11抗 体 によってNL-17細 胞 では44kDaの バ ン ドが 、B16メ ラノー

マ細胞 にお いて は約41kDaの バ ン ドが 検 出 され て い る(22)。 各細胞 か らク ロー ニ ング し

たAggrus遺 伝 子 は 同一 で ある ことか ら、 この 分子 量 の差 は、 翻訳 後 修飾 、特 にAggrus

に大 量 に付 加 され て いるO-糖 鎖 の量 の 違 い な ので は な いか と考 え られ る。 この 分子 量 の

違 いがあ る に も関わ らず 、Aggrusに よ る血 小板 凝集 活性 はAggrusを 発 現 して いるす べ

て の細胞 で 見 られ る こと、 さ らにCHO細 胞 に発現 させ たrecombinant Aggrusも 血 小板

凝 集 活性 を有す る ことか ら、 この糖 鎖 の 付加 の違 い に よ る分子 量 の 差 は、Aggrusの 血 小

板 凝集活 性 には影響 を与 えな い ことがわか った。

Aggrus/T1α/podoplaninに つ い て は多 くの研 究 が 様 々な 系 で な され て い る が 、 ま だ

Aggrusの 生理的機 能 につ いて はわ か って い ない。AggrusはⅠ 型膜貫 通 型タ ンパ ク質で あ

るが 、C末 端 にPKCやPKAに よ る リン酸 化部位 が 存在す る(7)。 しか し、 これ までの実

験 にお いて 、培 養細 胞 にお け るAggrusを 介 した細 胞 内 リ ン酸 化 は 見 られ て い な い。 さ ら

に、Aggrusを 様 々な 細胞 に発 現 させ て も、細 胞 増 殖 に は影 響 を 与 えな い。Aggrusの 配
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列解 析 か らは、機 能 の 分 か って い る分 子 との相 同性 もな く、 生理 的 機能 は不 明 で あ る。 近

年、T1α の ノ ックア ウ トマ ウスがSchachtら によ り作製 され た(15)。T1α の ノック アウ

トマ ウス で は、正 常 な リ ンパ 管 の増 生 が 見 られ ず 、 リ ンパ 水 腫 を 引 き起 こ した こ とか ら、

Aggrusが リ ンパ 管 新 生 に 何 らか の 役 割 を果 た して い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 さ ら に、

Ramirezら の研 究 によ り、T1α の ノ ックア ウ トマ ウス で は、正常 なⅠ 型肺 胞 上皮細 胞 の分

化 が阻害 されて い る ことも示 された(14)。

Aggrusは そ の 分子量 の約 半分がO-結 合型 糖鎖 に 占め られ て いる。Fig.10に 示 す通 り、

マ ウスAggrusの34番 目ス レオニ ン、 ヒ トAggrusの52番 目のス レオ ニ ンにそれぞ れ 付

加 して い るO-結 合型 糖鎖 が、Aggrusの 血 小板 凝集 活 性 に重要 で あ る ことが示 され た。 さ

らに、同様 のpoint mutationの 実験 を ラ ッ トAggrusや イヌAggrusに つ いて も行 った

と ころ、ラッ トAggrusの34番 目のス レオニ ン、イ ヌAggrusの41番 目のス レオニ ンが 、

同様 にAggrusの 血小 板凝集 活性 に重要 で ある こ とが 示 され た。Zimmerら の研究 によ り、

イヌAggrus(gp40)の41番 目のス レオニ ンにはO-結 合型糖 鎖 が付加 され て いる こ とが示

されて いる(11)。 さ らにToyoshimaら の研究 によ り、Aggrusに よ る血小 板凝 集 には 、

O-結 合 型糖 鎖 、 さ らには シ アル 酸が 重 要 で あ る こ と も示 され て い る(5)。 今後 、Aggrus

のPLAG domain(Fig.10B)に 付加 して い る糖 鎖 の構造 解析 を行 うこ とは 、Aggrusの 血

小板 側の レセ プター を 見つ ける際 にも重要 な情報 にな る と考 え られ る。
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Fig.5. Molecular identification of mouse Aggrus. A, The cell lysate of lymph node stromal CA-

12, osteoblastic MC3T3-E1, and thioglycolate-elicited peritoneal macrophages(mƒÓ) were

electrophoresed and immunoblotted with 8F11 antibody. B, Flow cytometric analysis of 8F11

reactivity to parental CHO and a stable mouse Aggrus transfectant(CHO/mAGR). C, Parental

CHO and CHO/mAGR cell lysates were incubated with protein G agarose that had been

conjugated with 8F11 antibody, anti-FLAG antibody, or control rat IgG. After washing,

immunoprecipitated proteins were electrophosresed and immunoblotted with 8F11 antibody. D,

NL-17 cells were transfected with pcDNA3 vector plus non-silencing control siRNA(-) or

mouse aggrus(mAGR) siRNA(+). Cells were harvested, electrophoresed, and immunoblotted

with 8F11 antibody or anti-ƒÀ-actin antibody. E, Semi-quantitative RT-PCR analysis and

immunoblot analysis of mouse Aggrus or ƒÀ-actin mRNA and protein expression in NL-17 and

NL-14 cells.
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Fig.6. Mouse and human Aggrus proteins possessed the ability to induce
aggregation of human and mouse platelets. A and B, The platelet aggregation-
inducing capability of parental CHO, a stable mouse Aggrus transfectant

(CHO/mAGR), or a transient human Aggrus transfectant(CHO/hAGR) was
estimated by incubating the cells with mouse PRP(A) or human PRP(B). C,
CHO/mAGR cells were preincubated with 1 mg/ml of control rat IgG or 8F11 on
ice. After incubation for 20 min, the platelet aggregation-inducing capability was
estimated by incubating cell suspension with mouse PRP. D, The platelet
aggregation-inducing capability of parental CHO or CHO/mAGR was estimated by
incubating the cells with washed mouse platelets.
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Fig.7. Assay of Experimental Metastasis. The mock-or human aggrus-transfected CHO

cells(CHO/hAGR; 5•~105 cells/mouse; lower) were inoculated intravenously into lateral

tail vein of BALB/c-nu/nu. Pulmonary metastasis was examined on day 19 after the tumor

inoculation.
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Fig.8. Identification of the 8F11 antibody-recognition domain in mouse Aggrus. A and
B, The indicated FLAG-tagged mouse aggrus deleted cDNAs were ligated into pET-21a
vector, and the recombinant mouse Aggrus proteins were expressed in E. Coll,
electrophoresed, and immunoblotted with 8F11 antibody or anti-FLAG antibody. C,
Amino acid sequences of mouse Aggrus deletion mutants used in these experiments and
their 8F11 reactivity are shown schematically(strong binding, solid bars; weak binding,

gray bar; no binding, open bars).
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Fig. 9. Confirmation of amino acid residues recognized by the platelet aggregation-

neutralizing 8F11 antibody. A, CHO cells were transiently transfected with a pcDNA3

vector containing none(Mock), WT-, or the indicated mutant mouse aggrus cDNAs. The

cell lysates were immunoblotted with 8F11 or anti-FLAG antibody. B, The synthetic

DGMVPPGIEC peptide(WT) corresponding to amino acids 39-47 of mouse Aggrus

sequence plus C-terminal cysteine and its mutant peptides were immobilized on 96-well

plate. The reactivity of 8F11 antibody and control rat lgG was estimated by ELISA. Each

point represents a mean •} SD of triplicate determinations. C, The platelet aggregation-

inducing activity of parental CHO, a stable mouse Aggrus transfectant(CHO/mAGR), or

a transient M4lA-mouse Aggrus transfectant(CHO/M4lA) was estimated by incubating

the cells with mouse PRP.
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Fig.10. Identification of platelet aggregation-stimulating (PLAG) domain in Aggrus

protein. A, CHO cells were transiently transfected with mouse aggrus cDNA carrying
the indicated point mutations. Their platelet aggregation-inducing capabilities were
estimated by incubating the cells with mouse PRP. B, Alignment of the amino acid
sequence of Aggrus homologues around the PLAG domain. Identical amino acids are
denoted by white letters on black background. An asterisk indicates the possible O-

glycosylation site. C, CHO cells were transiently transfected with T52A- or T55A-
human aggrus cDNA (CHO/hAGR-T52A or CHO/hAGR-T55A, respectively). Their

platelet-aggregation inducing capabilities were estimated by incubating the cells with
mouse PRP.
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