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研究成果の概要（和文）：トロンボモジュリンの細胞外ドメインであるTMD123-Fc、またはドメインを欠いた
TM-Fcタンパク質（TMドメイン12-Fc、TMドメイン23-Fc）を作成し、ELISAによりin vitroでのフィブロネクチン
との結合を調べた。トロンボモジュリンのレクチン様ドメインは、トロンボモジュリンの細胞外ドメインのフィ
ブロネクチンへの結合に必須であることがわかった。TMD123-FcとTMD12-Fcの両方が、ヒト乳癌由来細胞株のβ1
インテグリンとフィブロネクチンとの結合を阻害することを発見した。

研究成果の概要（英文）：We created an extracellular domain of thrombomodulin, TMD123-Fc, or domain 
deletion TM-Fc proteins (TM domain 12-Fc, TM domain 23-Fc) and examined their bindings to 
fibronectin in vitro by ELISA. The lectin-like domain of thrombomodulin was found to be essential 
for the binding of the extracellular domain of thrombomodulin to fibronectin. Using a V-well cell 
ad-hesion assay or flow cytometry analysis with fluorescent beads, we found that both TMD123-Fc and 
TMD12-Fc inhibited the binding between β1 integrin of human breast cancer-derived cell lines and 
fibronectin. Furthermore, TMD123-Fc and TMD12-Fc inhibited the binding of activated integrins to 
fibronectin under shear stress in the presence of Ca2+ and Mg2+ but not under strong 
integrin-activation conditions in the presence of Mg2+ without Ca2+.

研究分野： 敗血症

キーワード： トロンボモジュリン　敗血症　Fc融合蛋白　エキソソーム

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々の知見は、炎症の比較的早い段階で外因性に投与されるthrom-bomodulin Fc融合タンパク質が、乳癌細胞株
のβ1インテグリンとフィブロネクチンの結合を阻害する新しい治療法の開発に応用できることを示唆してい
る。
本研究のようなTM-Fc型の安定化した蛋白の知見はエキソソーム型トロンボモジュリンの開発に役立てることが
できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

トロンボモジュリン（TM）は血管内皮細胞に存在する抗凝固プロテイン C システムの重要な補

因子と考えられている 1。さらに、TM は、抗炎症、細胞保護の特性を発揮し、血管内皮細胞と

白血球との結合を制御する重要なコンポーネントであることが明らかになった 2。TM は正常の

血管内皮細胞以外に腫瘍細胞でも発現していて、腫瘍細胞におけるＴＭの発現は、特定の種類の

癌における腫瘍細胞の浸潤と増殖を制限することが示唆されている。たとえば食道癌では原発

巣と転移巣で比較すると転移巣での TM の発現は減少していた 3。さらに、浸潤性乳癌細胞にお

ける低い TM 発現は癌の再発率と有意に相関していた 4。これらの知見は Thrombomodulin が

癌細胞の増殖や転移に重要な役割を担っている可能性を示唆している。近年、Thrombomodulin

が血管内皮細胞や腫瘍細胞の細胞外マトリックスに結合することが明らかになってきた 5。

Thrombomodulin はファイブロネクチン、コラーゲン、ラミニンのような extracellular matrix

と結合する。しかし、乳癌細胞の細胞外マトリックスへの結合を Thrombomodulin が調整する

事は知られていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では血管内腔側に発現して血液細胞や血管内に浮遊する腫瘍細胞とコンタクトする可

能性のある TM の細胞外ドメンイン（TMD123）と human IgG Fc fusion protein を融合した

TMD123-Fc および Thrombomodulin の domain deletion protein (TMD12-Fc, TMD23-Fc)を

作成した。我々は TMD123-Fc と TMD12-Fc が MDA231 の β１インテグリンと FN とのインテ

グリン依存的な結合を阻害する事を明らかにした。このことは TM のレクチン様ドメインが

fibronectin と結合する事で MDA231 の β１インテグリンとＦＮの結合と競合していることを示

唆する。この結果は、乳癌細胞株の MDA231 の血管内皮細胞への β１インテグリンと fibronectin

とを介した結合、転移を抑制する新たな治療戦略の 1 つに寄与する可能性がある。 

 

３．研究の方法 

（1）組換えヒトトロンボモジュリンドメイン１、２、３-免疫グロブリンＦｃ部分融合タンパク

質（ＴＭドメイン１２３-Ｆｃ）発現ベクターの構築 

 

（2）Expression and purification of TM domain-Fc fusion proteins 

TM ドメイン 123-Fc または変異型 TM-Fc プラスミド（TM

ドメイン 12-Fc、TM ドメイン 23-Fc、TM ドメイン 13-Fc およ

び TM ドメイン 3-Fc）を、リポフェクタミン 2000 を用いて、

ヒト胚性腎細胞株 293T（HEK293T）細胞（ATCC 番号 CRL-

1573）に一過性にトランスフェクトした。（Figure 1） 

 

（3）V-well cell adhesion assay 

 96 ウェル V ボトムプレートを用いた細胞接着アッセイは、

以前に記載されているように実施した 15。 

 

（4）β1 integrin KO cell with CRISPR/CAS9 system 

ヒト  β1 インテグリンエクソン  2 に存在する  sgRNA 指定オリゴ配列（ forward;5’ -

Figure 1 

□翠-I I I 
01 I 02 I 03 I Fe 

(rhsTMTM,reDc1o2m3 odulin) I D1 D2 I D3 I 

TMD123-Fc I D1 D2 I D3 I Fe I 

TMD12-Fc I D1 D2 I Fe I 

TMD23-Fc D2 I D3 I Fe I 

Fe □] 



CACCGGAGGAATGTTACACGGCTGC-3’, reverse;  5’-

AAACGCAGCCGTGTAACATTCCTCCTCC-3’ ） を  pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 

(Addgene プラスミド ID: ６２９８８) ベクターにクローニングした 16. 

 

（5）Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

TMD123-Fc とそのドメイン変異蛋白は 4℃で 96 well に一晩、固相化された。翌日 well は PBS

により 2 回 wash された。その後 Fibronectin 1μg/ml、１００μL が well に注入されて室温で

1 時間静置された。2 回 PBS で wash されたあと anti-human fibronectin antibody(HRP-

conjugated detection antibody)を 10µg/ml 加えて 1 時間 4℃で培養した。その後 PBS で 2 回

wash した。TMD123-Fc と fibronectin の検出は ELISA kit で OD450 を測定した。 

 

４．研究成果 

（1）TM の細胞外ドメインである lectin like domain は Fibronectin と結合する 

TM の 3 つの細胞外ドメイン（lectin-like domain, EGF-like 

domain, セリンスレオニンリッチドメイン）のうちどのドメ

インが fibronectin と結合するのか明らかにするために、我々

は細胞外ドメインと human ＩｇＧ Fc protein を融合した

TMD123-Fc 蛋白を作成した（Figure 1）。プレートに 2 つの

事なる濃度(0.25 µＭ、0.1μＭ)の TMD123-F、TMD12-Fc、

TMD23-Fc、Fc only を固相化し、FN との結合を確認した。

その結果、lectin-like domain を含む thrombomodulin 蛋白

とファイブロネクチンは結合した（Figure 2）。一方で

TMD23-Fc は Fibronectin とは結合しなかった。この結果は TMD123-Fc と fibronectin との結

合には TM の lectin-like domain が必須であることを示唆した。 

 

（2）MDA231 と Fibronectin との結合は TMD123-Fc により濃度依存的に阻害される。 

Fibronectin は β1 インテグリンの主要なリガンドである

17。MDA231 には Fibronectin と結合する α5β1 インテグリ

ンが発現している。我々は CRISPR/CAS9 β１ integrin KO 

system を用いて β1 integrin KO MDA231 細胞を作成した。

その結果 β1KO 細胞では α5β1 インテグリンは消失した。さ

らに驚くべきことに細胞表面に発現していた α5 サブユニッ

トも消失した。この事は細胞表面ではインテグリンは αβ サ

ブユニットが協調して存在することが必須があることを示唆

している。次に我々は Fibronectin と MDA231 の β1 インテグリンの結合が TMD123-Fc によ

り阻害されるか調査するために、固相化した Fibronectin に β1 インテグリンを 1m M Mg/Ca の

2 価イオンを加え、MDA231 にシェアストレスを加えてインテグリンを活性化してＦＮとの結

合を評価した。その結果、Fibronectin と β1 インテグリンの結合は TMD123-Fc により濃度依

存的に阻害された(Figure 3a )。 

 

（3）Thrombomodulin の lectin-like domain が MDA231 と Fibronectin との結合を阻害する。 
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TM の細胞外ドメインのうち lectin-like domain が

Fibronectin と結合する（Figure 2）。そのため、我々は

MDA231 と Fibronectin との結合が TMD123-Fc（0.25 µＭ）

だけでなく、TMD12-Fc（0.25 µＭ）により阻害され、TMD23-

Fc（0.25 µＭ）により阻害されないと予想した。この事を証明

するために Fibronectin（10μg/ml）を V-well plate に固相化

して MDA231 の β1 インテグリンを１ｍＭ Mg/Ca 存在下に

シェアストレスを負荷して活性化して、インテグリンと FN の

結合が TM により阻害されるか検討した。その結果、TM の lectin-like domain を有するたんぱ

く質だけが結合を阻害した（Figure 3b）。 

 

（4）Ca 存在下で TM は FN と MDA231 のインテグリン依存性の結合を阻害する。 

TM の Lectin-like domain には Ca binding site は存在しない

18。しかし、TM の細胞外ドメインの EGF like ドメインは Ca と

結合することで Protein C の活性化能力を発揮する 19, 20。我々は

FN への TM の結合に Ca の存在の有無が重要か検討するために

インテグリンを 2 つの Condition、すなわち Mg/Ca もしくは Mg

のみ存在した condition で FN と MDA231 との結合を確認した。

その結果、Mg/Ca 存在下では MDA231 の FN の結合は阻害され

た（Figure 4）。一方で、Mg の存在のみでは MDA231 の β１イン

テグリンと Fibronectin との結合を阻害することはできなかった。 

 

結語） 

我々は TM の細胞外ドメインのうち lectin-like domain を含む TMD123-Fc と TMD12-Fc の

両方で MDA231 の生理的なシェアストレスで活性化された β1 インテグリンと FN の結合を阻

害することを新たに発見した。この結果は乳癌細胞や白血球の血管内皮細胞接着抑制効果への

新たな治療戦略に応用できる可能性がある。 
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