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研究成果の概要（和文）：本研究では，我々は敗血症病態における血小板活性化受容体CLEC-2の役割を解明する
ために，敗血症マウスモデルと好中球のNETs形成モデルを用いた．その結果，敗血症モデルでは，血小板CLEC-2
の発現による生存率は，誘導法で異なった．盲腸穿刺による誘導では，CLEC-2欠損により有意に生存を延長した
が，LPS投与による誘導では差異は認めなかった．好中球NETs形成においては，LPSと血小板と共培養することで
NETs形成が誘導され，さらにCLEC-2ブロッカーによって抑制された．このことから，自然免疫に関与する好中球
のNETs形成に血小板CLEC-2が寄与していることが明らかとなった． 

研究成果の概要（英文）：In the present study, we used a mouse model of sepsis and a model of 
neutrophil NETs formation to elucidate the role of the platelet-activated receptor CLEC-2 in the 
pathogenesis of sepsis. As a result, the survival rate due to platelet CLEC-2 expression in the 
sepsis model differed in the induction method. Induction by appendectomy significantly prolonged 
survival with CLEC-2 deficiency, but no difference was observed with LPS administration. In 
neutrophil NETs formation, co-culture with LPS and platelets induced NETs formation and was further 
inhibited by CLEC-2 blockers. This indicates that platelet CLEC-2 contributes to the formation of 
neutrophil NETs, which are involved in innate immunity. 

研究分野： 血栓止血学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血小板CLEC-2の病態生理学的役割は，血小板血栓の形成のみならず，血栓の安定化，癌の転移に寄与することが
報告されていたが，敗血症との関連は不明であった．本研究において，血小板CLEC-2が敗血症と好中球のNETs形
成に寄与することが示唆された．そのメカニズムなどのさらなる解析を進める必要はあるが，血小板CLEC-2が抗
血小板効果と抗NETs形成効果の両者によって敗血症性DICへの新たな治療標的となる可能性がある．

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
当講座は血小板凝集を惹起する蛇毒タンパク質 Rhodocytin の受容体として新規血小板活性

化受容体 C-type lectin-like receptor 2 (CLEC-2)を同定し(文献 1)，さらに CLEC-2 の生体内リ
ガンドとして Podoplanin を同定した(文献 2)．血小板 CLEC-2 の生理機能については，当研究
室をはじめとする世界各国の研究グループから①血小板活性化による血栓形成促進と安定化(文
献 3, 4)，②胎生期の血管・リンパ管分離の促進(文献 3, 5)，③リンパ節高内皮細静脈の integrity 
維持(文献 6)，④腫瘍の転移・増殖への関与(文献 7, 8)などが報告されている． 
しかしながら，これまでに CLEC-2 と敗血症との関連についての知見は皆無であった．好中

球細胞外トラップ(Neutrophil extracelluar traps; NETs)は，2004 年 Science に新たな自然免
疫防御機構として報告された(文献 9)．NETs とは，好中球が NETosis と呼ばれる細胞死によ
って DNA を投げ網のように細胞外へ放出することで，感染細菌を捉え，除去する機構である． 
予備実験において，血小板 CLEC-2 による NETs 形成への寄与を検証した．in vitro におい

て緑膿菌由来 LPS 刺激によりヒト好中球の NETs 形成が誘導されるが，さらに野生型マウス
血小板を添加すると，血小板非添加群と比較して約 4 倍の NETs を形成した．一方，血小板添
加による NETs 形成促進効果は，CLEC-2 欠損血小板により野生型血小板の約 70%に減弱する
ことを見出している．さらに，in vivo において盲腸穿刺による敗血症マウスモデルを構築し生
存解析を行った結果，CLEC-2 欠損マウス(抗 CLEC-2 抗体投与による)は，野生型マウス(コン
トロール IgG 投与による)に比して有意にその生存率を改善することを見出している． 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は『敗血症病態における CLEC-2 の役割の解明』である．我々の仮説は「血小
板 CLEC-2 が，好中球の活性化に寄与し，NETs 形成を促進する．NETs はさらに血小板を活
性化し新たな血栓の誘発ループが完成し，敗血症病態を悪化させる」であり，CLEC-2 の抑制が
敗血症病態の改善を期待できると考えた． 
 
３．研究の方法 
（１）敗血症マウスモデルにおける CLEC-2 の役割の解析：CLEC-2 欠損あるいは野生型マウ
スに大腸菌(0111:B4)由来 LPS 投与（予備検討では盲腸穿刺）により敗血症を誘発させ，生存率
を評価した．抗マウス CLEC-2 抗体(クローン名：2A2B10)を腹腔内投与することで，血小板の
CLEC-2 を欠損状態を作製した．2A2B10 の投与によって CLEC-2 依存性の血小板凝集が起こ
るため一過性の血小板減少を来すが，4 日後には 2A2B10 投与前の血小板数に戻ることを確認
した．2A2B10 投与の対照としてラット IgG を腹腔内投与した．タイムスケジュールとしては，
敗血症誘導の 4 日前に 2A2B10 あるいはラット IgG を投与し，LPS 投与後は 10 日間生存の有
無を検証した． 
（２）血小板による NETs 形成促進効果における CLEC-2 の役割の解析：健常者より得られた
静脈血（倫理申請承認済）を用いて，ヒト血小板の共存下におけるヒト好中球 NETs 形成を評
価した．ヒト好中球の NETs 形成は PMA 刺激で確認した．また，大腸菌(0111:B4)由来 LPS，
血小板，および CLEC-2 抑制剤 Co-HP（当講座で発見した低分子量化合物で特許出願済および
論文化済）を組み合わせた条件でヒト好中球を 4 時間培養し，SytoxGreen 染色によって NETs
形成を解析した． 
 
４．研究成果 
（１）敗血症マウスモデル 
結果，有意差は無かったが，2A2B10 投与群では，生存率が低かった（図１）．盲腸穿刺によ

る敗血症モデルでは 2A2B10 投与群では生存が有意に改善されたことと一致しなかった．その
理由として，LPS による敗血症が，CLP 法に比して，急激に起こってしまうことで，CLEC-2
の影響が反映していないことを示唆した．CLP 法では生存曲線において生存率は緩やかに減少
であるが，LPS では 2 日ほどで急激に生存率が減少していた．また，低用量の LPS では全く敗
血症を誘導できないことも確認した．つまり，LPS による敗血症の誘導は，あるいは閾値を超
えた場合は，一過性に起こる．しかし，閾値以下の場合は，まったく敗血症が起こらない．さら
に，LPS の感受性は，飼育環境の影響を受けることも明らかとなり，さらなる検証が必要であ
った． 
 
 



 
図３．LPS および血小板による好中球の NETs 形成 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（２）ヒト好中球の NETs 形成 
単離精製したヒト好中球が NETs 形成を引き起こすことを PMA 刺激によって確認した（図

２）．好中球の単離に際して一般的に行われる赤血球の溶血操作は NETs 形成率を下げる傾向が
あることが判明した． 

LPS あるいは血小板との共培養によっては，NETs 形成はほとんど認めなかったが，LPS と
血小板と共に培養すると NETs 形成を認め，さらに CLEC-2 ブロッカーによって抑制されたこ
とから，ヒト好中球の NETs 形成に血小板 CLEC-2 が寄与していることを示唆した（図３）．  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上より，敗血症モデルでは，CLEC-2 の発現の有無による死亡率は，誘導する方法によっ

て異なった．盲腸穿刺誘導敗血症モデルでは，CLEC-2 の欠損は生存を延長したが，LPS 投与
による敗血症モデルでは，差異は認められなかった．好中球を用いた検証では，LPS あるいは
血小板による好中球の NETs 形成の誘導はほとんど認めなかった．しかし，LPS と血小板と共
培養すると NETs 形成を認め，さらに CLEC-2 ブロッカーによって抑制されたことから，自然
免疫に関与する好中球の NETs 形成に血小板 CLEC-2 が寄与していることが明らかとなった． 
メカニズムに関してはさらなる検証が必要であり，今後進める予定である． 
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図２．PMA による好中球の NETs 形成 

 

図 1．敗血症マウスモデル 
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