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研究成果の概要（和文）：Podoplanin (PDPN)はリンパ管マーカーとして汎用されているが、炎症の際にPDPN陽
性細胞が現れることも知られている。しかし、炎症の場におけるPDPNの発現メカニズムや機能については不明な
点が多い。本研究においてはマウス創傷治癒モデルを用いて、PDPN陽性細胞の同定とその細胞の特徴を調査し
た。その結果、PDPN陽性細胞の多くは筋線維芽細胞マーカーを発現しており、かつ、ある免疫系細胞を呼び寄せ
るケモカインも発現していた。しかし他の炎症モデルでは筋線維芽細胞以外の細胞であるとの報告もあり、PDPN
陽性細胞群として捉える必要があることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Podoplanin (PDPN) is commonly used as a lymphatic endothelial marker, but it
 is also known to be expressed on PDPN-positive cells that appear in inflammatory areas. However, 
there is still much unknown regarding the types and roles of PDPN-positive cells in the inflammation
 area. In this study, we investigated the identification of PDPN-positive cells and their 
characteristics using a mouse wound healing model. As the results, many PDPN-positive cells 
expressed myofibroblast markers and chemokines. Furthermore, in other inflammation models, it has 
been suggested that the cells are different from myofibroblasts, suggesting that PDPN should be 
regarded as a PDPN-positive cell group rather than being expressed in a specific cell type. 

研究分野：顕微解剖学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、創傷治癒の場に現れるPDPN陽性細胞の細胞種を同定し、この細胞が創傷治癒の場においてどのような
役割を果たしているのかを解明することを目的としてPDPN陽性細胞の性状を調査した。
創傷治癒のメカニズムは過去に多くの研究がなされているが、PDPNの発現に注目して行われた研究は少なく、創
傷治癒の新たな知見として学術的意義は高い。また、PDPNの抗体を用いることで炎症の場におけるケモカインの
発現をコントロールできる可能性が示されたことは将来的な新たな治療法の開発にもつながり、社会的意義も大
きいと考えられる。

※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 
 創傷治癒は生体反応として非常に重要な働きをしており、現在までに創傷治癒のメカニズム
については数え切れないほどの報告がなされている。我々はリンパ管再生機構を明らかにする
ためにマウス舌創傷治癒モデルを用いて研究を行ってきた。この研究過程で、創傷作製早期に、
リンパ管マーカーの一つである podoplanin（PDPN）を発現する間質細胞が創傷部位に多数出
現し、創傷が治癒すると消えていくことを見出した（科研費基盤研究(C) JP15K10935）。 
 PDPN はリンパ管マーカーとして汎用されているが、リンパ管以外にも I 型肺胞上皮細胞、
脾臓・リンパ節・胸腺などの細網細胞にも発現している他、中皮腫や大腸癌などの腫瘍細胞にも
発現が認められている。PDPNの機能としては、血小板上に存在する CLEC-2のリガンドとし
て血小板を凝集させることが知られている。しかし、創傷の場における PDPNの機能について
はほとんど分かっていない。我々は以前より PDPN陽性細胞の存在意義について研究を行って
きた。そして、正常の脾臓においては PDPN陽性細胞がケモカインを発現することで免疫系細
胞を間質からリンパ管まで遊走させる、いわゆる「脈管外通液路」としての機能を果たしている
ことを明らかにした。また、他のグループの報告によると、腫瘍組織内で PDPNの発現を実験
的に減少させると腫瘍の転移や生着が減少するという報告があった。更に、我々のグループは舌
創傷治癒モデルにおいて、PDPN 陽性細胞が多数出現し、これらの細胞周囲に多数の免疫系細
胞が集積することも見出した。これらの結果から、「炎症の場においても PDPNが発現すること
で正常リンパ臓器同様に「種々の細胞の遊走させる働きがあるのではないか？」という疑問を抱
くことになった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の最終目標は「PDPN の発現を制御することで炎症をコントロールする」ことである
が、その一環として本課題においては「創傷治癒モデルを用いて PDPNが細胞移動に関与する
メカニズムを解明する」ことを目的とする。この目的を達成するために、創傷治癒モデルで急激
に現れる PDPN 陽性細胞の同定と、PDPN 陽性細胞の発現因子と PDPN との関連性を詳細に
明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 (1) 創傷モデルの作製 
 麻酔下でシェーバーを用いてマウス背部を剃毛し、背部皮膚に長さ 7mm の切傷、または生検パ
ンチを用いた全層欠損を作成した。その後、経時的にサンプリングした。サンプルは必要に応じ
て 4%パラホルムアルデヒドにて灌流固定を行った。 
 
 (2) 創傷治癒モデルの組織学的検索 
 創傷部位のパラフィン切片、または凍結切片を作製した。パラフィン切片にて作成された標本
については、H&E 染色を行い、光学顕微鏡にて観察した。作製された凍結切片は、抗 PDPN 抗体
と他の細胞マーカー等に対する抗体を組み合わせた多重蛍光免疫染色を行った。免疫蛍光染色
を行った標本は共焦点レーザー顕微鏡、または蛍光顕微鏡を用いて観察を行った。 
 
 (3) 抗 PDPN 抗体 Pmab-1 を用いた PDPN 機能阻害の試み 
 (1)と同様に創傷モデルを作製した直後に Pmab-1 抗体（Rat IgG）を尾静脈より投与した。ま
た、対照群として、Control Rat IgG を尾静脈より投与した。受傷後１日目に凍結切片を作製し、
種々の抗体を用いた多重蛍光免疫染色法により創傷部の形態的な変化を観察した。 
 
 (4) Pmab-1 投与による創傷部位における遺伝子発現の変化の解析 
 Pmab-1 投与群及び Control Rat IgG 投与群の創傷部位より total RNA を抽出し、逆転写反応
を行った。得られた cDNA を鋳型として PDPN やその他の因子に対するプライマーを用いて定量
的 RT-PCR を行った。解析には delta-delta CT 法を用いた。 
 
４．研究成果 
 (1) 創傷部位の形態学的解析 
 マウス作創後 1 日目における創傷部皮膚 anti-PDPN の免疫組織化学の結果から、創傷部周囲
に PDPN 陽性細胞が出現することが確認できた。これらの細胞の正体を知るために、PDPN と種々
のマーカーを用いた多重免疫染色をした。その結果、PDPN 陽性細胞は FAPA を共発現しているこ
とが確認された。同様に、PDPN 陽性細胞はα-SMA も共発現していることが確認された。さらに、
anti-PDPN、anti-FAPA 、anti-α-SMA を用いて三重免疫染色を行ったところ、そのすべてを共
発現している部位が確認できた。以上のことから創傷部に現れる PDPN 陽性細胞の多くは、筋線
維芽細胞である可能性が考えられたた。 
 また、PDPN 陽性細胞の周囲には CD68 陽性細胞が多数集積していた。そこで、PDPN と種々の因



子に対する抗体を用いて多重蛍光免疫染色を行ったところ、これらの CD68 陽性細胞を集積する
と思われる CCL2 を PDPN 陽性細胞が発現していることが分かった（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (2) 抗 PDPN 抗体 Pmab-1 を用いた PDPN 陽性細胞の機能調査 
 マウス創傷作製直後に Pmab-1 を投与した個体と control 群を比較したところ、Pmab-1 投与群
で創傷部に集積する CD68 陽性細胞の数が現象した（図２）。また、定量的 RT-PCR を行ったとこ
ろ、CD68 を集積すると思われる CCL2 の発現量は減少傾向にあった。 
 

 
 
以上の結果から、創傷治癒の過程で出現する PDPN 陽性細胞は CCL2 を発現することで CD68 陽
性細胞を創傷部位に集積して創傷治癒過程に積極的に関与している可能性が示唆された。しか
し他の報告では炎症の場で PDPN を発現する細胞として、筋芽細胞や T細胞などの報告もあり、
PDPN 陽性細胞は特定の細胞ではなく細胞群としてとらえる必要があると考えられる。 
 
 

PDPN CCL2 

図１：PDPN（赤）と
CCL2（緑）の二重蛍
光免疫染色。多くの
PDPN 陽性細胞が
CCL2 を発現してい
る。 

図 2：Pmab-1投与による
1 視野あたりの CD68 陽
性細胞の数。Control群と
比較して、Pmab-1投与群
は CD68 陽性細胞の数が
著しく減少している 
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