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研究成果の概要（和文）：我々は、以前血小板のCLEC-2という分子が胎生期肺の筋線維芽細胞の分化を通じて出
生後の正常な呼吸機能獲得に必須の役割を果たすことを明らかにした。この成果から、成体肺において筋線維芽
細胞が過剰に分化・増殖する肺線維化に血小板CLEC-2が関与しているのではないかと考えた。CLEC-2抗体投与に
肺線維化抑制効果が観察された。血小板が関与していることはが、さらなる解析の過程でいくつかの実験手法上
の問題点が生じた。その解決及び別の複数のアプローチによって肺線維化と血小板の関連性についての調査を試
みたものの、完全に解決するには至らず、さらなる解析が必要となった。

研究成果の概要（英文）：We previously demonstrated that the platelet CLEC-2 plays an essential role 
in the fetal lung development through the differentiation of interstitial myofibroblasts. We 
hypothesized that platelet CLEC-2 may exacerbate pulmonary fibrosis via excessive myofibroblast 
differentiation and proliferation. Although we observed that CLEC-2 antibody administration 
attenuated bleomycin-induced pulmonary fibrosis, several experimental technique problems arose, and 
we attempted to resolve them and to investigate the relationship between pulmonary fibrosis and 
platelets using several different approaches. Unfortunately, these other approaches did not provide 
sufficient results.

研究分野： 血液内科学（血栓止血学）

キーワード： 血小板　肺線維化　CLEC-2

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺線維化は進行性の慢性疾患であり、呼吸困難などから致死的となる疾患である。現在、2種類の抗線維化薬が
使用可能であるが、線維化機構に不明な部分が多いことから新たな治療標的の探索が精力的に行われている。肺
間質や実質など肺に存在する細胞を対象にした研究が多い中、我々は血小板と胎仔肺発生の関連に関する研究か
ら、血小板が新たな肺線維化抑制のための標的になるのではないかと考えた。血小板が何らかの形で肺線維化を
増悪させることを見出したことから血小板を標的にした新しい治療薬の開発につながることが期待できる。

※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 
近年，血栓止血以外の，いわゆる”beyond clotting”な血小板機能に注目が集まっている．我々が
これまで注目してきた血小板上の受容体 CLEC-2 は癌転移，免疫，炎症，発生，再生等，多彩な
生命現象への関与が報告されており，血小板 CLEC-2 を標的とした様々な疾患への治療法開発
の可能性が示唆されている．  
 本研究の端緒となった新たな血小板機能が，最近我々が報告した胎生後期肺発生である．通常，
胎生後期の肺胞周囲には α-smooth muscle actin (SMA) 陽性の筋線維芽細胞が分化・遊走し，
エラスチンやコラーゲン等の ECM を産生して肺胞に伸縮性，柔軟性を与える．しかし，CLEC-
2 や CLEC-2 リガンドの Pdpn の欠損マウスでは筋線維芽細胞の分化が著しく阻害されること
で肺胞の拡張能が低下し，出生直後に呼吸不全で死亡する．以上より，血小板 CLEC-2 が肺の
筋線維芽細胞分化と最終的な呼吸機能獲得に必須であることが明らかになった（Blood 2018）。
胎生期肺の筋線維芽細胞は肺胞構築完了後次第に消失する。それゆえ筋線維芽細胞は成体肺で
はほとんど認められないが、線維化肺の原因となる重要な細胞である。我々は、胎生期肺発生で
の知見から、成体肺で血小板を介した不適切な筋線維芽細胞の分化増殖が肺線維化の一因にな
っているのではないかという仮説を立てた。 
 当研究室には独自のリソースとして、CLEC-2 欠損マウスや抗 CLEC-2 抗体、CLEC-2 阻害
薬などを保持している。特に抗 CLEC-2 抗体はマウスに投与することで一過性の血小板特異的
CLEC-2 欠損状態を作ることができる。予備検討において、ブレオマイシン誘導性肺線維化モデ
ルマウス（以下ブレオマウス）に抗 CLEC-2 抗体を投与すると生存率及び肉眼的炎症レベルが
改善することを見出し、血小板 CLEC-2 が肺線維化の増悪因子である可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
過去の成果及び予備検討の結果より、血小板 CLEC-2 が肺線維化増悪因子である可能性が示唆
されたことから、本研究では、「血小板 CLEC-2 が肺線維化に関与する作用機序の解明と
CLEC-2 拮抗薬，既存の抗血小板薬の有用性について検証する」ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
①血小板 CLEC-2 による肺線維化増悪機序の解明 
抗 CLEC-2 抗体投与ブレオマウスで、病理組織標本のコラーゲン染色や、肺葉溶解液のコラー
ゲン定量、炎症性サイトカインのタンパク質及び mRNA レベルでの発現解析、呼吸機能解析な
どを実施する。 
②既存の抗血小板薬や当研究室で開発した CLEC-2 阻害薬が肺線維化の抑制に有効かを①と同
様の方法で実施する。 
 
４．研究成果 
・抗 CLEC-2 抗体による肺線維化軽減機構の解析 
抗 CLEC-2 抗体投与ブレオマウスの肺線維化軽減効果を定量的に解析するために、線維化レベ
ルと比例関係にあるコラーゲン量を肺葉溶解液で測定した。結果、抗 CLEC-2 抗体投与群では
コントロール群に比べてコラーゲン量の有意な低下を認めた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
・抗 CLEC-2 抗体による実験系の問題点 
抗 CLEC-2 抗体は、初回投与時には血小板に発現している CLEC-2 と反応することで血小板減
少を起こす。抗 CLEC-2 抗体は同時に巨核球にも作用して巨核球上から CLEC-2 を消失させ
CLEC-2 欠損血小板が産生され始める。血小板 CLEC-2 欠損中であれば、以降の投与時には血
小板減少は起こらず CLEC-2 欠損状態の延長効果のみが得られる。1 回の投与による CLEC-2
欠損維持期間は病態モデルによって変化し得るが概ね週一回の投与で 4 週間ほど CLEC-2 欠損
状態を維持することがわかっていた。本計画でも週一回の投与で実施したが、2 回目の投与以降
抗体の有効期間が予想以上に短縮し、CLEC-2 欠損状態を維持できていないことがわかった。有



効期間の短縮により、CLEC-2 発現血小板が産生された状態で抗 CLEC-2 抗体を投与すると抗
CLEC-2 抗体が血小板と反応し、初回投与時のような血小板減少が起こってしまったと考えら
れる。これら実験系の問題が特定されるまでに、抗体産生のハイブリドーマのリクローニングや
抗体の機能解析、マウスでの検証に多大な時間を要したため、予定していた計画を円滑に進める
ことが困難であった。今回得られた抗 CLEC-2 抗体投与による肺線維化軽減効果が CLEC-2 欠
損によるものなのか、血小板減少によるものなのか不明ではあるものの、血小板がなんらかの増
悪作用を持つことは間違いないと思われ、今後 CLEC-2 または血小板自体に注目した肺線維化
機構の解明を進めていきたい。 
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