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研究成果の概要（和文）： 

血小板活性化受容体 CLEC-2 は、ある種の癌に発現するポドプラニンという蛋白と結合して血
小板を活性化して癌の転移を促進している。今回、ポドプラニン以外で CLEC-2 に結合して活
性化する蛋白を検索した。蛋白の同定まではできなかったが、ポドプラニン以外の CLEC-2 結
合蛋白癌を発現する癌を 2 種類発見した。また、血小板が活性化すると CLEC-2 同士で結合し
て血栓を安定化することも見出した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Novel platelet activation receptor CLEC-2 binds to podoplanin expressed on the 
surface of several kinds of cancer cells, which results in platelet activation and 
facilitates cancer metastasis.  In the present study, we sought to identify an 
internal ligand of CLEC-2 other than podoplanin.  We found two cancer cell lines, 
which express a CLEC-2 ligand other than podoplanin, although we were not able to 
identify the protein.  We also found that CLEC-2 forms homophilic association in a 
manner depending on platelet activation, which stabilizes thrombus formation.   
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１．研究開始当初の背景 
血小板活性化蛇毒、ロドサイチンの血小板上
受容体が、新しい血小板活性化経路を持つ
C-type lectin-like receptor 2 (CLEC-2)で
あることを見出した。CLEC-2 の生体内リガン
ドは不明であったが、CLEC-2 の血小板―巨核
球に特異的な発現と、強力な血小板活性化能

を考えると、生体内で血栓止血に何らかの役
割を果たす可能性は高いと思われた。最近
我々は、CLEC-2の生体内リガンドが腫瘍膜上
に発現するポドプラニンであること見出し
た。ポドプラニンは血小板凝集を惹起して自
身が発現している腫瘍の転移を促進するた
め、CLEC-2/ポドプラニンの結合を抑制する
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ことで、癌転移を抑制できる可能性があるが、
ポドプラニンが発現する腫瘍細胞の種類は
限られており、これのみを標的とした癌転移
の制御には限界がある。さらに、ポドプラニ
ンが血栓止血領域で役割を果しているとは
考えづらい。 
 
２．研究の目的 
(1) CLEC-2は、ポドプラニンを発現していな
い癌の転移は促進するのか検討するため、腫
瘍細胞上に CLEC-2 のポドプラニン以外の第
二のリガンドがないか検索する。(2) 血栓止
血領域において役割を果たす、CLEC-2のリガ
ンドを検索する。 
 
３．研究の方法 
(1) ① 2 種類の腫瘍のセルラインにリコン
ビナント CLEC-2-Fcあるいは GPVI-Fcを加え
て、あるいは抗ポドプラニン抗体を加えて、
結合をフローサイトメータで確認する。② 
マウス尾静脈より腫瘍細胞を投与する。2週
間後に、安楽死の上肺を摘出し、50 ml シリ
ンジに入れて陰圧をかけて十分に膨らませ
た後、転移巣を目視にてカウントする。(2) 
CLEC-2欠損マウスを作製した。CLEC-2欠損
マウスは胎生致死であったため、放射線照射
マウスに CLEC-2-/-胎仔肝細胞を移植した放
射線キメラマウスを作製して、血小板凝集実
験、血栓形成実験などを行った。 
 
４．研究成果 
(1) ポドプラニンの発現しない 2種類の腫瘍
細胞のセルラインに、CLEC-2 組換蛋白が結合
した （図１）。 

図１ 腫瘍細胞へのリコンビナント CLEC-2, 
リコンビナント GPVI の結合 

 
これより、これらの細胞の表面にはポドプラ
ニン以外の CLEC-2 リガンドが発現している
と思われた。二つのセルラインは血小板凝集
を惹起するが、これらは CLEC-2リコンビナ
ント蛋白で抑制されなかった。これより、こ
れらのセルライン惹起血小板凝集における
CLEC-2の関与は少ないと考えられた。ポドプ
ラニン以外の CLEC-2リガンドを MS/MSで同
定しようとしたが、(2)で述べるように、プ

ルダウンされる蛋白に再現性が乏しく難航
が予想されること、また、セルライン惹起血
小板凝集における CLEC-2の関与が少ないと
予想されることから、これ以上追及しなかっ
た。 
図１に示すように、cell line1 は GPVIと
の結合部位も持つと考えられた。このセルラ
インによる血小板凝集は、GPVI/FcR -chain 
欠損血小板では野生型に比べて delayが見ら
れるため（図２）、GPVIと腫瘍細胞上のリガ
ンドの結合が血小板凝集を促進することで、
ある種の癌の転移が促進される可能性が示
唆された。 

  図２ Cell line1 惹起血小板凝集 
 
これは初めての知見となるため、多少本題か
ら外れるものの、追及することにした。
GPVI/FcR -chain欠損マウスと野生型の尾
静脈から Cell line1 （使用したマウスと同
系の腫瘍）を投与して肺転移を比較したが、
両者に差は認められず、明らかに GPVI がこ
の腫瘍の転移を促進しているという証拠は
得られなかった。 
 
(2)①血栓止血関連の CLEC-2リガンド候補と
して、血管壁に存在するプロテオグリカンの
一種を考えていたが、純粋な物質の精製が困
難であり、証明は断念した。 ②CLEC-2の血
栓止血における役割を検討するために作製
した CLEC-2-/-キメラマウスを作製した。そ
の血小板はロドサイチンに反応しなかった
が、それ以外の血小板活性化物質には野生型
と同様に反応して活性化され、コラーゲン等
の細胞外マトリクスにも野生型と同様に粘
着した。しかし、コラーゲン上にフロー条件
下で全血を流した際の血栓形成や、レーザー
傷害による in vivo血栓形成は CLEC-2-/-で
著しく抑制され、CLEC-2は生体内で血栓の増
大や安定化を担っていることが示唆された。
さらに我々は、そのメカニズムとして、血小
板の CLEC-2 同士がホモフィリックに結合す
ることで血栓を安定化していることを見出
した。つまり血栓止血に関わる CLEC-2 の第
二のリガンドは CLEC-2自身であることを見
出した（文献③）。 ③血管平滑筋の細胞表
面に CLEC-2 リコンビナント蛋白が結合する
ことをフローサイトメーターで確認した。ま
た、血管平滑筋上に全血を流すと血栓が形成
されることを見出した。これより血管平滑筋
上に何らかのリガンドが発現していること
が示唆された。それを同定するためにビオチ



 

 

ンラベルした細胞を可溶化してリコンビナ
ント CLEC-2 あるいはコントロール蛋白でプ
ルダウンし、アビジンにより結合蛋白の検出
を試みた。しかしながら対照蛋白に認められ
ず、リコンビナント CLEC-2 のみに結合する
蛋白は、実験ごとに変化して一定の結果が得
られず、期間内の同定はかなわなかった。病
態生理学的な意義づけとして、冠動脈疾患に
対するステント留置後に生じる再狭窄は、血
管平滑筋の増生が主因と言われている。増生
による内腔の物理的な閉塞の他に、平滑筋上
の CLEC-2リガンドが CLEC-2と結合して血小
板を活性化することがステント血栓の一因
ではないかと考えている。 
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