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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、臨床応用可能な抗CLEC-2薬の開発を目指し，すでに見出した抗体を
基盤に，近年の抗体改変技術を応用して血小板活性化能の欠失やフラグメント化などにより血小板減少などの副
作用の問題を解決することである。そのために、既存の抗体（クローン名：2A2B10）の機能改変を可能にするた
めに、遺伝子組換え抗体化し、さらに、マウスキメラ抗体化も実施し、その機能が同等であることを確認した。
また、遺伝子導入方法の見直しにより、収量の増加とランニングコストを抑えることができた。しかしながら，
エピトープ解析が難航したこともあり、抗体医薬を目指した抗体の改変に着手する段階まで到達できなかった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to develop a clinically applicable anti-CLEC-2 
drug, and to solve the problem of side effects such as thrombocytopenia caused by deletion or 
fragmentation of platelet activation ability by applying recent antibody modification technology 
based on the antibody already discovered. For this purpose, to enable functional modification of an 
existing antibody (clone name: 2A2B10), we have genetically modified it into a recombinant antibody 
and also into a mouse chimeric antibody, and have confirmed that the functions of the antibodies are
 equivalent. In addition, the yield was increased and the running cost was reduced by revising the 
gene transfer method. However, due to difficulties in epitope analysis, we were unable to reach the 
stage where we could begin modifying the antibody for use as an antibody drug.

研究分野： 血栓止血学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
血小板CLEC-2の病態生理学的意義は、血小板血栓の形成に留まらず、血栓の安定化、癌の転移、肺発生、横紋筋
融解症の重症化に寄与することが報告されている。血小板CLEC-2が治療標的となる疾患は拡大しており、有望な
標的である。抗CLEC-2抗体のエピトープが判明したことは、今後の抗体医薬開発のための重要な情報である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

我々は血小板活性化蛇毒ロドサイチンの受容体として CLEC-2 を同定した(Blood, 2006).さら

に CLEC-2 の生体内リガンドとして，ある種の癌細胞に高発現する膜タンパク質ポドプラニンも

同定した(JBC, 2007). CLEC-2 の発見以降，その役割は血小板の活性化のみならず，血栓の安定

化(JBC, 2010)，癌転移の促進(JBC, 2007)，胎生期 の静脈・リンパ管の分離促進(JBC, 2012)， 

巨核球造血の促進(Blood, 2016)，肺発生(Blood, 2018)に関わることを報告した.  

CLEC-2 は，その多彩な役割を基盤として，特に抗血小板薬や抗癌転移薬の有望な 標的である.

さらに，術後リンパ浮腫の予防，リウマチなどの慢性炎症性疾患，悪液質そして敗血症の治療に

も適用できる可能性がある. 

我々は，世界に先駆けて抗 CLEC-2 薬となり得る CLEC-2 結合化合物の検索と開発を進め，低分

子化合物 Co-HP(Sasaki et al., Blood Adv, 2018)と蛇毒ロドサイチンの機能抑制型遺伝子組換

え体(Sasaki et al., JTH,2018)を見出した.これらは，CLEC-2 依存性の血小板凝集を抑制し，

マウスモデルではポドプラニン陽性癌細胞の肺転移を極めて効率的に抑制することを報告した.

しかしながら，特異性と抗原性の問題から臨床応用には困難が予想された.海外の研究グループ

も含め，現状では，CLEC-2 は創薬ターゲットとして有望であるにも関わらず，特異性が高く，

免疫原性が低い抗 CLEC-2 薬候補は発見されていない.  

そこで，新たな CLEC-2 薬の開発アプローチとして現在もっとも隆盛を誇り，方法論が確立し

つつある創薬手法である『抗体医薬』に着目した.既に我々は，特異な作用を有する抗マウス

CLEC-2 抗体(クローン名:2A2B10，以降 2A2B10 抗体と表記する)を所持しており， この抗体が本

研究における抗体医薬の開発基盤になり得ると考えた.その作用とは， 2A2B10 抗体をマウスに

投与すると，数日で回復する一過性の血小板減少の後，血小板上の CLEC-2 が 7~10 日間消失する

ことである(JTH, 2016).1987 年に Sugiyama らにより特発性血小板減少性紫斑病(ITP)患者でコ

ラーゲン受容体である血小板 GPVI に対する自己抗体を有し，血小板 GPVI を欠損した患者が見

出されていた.2001 年に Nieswandt らは，マウスに抗マウス GPVI 抗体(クローン名:JAQ1)を投与

すると血小板の GPVI が消失することを報告している.この抗体投与による CLEC-2 の消失は，こ

の GPVI の現象と類似している. 

抗体投与による血小板 CLEC-2 の欠損メカニズムは，血小板の活性化に伴う CLEC-2 の細胞外

領域の切断，および，CLEC-2/抗 CLEC-2 抗体複合体の内在化(細胞内への取り込み)が推定されて

いるが，その詳細は不明である.さらに，抗体による血小板 CLEC-2 の欠損が， 巨核球成熟~血小

板産生のどの段階で起こるのかも不明である.  

２．研究の目的 
本研究の目的は，抗血栓症及び抗癌転移作用等を期待できる CLEC-2 を標的とした抗体医薬(抗

CLEC-2 抗体医薬)の開発とその抗体の作用メカニズムを含めた薬理作用の解明である. 我々が

目指す抗 CLEC-2 抗体医薬は，メカニズムに不明な点を残している特異な作用:『抗 CLEC-2 抗体

が血小板 CLEC-2 を欠損させる作用』に基づいており，その不明点の解明と同時に開発研究を進

めるため，その独自性は高いと考える.将来的な患者への適用における安全性を担保するために

は，作用の不明点を解明することは大変重要である.  

３．研究の方法 
（１）2A2B10 の遺伝子組換え抗体化とマウスキメラ化 

本研究において抗体医薬開発の基盤となる複数の抗マウス及びヒト CLEC-2 抗体 (2A2B10 や

4A10 など)とその抗体産生ハイブリドーマをすでに保有している.抗体産生ハイブリドーマの大



量培養からの抗体精製システムも構築済である.  

オリジナルの 2A2B10 抗体（ラットモノクローナル抗体）の重鎖と軽鎖遺伝子をクローニング

するために，2A2B10 産生細胞（Hybridoma）由来 RNA から cDNA を合成し，サブクラスを推定し

たプライマーを用いて PCR によって重鎖と軽鎖遺伝子を増幅した．さらに，発現ベクターに挿入

し，発現の確認や大量合成には CHO 細胞を用いた．構築した遺伝子組換え 2A2B10 の機能は，血

小板凝集能とマウス投与による血小板 CLEC-2 の欠損維持期間で評価した．また，遺伝子組換え

2A2B10をマウスキメラ抗体に改変するために，マウスよりIgG抗体遺伝子の遺伝子配列を得た．

具体的には，マウス脾臓より RNA を抽出し，cDNA を合成し，マウス IgG の重鎖と軽鎖の定常領

域を PCR で増幅し，発現ベクターを構築した． 

（２）2A2B10 のエピトープ解析 

受容体を標的とした抗体創薬では，エピトープの特定は抗体機能を理解するために大変有用

な情報である.また，2A2B10 抗体による CLEC-2 の内在化は，そのエピトープに依存した機能で

ある可能性が高いため，2A2B10 抗体のエピトープ解析は必須である.既に，N末に細胞外分泌シ

グナルとC末にウサギ IgGの Fc領域を付置したマウス CLEC-2の細胞外ドメイン(180アミノ酸)

を含む発現ベクターを所持している.それを基に，6領域(各 30 アミノ酸程度)に分割して，それ

ぞれに Fcを付置した発現ベクター構築する.CHO 細胞に遺伝子導入し強制発現させ，分泌された

CLEC-2 断片-Fc 融合タンパク質を Protein G カラムで精製する. それを SDS-PAGE 及び 2A2B10

抗体を用いたウエスタンブロットに供し，どの CLEC-2 断片- Fc 融合タンパク質が検出されるか

により，エピトープを特定する.  

４．研究成果 

（１）2A2B10 の遺伝子組換え抗体化とマウスキメラ化 

2A2B10 抗体はラットモノク

ローナル抗体であるので，マウ

スに継続投与すると，抗ラット

IgG 抗体を産生し，およそ 1 か

月で，抗体投与による血小板

CLEC-2 の欠損状態は無効とな

る. さらなる，長期欠損状態を

実現するため，免疫原性を抑え

る 2A2B10 抗体のマウスキメラ

抗体への改変を行なってきた． 

遺伝子組換え 2A2B10 は現時点で，3 種類作製している．オリジナルのラットモノクローナル

抗体 2A2B10 の遺伝子組換え体（R-rat2A2B10），マウスキメラ抗体化 2A2B10(R-rm2A2B10)（重鎖

と軽鎖はともにマウス由来），そして，軽鎖をラット由来に戻したマウスキメラ抗体化 2A2B10 

(R-rmrat2A2B10)（重鎖はマウスと軽鎖はラット由来）において，それぞれの血小板凝集能は概

ね同等であったが（図１），オリジナルのハイブリドーマが産生した 2A2B10 に比べて弱い傾向が

あった． 

また，これらの 3種類の遺伝子組換え抗体の複数回投与による血小板 CLEC-2 欠損の有効期間

には有意な差はなかった（各投与回の有効期間も全有効期間も）（図 2）．マウスキメラ化するこ

とで免疫原性の問題が解消され，全有効期間は延長すると考えたが，ほぼ同等であった．エピト

ープ以外を全てマウス化した抗体で検証したいと考えている． 

 

 



 

（２）2A2B10 のエピトープ解析 

発現ベクターの構築は順調だったものの，各種の部分欠損変異タンパク質の発現量が，全長

（膜貫通領域は除いている）タンパク質と比較して，極端に少なかったり，全く無かったりと

様々であった．そのため，タグとして C末端に付置していたウサギ IgG の Fc 領域を N末端側に

変更したが，根本的な解決にはならなかった．タグを Flag（８つアミノ酸配列で構成される）

に変更したりするなどして検証中である．タグに用いた Fc 領域が 2A2B10 抗体によって交差反

応している可能性があったからである．現時点では，消去法で推定された部位であるが，アミノ

酸 140〜194 番目あるいは 194 番目付近が有力である．過去の構造解析結果を参照して，アラニ

ン置換に基づくエピトープ解析（アラニンスキャニング解析）の手法によって，解析を進める予

定である． 

遺伝子組換えタンパク質の合成方法について，細胞への遺伝子導入法をエレクトロポレーシ

ョンから PEI（ポリエチレンイミン）法に変更するなどして，収量の増加とランニングコストを

抑えることが可能となった.しかしながら，抗体医薬を目指した抗体の改変に着手する段階まで

到達できなかった.今後，この研究を継続したいと考えている.  
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