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研究成果の概要（和文）： 
本研究は、血中 soluble CLEC-2（sCLEC-2）が生体内で血小板活性化を示すマーカーとなり、

心筋梗塞や脳梗塞などの動脈血栓症の発症を予測する検査として利用できると考え、その測定

系を構築すると共に臨床応用に向けた検討を行うことを目的とした。作成した sCLEC-2 の

ELISA 法は、生体内の血小板活性化を鋭敏に捉えることができ、動脈血栓症の発症を予測する

検査法となりうると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We hypothesized that concentration of plasma soluble CLEC-2 is a good marker for 
platelet activation in vivo and that it could be a useful biomarker for prevention and 
treatment for myocardial and cerebral infarction.  We established ELISA system to 
measure sCLEC-2 and found that sCLEC-2 is generated upon platelet activation.  
Moreover, plasma sCLEC-2 is significantly increased in patients of acute coronary 
syndrome, suggesting that sCLEC-2 is a useful biomarker for prevention and 
treatment for arterial thrombosis.   
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１．研究開始当初の背景 
 動脈硬化によるアテローム性プラークが破
裂すると、露出した内皮下組織のコラーゲン
に、そこに粘着した血小板が活性化して血栓
を形成し、心筋梗塞、脳梗塞等の動脈血栓症
となる。癌に次ぐ日本人の死因である動脈血
栓症の治療・予防は重要な課題である。蛇毒

はヒトの血小板や凝固因子と結合する蛋白を
多数含み、血栓止血学の発展に寄与してきた。
蛇毒蛋白ロドサイチンはヒト血小板を強く活
性化するが、血小板上の受容体は不明であっ
た。我々はロドサイチンの血小板上受容体が、
既知の受容体と異なる血小板活性化経路を持
つ C-type lectin-like receptor 2 (CLEC-2)
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であることを見出した(Suzuki-Inoue K, 
Blood. 2006)。CLEC-2 の生体内リガンドは不
明であったが、CLEC-2 が血小板—巨核球に特
異的に発現すること、強力な血小板活性化能
を持つことを考え合わすと生体内で血栓止血
に何らかの役割を果している可能性は高いと
思われ、JST の支援を受けて国際特許出願に
至っている（米、英、独、仏、日）。 
 腫瘍細胞に発現するポドプラニンという
膜蛋白は、血小板凝集を惹起して癌の転移を
促進する(Kato Y, J. Biol. Chem. 2003)た
め、癌転移抑制薬の有望なターゲットとされ
ていたが、血小板側の受容体は不明であった。
我々は CLEC-2 がポドプラニン受容体である
ことを見出した(Suzuki-Inoue K, J. Biol. 
Chem. 2007)。 
 我々は世界に先駆けて CLEC-2 欠損マウス
を作製した。CLEC-2 欠損血小板は、予想通り
ロドサイチンにより凝集しなかった。さらに
コラーゲンをコートしたキャピラリーに全
血を流して血栓形成を観察するという、生体
内の病的血栓形成を模した実験系では、
CLEC-2 欠損マウスの血液は、コラーゲン上で
の血栓形成が抑制された。しかし CLEC-2 は
コラーゲンに結合せず、CLEC-2 が直接血小板
上の何らかの膜蛋白と結合して凝集塊を安
定化すると考えた。我々は CLEC-2 組換蛋白
が刺激後の血小板に結合することを見出し
た。CLEC-2 は、様々な血小板活性化物質で惹
起された血小板凝集塊を安定化する、広く血
栓止血に関わる分子といえる。 
 血小板上の CLEC-2 リガンドが何であるか
不明であるが、我々は、この CLEC-2 組換蛋
白が、動脈硬化のプラーク部位にも結合する
ことを見出した。このことは、プラーク破裂
の際に血小板上 CLEC-2 が、プラーク中のリ
ガンドに結合して、病的血栓形成をもたらす
ことを示唆しており、発症にも関与している
ことを示す。CLEC-2 はこうしてできた血栓を
安定化する作用もあり、動脈血栓症発症に深
く関わる分子といえる。 
 我々は、血小板が活性化を受けると CLEC-2
が血小板から遊離するという in vitro デー
タを得た。これより、血小板が活性化され、
心筋梗塞や脳梗塞の発症準備状態にあると
き、生体内でも遊離 CLEC-2(soluble CLEC-2)
が増え、これを測定することで、動脈血栓症
準備状態を検出することができると考えた。
現在、β-トロンボグロブリン(β-TG)や PF4
が血小板活性化を測る検査として保険算定
されているが、これらは採血や遠心分離の過
程で容易に放出され、本当に生体内での血小
板活性化を示しているのか、信頼性に乏しい。
soluble CLEC-2（sCLEC-2）は血小板表面か
らの遊離であり、検体準備過程の人為操作に
より、遊離してしまう可能性は少ない。これ
より血中 sCLEC-2の測定が動脈血栓症の予防

に有用と考え、臨床応用を目指した ELISA に
よる測定系を構築する。 
 
２．研究の目的 
 我々の研究室では、新規血小板活性化受容
体 CLEC-2 を同定した。血栓止血に関わる
CLEC-2 の生体内リガンドは不明であるが、そ
の強力な血小板活性化能と血小板・巨核球に
特異的な発現より、血栓止血に関与している
と予想され、JST の支援を受けて国際特許出
願に至っている。我々は、CLEC-2 のリガンド
がプラーク部位に認められること、血小板が
活性化されると、CLEC-2 が血小板より遊離す
ることを見出した。これより血中 sCLEC-2 が
生体内で血小板活性化を示すマーカーとな
り、心筋梗塞や脳梗塞などの動脈血栓症の発
症を予測する検査として利用できると考え、
その測定系を構築すると共に臨床応用に向
けた検討を行う。 
 
３．研究の方法 
 (１）sCLEC-2 測定系の構築： 
①抗ヒト CLEC-2 モノクローナル抗体の作

成：human CLEC-2 と rabbit IgG Fc のキ
メラ蛋白(hCLEC-2-rFc2)を抗原としたマ
ウスモノクローナル抗体を作製する。 

②ELISA の構築：組み合わせの検討：上記で
得られたモノクローナル抗体のうち、血
小板やCLEC-2発現培養細胞を使用したフ
ローサイトメーターで、native CLEC-2 を
認識する抗体をスクリーニングする。そ
れらの抗体を 2 種類使用してサンドイッ
チ ELISA の系を構築するが、得られた抗
体すべての組み合わせを検討する。スク
リーニング用抗原としては、CLEC-2 リコ
ンビナント、血小板 lysate、shedding 
sample、血小板を種々の血小板活性化物
質で活性化した後で採取した血清を使用
する。 

(２）臨床応用を目指した基礎検討：適当な
採血管の選定、患者血漿での検討、正常値の
設定 
①心筋梗塞患者血漿での検討：患者血漿で

sCLEC-2 の上昇が認められるか、上記の
ELISA キットを用いて検討する。これらの
検討は、山梨大学医学部倫理委員会にて
承認された「soluble CLEC-2 の測定に関
する臨床研究（糖尿病、心筋梗塞、脳梗
塞）」の範囲内で行った。 

②正常値の設定：本学の職員健康診断時の
検体を用いて正常値を設定する。また、
この際本検査に適当な採血管の選定も同
時に行う。 

(３)in vitro で soluble CLEC-2 発生のメカ
ニズムを検討する：これまでの検討で、血小
板が活性化されると CLEC-2 が血小板より遊
離するというデータを得た。 



① 遊離した CLEC-2（sCLEC-2）は、活性化
血小板より shedding を受けて血小板から
遊離するのか、活性化血小板より産生され
るマイクロパーティクル上に CLEC-2 が認
められるのか、検討する。 

②どの血小板活性化物質（トロンビン、ADP、
コラーゲン、ロドサイチンなど）で sCLEC- 
2 が発生するのか検討する。 

③shedding が起きているとしたら、CLEC-2
を切断する酵素が何か決定する。 

 
４．研究成果 
 抗ヒト CLEC-2 抗体を用いた ELISA 法の開
発は、 human CLEC-2-rabbit IgG Fc のリコ
ンビナントキメラ蛋白を細胞外に分泌する
ように IL2のシグナルベプチドを結合させた
プ ラ ス ミ ド を COS7 細 胞 に transient 
transfection し、精製、マウスへの免疫、抗
体価チェック、細胞融合、クローニングにて
抗 CLEC-2 抗体を作製後、20 種類の抗体の中
から最適な二種類の抗体の組み合わせを決
定し、血中 sCLEC-2 測定キットを構築した。
しかし、血漿成分の影響を受ける非特異反応
が認められたので、それぞれの抗体について
F(ab’)化を実施し ELISA 系を再構築したと
ころ、非特異反応が解消された。新規に作製
した ELISA 系を用いて、リコンビナント
CLEC-2 を抗原とした検量線を作成し血漿検
体を測定した。直線性は、0.09〜10 ng/ml ま
で直線性を認め、平均値±2SD で求めた最小
検出感度は、50 pg/ml であり、添加回収試験
は±20％と良好であった。また、職員 41 例
の血漿検体の平均値±SDは、63±8 pg/ml で
あった。非狭窄患者群と急性冠症候群患者群
にて sCLEC-2 測定を実施した結果、急性冠症
候群患者群にて有意な高値を認めた（p < 
0.05）。今回作成した ELISA 系は、再現性、
直線性に優れており、生体内での血小板活性
化を知る有用な測定系が構築できたと考え
る。 
 生体内での血小板活性化を検討する際、採
血時に血小板が活性化されるため、その影響
を排除しなければならない。PF4,β-TG 測定
法での採血検体は、採血の影響が出ないよう
に特殊な採血管を用いて煩雑な処理を行っ
ている。この採血検体と日常用いられている
EDTA、クエン酸の真空採血管を用いた検体に
ついて sCLEC-2測定を実施した結果、PF4, β
-TG 測定検体と EDTA、クエン酸の真空採血管
検体の間に有意差は認めなかった。以後の検
討は、2 ml EDTA真空採血管を用い、3000 r.p.m, 
10分遠心後の上清250 μlを測定検体として
使用した。 
 sCLEC-2 発生のメカニズムは 2 通りあり、
ひとつは蛋白そのものがメタロプロテアー
ゼにより分解される場合、もう一つは膜の一
部が千切れてできるマイクロパーティクル

上に乗る形で CLEC-2が遊離する場合である。
洗浄血小板をトロンビンで刺激した活性化
血小板上清をウエスタンブロットしたとこ
ろ、CLEC-2 が認められた。活性化血小板上清
を超遠心した結果，ペレットと上清に CLEC-2
が認められた。これより sCLEC-2 発生のメカ
ニズムは蛋白の分解とマイクロパーティク
ルの両方が存在することが明らかとなった。 
 洗浄血小板を CLEC-2 アゴニストのロドサ
イチン、PAR アゴニストのトロンビン、GPVI
アゴニストの polyPHG、GPIb アゴニストの
VWF/ristocetin でそれぞれ刺激すると、いず
れのアゴニストを用いた血小板刺激でも
sCLEC-2 の生成が認められた。 
 CLEC-2 を分解する酵素については、 
MMP-2, MMP-9 が血小板に存在し、血小板活性
化にともなって放出されるとの報告がある
ため、これらのインヒビターを用いて実験し
たところ sCLEC-2 の放出が抑制された。しか
し、リコンビナント CLEC-2 と血小板を混ぜ
た分解実験では、リコンビナント CLEC-2 の
分解は明瞭に確認されず、細胞内に存在する
MMP-9 などの酵素による sCLEC-2 の分解によ
る産生機序は不明であった。また、血小板に
は ADAM10 と 17 が発現していることが知られ
ている。ADAM ファミリーを活性化する NEM で
血小板を処理すると、sCLEC-2 の放出が認め
られた。ミトコンドリアの脱共役剤である
CCCP は ADAM17 を活性化することが知られて
いるが、CCCP で血小板を処理しても sCLEC-2
放出は認められなかった。また、MMP-2 阻害
剤でも sCLEC-2の放出の抑制を認めたことか
ら、ADAM10, MMP-2 が sCLEC-2 放出の責任酵
素ではないかと考えられる。 
 本研究結果から、血小板活性化による
sCLEC-2 の発生は、蛋白が分解されたものと
マイクロパーティクル上に存在することが
明らかとなった。マイクロパーティクル上の
CLEC-2 は、生体内においてさらなる作用を示
すかもしれず、今後の検討が必要であると考
える。sCLEC-2 測定キットは、再現性、直線
性に優れた検査法であり、動脈血栓症の発症
を予測する検査法となりうると考えられた。
今後、動脈血栓症以外の疾患においても
sCLEC-2 測定を実施し、臨床的意義を確認し
て行きたいと考えている。また、sCLEC-2 測
定法の迅速測定を目的として、汎用測定機器
による自動化を検討して行きたいと考えて
いる。 
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