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研究成果の概要（和文）：本研究は、グリオーマの浸潤能と増殖能へのCLEC-2の役割を解明することを目的とした。ヒ
トグリオーマ細胞株を用い、Scratch wound healing assayとCell migration assayにて検討したが、CLEC-2とグリオ
ーマ細胞株の増殖能や遊走能との間に明らかな関連性を認めなかった。
　また、CLEC-2ノックダウンヌードマウス群とコントロールヌードマウス群にヒトグリオーマ細胞を皮下移植し、腫瘍
体積の変化を検討したが、CLEC-2とグリオーマの増殖との間に明らかな関連性を認めなかった。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed to elucidate the role of CLEC-2 in the cell migration and 
proliferation capabilities of glioma. Using the human glioma cell lines, we examined the Scratch wound 
healing assay and Cell migration assay. In addition, subcutaneously transplanted with human glioma cells 
to CLEC-2 knockdown nude mouse group and the control nude mouse group, and the changes in the tumor 
volume were evaluated.
As as result, it was concluded that there was no obvious relationship between the invasion and 
proliferation and the function of the CLEC-2 in glioma cell lines.

研究分野： 脳腫瘍
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１．研究開始当初の背景 
(1) 近年 CLEC-2(C-type lectin-like receptor 

2)という全く新しいクラスの血小板活性受容

体が同定され、この CLEC-2 のリガンドが、

細胞外基質蛋白であるポドプラニンである

事が最近になり発見された。このポドプラニ

ンは一部の腫瘍細胞膜上に発現しており、ポ

ドプラニンが血小板凝集を惹起して癌の転

移を促進していると考えられ、新たな癌の抗

転移薬のターゲットとしても注目されてい

る。 

(2) ヒトグリオーマにもポドプラニンの発現

が確認され、そのグリオーマの悪性度とポド

プラニンの蛋白レベルや mRNA レベルでの

発現量が相関することが報告されている。従

ってグリオーマの脳内の浸潤能・増殖能と、

ポドプラニンによる血小板活性能が関連し

ていると考えられ、ポドプラニンと血小板

CLEC-2 を介した血管新生因子や増殖因子の

放出による機序が示唆された。 
 
２．研究の目的 
共同研究者である Suzuki-Inoue K らが開

発した CLEC-2 欠損骨髄キメラマウスおよ

び抗 CLEC-2 抗体を用いて、 

グリオーマ細胞の浸潤・増殖能における

CLEC-2 のもつ役割の解明を行い、新たなグリ

オーマ治療の可能性を追求することを目的

とした。 

 

３．研究の方法 
(1) CLEC-2 欠損骨髄キメラマウスの作成：

共同研究者である Suzuki-Inoue K らの報

告(J Biol Chem. 285: 24494-24507, 2010)

に従い、CLEC-2欠損骨髄キメラマウスを作

成する。 

(2) CLEC-2 欠損血小板の準備：CLEC-2 欠損

骨髄キメラマウスより抽出した血液を不活

化および洗浄し、modified Tyrode’s buffer

に血小板浮遊液として抽出する。 

(3) In vitro での CLEC-2 とポドプラニンの結

合によるヒトグリオーマ細胞の浸潤能およ

び増殖能への影響を判定：ポドプラニン発

現陽性のヒトグリオーマ細胞と、CLEC-2欠

損血小板およびコントロール血小板

（ CLEC-2 陽 性 ） を 共 培 養 し 、 Cell 

migration assay 法および Scratch wound 

healing assay 法を用いて浸潤能と増殖能

のCLEC-2の有無による変化を定量的に判

定する。 

(4) In-vivo でのグリオーマの増殖能の判

定：ヌードマウスに共同研究者である

Suzuki-Inoue K らが開発した抗 CLEC-2

抗体を投与し、CLEC-2 ノックアウトヌー

ドマウスを作成し、ポドプラニン陽性のヒ

トグリオーマ細胞株をコントロールヌード

マウスとCLEC-2ノックダウンヌードマウ

スに皮下移植し、移植後の腫瘍体積の変化

を比較する。 

 
４．研究成果 

(1) 本研究分担者の協力のもと、CLEC-2 欠損

骨髄キメラマウスの作成を行い、更にそのマ

ウスからCLEC-2欠損血小板の抽出を行った。 

(2) フローサイトメトリーを用いてヒトグリ

オーマ細胞株におけるポドプラニン発現の

確認を行い、ポドプラニン陽性のグリオーマ

細胞とポドプラニン陰性のグリオーマ細胞

をその後の研究実験用に培養継代した。 

(3) In vitro での CLEC-2 とポドプラニンの結

合によるヒトグリオーマ細胞の浸潤能およ

び増殖能への影響を判定した。 

 ①ポドプラニン陽性グリオーマ細胞株に

対しコントロールとしてポドプラニン陰性

グリオーマ細胞株を用い、それぞれに

CLEC-2陽性血小板とCLEC-2欠損血小板

を共培養し、Cell migration assay（浸潤

能の評価）および Scratch wound healing 

assay（増殖能の評価）を行い、CLEC-2

の有無によるそれぞれの変化を定量的に判

定したが、細胞株の違いや結果毎のばらつ



きが大きく、CLEC-2 とポドプラニンの反

応による変化を評価することは困難であっ

た（図 1 および図 2）。 

 

図 1 Cell migration assay 

 

 
図 2 Scratch woulnd healing assay 

 

②次に同一のグリオーマ細胞株でのポド

プラニンの有無による違いを評価するため、

ポドプラニン陽性グリオーマ細胞株に対し

て si-RNA を用いてポドプラニンのノック

ダウンを行い、フローサイトメトリーで確

認し、同一グリオーマ細胞株でポドプラニ

ンの陽性株と陰性株を樹立した。 

 

図 3 ポドプラニンのノックダウン 

 

 ③同一グリオーマ細胞株でポドプラニン

の陽性株と陰性株を用いて、再度 Cell 

migration assay（浸潤能の評価）を行い、

CLEC-2 の有無によるそれぞれの変化を定

量的に判定したが、実験結果ごとのばらつ

きもあり、ポドプラニンの有無によるグリ

オーマ細胞の遊走能の違いに有意差を証明

できなかった（図 4）。 

 
図 4 Cell migration assay 

 

(4) In vivo での実験を行うため、ヌードマウ

スに本研究分担者らが開発した抗 CLEC-2 抗

体を投与し、CLEC-2 ノックダウンヌードマウ

スを作成した。ポドプラニン陽性のヒトグリ

オーマ細胞株を、コントロールのヌードマウ

ス(n=9)と CLEC-2ノックダウンヌードマウス

(n=9)の皮下にそれぞれ移植し、移植後の腫

瘍体積の変化と体重変化を比較した。移植後

26 日目までの観察を行い、マウスの体重変化

（図 5）においては CLEC-2 ノックダウン群が

コ ン ト ロ ー ル 群 よ り 有 意 に 増 加 し た

(p=0.01)が、移植した腫瘍体積変化（図 6）

においては、コントロール群と CLEC-2 ノッ

ク ダ ウ ン群 に 有 意 差 を 認 め な か っ た

(p=0.34)。 

 

図 5 マウスの体重変化 

 



 

図 6 移植した腫瘍体積変化 

 

 以上より、今回の研究において、ヒトグリ

オーマ細胞の遊走能と増殖能に対する、ポド

プラニンと CLEC-2 の関与は明らかではなか

った。 
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