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研究成果の概要（和文）：　関節リウマチ患者の関節を構築する滑膜に血小板活性化受容体CLEC-2のリガンドで
ある膜蛋白、ポドプラニンが発現すると報告された。
　血小板巨核球でのみCLEC-2が欠損する骨髄キメラマウスあるいは野生型骨髄キメラマウスにK/BxNマウスの血
清を腹腔内投与して関節炎を惹起したところ、CLEC-2欠損マウスで有意に関節炎の程度が減弱した。リウマチ患
者滑膜細胞に組換CLEC-2を添加したところ、炎症性サイトカインの産生や細胞増殖が促進した。炎症で毛細血管
より漏出した血小板上のCLEC-2と滑膜細胞ポドプラニンの結合で生じる滑膜細胞の増殖、炎症性サイトカインの
産生により、関節炎が増悪すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：   It has been reported that podoplanin, a ligand of the platelet activation
 receptor CLEC-2, is expressed on synovial cells in the joint of patients with rheumatoid arthritis.
 In the present study, we investigated a role of CLEC-2 in thrumatoid arthritis. 
   The extent of experimental arthritis is significantly decreased in CLEC-2-deficient bone 
marrow-chimeric mice. Podoplanin stimulation by recombinant CLEC-2 increased inflammatory cytokines 
and cell proliferation. 
   We proposed that platelets are leaked from hyper-permeabilized capillaries during inflammation 
and that the interaction between platelet CLEC-2 and podoplanin in synovial cells exacerbate 
arthritis by inflammatory cytokines and cell proliferation. 

研究分野： 血栓止血学
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１．研究開始当初の背景 
我々は血小板活性化受容体 CLEC-2 を同定し
（Blood 2006）、その生体内リガンドが膜蛋白
ポドプラニンであること(JBC 2007）を含め、
様々な機能を明らかにした。最近、血小板マ
イクロパーティクルが関節リウマチ  (RA) 
の増悪因子になるという報告と、RA 患者の
滑膜にポドプラニンが発現するという報告
がなされた。これより、血小板 CLEC-2 と滑
膜のポドプラニンの結合で生じた活性化血
小板から生じる何らかの物質が、関節炎を増
悪させるという仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、血小板 CLEC-2 と滑膜のポ
ドプラニンの結合で生じた活性化血小板か
ら生じる何らかの物質が、関節炎を増悪させ
るという仮説を検証し、すでに見出した
CLEC-2 結合低分子化合物の抗関節炎効果を
検討することである。 
 
３．研究の方法 
①  リウマチモデルマウスを用いた実験： 
CLEC-2 欠損マウスに KBx/N マウスの血清を
投与することで惹起された関節炎の程度を
野生型と比較する。具体的には、血小板・巨
核球特異的 CLEC-2 欠損骨髄キメラマウス
に KBx/N マウスの血清を day 0, day 2 に腹腔
内投与して関節炎を惹起し、day 8 まで継続的
に四肢の周径を測定して合計した値を関節
炎の程度とした。別の実験では、関節炎を惹
起した野生型マウスに、CLEC-2 結合低分子
化合物リガンドあるいはDMSOを1日おきに
腹腔内投与し、同化合物による関節炎抑制効
果を検討した。同化合物は、別の実験で、
CLEC-2 に結合してポドプラニンの結合を抑
制すること、CLEC-2 リガンドである蛇毒、
ロドサイチン惹起血小板凝集をほぼ特異的
に抑制することが示されている。 
② 培養細胞を用いた In vitro での実験： ヒ
ト RA 滑膜細胞とヒト変形性関節症 (OA) 滑
膜細胞のポドプラニンの発現や、血小板やリ
コンビナント CLEC-2 添加により、滑膜細胞
からのサイトカイン産生や遊走、増殖能を、
RT-PCR, scratch assay, 細胞数計測により検討
した。 
③ 臨床検体を用いた検討： RA 患者と OA
患者の滑膜でのポドプラニンの発現やリコ
ンビナント CLEC-2 の結合を検討。RA 患者
と OA 患者の血漿や関節液中の soluble 
CLEC-2 を測定する。 
 
４．研究成果 
①リウマチモデルマウスを用いた実験： 当
初、CLEC-2 欠損マウスに抗コラーゲン抗体
カクテルして、関節炎を惹起するモデルにつ
いて検討した。CLEC-2 欠損マウスを作製し
た系統である C57BL/6 マウスに関節炎を惹
起する場合、大量の抗体カクテルと共に LPS
を投与しなければ関節炎を惹起できなかっ

た。LPS 投与により高度の血小板減少が生じ
たため、血小板の関節炎に及ぼす影響を検討
する系としては不適切であり、別のモデルを
検討した。 

KRN マウスと NOD マウスを交配した F1
マウスである KBx/N マウスの血清には 抗
glucose-6–phosphate isomerase (GPI) 抗体が含

まれ、これが関節の GPI に作用して関節炎を
惹起するとされる。K/BxN マウスの血清は、
C56BL/6マウスにもLPSなしで関節炎を惹起
できた。 
図１に示すように、血小板・巨核球特異的

CLEC-2 欠損骨髄キメラマウスあるいは野生
型キメラマウスに K/BxN マウス血清を投与
して関節炎を惹起したところ、CLEC-2 欠損
マウスで有意に関節炎の程度が減弱してい
た。予想通り、野生型マウスの血清を投与さ
れた CLEC-2 欠損あるいは野生型骨髄キメラ

マウスは関節炎が惹起されなかった。 
関節炎の程度は、CLEC-2 結合低分子化合

物リガンドを投与したマウスで有意に抑制
された。 
以上より、血小板 CLEC-2 は何らかの細胞

に発現するポドプラニンと結合することで、
関節炎を促進することが示された。 
 
②培養細胞を用いた In vitro での実験：  
滑膜細胞に発現するポドプラニンと血小板
の CLEC-2 の結合が何らかの要因で炎症を促
進する作用を持つのではないかと考え、ヒト
滑膜細胞を血小板あるいはリコンビナント
CLEC-2 で刺激することで生じる変化を検討
した。 
まず、ヒト RA 滑膜細胞、ヒト変形性関節



症(OA) 滑膜細胞、ヒト正常繊維芽細胞のポ
ドプラニンの発現をフローサイトメーター
で検討したところ、既報と異なり、すべての
細胞でポドプラニンの発現が認められ、院生
コントロールとして使用できる細胞が得ら
れなかった。 
そこで、RA 患者由来滑膜細胞に、リコン

ビナント CLEC-2 を添加すると、IL-6、IL-8
といった炎症性サイトカインの産生が、コン
トロール蛋白に比較して有意に増加した（現
在再検中）。野生型血小板あるいは CLEC-2
欠損血小板と共存させた場合、IL-6, IL-8 の
産生は、野生型血小板で多い傾向が認められ
た。 
滑膜細胞の遊走能の増加は、血小板、リコ

ンビナント蛋白ともに認められなかった。 
増殖能はリコンビナント CLEC-2 添加群で

多い傾向が認められたが、再検を要する。 
③臨床検体を用いた検討： RA 患者の血漿
soluble CLEC-2 は有意な増加は認められず、
関節液中の soluble CLEC-2 は関節液が粘調で
あり、測定できなかった。 
 
以上より、血小板 CLEC-2 は滑膜細胞の
CLEC-2 と結合して、炎症性サイトカインの
産生を促進することで炎症を増悪させると
考えられた。 
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