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研究成果の概要（和文）：C-type lectin-like receptor 2 (CLEC-2)はリンパ管内皮細胞などに発現する
podoplanin (PDPN)をリガンドとする血小板活性化受容体である。本研究ではCLEC-2の血小板・巨核球造血に対
する作用を解析した。CLEC-2とPDPNの結合は直接的に巨核球前駆細胞の自己増殖を促進することが明らかになっ
た。我々は骨髄細動脈の周皮細胞にPDPN陽性細胞、BM FRC-like cellを同定した。骨髄細動脈近傍にはBM 
FRC-like cellにより構成されるCLEC-2/PDPN依存的な新たな血小板・巨核球造血微小環境が存在することを見出
した。

研究成果の概要（英文）：C-type lectin-like receptor 2 (CLEC-2) is a platelet activating receptor 
which binds to podoplanin (PDPN). In this study, we investigated a physiological function of CLEC-2 
and/or PDPN for meagkaryo/thrombopoiesis. The interaction of CLEC-2 with PDPN directly accelerated 
expansion of megakaryocyte progenitors. We also newly identified PDPN expressing bone marrow stromal
 cells adjacent to arterioles in the bone marrow, and termed as BM FRC-like cells. Now, we propose 
that BM FRC-like cells provide a novel CLEC-2/PDPN dependent megakaryopoietic microenvironment in 
the vicinity of arterioles in the bone marrow.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
C-type lectin-like receptor 2 (CLEC-2)は血小

板凝集を惹起する蛇毒タンパク rhodocytin の
受容体として 2006 年に山梨大学の井上らに
よって同定された血小板活性化受容体であ
る (Blood, 2006)。CLEC-2 の生体内リガンド
は翌年の 2010 年に podoplanin (PDPN) が、同
じく井上らによって同定されている (JBC, 
2007)。PDPN との相互作用による血小板
CLEC-2 の生理機能については、① 血小板活
性化による血栓形成促進、②  胎生期の血
管・リンパ管分離の促進、③ リンパ節高内
皮細静脈の integrity 維持、④ 腫瘍の転移・増
殖への関与などが報告されている。しかしな
がら、これまでに CLEC-2 の血球造血に関す
る知見は皆無であった。 
 
２．研究の目的 

CLEC-2 KO マウスは血小板と赤血球数が
減少する事が報告されている (Nat Biotech, 
2010)。これまでの検討により、我々は新たに、
① CLEC-2 が巨核球前駆細胞で既に発現し
ている事、② 巨核球・血小板特異的 CLEC-2 
KO マウスで巨核球前駆細胞が減少している
事、③ 赤血球系細胞にも CLEC-2 が発現して
いる事を見出した。これらは CLEC-2 が巨核
球・赤血球造血に関与する事を強く示唆する
ものである。そこで本研究は巨核球の分化成
熟における CLEC-2 の役割を解明することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
① マウス 
 本研究は、巨核球血小板特異的 CLEC-2 ノ
ックアウト (conditional knock-out: cKO)マウ
スとして、Pf4-Cre, Clec1bflox/floxマウスを用い
て行った。 
 
② 巨核球造血への CLEC-2 の作用 (clonal 
expansion への影響) 
巨核球前駆細胞の clonal expansion は

MegaCult-C を用いた semisolid collagen culture
による colony formation assay で評価した。 
 
③ 骨髄内 PDPN 陽性細胞の探索 
 大腿骨骨髄の凍結組織切片に対し、免疫組
織化学染色で PDPN 陽性細胞と巨核球(CD41
陽性)系細胞の局在を蛍光顕微鏡下で観察し
た。その他、骨髄間質細胞のマーカー抗原と
して、CD31(血管内皮細胞)、Sca-1 (骨髄細動
脈内皮細胞)の免疫染色を実施した。 
 
④ 巨核球造血への CLEC-2 の作用 (巨核球
成熟度への影響) 
 巨核球の成熟度に対する CLEC-2 の解析は 
proplatelet formation (PPF)で行った。PPF assay
は E13.5 の胎仔肝臓細胞を対象に行い、TPO
存 在 下で巨 核 球へ分 化 させた 細 胞 の
proplatelet 形成率を光学顕微鏡でカウントす
ることで実施した。 

 
４．研究成果 
① CLEC-2 と PDPN の相互作用は巨核球系
細胞の clonal expansion を促進する 
 CLEC-2 WT と CLEC-2 cKO マウスの大腿
骨骨髄に存在する巨核球数を比較したとこ
ろ、CLEC-2 cKO マウスにおいて、巨核球系
細胞、特に CD41 陽性 CD42b 陰性の未熟巨核
球の減少が認められた (図 1A)。In vitro にお
ける colony expansion assay では、TPO 刺激だ
けでは CLEC-2 WT と CLEC-2 cKO 巨核球の
コロニー形成数は変わらなかったが、CLEC-2
のリガンドである PDPN のリコンビナントを
添加した条件では、CLEC-2 WT 巨核球のコロ
ニー形成増強が認められた (図 1B)。この結
果から、巨核球 CLEC-2 の刺激は巨核球前駆
細胞の clonal expansion を促進することがわ
かった。 

図 1. PDPN による巨核球 CLEC-2 刺激は巨核
球前駆細胞の自己増殖を促進する . A) 
CLEC-2 WT, cKO マウス大腿骨骨髄の巨核球
系細胞数 . B) MegaCult-C colony expansion 
assay. rFC2, rabbit immunoglobulin FC2 domain. 
PDPN-rFC2, podoplanin-rabbit immunoglobulin 
FC2 domain fusion recombinant protein. 
 
② 骨髄における PDPN 陽性間質細胞の同定 
 CLEC-2 WT マウスの大腿骨凍結切片を抗
PDPN 抗体で免疫染色することで、骨髄内の
PDPN 陽性細胞を探索した。骨髄細動脈の周
囲細胞が PDPN 陽性であることがわかり、さ
らにその近傍に巨核球系細胞のコロニーが
局在していることが明らかになった (図 2)。
PDPN 陽 性 細 動 脈 周 囲 細 胞 の
immunophenotype は、我々が検討した範囲で
はリンパ節に存在する fibroblastic reticular cell 
(FRC)と一致しており (図 3)、骨髄細動脈
PDPN 陽性細胞を BM FRC-like cell と名付け
た。これらの知見は傍細動脈領域において



PDPN 陽性間質細胞が巨核球造血に関与して
いることを示唆するものであった。 

図 2. マウス大腿骨骨髄免疫組織化学染色結
果. A) 骨髄細動脈の周囲細胞は PDPN 陽性で
ある. 細動脈血管内皮細胞はCD31陽性 Sca-1
陽性である. B) 骨髄細動脈近傍における巨
核球系細胞のコロニー形成像.  

図 3. 骨 髄 PDPN 陽 性 間 質 細 胞 の
immunophenotyping 結果 
 
③ BM FRC-like cell は巨核球系細胞のコロ
ニー形成を促進する  
 BM FRC-like cell を含む骨髄間質細胞を in 
vitro で分離・培養する方法を確立し、巨核球
前駆細胞との共培養を行った。BM FRC-like 
cell は CLEC-2 WT 巨核球のコロニー形成を
促進したが、CLEC-2 cKO 巨核球ではその作
用は認められなかった (図 4)。BM FRC-like 
cell と WT 巨核球の共培養に抗 PDPN 中和抗
体を添加すると巨核球コロニーの形成が減
弱した。以上の結果から、BM FRC-like cell
は CLEC-2 と PDPN の結合 (CLEC-2/PDPN 

axis) によって巨核球のコロニー形成を促進
することが明らかになった。 

図 4. BM FRC-like cell と巨核球前駆細胞の共
培養結果.  
 
④ BM FRC-like cell は CCL5 を放出するこ
とで成熟巨核球の血小板産生も促進する 
 BM FRC-like cell と巨核球の共培養では、
巨核球コロニー形成だけではなく、成熟巨核
球の血小板産生 (proplatelet formation: PPF)も
促進されていた。巨核球への PDPN リコンビ
ナントの添加は PPF を促進することはなく、
巨核球における CLEC-2 刺激（活性化）が直
接PPFを促進しているわけではないことがわ
かった。すなわち、共培養における血小板産
生促進作用は BM FRC-like cell による別の経
路でもたらされていると考えられた。そこで、
BM FRC-like cell を CLEC-2 リコンビナント
で刺激し、その培養上清 (conditioned medium) 
を巨核球に添加したところ、PPF の明らかな
促進が認められた (図 5)。この結果から、BM 
FRC-like cell の PDPN が CLEC-2 と結合する
と、BM FRC-like cell が何らかの PPF 促進因
子を放出することが考えられた。 

図 5. BM FRC-like cell conditioned medium に
よる巨核球の PPF 促進. 
 
 BM FRC-like cell が放出する PPF 促進因子
を同定するために、conditioned medium につ
いて Proteome Profiler Mouse Cytokine Array を
行った。その結果、CXCL10, CXCL2, CCL5
が候補因子として挙がった。PPF assay に各因
子のリコンビナントを供し、PPF 促進作用を
検討したところ、CCL5 (RANTES)が PPF 促進
因子として同定された (図 6)。 
 
 
 
 



図 6. BM FRC-like cell conditioned medium の
PPF 促進作用は CCL5 によるものと同定. A) 
Proteome Profiler Mouse Cytokine Arrayの結果. 
B) 候補ケモカインを供した PPF assay 結果. 
 
骨髄細動脈近傍において BM FRC-like cell

は CLEC-2/PDPN 依存的な血小板・巨核球造
血の場、すなわち微小環境を提供していると
考えられた。これまで、巨核球の増殖は骨髄
内の骨周辺部分で起こり、類洞周辺に移動し
て血小板造血が起こると考えられてきた。本
研究によって、我々は骨髄細動脈近傍でも
BM FRC-like cell に よ り 構 成 さ れ る
CLEC-2/PDPN 依存的な新たな血小板・巨核
球造血微小環境が存在することを提唱した。 
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