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研究成果の概要（和文）：血小板活性化受容体CLEC-2は，ある種の癌細胞表面に発現するポドプラニンと結合す
ることで，癌の転移を促進する．それゆえに，抗CLEC-2薬は，抗血小板および抗転移効果が期待される．その創
薬ソースとして蛇毒ロドサイチンに注目した．ロドサイチンのCLEC-2との結合部位および複合体の形成メカニズ
ムを検証するために，哺乳類細胞株を用いて遺伝子組換え野生型および変異型ロドサイチンを作製した．その結
果，抗CLEC-2効果のある変異型ロドサイチンを見出した．マウスモデルにおいて，この変異型ロドサイチンは，
血小板凝集を惹起することなく，ポドプラニン依存性の癌転移を強く抑制した．

研究成果の概要（英文）：Platelet activation receptor CLEC-2 binds to podoplanin expressed on the 
surface of several kinds of cancer cells, which facilitates cancer metastasis. Therefore, 
anti-CLEC-2 drugs are expected to have anti-platelet and anti-metastatic effects. We focused on 
snake venom rhodocytin as its drug discovery source. In order to verify the binding site of 
rhodocytin with CLEC-2 and the formation mechanism of the complex, recombinant wild-type and mutant 
rhodocytin were produced with mammalian cell line. As a result, we found mutant rhodocytin with 
anti-CLEC-2 effect. In the mouse model, this mutant rhodocytin strongly inhibited 
podoplanin-dependent cancer metastasis without inducing platelet aggregation.

研究分野：血栓・止血学
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１．研究開始当初の背景 
先進国では 2 人に 1 人以上が癌か心筋梗

塞か脳梗塞で亡くなる．心筋梗塞や脳梗塞は

血小板が血管の中で不適切に活性化されて，

血管の中に血栓を作ることが原因で生じる．

心筋梗塞や脳梗塞を予防する薬剤として，抗

血小板薬はあるが，問題も少なくない．最近，

血小板の細胞表面の受容体タンパク質であ

る C-type lectin-like receptor 2(CLEC-2)が

当講座にて同定され (Suzuki-Inoue etal. 

Blood 2006)，その生体内リガンドが膜タンパ

ク質ポドプラニン(Pod)であることも見出さ

れた(Suzuki-Inoue et al. JBC 2007)．さらに

CLEC-2 は，①血流条件下で血小板同士の結

合を強化して，血栓を安定に保つ，②癌細胞

の Pod と結合してその血行性転移を促進す

るという病態生理学的機能をもつことを報

告した(Kato et al. Cancer Sci 2008)． 

我々は CLEC-2 が血栓症と癌転移の予防

ターゲットとして有望であると考え，

CLEC-2の生体外リガンドである蛇毒由来タ

ンパク質ロドサイチンに注目した．天然ロド

サイチンが，強力な Pod-CLEC-2抑制作用を

示すことを確認しており．血小板活性化作用

のない遺伝子組換えロドサイチン変異体を

作製できれば抗 CLEC-2 薬として利用でき

ると考えた． 

ロドサイチンは独立した遺伝子にコード

された αと βサブユニットから構成されるヘ

テロ二量体を基本構造にしており，その構造

の複雑さのためから，遺伝子組換え体の成功

例は報告されていなかったが，我々は，活性

のある遺伝子組換えロドサイチンの作製に

成功していた．しかしながら，CLEC-2との

結合部位などのその機能検証は試みられて

いなかった． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，心筋梗塞・脳梗塞，癌の

予防や有効な治療を目指した抗血小板薬お

よび抗転移薬として可能性のある CLEC-2

を標的とした分子標的治療薬(抗 CLEC-2

薬)の開発を目指し，CLEC-2 結合能を持つ

が血小板活性化能を欠く変異組換えロドサ

イチンの抗血小板効果および抗癌転移効果

の検証を行い，実用化に向け最適化すること

である． 

 
３．研究の方法 

CLEC-2 結合蛇毒ロドサイチンの遺伝子

組換え体にアミノ酸置換や部分欠損変異を

施し，CLEC-2 と結合するが血小板を活性化

しない変異体を抗 CLEC-2 薬として作製す

る．さらに，これらの変異体の抗血小板凝集

効果およびマウスモデルを用いた癌転移抑

制効果を検討する．この作製のための基礎的

検討として，CLEC-2の結合部位の同定やロ

ドサイチンの複合体形成メカニズムを明ら

かにすることを試みる．  
 
４．研究成果 

(１) CLEC-2結合部位の同定 

野生型ロドサイチン(αWTβWT)は，ヒト洗

浄血小板を凝集させるが，α サブユニットの

4 番目のアスパラギン酸(D4)をアラニンに置

換した変異体(αD4AβWT)は，凝集能を失った

(図 1 上)．CLEC-2 を発現した CHO 細胞を

用いたフローサイトメトリーにより解析し

た結果，αWTβWTはCLEC-2に結合するが，

αD4AβWTはCLEC-2に結合しなかった(図1

下)．このことから，ロドサイチンにおける

CLEC-2 との結合部位は α サブユニットの

D4であることが示唆された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

(２) ロドサイチンの複合体形成 

 ロドサイチンは αと βサブユニットがジス

ルフィド結合しヘテロ二量体となり，さらに

水素結合などによってさらに大きな複合体

となると報告されていたが，そのメカニズム

は不明のままであった．α サブユニットの酸

性アミノ酸と βサブユニットの塩基性アミノ

酸が水素結合すると仮説を立てて，これらを

検証した．その結果，天然ロドサイチンおよ

び野生型ロドサイチンはヘテロ八量体(およ

ぞ 120kD，すなわち αβ のヘテロ二量体

30kDa×4)，αWTβK53A/R56Aはヘテロ四量

体であることが，Blue-Native PAGEより明

らかとなった(図 2)．また，αWTβK53A/R56A

は CLEC-2に結合するが，血小板凝集能を失

っていた(図 3)．つまり，αWTβK53A/R56A

は機能抑制型ロドサイチン変異体であった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(３) 機能抑制型ロドサイチン変異体による

ロドサイチン惹起血小板凝集の抑制効果 

機 能 抑 制 型 ロ ド サ イ チ ン 変 異 体

αWTβK53A/R56Aを，ヒト洗浄血小板ととも

にインキュベートした後に，0.6 μg/mLロド

サイチンで血小板を刺激し，凝集率を経時的

にモニタリングした(図 4)．その結果，血小

板凝集を完全に抑制するための濃度は，192 

ng/mL であった．この濃度はアゴニストの

1/3であり，αWTβK53A/R56Aが極めて強い

血小板凝集抑制能を持つことを示唆した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(４) 機能抑制型ロドサイチン変異体による

ポドプラニン依存性の癌転移の抑制効果 

機 能 抑 制 型 ロ ド サ イ チ ン 変 異 体

αWTβK53A/R56Aが，CLEC-2とポドプラニ

ンの結合をブロックするならば，ポドプラニ

ンを発現した癌細胞の遠隔転移を抑制する

はずである．このことを検証するために，ポ

ドプラニンを発現した癌細胞をマウスに尾

静注することで二週間後に肺へ癌転移する

モデルを構築した．その結果，PBSの投与で

は ， 肺 の 表 面 が 凸 凹 し て い る が ，

αWTβK53A/R56Aの投与(24μg/マウス)では，

肺の表面が滑らかであった(図 5左)．さらに，

癌細胞によって形成される結節の数は，

αWTβK53A/R56Aの投与によって，有意に減

少した(図 5 右)．つまり，機能抑制型ロドサ

イチン変異体はポドプラニン依存性の癌転

移を抑制することを示唆した． 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(５) まとめ 

機能抑制型ロドサイチン変異体 αWTβ

K53A/R56A は，ロドサイチン惹起血小板凝

集を低濃度で抑制し，さらに，ポドプラニン

発現癌細胞の遠隔転移を抑制することを見

出し，ロドサイチンが，抗 CLEC-2薬の有望

な創薬ソースであることを示した．現在，こ

の免疫原性を下げるために CLEC-2 との結

合部位に注目し低分子化を試みている． 
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