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研究成果の概要（和文）：血小板は動脈硬化の進行にも関与する。頸動脈プラーク内に集積したマクロファージ
には、血小板活性化受容体CLEC-2のリガンドであるポドプラニン(PDPN)が発現する。高脂肪食で動脈硬化を起こ
すApoE欠損マウスに抗CLEC-2抗体を投与したところ対照群に比べて有意にプラーク面積が抑制された。また、血
小板CLEC-2欠損により動脈硬化層へのマクロファージの浸潤が抑制された。高脂肪食ApoE欠損マウスでは全単核
球に占める単球の割合が増加し、単球の20-50%が血小板と結合していた。血小板CLEC-2が単球PDPNと結合し、内
皮下への浸潤とマクロファージへの分化を経て動脈硬化を増悪させると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Platelets play a role in progression of atherosclerosis. Podoplanin, which 
is a ligand for a platelet activation receptor CLEC-2, is expressed on the surface of macrophages 
infiltrated into atherosclerotic lesion. CLEC-2 depletion inhibited atherosclerotic lesion and 
macrophage infiltration into the lesion in ApoE-deficient mice fed with high fat diet. These mice 
also showed increased percentage of monocytes in mononuclear cells and 20-50% of these monocytes 
bound to platelets. These findings suggest that platelet CLEC-2 binds to PDPN in monocytes, which 
facilitates monocyte infiltration into the subendothelial lesion and differentiation into 
macrophages, thereby atherosclerosis is aggravated.     

研究分野： 血小板生物学、感染制御学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
動脈硬化病変は進行すると脂質に富むプラークとなるが、脆弱なため破綻した場合血栓症を引き起こす。血小板
は、プラーク破綻時の血栓形成だけでなく動脈硬化自体の進行にも関与することが知られている。これまでに
GPIbに代表されるいくつかの血小板活性化受容体の抗体やノックアウトマウスで動脈硬化進展抑制効果が確認さ
れているが、出血傾向の助長という問題があった。血小板活性化受容体CLEC-2欠損マウスは、病的血栓形成は抑
制されるが、出血傾向の有意な増悪は認められない。CLEC-2は、出血傾向のない抗動脈硬化薬剤のターゲット蛋
白となりうる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
動脈硬化病変は進行すると脂質に富むプラークとなるが、脆弱なため破綻した場合血栓症を引
き起こす。血小板は、プラーク破綻時の血栓形成だけでなく動脈硬化自体の進行にも関与するこ
とが知られている。これまでに GPIb に代表されるいくつかの血小板活性化受容体の抗体やノッ
クアウトに動脈硬化進展抑制効果が確認されているが、出血傾向の助長という問題があった。私
たちが同定した血小板活性化受容体 CLEC-2 は、そのノックアウトマウスにおいて、血栓形成は
抑制されるものの出血傾向は認められないという大きな利点がある。加えて、ヒトおよびマウス
の頸動脈プラーク内に集積したマクロファージには、CLEC-2 のリガンドである Podoplanin や
S100A13 が発現しており、プラーク形成に血小板 CLEC-2 が関与している可能性を考えた。高脂
肪食によりアテローム性動脈硬化を起こす ApoE 欠損マウスに抗 CLEC-2 抗体を投与したところ
コントロール抗体投与群に比べて有意にプラーク面積が減少したことから血小板 CLEC-2 の動
脈硬化進展への関与が示唆された。 
 
２．研究の目的 
抗 CLEC-2 抗体投与 ApoE 欠損マウスでプラーク形成が抑制されたことから、血小板 CLEC-2 が”
出血傾向を伴わない動脈硬化抑制”のターゲットになる可能性が示唆された。そこで本研究では、
遺伝的血小板 CLEC-2 欠損を導入した ApoE 欠損マウスで動脈硬化進展抑制が認められるかを確
認したのち、血小板 CLEC-2 欠損が動脈硬化進展を抑制するメカニズムを、リガンドである
Podoplanin との相互作用に特に注目して明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝的 CLEC-2/ApoE 二重欠損マウスにおけるプラーク形成の評価 
血小板 CLEC-2 の動脈硬化進展への寄与を調べるために、遺伝的 CLEC-2 欠損を ApoE マウス      
に導入した。CLEC-2 は血小板が主たる発現細胞だが、好中球などいくつかの白血球には状況  
によって CLEC-2 が発現する。血小板 CLEC-2 の重要性を明らかにするため全身 CLEC-2 欠損  
および PF4-Cre による血小板特異的 CLEC-2 欠損マウスを用いた。しかし全身 CLEC-2 欠損マ 
ウスは肺発生異常により出生直後に死亡してしまう。そこで、全身 CLEC-2 欠損マウスおよび 
血小板特異的 CLEC-2 欠損の胎仔肝臓由来造血幹細胞を放射線照射骨髄破壊 ApoE 欠損マウス  
に移植し、骨髄のみ CLEC-2 欠損となった骨髄キメラマウスを用いた。全血球 CLEC-2 欠損お  
よび血小板特異的 CLEC-2 欠損の骨髄キメラ ApoE 欠損マウスに高脂肪食を与えてプラーク形 
成を観察し、CLEC-2 野生型骨髄キメラ ApoE 欠損マウスと比較した。 

(2)血小板 CLEC-2 欠損がプラーク形成を抑制するメカニズムの解明 
①組織学的検討 
(1)で使用したマウスについて大動脈起始部に形成されたプラークの組織標本を作製し、プ
ラークの性状の指標である脂質コアのサイズ、マクロファージの浸潤、被膜厚をオイルレッ
ド-O 染色、CD68 免疫染色、α-SMA 免疫染色により解析する。さらにプラーク内の微小血
管形成や血小板の侵入についてそれぞれ CD31、CD41 の免疫染色により解析する。  

②アテローム性動脈硬化病変に蓄積するマクロファージは CLEC-2 のリガンドである
Podoplanin を強く発現している。血小板 CLEC-2 とマクロファージ Podoplanin の相互作用が
プラーク形成を促進していると考え、in vitro でマクロファージの遊走に血小板が関与する
か実験する予定だったが、生体での血小板と単球の相互作用（接着）を示すデータが必要で
あると考え、in vivo での解析を優先した。高脂肪食を与えた ApoE 欠損マウスの頸動脈血管
内皮への血小板および白血球（主に単球）の接着をライブイメージングで観察した。さらに
血流中の白血球の Podoplanin の発現および血小板との接着についてフローサイトメトリー
で解析した。 

 
４．研究成果 
CLEC-2 欠損の放射線骨髄キメラ ApoE 欠損マウス（以下キメラマウスと略す）に高脂肪食を与
えたところ、血小板 CLEC-2 欠損キメラマウスでは CLEC-2 野生型キメラマウスに比べプラーク
面積が有意に減少したのに対し、全血球 CLEC-2 欠損キメラマウスでは有意な減少は認められな
かった。以上より血小板 CLEC-2 欠損がプラーク形成抑制に働くことが判明した。さらに全血球
CLEC-2 欠損ではプラーク形成は抑制されなかったことから、他の CLEC-2 発現血球が血小板
CLEC-2 とは逆の影響をもたらす可能性も示唆された。血小板 CLEC-2 欠損キメラマウスについ
てさらに解析を進めたところ、血小板 CLEC-2 欠損によりマクロファージ（CD68）の浸潤が抑
制されていることも見出した（次項図１）。一方被膜厚（α-SMA）について明らかな違いは認め
られず、プラーク内微小血管（CD31）やプラーク内侵入血小板（CD41）も認められなかった。 
以上の結果より、血小板 CLEC-2 がマクロファージの浸潤を促進することでプラーク形成に関与
している可能性が示唆された。 



次に in vivo での頸動脈内皮への血小
板および白血球の接着をライブイメー
ジングで解析することを試みた。本学
工学部ものづくり教育実践センターの
協力のもと、総頸動脈内を流れる蛍光
標識した血小板と白血球が血管内皮に
接触する瞬間を観察する血管保定器を
作製した。しかしながら、素材や蛍光の
透過性、サイズの小さによる保定不良
など複数の問題があり、最終的に本実
験は断念せざるを得なかった。次に、
血流中の白血球での Podoplanin の発
現や血小板/白血球の接着について解
析を行った。CLEC-2 野生型 ApoE 欠損
マウスの単核球（単球、Tリンパ球、B
リンパ球）での Podoplanin の発現およ
び血小板の接着をフローサイトメトリーで解析した。高脂肪食により動脈硬化を誘導した ApoE
欠損マウスでは単球の 10-20%に Podoplanin の発現が認められ、20-50%の単球が血小板と接着し
ていた。また、全単核球に占める単球の割合が増加していた。一方 T および B リンパ球では
Podoplanin の発現や血小板の接着はほとんど認められなかった。これらの結果から、血小板
CLEC-2 が単球 Podoplanin と結合し、血小板活性化及び血小板/単球接着を誘導して内皮下への
浸潤を起こし動脈硬化を増悪させるという新たな動脈硬化進展のメカニズムが考えられた。 
 

図１：血小板 CLEC-2 欠損によるプラークの減少 
左：CLEC-2 野生型キメラマウス 
右：血小板 CLEC-2 欠損キメラマウス 
大動脈起始部プラークでの CD68（赤）、α-SMA（緑）の発現 
青は核（DAPI） 
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