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研究成果の概要（和文）：本研究では、腫瘍内血小板が抗腫瘍免疫応答に与える影響を明らかにし、免疫チェッ
クポイント阻害剤の治療応答性の改善に繋がる分子や経路を提示することを目的とした。その結果、がん細胞に
おける血小板活性分子PDPNの発現亢進により、腫瘍内部の免疫細胞の存在比が変化することや、免疫細胞の遊走
に寄与するケモカインの発現変動が生じることが明らかになった。本研究成果から、ある種のケモカイン分子の
機能制御により抗腫瘍免疫の活性化を誘導することができる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to clarify the role of platelets in tumor 
microenvironment and to identify the key molecules and pathways for the anti-tumor immune that can 
improve the therapeutic response to immune checkpoint inhibitors. As a result, we found that 
expression of the platelet-activating molecule PDPN in cancer cells alters the ratio of immune cells
 in the tumor microenvironment and causes changes in the expression of chemokines that contribute to
 immune cell invasion. These results suggest that regulation of the chemokines might improve the 
anti-tumor immune response.

研究分野：腫瘍生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
血小板は、核こそないもののRNAを豊富に内包し、エクソソーム様小胞の放出と吸収を行うなど、止血応答のみ
ならず生理的に多様な役割を持つ機能性膜分子である一方で、その小ささ故に解析が困難であることなどの理由
から、腫瘍微小環境における役割は不明なままであった。本研究の遂行により、腫瘍内部の血小板が腫瘍微小環
境を制御するその機序の一端を解明することができ、将来的には、免疫チェックポイント阻害剤の治療応答性の
改善にも繋がり得る成果を提示することができた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 免疫チェックポイント阻害剤は、進行がん患者に対しても劇的な抗腫瘍効果をもたらす一方
で効果が期待される患者は限定的であり、その治療応答性や抵抗性を規定する因子の解明が喫
緊の課題となっている。研究代表者らは、これまでに、ある種のがんでは腫瘍内部に血小板が入
り込んで活性化していることを実験的マウスモデルと臨床検体を用いて確認し、腫瘍内血小板
から放出される増殖因子などが腫瘍増殖に直接的に寄与することを報告してきた（Takagi S et 
al. Clin Cancer Res. 2018;24(10):2430-2439、Takagi S et al. Cancer Sci. 2014; 105(8):983-
988）。また、がん細胞に発現する血小板凝集促進因子 Aggrus/podoplanin（PDPN）が、血小板活
性化を介した TGF-β放出を誘導し、がん細胞の上皮間葉転換を促進することを報告している
（Takemoto A, Takagi S et al. Sci Rep. 2017;7:42186）。近年、腫瘍間質における TGF-βが、
免疫チェックポイント阻害剤治療の鍵となる T 細胞の不活性化をもたらすことが複数誌に報告
されたが、TGF-βの由来は不明なままであった。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、腫瘍内血小板が抗腫瘍免疫応答に与える影響を明らかにし、免疫チェックポ
イント阻害剤の治療応答性の改善に繋がる分子や経路を提示することを目的とした。本研究の
遂行により、これまで見過ごされてきた腫瘍内部の血小板によるがん免疫微小環境の制御機構
が解明され、その制御原理に基づく新規がん治療法の開発が期待される。 
 
３．研究の方法 
 本研究課題では、免疫チェックポイント阻害剤治療に感受性もしくは抵抗性を示す細胞株を
同系統マウスに移植したモデルを用いて、腫瘍内血小板が免疫チェックポイント阻害剤の治療
効果に与える影響や、血小板から放出される因子とそれによる免疫細胞への影響などを検証す
る。具体的には、以下を検証する。 
（1）血小板活性化能が亢進した細胞株の樹立 
（2）腫瘍内部における血小板活性化が腫瘍免疫微小環境に与える影響の検討 
（3）PDPN 発現が免疫チェックポイント阻害剤による治療効果に与える影響の検証 
 
４．研究成果 
（1）血小板活性化能が亢進した細胞株の樹立 
  PDPN は、血小板表面の CLEC-2 受容体と結合する
ことで血小板活性化を誘導する I型膜貫通タンパク
質であり、がん細胞における PDPN の過剰発現は腫瘍
内部への血小板の集積をもたらすことを研究代表者
らは報告している（Takagi S et al. PLoS One. 
2013;8:e73609）。そこで、腫瘍内部における血小板
の集積が亢進した同系マウスモデルを作製する目的
で、マウス大腸がん MC38 細胞にマウス PDPN を過剰
発現させた細胞株（MC38/PDPN）を樹立した。樹立し
た MC38/PDPN 細胞において PDPN が機能的であるこ
とを確認するために、マウス CLEC-2 のリコンビナン
トタンパク質（rCLEC-2）を細胞に添加して細胞表面
への結合度をフローサイトメトリー法で解析したと
ころ、コントロール細胞（MC38/CTRL）においては
rCLEC-2 の結合が検出されないのに対し、MC38/PDPN
細胞に対してはその細胞表面に rCLEC-2 が結合する
ことが示された（図 1）。次に、C57BL/6 マウスから
単離した洗浄血小板を用いて、MC38/PDPN 細胞の血
小板活性化能を血小板凝集計で計測した。その結果、
MC38/PDPN 細胞は MC38/CTRL 細胞と比べて高い血小
板活性化能を示した（図 2）。これらのことから、
MC38/PDPN 細胞における PDPN 分子が機能的であり、
MC38/PDPN細胞はCLEC-2との結合能や血小板活性化
能を保持していることが確認された。 
 そこで、樹立した細胞株の in vitro における増殖能を比較したところ、MC38/PDPN 細胞の増
殖能は MC38/CTRL 細胞のそれと同等であることが示された。次に、樹立した細胞を C57BL/6 マウ
スの背部皮下に移植し、腫瘍形成能の差異を比較したところ、MC38/PDPN 細胞は MC38/CTRL 細胞
と比べて高い腫瘍形成能を持つことが示された（図 3）。形成された腫瘍をマウスから単離し、
抗血小板抗体で免疫組織化学染色したところ、MC38/PDPN 細胞の腫瘍内部において、活性化され
た血小板の集合体である血小板凝集塊の形成が亢進していることが確認された。これらのこと

図 1 PDPN 過 剰 発現 細胞 の 樹立 . 
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から、MC38 細胞における PDPN の過剰発現は、MC38 細胞の腫瘍増殖を亢進することや、その腫瘍
内部では血小板が活性化状態にあることが示唆された。 
 血小板は活性化されると、自身の内部に存在する
α顆粒や濃染顆粒に蓄えられた様々な生理活性物質
を放出することが知られており、それらには PDGF、
EGF、VEGF、TGF-βなどの複数の増殖因子が含まれて
いる。そこで次に、PDPN を介して活性化された血小
板から放出される増殖因子が、MC38 細胞の増殖亢進
に寄与する可能性を in vitro で検証した。C57BL/6
マウスから単離した洗浄血小板を活性化し、遠心分
離後に得られる上清を血小板由来の生理活性物質と
して細胞に添加したところ、MC38/CTRL と MC38/PDPN
細胞どちらにおいても、添加の有無で細胞増殖の変
化は見られなかった。そこで、C57BL/6 マウスから単
離した洗浄血小板を MC38 細胞と同時にマウス背部
皮下に移植し、腫瘍増殖に与える影響を検討したと
ころ、血小板との共移植は MC38 細胞の腫瘍増殖を亢
進することが確認された。これらのことから、血小板
は MC38 細胞の増殖を直接的に亢進するのではなく、
腫瘍微小環境に影響を及ぼすことで間接的に腫瘍増
殖の亢進に寄与する可能性が示唆された。 
 
（2）腫瘍内部における血小板活性化が腫瘍免疫微小
環境に与える影響の検討 
 血小板が MC38 細胞の腫瘍増殖を間接的に亢進す
る可能性を受けて、次に、MC38/CTRL および
MC38/PDPN 細胞により形成される腫瘍微小環境に、
どのような細胞集団がどの程度存在しているのかを
明らかにするために、フローサイトメトリー法およ
び免疫組織化学染色法を用いた解析を実施した。な
お、MC38/CTRL と MC38/PDPN 細胞で腫瘍増殖能に差
がみられるため、解析は腫瘍サイズを揃えた上で行
った。その結果、MC38/PDPN 腫瘍において、ある種の
免疫抑制性細胞の腫瘍内浸潤が有意に亢進している
ことが示唆された。このことから、MC38/PDPN 腫瘍で
は免疫チェックポイント阻害剤の治療応答性が変化
している可能性が示唆された。 
 
（3）PDPN 発現が免疫チェックポイント阻害剤による
治療効果に与える影響の検証 
 最後に、腫瘍における PDPN 発現が免疫チェックポ
イント阻害剤による治療効果に与える影響を検討す
るため、MC38CTRL および MC38/PDPN 細胞を移植した
マウスにある種の免疫チェックポイント阻害剤を投
与することで、その治療効果の差異を比較検討した。その結果、PDPN 発現の有無は、必ずしも
免疫チェックポイント阻害剤の治療抵抗性に寄与するわけではないことが示唆され、がん種の
差異により治療応答性が異なることも明らかとなった。そこで次に、PDPN 発現に伴い発現変動
するケモカインをケモカインアレイで解析したところ、PDPN 陽性腫瘍内部において、ある種の
免疫抑制性細胞の遊走に寄与するケモカインが発現変動していることを見出した。引き続き、同
定されたケモカインやケモカイン受容体の機能を阻害する中和抗体や阻害剤を用いた治療効果
を検証することで、抗腫瘍免疫応答の活性化を誘導できる可能性の検証を行う。 
 がん免疫微小環境に関するこれまでの研究の多くは、細胞－細胞間の相互作用に着目したも
のがほとんどであったが、本研究では、細胞よりはるかに小さく無核な血液成分である血小板と
がん細胞、さらには免疫細胞の相互作用に着目して実施した。血小板は、核こそないものの RNA
を豊富に内包し、エクソソーム様小胞の放出と吸収を行うなど、止血応答のみならず生理的に多
様な役割を持つ機能性膜分子である一方で、その小ささ故に解析が困難であることなどの理由
から、腫瘍微小環境における役割は不明なままであった。本研究を遂行することで、腫瘍内部の
血小板が腫瘍微小環境を制御することで腫瘍増殖に寄与するその機序の一端を明らかにするこ
とができた。本研究成果を足掛かりにさらなる研究を継続することで、将来的には、免疫チェッ
クポイント阻害剤の治療応答性の改善へと繋がる成果の創出に繋がるものと期待される。 
 

図 3 PDPN の過剰発現が腫瘍増殖に与える

影響. マウス背部皮下に MC38/CTRL およ

び MC38/PDPN 細胞を移植し、腫瘍体積の変

化を経時的に観察した。 

図 2 PDPN 過剰発現細胞における血小板活

性化能. マウス洗浄血小板と MC38/CTRL

および MC38/PDPN 細胞を混和し、血小板凝

集塊の形成度を経時的に観察した。 
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