
様式 C-19

科学研究費補助金研究成果報告書

平成２３年 ５月２０日現在

研究成果の概要（和文）：
血小板活性化受容体 CLEC-2 は、ある種の癌に発現するポドプラニンという蛋白と結合して癌
の転移を促進するが、血栓止血での役割は不明であった。CLEC-2 欠損マウスを作製したとこ
ろ、野生型マウスに比べて血栓の増大が抑制された。機序として、血小板が活性化すると
CLEC-2 同士で結合して血栓を安定化することを見出した。しかし出血傾向の有意な増加はな
く、CLEC-2 を標的とした抗血小板薬は、出血の副作用の少ない良い薬剤となる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：
Novel platelet activation receptor CLEC-2 binds to podoplanin expressed on the
surface of several kinds of cancer cells, which facilitates cancer metastasis. However,
its role in thrombosis and hemostasis has not been elucidated to date. We generated
CLEC-2-deficient mice and found that thrombus formation was inhibited in vivo and in
vitro. We also found that CLEC-2 forms homophilic association in a manner
depending on platelet activation, which stabilizes thrombus formation. Tail bleeding
was not significantly increased in CLEC-2-deficient platelets, suggesting that CLEC-2
may be a good target protein for anti-platelet drug, which inhibits pathological
thrombosis, but not physiological hemostasis.
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１．研究開始当初の背景
血小板活性化蛇毒、ロドサイチンの血小板上
受容体が、新しい血小板活性化経路を持つ
C-type lectin-like receptor 2 (CLEC-2)であ

ることを見出した。さらに我々は、CLEC-2
の生体内リガンドが腫瘍膜上に発現するポ
ドプラニンであること見出した。ポドプラニ
ンは血小板凝集を惹起して自身が発現して
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いる腫瘍の転移を促進するため、CLEC-2/ポ
ドプラニンの結合を抑制することで、癌転移
を抑制できる可能性がある。このように癌転
移との関係で注目された CLEC-2 ではある
が、血小板―巨核球での特異的発現、強力な
血 小 板 活 性 化 能 な ど に よ り 、 我 々 は
CLEC-2/ポドプラニンの相互作用は癌のみに
関連するのではなく、血栓症発症に関与する
との仮説を立てた。すなわち、ポドプラニン
は正常な血管内皮には発現しないことが知
られているが、動脈硬化部位にのみ発現して
血栓形成に関わる可能性を考えた。

２．研究の目的
(1) ポドプラニンは正常な血管内皮には発現
しないことが知られているが、動脈硬化部位
にのみ発現して血栓形成に関わるとの可能
性を検討する。(2) ポドプラニンに限らず、
CLEC-2 が血栓止血領域において果たす役割
を検討する。

３．研究の方法
(1) 動脈硬化部位でのポドプラニンの発現の
確証を得る。①病理標本で動脈硬化部位のポ
ドプラニンの発現を免疫染色で確認する。②
培養細胞を用いてポドプラニンの発現を確
認する。動脈硬化部位を構成する細胞の培養
細胞にポドプラニンが発現するか確認する。
発現していない場合、炎症性サイトカインを
作用させるなど、病的条件下では発現しない
かフローサイトメーターで確認する。 (2)
CLEC-2 欠損マウスを作製して、血小板凝集
能、血栓形成能、出血時間などを野生型と比
較する。CLEC-2 欠損マウスは胎生致死であ
ったため、放射線照射マウスに CLEC-2-/-胎
仔肝細胞を移植した放射線キメラマウスを
作製して、上記の実験を行った。

４．研究成果
(1) 動脈硬化部位の病理標本では、平滑筋と
思われる細胞がポドプラニン抗体で染色さ
れ、リコンビナント CLEC-2 の結合が認めら
れた。これより、血管平滑筋細胞にポドプラ
ニンが発現し、これに対してリコンビナント
CLEC-2 が結合すると考えた。次に血管平滑
筋にポドプラニンが発現するか検討するた
め、培養平滑筋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が、明らか
な発現は見いだせなかった（図１Ａ）。ヒト

fibrosarcoma で、TGFによりポドプラニン
の発現が誘導されたという報告があったた
め FEBS Lett.、血管平
滑筋に TGFを加えて日間培養したところ、

わずかなポドプラニンの発現増加が認めら
れた（図１Ｂ）。
リアルタイム PCR でも、血管平滑筋では
TGF処理でポドプラニンmRNA が
倍meanSE n=5増加した。しか
しながら、この程度のわずかな発現のポドプ
ラニンが血小板を活性化できるか疑わしく、
これ以上の検索はしなかった。その他、TNF、
IL-3、IFNなど、他のサイトカインも検討
したが、ポドプラニンの増加は認められなか
った。リコンビナント CLEC-2 が結合するこ
とは確実なため、血管平滑筋細胞にはポドプ
ラニン以外の CLEC-2 リガンドが発現して
いると考えられた。(2) CLEC-2 の血栓止血
における役割を検討するために作製した
CLEC-2-/-キメラマウスを作製した。その血
小板はロドサイチンに反応しなかったが、そ
れ以外の血小板活性化物質には野生型と同
様に反応して活性化され、コラーゲン等の細
胞外マトリクスにも野生型と同様に粘着し
た。しかし、コラーゲン上にフロー条件下で
全血を流した際の血栓形成（図２）や、レー
ザー傷害による in vivo 血栓形成は
CLEC-2-/-で著しく抑制され、CLEC-2 は生
体内で血栓の増大や安定化を担っているこ
とが示唆された。



さらに我々は、そのメカニズムとして、血小
板の CLEC-2 同士がホモフィリックに結合
することで血栓を安定化していることを、表
面プラズモン共鳴解析などにより見出した
（図３）。

CLEC-2 キメラと野生型キメラの尾を麻酔
下に 1 mm 切断し 20 分間の出血量を比較
したところ、野生型に比べて出血量が多い傾
向はあったものの、有意な差は認められなか
った（図４）。

CLEC-2 欠損は血栓形成を完全には抑制しな
いが、血栓が血管を閉塞しなければ血栓症の
発症は防ぐことが出来る。さらに、CLEC-2
キメラマウスは、出血傾向の有意な増加もな
いため、CLEC-2 をターゲットとした抗血小
板剤は、出血傾向の増強なしに病的血栓を抑
制する、良い抗血小板剤となる可能性がある。
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