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ガン細胞podoplaninと血小板CLEC2との相互作用阻害の創薬ターゲットとしての可能性の評価、 
ならびにその低分子阻害化合物選択のための評価系の構築 

 
Evaluation of the interaction of tumor cell podoplanin and platelet CLEC2 as a therapeutic target, and 

establishment of an assay system for small-molecule inhibitors of podoplanin-CLEC2 interaction. 
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[要旨] 

血小板膜上CLEC2とガン細胞膜上のpodoplaninとの結合は、ガン細胞に上皮間葉転換(EMT)を誘導し、組織浸
潤ならびに転移を促進することが示唆されている。我々はこの 2者の結合阻害が創薬のターゲットになるか否か
を評価するため、食道扁平上皮ガンTE11細胞のpodoplanin遺伝子をノックアウトし、組織浸潤のために重要な
過程である上皮間葉転換(EMT)に対する影響を調べた。podoplaninのノックアウトは、N-cadherinの自発的発現
を誘導し、TGF-βによるEMT関連遺伝子の発現増強を引き起こした。しかし、血小板刺激によるEMT関連遺
伝子発現に対しては podoplanin欠損細胞で消失した。そこで podoplaninとCLEC2との結合を阻害する化合物
を探索すべく、イムノグロブリンFc領域融合CLEC2を用いて podoplaninを捕捉するプルダウン系を構築し、
さらにスロットブロット法を組み込み、化合物ライブラリーからも効率的なスクリーニングが可能な high 
throughput評価系を確立した。 

 
[Abstract] 

The interaction between platelet CLEC2 and tumor cell podoplanin has been suggested to induce mesenchymal 
transition (EMT), enhancing tumor’s ability of invasion and metastasis. In this study, we assessed, using genetic 
knock-out approach, whether the intervention of these molecular interaction could be a therapeutic target. Podoplanin 
knock-out in TE11 cells resulted in spontaneous induction of N-cadherin along with hyper-responsivness with TGF-βin 
terms of EMT gene expression. Nevertheless podoplanin knock-out cells lost their ability to respond to platelets in 
terms of EMT gene expression. Therefore we have established a poll-down assay of podoplanin using immunoglobulin 
Fc- CLEC2 fusion protein. To effectively select inhibitory compounds from a large source of compounds, slot blot was 
combined with the pull-down assay, thus enabling the assay compatible with high-throughput screening of compounds. 
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1. はじめに 
Podoplanin は、リンパ管上皮細胞や腎臓の podocyte
に構成的に発現する糖タンパク質である。Podoplanin
は血小板活性化ドメイン(PLAG)を有し、血小板上の膜
タンパクの CLEC-2 と結合して血小板活性化を引き起
こす。一方、種々の悪性腫瘍ならびにガン細胞におい

ては podoplanin の発現が亢進し、予後の悪さとと相関

する[1]。この機序としては、i) podoplaninの発現それ自
体により細胞特性が間葉系側へシフトし、移動・浸潤

能の亢進が起ることが提唱されている [2]。さらに、
ii) 血小板に脱顆粒を誘導し、TGF-βなどの血小板由来
の因子によって、ガン細胞に上皮間葉転換

(Epithelial-Mesenchymal Transition , EMT)を誘導し、転
移・浸潤能を高めている可能性も示唆されている[3]。
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実際、抗 podoplanin 抗体は血小板凝集を抑制し、免疫
不全マウスに移植した podoplanin 陽性腫瘍細胞株の増
殖と肺転移を抑制することが示されている[4]。 
これらのメカニズムには未だ不明な点が多いものの、

podoplanin の機能抑制は抗腫瘍剤の標的の一つと考え
られる。そこで本研究では食道扁平上皮ガンTE11細胞
の podoplaninを knock-outし、EMT応答に対する影響
を調べ、創薬のターゲットとしての可能性を探った。

さらに、阻害剤選択のためのハイスループットスクリ

ーニング系を作成した。 
 
2. 結果の概要ならびに考察 
1) Podoplaninノックアウト TE11細胞の樹立と EMT
への影響 
我々はCrispr/Cas9によるゲノム編集法を用い、食道
扁平上皮ガンTE11細胞のTE11細胞のpodoplanin遺伝
子の knock-outを試みた。本法のための all-in-one型の
発現ベクターを作成し[5]、あらかじめ樹立した TE11
細胞サブクローンへレクトロポレーションによって導

入した。限界希釈によるクローニングを経て、最終的

にヘテロ・ノックアウト(clone 2)とホモのノックアウト
(clone 4)細胞を樹立した。 
ガン細胞において podoplanin は血小板活性化因子と
して注目されている。そこでこれらの細胞の血小板凝

集活性能を測定した。TE11細胞親細胞による血小板凝
集は、threshold となる細胞密度以上での添加で速やか
に誘導されたが、それ以下では全く起らず、all-or-none
型の凝集誘導を示した。しかしながら、podoplaninを完
全に欠くclone 4細胞にも親細胞とほぼ血小板凝集能が
認められた。以上の結果より、TE11細胞による血小板
凝集は種々の機序に担われており、TE11細胞による血
小板凝集に占める podoplanin の寄与は小さいことが判
明した。 
興味深いことにpodoplanin遺伝子のknock-outは、ホ
モ、ヘテロとも、それ自体で選択的に N-cadherin の発
現が起った。これはmRNAだけでなくタンパク質レベ
ルでも検出された。また、EMT誘導刺激に応答した遺
伝子発現では親細胞に比べて明瞭な差異がみられた。

まず血小板刺激は親細胞においてN-cadherin、vimentin
やplasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1)などの発現誘
導したが、podoplanin遺伝子のホモのノックアウト細胞
では vimentinや PAI-1の発現誘導が起らなくなった。
このような抑制は podoplanin の中和抗体(NZ-1)の添加
で血小板との相互作用を阻害した場合にも同様に見ら

れた。一方、N-cadherinに対してはホモのノックアウト
でも血小板により更なる発現上昇が見られた。一方、

TGF-β による刺激では、N-cadherin、vimentin や PAI-1
のいずれの発現もヘテロ、ホモのノックアウトになる

ほど、発現誘導が亢進した。以上の結果から、TE11細
胞の EMTは複雑であるが、podoplaninとCLEC2との
結合阻害はEMT誘導を阻害し、抗腫瘍剤の標的として
ふさわしいと結論された(以上、論文投稿中)。 

 
 

2) CLEC2とPodoplaninの結合に対する阻害剤評価系
の構築 
昨年度、イムノグロブリンのFc領域をC末端側に融
合させたCLEC2 (以下CLEC2-Fc)を遺伝子組み換えに
より作成し、podoplanin過剰発現HeLa細胞のpodoplanin
のプルダウンを試みた。Podoplanin を捕捉した
CLEC2-Fc を Protein A ビーズによって沈降させ、
SDS-PAGE &ウエスタンブロットで、補足された
podoplanin の検出を行った。しかしながら、この
CLEC2-Fcではpodoplaninの効率的な捕捉は見られなか
った。  

CLEC2は2型膜タンパク質であり、C末端側が細胞
外ドメインとなる。このため、CLEC2 の N 末端側へ
Fcドメインを結合させるほうが、CLEC2の細胞外ドメ
イン構造の自由度を保つのに寄与することが推測され

る。そこで今年度は、Fc領域をN末端側に融合させた
CLEC2 (以下Fc-CLEC2)を作成してpodoplaninのプルダ
ウンを試みた。この結果、今回の Fc-CLEC2 では効果
的に podoplanin がプルダウンできることが判明し、こ
れを用いて化合物の阻害能評価系の構築が可能となっ

た。 
さて、通常のプルダウン・アッセイでは、未結合の

リガンドと、キャリアビーズに結合したレセプターに

捕捉されたリガンドとの分離が必要である。この操作

は通常、遠心分離によるビーズの沈降とピペット吸引

による上清除去操作を繰り返して行う。次の電気泳

動・ウエスタンブロットでは、これらのサンプルを 1
つずつゲルにアプライする必要がある。これらの操作

は時間と労力を要する。さらに 1枚のゲルで泳動でき
るサンプルは10数個である。これらの制限は、プルダ
ウンによるアッセイでは、化合物ライブラリーからの

数千、数万の化合物の評価することは事実上不可能で

あることを意味する。 
そこで我々は今回、Fc-CLEC2によるpodoplaninのプ
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ルダウン・アッセイのハイスループット化を試みた。

まず、キャリアビーズの洗浄を、市販のポアサイズ0.65 
µmのフィルターユニット(Millipore, Ultra free MC)を用
いて行うことにした。これにより、ピペットによる洗

浄液の吸引除去操作が不要になり、またマルチチャネ

ルピペットの併用により、多数のサンプルの洗浄を同

時に行えるようになった。また洗浄後の酸処理でのビ

ーズから解離するタンパク質分子は Fc-CLEC2 と
podoplaninのみであることから、電気泳動で分離するこ
とを廃し、スロットブロット装置で直接 PVDF膜へ吸
着させることにした。スロットブロット装置は48ウエ
ルであるので、ゲル 4枚分のイムノブロットを 1枚の
膜で評価できる利点もある。 
プルダウン後のサンプルをウエスタンブロットとス

リットブロットとで比較した結果、podoplanin、
Fc-CLEC2 の濃度依存性は同じであった。近年、
hematoporphyrin がFc-CLEC2と podoplaninとの結合を
阻害することが示された[6]。本系においても10 µMで 
完全抑制が見られることが確認でき、化合物の選別が

可能であることが示された。以上の結果より、本評価

系を用いて今後、FCLEC2と Podoplaninとの結合阻害
に基づく抗腫瘍剤の開発が飛躍的に進むことが期待さ

れる(以上、論文投稿中)。 
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