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1．はじめに

血小板研究は血栓止血に留まらず，特にここ 10
年ほどの間にがん，炎症，免疫，再生など多方面に
広がりを見せている．この多面的な機能発現の基盤
となるシステムの柱の一つが血小板活性化受容体と
その活性化により放出される生理活性物質である．
特に血小板の α顆粒には TGF-βや PDGF，VEGF，
FGFなど多種多様な成長因子が多量に含まれてお
り，様々な病態生理学的機能を持つと考えられてい
る．一方，血小板活性化受容体はトロンビン受容体
（PAR），ADP 受容体（P2Y），コラーゲン受容体
（GPVI）等多岐にわたり，それぞれが異なるリガン
ドとの結合により血小板を活性化する．当講座井上
らにより発見された血小板活性化受容体 C-type lec-
tin-like receptor-2（CLEC-2，マウス遺伝子名 Clec1b）
はリガンド podoplaninにより活性化される．例えば
胎生期リンパ管－血管分離やリンパ節の高内皮静脈
透過性制御，がん転移などは血小板 CLEC-2と標的
細胞の podoplaninの結合が発端となる1）．
詳細は後述するが CLEC-2欠損により影響を受け
る肺の発生段階は canalicular phase から saccular 
phase（マウス胎生 16.5日から出生当日）に相当し，

単純な管腔構造から葡萄の房状の肺囊が形成される
大きな形態的変化を伴う時期である．その過程で重
要な役割を果たすのが alveolar duct myofibroblast（ad-
MYF）という α-smooth muscle actin（α-SMA）陽性間
質細胞で、コラーゲンやエラスチンなどの細胞外マ
トリクスを分泌することで肺に強度と柔軟性を与え
る．これまで臓器発生は，当該原基内あるいは周囲
組織との相互作用によって進み，血液の役割は心臓
発生における血流せん断力といった例外を除いて栄
養や酸素の供給といった基本的な物質循環のみと考
えられてきた．今回われわれは，CLEC-2欠損マウ
スの出生直後致死という表現型を端緒に詳細な解析
を進め，血小板が肺発生に必須の役割を果たすこと
を発見した2）．本稿ではその詳細について解説した
い．

2．CLEC-2欠損による肺発生異常

全身性 CLEC-2欠損（CLEC-2欠損，Clec1b-/-）新生
仔はチアノーゼを示し，出生後 1時間以内にすべて
死亡する（図 1A）．CLEC-2欠損肺には全く空気が
取り込まれていなかったが（図 1B），呼吸運動は正
常であったことから，肺発生異常が推察された．
CLEC-2欠損胎仔肺について発生段階を遡って観察
すると，胎生 17.5日から明瞭な肺葉および肺囊の
形態異常を認めた（図 1C，D）．さらに通常肺胞壁
内に形成される弾性線維が CLEC-2欠損肺ではほ
とんど認められなかった（図 1E）．
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肺胞壁弾性線維を産生する adMYFに異常がある
かどうか α-SMAの発現を確認したところ，形態異
常が現れ始める胎生 17.5日の野生型では明瞭な発
現が観察されるが，CLEC-2欠損ではほぼ認められ
なかった（図 2A）．adMYFの主要な起源は肺表面に
存在する肺中皮（lung mesothelial cell: luMC）と考え
られている3）．CLEC-2欠損が adMYF分化を妨げる
原因を探るため luMCの分化（細胞増殖、特異的転
写因子の発現）についても調査した．BrdUの取り込
みで肺胞上皮，間質および中皮の細胞増殖を評価し
たところ，CLEC-2欠損中皮のみが高い BrdU陽性
率を示した（図 2B）．luMC 特異的転写因子の
Wilms’ tumor 1（Wt1）の発現を調べたところ，胎生
17.5日の野生型 luMCがある特徴的な発現パターン
を示すことを見出した．それは luMCの 20％程度
がWt1陰性であるという点である．一方 CLEC-2
欠損 luMCのWt1陰性率は3％にも満たなかった（図
2C，D）．過去の研究によればWt1は luMCの細胞

増殖を亢進すると同時に N-cadherinや α-SMA など
間質系への分化を抑制する4, 5）．すなわち，CLEC-2
欠損によるWt1陰性細胞の減少（Wt1陽性細胞の増
加）が luMCの過増殖および adMYF欠損をもたらす
と考えた．また luMCの分化異常は肺形態異常が見
られる胎生 17.5日よりも前から認められたこと（図
1D）からも，CLEC-2欠損マウスの死亡原因の発端
は luMCの分化異常である可能性が強く示唆され
た．

3．肺発生における血小板の重要性

野生型胎仔肺において CLEC-2の発現を調査した
ところ，血小板特異的発現を示した（図 3A）．この
結果は血小板 CLEC-2の関与を支持する一方，血小
板巨核球特異的 CLEC-2欠損（血小板 CLEC-2欠損，
Pf4-Cre，Clec1bfl/fl，図では Clec1bΔPLT）マウスが生存
可能であることがすでに示されており6），一見矛盾

図 1　CLEC-2欠損による肺発生異常
（A）野生型（Clec1b+/+）マウスおよび CLEC-2欠損（Clec1b−/−）マウスの出生当日の死亡率．（B）出生直後の野生型および CLEC-2
欠損新生仔の全身像と肺．（C）胎生 17.5日，18.5日の野生型および CLEC-2欠損胎仔肺．中央の白線で囲まれた領域の拡大
図を右に示す．（D）胎生 17.5日，18.5日の野生型および CLEC-2欠損胎仔肺の HE染色像．（E）出生直後の野生型および
CLEC-2欠損新生仔肺の Elastica van Gieson染色像．黒線で囲まれた領域の拡大図をそれぞれの右側に示す．矢尻（黒）は棘状
あるいはリング状の弾性線維，矢尻（白）は弾性線維のない肺胞壁を示す．Scale bars: 1 mm（B, C）, 25 μm（D）, 10 μm（E）
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図 2　CLEC-2欠損による adMYFおよび luMCの分化異常
（A）胎生 17.5日（以降記載がない場合はすべて胎生 17.5日）の野生型および CLEC-2欠損胎仔肺における adMYFマーカー
α-SMAの発現（緑）．青は DAPIによる核染色．M：中皮，AL：肺囊．（B）野生型および CLEC-2欠損胎仔肺における肺中皮
（luMC），肺胞上皮，間質の BrdU陽性細胞率．Mean ± SD, n＝3, *P＝0.0014, Holm-Sidak test．（C）野生型および CLEC-2欠
損胎仔 luMCにおける Pdpn（緑）とWt1（マゼンタ）の発現．Pdpn染色は luMCの輪郭の可視化を目的に実施．矢尻はWt1陰
性 luMCを示す．（D）Cの染色像を用いて定量化した luMCのWt1陰性率．Mean ± SD, n＝3, *P < 0.0001, **P＝0.0074, Holm-
Sidak test. Scale bars: 25 μm（A, C）

図 3　血小板 CLEC-2欠損マウスの軽度な肺発生異常
（A）野生型胎仔肺における CLEC-2と血小板マーカーCD41の発現．（B）野生型（Clec1bfl/fl）マウスおよび血小板 CLEC-2欠損
（Clec1bΔPLT）マウスの出生当日の死亡率．（C）野生型および血小板 CLEC-2欠損（Clec1bΔPLT）胎仔肺における α-SMAの発現．
（D）野生型およびCLEC-2欠損胎仔 luMCのWt1陰性率．Mean ± SD, n＝3, N.S.＝not significant（P＝0.062）, Holm-Sidak test．（E）
野生型（Clec1bfl/fl），血小板 CLEC-2欠損（Clec1bΔPLT）および CLEC-2欠損（Clec1b−/−）血小板における CLEC-2の発現．Scale 
bars: 25 μm（A, C）
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する．そこで血小板 CLEC-2欠損マウスの出生後の
死亡率を調査したところ，確かに生存個体は確認さ
れるが 23.1％が死亡していることを発見した（図
3B）．加えて野生型と全身性 CLEC-2欠損マウスの
中間の軽度な肺発生異常を示すこともわかった（図
3C，D）．血小板 CLEC-2欠損マウスが軽度な肺発
生異常を示す原因を究明するにあたり，まず血小板
CLEC-2の欠損状態を確認した．すると野生型の 2％
程度ではあるが CLEC-2の発現が残存していること
を見出した（図 3E）．この残存した CLEC-2の発現
が軽度な表現型の原因であり，血小板 CLEC-2が肺
発生に必須ならば，①残存 CLEC-2を何らかの方法
で除去し完全欠損に近づける，または②血小板減少
を起こすことで表現型が重篤化するはずである．幸
いにも，それぞれ抗 CLEC-2抗体（①）と抗 GPIb抗
体（②）の投与により成獣では実現できることが知ら
れており7-9），さらに両抗体は IgGで胎盤を通過可
能なため，妊娠マウスに投与すれば胎仔に作用させ

ることが可能であると考えた．血小板 CLEC-2欠損
胎仔を妊娠した雌マウスに抗体を投与し胎仔に作用
させたところ両抗体ともに血小板 CLEC-2欠損マウ
スの死亡率および肺発生異常を全身性 CLEC-2欠損
マウス並みに重篤化させた（図 4A～C）．さらに血
小板 CLEC-2発現レベルと死亡率に非常に強い相関
があった（図 4D）．以上より血小板 CLEC-2が肺発
生に必須であることが示された．

4．肺発生に必要な podoplanin発現細胞の同定

Podoplanin（Pdpn）が CLEC-2リガンドとして同定
される以前，Pdpn欠損マウスが肺の形態異常と呼
吸不全を示すことはすでに報告されていたが呼吸不
全の明らかな原因を特定するには至っていなかっ
た10）．あらためて Pdpn欠損胎仔の表現型を調査し
たところ CLEC-2欠損胎仔同様 adMYF欠損と luMC
分化異常を示した（data not shown）2）．Pdpnは肺胞上

図 4　肺発生における血小板 CLEC-2の重要性
（A）Rat IgG（control），抗 CLEC-2抗体および抗 GPIb抗体投与による野生型（Clec1bfl/fl）および血小板 CLEC-2欠損（Clec1bΔPLT）
マウスの出生当日の死亡率．*P＝0.0021, **P＝0.0237, Fisher’s exact test．（B）各抗体投与の野生型および血小板 CLEC-2欠損
胎仔肺における α-SMAの発現．（C）各抗体投与の野生型および血小板 CLEC-2欠損胎仔 luMCのWt1陰性率．Mean ± SD, n
＝3, *P＝0.0019, *P＝0.0022, Tukey’s test．（D）本研究で用いた各種 CLEC-2欠損マウス（抗体投与含む）の出生当日の死亡率
と胎生 17.5日の血小板 CLEC-2発現レベルの相関．Scale bars: 25 μm（B）
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皮のマーカーとして用いられるほど肺胞上皮で明瞭
な発現を示すため，上記の報告でも肺胞上皮 Pdpn
の重要性が推測されていた．肺発生に必要な Pdpn
発現細胞を同定するために Pdpn発現細胞を探索し
たところ，肺胞上皮に加え肺中皮やリンパ管内皮に
も Pdpnの発現が確認された（図 5A）．その 3組織そ
れぞれに特異的な Pdpn欠損マウス（肺胞上皮：Shh-
EGFPCre，中皮：Wt1-EGFPCre，リンパ管内皮：
Tie2-Cre）を作製して表現型解析を行ったところ，
高い死亡率と肺発生異常を示したのはリンパ管内皮
特異的 Pdpn欠損マウスのみであった（図 5A～D）．
この結果から肺発生に必要な Pdpn発現細胞は肺胞
上皮や中皮ではなくリンパ管内皮であることが判明

した．

5．CLEC-2/Pdpnシグナルによる肺発生機構に
おける TGF-βの関与

CLEC-2と Pdpnはともに膜タンパク質であるた
め，その結合によりそれぞれの発現細胞内にシグナ
ルを伝達する．In vitroの実験で血小板顆粒内容（特
に TGF-β1）が luMC培養細胞の adMYF様分化を促
進すること，さらに CLEC-2の下流分子 Sykの欠損
マウスが肺発生異常を示すことがわかった（data not 
shown）2）．この結果から血小板の活性化により放出
される TGF-β1が肺発生に関与するのではないかと

図 5　肺発生に必要な Pdpn発現細胞の同定
（A）野生型（Pdpnfl/fl），肺胞上皮特異的 Pdpn欠損（Shh-EGFPCre, Pdpnfl/fl），中皮特異的 Pdpn欠損（Wt1-EGFPCre, Pdpnfl/fl），リン
パ管内皮特異的 Pdpn欠損（Tie2-Cre, Pdpnfl/fl）胎仔肺における Pdpnの発現（緑）．マゼンタはリンパ管内皮マーカーLyve-1，青
は DAPIによる核染色．M：中皮， AL：肺囊，LV：リンパ管，A：動脈，BR：気管支．（B）各組織特異的 Pdpn欠損マウス
の出生当日の死亡率．*P＝0.0000, Fisher’s exact test．（C）各組織特異的 Pdpn欠損胎仔肺における α-SMAの発現（緑）．青は
DAPIによる核染色．（D）各組織特異的 Pdpn欠損胎仔 luMCにおける Pdpn（緑）とWt1または GFP（マゼンタ）の発現．Pdpn
染色は luMCの輪郭の可視化を目的に実施．矢尻はWt1陰性 luMCを示す．中皮特異的 Pdpn欠損（Wt1-EGFPCre, Pdpnfl/fl）マ
ウスの EGFPCreはノックインでありWt1がヘテロとなる．そのためWt1の発現が弱く検出が困難であったため GFPで代
替した．Scale bars: 25 μm（A, C, D）．
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考えた．そこで血小板 CLEC-2欠損胎仔の軽度な肺
発生異常を TGF-β中和抗体が重篤化させるかどう
か検証した．すると TGF-β中和抗体は血小板
CLEC-2欠損胎仔に残存する血小板 CLEC-2の発現
を低下させることなく出生直後の死亡率と肺発生異
常を重篤化させた（図 6A～D）．加えて CLEC-2欠
損肺では野生型肺に比べ有意に TGF-β1量が少な
かった（図 6E）．以上より，CLEC-2を介した血小
板活性化に伴って放出される TGF-β1が肺発生に関
与していることが示唆された．

6．おわりに

われわれは今回 CLEC-2欠損マウスの出生直後致
死という表現型を契機に luMCおよび adMYFの分
化異常による肺発生異常を発見し，さらに血小板

CLEC-2とリンパ管内皮 Pdpnが必須であること，
そして血小板活性化により放出される TGF-β1が関
与することを示した（図 7）．しかしながらいまだ解
明されていない部分も多い．例えば血小板がどこで
活性化するのか，すなわち血小板 CLEC-2とリンパ
管内皮 Pdpnがどこで結合するかはいまだ不明であ
る．それら未解決の問題はあるものの全身を循環す
る血球（血小板）が実質臓器（肺）の発生に必須である
ことを示した本研究は血小板の新たな機能とともに
臓器形成の新たなコンセプトも提示できたのではな
いかと考えている．血小板に含まれる様々な生理活
性物質に多彩な役割があることが次々と明らかにさ
れ，血小板の“生理活性物質を必要な場所に運ぶ”役
割が注目を集めている．以前から血小板活性化を起
こすために数多くの受容体─リガンドの組み合わせ
がある必然性とはなにか疑問に思っていたが，その

図 6　血小板 CLEC-による肺発生への TGF-βの関与
（A）Mouse IgG（control），TGF-β中和抗体投与による野生型（Clec1bfl/fl）および血小板 CLEC-2欠損（Clec1bΔPLT）マウスの出生当
日の死亡率．*P＝0.0049, Fisher’s exact test．（B）TGF-β中和抗体投与の野生型および血小板 CLEC-2欠損胎仔肺における
α-SMAの発現．（C）TGF-β中和抗体投与の野生型および血小板 CLEC-2欠損胎仔 luMCのWt1陰性率．Mean ± SD, n＝3, *P
＝0.0084, Tukey’s test．（D）TGF-β中和抗体投与野生型および血小板 CLEC-2欠損胎仔の血小板 CLEC-2の発現レベル．（E）
野生型および CLEC-2欠損胎仔肺に含まれる TGF-β1量．Mean ± SD, n＝6-7, *P＝0.0187, Student t-test．Scale bars: 25 μm（B）．
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多様性は状況に応じて生理活性物質を様々な場所に
供給するために進化した精巧なシステムなのかもし
れない．今後も未知の血小板機能の発見に貢献すべ
く精進していきたい．
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