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緒 言 

 

骨軟部肉腫は年間新規患者数が約3,000人程度であり、骨原発の肉腫は若年者の発症が多く、軟部原発の肉腫は中高

年が多い。骨軟部肉腫の中でも、骨肉腫は患者数も多く、術前後の化学療法と手術での広範切除の施行で 20％であっ

た 5 年生存率が 60～70％へと上昇したが、化学療法不応例や遠隔転移例の予後は不良であることに変わりはない。骨

肉腫同様に他の肉腫でも、遠隔転移の大半が肺転移であるため、腫瘍の増殖と共に肺転移機構を解明し、治療へ応用出

来れば、それは直接予後改善につながる。約半世紀の間、新規抗がん剤や分子標的剤の登場はなく、化学療法のレジメ

ンも変わらないのが現状であり、新規治療ターゲットの探索が急務であった。 
以前より癌の血行性転移に血小板が促進的に働くとの報告があり、その機序として1）血管内で腫瘍表面に血小板が

凝集し、更に血小板は活性化され、血管内のシェアストレスや免疫細胞の攻撃から腫瘍細胞を守る、2）粘着した血小

板が、腫瘍細胞に血管外浸潤の足場を提供する、3）血管外浸潤後、転移巣にて活性化血小板から放出された増殖因子

や血管新生因子により、腫瘍の転移が促進される、と考えられている。また、活性化血小板より放出されたTGF-β、

PDGFなどが、原発巣の腫瘍にEndothelial Mesenchymal Transition（EMT）を惹起し、転移を促進するという報告

もある［1］。このEMTは骨肉腫でも他の癌腫と同様に転移のステップに必須である［2］。血小板の凝集と活性化の機

序の一つに腫瘍直接的なものと、間接的なものがある。その直接的な機序の一つに扁平上皮癌の一部などに発現する膜

蛋白、ポドプラニンがあり、以前より in vitro での血小板凝集・活性化能は報告されていた。さらに、ポドプラニン

の発現が多い腫瘍ほど、悪性度が高く、予後が悪いという臨床研究も報告されている。このことから、ポドプラニンと

血小板の結合を抑制できれば癌の増殖・転移を抑制できると考えられたが、ポドプラニンの血小板上受容体は長らく不

明であった。共同研究者の井上らは血小板上に新規活性化受容体 C-type lectin-like receptor-2（CLEC-2）を同定し［3］、
そのリガンドがポドプラニンであることを発見した［4］。我々は、肉腫の増殖や転移に於いて、肉腫のポドプラニン発

現が関与し、そのポドプラニンに活性化された血小板が重要な役割を担っているとの仮説を立てた。これまでにポドプ

ラニンをターゲットにした研究は、前立腺癌や頭頸部腫瘍などであり、マウスモデルで抗ポドプラニン抗体の治療効果

が報告されているが、CLEC-2をターゲットにした抗腫瘍効果の報告はない。本研究において、骨肉腫ポドプラニンと

血小板 CLEC-2 の相互作用を解明し、血小板の持つ骨肉腫の転移・増殖誘導能を明らかにすることであり、 CLEC-2
をターゲットにした新規治療を開発することが期待される。 
 

方 法 

 
血小板は健常人から採血し、PRPを作成ののち、洗浄血小板を精製した。骨肉腫細胞はヒト骨肉腫細胞をATCCよ

り購入した。マウス実験は山梨大学動物実験倫理員会より承認を受けている。統計学的検討はStudent’s t-testsを用い

て検討した。 
1． 骨肉腫ポドプラニン発現と血小板との凝集の有無 
①骨肉腫細胞株（低転移株 TE85、高肺転移株 143B）におけるポドプラニンの発現を Flowcytometry で検討した。

②ヒト洗浄血小板と骨肉腫細胞の凝集の有無を凝集計で確認した。また、ポドプラニン抗体を用いて、凝集が変化する

かを検討した。 
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2．血小板活性化による骨肉腫の増殖・浸潤への影響 
①ヒト骨肉腫細胞高肺転移株（143B）とヒト洗浄血小板を30分共培養ののち、遠心して得られた上清（B）と血小

板のみの上清（A）を準備した。血小板特異的なサイトカインとしてPlatelet Factor-4（PF-4）また、血小板含有が多

いとされるTGF-β、PDGFをELISAで測定した。この（A）（B）を用いて以下の実験を行った。②移動能への影響；

Boyden Chamberアッセイを用いた。上層は培地のみとし、下層に（A）、（B）を添加した。膜の下側をクリスタルバ

イオレットで染色し、OD値を測定した。移動した細胞数を顕微鏡下に計測した。 
3．血小板CLEC-2をターゲットにした新規治療の可能性 

CLEC-2抗体をマウス投与し、CLEC-2欠損状態を作製した。①ルシフェラーゼ遺伝子を導入したヒト骨肉腫細胞を

尾静脈から投与した。3週で転移が成立することを予備実験でしているので、その時点でのルシフェラーゼでの蛍光強

度の測定、肺を摘出し、顕微鏡下で転移数をカウントした。 
 

結 果 
 
1．骨肉腫ポドプラニン発現と血小板との凝集の有無  
骨肉腫細胞株（低転移株TE85、高肺転移株143B）におけるポドプラニンの発現をFlowcytometryで検討した。TE85

と比較し、143B では高発現であった（図 1A，B）。そのため以下の実験では 143B を使用した。次にヒト洗浄血小板

と骨肉腫細胞の凝集の有無を確認した。143B では凝集が起こることを確認し、これがポドプラニン抗体を用いること

で抑制された（図C）。 

 

図1．骨肉腫ポドプラニン発現と血小板との凝集の有無 
上段：骨肉腫ポドプラニン発現。下段：ヒト血小板と143B骨肉腫細胞との凝集。 

 
2．骨肉腫細胞による血小板活性化におけるサイトカイン産生と骨肉腫の移動能への影響  
ヒト骨肉腫細胞高肺転移株（143B）とヒト洗浄血小板を30分共培養ののち、遠心して得られた上清（B）と血小板

のみの上清（A）における、PF-4、TGF-βをELISAで測定したが、有意に（B）で増加していた（図2）。次に移動能

への影響をMigration Assayで検討した。（B）を加えた群で有意（p < 0.01、Student’s t-tests）に増加していた（図2）。 
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図2．骨肉腫細胞による血小板活性化におけるサイトカイン産生と骨肉腫の移動能への影響 

上段：ヒト血小板と骨肉腫細胞の共培養におけるサイトカイン産生。 
下段：その上清による骨肉腫細胞の移動の変化。 

 
3．血小板CLEC-2をターゲットにした新規治療の可能性  

IgG 群と CLEC-2 抗体投与群で比較を行った。3 週での時点で、ルシフェラーゼでの蛍光強度の測定を測定し、

CLEC-2抗体投与群で低下、減少（*p < 0.05、Student’s t-tests）していたことが分かった。（図3） 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

図3．血小板CLEC-2をターゲットにした新規治療の可能性 
上段：IgG、抗CLEC-2抗体治療の効果。 
下段：ルシフェラーゼの蛍光強度。 
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考 察 

 
骨軟部肉腫は希少がんの一つであり、手術、化学療法の改善により生存率が上昇したが、この20年、新規抗がん剤、

分子標的剤の開発はなく、予後はほぼ横ばいとなっている。ただ、骨軟部肉腫はもともと40種類以上と多く、それぞれ

においてその分子的な特徴は多様であるが、予後規定因子としての肺転移は共通しており、その機序解明が予後改善に

直結する可能性が高い。血小板以前より腫瘍の転移に促進的とされていたが、近年その詳細な機序が他癌腫であるが報

告されている［1，5］。また、血小板CLEC-2を阻害することで悪性黒色腫の転移抑制が報告されている［5］。本研究

からは 1）骨肉腫ポドプラニンが血小板CELC-2を介した活性化、2）CLEC-2を抑制することで骨肉腫の転移を抑制す

る可能性、という結果が得られた。先行研究を踏まえると血小板が骨肉腫の転移に重要な役割を担っており、治療のタ

ーゲットになる可能性が高い。また、このアドバンテージとして、治療標的を血小板にしているので、①既存抗がん剤

との併用、②既存の抗がん剤無効例への投与、③高齢者あるいは合併症による抗癌剤投与不能例への投与などの利点が

上げられ、この研究を実用化することは、治療選択の多様性と患者予後の改善に直結する可能性が高い。今後、原発巣

への効果を検討する予定である。 
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