
血小板凝集因子ポドプラニンの分子生物学
的解析と抗体医薬開発

１． は じ め に

がん細胞の血行性転移において，がん細胞による血小板

凝集が認められることが古くから報告されている．がん細

胞は血管に侵入すると，宿主の免疫系による攻撃を受け，

また物理的衝撃により即座に破壊されるため，わずかなが

ん細胞しか生き残れない．しかし，血小板凝集を引き起こ

すことにより，これらの過程から守られると考えられてい

る．また，血小板凝集はがん細胞の血管内皮細胞への接着

を促し，さらに増殖因子を放出することにより，がん細胞

の局所的な増殖を引き起こす．がん細胞と血小板の凝集塊

が毛細血管に詰まることも，血行性転移の促進に寄与して

いる．このように，がん細胞による血小板凝集が転移形成

に重要であることが示唆されていたが，近年我々は，がん

細胞膜上に発現している血小板凝集因子ポドプラニンがそ

の重要な因子であることを発見した．本稿では，ポドプラ

ニンの機能部位解析から新規抗体医薬の開発に至るまで，

我々の一連の研究成果について概説する．

２． ポドプラニンの機能部位解析

２００３年，我々は，がん細胞上の血小板凝集因子ポドプ

ラニン（別名：Aggrus／T１alpha）の遺伝子クローニング

に成功した１）．他の研究グループにより，腎臓の podocyte

（たこ足細胞）でポドプラニンが発見されたことからその

名前が付けられ，特異的なリンパ管マーカーとしても使用

されている．ポドプラニンは C末端に膜貫通部位を有し

た�型膜貫通型タンパク質である（図１A）．興味深いこと

に，ヒトポドプラニンはマウスポドプラニンと約３９％の

ホモロジーにも関わらず，マウスの血小板凝集を引き起こ

し，逆に，マウスポドプラニンはヒトの血小板凝集を引き

起こす（図１B，C）．マウスポドプラニンに対する中和抗

体（８F１１）のエピトープ解析，および詳細な変異実験に

より，EDxxVTPGという配列（PLAG domain）のトレオ

ニン（Thr）がポドプラニンによる血小板凝集の活性中心

であり，種を超えて保存されていることが明らかとなっ

た２）．この発見を契機に，ヒトポドプラニンに対する抗体

医薬開発が急速に進んだ．

３． ポドプラニンの糖鎖構造解析

ポドプラニンはその分子量の約半分が O 型糖鎖であり，

その活性に重要であることが示唆されていた．まず，糖鎖

合成不全の変異 CHO細胞株（Lec１，Lec２，Lec８）を用い

ることにより，PLAG domainの Thrに付加されている O

結合型糖鎖のシアル酸が血小板凝集の活性中心であること

がわかった３）．次に，質量分析計を用いてポドプラニンの

糖鎖構造を解析した結果，ポドプラニンは m／z１２５７の糖

鎖を持つことがわかった（図２A）４）．さらに，m／z１２５７の

MS／MS解析を行った結果，ポドプラニンには disialyl-

core１構造が付加されていた（図２B）．一方，ポドプラニ

ンを Asp-Nで処理し，PLAG domainを含む糖ペプチド

（Ala２３-Glu５７）を分離したところ，disialyl-core１構造が１

か所のみ付加されていた．

レクチンマイクロアレイを用いた解析によっても，同様

の結果が示唆された４，５）．すなわち，ポドプラニンは sialo-

mucin結合レクチンであるMaackia amurensis hemaggluti-

nin（MAH）やWheat germ agglutinin（WGA）に反応した

が，core１結合レクチンである peanut agglutinin（PNA）や

Bauhinia purpurea lectin（BPL）には反応しなかった．ま

た，ポドプラニンをシアリダーゼ処理することにより，

core１結合レクチンのシグナルが見られ，sialo-mucin結合

レクチンのシグナルが消失した．core１上のシアル酸の有

無に関わらず結合する Agaricus bisporus agglutinin（ABA），

Amaranthus caudatus agglutinin（ACA），Maclura pomifera

agglutinin（MPA），Jaccalinには，予想通りポドプラニン

のシアリダーゼ処理の有無に関わらず反応した．

ヒトポドプラニンの PLAG domainには，O 結合型糖鎖

付加部位が４か所ある．そこで，Edman分解法によりペ

プチドシークエンスを行った結果，Thr５２のみに糖鎖が付

加されていることが示唆された（図２C）．以上の詳細な解

析により，ヒトポドプラニンによる血小板凝集の活性中心

は，PLAG domainの Thr５２に付加された disialyl-core１構

造であることが明らかとなった．前述した PLAG domain

の発見とともに，この一連の糖鎖構造解析の結果が，ポド
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プラニンに対する抗体医薬開発を確実に前進させた．

４． ポドプラニンに対する抗体医薬開発

前述の通り，ポドプラニンは主にリンパ管マーカーとし

て利用されている（D２-４０抗体が有名）が，悪性脳腫瘍，

肺扁平上皮がん，悪性中皮腫，精巣腫瘍などに高発現して

いることを我々は報告してきた８～１１）．特に，脳腫瘍の中で

も星細胞系腫瘍（astrocytic tumor）においては，悪性度と

相関してポドプラニンが発現しており，腫瘍マーカーとし

ても有用である１０）．ポドプラニンが高発現しているヒト腫

図１ NZ-１抗体によるポドプラニンとクレック-２の結合阻害
（A）ポドプラニン（Podoplanin）は C末端に膜貫通部位を有した�型膜貫
通型タンパク質であり，血小板上のレセプターであるクレック-２（CLEC-２）
は N末端に膜貫通部位を有した�型膜貫通型タンパク質である．ポドプラ
ニンの PLAG領域とクレック-２の C型レクチン様領域が結合し，血小板凝
集が引き起こされる．ヒトポドプラニンでは，５２番目 Thrの O 型糖鎖が重
要な役割を果たしている．ヒトポドプラニンには，それ以外に１１か所に O
型糖鎖が付加されている（未発表）．ポドプラニンとクレック-２の結合を
NZ-１抗体が中和し，ポドプラニンによる血小板凝集や転移促進が阻害され
る．マウスポドプラニンやヒトポドプラニンは，マウスの血小板凝集（B）
およびヒトの血小板凝集（C）を引き起こした．血小板凝集は，細胞懸濁液
の透過度の上昇で測定した．
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瘍は，どれも有効な治療法が見つかっていないものばかり

であり，ポドプラニンに対する抗体医薬開発はとても重要

な課題である．しかも，ポドプラニンはリンパ管内皮細

胞，腎や肺の上皮細胞などの正常細胞にも発現しているこ

とから，腫瘍選択性の高いモノクローナル抗体の開発を目

指す必要がある．

抗体医薬の開発には，まず標的分子を分子生物学的に詳

細に解析すること必要がある．そして内在性の糖タンパク

質を精製するには，感度・特異度の高い抗体が必須であ

る．そこでまず，ヒトポドプラニンに特異度の高いモノク

図２ ポドプラニン付加の糖鎖構造解析と糖鎖付加部位解析
（A）NZ-１抗体を用いて，膠芽腫細胞 LN３１９からヒトポドプラニンを精製した．精
製したポドプラニンに付加されている糖鎖を切り出し，完全メチル化した後，質量
分析計により構造を解析した結果，ポドプラニンは m／z １２５７の糖鎖を持つことがわ
かった．（B）m／z１２５７のMS／MS解析により，ポドプラニンは disialyl-core１構造を
持つことがわかった．（C）ポドプラニンの糖ペプチドを Asp-N消化した後に HPLC
により分画し，Ala５２-Glu５７の糖ペプチドについて，Edman分解を行った．いくつか
の O-glycan予想付加部位のうち，Thr５２のみ Thrのピークが消失しており，O-glycan
が付加されていることがわかった．
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ローナル抗体を作製した５）．その中でも，NZ-１抗体は，

ウェスタンブロットやフローサイトメトリー，免疫組織染

色に有用なだけでなく，免疫沈降にも感度・特異度ともに

高い．質量分析計を使った詳細な糖鎖構造解析（特に O

結合型糖鎖）には数十 μgの精製タンパク質が必要となる

が，ヒトポドプラニンを高発現しているヒト膠芽腫細胞

LN３１９から，NZ-１抗体のアフィニティーカラムを用いて

ヒトポドプラニンを大量に精製した４）．NZ-１抗体は，ポド

プラニンとそのレセプターである CLEC-２６）との結合を阻

害し（図１），ポドプラニンによる血小板凝集も濃度依存

的に阻害した５）．また，NZ-１抗体をポドプラニン発現細胞

と共に尾静注すると，肺転移も有意に抑制した７）．すなわ

ち，NZ-１抗体はポドプラニンの活性部位を認識し，ポド

プラニンの全貌を明らかにするには好都合な抗体であっ

た．NZ-１抗体を樹立したことにより，前述の通り，ポド

プラニンの糖鎖構造の解明が急速に進んだ．

さて，いよいよ次に抗体医薬開発に進むこととなる．ま

ず，NZ-１抗体の親和性（affinity）を様々な手法で調べた

ところ，KD値が０．１nM以下という驚くべき高い親和性を

示した１２）．さらに，NZ-１抗体は，種々のヒト腫瘍細胞株

への内在化（internalization）の活性が高いこともわかり，

特に，毒素結合型抗体の開発に適していることもわかっ

た１２，１３）．一方，抗体医薬の開発においては，ADCC（anti-

body-dependent cellular cytotoxicity）活性や CDC（comple-

ment-dependent cytotoxicity）活性を持つかどうかが重要な

ポイントとなる．そこでまず，NZ-１抗体をヒトキメラ型

抗体（NZ-８）に改変したところ，ポドプラニンに対する

高い親和性を保持していた１４）．NZ-８抗体は，種々のポド

図３ ヒトキメラ型抗体（NZ-８）による抗腫瘍効果
CHO／hPod細胞をヌードマウスの皮下に移植し，NZ-８抗体による抗腫瘍効果
を調べた．腫瘍を移植後，毎週１００μg／mouseで合計４回投与した．コント
ロール抗体では，非常に大きな腫瘍を形成するが，NZ-８抗体により，ほぼ完
全に腫瘍が消失した．
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プラニン発現株に対し，高い ADCC活性や CDC活性を示

した．さらに，ポドプラニン発現株を用いたマウス移植片

モデルにおいては，NZ-８抗体は高い抗腫瘍活性を示した

（図３）．このことから，抗ポドプラニン抗体（NZ-８）は，

ポドプラニンによる血小板凝集やがん転移を抑制するだけ

でなく，ADCC／CDC活性による抗腫瘍活性を持ち，抗体

医薬として有望な候補であることがわかった．

５． お わ り に

これまで述べてきたように，抗体医薬の開発のために

は，標的分子を徹底的に理解する必要がある．本稿では，

ポドプラニンを題材として取り上げたが，他の糖タンパク

質や糖脂質についても同様の戦略が必要となる．一方で，

ポドプラニンは正常細胞にも発現が認められるため，副作

用の低減のためには，腫瘍特異的な抗体を開発する必要が

ある．現在我々は，戦略的に腫瘍特異的抗体を作製する技

術を開発しており，ポドプラニンに対する腫瘍特異的モノ

クローナル抗体の臨床応用に向けて研究を遂行している．
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血管リモデリングにおける T細胞の低酸素
応答性転写因子の役割

１． は じ め に

多細胞生物は，常に変動する生体内局所の酸素分圧に対

して様々な機構を介して適応する．近年，低酸素に対する

生体適応の異常や破綻が多くの疾患や病態の成立とその進

展に密接に関わることが明らかになってきており，臨床医

学的にも生体低酸素応答制御機構の本質的理解が要求され

ている．疾患に伴う低酸素環境は，虚血性疾患や腫瘍をは

じめ代謝性疾患や炎症性疾患を含め多くの疾患で観察さ

れ，疾患の発動因子のみならず修飾因子として病態に関与

している．低酸素応答性転写因子（hypoxia inducible fac-

tor：HIF）は，そのような生体内の酸素分圧の低下に伴い

活性化される生体の低酸素ストレスに対する適応性を規定

する分子として発見された１）．

一方，近年，動脈硬化をはじめ血管病変の進展機序に

は，局所の炎症病態が深く関与していることが明らかに

なってきた．特に，このような病態局所では，細胞の増殖

および代謝亢進に伴う細胞内のエネルギー消費が低酸素環

境を引き起こし，その結果様々な細胞内シグナルを介して

HIFが活性化されることが報告されている．我々は，動脈

硬化や血管新生の病態において，血管リモデリングに関与

する細胞群に発現する HIFがどのように機能し病態に関

与するのかを分子レベルで理解するために，個体の細胞系
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