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研究成果の概要（和文）：本研究の成果として、プロセシングによるANGPTL2の機能制御においては、ANGPTL2の
切断に関わるBMP-1（bone morphogenic protein-1）/ TLD（tolloid）ファミリー分子のなかでもTLL1
（tolloid-like 1）が主要な制御因子であると考えられた。さらに、ANGPTL2がO型糖鎖修飾を受けること、同修
飾がTLL1による切断に対して保護的に作用していることを見出し、がん細胞におけるTLL1の活性や発現の亢進に
加え、ANGPTL2のO型糖鎖修飾を抑制することが、ANGPTL2シグナルを介したがん転移に対する新規治療標的とな
る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Here, we show that TLL1 (tolloid-like 1) predominantly contributes to the 
processing of ANGPTL2 among BMP-1 (bone morphogenic protein-1)/TLD (tolloid) family proteins. In 
addition, we found that secreted ANGPTL2 proteins are O-glycosylated in the conditioned medium of 
human tumor cell lines. We also identified an O-glycosylation site of ANGPTL2 protein and showed 
that ANGPTL2 proteins containing the mutated O-glycosylation site exhibit increased susceptibility 
to cleavage by TLL1. These results suggest that O-glycosylation of ANGPTL2 protein is important for 
protection from cleavage by TLL1. Therefore, not only promoting the activity and expression of TLL1,
 but also suppressing the O-glycosylation of ANGPTL2 protein in tumor cells may be a novel 
therapeutic approach for ANGPTL2 signaling-mediated tumor metastasis.

研究分野：腫瘍生物学

キーワード： がん　ANGPTL2　プロセシング
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 骨の悪性腫瘍のうち最も発症頻度が高い
原発性の骨腫瘍である骨肉腫は、その多くが
10 代から 20 代にかけて発症する。近年、化
学療法の導入により、5 年生存率は 70%程度
まで改善しているが、それ以上の生存率の改
善には至っていない。骨肉腫における主な死
亡原因は肺転移であることから、いかに肺転
移を抑制するかが重要であり、より効果的に
肺転移を抑制する手法の開発が課題である。
従って、骨肉腫の転移メカニズムを明らかに
し、新たな転移抑制法開発に向けた基盤技術
の創出が重要である。 
 我々は、これまでに ANGPTL ファミリー
分子の１つである ANGPTL2 が、慢性炎症を基
盤病態とする様々な疾患の発症・進展に関与
する炎症関連因子であることを明らかにし
てきた。慢性炎症は発がんやがんの進展・転
移にも関与しており、我々は正常組織におけ
るANGPTL2の持続的な発現増加が発がんに関
与することを明らかにした。さらに、がん細
胞においては微小環境の変化により ANGPTL2
発現が誘導され、がん細胞から分泌された
ANGPTL2 がオートクリンまたはパラクリン的
に作用し、がん細胞の遊走能や浸潤能、腫瘍
血管新生を促進することで、高い転移能を示
すことを明らかにした。最近、我々は、低酸
素や低栄養などの腫瘍微小環境によりがん
細胞における ANGPTL2 プロモーター領域の
DNA 脱メチル化が誘導され、ANGPTL2 発現が
誘導されること、骨肉腫細胞から分泌された
ANGPTL2 が腫瘍血管新生や腫瘍細胞の浸潤能
を亢進させ、腫瘍細胞の血管内侵入を促進す
ることで、肺転移を促進することを明らかに
した（図 1）。 

 
また、骨肉腫細胞における ANGPTL2 ノックダ
ウンは肺転移の減少に繋がることから、
ANGPTL2 シグナルを抑制することが転移抑制
に重要であることが示唆された。さらに、分
泌された ANGPTL2 が tolloid-like 1（TLL1）
によって切断されること、切断により
ANGPTL2 が不活性化され、がん転移促進作用
が消失すること（図 1）、さらに、骨肉腫患者
の腫瘍組織では、ANGPTL2 の発現レベルが高

いのに対し、TLL1 発現レベルは著しく低下し
ていることを見出しており、TLL1 の発現や活
性化を促進することでANGPTL2の切断を増強
することが、新たながん転移抑制法となる可
能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、腫瘍細胞における TLL1 発現
や活性化を促進する低分子化合物を同定し、
TLL1によるANGPTL2切断を標的とした新たな
骨肉腫の肺転移抑制法の開発を目指す。また、
我々は、骨芽細胞より豊富に ANGPTL2 が発現
していること、骨微少環境における ANGPTL2
が内軟骨性骨化に関与していること、TLL1 の
基質としてコラーゲン前駆体等の骨基質が
多く含まれていることが知られていること
から、骨形成における TLL1 の意義その作用
機構を解明し、骨代謝性疾患の新規予防・治
療法開発に向けた基盤研究を併せて行う。 
 
３．研究の方法 
（1）TLL1 発現モニタリング骨肉腫細胞およ
び骨芽細胞特異的 TLL1 トランスジェニック
マウスの作製 
 CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノム
編集によって TLL1プロモーター下流にル
シフェラーゼ遺伝子をノックインした
TLL1 発現モニタリング骨肉腫細胞の樹立
するため、ヒト TLL1遺伝子の 5’側非翻訳
領域の直後にホタルルシフェラーゼ遺伝子
を相同組換えにより挿入するためのドナー
ベクターおよび当該領域を標的としたガイ
ド RNA 配列を含む Cas9 発現ベクターを
作製した。作製した各ベクターをヒト骨肉
腫細胞株 143B細胞に導入した。 
 骨芽細胞特異的に TLL1 を発現するトラン
スジェニックマウスを作製するため、コラー
ゲン II（Col2）プロモーター配列直後に TLL1
遺伝子を挿入したプラスミドを構築した。得
られたプラスミドを制限酵素により直鎖化
し、精製したものを用いてトランスジェニッ
クマウスの作製を行った。 
 
（2）BMP-1/TLD ファミリーによる ANGPTL2 の
プロセシング機構解析 
 ANGPTL2 の切断に関わる TLL1 は、BMP-1
（ bone morphogenic protein-1 ） / TLD
（tolloid）ファミリーに属しており、TLL1
以外のファミリーメンバーとして TLL2
（tolloid-like 2）や BMP-1/mTLD（mammalian 
tolloid）が存在する。そこで、TLL1 に加え、
TLL2、mTLD の組換え型タンパク質を作製する
ためCHO-S細胞に各分子の発現プラスミドを
導入し、培養上精中に分泌された BMP-1/TLD
ファミリータンパク質の精製を行った。得ら
れた各BMP-1/TLDファミリータンパク質と組
換え型全長ANGPTL2タンパク質を37℃で4時
間反応させ、ウエスタンブロッティングにて
ANGPTL2 の切断活性を評価した。 
 ANGPTL2 を恒常的に高発現するヒト胎児由



来腎細胞株（HEK293/ANGPTL2）を用いて、各
BMP-1/TLD フ ァ ミ リ ー 分 子 お よ び PC 
（proprotein convertase）である Furin、
PC5/6A または PACE4 をともに発現させ、培養
上精中におけるANGPTL2の切断活性をウエス
タンブロッティングにて評価した。 
 
（3）ANGPTL2 糖鎖修飾と TLL1 によるプロセ
シングとの連関解析 
 ANGPTL2 を恒常的に高発現するヒト子宮頸
がん細胞株HeLa-S3の培養上精より精製した
ANGPTL2 タンパク質を PNGase F もしくは
Neuramidase と O-glycosidase 存在下にて
37℃で 1時間反応させ、ウエスタンブロッテ
ィングにてANGPTL2の分子量変化を評価した。
また、in silico 解析により予測された
ANGPTL2 の O 型糖鎖付加部位のセリン残基を
アラニン残基に変異させた各変異体を作製
し、HeLa-S3 細胞にて発現させた。培養上精
より得られた変異体タンパク質を用いてウ
エスタンブロッティングにてその分子量変
化を評価した。野生型の ANGPTL2 および上記
変異体タンパク質を恒常的に高発現する
HeLa-S3 細胞に TLL1 を一過的に発現させ、そ
の培養上精中におけるANGPTL2の切断感受性
をウエスタンブロッティングにて評価した。 
 
４．研究成果 
（1） TLL1 発現モニタリング骨肉腫細胞およ
び骨芽細胞特異的 TLL1 トランスジェニック
マウスの作製 
 TLL1 プロモーター活性に依存するルシ
フェラーゼ活性を指標に、既存の低分子化
合物ライブラリーから TLL1発現を誘導す
る低分子化合物の探索を行う目的で、
CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノム編
集によって TLL1プロモーター下流にルシ
フェラーゼ遺伝子をノックインした TLL1
発現モニタリング骨肉腫細胞の樹立を目指
したが、骨肉腫細胞株に対する遺伝子導入
効率の問題などから未だ同細胞の樹立には
至っていない。 
 骨形成における TLL1 の意義を検討する目
的で、Col2 プロモーターにより骨芽細胞特異
的に TLL1 を発現するトランスジェニックマ
ウスの作出を試みた。しかし、得られたいず
れのマウスにおいてもCol2-TLL1遺伝子断片
が挿入された個体は得られていない。TLL1 の
過剰発現が発生期に影響を及ぼしている可
能性も考えられた。 
 
（2） BMP-1/TLD ファミリーによる ANGPTL2
のプロセシング機構 
TLL1以外のBMP-1/TLDファミリー分子によ
る ANGPTL2 切断の可能性を検討するため、ヒ
トANGPTL2を恒常的に高発現するヒト胎児由
来腎細胞株（HEK293/ANGPTL2）を用いて、各
BMP-1/TLD ファミリー分子を過剰発現させ、
ANGPTL2 の切断能を検討した。その結果、TLL1
と同様に他の BMP-1/TLD ファミリー分子も

ANGPTL2 の切断活性を有することが示唆され
た。次に、各 BMP-1/TLD ファミリー分子を精
製し、in vitro における ANGPTL2 切断活性の
評価を行った。その結果、TLL1だけが ANGPTL2
に対する切断活性を示した。BMP-1/TLD ファ
ミリー分子は、N 末端側に存在するプロペプ
チド領域がプロセシングされることで活性
化される。他の ANGPTL ファミリーメンバー
で あ る ANGPTL3 や ANGPTL4 は PC 
（proprotein convertase）によってプロセ
シングされることが報告されているが、
ANGPTL2はPCによって直接プロセシングされ
ない。そこで、PC が BMP-1/TLD ファミリー分
子のプロセシングによる活性化を促進する
ことで、ANGPTL2 の切断に関与する可能性を
調べるため、PC ファミリー分子と BMP-1/TLD
ファミリー分子を HEK293/ANGPTL2 細胞株に
共導入した。その結果、PCファミリー分子に
よる BMP-1/TLD ファミリー分子の ANGPTL2 切
断促進効果は認められなかった。 
 以上の結果から、ANGPTL2 の切断酵素とし
て同定されていた TLL1 に加え、TLL2 や
BMP-1/mTLDもANGPTL2のプロセシングに関わ
る可能性が示唆された。しかし、in vitro に
おいてはBMP-1/TLDファミリー分子の中でも
TLL1のみが高いANGPTL2切断活性を示したこ
とから、プロセシングによる ANGPTL2 の機能
制御においては TLL1 が主要な制御因子であ
ると考えられた。今後、TLL1 および他の
BMP-1/TLD ファミリー分子も含め、その発現
制御機構や活性化機構を明らかにすること
がプロセシングによるANGPTL2の機能制御法
を創出するうえで重要な課題であると考え
る。 
 
（3）ANGPTL2 糖鎖修飾と TLL1 によるプロセ
シングとの連関 
 ANGPTL2 は分泌タンパク質であるため、当
初より糖鎖修飾が存在することが予想され
ていた。糖鎖修飾は N型および O型糖鎖修飾
に分類できるが、N 型糖鎖修飾については、
オリゴ糖トランスフェラーゼ（OGT）によっ
て糖鎖修飾が行われることが知られている。
OGT は Asn-X-Ser または Asn-X-Thr の Asn 残
基に糖鎖を付加することから、ANGPTL2 にお
いてもOGTが認識するコンセンサス配列より
2 カ所に N 型糖鎖修飾が付加されることがデ
ータベース上においても明らかとなってい
た。実際我々も、ANGPTL2 を恒常的に高発現
する培養細胞の培養上精より精製した
ANGPTL2 タンパク質を用いて PNGase F で処理
した場合、SDS-PAGE にて解析した際に分子量
が減少することを確認していた。最近、我々
は ANGPTL2 タンパク質が N型糖鎖修飾に加え、
O 型糖鎖修飾を受けることを見出した。
Neuramidase と O-glycosidase を用いて精製
ANGPTL2 タンパク質の O 型糖鎖修飾を切断し
た場合、N 型糖鎖修飾切断時に比べるとわず
かではあるが、分子量の減少が認められた。
さらに、in silico 解析から、ANGPTL2 の O



型糖鎖修飾部位を予測し、各候補修飾部位に
変異を導入した変異体を作製することで、
ANGPTL2 における O 型糖鎖修飾部位の同定に
成功した。この O型糖鎖修飾部位同定の過程
において、培養上精中における当該変異体が、
野生型に比べてより多く切断されているこ
とを見出した。ANGPTL2 は TLL1 によって切断
されることから、TLL1 による切断感受性を検
討したところ、野生型に比べ変異体タンパク
質の TLL1 による切断感受性が有意に増加し
ていることが明らかとなった。この結果から、
ANGPTL2タンパク質のO型糖鎖修飾はTLL1に
よる切断に対して保護的に作用しているこ
とが示唆された。以上より、がん細胞におけ
る ANGPTL2 の O型糖鎖修飾を抑制することが、
ANGPTL2 シグナルを介したがん転移に対する
新規治療標的となる可能性が示唆された。 
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