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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では、メタボリックシンドロームやがんなどの慢性炎症を基盤病態とする疾患の発
症・進展に関わる Angptl2（アンジオポエチン様因子 2）遺伝子の発現誘導機構の解析を行った。
その成果として、がん細胞では、NFAT、ATF2 および c-Jun といった 3 つの転写因子が協調的に
作用し、Angptl2 遺伝子の発現を誘導することが明らかとなった。さらに、生体の様々な組織
では、体内時計によって Angptl2 遺伝子の発現が周期的に制御されており、その制御異常が
Angptl2 遺伝子の発現リズムの消失に繋がることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  In this study, we investigated the transcriptional regulatory mechanisms of Angptl2 
(angiopoietin-like protein 2) that plays roles in the pathogenesis and development of 
chronic inflammation-related diseases, such as metabolic syndrome or cancers. We showed 
that Angptl2 expression in cancer cells is synergistically activated by NFAT, ATF2, and 
c-Jun. Furthermore, we demonstrated that expression periodicity of Angptl2 in various 
tissues is regulated by a circadian clock and that disruption of this process resulted 
in the arrhythmic Angptl2 expression. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、肥満、インスリン抵抗性、糖代謝異
常、脂質代謝異常、高血圧などが一個体に集
積するメタボリックシンドロームやその下
流に位置する動脈硬化性疾患などの基盤病
態として軽度の慢性炎症が注目されている。

慢性炎症を基盤病態とする疾患において炎
症をコントロールすることは、治療だけでな
く疾患発症の予防にもつながる可能性を有
している。したがって、慢性炎症を生じる分
子基盤や治療標的となる新たな候補分子を
明らかにすることが重要である。 
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 Angptl（angiopoietin-like protein）は、
我々の研究室において血管新生因子アンジ
オポエチンと同様の構造的特徴を持つ分子
のクローニングにより同定され、現在までに
他の研究グループからの報告も含め 7種類が
同定されている。Angptl は、血管新生だけで
なく、脂質代謝やエネルギー代謝など多様な
作用を有することが明らかとなってきてい
る。最近、我々は、Angptl2 が肥満の脂肪組
織において局所的な慢性炎症を惹起するこ
とで全身のインスリン抵抗性を引き起こす
こと、Angptl2 の発現上昇が慢性炎症を生じ
る分子基盤となっていることを明らかにし
た。また、慢性炎症はがんの発症や進展、転
移にも関与していることが知られており、
我々は癌患者の血中 Angptl2 濃度が上昇して
いることや、Angptl2 を高発現するがん細胞
株の転移能が亢進していることを見出して
いる。したがって、Angptl2 の発現を抑制す
ることが慢性炎症を基盤とする疾患の新た
な治療法となる可能性を有しており、未だ解
明されていない Angptl2の発現誘導に関与す
るシグナル伝達および転写調節機構を解明
することは重要な課題である。 
 さらに我々は、マウス脂肪組織における
Angptl2 の発現パターンが、特徴的な 24 時間
周期の日内変動（概日リズム）を示すことを
見出している。脂肪組織では、概日リズムを
作り出している時計遺伝子（時計調節因子）
だけでなく、多くの代謝関連遺伝子の発現に
も周期性があることが知られており、肥満マ
ウスではこれらの遺伝子発現の周期性が失
われること、さらに時計遺伝子変異マウスは
メタボリックシンドロームの特徴である肥
満やインスリン抵抗性などを示すことが明
らかとなっている。時計調節因子による代謝
関連遺伝子の発現調節や時計調節因子とメ
タボリックシンドロームとの関係が明らか
となってきているが、Angptl2 の周期的な発
現制御に概日時計機構が関与しているかに
ついては明らかとなっていない。 
 
２．研究の目的 
 Angptl2 の発現誘導は病態発症の基盤とな
っており、Angptl2 はメタボリックシンドロ
ームなどの基盤病態として近年注目されて
いる慢性炎症の成因となる重要な新規鍵因
子である。そこで本申請研究では、未だ解明
されていない Angptl2の発現誘導に関与する
シグナル伝達および転写調節機構を解明す
ることを目的とする。 
 
（１）我々は、低酸素状態において、がん細
胞の Angptl2 発現が誘導されること、低酸素
刺激による Angptl2 発現誘導が HIF1α
（hypoxia-inducible factor 1α）非依存的
であることを見出している。そこで、ヒト

Angptl2 遺伝子において低酸素刺激などによ
る発現誘導に必要なゲノム領域（プロモータ
ーやエンハンサー領域）や転写因子を同定す
ることで、Angptl2 の転写調節機構を明らか
にし、転写誘導に至るまでのシグナル伝達経
路についても解析を行う。 
 
（２）近年、概日時計機構の破綻がメタボリ
ックシンドロームをはじめとする様々な疾
患の発症や進展に関与していることが注目
されている。申請者は、マウス脂肪組織にお
ける Angptl2 の発現が、約 24 時間の概日リ
ズムを示すことを見出していることから、
Angptl2 に関しても時計調節因子による転写
制御を受ける可能性を有している。そこで、
肥満の脂肪組織における Angptl2 遺伝子発現
の周期性の変化や時計遺伝子との関連性に
ついて検討を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）がん細胞における Angptl2 発現誘導機

構の解析 
 ヒト肺がん細胞株を用いて、ヒト Angptl2
レポーターアッセイを行い、Angptl2 の発現
に必須の転写調節領域を探索行った。ヒト
Angptl2 の発現に必須の転写調節領域に結合
する転写因子を明らかにするため、当該領域
に存在する転写因子結合配列を in silico 解
析により探索した。探索の結果、同定された
転写因子結合配列に結合することが予想さ
れる転写因子の過剰発現による Angptl2 レポ
ーター活性に対する影響を評価し、Angptl2
レポーター活性を促進する転写因子につい
て、ゲルシフトアッセイやクロマチン免疫沈
降法（ChIP アッセイ）により Angptl2 転写調
節領域への結合を確認した。また、ヒト肺が
ん細胞株や乳がん細胞株を用いて、Angptl2
発現誘導に関与する転写因子をノックダウ
ンし、内在性 Angptl2 発現に対する影響をリ
アルタイム PCR によって評価した。 
 
（２）周期的 Angptl2 発現と概日時計機構に

関する解析 
 骨肉腫細胞株である U2OS 細胞を高濃度の
血清で処理し、各細胞における発現の周期を
同調させた後、Angptl2 や時計遺伝子の発現
をリアルタイム PCR にて解析した。また、A
時計遺伝子 BMAL1 と CLOCK の共発現により
Angptl2 プロモーター活性化が促進されるか
検討を行った。さらに、ChIP アッセイによる
Angptl2 プロモーター領域への CLOCK の結合
の確認を行った。生体における Angptl2 発現
の周期性を確認するため、明期：暗期（12 時
間：12 時間）または 24 時間暗期の条件下で
飼育したマウスの各組織における Angptl2発
現を経時的にリアルタイム PCRおよびウエス
タンブロットにより観察した。また、概日時



 

 

計機構に必須の時計遺伝子 Cryの欠損マウス
を用いて、概日時計機構の破綻が Angptl2 の
発現リズムに及ぼす影響をリアルタイム PCR
により解析した。 
 
４．研究成果 
（１）これまで我々は、Angptl2が慢性炎症を
基盤病態とする疾患の発症や進展に関与する
炎症制御因子であることを明らかにしている
。Angptl2の発現誘導は、疾患の発症や進展の
分子基盤となっているが、その発現誘導機構
の詳細は不明であった。そこで、ヒトAngptl2
の発現誘導に必須のプロモーター領域として
、転写開始点から上流-168bpの領域を既に見
出していたことから、この領域を対象に
Angptl2を発現しているヒト肺がん細胞株を
用い詳細な解析を行った。その結果、当該領
域にはATF/CREBファミリーが結合すると考え
られる結合配列が存在し、このATF/CREB結合
配列が肺がん細胞におけるAnptl2のプロモー
ター活性に必須であることが明らかとなった
。さらに、Angptl2の発現は、NFAT、ATF2およ
びc-Junの3因子がAngptl2プロモーター上の
ATF/CREB結合配列を介して協調的に作用し、
活性化されることが明らかとなった。実際に
、NFATをノックダウンした肺がん細胞株や乳
がん細胞株ではAngptl2の発現が有意に減少
することが示された。本研究により、これま
で解明されていなかったがん細胞における
Angptl2の発現調節機構として、NFAT, ATF2, 
c-Junの関与が明らかとなり、Angptl2発現誘
導による病態の分子基盤の解明に繋がる重要
な成果であると考える。我々は、がん細胞以
外では、肥満の脂肪組織や血管内皮、病巣の
マクロファージなどにおいて、Angptl2の発現
上昇が認められることを見出している。そこ
で、今後、本研究によって明らかとなった
Angptl2の発現誘導に関与する転写因子が、が
ん以外の病態におけるAngptl2の発現制御に
関与するか検討し、Angptl2発現誘導による病
態の分子基盤の解明を目指す。 
 
（２）Angptl2 発現には、24 時間の概日リズ
ムが存在することを既に見出していたこと
から、Angptl2 発現と概日時計機構との関連
性について検討を行った。骨肉腫細胞株であ
る U2OS 細胞を高濃度の血清で処理すること
で、Angptl2 の発現に時計遺伝子である Per2
と同様の周期性が認められた。また、Angptl2
レポーター活性は、Per2 の発現を誘導するこ
とが知られている時計遺伝子 BMAL1 と CLOCK
の共発現により促進された。さらに、Angptl2
プロモーター領域への CLOCK の結合も確認さ
れた。マウスの各組織における Angptl2 発現
を経時的に観察したところ、脂肪組織をはじ
め様々な組織において 24 時間の周期性が確
認された。また、概日時計機構に必須の時計

遺伝子 Cry 欠損マウスでは、Angptl2 の発現
リズムの消失が認められた。以上の結果から、
Angptl2 の周期的発現は概日時計機構により
制御されており、概日時計機構の破綻が
Angptl2 の発現リズムの消失につながること
が示唆された。本研究により、新たな Angptl2
の発現調節機構として概日時計機構の関与
が明らかとなったことは、Angptl2 発現誘導
による病態の分子基盤の解明に繋がる重要
な成果であると考える。近年、生活習慣など
の環境因子の影響による概日時計機構の破
綻が、メタボリックシンドロームやがんなど
の慢性炎症を基盤病態とする疾患の発症や
進展に関与していることが注目されている
ことから、実際にこれら病態において
Angptl2 の発現リズムの変調や消失が認めら
れるか検討することで、各疾患の病態と
Angptl2 の発現リズムとの連関を解明し、概
日時計機構の破綻による周期的 Angptl2 発現
の異常による病態の発症・進展の分子基盤の
解明を目指す。 
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