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研究成果の概要（和文）：ApoE 欠損マウスを用いて6週間のニコチン持続投与による動脈硬化プラークの検討を行った
。ニコチン群はコントロール群に比べ、プラーク形成の増加、Angptl2の発現上昇を認めた。さらにマウス初代培養血
管内皮細胞にニコチン添加を行い、Angptl2の発現上昇を認めた。ニコチンによるプラーク形成がAngptl2 を介するか
確認のためApoE;Angptl2 欠損マウスを用いて6週間ニコチン持続投与を行った。ニコチン群とコントロール群はプラー
ク形成について差異を認めなかった。以上よりニコチンは血管内皮細胞のAngptl2を発現させ、Angptl2を介してプラー
ク形成を促進させる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We performed the analysis of Angptl2 mRNA expression level in aorta of ApoE 
knockout mice with chronic administration of nicotin using osmotic pumps. The mRNA expression level of 
Angptl2 in aorta at 6 week after nicotin administration was significantly increased compared with vehicle 
control. Moreover, the mRNA expression level of Angptl2 in mouse primary endothelial cells with nicotin 
treatment was also significantly increased compared with control. To investigate whether the development 
of atherosclerotic plaque with nicotin treatment was dependent on Angptl2, we analyzed the 
atherosclerotic plaque of Angptl2; ApoE double KO (DKO) mice with 6-week nicotin administration. No 
differences were observed in size of atherosclerotic plaques of DKO mice between nicotin administration 
and vehicle group. These data suggested that nicotin induced Angptl2 expression in endothelial cells and 
then may promote atherosclerotic plaque.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 動脈硬化
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１．研究開始当初の背景 
 本邦において生活習慣の欧米化により虚
血性心疾患、脳血管障害等の動脈硬化性血管
病が激増し、日本人の死因統計上、がんと並
んで 30％の大きな位置を占めている。動脈硬
化性血管病の有効な予防やその治療対策の
確立は超高齢化社会時代を迎えた本邦におい
て健康長寿社会実現のために必須の課題であ
り急務である。最近、動脈硬化病態形成に関
して肥満、糖尿病、脂質代謝異常症などのメ
タボリック症候群の危険因子が集積するこ
とにより進行し、血管内皮細胞の機能障害と
血管壁における慢性炎症が、動脈硬化症の病
態進展の鍵を握っていることが明らかとな
った。さらに、急性冠症候群の病態であるプ
ラーク不安定化及びその破綻には、炎症性刺
激によるマクロファージの活性化が関与し、
それを規定する因子は破綻部における血流
異常や凝固線溶系のバランスだけでなく、プ
ラークにおける小胞体ストレス等による慢
性炎症が深く関与していることが報告され
ている。近年の研究より、そのプラーク破綻
のメカニズムに関連する分子マーカー、細胞
内シグナル、転写因子、増殖因子等が解明さ
れつつあるが、プラークの破綻を抑制もしく
は安定化する画期的な治療薬はまだ見つか
っていない。 
 アンジオポエチン様因子 Angiopoietin-like 
protein (Angptl)は、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とし
て同定され（Oike Y et al., Trends Cardiovasc 
Med. 2008）、現在までに他の研究グループか
らの報告も含め、Angptl1-8 の 8 種類が同定
されている(Hato T et al., Trends Cardiovasc 
Med. 2008, Zhang R et al., Biochem Biophys 
Res Commun. 2013)。Angptl はアンジオポエ
チンの特異的受容体である Tie2 やそのホモ
ログである Tie1 に結合せず、その機能も血
管新生のみならず、脂質代謝やエネルギー代
謝など多様な作用が近年報告されている。こ
の Angptl ファミリーの一つである Angptl2 
は、過剰な機能により、組織において慢性炎
症を誘導させ、肥満・代謝異常症の発症や進
展に関係しており(Tabata M et al., Cell Metab. 
2009)、さらには、正常組織における Angptl2
の持続的高発現は、慢性炎症を誘導し、発が
んの感受性を高めることが報告されている
(Aoi J et al., Cancer Res. 2011)。申請者らは、
大動脈中膜に集積するマクロファージにお
ける Angptl2 の高発現が、持続的な MMP9 の
活性化や炎症といった組織修復機構の過剰
応答状態を引き起こし、血管壁における組織
リモデリングを促進することによって腹部
大動脈瘤形成に関与していること見出し
(Tazume H et al., Arterioscler Thromb Vasc Biol. 
2012)、また、血管周囲脂肪組織より分泌され
た Angptl2 が、MMP2 分泌を促進することに
よって、血管内膜肥厚（血管リモデリング）
を促進させ、動脈硬化病態形成に関与してい
ることを報告した(Tian Z et al, J  Mol Cell 

Cardiol. 2013)。さらに、Angptl2 と動脈硬化
病態形成の関連については、Angptl2 KO マ
ウスは、野生型に比べ、血管内皮機能の明
らかな改善を認めるが、逆に、血管内皮特
異的 Angptl2 強制発現トランスジェニック
マウス(Tie2-Angptl2 Tg)においては血管内
皮機能低下を認め、Angptl2 が動脈硬化初
期病態とされる内皮機能障害を引き起こす
ことを見出した。さらに動脈硬化モデルで
ある Angptl2;ApoE ダブル欠損(DKO)マウ
スを作製し、大動脈における動脈プラーク
を定量評価したところ、DKO マウスでは、
ApoE KO マウスに比べ、動脈硬化プラーク
の減少を認め、逆に血管内皮細胞特異的
Angptl2 強制発現マウス（ Tie2-Angptl2 
Tg;ApoE KO）では、ApoE KO に比べ、動
脈硬化プラークの明らかな増加を認め、血
管内皮細胞由来 Angptl2 の動脈硬化病態形
成への関与を報告した。 (Horio E et al., 
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2014)  近年、
Angptl2 は喫煙者の内胸動脈において発現が
上昇することが知られており、タバコによる
Angptl2 発現誘導の可能性が報告されている
（Nada F et al., Can. J . Physiol. Pharmacol., 
2008）。動脈硬化プラーク病態形成に関する
ニコチンと Angptl2 の関連については明らか
になっていない。 
 
２．研究の目的 
 本申請研究では、慢性炎症の鍵因子である
Angptl2 が、動脈硬化進展に関わるという新規
知見より(Horio E et al., Arterioscler Thromb 
Vasc Biol. 2014)、Angptl2 のシグナルの観点か
ら動脈硬化プラーク形成とその破綻を引き起
こす病態のメカニズムに対して新規因子を同
定し、その作用機構を解明することにより、虚
血性心疾患の新規予防・治療法開発に向けた基
盤研究を行う。 
 
３．研究の方法 
 本申請では動脈硬化プラークの病態形成に
おける Angptl2 のシグナル分子やその作用機
構の検討を行う為、ApoE KO マウス、
Angptl2 ; ApoE double KO マウスおよび浸透
圧ポンプ(osmatic pump)を用いて慢性的に薬
物を注入し、動脈硬化の解析を行った。また、
マウス初代培養血管内皮細胞を用いて解析
を行った。 
 
４．研究成果 
生体において nicotin 持続投与下での動脈硬
化病態形成における Angptl2 の発現解析を行
うため、ApoE KO マウス（16-20 週齢, ♂）及
び浸透圧ポンプを利用して  vehicle 群と
nicotin 群( Low:1mg/kg/day, High:5mg/kg/day)
で 6 週間投与を行い、検討した。nicotin 群
(High 及び Low)では Vehicle 群に比べ明らか
な血圧上昇を認めなかったが、nicotin 群は、
vehicle 群に比べ、明らかなプラーク部の増加
を認め、かつ Angptl2、Mmp2、CD68、TNF 



mRNA レベルの明らかな発現上昇を認めた。
さらに nicotin による動脈硬化プラーク形成
の影響が Angptl2 を介するか確認のため、
ApoE;Angptl2 欠損マウスを用いて同様の
nicotin 投与を行い検討した。 nicotin 群と
vehicle 群については、プラーク形成について
明らかな差異を認めなかった。 
大動脈において Angptl2 の発現誘導の一つと
して nicotin が示唆されたため、マウス血管内
皮細胞初代培養を樹立し、in vitro において
nicotin 添加による Angptl2 の発現解析を行っ
たところ、nicotin添加においてAngptl2 mRNA
発現レベルの明らかな上昇を認めた。この結
果より、ニコチンは、血管内皮細胞に作用し
て Angptl2 発現を上昇させ、動脈硬化プラー
ク形成を促進させる可能性が示唆された。 
 また、アンジオテンシン II（AngII）持続投
与による動脈硬化プラーク部における
Angptl2 発現について検討を行った。vehicle
群(150 mM NaCl, 1 mM acetic acid)と AngII 群
(1.44mg/kg/day)で 4 週間投与し、大動脈より
mRNA を抽出し定量 RT-PCR により発現解
析を行ったところ、AngII 群では、vehicle 群
に比べ、大動脈において明らかなプラークの
増加を認め、Mmp2、CD68 mRNA 発現レベル
の明らかな上昇を認めたが、Angptl2 mRNA
発現レベルについては有意な差を認めなか
った。以上より、AngII によるプラーク形成
については、Angptl2 の関与の可能性は低い
と考えられる。Angptl2 conditional KO マウス
を作製し、Tie2-Cre トランスジェニックマウ
スとの交配を行い、血管内皮特異的 Angptl2
欠損マウスの樹立を行った。 
  また、ヒト冠動脈サンプルを用いた免疫染
色において ANGPTL2 はプラーク部の血管内
皮細胞および CD68 陽性細胞での発現を認め
た。今後症例数を増やして検討が必要と考え
られた。 
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