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研究成果の概要（和文）：アンジオポエチン様分子の一つであるAngptl2は脂肪組織へのマクロファージの動員を惹起
し脂肪組織局所の炎症を増悪させ、インスリン抵抗性および肥満を引き起こすadipocytokineである。メタボリックシ
ンドロームの肝臓での表現形と考えられている非アルコール性脂肪肝炎 (NASH)およびそれに関連した肝臓癌病態機序
にAngptl2が重要な役割を果たす可能性が示唆される。そこで今回Angptl2遺伝子欠損マウスと、ヒトNASHおよび肝臓癌
臨床検体を用いて、NASH発症・進展と発癌病態機序におけるAngptl2の果たす役割の解明を試みた。臨床応用を目指し
、今後の研究を推進させる。

研究成果の概要（英文）：Angiopoietin-like protein 2 (Angptl2) is an adipocytokine, which induces chemotaxi
s of macrophages to adipose tissue, exaggerates adipose tissue inflammation, and aggravates insulin resist
ance and obesity. Nonalcoholic steatohepatitis (NASH) is thought to be a hepatic manifestation of metaboli
c syndrome. Therefore, Angptl2 may play an important role in the pathogenesis of NASH and NASH-related liv
er cancer. In the present study, we tried to unravel the role of Angptl2 in the progression of NASH and NA
SH-related liver cancer, using Angptl2-deficient mice and human liver samples in patients with NASH or liv
er cancer. We intend to promote necessary study and research for clinical application.
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１．研究開始当初の背景 
非アルコール性脂肪肝炎 (Nonalcoholic 

steatohepatitis: NASH)はメタボリックシン

ドロームの肝臓での表現形と考えられている。

肥満人口の増加に伴い増加の一途にあるNASH

は、一部が肝硬変まで進展する進行性の疾患

であり肝発癌も引き起こすため、治療法の確

立は緊急課題である。 

NASH はその背景にインスリン抵抗性を有す

る場合が多いが、我々はいち早く、インスリ

ン抵抗性改善薬であり PPARアゴニストで

ある Pioglitazone が脂肪肝炎の病態を改善

することを報告した（ Tomita, et al. 

Gastroenterology 2004）。同じく、インスリ

ン抵抗性改善に関与する AMP kinase の

activator の投与によっても脂肪肝炎の病態

が改善された（Tomita, et al. Alcohol Clin 

Exp Res 2005)。また、レプチンはインスリ

ン抵抗性に深く関与するadipocytokineであ

るが、そのシグナル欠損が、肝細胞のストレ

スタンパク質メタロチオネインの発現誘導

の抑制を介して脂肪肝炎発症への易感受性

を惹起することをも明らかとした（Tomita, 

et al. Am J Physiol Gastrointest Liver 

Physiol 2004）。同様に adipocytokine の一

つである TNFが、肝臓星細胞 TIMP-1 発現増

強を介して、NASH 病態での肝線維化を促進す

る(Tomita, et al. Gut 2006)ことが判明し

た。一方で Adiponectin はインスリン抵抗性

改善作用を有する主要なadipocytokineとし

て知られている。Adiponectin の肝臓での主

要な受容体は AdipoR2 であるが、肝臓局所で

のAdiponecitn/AdipoR2シグナルの増強によ

り NASH 病態が改善し、また逆に肝臓

Adiponecitn/AdipoR2 シグナルの減弱により

NASH 病態が増悪することを我々は解明した

(Tomita, et al. Hepatology 2008)。このよ

うに、我々は adipocytokine が全身のインス

リン抵抗性の制御作用を有すると同時に、肝

臓の各構成細胞へ直接的な作用機序を有し、

metabolic syndromeをバックグラウンドとす

る NASH の病態に深く関与することを明らか

にしてきた。一方、我々は近年、ユビキチン

リガーゼの構成因子である F-box タンパク

質の一つである Fbxw7 が、肝臓局所での

SREBP-1c の分解に関与し、肝臓局所での

Fbxw7 機能欠損により、NASH 病態が発症する

機序を解明した(Tomita, et al. J Clin 

Invest, 2011)。 

こ の ような NASH 肝 臓 局 所の病態と

adipocytokine シグナルとの相関において、

肝臓での Kupffer 細胞浸潤・活性化の機序が

重要な役割を果たすことを我々は近年明ら

かとしている。肝臓での TNFシグナル増強

による肝臓への Kupffer 細胞の集積・活性化

が NASH 病態を増悪させる機序を我々は解明

した(Tomita, et al. Gut 2006)。また、活

性化増強と並行した肝臓でのKupffer細胞の

貪食能低下が、ヒト NASH 病態機序において

も重要な役割を果たすことを我々は明らか

としてきた(Tomita, et al. J Magn Reson 

Imaging 2008) (Tomita, et al. Scand J 

Gastroenterol 2009)。一方で、我々は近年、

Kupffer 細胞が主に細胞表面マーカーCD68、

CD11b によりサブセット分類され、各々が貪

食能、サイトカイン産生能などの機能分担を

果たしているという新たな肝臓病病態機序

を明らかとした (Seki, et al. Hepatology 

2008)(Seki, et al. J Hepatol 2010)。 

一方で 近年、アンジオポエチン(Ang)ファミ

リーの構造上の特徴であるcoiled-coilドメ

インとフィブリノゲン様ドメインを有する

が、Tie2 受容体には結合しない Ang 様分子

(Angptl)が、我々を含めたグループにより

次々と報告され、その多彩な生物学的活性が

明らかとなりつつある（Oike, et al. Nat Med 

2005)。 

特に我々は、主に脂肪組織から分泌される

adipocytokine の一つである Angptl2 が、そ

のケモタキシス作用と内皮細胞活性化作用



により脂肪組織へのマクロファージの動員

を惹起し、脂肪組織局所の炎症を増悪させ、

インスリン抵抗性および肥満を引き起こす

事を近年明らかとした(Oike, et al. Cell 

Metab 2009)。ヒト血清 Angptl2 濃度は、肥

満、インスリン抵抗性と有意な正の相関を呈

していた。我々は、また、慢性関節リウマチ

患者の関節液中のAngptl2濃度が上昇してお

り、同部への単球の遊走・集積を惹起してい

ることも明らかとした(Oike, et al. Am J 

Pathol 2010)。 

以上の結果は、Angptl2 が、NASH 肝臓局所に

おける Kupffer 細胞集積・活性化と、それに

伴う肝線維化病態機序に中心的な役割を果

たしている事を示唆するものである。また、

Angptl2 は脂肪組織局所における TNFおよ

び IL-6 産生を増強するが、近年それらのサ

イトカインの、肥満に起因する発癌への関与

が報告されている(Park-EJ, et al. Cell 

2010; 140: 197-208)。そのため NASH に起因

する発癌病態へのAngptl2の関与も示唆され

る。 
 
２．研究の目的 
以上より、今回各種 Angptl2 遺伝子変異マウ

スと、ヒト NASH および肝臓癌臨床検体を用

いて、NASH 発症・進展と発癌病態機序におけ

るAngptl2の果たす役割を解明することを目

的とした。 

 
３．研究の方法 
我々は既に、Angptl2 ノックアウトマウスを

作成した。これらのノックアウトマウス・

wild マウスに、メチオニン・コリン欠損食、

コリン欠損食投与を、各群が同一カロリーを

摂取するように12週間施行しNASH モデルを

作成する。また、我々は既にマウス肝臓に

NASH を発症させる高脂肪食を調整している

ため、同食餌に関しても各群が同一カロリー

を摂取するよう24週間投与を施行しNASH モ

デルを作成する。同様に、これらのノックア

ウトマウス・wild マウスに CCL4 ４週間投与、 

DMN 12 週間投与、Bile duct ligation 施行

により各々肝硬変モデルを作成する。また同

様に、 Diethylnitrosamine ６週間投与、ま

たは コリン欠損食＋ethionine ９カ月投与

による、肝臓癌モデルを作成する。併せて、

近 年 報 告 さ れ た 、 高 脂 肪 食 摂 取 と

Diethylnitrosamine の組み合わせによる肥

満誘導性の肝臓発癌モデル (Park-EJ et al. 

Cell 2010; 140: 197-208)も作成する。さら

に、部分肝切除実験を施行することにより、

肝再生モデルも作成する。その後、各群のマ

ウスの肝臓、内臓脂肪、皮下脂肪、骨格筋、

血清を採取し、脂肪肝・肝障害・肝臓線維化・

肝臓発癌・肝臓再生の差異を、組織学的・血

清学的に評価検討する。 

防衛医科大学校病院の単純性脂肪肝・NASH 患

者、肝臓癌患者における血清 Angptl2 濃度の

測定、Angptl2遺伝子のSNP解析を施行する。

肝生検によって得られた組織よりRNAを回収

し、各種マーカー遺伝子の発現量を検討する

とともに、免疫組織学的検討もおこなう。上

記の動物実験で得られた知見とヒト病態と

の相関の検討をおこなう。本検討は、防衛医

科大学校倫理委員会の承認のもと、文書にて

患者の承諾を得た上で施行する。 

 
４．研究成果 

実験モデル各群の肝臓より、RNA、タンパク

質を抽出し、DNA array 法、Real time PCR

法、Western blot 法、免疫沈降法、Gel shift 

assay 法を用い、Akt、MAPK、AMP キナーゼ、

PPARalpha, beta gamma signal、サイトカイ

ンを初めとした各種パラメーター及び、

STAT3 を含む転写因子の変化を定量的に評価

している。ミトコンドリア抽出により、その

膜電位・ATP 合成を定量評価している。また、

各グループ内で、肝臓 RNA・タンパク質、血

清タンパク質に関して、DNA マイクロアレイ

法および protein chip 法をおこない、病態

形成に有意義と考えられる遺伝子産物のピ



ックアップも施行中である。また、グルコー

スクランプ法、HOMA 指数によりインスリン抵

抗性の変動を評価している。作成した肝臓

癌・肝再生モデルに関しては apoptosis、細

胞増殖能に関わる各種マーカーの評価検討

を施行中である。 

さらに我々は、ヒト NASH 病態の進展ととも

に肝臓Angptl2発現が上昇していることを明

らかにした。そして肝臓における Angptl2 発

現への肝星細胞の寄与が大きいことが明ら

かとなった。 

現在得られたデータより、Angptl2 の肝臓構

成細胞に対する直接作用のレベルで、非アル

コール性脂肪肝炎・肝臓線維化・肝臓癌の病

態機序に果たすAngptl2の役割が解明されつ

つある。Angptl2 に関わるこれらの知見を、

実際の臨床における診断・治療へ応用させる

べく、今後の研究を推進させる。 

Angptl2 は脂質異常症における動脈硬化を増

悪させるが、我々は、食事由来のコレステロ

ールが肝臓構成細胞の1つである肝星細胞に

遊離コレステロールとして蓄積し、TLR4 シグ

ナルの増強を介して肝星細胞の TGF感受性

を増強し、肝臓線維化を増悪させることを明

らかにした(Tomita, et al. 

Gastroenterology 2012)。さらに肝星細胞で

の遊離コレステロール蓄積は、NASH 病態をも

進展させた(Tomita, et al. Hepatology 

2014)。また、肝星細胞遊離コレステロール

蓄積機構の詳細なメカニズムと、それが、肝

線維化病態増悪の悪循環機構を形成するこ

とも明らかとなった (Tomita, et al. 

Hepatology, 2014)。 

さらに、遊離コレステロール代謝酵素

acyl-CoA:cholesterol acyltransferase 1 欠

損が、肝線維化を増悪させる機序の解明 

(Tomita, et al. J Hepatol, 2014 in press) 

や、NASH 病態において、肝臓での細胞老化シ

グナル因子p53が病態機序に果たす役割の解

明（Tomita, et al. J Hepatol, 2012)も施

行した。 
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