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研究成果の概要（和文）：　癌組織内の低酸素や低栄養といった環境変化により骨肉腫細胞におけるDNA脱メチル化関
連酵素の発現が亢進し、ANGPTL2プロモーター領域のDNA脱メチル化が促進されることで、ANGPTL2の発現が誘導される
ことを見出した。ANGPTL2発現上昇に伴い骨肉腫細胞から分泌されたANGPTL2タンパク質は、骨肉腫細胞自身の浸潤能や
腫瘍血管内侵入を亢進することで転移を促進することが明らかとなった。さらに、ANGPTL2がTLL1によって切断され、
その転移促進能が不活性化されることが明らかとなり、TLL1によるANGPTL2の切断を促進することが、癌転移に対する
新たな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）：We showed that the tumor microenvironment, such as hypoxia and nutrient 
starvation, increased ANGPTL2 expression levels in osteosarcoma cells and decreased DNA methylation 
levels of its promoter. In addition, the tumor microenvironment induced expression of DNA 
demethylation-related enzymes in osteosarcoma cells. These results suggest that the tumor 
microenvironment induces ANGPTL2 expression in tumor cells by inducing DNA demethylation of its promoter. 
We also showed that tumor cell-derived ANGPTL2 enhanced tumor metastasis through promoting invasive 
activity of tumor cells and tumor cell intravasation. Furthermore, We found that full-length ANGPTL2 
protein was extracellularly cleaved by TLL1 into an inactive form lacking the capacity to enhance tumor 
aggressiveness. Thus, strategies to promote cleavage of full-length ANGPTL2 by TLL1 could block 
metastasis.

研究分野：分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
	
 生活習慣病、癌、および神経変性疾患など
の疾患の多くは、ゲノム情報の遺伝因子およ
び生育環境・生活習慣などの環境因子が相互
作用する多因子疾患であり、原因遺伝子の同
定だけでは疾患の発症・進展の分子基盤解明
や予防法・介入法の確立に十分に至っていな
いのが現状である。近年、エピジェネティッ
クな遺伝子発現制御が発生・分化およびリプ
ログラミングといった多彩な生命現象の分
子基盤であることが強く認識され、環境因子
がエピゲノムの状態に影響し、その結果とし
てエピゲノムが変化し記憶されることで、癌
をはじめ従来エピゲノムの関与があまり議
論されてこなかった代謝性疾患、神経変性疾
患、自己免疫疾患などの様々な疾患の発症・
進展に寄与していることが注目されている。	
 
	
 研究代表者らは、アンジオポエチン様因子
（ANGPTL）ファミリーの一つである ANGPTL2
が慢性炎症を基盤病態とする種々の疾患の
発症・進展を促進することを明らかにしてき
た。慢性炎症は発癌や癌の進展・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癌に関与す
ることを明らかにした。さらに、癌細胞にお
いては微小環境の変化によりANGPTL2発現が
誘導され、ANGPTL2 を高発現するようになっ
た癌細胞が高い転移能を示すことを明らか
にした。また、研究代表者は、癌細胞におけ
るANGPTL2の発現誘導機構として、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、癌細胞における ANGPTL2 発現を活性
化することを明らかにした。ANGPTL2 の発現
誘導が慢性炎症を基盤とする疾患の発症・進
展に寄与しており、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いる。	
 
 
２．研究の目的 
	
 エピゲノムの状態が生活習慣病や癌など
の疾患の発症・進展に寄与することが注目さ
れており、これらの疾患の分子基盤を解明す
るうえで疾患関連遺伝子の発現制御に関わ
るエピゲノム変化とその意義を明らかにす
ることは重要である。これまで ANGPTL2 遺伝
子が本来生理的にどのようなエピゲノム状
態を維持し、それがどのような分子機構によ
って変化することで ANGPTL2 発現が誘導され、
各疾患の発症や進展に寄与しているか明ら
かとなっていない。したがって、これまでに
研究代表者が明らかにした癌や生活習慣病
の発症・進展に関わる ANGPTL2 の発現調節機
構に加え、ANGPTL2 発現調節に関与するエピ
ゲノム制御機構を解明することは重要な課
題である。本研究の準備研究として、ANGPTL2
を高発現し転移能が高い癌細胞株に比べ、
ANGPTL2 の発現レベルが低く転移能が低い癌
細胞株の ANGPTL2 プロモーター領域における
DNA メチル化が亢進していることを既に見出

しており、ANGPTL2 プロモーター領域の DNA
メチル化レベルが癌の浸潤・転移と関連する
可能性が示唆された。そこで、本研究では、
癌細胞において ANGPTL2 発現調節に関与する
エピゲノム制御機構に焦点し、その制御機構
および ANGPTL2 発現に関わるエピゲノム変化
と癌細胞の浸潤や転移との関連を明らかに
することを目的とする。	
 
	
 
３．研究の方法 
	
 様々なヒト癌細胞株を用いて、リアルタイ
ム PCR による ANGPTL2 の発現レベル解析およ
び Bisulfite-PCR または Bisulfite	
 sequence
法による ANGPTL2 プロモーター領域の DNA メ
チル化レベルを解析した。癌微小環境による
ANGPTL2 発現制御に関わるエピゲノムの状態
を解析するため、ANGPTL2 レベルが低くプロ
モーター領域の DNA メチル化レベルが高いヒ
ト骨肉腫細胞株を免疫不全マウスの脛骨移
植し、移植後、経時的に腫瘍組織を摘出し、
得られた移植後の骨肉腫細胞における
ANGPTL2 や DNA 脱メチル化関連酵素の発現レ
ベルおよび DNA メチル化レベルの解析を行っ
た。さらに、ANGPTL2 による骨肉腫の肺転移
促進メカニズムを解析する目的で、ANGPTL2
を高発現するヒト骨肉腫細胞株を用いて
ANGPTL2 ノックダウン細胞株を樹立した。得
られたノックダウン細胞とコントロール細
胞を用い、移植実験を行い、ANGPTL2 ノック
ダウンによる肺転移や生存期間への影響を
評価した。また、これらの細胞を用いて
RNA-seq による網羅的な遺伝子発現解析、ウ
エスタンブロッティングによる細胞内シグ
ナル伝達分子の解析、細胞増殖実験を行い、
ANGPTL2 ノックダウンの影響を評価した。	
 
	
 ANGPTL2を恒常的に高発現するHEK293細胞
株の培養上清では、全長型に加えて切断型
ANGPTL2 タンパクが存在することを見出した。
そこで、ANGPTL2 の切断部位を同定するため、
切断型 ANGPTL2 タンパクを精製し、得られた
切断型 ANGPTL2 タンパクの N末端アミノ酸シ
ーケンスを行った。同定された ANGPTL2 切断
部位の配列をもとに、in	
 silico 解析によっ
て ANGPTL2 切断に関わる酵素の同定を行った。
また、切断型 ANGPTL2 を恒常的に高発現する
骨肉腫細胞株を樹立し、移植実験を行うこと
で、癌転移における ANGPTL2 切断の意義を検
討した。	
 
	
 	
 
４．研究成果	
 
	
 我々は、ヒト骨肉腫細胞株を免疫不全マウ
スの脛骨に移植し、同所性の移植モデルを作
製したところ、移植前に比べ移植後の骨肉腫
細胞株における ANGPTL2 発現が経時的に上昇
すること、移植前の骨肉腫細胞株では、
ANGPTL2 プロモーター領域は高度にメチル化
されているが、移植後、ANGPTL2 プロモータ
ー領域の DNA メチル化レベルが経時的に減少
することを見出した。さらに、移植後の骨肉
腫細胞株では、DNA 脱メチル化関連遺伝子の



発現が上昇すること、癌の微小環境で認めら
れる低酸素や低栄養環境下で骨肉腫細胞株
を培養すると、移植モデルと同様に DNA 脱メ
チル化関連遺伝子の発現上昇を認めた。以上
より、低酸素や低栄養などの癌微小環境の変
化によって ANGPTL2 プロモーター領域の DNA
脱メチル化が引き起こされ、ANGPTL2 発現が
誘導されることが示唆された。さらに、骨肉
腫細胞株における ANGPTL2 プロモーター領域
の DNA メチル化レベルと ANGPTL2 発現レベル
および癌細胞の転移能に相関が認められた。
ANGPTL2 による癌転移能促進メカニズムを解
析したところ、ANGPTL2 はインテグリン
α5β1-p38	
 MAPK-MMP （ matrix	
 
metalloproteinase）経路を介して癌細胞の
浸潤能を亢進し、腫瘍血管新生とこれに伴う
血管内への癌細胞の侵入を促進することが
明らかとなった（図 1）。	
 
	
 

	
 
	
 我々は、細胞外に分泌された ANGPTL2 が切
断されることを見出した。興味深いことに、
全長型 ANGPTL2 を過剰発現させた骨肉腫細胞
株を移植したマウスではコントロールの骨
肉腫細胞株を移植したマウスに比べ生存期
間の短縮が認められるが、切断型 ANGPTL2 を
過剰発現した骨肉腫細胞株では、生存期間の
短縮を認めないことから、全長型 ANGPTL2 が、
がんの進展促進に重要であることが明らか
となった。さらに、我々は ANGPTL2 の切断に
関わるプロテアーゼとして tolloid-like	
 1
（TLL1）を同定し、骨肉腫患者のサンプルで
は ANGPTL2 が高発現しているのに対し、TLL1
の発現レベルが低いことも明らかとなった。
以上より、TLL1 による ANGPTL2 の切断を促進
することが、新たな癌転移に対する治療標的
となる可能性が考えられた（図 1）。	
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