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研究成果の概要（和文）：特発性間質性肺炎の発症機序およびその治療法は未だ確立しておらず、今日大きな問題とな
っている。本研究では、肺におけるアンジオポエチン様因子ファミリー2（Angptl2）の発現が肺繊維化抑制に重要な役
割を果たしていることを明らかにした。肺組織において、Angptl2は肺胞上皮細胞に主に発現しているが、薬剤刺激に
より肺線維症を来している肺組織では、線維芽細胞を含むさまざまな細胞でAngptl2の発現が増加していた。一方、Ang
ptl2を欠損したマウスでは野生型マウスと比較して、薬剤刺激による肺線維症が増悪しており、肺におけるAngptl2の
発現は肺線維化抑制に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Idiopathic pulmonary fibrosis is defined as progressive interstitial pneumonia 
with poor prognosis. However, the mechanism of it remains unclear. Angiopoietin-like protein 2 (Angptl2) 
is a chronic inflammatory mediator, which when deregulated is associated with various pathologies. 
However, little was known about its potential lung function. To examine the role of Angptl2 for lung 
function, we generated a rabbit monoclonal antibody that specifically recognizes mouse Angptl2 and then 
evaluated protein expression in mouse lung tissue. We observed abundant Angptl2 expression in both 
alveolar epithelial type I and type II cells and in alveolar macrophages under normal conditions. Next, 
we examined Angptl2 lung function in a mouse interstitial pneumonia model and found that Angptl2 
deficiency made fibrosis caused by bleomycin exacerbated fibrosis. Overall, our findings suggest that 
Angptl2 expression in lung epithelial cells may function in repair of damaged tissue.

研究分野：分子細胞生物学、呼吸器内科学
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１．研究開始当初の背景 
 特発性間質性肺炎の発症機序については、
未だ明らかとはなっていないが、環境的，遺
伝的，あるいは他の未知の要因が肺胞上皮細
胞を損傷し、持続的かつ異常な間質線維芽細
胞および間葉細胞の増殖が原因の一つと考
えられている。活性酸素による肺傷害は肺線
維化の原因の一つとなっており、間質性肺炎
における活性酸素抑制は非常に注目されて
いる。また、TGF-βは肺線維化を促進させる
サイトカインとして以前より注目されてお
り、TGF-βなどの線維化促進因子の産生抑制
剤としてピルフェニドンなどが開発・使用さ
れているが、副作用の問題などもあり未だ決
定的な治療法は確立しておらず、新規治療薬
開発は急務である。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者はアンジオポエチン様因子フ
ァミリー（Angptl 1-6）の同定を行い、その
機能を世界に先駆けて解明してきた。
Angptl2 は、IL-1β、IL-6 などの炎症性サイ
トカイン、活性酸素の発現を亢進させ慢性的
な炎症を惹起するとともに、TGF-β産生にも
関与する因子であることを明らかにしてい
る。また研究代表者は、Angptl2 が間質性肺
炎患者の II 型肺胞上皮細胞、肺胞マクロフ
ァージにおいて強く発現していることを見
出している。本研究では、マウスブレオマイ
シン肺線維症モデルを用いて、間質性肺炎に
おける Angptl2 の機能役割解明、Angptl2 シ
グナルネットワークによる慢性炎症と線維
化の分子基盤を解明し、特発性間質性肺炎の
発症・進展機序の解明、および新規治療法開
発への応用を目指した。 
 
３．研究の方法 
 研究代表者はAngptl2が炎症性サイトカイ
ン、活性酸素の産生促進、TGF-β経路を活性
化することを明らかにしているが、間質性肺
炎における Angptl2 の役割、その詳細なメカ
ニズムは不明である。間質性肺炎における
Angptl2 の役割を明らかにするために、ブレ
オマイシンを用いたマウス肺線維症モデル
を作製し、Angptl2 の発現の有無と肺線維症
形成との関連解析を行い、肺線維症形成過程
における Angptl2 の機能解明を行った。 
(1) ウサギ抗Angptl2モノクローナル抗体の
作成 
 研究代表者は、マウス Angptl2 を効率よく
検出するためにウサギ抗Angptl2モノクロー
ナル抗体を作成した。 
(2) 無刺激肺における Angptl2 免疫染色 
 通常肺におけるAngptl2発現細胞を明らか
にするために、上記(1)で作成した抗体を用
いて無刺激マウス肺の免疫染色を行った。 
(3) ブレオマイシン刺激によるマウス肺線
維症モデルを用いた Angptl2 発現解析 
 ブレオマイシンを気管内投与し、マウス肺
線維症モデルを作成し、肺胞洗浄液中に分泌

される Angptl2 タンパクの同定を ELISA 法に
て解析した。また、線維化亢進部位における
Angptl2 の発現を Angptl2 モノクローナル抗
体にて検出し、肺線維化形成と Angptl2 発現
細胞の関連について解析した。 
(4) Angptl2 ノックアウトマウスにおけるブ
レオマイシン肺臓炎モデルの解析 
 研究代表者はAngptl2をノックアウトした
マウス(Angptl2 KO mice)を保持している。
Angptl2 KO mice を用いてブレオマイシン肺
臓炎モデルを作成し、野生型マウスとの線維
化の程度を比較し、肺線維症進展における
Angptl2 の役割について解析した。 
 
４．研究成果 
(1) ウサギ抗Angptl2モノクローナル抗体の
作成 
 研究代表者はマウスAngptl2に効率よく反
応するウサギ抗Angptl2モノクローナル抗体
(2E3)を作成した。さまざまな Angptl ファミ
リーリコンビナントタンパクを用いてウエ
スタンブロット解析を行い、2E3 はマウス
Angptl2、ヒト Angptl2 には反応したが、マ
ウス Angptl4、マウス Angptl6、ヒト Angptl6
には反応しなかった（図１）。また、2E3 は無
刺激マウス肺の免疫染色にてAngptl2と効率
よく反応することを確認した。 

(2) 肺における Angptl2 発現細胞の同定 
 肺におけるAngptl2発現細胞を明らかにす
るために、2E3 を用いて無刺激マウス
(C57BL/6)肺の免疫染色を行った。 
無刺激肺において、Angptl2 は I 型肺胞上皮
細胞、II 型肺胞上皮細胞、肺胞マクロファー
ジにて発現していることが明らかとなった



（図 2）。 

 
(3) 肺線維症における Angptl2 の発現細胞
の同定 
 研究代表者はC57BL/6マウスにブレオマイ
シン(5mg/kg, 日本化薬)を経気管投与し、投
与後14日目における気管支肺胞洗浄液(BAL)
中の Angptl2 タンパク濃度を測定した。ブレ
オマイシン投与後のBAL中では,Angptl2タン
パク濃度の上昇がみられた（図３）。 

次に、肺線維化部位のどの細胞で Angptl2 が
発現しているかを明らかにするために、ブレ
オマイシン投与後 14 日目の肺を用いて 2E3
による免疫染色を行った。ブレオマイシン刺
激後の肺では、線維化が亢進している部位、
特に修復が必要とされる部位に多くの2E3陽

性細胞を認めた（図 4）。以上の結果より、肺
細胞における Angptl2 の発現は、肺組織修復
に何らかの役割を担っている可能性が考え
られた。 
(4) Angptl2 ノックアウトマウスにおけるブ
レオマイシン肺臓炎モデルの解析 
 研究代表者は肺の細胞におけるAngptl2の
機能解析を明らかにするために、Angptl2 KO
マウスを用いてブレオマイシン肺臓炎モデ
ルを作成した。マッソン・トリクローム染色
にてブレオマイシン刺激後 14 日目の肺線維
化を比較したところ、Angptl2 KOマウスでは、



野生型マウスと比較して多くの膠原繊維を
見出した（図 5）。 
一方、無刺激の Angptl2 KO マウス肺におけ
る肺組織中のコラーゲン量および気管支肺
胞洗浄液中の細胞分画の割合などは野生型
マウスと違いがなかったことより、肺におけ
る Angptl2 の発現は肺障害時に、より重要な
役割を担っている可能性が示唆された。 
今後は、肺組織における Angptl2 の発現が、
肺障害時の修復を促進させ、肺線維化抑制に
作用するかどうか、さらなる検討が必要であ
ると思われる。 
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