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急性期炎症時の肝臓細胞における
ロイシンリッチα2-グリコプロテイン (LRG) の発現
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Leucine-rich α
2
-glycoprotein (LRG) is a serum glycoprotein in which leucine-rich repeats were first discovered. 

Although the function of LRG is unknown, increases in the serum level of LRG have been reported in various diseases. 

In the present study, we found that LRG was induced by recombinant human IL-6 in human hepatoma HepG2 cells.  

The induction of LRG by IL-6 was up-regulated synergistically with either IL-1β or TNFα in a pattern similar to those 

for type I acute-phase proteins. We also found that lipopolysaccharide administered intraperitoneally to mice enhanced 

dose-dependently the expression of LRG mRNA in the liver as well as that of mouse major acute-phase proteins. These 

results strongly suggest that LRG is a secretory type I acute-phase protein whose expression is up-regulated by the 

mediator of acute-phase response. LRG might be useful in qualitative assessments as a biomarker for certain diseases 

including microbial infections.
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1. はじめに

　ヒトの血清中に存在するロイシンリッチα2- グ

リコプロテイン (LRG) は，1977 年に Haupt と

Baudner によってヒトの血清から単離され [1]，

1985 年にはそのアミノ酸配列が決定された [2] ．

その配列は非常にユニークなもので，312 残基の

うち 66 残基がロイシンで，また，分子の中央部

には，ロイシン，プロリン，およびアスパラギン

が特定の位置に存在する 24 残基のコンセンス配

列を 8 回繰り返す構造が存在する．このような特

徴的なコンセンサス配列を複数回繰り返す構造は

ロイシンリッチリピート (LRR) 構造と呼ばれ，そ

の後，多くのタンパク質に見出されるようになっ
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た [3, 4] が，LRR 構造が最初に発見された LRG に

ついては，現在までに生理作用が明らかになって

いない．

　近年，二次元ゲル電気泳動と質量分析を利用し

たプロテオミクス技術の発展に伴い，疾病プロテ

オーム解析やバイオマーカーの探索が広く行わ

れ，LRG はインフルエンザウィルス感染時に増

加すること [5]，嚢胞性線維症のマウス小腸では

LRGの発現が約 21倍に増加していること [6]，急

性宿主片対宿主病（GVHD）の血漿中では LRG が

約 3.5 倍に増加していること [7]，肺がん患者の血

清では LRG が約 6 倍に増加していること [8]，膵

臓がん患者の血漿では LRGが約 3倍に増加してい

ること [9] など，種々の病態に伴う血中 LRG 量の

増加が次々に報告されている．

　そこで本研究では，炎症時において LRG が増加

するかを調べるために，ヒト肝がん由来培養細胞

HepG2 における炎症性サイトカインによる LRG

発現の誘導と LPS 投与マウスの肝臓における LRG

発現について検討した．

2. 炎症性サイトカイン刺激によるヒト肝が
ん 細 胞（HepG2 細 胞 ） に お け る LRG 
mRNA の発現量の変化

　IL-6 などの炎症性サイトカインは，肝臓におけ

る急性期タンパク質の産生を促進することが知ら

れている．もし LRG が急性期タンパク質であるな

らば，炎症性サイトカインによる刺激により，肝

臓における LRG 量は増加するはずである．そこ

で，ヒト肝がん細胞である HepG2 細胞について，

炎症性サイトカインの添加により LRG の mRNA

の発現量が増加するかどうかを調べた．LRG 

mRNA の発現量は，ハウスキーピング遺伝子で

ある GAPDH mRNA の発現量に対する相対値とし

て，リアルタイム PCR 法により求めた． HepG2

細胞を含む培地に，炎症性サイトカインである

IL-1β，IL-6，および TNFαをそれぞれの最終濃度

が 10 ng/ml になるように添加し，LRG mRNA の

発現量を経時的に調べた．このときに添加するサ

イトカインの濃度は，類似の実験報告を参考にし

て決定した [10]．IL-6 の添加後，LRG mRNA の発

現量は経時的に増加し，添加後 6 時間で約 7 倍に

なり，添加 24 時間後にはもとのレベルにもどっ

た．しかし，IL-1βや TNFαを添加した場合には，

IL-6 添加の場合のような顕著な変化はみられな

かった (Fig.1, A-D)．一方，IL-6 と IL-1β，または

IL-6 と TNFαを同時添加した場合，LRG mRNA の

発現量は通常時の約 10 倍にまで，すなわち IL-6

の単独添加の場合の約2倍にまで増加した．また，

この場合には，IL-6 の単独添加の場合と異なり，

24-48 時間後においても通常時の約 5 倍の発現量

がみられた (Fig.1, E, F)．

　LRG mRNA の発現量がサイトカインの添加後 2

時間で増加したことから，LRG は急性期タンパク

質として機能する可能性が高いと思われた．そこ

で，ヒトの代表的な急性期タンパク質として知ら

れる C-reactive Protein（CRP）と Serum Amyloid 

A（SAA），および II 型 Phospholipase A2（PLA2）

の発現時期や発現量を調べ，LRG の発現時期や発

現量と比較した．

　CRP はヒトにおいて最もよく知られている急

性期タンパク質であるが，HepG2 細胞における

CRP mRNA の発現量は元々少なく，サイトカイ

ンを添加してもほとんど変化しないことがわかっ

た（発現量が検出限界レベルであり誤差が大きい

ため，データには示していない）．IL-6 などの添

加により HepG2 細胞における CRP の発現が 4 倍

に増加することを ELISA により認めたとの報告は

あるが [11,12]，これまでに CRP mRNA の量が増

加したとの報告はない．IL-6 や他のサイトカイン

添加による CRP プロモーターの活性を調べた報告

[13] はあるが，この場合 1-kb のプロモーターを

ルシフェラーゼレポーター遺伝子につないだコン

トラクトを安定的に発現するHepG2細胞（HepG2-

ABEK14 cell）が用いられている．通常の HepG2
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細胞では CRP mRNA の発現はタンパク質レベル

でも遺伝子レベルでも確認されていない [13] の

で，HepG2 細胞では CRP 遺伝子に変異が起こっ

ているのかもしれない．

　一方，SAA mRNA の発現量は，IL-6 を添加し

て 4 時間後に，添加しなかった場合の約 10 倍

に増加し，IL-6 と IL-1β の同時添加では約 730

倍に増加し，IL-6 と TNF-α の同時添加では約

210 倍にまで増加した．ただし，ヒト SAA 遺

伝子には 4 つのサブタイプが存在し，SAA1 と

SAA2 が同様に急性期タンパク質として機能す

ることが知られており，今回設計した SAA のプラ

イマーは SAA1 と SAA2 遺伝子の両方を検出でき，

それらの PCR 産物の配列も全く同じなので，本実

験では SAA1 mRNA と SAA2 mRNA の総量を定量

したことになる．他方，PLA2 mRNA の発現量は，

IL-6 を添加して 4 時間後に，添加しなかった場合

の約 2.5 倍に増加し，IL-6 と IL-1βの同時添加で

は約 30 倍に増加し，IL-6 と TNF-αの同時添加で

は約 4 倍にまで増加した (Fig.2-A)．このように，

LRG mRNA の発現量の増加は SAA mRNA の発現

量の増加より小さかったが，PLA2 mRNA と LRG 

 Fig. 1　炎症性サイトカイン添加後 HepG2 細胞の LRG mRNA 発現量の経時的変化
種々の炎症性サイトカインが 10 ng/ml になるように HepG2 細胞に添加し，経時的に細胞を回
収した．回収後の細胞の LRG mRNA 発現量を，リアルタイム PCR 法で定量し，何も添加して
いないもの (A) と比較した．LRG mRNA 量は GAPDH mRNA 量の相対量として算出した．(B) は
IL-1β単独，(C) は TNFα単独，(D) は IL-6 単独，(E) は IL-6 と IL-1βの併用，および (F) は IL-6
と TNFαの併用添加した結果である．
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mRNA がほぼ同様の発現パターンを示したことか

ら，LRG は急性期タンパク質の一種であると考え

られた．

　また，HepG2 細胞から分泌された LRG の濃度

を LRG 抗体を用いる ELISA により測定すること

を試みたが，成功しなかった．そこで，サイトカ

インを添加して 48 時間後の細胞培養培地を濃縮

し，LRG 抗体を用いるウェスタンブロッティング

を行った結果，何も添加しなかった細胞の培地に

ついては LRG を検出できなかったが，サイトカイ

ンを添加した細胞の培地については LRG のバン

ドを検出することができた．また，IL-6 を単独で

添加した場合よりも，IL-6 と IL-1β，または IL-6

と TNF-αを同時添加した場合の方が LRG のバン

ドが濃く，その発現量が多いことが確認できた 

(Fig.2-B)．

3. リポ多糖 (LPS) 投与マウスにおける LRG 
mRNA の発現量の変化

　HepG2 細胞を用いた実験では，IL-6 などのサイ

トカインによる刺激により LRG mRNAの発現量が

増加することが確認されたので，in vivo でも同様

の変化が起こるかどうかを調べた．LPS はグラム

陰性菌の主要な細胞外毒素（エンドトキシン）で

あり，マクロファージを刺激して IL-6 などの炎

症性サイトカインを放出させるので，LPS をマウ

スに投与することにより急性期タンパク質の発現

量の変化を調べることができる．そこで，LPS を

20mg/ 体重 kg で投与し，エンドトキシンショッ

クで死亡した 12 匹のマウスの肝臓における LRG 

mRNA 発現量を先述と同様なリアルタイム PCR 法

により求めた (Fig. 3-A)．その結果，LPS を投与

 Fig. 2　サイトカイン同時添加による LRG mRNA 発現量の相乗効果
(A) HepG2 細胞に，IL-6 単独 (10 ng/ml)，IL-6 (10 ng/ml) と IL-1β (10 ng/ml) の併用，および 
IL-6 (10 ng/ml) と TNFα (10 ng/ml) の併用添加し，4時間後の細胞における LRG mRNA，SAA 
mRNA，および PLA2 mRNA 発現量を比較した．それぞれの mRNA 発現量は GAPDH mRNA
量の相対量としてリアルタイム PCR 法により定量し，非添加時におけるそれぞれの遺伝子の
mRNA量を 1とした増加倍率で表した．
(B) HepG2 細胞に，IL-6 単独 (10 ng/ml)，IL-6 (10 ng/ml) と IL-1β (10 ng/ml) の併用，および 
IL-6 (10 ng/ml) と TNFα (10 ng/ml) の併用添加し，48時間後の細胞培養液中の LRG発現量を，
抗 LRG抗体を用いるウェスタンブロット法で調べた．
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したものは，何も投与していないものに比べ，

3-10 倍もの LRG mRNA が発現していることが

わかった．このことから，LRG は敗血病などの

炎症時に多量に発現することが考えられた．

　マウスにおいて，炎症時に多量の発現がみら

れる代表的な急性期タンパク質には，SAA や

Serum Amyloid P（SAP）などがある [14]．こ

のエンドトキシンショックで死亡したマウスの

肝臓を用いて，リアルタイム PCR 法によってこ

れらの mRNA の発現量を求め，LRG mRNA の発

現量変化との相関があるかどうかを調べた．Fig. 

3-B に示すように，エンドトキシンショックで死

亡したマウスの SAP mRNA 量は，2匹を除いて，

何も投与していないものに比べ，4-20 倍に増加

していた．また，LRG mRNA と SAP mRNA の発

現量には，相関係数 0.54 の正の相関がみられた

（Fig.3-C）．この値は危険率 p<0.05 であり統計的

に有意である．一方，SAA mRNA については複数

の PCR 産物が得られたため，定量値は正確でな

いが，明らかにコントロールよりも多量に発現し

ていることがわかった．SAA には塩基配列が極め

て似ている 4 つのサブタイプが存在することが確

認されており [15]， SAA1 に対するプライマーを

設計したが，このプライマーが SAA2 に対しても

反応したため，定量値が正確でなかったと考えら

れる．マウスでは SAA1 も SAA2 も急性期タンパ

ク質として機能していることが知られているので 

[16]，SAA についても，エンドトキシンショック

 Fig. 3　エンドトキシンショックで死亡したマウス肝臓の LRG mRNA および SAP mRNA の発
現量
致死量の LPS を 12 匹のマウス腹腔内に投与し，エンドトキシンショックで死亡した後の肝
臓における LRG mRNA 発現量，および SAP mRNA 発現量をリアルタイム PCR 法により定
量した．LRG mRNA および SAP mRNA の発現量は，ハウスキーピング遺伝子である GAPDH 
mRNA 発現量の相対値として算出した．(A) は LRG mRNA 発現量を (B) は SAP mRNA 発現
量を示す．また，LRG mRNA 発現量 と SAP mRNA 発現量の相関性を調べるために，横軸に
LRG mRNA 発現量を縦軸に SAP mRNA 発現量をとり，それぞれの個体の値をプロットした
結果を (C) に示す．



90

で発現が増加していることは確かであろう．LRG 

mRNAの発現量が SAP mRNAの発現量と正の相関

を示したことから，LRG も急性期タンパク質とし

て機能している可能性が高い．

　次に，0 – 1 mg/ 体重 kg の用量で LPS をマウス

に投与し，肝臓における LRG mRNA の量と SAA 

mRNA の量，および SAP mRNA の量を定量し

た．Fig.4 に示すように，これらすべての mRNA

の発現量は LPS によって投与量依存的に増加し

た．LPS の投与量とそれぞれの mRNA の発現量の

相関を調べた結果，LRG については r = 0.51, P = 

0.006，SAA については r = 0.47, P = 0.012，SAP 

については r = 0.35, P = 0.071 で，LRG の相関性

が最も高いことがわかった．また，LRG mRNA の

発現量の増加は，SAA mRNA の発現量の増加とい

くらか高い相関を示した (r = 0.60, P = 0.0007)．

一方，マウス血液中の LRG タンパク質の濃度を，

ウサギ抗マウス LRG抗体を用いる ELISA 法により

調べることを試みたが，成功しなかった．

4. 考察

　以上の結果から，LRG は急性期タンパク質の一

つとして発現することが明らかになった．急性期

タンパク質は，それらの誘導に効果的なサイトカ

イン刺激の種類によって I 型と II 型に分類される

[17]． IL-6 と他のサイトカインによる同時刺激

による発現量の増加が，IL-6 による単独刺激の場

合よりも大きいのが I 型急性期タンパク質で，例

として SAA や CRP，および PLA2 がある．一方，

IL-6 のみによる単独刺激によって発現量が最大に

なるのは II 型急性期タンパク質で，fibrinogen や 

 Fig. 4　LPS 投与量とマウス肝臓における LRG mRNA，SAA mRNA，および SAP mRNA の発現量の
相関
種々の濃度の LRG をマウスの腹腔内に投与し，6 時間後の肝臓における LRG mRNA 発現量，SAA 
mRNA 発現量，および SAP mRNA 発現量をリアルタイム PCR 法により定量した．mRNAの発現量
は，ハウスキーピング遺伝子である GAPDH mRNA 発現量の相対値として算出した．
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α2-macroglobulin がその例である [18]．本研究に

おいて，LRG の発現量の増加は，IL-6 による単独

刺激よりも，IL-6 と IL-1βまたは TNFαによる同

時刺激の場合の方が大きいことから，LRG は I 型

急性期タンパク質であると判断した．

　また，LPS 投与量と LRG mRNA の発現量の増加

は，他の急性期タンパク質の発現量増加に比べて

最も高い相関性を示したことから，種々の疾患に

おけるバイオマーカーとしての応用が可能になる

ことも考えられる．
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