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研究成果の概要（和文）：Des-gamma carboxy prothrombin (DCP)は、血管内皮細胞の KDR に作
用し、細胞移動能(2.2 倍)、細胞増殖能（1.5 倍）を亢進させた。これら効果は KDR 阻害剤によ
り消失した。肝癌細胞のシークエンス解析から exon2 の脱落した Δ2-gamma-glutamyl 
carboxylase(GGCX)を同定し、クローニングした。肝癌細胞において Δ2-GGCX 発現は DCP 産
生細胞（69％）において非産生細胞（8％）と比較して優位に高く、本来 DCP 非産生細胞であ
る HLE, SK-Hep-1 は、Δ2-GGCX 遺伝子導入により DCP 産生機能を持つようになった。これら
の結果より肝癌における Δ2-GGCX の発現は、DCP 産生の一因であることが解明された。Δ
2-GGCX 導入 Hep3B は、parental Hep3B に対して約 10 倍の DCP を産生し、逆に WT-GGCX 導
入 Hep3B は、DCP の産生が消失した。それぞれの細胞を、ヌードマウス皮下に接種し 8 週間
飼育した。Δ2-GGCX 遺伝子導入細胞（腫瘍体積 632mm

3）においては、WT-GGCX 遺伝子導入
細胞（腫瘍体積 153mm

3）と比較して 4.2 倍と大きな腫瘍をヌードマウス皮下に形成し、血管新
生も多く認められた。HCC 患者組織（手術標本）でも DCP 産生、血管新生の検討を行った。
免疫組織染色の検討では、DCP 発現と血管新生を示す CD31 発現の相関が認められた。また、
造影 CT で評価した HCC の vascularity と、血清 DCP の値にも相関が認められた。これらの結
果より、DCP は臨床検体においても血管新生と密接な関連を持つことが判明した。 

 
研究成果の概要（英文）：Des-gamma carboxy prothrombin (DCP) stimulated KDR in human umbilical 
vein epithelial cell; enhanced cell migration by 2.2-fold and enhanced cell proliferation by 1.5-fold. 
KDR inhibitor abrogated these effects. Sequence analysis revealed that exon 2 skipping splice variant 
gamma-glutamyl carboxylase (Δ2-GGCX) was expressed in DCP-positive hepatocellular carcinoma 
(HCC) cells. DCP-positive HCC cells expressed 69% of Δ2-GGCX, while DCP-negative HCC cells 
expressed 8% of Δ2-GGCX. The introduction of Δ2-GGCX converted DCP-negative HCC cells into 
DCP-positive HCC cells. On the other hand, the introduction of wild type (WT)-GGCX converted 
DCP-positive HCC cells into DCP-negative HCC cells. WT-GGCX and Δ2-GGCX expressing Hep3B 
cells were injected subcutaneously into nude mice. Δ2-GGCX-Hep3B formed more angiogenic tumors 
and 4.2-fold larger tumors than WT-GGCX-Hep3B. HCC tissue samples demonstrated a positive 
correlation between DCP production and angiogenesis determined by CD31 index. The serum DCP level 
of hypervascular HCC was significantly higher than that of hypovascular HCC. In toto, DCP expression 
is associated with tumor angiogenesis in HCC. 
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１．研究開始当初の背景 

肝細胞癌は 5年生存率が 50％以下の予後不
良の癌である。わが国の癌死亡原因の第 3 位
で近年増加傾向にあり、早期にその有効な治
療法の開発が望まれる。肝癌は実質臓器の癌
の中でも腫瘍血管に富むことが特徴的であ
り、高分化から中分化、低分化癌へと進展し
ていく過程において血管新生を伴う腫瘍へ
と変化していく。臨床病理学的に高分化型肝
癌は血管新生を伴う腫瘍はまれであるが、中
分化型や高分化型肝癌ではほとんどの腫瘍
が血管新生を伴っている。この現象は
angiogenic switch（血管新生スイッチ）と呼ば
れ、そのドラスティックな変化をもたらす分
子機構の存在が予測されるが、未だその全容

の解明には至っていない。近年の分子標的薬
開発によりがん治療における腫瘍血管新生
を制御する治療法が癌治療のひとつの現実
的な新規治療法となりつつあり、肝癌進展の
血管新生スイッチを制御するための標的分
子の同定は急務である。当該研究者は、肝癌
の腫瘍産生物質で従来は、特異的腫瘍マーカ
ー PIVKA-II と し て 知 ら れ て い た 異 常
prothrombin； Des-gamma-carboxy prothrombin 

(DCP)が、肝細胞癌の増殖亢進作用を持つこ
とを解明した(Journal of Biological Chemistry 

280(8): 6409-15, 2005)。更に DCP は、血管内
皮細胞を刺激する増殖因子であることも解
明している (Journal of Biological Chemistry 

282(12): 8741-8, 2007)。これら検討の結果より
DCP の産生は肝癌の悪性化に深く関与し、特
に血管新生を介して肝癌の進展に寄与して
いる可能性が高い。 

２．研究の目的 

 肝癌進展における血管新生スイッチの分
子機構を解明し、それら分子をターゲットと
した分子標的治療の基盤を確立する。具体的
には以下の項目についての検討を行う。 

(1) DCP の血管新生作用とシグナル: 培養
細胞を用いて、DCP の血管内皮細胞に対する
効果とそのシグナル伝達経路・分子を同定す
る。 

(2) DCP 産生機構: DCP 産生機構とその関
連分子の同定を行う。DCP は、肝癌細胞で産
生される異常プロトロンビンであるが、その
詳細な産生機構は不明である。DCP を正常プ
ロトロンビンに変換する酵素はγ-グルタミ
ルカルボキシラーゼ(GGCX)であり、予備的
検討において肝癌における DCP 産生は変異
GGCX の出現に原因がある可能性が高いこ
とを突き止めている。 

(3) 肝癌臨床検体における DCP 出現と血管
新生: 肝癌臨床検体を用いて、血管増生と
DCP の出現及びその産生機構に関わる分子
の発現や変異を検討する。 

(4) ヌードマウス実験モデルにおける血管
新生抑制効果の検討 : GGCX の活性制御
（DCP 産生制御）を行える肝癌細胞を遺伝子
工学の手法を用いて作成した後ヌードマウ
スに接種し、その生体内での血管新生に与え
る影響について検討するとともに、関連分子
の発現、knockdown による効果を検討し、分
子標的治療の基盤を確立する。 

 

３．研究の方法 

(1) DCP の血管新生作用の検討: DCP の血
管新生作用は、当該研究者らのこれまでの成
果で血管内皮細胞に対する細胞増殖因子様
作用があることが証明されている(Journal of 

Biological Chemistry 280(8): 6409-15, 2005, 

Journal of Biological Chemistry 282(12): 8741-8, 

2007)。そこで実際に血管新生が引き起こされ
るかどうかの検討を行う。ヒト臍帯静脈血管
内皮細胞（HUVEC）を用いて、その細胞増殖
能、細胞移動能を検討する。細胞増殖能は
MTT assay及び[

3
H]-thymidineの取り込みで評

価する。細胞移動能は in vitro wound healing 



assay で評価する。更に basement protein 上で
HUVEC を培養する tubular formation assay 
(CosmoBio in vitro 血管新生アッセイキット 
ECMatrix™)により管腔形成能の評価を行う。 

(2) DCP の血管内皮細胞増殖因子のシグナ
ル伝達機構の解析: DCP のシグナルの入り
口である受容体は血管内皮細胞増殖因子の
受容体である KDR の可能性が高いことがこ
れまでの検討で解明できている(Journal of 

Biological Chemistry 282(12): 8741-8, 2007)。
KDR と DCP の結合を Far Western blot analysis

及び免疫沈降法を用いて確認する。DCP のそ
の他の細胞表面受容体との結合はアレイを
用いて解析を行う。KDR は血管内皮細胞増殖
因子の受容体であるため下流のシグナルは
血管内皮細胞増殖因子と共通の可能性が高
く、そのリン酸化および下流のシグナル伝達
分子の活性化を Western blot により解析する。
シグナルが異なる場合は、適宜アレイ解析を
組み合わせて解析を行う。 

(3) DCP 産生機構の解析: DCP の詳細な産
生機序については解明されていない。DCP は
異常プロトロンビンであるが、正常プロトロ
ンビンともどもプロトロンビン前駆体より
γ-グルタミルカルボキシラーゼ（GGCX）と
vitamin K の働きにより変換される。肝細胞癌
培養細胞のうち DCP 産生能が高いもの（PLC, 

Hep3B, Huh7）と DCP 非産生のもの（HLE, 

SK-Hep1, HLF）とを用いて GGCX の働きに
ついての以下の検討を行う。 

① GGCX のシークエンス解析と変異
GGCX の確認 

 予備的検討では DCP 産生細胞において変
異 GGCX の出現が認められることが確認で
きている。GGCX 遺伝子の sequence 解析を行
う(ABI Prism 3100 Avant を使用)ことで変異
GGCX を同定する。 

② GGCX 酵素活性の測定 

 酵素活性の測定には、[C
14

]標識 CO2 を用い
その細胞への取り込み能を測定することに
より評価する。 

③ WT及び変異GGCXのクローニングと細
胞実験系の確立 

 GGCX 遺伝子は、NCBI で公開されている
シークエンスを元に設計したプライマーを
用いて、RT-PCR によりクローニングし、哺
乳動物細胞において conditional な発現制御可
能なMMTVpromoterを持つ発現 vector及び tet 

system 発現 vector(BD Biosciences)へ組み込
む。GFP 及び poly His tag を付加し、細胞内
での機能解析に備える。WT-GGCX 及び変異
GGCX 遺伝子は、肝細胞癌 cell line に
electroporator(BioRad GenePulser)により導入
し stable transfection 細胞を樹立する。細胞内
での mRNA 及び蛋白の発現は、Real-time 

PCR(Roche LightCycler を使用)と Western 

blot(イメージアナライザーRoche LumiImager 

F1)により確認する。導入細胞の形態変化及び
GFP 融合蛋白発現・局在は位相差顕微鏡、蛍
光顕微鏡及びデジタルカメラシステム（オリ
ンパス IX-50, BX-51, DP-50 を使用）により評
価する。 

④ RNAi による GGCX knockdown 

 GGCX 遺伝子は、RNAi 技術により
knockdown を試みる。target site を検討し更に
RNA 二次構造予測(DNASTAR lasergene を使
用)により決定する。塩基配列は複数個設計し、
尐量の siRNA 合成を行い直接細胞を刺激し、
最も効率のよい物を選択し以下の検討に用
いる。既に GGCX siRNA は一種類設計、合成
を終了し knockdown には成功しているが、更
に効率の良いものを得て, tetracycline による
制御が可能な pSuperior(Oligo Engine)に組み
込む。pSuperior は、細胞内に遺伝子導入し、
さらにネオマイシンを用いて stable 

transfection の細胞を確立する。 

(4) 肝組織での検討: 肝癌組織の採取前に
術前診断として血管造影検査もしくは、
dynamic CT で高血流群と低血流群に分類す
る。それぞれの標本の癌部、非癌部組織を用
いて検討を行う。また、それぞれの組織は病
理学的検討を行い、組織学的な高分化群、中
分化群、低分化群の評価・分類を行う。 

実際の肝細胞癌組織中でこれまでの研究
結果と一致しているかどうかの検証を行う。
具体的には以下の検討を行う。 

① 血管内皮細胞に特異的なエンドセリン、
CD31 を免疫組織染色により確認し、各組織
での血管新生を評価する。 

② 各種分子発現解析 vitamin K, DCP, 

GGCX の発現を Western blot 及び免疫組織染
色により評価する。 

③ GGCX 発現および変異 GGCX の発現を
RT-PCR により解析する。 

④ KDR の活性化を Western blot 及び免疫
組織染色により評価する。 

 肝組織での検討結果と in vitro 実験での解
析結果に解離がある場合には、分化度別、血
流量別の組織を用いたマイクロアレイ解析
を用いて、その他の血管新生スイッチ分子の
抽出を行う。 

(5) ヌードマウスへの腫瘍細胞接種: DCP

産生肝細胞癌 cell line(Hep3B, PLC)、非産生肝
細胞癌 cell line (HLE, SK-Hep1)をヌードマウ
ス腹腔内に接種し、2, 4, 6, 8 週で剖検し、腹
腔内での腫瘍系、重量より腫瘍の原発巣の進
展を評価する。検討 4 と同様に血管新生に与
える影響について評価を行う。 

In vitro における転移能の評価は、上記細胞を
それぞれヌードマウスの脾臓内に接種し同
様に 2, 4, 6, 8 週で剖検し、肝臓内への転移巣
の個数、腫瘍系により評価を行なう。 

検討(3)で作成した DCP 発現コントロール可
能な細胞を接種し、同様の検討を行うことで、



DCP 及びその産生に関わる分子の発現、
knockdown の効果を評価する。 

 
４．研究成果 
(1) DCP の血管新生作用 

DCP の血管新生に対する paracrine 作用を
有するか否かをヒト臍帯静脈内皮細胞
(HUVEC) を用いて検討した。培養細胞
HUVEC において DCP は濃度依存性に細胞増
殖能の指標である[

3
H]-thymidine の取り込み

能を上昇させた。一方で PT は DCP と等しい
濃度において[

3
H]-thymidine 取り込み能を上

昇させなかった。 

また、in vitro wound healing 法で細胞移動能
評価では、DCP は濃度依存性に細胞移動能を
亢進させたが、PT は DCP と等しい濃度にお
いても細胞移動能を亢進させなかった。 

(2) DCP の血管新生作用のシグナル 

DCP は血 管内皮 細胞の KDR-PLC- γ
-MAPK シグナル伝達経路を活性化させるこ
とにより、細胞増殖能、細胞移動能を亢進さ
せた。HCC の培養細胞においては、DCP は
Hep3B の細胞表面レセプターMet に結合して
Met の自己リン酸化、さらにその下流の
Jak1-Stat3 シグナル伝達経路の活性化を引き
起こすが、HUVEC を用いた検討では、DCP

は Met-Jak1-Stat3 シグナル伝達経路への影響
は認められなかった。そこで HUVEC におい
て、DCP によって活性化されるレセプターを
同定するためにレセプターチロシンキナー
ゼ抗体アレイを用いた検討を行った。アレイ
には、レセプター型チロシンキナーゼやその
シグナル関連分子（Met、VEGF レセプター、
EGF レセプター、FGF レセプター、PDGF レ
セプター、インシュリンレセプター等）の抗
体が含まれておりリン酸化も同時に検討で
きる。アレイ検討の結果、DCP は KDR をリ
ン酸化することが判明したが、PT は KDR を
リン酸化しなかった。 

DCP のシグナル伝達経路の検討では、DCP

と KDR の直接的結合は免疫沈降法で確認さ
れた。また DCP の刺激は HUVEC の KDR 自
己リン酸化をもたらしていた。KDR はそのリ
ガンドである VEGF に活性化されると、特異
的チロシン残基が自己リン酸化される。KDR

の活性化により、PLC-γが C 末端の SH2 ド
メインを介して KDR に結合し、さらに活性
化された PLC-γによりプロテインキナーゼ
Cが刺激され raf-MEK-MAPKシグナル伝達経
路の刺激へとつながる。Western blot による検
討では、DCP で刺激した HUVEC において
KDR、PLC-γ、MAPK はリン酸化を受けたが、
PT 刺激ではリン酸化は認められなかった。 

HUVEC における DCP 依存性の増殖能は、
KDR 阻害剤により 93±14％、MEK 阻害剤に
より 79±14％それぞれ阻害された。in vitro 

wound healing 法による細胞移動能の検討で
は DCP 依存性の移動能は、KDR 阻害剤によ
り 104±2％、MEK 阻害剤により 102±12％
それぞれ阻害された。KDR に対する siRNA

は、DCP 依存性細胞増殖能を 115±17％、細
胞移動能を 110±24％阻害した。 

(3) DCP の産生機構 

① HCC セルライン cell line における DCP

産生能の検討  

HCC セルライン cell line のうち Hep3B, 

HepG2, HuH1, HuH7, PLC/PRF/5 はそれぞれ
0.49±0.04, 9.97±0.12, 6.99±0.02, 0.56±0.02, 

2.33±0.04 ng ml
−1

day
−1

/10
6
cells の DCP 産生が

確認されたが、SK-Hep-1, HLE, HLF, JHH1 で
は DCP 産生は認められなかった。 

② HCC セルライン cell line における GGCX 

exon 2 deletion splice variant の検討 

 GGCX シークエンス解析にてミスセンス
変異は認めなかったが DCP 産生細胞にてプ
ライマーF1 を用いた解析が判読不能のため
再度プライマーR1 にて解析を行った結果、塩
基配列のスタートコドンから 162 番目から
213 番目にかけての塩基配列に重複した 2 つ
のシークエンスが確認された。 

BLAST ホモロジー解析にて小波形シークエ
ンスは GGCX のエキソン exon1、大波形はエ
キソン 2 と判明した。クローニング、シーク
エンス解析の結果より小波形シークエンス
はエキソン exon 2 を欠く選択的 splice variant

出現スプライスバリアント (Δ2-GGCX)が原
因であると判明した。次にこの変異 GGCX を
確認するため PCR を行い、エキソン exon2

が欠失した際に検出される 322bp PCRフラグ
メントを確認できた。一方 DCP 非産生細胞で



は Δ2-GGCX の発現は認めなかった。 

③ DCP 産生細胞において優位な Δ2-GGCX 

mRNA 発現量の検討 

 RT-PCR にて GGCX mRNA 定量解析を行っ
た。WT-GGCX 発現量は DCP 産生細胞群と非
産生細胞群との比較では有意差を認めなか
ったが、Δ2-GGCX ではそれぞれアクチン比
69.3±45.2%、7.7±3.5%と有意差が認められ
た。DCP 産生細胞では GGCX 全体量と比較
し Δ2-GGCX 発現量は約 18.5%であった。 

④ DCP 産生細胞における Δ2-GGCX 蛋白の
発現量の検討 

 作成した抗 WT-GGCX 抗体、抗 Δ2-GGCX

抗体を用いてウェスタンブロット解析を行
い、蛋白の発現量の検討を行った。～約
87.5kDa に WT-GGCX のバンドが確認され、
DCP 産生細胞では抗 Δ2-GGCX 抗体にてバン
ドが確認され、リアルタイム PCR の結果同様
Δ2-GGCX 蛋白の発現量は GGCX 発現全体量
の約 20％であった。 

⑤ DCP 非産生細胞への Δ2-GGCX cDNA 導
入による DCP 産生能獲得 

 Δ2-GGCX cDNA を DCP 非産生細胞に導入
した結果、DCP 産生が確認された。 

また DCP産生細胞内では Δ2-GGCX発現が全
体量の約 20％程度と尐ないため、尐量の
Δ2-GGCX 発現の効果を確認する目的で、
WT-GGCX と Δ2-GGCX の導入比率(10:0, 9:1, 

8:2, 5:5, 1:9, 0:10)を変えた co-transfection を行
った。その結果 10％の Δ2-GGCX を導入した
DCP 非産生細胞にても DCP が産生されるこ
とが確認された。 

⑥ DCP 産生細胞への WT-GGCX 導入による
DCP 産生能喪失 

 CMVpを用いてDCP産生細胞にWT-GGCX

を強発現させると DCP 産生能が失われた。 

(4) 肝組織の検討 （DCP 産生と血管新生） 

① DCP 産生と肝癌の vascularity 

 Dynamic CT の動脈相で評価した vascularity

と血中 DCP の関連性の検討をおこなった。
Hyper vascular な腫瘍は、DCP 産生の高いも
のが多く、腫瘍径ごとに分類すると、
hypervascular な腫瘍は腫瘍サイズが大きくな
るに従って DCP は高くなるが、hypovascular

な腫瘍はサイズが大きくなっても DCP の血
中濃度は変化なかった。 

② 肝癌組織における DCP 発現と vascularity 

肝癌組織における DCP 発現と血管新生を
反映する血管内皮細胞に発現する CD31 の発
現スコアをプロットすると DCP 発現の高い
肝癌組織では、CD31 発現も高いことが判明
した。 

(5) ヌードマウスへの腫瘍細胞接種 

ヌ ー ド マ ウ ス に WT-GGCX お よ び
Δ2-GGCX を導入した Hep3B 細胞を接種し、
８週間後に腫瘍のサイズと正着を評価した。
DCP産生能をもつΔ2-GGCX導入Hep3Bの方
がサイズも大きく生着率も高かった。 
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