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研究成果の概要（和文）：生理的には肝細胞特異的に産生される血液凝固第 VII因子（fVII）が様々
ながん細胞で異所性に産生され，かつ微小な細胞膜成分（マイクロパーティクル）に組み込まれ

て，血液凝固反応を惹起する能力の極めて高い物質として周囲の環境に放出されること，低酸素

環境でこのマイクロパーティクルの放出が増加すること明らかにした．更に，低酸素条件におけ

る異所性 fVII産生の特徴的な遺伝子発現誘導メカニズムの一端を明らかにした．厳しい環境にが
ん細胞が適応して生き延びるメカニズムの一つである可能性があり，がん治療の標的分子機構と

しても注目している. 
 
研究成果の概要（英文）：Physiological expression of blood coagulation factor VII (fVII) is 
generally restricted to hepatocytes. In the present study, we found that breast cancer tumor 
cells produce fVII ectopically, and release fVII containing microparticles (MPs) with a high 
coagulation initiating capacity into the microenvironment, especially under hypoxic condition. 
In addition, we partly clarified a novel regulatory mechanism of gene expression under 
hypoxia combined with depleted nutrients, which could be a target for new cancer therapies. 
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１．研究開始当初の背景 
1800 年代の中頃，Trousseau ががん患者に
血栓症が高率に合併することを報告して以

来，長い研究の歴史の中で，がん患者血液で

の凝固能の亢進や血小板活性化マーカーの

上昇が示され（Sallah S, et al. Clin Cancer 
Res 2004;10:7238-43他），一方，がん細胞自
体では，外因系血液凝固の開始因子として知
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ら れ る 組 織 因 子 TF や plasminogen 
activator inhibitor type I (PAI-I) ，
cyclooxygenase-2 (COX-2) などの凝固活性
物質の産生が証明されている（Nakasaki T, 

et al. Am J Haematol 2002;69:247-54. 
Boccaccio C, et al. Nature2005;434:396-400
他）．また，抗がん剤治療開始後に血栓塞栓

症の発症率が高いことが知られ，乳がんの場

合では早期がんの 5-10%，進行癌では約 20%
に血栓塞栓症が合併すると報告されている

（ Kirwan CC, et al. Br J Cancer 
2008;99:1000-6）．加えて，外因系血液凝固
経路の起点となる TF/血液凝固第 VII（fVII）
複合体の形成は，血液凝固のみならず細胞内

情報伝達経路を介して，がん細胞の増殖や細

胞死回避，運動／浸潤能の促進，血管新生の

亢進など多岐に及ぶ機能を有している（総

説：Ruf W. Arterioscler Thromb Vasc Biol 
2005;25:1545-50）．本研究の申請者らは 2006
年，専ら肝細胞が特異的に産生するとされて

きた fVIIが，様々なヒト培養がん細胞により
異所性に産生されていること，がん細胞の浸

潤・転移を促進することを報告した（Cancer 
Res. 66:9453-60, 2006）．一方，Mackman
らはStage IVの進行がん患者の血中にTFの
活性を持つ膜小胞成分（microparticle）が上
昇していることを報告した（Thromb Res 
2008;122:604-9）．microparticle は主に活性
化された血小板が産生する凝固活性化能を

持 つ 膜 成 分 断 片 platelet-derived 
microparticle (PMP)として研究が進み，最近
では白血球や巨核球，血管内皮細胞やがん細

胞などからも microparticle が放出されるこ
とが示されている（Cauwenberghs S, et al. 
FEBS Lett 2006;580;5313-20他）． 

 
２．研究の目的 
本研究では，fVIIを異所性に産生するがんの

一群が存在することを臨床検体を用いて明

らかにし，かつ，このような「異所性 fVII
産生がん」では，がん細胞から TFと fVIIを
併せ持つ，血液凝固反応が「Ready to Go」
の状態にある極めて凝固活性の高い

microparticleが放出されること，更に，その
放出が抗がん剤暴露や低酸素状態などで亢

進する可能性を培養細胞レベルで検証する

こと，異所性の fVIIの遺伝子発現メカニズム
を解析して新規がん治療の標的分子機構と

なる可能性を探ること，を目的とする． 

 
３．研究の方法 
（１）外科切除乳がん組織での fVII発現の解
析． 
ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）さ
れた外科切除乳がん組織を解析する．乳癌組

織は術前化学療法が施行されていない浸潤

性乳管癌とする．薄切切片から RNA を抽出
し，定量的 RT-PCR法で fVII，TFの mRNA
発現を定量する．免疫染色により乳がん組織

に於ける fVIIの発現を検討する． 
（２）異所性 fVII遺伝子発現メカニズムの解
析とその制御． 
肝細胞での fVII 産生に hepatocyte nuclear 
factor-4 (HNF-4)が関与することが知られて
いる．そこで異所性 fVII産生を示す培養がん
細胞に於ける fVII遺伝子の発現にHNF-4が
関与するか否かをWestern blot，染色体免疫
沈 降  (chromatin immunoprecipitation: 
ChIP) で検討する．更に，fVII遺伝子の転写
開始点から上流 400塩基の発現調節領域，お
よびその deletion mutant等を含むレポータ
ー遺伝子を作製して異所性発現の責任領域

を明らかにする．また，異所性発現に関与す

ることが予想される転写関連因子を ChIPで
解析する．転写関連因子の解析から得られた

知見に基づき，生理的発現に影響することな



く異所性 fVII 遺伝子発現を制御する可能性
についても検討する．  
（３）卵巣明細胞腺癌細胞／組織に於ける異

所性第 VII発現の解析と，低酸素条件下での
fVII発現誘導，及び，高凝固能 microparticle
分泌の解析． 
がん細胞が日常的にさらされている細胞環

境である低酸素環境下での fVII 遺伝子の発
現を CoCl2 添加による疑似低酸素培養条件
で real-time PCRにより検討する．また，fVII
遺伝子発現の増強と microparticle の分泌活
性，及び分泌される microparticle の血液凝
固誘導能を解析する．microparticleは超遠心
で回収し，TF，fVIIの発現をFlow Cytometry
で確認する．microparticleの凝固能は活性化
型第 X 因子（Xa）産生能や凝固時間で評価
する．低酸素状態で fVII遺伝子の発現誘導が
かかる卵巣明細胞腺癌の外科切除組織に於

ける異所性 fVII の発現を免疫染色で解析す
る． 
（４）低酸素環境下における異所性 fVII遺伝
子発現誘導のメカニズム解析． 
卵巣明細胞腺癌細胞を用いて，fVII遺伝子の
転写開始点上流の hypoxia inducible factor 
(HIF)結合領域の検索とレポーター遺伝子作
製による責任部位の同定，関与する転写関連

因子の解析を，前述の非低酸素環境下での実

験と同様に進める．生体内で実際にがん組織

が乏血状態に置かれた場合には，単なる低酸

素と同時に様々な血液成分の欠乏が想定さ

れる．そこで，低酸素+無血清，の細胞環境
下における fVII 遺伝子の発現誘導について
も検討する． 
	 

４．研究成果	 

（１）外科切除乳がん組織での fVII発現． 
術前の neoadjuvant therapyが施行されてい
ない浸潤性乳管癌（硬癌，充実腺管癌，乳頭

腺管癌）の代表的組織型について，FFPE薄
切切片から RNA を抽出し，定量的 RT-PCR
法で fVII，TFの mRNA発現を定量したとこ
ろ，充実腺管癌を中心に半数以上の乳癌組織

で fVII遺伝子のmRNA発現を認めた（図 1a．
硬癌，充実腺管癌，乳頭腺管癌，各 10 例の
解析例．縦軸は 18S で normalize した fVII 
mRNA の量を示す．NBT, normal breast 

tissue-FFPE; NLT, normal liver 
tissue-FFPE; HCT, hepatectomy normal 
liver tissue-frozen．）．免疫染色では，乳癌細
胞に加えて癌組織周囲に浸潤している

macrophageと考えられる単核球にも fVIIの
陽性象が観察された（図 1b）腫瘍細胞に異所
性 fVIIの発現がない場合でも，炎症細胞由来
の fVIIが癌細胞膜表面上の TFと会合して複
合体を形成する可能性も示唆された．  

（２）異所性 fVII遺伝子発現メカニズムの解
析とその制御． 
異所性 fVII 産生を示す培養がん細胞として，
乳がん細胞 YMB-1，MDA-MB-453細胞を用
いて解析したところ，肝細胞で fVII遺伝子の
発現に関与する HNF-4 の発現は無く，プロ
モーター領域への結合も見られないことが

わかった．プロモーター領域の塩基配列の解

析から，USF/c-MYC，Erg-1/Sp-1，CREB
の結合領域が存在することが解った．ChIP
での解析では c-MYC 以外のタンパク質が実



際に結合することを認めたが，肝細胞由来の

がん細胞HepG2でも c-MYCの結合を認める
以外は大きな差がなかった． 
	 そこで，転写に関与する histone acetyl 
transferase (HAT)について ChIP 解析を行
ったところ，HepG2 が PCAF，SRC-1 を主
にリクルートしているのに対して，異所性発

現を示す YMB-1は p300と CBPをリクルー
トしていることが明らかとなった．一方，初

代培養肝細胞 hNHeps は上記 4 種類全ての
HAT を結合させていた．生理的な肝細胞で
の fVII の発現を落とさずに異所性の発現の
みを制御する方法として，p300 の抑制活性
が知られているクルクミンを投与したとこ

ろ，HepG2での発現には影響せず YMB-1の
fVII遺伝子発現を抑制できることが解った． 
（３）卵巣明細胞腺癌細胞における低酸素条

件 下 で の fVII 発 現 誘 導 と 高 凝 固 能
microparticle分泌の解析． 
CoCl2 を 500µM の濃度で培地に添加する疑
似低酸素環境下で，OVISE，OVSAYO の 2
種類の明細胞腺癌細胞で顕著な fVIIと TFの
発現誘導がかかること，これに伴い癌細胞の

膜表面上での血液凝固能の更新も認められ

ることが解った．更に，1％酸素の実際の低
酸素状態でも同様の現象が見られることを

確認した．1％酸素酸素下で培養して回収し
た培養上清中の microparticle を flow 
cytometryで解析したところ，fVII，TFいず
れも陽性で，かつ高い凝固能を示すことが解

った（図 2）．  
（４）低酸素環境下における異所性 fVII遺伝
子発現誘導のメカニズム解析． 
fVII 遺伝子の転写開始点上流の hypoxia 
inducible factor (HIF)結合領域の検索の結
果，転写開始点より約 1kb 上流に hypoxia 
responsive elementを認めたが，卵巣明細胞
腺癌細胞 OVSAYO を用いた ChIP では，低
酸素下での同部への HIF-1α，HIF-2αの結合
は見られなかった．レポーター遺伝子作製に

よる解析では転写開始点の上流約150塩基が
fVII 遺伝子の低酸素応答責任部位であるこ
と，この範囲には Sp-1と HNF-4の結合部位
があるが，Sp-1結合部位が誘導に必須である
ことが解った．更に，詳細な解析を加えて，

OVSAYO細胞に於ける低酸素下での fVII遺
伝子発現誘導には，HAT では無く histone 
deacetylase 4 (HDAC-4)のプロモーター領
域へのリクルートが必要であること，低酸素

に無血清の条件を加えると相乗的に誘導が

活性化されることなどの特徴が明らかとな

った（図 3．a：Sp-1を siRNAでノックダウ
ンすると低酸素条件下での fVII 遺伝子発現
誘導は抑制される．一方，VEGF遺伝子は全
く影響されない．b：HDAC4のノックダウン
も同様である．c：低酸素+無血清の条件で
fVII 遺伝子発現は相乗的に誘導される．
VEGF 遺伝子では無血清による誘導の上乗
せ効果はない）． 

 
本研究全般を通じて，fVIIを異所性に産生す
る癌の一群が存在すること，を培養ヒト癌細



胞，外科切除乳がん，卵巣がん検体で明らか

にすることができた．更に，このような「異

所性 fVII 産生がん細胞は，TF・fVII 複合体
を含む，高い凝固活性を持つ microparticle
を周囲のmicroenvironmentに放出する可能
性があることを示した．また，fVII遺伝子の
発現が低酸素環境，低酸素+低栄養環境で誘
導されること，その調節機構の一端も明らか

にした．血液凝固の惹起のみならず，浸潤，

血管新生など様々な癌細胞の生物学的挙動

に係わる TF・fVII 複合体の制御は，新規が

ん治療の標的分子ともなり得る．クルクミン

で示したような，生理的 fVII産生を阻害せず，
詰まり出血傾向という副作用なしに，がん細

胞における異所性発現のみを制御する薬の

開発も重要であると考える． 
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