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研究成果の概要（和文）：我々は今までの研究から肝癌が転移しやすい型に変化する際に細胞内骨格の障害が起こるた
め、ビタミンKの細胞内取り込み障害が起こり、プロトロンビンの代わりにPIVKA-IIが産生されることを報告してきた
。今回の研究では、さらに低分化化することによって肝特異的蛋白が産生されない表現型に変化し、肝癌が増大しても
PIVKA-IIが産生されないことを肝癌細胞株を用いて証明した。さらに切除前の造影超音波による血流による分化度診断
と切除肝癌のPIVKA-II染色が関連することを確認した。これらのことから、PIVKA-IIは単なる肝癌腫瘍マーカーではな
く、肝癌の生物学的マーカーになり得ると考えられた。

研究成果の概要（英文）：PIVKA-II is generally used in hepatocellular carcinoma (HCC) clinic, but precise m
echanism of PIVKA-II production is still unkown. We have demonstrated that PIVKA-II was produced when HCC 
became metastatic phenotype (epithelial mesenchymal transition: EMT) that was impaired uptake of vitamin K
 by actin rearrangement. In this project, we demonstrated that further EMT caused impairment of liver spec
ific protein synthesis, resulting in impairment of PIVKA-II production even though HCC still grew. Moreove
r, findings in enhanced ultrasonography well-correlated with PIVKA-II production in surgically resected HC
C. Taken together, PIVKA-II could be an biological marker for HCC as well as a tumor marker of HCC.
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１． 研究開始当初の背景 
PIVKA-II は 1984 年に初めて肝癌患者血

清で有意に増加し、肝癌の腫瘍マ－カ－と

し て 有 用 で あ る こ と が 報 告 さ れ た

(Liebman H, et al. N Eng J Med 1984)。

PIVKA-II は肝臓で生合成されるプロトロ

ンビン前駆体であり、ビタミンＫが-カル

ボキシラ－ゼの補助因子として作用する

ことによって生理活性をもつ正常プロト

ロンビンが生合成される。そのため肝癌の

ない正常人でもビタミンＫの摂取不足時

やビタミン K 利用障害を来すワルファリ

ンの投与時には、血清 PIVKA-II 濃度は高

値を示す。しかし、肝癌の PIVKA-II 産生

機序については、肝癌細胞内の１）ビタミ

ンＫ依存性-カルボキシラ－ゼ活性の低下、

２）プロトロンビン前駆体の過剰生産、３）

ビタミンＫ濃度低下、など諸説が提唱され

ているが一定の見解は得られていない。一

方、血清 PIVKA-II が高値の肝癌患者にビ

タミンＫ製剤を投与すると肝癌の縮小効

果の有無に関わらず、血清 PIVKA-II は低

下し、ほとんどの例で正常化することは臨

床でよく見られる現象である（Mizuta T, 

et al. Cancer 2006）。このことは肝癌細胞

におけるビタミンＫの取り込み障害を示

唆する。一方、ビタミンＫは脂溶性ビタミ

ン で あ る た め 肝 細 胞 内 に は

clathrin-mediated endocytosis によって

取り込まれ、その際にアクチン線維の重合

が重要な働きをする(Smythe E, et al. J 

cell Sci 2006)。さらに血清 PIVKA-II が高

値の肝癌患者では、低値の患者に比較し血

管浸潤・転移・再発が多いとの報告されて

いる（Koike Y, et al. Cancer 2001）。また、

肝癌は再発・転移時に細胞接着因子である

E-cadherin が 低 下 し 、 epithelial 

mesenchymal transition (EMT)を来す過

程 で ア ク チ ン 線 維 の 断 裂 が 生 じ る

（Savagner P. BioEssays 2001）。これら

のことから、申請者は肝癌が EMT の過程

でPIVKA-IIを産生するphenotypeに変化

すると仮定し、肝癌細胞に TPA や TGF-

を用いて化学的に EMT を誘導することに

よってPIVKA-IIを産生するphenotypeに

変化することを証明した（Murata K, et al. 

Int J Oncol 2008, 2009）。さらに、肝癌の

EMT は虚血によっても PIVKA-II を産生

する phenotype に変化することを証明し

た（Murata K, et al. Int J Oncol 2010）。

これらのことは、肝癌の化学療法中に転移

しやすい phenotype に変化することや大

きな肝癌（血流供給の相対的欠如が起こり

やすい）で PIVKA-II が産生されるといっ

た臨床所見に一致する。しかし、肝癌症例

においても、ビタミン K 製剤を投与にて

PIVKA-II が低下しない例や肝癌の経過中

に PIVKA-II が上昇しない症例など例外も

認められる。一般に癌細胞は低酸素かつ低

栄養下では、生存のために蛋白合成といっ

た エ ネ ル ギ ー 消 費 過 程 を 省 く （ O2 

conformance）性質を持ち、その機序とし

て mammalian target of rapamycin 

(mTOR)経路の低リン酸化が考えられてい

る（Wouters BG, et al. Nat Rev Cancer 

2008）。プロトロンビン前駆体は、肝で合

成される蛋白であることを考慮すると

TAE（肝癌は虚血と低栄養に曝される）に

より肝癌が肉腫様変化により肝細胞機能

を失う、または O2 conformance によりエ

ネルギー消費の高い蛋白合成能が mTOR

経路を介して停止するため、プロトロンビ

ン前駆体の産生低下を来たし、そのことに

よって PIVKA-II 産生が低下するものと考

えた。 
 
２． 研究の目的 

申請者は PIVKA-II(protein induced by 
vitamin K absence or agonist factor II)
の肝癌における産生機序として、肝癌が
epithelial mesenchymal transition 
(EMT)の過程において細胞内骨格の変
化（特にアクチンの断裂）が引き起こさ



れ、ビタミンＫの取り込みが不良となり、
プロトロンビン前駆体のカルボキシル
化が抑制されるためであることを報告
してきた。申請者の提唱する産生機序仮
説は、臨床における様々な事象を証明す
ることが可能であるが、すべての症例に
当てはまる訳ではなく、他機序の存在も
想定される。本研究においては他機序の
解明および臨床検体を用いた経時的観
察による PIVKA-II 産生を中心とした肝
癌の生活史に迫ることを目的とする。 

 
３．研究の方法 

(1) 肝癌細胞株を用いて化学物質および虚

血にて EMT を誘導し、その PIVKA-II

産生能およびビタミンＫによる

PIVKA-II 低下作用の有無を確認する

とともに、EMT を引き起こした細胞

から DNA を抽出し、-カルボキシラ

ーゼ活性に関する遺伝子を検討する。 

(2) 肝細胞株に対し、低酸素・低栄養で培

養した場合の PIVKA-II 産生能、アル

ブミン産生能、mTOR 活性を検討する。

ま た 、 肝 癌 摘 出 標 本 を 用 い て

PIVKA-II 産生と Hep Par 1（尿素回

路の酵素を認識）との関係を検討する。 

(3) 肝癌患者において腫瘍生検を経時的に

行い、肝癌における EMT と PIVKA-II

産生についての検討を免疫組織染色に

て行う。また、肝癌組織より DNA を

抽出し、-カルボキシラーゼ活性に関

する遺伝子を検討する。 
 
４．研究成果 
  肝癌が EMT の過程により細胞内骨格であ
るアクチンの重合障害によってビタミン K
が取り込まれなくなることによりプロトロ
ンビン前駆体が活性化プロトロンビンに変
換されないため、PIVKA-II が産生できない
phenotypeになることは前回の研究にて明ら
かにした。今回の研究では、虚血および栄養
障害といった強い刺激に肝癌細胞株を曝す
ことによって、さらに EMT が進み、低分化
化することによって肝特異蛋白を産生でき
ない phenotype に変化するため、PIVKA-II
も産生されなくなることを in vitro の系で証
明した。さらに、造影エコーを用いた肝癌血
流シグナルの相違から肝癌の分化度を想定
し、同肝癌の切除標本にて PIVKA-II を染色
すると高分化癌では PIVKA-II は産生されて
おらず、中分化に変化することによって産生

され、さらに低分化化すると産生されないこ
とが判明し、肝癌の血流診断からも in vitro
実験と同様の所見が得られた。本件について
は、現在、論文化を行っている。 
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