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研究成果の概要（和文）：肝癌細胞におけるRUNX3発現は消失および低下していた。臨床検体の解析でも半数以上の組
織で低下していた。肝癌細胞は、RUNX3 cDNAの導入で、Notchシグナルの低下が確認できた。RUNX3の消失は、肝癌にお
いてEpithelial-Mesenchymal transition (EMT)を進行させることも判明した。Gamma-glutamyl carboxy lase (GGCX)
活性の低下がDCPの産生を引き起こし、DCPが血管新生を惹起することが証明され、DCP抗体が血管内皮細胞の環腔形成
を阻害することが確認された。またGGCX活性低下は、EMT進行を引き起こすことも確認された。

研究成果の概要（英文）：Runt-related transcription factor 3 (RUNX3) expression was lost or decreased in he
patocellular carcinoma (HCC) cell lines and HCC tissues. Introduction of RUNX3 cDNA suppressed Notch signa
l in HCC cells. The loss of RUNX3 expression induced epithelial-mesenchymal transition (EMT) in HCC. 
Gamma-glutamyl carboxy lase (GGCX) activity was decreased in des-gamma carboxyprothrombin (DCP)-positive H
CC. DCP stimulated angiogenesis in HCC progression. DCP antibody successfully inhibited the tubular format
ion of the vascular endothelial cells. The decrement of GGCX activity also induced EMT in HCC. 
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1. 研究開発当初の背景 
(1) 肝細胞癌（肝癌）は 5 年生存率 50％以下の予後
不良の癌である。本邦の癌死亡原因の第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。 
 

(2) 肝癌は、腫瘍血管に富む特徴を持ち、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する。腫瘍血管新生
の有力なスイッチシグナルとして Notch シグナ
ルが報告されている(Noguera-Troise I, et al 
Nature 444: 1032-1037,2006, Ridgway J, et al 
Nature 444: 1083-1087, 2006)。肝癌血管新生に
おけるNotchシグナル活性化機構を明らかにし、
それらシグナル伝達分子をターゲットとした血
管新生抑制療法の基盤を確立することを目的と
して研究を開始した。 

 
2. 研究の目的 
(1) DCP による Notch シグナル活性化の検証：Notch 
シグナル活性化には、そのリガンドである DLL
やJaggedによる刺激を必要とする。申請者らは、
PIVKA-IIとして知られている異常prothrombin； 
Des-gamma-carboxy prothrombin (DCP)が、血管
内皮細胞増殖因子受容体 KDR(VEGFR2)を介して
血管内皮細胞の増殖亢進作用を持つことを解明
した(Fujikawa T, Shiraha H, et al J Biol Chem 
282(12): 8741-8, 2007, Acta Med Okayama 
63(6):299-304, 2009)。DCPは、肝癌進展におけ
る血管新生スイッチ分子と考えられ、その細胞刺
激により活性化される KDR 以下のシグナルは、
DLLを介してNotchシグナルを活性化する可能性
が高いと考えられ、その検証を行う。 
 

(2) RUNX3発現低下によるDCP産生亢進の検証：2008
年より新規MRI用造影剤EOB・プリモビストが肝
癌の診断に用いられるようになり、乏血性高分化
型肝癌の診断が容易になった。申請者らは、乏血
性肝癌と多血性肝癌組織を比較することにより
DCP の産生とほぼ同時期に出現が低下する癌抑
制遺伝子RUNX3を抽出した。さらに、申請者らが
行った予備的実験において、RUNX3遺伝子導入肝
癌細胞のマイクロアレイ解析により Notch リガ
ンドJagged-1の発現が著明に低下することから、
RUNX3 発現低下が Jagged-1 発現亢進を介して癌
細胞の形質転換をもたらし DCP 産生を亢進させ
る可能性が高いと考えられ、その検証を行う。 

 

(3) Notch シグナルをターゲットとした血管新生抑
制療法の基盤研究：RUNX3からJagged-1, DCPを
介した Notch シグナルが肝癌血管新生にとって
重要な役割を果たしており、それらシグナル伝達
分子をターゲットとする血管新生抑制療法開発
の可能性があると考えている。特にDCPは、申請
者らのこれまでの検討で直接的に血管新生を亢
進させることが判明しており、その標的分子とし
て有力である。 

 
3. 研究の方法 
(1) DCPによるNotchシグナル活性化機構の解明 
DCPの受容体は血管内皮細胞増殖因子受容体KDR
である。KDR リガンドの VEGF 依存性に DLL4 は、
腫瘍血管新生を活性化するため、KDR下流シグナ
ル分子はDLLが有力である。 
遺伝子改変カルボキシラーゼ(GGCX)遺伝子の導
入により肝癌培養細胞のDCP産生は、制御できる
(Ueda N, Shiraha H, et al Mol Oncol , 
2(3):241-249, 2008)。DCP 産生肝癌 cell line 
(Hep3B, PLC, Hep3B-Δ2GGCX)及び非産生肝癌
cell line (HLE, SK-Hep1, Hep3B-WTGGCX)と
HUVECの共培養モデルを用い、細胞増殖能をMTT 
assayで評価する。 
HUVECの管腔形成能の評価： CD31を染色し、顕
微鏡下で写真撮影し、管腔形成能を評価する。 
Notch シグナル活性化についても Notch 下流の
シグナル伝達分子 Hey, HES の発現・活性化を
Western blotを検討する。 
 

(2) RUNX3発現低下のDCP産生/Notchシグナル活性化
の検討 
RUNX3 陽性肝癌細胞(HLE, HLF)と陰性肝癌細胞
(Hep3B, Huh7)を用いてRUNX3発現をプラスミド
導入及びsiRNAにより制御する。これら肝癌細胞
とHUVEC共培養モデルを用いて検討を行う。加え
て DCP の発現、Jagged-1 発現についての検討を
行う。 
 

(3) Notchシグナル抑制による血管新生抑制 
DCP 産 生 肝 癌 cell line(Hep3B, PLC, 
Hep3B-Δ2GGCX)及び非産生肝癌cell line (HLE, 
SK-Hep1, Hep3B-WTGGCX)とHUVECの共培養モデル
を用いて、DCPmabの効果を検討する。 
 

(4) 臨床検体を用いた検討 
肝癌組織の採取前に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。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。これら組織を
用いて検討を行う。 
血管内皮細胞に特異的な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。 
DCP 発現と Notch シグナル活性化について検討
する。DCP, KDR, DLL, Notch, Hey, HESの発現・
活性化をWestern blot 及び免疫組織染色により
評価する。 

 
4. 研究成果 
(1) 肝癌におけるRUNX3発現解析 
肝細胞癌cell line HepG2, Hep3B, Huh1, JHH1, 
JHH2, JHH4, HLE, HLF, PLC, SK-Hep1 において
RUNX3のmRNAと蛋白発現をRT-PCRとWesternで
それぞれ検討した。肝細胞癌 cell line HepG2, 
Hep3B, Huh1, JHH1, JHH2, JHH4では、RUNX3の
発現は消失、HLE, HLFではごく軽度の発現、PLC, 



SK-Hep1では発現が確認された。多くのcell line
において RUNX3 の発現は低下または消失してい
た。肝癌組織においても、免疫組織染色を行い、
RUNX3の蛋白発現は、半数以上の肝癌組織におい
て低下していた。 
 

(2) Notchシグナルの解析 
肝細胞癌におけるRUNX3の発現とNotchシグナル
の関連について検討を行った。肝癌における
Notchシグナルは、Hep3B, Huh7において検討し、
いずれの細胞でも、HES1, Hey1 を介していた。
このシグナル活性化は、γセクレターゼインヒビ
ターによって阻害できる事も確認できた。 
 

(3) DCPの血管新生亢進作用 
DCP 産生を GGCX遺伝子導入によりコントロール
した Hep3B細胞を用いて、in vitro及びマウス
への接種実験により DCP 産生が肝癌の血管新生
を亢進させることを証明した。 
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症例の解析でもDCP産生肝癌では CTの解析で
血流が豊富なことが証明された。 

また、肝癌臨床検体の病理解析でも中分化肝癌
で DCPと CD31の発現に相関が認められた。 

 
DCP 抗体の血管新生抑制効果の検討では、in 
vitroにおいてDCP抗体が血管内皮細胞の環腔形
成を阻害することが証明できた。 

 
 

(4) RUN3発現消失によるNotchシグナル活性化とEMT 
RUNX3の遺伝子導入は、肝癌細胞Hep3B, Huh7に
お い て Epithelial-Mesenchymal transition 
(EMT)を抑制することが証明できた。Hep3B, Huh7
では、RUNX3 の遺伝子導入により、E-cadherin
の発現が増強した。逆に N-cadherin, vimentin
の発現は低下した。肝癌組織における検討でも
RUNX3 の発現と E-cadherin 発現は正の相関を示
し、N-cadherin及びvimentinの発現はRUNX3と
負の相関を示した。NotchシグナルとEMTの関連
については、E-cadherin, N-cadherin, vimentin
についての臨床検体の解析をすすめた。その結果、
RUNX3 発現が jagged-1 の発現を引き起こし、
Notchシグナルを活性化することにより、EMTを
進行させ、E-cadherinの発現低下とN-cadherin, 
vimentin 発現亢進を引き起こすことが確認され
た。 
 
 

肝癌の血流と血清DCP

 

0

10

20

30

40

50

0 1 2 3

number of cases

DCP staining score

0

10

20

30

40

50

0 1 2 3

CD31 staining score

number of cases

moderately diff.

well diff.

moderately diff.

well diff.

肝癌におけるDCPと CD31発現

 

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

0 1 2 3

Tumor size (㎣)

Hep3B
GGCX-WT

Hep3B
GGCX-D2

3/10 6/10graft
survival

WT D2

Nude mouseへの接種

 

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

8000

9000

10000

0 0.5 1 1.5 2 2.5

Hep3B-WT

Hep3B-D2Hep3B-D2

Hep3B-WT

μg/ml

DCP抗体による
血管内皮細胞の管腔形成阻害

area

 



 
Notchシグナルの阻害実験では、γセクレターゼ
の投与により Notch シグナルの活性化が阻害さ
れ、EMTも抑制できることが in vitroで確認で
きた。 
 

(5) DCPとEMTの相関 
DCPの産生は、EMTを進行させる因子のSPARC発
現と相関する事が肝癌組織及び肝癌細胞 Hep3B, 
Huh7 を用いた検討で判明した。肝癌組織におい
て、DCP発現、secreted protein acidic and rich 
in cysteine (SPARC)発現、vimentin発現は、相
関していた。肝癌細胞におけるSPARCの発現制御
機構の解析を行った。GGCX活性をwarfarin及び
vitamin K投与で変化させるとともにWT-GGCX及
びΔ2-GGCX 遺伝子導入により変化させた。その
結果、SPARCは、GGCXの活性により発現が変化し
ている可能性が高いことが判明した。GGCX 活性
の上昇によりSPARC発現は低下し、逆にGGCX活
性の低下により SPARC 発現が上昇することが確
認できた。また、GGCX活性の低下は、EMTも惹起
することが確認された。 
 

(6) 結論 
肝癌においてRUNX3発現は低下していた。RUNX3
の消失は、Notchシグナルを活性化し、EMTを進
行させることも判明した。また、GGCX 活性の低
下がDCPの産生を引き起こし、DCPが血管新生を
惹起することが証明された。更にDCP抗体が血管
内皮細胞の環腔形成を阻害することも確認でき
た。また GGCX 活性低下は、EMT 進行を引き起こ
すことも確認された。 
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