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研究成果の概要（和文）：PBCおよび慢性C型肝炎のどちらも病期が進行するにつれて肝癌を発症する。しかし、PBCで
は肝癌はまれであるがそのメカニズムは不明である。そこで、TGFｂシグナルの面から検討を行った。どの病期におい
ても慢性C型肝炎と比較するとPBC症例では、細胞増殖・線維化に関わるSmad3Lリン酸化程度は低く、癌抑制に関わるpS
mad3C経路は保たれており肝発癌が少ないと考えられた。しかし、発癌したPBC症例では、診断当時から高Smad3Lリン酸
化状態を呈していた。診断時から発癌シグナルが高いPBC症例では早期に肝硬変に進行し、発癌する危険性が高く慎重
な経過観察が必要であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Chronic liver inflammation and hepatic regeneration induced by host cellular 
immune responses can increase the risk of HCC development. To investigate the mechanisms of 
fibrocarcinogenesis in PBC, we studied 45 PBC not developing HCC (Stage I: 16, II:13, III:13, IV:3) and 6 
PBC developing HCC. We performed inmmunohistochemical analysis using our phospho-Smad3 antibodies. As PBC 
livers progressed from chronic hepatitis through cirrhosis to HCC, hepatocytic linker phosphorylated 
Smad3 (pSmad3L) increased with fibrotic stage and C-terminal phosphorylated Smad3 (pSmad3C) decreased. We 
conclude chronic inflammation contributes directly to fibrocarcinogenesis by shifting hepatocytic 
Smad3-mediated signaling from tumor suppression to oncogenesis both in PBC. These data also suggest 
pSmad3L can be new biomarker for HCC and high pSmad3L group need careful surveillance for early detection 
of HCC.

研究分野： 消化器内科
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１．研究開始当初の背景 
 Transforming growth factor (TGF)- は成熟肝
細胞表面にある II 型受容体に結合して I 型受
容体を活性化させ、Smad3 をリン酸化させる。
COOH 末端がリン酸化した Smad3 (pSmad3C)
は、核移行した後、p21WAF1 遺伝子のプロモー
ター領域に結合して転写を活性化させること
で細胞増殖は停止し、Bcl-2 の発現を抑制する
ことでアポトーシスを誘導すると報告されて
いる(1)。そして、最終的に細胞増殖抑制、ア
ポトーシスの誘導などの癌抑制シグナルに関
わる。 
 一方、リン酸化 Smad を介した２つ目のシ
グナル経路として、リンカー部がリン酸化し
た Smad3(pSmad3L)経路が挙げられる。我々は
慢性ウィルス性肝炎においてHBxタンパクな
どのウィルスを構成する発癌関連分子、慢性
炎症に伴い分泌される炎症性サイトカイン、
ならびに変異した宿主側関連遺伝子などが細
胞質に存在する c-Jun N-terminal kinase(JNK)
を活性化させリンカー部がリン酸化されると
報告した。そして、核に移行した pSmad3L は
pSmad3C と全く異なるｃ-Myc 遺伝子の発現
を刺激して細胞増殖を亢進させ、plasminogen 
activator inhibiter type 1(PAI-1)などの転写を活
性化して細胞外マトリックスの蓄積を促すと
報告してきた(2) (3) (4) (5) (6) (7)。特筆すべき
事象として、 pSmad3L が形成されると
pSmad3C が形成されなくなりことが挙げられ
る。したがって、pSmad3L を介する癌化シグ
ナルと pSmad3C を介する癌抑制シグナルは、
相反する関係にある。さらに、JNK 活性化の
阻害やリンカー部リン酸化部位をリン酸化さ
れないアミノ酸に置換した Smad3 でリンカー
部のリン酸化を特異的にブロックすると
pSmad3C を介する経路への回復が観察される。 
 この現象は、培養細胞のみならず、動物実
験でも確認された。マウス肝癌モデルにおい
て JNK inhibitorを投与すると pSmad3L 経路か
ら pSmad3C 経路への転換が観察され、発癌が
有意に抑制されると、長田らは報告した(8)。
リンカー部リン酸化 Smad を介するシグナル
は、TGF-シグナルの細胞特異性を理解する
上で重要であり、我々以外にも多くの論文が
報告されるようになっている(9) (10) (11)。 
 肝細胞癌の多くは肝炎ウィルスやアルコー
ル、PBC などの自己免疫性肝疾患がおこす慢
性炎症が関与している。ウイルスの伴った肝
発癌と比較しPBCからの発癌はまれであるが
少なからず散見される。肝線維化と癌化には
深い関係があると言われているが、両者をつ
なぐ分子メカニズムについては不明瞭な点が
多く残っている。我々は、慢性 C 型肝疾患の
肝組織を用いて Smad のリン酸化の検討を行
い、肝細胞において、C 型肝炎ウイルスの持
続感染と宿主側変異遺伝子により、pSmad3C 

を介する癌抑制シグナルが、中央部にある
pSmad3L を介する癌化・線維化シグナルへシ
フトするため、線維化程度に比して発癌しやす
い環境が形成されると報告した。 
２．研究の目的 
ウイルスが関係しない原発性胆汁性肝硬変症
(PBC)における線維化・発癌メカニズムについ
て、慢性 C 型肝疾患症例と比較検討した。 
３．研究の方法 
1991 年から 2014 年までの間、関西医科大学
附属病院で行った肝生検標本 
非発癌PBC 45例 (stage I: 16例、II: 13例、III: 13
例、IV: 3例)、発癌症例6例と慢性C型肝炎80
例 (F1: 20例、F2: 20例、F3:20例、F4: 20例)、
発癌症例20例を対象とした。我々が作成した
リン酸化Smad抗体を用いた免疫組織染色を行
った。リン酸化の度合いはリン酸化された肝
細胞の割合に応じて以下のようなスコアリン
グを行った。0%; 0, 25%未満；1, 25%以上50%
未満;2, 50%以上75%未満;3, 75%以上;4、とし
て肝細胞におけるSmadのリン酸化状態を検
討した。 
４．研究成果 
   非発癌 PBC および慢性 C 型肝炎のどちら
も Stage が進行するにつれて pSmad3L は亢進
した。しかし、どの Stage においても慢性 C
型肝炎と比較すると非発癌 PBC 症例では、細
胞増殖・線維化に関わる Smad3L リン酸化程
度は低く、癌抑制に関わる pSmad3C 経路は保
たれていた。(Fig.1) 

 
   PBC、C型慢性肝疾患からの発癌症例では、
どの疾患においても、線維化進行症例に限ら
れており、高 Smad3L リン酸化・低 Smad3C
リン酸化群に属していた。しかし、発癌した
PBC 症例では、診断当時から高 Smad3L リン
酸化状態を呈していた。(Fig.1) 
   pSmad3L の標的遺伝子である c-Myc と 
pSmad3C の標的遺伝子である p21waf1 につい
て検討を行った。無発癌群の c-Myc 発現は、
治療後有意に低下していたが、 p21waf1 は上昇
していた。一方発癌群の c-Myc は、高い状態
が維持され、 p21waf1 は低いままであった。 
 C 型慢性肝炎ではウイルスと慢性炎症が協
調して癌化線維化シグナルを促進しているも



のと報告した。PBC では慢性 C 型肝炎と比較
して、発癌シグナルの亢進が進まず、癌抑制シ
グナルを保持しているために、肝細胞癌の発生
が 少 な い も の と 考 え ら れ た 。 (Fig.2) 

Ｃ型肝炎ウィルスの持続感染に伴う慢性炎症
は、線維化の進展と同時に肝発癌のリスクを高
める。一方で、PBC では発癌率がウイルス性
肝炎と比較すると低い。PBC では慢性炎症の
みで肝炎ウイルス由来発がん関連分子ならび
に慢性炎症の役割が次第に宿主側遺伝子変異
あるいはエピジェネティック変化が少ないた
めと考えられる。 
   PBC においても炎症や線維化が進行する
とともに高発がん状態となっていた。それは、
炎症局所に浸潤してくるクッパー細胞などに
より産生された炎症性サイトカインは、肝細胞
上の特異的受容体と結合することにより、発が
ん 関 連 分 子 に よ っ て 活 性 化 し て い た 
JNK/pSmad3L 経路を効果的に増強するためと
考えられる。 pSmad3L 経路は c-Myc の転写
を誘導し、肝細胞の増殖をサポートする。更に 
pSmad3L 分子の増加は pSmad3C 分子の減少
を招き、 pSmad3C を介するアポトーシスの抑
制により、変異遺伝子の溜まりやすい肝細胞が
できる。炎症性サイトカイン刺激に対する持続
的な炎症局所肝細胞の応答は、このようにして
発がんプロモーターとしての作用をもたらす。
もしこの状況が長期間にわたり持続すれば、変
異がん遺伝子が蓄積したがん前駆肝細胞が誕
生し、その後の発がんプロセスが加速してゆく
と推察される。 
   Smad3 には C 末部分のみならずリンカー
部にもリン酸化部位がありその生物学的な検
討をするために部位特異的な抗体作製を我々
は行ってきた。特に pSmad3L はＣ型慢性肝
炎の肝線維化のみならず発癌にも非常に関係
していることが判明したため今回、PBC にお
ける発癌のリスクの違いついて pSmad3L の
リン酸化についての検討をおこなった。ウイル
ス性慢性肝炎症例と PBC を比較すると、多く
の症例の pSmad3L を介する線維化・がん化シ
グナルは PBC で低く、pSmad3C を介するがん
抑制シグナルは PBC で優位に高かった。その
ため、PBC からの発がんは殆どみられなかった

と考えられる。しかし病態が進行した肝硬変症
例においては、遺伝子変異あるいはエピジェネ
ティック変化が pSmad3L 経路を恒常的に活
性化してしまい、発がんリスクも高くなると考
えられた。 
   Smad3 のシグナル伝達の変遷を検討する
ことは、慢性肝炎患者が高発癌状態かどうか
を判断する臨床基準に結びつくと期待された。
診断時から発癌シグナルが高い PBC 症例では
早期に肝硬変に進行し、発癌する危険性が高
く慎重な経過観察が必要であると同時に発癌
阻止を目指した次のアジュバント療法を行う
必要があることが示唆された 
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