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研究成果の概要（和文）：肝細胞増殖因子（HGF）による肝細胞におけるプロテインCインヒビター（PCI）発現に及ぼ
す影響と共にPCI発現B16メラノーマ細胞及び肝臓でヒトPCIを産生・分泌するヒトPCI遺伝子トランスジェニックマウス
を用いて、細胞が発現するPCI及び血漿PCIの癌の増殖、転移に及ぼす影響について検討した。その結果、HGFは肝細胞
におけるPCI産生を低下させることで癌の増殖を促進する可能性が示された。また、細胞が発現するPCI及び血漿PCIは
癌細胞の増殖を阻害し、細胞が発現するPCIはその転移を阻害するが、血漿PCIはアノイキス阻害による転移の抑制とい
うよりは凝固促進により転移を促進することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We examined the effect of hepatocyte growth factor(HGF) on protein C inhibitor(PCI
) expression in liver cells, and the effect of cell-expressing PCI and host plasma PCI on the growth and m
etastasis of cancer using PCI-expressing B16 melanoma cells and PCI gene transgenic mice which secrete hum
an PCI from their liver. We showed that HGF reduces PCI expression in the liver. Further, we suggested tha
t both cell-expressing PCI and host plasma PCI inhibit cancer growth, and cell-expressing PCI inhibits its
 metastasis, whereas host plasma PCI promotes cancer metastasis by enhancing blood coagulation, not inhibi
tion of anoikis.
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１．研究開始当初の背景 

申請者らは、腎臓ではプロテイン Cインヒビ

ター（PCI）が近位尿細管上皮細胞(Renal 

proximal tubular epithelial cells: RPTEC)

で産生され、RPTEC 由来の腎癌では PCI の発

現が著しく低下すること、およびその低下が

腎癌部におけるDNAメチルトランスフェラー

ゼ(DNMT)1 の過剰発現に伴う PCI 遺伝子の転

写調節領域中の特定のCpG配列のメチル化に

起因すること、さらには PCI 強制発現癌細胞

を用いた時、PCI がそのプロテアーゼ阻害活

性非依存的に in vivo での癌細胞の増殖、転

移および血管新生を阻害することを見出し

た。また最近では、PCI による腫瘍の増殖の

抑制が、PCI の血管新生抑制活性と共にその

肝細胞増殖因子活性化因子(HGFA)阻害によ

る活性型肝細胞増殖因子の低下に起因する

こと、および前者には PCI 分子上のヘパリン

結合部位、および内皮細胞上のヘパリン様糖

鎖が密接に関係することを明らかにしてい

る。一方で、複数の研究グループにより、種々

のヘパリン結合性セリンプロテアーゼイン

ヒビターが特異的に、腫瘍の増殖、転移およ

び血管新生を阻害すること、それらの血管新

生阻害活性にはセリンプロテアーゼインヒ

ビター分子上のヘパリン結合部位および内

皮細胞上のヘパリン様糖鎖が密接に関係す

ることが明らかにされたが、PCI の HGFA 阻害

による癌細胞の増殖抑制活性、PCI およびヘ

パリン結合性セリンプロテアーゼインヒビ

ターによる腫瘍の転移の抑制機序に関して

は、いまだ明らかではない。他方、癌細胞は

アノイキス(anoikis: マトリクスとの相互

作用を消失した細胞はアポトーシスを引き

起こす現象)抵抗性を有し、このアノイキス

抵抗性が、癌細胞の転移能に密接に関わるこ

とが知られているが、ごく最近、我々は腎癌

細胞のアノイキス抵抗性獲得にはPCIの発現

低下が密接に関係し、in vitro では腎癌細胞

のアノイキス抵抗性が、プロテアーゼ切断型

PCI の N 末端側領域（N-terminal region of 

PCI: NT-PCI）により特異的に抑制されるこ

とを見出した。さらには PCI が HGFA の阻害

を介して HGF の活性化を制御することから、

PCI が活性型 HGF の生成の抑制を介して癌細

胞の増殖を抑制する可能性を示唆してきた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、HGF による肝細胞における PCI

発現調節機構を明らかにするとともに、ヒト

PCI と類似した発現臓器分布を有するヒト

PCI 遺伝子トランスジェニック(hPCI-TG)マ

ウスを用いて、in vivo での腎の癌化、増殖

および浸潤・転移における PCI の役割を明ら

かにし、PCI を用いた腎癌治療の有用性につ

いて解析を行うことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）初代培養ヒト肝細胞あるいは HepG2 細

胞の培養上清中のPCI およびproHGFA濃度は

それぞれに特異的なELISA法を用いて検討し

た。それらの mRNA 発現については Real-time 

PCR 法を用いて検討した。 

（２）癌細胞にはマウス由来 B16 メラノーマ

（B16）細胞を用い、癌細胞の発現する PCI

および宿主PCIの癌細胞の増殖に及ぼす影響

は、野生型B16細胞あるいはPCI強制発現B16

細胞を野生型マウスあるいはhPCI-TGマウス

の腹部皮内に注入し、経時的に腫瘍径を測定

することにより、転移能は、野生型 B16 細胞

あるいは PCI強制発現 B16細胞を野生型マウ

スあるいはhPCI-TGマウスの尾静脈に投与し、

2 週間後に肺転移数を計数することにより評

価した。さらには、hPCI-TG マウスで認めら

れた B16 細胞の転移促進に及ぼす抗ヒト PCI

ウサギ IgG、あるいは可溶性トロンボモジュ

リンや活性型プロテイン C（APC）などの抗凝

固薬の影響については、それぞれを尾静脈に

野生型 B16細胞投与日から 3日間連続投与し、

同様に肺転移数を計数することにより行っ



た。 

 

４．研究成果 

（１）HGF は、ヒト初代培養肝細胞における

proHGFA 産生には影響を及ぼさなかったが、

PCI 産生をその濃度依存性に低下させた。

HepG2 細胞についても初代培養肝細胞と同様

に検討した結果、HGF は proHGFA の産生には

影響しなかったが、PCI の産生をその濃度依

存性に低下させ、その低下は HepG2 細胞にお

けるPCImRNA発現低下に起因することが明ら

かになった。各種細胞内シグナル伝達因子に

対する阻害剤を用いた検討では、HGF による

PCI の産生低下は、NFB、p38MAPK および JNK

インヒビターでは抑制されず、MEK インヒビ

ターにより抑制されることが明らかになっ

た。以上の結果から、PCI により活性型 HGF

の生成が阻害されるが、逆に活性型 HGF は、

肝臓におけるPCIの発現低下を惹起すること

により、活性型 HGF による癌細胞の転移の促

進に有利な環境をつくる可能性が示唆され

た。 

（２）野生型 B16 細胞の増殖は、野生型マウ

スに比較してhPCI-TGマウスで有意に低下す

るが、野生型 B16 細胞の転移は、野生型マウ

スに比較してhPCI-TGマウスで有意に促進さ

れた。一方で、hPCI-TG マウスにおける野生

型 B16細胞および PCI強制発現 B16細胞の増

殖および転移は、両者ともに野生型 B16 細胞

に比較して PCI強制発現 B16細胞で低下した。

この hPCI-TG マウスで認められる野生型 B16

細胞の転移の促進は、抗ヒト PCI 抗体の投与

により抑制されることが明らかになった。さ

らに、この hPCI-TG マウスに認められる野生

型 B16 細胞の転移の促進は、抗凝固薬である

ヒトAPCおよび組換えヒトトロンボモジュリ

ンの投与によっても抑制されることが明ら

かになった。以上の結果から、宿主 PCI もま

た癌細胞の増殖を抑制するが、その抑制には

PCI による肝細胞増殖因子アクチベータ阻害

を介した活性型肝細胞増殖因子生成阻害等

の癌細胞が発現するPCIとは異なる機構が関

係する可能性があること、および宿主PCIは、

in vivo では、その向凝固活性に基づく癌細

胞の転移促進作用が、そのアノイキス抵抗性

抑制活性に基づく癌細胞の転移抑制作用に

勝る可能性が示唆された。 
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