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緒　　　言

　肝臓に発生する悪性腫瘍の中で肝細胞癌（HCC）は
頻度が高く，予後不良である．年間死亡者数は国内で
３万人以上1)，全世界では50万人を超え2)，HCCの腫瘍
進展を抑制する治療法の開発は急務である．一般に
HCCは血管豊富な腫瘍で，その進展は新生血管の発育
と深い関連があり3ﾝ6)，近年の分子標的薬開発により腫
瘍血管新生を制御する治療法が癌治療のひとつの現実
的な新規治療法となりつつある7)．様々な癌において，
新生腫瘍血管を制御する治療法として，直接血管内皮
細胞を標的とする方法の他に，腫瘍細胞や間葉細胞な
どから放出される血管増殖因子を標的とした治療法が
開発されつつある8)．しかしながらHCCにおける血管
新生因子の役割は未だ十分に解明されておらず，HCC

進展の血管新生スイッチを制御するための標的分子の
同定は肝要である．
　血管内皮増殖因子（VEGF）は細胞増殖，細胞移動，
血管内皮細胞の形態変化において重要な役割を示
す9ﾝ13)．しかしながら，VEGFや肝細胞増殖因子（HGF）
以外にも多数の因子がHCCの血管新生に関与してい
る14ﾝ17)．Des-gamma-carboxy prothrombin（DCP）は，
HCCの有用な腫瘍マーカーとして知られている18ﾝ22)．
我々はDCPが HCCにおける自己分泌型増殖因子で
ありHCC培養細胞の細胞増殖能をMet-Janus kinase 
1-signal transducer and activator of transcription 3
（Met-Jak1-Stat 3）シグナル伝達経路を介して亢進さ
せることを報告した23)．さらにDCP陽性のHCCで
は，バリアントGGCX遺伝子がDCP産生に関与して
いる可能性を報告した24)．臨床データの検討において
もDCPは HCCの予後因子となりうること，血清中お
よび組織中のDCP発現はHCCの腫瘍血管増生と強
い相関を有するとの報告がある 25)．我々はDCPが
HCCから分泌され paracrine に血管内皮細胞に作用
する因子であると仮説をたて研究を遂行した．その結
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果，DCPが HCCに対する直接的作用のみならず，ヒ
ト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）の細胞増殖能及び細
胞移動能を亢進させることが解明された．またDCP 
の血管内皮細胞におけるシグナル伝達経路の同定で
は，DCPが VEGF receptor 2（KDR）に結合してKDR
の自己リン酸化をもたらし，更に下流の因子である
PLC-γやMAPKもリン酸化させることが判明した．

DCPは HCC培養細胞に対して細胞増殖効果をもた
らす

　HCC培養細胞（Hep3B, SK-Hep1）を用いた細胞増
殖能の検討では，抗体を用いたアフィニティクロマト
グラフィにより精製し，純度を確認したDCPの添加に
より細胞増殖能が 1.5～ 2.1倍へと亢進した 23)．
Prothrombin（PT）および異常 PTであるDCPの構造
には２つのクリングルドメイン構造が存在し，この構

造は肝細胞増殖因子（HGF）に類似している（図１
A）．DCPが HGF類似の構造を有することからHGF
レセプターであるMet へ DCPが結合するか否かを検
討し，DCPとMet の直接的結合を確認した．さらに
DCPはMet の1234番目のチロシンリン酸化を介して
Met-JAK-STATシグナル伝達経路を活性化すること
が判明した．この現象はDCP陽性のHCCは，DCP陰
性のHCCと比較して増殖が早く予後が悪いとの臨床
検討の報告を説明しうるものと考えられる．

DCP陽性の HCCでは GGCX遺伝子に exon skipp-
ingを認める

　PTおよびDCPはそのＮ末端に41個のアミノ酸残
基からなるGla ドメインを有している．PT前駆体で
はGla ドメインにグルタミン酸残基（Glu）が10個存在
するが，これらはビタミンK存在下でγカルボキシグ
ルタミン酸（Gla）に変換され，凝固活性を有する PT
が合成される（図１B）．HCCによりDCPが産生され
る機序は，Glu を Gla に変換する酵素であるγグルタ
ミルカルボキシラーゼ（GGCX）の活性低下によるも
のと考えられているが26)，その正確なメカニズムはこ
れまで明らかではなかった．我々は exon 2スキップを
起こしたバリアントGGCX遺伝子発現がHCCの
DCP産生能，また細胞増殖能を制御している可能性が
高いことを報告している24)（図２）．Exon 2はGGCX 
蛋白質の第一膜貫通領域をコードし，その skipping は
GGCX蛋白質の構造変化をもたらす可能性がある27)．
またGGCX蛋白質の構造変化はビタミンKエポキシ
ド還元酵素の結合領域などに影響を与えてHCC培養
細胞のDCP産生に影響をもたらす可能性も考えられ

A

B

図１　PT，DCP，HGF の構造
（Ａ）PT，DCP の構造には２つのクリングルドメイン構造が
存在し，この構造は肝細胞増殖因子（HGF）に類似している．
（Ｂ）PTは Glaドメインに10個のγカルボキシグルタミン酸
（Gla）を有するのに対し，DCP が有する Gla は９個以下であ
る．

図２　DCP 産生性 HCC の GGCX exon 2 skipping
DCP 産生性 HCC では，exon2 の skipping がみられる．exon2
は GGCX 蛋白質の第一膜貫通領域をコードするので構造変化
が起こり活性低下を引き起こしている可能性が高い．
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る28ﾝ31)．

DCPは血管内皮細胞に対して細胞増殖効果，細胞移動
能亢進作用を示す

　HCCは，血流に富む血管の豊富な癌として知られて
いる．DCPが HCC培養細胞に対して細胞増殖作用を
有するが23)，DCPの血管新生に対する paracrine 作用
を有するか否かをヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）
を用いて検討した．培養細胞HUVECにおいてDCP 
は 濃 度 依 存 性 に 細 胞 増 殖 能 の 指 標 で あ る
［3H]-thymidine の取り込み能を上昇させた．一方で 
PTは DCPと等しい濃度において［3H]-thymidine 取
り込み能を上昇させなかった（図３A）．また，in vitro 
wound healing 法で細胞移動能を評価したところ，

DCPは濃度依存性に細胞移動能を亢進させたが，PT
は DCPと等しい濃度においても細胞移動能を亢進さ
せなかった（図３B）．

DCPは血管内皮細胞の KDR-PLC-γ-MAPKシグナ
ル伝達経路を活性化させることにより，細胞増殖能，
細胞移動能を亢進させる

　HCCの培養細胞においては，DCPは Hep3Bの細胞
表面レセプターMet に結合してMet の自己リン酸
化，さらにその下流の Jak1-Stat3シグナル伝達経路の
活性化を引き起こすが，HUVECを用いた検討では，
DCPはMet-Jak1-Stat3シグナル伝達経路への影響は
認められなかった．そこでHUVECにおいて，DCPに
よって活性化されるレセプターを同定するためにレセ
プターチロシンキナーゼ抗体アレイを用いた検討を行
った．アレイには，レセプター型チロシンキナーゼや
そのシグナル関連分子（Met，VEGFレセプター，EGF
レセプター，FGFレセプター，PDGFレセプター，イ
ンシュリンレセプター等）の抗体が含まれておりリン
酸化も同時に検討できる．アレイ検討の結果，DCPは
KDRを リン酸化することが判明したが，PTは KDR
をリン酸化しなかった（図４）．DCPのシグナル伝達
経路の検討では，DCPと KDRの直接的結合は免疫沈
降法で確認された（図５A）．またDCPの刺激は
HUVECの KDR自己リン酸化をもたらしていた（図
５B）．
　KDRはそのリガンドであるVEGFに活性化される
と，特異的チロシン残基が自己リン酸化される32ﾝ34)．

　 異常プロトロンビンの血管内皮細胞刺激作用：藤川達也，他２名 　

3

2｡5

2

1｡5

1

0｡5

n｡s｡ n｡s｡ n｡s｡
n｡s｡＊

＊

＊＊

ﾝ
ﾝ
ﾝ

ﾝ
ﾝ

10｡6

2
ﾝ
ﾝ

10
ﾝ
ﾝ

ﾝ
2
ﾝ

ﾝ
10
ﾝ

20
ﾝ
ﾝ

ﾝ
20
ﾝ

DCP(ng/ml)
PT (ng/ml)
VEGF(ng/ml)

細
胞
増
殖
能
（
ar
bi
tr
ar
y 
un
its

）

A

2｡5

2

1｡5

1

0｡5

n｡s｡

n｡s｡ n｡s｡
n｡s｡

＊

＊＊

＊＊

ﾝ
ﾝ
ﾝ

ﾝ
ﾝ

10｡6

2
ﾝ
ﾝ

10
ﾝ
ﾝ

ﾝ
2
ﾝ

ﾝ
10
ﾝ

20
ﾝ
ﾝ

ﾝ
20
ﾝ

DCP(ng/ml)
PT (ng/ml)
VEGF(ng/ml)

細
胞
移
動
能

（
ar
bi
tr
ar
y 
un
its

）

B

図３　HUVEC における DCP の細胞増殖能，細胞移動能に与
える影響
（Ａ）HUVEC を PT（２or 20ng/ml），DCP（２or 20ng/ml），
VEGF（10.6ng/ml）で 18 時 間 刺 激 し て 細 胞 増 殖 能 を
［3H]-thymidine 取り込み能で検討した．（Ｂ）HUVEC を PT
（２or 20ng/ml)，DCP（２or 20ng/ml)，VEGF（10.6ng/ml）
で24時間刺激して細胞移動能を in vitro wound healing 法で検
討した．データは刺激を加えていない細胞を1.0とした比率で示
し，３回以上の検討における mean±S.E. をデータ値とした．
（p＜0.05，＊＊p＜0.01，n.s., not significant)（文献35より引
用）
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図４　レセプターチロシンキナーゼ抗体アレイを用いた検討 
HUVEC を DCP（20ng/ml)，PT（20ng/ml)，VEGF（10.6ng/
ml）で15分間刺激した．反応は chemiluminescence 法で検出し
た．（文献35より引用）
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KDRの活性化により，PLC-γがＣ末端の SH2ドメイ
ンを介してKDRに結合し，さらに活性化された
PLC-γによりプロテインキナーゼＣが刺激され raf-
MEK-MAPKシグナル伝達経路の刺激へとつなが
る34)．Western blot による検討では，DCPで刺激した
HUVECにおいてKDR，PLC-γ，MAPKはリン酸化
を受けたが，PTによる刺激ではリン酸化は認められ
なかった（図５BﾝD）．HUVECにおけるDCP依存性
の増殖能は，KDR阻害剤により93±14％，MEK阻害
剤により79±14％それぞれ阻害された（図６A）．in 
vitro wound healing 法による細胞移動能の検討では
DCP依存性の移動能は，KDR阻害剤により104±2％，
MEK阻害剤により102±12％それぞれ阻害された（図
６B）．KDRに対する siRNAは，DCP依存性細胞増殖

能を115±17％（図７A），細胞移動能を110±24％阻害
した（図７B）．

考　　　察

　臨床研究においては，血清DCP濃度と臨床的な
HCC の血管新生とは有意な相関がある25)．我々は DCP
の血管内皮細胞に対する直接的な細胞増殖効果，細胞
移動効果を証明した35)．HCC培養細胞において，DCP
は細胞増殖効果をMet-Jak1-Stat3シグナル伝達経路
を介してもたらすが，血管内皮細胞HUVECにおいて
は同シグナル経路の明らかな活性化は認められなかっ
た．Met は細胞が増殖していない安定状態で，かつ集
密状態の内皮細胞では発現がほとんど確認されないと
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図５　DCP と KDR の共免疫沈降（Ａ）および KDR（Ｂ），
PLC-γ（Ｃ），MAPK（Ｄ）のリン酸化の検討
（Ａ）HUVEC を DCP（20ng/ml）で15分刺激して，セルライ
セートから免疫沈降法によって KDR 蛋白質を得た．沈降体は
抗 DCP，抗 KDR 抗体を用いて western blot で解析した．（B
ﾝD）HUVEC を DCP（２or 20ng/ml)，PT（20ng/ml)，VEGF165
（10.6ng/ml）で15分間刺激した．Ｂ，セルライセートから免
疫沈降法によって KDR 蛋白質を得て，抗チロシンリン酸化抗
体と抗 KDR 抗体を用いて western blot で解析した．Ｃ，Ｄ，
セルライセートは抗リン酸化 PLC-γ 抗体（Tyr-771）(Ｃ），抗
リン酸化 MAPK 抗体（Thr-202/204）（Ｄ）を用いて western 
blot で解析した．（IP, immunoprecipitation; IB, immunoblot; 
n.t., nontreated control）（文献35より引用）
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図６　KDR カイネース阻害剤および MAPK シグナル伝達経
路阻害剤が DCP 依存性の細胞増殖能（Ａ）および細胞移動能
（Ｂ）に及ぼす影響
KDR カイネース阻害剤である ZM323881（2nM）または MEK 
阻 害 剤 で あ る PD98059（4μM）存 在 下 で HUVEC の
［3H]-thymidine取り込み能（Ａ），in vitro wound healing 法

（Ｂ）を測定した．結果は刺激を与えていない細胞の結果を1.0
とした比率で示し，３回以上の検討における mean±S.E. をデ
ータ値とした．（p＜0.05，＊＊p＜0.01，n.s., not significant）

（n.t., nontreated control; KDR-i, KDR kinase inhibitor; MEK-
i, MEK inhibitor）（文献35より引用）
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いう報告がある36)．今回の検討で用いたHUVECでは
in vivo の状態における内皮細胞に比べMet の発現が
強く抑えられている可能性が考えられる．
　DCPは HCCにMet-Jak1-Stat3シグナル伝達経路
を介して刺激を与えるのに対してHUVECに対して
は異なる細胞表面レセプターKDRを通じて刺激を与
える．DCPは，HCC細胞と血管内皮細胞でそれぞれ
異なるレセプターと結合する．単一のリガンドが環境
に応じて異なるレセプターを利用する現象は，他にも
報告があり，Bag-1がMet と血小板由来増殖因子レセ
プター（PDGFR）に結合し，シグナル刺激を伝達させ
る例が報告されている37)．HCCは血管豊富な腫瘍とし
て知られており腫瘍発育が進むにつれて門脈よりも動
脈から栄養を供給される38)．数多く存在する血管新生
因子の中でも内皮細胞増殖因子であるVEGFは HCC
などの悪性腫瘍の血管新生に関与しているとの報告が
多数あり11,14,39ﾝ42)，血管新生作用を考える上で欠かすこ
とができない．今回の検討でKDR-PLC-γ-MAPK シグ
ナル伝達経路はVEGFのみならずDCPによっても活
性化されていたことより，DCP刺激によりHUVECが
VEGFを分泌しているという仮説も考えられる．
VEGFは VEGF-A，Ｂ，Ｃ，Ｄ等のサブタイプに分け
られる43)．いずれのサブタイプとも内皮細胞に増殖を
もたらすが，KDRのみを刺激するサブタイプは存在し
ない44)．すなわちDCPが HUVECに VEGFサブタイ
プのいずれかを内因性に分泌させるならば，KDRのみ
ならず他のVEGFレセプターも刺激されると考えら

れる．しかし抗体アレイの結果においてポジティブコ
ントロールとして用いられたDCPと等モル濃度で用
いられたVEGF-Aの刺激ではFLT1とKDRのリン
酸化がともにみられているのに対し，DCPの刺激では
KDRのリン酸化がみられるのみである．Western blot
による結果においてもHUVECを DCPで刺激しても
VEGF-A，Ｃ，Ｄの内因性分泌は認められなかった（デ
ータ未掲載）．DCP依存性のKDR自己リン酸化は５
分後および15分後の反応として確認されているが，内
因性VEGF分泌が誘導される時間としては早すぎる．
これら結果よりDCPが直接KDRに刺激をもたらし
ていると結論づけた．DCPの KDRへの直接的結合
が，共免疫沈降法で証明できた（図５A）こともこの
仮説を否定する結果となった．以上の検討，考察より，
DCPの血管内皮細胞HUVECにおける主要なシグナ
ル伝達経路はKDR-PLC-γ-MAPKシグナル伝達経路
であると考えられる（図８）．
　今回の検討では我々は培養細胞としてHUVECを
用いたが，VEGFは肝類洞内皮細胞に対してHUVEC
とは異なるシグナルを伝えるとの報告もある45)．この
報告の中で肝類洞内皮細胞とHUVECの反応性は
KDRシグナル伝達においては保存されていることが
示されており，HCC進展においてもDCPが内皮細胞
増殖，移動における重要な刺激因子となりうるという
仮説に矛盾しない．

　 異常プロトロンビンの血管内皮細胞刺激作用：藤川達也，他２名 　
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図７　KDR に対する siRNA が DCP 依存性の細胞増殖能（Ａ）および細胞移動能（Ｂ）に及ぼす影響
KDR に対する siRNA で HUVEC を処理した後に［3H]-thymidine 取り込み能（Ａ），in vitro wound healing 法（Ｂ）を測定した．
結果は刺激を与えていない細胞の結果を1.0とした比率で示し，３回以上の検討における mean±S.E. をデータ値とした．（p＜0.05，
＊＊p＜0.01，n.s., not significant）（n.t., nontreated control）（文献35より引用）
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終 わ り に

　DCPは HCCに対する直接的増殖作用のみならず，
血管内皮細胞の細胞増殖能及び細胞移動能を亢進させ
ることによりHCC進展に血管新生という形でも寄与
していることが示唆された．今後，DCPの血管新生に
おける病態生理学的機能の更なる検討が必要とされる．
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