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内容要旨 

 Des-gamma-carboxy prothrombin（DCP）は、α-fetoprotein(AFP)と並んで肝

細胞癌の腫瘍マーカーとして広く臨床応用されている。DCP は、プロトロンビ

ン前駆体のグルタミン酸がカルボキシル化されていない異常プロトロンビンで

ある。これまで DCP 産生の機序として、細胞内のビタミン K の欠乏、γ-グルタ

ミルカルボキシラーゼの変異などが提唱されているが、未だ一定の見解は得ら

れておらず詳細は不明である。そこで本研究では、肝癌細胞株を用いて DCP 産

生の機序を検討した。 

まず初めに、7 種類の肝癌細胞株における DCP 産生とプロトロンビン発現の

関係を調べたところ、 DCP 産生肝癌細胞株（ Huh-1,Huh-7,HepG2,Hep3B, 

PLC/PRF/5）では DCP 非産生肝癌細胞株（HLF,HLE）に比べて有意にプロトロン

ビン mRNA 発現量が高かった。そこで、プロトロンビン遺伝子のプロモーター領

域より種々の長さの欠失変異体を作成し、SEAP reporter gene assay により転

写活性を評価した。Huh-1 細胞に-2985～＋27 の欠失変異体を含む SEAP ベクタ

ー(P-2985)を遺伝子導入したところ非常に高い転写活性を認めたが、P-2955 で
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は著明に低下し、P-2485,P-1259, P-952, P-424 では軽度低下した。一方、HLF

細胞ではいずれの欠失変異体もほとんど転写活性を示さなかった。これらの結

果から、Huh-1 細胞においてプロトロンビン遺伝子の-2985～-2955(31bp)に転

写活性化の責任領域があると推測した。-2985～-2955 領域に結合する転写因子

を同定するため、この 31bp DNA と Huh-1 細胞核蛋白質をインキュベートし、結

合蛋白を抽出して質量分析を行った。その結果、31bp DNA に結合する蛋白質と

して Poly(ADP-ribose)polymerase-1(PARP-1)が検出された。次いで、Huh-1 細

胞における PARP-1 発現を siRNA で knockdown したところ、P-2985 の転写活性

は著明に低下した。更に、プロトロンビン遺伝子の 31bp DNA をプローブとして

Huh-1 細胞の核蛋白質を用いてゲルシフトアッセイを行ったところ、DNA プロー

ブに PARP-1 が結合していることが示された。DCP は c-MET を介した autocrine

により細胞増殖を促進することが報告されていることから、最近 抗腫瘍薬とし

て注目されている PARP-1阻害剤は DCP産生腫瘍に高い抗腫瘍活性を示すことが

期待される。そこで、種々の肝癌細胞株の PARP-1 阻害剤(iniparib)に対する感

受性を調べたところ、DCP 産生肝癌細胞株（Huh-1,HepG2）が DCP 非産生肝癌細

胞株（HLF,HLE）に比べて有意に高い感受性を示した。 

以上の結果より、肝癌細胞株における DCP 産生機序は、PARP-1 によりプロト

ロンビン遺伝子の転写活性が亢進し、プロトロンビン前駆体が過剰産生するこ

とにより DCP が産生されることが示唆された。また、DCP 産生肝癌に対する

PARP-1 阻害剤の有効性が示唆された。 

 






