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研究成果 の概 要(和 文):胃 癌 患者 の癌化 した 胃粘膜組織 で は、ヘ リコバ クター ・ピロ リ(H.

pylori)感 染が高い部位 でproteinase-activatedreceptor-1(PAR1)発 現 量が増加 してい る傾

向が見 られ 、H.pylori感 染 に よる胃癌 の発 生や進行 に とPAR1発 現増加 が関与す る可能性 が考

え られ た。一方、H.pyloriの もつ プロテ アーゼ につ いて種 々の細胞 を用 いて反応性 を検討 した

結果 、PAR1、PAR2、PAR4を 活性化す るプ ロテアーゼの存在 は認 め られなかった。

研究成果の概要(英 文) : In the cancer area of gastric mucosal epithel  'UM from gastric cancer

patients, we found a tendency that expression of proteinase-activated  receptor-1  (PAR1) 
was positively correlated with infection levels of Helicobacter  pylori (H.  pylori), suggesting 
involvement of increased expression of  PAR1 in the development of H.  pylori-related gastric 
cancer. We also determined if H.  pylori might possess PAR-activating proteinases in 
various cell lines. However, we did not find any proteinases that activate  PAR1, PAR2 or 
PAR4, in the H.  pylori extracts.
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1.研 究 開始 当初 の背景

Proteinase-activatedreceptor(PAR)は

トロン ビンや トリプ シンな ど特 定 のセ リン

プ ロテアーゼに よって細胞外N末 鎖 が特定

の部位 で切断 され、新 たに現 れたN末 鎖の配

列 がtetheredリ ガン ドとしてその受容 体に

結合 す るこ とで活 性化 され る。 また、PAR1

か らPAR4の4つ の メンバーの うち、PAR1、

PAR2、PAR4は それぞれのtetheredリ ガ ン

ドの配列 に基づ いた5～6個 のア ミノ酸か ら

な るペ プチ ド(PAR活 性化ペプチ ド)に よっ

て も非酵 素的に活性化 され る。PARは 生体 内

に広 く分布 してお り、」血小板凝集 、各種平滑

筋運動 、痛 み、炎症 、外分泌 な どの調節 を含

む種 々の生理 的 ・病態生理的役割 を担 ってい

る ことか ら、新 しい治療 ター ゲ ッ ト分子 とし

て広 く研 究が進 め られ てい る。

消化 器 系 にお い てPARは 消 化管 お よび

種 々の外 分泌 腺 を含 む 消化器 系全体 に分 布

してお り、消化液分泌 、消化管運動 、消化管



にお け る炎 症や 内臓 痛 の調節 に関与 して い

る。 胃ではこれ までにPAR1、PAR2お よび
...,の 機 能的発 現が認 め られてお り

、その

中でもPAR1とPAR2の ア ゴニス トは 胃粘 膜

保護作用 を有す るこ とがinVIVOの 実験系に

お い て 当研 究室 に よ り明 らか に され てい る

(Kawabataetal.2004Gastroenterology,

126,208-219;Kawabataetal.2001J.Clin.

Invest.,107,1443-1450)。 また、ラッ ト正常

胃「粘膜上皮細胞RGM1に おい て、PAR2で は

な くPAR1の 活性化 によ りprostaglandinE2

(PGE2)産 生充進 が誘 起 され るこ とも報 告

してお り、先 に示 したInVIVOの デー タと一

致 す る結 果 を得 て い る(Sekiguchietal.

2007Biochem.Pharmacol.73103-114)。 一

方 で、炎症や 癌の発症 ・転移 においてPAR

の関与 を示 唆す る報 告や 、癌 組織 にお け る

PAR発 現 の増加 を示す報告 もあ り、胃粘膜の

正常状態維持 にお けるPARの 役割 は二面性

を持っ こ とが示唆 され ている。
ヘ リコバ クター ・ピロ リ(H ,pylori)は 強

い ウ レアー ゼ活 性 に よ りア ンモ ニ アを産 生

す るため 胃粘膜 に定着 で きる グ ラム陰性 ら

せ ん状細菌 であ り、その感 染は慢性 的な 胃炎

や 胃潰瘍 を引き起 こ し、胃癌の発症に も関与

している可能性 が強 く示唆 され てい る。最近

の研 究 に よ り、'cag'pathogenicityislands

(cagPAI)陽 性のH.pyloriはcagPAI陰 性
の もの に比べ 高い有害性 を示す こと、 また、

cagPAIに 含まれ る31個 の遺伝 子のひ とつ

cagA遺 伝子 か ら作 られ るcagAタ ンパ クが 胃

粘膜細胞 に注入 され る と、宿主細胞 において

炎症誘起サイ トカイ ンのinterleukin(IL)-6

やIL-8産 生の充進 や、炎症 シグナル のひ と

つ であるNF-KB活 性 化が誘 起 され ることも

報告 され てい る。最近、宿主細胞に注入 され

たcagAタ ンパ クによ りNF-KB活 性 化 を介 し

てDNAやRNA修 飾 に 関 わ る

activation-inducedcytidinedeaminase

(AID)が 異 常な レベル で高発 現 し、その結

果 、癌抑制遺伝子TP53の 変異 を起 こす こと

が報 告 され(Matsumotoetal.2007Nat.

Med.13,470-476)、 胃癌発 生 リス ク増加 への

cagA陽 性H.pyloriの 関与が強 く示唆 されて

い る。H.pyloriの 病原 因子 には、ウレアーゼ

やcagPAI以 外 に 、 リボ 多 糖(LPS)、

heat-shockprotein-60(HSP-60)、 接 着因子

ア ドヘ ジン、空胞化毒素vacA、 カタ ラーゼ

な どが知 られて いるが、エ ラス ターゼを含 む

様 々 なプ ロテ アーゼ も粘 膜傷 害 に直接 関与

す る と考 え られ てい る。 さ らに、培養 系の ヒ

ト胃癌細胞 では、H.」瞬o㎡ との共培養 に よ り

宿 主 細 胞 か らmatrixmetalloproteinase-1

(MMP-1)、MMP-7、MMP-9な どのプ ロテ

アーゼ 産生 が促 進 され る こ とも報 告 され て

お り、これ らH.∬10㎡ 由来お よび宿主細胞

由来 のプロテ アーゼ がPAR活 性化 を引 き起

こす 可能性 は非常に高 く、H.」研10㎡ 感染 と胃

粘 膜 の炎 症お よび 癌 の発生 ・転 移 の過程 に

PARの 関与が強 く示唆 され る。

2.研 究の 目的

本研 究は、胃において機能的発現 が認 め ら

れ てい るPAR1お よびPAR2が 、H.pylori

感染 に よる慢性 胃炎 、そ の結果発症す る と考

え られ てい る 胃癌 に対 す る治療 ターゲ ッ ト

とな り得 るのか否 かを、分子 、細胞お よび組

織 レベ ル にお け る実験 系 を駆使 して明 らか

にす ることを 目的 として行 なった。

3.研 究の方 法

(1)ヒ ト胃癌組織 におけ るH.pylori1

とPAR1お よびPAR2発 現量の検討

同意書 を得 られ た胃癌 患者10名 よ り提供

され た 胃粘 膜組 織 の癌 部位 お よび 正常部 位

においてH.」 ρ卿 ㎡ 感染 レベル(ウ レアーゼ

のタ ンパ ク量を指標 として評価)とPAR1、

PAR2発 現量 と間の相 関の有無 を調べ るため、

これ ら受 容体 の発 現量 を ウェス タ ンブ ロ ッ

ト法 お よび リアル タイムPCR法 を用いて タ

ンパ クお よびmRNAレ ベル で検討 した。

さらに、各種 胃粘膜上皮細胞株(MKN45、

KATO-III、AGS、RGM1)を 用い て、cagA

陽性株 のH.pyloriの 抽 出液お よび生菌 との

共培養 に よるPAR1、PAR2発 現量 の変化 に

ついて も検討 を行 い、 ヒ ト胃癌組織 で見 られ

た傾 向 が細胞 レベ ル で も再 現 で き るか につ

いて検討 を行 った。

(2)H.pylori抽 出 液 に よ る 各 種 反 応 に お け

るPAR関 与 の 検 討

H.」昭o㎡ 抽 出 液 中 にPAR1、PAR2お よ び

PAR4を 活 性 化 す る プ ロ テ ア ー ゼ が 含 ま れ て

い る 可 能 性 に つ い て 検 討 す る た め 、 こ れ ま で

に 我 々 や 他 の グ ル ー プ か ら 報 告 され て い る

以 下 の 反 応 系 を 用 い て 評 価 を 行 っ た 。PAR1

活 性 化 作 用 は 、 正 常 ラ ッ ト 胃 粘 膜 上 皮 由 来

RGM1細 胞 を 用 い たPAR1刺 激 に よ るPGE2

産 生 克 進 反 応 を 指 標 と し て 評 価 し た

(Sekiguchietal.,2007,Biochem.

Pharmacol.73,103-114)。PAR2活 性 化 作 用

は 、 ヒ ト肺 胞 上 皮 由 来A549細 胞 を 用 い た

PAR2刺 激 に よ るPGE2産 生 充 進 反 応

(Kawaoetal.,2005,J.Pharmacol.Exp.

Ther.315,576-589)、 あ る い は ヒ ト結 腸 癌 由

来HCT-15細 胞 を 用 い たPAR2刺 激 に よ る

IL-8産 生 充 進 反 応(Tanakaeta1.,2008,

Biochem.Biophys.Res.Commun.377,

622-626)を 指 標 と し て 評 価 し た 。PAR4活 性

化 作 用 は 、 ラ ッ ト血 小 板 の 凝 集 反 応 を 指 標 に

検 討 し た(Kahnetal.,1998,Nature394,

690-694)。H.pylori刺 激 で 反 応 が 見 られ た 場

合 は 、 そ の 反 応 メ カ ニ ズ ム を 検 討 す る た め

種 々 の 阻 害 薬 の 効 果 を 検 討 し た 。



4.研 究成果

(1)ヒ ト胃癌組織 にお けるH.pylori染

とPAR1お よびPAR2発 現量 の検討

同意書 を得 られ た胃癌 患者10名 よ り提供

され た 胃粘 膜組 織 の正 常部位 お よび癌 部位

につ いて 、配pyloriの マーカーであ るウレア
ー ゼAお よび ウ レアーゼBの タ ンパ ク レベ

ル と、PAR1お よびPAR2の タンパ クお よび

mRNA発 現 レベル の相 関について検討 した

ところ、癌部位 においてPAR1タ ンパ ク発 現

量 とウレアーゼAお よびBの 間に正の相関が

見 られ た(図1A-C)。 一方 、PAR2の 発現 レ
ベル とウ レアー ゼ タ ンパ ク レベル の間 には

相 関は認 め られ なかった(図1A,D,E)。

これ らの結果 は、胃粘膜 において癌の発生

あ るいは進行 にH.pylori感 染 による癌 の発

生お よび進行 にPAR1発 現増大 が関与 してい

る可能性 が示 唆 され た。

各種 胃「粘膜上皮細胞株(MKN45、AGS、

KATO-III、RGM1)を 用いて、これ ら細胞 の

PAR1お よびPAR2発 現量に対す るH.pylori

生菌 との共培養 、あるいはH.pylori抽 出液

刺 激 の影 響 を ウェス タ ンブ ロ ッ ト法 に よ り

タ ンパ ク レベル で検討 を行 ったが、いずれ の

細 胞 にお い て も明 らかな発 現量 の変 化 は認

め られ なかった。

(2)H,pylori抽 出液 による各種反応 にお け

るPAR関 与の検討

正 常 ラッ ト胃粘膜 上皮 由来RGM1細 胞 を

PAR1活 性化 ペプチ ドTFLLR-NH2で 刺激す

る と24時 間後 に明 らかなPGE2産 生充進 が

見 られ たが、H,pylori抽 出液刺激 ではまった

くPGE2産 生 は見 られなか った(図3)。 この

結果 か ら、H.pylori抽 出液 にPAR1を 活 性化

す るプ ロテ アーゼ は含 まれ て ない ことがわ

かった。

図3.正 常ラット胃粘 膜上皮由来RGM1細 胞 におけるPGE2産 生に対するPAR1活

性化ペプチドTFLLR-NFIZお よびH,py/oii抽 出液刺激 の効果

データは平均±SEMで 表示(n=4)。**P<0.01vs.vehicle.

図1.胃 癌患 者より摘 出した癌 化部位 におけるPAR1、PAR2Aお よび
ureaseBの タンパクレベルの相関

A;Westernblot法 の代表的な写真。Patientaお よびPatientbの 各タンパクレベルの

任意値はB-Eの グラフ中に示している。B・E;各タンパクレベル間の相関関係。

正常部位 ではPAR1、PAR2の タンパ ク発

現 量 ともに ウ レア ーゼ との相 関は見 られ な

かった(図2)。PAR1お よびPAR2のmRNA

レベ ル につ い て も同様 に ウ レア ーゼ タンパ

ク レベル との相 関を検討 したが、癌部位、正

常 部位 いず れ にお いて も明 らか な相 関 は認

め られ なかった。

次 に、PAR2高 発 現 の ヒ ト肺胞 上皮 由来

A549細 胞 を用いて検討 した ところPAR2活

性化ペ フ チ゚ ドのSLIGRL-NH2刺 激 と同様 に

H,pylori抽 出液刺激 はPGE2産 生 を充進 させ

た(図4A)。 しか し、幅広い プロテ アーゼ に

対 して阻害作用を示すnafamostatmesilate

は、H,pylori抽 出液 に よるPGE2産 生充進 を

抑制せず 、さ らに、煮沸処理 を したH.pylori

抽 出液 で刺激 して もPGE2産 生は低 下 しなか
った(図4B,C)。 この結果 か ら、A549細 胞

におけ るH.pylori抽 出液の反応 に酵素活性

の関与はない と考え られ 、H.pylori抽 出液 に

はPAR2を 活性化す るフ ロ゚テ アーゼ は含 まれ

てない ことが示 唆 され た。

aVO.00.10.20.30.40.50.60.70.8auO.000.050.100.150.200.25

UreaseAprotein(Arbitraryunits)UreaseBprotein(Arbitraryunits)

図2.胃 癌 患者より摘 出した正常部位 におけるPART、PAR2、ureaseAお よび
ureaseBの タンパクレベルの相 関

図4.ヒ ト肺胞上皮 由来A549細 胞におけるPGE2産 生に対するPAR2活 性化ペプチ

ドSL■GRL・ 閥H2お よびH.PY/oii抽 出液刺激の効果とH.py/ori抽 出液刺激の効

果に対するプロテアーゼ阻害薬nafamostatmesilateお よび煮沸処理 の影響

NafamostatmesilateはH.pY'on抽 出液で刺激する30分 前に作用させた。データは

平均 ±SEMで 表示(n=4)。**P<0.01vs.vehicle+vehicle。



A549細 胞 に お け るH.pylori抽 出 液 刺 激 に

よ るPGE2産 生 充 進 は 、 リ ボ 多 糖(LPS)阻

害 薬poylymyxinB、IRAK-114阻 害 薬

IRAK-114-1お よ びNF-KB阻 害 薬

pyrrolidinedithiocarbamate(PDTC)に よ

り ほ ぼ 完 全 に 抑 制 さ れ た こ と か ら(図5)、

A549細 胞 に お け るH,pylori抽 出 液 の 産 生 元

進 に は 、H.pyloriのLPSに よ り活 性 化 さ れ

るtoll-likereceptor411RAK-1141NF-KB経

路 の 関 与 が 示 唆 され た 。

Res.Commun.377,622-626)。 そ こで、PAR4

の関与を検討す るため、は じめにPAR4活 性

化ペ フ チ゚ ドAYPGKF-NH2の 効果 を観察 した

ところ、PAR2刺 激の場合 と同様 にPAR4刺

激 で も有意 なIL-8産 生充進 が見 られた こ と

か ら(図7)、 図6で 示 したH.」 研10㎡ 抽 出液

に よ るプ ロテ アー ゼ依 存性 のIL-8産 生 に

PAR4活 性化 が関与 してい る可能性 が示唆 さ

れ た。

図7.ヒ ト結 腸癌 由来HCT-75細 胞 の■L・8産生に対 するPAR2活 性 化ペ プチド

SL■GRL-NFIZお よ2」`PAR4活 性化ペプチドAYPGKF-NNZ刺 激の効果

データは平均±SEMで 表示(n=4)。*Pく0.05,**P<0.01vs.vehicle.

図5.ヒ ト肺胞上皮 由来A549細 胞におけるH.py/ori抽 出液刺激 誘起PGEZ産 生

元進に対するリボ多糖阻害薬po■ymyxinB,■RAK・1/4阻 害薬 ■RAK・1/4・■およ

びNF-xB阻 害薬pyrro■idinedith'b4(PDTC)の 影響

PolymyxinBはH.pylori抽 出液と混合した後、A549細 胞に作 用させた。IRAK-114-1

およびPDTCはH.pylori抽 出液で刺激 する30分 前 に作用させた。デ ータは平均

±SEMで 表示(n=4)。**Pく0.01vs.vehlcle+vehicle;†Pく0.05,† †Pく0.01vs.

vehicle+H.pyloriextracts100pgprotein/ml.

次 に、A549と 同様 にPAR2を 高発 現 して
い る ヒ ト結腸癌 由来HCT-15細 胞 を用いて検

討 した ところ、この細胞 ではPAR2活 性化ペ

プチ ドSLIGRL-NH2お よびH,pylori抽 出液

刺激 によ り有意 なIL-8産 生充進が見 られた

が(図6A)、A549細 胞 とは異な り、このIL-8

産生充進 はH.pylori抽 出液の煮 沸処理お よ

び プロテ アーゼ 阻害薬nafamostatmesilate

によ り約25%程 度抑制 された(図6B)。 この

結果 か ら、HCT-15細 胞 のH.pylori抽 出液刺

激 によるIL-8産 生充進反 応 は一部プ ロテア
ーゼ依存性 である可能性 が示唆 され た

。

そ こで次 に、PAR4を 発現 し、その活性化

に よ り凝集 反応 を示す ラ ッ ト血 小板 を用 い

て実験 を行 った。ラッ ト多血小板血 漿(PRP)

において、コラー ゲンお よびPAR4活 性化ペ

プチ ドAYPGKF-NH2の 刺激 は強い凝集反応

を示 した(図8)。 また、これ ら刺激薬 による

凝集反応 に比 べ ると小 さいが、H,pylori抽 出

液 に よって も凝集反応 が誘起 され た(図8)。

しか し、 こ の反 応 は プ ロテ ア ー ゼ 阻 害 薬

nafamostatmesilateの 影響 を受 けなか った

ことか ら、H.」研10㎡ 抽 出液 はプロテ アーゼ非

依 存性 に血小板 凝集 を誘 起 してい るこ とが

示 唆 され た。 また、洗浄血小板 を用いて 同様

に凝集反応 を観 察 した結果 、PAR4活 性化ペ

プチ ドはPRPと 同程度 の凝集反応 を誘起 し

たが、H,pylori抽 出液 はまった く凝集反応 を

誘 起 しな か った 。 これ らの結 果 よ り、H.

pylori抽 出液にはPAR4を 活性化す るプ ロテ
アーゼ も含 まれ ない ことが示 唆 され た。

H.pyloriextracts
100pgprotein/ml

図6.ヒ ト結腸癌 由来HCT-75細 胞における■L・8産生に対するPAR2活 性化ペプチド
SL■GRL・NHZとH.PY/oii抽 出液刺激の効果および胤PY/oii抽 出液刺激誘起

■L・8産生 増 加 に 対 する 煮 沸 処 理 お よび プロテア ーゼ 阻 害 薬nafamostat

mesilateの 影響

NafamostatmesilateはH.pylori抽 出液で刺激する30分 前 に作用 させ た。デー タは

平均 ±SEMで 表 示(n=4～7>。*P<0.05,**P<0.01vs.vehicle+vehicle,

†P<0.05,† †Pく0.01vs.vehlcle+H.ρy'onextracts.

図5で 示 したA549細 胞 の結果か ら、H.

pylori抽 出液 にPAR2活 性 化フ ロ゚テアーゼは

含 まれ ないこ とが示 され てい るこ とか ら、こ
のプロテ アーゼ依存性反応 にはPAR2以 外の

PARの 関与が示唆 され る。我々の以前の報告

にお いて、PAR1刺 激はHCT-15細 胞 におい

てIL-8産 生 を誘 起 しない ことを示 してい る

(Tanakaetal.,2008,Biochem.Biophys.

1輔轡

図8.ラ ット多血小板血漿(PRP)に おけるPAR4活 性化ペプチドAYPGKF・NNZお

よびH,py/ori抽 出液の凝集反応

以上 の結果 よ り、H.pylori抽 出液 に は

PAR1、PAR2お よびPAR4い ずれ の受容体

を活性 化 す るプ ロテ アーゼ も含 まれ て いな

い ことが示 唆 され た。
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