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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-activated receptor-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 epithelium 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-activated receptor（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
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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
PAR4 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 in vivo の実験系に
おいて当研究室により明らかにされている
（Kawabata et al. 2004 Gastroenterology, 

126, 208-219; Kawabata et al. 2001 J. 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 prostaglandin E2

（PGE2）産生亢進が誘起されることも報告
しており、先に示した in vivo のデータと一
致する結果を得ている（Sekiguchi et al. 

2007 Biochem. Pharmacol. 73 103-114)。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
を持つ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' pathogenicity islands

（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 産生の亢進や、炎症シグナルのひと
つである NF-B 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-B活性化を介し
て DNA や RNA 修 飾 に 関 わ る
activation-induced cytidine deaminase

（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（Matsumoto et al. 2007 Nat. 

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、リポ多糖（LPS）、
heat-shock protein-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. pyloriとの共培養により
宿主細胞から matrix metalloproteinase-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. pylori 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. pylori 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. pylori 感染
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癌部位および正常部位
において H. pylori 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. pylori 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

産生亢進反応を指標として評価した
（ Sekiguchi et al., 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 産生亢進反応
（Kawao et al., 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 産生亢進反応（Tanaka et al., 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（Kahn et al., 1998, Nature 394, 

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 感染
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 H. 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）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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産生亢進が
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。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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
性化ペプチドの SLIGRL-NH2 刺激と同様に
H. pylori抽出液刺激はPGE2産生を亢進させ
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 nafamostat mesilate

は、H. pylori 抽出液による PGE2産生亢進を
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を活性化するプロテアーゼは含まれ
てないことが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

r = 0.724 (p<0.05)
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図1. 胃癌患者より摘出した癌化部位におけるPAR1、PAR2、urease Aおよび
urease Bのタンパクレベルの相関
A：Western blot法の代表的な写真。Patient aおよびPatient b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。
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図2. 胃癌患者より摘出した正常部位におけるPAR1、PAR2、urease Aおよび
urease Bのタンパクレベルの相関
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A549細胞におけるH. pylori抽出液刺激に
よる PGE2産生亢進は、リポ多糖（LPS）阻
害薬 poylymyxin B 、 IRAK-1/4 阻害薬
IRAK-1/4-I お よ び NF-B 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抽出液の産生亢
進には、H. pylori の LPSにより活性化され
る toll-like receptor 4 / IRAK-1/4 / NF-B経
路の関与が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 産生亢進が見られた
が（図 6A）、A549細胞とは異なり、この IL-8

産生亢進は H. pylori 抽出液の煮沸処理およ
びプロテアーゼ阻害薬 nafamostat mesilate

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 産生亢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。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 で示した A549 細胞の結果から、H. 
pylori抽出液に PAR2活性化プロテアーゼは
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
（Tanaka et al., 2008, Biochem. Biophys. 

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
化ペプチド 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 産生亢進が見られたこと
から（図 7）、図 6で示した H. pylori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。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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
nafamostat mesilate の影響を受けなかった
ことから、H. pylori 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。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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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図5. ヒト肺胞上皮由来A549細胞におけるH. pylori 抽出液刺激誘起PGE
2
産生

亢進に対するリポ多糖阻害薬 polymyxin B，IRAK-1/4阻害薬 IRAK-1/4-Iおよ
びNF-B阻害薬 pyrrolidinedithiocarbamate (PDTC)の影響
Polymyxin BはH. pylori 抽出液と混合した後、A549細胞に作用させた。IRAK-1/4-I

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 < 0.01 vs. vehicle + vehicle； † P<0.05, †† P<0.01 vs.

vehicle + H. pylori extracts 100 µg protein/ml.
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図6. ヒト結腸癌由来HCT-15細胞におけるIL-8産生に対するPAR2活性化ペプチド
SLIGRL-NH

2
とH. pylori 抽出液刺激の効果およびH. pylori 抽出液刺激誘起

IL-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
Nafamostat mesilate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<0.01 vs. vehicle + vehicle；
†P<0.05, †† P<0.01 vs. vehicle + H. pylori extracts.

BA

Vehicle SLIGRL-NH2

100 µM
AYPGKF-NH2

300 µM

**

*

0

100

200

300

400

500

600

700

800

R
e
le

a
s
e
d

 I
L

-
8

(p
g
/w

e
ll 

fo
r 

2
4
 h

)

図7. ヒト結腸癌由来HCT-15細胞のIL-8産生に対するPAR2活性化ペプチド
SLIGRL-NH

2
およびPAR4活性化ペプチドAYPGKF-NH

2
刺激の効果

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

よびH. pylori 抽出液の凝集反応
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