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研究成果の概要（和文）：PAR1シグナルとHippo-YAPシグナルの関連を胃癌幹細胞様細胞にて調べた。胃癌細胞におい
て、PAR1シグナルで癌幹細胞が多数含まれるside population細胞が増加し、腫瘍形成能、多剤耐性、細胞形態の変化
、浸潤能の増強を認めた。PAR1シグナルは、Hippo-YAPシグナルにおけるLats酵素を、Rhoを介して抑制することで、YA
Pのリン酸化を抑制し、YAPの核内移行を誘導した。また、PAR1シグナルにて誘導される上皮間葉転換に、Hippo-YAPシ
グナルが関与していた。

研究成果の概要（英文）：We reveal a connection between the Protease-activated receptor 1 (PAR1) signaling 
pathway and the Hippo-YAP pathway in gastric cancer stem-like cells. The selective PAR1 agonist TFLLR-NH2 
induces an increase in the fraction of side population cells which is enriched in CSCs, and promotes 
tumorigenesis, multi cancer drug resistance, cell morphological change, and cell invasion which are 
characteristics of CSCs. In addition, PAR1 activation inhibits the Hippo-YAP pathway kinase Lats via Rho 
GTPase. Lats kinase inhibition in turn results in increased nuclear localization of dephosphorylated YAP. 
Furthermore, PAR1 activation confers CSCs related traits via the Hippo-YAP pathway, and the Hippo-YAP 
pathway plays a role in epithelial mesenchymal transition which is induced by PAR1 activation.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
悪性腫瘍を構成する癌細胞は,等しく腫瘍

形成能を有しているわけではなく,形成能を

有する細胞と,有さない細胞から成り立って

いるとの仮説がある.形成能を有する細胞は

癌幹細胞と考えられ,近年注目される研究分

野であり,癌治療におけるパラダイムチェン

ジを引き起こしている.癌幹細胞は腫瘍内に

存在し,自己複製能と多分化能を併せ持つ細

胞であり,放射線や化学療法治療に対しての

抵抗性や再発・転移への関与が強く示唆され

る.癌幹細胞と分化した様々な癌細胞を含む

細胞集団から癌幹細胞を濃縮・分離するため

に様々な方法が用いられてきたが,癌幹細胞

のみで構成される細胞集団を細胞株として

樹立・維持することは困難であった. 

side population(sp) 細胞は,DNA結合色素

である Hoechst 33342 で細胞染色を行った際

に Bcrp1(Abcg2)を介して Hoechst を排出

し,FACS で蛍光の低輝度を示す細胞で,この

細胞は高頻度に幹細胞様細胞(cancer stem 

like cell:CSLC)を含んでおり,様々な組織か

ら幹細胞様細胞を同定・分離することが容易

となってきている.この sp 細胞は,その他の

CSLC と比較して腫瘍形成能や転移能が高い

といわれており,これらの細胞が従来の化学

療法に対しても強い抵抗性を示すことも,そ

の理由と考えられている. 

 
 
２．研究の目的 
 
乳癌での浸潤や腫瘍形成能に関する報告

が さ れ て い る Protease-activeted 

receptor-1(PAR1)に注目し,ヒト胃癌細胞に

おける増殖・浸潤や EMT 様の形態変化につい

て報告してきた.その研究過程で, PAR1 

transfected MKN45 細胞(MKN45/PAR1)におい

て,PAR1 を agonist であるα-thrombin にて

活性化させることで,sp 細胞分画の割合が増

加することを突き止めている.  

MKN74 と si-RNA で PAR1 発現を抑制した

MKN74/PAR1(-)細胞,および MKN45/mock と

MKN45/PAR1 細胞を PAR1 agonist で処理して

からヌードマウスの腹腔内に接種させた際

に,腫瘍結節形成に有意な差を認め,PAR1 と

癌幹細胞様細胞との関連を強く示唆させる

結果を得てきた.そこで消化器癌,国内患者

死亡数１位の胃癌において,PAR1 活性化によ

り癌細胞の形質転換の trigger となり,より

悪性度の高い CSLC へと誘導していると考

え,PAR1とヒト胃癌細胞におけるCSLCへの形

質転換との関連を解析し ,治療抵抗性を示

し,再発・転移巣の形成能を有する癌幹細胞

の根治療法を開発する糸口を見出すことで

新たな癌治療を示すことが目的である. 

 
 
３．研究の方法 

（1）PAR1 agonist 処理を行ったヒト胃癌細

胞における sp 細胞分画の割合変化の検討 

確立している MKN45/PAR1 細胞と PAR1 タン

パク発現細胞株である MKN74 細胞を用い

て,sp細胞の分画割合の変化をFACSを用いて

検討する.コントロールはMKN45/mock細胞を

用いる. 

（2）薬剤抵抗性試験 

胃癌治療における key drug である 5-FU,CDDP, 

Paclitaxel を一定条件で添加した培養液を

用いて細胞を培養し,24 時間後に細胞数をカ

ウントおよび MTT assay を行い,薬剤抵抗性

について解析を行う. 

（3）ABC transporter の発現の解析薬剤抵抗

性の獲得に強く関与する ABC transporter で

P-gpであるABCG2,MRP1,MDR2のタンパク発現

を細胞より抽出したタンパクを用いて

western-blotting 法で検討を行う. 

（4）限界希釈法による in vitro での腫瘍原

性能の検討 

様々な細胞数で96穴プレートに播種し,無

血清培地内で 4 日間培養.Sphere が形成され

ていない well の割合を計測する. 

(5) signaling pathway のクロストークの解

析                

ヒト胃癌細胞ににおいて Hippo signaling 

pathwayとPAR1のクロストークに関わる因子

として基底膜に局在する,Scrib/Lgi/Dig 複

合体を候補と考え,これらの局在や不活化を

解析し,PAR1とCSLCへの形質転換への関連因

子を検討する. 

 

 



４．研究成果 

 

(1)sp 細胞の分離・抽出 

PAR1 活性により MKN45/PAR1 および MKN74 細

胞の sp 細胞分画の増加を認めた. 

 

(2)薬剤抵抗性試験 

PAR1 活性により薬剤抵抗性を獲得していた. 

 

(3)ABC transporter 発現の検討 

western blot により,PAR1 活性にて ABC 

transporter である ABCG2, MRP1, MDR2 の発

現の増加を認めた. 

 

(4)sphere 形成 

PAR1 活性で sphere 形成を確認した. 

 

(5) signaling pathway のクロストーク 

PAR1 活性にて LTAS のりん酸化が抑制され、

そのことで、YAP のりん酸化もも抑制され、

YAP の核内移行が誘発されている. 
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