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研究成果の概要（和文）：細胞レベル：YAP発現細胞株を親株と混合培養すると敗者となるが、RasやSrc発現細
胞には勝者に転換し、周辺細胞状態に応じ勝敗が決定された。YAP発現細胞は接着能が低く、足場依存性増殖シ
グナルが抑制され敗者となる。一方低接着培養条件では、YAP発現細胞は勝者に転換する。この様に足場依存性
と非依存性増殖バランスで競合の勝敗が決定された。
個体レベル：YAP発現肝細胞は肝障害がある時は肝臓から排除され敗者になり、肝障害の無い時は勝者となり増
殖した。この様に個体レベルでも環境に応じ勝敗が変化した。またYAP発現皮膚上皮は周囲上皮に押され剥離す
る。この様に細胞競合制御が移植効率や腫瘍進展性を決定した。

研究成果の概要（英文）：Cells overexpressing active YAP undergo apical extrusion and are losers in 
competitions with normal cells. However, YAP overexpressing cells switched from losers to winners 
when cocultured with cells expressing Ras or Src. YAP overexpressing cells show decrease in 
cell-matrix adhesion, and cell adhesion mediated proliferation. However, they proliferate faster 
than control cells when co-cultured in dishes impeding cell adhesion. Thus, the role of YAP in cell 
competitions is context dependent in vitro. 
In vivo, YAP activation in damaged hepatocytes promotes their elimination by in vivo liver mosaic 
analysis, and YAP activated epidermis cannot be engrafted onto donor mice and shrink away from 
control skin. In contrast, YAP activation in undamaged hepatocytes leads to proliferation. Thus, the
 role of YAP is context dependent also in vivo. Our results thus uncover the mechanism by which YAP 
influences cell competition, that is important for liver or skin grafting, or cancer progression.

研究分野：細胞生物学、腫瘍学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞競合におけるHippo経路の役割を詳細に解明した。本研究によって細胞競合の本質の一端を明らかにしたこ
とのみならず、Hippo経路の制御によって、細胞競合現象を介した、肝臓や皮膚移植効率の向上に介入できるこ
とを始めて提唱した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

Hippo経路は、ショウジョウバエにおいて細胞外力を感知して細胞増殖を制御し、劇的な器官サイズの
変化をもたらすことから同定された。最近になって、Hippo経路は細胞競合において重要な役割を果たす
シグナル経路であることが明らかになりつつあり、注目を集めている (Cell 2006, Genetics 2007, Dev Cell 
2010, PLoS Genet 2010)。また、Hippo 経路の標的分子である転写共役因子YAP1は、細胞競合に重要なが
ん遺伝子産物 Myc を転写標的とすること(Dev Cell 2010)、さらには Apico-basal 極性に関わる分子群は細
胞競合を制御する(PLoS Biol 2010)とともに Hippo 経路をも制御すること(Genes Dev 2011)などから、Hippo 
経路は細胞競合の鍵プレーヤーと考えられている。 

Hippo 経路は、生化学的には細胞接触後にMSTキナーゼが活性化してこれがLATSキナーゼを活性化
し、さらに活性化されたLATSキナーゼが細胞増殖に正に働く転写共役因子YAP1をリン酸化して、YAP1
を核から細胞質へ排除あるいはタンパク質分解に導くことにより、標的遺伝子の転写を負に制御する。さ
らにタイトジャンクションやアドヘレンスジャンクションの分子複合体にリン酸化 YAP1 が結合してこ
こに保持され、核内YAP1を減少させることも知られている(Genes Dev 2011, Cell 2011)。MOB1はLATS
キナーゼのアダプター蛋白質であり、SAV1, MSTキナーゼとともに、Hippo経路のコア複合体とされてい
る。LATSキナーゼはそれ自体ではキナーゼ活性は非常に弱いものの、MOB1の存在によって強力なキナ
ーゼ活性を示すことができる。しかしながら、哺乳類では Hippo 経路を構成する分子群の相同分子が数
多く存在するため、各分子の生理的役割の解明は依然課題として残されており、哺乳類のこれら分子群に
よる細胞競合制御機構への関与が強く疑われるもののその分子機構は不明である。  
成体マウスやラットの肝臓に若い肝細胞を移植すると、肝臓のサイズは一定のまま若い移植肝細胞が宿
主の古い肝細胞を競合的に排除して当該組織内の占有領域を順次拡大していく(Gastroenterology 2006)。こ
の現象は、“哺乳動物組織における細胞競合”の例として知られ、高等動物の組織構築や老化細胞の排除に
よる組織の恒常性維持、さらには移植医療における細胞競合の重要性を示唆している。また、領域内の藤
田らによる哺乳動物培養細胞を用いた実験から、細胞競合には、細胞死誘導型と細胞隔離排除型の２種類
の排除様式があると考えられる。しかし、哺乳動物組織における細胞競合の分子機構は未解明である。 
 研究代表者（鈴木）はこれまでにHippo 経路遺伝子群のコンディショナルKO マウスを数多く作製し、
この経路ががんの発症に重要であること(J Clin Invest 2012)を発見してきた。また研究分担者（仁科）らは、
変異メダカの大規模スクリーニングから、YAP1 が肝発生に必須であること（Mech Dev 2004）、さらに
はJNK とHippo 経路とがクロストークすること(EMBO J 2006, Mol Cell Biol 2007, Cell Death Diff 2011)を明
らかにする他にも、肝細胞移植実験法や変異遺伝子をモザイク状に導入する実験技術(HTVi 法)の確立に
成功している。これらの結果を基盤として、今回申請者らは一丸となって、Hippoシグナル経路による細
胞競合の分子機構とその破綻病態の解析を行う。 
２．研究の目的 
本研究「Hippoシグナル経路による細胞競合機構とその破綻病態」では、(1) in vitro や in vivo 可視化解
析系を用いた哺乳類細胞競合の解析、(2)敗者と勝者細胞の差を手掛かりにした「適応度」差の感知機構や
競合後の細胞排除機構の解析、(3)Hippo経路分子変異マウスの表現型解析（特にがん-正常細胞間、移植-
宿主細胞間など）による細胞競合の意義づけと破綻病態の解明、の３つのアプローチによって、細胞競合
の生理的意義とその破綻病態を解明する。 
３．研究の方法 
(1)哺乳類細胞におけるin vitro細胞競合解析モデルを用いたHippo経路の関与の解明 
(2)哺乳類におけるin vivo細胞競合解析モデルの確立とHippo経路の関与の解明 
(3)Hippo経路が制御する哺乳類細胞競合に関わる分子と役割の同定 
(4)細胞競合の生理的意義とその破綻による病態の把握 
以上の４つの研究手法を用いて研究を行った。 
４．研究成果 
我々は、ドキシサイクリン(DOX)依存的に YAP(5SA)を発現する細胞株を樹立し、これらを親株と混合
培養したところ（対照群は、それぞれの細胞のみ）、YAP(5SA)発現細胞の上方突出割合が上昇し、細胞競
合の敗者となった(後述文献43)。 YAP(5SA)発現細胞が敗者になることは、MDCK細胞のみならず、PAM
細胞、NIH3T3細胞、CaSki細胞においても認められた(後述文献 84)。またこの突出誘導にはTEADを介
した転写活性や PI3K-mTOR-S6K経路が重要であること、周辺細胞における vimentinや filaminの発現が
必須であることなども示した(後述文献 43)。また通常培養下でYAP(5SA)発現細胞は、細胞の接着性が低
下し、接地面が親株よりも小さいわりに丈が高く、これは fibronectin 産生低下などによると考えられた。
また接着性が高い野生型親株細胞同士はより接触しようとし、野生型細胞が YAP発現細胞の下に潜り込
み二次的に接着性が弱いYAP(5SA)細胞が押し出され排除されること、YAP(5SA)発現細胞は接着（足場）
依存性細胞増殖シグナルが減弱することから、細胞競合の敗者となることも示した(後述文献84)。 
一方YAP(5SA)と同様にRas(G12V) やv-Src発現細胞も正常の親株細胞に対して上方突出し、細胞競合
の敗者となるものの、YAP(5SA)はRas(G12V) やv-Src発現細胞に対しては細胞競合の勝者となった(後述
文献 43)。さらに YAP(5SA)細胞は、それ自身の足場非依存性の細胞増殖能は野生型より高いために、細
胞接着しにくい（ペトリディッシュや PolyHEMA など）培養条件下では逆に細胞競合の勝者となった。
これらのことから、野生型細胞でみられる足場（接着性）依存性の増殖能力と、活性化型 YAPにみられ
る足場非依存性増殖能力のバランスで、競合現象の結果が決定される可能性が考えられ(後述文献 84)、
YAPによる in vitroでの細胞競合はコンテキスト依存性に勝者にも敗者にも変化することを示した。 
また個体レベルにおける細胞競合を検討するために、尾静脈からHTVi法でYAP(5SA)cDNAを急速に
静注してモザイク状に遺伝子導入すると(後述文献67)、あるいはLacZ-IRES-Cre DNAを、我々が作成し
たMOB１floxマウス(後述文献40)に急速に静注してHippo シグナル系をモザイク状に破綻（YAPを活性
化）させた場合、活性化 YAPを発現する肝細胞が消失して敗者になることを見出した(後述文献 67)。こ
のとき、YAP 活性化細胞は免疫非依存的に細胞移動、細胞死、クッパー細胞による貪食を経て、肝臓か
ら排除されていた。またエタノールなどで障害をうけた肝細胞においても YAP活性化肝細胞は敗者とな
った(後述文献67)。 



一方YAP過剰活性化細胞は障害をうけた肝細胞では敗者になるのに対し、障害のない肝細胞 ではYAP
過剰活性化細胞は勝者となった(後述文献67)。このようにYAPによる in vivoでの細胞競合においてもコ
ンテキスト依存性に勝者にも敗者にも変化することを示した。 
 その他、YAP 活性化皮膚片を野生型マウスに移植した時にだけ、移植皮膚上皮が拒絶剥離されること
を見出した。野生型皮膚片を野生型やYAP活性化マウス皮膚に移植しても、YAP活性化皮膚片をYAP活
性化マウス皮膚に移植しても拒絶は見られなかった。YAP 活性化皮膚片上皮はヘミデスモゾームを構成
する COL17A1の発現が弱く、周囲の野生型上皮に押されることで、基底膜からの皮膚上皮剥離を認めた
(後述文献84)。 このように、Hippo経路による細胞競合現象が、肝臓や皮膚移植効率、および腫瘍の進
展を支配する可能することを明らかにした。 
以上のように、我々は (1)哺乳類細胞競合現象の可視化を終えたこと、(2)「適応度」差の機構の一端を
明らかにしたこと、(3)移植時に、donor細胞の YAPの活性化の程度と、receipient細胞の状態によって、
移植効率や腫瘍進展能が変化するなどの生理的意義づけを見つけたことから、ほぼ順調に研究が推移した
と思われる。 
また、扁平なメダカ変異体の解析から、YAP が細胞張力や組織張力の制御に関与して、組織の構築や
配置に必須の役割を果たすことも見出した(後述文献 20)。細胞競合との関連は今後の課題であるが、「適
応度」の差を感知機構の解明に貢献する可能性がある。 
その他、YAP発現細胞が敗者として排除される際に生じる物理的力を可視化するために、FRETプローブ
を作製した。本プローブは、N末端から、アクチニン由来のアクチン結合ドメイン、mCherry、クモ糸タ
ンパク質、EGFPが融合されている。興味深いことに、YAP発現細胞が排除される際にFRETが生じるこ
とを見出し、細胞排除時に物理的力が生じる可能性を示した。 さらに、YAP発現細胞を排除するシグナ
ルを同定するために、標的既知化合物ライブラリーを用いてスクリーニングした結果、COX 阻害を同定
した。種々の阻害剤を検討した結果、YAP 発現細胞で産生され、細胞外に分泌されたプロスタグランジ
ンE2が、YAP発現細胞と周辺細胞の両方に作用して、排除シグナルの一端を担っていることを見出して
いる（未発表）。 
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