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研究成果の概要（和文）：転写共役因子YAP の活性化は臓器の再生を促進するユニークな機能を持つため、YAP
の活性を制御するHippoシグナルの活性動態を解明することは重要である。本研究では、シグナル経路の活性動
態を制御する蛋白リン酸化酵素（キナーゼ）の活性動態を生細胞で蛍光蛋白の核への移行で可視化するKTRプロ
ーブに着目した。Hippoシグナルの要となるLats kinaseのKTRプローブを22種類作製した。今後、更にKTRプロー
ブに改良を加えて当初の目標を達成する。

研究成果の概要（英文）：Since the transcription co-activator YAP has a unique function to promote 
regeneration, it is important to reveal the dynamics of Hippo signaling that govern YAP activity. In
 the present study, we introduced the KTR (Kinase Translocation Reporter) technology and attempted 
to develop the KTR probe for the Lats kinase that govern the Hippo-signaling. We generated 22 
different KTR probes using the sequence of YAP which is the target of Lats kinase. We will continue 
to further improve the KTR probe to establish the system. 

研究分野： 発生生化学
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１．研究開始当初の背景 
  組織の物理的特性の維持（メカノホメオス
ターシス）は、双方向の制御、すなわち細胞
外基質（ECM）の硬さが細胞の分化・増殖を
規定し、逆に細胞は自分自身や細胞外基質の
硬さを調整することにより行われる（図1上）。 
 

 申請者らは、 転写共役因子 YAP が物理特
性を双方向に制御するため、メカノホメオ
スターシスを制御するマスター遺伝子であ
ることを報告した（Porazinski et 
al.,Nature 2015）。それは、臓器の大きさ
を制御する Hippo シグナルが抑制されると
YAP は核に移行し、細胞増殖を促す遺伝子
の転写を活性化する細胞張力-F-アクチン
重合-Hippo-YAP-細胞増殖の経路(図 2 白
経路)とは逆に、YAP は ARHGAP18-アクチン
重合-組織の張力を介して細胞外基質 ECM
の硬さを調整する(図 2 黒経路)からである。 
  YAP の活性化は臓器再生を促進するが、が
んの 60%の症例で異常な YAP の活性化が見ら
れる。再生医療･がん治療へ向けて YAP の活
性化を適切に制御するためには、YAP 分子ネ
ットワークを構成する分子の動的な分子間
相互作用を明らかにし、数理モデルに基づく
システムとしての理解が必須である。 

 
２．研究の目的 
  本研究ではYAP分子ネットワークを構成す
る分子間相互作用の要となる蛋白リン酸化
酵素（キナーゼ）の活性動態(図 3)を、単一
細胞において同時に定量的に解析するシス
テムを樹立する。 

 
３．研究の方法 
最近開発された、合成生物学に基づくプロ

ーブを作製し1細胞レベルで複数のキナーゼ
活性のダイナミクスを定量的にリアルタイ
ムで解析する画期的な方法を導入する
（Regot et al.,Cell 2014）。 
キナーゼは、認識する基質のドッキング配

列に結合しリン酸化する。この基質のドッキ
ング配列（黒）をリン酸化サイトと核移行シ
グナルと蛍光蛋白を含む人工的なペプチド
に融合させて、プローブを作製する（図 4上
段）。このプローブは、キナーゼによりリン
酸化されていないと主に核に局在するが、リ
ン酸化されると細胞質へ移行する（図4下段）。
従ってキナーゼ活性は、細胞質/核での蛍光
蛋白の比で定量化できる。 
 

４．研究成果 

Lats kinase の KTR プローブの作製を試み
た。Lats kinase は、Hippo カスケードの
Mst1/2 の下流で働き、基質である YAP の核移
行を負に制御する。すなわち YAP はリン酸化

図 1 細胞の増殖・分化と組織の物理特性は
相互反応により維持される 

図 2 YAP は組織の物理特性と細胞の増殖･
分化を制御する 

図 3 Hippo シグナルの入力(ストレッチ、
LPA、力とリン酸化酵素 

図 4 KTR プローブの原理 



されると分解され、リン酸化されないと核へ
移行する (図 5)。  
 
 実際の Lats-YAP KTR プローブの構築は以
下のように行った。Lats キナーゼが KTR プ
ローブの YAPの WW1,WW2 の配列に結合すると、
隣の NLS および NES の配列をリン酸化する。
これにより NES が優勢になると EGFP が細胞
質に局在するようになる仕組みである。 

 
Rock インヒビターY27632を加えてLatsキナ
ーゼを活性化させても、EGFP の細胞質への移
行はみられなかった(図 6)。 

そこで、リン酸化部位の異なったプローブを
19 種類作製して検定を行ったが EGFP の細胞
質への移行は検出できなかった(図 7)。 

 

更に、Lats リン酸化モチーフと NLS の融合
による大幅なアミノ酸配列の改変を加えた。 
あわせて、22種類のさまざまなプローブを作
製したが、現在のところ、細胞質への移行は
見られていない (図 8)。 

 本アプローチのバックアップとして、Lats
の標的蛋白であるYAPの抗リン酸化抗体を用
いた Western Blotting により、Lats のリン
酸化能の経時的変化を定量化する系は樹立
できた。今後、更に KTR プローブに改良を加
えて次のステップへの発展を目指す。 
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図 5 Lats KTR プローブのデザイン 

図 6 Rock インヒビターによる Lats KTR
プローブの細胞内局在の変化 

図 7 KTR プローブの改変 

図 8 Lats リン酸化モチーフと NLS の融合
による大幅なアミノ酸配列の改変 
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