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研究成果の概要（和文）：悪性中皮腫は遺伝子の転写に関わるYAP1/TAZコアクチベーターが恒常的に活性化し、
腫瘍細胞の悪性化を促進する。共同研究により新規のYAP1/TAZ阻害剤の開発を行った。新規に開発された阻害剤
K-975とともに他のYAP1/TAZ阻害剤を用いて、独自に樹立した日本人悪性中皮腫細胞株パネルを用いた感受性を
検討し、その特徴を明らかにした。さらに当初高感受性を示した細胞株を用いて獲得二次耐性株の樹立に成功
し、その耐性機構についても明らかにした。本研究遂行により悪性中皮腫に対する新たな治療戦略につながる成
果が得られたものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Malignant mesothelioma promotes cell proliferation and progression of tumor 
cells through the constitutive activation of YAP1/TAZ coactivators involved in gene transcription.　
Through collaborative research, we have developed a novel YAP1/TAZ inhibitor. The sensitivities of 
the newly developed inhibitor K-975 as well as other YAP1/TAZ inhibitors were examined and 
characterized using an established panel of Japanese malignant mesothelioma cell lines by ourselves.
 Furthermore, we succeeded in establishing acquired resistant strains using the cell lines that 
initially showed high sensitivity, and clarified the mechanism of resistance. The results of this 
study may lead to new therapeutic strategies for malignant mesothelioma.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： 悪性中皮腫　細胞株　分子標的薬　シグナル伝達系　遺伝子変異　細胞増殖

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性中皮腫に対する化学療法薬は極めて限られている。免疫チェックポイント阻害剤も2剤が最近保険収載され
たが、実臨床での奏効率は期待されたほど高くない。本研究によりYAP1/TAZ阻害剤がNF2-Hippoシグナル伝達系
が高頻度に破綻している悪性中皮腫細胞に対して強い抗腫瘍効果を示すことが明らかとなった。さらに、感受性
や獲得耐性に関する機構についても明らかになった。今後、YAP1/TAZ阻害剤を臨床試験に展開するために非常に
有用な知見が得られたものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

 

１．研究開始当初の背景 

 悪性中皮腫はアスベスト曝露から 30-40 年の潜伏期を経て発症する極めて難治性の腫瘍である。本

邦においてはアスベストの規制が遅れたため、今後、患者数の増加が見込まれ、死亡者数は 2025～

30 年頃にピークを迎えることが予想されている。悪性中皮腫のゲノム異常は少数のがん抑制遺伝子の

変異（CDKN2A/2B、NF2、BAP1 が高頻度に不活性化）が特徴であり、活性型のドライバー遺伝子変

異は極めて稀である。そのためキナーゼ阻害剤などの既存の分子標的薬はほとんど奏功しない。 

 研究代表者は、悪性中皮腫のゲノム解析、シグナル伝達系の解析に長年取り組み、NF2-Hippo (ヒッ

ポ)細胞内シグナル伝達系の不活化が極めて重要であることを明らかにしてきた。さらに、Hippo シグナ

ル伝達系の不活化によって引き起される転写コアクチベーターの YAP1 蛋白 および TAZ 蛋白の恒

常的な活性化が、悪性中皮腫の増殖、生存、浸潤、造腫瘍能に必須であることを明らかにした。 

 YAP1/TAZ 転写コアクチベーターは低リン酸化状態が安定化（活性化）した状態であり、核内に移行

する。核内に移行した YAP1/TAZは、転写因子である TEADファミリー分子 (TEAD1-4) 等と結合して、

様々ながん促進的な遺伝子の発現を亢進し、細胞の悪性形質の増強を引き起こす。YAP1 および TAZ

はキナーゼ活性を有せず、その阻害剤の開発は困難であったが、研究代表者は、他施設との共同研

究によって YAP1/TAZの機能を抑制する阻害物質を同定しており、海外からも YAP1/TAZ阻害剤の開

発が報告されてきている。 

 

２．研究の目的 

 悪性中皮腫は進行した段階で診断されることが多い。治療薬は極めて限られており、研究開始当初

はシスプラチンとペメトレキセドの併用療法のみが若干の治療効果が認められていた。悪性中皮腫はが

ん遺伝子のドライバー変異が極めて少なく、従来手法による標的分子に対するキナーゼ阻害剤の開発

は、その標的分子すら適当な分子がなく困難を極めていた。最近になり、免疫チェックポイント阻害剤

（ニボルマブ、イピリムマブ）が奏功性を示し保険収載されたが、実臨床上の奏効率は 20～30％程度で

あり、期待されたほどの効果に達していない。従って、現在もなお新規のタイプの有効な治療薬の開発

が求められている。 

研究代表者らは悪性中皮腫において NF2がん抑制遺伝子が高頻度に変異し、さらに NF2が制御す

る Hippo（ヒッポ）細胞内シグナル伝達系が高頻度に破綻していることを明らかにしてきた。NF2-Hippo

経路の破綻は YAP1 および TAZ 転写コアクチベーターの恒常的な低リン酸化（安定化し活性化する）

につながり、活性化した YAP1あるいは TAZは TEADファミリー転写因子と結合し多数のがん促進的な

遺伝子の発現を亢進する。研究代表者らは、転写が亢進した遺伝子群の中でCTGF (結合組織成長因

子)などが、悪性中皮腫細胞の生存・増殖・進展に大きく寄与することを明らかにしてきた。そのため、

YAP1/TAZ を阻害することが悪性中皮腫の新たな治療戦略になり得ることが強く予想された。 

YAP1/TAZ に対する阻害剤は国内外で精力的に開発中であり、研究代表者は製薬企業および他の

アカデミアとの共同研究により、幾つかの有望な候補化合物を同定している。本研究は、現在、開発中

の YAP1/TAZ 阻害剤を将来、臨床試験に展開することを目指し、a) YAP1/TAZ 阻害剤に奏功する悪

性中皮腫のサブタイプを明らかにし、b) 一次耐性、獲得二次耐性に対するメカニズムを解明し、c) 

YAP1/TAZ 阻害剤との併用により相乗効果の期待できる薬剤を明らかにし、悪性中皮腫に対する 

YAP1/TAZ 阻害剤の有用性を前臨床レベルで検証することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

研究代表者らが独自に樹立した日本人患者由来の悪性中皮腫細胞株パネル（30 株）、ATCC 等より

入手した細胞株（8 株）および不死化中皮細胞株（MeT-5A、HOMC）等の合計  40 株を用い、

YAP1/TAZ 阻害剤の阻害効果を検討する。YAP1/TAZ 阻害剤は、研究代表者と製薬企業が共同研究

により開発した小分子化合物 Compound X （K-975 と後に命名）、国外から YAP1/TAZ 阻害剤として

報告されている各種の薬剤（Verteporfin、Peptide 17、Super-TDU）等を比較検討する。K-975は YAP1 

および TAZ が TEAD 転写因子との結合を阻害することにより、YAP1 および TAZ を同時に抑制す

ることが既に明らかにされている。YAP1/TAZ 阻害剤に対する感受性の異なる細胞から RNA を抽出し

網羅的な遺伝子発現解析を行い様々な in silico 解析を行って高感受性、低感受性を規定する遺伝子

群、シグナル伝達経路などについて検討する。さらに、得られた結果より、K-975と相乗効果が期待され

る薬剤を併用して in vitro における細胞障害の増強効果を検討する。 

 YAP1/TAZ 阻害剤に高感受性を示す悪性中皮腫細胞株を用い、始めは阻害剤の低濃度曝露から

徐々に濃度を上げて長期培養を行い、YAP1/TAZ 阻害剤に対する二次耐性を獲得した細胞株を樹立

する。樹立された細胞株と親株を用い次世代シークエンスによる網羅的解析を行い、獲得二次耐性の

原因となる遺伝子、パスウェイの同定を試みる。 

 

４．研究成果 



 

（１）NF2-Hippo（ヒッポ）シグナル伝達系異常 

悪性中皮腫は高頻度に NF2-Hippo シグナル伝達系が破綻している（図１）。NF2-Hippo シグナル伝

達系が活性化すると LATS キナーゼが YAP1/TAZ 蛋白をリン酸化し、細胞質内に留めおくか分解し、

YAP1/TAZ 蛋白は不活化される。 

NF2-Hippo シグナル伝達系が、その

構成因子の遺伝子変異や遺伝子欠失

あるいはエピジェネティック変化によって

発現低下するなどのメカニズムにより破

綻すると、LATS キナーゼが活性化せ

ず、その結果、YAP1およびTAZ転写共

役分子の低リン酸化状態が維持され、

YAP1/TAZ は安定化する。安定化した

YAP1/TAZ は細胞核内に移行し、転写

因子である TEAD ファ ミ リー分子

（TEAD1-4まで 4種が存在）に結合する

ことにより、下流の遺伝子の転写が促進

される。これらの遺伝子の中にはサイクリ

ン D、CTGF（Connective Tissue Growth 

Factor: 結合組織成長因子）およびイン

ターロイキン 1 ベータなどが含まれる。これらの遺伝子は、がん細胞の増殖・生存・浸潤を促進する (図

１)。 

この Hippo シグナル経路を標的とする薬剤は国内外で盛んに開発が行われているが、Verteporfin、

Super-TDUなど幾つかの小分子やペプチドが YAP1/TAZ を阻害することが報告されてきた。 

研究代表者は数年にわたる他研究機関との共同研究により、YAP1/TAZ と TEADの結合を阻害する

薬剤の開発に取り組んできた。その中で K-975 は製薬企業との共同研究に参画して開発した新規

TEAD 阻害剤（YAP1/TAZ 阻害剤）である。K-975 は TEAD 転写分子の非常に重要な位置のシステイ

ン残基に共有結合する。そのシステイン残基は本来パルミチル化されて、YAP1/TAZ と結合することが

可能となる。一方、K-975 がそのシステイン残基に共有結合し、当該システインがパルミチル化されなく

なると、TEAD蛋白と YAP1/TAZ 蛋白は結合することが阻害され、TEAD分子が転写因子として機能す

ることができなくなる。 

 

（２）悪性中皮腫細胞株パネルを用いた YAP1 阻害薬の検討  

研究代表者が樹立した悪性中皮腫細胞株パネルを中心に既知の Hippo 標的薬である Verteporfin, 

Super-TDU、Peptide17、そして新たに共同研究によって開発した K-975 に対する感受性の検討を行っ

た。 

K-975 に対しては高感受性群から低感受性群までを明らかにした。IC50 (Inhibitory concentration 

50)は 10～数 10nM という極めて低濃度で効果を発揮する細胞株が検出された一方、数百M 以上を

示す低感受性株の存在も明らかとなった（図２） 

研究代表者らが当初予想した通り、NF2-Hippo 経路の破綻の有無と K-975 に対する感受性の相関

が認められたものが多かった。一方、NF2-Hippo 経路が破綻しているにも関わらず低感受性、あるいは

NF2-Hippo 経路が intact と予想されているにも関わらず感受性が高い細胞株も認められた（図２）。不

死化中皮腫細胞株（黒色）はほとんど低感受性であった。 



解析した細胞群を Hippo 経路の破綻の有無の 2 群間に分けて統計学的な解析を行ったところ、

Hippo 経路の破綻した群で有意に K-975 の IC50値が低いことが確認された（図３）。 

さらに K-975 に高感受性を示す細胞株 4 株と低感受性を示す 3 株、不死化中皮細胞株 1 株を選択

し、その他の YAP1/TAZ 阻害剤と既に報告されている薬剤（Verteporfin、Super-TDU、Peptide17）との

薬剤感受性について比較検討した。その結果、K-975 は Verteporfin、Super-TDU や Peptide17 よりも

より低濃度で腫瘍抑制効果を示し、NF2-Hippo経路の破綻の有無を基準とした薬剤選択性に優れてい

ることが明らかとなった（図４）。 

 

（３） 感受性に関する遺伝子解析 

 Hippoシグナル伝達系が破綻し、YAP1/TAZが活性化して中皮腫細胞の生存や増殖が促進されてい

るにも関わらず、K-975 阻害剤の効果が極めて弱い細胞株が検出された（図２）。K-975 投与により

TEAD転写因子が転写を促進することが知られている代表的な CYR61遺伝子および ANKRD1遺伝子

について K-975 阻害剤前後の遺伝子発現量をリアルタイム RT-PCR で検討した。その結果、Hippo シ

グナル伝達系が破綻している細胞株 7 株の検討で、K-975 の感受性が高度であった 4 細胞株は全て

CYR61 および ANKRD1 の両遺伝子の発現が有意かつ高度に抑えられていた。一方、低感受性であっ

た 3 細胞株での発現低下効果はやや弱く、このことが K-975 に対する低感受性の要因の一つであるこ

とが示唆された。 

 さらに、網羅的な遺伝子発現解析をおこなって、感受

性の違いに関与する遺伝子の探索を行った。Gene set 

enrichment analysis (GSEA)など in silico の解析を行っ

たところ、mTOR シグナル伝達系や MAPK 経路の活性

化が K-975 に対する低感受性を賦与していることが示

唆された。mTORの阻害剤である everolimusおよび K-

975を単独および併用投与したところ、K-975に低感受

性を示した 2 株は everolimus に感受性を示し、さらに

K-975 の併用投与によってもわずかではあるが相乗効

果が得られた（図５）。これらの結果は、K-975単独投与

で効果が不十分な場合、他の細胞内シグナル伝達系

が増殖シグナルのバイパス経路の役割を果たしている

ことを強く示唆した。 

 

（４）獲得二次耐性株の作出と検討 

多くの分子標的薬は、最初に著効を示しても、数か月～2 年後にかけて必ず二次耐性を獲得した細

胞が出現し、腫瘍が再発することが知られている。YAP1/TAZ 阻害剤が今後、臨床応用された場合、当

然、このような二次耐性の獲得が予想されるため、in vitro における獲得二次耐性株の樹立を行った。 

K-975 に高度感受性を示した 2 株を用い、K-975 を低濃度から徐々に濃度を上げることにより、K-

975 に対する獲得二次耐性株の作出に成功した。MSTO-211H 株および NCI-H2052 株を用いたが、

両者とも IC50値は 250 倍、78 倍の増加を示した。元の細胞株とともに RNA シークエンスを行ったところ

獲得耐性株では MAPK シグナル伝達系の活性化が認められた。その結果をもとに K-975 と MAPK 阻

害剤の併用投与を行ったところ、高度な細胞増殖抑制効果が得られた。 

 

（５）TEAD転写因子の解析 

K-975 は YAP1/TAZ 転写コアクチベーターが TEAD 転写因子（TEAD1～4 まで 4 種存在）への結

合を阻害するが、4 種の TEAD 分子毎の結合能、YAP1/TAZ の結合抑制阻害効果、引いては細胞増



殖抑制効果に違いが生じることが予想された。この点をより明らかにするために、4 つの TEAD 分子に

FLAG-エピトープをつけたコンストラクトを作成し、K-975 の添加前後による TEAD の結合蛋白の変化

を免疫沈降法および質量分析法にて検討した。その結果、K-975 投与によって結合が乖離する蛋白、

逆に結合が強化される蛋白が検出された。これら共通して結合が変化する蛋白の中には、オートファジ

ーに関与する蛋白も同定され、K-975 の作用にオートファジーの変化が関与する可能性が示唆された。

今後、４つの TEAD 転写因子の役割の違い、共通性を検討していけば、さらに効果的かつ中皮腫細胞

に特異的な薬剤開発につながることが予想された。 
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