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研究成果の概要（和文）：肝臓は、細胞増殖や細胞分化を経て、一定サイズの三次元（３D）構造を形成する。
我々は上皮を含む組織が扁平になるメダカ変異体が単離し、本変異体の解析から、転写共役因子YAPが細胞張力
を介して3D器官形成に必須の役割を果たしていることが明らかにした。また、イヌ腎上皮細胞MDCKにYAPを過剰
発現させると、隣接細胞に圧力が誘導され、YAP発現細胞が頂端面に押し出されることを見出した。そこで、
我々はFRETプローブを利用することで、物理力の可視化を試みた。その結果、時間依存的にMDCK細胞２細胞間に
FRETが誘導されることを見出した。すなわち、排除される２細胞間に生じる圧力の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The liver forms three-dimensional (3D) structures of a certain size through 
cell proliferation and cell differentiation. We have isolated a medaka mutant in which tissues 
including epithelium become flattened, and analysis of this mutant revealed that the transcriptional
 co-activator YAP plays an essential role in 3D organogenesis via cell tension. We also found that 
overexpression of YAP in canine renal epithelial cells MDCK induced pressure in neighboring cells 
and pushed YAP-expressing cells to the apical surface. Therefore, we attempted to visualize the 
physical forces by utilizing a FRET probe (mCherry-spider silk protein-EGFP containing the basic 
structure). We found that FRET was induced between two MDCK cells in a time-dependent manner. Thus 
these results indicate the existence of the pressure generated between two cells to be eliminated.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： 肝臓　細胞排除　細胞間張力　YAP
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研究成果の学術的意義や社会的意義
転写共役因子YAPは様々ながんの発症や悪性化に関与することが指摘されているが、その分子機構については不
明な点が多い。実際、ヒト癌においてYAP遺伝子変異の報告は多くなく、どのように病態に関与しているかは国
内外を通じて課題となっている。本研究成果から、この理由の一つとして、これまでの細胞生物学では検出が困
難であった細胞間張力の制御が考えられる。すなわち、YAP依存性の細胞間張力制御機構の解明は発がん機構の
解明の一端を解明に貢献すると期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

肝臓は、内胚葉由来の前腸の特定領域に幹細胞である肝芽細胞が発生し、細胞増殖と分

化を経て、一定サイズの三次元（３D）器官に成長する。国内外を通じて、肝サイズや

3D 構造を制御する分子機構の解明が重要課題となっている。我々は、これら問題を解

決する目的で、小型魚類メダカを用いた大規模な肝形成不全変異体のスクリーニングを

行った。その結果、“肝臓が小さな緋扇(hiohgi) ”変異体や、“上皮を含む組織が扁

平になるヒラメ(hirame) ”変異体が単離された（Mech Dev 2004）。これら変異体の解

析から、肝サイズの制御にレチノイン酸シグナルが重要であること（Hepatology 2010）、

転写共役因子 YAP が細胞張力を介して 3D 器官形成に必須の役割を果たしていること

（Nature 2015）が明らかになった。また、国外の研究グループは、マウス肝臓で YAP

を過剰発現させたり、上流の Hippo シグナルを破綻させると、肝細胞は増殖し、肝臓は

肥大し、肝細胞がんが発症することを報告した（Dong et al. Cell 2007; Lu et al. 

PNAS 2010）。さらに、我々は、イヌ腎上皮細胞 MDCK に YAP を過剰発現させると、隣接

細胞に圧力が誘導され、YAP 発現細胞が頂端面に押し出されることを見出した

（Scientific Reports 2016）。すなわち、Hippo-YAP シグナルは細胞増殖や細胞張力を

介して、肝臓のサイズや 3D 構造を制御することが示唆された。しかしながら、Hippo-

YAP シグナルが、如何にして肝細胞の増殖と張力を制御して、器官サイズや 3D 構造の

形成を実現しているかという問題は未解明のままである。こうした背景を踏まえ、申請

者は、肝発生および再生時における YAP とそのパラログである TAZ の役割解明と、3D

肝臓内の細胞張力の測定と可視化が喫緊の課題であるとの認識に至った。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、肝臓の三次元（3D）器官形成のメカニズムを、Hippo-YAP シグナル伝達経

路や細胞張力の観点から解明することを目的とする。申請者はこれまでに、組織が扁平

になるメダカ変異体（hirame）を単離し、転写共役因子 YAP が細胞張力の制御を介して、

3D 器官形成に必須の役割を果たすことを報告してきた。また興味深いことに、Hippo-

YAP シグナルはマウスの肝臓サイズや肝がん発症を制御することが示されている。課題

１：肝臓特異的に YAP とそのパラログ TAZ を欠損するマウスを作出し、細胞張力制御の

観点から、肝発生および肝再生における YAP/TAZ の役割を解析する。課題２：実績のあ

る張力バイオセンサーをメダカの全身および肝臓特異的に発現し、細胞張力を可視化し、

細胞張力マップを作成する。また、hirame 変異体の細胞張力も本張力バイオセンサー

で解析する。 
 
 
３．研究の方法 

課題１：肝臓特異的 YAP および TAZ 欠損マウスの作出と解析 

（１−１）YAP および TAZ の全身性欠損マウスは胎生致死となることから、肝臓のみで

これらの遺伝子を破壊する実験を行う。既に入手済みの yap(flox/flox), 

taz(flox/flox), yap(flox/flox) taz(flox/flox)マウスを、肝臓特異的に Cre リコン

ビナーゼを発現する Albumin-Cre トランスジェニックマウスと交配し、肝臓特異的に

YAP あるいは TAZ、さらに YAP と TAZ を二重に欠損するマウスを作出する。発生期の肝



臓形成に影響があるか否かを、肝臓サイズ、肝臓の形態、および肝臓の張力（ピペット

吸引法）の観点から解析する。 

（１−２）YAP または TAZ の機能阻害が再生時の肝臓形成に影響を与えるか否かを、

yap(flox/flox), taz(flox/flox), yap(flox/flox) taz(flox/flox)マウスに、Cre 発

現アデノウイルスを感染後、70%部分肝切除を行い、検討する。（１）と同様に、肝臓サ

イズ、肝臓の形態、および肝臓の張力を解析する。（１）と（２）の結果を検討し、発

生および再生時の 3D 肝形成におけるに YAP/TAZ の役割を明らかにする。課題２：張力

バイオセンサー発現トランスジェニックメダカを用いた細胞張力の可視化系の確立と

細胞張力マップの作成 

（２−１）既に入手済みである実績のある張力バイオセンサーを用いる（Grashoff et 

al. Nature 2010）。クモ糸タンパク質の両端に２種類の蛍光タンパク質を付加した構

造になっており、張力負荷に伴い両端の蛍光タンパク質の距離が離れるために、蛍光の

減少という形で張力変化を検出できる。メダカの全身あるいは肝臓特異的に発現するプ

ロモーター支配下に張力バイオセンサーを発現するトランスジェニックメダカを作出

する。 

（２−２）（１）で作出したトランスジェニックメダカを用いて、細胞張力の可視化系を

確立する。運動が激しく、細胞張力が激しく変化すると考えられる原腸期のメダカ胚を

用いて、条件検討を行う。透明なメダカ胚をゲル内に固定し、FRET を定量化し、可視化

系を確立する。 

II. 研究計画・方法（令和３年度以降） 

令和２年度に未了の項目を継続して解析するとともに、以下の項目へと研究を進展させ

る。 

課題２（２−３）（１）で作出した全身性および肝臓特異的に張力バイオセンサーを発現

する透明度の高いトランスジェニックメダカを用いて、（２）で確立した条件で、器官

形成期の肝臓および各器官の細胞張力マップを作成する。 

（２−４）YAP を欠失し細胞張力が低下している hirame 変異体も本張力バイオセンサ

ーを用いて解析し、野生型と比較検討する。hirame はピペット吸引法で、神経管の細

胞張力が低下していることが明らかとなっているが、他の領域については未解析であ

る。張力バイオセンサーを用いることで、個体内の他の領域の細胞張力についても明ら

かにする。 

以上の結果を総合して、細胞張力と肝臓を含む器官形成との関係、また、細胞張力制

御における YAP が果たす役割についても考察し、原著論文に報告する。 
 
 
４．研究成果 

肝臓特異的に YAP と活性化するマウスを作出すると、肝臓は５倍程度の肥大化が誘導さ

れた。1ヶ月以上の YAP 活性化状態にすると、肝細胞がんと胆管がんの混合のがん発症

が誘導された。また、モザイク状の YAP の活性化状態でも肝臓のサイズの亢進が観察さ

れた。既存の蛍光を利用した張力プローブでは肝臓に誘導される張力の測定は困難であ

った。 

イヌ腎上皮細胞MDCKにYAPを過剰発現させると、隣接細胞に圧力が誘導され、YAP発

現細胞が頂端面に押し出されることを見出した。そこで、我々はアクチン結合タンパ

ク質であるActininの特性を有するFRETプローブ（mCherry―クモ糸タンパク質―EGFP



を基本構造を含む）を利用することで、物理力の可視化を試みた。その結果、時間依

存的にMDCK細胞２細胞間にFRETが誘導されることを見出した。排除される２細胞間 

に生じる圧力の可能性が示唆された。本年度には、上記の物理的力を生じるために必

要なシグナル経路の探索を行い、YAPがホスファチジルコリン代謝の酵素の発現量調節

を介してプロスタグランジンE2放出を制御している可能性を見出した。この研究成果

を英文原著論文にまとめた。 

マウス肝臓においても、YAP依存的に障害肝細胞が排除されることを見出した。すな

わち、Hippo-YAPシグナルは、細胞増殖や細胞張力などの細胞応答を介して、肝臓のサ

イズや肝臓の品質を制御することが示唆された。 

これら研究成果を基盤として、細胞張力を生じるシグナル伝達経路の解明と、蛍光の変

化という形でマウスの肝臓でも張力変化を検出できるプローブの開発を行なっている。 
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