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研究成果の概要（和文）： 我々は悪性中皮腫において Hippo腫瘍抑制経路の構成分子の遺伝子

異常が高頻度に検出されることを明らかにしてきた。Hippo 経路の不活化は転写のコアクチベ

ーターである Yes-associated protein (YAP)およびそのホモログである TAZの活性化を引き起

こすものと考えられているが、悪性中皮腫細胞の増殖および運動能に与える影響については十

分には明らかにされていない。YAP/TAZ の悪性中皮腫における生物学的な役割を明らかにする

ために、悪性中皮腫細胞株において YAP/TAZ をノックダウンし、細胞増殖、運動能に与える影

響を調べ、また発現の変化する遺伝子群の同定を行った。YAP/TAZ のノックダウンにより増殖

能、運動能の低下がみられた。発現プロファイリングにより発現の低下する遺伝子群を同定し

たところ、それらの多くは細胞周期の進行、アポトーシス、細胞骨格の制御に関与する分子で

あった。このことから YAP/TAZ は細胞周期、細胞骨格の制御に関与し悪性中皮腫の増殖・進展

に関わると考えられた。YAP/TAZ は中皮腫における新たな標的治療の候補分子に成りえる可能

性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We recently revealed malignant mesothelioma cell lines frequently 
harbor mutations of the genes associated with Hippo tumor suppressor pathway. 
Dysregulation of Hippo pathway leads to activation of a transcriptional co-activator 
Yes-associated protein (YAP) and the YAP paralog transcriptional co-activator with 
PDZ-binding motif (TAZ). However the detailed function of YAP/TAZ on MM cell growth or 
motility remains unclear.  To investigate the biological roles of YAP/TAZ in MM 
development, we generated lentivirus mediated YAP or TAZ knock-down system in MM cells, 
and analyzed the changes in cell growth, motility, and the gene expression patterns with 
oligonucleotide microarrays. SiRNA mediated reduction of YAP/TAZ in MM cell lines 
suppress cell proliferation and motility. We also detected the deregulation of several 
genes involved in cell proliferation, apoptosis, and cytoskeleton by YAP/TAZ knockdown. 
Our results will provide new insights into development of mesothelioma, and give some 
clues to developing a new molecular target therapy for mesothelioma. 
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１．研究開始当初の背景 

悪性中皮腫はアスベスト暴露が原因とさ

れ、今後も患者数の増加が予測されている。

悪性中皮腫は一般に治療抵抗性であること

から極めて予後不良で、新たな治療薬および

早期診断法の開発が望まれている。中皮腫に

おける遺伝子異常として癌抑制遺伝子であ

る p14ARF/p16INK4a遺伝子の不活化が高頻度

（約 85％）に検出される。また約半数の症例

において神経線維腫症 2 型（NF2）遺伝子の

不活化が認められ、中皮腫に特徴的とされて

いる。一方癌遺伝子の変異はほとんど認めら

れず、新たな分子標的治療法開発の支障にな

っている。中皮腫の遺伝子異常を明らかにす

るために、我々は中皮腫細胞株を用いた遺伝

子 解 析 を 行 い 、 癌 遺 伝 子 で あ る

Yes-associated protein(YAP)の遺伝子増幅

による活性化が検出されること、また新たな

腫瘍抑制経路である Hippo経路の構成分子の

不活性型の遺伝子異常が高頻度に検出され

ることを見出してきた。ショウジョウバエの

系において NF2 遺伝子産物である Merlin は

Hippo 経路を活性化すること、Hippo 経路は

転写のコアクチベーターYokkie(YAP)をリン

酸化することにより、細胞質へと局在を変化

させその機能を抑制することが明らかにさ

れた。哺乳類においてもこれらの経路が保存

されており、中皮腫において YAPは遺伝子増

幅以外にも抑制経路の破綻によっても活性

化していることが明らかになり、中皮腫の発

症、進展に関与していることが示唆されてい

る。 

 

２．研究の目的 

悪性中皮腫における NF2→Hippo 経路の破

綻は YAPとそのホモログである TAZの恒常的

な活性化を引き起こし、中皮腫の増殖・進展

に関与することが示唆されるが、YAP/TAZ の

中皮腫細胞における生物学的役割について

は十分に明らかにされていない。悪性中皮腫

おける YAP/TAZの生物学的役割を明らかにし、

結合する転写因子および発現誘導する遺伝

子群を明らかにし、中皮腫に対する新規の治

療法への応用を目指す。 

 
３．研究の方法 

（１）YAP, Hippo経路に関与する分子の遺伝

子発現および異常の解析。 

 中皮腫細胞株（20細胞株）を用い NF2、Hippo

経路、YAP/TAZ の遺伝子異常につての解析を

行う。また臨床検体を用いて遺伝子異常の有

無、YAP の局在について免疫組織染色により

評価を行う。 

（２）中皮腫細胞株における YAP/TAZの生物

学的役割についての解析 

NF2→Hippo 経路に異常を有する細胞株に

おいて YAPあるいは TAZをノックダウンし増

殖、運動能に与える影響を調べる。ノックダ

ウンにはレンチウイルスの系を用いる。増殖

能の評価は MTTアッセイ、細胞周期解析を行

う。浸潤・運動能については wound healing 

assay、トランスウェル、マトリゲルを用い

た方法で評価を行う。 

（３）YAP/TAZ が転写を誘導する遺伝子群お

よび結合する転写因子の同定 

 YAP/TAZ をノックダウンした細胞より RNA

を抽出し、発現プロファイルを行い発現の変

化する遺伝子群を同定する。Gene ontology

解析、パスウェイ解析を行い標的遺伝子群の

生物学的機能との関連性をあきらかにして



いく。直接の標的遺伝子の候補についてはリ

アルタイム PCR、ChIP-PCR にて確認を行う。

標的遺伝子のプロモーター領域を単離し、

YAP/TAZ の発現による転写活性の変化につい

ても解析を行う。 

（４）YAP/TAZ の標的遺伝子の生物学的役割

についての解析 

 標的遺伝子のうち発現の変化のランキン

グおよび腫瘍形成に重要と考えられるもの

については、レンチウイルスの系のノックダ

ウンシステムを構築し増殖能・運動能に与え

る解析を行っていく。 

 
４．研究成果 

（１）YAP, Hippo経路に関与する分子の遺伝

子発現および異常の解析。 

中皮腫細胞株（２０細胞株）を用いて NF2, 

Hippo 経路の構成分子（LATS2, SAV1）、YAP、

TAZ の遺伝子異常の有無を CGH アレイ、変異

解析を用いた調べたところ、NF2 の不活型変

異が 10 細胞株で、7 細胞株で LATS2 の変異、

1 細胞株で SAV1 のホモ欠失がみられた。15

細胞株（75％）で NF2→Hippo 経路の異常が

検出された。YAP/TAZ の遺伝子増幅は検出さ

れなかった。LATS2に関しては 25の腫瘍組織

の解析では 2検体でホモ欠失と考えられるロ

スが検出された。 

（２）中皮腫細胞株における YAP/TAZの生物

学的役割についての解析 

 NF2 遺伝子のホモ欠失している細胞株

NCI-H290細胞、LATS2遺伝子をホモ欠失して

いる Y-MESO-27の２細胞株において、レンチ

ウイルスの系を用いて YAP、TAZ をそれぞれ

ノックダウンし増殖能、運動・浸潤能に与え

る影響を調べた。YAP,TAZ のノックダウンに

より増殖および運動能の低下がみられた。運

動・浸潤能に及ぼす影響は YAP,TAZともに強

く、増殖能に関しては TAZのノックダウンで

は YAPと比較して弱いものであった（図１）。

細胞周期解析では G1 アレストがみられ、ま

た subG1 population の増加がみられ、アポ

トーシスが誘導されたことが示唆された。 

 

図１：YAP/TAZ ノックダウンによる増殖、運

動能に与える影響 

 

 

（３）YAP/TAZ が転写を誘導する遺伝子群お

よび結合する転写因子の同定 

 YAP/TAZをノックダウンした細胞より mRNA

を抽出し、マイクロアレイにより発現解析を

行い発現の変化する遺伝子群の同定を試み

た。コントロールと比較して発現の低下（1/2

以下）する遺伝子が、YAP のノックダウンに

より NCI-H290 で 1384 遺伝子、Y-MESO-27 で

634 遺伝子同定された。TAZ のノックダウン

では NCI-H290 で 121 遺伝子、Y-MESO-27 で

191 遺伝子であった。YAP のノックダウンに

よりより多くの遺伝子の発現の低下がみら

れ、2 つの細胞間で共通して低下する 319 遺

伝子が同定された。これらの遺伝子には

CCND1(cyclin D1), FOXM1 （ forkhead box 

M1）,Aurora B, PLK1(polo-like kinase 1) 

E2F1 などの細胞周期に関与する遺伝子が多

く含まれていた（図２）。また Ezrin などの

細胞骨格の制御に関する遺伝子の発現の低

下もみられた。TAZ のノックダウンで発現の

低下する遺伝子の約半数は YAPのノックダウ

ンによっても発現の低下がみられた。 



図２：YAP/TAZ のノックダウンにより発現の

低下する遺伝子群 

 

 

Gene ontology 解析では細胞分裂、細胞周期

との強い関連がみられ、pathway 解析では

RB/E2F1、FOXM1経路との関連が示された（図

３、４）。 

図３：YAP ノックダウンにより発現の低下す

る遺伝子群の Gene ontology解析 

 

図４：YAP ノックダウンにより発現の低下す

る遺伝子群のパスウェイ解析 

 

RB/E2F1経路の関与する遺伝子として CCND1、

FOXM1 に注目して YAP の直接の標的遺伝子で

あるかクロマチン免疫沈降を行いプロモー

ター領域への結合について調べた。YAP の

CCND1、FOXM1プロモーター領域への結合が確

認され、各プロモター領域を含むレポーター

アッセイでは転写因子である TEAD と協調的

に転写を活性化することが明らかになった。

各プロモーター領域には TEAD の結合部位が

存在していた（図５）。β-catenin, EGR1, 

CREB などの転写因子との協調的な転写活性

はみられなかった。 

 

図５：CCND1,FOXM1プロモーター領域への YAP

の結合と転写活性化機構 

 

 

（４）YAP/TAZ の標的遺伝子の生物学的役割

について 

 CCND1, FOXM1のノックダウンシステムを構

築し、各遺伝子の増殖、運動能に与える影響

を調べた。CyclinD1, FOXM1ともに軽度（20％

程度）の増殖能、運動能の抑制がみられたが、

YAP のノックダウンと比較して効果は弱いも

のであった。 

 以上より YAP,TAZの活性化は中皮腫細胞株

において増殖、運動能を促進し腫瘍形成に働

くと考えられた。細胞増殖の分子機構として

転写因子 TEAD 結合することにより CCND1, 

FOXM1 など細胞周期に進行に重要な遺伝子群



の発現を促進することを明らかにした。

YAP/TAZ は中皮腫における分子標的治療の候

補分子と成りえる可能性が示唆された。 
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