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研究成果の概要（和文）：本研究ではHippo pathwayにより活性が制御されている転写コアクチベーターTAZの機能を促
進する化合物の探索を行い、得られたTAZ活性化化合物の医療応用展開を目的として研究をすすめた。TAZ活性化化合物
の１つ、IBS008738がヘビ毒で誘発されるマウスの骨格筋損傷モデル、ステロイド誘発性筋萎縮モデルにおいて筋線維
の回復を促進する作用があることを見出した。また探索から得られたIBS008738以外のTAZ活性化化合物に関しても筋芽
細胞の筋管への分化を促進する化合物が複数存在することを確認しており、本研究はTAZ活性化化合物が筋萎縮に有効
な薬剤開発につながる可能性を示している。

研究成果の概要（英文）：The mammalian Hippo pathway is composed of mammalian Ste20-like (MST) kinases and 
large tumor suppressor (LATS) kinases. Upon the activation of the pathway, transcriptional co-activator wi
th PDZ-binding motif (TAZ) and yes-associated protein (YAP) are phosphorylated and recruited to the cytoso
l from the nucleus, and gene transcription is turned off. TAZ cooperates with various transcriptional fact
ors and plays various roles. We developed a cell-based assay using sphere formation by TAZ-expressing MCF1
0A cells as a readout to screen 18,458 chemical compounds for TAZ activators. In this study, we focused on
 one compound, IBS008738. IBS008738 facilitates muscle repair in cardiotoxin-induced muscle injury and pre
vents dexamethasone-induced muscle atrophy. Thus, this cell-based assay is useful to identify TAZ activato
rs with a variety of cellular outputs. Our findings also support the idea that TAZ is a potential therapeu
tic target for muscle atrophy.
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１．研究開始当初の背景 
Hippo pathway は、MST キナーゼ(MST1、
MST2)と LATS キナーゼ(LATS1、LATS2)を中
核とするキナーゼカスケードである。Hippo 
pathway は細胞密度の上昇、細胞接着の成立
に応答して活性化し最終的に転写コアクチ
ベーターである YAP、TAZ をリン酸化する。
リン酸化された YAP、TAZ は核外に移行し、
遺伝子転写が抑制される。その結果、細胞増
殖が抑制され、分化や細胞死が誘導される。
Hippo pathway は腫瘍抑制シグナルとして研
究が進んできたが、一方で、YAP や TAZ の
活性化は幹細胞の維持や間葉系幹細胞の分
化制御に重要であることが示されている。遺
伝学的な手法で Hippo pathway やその構成因
子の研究は進められていたが、この情報伝達
系に作用する薬や化合物などはほとんど知
られておらず、薬理学的な知見は乏しい状況
であった。 
 
２．研究の目的 
Hippo pathway の活性を制御するような化合
物は腫瘍抑制剤の開発や分化を制御する化
合物の開発など様々な細胞応答の制御方法
の開発につながること、また Hippo pathway
や YAP、TAZ の機能解明にも有用であると考
えられた。Hippo pathway の活性を制御する低
分子化合物の探索を行うこととし、本研究で
は特に TAZ の活性化を制御し、TAZ による
筋分化を促進する化合物の探索、開発を行う
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
ヒト不死化乳腺上皮細胞株である MCF10A 
細胞に TAZ の 89 番目のセリンをアラニンに
置換した恒常的活性化型 TAZ を発現させた
MCF10A 細胞（MCF10A-TAZ SA）は、浮遊
培養条件下でスフィアとよばれる細胞塊を
形成し増殖する（図１A）。野生型の TAZ を
過剰発現させた細胞(MCF10A-TAZ)にはスフ
ィア形成能がないが、この細胞も TAZ をリン
酸化し機能抑制するキナーゼである LATS1/2
をノックダウンするとスフィア形成能を獲
得する（図１B）。TAZ を強制発現させていな
い MCF10A 細胞において LATS1/2 の発現を
抑制してもスフィアの形成は誘導されない。
またスフィア形成能を持つLATS1/2を発現抑
制した MCF10A-TAZ 細胞で TAZ をノックダ
ウンするとやはりスフィアの形成能は失わ
れる（図１C）。TAZ の活性化によりスフィア
を形成する MCF10A-TAZ 細胞を利用して、
東京医科歯科大学所有の化合物ライブラリ
ーから、TAZ 活性化化合物の探索を行うこと
とした。合計 18,548 個の化合物から TAZ 依
存的にスフィア形成を誘導する化合物を 50
個獲得した。これらの化合物に関して、TAZ
による転写因子 TEAD の活性化や TAZ によ
る細胞応答に与える効果を測定し、特に骨格
筋の分化を促進する化合物に焦点をあてて
解析を行った。 

４．研究成果 
(1) TAZ 活性化化合物の解析と C2C12 マウス
筋芽細胞の筋分化に対する TAZ 活性化化合
物の効果の検討 
HEK293 細胞を用いた TEAD 応答レポーター
アッセイにより TAZ の転写活性化に対する
50 個の化合物の添加効果を検討し、絞り込
みを行った。TAZ を共発現させると TEAD レ
ポーター活性が上昇するが、47 個の化合物の
添加により更に活性の上昇が確認された。こ
の47個の化合物に関して10μMの化合物存在
下で C2C12 細胞の筋管形成を誘導し、
myofusion index により化合物の筋分化促進効
果を定量した。さらに、筋分化マーカーであ
る myosin heavy chain (MHC)、myogenin の発
現 を 比 較 し 、 筋 分 化 促 進 活 性 の 高 い
IBS008738 という化合物を本研究の解析対象
とした（図２A）。 
 (2)IBS008738 の C2C12 細胞の筋分化に対す
る作用 
C2C12 細胞は細胞密度が高くなっている状
態で 2％ウマ血清を含む分化誘導培地で培養
すると、細胞が融合し多核の筋管細胞へと分
化する。この分化誘導時に IBS008738 を添加
するとコントロールの DMSO を添加した細
胞に比べて形成される筋管の太さ、長さとも
に増大している様子が観察された。筋分化マ
ーカーであるmyogeninやMHCの免疫蛍光染
色画像からも IBS008738 によりこれらのマー
カーを発現する細胞が増えている様子が観
察された（図２B）。筋管細胞分化の指標であ
る fusion index を用いて IBS008738 の添加効
果を定量したところ、1μMの濃度で筋分化を
促進していることが認められた（図２C）。こ
の IBS008738 による筋分化促進効果は TAZ
をノックダウンすると認められなくなるこ
とから TAZ を介した作用であると考えられ
る（図２D）。 



 
 (3) マウス筋損傷･再生モデルとステロイド
誘発性筋萎縮モデルに対する IBS008738 の投
与効果 
個体レベルでの IBS008738 の骨格筋に対する
作用の解析を行った。蛇毒 cardiotoxin を
DMSOもしくは IBS008738と共にマウスの前
脛骨筋に局所投与して筋壊死を惹起し、その
後の筋再生における IBS008738 の効果を検討
した。Hematoxylin-eosin (HE)染色像から、
IBS008738 を投与したマウスにおいて再生後
の骨格筋に特徴的な中心核を有する筋線維
が増えていることが認められた。筋線維基底
膜を構成する分子の一つである laminin の染
色画像から筋線維横断面積を画像処理ソフ
トである Image J を用いて計測したところ、
IBS008738 投与マウスでは個々の筋線維がコ
ントロールのマウスにくらべて肥大してい
る様子が観察された。成体マウスでは筋衛星
細胞が組織幹細胞として機能し、筋損傷から
の回復時に増殖して筋芽細胞に分化し筋線
維の回復に寄与することが知られている。
IBS008738 を投与したマウスの骨格筋では基
底膜下に存在する Pax7 陽性の筋衛星細胞が
５日目には増加しており、７日目には１４日
後と同様の割合まで低下している様子が認
められた。このことは、IBS008738 投与によ
り筋損傷に応じて早い段階で筋衛星細胞が

増加していることを示唆する。 
さらに Dexamethasone (Dex) 25mg/kg/day の１
週間連日腹腔投与によりステロイド筋萎縮
モデルを作成し、Dex 連日投与後にマウス下
肢に IBS008738 ないし DMSO を隔日投与、１
４日目に効果を判定した。Dex 投与により筋
線維が細くなり筋線維間に間隙が生じるが、
IBS008738 を筋注したマウスの骨格筋ではこ
の筋線維の萎縮が緩和している様子が認め
られた（図３A）。Laminin で染色し、筋線維
の筋線維横断面積を計測したところ、
IBS008738 を投与した骨格筋では筋線維横断
面積が大きい細胞が対照群に比べて多く存
在していることが判明した（図３B）。このこ
とから IBS008738 にはステロイド筋萎縮から
の回復を促進する作用があることが示唆さ
れる。 
本研究では IBS008738 に着目し解析を進めた
が、IBS008738 以外にも TAZ 活性化化合物の
なかには複数の筋分化を促進する活性を有
する化合物が含まれており、TAZ 活性化化合
物の解析および展開は筋萎縮に有効な薬剤
の開発につながる可能性が考えられる。 
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