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研究成果の概要（和文）：類上皮血管内皮腫において検出されるTAZ/CAMTA1, YAP/TFE3融合遺伝子の機能を明ら
かにするために、不死化した血管内皮細胞に融合蛋白を発現させの局在、細胞増殖、結合するタンパクについて
解析を行った。TAZ, YAPの局在は主に細胞質にみられるのに対し、融合タンパクは核への局在を示す傾向にあっ
た。TAZ/CAMTA1の発現により軽度の増殖および運動能の増加がみられた。質量分析解析を行い共沈してくる蛋白
の同定を行いERG, SIR7, AHNKなどのタンパクが同定された。今後これらの同定された分子の機能解析を進めて
いくことで、腫瘍形成の分子機構が明らかになるものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：The TAZ/CAMTA1 or YAP/TFE3  fusion genes have been identified in epithelioid
 hemangioendothelioma (EHE). However, the detailed function of TAZ/CAMTA1 and YAP/TFE3 on cell 
growth or motility remains unclear. To investigate the biological roles of these fusion proteins in 
EHE, we　generated lentivirus mediated TAZ/CAMTA1 or YAP/TFE3 expression system in HMEC1 cells, and 
analyzed the changes in cell growth, motility, and the interacting proteins with fusion protein 
using a tandem affinity purification with LC-MS/MS. Fusion proteins were localized in the nucleus, 
whereas TAZ and YAP proteins preferentially found in the cytoplasm. Expression of TAZ/CAMTA modestly
 increased cell proliferation and motility. Using tandem affinity purification　coupled with 
LC-MS/MS, we identified several TAZ/CAMTA-associated proteins, such as ERG, SIR7, AHNK.  Our results
 will provide new insights into development of EHE, and give some clues to developing a new 
molecular target therapy for EHE.

研究分野： 腫瘍
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１．研究開始当初の背景 

癌遺伝子 YAP(Yes-associated protein)お

よび相同性を有する TAZ(Transcriptional 

coactivator with PDZ-binding motif)は 腫

瘍抑制経路 Hippo経路のエフェクター分子と

して働き、Hippo 経路の不活性化により転写

のコアクチベーターとしての機能が亢進し、

癌化につながると考えられている。YAP 遺伝

子は染色体 11q22 に局在し、この領域は膵臓

癌、悪性中皮腫など多くの癌で増幅している。

TAZ の遺伝子増幅については明らかされてい

ないが、乳癌、肺癌で過剰発現しており、特

に乳癌では組織学的な悪性度との相関が示

され、上皮間葉転換（EMT）誘導し癌幹細胞

様の性質獲得に重要であることが示されて

いる。近年血管系の悪性腫瘍である類上皮血

管 内 皮 腫 (Epithelioid 

hemangioendothelioma: EHE)において TAZ, 

YAP(TAZ/CAMTA1, YAP/TFE3)遺伝子の転座が

検出されることが報告された。 

YAP/TAZ は転写因子である TEAD, TTF-1 な

どに結合し様々な遺伝子の発現に関与する

が、EHE において検出される融合タンパクの

腫瘍形成およびタンパク質相互作用ネット

ワークは十分には明らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

EHE で検出される融合タンパクの機能解析

を行い腫瘍形成の分子メカニズムを明らか

にする。また結合するタンパク質を同定し、

細胞の増殖・運動能に及ぼす影響を解析する。 

 

３．研究の方法 

（１）EHEおよび血管系腫瘍における融合遺

伝子の発現の解析：類上皮血管内皮腫症例お

よび血管系腫瘍における融合遺伝子の発現

および転座の有無について検討する。 

（２）細胞株におけるに融合タンパクの発現

局在ついての解析: 不死化した血管内皮細

胞に融合遺伝子を発現させ融合タンパクの

局在を解析する。細胞増殖、運動能に与える

影響を調べる。増殖能の評価は MTTアッセイ、

浸潤運動能についてはトランスウェル、マト

リゲルを用いた方法で評価を行う。 

（３）融合タンパク質複合体の同定と機能解

析：融合タンパクと結合するタンパク質を質

量分析法で同定する。複合体形成の変化およ

びYAPとTAZにおける複合体形成の相違につい

てiTRAQ試薬を用いて網羅的に同定・定量解析

する。これら複合体のYAP/TAZの活性に与える

影響を明らかにする。 

 

４．研究成果 

（１） EHEおよび血管系腫瘍における融合遺

伝子の発現の解析： EHE7例を含む血管系腫

瘍（56症例）において転座相手であるCAMTA1, 

TFE3の発現を免疫組織化学染色により調べ

た。EHEではCAMTA1の核での強い発現が7例中

6例で認められた。血管肉腫（Angiosarcoma）

においても核に陽性像が認められたが、中等

度の染色強度であった。少数例ではあるが良

性の血管腫でも核に強い発現が認められた。

TFE3の陽性例は認められなかった。CAMTA1の

発現のみられた2症例のパラフィン切片より

RNAを抽出し融合遺伝子の同定を試み

TAZ/CAMTA1の融合遺伝子を検出した。また

FISH法でTAZのbreak a part signalが確認さ

れた。 

図１：EHEおよび血管系腫瘍における CAMTA1

の発現と TAZ領域の FISH 解析  

 



転座の有無についてはFISH法、RT-PCRによる

融合遺伝子の確認が必要であるが、CAMTA1の

免疫組織化学染色は転座の補助的なスクリ

ーニング方法として有用であると考えられ

た。 

 

（２）細胞株におけるに融合蛋白の局在、細

胞増殖に与える影響についての解析。 

 EHE で検出される融合遺伝子を発現するコ

ンストラクトを作製し（図２）、不死化した

ヒト血管内皮細胞 HMEC-1に発現させた。 

図 2：TAZ/CAMTA1、YAP/TFE3 融合遺伝子 

 

Immunocytochemistry 解 析 に よ り 

TAZ/CAMTA、YAP/TFE3 の細胞内局在を検討し

た。HMEC-1細胞では YAP、TAZ 蛋白は細胞質

内に優位に局在した。LATS1/2 によりリン酸

化される部位の YAP変異体（YAP 2S）では核、

細胞質に局在していた。一方、TAZ/CAMTA、

YAP/TFE3 および CAMTA1蛋白は核内優位の局

在を示していた。YAP/TAZ の細胞内局在は

Hippo 経路の活性化などにより制御されるが、

融合タンパクでは核内に蓄積されることが

明らかとなった。（図３）。 

 

図 3：TAZ/CAMTA1、YAP/TFE3 融合タンパクの

局在  

 

レンチウウイルスの系を用いて融合遺伝子

を発現させ、細胞増殖に与える影響を調べた。

WWTR1/CAMTA１の発現により、コントロール

（luciferase）を発現する細胞と比較して

40%程度の細胞増殖能の増加がみられた。TAZ, 

YAP, YAPS94A(TEAD との結合部位の変異体)

では増殖能の明らかな増加はみられなかっ

た。YAP2S, YAP/TFE3 の発現では細胞増殖能

の軽度の低下（20%程度）が観察された。足

場非依存性のコロニー形成能を観察したが

融合遺伝子、TAZ, YAP の発現でコロニー形成

は認められなかった。トランスウェルを用い

た解析では融合遺伝子、YAP, TAZ いずれもコ

ントロールと比較して運動能の増加がみら

れたが、軽度(20～30%) 

であった。 

 

（３） TAZ/CAMTA1融合タンパク質複合体の同

定と機能解析：融合遺伝子と結合するタンパ

ク質を質量分析法で同定するために、Flag-HA 

tagによるtandem affinity purificationを行

った。複合体の抽出には8M Ureaを使用した。

抽 出 物 を LC-MS/MS 解 析 を 施 行 し た 。



TAZ/CAMTA1と複合体を形成する候補分子とし

てTEAD4, ERG, SIR7, AHNK, UBR4などが同定

された。抽出物中のERG有無をウエスタンブロ

ッ ト 法 に よ り 確 認 し た と こ ろ 、 TAZ, 

TAZ/CAMTA1のアフィニティ精製検体において

バンドが観察された（図4）。複合体形成の変

化およびYAPとTAZにおける複合体形成の相違

についてiTRAQ試薬を用いて網羅的に同定・定

量解析を進めているが、安定した結果を得る

ことができず、条件設定を行っている。 

図４：tandem affinity purification による

結合蛋白の同定。 

 

 

以上より TAZ/CAMTA1, YAP/TFE3 融合遺伝子

は核に局在することにより機能すると考え

られ、運動能の増加に寄与しているものと考

えられた。増殖能に関しては WWTR1/CAMTA1

は軽度の増加がみられたが、YAP/TFE3 ではや

や低下していた。TAZ/CAMTA1 と複合体を形成

する候補分子して ERG, SIR7, AHNK, UBR4 が

同定された。現在までに YAP/TAZ の転写因子

TEAD を介する遺伝子発現が腫瘍形成に重要

であることが示されてきているが、血管系腫

瘍では他の分子も腫瘍形成に関与している

可能性が示唆される。今後これらの LC-MS/MS

により同定された分子の機能解析を進めて

いくことで、腫瘍形成の分子機構が明らかに

なるものと考えられる。 
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