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研究成果の概要（和文）：3次元臓器形成のメカニズムの存在は想定されていなかった。私たちは、転写供役因
子YAPの細胞力学制御により、重力に抗した3次元臓器が構築されることを初めて見出した。そのメカニズムとし
て、細胞と細胞外基質間の双方向性の力学制御により細胞の増殖分化が制御されるメカノホメオスターシスに
YAPが必要であることを示した。本研究では、①YAPメカノホメオスターシスの分子ネットワークをBioID解析に
より明らかにした。②3次元臓器の形成には、臓器の細胞の中でも間葉幹細胞でYAPが必要であること、③①の解
析により見出したCSPG4の過剰発現により、組織の繊維化と細胞増殖の異常を起こすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Organs are three-dimensional (3D) but the presence of its underlying 
mechanism was not expected. We identified for the first time the mechanism by which YAP, a 
transcription co-activator,is essential for generating 3D organs withstanding gravity. We thus 
proposed that YAP is essential for the mechano-homeostasis in which bidirectional force mediated 
control between cell and its extracellular matrix (ECM) mediates cell proliferation and 
differentiation. In this study, we first uncovered the molecular network of YAP mediated 
mechano-homeostasis by the BioID approach. We also revealed that YAP is required in mesenchymal stem
 cells for generating 3D organs. Finally, we showed the potential mechanism causing tissue fibrosis 
and cell proliferation abnormalities by overexpression of CSPG4 identified by the BioID approach. 

研究分野： 発生遺伝学

キーワード： YAP　メカノホメオスターシス　臓器　力学制御　細胞外基質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで細胞や組織レベルでの力学制御の解析は行われてきたが、臓器レベルでの力学制御については不明な点
が多かった。特に、細胞と細胞外基質間の双方向性の力学制御を司る遺伝子は知られていなかった。本研究によ
り明らかにしたYAPによるメカノホメオスターシス制御の分子機構の解明は、iPS/ES細胞から、より生体機能に
近く、かつ治療に使える大きな3次元臓器を作るのに役立つ知見である。また、間葉系細胞でのYAPの働きの異常
により、臓器が硬化する肝硬変などの繊維化疾患やがん発症につながる分子メカニズムの同定は、これらの難治
性疾患の治療薬の開発に役立つと考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

 

(1)メカノホメオスターシス: 双方向性力学的制御による組織恒常性の維持 

組織の中で細胞は絶えず物理的な力を受けている。組

織の物理的特性の維持は、双方向の制御、すなわち細胞

外基質（ECM: Extra Cellular Matrix）の硬さが細胞の分

化・増殖を規定し、逆に細胞は自分自身や細胞外基質の

硬さを調整することにより行われる(図１上図 上下矢

印)。各々の種類の細胞分化には適切な ECM の硬さがあ

り、より硬い ECM では正常細胞でさえがん化し、がん

細胞も適切な硬さの ECM では正常化する（図 1 下

図）。すなわち、細胞の増殖･分化は、細胞と ECM 間の物理特性の相互制御により維持さ

れ、がん化を防いでいる（メカノホメオスターシス）。しかし、メカノホメオスターシス

を司るマスター分子の存在は想定されていなかった。 

(2)メカノホメオスターシスのマスター遺伝子 YAP の発見 

  私たちは、メダカを用いた網羅的変異体スクリーニン

グにより、重力に抗した体の形作りができない hirame 

(hir)変異体を同定した(文献 1)。この変異体の原因遺伝子

である転写共役因子 YAP は、重力に抗した 3 次元臓器形

成に必須であることを報告した(文献 2)。 

 その分子メカニズムとして、YAP は、①標的遺伝子

ARHGAP18 を介した②アクチンの重合抑制により、③

細胞の張力を介して、④組織の三次元形態を制御すると

共に、⑤ECM の会合・硬さを調整し、⑥組織の配置を

統御して 3 次元臓器を構築する (図２黒矢印)。これまで

YAP は、⑦臓器の大きさを制御する⑧Hippo シグナルの最下流因子として⑨細胞質から核に

移行し、⑩細胞の増殖・分化を調整する標的遺伝子の転写を活性化する転写共役因子と考え

られてきた(図２白抜き矢印；文献 3)。従って YAP は、細胞や ECM の力学制御をすると共に

ECM の硬さに従って活性化される、すなわち YAP は、細胞と ECM 間の双方向性の力学調節

を介した細胞の増殖・分化制御をすることからメカノホメオスターシス制御因子と考えられ

た。 

 

２．研究の目的 

 YAP の活性化（核移行）は、正常臓器を拡大し臓器の再生を促進する反面、ネガティブフィ

ードバックが効かない持続的活性化変異 YAP を持つマウスはがんを発症する。実際に、ヒトの

さまざまな臓器のがんの 60%で異常な YAP の活性化が起こっている。そこで YAP 機能を標的

にした再生医療・がん治療の基盤研究として、YAP の組織メカニクスの制御が、ネガティブフ

ィードバックとして細胞の増殖・分化を制御する分子メカニズムを明らかにするために。以下

の解析を行った。 

(1) メカノホメオスターシスを支える分子ネットワークの同定 

(2) メカノホメオスターシスに関わる ARHGAP18 以外の YAP 標的遺伝子の同定 

(3) 臓器全体における力学制御細胞の同定 

図２ 

図 1 



(4) 臓器繊維化・がん発症過程でのYAP 活性化メカニズムの解析 

 

3.研究の方法 

(1)メカノホメオスターシスを支える分子ネットワークの同定 

既知の YAP メカのホメオスターシスの蛋

白をビオチンリガーゼ蛋白で標識し(図 3 下: 

黒星印)、蛋白の距離に応じて蛋白複合体の

蛋白をビオチン化した。それらを精製し質

量分析を行い、標識蛋白複合体の近傍にあ

る蛋白を同定した。 

(2)メカノホメオスターシスに関わる

ARHGAP18 以外の YAP 標的遺伝子の同定 

RNA sequencing 解析、クロマチン免疫沈

降法(ChiP)解析を用いた。 

(3)臓器全体における力学制御細胞の同定 

siRNA を用いて YAP をノックダウンした

細胞を用いて 3 次元オルガノイド(後述)を作成し解析した。 

(4)臓器繊維化・がん発症過程での YAP 活性化メカニズムの解析 

BioID 法で同定した蛋白が実際に結合しているかどうかを確認するために、タグ付きタンパ

ク質を用いたタンパク質相互作用解析 (pull-down)解析を行った。 
 

4.研究成果 

(1)メカノホメオスターシスを支える分子ネットワークの同定 

YAP メカノホメオスターシスを介

した再生・病態の理解にはその分子

ネットワークの同定が必須である。

BioID 法は、標識した蛋白が作る複合

体の蛋白を効率よく同定できる。そ

こで、piggybac tet-on システムによる

ビオチン化タグ誘導システムを構築

し（図 3 上）、既知の YAP-メカノホ

メオスターシス分子ネットワークの

14 分子を組み込んだ（図 3 下）。これ

を RPE-1 ヒト網膜上皮細胞株で発現

させ、標識蛋白の近傍に存在する蛋

白を質量分析法で解析し、多数のタ

ンパク質を同定することができた(図 4 右)。例えば、既知の YAP（図 4 左: 黄色矢印）相互作

用蛋白、TEAD、WBP2、MAML1 が同定できたことから（赤矢印）解析の有効性が示唆され

た。同定した半分以上が未知の蛋白であり、現在、その解析を進めている。本研究の当初の目

的であった ARHGAP18 の BioID 解析の結果が近々得られる予定であり、ARHGAP18 のネガテ

ィブフィードバック機構に関する新しい知見が期待できる。 
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(2)組織メカニクス制御に関わる ARHGAP18 以外の YAP 標的遺伝子の同定 

 組織のメカニクス制御を担う ARHGAP18 以外の YAP 標的遺伝子を見出すために、上皮細胞

株を用いて２次元培養と３次元培養を行い、RNA sequencing 解析、ChiP 解析を行った。RPE1

細胞の①野生型株、②YAP ノックダウン、③YAP ノックアウト、④YAP が活性化した Hippo

経路分子(NF2)欠損株の 3D スフェロイドを作製した。対照実験として、通常のプラスチックプ

レートを使用した２次元培養でも同様な実験を行った。  

RNA sequencing データの Gene Set Enrichment Analysis（GSEA 解析）及び Gene ontology 

Analysis (GO 解析）を行った。YAP ノックダウンで遺伝子発現が変動する Gene Set として、が

ん、細胞周期、細胞分裂関連したものが、２次元培養（図 5 左）と３次元培養（図 5 右）に共

通して認められた。 

組織の力学制御の観点から、３次元培養で特異的に発現が変動する遺伝子を絞り込み、Gene 

ontology Analysis (GO 解析）を行った。その結果、細胞外マトリックス、情報伝達系、そして

代謝に関わる遺伝子群が３次元培養で特異的に遺伝子発現が変動することが判明した。細胞外

マトリックスに関わる 46 遺伝子には、collagen type XII alpha 1 chain や secreted protein acidic and 

cysteine rich (osteonectin)等、が含まれた。代謝に関わる 30 遺伝子には、farnesyl diphosphate 

synthase や hexokinase 2 など、コレステロール合成や脂肪酸代謝および解糖系の酵素などが含ま

れていた。これは、細胞の代謝状態が YAP の活性化に影響することや、逆に YAP が代謝調節

酵素の遺伝子発現を誘導する最近の報告と一致する。現在、ARHGAP18 以外のメカノホメオス

ターシス制御因子を同定するため、RNA sequencing のデータ解析と 3D スフェロイドでのノッ

クダウン解析を進めている。 

 

(3) 臓器全体における力学制御細胞の同定 

私たちは YAP が 3 次元臓器構築に必須であることを報告したが(文献 2)、臓器のどの細胞で

必要か不明であった。これを明らかにする目的で、肝内胚葉細胞、内皮細胞および間葉系幹細

胞（MSC）を混合し 2 次元培養すると、24 時間で 3 次元化した肝臓臓器原基（Liver-bud）がで

きる系を用いた（文献 4）。YAP をノックダウンした MSC を使用して、Liver-bud を作成した

ところ、siControl MSC と比べ siYAP MSC では収縮力が低下し、Liver-bud の 3 次元化が抑制さ

れ、臓器の 3 次元化には間葉系細胞で YAP が必要であることが示唆された(図 6)。 

図 5 



続いて、間葉系細胞のかわりに、肝星細胞株 LI90 を用い

て Liver-bud を作成した。1 つの Liver-bud の代わりに、小さ

な細胞塊が複数個出来上がる大変興味深い結果が得られた。

そこで、MSC と LI90 の様々な比率で混合し、Liver-bud を作

成したところ、LI90 の比率が上がるにつれて細胞塊が増加

したことから、肝星細胞は MSC に比べより強く収縮する可

能性が高いと考えられた。現在、以上を証明するために

MSC の力学特性の測定を進めている。       

 

（4）臓器繊維化・がん発症過程での YAP 活性化メカニズムの解析 

Hippo シグナル経路の Merlin の BioID 解析から同定された

多数の相互作用候補分子の中で(図 7)、創薬の標的となりや

すい細胞外因子である CSPG4 に着目し、組織の繊維化、細

胞増殖への役割を解析した。 

先ず、CSPG4 の RPE1 細胞での強制発現は、収縮力が強く

繊維化を促進する間葉細胞の筋原繊維化に働く a-SMA の発

現を転写レベル誘導し、YAP の脱リン酸化を起こし YAP の

活性化を起こすことを見出した（図 8）。 

更に、Merlin の pull-down 解析から、Merlin は、CSPG4、

Integrin β1 と結合することを確認した。以上から、CSPG4 の

過剰発現により、臓器の繊維化を引き起こす可能性が示され

た。現在、肝硬変を伴った肝臓がんの CSPG4 の組織染色を

行っている。 

 

 以上の結果と進行中の解析結果をまとめて、本年 9 月まで

に投稿予定である。 
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