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研究成果の概要（和文）：増殖因子受容体は、増殖シグナルと同時に形態変化や移動性などからなる機械的シグ
ナルを伝えることで、癌としての力学的環境を維持している。本研究ではEGFR変異細胞を用いたYAPの解析か
ら、YAPの活性化が示唆された。YAPの標的遺伝子を定量したところ、EGFRシグナルにより転写活性化が認められ
た。一方で細胞骨格を阻害すると、細胞ストレスが高まり、同時に細胞の遊走、浸潤、拡散が阻害された。 こ
れらの結果から、YAP がアクチン細胞骨格と連携して肺がんの悪性形質を促進することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The receptors for growth factors play a role in controlling the physical 
environment of cancer by transmitting mechanical signals, such as changes in cell shape and 
movement, in addition to signals that promote cell growth. Based on the analysis of YAP in cells 
with mutated EGFR, YAP is activated by EGFR. Studying YAP target genes also showed that EGFR signals
 activate the transcription of these genes. On the other hand, when the cytoskeleton is inhibited, 
it causes an increase in cell stress and, at the same time, inhibits cell movement, invasion, and 
growth. These findings suggest that YAP collaborates with the actin cytoskeleton to enhance the 
harmful characteristics of lung cancer.

研究分野：がん治療学

キーワード： がん　細胞骨格

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では肺がんと細胞骨格の関連に関する示唆に富む結果を得た。肺がんは治療抵抗性が問題となっており、
本研究により明らかとなった細胞骨格によるアポトーシス抵抗性の発揮は、新たな治療戦略の設定に寄与する可
能性がある。肺がんの新たな治療法開発に繋がれば社会的貢献となることが期待される。

※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 

EGFRを標的としたチロシンキナーゼ阻害薬(TKI)による治療では、獲得耐性が問題となってい

る。原因として、①Driverの２次的変異（EGFR-T790M, 同 C797Sなど）や、②代替分子の活

性化が判明している。次世代 TKIを用いても耐性の克服は不十分であり喫緊の課題である。 

  EGFR や ALK などの増殖因子受容体は、増殖シグナルと同時に形態変化や移動性などから

なる機械的シグナルを伝えることで、癌としての力学的環境を維持している。実際に、多くの変

異 EGFR肺癌において細胞骨格系の異常が共存する。一方、野生型 EGFRを発現する肺癌にお

いても細胞骨格の活性化が高頻度で認められる。以上の事実は、肺癌における細胞骨格系の活性

化が治療抵抗性の獲得に何らかの役割を果たしてしていることを強く示唆している。細胞骨格

は Tubulin と Actin から構成され、重合と解離を繰り返す。しかしながら、なぜ細胞骨格が耐

性獲得を誘導するか？という問いに対する分子基盤は不明であった。近年、細胞骨格系の下流に

あっ機械的張力をモニターする分子として YAPが報告された。YAPは細胞質に存在し、細胞内

骨格から入力されるメカニカルテンションを検知し核移行して標的遺伝子の転写を活性化する。

その結果、①増殖、②細胞運動性、③アポトーシス抵抗性、を誘導することによって悪性度を加

速させる。興味深いことに、肺癌においては YAPが高発現しており、増殖・転移を誘導してい

る可能性が高い。これらの状況証拠を合わせると、YAPは変異 EGFRシグナルのみならず、癌

細胞の微小環境に由来する機械的ストレスを増殖・生存シグナルに変換しており、難治性肺癌の

増殖と運動性を誘導し、化学療法薬による細胞死回避も同時に行うことで治療抵抗性を支える、

という可能性が高い。 

 

２．研究の目的 

本研究課題では肺癌細胞が細胞骨格系を介して増殖・転移を誘導する分子基盤を解明するため、

YAP蛋白質の役割を明らかにする。EGFRシグナルによる YAP遺伝子の転写促進、および YAP

遺伝子の増幅が増殖と運動性に与える影響を同時に解析し、EGFR 変異と治療抵抗性の関連性

を明らかにする。さらに、in vitro, in vivoモデルを駆使して YAPの抑制による影響を解明する

とともに、その成果を応用した難治性肺癌の治療に向けた新たな基盤技術開発を目指すことと

した。 

 

３．研究の方法 

細胞培養：293T 細胞および H1975 細胞は ATCC から入手し、10%FBS/DMEM 培地で培養した。プラ

スミド DNA の一過性発現は、Polyethylenimine (PEI)を用いた。S100AX の発現抑制には、shRNA

発現ベクターLT3GEPIR を用いた。蛋白質の発現確認は、ウエスタンブロット法を用い、phospho-

EGFR (Y1068), phospho-YAP(CST 社)抗体等を用いた。mRNA 調整は RNeasy mini kit (Qiagen)を

用いた。創傷治癒アッセイでは、H1975 細胞を 12 ウェル プレートに播種し、コンフルエンス

に達するまで放置して単層を作成し、実験の 2 時間前に 8 ug/ml のマイトマイシン C で処理

した。ピペット チップで単層をスクラッチして創傷を作成し、指定された時間ポイントでイン

キュベートした後、24 時間の画像を取得した。トランスウェル浸潤アッセイでは、8.0 μm の

孔径を持つ Corning BioCoat Matrigel Invasion Chambers を用いて浸潤を評価した。化学誘

引物質として 10% FBS 培地を下部コンパートメントに分注し、細胞を上部コンパートメントに



追加した。細胞を 24 時間遊走させた後、チャンバーの底に移動した細胞を固定し、DiffQuick 

で染色した。 

 

４．研究成果 

 

肺癌における細胞骨格-YAP 系の活性化の仕組みの解明として、EGFR シグナルによる YAP 活性化

を解析した。EGFR 変異（L858R/T790M）を有する H1975 細胞を用いて、Actin と Tubulin（細胞

骨格マーカー）および細胞質および核移行した YAP を解析したところ、細胞質分画および核画分

において YAP が検出された。これらの量比は他の細胞より高く、EGFR シグナルによる YAP 活性

化が起こっている可能性が示唆された。 

肺癌における細胞骨格-YAP 系の活性化の仕組みの解明として、細胞骨格-YAP 系による治療抵抗

性の解析を行った。アポトーシス抵抗性は EGFR-TKI や化学療法の効果を決定する重要な因子で

あることから、細胞骨格を阻害し、抗癌剤含むストレス与え細胞死を検討した。その結果、骨格

系阻害が細胞ストレスを大幅に高めることを見出した。さらに同系による癌細胞に対する治療

抵抗性克服を明らかにすることが必要と考えられたため、細胞骨格ーYAP ノックアウト細胞の樹

立を試みたが、クローンの獲得ができなかた。一方、細胞骨格を制御する分子（S100AX）を用い

た YAP 制御を試みた。 制御分子の枯渇は細胞の遊走、浸潤、拡散を阻害した。 S100AX ノック

アウトは YAP 活性を阻害し、YAP 標的の発現を減少させた。 S100AX、F-アクチン、コルタクチ

ン、およびArp2の動態を調べると、S100AXとこれらの細胞骨格成分との関連が明らかとなった。

イオノマイシン刺激時の S100AX 動態では、同分子が細胞周縁部に非対称に移動し、F-アクチン

の逆行運動を彷彿とさせる動態を反映した。 全体として、我々の結果は、YAP が S100AX と連携

して、アクチン細胞骨格のリモデリングに関与することにより悪性肺腺癌の特性を促進するこ

とが示唆された。 
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