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研究成果の概要（和文）：哺乳類HippoホモログであるMst1/Mst2は Rap1エフェクター分子 RAPL

と会合しリンパ球インテグリン LFA-1 を介する接着や移動する。さらに RAPL は G1 サイクリン

阻害分子である p27Kip1 を介して細胞周期を負に調節していることがわかった。また、組織イ

メージングの解析から Mst1 は胸腺細胞の移動や選択に必要であることが判明した。これらの過

程が障害されるとリンパ増殖性病態や自己免疫様病態を呈することが分かった。

研究成果の概要（英文）：Mst1/Mst2, Mammalian homolog of Hippo associates with Rap1 effector
RAPL and regulates lymphocyte adhesion and migration through leukocyte integrin LFA-1.
Furthermore, RAPL negatively regulate cell cycle through G1 cyclin inhibitor p27Kip1.
In addition, tissue imaging analysis has revealed that Mst1 is required for efficient
thymocyte trafficking and selection. Consequently, deficiencies of RAPL and Mst1 lead
to lymphoproliferative and autoimmune-like disorders.
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１．研究開始当初の背景

細胞接着は個体発生、器官形成、創傷治癒、

生体防御など、多細胞生物の成り立ちに必須

な機能である。インテグリンは細胞外マトリ

ックスや他の細胞への接着に介在すること

によってこれらの過程を調節する重要な役

割を担っている。インテグリンは単に細胞接

着分子として機能するのではなく、細胞内シ

グナルによる接着性調節（inside-out シグナ

ル）を受け、細胞接着の強さをダイナミック

に変化させる働きと、接着によって細胞外環

境の情報を感知し、細胞内へと伝える働き

（outside-in シグナル）があり、これらのイ

ンテグリンを介する双方向性のシグナル伝

達が、細胞形態変化や細胞移動生み出し、さ

らに細胞機能、増殖、生存に影響を与える。

線維芽細胞など付着性の細胞は、インテグリ
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ンを介する接着が増殖・生存に必要であり、

増殖後、細胞間接着がおこると、接触阻害

(contact inhibition)によって増殖が停止す

ることが知られている。一方、血液・免疫系

の細胞のように浮遊系の細胞では、サイトカ

イン、ケモカイン、抗原などの受容体を介し

て inside-out シグナルが惹起され、インテ

グリンの接着性が亢進し、血管内皮細胞や細

胞外マトリックスに接着する。このような接

着は活発な細胞移動を誘導し、炎症局所への

移動を促進する。本研究課題提案は、このよ

うな接着現象を背景に、二つの異なる研究の

流れが Mst1/Mst2シグナルの同定に至ったこ

とに基づいている。一つは哺乳類の免疫担当

細胞のインテグリン調節機構の研究におい

て、低分子量 G タンパク質 Rap1 による接着

調節のシグナル伝達から、もう一つはショウ

ジョウバエの Hippo と呼ばれる接触阻害と器

官サイズの調節シグナルからである。Rap1 に

ついては、K-ras による形質転換された線維

芽細胞をもとの形質に戻す作用があること

が 報 告 さ れ た が (Kitayama, Cell 56:

77, .1989)、細胞伸展や増殖の接触阻害など

の細胞接着の障害よりはむしろ、Ras のアン

タゴニストとしての作用に重点が置かれた

研究がなされた。申請者らは、免疫系におけ

るインテグリン LFA-1 の活性化に Rap1 が重

要なシグナルとして機能していることを最

初 に 見 出 し （ Katagiri, Mol.Cell.Biol.

20:1956, 2000)、抗原受容体やケモカインに

よる inside-out シグナルとして機能してい

る こ と を 明 ら か に し た （ Katagiri.

Mol.Cell.Biol.22:1001, 2002、Shimonaka. J

Cell Biol 161, 417, 2003）。また、新規 Rap1

エフェクター分子 RAPL を同定し(Katagiri,

Nat. Immunol 4: 741. 2003)、RAPL 欠損マウ

スの解析から、これらはリンパ球や抗原提示

細胞のインテグリン接着や生体内動態に不

可欠であることを示した(Katagiri, Nat

Immunol 5: 1045-1051, 2004、、Katagiri,)。

さらに RAPL の下流ターゲット分子として、

Ste20-like キナーゼに属する Mst1 を同定し

た(Katagiri, Nat Immunol 7: 919, 2006)。

Mst1 は従来、アポトーシスに関連していると

報告されていたが、生体内での役割は不明で

あった。申請者らは、Rap1/RAPL は Mst1 に結

合しキナーゼ活性と細胞内局在を調節する

ことによって細胞極性とインテグリンの局

在を調節し、リンパ球などの免疫担当細胞の

接着や生体内動態に必須であることを明ら

かにした(Katagiri, EMBO J 28:1319, 2009)。

一方、ショウジョウバエ Hippo(Hpo)は、哺乳

類 Mst1/Mst2 のホモログであり、その変異は

翅や眼の原基における細胞増殖亢進とアポ

トーシス阻害に至る。Hippo 経路に関与する

分子が同定され、哺乳類にいたるまで保存さ

れていることがわかった。Hippo 経路は、

Hipo(Mst1/2)(カッコ内哺乳類ホモログ、以

下同様）, Salvador(WW45）、Mats（MOB）、

Warts(Lats1/2)などのアダプター分子、タン

パク質キナーゼをコアとして、転写因子

Yorkie (YAP）をリン酸化し、核内移行を阻

害している。この制御が働かなくなると、

Yorkie は核に移行し、細胞増殖亢進とアポト

ーシス阻害、器官サイズの増大に至る。Hippo

の上流のシグナルとして、FERM ドメインをも

った細胞骨格分子 Merlin, Expanded や

Fat(protocadherin)などの細胞接着関連分

子が報告されており、細胞接着による増殖・

アポトーシス制御に関わることが予想され

ている(Zeng, Cancer Cell 13:188,2008)。

哺乳類では、Lats2, WW45 欠損マウス由来の

MEF 細胞は接触阻害が障害されていることか

ら、Hippo 経路は哺乳類においても細胞接着

を介する増殖制御による器官サイズをコン

ト ロ ー ル す る と 考 え ら れ て い る

（Kango-Singh, Dev Dyn 238:1627:2009)。

しかし、哺乳類において Hippo 経路が生理的

にどのような機能をもつか明らかにされて

いない。意外なことに RAPL 欠損マウスはリ

ンホーマ、肝癌、肺癌を、また、Mst1 欠損マ

ウスでは活性化リンパ球、ミエロイド系細胞

（好中球、単球）の増加や組織浸潤がおこる

（投稿準備中）。したがって、Mst1 はインテ

グリン細胞接着とともに、細胞増殖を制御し

ている可能性があり、Hippo の保存された機

能がインテグリン接着を介して機能してい

ることが予想されることから、その制御機構

を免疫系、非免疫系を総合して、明らかにす

ることを提案するに至った。

２．研究の目的

ショウジョウバエ Hippo経路はがん抑制遺伝

子として機能し、接触阻害による増殖抑制、

アポトーシス、細胞周期制御に関与している。

Hippoの哺乳類ホモログの一つであるMst1は

免疫系においてインテグリンによる接着を

制御していることから、接着を介する細胞活
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性化、増殖、生存に関与している可能性があ

る。しかし、Mst2 を含め、その機能はいまだ

不明である。本計画では、インテグリンを介

する増殖・生存シグナル伝達における

Mst1/Mst2 の役割とその分子基盤を明らかに

する。そのため、Mst1、Mst2 欠損マウスを用

いてインテグリン接着による機能、増殖と生

存について調べる。また、Mst1/2 のキナーゼ

基質を同定し、その機能を明らかにする。こ

れらの結果に基づいて、Mst1/2 の生理的役割

を解明する。

３．研究の方法

（１） RAPL, Mst1, Mst2 欠損マウス由来リ

ンパ球を用いて抗原受容体(TCR, BCR)架橋刺

激による増殖、細胞周期解析を FACS, ウエス

タンブロット法にて行う。サイクリン・サイ

クリンキナーゼの発現と細胞内局在を共焦

点顕微鏡を用いて解析する。

（２）RAPL シグナルによる p27Kip1 の核内移

行、S10 リン酸化への効果。RAPL 過剰発現、

ノックダウンによる p27Kip1 の発現レベル、

局在を解析する。

（３）p27Kip1 S10A knock-in:RAPL KO マウ

スを用いて核外移行シグナル変異によるリ

ンパ球増殖効果の是正および in vivo におけ

るリンパ増殖性病態への効果を調べる。

（４）Mst1 KO マウス、Mst2 KO マウスの表

現系を明らかにし、リンパ増殖性病態の原因

を明らかにする。そのため、TCR トランジェ

ニックマウスと交配し、胸腺細胞選択過程に

ついて調べる。

（５） Mst1KO マウス胸腺において胸腺細胞

の動態と活性化の解析を胸腺組織と 2光子レ

ーザー顕微鏡を用いて行う。

４．研究成果

RAPL ノックアウトマウスでは加齢ととも

に抗 2本鎖 DNA 抗体などの自己抗体価が上昇

し，腎臓に免疫複合体が沈着しループス腎炎

を発症した。 1 年以内に 30％の割合でリン

パ節および脾臓において Bリンパ腫を発症す

ることが明らかになった。RAPL 欠損 B細胞お

よび RAPL 欠損 T細胞では， CDK2 活性が 2～

3 倍も上昇していた。しかし p27kip1 は分解

されず、細胞質に蓄積していた．p27kip1 は

核において CDK2 の活性を阻害できなければ，

細胞増殖を抑制することができない。抗原刺

激によって正常な B細胞では p27kip1 は数分

以内に細胞質から核へと移行するのに対し，

RAPL欠損B細胞では細胞質にとどまったまま

であった。正常な T 細胞では抗原刺激後、

p27kip1 は核から細胞質へと移行するが，

RAPL欠損T細胞ではその割合が2倍に増加し

ていた。さらに p27kip1 の核から細胞質への

移行には 10 番目のセリン残基のリン酸化が

必要であるが，RAPL はそのリン酸化を抑制す

ることで p27kip1の核への移行を促進してい

ることが明らかになった。 p27kip1 の 10 番

目のセリン残基をアラニン残基に変換した

p27kip1変異体をノックインしたRAPL欠損マ

ウスでは自己免疫疾患やリンパ腫の発症が

抑制された。

Mst1欠損マウスはT細胞のみ増殖亢進がみ

られ、加齢すると自己免疫様症状を呈するが、

p27 の異常は見られなかった。Mst1 はリンパ

組織に多く発現し、免疫細胞に特に発現が多

いのに対して、Mst2 は多くの組織で発現して

いる。Mst2 欠損マウスは発生および発育に異

常は認められなかった。リンパ節、脾臓、胸

腺のリンパ球数、各サブセット（naive リン

パ球, 制御性 T 細胞、辺縁洞 B細胞、など）、

も正常であった。T 細胞を単離し、抗原刺激

による増殖やアポトーシスを調べたが、野生

型と同じ程度で特に異常は見られなかった。

また、T 細胞をラベルし、野生型マウスに移

入してリンパ球ホーミングを調べたが異常

は見られなかった。Mst1/Mst2 のダブルノッ

クアウトは胎性致死であるので、Lck-Cre マ

ウスと交配し、T 細胞系列でダブル欠損マウ

スを作製した。その結果、Mst1 で見られた末

梢リンパ組織（リンパ節や脾臓）での T およ

び Bリンパ球数と比較してさらに減少してい

た。T 細胞を単離しリンパ球のホーミングを

調べたところ、著しい低下がみられた。Mst1

欠損では加齢とともに活性化エフェクター

細胞が増加するが、ダブル欠損では若齢から

エフェクター細胞が増加傾向であった。Mst1

の下流分子と報告されている, Mob, Foxo1,

Foxo3 などの発現は正常であった。in vivo

で naive T 細胞の異常な活性化は Mst1 で見

られた自己寛容の破綻である可能性がある。

in vitro では Mst1 同様に、明らかな RAPL と

SARAH ドメインを介した結合がみられた。こ

れらの結果から、Mst2 は少なくともリンパ球

に関しては Mst1 と同様な機能をもつが、必

須ではないことが明らかになった。

Mst2 が redundant であることから Mst1 欠
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損マウスに絞って解析を行った。Mst1 欠損マ

ウスでは活性化 T細胞の増加と多臓器への浸

潤、自己抗体の産生が加齢とともに顕著にな

ることが判明した。活性化Ｔ細胞の増加はＴ

細胞特定的 Mst1 欠損でおこることから T 細

胞の異常であった。胸腺細胞の選択過程では、

Mst1 欠損によって正の選択、負の選択過程の

障害が認められた。さらに ICAM-1 欠損胸腺

細胞を T細胞欠損マウスに移入によって活性

化 T細胞の増加、肺、肝臓などへの浸潤が引

き 起 こ さ れ た こ と から 、 Mst1 に よ る

LFA-1/ICAM-1 を介する接着制御の異常が免

疫寛容破綻につながり、活性化 T細胞必要で

あることが示唆された。胸腺組織では ICAM-1

は髄質内の樹状細胞(DC)、胸腺上皮細胞

(mTEC)に発現していることから、これらの抗

原提示細胞と胸腺細胞の相互作用を 2光子顕

微鏡による胸腺組織イメージングを用いて

解析した。その結果、CD4+胸腺細胞の髄質内

での移動、および抗原認識に Mst1 による

LFA-1/ICAM-1 を介した接着が必要であるこ

とが判明した。

現在、Mst1 の下流分子について、リン酸

化ターゲット候補分子の解析を進めており、

今後、分子基盤を明らかにしていく。また、

Mst1/Mst2 の機能として細胞動態制御のほか、

細胞分化やアポトーシスにかかわる可能性

がある。免疫応答における Hippo 経路の関与

を今後明らかにする必要がある。
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