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研究成果の概要（和文）：がんの転移過程において、上皮間葉転換 (EMT) と間葉上皮転換 (MET) は重要なステ
ップである。様々なEMTのメカニズムが報告されているが、間葉系の表現型を維持する機構については不明な点
が多い。
今回我々はHippo pathwayの構成因子であるLATS1キナーゼが、高悪性度の間葉系様乳癌細胞 (MDA-MB-231細胞) 
において、ZEB1のS939をリン酸化し、E-cadherin (上皮マーカー) の発現を抑制することで、間葉系の維持を促
進することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) and mesenchymal-to-epithelial
 transition (MET) play pivotal roles in tumor metastasis. In spite of many reports on various 
mechanisms of EMT, the maintenance mechanism of the mesenchymal phenotypes in transited cells 
remains obscure. 
Here, we show that LATS1, a core kinase of the Hippo pathway, maintains mesenchymal phenotypes 
through phosphorylation of ZEB1 S939 and suppression of E-cadherin (a marker of epithelial cells) to
 inhibit reversion from mesenchymal to epithelial phenotypes in the mesenchymal-like breast cancer 
cell line MDA-MB-231. 

研究分野：総合生物
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１．研究開始当初の背景 
 癌の浸潤転移過程において、上皮間葉転換
(EMT)は重要なプロセスである。EMT は上
皮系細胞がその細胞接着機能を失い、遊走性
の高い間葉系細胞に変化する現象で、癌にお
いては原発巣の上皮系癌細胞が基底膜を通
過する際にそれを起こすことが知られてい
る。EMT がおこる際には細胞間の接着因子
である E-カドヘリンの発現低下と、その転写
抑制因子であるZEBやSNAILの発現上昇が
みられることが特徴である。一旦間葉系の性
質を獲得すると、その性質を維持する機構が
あることが考えられるが、その機構について
は不明な点が多い。 
 癌抑制遺伝子 LATS1/LATS2 キナーゼは、
Hippo pathway の構成因子として知られて
いるが、その他にも Hippo pathway 非依存
的に、様々な基質を介して細胞周期制御や
DNA 損傷応答を行っている。近年では
LATS2が SNAILをリン酸化し、EMTを制
御することが報告されたが、LATS1 は
SNAILのリン酸化に寄与せず、EMTへの関
与は不明のままであった。 
 
２．研究の目的 
これまでに、申請者は高転移性の乳癌細胞
株において、LATS1 をノックダウンすると
E-カドヘリンの発現量が上昇することを見
出していた。さらに、LATS1 が ZEB1 をリ
ン酸化することも新たに見出していた。 
そこで、本研究では、LATS1-ZEB1経路に
着目し、LATS1による新規の EMT-MET調
節機構を明らかにし、癌の浸潤転移における
新たな分子機構モデルを提唱することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) LATS1/LATS2 ノックダウン細胞を用い
た E-カドヘリンの発現確認および運動能へ
の影響の確認 
①高転移性の間葉系様乳癌細胞株である
MDA-MB-231細胞を用いて、siRNAによる
LATS1またはLATS2のノックダウンを行い、
E-カドヘリンの発現量をウエスタンブロッ
ティングやリアルタイム PCR によって検出
し、コントロール細胞（GL2）と比較した。 
②上記と同様に、LATS1または LATS2のノ
ックダウンを行い、創傷治癒実験によって細
胞の運動能への影響を確認した。 
 
(2) ZEB1のリン酸化部位の決定 
 既に LATS1が ZEB1をリン酸化すること
を明らかにしていたので、リン酸化候補部位
を含むZEB1断片化および部位変異体のリコ
ンビナントタンパクを精製し、これらを用い
た in vitro キナーゼアッセイによって
LATS1 による特異的なリン酸化部位を探索
した。 
 
(3) リン酸化抗体の作製と品質チェック 

 上記(2)で決定したリン酸化部位を特異的
に認識する抗リン酸化抗体を作製し、ドット
ブロット、キナーゼアッセイ、ペプチドコン
ペティション、フォスファターゼアッセイな
どで、抗体の品質を確認した。 
 
(4) ZEB1 のリン酸化によるタンパク安定性
への影響の確認 
①LATS1ノックダウン細胞に、シクロヘキシ
ミド（タンパク合成阻害剤）または、MG132
（プロテアソーム阻害剤）などを添加し、タ
ンパク安定性をウエスタンブロッティング
によって評価した。 
②上記(2)で決定した ZEB1 のリン酸化部位
について、非リン酸化型変異体とリン酸化模
倣型変異体を作製した。この変異体を培養細
胞に過剰発現させ、①と同様の方法でタンパ
ク安定性を評価した。 
 
(5) ZEB1のリン酸化による E-カドヘリン発
現量への影響の確認 
 上記(4)-②で作製した ZEB1の変異体を用
いて、E-カドヘリンの発現量に変化がみられ
るか、リアルタイムPCRによって確認した。 
 
(6) 高悪性度の乳がん患者における ZEB1 リ
ン酸化レベルの確認 
 浸潤性乳管がん患者と非浸潤性乳管がん
患者の組織切片における、ZEB1 リン酸化レ
ベルを、リン酸化抗体を用いて、免疫組織染
色により比較した。 
 
４．研究成果 
(1) LATS1/LATS2 ノックダウン細胞を用い
た E-カドヘリンの発現確認および運動能へ
の影響の確認 
 MDA-MB-231 細胞を用いて LATS1 また
は LATS2をノックダウンすると、LATS1ノ
ックダウン細胞でのみ E-カドヘリンの発現
量がコントロール細胞に比べて上昇した(図
1)。 



 さらに、損傷治癒実験により運動能を確認
したところ、LATS1ノックダウン細胞では運
動能が抑制された(図 2)。 

 
(2) ZEB1のリン酸化部位の決定 
 E-カドヘリンの転写抑制因子である ZEB1
は、すでに LATS1 によってリン酸化される
ことを見出していた。そこで、リン酸化候補
部位を含むZEB1断片化および部位変異体の
タンパクを精製し、in vitro キナーゼアッセ
イを行ったところ、LATS1の主要なリン酸化
部位として ZEB1 の 939 番目のセリン残基
（ZEB1 S939）を同定した。 
 
(3) リン酸化抗体の作製と品質チェック 
 ZEB1 S939 のリン酸化に対する抗リン酸
化抗体（pS939抗体）を作製し、ドットブロ
ット、キナーゼアッセイ、フォスファターゼ
アッセイ等により、pS939 抗体がリン酸化
S939 を特異的に認識することを確認した。
この抗体を用いて、実際にMDA-MB-231細
胞内で、ZEB1 が LATS1 によってリン酸化
されることを ZEB1および LATS1のノック
ダウンにより確認し(図 3, Lane 1-3)、同時に
リン酸化および非リン酸化ペプチドを用い
たペプチドコンペティションによってリン
酸化抗体由来であることを確認した(図 3, 
Lane 4-6)。 

 
(4) ZEB1 のリン酸化によるタンパク安定性
への影響の確認 

 LATS1 ノックダウン細胞およびコントロ
ール細胞に、シクロヘキシミド（タンパク合
成阻害剤）を添加し、タンパク安定性をウエ
スタンブロッティングによって評価した。そ
の結果、LATS1ノックダウン細胞では ZEB1
タンパクが不安定になることが明らかとな
った(図 4)。 

 さらに、ZEB1 S939 のリン酸化模倣型変
異体（ S939D）と非リン酸化型変異体
（S939A）を作製し、同様にタンパク安定性
を確認したところ、リン酸化模倣型ではタン
パクが安定化する傾向が見られた。以上の結
果より、LATS1による ZEB1のリン酸化は、
ZEB1 タンパクの安定性に寄与する可能性が
示唆された。 
 
(5) ZEB1のリン酸化による E-カドヘリン発
現量への影響の確認 
 MDA-MB-231細胞に ZEB1の各種変異体
を過剰発現させ、E-カドヘリンの発現量をリ
アルタイム PCR によって確認した。その結
果、タンパク安定性の高い ZEB1リン酸化模
倣変異体（S939D）発現細胞において、E-
カドヘリンの発現が抑制される傾向が確認
できた。 
 
(6) 高悪性度の乳がん患者における ZEB1 リ
ン酸化レベルの確認 
 浸潤性乳管がん患者と非浸潤性乳管がん
患者の組織切片における、ZEB1 リン酸化レ
ベルを、リン酸化抗体を用いて、免疫組織染
色により比較した。その結果、浸潤性の乳が
ん患者では ZEB1 S939が高頻度にリン酸化
されることが明らかとなった(図 5)。 



 
 これらの結果より、高転移性の乳癌細胞に
おいて、LATS1はZEB1をリン酸化し、ZEB1
タンパクを安定化することによって、E-カド
ヘリンの発現量を抑制する機能があること
が明らかとなった(図 6)。 

 
 今回の発見により、間葉系のがん細胞にお
いて、LATS1 が E-カドヘリンの発現抑制を
おこない、間葉系の性質を維持するために必
要であることが示唆された（論文投稿中）。
これは LATS1が、①原発巣において、EMT
を起こした間葉系がん細胞を、再び上皮系に
戻ることを抑制する「がん促進性の性質」と、
②転移巣の間葉系がん細胞が METを起こし、
上皮系のがん細胞への転換を完了させるこ
とを抑制する「がん抑制性の性質」の両方を
併せ持つことを示唆している(図 7)。本研究
成果は、LATS1–ZEB1 経路を標的とした悪
性癌の浸潤・転移における新しい治療法や診
断方法の開発に繋がると期待できる。 
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