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研究成果の概要（和文）：Hippo pathwayの主要な構成因子であるTAZは臓器サイズのコントロールや癌の進展な
ど様々な病態に関与する。本研究では肺線維症におけるTAZの機能的役割を解析した。TAZは特発性肺線維症の肺
における線維芽細胞巣において高発現していた。in vitroではTAZは肺線維芽細胞において、筋線維芽細胞への
分化、細胞増殖、遊走、マトリックス収縮能を制御していた。遺伝子発現プロファイリングによりCTGFやコラー
ゲンⅠの発現がTAZによりコントロールされることが分かった。以上より、TAZは肺線維芽細胞を活性化し、肺線
維化に寄与することが明らかにされた。

研究成果の概要（英文）：TAZ, a key component of the Hippo pathway, regulates a variety of biological
 processes including control of organ size and cancer progression. In this study, we explored the 
roles of TAZ in the pathogenesis of idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) through histological 
analyses of human lung tissues and cell culture experiments. TAZ was highly expressed in the 
fibroblastic foci of lungs from patients with IPF. TAZ controlled myofibroblast marker expression, 
proliferation, migration, and matrix contraction in cultured lung fibroblasts. Gene expression 
profiling revealed TAZ-mediated regulation of connective tissue growth factor and type I collagen. 
These findings suggest that TAZ is involved in the pathogenesis of IPF through multifaceted effects 
on lung fibroblasts.

研究分野： 呼吸器内科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
Hippo pathway はショウジョウバエから

ヒトまで進化的に保存された経路で、contact 
inhibition を担うシグナル伝達系として働き、
細胞増殖、生存において重要な役割を果たす。
TAZ は Hippo pathway の主要な構成因子で
ある。 
近年、 Hippo pathway は細胞外基質

（ECM）の硬さや細胞形態などの情報を細胞
内に伝えるメカノトランスダクションにお
いて中核的な役割を果たすことが報告され
た。 
 肺癌では肺線維芽細胞は癌間質の主要な
構 成 成分で あ り、癌 関 連線維 芽 細 胞
（Cancer-associated fibroblasts; CAF）と呼
ばれ、活性化された CAF は成長因子などに
より細胞間の相互作用や ECM の修飾を誘導
し癌の進展を促進する。また肺線維症でも活
性化した線維芽細胞が線維化部位に集積し、
ECM の産生・分解による ECM のリモデリ
ングを通じ、肺組織の線維化・硬化を引き起
こす。両疾患における肺線維芽細胞は高い収
縮能やα-smooth muscle actin（α-SMA）の
高発現など類似した性質を持ち、ECM リモ
デリングは両疾患の主要な病態の一つであ
る。 
 これらのことから肺線維症や肺癌の間質
において Hippo pathway が活性化され、こ
れらの病態に寄与している可能性が示唆さ
れる。 
 
２．研究の目的 
肺線維芽細胞における TAZ の機能を解析

し、肺癌及び肺線維症への寄与を解明するこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
肺線維芽細胞における TAZ の機能を、（１）

in vitro、（２）in vivo、（３）臨床検体を用
いた実験で解析する。 
（１）TAZ の内因性発現が高いヒト肺線維芽
細胞株である HFL-1 細胞を用いて、siRNA に
より TAZをノックダウンし、細胞増殖、遊走、
ECM 産生・分解能を解析する。 
細胞増殖能は direct cell count で測定す

る。遊走能はボイデンチャンバーを用いたト
ランスウェルアッセイで評価する。マトリク
ス収縮能はコラーゲンゲルゲルコントラク
ションアッセイで評価する。type I コラー
ゲンでコートされた硬度の異なるポリアク
リルアミドハイドロゲル上でHFL-1細胞を培
養し、TAZ の細胞局在を免疫蛍光染色で調べ
る。 
TAZ の上記機能における分子学的機序を調

べるために、TAZがノックダウンされたHFL-1
細胞から RNA を抽出し、RNA シーケンスを行
い、肺線維芽細胞における TAZ 標的遺伝子を
同定する。 
（２）マウスを全身麻酔下に経口挿管し、高
圧シリンジに接続したミクロ噴霧器を用い

てブレオマイシンの気管内投与を行う。2 週
間後、肺組織で Taz の免疫染色を行い、線維
芽細胞や肺胞上皮におけるTaz発現を解析す
る。次に、Taz ヘテロノックアウトマウスを
用いて実験を行う。ブレオマイシン投与 2週
間後、肺組織はホルマリン固定後、HE 染色、
Azan 染色を行い、Ashcroft score で肺線維
化を評価する。さらに Flexivent を用いた肺
エラスタンスなどの呼吸機能の評価、Sircol
アッセイによる肺のコラーゲンの定量化、肺
RNA・蛋白におけるコラーゲンの発現解析を
行う。また、BALF を抽出し細胞成分の解析を
行う。 
（３）肺癌及び肺線維症の臨床検体を用いて、
CAF や fibroblastic foci などにおける TAZ
の発現を免疫組織染色で調べる。α-SMA の発
現も同様に免疫染色で調べ、TAZ との共発現
を評価する。 
 
４．研究成果 
（１）HFL-1 細胞において siRNA で TAZ をノ
ックダウンし、まずα-SMA タンパク発現を
immunoblot で評価したところ、TAZ ノックダ
ウン群でα-SMA タンパク発現が低下してお
り、筋線維芽細胞への分化に TAZ が関与して
いることが示唆された。次に細胞増殖能を評
価したところ、TAZ ノックダウン群で増殖能
は低下していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次にボイデンチャンバーを用いたトラン

スウェルアッセイおよびスクラッチアッセ
イで細胞遊走能を調べたところ、TAZ ノック
ダウン群で遊走能は低下していた。 
 さらにコラーゲンゲルコントラクション
アッセイを行い、マトリックス収縮能を評価
したところ、TAZ ノックダウン群で収縮能は
低下していた。 
 
 
 
 
 
 
 
Hippo pathway は細胞外基質（ECM）の硬さ

などの情報を細胞内に伝えるメカノトラン
スダクションにおいて重要な役割を果たす
ことが近年明らかにされている。硬度の異な



るポリアクリルアミドハイドロゲル上で
HFL-1 細胞を培養し、TAZ の細胞局在を免疫
蛍光染色で調べたところ、線維化肺の硬度で
ある 25kPa のハイドロゲル上では TAZは核内
にのみ存在していたが、正常肺の硬度である
0.5kPa のハイドロゲル上においては核内の
みならず細胞質にも TAZ の染色を認めた。こ
のことから線維化肺においてECMの硬度が増
すと TAZ の核内移行が促進され、増殖・遊走・
ECM リモデリング能が増加し、さらに ECM の
硬度が増すという positive feedback 機構の
存在が示唆された。 
 次に上記機能の分子学的機序を探るため
にTAZノックダウン群とコントロール群から
RNA を抽出し、RNA-seq による遺伝子発現プ
ロファイリングを行った。2 種類の siRNA で
共通する TAZ標的遺伝子を 94個抽出し、gene 
ontology解析を行ったところ、cell motility
や cell migration が上位に挙げられた。そ
の中に CTGF や Col1A2 が存在し、qRT-PCR や
immunoblot で再確認した。CTGF は肺線維芽
細胞の増殖、遊走、ECM 合成に関わると報告
されており、またCTGFはTAZのdirect target
であり、TGF-smad pathway と協調して発現が
促進されることが他の細胞で明らかにされ
ており、肺線維芽細胞においても TAZ が CTGF
発現を制御し、肺線維化に寄与している可能
性が考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
最後にLung Genomics Research Consortium 

(LGRC) データベースを用いて、間質性肺炎
の肺組織におけるTAZ発現と肺機能との関連
を評価した。TAZ の発現が高いほど、努力肺
活量および拡散能が低下することが分かり、
TAZ の発現は間質性肺炎の病勢と相関するこ
とが示唆された。 
 

（２）野生型のマウスにミクロ噴霧器を用い
てブレオマイシンの気管内投与を行った2週
間後、肺組織で TAZ の免疫染色を行った。そ
の結果、炎症/線維化部位における肺上皮細
胞や線維芽細胞においてTazは高発現してい

た。次に Taz ヘテロマウスを用いて同様にブ
レオマイシンの気管内投与を行った。2 週間
後に抽出した肺組織で Azan 染色を行い、
Ashcroft score で肺線維化を評価したが、野
生型とTazヘテロマウスで有意差を認めなか
った。同様に肺エラスタンス、肺コラーゲン
量、Col1a1 の RNA 発現量、BALF における細
胞成分を調べたが、有意差を認めなかった。
ブレオマイシンの気管内投与による肺炎症/
線維化がかなり強く生じてしまったため、マ
ウスの個体差もあり、Taz ヘテロノックアウ
トの影響が相対的に小さくなってしまった
可能性が考えられた。 
 
（３）肺癌組織で CAF における TAZ の発現を
免疫染色で調べたところ、ほとんど全ての
CAF に TAZ が高発現していた。そのため、肺
癌患者の予後や臨床病理学的パラメーター
との関連を見いだせなかった。 
また、特発性肺線維症（IPF）患者から得

られた肺組織を用いてTAZの免疫染色を行っ
たところ、fibroblastic foci の肺線維芽細
胞において TAZ は高発現していた。これらの
線維芽細胞はα-SMA 発現も高発現しており、
筋線維芽細胞としての特性を有していると
考えられた。 
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