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研究成果の概要（和文）：肺癌におけるEGFR遺伝子変異と、細胞の増殖と生存を制御するMOB1下流の転写共役因
子であるYAPとの機能的関連を調べた。血清欠乏の条件下で、EGF刺激はEGFR遺伝子変異陽性非小細胞肺癌細胞株
でYAPの活性化を誘導したが、EGFR野生型の細胞株では誘導しなかった。EGFRを強制発現させた細胞株を用いて
も、EGF刺激によるYAP活性化は変異型EGFR細胞のみで認められた。
さらに、血清欠乏下のEGF刺激によって、野生型ではアポトーシスが有意に誘導されたが。変異型発現細胞はア
ポトーシス耐性を示した。YAPをノックダウンすると、変異型発現細胞においてもアポトーシスが観察されるよ
うになった。

研究成果の概要（英文）：The functional association between EGFR mutations in lung cancer and YAP, a 
transcriptional coactivator, which is a downstream of MOB1 that regulates cell growth and survival, 
was investigated. Under conditions of serum deprivation, EGF stimulation induced YAP activation in 
EGFR mutation-positive non-small cell lung cancer cell lines, but not in EGFR wild-type cell lines; 
even when EGFR was forced to express the mutant EGFR cell lines, EGF stimulation induced YAP 
activation only in mutant EGFR cells.
Furthermore, EGF stimulation under serum deprivation significantly induced apoptosis in wild-type 
cells, whereas Mutant-expressing cells were resistant to apoptosis; knockdown of YAP resulted in the
 observation of apoptosis in mutant-expressing cells as well.

研究分野：癌生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
EGFR遺伝子変異陽性非小細胞肺癌においては、Hippo-MOB1下流の転写共役因子であるYAPがEGF刺激により活性化
され、EGF誘導性アポトーシスに対する抵抗性を有することで細胞の生存に特異的に寄与することが明らかとな
った。普遍的な増殖因子の一つであるEGFに対して、EGFR野生型細胞ではアポトーシスを介した増殖の制御が有
効に機能する一方、EGFR変異陽性細胞においてはそのような制御が機能せず寧ろ異常な増殖を来し、発癌や癌の
増大の一因となりうると考えられる。今後同経路及びクロストークすると考えられるRAS-MAPKキナーゼ経路の解
析を継続し、Hippo経路を標的とした治療薬開発を進める。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
Hippo 経路は、細胞の増殖や組織のサイズなど生命の恒常性維持に必須の経路であり、ショウ
ジョウバエから哺乳類に至るまで保存されている(Cancer Cell;2016, 29, 783-803)。哺乳類の
Hippo 経路は、MST キナーゼ/LATS キナーゼとそのアダプター分子である SAV1/MOB1 の 4 つを
core component とする。Hippo 経路が活性化されると、下流の転写共役因子 YAP/TAZ がリン酸化
される。リン酸化 YAP/TAZ は細胞核外に排除され、タンパク質崩壊を受けることでその標的遺伝
子の転写が抑制される。YAP/TAZ は CTGF や Survivin (BIRC5)、Amphiregulin (AREG)、CYR61 な
ど、主に細胞増殖促進および抗アポトーシスに関連する遺伝子を転写標的としているため
(Cancer Science, 2013;104:1271-77)、Hippo 経路はがん抑制性のシグナル伝達経路として働く
ものと考えられている。 
申請者は、ノックアウトマウスを用いて、肺の形態形成および気管支肺胞幹細胞（BASC）の維
持 MOB1 が重要な役割を担っていることを世界で初めて報告した九州大学の知見
（Oncogene;36(29):2017, 4201-4211）を基に、肺腺癌における MOB1 発現と予後との相関を解析
し報告を行った (Thoracic Cancer ;2020, (10):2830-2839)。癌の発生もしくは増殖進展を抑
制しているという MOB1 の他癌腫における報告とは異なり、手術検体を用いた我々の研究におい
ては、MOB1 の高発現は無病生存期間 (DFS)を短縮させる予後不良因子であった。更に交絡しう
る因子別解析を実施したところ、EGFR 遺伝子変異陽性の集団のみにおいて、MOB1 高発現と DFS
短縮の強い相関が認められた。以上の自らの知見に基づき、申請者は、MOB1 タンパクの発現及
びその下流において転写を制御する転写共益因子である YAP/TAZ は、EGFR 遺伝子変異陽性肺癌
の増殖・生存に特異的な機能を有しているという仮説を基に本研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
非小細胞肺癌の細胞株及び臨床検体を用いて、EGFR 遺伝子変異陽性肺癌における MOB1 および
MOB1 下流の YAP の発現解析、及び遺伝子転写制御の解析を行う。本研究は、EGFR 遺伝子変異陽
性肺癌 (NSCLC)における Hippo 経路の特異的な機能を解明し、本経路を利用した新たな標的治
療法開発の基盤的知見を得ることを目的とする。 
 
（本文） 
３．研究の方法 
①EGFR 遺伝子変異陽性 NSCLC 細胞株における EGF による YAP 活性化 
 我々はまず、非腫瘍ヒト
気道上皮細胞株である
BEAS-2B および、EGFR 遺伝
子野生型または EGFR 遺伝
子変異陽性ヒト NSCLC 細胞
株における YAP の蛋白発現
を評価した。イムノブロッ
ト解析の結果、YAP の蛋白
発現は EGFR 野生型の細胞
株よりも EGFR 遺伝子変異
陽性の細胞株で高い傾向が
あることが明らかになっ
た。この結果から、EGF-EGFR
シグナルは EGFR 遺伝子変
異陽性の細胞においてより
強く YAP 機能に影響を及ぼ
す可能性が示唆された。そ
こで我々は、血清欠乏条件
下にEGFR野生型のNSCLC細
胞株（H1299と A549）とEGFR
遺伝子変異陽性 NSCLC 細胞
株（PC9 と HCC827）を用いて、YAP 活性に対する EGF の影響を解析した。イムノブロット解析の
結果、EGF は PC9 と HCC827 細胞では YAP の Ser127 における阻害的リン酸化を低下させ、YAP の
活性化を示す所見を認めた一方で、H1299 と A549 細胞では EGF による YAP の阻害的リン酸化の
変化は認めなかった（図 1A）。この結果と一致するように、RT-qPCR 解析では、EGFR 遺伝子変異
陽性の細胞株において、YAP の代表的な標的遺伝子である結合組織増殖因子（connective tissue 
growth factor ; CTGF）の mRNA 発現が、EGF によって強力に増加することが明らかになった（図
1B）。これらの所見から、EGF は EGFR 遺伝子変異陽性 NSCLC でより強力に YAP シグナルを活性化
することが示された。 
 

 



②EGFR 野生型細胞における変異型 EGFR の強制発現は、EGF による YAP 活性化を誘導する 
del19 と野生型の細胞間に観察さ
れた EGF 刺激に対する YAP 活性化
の違いが変異型EGFRに依存するも
のかどうかを調べるため、レトロ
ウイルス感染により野生型EGFRお
よび変異型 EGFR を発現する A549
細胞株（EGFR 野生型の NSCLC 細胞
株）を樹立した。血清欠乏の条件下
で、del19 変異型の EGFR を発現し
ている A549 細胞では、EGF 刺激に
よる YAP の阻害的リン酸化の低下
がみられ、YAP 活性化が誘導された
が、EGFR 野生型を過剰発現してい
る細胞株では誘導されなかった
（図 2）。これらの結果は、del19 の
ような EGFR 活性化変異が、NSCLC
における EGF 刺激による YAP の活
性化を誘導することを示している。 
 
⓷YAP は変異型 EGFR を発現する細胞を EGF 誘導性アポトーシスから保護する 
 上記結果を発展させるべく、EGFR 遺伝子変異陽性 NSCLC における EGF 誘導性 YAP 活性化の機
能的意義を検討した。EGF 刺激が特定の条件下でアポトーシスを誘導することが既に報告されて
いることから、EGFR の野生型及び del19 変異型を強制発現させた A549 細胞株の生存能に対する
EGF の影響を調べた。血清欠乏条件下で EGF 刺激を行うと、野生型 EGFR を発現している細胞の
生存率は低下したが、変異型 EGFR を発現している細胞の生存率は低下しなかった（図 3A）。次
に、この効果がアポトーシスの誘導によるものかどうかをフローサイトメトリーで解析した。フ
ローサイトメトリーでは、EGF 刺激は野生型 EGFR 発現細胞ではアネキシン V 陽性（アポトーシ
ス）細胞数を有意に増加させたが、del19 変異型 EGFR 発現細胞では増加させなかった（図 3B）。
さらに、YAP 発現と細胞生存との関連を解析した。siRNA を用いて YAP をノックダウンすると、
野生型または変異型 EGFR のいずれの細胞でもアポトーシス細胞の増加がみられた。また、YAP
のノックダウンにより、野生型 EGFR 発現細胞のみならず、del19 発現細胞でも EGF 誘導性のア
ポトーシスを認めるようになった（図 3C）。二元配置分散分析（Two-way ANOVA）により、変異
型 EGFR を発現している細胞についてのみ、EGF 刺激と YAP ノックダウンとの間に有意な相互作
用が認められた。これは、野生型 EGFR を発現している細胞では EGF 刺激と YAP ノックダウンに
よるアポトーシス誘導は相加的な効果である一方で、変異型 EGFR を発現している細胞では相乗
的な効果をもつことを示唆している（図 3D）。これらの結果から、EGFR 遺伝子変異陽性 NSCLC の
EGF 誘導アポトーシスに対する抵抗性に YAP が関与していることが示唆された。 

 
 

 

 



4 研究成果 
EGFR 遺伝子変異陽性非小細胞肺癌においては、MOB1 下流の転写共役因子である YAP が EGF 刺
激により活性化され、EGF 誘導性アポトーシスに対する抵抗性を有することで細胞の生存に特異
的に寄与することが明らかとなった。最も普遍的な細胞外増殖因子の一つである EGF に対して、
EGFR 野生型細胞ではアポトーシスを介した増殖の制御が有効に機能する一方、EGFR 変異陽性細
胞においてはそのような制御機構が働かずに寧ろ異常な増殖を来し、発癌や癌の増大の一因と
なりうると考えられる。本制御機構の機能においては、EGFR 変異陽性時に恒常的に活性化する
RAS-MAPK 経路とのクロストークが重要であると考えられることから、今後同経路の詳細な解析
を通して最終的な目標である Hippo-MOB1-YAP 経路を標的とした治療薬開発を進めていく。 
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