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研究成果の概要（和文）： 
 LATS2 遺伝子が悪性中皮腫の新規がん抑制遺伝子であり、中皮腫の約 20％において不活性
化していることを明らかにした。中皮腫細胞で NF2 遺伝子や LATS2 遺伝子が変異することに
より、細胞内の腫瘍抑制シグナル系である Hippo 経路の不活性化が引き起こされる。その結果、
YAP 分子の活性化を引き起こし、サイクリン D や結合組織成長因子などの転写促進を誘導し、
中皮腫の悪性形質の増強を引き起こしていることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We identified that the LATS2 gene is a novel tumor suppressor gene of malignant 
mesothelioma (MM) and that LATS2 is inactivated in around 20% of MM cases. 
Inactivation of NF2 and/or LATS2 results in dysregulation of the Hippo tumor suppressive 
signaling cascade in MM cells. We found that Hippo pathway inactivation causes YAP 
activation and enhances transcription of the cyclin D and CTGF genes, which induces a 
more malignant phenotype of MM.   
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１．研究開始当初の背景 
 悪性中皮腫はアスベスト曝露から 30-40 年
の潜伏期を経て発症する極めて難治性の腫
瘍である。本邦においてはアスベストの規制
が遅れたため、今後、中皮腫の患者数の増加
が見込まれ、2020-2025 年ごろをピークに現
在の 4－5 倍の死亡者数が予想されている。
他の頻度の高い腫瘍では分子標的治療法が

奏功し、その主たる要因は活性型のがん遺伝
子産物を標的とした戦略が有効であったと
考えられているが、中皮腫においては
CDKN2A, NF2 といったがん抑制遺伝子の
異常の存在は報告されていたものの、その他
の遺伝子異常・ゲノム異常の本態は未だ不明
であった。 
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２．研究の目的 
 悪性中皮腫の発生に関わる、がん遺伝子、
がん抑制遺伝子の詳細は明らかではなく、新
規分子診断法や分子標的療法の開発への大
きな支障となっている。我々が樹立した中皮
腫細胞株を用いた 244K アレイ comparative 
genomic hybridization (CGH) 解析データ
ベースを利用し、中皮腫における新規がん関
連遺伝子の同定を目的とする。特に染色体
13q12領域におけるホモザイガス欠失領域に
着目し、その標的遺伝子を明らかにする。同
定された遺伝子の中皮腫における細胞生物
学的な役割を明らかにするとともに、中皮腫
臨床検体での変異･発現異常の頻度、臨床病
理学的指標との関連について検討し、悪性中
皮腫に対する新規分子診断法への応用を目
的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）染色体 13q12 ホモザイガス欠失領域に
存在する遺伝子について PCR法やシークエン
シング法、ウエスタンブロット法等による変
異･発現解析を行い、標的遺伝子を同定する。 
（２）同定された遺伝子、LATS2 について臨
床検体を用いた遺伝子変異解析および発現
解析を行う。 
（３）LATS2 遺伝子に関する野生型および機
能不活型 LATS2 のプラスミド発現ベクター
（pCDNA3.1-V5/His）、レンチウイルス発現ベ
クター (pLentiLox3.7) を構築し、翻訳産物
の発現誘導ができるかどうか、ウエスタンブ
ロット法や Immunocytochemistry等で検討す
る。これらの発現ベクターをもちい、LATS2
欠失細胞株に対する腫瘍抑制効果をＭＴＴ
アッセイやコロニーフォーメーションアッ
セイにて検討する。また足場非依存性増殖に
与える影響をソフトアガロース培養法にて
検討する。 
（４） LATS2 が関与する Hippoシグナル伝達
系について検討を行い、LATS2がリン酸化を
触媒する YAP分子（転写コアクチベーター）
の活性化状態、YAP が転写する遺伝子群の解
析を行い、中皮腫の悪性化の原因となる機構
の解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１）LATS2 遺伝子が悪性中皮腫の新規がん
抑制遺伝子であることの同定 
染色体 13q12.11 領域における LATS2 遺伝

子の変異解析を進め、中皮腫細胞株合計 20
株中４株にホモザイガス欠失を、３株にナン
センス変異あるいは小欠失を同定した (表
１)。LATS2 発現プラスミド、レンチウイルス
ベクターを構築し、LATS2 欠損中皮腫細胞株
にトランスフェクションしたところ、増殖能
および足場非依存性増殖能の低下を明らか
にした。さらにボイデンチャンバー法にて浸

潤能の低下を明らかにした。25症例の臨床腫
瘍検体からゲノム DNA を抽出し、アレイ CGH
解析あるいはシークエンシングを施行し３
例において不活性型ゲノム異常を同定した。
さらに 45 症例で抗 LATS2 抗体を用いて免疫
組織染色を施行したところ、13 例（29%）で
発現の減弱を認めた。 
 
表 １. 中皮腫細胞株７株において同定さ
れた LATS2 遺伝子変異 

 細胞株  LATS2 遺伝子変異 
Y-MESO-14  ホモザイガス欠失 

Y-MESO-26B  ナンセンス変異 

NCI-H2052  ホモザイガス欠失 

Y-MESO-21  ホモザイガス欠失 

Y-MESO-27  ホモザイガス欠失 

Y-MESO-30  61個アミノ酸欠失 

MSTO-211H  14個アミノ酸欠失 

 
さらに 1 株（Y-MESO-28）において SAV1遺

伝子のホモザイガス欠失が同定されたが、他
の細胞株では遺伝子異常は検出されなかっ
た。 
 
（２）LATS2 不活性化により引き起こされる
YAP がん遺伝子産物の恒常的活性化と中皮腫
細胞に与える悪性形質の解明 
 Merlin (NF2 遺伝子産物)-Hippo シグナル
伝達系は NF2 が 40-50％、LATS2 が～20％、
さらに SAV1が 5％未満で変異していることが
明らかとなったため、LATS2 が制御する YAP
がん遺伝子産物について解析を進めた。（図 
１） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
図１．中皮腫細胞における Merlin (NF2 遺伝
子産物)-Hippo シグナル伝達系異常 
 
LATS2 が不活性化している細胞株に野生型

LATS2 遺伝子をトランスフェクションしたと
ころ、YAP がリン酸化され転写コアクチベー
ターとして不活性化されることを明らかに

 



した。さらに、免疫組織染色にて悪性中皮腫
45 例中 36例にて YAPの発現を確認し、33 例
において細胞核での強陽性所見を認め、多く
の中皮腫組織において YAPが恒常的に活性化
（転写コアクチベータとして活性化）してい
ることを明らかにした。 
YAP が恒常的に活性化している３株の中皮

腫細胞株を用い、RNA 干渉法を用いてノック
ダウンし発現が低下する遺伝子群を網羅的
な発現解析（DNA マイクロアレイ法）を用い
て検討した。228 遺伝子が 3 株に共通して発
現抑制され、特にサイクリン D1 や FOXM1 な
どの細胞周期を正に制御する遺伝子群が YAP
により転写が制御されていることが明らか
となった。サイクリン D1, FOXM1 のプロモー
ター領域に YAP および転写因子 TEAD が結合
することをクロマチン免疫沈降法、転写レベ
ルが増強することをルシフェラーゼリポー
ターアッセイによって明かにした。これらの
遺伝子のノックダウンにより中皮腫細胞の
増殖が抑えられた。 
 
（３）CTGFの発現亢進 
YAP により結合組織増殖因子（CTGF）遺伝

子の転写も亢進され、in vivo において腫瘍
間質の造成に関与していることを明らかに
した。さらに、CTGF の転写促進には TGF-beta
シグナル伝達系の活性化が関与しているこ
とも明らかとなった。CTGFをノックダウンし
た中皮腫細胞株をヌードマウスに移植した
ところ、コントロールに比べマウスの生存が
延長し、CTGFが in vivoにおいて腫瘍の悪性
化に関与していることが明らかとなった。す
なわち、中皮腫細胞では Hippoシグナル伝達
系の不活性化のみならず TGF-beta 系の活性
化が協調して CTGFの発現亢進を引き起こし、
中皮腫の悪性形質の獲得に係わっているこ
とが明らかとなった。 
 
（４）NF2-Hippo シグナル伝達系に関わるそ
の他の分子の異常 
悪性中皮腫における Merlin (NF2 遺伝子産

物）-Hippo腫瘍抑制シグナル伝達系に係わる
コンポーネントについて中皮腫細胞株 24 株
を用いてさらに詳細に検討し、NF2、 LATS2、
SAV1遺伝子の不活性化の他に LATS1、 AJUBA、 
KIBRA 遺伝子の不活化異常の存在を新たに明
らかにした。LATS1は LATS2 とホモローグ（リ
ン酸化酵素）であるが、LATS1 分子も上流の
Hippo シグナルを受けて YAP がん遺伝子産物
（転写コアクチベーター）のリン酸化（不活
性化）に関与していることが示唆された。
LATS1の不活性化は 24細胞株中 5株において
認められ、その内 3 株は LATS2の不活性化が
共に認められた。LATS2 遺伝子が不活性化し
ている中皮細胞（24株中 6株）では LATS1遺
伝子が共に不活性化した場合、YAP の恒常的

な活性化（低リン酸化状態）がさらに増強さ
れることが明らかとなった。一方、中皮腫細
胞において YAP の抑制（リン酸化）は LATS1
よりも LATS2がドミナントに作用することが
示唆された。 
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