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研究成果の概要（和文）：腫瘍抑制ヒッポ・パスウエイはショウジョウバエからヒトまで保存さ

れているが、ヒトではより複雑化し、とくに上流の制御機構は、ショウジョウバエとの違いが

目立つ。研究当初は、既知の分子をもとに相互作用する分子を探索して、ヒトのヒッポ・パス

ウエイのオン・オフ機構を解明しようとした。その後、ヒッポ・パスウエイの活性をモニター

するアセイ系を構築し、ヒッポ・パスウエイの活性を亢進、抑制する化合物を探索し、得られ

た化合物の標的を決定することにより、オン・オフ機構を解明するアプローチを行った。その

結果、βアドレナリン受容体がヒッポ・パスウエイを活性化することを見出した。同時に、筋

萎縮治療やがん転移抑制に有用な薬剤の候補化合物の入手に成功している。線虫を対象とする

研究もおこなったが、線虫ではヒッポ・パスウエイの構成分子は保存されているが、全体とし

てヒッポ・パスウエイとしてのシグナルを形成していないことが明らかとなった。しかし、ヒ

トのヒッポ・パスウエイの制御分子として知られる RASSF のホモログがアクチン細胞骨格制御

に関わり Ras シグナルの下流で働くことが明らかとなり、今後のヒトでの解析の新しい手掛か

りを見出した。 

 
研究成果の概要（英文）：To clarify the molecular mechanism that regulates the mammalian 
Hippo pathway, we first searched for molecules that functionally and physically interact 
with the known components such as FAT4, Merlin, RASSFs, Salvador, and MOB1.  However, 
this attempt was not successful.  We subsequently established several cell-based assay 
systems to monitor the activity of the Hippo pathway and searched for chemical compounds 
that up-regulate or down-regulate the Hippo pathway.  We found that -adrenergic 
stimulants up-regulate the Hippo pathway.  This is the first study to report the 
implication of G protein-coupled receptors in the regulation of the Hippo pathway.  We 
have additionally obtained several candidate compounds that modulate the Hippo pathway.  
These compounds include candidates that promote myogenesis and that inhibit cancer 
invasiveness and metastasis.  We are currently analyzing how these compounds exhibit the 
effects and trying to find out new regulatory mechanisms of the Hippo pathway as well 
as to develop useful reagents for the treatment of muscle atrophy and cancer.  We also 
analyzed Caenorhabditis elegans homologs of RASSF and YAP, both of which are the 
components of the Hippo pathway, and found that the Hippo pathway is not conserved in 
Caenorhabditis elegans.  However the findings about Caenorhabditis elegans RASSF homolog 
has shed light on the putative function of RASSF, which may be useful for the future study 
in the mammalian Hippo pathway. 
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１．研究開始当初の背景 
ヒッポ・パスウエイは、器官の大きさを制御
するシグナル伝達系としてショウジョウバ
エで見いだされた。ヒトでも保存され、腫瘍
抑制機構として機能している。ショウジョウ
バエのヒッポ・パスウエイは、①細胞極性に
関わる接着分子などの膜蛋白とその裏打ち
蛋白からなる上流制御分子、②二つの蛋白リ
ン酸化酵素とアダプター・活性制御分子から
なる中核キナーゼカスケード、③転写コアク
チベーターの三つのパーツから構成される。
ヒッポ・パスウエイが活性化すると転写コア
クチベーターはリン酸化され、細胞核から細
胞質に移行して、遺伝子転写が抑制される。
転写コアクチベーターは細胞周期を進め、細
胞死を抑制する遺伝子の転写を起こす。正常
の上皮細胞では、細胞密度があがりコンフル
エントな状態になるとヒッポ・パスウエイが
活性化して、細胞周期がとまる。DNA 損傷を
起こすような傷害が加わるときも、ヒッポ・
パスウエイが活性化して、細胞周期がとまる。
ヒッポ・パスウエイが破綻すると、接触抑制、
チェックポイントが働かなくなり、発がん、
がんの悪性化が起こる。ヒッポ・パスウエイ
の破綻は、ヒトがん症例で高頻度に認められ、
臨床的予後と相関するため、ヒッポ・パスウ
エイの機能を補填する治療方法の開発は、が
ん治療に大きな意味をもち、研究開始の時点
で、すでに、研究者・製薬企業の関心を集め
ていた。 
 ヒトではヒッポ・パスウエイによって二つ
の転写コアクチベーターYAP と TAZ が制御さ
れている。YAP は腸管、肝臓、神経の組織幹
細胞の自己複製、分化制御に関わり、臓器の
再生修復に重要である。TAZ は肺、腎臓の器
官形成に関わり、間葉組織幹細胞の骨細胞、
筋細胞への分化を促進し、脂肪細胞分化を抑
制する。このため、ヒッポ・パスウエイは、
がん研究の観点のみならず、再生医学の観点
でも注目されつつあった。 

 ヒッポ・パスウエイはショウジョウバエと
ヒトでよく保存されているとはいえ、ショウ
ジョウバエで一つの分子がヒトでは複数に
なっている例が多い。例えば、ヒッポ・パス
ウエイの標的となる転写コアクチベーター
は、ショウジョウバエではYorkie一つだが、
ヒトでは前述のように YAP と TAZ 二つある。
さらに、研究の進展により、ヒッポ・パスウ
エイを構成する分子が、多様な分子と相互作
用し、他のシグナル伝達系ともクロス・トー
クすることが示され、ヒトのヒッポ・パスウ
エイはショウジョウバエで確立された枠組
みを越える広がりを見せ始めていた。とくに
上流制御分子については、ショウジョウバエ
とヒトでは差異が大きいと予測されていた
が、その詳細は不明にとどまっていた。 

本研究がスタートした時点では、構成分子
のノックダウン、ノックアウトによる抑制実
験、ヒッポ・パスウエイにより負に制御され
る転写コアクチベーターの恒常的活性変異
体の発現によって、ヒッポ・パスウエイの機
能不全がもたらす病態を摸倣する実験が、ヒ
ッポ・パスウエイ研究の常套的手段となって
いた。このような極端な条件はヒトの病態の
モデルとしては必ずしも適切でない。また、
ヒッポ・パスウエイの過剰な機能がもたらす
病態を解析する方法も確立されていなかっ
た。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ショジョウバエと異なる点が多
いと予測されるヒトのヒッポ・パスウエイの
オン・オフのメカニズムを解明し、内在的発
現レベルのヒッポ・パスウエイを前提として、
ヒッポ・パスウエイを活性化、抑制する手法
を確立し、ヒッポ・パスウエイの生理的機能
とその破綻によるヒト疾病の病態を解明に
役立てることを目的とした。 

 

３．研究の方法 



研究スタートの時点では、大きく四つの方法
を計画した。 

１）ヒッポ・パスウエイを構成因子のうち、
上流に位置する接着分子 FAT4、裏打ち蛋白
Merlin、中核キナーゼに対してアダプター的
に機能する RASSF、Salvador、MOB1 に相互作
用する分子を、免疫沈降、質量分析、酵母ツ
ーハイブリッド法により同定する。 
２）ヒッポ・パスウエイが保存されている細
胞系において、中核キナーゼ MST1/2 が活性
化される条件を見出し、活性化された MST1/2
に起こる変化を質量分析によって同定する。 
３）RASSF6 が MST1/2 と複合体を形成して互
いに抑制的に機能し、ヒッポ・パスウエイが
活性化すると、複合体が乖離して、RASSF6 は
ヒッポ・パスウエイと独立に細胞死を誘導す
ることを明らかにしていたが、このメカニズ
ムが RASSF6 以外の RASSF にも当てはまるか
を解析し、ヒッポ・パスウエイのオン・オフ
における RASSF の位置づけを明らかにする。 
４）RASSF には Ras 結合ドメインがあり、シ
ョウジョウバエではヒッポ・パスウエイが
Ras シグナルと関係することが遺伝学的研究
で示されている。Ras の活性化が上述の
RASSF6 と MST1/2 の相互作用に与える影響を
解析する。 
 
三年間の研究過程において、当初計画にない、
以下の方法も用いた。 
５）ヒッポ・パスウエイの活性をモニターす
るアセイ系を樹立し、化合物ライブラリーの
中から、ヒッポ・パスウエイを活性化、抑制
する候補化合物を選定し、その標的を解析す
ることにより、ヒッポ・パスウエイのオン・
オフに重要な分子を同定する。 
６）線虫にヒッポ・パスウエイが保存されて
いるかを確認し、保存されている場合は、線
虫のヒッポ・パスウエイのオン・オフに関わ
る分子を同定する。 
 
４． 研究成果 
当初計画した分子間相互作用と MST1/2 の修
飾の解析からはヒッポ・パスウエイのオン・
オフに関わる新しい分子機構は見出されな
かったが、他の方法により、以下の成果があ
げられた。 
 
１）βアドレナリン受容体による転写コアク
チベーターYAP の制御の解明： 
U2OS 細胞は、ヒト肉腫由来であるがヒッポ・
パスウエイが保たれている。この細胞に GFP
融合 YAPを発現させると細胞核と細胞質に分
布する。細胞密度があがると GFP-YAP は細胞
質に集積し、LATS1/2 の発現を抑制すると細
胞核に集積する。細胞密度が低く細胞核に
GFP-YAP が分布する条件において、GFP-YAP
を細胞質に集積する化合物を探索する系を

作り、その系の有効性を機能既知の 1,600 化
合 物 を 用い て 行っ た。 こ の過 程 で、
dobutamine がβアドレナリン受容体を介し
て、LATS1/2 の活性を高めて YAP を負に制御
することを見出した。その後、哺乳動物のヒ
ッポ・パスウエイでは、ショウジョウバエと
異なり、G 蛋白共役受容体が上流に位置して
いることが他のグループからも報告されて
いるが、私たちの dobutamine の報告がその
第一例目である。この成果を発表した論文は
JB論文賞の対象となった。 
 
２）転写コアクチベーターYAP を抑制する候
補化合物の獲得： 
上述の GFP-YAP を発現する U2OS 細胞のアセ
イ系を用いて 18,000 化合物を対象とするス
クリーニングを行い、GFP-YAP を細胞質に集
積させる化合物を獲得した。その中から、が
んに抑制的に働く化合物を選択した。現在、
製薬企業との共同研究として、個体レベルで
の評価を含む解析の段階に進んでいる。 
 
３）転写コアクチベーターTAZ を活性化する
候補化合物の獲得とその応用： 
ヒトにおいて YAP と並んでヒッポ・パスウエ
イの標的となっているTAZが強い腫瘍源性を
持つことに私たちは気が付いた。不死化ヒト
乳腺上皮細胞にTAZを増幅発現させ、LATS1/2
をノックダウンすると、浮遊状態でも生育可
能となり sphere を形成する。この性質を利
用して、TAZ を活性化させる候補化合物を獲
得した．得られた化合物は、マウス間葉組織
幹細胞の骨細胞分化を促進し、脂肪細胞分化
を抑制し、マウス筋芽 C2C12 細胞の筋分化を
促進するなど、多彩な作用を示した。現在、
これらの化合物を研究試薬として用いて、が
んの悪性化、臓器の線維化、筋組織の再生修
復、マクロファージの機能におけるヒッポ・
パスウエイとTAZの役割を解明しようとして
いる。 
 
４）ヒッポ・パスウエイを活性化、抑制する
薬剤を探索する新しいアセイ系の樹立： 
ヒッポ・パスウエイを活性化、抑制する化合
物をまず同定し、続いて、その分子標的を追
求する研究手法は、ヒッポ・パスウエイのオ
ン・オフ機構の解明に有効であるのみならず、
ただちに、ヒッポ・パスウエイの生理機能を
解明する手段を提供してくれることが明ら
かとなった。そこで、上述した二つのアセイ
系以外にもヒッポ・パスウエイの機能に影響
する化合物を探索するアセイ系を作ること
にした。これまでに、U2OS 細胞に GFP-TAZ を
発現させた系、ヒト網膜色素上皮 ARPE19 細
胞に YAP と TEAD に応答するレポーターを組
み込んだ系の樹立を終え、現在、その有効性
を検証している。 



 
５）腎臓尿細管上皮細胞におけるヒッポ・パ
スウエイと RASSF6 の機能の解明： 
本研究がスタートした時点で、RASSF6 が各種
のがん細胞、ラット初代培養肝細胞の細胞死
を担っていることを明らかにしていた。
RASSF6 は腎臓での発現が高く、元々、腎臓で
同定されて分子であるので、腎臓での機能に
興味が持たれた。腎臓では RASSF6 は糸球体
と近位尿細管上皮細胞に発現し、特に後者の
アピカル膜に集積し、実験的ネフローゼを起
こして高蛋白に曝露すると小胞状の局在を
示すことが観察された。この観察を踏まえて
不死化ヒト尿細管上皮 HK-2 細胞を用いて実
験を行い、HK-2細胞が高浸透圧にさらされる
とヒッポ・パスウエイが活性化し RASSF6 を
介する細胞死がおこること、RASSF6 は Rab11
と局在が一致し、primary cilia にも分布す
ることを明らかにした。RASSF6 は primary 
cilia の形成に関わると予測されるが、詳細
の解明は、今後の課題となっている。 
 
６）RASSF3 の腫瘍抑制分子としての機能の解
明： 
RASSF3 はヒトがんで発現抑制が認められ他
のRASSFと同様に腫瘍抑制分子として機能す
ると予測されていたが、その詳細は不明に止
まっていた。そこで、RASSF3 が、RASSF6 と
同じようにヒッポ・パスウエイの活性制御に
関わるかを明らかにしたいと考え、RASSF3 の
解析を行った。その結果、RASSF3 が MDM2 と
結合し、細胞に DNA 損傷をおこす傷害が働く
と、RASSF3 が MDM2 の自己分解を促進して、
p53 を安定化させ、G1/S アレストをおこすこ
とを明らかにした。RASSF3 はヒッポ・パスウ
エイの中核キナーゼ MST1/2 に結合するが、
MST1/2 のキナーゼ活性を抑制せず RASSF6 と
異なることも明らかにした。 
 
７）RASSF と YAP の線虫ホモログの同定とそ
の機能の解明： 
ヒッポ・パスウエイを構成する分子のホモロ
グは線虫ゲノムにも保存されているが、それ
らが一つのシグナル伝達系を構成している
かは不明であった。もし線虫にもヒッポ・パ
スウエイが保存されているならば、線虫を対
象とするゲノムワイドのノックダウン実験、
化合物ライブラリーによる探索が、ヒッポ・
パスウエイのオン・オフ機構の解明に有効と
期待された。そこで、RASSF のホモログと YAP
のホモログをそれぞれ RSF-1、YAP-1 として
解析した。RSF-1 は MST1/2 ホモログと結合し
てキナーゼ活性を上げ、ヒト RASSF の中では
RASSF1A に近い性質をもち、Ras との直接結
合は確認されなかったが、遺伝学的には Ras
の下流で機能していることが明らかとなっ
た。また、アクチン細胞骨格の制御に関わる

可能性が示唆された。YAP-1 は、LATS1/2 ホ
モログ WTS-1、TEAD ホモログ Egl-44 と相互
作用し、WTS-1 依存的に細胞核から細胞質に
局在を変え、Egl-44 の転写を高める点で、ヒ
トの YAP と類似していることが確認された。
ところが、MST1/2 や RASSF のホモログ、他の
ヒッポ・パスウエイの上流制御分子のホモロ
グをノックダウンしてもYAP-1の細胞内局在
には変化が起こらなかった。すなわち、線虫
ではヒッポ・パスウエイの構成分子のうち、
MST1/2 より上流の部分と、LATS1/2 より下流
の部分はつながっていないと解釈される。線
虫をヒッポ・パスウエイのオン・オフ機構の
解明に利用するに至らなかったが、この一連
の研究は線虫における RASSF、YAP について
の初めての報告である。 
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