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研究成果の概要（和文）：Hippo pathway によってリン酸化制御を受けるYes-associated protein (YAP)は、細胞の増
殖期において核内移行し、標的遺伝子を活性化する。我々はTGF-β シグナルの伝達物質Smad3と結合し、connective t
issue growth factor (CTGF)発現を調節することを見出した。YAPがTGF-βシグナルと協調的に働くことにより、CTGF
のプロモーター上にYAP/TEAD4/Smad3/p300の複合体が形成されてCTGFの転写活性を促進し、がん細胞の増殖を促進する
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Hippo signaling pathway inhibits the transcriptional coactivation activity of Yes-
associated protein (YAP) by inducing phosphorylation and cytoplasmic retention of YAP. In this study, we h
ave found a functional interaction between the Hippo and TGF-beta pathways in regulating connective tissue
 growth factor (CTGF). Expression of CTGF in malignant tumor cells was induced by the formation of a YAP/T
EAD4/Smad3/p300 complex on the CTGF promoter. Our data suggest that CTGF is an important modulator of tumo
r cell growth.
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１． 研究開始当初の背景 
最近新たな oncogene として注目を集

めることになった YAP は、癌抑制遺伝
子 NF2 によって活性化される Hippo 
pathway が負に機能調節する転写コアク
チベーターであり、器官形成時にサイズ
を決める因子として最初にショウジョウ
バエで Yki として同定された。Yki はそ
の後、Wts キナーゼ 蛋白質により直接リ
ン酸化をうけ機能を抑制されることがわ
かった。ショウジョウバエでの Hippo 
pathway の構成因子は哺乳類で高度に
保存されており、YAP は Wats のホモロ
グであり癌抑制遺伝子 Lats から直接リ
ン酸化され、核内に保持される。YAP が、
増殖促進作用を持つことが示唆する報告
が数多くなされている。YAP を過剰発現
させるとショウジョウバエの器官が大き
くなり、マウス由来線維芽細胞である
NIH-3T3 細胞の細胞密度を上げたシャ
ーレの中で細胞培養を行うと、増殖中で
は YAP が核の中に認められるが、
confluent になり contact inhibition が起
こると核外に移行し増殖が止まる。NF2
が Mst、Lats を始めとする Hippo 
pathway を活性化し、Lats が YAP をリ
ン酸化することによって YAP を核外に
放出する。 
いくつかのヒト癌細胞において YAP

の核内での局在が明らかにされた。YAP
は乳癌をはじめとする様々な癌において
核内での発現が認められているが、必ず
しもこれらのすべての癌でNF2やHippo 
pathway の構成因子の欠失が認められて
いるわけではない。これらのことから、
YAP は oncogene としての機能を持つこ
とが示唆され、口腔領域の悪性腫瘍で、
YAP がどのような発現パターンや機能を
示すかを調べるという着想に至った。 
 
 
２． 研究の目的 
本研究は悪性腫瘍の増殖とその増殖を補

佐する周囲間質組織との相互作用のメカニ
ズムを解明し、早期の有効な治療法開発に
結び付けることを目的としている。その一
つのアプローチとして最近注目を集めてい
る新たな oncogene の一つである YAP とそ
の上流で YAP の局在を制御する Hippo 
pathway について腫瘍細胞そのものと、周
囲の間質細胞双方での働きを検討する。
YAP が直接転写に関わっているたんぱく
質としては connective tissue growth 
factor (CTGF)が知られている。繊維芽細胞
での YAP の働きは TGF-β シグナルのそれ
と似通った部分があり、CTGF が変化の中
心的役割を担っていることも考えられる。
本研究では扁平上皮癌細胞、骨肉腫細胞を

中心とする口腔がん、線維芽細胞双方での
YAP の働きを検討する。 
 
 
３． 研究の方法 
分子標的治療は、癌患者での治療の体力

的負担を減らし尚且つ有効な手段として、
種々の癌で実際に行われ、良好な治療成績
をおさめるものも出てきている。しかしな
がら癌は由来の器官などによりその性質は
多岐にとんでおり、それぞれの癌種におけ
るきめ細やかな検討が必要であると考えら
れる。最近新たに oncogene として発見さ
れたYAP およびHippo pathwayは口腔領
域の腫瘍においても重要な働きをすること
が示唆されている。申請者らの現在までの
研究により、YAP が細胞増殖において強力
な作用を持つことは明白である。本研究で
は、口腔がん細胞のみならず増殖に強い影
響を及ぼす周囲間質細胞にも着目し、癌組
織全体での発現や制御を行うことで、新た
な分子標的遺伝子としての YAP の役割を
検討した。 
口腔がんとして、扁平上皮癌細胞や、骨

肉腫細胞における YAP や、YAP に発現の
制御をうけ、間質造成に影響を及ぼす
CTGFたんぱく質の発現をそれぞれ調べた。
また、YAP と協調的に CTGF の発現を上
昇させるサイトカインである TGF-β 処理
を行い、がん細胞内のシグナルの伝達を確
認する。更に YAP や CTGF を過剰発現さ
せ、口腔がんの細胞増殖に与える影響を in 
vitro で検討した。YAP、NF2 をレンチウ
イルスベクターに組み込み、癌細胞に感染
させる。更に short hairpin YAP を組み込
んだレンチウィルスベクターを 感染させ
YAP たんぱく質の発現を阻害し、両者の細
胞増殖に対する影響を MTT 法で検討する。
細胞内にNF2が存在するとLats がリン酸
化を受け、YAP を核外に移行させ転写活性
を抑制する。更にこれらの経路に影響を受
ける遺伝子の包括的な変化を検討する。 
 
 
４． 研究成果 

TGF-β は、上皮由来細胞では増殖抑制
に働くが、非上皮由来細胞では増殖を促
進する。我々はヒト胎児腎細胞由来 293
細胞と悪性中皮腫細胞を用いてTGF-βシ
グナルと YAP の機能上のクロストーク
について調べたところ、YAP と TGF-β
双方によって転写制御される遺伝子が 
CTGF (Connective Tissue Growth 
Factor) や endothelin-1 など、少数の遺
伝子であることを見出した。この CTGF
のプロモーター領域を調べた結果、
TGF-β のシグナル伝達因子 Smad2/3 の
DNA 結合サイトと、TEAD 結合サイトが
隣合わせに存在し、CTGF の発現を、
TGF-β 刺激と YAP が協調的に促進する



可能性がることがわかった。この結果を
もとに、更に解析を進めたところ Smad3、
YAP と、転写のコアクチベーターである
P300、更に DNA 結合領域を持ち、YAP
と結合してその転写活性を促進させる
TEAD の４つのたんぱく質が複合体形成
の際にお互いの存在により結合を強める
ことをみいだした（図１）。 
 

 
更にレポーターアッセーや CHIP アッセ
ーなどの結果により、プロモーター上で
複合体を形成した Smad/YAP/TEAD/ 
P300 が CTGF の転写活性を促進するこ
とがわかった（図２）。 

TGF-β は、上皮由来細胞では増殖抑制
に働くが、非上皮由来細胞では増殖を促
進する。口腔領域のがんとしては、扁平
上皮癌が圧倒的多数を占めているが、非
上皮由来細胞に起因するがんも珍しくな
い。上皮由来がんである扁平上皮癌では
TGF-β により、悪性度が低い段階では増
殖が抑制されることがわかっているので、
一貫してTGF-βにより促進作用を受ける
と考えられる非上皮由来骨肉腫細胞株を
用いてまず実験を行ってみた。 

TGF-β の口腔領域での非上皮由来がん
細胞における増殖促進作用に関わる因子
に興味を持ち、骨肉腫細胞である 143B
細胞、HOS 細胞を使用して実験を行った。
これらの細胞では、TGF-β 処理を行うと
Smad2 がリン酸化され、CTGF の発現の
上昇が認められた。TGF-β 受容体の阻害
剤を加えると、細胞増殖の低下が認めら
れ、増殖が抑制された。骨肉腫細胞では、
Hippo タンパク質の発現異常は特には認

められていないが、増殖期には核内での
YAP の発現を認めた。143B 細胞、HOS
細胞を YAP、CTGF それぞれのたんぱく
質発現を siRNA で抑制すると、細胞増殖
は抑制された。従って、悪性中皮腫のみ
ならず、骨肉腫細胞においても、TGF-β、
YAP、CTGF は、それぞれ細胞の増殖に
重要な役割を果たしていることが考えら
れた。 
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