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研究成果の概要（和文）：Hippo pathwayの因子WW45の変異を細胞株および臨床検体で認めた。この変異を有する細胞
株において、エフェクター因子であるYAP1およびTAZのノックダウン細胞株を樹立した。YAP1のノックダウンでは、pil
e up現象の抑制、TAZのノックダウンではEMT様の表現型の減弱を認めた。YAP1のノックダウンにより、既知の標的遺伝
子のCTGFの発現低下とともにTGFB2の発現低下を認めており、表現型との関与を検討中である。

研究成果の概要（英文）：We discovered somatic mutations of WW45, which is a components of the Hippo 
pathway, in cell lines and clinical samples of liver cancer. Using one of these cell lines, We 
established YAP1 or TAZ knockdown cells. These transcription cofactors are downstream effector genes for 
this pathway. The YAP1 knocked-down cells could not grow overcoming contact inhibition. The TAZ 
knocked-down cells partially lost the phenotype like EMT. In YAP1 knocked-down cells, the expression of 
TGFB2 decresed in concordance with the expression of CTGF, an already-known target of YAP1. We are now 
examining the relationship between the phenotype and the expressed gene.

研究分野： 肝臓学

キーワード： 肝癌　Hippo pathway　上皮間葉移行
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１．研究開始当初の背景 
Hippo pathway は、近年明らかとなったシグ
ナル伝達経路であり、腫瘍形成に関連してい
るとともに、細胞における接触阻止をはじめ、
細胞に加わった力を感知するシステムや癌
幹細胞に関与することが知られ、注目される
ようになっている。 
肝癌においてもマウスモデルを用いた解析
により、このシグナルが肝細胞の増殖、発癌
に重要な役割を果たすことが明らかにされ
ている。 
われわれは、高密度オリゴヌクレオチドア
レイを用いた消化器癌細胞株における網羅
的なゲノム異常の解析により、肝癌細胞株
HT17 に Hippo pathway の構成因子である
WW45 のホモ欠失があることを認め、さらに
ゲノム DNA のシークエンスにより、HLE、
HLF 細胞に機能喪失変異、臨床検体 2 例に
もミスセンス変異を認めることを見出して
いた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Hippo pathway と肝癌および肝
硬変などの肝臓における各種病態との関与
を明らかとすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
臨床検体から DNA を抽出し、WW45 のシー
クエンスを行う。 
HLE、HLF 細胞に関して、shRNA を用いて
Hippo pathway のエフェクター遺伝子であ
る YAP および TAZ のノックダウン株を作成
する。表現型を解析、また、これらの株から
RNA を抽出し、YAP および TAZ のそれぞれ
の下流、発癌への関与を解析する。 
 
４．研究成果 
臨床検体での解析において 2 検体でミスセ
ンス変異を認めた。レポーターアッセイで、
これらの遺伝子異常で、WW45 遺伝子の活
性が低下することが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
HLF 細胞において YAP1 と TAZ のノック
ダウン細胞を樹立した。 
HLF 細胞は密集しても pile up する現象を
認め、Hippo シグナルの異常により接触阻
害がかからないことが示唆された。 
この現象は、YAP1 のノックダウン株でキ
ャンセルされた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
HLF細胞のTAZノックダウン細胞株では、
EMT 様変化の減弱を認め、E-カドヘリン
の発現上昇およびビメンチンの発現低下を
認めた。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また YAP1 のノックダウン株では、既知の
標的遺伝子である CTGF の発現低下とと
もに TGF2 の発現低下を認めていた。 
HLE, HLF 細胞は他の肝癌細胞株と比較
し、EMT 様の特性を所持しており、YAP1
の活性化に伴うTGF2やCTGFの発現上昇
が関与している可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

HLE,HLF 細胞のほかに、細胞株のデータベ
ー ス で あ る Cancer Cell Line 
Encyclopedia(www.broadinstitute.org/ccle/
home)によると SK-HEP1 細胞にもこの
pathway の LATS1 遺伝子の変異を認めてい
ることが判明した。 
これらの細胞はいずれもCD90陽性であるこ
とが報告されている (Hepatology 2013; 
57:1484-97)。われわれのさらなる検討では、
Hippo pathway との関連が示唆されている
CD44 (Cancer Res 2010;70: 2455-64)や受容
体 型 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ で あ る
AXL(Oncogene 2011; 30:1229-40)の発現も
陽性であることを確認した。 
われわれは、PLC/PRF/5、HepG2、Hep3B、
Huh1、Huh6、Huh7、HLE、HLF、HT17、
SK-HEP-1、JHH1、JHH4、JHH7、SNU398、
SNU449 の 15 種類の肝癌細胞株を有してお
り、ゲノム異常のデータを有している。この
中で、HLE、HLF、HT17、SK-HEP-1、JHH4、
SNU449 の 6 種類の細胞では、CD44、CD90、
AXL が高発現である一方、非常に興味深いこ
とに、残りの 9種類の細胞ではほとんど発現
しておらず、明瞭に区別された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
まとめ 
肝癌において Hippo pathway の因子の遺伝子
変異を認めた。この pathway の異常を伴う細
胞株では間葉系の表現型を呈しており、癌幹
細胞とも関連している可能性が示唆された。 
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