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研究成果の概要（和文）：腫瘍抑制Hippo シグナルの標的分子YAP1、TAZは組織幹細胞の維持に必要で活性が不
十分だと組織恒常性が破綻する。逆に活性が強すぎると発がんにつながる。従ってYAP1、TAZの活性化剤は組織
再生に、抑制剤はがん治療に有用と考えられる。YAP1、TAZの活性を計測するアセイ系を作り、活性化剤、阻害
剤を探索した。得られた候補をがん細胞や筋芽細胞のモデル細胞に投与して、がん治療、筋萎縮治療への応用の
可能性を検討した。YAP1、TAZの新しい制御機構の発見を期待して、標的分子の同定も試みている。Hippo シグ
ナルと関係が深いRASSF6が細胞周期停止、細胞死誘導を起こす機構の詳細も解明した。

研究成果の概要（英文）：YAP1 and TAZ, targets of the tumor suppressor Hippo pathway, regulate cell 
proliferation and differentiation.  Hyperactive YAP1 and TAZ provide cancer cells with malignant 
properties and shorten disease-free survival. On the other hands, YAP1 and TAZ play essential roles 
in tissue stem cells and their activities are crucial for tissue homeostasis. Thereby, YAP1 and TAZ 
inhibitors and activators are useful in cancer therapy and regenerative medicine, respectively. We 
established cell-based assays to search for YAP1 and TAZ inhibitors and activators, and performed 
the chemical compound screening. We characterized the obtained candidates, validated the assays and 
evaluated their therapeutic potentiality. We also studied RASSF6, a tumor suppressor that is closely
 related to the Hippo pathway. We revealed that RASSF6 blocks MDM2-mediated degradation of p53. Ras 
signaling strengthens the binding of RASSF6 to MDM2. In this way, RASSF6 functions as a tumor 
suppressor against oncogenic Ras.

研究分野： 医化学
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１．研究開始当初の背景 
Hippo シグナルは器官サイズを決定するシ
グナル伝達系として、ショジョウバエの遺伝
学的解析から見出された。まず、細胞の増殖
制御に異常を起こす遺伝子変異が探索され、
Warts と Hippo という 2 つのキナーゼの遺伝
子変異が細胞増殖異常を示し、器官の肥大を
招くことが見出された。前後して、同じよう
な表現型を示す遺伝子変異が次々と見つか
った。しかも、それらがコードする遺伝子産
物が相互作用することが示され、全体として
一つのシグナル系を構成することが明らか
となり、Hippo の名前をとって Hippo シグナ
ルと命名された。しかし、その後、Hippo シ
グナルの中核を構成するのは、Hippo そのも
のよりも、むしろ、Hippo によって活性化さ
れる Warts、Warts によって抑制される転写
共役因子 Yorkie、Yorkie と共役する転写因
子 Scalloped の 3つであることが明らかにな
った。ショウジョウバエで見つかった Hippo
シグナルの構成分子はヒトでも保存され、そ
れらの変異ががんで高頻度に見いだされる
ことから、Hippo シグナルはヒトでも増殖を
制御し腫瘍抑制機構として働くと理解され
る。ヒトには Warts のホモログとして LATS1
と LATS2、Yorkie に相当して YAP1 と TAZ、
Scalloped に相当して 4つの TEAD があり、複
雑化している。ヒトがんでは、しばしば Hippo
シグナルが機能せず、YAP1 と TAZ が活性化し
て TEAD 標的遺伝子の発現が高まり、悪性化
を招く。したがって、Hippo シグナルの機能
不全をもつ悪性度の高いがんで、YAP1 と TAZ
を抑制すれば、がんの予後が改善すると期待
される。そのため、多くの研究者、製薬企業
が、YAP1、TAZ の阻害剤、特に TEAD との共役
を阻害する薬剤の開発に取り組んでいる。 
 YAP1,TAZ を阻害することががん治療に有
用と判断される一方で、YAP1、TAZ の活性は、
組織幹細胞の維持に重要であり、組織の損傷
修復では、むしろ YAP1、TAZ の活性を高める
方が有益とも推定される。したがって、
YAP1,TAZ の活性化剤にも利用価値がある。 
 
２．研究の目的 
上記の背景を踏まえて、私たちはがん治療目
的で YAP1、TAZ 阻害剤を、再生医療目的で
YAP1,TAZ 活性化剤を探索することを企図し
た。ただし、単に応用のみをめざすのではな
く、獲得された阻害剤、活性化剤の標的を同
定することを通じて、まだ、十分に明らかで
ない YAP1、TAZ の制御系を解明したいと考え
た。また、獲得された阻害剤、活性化剤を試
薬として使用することにより、生理的な条件
下で YAP1、TAZ が果たす役割に洞察を得るこ
とも期待した。Hippo シグナルと同じように、
ヒトがんで高頻度に機能低下を認める腫瘍
抑制分子に RASSF がある。RASSF は Hippo シ
グナルと関係が深く、両者は協働して腫瘍抑
制機能を発揮すると推定される。しかし、
RASSF の腫瘍抑制機能は多彩であり、その機

構が十分に明らかでない。本研究では RASSF
の解析も目的とした。 
 
３．研究の方法（一般的な生化学、分子生物
学、細胞生物学的方法については省略し、
YAP1、TAZ 阻害剤、活性化剤の探索方法を紹
介する） 
YAP1、TAZ は細胞核内で TEAD などの転写因子
と共役して遺伝子転写を制御するが、Hippo 
シグナルを介してリン酸化されると、細胞質
にトラップされ、蛋白分解される。すなわち、
YAP1、TAZ の細胞内局在を指標として、YAP1、
TAZ の活性状態を評価できる。YAP1，TAZ は
TEAD 以外の転写因子とも共役するが、クロマ
チン免疫沈降による網羅的解析から、7 割以
上が TEAD 応答性遺伝子の近傍に位置するこ
とが示され、上皮細胞では TEAD との共役が
主体とされる。そこで、TEAD 応答プロモータ
ーの下にルシフェラーゼや蛍光蛋白を発現
させるレポーターを使って、YAP1、TAZ の活
性を測定することもできる。私たちは、ヒト
骨肉腫 U2OS 細胞にオワンクラゲの緑色蛍光
蛋白を融合させた YAP1、TAZ を発現させ、細
胞内局在を観察するアセイ系（アセイ系Ⅰ、
Ⅱ）と、TEAD 応答プロモーターの下に赤色蛍
光蛋白を融合したヒストンを発現するレポ
ーターを、YAP1 と共にヒト網膜色素上皮
ARPE-19 細胞に、TAZ と共にヒト肺がん A549
細胞に導入し、蛍光蛋白の発現を観察するア
セイ系（アセイ系Ⅲ、Ⅳ）を構築した。加え
て、ヒト乳腺上皮 MCF10A 細胞において TAZ
の活性を高めると、非接着浮遊状態でも生存
可能となり、乳腺組織幹細胞と同じようなス
フェアと呼ばれる細胞集団を作れるように
なることに着目し、スフェア形成を指標とし
て TAZ 活性剤を探索するアセイ系（アセイ系
Ⅴ）を作った。以上5種類のアセイ系を使い、
東京医科歯科大学が所有する 18,000 個あま
りの低分子化合物を対象にスクリーニング
を行い、YAP1、TAZ 阻害剤、活性化剤の候補
を集めた。 
 
４．研究成果 
(1)YAP1 活性化剤の探索と応用 
ARPE19 レポーター系（アセイ系Ⅲ）から得ら
れた YAP1 活性化剤のうち、著明に細胞核内
の脱リン酸化 YAP1 を増加させる化合物を解
析し、本アセイ系の有効性を確認した。YAP1
は一般には腫瘍を起こす分子と見なされる
が、いくつかのがんでは細胞死を誘導し腫瘍
抑制的に働く。TEAD の発現が低い血球系細胞
でこの傾向が強い。正常の血球系細胞では、
DNA 傷害ストレスに曝露されると ABL が活性
化し細胞核に移行して YAP1 をチロシンリン
酸化し p73 との共役を強め細胞死を起こす。
ところが多発性骨髄腫細胞では細胞核内の
YAP1 の量が少ないため、DNA 傷害を起こす抗
がん剤に抵抗性を示す。細胞核内の YAP1 を
増やす YAP1 活性化剤は多発性骨髄腫治療に
有用と推論される。獲得された YAP1 活性化



剤を用いて、この考えを検証し、期待する結
果を得た。 
(2)TAZ 活性化剤の探索と解析 
A549 レポーター系（アセイ系Ⅳ）を使って
TAZ 活性化剤を探索し消毒薬 ethacridine が
TAZ の脱リン酸化を起こすことを見出した。
興味深いことに、上記(1)で得られた YAP1 活
性化剤とethacridineは構造が類似している。
どちらも YAP1、TAZ の双方に働き、同じよう
な効果を出すので、標的分子が同一と推定さ
れる。その同定を行っている。 
(3)TAZ 阻害剤の探索と解析 
U2OSにおけるTAZの細胞内局在を指標とする
アセイ系（アセイ系Ⅱ）から、TAZ を細胞質
に集める阻害剤を獲得した。そのうちのいく
つかは、Hippo シグナルを介して TAZ のリン
酸化を起こしていることが確認され、本アセ
イ系の有効性が保証された。しかし、Hippo 
シグナルとは別の作用機序でTAZの細胞内局
在を制御すると思われる化合物も獲得され
た。現在、その標的を解析している。 
(4)TAZ 活性化による筋萎縮治療薬の開発 
乳腺上皮細胞のスフェア形成を指標とする
アセイ系（アセイ系Ⅴ）から得られた TAZ 活
性化剤の中から、さらに、マウス筋芽 C2C12
細胞の筋分化を促進する化合物を選抜した。
得られた化合物は、マウスの骨格筋損傷時の
修復を促進し、ステロイドなどによる筋萎縮
を抑える効果を発揮した。この化合物をもと
に誘導体を展開し、筋萎縮治療薬の開発を試
みている。 
(5)筋分化を促進する化合物の探索系の開発 
C2C12 細胞はマウスから確立された筋芽細胞
のモデルで適切な条件に置くと、筋分化を始
め、細胞融合し多核の筋管細胞になる。上記
(4)の成果が示すように、C2C12 細胞の筋分化
を促進する化合物は、動物実験でも筋萎縮を
抑制するので、C2C12 細胞の筋分化に対する
促進効果を指標として筋萎縮治療薬の探索
が行えると推論される。しかし、C2C12 細胞
の筋分化を定量的に評価するのは容易でな
い。オワンクラゲの緑色蛍光蛋白には 11 個
のβストランドがある。N末端の 10 個と C末
端の 1個に分割すると、それぞれは蛍光を発
しない。しかし、両者が会合すると蛍光が復
活する。N末端の 10 個と C末端の 1個をそれ
ぞれ発現する C2C12 細胞を作り、両者を混合
培養した。すると、筋分化が起こるにつれ、
細胞が融合し、N 末端と C 末端が会合して蛍
光が生じた。この系では、蛍光強度が筋分化
と相関するので、容易に定量的な評価が行え
る。この系は、企業の関心を引き、製品化に
向けてライセンス契約を結んだ。 
(6)腫瘍抑制分子 RASSF6 と MDM2 の関係 
ヒト肺がんでしばしば相同染色体の片側の
欠損を認める領域にRASSF1Aという遺伝子が
ある。RASSF1A には Ras 結合ドメインの他、
Hippo シグナルのキナーゼHippoの哺乳動物
ホモログ MSTと結合する SARAH ドメインとい
う配列がある。同様に Ras 結合ドメインと

SARAHドメインをもつ蛋白がヒトにはRASSF1
から RASSF6 まで 6 個ある。いずれも腫瘍抑
制分子として機能する。私たちは主に RASSF6
を解析対象としている。RASSF6 には強い細胞
死誘導能がある。しかし、RASSF6 の細胞死誘
導の分子機構は十分に明らかでなかった。本
研究では、RASSF6 が p53 の分解を担う E3 リ
ガーゼ MDM2 に結合して、MDM2 による p53 の
分解を抑制し、p53 依存的に細胞死を起こす
ことを明らかにした。さらに、RASSF6 の Ras
結合ドメインが MDM2 の E3 リガーゼ・ドメイ
ンに結合し、p53 の安定化に強く寄与するが、
定常状態では、SARAH ドメインが Ras 結合ド
メインに結合して、Ras 結合ドメインの MDM2
の E3 リガーゼ・ドメインへの結合を阻害す
るため、p53 の発現が抑えられていること、
しかし、活性型 Ras が Ras 結合ドメインに結
合すると、SARAH ドメインによる抑制を解除
し、MDM2 の結合を強め、p53 の発現を高める
ことを明らかにした。すなわち、Ras による
腫瘍源性のストレスに際して、RASSF6は MDM2
を通じて p53 の発現を高めて、安全弁として
作動すると推定される。 
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