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緒緒  言言  

 
Hippo経路はもともとショウジョウバエの遺伝学的モザイク解析法によって発見されたシグナル伝達経路で、臓器の
発生や大きさの制御、幹細胞や組織再生、また、がんの生物学に重要な役割を担うシグナル伝達系として近年盛んに  

研究されている［1～3］。この経路では、種々の刺激に応じて上流の MST1/2 キナーゼ（MST1/2）または MAP4K   

キナーゼ（MAP4K1/2/3/4/5/6/7）によって LATS キナーゼ（LATS1/2）がリン酸化され活性化し、下流の標的を    

さらにリン酸化することによって、様々な生理機能をもたらすと考えられている［4，5］。LATS キナーゼの標的分子
としてよく知られているのは転写コアクチベーターである YAP／TAZで、これらは非リン酸化状態（活性型）で核内
に局在し、転写因子 TEAD（TEAD1/2/3/4）と複合体を形成し、細胞増殖促進やアポトーシス抑制に働く遺伝子の   

発現量を正に制御する。一方、YAP／TAZが LATSキナーゼによってリン酸化されると細胞質に移行し、その下流の
転写は抑制される（不活性型）。このようにしてHippoシグナルの活性化は YAP／TAZのリン酸化による機能抑制を
介して細胞増殖停止・細胞死を引き起こすと考えられているが、ノックアウトマウスを用いた解析などから LATS   

キナーゼは細胞分裂・中心体複製などの細胞周期進行、細胞分化・老化、オートファジーなど様々な場面で働いている

と考えられており、これらの機能がすべて YAP／TAZ のリン酸化による機能抑制で説明できるとは考え難い。    

ところが、YAP／TAZに非依存的なHippoシグナルの機能に関してはほとんど明らかになっていない。 
我々はこれまでの研究において、細胞生物学およびマウス遺伝学の手法を用いて Hippo 経路の制御メカニズムや  

生物学的意義を明らかにしてきた［6～8］。特に、最近の研究でがん細胞内の Hippo シグナルが宿主のがんに対する 

免疫応答を抑制していることを発見した［9］が、この機構においては YAP／TAZ の関与は部分的であり、     

LATS キナーゼの未知の標的によってがん免疫の制御がもたらされている可能性が示唆された。そこで、本研究に  

おいては、LATSキナーゼの生理的な基質をリン酸化プロテオミクス解析で網羅的に同定し、LATSキナーゼの下流で
Hippo経路のエフェクターとして働く分子を明らかにすることを目指す。これまでのHippo経路の研究においては、   

「MSTキナーゼ→LATSキナーゼ→YAP／TAZ」という“canonical”Hippo pathwayを中心に研究が進んできたが、
本研究の遂行によって YAP／TAZに非依存的な“non-canonical”Hippo pathwayの存在を検証し、その生理機能を 

解明することを目標として研究を行った。 
 

方方  法法  

 
11．． LLAATTSS11//22欠欠損損細細胞胞のの作作出出  

LATSキナーゼの基質を探索するため、Hippo経路の中心キナーゼであるLATS1およびLATS2を欠損した細胞を
CRISPR法により作出した。 
22．． SSIILLAACCリリンン酸酸化化ププロロテテオオミミククスス法法にによよるるLLAATTSSキキナナーーゼゼのの新新規規基基質質のの探探索索  

LATS1/2欠損細胞と野生型の細胞における全タンパク質のリン酸化状態の変化を、SILACリン酸化プロテオミクス
法で網羅的に比較した。LATS キナーゼの基質は野生型細胞でのみリン酸化されており、LATS1/2 欠損細胞では   

リン酸化されていないことが予想されるため、そのようなリン酸化部位が LATS キナーゼのリン酸化コンセンサス  

配列に合致するかを調べることで、LATSキナーゼの基質を探索した。 
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33．． 基基質質候候補補分分子子のの絞絞りり込込みみとと個個別別解解析析  
プロテオミクス解析によって得られた LATS キナーゼの基質候補分子に関してインフォマティクス解析を行い、  

個別に研究を進める候補分子を絞り込んだ。この基質候補に対して in vitro でのリン酸化反応を用いて、実際に   

LATSキナーゼによってリン酸化されるか確認実験を行った。 
44．． LLAATTSSキキナナーーゼゼにによよるる新新規規基基質質ののリリンン酸酸化化意意義義解解析析  

LATS キナーゼの新規基質であることが確認された分子に関して、LATS1/2 欠損細胞やリン酸化変異体     

（リン酸化部位のアラニン置換やアスパラギン置換）等を用いた機能解析実験を行い、LATS キナーゼ、および   

Hippo経路による制御がもつ生物学的意義を検証した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

 
11．． LLAATTSS11//22欠欠損損細細胞胞でではは既既知知のの基基質質ののリリンン酸酸化化がが低低下下すするる  

LATS1/2欠損細胞を作出し既知の基質のリン酸化を調べたところ、予想通り、LATS1/2欠損細胞では既知の基質で
ある YAP や AMOT のリン酸化が阻害されていた。一方で、関係のないタンパク質である CREB のリン酸化は変化 

していなかった（図1a）。同様の手法により10種類以上の細胞でLATS1/2欠損細胞を作出したところ、興味深いこと
に、LATSキナーゼの欠損による細胞機能（特に細胞増殖）への影響は多くの細胞で共通している（＝細胞増殖を亢進
させる）ものの、一部の細胞では逆の作用（＝細胞増殖を抑制する）を示すことが分かった［10］。このことは、   

LATS キナーゼの分子機能には細胞種による違いがあり、そのため LATS キナーゼの基質も細胞種によって多様性が
あることが予想された。そこで、異なる 2 種類の細胞を用いて SILAC リン酸化プロテオミクス法による     

LATSキナーゼの新規基質の探索を試みることとした。 
22．． SSIILLAACCリリンン酸酸化化ププロロテテオオミミククスス法法にによよっっててLLAATTSSキキナナーーゼゼのの新新規規基基質質をを同同定定ししたた  

LATS1/2欠損細胞と野生型の細胞における全タンパク質のリン酸化状態の変化を、SILACリン酸化プロテオミクス
法で網羅的に比較した（図 1b）。同定された数万個のペプチドのうち、野生型細胞で強くリン酸化されており、  

LATS1/2 欠損細胞ではリン酸化されていないペプチドを抽出し、そのリン酸化部位が LATS キナーゼのリン酸化   

コンセンサス配列（H-x-R-x-x-S/T）に合致するかを調べた。その結果、既知のリン酸化部位を含む数十個の基質が  

LATSキナーゼの新規基質として同定された。 

 
図1．LATS1/2欠損細胞の作出とリン酸化プロテオミクス解析 

a）LATS1/2欠損細胞では既知の基質であるYAPやAMOTのリン酸化が阻害される。 
b）リン酸化プロテオミクスにより LATS1/2欠損細胞と野生型の細胞における全タンパク質の
リン酸化状態を比較した（X軸：同定されたペプチド、Y軸：LATS1/2欠損細胞と野生型に
おけるリン酸化強度の違い）。 
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33．． 基基質質候候補補分分子子のの絞絞りり込込みみとと個個別別解解析析  
プロテオミクス解析によって得られた LATS キナーゼの基質候補分子を用いてジーンオントロジー解析に用いたと
ころ、LATSキナーゼの基質の多くは細胞内小胞輸送に関わることが分かった。そこで、これらのうち最もリン酸化の
変化が大きく、かつ、複数回の実験で同定できた小胞輸送関連タンパク質（論文投稿準備中のため分子名を「X」と   

する）に焦点を絞り、個別解析を行った。LATS1キナーゼを用いた in vitro kinase assayによりこの新規基質がLATS
キナーゼによって直接リン酸化されることが分かった（図 2a）。また、プロテオミクス解析の結果と一致して、 

LATS1/2 欠損細胞ではこの基質のリン酸化が認められなかったことから、小胞輸送関連タンパク質 X は LATS    

キナーゼの新規基質であることが示された。 
44．． LLAATTSSキキナナーーゼゼにによよるる新新規規基基質質ののリリンン酸酸化化意意義義解解析析  

LATS1/2欠損細胞と野生型の細胞を用いて小胞輸送関連タンパク質 Xの局在を確認したところ、野生型の細胞では
一箇所に集積して観察されるのに対して、LATS1/2 欠損細胞では局在が拡散することが分かった（図 2b）。さらに、
LATS によるリン酸化部位のアミノ酸を変化させてリン酸化欠損・擬似変異体を作製したところ、LATS キナーゼに  

よってリン酸化されない変異体では LATS1/2 欠損細胞と同様に小胞輸送関連タンパク質 X の局在が拡散することが 

分かった（図2c）。さらにこの分子が関連する小胞輸送を調べたところ、LATS1/2欠損細胞ではこれらの小胞輸送機能
に変化があることが分かった。これらの結果から、Hippo経路は、LATSキナーゼの新規基質分子である小胞輸送関連
タンパク質 X のリン酸化を制御することで、細胞内小胞輸送を調節することが示唆された。今後この分子の解析を   

さらに進めていくことで、Hippo経路が制御する生物学、特にがんに対する免疫応答制御の分子メカニズムを解明して
いきたい。 

 

図2．LATSキナーゼはリン酸化を介して細胞内小胞輸送を制御する 
a） LATS1キナーゼと様々な基質候補のリコンビナントタンパク質を用いた in vitro kinase assay。

LATSキナーゼによる小胞輸送関連タンパク質Xの直接のリン酸化が認められる。 
b） LATS1/2欠損細胞と野生型の細胞における小胞輸送関連タンパク質Xの細胞内局在。 
c） 小胞輸送関連タンパク質Xのリン酸化変異体の細胞内局在。 
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