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 細細胞胞内内膜膜リリンン脂脂質質にによよるるYYAAPPのの活活性性化化機機構構のの解解明明  向向井井  康康治治朗朗  

 
【【目目的的】】悪性新生物（癌）は日本人の死亡原因の30％以上を占めることから分かる通り、癌の治療法を開発することは
非常に重要な課題である。Hippo－YAP経路は器官の大きさを規定するシグナルとして同定された経路であるが、癌に
おいては転写共役因子 YAPの恒常的な活性化が過剰な細胞増殖、細胞死の抑制、浸潤能の亢進を誘導し、癌の悪性化
の一因となる。 
我々はこれまでに、YAP の活性化がリサイクリングエンドソームに局在する酸性リン脂質ホスファチジルセリンに
よって制御されることを明らかにしてきた（T. Matsudaira and K. Mukai et al., Nat Commun, 2017）。さらに    

最近、YAP依存的に増殖する癌細胞の一つであるMDA-MB-231細胞においては、リサイクリングエンドソーム膜の
細胞質側のホスファチジルセリン量を制御するタンパク質ATP8A1を発現抑制すると、YAPのリン酸化体が増加し、
細胞増殖が著しく減弱するという予備的結果を得たが、その分子機構に関しては未解明のままである。そこで    

本研究では、乳癌細胞においてリサイクリングエンドソーム膜の細胞質側のホスファチジルセリンが Hippo－YAP  

経路を制御する分子機構を明らかにすることで、癌細胞に対する新規創薬標的の提案を目指す。 
【【方方法法】】上述の通りATP8A1を発現抑制するとYAPのリン酸化体が増加したので、本研究ではホスファチジルセリン
近傍タンパク質として同定された 11個のセリンホスファターゼファミリー分子に着目した。この 11遺伝子に関して、
The Cancer Genome Atlasにて乳がん患者における発現量と予後の相関解析を行ったところ、PPP1R12AとPP1Bに
おいてのみ、高発現の乳がん患者群で予後が悪いという結果が得られた。PPP1R12A と PP1B が含まれる PP1       
ファミリーのホスファターゼは、触媒サブユニットと調節サブユニットが複数のモチーフを介して結合し、ヘテロ  

二量体を形成している。触媒サブユニットには PP1A、PP1B、PP1C の 3 種類のみが存在する一方で、        

調節サブユニットは 100 種類以上存在し、触媒サブユニットの基質特異性を高めていることが知られている。そこで 

本研究では、PPP1R12A－PP1B複合体が YAPの脱リン酸化に寄与するかを、PPP1R12AをMDA-MB-231細胞で
発現抑制し、YAPのリン酸化状態と細胞増殖を評価することで検証した。また、細胞内オルガネラ分布が観察しやすい
COS-1細胞を用いてPPP1R12AとPP1Bの細胞内局在も検証した。 
【【結結果果】】MDA-MB-231 細胞で PPP1R12A を発現抑制したところ、細胞増殖が抑制され、YAP のリン酸化体が蓄積   
した。さらに、PPP1R12A 及び PP1B はすでに報告のある核や細胞質に加え、リサイクリングエンドソームに局在    
した。また、酸性リン脂質との相互作用に必要な C 末端側を欠損した PPP1R12A（1～667）はリサイクリング         
エンドソーム局在を失っていることを見出した。 
 
 

細部内膜リン脂質によるYAPの活性化機構 
 

 

 

155 細胞内膜リン脂質によるYAPの活性化機構の解明 向井　康治朗

上原記念生命科学財団研究報告集, 34 (2020)

155



上原記念生命科学財団研究報告集, 34（2020） 

155. 細胞内膜リン脂質によるYAPの活性化機構の解明 

向井 康治朗 
東北大学 大学院生命科学研究科 細胞小器官疾患学分野 

Key words：ホスファチジルセリン，リサイクリングエンドソーム，Hippo－YAP経路，がん 

緒緒  言言  

 
悪性新生物（癌）は日本人の死亡原因の 30％以上を占めることから分かる通り、癌の治療法を開発することは   

非常に重要な課題である。Hippo－YAP経路は器官の大きさを規定するシグナルとして同定された経路であるが、癌に
おいては転写共役因子 YAPの恒常的な活性化が過剰な細胞増殖、細胞死の抑制、浸潤能の亢進を誘導し、癌の悪性化
の一因となる［1］。 
我々はこれまでに、YAP の活性化がリサイクリングエンドソームに局在する酸性リン脂質ホスファチジルセリンに
よって制御されることを明らかにしてきた［2］。この解析の中で、YAP 依存的に増殖する癌細胞の一つである   

MDA-MB-231 細胞において、リサイクリングエンドソーム膜の細胞質側のホスファチジルセリンを制御する     

タンパク質ATP8A1を発現抑制すると、YAPのリン酸化体（不活性化体）が増加し、細胞増殖が著しく減弱すること
を見出していたが、その分子機構に関しては未解明のままであった。そこで本研究では、リサイクリングエンドソーム

膜の細胞質側のホスファチジルセリンが Hippo－YAP 経路を制御する分子機構を明らかにし、癌細胞に対する    

新規創薬ターゲットを提案することを目指した。 
 

方方  法法  

 
11．．ホホススフファァチチジジルルセセリリンン近近傍傍タタンンパパクク質質ととししてて同同定定さされれたたセセリリンンススレレオオニニンンホホススフファァタターーゼゼににおおけけるる乳乳ががんん患患者者生生存存
解解析析  
上述の通り ATP8A1 を発現抑制すると YAP のリン酸化体が増加したことから、本研究ではホスファチジルセリン 
近傍タンパク質として同定された11個のセリンホスファターゼファミリー分子に着目し、The Cancer Genome Atlas
にて乳がん患者における発現量と予後の相関解析を行った。 
22．．PPPPPP11RR1122AA発発現現抑抑制制時時のの細細胞胞増増殖殖  

YAP 依存的に細胞増殖することが知られているトリプルネガティブ悪性乳がん細胞 MDA-MB-231 細胞を用いて
PPP1R12A を発現抑制したのちに、細胞数を定量することで細胞増殖を評価した。PPP1R12A の発現抑制効率は     
リアルタイムPCRにてPPP1R12A mRNAを定量することで評価した。 
33．．PPPPPP11RR1122AA発発現現抑抑制制時時ののYYAAPPののリリンン酸酸化化  

MDA-MB-231 細胞に PPP1R12A に対する siRNA をトランスフェクションしたのちに、リン酸化 YAP、YAP、    
リン酸化Lats1、Lats1をウェスタンブロットにて検出した。 
44．．PPPPPP11RR1122AAのの細細胞胞内内局局在在  
エンドソームの空間分布が見やすい COS-1 細胞に Myc タグを付加した PPP1R12A を発現させるプラスミドを    
トランスフェクションしたのちに、細胞を固定して抗 Myc 抗体で染色し、共焦点顕微鏡を用いて観察した。また、      
酸性リン脂質と相互作用することが知られているC末端領域を欠損させたPPP1R12A（1～667）の細胞内局在も同様
の方法で観察した。 
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結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．ホホススフファァチチジジルルセセリリンン近近傍傍タタンンパパクク質質ととししてて同同定定さされれたたセセリリンンススレレオオニニンンホホススフファァタターーゼゼににおおけけるる乳乳ががんん患患者者生生存存
解解析析  
近接するタンパク質を非特異的にビオチン化する酵素BirA*と、ホスファチジルセリンに選択的に結合するタンパク
質 evectin-2 の PH ドメインをタンデムに繋いだもの（2×PH）を連結したコンストラクト BirA*-2×PH を       
COS-1 細胞に発現させ、ホスファチジルセリン近傍タンパク質を網羅的に探索した。その結果、セリンスレオニン     
ホスファターゼファミリー分子として、触媒サブユニット（PP1A/PP1B/PP1C、PPM1G）と 8 種類の調節            
サブユニット（PPP1R8、PPP1R9A、PPP1R10、PPP1R12A、PPP1R13B、PPP1R37、PPP2R1A、PPP2R5D）が
同定された。これらのホスファターゼのうち、TCGA で遺伝子発現情報のない PPP1R37 を除いた 11 種類の          
ホスファターゼについて、TCGA データベースをもとに乳がん患者のカプランマイヤー曲線を作成したところ、
PPP1R12AとPP1Bにおいてのみ、高発現の乳がん患者群で予後が悪いという結果が得られた（図1）。このことから
PPP1R12AとPP1Bは乳がんの悪化を促進する因子である可能性が考えられた。 
22．．PPPPPP11RR1122AA発発現現抑抑制制時時のの細細胞胞増増殖殖  
そこで次に、MDA-MB-231細胞で siRNAを用いてPPP1R12Aを発現抑制したときの細胞増殖を検討した。2種類
の siRNAオリゴを用いてPPP1R12Aを発現抑制したが、いずれにおいてもPPP1R12Aの発現抑制により細胞増殖が
顕著に抑制された（図 2A）。さらに、Hippo pathway において YAP のリン酸化を担うキナーゼである Lats1/2 を
PPP1R12A と同時に発現抑制したところ、PPP1R12A の発現抑制による細胞増殖の抑制が回復した（図 2B）。        
これより、PPP1R12A が Hippo pathway に関与して MDA-MB-231 細胞の増殖を正に制御していることが          
示唆された。 
次に、別の種類の乳がん細胞として MCF-7 細胞を用いて、細胞増殖を検討した。MCF-7 細胞はホルモン受容体     
陽性のルミナル A タイプに分類され、YAP/TAZ の発現が低く、YAP/TAZ を発現抑制しても、細胞増殖が抑制され     
ないことが知られている［3，4］。MCF-7細胞においても、RNAiによりPPP1R12AのmRNAの十分な発現抑制が
確認できた（図2C）。しかしながら、PPP1R12Aを発現抑制しても、MCF-7細胞の増殖は抑制されなかった（図2D）。
この結果から、YAP非依存的に増殖する乳がん細胞においては、PPP1R12Aが細胞増殖には寄与していない可能性が
示唆された 
33．．PPPPPP11RR1122AA発発現現抑抑制制時時ののYYAAPPののリリンン酸酸化化  
次に、MDA-MB-231細胞においてPPP1R12AがYAPの脱リン酸化に寄与しているか、PPP1R12Aの発現抑制に
より検討した。その結果、PPP1R12A の発現抑制により、Lats1 の全タンパク量に占めるリン酸化 Lats1 の比率は    
変化しなかった一方で、リン酸化 YAP については YAP の全体量と比較して増加した（図 3）。このことから、         
MDA-MB-231細胞においてPPP1R12AがYAPの脱リン酸化に関与することで、細胞の増殖を正に制御していること
が示された。 
44．．PPPPPP11RR1122AAのの細細胞胞内内局局在在  
次に、核近傍のオルガネラ分布が観察しやすいCOS-1細胞にタグ付きPPP1R12Aを発現させ、PPP1R12Aの細胞
内局在を、免疫染色により検証した。先行知見から、PP1R12AのC末端側 （アミノ酸668～1,030）が酸性リン脂質
と相互作用する可能性が示唆されていたので［5］、PPP1R12の全長コンストラクトに加え、PPP1R12A（1～667）と
PPP1R12A（668～1030）の局在も検証した。その結果、全長 PPP1R12 と PPP1R12A（668～1,030）は、核や          
細胞質に加えて核近縁部のREにも局在が観察された。一方、PPP1R12A（1～667）は核にのみ局在した（図 4A）。
さらに、PP1B の局在も検証したところ、既知の核局在に加えて、RE 局在も観察され、全長 PPP1R12A と共局在      
した。一方、興味深いことに、PPP1R12A（1～667）を発現させた細胞では、PPP1R12A（1～667）だけでなく、PP1B
も核に局在した（図4B）。これらの結果から、PPP1R12AのC末端領域がPP1Bをリサイクリングエンドソーム局在
にさせるのに必要である可能性が示唆された。 
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図1．ホスファチジルセリン近傍セリンスレオニンホスファターゼにおける乳がん患者の生存解析 
赤が高発現群、青が低発現群を表す。ホスファチジルセリン近傍セリンスレオニンホスファターゼのうち、

PPP1R12Aと PP1Bは、発現量が高いほど生存率が悪かった。カプランマイヤー曲線を作成したのちに
Log-rank testにて有意差検定を行った。 
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図2．PPP1R12A発現抑制時の乳がん細胞の細胞増殖 
A） MDA-M231細胞で各遺伝子の発現抑制効率を定量PCRで評価した。 
B） MDA-M231細胞において各遺伝子を発現抑制し、1週間後の時点での細胞数で評価した。 
C） MCF-7細胞で各遺伝子の発現抑制効率を定量PCRで評価した。 
D） MCF-7細胞において各遺伝子を発現抑制した際の細胞増殖を発現抑制後1週間の時点での

細胞数で評価した。 
n＝3、Mean±SD、One-way ANOVA、Tukey-Kramer post hoc test、**p＜0.01、 
***p＜0.001、NS：not significant。 
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図3．PPP1R12A発現抑制時のYAPのリン酸化 
MDA-MB231細胞において PPP1R12Aを発現抑制し、YAP及び Lats1のリン酸化をウェスタン
ブロットで評価した。下の数字はバンドを定量。 
 

 
 
図4．PPP1R12AとPP1Bの細胞内局在 

A） COS-1細胞にMyc-PPP1R12Aを強制発現させ、免疫染色を行った。Scale Barは10μm。 
B） COS-1細胞にMyc-PPP1R12AとHA-PP1Bを強制発現させ、免疫染色を行った。 

Scale Barは10μm。 

Fig.3-3　　PPP1R12A発発現現抑抑制制時時ののリリンン酸酸化化YAP

MDA-MB-231細胞でPPP1R12Aの発現抑制により、リン酸化YAPが増加した。�
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