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 要旨 

 転写共役因子 TAZ は臓器サイズのコントロールや細胞増殖において重要な役

割を果たす Hippo pathway の一因子である。TAZ の非小細胞肺癌（NSCLC）に

おける機能に関してはまだ不明な部分が多い。本研究では公共データベースに

おけるマイクロアレイデータのメタ解析を行い、mRNAレベルで TAZが予後と

有意に相関することが示された。また、345人の NSCLC を含む組織マイクロア

レイを用いた免疫組織染色の結果、蛋白レベルでも TAZ の高発現と不良な予後

との有意な相関が認められた。気管支上皮細胞株及び肺癌細胞株を用いた TAZ

過剰発現及びノックダウンの実験系において、TAZ は細胞増殖、細胞周期、ア

ポトーシスに関わり、amphiregulin などの ErbB リガンドの発現を制御している

ことが分かった。TAZ は予後規定因子、さらに治療ターゲットとして有用であ

る可能性が示唆された。 
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 背景 

1．今日の肺癌診療 

 肺癌は本邦並びに世界的にも癌死の第一位であり、他臓器の癌と比較して治

療成績は不良である。肺癌は治療方針の違いから小細胞肺癌と非小細胞肺癌

（non-small cell lung cancer; NSCLC）に分類され、後者は全体の 8割を占める。

近年遺伝子工学の発達に伴い、一部の肺癌において、特徴的な分子生物学的異

常が肺癌発症に関与することが分かり、分子標的治療が著効することが明らか

になった。例えば、EGFR 遺伝子変異や EML4-ALK 融合遺伝子の存在が一部の

肺癌で発見され、各々EGFR チロシンキナーゼ阻害剤（EGFR-TKI）、ALK 阻害

剤が著効を示すことが知られている[1, 2]。しかし、これらの異常を有する肺癌

は NSCLC の一部であり、残りの肺癌患者においては有効な治療は乏しい。従っ

て、肺癌発症における他の分子生物学的な機序の解明が現在の重要な課題であ

る。 

 

2．TAZと Hippo pathway 

 TAZ（transcriptional coactivator with PDZ-binding motif）はWWTR1（WW-domain 

containing transcription regulator-1）とも呼ばれ、当初 14-3-3に結合する蛋白とし

て発見された[3]。TAZ及びそのパラログである YAP（Yes-associated protein）は
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Hippo pathwayを構成する重要な因子である。Hippo pathwayは、その構成因子の

多くがショウジョウバエからヒトに至るまで保存されており、臓器サイズのコ

ントロールにおいて重要な役割を果たす[4]。細胞同士の接触がそのシグナル伝

達の始まりとなり、MST1/2 が LATS1/2 をリン酸化し、今度は LATS1/2 が TAZ

をリン酸化するというリン酸化カスケードを引き起こす。リン酸化された TAZ

は 14-3-3 蛋白に結合し、細胞質から核への移行が妨げられる[5]。TAZは核内で

は主に転写因子 TEAD ファミリーと共に細胞増殖を促す遺伝子群の発現を引き

起こす。細胞増殖のみならず、TAZ は他の生物学的に重要なプロセスに関わる

ことが知られている。例えば、Runx2 または PPARγ 依存的に間葉系幹細胞の分

化を制御したり[6]、Smad の局在をコントロールすることでヒト ES 細胞の自己

複製を制御したり[7]、メカノトランスダクション[8]に関わったりすることが近

年報告されている。また、protease-activated receptors (PARs)[9]、G-protein-coupled 

receptor (GPCR)シグナリング[10]、Wnt/β-catenin シグナリング[11]など他の重要

なシグナル伝達経路とのクロストークも知られている。 

 

3．肺の発生における TAZの役割 

 TAZノックアウトマウスの表現型は 2つの大きな病理学的変化を伴う[12]。腎

嚢胞性変化及び肺の気腫性変化である。TAZ がノックアウトされると正常な末



6 

 

梢の肺胞形成が損なわれ、肺胞腔が拡大し、肺のエラスタンスは低下する。ま

た、Taz-heterozygous マウスはブレオマイシンによって引き起こされる肺線維化

が正常マウスに比べ抑制される。肺発生に深く関わることが知られている CTGF

（connective tissue growth factor）が TAZの直接の標的遺伝子であることが示され

ており、さらに TAZ は、肺発生に必須の転写因子 TTF-1（thyroid transcription 

factor-1）と協同的に作用し、肺サーファクタント産生を促すと報告されている

[13]。これらのことから TAZ は肺発生及びホメオスタシスに重要な役割を果た

すといえる。 

 

4．TAZと癌との関連 

 最近、TAZ が多くの癌において高発現していることが報告されている。TAZ

は細胞の増殖、遊走、浸潤、足場非依存性増殖、上皮間葉転換

（epithelial-mesenchymal transition; EMT）を促進させることにより乳癌の腫瘍形

成に貢献する[14, 15]。TAZは転写因子 TEADと協同的に働き、このような細胞

機能を制御する遺伝子発現を促す[16]。また、悪性神経膠腫の間葉系への分化を

引き起こす際にも TAZと TEAD両者が直接的に働く[17]。さらに、TAZは乳癌

の癌幹細胞の特性に関与することも知られており、腫瘍形成における TAZの重

要性が示唆される[18]。他にも TAZ の高発現は大腸癌や甲状腺乳頭癌において
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も報告されている[19, 20]。 

 

5．肺癌における TAZ 

 近年、TAZが他の癌と同様に NSCLC 細胞においても高発現していることが報

告された[21]。その研究では TAZ は正常気道上皮細胞株での発現はほとんど認

められず、NSCLC 細胞株において高発現を示した。さらに肺腺癌細胞株である

A549 細胞において TAZ をノックダウンすると細胞増殖及び足場非依存性増殖

が抑制され、ヌードマウスに皮下注射された異種移植腫瘍は TAZノックダウン

群で大きさが小さかったことから、TAZ は肺癌の発症や進展に寄与しているこ

とが示唆された。さらに別のグループは手術で切除された NSCLC 組織における

TAZ の蛋白レベルでの発現を調べ、TAZ 発現は患者の生存における独立した予

後因子であることを報告した[22]。しかし、肺癌における TAZ の oncogenic 

function を規定するメカニズムは解明されていない。また、TAZの予後に与える

影響に関しても、独立した、より大きなサンプルサイズの研究で解析する必要

性は高い。 

 ウプサラ肺癌コホートは、単一施設からなる、世界でも有数の肺癌コホート

である。ウプサラコホートでは、肺癌組織の包括的なマイクロアレイ解析（遺

伝子発現及び SNP）、高速シーケンサー、免疫組織染色（組織マイクロアレイ）
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を用いて、肺癌のゲノム異常や発現プロファイルが解析され、さらに予後や組

織型など臨床情報と統合することで、肺癌の臨床及び分子病理学的機序を明ら

かにする研究が多数報告されている[23-25]。 

 本研究では、ウプサラコホートを用いて、DNA、mRNA、蛋白レベルで肺癌

における TAZの発現を明らかにし、TAZの予後に与える影響を解析し、さらに

in vitro及び in vivoモデルで TAZの肺癌における機能を調べることを目的とした。 
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 方法 

1．肺癌組織のマイクロアレイ解析 

 臨床情報を有した196人の肺癌患者のコホートを本研究の基盤とした（ウプサ

ラコホート）。1995年から2005年までにUppsala-Örebro Regional Lung Cancer 

Registerに報告された、外科的に切除されたNSCLC患者を対象とした。研究は

Swedish Biobank Legislationに従って行われ、Uppsala Ethical Review Boardで承認

された(2006/325)。196個の凍結組織サンプルからRNA及びDNAが抽出され、

Affymetrix Human Genome U133 plus 2.0 arrays (54675 probe sets, Affymetrix Inc.)を

用いて、遺伝子発現解析がなされた。マイクロアレイのデータセットはGene 

Expression Omnibus データベース (GSE37745)に登録されている。また、遺伝子

コピー数はAffymetrix Gene Chip Mapping 250K Nsp I arraysを用いて解析された

[23]。 

 

2．マイクロアレイデータのメタ解析 

 NCBIの公共データベースから、Affymetrix gene chip U133A または U133 plus 2 

array を使用して行われた NSCLC 組織のマイクロアレイデータの 9 個

（GSE37745[24]、GSE14814[26]、GSE3141[27]、GSE19188[28]、GSE4573[29]、

GSE31210[30]、Shedden et al. 2008[31]、GSE29013[32]、GSE31547）を得た。合
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わせて 1339 例の NSCLC 患者（腺癌 938 例、扁平上皮癌 349 例、大細胞癌その

他 52例）、22277個のオーバーラップした probe set の情報が得られた。 

 マイクロアレイデータのメタ解析は、R パッケージ ‘‘meta’’を使用して行った 

(http://cran.r-project.org/web/packages/meta/)。fixed effect model 及び random effects 

modelを用いて、異なる研究間での結果を統合した。結果は forest plot で視覚化

した。 

 

3．組織マイクロアレイ及び免疫組織化学 

 ウプサラコホートにおいて遺伝子発現マイクロアレイ解析が行われた 196 例

のうち 189例に、さらに 166例が合わさり、合計 355例の NSCLC 組織から組織

マイクロアレイ（TMA）が作られた。また、18 例の正常肺組織も TMA に組み

込まれた。TMAスライドはキシレン中で脱パラフィン化し、順次アルコールで

水和した後、抗原賦活化のため pH 6.7中で 15 分間 microwave処理をした。0.3%

過酸化水素中に 5 分間浸し、内因性ペルオキシダーゼをブロックし、Antibody 

Diluent（S0809, Dako）で希釈した、TAZ（Sigma Aldrich、HPA007415、40倍希

釈）または amphiregulin（AREG; R&D Systems、AF262、10倍希釈）に対する一

次抗体を 30分間室温で反応させた。phosphate buffer saline（PBS）で洗浄後、二

次抗体（Dako REAL™ EnVision™、Dako）を 30 分間室温で反応させ、さらに PBS
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で洗浄後、diaminobenzidine（DAB）で 10分間反応させた。最後にヘマトキシレ

ンによる対比染色を 5 分間行った。 

 免疫染色はその染色度の強さから次の 2つのスコアの積として 0-9に分類され

た。スコアリングは肺病理学者と共に、臨床情報は伏せて blind で行われた。 

染色の強さ：陰性(0)、軽度(1)、中等度(2)、強度(3) 

腫瘍細胞のうち陽性細胞の割合：0% (0)、1%-9% (1)、10%-49% (2)、50%-100% (3) 

 生存解析のために TAZ の染色スコアはメディアン値で 2 群（低発現： 0-6、

高発現：7-9）に分けられた。 

 TAZ の発現レベルと臨床病理学上のパラメーターとの相関、そして TAZ と

amphiregulin の蛋白レベルでの発現の相関は
2検定で解析した。生存解析で 2群

間の比較は Kaplan-Meier plots で視覚化し、ログランク検定を行った。また、単

変量 Cox 回帰分析、及び、確立された予後規定因子である年齢、performance status、

臨床病期を組み入れた多変量 Cox 回帰分析を行った。遺伝子－遺伝子間、遺伝

子‐蛋白間の発現レベルの相関は Spearman correlation coefficient （rho）により

評価した。以上の解析は JMP version 9.0.3 (SAS Institute Inc.)を用いて行った。 

 

4．細胞株 

 ヒト肺癌細胞株A549、NCI-H441（H441）細胞はAmerican Type Culture Collection
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から、ヒト気道上皮細胞株 BEAS-2B細胞は Europena Collection of Cell Cultures

から、293FT細胞は Invitrogen から得た。培地はすべて譲渡元が推奨する培地を

用い、CO2インキュベーターで 37°C で培養を行った。 

 

5．Small interfering RNA experiment 

 TAZに対する small interfering RNA（siRNA）及び negative control を Invitrogen

から得た（Stealth RNAi, si TAZ #1: HSS119545; si TAZ #2: HSS119546、negative 

control（si NTC）: #12935-300）。A549、H441 細胞は Lipofectamine RNAiMAX

（Invitrogen）を用いて、プロトコール通りに、20nM の siRNA をトランスフェ

クションした。 

 

6．ヒト TAZ cDNAのクローニング 

 A549細胞から total RNA を RNeasy mini kit （Qiagen）を用いてプロトコール

に従って抽出した。抽出した 1μgのRNAから、SuperScript III Reverse Transcriptase 

（Invitrogen）を使用して、付属のプロトコールに従い、oligo(dT) 20 primer、dNTP 

mixtureを加え、cDNA を合成した。PrimeSTAR Max DNA Polymerase（Takara）

を使用して、付属のプロトコールに従い、各々制限酵素 BamHI、XhoIの切断部

位を取り入れた forward primer、reverse primerを用いて、下記の条件で PCR を行
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い、TAZの open reading frame を増幅した。 

98°C 60 秒-(98°C 10 秒, 60°C 15 秒, 72°C 30 秒)×35 サイクル-72°C 7 分 

forward primer：AAAAGGATCCCAGAAGATGAATCCGGCCTC 

reverse primer：AAAACTCGAGTTACAGCCAGGTTAGAAAGG 

 PCR 産物をWizard PCR Preps DNA Purification System（Promega）を用いて、

付属のプロトコールに従い、精製した。精製後、BamHI及び XhoIを用いて、37°C 

2時間反応させ、さらに反応産物を同様に精製した。 

 また、pENTR201-5’-Flag（RIKEN）を、上記と同様に制限酵素 BamHI及び XhoI

を用いて切断後、精製し、両者を Ligation high（東洋紡）を用いて、付属のプロ

トコールに従い、16°C 3 時間反応させ、ライゲーションを行った。その後 One 

Shot
® 

TOP10 Chemically Competent E.Coli（Invitrogen）を以下のように形質転換し

た。TOP10 50μLに約 2ngのライゲーション反応産物を加え、30分氷上でインキ

ュベートした後、42°C 30 秒のヒートショックを行い、その後 2分間氷上に置い

た。250μLの SOC 培地を加え、1時間 225rpm で振盪培養した後、20μg/mLのカ

ナマイシン入り LB 固形培地にまき、37°C で一晩培養した。コロニーをピック

アップし、LB 液体培地で 37°C で一晩培養した後、QIAprep Spin Miniprep Kit

（Qiagen）を用いて付属のプロトコールに従い、ミニプレップを行った。得られ

http://www.qiagen.com/products/catalog/sample-technologies/dna-sample-technologies/plasmid-dna/qiaprep-spin-miniprep-kit
http://www.qiagen.com/products/catalog/sample-technologies/dna-sample-technologies/plasmid-dna/qiaprep-spin-miniprep-kit
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たプラスミドを BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems）

を用いて付属のプロトコールに従い、サイクルシークエンス反応を以下の条件

で行った。 

94°C 3 分-(94°C 30 秒, 55°C 15 秒, 60°C 4 分)×25 サイクル 

シークエンス用 primer 1：TTGGTACCGAGCTCGGAT 

シークエンス用 primer 2：GTATCCCAGCCAAATCTCGTGATG 

 Centri-Sep spin column（Invitrogen）を用いて付属のプロトコールに従い、反応

物を精製後、ABI PRISM 310 Genetic Analyzerにより塩基配列を解析し、正しい

塩基配列であることを確認した。 

 Gatewayシステム（Invitrogen）のプロトコール通りに、得られたプラスミドを

Gateway
®

 LR Clonase
TM 

II Enzyme Mix（Invitrogen）及びdestination ベクターであ

るCSII-EF-Rfa（RIKEN）と共に25℃で1時間培養し、LR反応を行わせた。その

後、プロテアーゼKを加えて37℃で10分間培養しLR反応を停止させた。LR反応

産物を用いて、上記と同様にOne Shot
® 

Stbl3 Chemically Competent E.Coli

（Invitrogen）を形質転換した後、50μg/mLのアンピシリン入りLB固形培地にま

き、37°Cで一晩培養した。コロニーをピックアップし、アンピシリン入りLB液

体培地で37°Cで一晩培養した後、Qiagen Plasmid Midi Kit（Qiagen）を用いて、

ミディプレップを行い、TAZのレンチウイルス発現ベクターを得た。 

http://www.qiagen.com/products/catalog/sample-technologies/dna-sample-technologies/plasmid-dna/qiaprep-spin-miniprep-kit
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7．レンチウイルス感染 

 得られたレンチウイルスベクターはpCMV-VSV-G-RSV-Rev及びpCAG-HIVgp

と共にパッケージング細胞である293FT細胞にLipofectamine 2000 reagent

（Invitrogen）を用いてトランスフェクションを行った。72時間後、レンチウイ

ルスを含む培養上清を採取し、BEAS-2B細胞に感染させた。green fluorescent 

protein（GFP）発現ベクターをコントロールとして使用し、形質導入効率はGFP

陽性細胞をフローサイトメトリー（EPICS XL System II; Beckman Coulter）で測

定することで確認した。 

 

8．Immunoblot 解析 

 細胞はlysis buffer solution（20 mM Tris–HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 

0.5% Nonidet P-40）で溶解し、SDSゲル電気泳動を行った。蛋白はPVDFメンブ

レンに転写された。TBS-T buffer（50 mM Tris–HCl, pH 7.4、150 mM NaCl、0.1% 

Tween-20)で希釈された、2% ECL Prime Blocking Reagent （GE Healthcare）で1

時間室温でメンブレンのブロッキングを行った。1次抗体としてウサギ抗TAZ抗

体（#2149; Cell Signaling)をTBS-Tで1000倍に希釈し、4°Cで一晩反応させた。

TBS-Tで洗浄後、2次抗体としてHRP標識ヤギ抗ウサギ抗体（Cell Signaling)を
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TBS-Tで20000倍に希釈し、室温1時間で反応させた。洗浄後ECL Prime Western 

Blotting Detection Kit（GE Healthcare)を用いてプロトコール通りに発光を検出し

た。なお、ローディングコントロールとして1次抗体：マウス抗-tubulin抗体

（Sigma-Aldrich、1000倍希釈）、2次抗体：ヤギ抗マウス抗体（Cell Signaling、

20000倍希釈)を同様に反応させ、等量の蛋白のローディングを確認した。写真は

CCD camera（EZ-Capture MG; ATTO）を用いて撮影した。 

 

9．細胞増殖アッセイ 

 si TAZまたは si NTC のトランスフェクションをした 48時間後の A549、H441

細胞及びレンチウイルス感染 BEAS-2B細胞を各々7.5 × 10
3
/well、5 × 10

4
/well、2 

× 10
4
/well ずつ quadruplicate で 12ウェルプレートに撒き、2、4、6日後に顕微鏡

下に細胞数を血算板を用いてカウントした。 

 

10．細胞周期解析 

 9.と同様の細胞を4 × 10
5
/wellずつtriplicateで6ウェルプレートに撒き、48時間後

に細胞を採取し、PBSで洗浄後、70%エタノールで4°C 30分固定した。0.1mg/mL 

RNaseA（Sigma-Aldrich）で37°C 30分反応させた。50μg/mL propidium iodide

（Sigma-Aldrich）で4°C 5分反応させた後、フローサイトメトリーで細胞周期を
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解析した。 

 

11．アポトーシスアッセイ 

 A549、H441細胞をsiRNAのトランスフェクション48時間後、4 × 10
5
/wellずつ6

ウェルプレートに撒いた。一晩培養後、24時間の血清飢餓によりアポトーシス

を誘導した。Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit（BioVision）を用いて、プ

ロトコール通りに、annexin V陽性のアポトーシス細胞をフローサイトメトリー

で検出した。 

 

12．腫瘍形成能アッセイ 

 6から8週のヌードマウスをCharles River Laboratories Japanから得た。1 × 10
7個

のGFPまたはTAZ発現BEAS-2B細胞を100μL PBSに懸濁し、1mLシリンジでヌー

ドマウスの背部に皮下注射した（10匹/group）。皮下注射6か月後に腫瘍を摘出し

た。推定体積は腫瘍の外形から長径と短径を計測し、長径×短径×短径×1/2にて

算出した。腫瘍はHE染色で細胞形態を観察した。実験動物であるマウスに無用

な苦痛を与えないよう十分配慮した。実験は麻酔下で施行し、腫瘍の摘出時は

深麻酔下で放血することにより安楽死を与えた。本マウス実験は東京大学動物

実験実施規則及び東京大学動物実験実施マニュアルに準じて行った。 
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13．遺伝子発現プロファイリング 

 si TAZまたはsi NTCをA549、H441細胞にトランスフェクションした48時間後、

RNeasy mini kitを用いてRNAを採取した。GeneChip® Human Gene 1.0 ST Array

（Affymetrix）を用いてプロトコール通りにマイクロアレイ解析を行った。19734

個の遺伝子発現データはGeneSpring GX software（Agilent Technologies）を用いて

解析された。データセットはGene Expression Omnibus データベース（GSE51270）

にアップロードした。 

 過去の研究も統合し、TAZ をレトロウイルスベクターにより発現させた

MCF10A 細胞（乳腺上皮細胞）において 2 倍以上発現が上昇した遺伝子群[16]

と、A549、H441 細胞、さらに SW480 細胞（大腸癌細胞株）[33] で si TAZ ト

ランスフェクション後 0.67 倍以下に発現が減少した遺伝子群を統合し、最低で

も 2 種類の細胞株でオーバーラップした 259 個の遺伝子を TAZ-regulated genes

と定義した。 

 Gene ontology（GO）はフィッシャーの正確確率検定をもとにした Berriz et al.

らによる手法で解析した（ Funcassociate 2.0:The Gene Set Functionator; 

http://llama.mshri.on.ca/funcassociate/）[34]。 

 TAZ-regulated genesを gene setとしてウプサラコホートのマイクロアレイデー

http://llama.med.harvard.edu/funcassociate/
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タをもとに Gene set enrichment analysis（GSEA）を行った[35]。ウプサラコホー

トは TAZ 発現レベル（202134_s_at）のメディアンで TAZ 高発現群、低発現群

の 2 群に、また、生存期間のメディアンで予後不良群、予後良好群の 2 群に分

けられた。 

 

14．定量的 RT-PCR 

 6.と同様にtotal RNAを細胞から抽出し、SuperScript III Reverse Transcriptaseを

用いてcDNAを合成した。定量的 reverse transcription (RT)-PCRは、Mx-3000P

（Stratagene）を用いて、QuantiTect SYBR Green PCR（(Qiagen)でプロトコール

に沿って行った。glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）をサンプ

ル間のcDNA量の変動を補正するための内部コントロールとして用いた。PCRで

得られたアンプリコンについては、解離曲線とアガロースゲル電気泳動とによ

り、各ターゲットを目的として作成したプライマーに対する特異的なPCR産物で

あることを確認した。用いたプライマーを以下に示す。 

 

Gene 

  

AREG Forward (5’ to 3’) CGTGTCCCAGAGACCGAGTT 

 

Reverse (5’ to 3’) AGGTCCAATCCAGCAGCATAATG 
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EREG Forward (5’ to 3’) CGTGTGGCTCAAGTGTCAAT 

 

Reverse (5’ to 3’) TGGAACCGACGACTGTGATA 

NRG1 Forward (5’ to 3’) ATGTGTCTTCAGAGTCTCCCAT 

 

Reverse (5’ to 3’) TGGACGTACTGTAGAAGCTGG 

DKK1 Forward (5’ to 3’) TAGCACCTTGGATGGGTATT 

 

Reverse (5’ to 3’) ATCCTGAGGCACAGTCTGAT 

CCND1 Forward (5’ to 3’) GATGCCAACCTCCTCAACGA 

 

Reverse (5’ to 3’) CACTTCTGTTCCTCGCAGACC 

CCND3 Forward (5’ to 3’) GACCATCGAAAAACTGTGC 

 

Reverse (5’ to 3’) ACAGAGGGCCAAAAAGGTCT 

ANKRD1 Forward (5’ to 3’) GCCTACGTTTCTGAAGGCTG 

 

Reverse (5’ to 3’) GTGGATTCAAGCATATCACGGAA 

SPDEF Forward (5’ to 3’) CCTCAAGGAGTTGCTACTCAAG 

 

Reverse (5’ to 3’) CTGGGAGATGTCTGGCTTCC 

ROR1 Forward (5’ to 3’) ACCGCACCGTCTATATGGAGTCT 

 

Reverse (5’ to 3’) GCATAGTGGCACAGGGAAGG 

TGFBR1 Forward (5’ to 3’) GGTCTTGCCCATCTTCACAT 

 

Reverse (5’ to 3’) CACTCTGTGGTTTGGAGCAA 
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SMAD5 Forward (5’ to 3’) CTTTCCACCAGCCCAACAAC 

 

Reverse (5’ to 3’) TCATAGGCAACAGGCTGAAC 

RASSF2 Forward (5’ to 3’) AAGGGGTGGAGAGTGATATGAAGAG 

 

Reverse (5’ to 3’) AGGGACGTTTGGTGGCTGTAGT 

GAPDH Forward (5’ to 3’) GGTGAAGGTCGGAGTCAACGGA 

 

Reverse (5’ to 3’) GAGGGATCTCGCTCCTGGAAGA 

 

15．ELISA 

 A549細胞にsiRNAのトランスフェクションをした48時間後、1.5 × 10
5
/wellずつ

triplicateで6ウェルプレートに撒いた。その48時間後、無血清培地に交換し、さ

らに48時間培養した後、培養上清を採取した。レンチウイルス感染BEAS-2B細

胞は1.5 × 10
5
/wellずつ6ウェルプレートに撒き、epidermal growth factor（EGF）を

除いた培地で48時間培養した後、培養上清を採取した。Human Amphiregulin 

DuoSet（R&D Systems）を用いて、プロトコールに従い、上清中のamphiregulin

濃度を測定した。 

 

16．EGFR-TKIへの感受性 

 Cancer Cell Line EncyclopediaデータベースからNSCLC細胞株のEGFR tyrosine 
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kinase inhibitors (EGFR-TKIs)を含む複数の抗癌剤に対する 50%阻害濃度（IC50）

及び遺伝子発現マイクロアレイデータから TAZ 発現量に関するデータを得た。

IC50 値のメディアンで NSCLC 細胞株を薬剤感受性群、抵抗群の 2群に分け、2

群間の TAZ発現量を Wilcoxon rank sum test で比較した。 

 

17．統計解析 

 結果は平均標準誤差（SEM）で示した。実験は独立して3回行い、代表的な

データを図に示した。2群間の比較にはStudent’s t-testまたはWilcoxon rank sum 

testを、3群間の比較にはanalysis of variance（ANOVA）、有意差があった場合に

Tukey Kramer posttestを用いた。解析ソフトはJMP version 9.0.3を使用した。P < 

0.05を有意差ありとした。 
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 結果 

NSCLCにおけるTAZの発現と臨床パラメータとの相関 

 196人のNSCLC患者からなるウプサラコホートを用いて、TAZのNSCLCにおけ

る発現解析を行った。Affymetrix U133 plus 2 arrayでNSCLC組織の遺伝子発現プ

ロファイルが解析された。TAZのprobe setは3種類あり（202132_at、202133_at、

202134_s_at）、互いに高い相関を認めた（rho = 0.52-0.83）。TAZの発現と臨床

データとの相関を表1に示す。組織型では扁平上皮癌で、また若い年齢の患者群

でTAZの発現は高かった（各々P = 0.002、P = 0.011、表1）。TAZ発現はEGFR

遺伝子変異陽性群がEGFR/KRAS遺伝子変異陰性群よりも有意に低かった（P = 

0.046、図1）。  
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表1 ウプサラコホートにおけるTAZ発現（202134_s_at）と臨床病理学的パラメ

ーター 
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図1 EGFRまたはKRAS遺伝子変異とTAZ発現との相関 

ウプサラコホートにおいて、EGFR遺伝子変異陽性群、KRAS遺伝子変異陽性群、

EGFR/KRAS遺伝子変異陰性群の3群間でTAZ発現量（probe set：202134_s_at）を

比較した。TAZ発現はEGFR遺伝子変異陽性群がEGFR/KRAS遺伝子変異陰性群

よりも有意に低かった（P = 0.046）。*: P < 0.05（ANOVA with Tukey post hoc test） 
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 その他の臨床パラメーター（性別、喫煙歴、臨床病期、performance status）と

TAZ発現との相関は認めなかった（表1）。 

 

 次に遺伝子コピー数とTAZ発現との相関を調べた結果、3種類のprobeいずれも

TAZ遺伝子locusにあたる部分の遺伝子コピー数とTAZのmRNA発現レベルとの

高い相関を認めた（図2）。  
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図2 TAZ遺伝子コピー数と遺伝子発現レベルとの相関 

ウプサラコホートにおいて、Affymetrix Gene Chip Mapping 250K Nsp I arraysを用

いて解析されたTAZ遺伝子locusの遺伝子コピー数とTAZ発現量（probe set: 

202132_at, 202133_at, 202134_s_at）の相関を解析した。TAZの遺伝子コピー数と

mRNA発現レベルとの高い相関を認めた。Spearman correlation coefficient（rho）

及びP値を示す。 
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 生存解析にて、TAZの3つのprobe setのうちの1つである202134_s_atにおいて、

単変量Cox回帰モデルでTAZ高発現と短い生存期間との有意な相関を認めた（ハ

ザード比 HR = 1.25; confidence interval (CI), 1.04-1.50; P = 0.021）。他の2種類の

probeでは両者の相関は見られなかった（202132_at, P = 0.489; 202133_at, P = 

0.339）。probe set 202134_s_atは、他の臨床上重要なパラメーターである、病期、

performance status、年齢でadjustした多変量Cox回帰モデルにおいても有意な相関

は保たれていた（HR = 1.24; CI, 1.02-1.50; P = 0.035）。 

 probe set 202134_s_atの予後との相関はさらにメタ解析で調べられた。公共デ

ータベースから得られる全部で9つのNSCLCのマイクロアレイデータを用いた

メタ解析の結果、TAZの高発現と不良な予後との相関を認めた（図3a、HR = 1.27; 

CI, 1.08-1.51; P = 0.005）。この予後との相関は肺腺癌のみで解析すると特に顕著

に見られた（図3b、HR = 1.40; CI, 1.21-1.62; P < 0.001）。扁平上皮癌のみでの解

析では有意差は認められなかった（HR = 1.04; CI, 0.89-1.21; P = 0.618）。 
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図3 TAZ発現と生存期間との関連（メタ解析） 

（a）全ての組織型を含む、（b）腺癌のみ 

公共データベースから得られる全部で9つのNSCLCのマイクロアレイデータを

用いて、メタ解析を行った。その結果、TAZの高発現と不良な予後との相関を

認めた。この相関は肺腺癌のみで解析すると特に顕著に見られた。 
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NSCLCにおけるTAZの蛋白発現 

 in situでの蛋白レベルでのTAZの発現解析をするため、355例のNSCLCからな

る組織マイクロアレイを用いて免疫染色を行った。そのうち345例のNSCLCで評

価可能であった。正常肺では、肺胞上皮細胞、気管支上皮細胞、さらには血管

内皮細胞、線維芽細胞において細胞核優位にTAZが発現していた（図4）。一方、

肺癌細胞は、組織型に関わらず、強い陽性から陰性まで様々な染色の強さが見

られた（図5a-c）。リンパ球におけるTAZの発現はほとんど認めなかった（図5b）。 
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図4 正常肺組織におけるTAZ発現 

正常肺組織を用いてTAZの免疫組織染色を行った。代表的な免疫染色の写真を示

す。肺胞上皮細胞において細胞核優位のTAZ発現を認めた。  
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図5 NSCLC組織におけるTAZ蛋白発現 

ウプサラコホートにおいて、肺癌組織を用いてTAZの免疫組織染色を行った。肺

癌は様々な強さの染色を示した。（a）強陽性、（b）弱陽性、（c）陰性。(b)では

間質に存在するリンパ球はほとんど染まっておらず、(c)では線維芽細胞が核優

位に染まっている。  
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 免疫染色のスコアは同一サンプルから得られたマイクロアレイによる遺伝子

発現レベルと有意に相関していた（図6）。 

 ウプサラコホートを染色スコアのメディアン値でTAZ高発現群と低発現群の2

群に分けて解析をすると、蛋白レベルでのTAZの発現は扁平上皮癌で高い傾向に

あった（表2）。EGFRまたはKRAS遺伝子変異ステータス及びその他の臨床パラ

メーターとTAZ発現との相関は認められなかった。 

 mRNAレベルでの解析結果と同様に、蛋白レベルでもTAZの高発現と不良な予

後との相関を認めた(表3、左：単変量解析、HR = 1.40, CI 1.06-1.82, P = 0.019、

右：多変量解析、HR = 1.34, CI 1.01–1.76, P = 0.040)。図7に両群のKaplan-Meier

分析の結果を示す。50%生存期間の差は13か月であった。 

 遺伝子コピー数とTAZ蛋白発現レベルとの相関は、mRNAレベルで見られたの

と同様に、有意な相関を認めた（rho = 0.17, P = 0.025）。従って、TAZ発現は少

なくとも部分的には遺伝子コピー数変化で規定されることが示された。遺伝子

コピー数の大小で196例のNSCLC患者を2群に分けると、高コピー数の群で予後

が悪い傾向にあったが、有意差は認めなかった（P = 0.203）。  
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図6 TAZの蛋白発現レベルと遺伝子発現レベルとの相関 

ウプサラコホートにおいて、TAZの免疫染色のスコアと、同一サンプルから得ら

れたマイクロアレイでのTAZ遺伝子発現レベルとの関係を示す。3つのprobe set

いずれにおいても、両者は有意に相関していた。 

蛋白発現レベル（0, 染色スコア 0-3; 1, 染色スコア 4-6; 2, 染色スコア 7-9）。 

The middle bar, メディアン; box, inter-quartile range。 
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表2 ウプサラコホートの組織マイクロアレイにおけるTAZ蛋白発現と臨床病理

学的パラメーター 
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表3 345例のNSCLC患者の単変量及び多変量Cox回帰モデル（生存解析） 

TAZ：高発現（染色スコア 7-9）vs. 低発現（染色スコア 0-6） 

stage：II–IV vs. I 

performance status：I–III vs. 0 

年齢：>70 vs. ≤70 years 
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図7 Kaplan Meier 生存曲線 

345人の肺癌患者を免疫染色スコアのメディアンでTAZ高発現群と低発現群とに

分け、P値はログランク検定で計算した。TAZ高発現群で生存期間がより短かっ

た。 
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細胞株を用いたIn vitroでのTAZの機能解析 

 TAZ loss-of-functionモデルとして、内因性TAZ発現を有するヒト肺腺癌細胞株、

A549及びH441細胞のTAZ発現をsiRNAでノックダウンした系を、さらにTAZ 

gain-of-functionモデルとして、内因性TAZ発現レベルが低いヒト気管支上皮細胞

株、BEAS-2B細胞にレンチウイルスベクターを用いてTAZの過剰発現を起こす

系を構築した。コントロールとして用いたGFP導入細胞において、フローサイト

メトリー分析によりGFP発現を95%の細胞に認め、高い形質導入率を確認した。

Immunoblotの結果を図8に示す。siRNAのトランスフェクション、レンチウイル

スによる形質導入のいずれも細胞形態への変化は来さなかった。  
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図8 TAZのimmunoblot解析 

A549、H441細胞にはsiRNAをトランスフェクションし、BEAS-2B細胞にはレン

チウイルスベクターによりTAZ遺伝子の形質導入を行い、immunoblotにより各々

TAZノックダウン及び過剰発現を確認した。-tubulinはローディングコントロー

ルとして用いた。si NTC：negative controlのsiRNA、si TAZ：TAZのsiRNA。 
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 まず、TAZの細胞増殖における役割を調べた。A549及びH441細胞において、

TAZノックダウンは細胞増殖を抑制し、一方、BEAS-2B細胞において、TAZ過剰

発現は細胞増殖を促進した（図9）。  
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図9 TAZの細胞増殖に与える影響 

siRNAでTAZ ノックダウンしたA549、H441細胞、レンチウイルスベクターで

TAZを強制発現させたBEAS-2B細胞をまき（day0）、day2、4、6に細胞数をカウ

ントした。A549及びH441細胞では、TAZノックダウンにより細胞増殖が抑制さ

れ、一方、BEAS-2B細胞では、TAZ過剰発現により細胞増殖が促進した。*: P < 0.05

（Student’s t-test、A549、H441細胞：si NTC vs. si TAZ #1 or #2, BEAS-2B細胞：

GFP vs. TAZ）  
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 次に、TAZの細胞周期に与える影響を調べた。細胞増殖の解析結果に対応して、

A549細胞においてTAZノックダウンはG0/G1期の細胞を増やし（図10a）、

BEAS-2B細胞においてTAZ過剰発現はG1期からS期への移行を促進した（図10b）。 
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図10 （a）A549細胞におけるTAZ発現の細胞周期に与える影響（*: P < 0.05、

Student’s t-test） 

si TAZまたは si NTC のトランスフェクションをした 48時間後の A549 細胞 

を4 × 10
5
/wellずつtriplicateで6ウェルプレートに撒き、48時間後に細胞を採取し、

PBSで洗浄後、70%エタノールで4°C 30分固定した。0.1mg/mL RNaseAで37°C 30

分反応させ、propidium iodideで4°C 5分反応させた後、フローサイトメトリーで

細胞周期を解析した。TAZノックダウンによりG0/G1期の細胞の割合が増え、

Gs/M期の細胞の割合が減った。 
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図10 （b）BEAS-2B細胞におけるTAZ発現の細胞周期に与える影響（*: P < 0.05、

Student’s t-test） 

レンチウイルス感染BEAS-2B細胞で（a）と同様の実験を行った。TAZ過剰発現

によりG1期からS期への移行が促進した。 
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 次にTAZのアポトーシスにおける関与を調べるために、siRNAをトランスフェ

クションしたA549及びH441細胞において24時間血清飢餓によりアポトーシス

を誘導し、annexin-V陽性アポトーシス細胞を検出した。その結果、A549、H441

細胞いずれにおいてもTAZ ノックダウンによりアポトーシス誘導が促進された

（図11）。これらの実験結果からTAZは細胞増殖及び生存を促進することが示唆

された。 
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図11 TAZのアポトーシスにおける役割 

A549、H441細胞をsiRNAのトランスフェクション48時間後、4 × 10
5
/wellずつ6ウ

ェルプレートに撒いた。一晩培養後、24時間の血清飢餓によりアポトーシスを

誘導し、Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kitを用いて、annexin V陽性アポト

ーシス細胞をフローサイトメトリーで検出した。A549、H441細胞いずれにおい

てもTAZノックダウンによりアポトーシス誘導が促進された。 
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 マウスモデルにおけるTAZの腫瘍形成能 

 in vivoでTAZの腫瘍形成における役割を調べるために、ヌードマウスに、レン

チウイルスベクターでTAZまたはGFPが形質導入されたBEAS-2B細胞を皮下注

射した。6か月後、TAZ導入群では10匹中5匹の腫瘍形成を認める一方、GFP導入

群では1匹のみ腫瘍形成を認めた（図12）。HE染色では両者で形態の差は認めず、

どちらも高率なmitosisを含む典型的な癌の病理学的特徴を有していた（図13）。 
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図12 xenograft mouse model 

GFPまたはTAZを過剰発現させたBEAS-2B細胞をヌードマウスに皮下注射し、6

か月後の腫瘍形成能を調べた。TAZ導入群では10匹中5匹の腫瘍形成を認める一

方、GFP導入群では1匹のみ腫瘍形成を認めた。写真は代表的なヌードマウスを

示す。 
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図13 xenografted tumorのHE染色 

GFPまたはTAZを過剰発現させたBEAS-2B細胞をヌードマウスに皮下注射し、6

か月後に形成されたxenografted tumorを摘出し、HE染色を行った。両者で形態の

差は認めず、どちらも典型的な癌の病理学的特徴を有していた。代表的な染色

像を示す。 
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肺癌細胞株における遺伝子発現プロファイリング 

 肺癌細胞におけるTAZの標的遺伝子を調べるために、siRNAをトランスフェク

ションしたA549細胞において、マイクロアレイ解析をもとに遺伝子発現プロフ

ァイリングを行った。TAZノックダウンによりsi NTC群と比べTAZ転写産物は

20%まで発現が低下した。TAZノックダウンにより1.5倍以上発現上昇した転写

産物は227個、0.67倍以下に発現低下した転写産物は131個あった。気道上皮細胞

の分化、生存、増殖にかかわると考えられている主要な遺伝子を図14、表4に示

す。  
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図14 A549細胞におけるマイクロアレイ解析のScatter plot 

縦軸にsi TAZ #1を、横軸にsi NTCをトランスフェクションしたA549細胞の遺伝

子発現量を表したScatter plotを示す（AREG, amphiregulin; EREG, epiregulin; 

NRG1, neuregulin 1）。  
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表4 A549細胞においてTAZノックダウンにより発現量が変動した遺伝子 
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 A549細胞と同様にH441細胞でもマイクロアレイ解析を行った結果、TAZノッ

クダウンにより1.5倍以上発現が上昇した転写産物は69個、0.67倍以下に発現が

減少した転写産物は138個あった。A549、H441細胞両者でTAZノックダウンによ

り0.67倍以下に発現が減少した転写産物は30個の遺伝子でオーバーラップして

いた。さらに過去の研究や公共データベースのマイクロアレイデータを用いて、

他の2つの細胞株でのマイクロアレイ解析の結果を統合し、「方法」で記載した

ように259個からなるTAZ-regulated genesを得た（表5）。これらの遺伝子を特徴

づけるために、まずGO解析を行った。その結果、これらの遺伝子は細胞周期の

制御という機能を持つ遺伝子が多くを占めることが分かった（表6）。 
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表5 TAZ-regulated genes 

A549細胞、H441細胞、MCF10A細胞、SW480細胞のうち最低でも2種類の細胞株

でオーバーラップした、TAZ依存的な発現変化を来した259個の遺伝子を示す。 

 

 

  

AAK1 CTGF HMGB1 NIP7 SAMHD1 WWTR1

ACSL3 CYR61 HMGN2 NIPA2 SAR1B XPOT

ADM CYTH3 HSP90AA6P NMD3 SCARB2 YKT6

ANKRD1 DCTN5 ICMT NPIPL3 SDPR YWHAH

ANKRD40 DDAH1 IGF2BP3 NPM1 SEC24A ZFP36L2

ANLN DEPDC1 IGFBP3 NR3C1 SERP1 ZFYVE20

ANP32E DHFR IPO11 NRG1 SERPINE2 ZNF252

AP1S3 DHX9 ITGA6 NT5E SERPINH1 ZWILCH

AREG DKK1 ITGB1BP1 NUP93 SH3RF1 ZWINT

ARHGAP19 DLEU2 KBTBD8 NUP98 SIAE

ARNTL2 DNAJB4 KCTD5 NUSAP1 SKP2

ATAD2 DNAJC1 KDELR3 OCRL SLC12A2

ATP13A3 DNAJC9 KIAA1147 ODC1 SLC16A6

ATP7A DTL KIAA1524 PAFAH1B1 SLC2A14

AXL E2F8 KIF18A PCGF6 SLC44A2

B4GALT6 EARS2 KLHDC5 PCNA SMC1A

BCL2L1 ECT2 KLHL7 PFAS SMG7

BRCA2 EFHD2 KLHL8 PGGT1B SOCS2

BRIP1 EIF2B2 LAMC2 PGM3 SPAG1

BUB1 EIF4B LANCL1 PHF20L1 SRP72

C13orf34 ENC1 LIN52 PI3 SRR

C5orf30 ERLIN1 LMAN1 PIP5K1B SSR3

CALM1 ETNK1 LMNB1 PKN2 TAGLN

CBFB EXOC6 LSM14A PLK2 TAP2

CCDC123 EXPH5 LYN PMAIP1 TFDP1

CCND1 FAM111B MAN2A1 POLE2 TGM2

CCND3 FBXL5 MAP4K3 POP5 TICAM2

CCNE2 FBXO45 MAPKAP1 PPIL5 TIMM17A

CDCA4 FGD6 MAPRE1 PPM1A TIPIN

CDCA7 FGFR1OP MCM10 PPP3R1 TMED2

CDCA8 FH MCM4 PRC1 TMEM168

CDK1 FOSL1 MCM6 PRDX6 TMEM39A

CENPA GABPB2 MCM8 PRIM1 TMPO

CENPI GART ME2 PRKAG2 TNFRSF12A

CENPL GAS5 MEST PSAT1 TOM1L2

CENPQ GFPT1 MFAP3 PSPH TOMM22

CEP55 GINS2 MGAT2 PTAR1 TOR1AIP2

CFLAR GK5 MND1 PTPLB TPM1

CHAC2 GLS MRPL15 PTS TTC26

CHCHD3 GPD2 MRPL19 PURB TTF2

COL4A1 GPR126 MRPL3 PUS7 TYMS

COQ7 GPRC5A MT1E PUS7L UBE2W

CORO1C GSTCD MT1F QSER1 UHMK1

COX7B GTF2A1 MT1G RAB28 UHRF1

CREM H2AFV MTHFD2 RAPH1 UPP1

CRIM1 HCCS MTPN RBM25 USP10

CSRP1 HDGFRP3 MTX3 RETSAT USP38

CST6 HIST1H2BC NECAP1 RFC1 VANGL1

CSTF2 HIVEP2 NEK6 RFC3 WDHD1

CTDSPL2 HMGA2 NETO2 RRN3 WDR33
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表6 TAZ-regulated genesのgene ontology解析 
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 さらにこの遺伝子セットを用いて、ウプサラコホートにおいて、GSEAを行っ

た結果、TAZ-regulated genesはTAZ高発現群で有意に発現が上昇していることが

示唆された（図15）。また、同遺伝子セットは予後不良群で有意に発現が上昇し

ていた（図16）。 
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図15  TAZ-regulated genesを用いたGSEA（TAZ-high vs. TAZ-low） 

ウプサラコホートにおいてTAZ発現量（202134_s_at）によりTAZ高発現群、低発

現群の2群に分け、TAZ-regulated genesを用いてGSEAを行った。TAZ-regulated 

genesはTAZ高発現群で有意に発現が上昇していた。赤色のバーはTAZ高発現群

と、青色のバーはTAZ低発現群との相関を示す。相関の強さに応じてマイクロア

レイ中の全遺伝子がランク付けされ（下部、gray figure）、用いたgene set中の遺

伝子がその中でどの位置に当たるかが示され（中部、黒色縦棒）、その密度に応

じて、enrichment score（上部、緑色曲線）が描かれている。 
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図16  TAZ-regulated genesを用いたGSEA （予後不良 vs. 予後良好） 

ウプサラコホートにおいて生存期間のメディアンで予後不良群、予後良好群の2

群に分け、TAZ-regulated genesを用いてGSEAを行った。TAZ-regulated genesは予

後不良群で有意に発現が上昇していた。 
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TAZのErbBリガンド発現制御 

 マイクロアレイ解析でA549細胞におけるErbBリガンド（amphiregulin、

epiregulin、neuregulin 1）がTAZノックダウンで発現低下を認めていたため、定

量的RT-PCRでその結果を確認した（図17上）。BEAS2B細胞でもTAZ高発現によ

りErbBリガンド発現が誘導された（図17下）。TAZによるamphiregulin発現制御は

ELISAにより培養上清での蛋白レベルでも確認された（図18）。 
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図17 TAZによるErbBリガンド発現制御（mRNAレベル） 

TAZをノックダウンしたA549細胞、GFPまたはTAZを強制発現させたBEAS-2B

細胞におけるErbBリガンドの発現を定量的RT-PCRで調べた。いずれのErbBリガ

ンドも、A549細胞において、TAZノックダウンにより発現が低下し、一方、

BEAS-2B細胞において、TAZ過剰発現により発現は上昇した。 
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図18 TAZによるamphiregulin発現制御（蛋白レベル） 

TAZをノックダウンしたA549細胞、GFPまたはTAZを強制発現させたBEAS-2B

細胞におけるamphiregulinの発現をELISAで調べた。培養上清における、100万個

の細胞当たりのamphiregulin濃度を示す。A549細胞において、TAZノックダウン

によりamphiregulin濃度は低下し、一方、BEAS-2B細胞において、TAZ過剰発現

によりamphiregulin濃度は上昇した。*: P < 0.05、Student’s t-test 
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NSCLCにおけるTAZとErbBリガンド発現との相関 

 次に、NSCLCにおいてTAZとErbBリガンドの発現に相関が見られるかどうか

調べた。公共データベースから得たNSCLC細胞株のマイクロアレイデータセッ

ト（GSE4127、GSE4824）において、図19、20に示す通り、両者の発現の相関を

認めた（但し、GSE4127においてはneuregulin 1は、傾向のみで、有意差は認めな

かった）。 

 さらに、amphiregulinに関しては、蛋白レベルでの相関を調べるために、ウプ

サラコホートのTMAを用いて免疫染色を行った。その結果、TAZ及びamphiregulin

両者の染色が評価可能なNSCLC例は344例あり（図21）、両者の発現の有意な相

関を認めた（表7、P < 0.001）。amphiregulin陽性（染色スコア1以上）、陰性（染

色スコア0）は各々172例ずつあり、両群間で生存期間に有意な差は認めなかっ

た（単変量解析、HR = 0.97, CI 0.75-1.25, P = 0.82、AREG 陽性 vs. 陰性）。 
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図19 NSCLC細胞株におけるTAZとErbBリガンド発現の相関（GSE4127、n = 19） 

公共データベースから得たNSCLC細胞株のマイクロアレイデータセットを用い

て、TAZ遺伝子発現とErbBリガンド遺伝子発現との相関を調べた結果、両者の

発現レベルの正の相関を認めた。Spearman correlation coefficient（rho）及びP値

を示す（Probe set, TAZ: 202132_at; amphiregulin: 205239_at; epiregulin: 205767_at; 

neuregulin 1: 208241_at）。 
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図20 NSCLC細胞株におけるTAZとErbBリガンド発現の相関（GSE4824、n = 52） 

図19で用いたデータセットとは独立した、別のNSCLC細胞株のマイクロアレイ

データセットを用いて、同様の解析を行ったところ、同様にTAZとErbBリガン

ド発現の正の相関を認めた。 

Spearman correlation coefficient（rho）及びP値を示す（Probe set, TAZ: 202132_at; 

amphiregulin: 205239_at; epiregulin: 205767_at; neuregulin 1: 208241_at）。 
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a 

 

b 

 

図21  NSCLC組織におけるamphiregulin蛋白発現 

ウプサラコホートのNSCLC組織を用いてamphiregulinの免疫組織染色を行った。

代表的な免疫染色の写真を示す（a：強陽性、b：陰性）。（a）では癌細胞におい

て細胞質優位なamphiregulinの発現を認めた。 
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表7 NSCLC組織におけるTAZとamphiregulin蛋白発現の相関 

ウプサラコホートの組織マイクロアレイにおける、TAZとamphiregulinの蛋白発

現レベルの相関を以下に示す。 

 

  



67 

 

 TAZは転写因子TEADと協同して、標的とする遺伝子のプロモーター領域に結

合し、転写活性を制御することが知られている。ErbBリガンドのプロモーター

領域を解析した結果、TEADの結合部位が存在することが示された（図22）。 
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図22 ErbBリガンドのプロモーター解析 

（a）ErbBリガンドのプロモーター領域にTEAD recognition motif（TRM）が存在

した。 

（b）JASPAR データベース（http://jaspar.cgb.ki.se/）から得たTRMを示す。 

  



69 

 

 次にGSEAによりTAZ高発現NSCLCにおいてEGFRシグナリングが活性化して

いるかどうか検討した。過去の研究からEGFRシグナリング関連遺伝子セットを

得て、それらを用いて、ウプサラコホートをTAZ高発現、低発現群に分け、GSEA

を行った。その結果、EGFRシグナリング関連遺伝子はTAZ高発現群で発現が上

昇していることが分かった（図23a-d）。 
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図23 （a）TAZ発現とEGFRシグナリング活性化（Amit et al.、P = 0.004） 

 

図23 （b）TAZ発現とEGFRシグナリング活性化（Zwang et al.、P = 0.082） 

 

図23 （c）TAZ発現とEGFRシグナリング活性化（Reactome データベース、P = 

0.282） 
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図23 （d）TAZ発現とEGFRシグナリング活性化（Nagashima et al.、P = 0.279） 

 

ウプサラコホートをTAZ高発現群、低発現群に分け、EGFRシグナリング関連遺

伝子を用いてGSEAを行った。その結果、いずれのEGFRシグナリング関連遺伝

子もTAZ高発現群で発現が上昇していた。 

 

EGFRシグナリング関連遺伝子 

（a）MCF10A細胞でEGF投与により発現上昇した遺伝子群（Amit et al.[36]） 

（b）184A1細胞でEGF投与により発現上昇した遺伝子群（Zwang et al.[37]） 

（c）Reactome database (http://www.reactome.org/ReactomeGWT/entrypoint.html) 

から得た活性化型EGFRによるシグナリングに関与する遺伝子群 

（d）MCF7細胞でEGF投与により発現上昇した遺伝子群（Nagashima et al.[38]） 

  

http://www.reactome.org/ReactomeGWT/entrypoint.html
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TAZ発現とEGFR-TKIへの感受性 

 Cancer Cell Line Encyclopedia データベースからNSCLC細胞株のTAZ発現及び

各薬剤に対する感受性（IC50）を調べた結果、2種類のEGFR-TKIにおいて、

sensitive群においてTAZ発現量が高い傾向にあった。他の薬剤はsensitive群と

resistant群で同程度の発現量だった（図24）。  
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図24 TAZ発現と薬剤感受性 

肺癌細胞株において薬剤のIC50によりdrug sensitive、resistant群に分け、TAZ発現

を比較した。Wilcoxon rank sum testによりP値を計算した。2種類のEGFR-TKIに

おいて、sensitive群においてTAZ発現量が高い傾向にあった。一方、他の薬剤は

sensitive群とresistant群で同程度の発現量だった。The middle bar, メディアン; box, 

inter-quartile range. 
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 最後に、gefitinib sensitive genes（ヒト初代培養肺胞上皮細胞株において、EGF

が投与された状態から、さらにgefitinibが追加投与されることで遺伝子発現が有

意に変化した遺伝子群[39]）を用いて、ウプサラコホートでGSEAを行ったとこ

ろ、TAZ高発現群で有意にその遺伝子群の発現が上昇していることが示唆された

（図25）。  
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図25 TAZ発現とgefitinib感受性 

ウプサラコホートにおいてTAZ発現量（202134_s_at）によりTAZ高発現群、低発

現群の2群に分け、gefitinib sensitive genesを用いてGSEAを行った。TAZ高発現群

で有意にgefitinib sensitive genesの発現が上昇していた。 
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 考察 

 本研究では、単一施設における、臨床情報及び遺伝子発現情報を有するNSCLC 

patient cohortの最も大きなものの一つであるウプサラコホートにおいて、ゲノム、

mRNA、蛋白レベルで TAZ 発現を統合的に解析することで、TAZ の NSCLC に

おける臨床的意義を明らかにした。マイクロアレイデータのメタ解析及び組織

マイクロアレイの結果、TAZは NSCLC において独立した予後因子の一つである

ことが示された。この結果に対応して、TAZは in vitroで肺癌及び気道上皮細胞

の増殖を促進し、in vivo のマウスモデルで腫瘍形成を促進した。その機序とし

て、TAZは細胞周期やアポトーシスの制御、EGFR シグナリングの活性化に関わ

ることが示唆された。 

 TAZとそのパラログである YAP は Hippo pathwayによって制御され、両者は

同様の機序で転写共役因子として働く[5]。しかし、両者にはいくつか明らかな

違いがある。例えば、YAP ノックアウトマウスは胎生期に死亡するのに対し、

TAZ ノックアウトマウスは末梢の肺胞形成が阻害され、肺気腫類似の肺病理所

見を呈する[12]。また、YAP ではなく TAZ の高発現が乳癌細胞株及び乳癌組織

で見られたという報告がある[14]。さらに Zhou らは、TAZは肺癌細胞株で高発

現、正常気管支上皮細胞株で比較的低発現なのに対し、YAP は両者で同程度の

発現を認めると報告した[21]。これらのことから YAP よりも TAZ の方が肺の発
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生や腫瘍形成において重要な役割を果たすことが推測される。 

 本研究で示された、NSCLC患者におけるTAZの高発現と短い生存期間との関

連はXieらによる報告と同様である[22]。しかし、本研究と彼らの研究結果とは

いくつか相違点が存在する。まず、本研究では正常肺において、TAZの発現は肺

胞上皮、気道上皮、線維芽細胞などの間葉系細胞でも認められたが、Xieらの研

究では肺癌以外の細胞でのTAZ発現は見られなかった。本研究の免疫組織染色で

認められた、正常肺でのTAZ発現陽性、リンパ球でのTAZ発現陰性という発現パ

ターンは、human protein atlasデータベース（http://www.proteinatlas.org/）から得

られるRNA sequencingの結果と一貫しており、本研究の免疫染色の妥当性を示唆

している。次に、TAZ発現は本研究では扁平上皮癌で高い傾向にあったが、Xie

らの研究では腺癌に高い傾向にあった。他のNSCLCのマイクロアレイデータ解

析からは本研究と同様に、扁平上皮癌優位のTAZ発現が確認されている。これら

の相違の理由として、患者の特性（人種など）や免疫染色の方法（抗体など）

の違いが挙げられる。 

 TAZ は多くの種類の癌で高発現しており、腫瘍の増殖、遊走、浸潤などに関

わると考えられているが、癌細胞で TAZ の活性化が起きるメカニズムについて

はほとんど分かっていない。実際に Hippo pathwayを構成する蛋白の DNA レベ

ルでの変異はほとんど報告されていない。数少ない例外は、TAZ をリン酸化す

http://www.proteinatlas.org/
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る LATS を活性化する NF2（neurofibromin 2）遺伝子で、神経線維腫症において

高率に遺伝子変異を来している[40]。また、LATS2 も悪性中皮腫において遺伝子

変異を高頻度で認め[41]、これらの変異により Hippo pathwayの最終ターゲット

である TAZ の活性化を生じ、腫瘍形成が促進される。しかし、現時点では癌に

おいて TAZ自身の activating mutation は報告されていない。本研究では、著明な

増幅ではないものの、一部の肺癌において DNAコピー数が増加しており、それ

と相関して、TAZ蛋白発現の上昇を認めた。TAZや YAP の遺伝子増幅は肝細胞

癌、乳癌などいくつかの癌で報告されている[42, 43]。しかし、肝細胞癌や乳癌

での遺伝子増幅の割合は低く、肝細胞癌の 60%で YAPの過剰発現が、乳癌の 80%

で TAZの過剰発現が見られるという報告[14, 44]からは、主に遺伝子増幅以外の

メカニズムが TAZ/YAP の蛋白発現を制御していると考えられる。例えば、

TAZ/YAP のプロモーター領域のメチル化などエピジェネティックな制御や

TAZ/YAP 自体の転写制御[45, 46]、さらにマイクロ RNA による転写後制御[47]

など多くの要素が関わっていると考えられる。また、TAZ は細胞質においてユ

ビキチン―プロテアソーム系で分解される蛋白であり、蛋白としての安定性も

重要な要素である。実際に、本研究では、肺癌組織において mRNA レベルと蛋

白レベルでの TAZ 発現において軽度の正の相関が見られただけであった。

mRNA は癌以外の細胞（間葉系細胞など）も含めてマイクロアレイ解析がなさ
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れており、一方 TAZ 蛋白は癌細胞のみで免疫染色で発現量がスコアリングされ

ており、この違いが本研究における両者の相関を過少評価している可能性はあ

る。しかし、TAZのリン酸化に至るまでの上流シグナル分子が TAZ発現に大き

な影響を与える可能性は高く、今後肺癌における、それらの上流因子を含めた

TAZ活性化のメカニズムを明らかにする必要がある。 

 Zhou らは、A549 細胞における TAZ ノックダウンにより腫瘍形成が抑制され

ることを示した[21]。これは TAZを過剰発現させた BEAS-2B細胞において腫瘍

形成が高頻度に見られたという本研究の結果と矛盾しない。しかし、本研究で

はサンプルサイズが小さく、腫瘍の大きさの統計学的な比較ができなかった。

さらに腫瘍の HE 染色は BEAS-GFP 群と BEAS-TAZ 群とで形態上の相違は見ら

れなかった。そもそも BEAS-2B細胞は正常気管支上皮細胞にウイルス導入で不

死化した細胞株であることも考えると、今回のレンチウイルスベクター自体が

癌形成に関与する遺伝子の染色体部位に組み込まれ、遺伝子変異を引き起こし、

癌化した可能性も否定はできない。in vivoにおける TAZの腫瘍形成能に関して

は、今後さらなる研究が必要である。 

 TAZの細胞増殖や細胞生存への作用の分子機構を探るために、2種類の肺腺癌

細胞株である A549 細胞と H441 細胞を用いて、TAZ ノックダウン前後の RNA

を採取し、マイクロアレイ解析を行った結果、ErbB リガンドやサイクリンなど
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細胞周期に関わるいくつかの遺伝子の発現が TAZ によって制御されていること

が分かった。A549細胞及び H441細胞の両者で TAZノックダウンにより発現が

低下した遺伝子は全部で 30 個あったが、GO 解析をしても有意な結果は得られ

なかった。本研究では肺以外の組織からの細胞株である MCF10A 細胞及び

SW480 細胞を合わせて 259個の TAZ-regulated genes を定義し、GO 解析や GSEA

を行い、細胞周期に関わる遺伝子が多く含まれることが分かったが、Hippo 

pathway は臓器特異性・細胞特異性な制御機構を有しており[48]、今後、肺特異

的な TAZ ターゲット遺伝子についてのさらなる研究が必要である。転写因子

TTF-1 は肺や甲状腺などに特異的に発現される蛋白であり、TAZ は TTF-1 と協

同して肺サーファクタント産生を促すことがマウスモデルで示されており[13]、

今後ヒトにおける TAZと TTF-1との関係を明らかにすることで肺特異的な TAZ

制御ネットワークが明らかになるかもしれない。 

 本研究ではTAZが肺癌細胞株及び気管支上皮細胞株で amphiregulinをはじめ、

ErbB リガンド発現を制御することが示された。臨床検体でも両者の発現の相関

が見られた。EGFR リガンドである amphiregulin は肺癌を含む多くの癌の進行に

寄与することが報告されている[49]。TAZは乳腺上皮細胞からの amphiregulin 分

泌を亢進させ[50]、また、YAP も乳腺上皮細胞において、直接 amphiregulin 遺伝

子のプロモーター領域に結合することで、発現を亢進させると報告されている
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[51]。ErbB リガンドのプロモーター領域には TAZ と結合する最も主要な転写因

子である TEAD の結合部位があることが予測され、今後ルシフェラーゼアッセ

イやクロマチン免疫沈降法などにより、TAZ が直接それらの遺伝子発現を制御

しているのかどうか明らかにする必要があるだろう。 

 ウプサラコホートにおいて、TAZ は amphiregulin と蛋白発現レベルで正の相

関を認め、また TAZ の高発現と不良な予後との相関も認められたが、

amphiregulin の蛋白発現と予後との有意な相関は認められなかった。Fontanini ら

は 1991 年から 1994 年の間に切除された 195 例の NSCLC 組織で、amphiregulin

が高発現だと生存期間が有意に短かったと報告しており[52]、本研究と異なる結

果であった。患者特性の違い、昔と近年との肺癌術後治療の違い、抗体を含め

た免疫染色の方法の違いなどが理由として挙げられる。ウプサラコホートにお

いて TAZ 高発現で予後不良となったのは、amphiregulin 以外の TAZ の標的遺伝

子による影響も大きいと考えられる。しかし、GSEAにて、TAZ高発現 NSCLC

において EGFR シグナリングが活性化していることが示唆され、またリン酸化

EGFRはNSCLC患者において不良な予後と相関するという報告があり[53]、TAZ

がEGFRシグナリングを活性化することでNSCLC患者の予後に影響を与えた可

能性も十分考えられる。 

 EGFR-TKIは近年EGFR遺伝子変異陽性NSCLC患者に対する効果的な治療法と
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して確立されている[54]。一方、EGFR遺伝子変異陰性患者においても時々有効

となることが知られているが、その理由はよくわかっていない[55]。TAZは

NSCLCにおいてEGFRリガンドであるamphiregulinの発現を制御していることが

本研究で示された。YonesakaらはEGFR遺伝子変異陰性患者において、

amphiregulin発現が高いほど、EGFR-TKIへの感受性が高かったと報告しており

[56]、TAZ発現はEGFR遺伝子変異陰性患者におけるEGFR-TKI感受性を規定する

一因子となりうるかもしれない。実際、in vitroではEGFR-TKIに感受性のある

NSCLC細胞株においてTAZ発現が高い傾向にあり、TAZ発現とEGFR-TKI感受性

との関連が実際の肺癌患者で見られるか、将来の臨床研究が待たれる。 

 本研究では、TAZのErbBリガンド発現への影響に焦点を絞ったが、4つの細胞

株における統合的なマイクロアレイ解析から、TAZは、Axl、CTGF、Cyr61、cyclin

（CCND1やCCND3）といった細胞増殖促進に関与する遺伝子の発現制御を通じ、

腫瘍形成を促進するという可能性も考えられる。さらに前述したとおり、Hippo 

pathwayは、WntシグナリングやTGF-β-Smadシグナリングなど癌における他の重

要なシグナル伝達経路とのクロストークも報告されており、これらの複雑なネ

ットワークの全容を解明することで、より一層TAZのNSCLCにおける重要な役

割が明らかになるだろう。 

 TAZのoncogenic functionを考えると、TAZは癌治療のターゲットとなりうる。
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近年Liu-ChittendenらはYAP-TEADの複合体形成を阻害することが妥当な治療法

になりうることを示した[57]。彼らはTEADのdominant-negative変異体を用いて、

YAP過剰発現からくる肝腫大/腫瘍形成を阻害した。さらにポルフィリンファミ

リーの一つであるverteporfinがYAP-TEADの複合体形成を阻害する小分子とし

て同定された。verteporfinは加齢黄斑変性の光線力学的治療にすでに実臨床で使

われており、YAP/TAZをターゲットとした癌治療の選択肢の一つとして今後の

さらなる研究が待たれる。また、Rho、Rock阻害剤や、GPCRアゴニスト/アンタ

ゴニスト、WNT阻害剤など、TAZ/YAP制御の上流シグナルやHippo pathwayとク

ロストークする他のシグナル伝達経路も重要な治療ターゲットとして挙げられ

る。 

 本研究によって、TAZはNSCLCの予後規定因子として、さらには治療ターゲ

ットの候補として、大きな可能性を持った重要な因子であることが明らかとな

った。 
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