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N-(3,4-dimethoxyphenethyl)-6-methyl-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-

1-amine inhibits bladder cancer progression by suppressing 

YAP1/TAZ 

 

 
                          

N-(3,4-dimethoxyphenethyl)-6-methyl-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-amine は 
YAP1/TAZ を抑制して膀胱癌の進⾏を抑制する 
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【緒⾔】 
膀胱癌は、泌尿器系の⼀般的な悪性腫瘍であり、先進国では有病率が⾼い。新規診断患者の
約 70〜80％は「⾮筋層浸潤性膀胱癌」（NMIBC）と呼ばれる表在性乳頭癌を呈し、これら
の症例の 30〜80％は切除後に再発し、10〜30％は筋層浸潤性膀胱癌(MIBC）に進⾏する。
MIBC 患者は、膀胱摘出術およびプラチナベースの化学療法で治療されるが、多くの患者は
プラチナ製剤に耐性となる。多くの免疫チェックポイント阻害剤が、プラチナ製剤不適格患
者の第⼀選択療法として承認されているが、MIBC 患者の全無増悪⽣存期間を延⻑する効
率は⼀般に低いことが⽰されている。したがって、膀胱癌に対する有効な新薬の開発が切望
されている。 
Hippo-YAP1 経路は、腫瘍の発⽣と発達に関わる最も重要な細胞シグナル伝達機構の⼀つ
である。YAP1 と TAZ は、転写因⼦の TEAD ファミリーの共活性化因⼦であり、細胞増殖
に関わる多くの標的遺伝⼦を正に制御している。YAP1/TAZ の負の制御は Hippo 経路因⼦
によって媒介され、Hippo シグナルの活性化は、細胞極性、細胞間接触、GPCR または RTK
を活性化する可溶性因⼦、インテグリン、マトリックスタンパク質および活性酸素種の変化
などによって引き起こされる。YAP1/TAZ は LATS を介したリン酸化により抑制され、細
胞質内にとどまる。細胞質内のリン酸化 YAP1/TAZ は、その後、E3 ユビキチンリガーゼ
SCFβ-TRCP を介したユビキチン化とプロテアソーム分解を受け、細胞増殖に対する刺激
作⽤が取り除かれる。 
Hippo-YAP1 経路は、膀胱癌の腫瘍形成および進⾏の間に重要な役割を果たし、YAP1 発現
の上昇は、膀胱癌の約 50％で起こり患者の予後不良と相関すると報告されている。また in 
vitro では、YAP1 の発現は、膀胱癌細胞および膀胱癌幹様細胞の増殖および移動、上⽪間葉
転換による組織侵⼊および酸化ストレスおよび化学治療薬に対する耐性に影響を及ぼして
いると報告されている。これらの知⾒は、YAP1 が膀胱癌治療の有望な薬物ターゲットとな
り得ることを⽰唆している。 
本 研 究 で は 、 低 分 ⼦ 化 合 物 のス ク リ ー ニ ン グを ⾏ い カ ル バ ゾ ー ル 化 合 物  N-(3,4-
dimethoxyphenethyl)-6-methyl-2,3,4,9-tetrahydro-1H-carbazol-1-amine (DMPCA)を同定
し、DMPCA は LATS キナーゼを強く活性化し、YAP1/TAZ タンパク質をリン酸化・分解
させ、 膀胱癌細胞の増殖を In vitro とマウス異種移植⽚で阻害することを報告する。 
【⽅法・結果】 
YAP1/TAZ-TEAD レポーターシステムを⽤いて 29,049 の低分⼦化合物のライブラリーを
スクリーニングし、YAP1 の強⼒な阻害剤として DMPCA を同定した。 
In vitro での膀胱癌細胞に対する DMPCA の効果を調べるために、各膀胱癌サブタイプを代
表する細胞株 T24（double negative type）、5637（basal type）、KMBC-2（luminal type）を
⽤い、これらの細胞を 20μM DMPCA で 24 時間処理したところ、3 つの細胞株すべてで
YAP1 および TAZ タンパク質の有意な減少が観察された（western blot 法）。また、DMPCA
処理した T24 細胞で、YAP1 S127、YAP1 S397 および TAZ S89 のリン酸化が時間依存的



および⽤量依存的に増加することが確認された（western blot 法）。 
次に免疫蛍光染⾊を⾏い、DMPCA で処理した T24 細胞において、YAP1 が核から著しく
排除された。また DMPCA は T24 細胞において、既知の TEAD 標的遺伝⼦である CTGF、
CYR61、ANKRD1 および AMOT2 をダウンレギュレートすることを qPCR にて確認した。 
YAP1（S127 と S397）と TAZ（S89 と S311）のリン酸化は、Hippo シグナル伝達カスケ
ードの上流の MST1/2 と LATS1/2 キナーゼのリン酸化と活性化に依存している。DMPCA
で処理した T24 細胞でこれらのキナーゼのリン酸化を western blot 法で観察し、LATS1 の
T1079 でのリン酸化の有意な増加が観察されたが、MST1/2 の T183/180 でのリン酸化は
有意に増加しなかった。これらの結果は、DMPCA が MST1/2 ⾮依存的に LATS1 のリン
酸化を誘導し、それによって YAP1/TAZ の分解と核移⾏を変化させることを⽰唆するもの
であった。 
DMPCA の膀胱癌細胞に対する in vitro での影響を調べるため、まず細胞計数により細胞⽣
存率を試験し、T24 細胞を DMPCA（5〜20μM）で 2 ⽇間処理すると、T24 細胞の⽣存率
が 70%以上低下した。この⽣存率の低下が細胞周期進⾏の障害によるものかどうかを判断
するため、T24 細胞を DMPCA（5〜20μM）で 6 時間処理し、BrdU 取り込みアッセイを
したところ、DMPCA は BrdU 取り込みを有意に減少させた。さらに、、Annexin V アッセ
イにて同じ濃度範囲の DMPCA が、T24 細胞の細胞死を増加させることを⾒出した。これ
らの結果は、DMPCA 処理した T24 細胞の⽣存率の低下）が、細胞周期の進⾏の乱れと細
胞死の増加の両⽅によるものであることを⽰唆している。 
T24 細胞の増殖に対する DMPCA の阻害効果が YAP1/TAZ の不活性化に依存することを
確認するため、我々が以前に作製した Yap1/Taz ダブルノックアウト（DKO）マウス胚性
線維芽細胞（MEF 細胞）の不死化株を利⽤した。この Yap1/Taz DKO MEF 細胞および野
⽣型 MEF 細胞を 5μM DMPCA で 3 ⽇間処理し、細胞を WST 細胞⽣存率アッセイにかけ
た。T24 細胞で観察されたように野⽣型 MEF の⽣存率を DMSO 処理対照の約 60%に減少
させた。Yap1/Taz DKO MEF 細胞は、それ⾃体で細胞⽣存率を約 80%減少させ、DMPCA
処理ではそれ以上の減少を与えなかった。これらのことから、DMPCA による細胞⽣存率
への影響は、Yap1/Taz の不活性化が関与していることが⽰唆された。 
最後に、マウスの異種移植モデルを⽤いて、DMPCA が in vivo で膀胱癌細胞の増殖を抑制
できるかどうかを検証した。T24 細胞を Balb/c ヌードマウスに⽪下注射し、これらの動物
に 20 mg/kg DMPCA を 2 ⽇おきに 36 ⽇間腹腔内投与した。その結果、DMPCA 投与によ
り、異種移植された腫瘍細胞の in vivo での増殖がほぼ完全に抑制されることがわかった。
切除した腫瘍の免疫組織化学的解析により、YAP1/TAZ の活性化（核内転位）が DMPCA
処理により阻害されることが明らかになった。さらに、DMPCA は、これらの腫瘍における
増殖マーカーKi67 の核内発現を減少させた。これらの観察結果は、DMPCA が YAP1/TAZ
活性を阻害するメカニズムを介して、in vivo で膀胱癌細胞の増殖を抑制することを⽰唆し
ている。 



【結語】 
本研究では、Hippo 経路を標的とした低分⼦化合物のライブラリースクリーニングの結果、
カルバゾール誘導体である DMPCA を同定した。また、DMPCA が LATS のリン酸化を
誘導し、次いで YAP1/TAZ のリン酸化を誘導することを明らかにし、この活性が in vitro
および in vivo で膀胱癌細胞の増殖を阻害することを明らかにした。 
遺伝⼦発現解析にて、膀胱癌は luminal type、basal type、null/double negative type に分類
されている。後者の 2 つの実体は、臨床的に侵襲的であり、通常、診断時に進⾏した段階に
あり、治療に抵抗性であり、luminal サブタイプよりも予後がはるかに悪い。本研究では膀
胱癌サブタイプの違いは DMPCA に対する膀胱癌細胞の感受性に影響しないことが⽰唆さ
れた。さらに、null/double negative（T24）および basal（5637）type 細胞では、luminal
（KMBC2）サブタイプ細胞よりも強く DMPCA が YAP1 活性化を抑制することが分かっ
た。また重要なことに、DMPCA を in vivo で投与すると、異種移植したマウスの T24 腫瘍
の増殖が著しく抑制された。DMPCA の⽣物学的効果および作⽤機序に関する in vitro およ
び in vivo でのさらなる研究が必要であるが、今回のデータから、この化合物は難治性の
null/double negative および basal サブタイプの膀胱癌の治療に有効な新薬として⼗分に検
討に値する可能性があることが⽰唆された。 
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【緒言】

膀脱癌は、泌尿器系の一般的な悪性腫瘍であり、先進国では有病率が高い。転移性膀脱癌患者は、プラ

チナベースの化学療法で治療されるが、多くの患者はプラチナ製剤に耐性となる。多くの免疫チェック

ポイント阻害剤が、プラチナ製剤不適格患者の第ー選択療法として承認されているが、生存期間を延長

する効率は一般に低いことが示されている。したがって、膀脱癌に対する有効な新薬の開発が切望され

ている。

Hippo-YAP!経路は、腫瘍の発生と発達に関わる最も重要な細胞シグナル伝達機構の一つである。 YAP!

とTAZは、転写因子の TEADファミリーの共活性化因子であり、細胞増殖に関わる多くの標的遺伝子を

正に制御している。 YAP!/TAZはLATSを介したリン酸化により抑制され、細胞質内にとどまる。細胞質

内のリン酸化 YAP!/TAZは、ユビキチン化とプロテアソーム分解を受け、細胞増殖に対する刺激作用が

取り除かれる。

Hippo-YAP!経路は、膀脱癌の腫瘍形成および進行の間に重要な役割を果たし、 YAP!発現の上昇は、膀

脱癌の約 50％で起こり患者の予後不良と相関すると報告されている。これらの知見は、 YAP!が膀脱癌

治療の有望な薬物ターゲットとなり得ることを示唆している。

本研究では、 Hippo-YAP!経路を介して膀脱癌細胞の増殖を抑制する低分子化合物の探索を行った。

【方法・結果】

YAP!/TAZ-TEADレポーターシステムを用いて 29,049の低分子化合物のライブラリーをスクリーニング

し、 YAP! の強力な阻害剤としてカルバゾール化合物である

炉 (3,4-dimethoxyphenethy 1)-6-methy 1-2, 3, 4, 9-tetrahydro-!H-carbazol -1-amine (DMPCA)を同定し

た。

In vitroでの膀脱癌細胞に対する DMPCAの効果を調べるために、各膀腕癌サブタイプを代表する細胞株

T24 (double negative type)、5637(basal type)、KMBC-2(luminal type)を用い、これらの細胞を

20 μ M DMPCAで24時間処理したところ、 3つの細胞株すべてでYAP!およびTAZタンパク質の有意な減

少が観察された (westernblot法）。また、 DMPCA処理した T24細胞で、 YAP!S127、YAP!S397および

TAZ S89のリン酸化が時間依存的および用量依存的に増加することを明らかにした (western blot法）。

次に免疫蛍光染色を行い、 DMPCAで処理したT24細胞において、 YAP1が核から著しく排除された。

また DMPCAはT24細胞において、既知の TEAD標的迪伝子である CTGF、CYR61、ANKRD1および

AMOT2の転写を抑制することを qPCRにて確認した。

DMPCAで処理した T24細胞で MST1/2キナーゼと LATS1/2キナーゼのリン酸化を westernblot法で

観察し、 LATS1のT1079でのリン酸化の有意な増加が観察されたが、 MST1/2のT183/180でのリン酸

化は増加しなかった。これらの結果は、 DMPCAがMST1/2非依存的に LATS1のリン酸化を誘導し、

YAP1/TAZの分解と核移行を変化させることを示唆するものであった。



細胞数カウントにより、 DMPCAがT24細胞の生存率を 7低下させることを確認した。この生存率の低

下が細胞周期進行の障害によるものかどうかを判断するため、、 BrdU取り込みアッセイをしたところ、

DMPCAはBrdU取り込みを有意に減少させた。さらに、 AnnexinVアッセイにて DMPCAが、 T24細

胞の細胞死を増加させることを見出した。これらの結果は、 DMPCA処理した T24細胞の生存率の低下

が、細胞周期の進行の乱れと細胞死の増加の両方によるものであることを示唆している。

DMPCAの膀脱癌細胞株の増殖阻害効果が YAP1庁AZに依存することを確認するため、我々が以前に作

製した Yap1/Tazダプルノックアウト (DKO)マウス胚性線維芽細胞 (MEF細胞）の不死化株を利用し

た。この Yap1/TazDKO MEF細胞および野生型 MEF細胞を DMPCAで処理し、 WST細胞生存率アッ

セイにかけた。 DMPCAは野生型 MEFの生存率を 60％減少させたのに対して、 Yap1/TazDKO MEF細

胞の生存率には影粋を与えなかった。これらのことから、 DMPCAによる細胞生存率への影粋は、

Yap1/Tazに特異的であることが示唆された。

最後に、 DMPCAのinvivoでの膀脱癌細胞の増殖抑制効果を検討するために、 T24細胞を Balb/cヌー

ドマウスに皮下注射し、 DMPCAを2日おきに 36日間腹腔内投与した。その結果、 DMPCA投与によ

り、腫瘍細胞の増殖がほぼ完全に抑制されることが明らかになった。切除した腫瘍の免疫組織化学的解

析により、 YAP1/TAZの活性化（核内転位）が DMPCA処理により阻害され、 Ki67の核内発現を減少さ

せることを明らかにした。これらの観察結果は、 DMPCAがYAP1/TAZ活性を阻害するメカニズムを介

して、 invivoで膀脱癌細胞の増殖を抑制することを示唆している。

【総括l
Hippo-YAP!経路を標的とした低分子化合物のライブラリースクリーニングの結果、 DMPCAを同定し

た。また、 DMPCAがLATSのリン酸化を誘導し、次いで YAPl/TAZのリン酸化を誘導することを明

らかにし、 invitroおよびinvivoで膀脱癌細胞の増殖を阻害することを明らかにした。

本研究は、Hippo-YAP!経路を介して膀脱癌細胞の増殖を抑制する低分子化合物について研究したもので

あるが、スクリーニングによりこれまでに解析をされたことのない DMPCAという新規化合物の膀脱癌

に対する Hippo-YAP!経路依存的な増殖抑制効果について重要な知見を得たものとして価値ある集積で

あると認める。

よって、本研究者は、博士（医学）の学位を得る資格があると認める。




