
愛知県がんセンター（研究所）・総長・総長

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８３９０１

基盤研究(A)（一般）

2019～2016

肺腺癌のリネジ特異的生存シグナルの“ウェット”と“ドライ”の統合による全貌解明

Integrative analysis of lineage-survival signaling in lung adenocarcinoma

５０２３１３９５研究者番号：

高橋　隆（Takahashi, Takashi）

研究期間：

１６Ｈ０２４６８

年 月 日現在  ３   ５ １９

円    35,000,000

研究成果の概要（和文）：TTF-1に転写活性化されるROR1が、CAVIN3と結合してカベオラ依存的なエンドサイト
―シスを制御することを見出した。両者の結合は、カベオラ形成やクラスリン依存的なエンドサイトーシスには
関与しなかった。Ror1コンディショナルノックアウトマウスの樹立と変異型EGFRによる肺腺がんマウスモデルと
の交配を通じ、初めて個体レベルでRor1のがんにおける重要性を明らかにした。さらに、ROR1がHIF-1α遺伝子
の発現維持に重要なことを見出した。TTF-1については、miR-532の転写活性化や、DDB1との結合を介したCHK1の
安定化とDNA複製ストレス耐性の付与を見出した。

研究成果の概要（英文）：We previously discovered that TTF-1 acts as a lineage-survival oncogene in 
lung adenocarcinoma and regulates ROR1, which functions as a scaffold protein for CAV1 and CAVIN1 
for caveolae formation. In this study, we have found that ROR1 binds to CAVIN3, playing an important
 role in caveolae-dependent endocytosis. Ror1 conditional knockout (KO) mice were generated and 
crossed with SP-C-driven mutant EGFR transgenic mice. It was shown for the first time that Ror1 KO 
significantly inhibited lung adenocarcinoma development in vivo and prolonged survival of the mouse 
lung cancer model, strongly supporting a notion that ROR1 is a prime molecular target. In addition, 
we found that HIF-1α expression is maintained by the presence of ROR1 in lung adenocarcinoma cells.
 As for TTF-1, miR-532 was found to be regulated by TTF-1 and directly targets KRAS and MKL2. TTF-1 
also conferred tolerance for DNA replication stress through its binding to DDB1 and consequential 
stabilization of CHK1. 

研究分野：分子腫瘍学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺腺がんのリネジ生存がん遺伝子として同定したTTF-1/NKX-2-1が、生存シグナルを担う分子メカニズムについ
て多角的な情報を得ることができた。本研究課題の遂行は、受容体型チロシンキナーゼの中で分子機能に関する
知見の集積が大きく遅れていたROR1に関する多くの新知見の獲得につながり、未だ難治がんの代表例の一つの肺
腺がんの革新的な分子標的薬の開発の基盤となる情報が得られた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



1．研究開始当初の背景 
肺癌は、EGFR変異等に対する“oncogene addiction”に加えて、“lineage addiction”を示す。
研究代表者らは、肺腺癌が細気管支と肺胞上皮からなる terminal respiratory unit (TRU)へ
の分化を示すTRU型と non-TRU型に大別され、TRU型で末梢肺の発生・分化に必須な転
写因子のTTF-1（NKX2-1 とも呼ぶ）が高発現していることを報告した。さらに、肺腺癌に
おいてTTF-1 が、遺伝子増幅と過剰発現を示し、生存シグナルの鍵を握るリネジ生存癌遺
伝子であることを発見した。その後、相次いで米国の３グループも同様の報告をした。 
我々はさらに TTF-1 によって受容体型チロシンキナーゼを規定する ROR1 遺伝子が転
写活性化され、キナーゼ活性依存的及び非依存的にリネジ生存シグナルを担うことや、肺腺
癌に著効を示す EGFR阻害剤に対する、EGFR二重変異や他のRTKを介したバイパスシグ
ナルによる獲得耐性の解除に、ROR1 の抑制が有効なことを見出した。本研究課題の研究を
開始した当時は、ROR1 について殆どその分子機能は解明されていなかった。一方で我々
は、カベオラと呼ばれる細胞膜の微小陥凹構造の形成維持が、ROR1 による EGFR, MET, 
IGF-IR 等の多彩な RTK の活性化維持の中心的分子基盤であることを明らかとするととも
に、またROR1 がキナーゼ活性非依存的にスキャフォールド蛋白質として機能し、CAV1蛋
白を安定化してカベオラ構造を維持していることを見出しつつあった。なお、ROR1以外の
TTF-1 の下流については、Meyerson らが TTF-1 の標的として LMO3 を同定しているが、
生存シグナルへの関わりは未確定である。また、Tyler Jacks らによってHMGA2等を介し
たムチン産生肺腺癌（特殊な亜型）の発生抑制が、またMiyazono らによってTGF-β誘導
上皮間葉転換（EMT）の抑制が報告されていた。 
 
2．研究の目的 
我々がこれまでに、TTF-1 が末梢肺を発生母地とする肺腺癌細胞の生存に発現持続が必
須な“リネジ生存癌遺伝子”であることを発見し、ROR1 をその標的遺伝子として同定してき
た知見にもとづき本研究課題は着想された。未だ機能が殆ど解明されていない ROR1 が、
どのような分子機序によって肺腺がんのリネジ生存シグナルを担っているのかについて、in 
vitro の詳細な分子細胞生物学的な解析とともに、ROR1 コンディショナルノックアウト
（KO）マウスの作成を進めて個体レベルの解析を進め、肺腺がん発生・進展におけるROR1
の役割とその重要性を検証することを目的とする。また、興味深いことにTTF-1 は、肺腺
がんの生存に必須であるばかりでなく、その転移・増悪を抑制する機能を併せ持つという謎
多き“諸刃の剣”の如き分子機能を持つことが明らかになりつつあるので、TTF-1 の分子機
能の全貌解明に迫るために、さらなる情報を得ることを目指す。 
 
3．研究の方法 
 TTF-1 の転写標的のROR1 が、カベオラ形成と生存シグナルの維持を通じて肺腺癌の生
存シグナルを担う分子機構について、カベオラ形成に必須な構造蛋白の CAV1 及び、カベ



オラ関連新規 ROR1 結合蛋白との相互作用を軸に、電子顕微鏡や超解像顕微鏡解析を含む
形態学的検討、結合部位欠失変異体等を用いた生化学的及び細胞生物学的検討を進めると
ともに、ROR1 の肺腺がんの発生・進展における重要性についてコンディショナル KO マ
ウスを用いた個体レベルの検証を進める。一方、ROR1 では説明できないTTF-1 の諸刃の
剣の如き二面性の分子基盤の解明を目指し、遺伝子ネットワーク推定や転写制御モジュレ
ーターにもとづいた全ゲノム俯瞰的なインシリコ探索と、分子細胞生物学的な機能解析を
統合して推進する。 
 
4．研究成果 
リネジ生存癌遺伝子 TTF-1 によって転写活性化される ROR1 が、カベオラ構成分子の
CAV1 と CAVIN1 のスキャフォールド蛋白質として機能して、カベオラの形成とカベオラ
に集積する様々な受容体からの生存シグナルの維持に関与することを、研究代表者らは明
らかにしてきた。本研究課題を展開することによって、ROR1 がさらに CAVIN3 とも結合
し、カベオラ依存的なエンドサイトーシスを制御する
こと、及び、ROR1と CAVIN3 の結合はCAVIN3 の
適切な細胞内局在に必要不可欠であるが、カベオラ形
成自体には影響を与えず、また、クラスリン依存的な
エンドサイトーシスにも関与しないことを明らかと
した。また、ROR1 と CAVIN3 との相互作用につい
て、共焦点レーザー顕微鏡等を用いた免疫蛍光法によ
る形態学的観察を通じて細胞内における共局在や（図１）、カベオラ依存的なエンドサイト
ーシスにおける機能的役割との関連性を示唆する、アクチンフィラメント上におけるROR1
と CAVIN3 との共局在を明らかとした。さらに ROR1 の CAVIN3 への結合部位が、キナ
ーゼドメインのN末側3分の１の領域であることや、CAVIN3結合部位を欠失させたsiRNA
抵抗性の ROR1 変異体を導入した肺腺癌細胞株においてROR1をノックダウンすると、野
生型ROR1 による場合と異なりCAVIN3 がカベオラから消失すること、及び、カベオラ依
存的なエンドサイトーシスの指標であるコレラトキシンの取り込みが有意に阻害されるこ
とを見出した。これらの研究成果は、ROR1 が CAV1 及び CAVIN1 のスキャフォールド蛋
白質としてカベオラ構造の形成に関わるとともに、CAVIN3 との結合を介してカベオラ依
存的なエンドサイトーシスに関わることを示すものである。また、本研究課題においては、
肺腺がん細胞株を用いて ROR1 による SRC を介した細胞死の制御に着目した検討を通じ
て、ROR1 が SRC を介して ASK1 のチロシンリン酸化を促進し、ASK1 を不活性化するこ
とも見出した。 
さらに、本研究課題においては、ROR1 の肺腺がんの発生・進展における役割とその重要
性について、タモキシフェン投与によってノックアウトを惹起できるRor1 コンディショナ
ルKOマウス（Ror1f/f; CAG-CreER）を樹立して個体レベルで検討を進めた。さらに並行

図１ 共焦点レーザー顕微鏡を用いた免
疫蛍光法が示すROR1とCAVIN3の共局
在（unroof処理をした NCI-H1975ヒト肺腺
がん細胞株） 



して SP-Cプロモーターによって変異 EGFRを末梢
肺特異的に発現させる肺腺がんのモデルマウス
(SPC-hEGFRdel746-750)を作成し、Ror1 コンディ
ショナル KO マウスと交配した。樹立したライン
(Ror1f/f; CAG-CreER; SPC-hEGFRdel746-750)を
用いて肺腺がんの発生前よりタモキシフェンを投与
して Ror1 をノックアウトし、マイクロ CT を用い
て肺腺がんの発生について経時的に検討を加えた。
その結果、Ror1 のノックアウトによって変異型
EGFR の発現による肺腺がんの発生が有意に抑制さ
れ、また極めて顕著な生存期間の延長を示すことが
明らかとなった。また、Ror1 のノックアウトによっ
て、細胞周期と深く関わる転写因子の発現が低下し、
細胞周期が著しく低下していることを見出した。 
さらに、肺腺がんの出現をマイクロ CT で検出し
た個体において Ror1 をノックアウトして検討を加
えることによって、個体内に既に発生した肺腺がん
についても有意な増殖の抑制が生じ、担がん個体の有意な生存期間が有意に延長されるこ
とを明らかにした（図２）。また、Ror1 をノックアウトされた肺腺がんは、形態学的に肺胞
構造がより良く保たれた悪性度が低いと考えられる組織像を呈することを明らかとした。
さらに、Ror1 をノックアウトすることで惹起される遺伝子発現プロファイルの変化につい
て gene set enrichment analysis（GSEA）による検討を加え、低酸素に対する反応に関
連した遺伝子セットが浮かび上がる結果を得た。In vitro のヒト肺腺がん細胞株において
ROR1をノックダウンして検討を加え、ROR1が正常及び低酸素下の何れにおいても、低酸
素応答の鍵を握る HIF-1α 遺伝子の発現維持において重要な役割を担っていることを初め
て明らかとした（図３）。これらの研究成果は、Ror1 が肺腺がん細胞の増殖・進展において
鍵を握る遺伝子であり、この代表的な難治がんに対
する有用な新規分子標的となり得ることを示唆して
いる。 
本研究課題においては、TTF-1 のさらなる機能の
解明に向けた解析も進めた。TTF-1 によって制御さ
れるマイクロ RNA の網羅的なインシリコ探索につ
いては、TTF-1 の転写活性を反映する遺伝子セット
として TTF-1 モジュールを実験的に規定して進め
た。それによってTTF-1 モジュールの活性度と有意
な相関を示すマイクロ RNA として miR-532 を同定

図２ 変異 EGFR肺腺がんにおける ROR1
のコンディショナルノックアウトによる増殖・
進展の抑制 

図３ 正常及び低酸素下における ROR1に
よる HIF-1αの発現維持 



し、KRASとMKL2をその新規標的遺伝子として同定した。また、TTF-1 の結合タンパク
質について質量分析器を用いたプロテオミクス解析による網羅的な探索を行い、DNA複製
ストレスおよび DNA 損傷シグナルに関わる蛋白質群を新たな TTF-1 結合蛋白質として同
定した。さらに、TTF-1 が DDB1 との結合を介して、DDB1 と CHK1 との結合を阻害し
てCHK1 の安定化に寄与し、DNA複製ストレスに対する耐性を付与することを明らかとし
た。 
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