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研究成果の概要（和文）：TTF-１リネジ生存がん遺伝子の標的として同定したROR1受容体型チロシンキナーゼ（RTK）
のコンディショナルKOマウスと、変異EGFRトランスジェニックマウスを樹立し交配して、ROR1の肺腺がんの発生・進展
における重要性をマウス個体レベルで明らかとした。また、ROR1がキナーゼ活性非依存的にカベオラ形成に必須なCAV1
蛋白の発現維持を通じ、EGFR以外のRTKの生存シグナルの維持にも関わることを発見した。一方、システム生物学的ア
プローチを用いたTTF-1の機能解明においては、TTF-1の遺伝子発現制御に関わる新規遺伝子MXTNを同定し、その転写制
御モジュレーターとしての機能を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：This study has demonstrated that ROR plays a crucial role as a “sustainer” 
receptor tyrosine kinase (RTK) in the molecular pathogenesis of lung adenocarcinoma through establishment 
of Ror1 conditional knockout mice exhibiting mutant EGFR-driven tumorigenesis. We have also found that 
ROR1 sustains survival signaling of multiple RTKs by maintaining CAV1 expression and caveolae structure. 
Finally, a novel gene, MXTN, modulating TTF-1-mediated transcriptional regulation, was identified through 
a combined approach employing both systems biologic and cancer biologic analyses.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 癌　シグナル伝達　システム生物学
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１．研究開始当初の背景 
代表的難治がんの肺がんにおいては、EGFR

や ALK な ど の 変 異 に よ る “ oncogene 
addiction”に加えて、最近 Garraway らが提
唱する“lineage addiction”の関与が注目
を浴びている（Nature Rev Cancer, 2006）。
これは、あるリネジ由来のがん細胞の生存が、
発生母地の発生・分化に必須な転写因子の発
現持続に依存していることを捉えた魅力的
な新概念だが、それを支える分子機構の解明
は未だ十分とは言えない。研究代表者らは肺
腺がんが、細気管支と肺胞上皮からなる
terminal respiratory unit (TRU)への分化
をコミットされた幹/前駆細胞から発生した
と考えられる TRU 型と、より中枢側寄りの
non-TRU 型に区分し得ることや（Am J Surg 
2002）、TRU 型における末梢肺の発生・分化に
必 須 な ホ メ オ ボ ッ ク ス 転 写 因 子
TTF-1/NKX2-1 の特徴的高発現を示すととも
に（J Clin Oncol, 2006）、肺腺がんにおけ
るTTF-1遺伝子の増幅とそれが伝える生存シ
グナルへの依存を発見した（Cancer Res 
2007）。米国の三つの研究グループからも同
様の報告がその後になされた（Proc Natl 
Acad Sci USA, 2007; Nature 2007; Oncogene, 
2008）。さらに、我々は TTF-1 に転写活性化
を受けた ROR1 受容体型チロシンキナーゼ
（ RTK ） が 、 EGFR と の 結 合 を 介 し た
EGFR-ERBB3-PI3K 経路と c-Src リン酸化を介
した経路を通じてリネジ生存シグナルを担
うことを明らかとするとともに（Cancer Cell 
2012）、ROR1 の発現抑制によって EGFR-TKI 耐
性株の増殖を抑えられることを示した。しか
し、残念ながら ROR1 の機能は未だほとんど
分かっていなかった。 
さて、TTF-1 陽性の肺腺がんは、逆説的な

ことに有意に予後が良好である（J Clin 
Oncol 2009）。この分子機序として、我々は
TTF-1 に転写活性化された myosin-binding 
protein H (MYBPH)の、がんの浸潤・転移に
関わるROCK1への結合と活性阻害を明らかと
した（EMBO J 2012）が、TTF-1 のがんの発生・
増悪への関与機構は極めて複雑で、未だその
一端が垣間見えているに過ぎない状況にあ
った。また、それまでの TTF-1 の研究は、主
に肺の発生或いは生理機能関連のものであ
り、転写調節も上下流の転写調節エレメント
の解析にほぼ限られていた。したがって、ま
さに解明へ向け端緒についたばかりの、
TTF-1 の肺腺がんの分子病態への関わりの全
容を解き明かすことが、その謎に満ちた二面
性を解き明かし、肺腺がんの制圧に向けた革
新的戦略の創出へ向けた喫緊の課題であり、
そのためにはシステム生物学的手法の融合
が鍵を握ると考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
転写因子 TTF-1 を発生・分化に必須とする

末梢肺に由来する肺腺がんが示す、TTF-1 の

発現持続への“lineage addiction”は、我々
とその後の3報によって確定的に示されたが、
我々はさらに ROR1 の転写活性化が一つの鍵
を握ることを報告している。一方、急速に蓄
積しつつある知見は、TTF-1/NKX2-1 が転写活
性化と抑制の双方を通じて、肺腺がんにとっ
て有利にも（リネジ生存シグナルの伝達）或
いは不利にも（転移・増悪の抑制）働く、二
面性をもった謎の多い“諸刃の剣”であるこ
とを示している。 
本研究課題の目的は、TTF-1 リネジ生存が

ん遺伝子の転写活性化の標的遺伝子であり、
肺腺がんの生存シグナルを担うことを我々
が見出した ROR1 について、その肺腺がんの
発生・進展における役割を個体レベルの解析
によって検証することにある。また、ROR1 の
分子機能について既に明らかとしていた、
EGFR との結合と SRC の活性化を介した
EGFR-ERBB3-PI3K-AKT 軸の生存シグナルの維
持に関わる機能に加えて、予備的知見が示唆
していた EGFR 以外の他の RTK が伝える生存
シグナルの維持に関わる ROR1 の新たな分子
機能の解明も、研究の目的とした。 
さらに、分子細胞生物学的な解析を中心と

した“ウェット”のがん研究と、“ドライ”
のシステム生物学的研究の融合を通じて、謎
に満ちた二面性を持つ TTF-1/NKX2-1 リネジ
生存がん遺伝子による遺伝子発現制御の全
貌を解き明かすことも、もう一つの本研究課
題における研究目的とした。 
上述の如くの多面的な取り組みによって、

TTF-1 を発生・分化に必須とする末梢肺から
発生する肺腺がんが示す、TTF-1 の発現持続
への“lineage addiction”の分子機構を解
き明かし、肺腺がんの制圧に向けた革新的戦
略創出へ向けた基盤を構築することを目指
して研究を進めた。 
 
 
３．研究の方法 
本研究課題は、以下の２本柱からなる構成

のもとに研究を進めた。 
(１) TTF-1/NKX2-1 によって転写活性化を受
けリネジ特異的生存シグナルの伝達に関わ
る受容体型チロシンキナーゼ ROR1 の機能の
解明： 
我々が TTF-1/NKX2-1 に転写活性化を受け

肺腺がんの生存シグナルを担う魅力的な分
子標的として同定した、未だ詳細な機能が不
明な受容体型チロシンキナーゼ ROR1 につい
て 、 す で に 作 成 を 進 め つ つ あ る
ROR1fl/fl/CAG-Cre-ER マウスを用いた個体
レベルの解析と、未同定のリガンドの探索・
同定及び、予備的検討が示す他の受容体型チ
ロシンキナーゼとのクロストーク機構の解
明を中心に進める。 
(２)ドライ（システム生物学）とウェット（実
験）の統合解析によるがんの発生・増悪にお
ける TTF-1/NKX2-1 リネジ生存がん遺伝子の
転写制御ネットワークのシステム的理解： 



東京大学医科学研究所のスーパーコンピ
ュータに実装された SiGN 及び Network 
Profiler などのシステム生物学的解析用ソ
フトウェアを用いた“ドライ”のシステム生
物学的アプローチと、細胞生物学的解析や生
化学的解析による“ウェット”のがん研究を
統 合 的 に 推 進 す る こ と に よ っ て 、
TTF-1/NKX2-1 をハブとする遺伝子発現制御
ネットワークの全貌を明らかとし、その肺腺
がんにおけるシステム的な制御異常を炙り
出すとともに、それに関わる重要な関連分子
の探索・同定及び機能解析を進める。 
 
 
４．研究成果 
(１) TTF-1/NKX2-1 によって転写活性化を受
けリネジ特異的生存シグナルの伝達に関わ
る受容体型チロシンキナーゼ ROR1 の機能の
解明： 
リネジ生存がん遺伝子TTF-1の点や活性化

標的として見出した受容体型チロシンキナ
ーゼ ROR1 が、肺腺がんの発生・進展におい
て重要な役割を担っていることを個体レベ
ルで検証すべく、CAG プロモーターにより発
現制御される Cre-ER 融合遺伝子のトランス
ジェニック（TG）マウスと、Ror1 遺伝子のイ
ントロン 2 とイントロン 4 に loxP 配列を挿
入したマウスを交配して、Cre-loxP システム
を利用した Ror1 コンディショナルノックア
ウト（KO）マウス(Ror1flox/flox-Cre)の樹
立を進めた。我々がこれまでに得た知見は、
ROR1 が EGFR の伝達する生存シグナルの維持
に重要なことを示している。そこで、TTF-1
による肺特異的な活性化を受けるSPC遺伝子
のプロモーターに、活性型変異を持つヒト
EGFR cDNA をつないだ発現コンストラクトを
導入したトランスジェニック（TG）マウスを
併せて樹立した。さらに、樹立した ROR1 コ
ンディショナル KO マウスと変異 EGFR TG マ
ウスを交配し、Ror1flox/flox-Cre-mutEGFR
マウスを得た。このことによって、変異 EGFR
にドライブされて肺腺がんを発症する肺腺
がんモデルにおいて、タモキシフェン投与に
よって Ror1 をコンディショナルに KO して、
肺腺がんの発生・進展における Ror1 の役割
を個体レベルで検討できるようになった。 
そこで、Ror1flox/flox-Cre-mutEGFR マウ

スにおいて、CT 画像において腫瘍の発生を未
だ認めない 8週齢から、オイル（コントロー
ル）またはタモキシフェンの投与を開始した。
その結果、30 週齢の時点で、オイル投与群
（n=6）においては僅か 17%の生存率であった
のに比し、タモキシフェン投与群（n=9）で
は 100%が生存しており極めて有意な生存期
間の延長がみられた。これらの研究成果によ
って、Ror1 が肺腺がんの発生・進展において
重要な役割を持つ分子であることを、個体レ
ベルで確認することができた。 
また、細胞株を用いた ROR1 の新規分子機

能の探求も、継続して推進した。その結果、

ROR1 が EGFR のみならず、種々の RTK の活性
化に関連する自己リン酸化の維持に必要な
ことを明らかとなった。そこで、この ROR1
による多様なRTKの活性化の維持に関わる分
子機構について、ROR1 のキナーゼ活性への依
存性や、機能ドメイン等について詳細な検討
を進めた。その結果、ROR1 がキナーゼ活性非
依存的に、カベオラの構造蛋白である CAV1
の発現維持を通じて、多様な RTK の活性化と
生存シグナルの維持に重要な役割を担って
いることを明らかとすることができた。さら
に、ROR1 の発現抑制が、他の RTK を介したバ
イパスシグナルによる EGFR-TKI に対する耐
性を獲得した細胞株においても、細胞増殖を
抑制可能なことを見出した。 
(２)ドライ（システム生物学）とウェット（実
験）の統合解析によるがんの発生・増悪にお
ける TTF-1/NKX2-1 リネジ生存がん遺伝子の
転写制御ネットワークのシステム的理解： 
 TTF-1/NKX2-1 リネジ生存癌遺伝子による
転写制御ネットワークについて、システム的
に理解することを目指して、まず、ドキシサ
イクリン添加によりTTF-1を発現誘導可能な
発現コンストラクトを作成して安定的に導
入した、正常気道上皮株 1株及び肺腺がん細
胞株 3株を作成した。これらの細胞株を用い
て、TTF-1 の発現を誘導した後に、経時的に
RNA を回収して、マイクロアレイ解析による
遺伝子発現プロファイリングを行った。得ら
れた網羅的遺伝子発現解析データをもとに、
TTF-1 の発現誘導に呼応して発現量が有意に
変化する遺伝子群を探索・同定し、TTF-1 に
よる転写制御活性を反映するTTF-1モジュー
ルとして規定した。肺がんの腫瘍組織を用い
たマイクロアレイ解析によって得られたデ
ータセットに、上述の TTF-1 モジュールを適
用して、肺がん患者の腫瘍組織中において
TTF-1 による転写制御活性と相関している遺
伝子群を同定した。また、スーパーコンピュ
ータ京とSiGN-NNSRを用いた全ゲノム的な遺
伝子発現制御ネットワーク推定も併せて進
めることによって、TTF-1 との発現制御関係
が示唆される遺伝子候補の探索を、我々自身
のデータセットと、TCGA の公開データセット
のそれぞれを用いて進めた。さらに、両デー
タセットにおいて共通して、TTF-1 による転
写制御活性との関係性が検出された遺伝子
群から、京と GIMLET を用いて進めた TTF-1
による遺伝子発現制御のモジュレーターの
探索においても有意な遺伝子群を選択した。
その中から、とくに機能が未知な遺伝子
（modulator X of TTF-1/NKX2-1, MXTN と命
名）に着目して、その機能解析を開始した。 
これまでに、MXTN 遺伝子が、TTF-1 による

標的遺伝子MYBPHの転写活性化を抑制するこ
とを明らかとするとともに、MXTN が TTF-1 の
DNA 結合能を抑制することによって MYBPH の
発現を負に制御しており、また、がん細胞の
運動能に対して促進的に機能することを明
らかとした。 



(３) 研究全体のまとめ： 
本研究において得られた成果は、我々がヒ

ト肺がん細胞株を用いてインビトロで示し
てきた、TTF-1 によって転写活性化を受けた
ROR1 が、ドライバー変異の標的 RTK である
EGFR の生存シグナルの維持に関わる
sustainer RTK として機能しているという主
張を、変異 EGFR の TG マウスと Ror1 コンデ
ィショナル KO マウスを用いて、個体レベル
で実証したものである。また、本研究課題に
おいては、同時に並行して、細胞株を用いた
インビトロのおける ROR1 の新規の機能に関
する探索・同定も進んだ。その結果、ROR1 が、
そのキナーゼ活性非依存的に、カベオラの形
成に必須な構造分子である CAV1 の発現を維
持することによって、EGFR 以外の RTK の生存
シグナルを維持する機能を有していること
を発見できた。 
これらの研究成果は、肺腺がんの生存シグ

ナルの維持にとって重要な ROR1 の分子機能
の全貌解明へ向けて、新たなページを開くも
のと言える。また、カベオラの構造分子とし
て CAV が同定され、カベオラの形成に必須で
あることは分かっていたが、その発現維持の
分子機構は明らかでは無かった。したがって、
本研究成果は、肺がん研究のみならず、カベ
オラを中心とした細胞膜の形態と機能に関
わる研究分野にも、大きなインパクトを与え
るものである。 
一方、システム生物学的な解析を通じて

TTF-1 の遺伝子発現制御に関わる候補遺伝子
を探索して同定した MXTN が、TTF-1 による転
写制御に対するモジュレーター分子である
ことを明らかとした本研究における成果は、
ドライとウェットの解析を統合したがん研
究の有効性を、まさに実証したものと言える。 
 今後、ROR1 コンディショナル KO マウスと
変異型ヒトEGFR 発現するTGマウスを交配す
ることによって得た、Ror1flox/flox-Cre 
EGFRm マウスを用いた個体レベルの検討につ
いては、KO を開始するタイミングを腫瘍の形
成が確認できる週齢まで遅くして、生存率、
腫瘍の個数やボリューム等を検討する必要
があると考えられた。また、新たにインビト
ロで見出したカベオラ形成への関与につい
て、コンディショナル KO を用いた個体レベ
ルの検討が必要である。 
 また、システム生物学的な解析を通じて
TTF-1 の発現制御に関わる候補遺伝子として
探索・同定した MXYN については、今後さら
に、TTF-1 のゲノム DNA への結合に対する影
響の有無などについて検討を加えて、TTF-1
の転写制御活性に対して、どのような分子機
序によって影響を与えているのかを明らか
にする必要がある。そのためには、MXTN 結合
蛋白の探索などを通じた、さらに詳細な分子
生物学的及び生化学的な検討が、今後の課題
となる。 
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