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研究成果の概要（和文）：非小細胞肺がん細胞の浸潤能におけるRor1の役割について検討し、PC-9細胞がRhoフ
ァミリー低分子量Gタンパク質Rifを介して、三次元マトリゲル内での方向性を持ったフィロポディア形成とそれ
ら周囲のマトリゲル分解を誘導することを見出した。また、Wnt5a-Ror1-Dvlシグナルの恒常的活性化が浸潤能の
亢進に寄与していることも見出した。さらに、Rif 結合タンパク質として見出したSmgGDSが、Rifを介した浸潤
制御に関わっていることも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We studied the role of Ror1 in invasive properties of non-small cell lung 
cancer (NSCLC) cells. We have shown that, in PC-9 NSCLC cells, Ror1 induces formation of polarized 
filopodia through the Rho-family small GTPase, Rif, in 3D-Matrigel. These filopodia were spacially 
associated with degradation of Matrigel. Suppressed expression of Ror1 or Rif inhibited both 
filopodia formation and Matrigel degradation. We have also shown that PC-9 cells express high levels
 of Wnt5a, leading to constitutively activated Wnt5a-Ror1-Dvl signaling, which is required for their
 invasiveness. Furthermore, SmgGDS was identified as a Rif-binding partner that promotes Rif-induced
 filopodia formation and invasion in PC-9 cells. Taken together, these results suggest that 
Wnt5a-Ror1 signaling mediated by SmgGDS and Rif regulates filopodia formation to promote invasion of
 NSCLC cells.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 非小細胞肺がん　Ror1受容体型チロシンキナーゼ　Rif低分子量Gタンパク質　フィロポディア　がん細
胞浸潤

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によってRor1、Rif、SmgGDSを介した新たなフィロポディア形成機構が見いだされたことは、細胞生物学
的知見として重要ある。また、がん細胞浸潤におけるフィロポディアの役割を見いだしたことは、社会的にも意
義が多きい。特に、肺がんは本邦におけるがんによる死亡原因の１位であり、中でも肺がんの８割を占める非小
細胞肺がんでは、化学療法や放射線治療が有効でないことが治療の大きな障害になっていることから、本研究成
果は、有効な治療方法を開発する上でも重要な知見である。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

Ror ファミリー受容体型チロシンキナーゼ Ror1 は、非小細胞肺がん(NSCLC)や乳がん細胞等

において発現亢進し、それらの増殖に関与することが示されている。しかし、NSCLC 細胞にお

ける Ror1 シグナルの分子機構は多くが不明のままである。我々は、Ror1 がフィロポディア形

成を誘導し、その分子機構に Rho ファミリー低分子量 G タンパク質 (Rho GTPase)である Rif 

(Rho in filopodia: RhoF)が必須な役割を担っていることを明らかにしている。また、Ror1 と Rif

が共に NSCLC 細胞において高発現し、フィロポディア形成の誘導だけでなく、細胞の増殖と浸

潤の促進にも関与していることも見出している。一方、これまでの報告から、Rif はアクチン核

化因子である mDia を介してフィロポディア形成を誘導することが知られているが、mDia 以外

の Rif エフェクターや Rif の活性制御機構およびその生理的・病理的意義はほとんど明らかにさ

れていない。そこで我々は Rif の新規エフェクターや活性制御因子を明らかにするため、LC-

MS/MS 解析によって Rif と会合するタンパク質を探索した。その結果、SmgGDS (Small G 

protein GDP dissociation stimulator)を見出した。SmgGDS は NSCLC や前立腺がんなどで発

現亢進していることが報告されており、その機能については、複数の Ras GTPases および Rho 

GTPasesに対するGEF (GDP/GTP交換因子)としての機能が報告されている。しかし、SmgGDS

は構造上これまでに知られている GEF とは全く異なり、その GEF としての機能の分子機構は

明らかではない。また、G タンパク質などの C 末端には CAAX モチーフ(C：システイン、A：

脂肪族アミノ酸)が存在し、そのシステイン残基がプレニル化（ゲラニルゲラニル化またはファ

ルネシル化）されているが、SmgGDS は Ras GTPases および Rho GTPases の CAAX モチー

フのゲラニルゲラニル化を促進することで、それら GTPases の膜局在を制御していることも示

唆されている。しかし、その分子機構についてもほとんど解明されていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、Ror1 と SmgGDS、Rif の関連を明らかにし、NSCLC 細胞の増悪・進展におけ

るそれらを介したシグナル経路の役割を解明することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

各種ヒト NSCLC 細胞株を用いて、Western blot とリアルタイム PCR により、それぞれ各種

タンパク質と mRNA の発現量を解析した。遺伝子の発現阻害実験のため、トランスフェクショ

ン試薬を用いて siRNA を各種細胞に導入した。細胞が形成するフィロポディアや浸潤突起は、

アクチン動態または細胞膜の形状を共焦点レーザー顕微鏡観察することによって評価した。Rif

と SmgGDS の in vitro 結合実験のため、大腸菌の発現系を用いた Rif と SmgGDS の組換えタ

ンパク質を調整した。 培養細胞におけるそれらの結合は共免疫沈降実験によって検討した。三

次元マトリゲル中を浸潤している PC-9 細胞の形態解析のため、牛胎児血清でコーティングした

カバーガラス上に２倍希釈したマトリゲルの層を形成させ、その上にアクチン蛍光プローブ

（Lifeact-Ruby）を発現させた PC-9 細胞を播種した。30 分〜２時間後に細胞を共焦点レーザ

ー顕微鏡にて観察した。分解されると蛍光を発する DQ コラーゲン IV をマトリゲルに混合し、

同様の解析を行うことで、細胞形態とコラーゲン IV の分解の空間配置について検討した。 

 

４．研究成果 

８種類のヒト NSCLC 細胞株を用いて Ror1、Rif、SmgGDS の発現を解析した結果、全ての

細胞株においてそれらの発現が確認された。また、SmgGDS については、全長（SmgGDS-607）



とそのスプライシングバリアント（SmgGDS-558）の発現が用いた全ての NSCLC 細胞におい

て検出された。Rif とそれら２つの SmgGDS アイソフォームとの結合について解析した結果、

Rif は in vitro においては両アイソフォームと同程度に結合したが、細胞内において SmgGDS-

607 と特異的に結合することを明らかにした。PC-9 細胞を用いて SmgGDS-607 を特異的に発

現阻害した結果、Ror1 または Rif を発現阻害した場合と同様に、フィロポディア形成、増殖、

浸潤が顕著に阻害された。これまでの報告から、NSCLC 細胞の増殖・浸潤には SmgGDS-607 

ではなく SmgGDS-558 が重要であると考えられているが、本研究から少なくとも PC-9 細胞に

おいて SmgGDS-607 がフィロポディア形成、増殖、浸潤に重要な役割を担っていることが示唆

された。 

PC-9 細胞におけるフィロポディア形成と浸潤能との関係について検討するため、三次元マト

リゲル中を浸潤している PC-9 細胞のアクチン動態を解析した。その結果、一方向に極性を持っ

て形成されるフィロポディアが観察された。そのようなフィロポディア形成は、Ror1 または Rif

を発現阻害することで阻害された。一方、恒常的活性型 Rif を強制発現させた PC-9 細胞におい

ては、極性を持ったより長いフィロポディアが観察された。二次元培養での PC-9 細胞の形態観

察では、フィロポディアは細胞全体に認められ、また、恒常的活性型 Rif は細胞全体により長い

フィロポディアの形成を誘導した。したがって、三次元マトリゲル中を浸潤しているがん細胞に

おいては、Ror1-Rif 経路は極性を持ったフィロポディア形成に寄与していることが示唆された。

さらに、DQ コラーゲン IV をマトリゲルに加えて同様の解析を行った結果、コラーゲン IV の

分解はフィロポディアの周囲において特異的に認められ、Ror1 または Rif を発現阻害すること

でその分解は阻害された。以上の結果から、PC-9 細胞の浸潤において、Ror1-Rif 経路は極性を

持ったフィロポディア形成を誘導することで、フィロポディア局所での細胞外基質の分解を促

進する役割を担っていることが示唆された。 

Ror1 は Wnt5a の受容体として機能することが知られているため、PC-9 細胞の浸潤能と

Wnt5a-Ror1 シグナルとの関係について検討した。その結果、PC-9 細胞において Wnt5a が高発

現しており、Wnt5a-Ror1 シグナルによる Dishevelled のリン酸化が恒常的に誘導されているこ

とが明らかになった。 
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Wnt5a-Ror1シグナルはRifを介した糸状突起形成によって肺腺がん細胞の浸潤を促進する

間葉系間質細胞由来のCXCL16は胃癌細胞においてSTAT3経路を介してRor1の発現を誘導し増殖と遊走を促進する

Ror1 signaling through Dvl and Rif promotes invasion of lung adenocarcinoma cells

Mesenchymal stromal cell-derived CXCL16 promotes proliferation and migration of gastric cancer cells by inducing STAT3-
mediated expression of Ror1
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