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研究成果の概要（和文）：小細胞肺癌では、ASCL1陽性例が最も多く、ASCL1は、標的分子のSOX2, WNT11などと
関連を持って、様々な生物活性や薬剤感受性関与する。ROR2もASCL1の標的分子と考えられたが、ROR2は、ASCL1
発現下でも、Notchシグナル活性化状態でも発現し、腫瘍内heterogeneityに関わり、増殖能が高い集団を形成し
ていることがわかった。またclub細胞から神経内分泌へと分化転換マウス肺のsingle cell RNAseq解析から、
SOX1、NFACT2などのASCL1関連転写因子を見出した。ASCL1関連分子の研究は、小細胞肺癌の治療を目指した基礎
的な研究として重要である。

研究成果の概要（英文）：Small cell lung cancer (SCLC) often expresses cell-lineage transcription 
factor ASCL1, which shows various biological activities and chemosensitivity of this recalcitrant 
cancer. We supposed ROR2 as a candidate ASCL1-related signal molecule.  ROR2 is expressed in 
ASCL1-dependent manner and/or in active Notch signaling condition, induces intratumor heterogeneity,
 and forms a cluster with high cell proliferation activity, which could be suppoted byAurora 
kinases. Furthermore, through single cell RNA sequence analysis, we found various transcription 
factors such SOX1 and NFACT2 during transdifferentiation from club cells to neuroendocrine cells in 
fetal lungs.  Studies on ASCL-related molecules should contribute to further advances in the control
 of SCLC.

研究分野： 病理学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小細胞肺癌は、高悪性度の難治性の神経内分泌癌で、この腫瘍の分子基盤を基にした治療法の開発が期待される
が、まだ、治療に応用される標的となる分子機構は十分にわたっていない。ASCL1は、肺小細胞癌の神経内分泌
分化を制御する一方で、様々なこの腫瘍の生物学的な特徴にも関与する重要な分子である。本研究は、ASCL1に
関連する分子を研究することで、将来のこの腫瘍の克服に向けた基礎的な意義のある研究である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 小細胞肺癌（SCLC）を細胞系譜転写因子発現パターンからの分類では(Rudin et al. 2019)、

ASCL1 を発現する SCLC が最も高い亜型である。ASCL1 は、神経内分泌細胞分化制御だけでなく、

増殖、生存、epithelial-mesenchymal transition (EMT)、薬剤感受性などにも関わり(Osada et 

al. 2005,2008; Borromeo et al. 2016; Ito et a. 2017)、SCLC の細胞学的な特性を制御する

driver oncogene と見なされている(Gazdar et al. 2017)。また、ASCL1 の機能発現には、ASCL1

に誘導される NKX2.1(Horie et al. 2018)や INSM1(Fujino et al. 2015)などの転写因子が共同

的に働き、ASCL1 型の SCLC を特徴づけていると考えられる。ASCL1 遺伝子の肺癌細胞株への遺伝

子導入実験から、ASCL は DKK1, LRP6, WNT11 など Wnt シグナル分子の発現の制御に関与してい

ることが知られていて(Osada et al. 2008; Meder et al. 2015; Tenjin et al. 2019)、さら

に、ASCL1 の関連分子の網羅的な解析からは、Wnt シグナルの受容体の一つである ROR2 が ASCL1

の関連分子であることがわかった(Borromeo et al. 2016; Tenjin et al. 2019)。一方、ROR1

は、末梢肺上皮の細胞系譜転写因子 NKX2.1 の関連シグナル分子であり、このシグナルはヒト肺

腺癌の生存を維持するうえで重要であると報告されている (Yamaguchi et al. 2013;2019)。

ASCL1 を発現する SCLC は薬剤感受性状態であり、一方、Notch シグナルは ASCL1 の発現を抑制

的に制御するとともに、薬剤抵抗性に関与していて(Hassan et al. 2016; Lim et al. 2018)、

Notch1―Hes1―Ascl1 のバランスにより、SCLC の不均一性が形成されると考えられる（Hassan 

et al. 2017）。本研究では、ASCL1 依存性および非依存性に発現する ROR2 の機能を明らかにす

ることが中心的な研究テーマであり、難治性の神経内分泌癌 SCLC において、細胞系譜転写因子

ASCL1 に依存する Wnt シグナル分子 ROR2 の、SCLC 細胞の分化、増殖、生存への重要性、薬剤感

受性状態と薬剤耐性状態でのシグナル機構としての重要性、さらに、この基礎研究を通して、

ROR2 の SCLC の制御標的分子としての有用性を、本研究で明らかにしたい。 

 
２．研究の目的 

小細胞肺癌を細胞系譜転写因子の発現から分類する案が提唱されたが(Rudin et al. 2019)、

ASCL1 陽性の小細胞肺癌が最も多い(Sato et al.2020)。Ascl1 は、標的分子の Sox2, INSM1, 

Wnt11 などと関連を持って、様々な生物活性や薬剤感受性を示し、一方、Notch シグナルが活性

化する と、Ascl1 は消失し、薬剤耐性が出現する。Ascl1 の標的分子に Ror2 があり、本研究で

は当初 Ror2 を Ascl1 の標的分子ととらえていたが、Notch シ グナルが活性化して Yap1 が発現

している小細胞肺癌でも Ror2 は発現した(Tenjin et al.2020)。Ror2 は、Ascl1 発現下でも、

Notch シグナル活性 化状態でも存在し、本研究は、Ascl1 関連、および Ascl1 非依存性の Ror2

の発現や機能を明らかにするための研究である。また、club 細胞から神経内分泌細胞へと分化

転換するマウスモデルを用いて、新たな Ascl1 関連転写因子を明らかにすることも研究目的と

した。 

 
３．研究の方法 
（１）肺癌における各種蛋白質の発現について、各種培養細胞株での Western blotting で検討
した。また、ROR2 をはじめこれら分子について外科切除組織標本の免疫染色による解析を行っ
た。 
（２）各種 SCLC 培養細胞に ROR2 遺伝子導入および遺伝子ノックダウンおよびノックアウト実
験を行い、また、これら細胞の免疫不全マウスへの皮下移植実験を行い、ROR2 の細胞生物学的
な意義を検討した。また、ASCL1,SOX2 などとの関係についても検討した。 
（３）ROR2 結合蛋白に何があるかを網羅的に明らかにするため、ROR2-Flag 融合遺伝子を SCLC
培養細胞各種に導入し、Flag の免疫沈降から、ROR2 結合蛋白質の質量分析を行い、その分子の



SCLC における意義を検討した。 
（４）ROR2 は non-canonical Wnt シグナル分子であり、リガンド候補の WNT11 および WNT5a 分
子との結合について Cos7 細胞および SCLC 培養細胞により検討し、また、これらの生物学的な意
義について検討した。また、SCLC 培養株 SBC3 の ROR2 遺伝子ノックアウトにおいて、リン酸化
アレイキットを用いて、リン酸化の低下を示す分子を解析した。 
（５）免疫染色の結果から、SCLC では ROR2 発現に heterogeneity が存在することが明らかにな
ったので、SCLC 培養細胞やヒト SCLC 患者由来皮下移植腫瘍(PDX)から ROR2 高発現細胞と ROR2
低発現細胞を FACS により分取して、細胞増殖能や clone 形成能について検討した。 
（６）SCLC 培養細胞やヒト SCLC 患者由来皮下移植腫瘍(PDX)から RORR2 高発現と ROR2 低発現細
胞を分取し、RNAseq 解析を試み、ROR2 関連分子の意義について検討した。 
（７）ROR1 は肺腺癌の生存に重要な分子として知られているが、SCLC での発現を検討するとと
もに、膵腺癌細胞株などを用いて、ROR1 の機能や治療標的としての意義を検討した。 
（８）ROR2 と Notch シグナルとの関連について検討している際に、ASCL1 陽性 SCLC で、腫瘍内
heterogeneity を示す NOTCH2 を見出したので、NOTCH2 の heterogeneity の意義について検討し
た。 
（９）Hes1欠損
により Notch
シグナルを不
活化すること
で、club細胞か
ら神経内分泌
細胞への分化
転換を示すマ
ウ ス 肺 の
single cell 
RNAseq 解析か
ら、ASCL1 関連
転写因子の探
索を行った。 
 
４．研究成果 
（１）Western blotting の結果から、ROR2 は、non-SCLC 症例よりも SCLC 症例に高頻度に発現
する傾向があり、また、SCLC 内では、ASCL1 陽性株(Classic type)にも ASCL1 陰性株(Variant 
type)にも発現が見られた（図 1A）。
また、免疫組織化学的には、約 60%
の症例で腫瘍細胞の細胞膜に陽性
像が見られ（図 1B）、また、染色性
については、腫瘍内 heterogeneity
も認められた 
（２）ROR2 遺伝子導入および遺伝子
ノックダウン実験からは、ROR2 の機
能として、細胞増殖能の促進、マウ
ス皮下移植腫瘍の増殖促進、EMT や
細胞の浸潤能の抑制（図２）、神経内
分泌分化促進作用などが明らかに
なった。 
（３）SCLC 培養株 H69, SBC3 への ROR2-Flag 遺伝子導入後、ROR2 結合蛋白質の質量分析を行っ
たところ、増殖シグナル関連分子 CKAP4, XPO1、また、核外輸送受容体 XPO1 などが同定された。

CKAP4 は、SCLC 細胞株で比較的多く発現すること
が解った（図１A）。一方、本実験では、ROR2 とリ
ガンド候補の WNT 分子との結合は明らかにならな
かった。 
（４）ROR2 と WNT 分子との結合について、Cos7 細
胞に ROR2-flag 遺伝子と WNT11-GFP 遺伝子あるい
は WNT5a-GFP 遺伝子を導入したところ、WNT11 お
よび WNT5a と ROR2 の結合が見られた（図３A）。ま
た、SCLC 培養株 SBC5 細胞に recombinat WNT11 お
よび WNT5a を処理したところ、Western blotting
で、Wnt シグナル分子 DVL3 の band-shift（リン酸
化）が見られた（図３Ｂ）。ただ、これら WNT 分子
を処理した細胞では、対照群と比して、細胞増殖
や細胞分化への影響は明らかにならなかった。さ
らに、SCLC 培養細胞株 SBC3 の ROR2 遺伝子ノック



アウト細胞でのリン酸化アレイキットを用いて、
リン酸化蛋白のプロフィール変化を観察すると、
GASK-3β, C-JUN, STAT1, STAT3 のリン酸化の
低下が観察された。 
（５）SCLC 培養株 SBC3, SBC5 およびヒト SCLC
患者由来皮下移植腫瘍(PDX)より FACS を用いて
ROR2 高発現細胞と ROR2 低発現細胞を分取し、
EDU 取り込み実験を行ったところ、ROR2 高発現
細胞で EDU 取り込み細胞が多く、優位に細胞増
殖能が高いことが解った（図４）。また、colony
形成能を解析したところ、ROR2 高発現細胞の方
で活性が高いことが解った。 
（６）RNAseq 解析により、SCLC 培養株 SBC3 の
ROR2 遺伝子 KO 細胞で発現の低下した分子群お
よび SBC3 細胞内の ROR2 高発現細胞で低発現細

胞 よ り 発 現 の 増 加 の 見 ら れ た
Metascape 解析から 135 分子を明らか
にした。これらには、E2F 標的分子、G2M 
checkpoint 関連分子、AURK 関連分子な
どが含まれていた。SCLC 培養株 H69, 
SBC3, SBC5 の ROR2 遺伝子ノックダウ
ン実験から、AURK は ROR2 に制御され
（図５）、ROR2 関連細胞増殖能亢進には AURK が関わることが考えられた。 
（７）ROR1 は、SCLC 症例よりも non-SCLC 症例に発現する傾向があり、また、SCLC 内では、ASCL1
陽性株(Classic type)にも ASCL1 陰性株(Variant type)にも発現が見られた（図 1A）。ROR1 につ
いては、膵癌について検討したところ、ROR1 は腫瘍内 heterogeneity に関与し、ROR1 高発現細
胞は増殖能が高く、AURK の発現が高く、転移能にもかかわり、また、幹細胞機能もあることが

示された。AURKの発現制御機
構が治療標的分子になりう
ると考えられ、SCLCにも適応
できると考えられた。 
（８）NOTCH2 は、NOTCH1 と
異なり、ASCL1 陽性 SCLC で
も発現が見られ、またその発
現は、腫瘍内 heterogeneity
を示した。また、FACS により
NOTCH2 高発現細胞と NOTCH2
低発現細胞を分取し、EDU 取
り込み実験を行ったところ、
NOTCH2 高発現細胞は優位に
細胞増殖能が高いことが認
められ、また、club 細胞の分
化マーカーの SCGB1A1 の発
現もあり、細胞分化の可塑性

にも関与することが想像された。これら細胞の RNAseq 解析を今後続けていく予定である。 
（９）club 細胞から神経内分泌細胞への分化転換マウス胎仔肺の single cell RNAseq 解析か
ら、ASCL1 関連分子の探索を行ったところ、club 細胞と ASCL1 陽性の神経内分泌細胞の間には
様々な中間型細胞が見いだされた。また、Ascl1 や INSM1 などの既知の神経内分泌関連転写因子
に加え、Sox1 や Nfatc2 などの分子が見いだされた（図６A）。これら分子は、SCLC の public data
からは、ASCL1 との発現に相関があり（図６B）、また、SCLC 症例で核陽性所見が示された（図６
C）。これら分子を ASCL1 関連転写因子として今後検討していきたい。 
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