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研究成果の概要（和文）：　末梢肺の発生に必須なTTF-1遺伝子の発現持続は、末梢肺由来の肺腺がん細胞の生存に必
須であり、TTF-1により直接転写活性化される受容体型チロシンキナーゼROR1がその生存シグナルを担っている。
　我々は、肺腺がん細胞株においてROR1の抑制は、様々なRTKの活性化の低下を引き起こし、他のRTKの活性化を介した
バイパスパスウェイによってEGFR-TKIに対する抵抗性を獲得した肺腺がん細胞株においても、ROR1の抑制は細胞増殖を
阻害することが分かった。さらに我々は、ROR1は様々なRTKが集積するカベオラの構成分子であるCAV1の蛋白質レベル
の発現を制御していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：　The receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1 (ROR1) sustains prosurvival 
signaling directly downstream of the lineage-survival oncogene NKX2-1/TTF-1 in lung adenocarcinoma. We 
analyzed the effects of siROR1 treatment on the phosphorylation state using a human phospho-RTK array, 
which revealed a significant decrease in the phosphorylation of multiple RTKs in both NCI-H1975 and PC-9 
lung adenocarcinoma cells. We found that ROR1 knockdown effectively overcame ligand-mediated EGFR-TKI 
resistance in PC-9 or NCI-H1975 cell. These results suggest that ROR1 repression inhibits lung 
adenocarcinoma cells with acquired EGFR-TKI resistance through bypass pathways. Finally, we also found 
that ROR1 knockdown significantly decreased the protein expression of CAV1, the essential structural 
component of caveolae, in lung adenocarcinoma cells.

研究分野： 分子腫瘍学

キーワード： 肺腺がん　ROR1　カベオラ　EGFR-TKI　薬剤耐性
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１．研究開始当初の背景 
 
 末梢肺の発生に必須なTTF-1遺伝子の発現
持続は、末梢肺由来の肺腺癌細胞の生存に必
須であるが、TTF-1 が伝える生存シグナルは、
永らく不明のままであった。 
我々は最近、TTF-1 によって転写活性化さ

れる受容体型チロシンキナーゼ ROR1 がその
生存シグナルを担っていることを突き止め
た。また興味深いことに、ROR1 は上皮成長因
子受容体である EGFR と相互作用することに
より EGFR シグナルの維持に関わっているこ
とが明らかになった。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究課題の目的は、ROR1 と EGFR のよう
な、ROR1 と他の受容体型チロシンキナーゼ
（RTK）との新たなクロストーク制御機構を
明らかにし、がんにおいて非常に注目を集め
つつある ROR1 が制御する新たなシグナル伝
達機構の解明を行うことである。 
 
３．研究の方法 
 
（１）バイパスパスウェイを介した EGFR-TKI
抵抗性を獲得した肺腺癌細胞における ROR1
抑制の効果 
 
 肺腺癌はゲフィチニブなどの上皮成長因
子受容体である EGFR 阻害剤に対して当初は
著効を示すが、ほぼ全てにおいて治療抵抗性
（耐性）を獲得することが臨床上の課題とな
っている。その耐性獲得機序の１つとして、
EGFR以外の他のRTKからのシグナル伝達にお
けるバイパスパスウェイが存在する。そこで
肺腺癌細胞株（PC-9、NCI-H1975）や外陰部
上皮癌細胞株（A431）を用いて MET や IGF-IR
のリガンドである HGFや IGF-I 添加時におけ
る EGFR-TKI 耐性獲得細胞での ROR1 抑制の効
果を MTT アッセイにより検討した。 
 
（２）肺腺癌細胞株での ROR1 抑制における
様々な RTK 活性化への影響 
 
 肺腺癌細胞株（PC-9、NCI-H1975）におけ
る ROR1 発現抑制に伴う様々な RTK 活性化へ
の影響を調べるために、一度に 49 種類の RTK
の活性化（リン酸化）を検出することのでき
るヒトリン酸化RTKアレイを用いて検討を行
った。 
 
（３）肺腺癌細胞株での ROR1 抑制における
カベオラ構成分子（CAV1、CAV2）の発現への
影響 
 
 肺腺癌細胞株NCI-H1975での配列の異なる
3 種類の siROR1 におけるカベオラ構成分子
（CAV1、CAV2）の蛋白質レベルの発現への影
響について、ウエスタンブロッティング法に

より解析を行った。 
さらに肺腺癌細胞株NCI-H1975でのsiEGFR、

siERBB2、siMET におけるカベオラ構成分子
（CAV1、CAV2）の蛋白質レベルの発現への影
響について、ウエスタンブロッティング法に
より解析を行った。 
また同様に肺腺癌細胞株である NCI-H1975

細胞における siROR1 によるカベオラ構成分
子（CAV1、CAV2）の mRNA レベルの発現への
影響について、qRT-PCR 法により解析を行っ
た。 
さ ら に 同 様 に 肺 腺 癌 細 胞 株 で あ る

NCI-H1975細胞におけるsiROR1によるカベオ
ラ構成分子（CAV1、CAV2）の細胞内局在・発
現への影響について、細胞染色法により解析
を行った。 
 
（４）肺腺癌細胞株での CAV1 抑制における
様々なRTK活性化への影響と細胞増殖への効
果 
 
 肺腺癌細胞株（PC-9、NCI-H1975）におけ
る CAV1 発現抑制に伴う様々な RTK 活性化へ
の影響を調べるために、RTK の活性化（リン
酸化）を検出することのできるヒトリン酸化
RTK アレイを用いて検討を行った。 
また、肺腺癌細胞株（PC-9、NCI-H1975）

を用いてMETやIGF-IRのリガンドであるHGF
や IGF-I 添加時における EGFR-TKI 耐性獲得
細胞での CAV1 抑制の効果を MTT アッセイに
より検討した。 
 
４．研究成果 
 
（１）バイパスパスウェイを介した EGFR-TKI
抵抗性を獲得した肺腺癌細胞における ROR1
抑制の効果 
 
 肺腺癌細胞株 PC-9 は、活性化型 EGFR 変異
を有していることから、ゲフィチニブに感受
性を示すが、HGF 添加時には MET が活性化す
ることでゲフィチニブに抵抗性を示すよう
になる。このような条件下におかれた PC-9
細胞株において ROR1 の発現を siRNA により
抑制を行うと、有意な細胞増殖の低下が認め
られ、ゲフィチニブ耐性を克服することが分
かった。同様に肺腺癌細胞株 NCI-H1975 は、
活性化型 EGFR 変異に加え、T790M 二重変異を
有していることから、ゲフィチニブに抵抗性
を示すが、次世代型の EGFR 阻害剤である
CL-387,785 に対しては感受性を示す。しかし
ながら HGF添加時には METが活性化すること
で CL-387,785 に抵抗性を示すようになる。
このような条件下におかれたNCI-H1975細胞
株において ROR1 の発現を siRNA により抑制
を行うと、有意な細胞増殖の低下が認められ
CL-387,785 耐性を克服することが分かった。
さらに、外陰部上皮癌細胞株 A431 は、活性
化型 EGFR 変異を有していることから、ゲフ
ィチニブに感受性を示すが、IGF-I 添加時に



は IGF-IR が活性化することでゲフィチニブ
に抵抗性を示すようになる。このような条件
下におかれた A431 細胞株において ROR1 の発
現を siRNA により抑制を行うと、有意な細胞
増殖の低下が認められ、ゲフィチニブ耐性を
克服することが分かった。 
 
（２）肺腺癌細胞株での ROR1 抑制における
様々な RTK 活性化への影響 
 
 肺腺癌細胞株 NCI-H1975 において、siROR1
によって ROR1 の発現を抑制させた細胞抽出
液を用いて、49 種類の RTK のリン酸化を検出
することのできるヒトリン酸化RTKアレイに
作用させた結果、siControl 処理と比較して
有意に様々なRTKのリン酸化の低下が認めら
れた。特に ERBB2 や ERBB3、PDGFR、InsulinR、
IGF-IR の顕著なリン酸化の低下を引き起こ
すことが判明した（下図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 さらに肺腺癌細胞株PC-9において、siROR1
によって ROR1 の発現を抑制させた細胞抽出
液を用いて、ヒトリン酸化 RTK アレイに作用
させた結果、siControl 処理と比較して有意
に様々なRTKのリン酸化の低下が認められた。
特に ERBB2 や ERBB3、MET、IGF-IR の顕著な
リン酸化の低下を引き起こすことが判明し
た。また、これまでの研究結果と同様に肺腺
癌細胞株 NCI-H1975 および PC-9 どちらの細
胞株においても、siROR1 によって EGFR のリ
ン酸化には影響が認められなかった。 
 これらの結果は、肺腺癌細胞株において
ROR1が様々なRTKの活性化の維持に関与して
いることを示す結果である。 
 
（３）肺腺癌細胞株での ROR1 抑制における
カベオラ構成分子（CAV1、CAV2）の発現への
影響 
 
 これまでの結果から、ROR1 抑制により様々
な RTK の活性化の低下が引き起こされ、また
ROR1 抑制によって、MET や IGF-IR の活性化
が阻害されることによって、MET や IGF-IR を
介したバイパスパスウェイによるゲフィチ
ニブ耐性を克服できることが判明した。そこ
で様々なRTKが集積しプラットフォームとし
ての働きがあり、RTK からの生存シグナルに
深く関与する細胞膜に存在するカベオラ構
造に着目した。まず、肺腺癌細胞株である
NCI-H1975でのROR1抑制によるカベオラ構成

分子である CAV1 や CAV2 の蛋白質レベルでの
発現について検討したところ、配列の異なる
3 種類の siROR1 によって、有意な CAV1 の発
現低下を認めた。対照的に CAV2 の蛋白質レ
ベルでの発現には影響が見られなかった（下
図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 また肺腺癌細胞株である NCI-H1975 での
siEGFR、siERBB2、siMET によるカベオラ構成
分子である CAV1 や CAV2 の蛋白質レベルでの
発現について検討した。その結果、siROR1 の
ときと比較して CAV1 や CAV2 の蛋白質レベル
での発現には影響が見られなかった。 
次に肺腺癌細胞株である NCI-H1975 での

ROR1 抑制によるカベオラ構成分子である
CAV1やCAV2のmRNAレベルでの発現について
検討を行った。その結果、ROR1 の mRNA の発
現が有意に低下している条件下において、
CAV1やCAV2のmRNAの発現には影響が見られ
なかった（下図）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
さらに肺腺癌細胞株であるNCI-H1975での

ROR1 抑制によるカベオラ構成分子である
CAV1 や CAV2 の細胞内局在・発現を調べたと
ころ、蛋白質レベルでの発現変化と同様に、
ROR1 抑制において CAV1 の蛍光強度は顕著に
低下を示した。これに対して、CAV2 の細胞内
局在は、ROR1 抑制の影響を受けず、細胞質・
細胞膜での局在が観察され、細胞膜にカベオ
ラが集積することで観察される蛍光強度の
高い濃縮領域も観察された。 
 これらの結果は、肺腺癌細胞株において
ROR1 が蛋白質レベルで CAV1 の発現を特異的
に制御していることを示す結果である。 
 
（４）肺腺癌細胞株での CAV1 抑制における
様々なRTK活性化への影響と細胞増殖への効
果 
 
 肺腺癌細胞株 NCI-H1975 および PC-9 にお
いて、siROR1 のときと同様に siCAV1 によっ



て CAV1 の発現を抑制させた細胞抽出液を用
いて、ヒトリン酸化RTKアレイに作用させた。
その結果、siControl 処理と比較して有意に
様々な RTK のリン酸化の低下が認められ、
siROR1 のときに見られたリン酸化の低下を
示す RTK と同じ傾向であった。 
 また siROR1 のときと同様に、肺腺癌細胞
株である PC-9 における HGF を介した MET 活
性化に伴うゲフィチニブ抵抗性の条件下に
おいて、CAV1 の発現を siCAV1 により抑制す
ると、siROR1 と同様に有意な細胞増殖の低下
が認められ、ゲフィチニブ耐性を克服するこ
とが分かった。さらに肺腺癌細胞株である
NCI-H1975 における HGF を介した MET 活性化
に伴うCL-387,785抵抗性の条件下において、
CAV1 の発現を siCAV1 により抑制すると、
siROR1 と同様に有意な細胞増殖の低下が認
められ、CL-387,785 耐性を克服することが分
かった。加えて、外陰部上皮癌細胞株である
A431 における IGF-I を介した IGF-IR 活性化
に伴うゲフィチニブ抵抗性の条件下におい
て、CAV1の発現をsiCAV1により抑制すると、
siROR1 と同様に有意な細胞増殖の低下が認
められ、ゲフィチニブ耐性を克服することが
分かった。 
 以上の結果から、ROR1 による CAV1 の発現
制御が存在し、EGFR-TKI 耐性機序の 1つであ
るバイパスパスウェイに寄与する、様々な
RTK の活性化維持に関与していることが判明
した。 
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