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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

ROR1 は、我々が肺腺がんのリネジ生存がん遺伝子 TTF-1 によって転写活性化を受けて、その生存

シグナルを伝える肺腺がんにとってのアキレス腱であることを見出した、独自性の高い研究開発シ

ーズである。ROR1 は、キナーゼ活性依存的及び非依存的な分子機序によって、EGFR が伝達する肺

腺がんの生存シグナルの維持を司るとともに、キナーゼ活性非依存的にカベオラ構造の安定化を通

じて、EGFR、MET、IGF-IR などの様々な受容体型チロシンキナーゼの活性化を維持する。 

 本研究課題は、次世代がんの技術支援基盤による各種ハイスループットスクリーニング（HTS）で

得られた候補ヒット化合物について、細胞増殖阻害活性および、結合分子と下流分子に対する影響の

評価を行った。有望な特性を認めた 23 種類の化合物について、十分な量を追加入手し、これまでに

我々が構築してきた様々な解析系を用いて proof of concept（POC）の取得を進めた。その結果、ROR1

のカベオラ形成・維持機能に関わる ROR1 と CAV1 の結合に対する阻害活性を持ち、肺がん細胞株

の増殖を阻害し得る、既存薬 1 種類を含む 6 種類（理研）の化合物を同定した。また同様の機能を持

つ ROR1 と CAVIN1 の結合阻害活性と肺がん細胞株の増殖阻害活性を有する、既存薬 5 種類を含む

14 種類の化合物および天然物を同定した。 
 また、肺腺がんの生存シグナル制御に重要な役割を果たす、新たな ROR1 との蛋白質間相互作用

を認める新規 ROR1 結合蛋白質を見出し、HTS のためのアッセイ系に用いる精製蛋白質の準備を完

了して支援基盤に送付して、アッセイ系の確立と条件検討の開始に結び付けた。また、二次スクリー

ニング等のために、両者の結合状態を細胞レベルで検出可能なスクリーニング系の構築を新たに開

始した。 

さらに、細胞膜表面に発現する癌胎児性抗原である ROR1 を分子標的とした抗体医薬の創薬開発

を目指して、抗 ROR1 抗体パネルの反応性と特異性の評価を進めた。ROR1 陽性及び陰性のヒト肺が

ん細胞株、及び、蛍光標識した抗 ROR1 抗体とそのアイソタイプコントロール抗体を用いて、フロ

ーサイトメトリー解析によって反応性と特異性を検討した。また、ヒト肺がん細胞株と抗 ROR1 抗

体を用いた免疫沈降実験によっても、さらなる特異性の確認を行った。その結果、複数の有望な抗

ROR1 モノクローナル抗体を取得することができた。 
 

The receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1 (ROR1) sustains prosurvival signaling 
directly downstream of the lineage-survival oncogene TTF-1 in lung adenocarcinoma. ROR1 also 
facilitates the interaction of CAVIN1 and CAV1 at the plasma membrane in a kinase activity-
independent manner, which in turn sustains caveolae formation and prosurvival signaling 
towards AKT through multiple RTKs via its scaffold function for CAVIN1 and CAV1 in lung 
adenocarcinoma. Novel therapeutic strategies to inhibit the scaffold function of ROR1 and 
thereby attack the cancer’s ‘Achilles heel’ may prove effective against this devastating cancer. 

The aim of this research is to develop the ROR1-specific inhibitor and functional antibody in 
order to inhibit the ROR1 kinase activity-dependent and/or -independent function in lung cancer. 
Previously, we performed a high-throughput AlphaScreen assay for discovering small-molecule 
inhibitors of ROR1 kinase activity or ROR1-CAVIN1/CAV1 protein-protein interaction in vitro. 
In this study, we selected 23 compounds as those that deserve further proof-of-concept (POC) 
evaluation, and conducted POC studies such as cell proliferation assay, kinase activity assay, and 
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binding assay using lung adenocarcinoma cells. As a result, we found that 6 compounds have the 
ability to inhibit cell growth and ROR1-CAV1 interaction. We also found that 14 compounds have 
an ability to inhibit cell growth and ROR1-CAVIN1 interaction.  

In addition, we have identified a new ROR1-interacting protein, which is involved in 
prosurvival signaling in lung adenocarcinoma. Development and optimization of a high-
throughput screening assay based on AlphaScreen technology using each recombinant protein 
was initiated aiming at discovery of small molecules that can disrupt interactions between ROR1 
and the ROR1-interacting protein. We also started establishing a screening system to be used for 
the secondary screening. To this end, we are currently establishing a cell-based system, which 
can monitor disruption of binding between ROR1 and the ROR1-interacting protein.   

Furthermore, we evaluated a panel of anti-ROR1 monoclonal antibodies to utilize ROR1 as a 
molecular target for an antibody-based therapeutics by taking advantage of the characteristics 
of ROR1 as an oncofetal antigen. Flow cytometric analysis and immunoprecipitation assay were 
conducted to evaluate the anti ROR1 monoclonal antibodies. As a result, we successfully obtained 
multiple anti-ROR1 monoclonal antibodies with high reactivity and selectivity to lung 
adenocarcinoma cells.  
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