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研究成果の概要（和文）： 

ROR1の発現調節について検討し、腫瘍細胞における ROR1発現に、MYBが強く関わることが明ら

かとなった。また、ROR1を癌関連抗原として、免疫療法の確立を目指し、人工抗原提示細胞の

作製し、ROR1及び、HLA-A24分子の遺伝子導入し、これを用いて T細胞を in vitroにて培養し

た所、T細胞の増殖が得られ、この T細胞において、ROR1遺伝子導入細胞に対しての細胞障害

活性が認められた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We analyzed the transcriptional regulation of ROR1 and found that MYB induced the 
ROR1 expression in malignant cells. In parallel, we did ex vivo expansion of 
ROR1-specific  cytotoxic  T  lymphocytes  by  engineered artificial  antigen 
presenting cells expressing CD137 ligand co-stimulatory molecule 
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１．研究開始当初の背景 

近年、多くのチロシンキナーゼが癌化と深く
関わり、これを標的とした、分子標的療法等
が治療応用されてきている。受容体型チロシ
ンキナーゼ ROR1 が、慢性リンパ性白血病
(CLL)細胞に特異的に発現し、癌関連抗原と
なることを申請者は明らかとしてきた。また、
ROR1 の発現が細胞死を抑制する効果がある

ことが示唆されている。 
２．研究の目的 

本研究では ROR1 の発現調節機構や、機能の
解析を行うことにより、細胞死抑制効果、の
機序解明を行う。その上で、そのメカニズム
の人為的制御による造血器腫瘍に対する治
療応用を目指す。また、ROR1を標的とした免
疫療法の確立についても、検討を行う。 
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３．研究の方法 

(1)ROR1の発現を RQ-PCR法と FACSにて解析
した。ROR1のプロモーター領域、及び第一
intron内の領域をクローニングし、ルシフェ
ラーゼ遺伝子の上流に組み入れ、転写調節能
を検討した。また、転写調節領域のシークエ
ンスを用いて、EMSAを行い、結合転写調節因
子の検討を行った。MYB遺伝子や MYBshRNAを
導入した際の ROR1の発現について、検討し
た。 
(2)K562細胞に、CD64、CD137L遺伝子を導入
し、人工抗原提示細胞を作製した。ここに、
日本人で最も頻度の高い HLA A24:02と ROR1
を遺伝子導入し、HLA上に ROR1由来のペプチ
ドが表出されるようにした。この人工抗原提
示細胞と、HLA24;02陽性健常人から得られた
CD8陽性 T細胞を共培養し、得られた T細胞
の細胞障害性を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)ROR1 の発現を FACS,RT-PCR で確認した。
ROR1は慢性リンパ性白血病、マントル細胞リ
ンパ腫,脾辺縁帯リンパ腫,バーキットリン
パ腫のサンプルで高度に発現していた。 
ROR1 mRNAと細胞表面の ROR1タンパクの発現
レベルには正の相関（R2=0.55）が見られ ROR1
の発現は主に転写で調整されていた。 
そこで我々は ROR1 の転写開始点上流 2.5kb
をクローニングし、ROR1陽性細胞および陰性
細胞でプロモーターアッセイを行った。ROR1
陽性細胞株である MD901ではプロモーター活
性が著明に増加していたが、ROR1陽性細胞株
だけでなく、陰性細胞株でもプロモーター活
性が観察されたことから、この上流部位だけ
が唯一の制御部位ではないことが示唆され
た。そこで、我々はおよそ 230kbと長い部位
である Intron 1 の中で種を超えて保存され
ている部位に転写制御に重要な役割がある
のではないかと考えた。 
BLAST で検索し、ヒトとラットの ROR1 で 19
か所の保存部位（CR1-19）を同定した。特に
CR3とCR7はチキンとも相同性を有していた。
我々は CR 部位をクローニングし、転写への
役割を検討した。CR3と CR7は ROR1陽性細胞
株において選択的にエンハンサーとしてふ
るまい、他の 4つの CR部位では ROR1陽性細
胞株、陰性細胞株の両方で転写を強めていた。
したがって、これらのエンハンサーは ROR1
の特異的な発現に貢献している可能性が考
えられた。この CR 部位のシークエンスを検
討した所、癌原遺伝子である MYBの結合配列
が有ることが明らかとなった。実際、EMSA法
によりそのエンハンサー領域に複数の転写
結合しうることが明らかとなった。MYBの tag
付き発現ベクターを使った supershift assay

により、同部位への MYBの結合が示唆された。
ROR1陰性細胞へのMYB発現ベクターの導入や、
ROR1陽性細胞への MYB shRNAの導入（図１）
により、ROR1の発現は変化し、腫瘍細胞にお
ける ROR1発現に、MYBが強く関わることが明
らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ MYB発現減弱による ROR1発現の変化 
 
(2) また、ROR1を癌関連抗原として、免疫療
法の確立を目指し、ヒト K562 細胞株を用い
た、人工抗原提示細胞の作製を行った。K562
に、Fc 受容体である CD64 と、共刺激因子
CD137のリガンドであるCD137Lを遺伝子導入
することで遺伝子改変人工抗原提示細胞
（aAPC）を作製した。この aAPC により、
CD3/CD28抗体存在下で、ヒトおよびマウス T
細胞は細胞増殖が増強することを認めた。次
に、aAPC に、HLA-A2402 と ROR1 を遺伝子導
入し、ROR1を発現する aAPC（ROR1-aAPC）を
作製した。ROR1-aAPC を用いて、HLA-A2402
陽性健常者のCD8を、CD28抗体存在下で、IL-2
を加えて増殖させた。こうして得られた T細
胞を、aAPCとともに培養したところ、T細胞
は ROR1-aAPCに特異的な細胞障害活性を示し
た（図２）。この細胞傷害性 T 細胞（CTLs）
は、aAPCによる HLA-A2402拘束性抗原提示を
認識して増殖したものと考えられた。こうし
た ROR1特異的 CTLsを用いた養子免疫療法が、
治療抵抗性 CLLの臨床応用できるものと期待
される。 

図２ ROR1-aAPCに対する CTL 
 
(3)ROR1 陽性 CLL 細胞を用いて、免疫調節因
子の発現機能解析を行い、CD40シグナルによ



り、共刺激因子である CD137の発現が誘導さ
れることを明らかとした（PLOS ONE 2013） 
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