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研究成果の概要（和文）：肺癌の新たな治療法として発展している免疫治療において，標的となるヘルパーT細
胞癌抗原としてROR1(Receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1)に着目し研究した．ROR1とEGFRの発
現には正の相関がみられた．ROR1は多くの癌腫で発現しており，また正常細胞には発現が見られないことから，
癌免疫治療の有用な標的になる可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：Receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1 (ROR1) is highly expressed 
in LC and since the expression of molecules in normal tissue is significantly lower as compared to 
tumor cells, these proteins are considered as potential tumor-associated antigens (TAAs) for 
developing T-cell based immunotherapy.

研究分野： 肺癌

キーワード： ROR1　肺癌　免疫療法
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	

(1)癌による死亡者数は増加の一途であ

り，国民の 3 人に 1 人が癌死する時代に

突入した．中でも肺癌は悪性腫瘍の死因

で第一位を占めており，肺癌治療成績の

向上が社会全体へ果たす役割は大きい．

肺癌は進行期で発見されるものが多く，

手術適応となる癌は一部しかない．近年，

肺癌のうち 8 割を占める非小細胞癌にお

いて，EGFR 遺伝子変異や EML4-ALK 融合

遺伝子など，肺癌増殖の鍵となる遺伝子

変異の存在が証明され，各々変異を有す

る肺癌に対して，特異的阻害薬である

種々の分子標的薬が開発されてきた．こ

れにより，外科切除でも治療成績が向上

しにくい難治肺癌，再発•転移症例におい

ても予後の改善が見られるようになった

が，未だその効果は限定的である．	

	

(2)近年，難治・再発癌の治療法の一つに

免疫治療が注目され，欧米や本邦で癌抗

原ペプチドを用いたペプチドワクチン療

法の開発が進められてきた．化学療法や

放射線治療との併用で，一部の患者群で

原発・転移巣の縮小や血清腫瘍マーカー

値の低下等，その有用性が認識され，QOL

の改善した症例も報告されている．癌ペ

プチドワクチン療法は副作用のほとんど

ない，体に優しい新たな癌治療法で，今

後の発展が期待されている治療分野の一

つである．	

	

(3)本研究では，肺腺癌に発現している

EGFRと協調して働くROR1を標的として，

有効な癌ペプチドワクチンとなりうる T

細胞エピトープペプチドの同定を行う．

EGFR は非小細胞肺癌の 40-70%をはじめ，

様々の固形癌に発現しており，既に EGFR

選 択 的 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬

(Gefitinib，Erlotinib)が臨床応用され

ている．ROR1 は 1992 年に同定された膜

受容体型偽チロシンキナーゼである 1)．

ROR1 は癌細胞株の 75%に発現がみられ，

ROR1 を抑制することで腫瘍増殖が抑制

されると報告されている 2)．ROR1 は EGFR

を 介 し た シ グ ナ ル 伝 達 系 で あ る

PI3K-AKTと p38の良好なバランスを維持

するとされ，ROR1 をノックダウンするこ

とで，Gefitinib 抵抗性の肺腺癌に対し

ても，良好な抗腫瘍効果が得られたとの

報告もなされている 3)．従って，肺腺癌

治療において，EGFR のみならず ROR1 を

ブロックすることで，より良好な治療効

果が得られると考えられる(右上図)．	

	

	

これまで受容体チロシンキナーゼについ

て，HER-2 を標的とした T 細胞エピトー

プペプチドや EGFR を標的としたキラーT

細胞エピトープペプチドの報告は散見さ

れるものの，ROR1 を標的としたヘルパー

T 細胞エピトープペプチドの報告はなく，

有効性が確立され始めている WT-1 に代

表される癌ペプチドワクチン療法の新た

な標的ペプチドとして有用と思われる．	

	
(4)申請者は Gefitinib などの EGFR 阻害剤
を，EGFR が高発現している肺癌細胞株に添
加する事で，エピトープペプチドの提示に
必須である MHC 分子の発現が増強するとい
う preliminary な知見を有している(未発
表)．本研究では，ROR1 を標的とした免疫
療法と，既知の分子標的薬とが相乗効果を
もたらすような，臨床応用の可能性に向け
た基盤的研究を行う．	
	
２．研究の目的	
肺癌の新たな治療法として発展している免
疫治療において，標的となる癌抗原として
ROR1(Receptor	tyrosine	kinase-like	orphan	
receptor	1)に着目する．ROR1 は膜受容体型
偽チロシンキナーゼであり，これを標的とし
た新たなヘルパーエピトープペプチドの同
定を行う．そのペプチドを用いて樹立した T
リンパ球の抗腫瘍効果を明らかにすると同
時に，ROR1 を標的とした免疫療法と上皮成長
因子受容体(EGFR)を標的とした分子標的薬
の融合を目指した研究基盤を確立する．	
	
３．研究の方法	
(1)肺癌細胞株および手術材料から，ROR1，
EGFR の発現を検討し，予後との関連を調べる．	
	
(2)ROR1 に対する新たな promiscuous	T ヘル
パーエピトープペプチドを同定する．ペプチ
ド特異的 T細胞が，癌幹細胞を認識出来るか
どうか明らかにする．	
	
(3)分子標的薬による免疫の賦活化と，その
抗原プロセシングの動態変化を観察する．	
	
(4)変異ペプチドやリン酸化抗原ペプチドに



反応性を示す T細胞を樹立する．	
	
(4)テトラマーアッセイ法を用いて，癌患者
末梢血中に存在するペプチド特異的 T細胞の
動態および頻度を明らかにし，臨床応用に最
適な ROR1 ペプチドを同定する．	
	
４．研究成果	
(1)	ROR1，EGFR 免疫染色の評価	
ROR1 と EGFR の免疫染色を行った．ROR1 は免
疫染色を行い，染色強度を 0〜3+で評価し，
1+以上を陽性とした．EGFR 染色は癌細胞膜に
染色が見られたものを陽性とし，臨床病理学
的因子との関連を検討した．	

	
(2)ROR1，EGFR 陽性率	
ROR1 は 88%，EGFR は 81%，EGFR(L858R 変異)
は 23%，EGFR(E746-A750)は 21%で陽性であっ
た．ROR1 発現は染色強度を 0(発現無し)，1+，
2+，3+(強発現)に分類し検討したところ，こ
れらの染色強度と EGFR 発現に正の相関がみ
られた．	

	
	

(3)ROR1，EGFR 発現と生存率	
EGFR は生存率に関与していなかった．ROR1
では，陽性の方が陰性にくらべ生存率が良好
であった．ROR1 発現が強い程生存率が高い傾
向にあった．	

	
なお，性別，喫煙歴，病期といった臨床学的
因子と ROR1 は関連していなかった．	
	
(4)ウエスタンブロット法	
各種癌細胞株での ROR1 発現をウエスタンブ
ロット法で検討したところ，ROR1 は肺腺癌の
みでなく，肺扁平上皮癌，肺大細胞癌，乳癌，
咽頭癌，舌癌，結腸癌，膀胱癌での発現を確
認できた．腎癌，前立腺癌，NKT	lymphoma，
正常細胞では発現していなかった．	
	

	
(5) Multiple	tumor	tissue	array	
正常組織で ROR1 が発現しているか検討した
ところ，正常組織では ROR1 の発現はみられ
ず，ROR1 を標的にしても自己免疫疾患を引き
起こす可能性は低いと考えられた．	
	



	
(6)FACSによる各種癌細胞膜におけるROR1発
現の解析	
癌ペプチドワクチンを実用化させるために
は，実際の細胞膜上で癌特異抗原が発現して
いる必要がある．	
使用した抗体がやや不良であり，ピーク形成
が今ひとつであったが，LC-2/ad(肺腺癌)，
LU65(肺大細胞癌)，Calu-1(肺扁平上皮癌)，
WiDr(大腸癌)，EBC1(肺扁平上皮癌)では細胞
膜に ROR1 の発現が見られた．MCF7(乳癌)，
A549(肺腺癌)，RERF-LC-AI(肺扁平上皮癌)，
Jurkat(T 細胞リンパ腫，画像無し)では発現
が見られなかった．	
	

	
(7)候補ペプチドの合成と解析	
ROR1は937塩基からなる膜受容体型偽チロシ
ンキナーゼである．ここからメイヨークリニ
ックで実際に運用されているヒト HLA クラス
II分子にpromiscuousに結合可能なペプチド
配列を選び出すアルゴリズム解析ソフトを
用いた．	

	
候補となるペプチドは，細胞膜外に発現して
いるものが適性であり，かつ，ヘルパーT 細
胞のみならずキラーT 細胞のエピトープに合
致するものがよい．そこで，	
	
	261-277(QTEYIFARSNPMILMRL)		
	401-417(KMEILYILVPSVAIPLA)			
	
の 2 ペプチドを合成した．	
	
現在，この候補ペプチドを用いて，健常人か
ら ROR1 特異的 CD4+T	cell の誘導を行い，さ
らにデータを蓄積している．	
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