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研究成果の概要（和文）：甲状腺未分化癌におけるPD-L1の発現状況を免疫染色法を用い調査した。甲状腺未分
化癌では、甲状腺乳頭癌、甲状腺濾胞癌、腺腫様甲状腺腫などの組織型と比較して有意にPD-L1の発現が亢進し
ている事がわかった。
 また、甲状腺未分化癌モデルとなる細胞株でのPD-L1発現状況を調査した。ウェスタンブロット法と免疫染色で
それぞれ過剰発現を確認する事ができた。このセルラインを免疫不全マウスに移植し、甲状腺未分化癌・腫瘍モ
デルを作成した。パラフィンブロックからのスライドを作成し、免疫染色にて過剰発現がvivoでも見られること
を証明した。

研究成果の概要（英文）：We have investigated the expression of PD-L1 in human anaplastic thyroid 
cancer (ATC) by immuno-histochemicaly (IHC).  The PD-L1 expression ratio  in human ATC was higher 
than that of papillary thyroid cancer, follicular thyroid cancer, and adenomatous goiter.  
 Second, we evaluate the expression of PD-L1 in ATC human cell lines. Western blotting  and IHC 
showed the over-expression of PD-L1 in ATC human cell lines. Then we have made the xenograft ATC 
model using these cells.  The tissue from xenograft ATC model also showed   PD-L1 over-expression.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
甲状腺未分化癌は非常に進行が早く（１年生存率３０％以下）、治療方法が限られた癌種である。我々は本研究
を通して甲状腺未分化癌においてPD-L1の過剰発現が見られることを見出した。このPD-L1過剰発現した腫瘍は、
PD-1抗体（Nibormabなど）を用いた治療が可能となる可能性がある。甲状腺癌を対象としたPD-1抗体の臨床試験
を行う前に、モデルマウスでも効果が見られるかを検証する必要があり、本研究はその前段階のモデルマウスを
作成し、PD-L1の過剰発現を確かめた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
PD-1 (programmed cell death-1)阻害薬を中心とした免疫チェックポイント阻害治療は、悪性
黒色腫、腎癌、肺癌さらには頭頸部癌で臨床使用され、これまで予後不良であった悪性腫瘍の
長期予後の改善が期待されている。一方、過去に甲状腺癌に対して免疫チェックポイント阻害
治療の有用性を評価した報告はない。我々は、MYC 蛋白が甲状腺未分化癌の患者において亢
進していることを見出しており 1、MYC の翻訳ターゲットの一つである PD-L1(programed cell 
death-ligand 1)も過剰発現していることを予想している 2, 3。そのため、甲状腺癌においても
PD-L1 の過剰発現により腫瘍細胞が抗腫瘍免疫応答から逃れ、免疫チェックポイント阻害によ
り抗腫瘍免疫応答を介した治療が奏功すると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、予後が極めて不良である甲状腺未分化癌に焦点を当て、免疫チェックポイント阻
害治療が有効である可能性を示すことを目的とする。甲状腺未分化癌における免疫チェックポ
イント関連タンパクの発現を RNA から蛋白レベルで検討し、免疫チェックポイント阻害剤が
甲状腺未分化癌の進行を抑制する可能性を明らかにしたい。 
 
 
３．研究の方法 
 甲状腺未分化癌に対する免疫チェックポイント阻害治療の可能性について、①甲状腺未分化
癌臨床例における免疫関連膜タンパク（PD-L1）の発現と臨床像の比較検討、②甲状腺未分化癌
細胞株を用いた免疫関連膜タンパクの発現誘導の検討、③甲状腺未分化癌・in vivo モデルに
よる免疫チェックポイント阻害治療の有用性の検討を行った。 
 
①甲状腺未分化癌臨床例における免疫関連膜タンパク（PD-L1 など）の発現と臨床像を比較検
討した。対象は共同研究先病院にて治療を行った甲状腺癌症例。保存されているパラフィン包
埋臨床検体を用いスライド切片を作成し、免疫組織染色法により PD-L1 の免疫関連膜タンパク
の発現評価をおこなった。臨床情報と免疫関連タンパクの発現を比較し、臨床的悪性度との関
連性について評価した。免疫染色は本学の全自動染色機（ベンタナ）を用い、一次抗体はセル
シグナリング社より購入した（#13684）。 
②甲状腺未分化癌細胞株を用いた免疫関連膜タンパクの発現誘導の検討した。 
甲状腺未分化癌細胞株：8305C, 8505C, ASH3, KMH2, OCUT-1C、OCUT-1F、OCUT-2、OCUT-4、OCUT-6
を用いウェスタンブロット法で PD-L1 のタンパクを定量した。（OCUT-1C、OCUT-1F、OCUT-2、
OCUT-4、OCUT-6 株は、共同研究者大阪市立大学乳腺内分泌外科学 小野田尚佳先生より譲渡） 
 セルラインを溶解液で全タンパク抽出し、SDS-Page ののち、Sharp Directblot 
電気泳動と転写を行った。iBind（Thermo）を用い、上記の一次抗体と Rabbit IgG の二次抗体
にてウェスタンブロットを施行した。 
③甲状腺未分化癌・in vivo モデルによる免疫チェックポイント阻害治療の有用性の検討。 
 本研究に際し、動物実験倫理委員会にて審議ののち、倫理委員会に則った安楽死基準に達す
るか、観察期間を終了したマウスより腫瘍片を摘出し解析した。組織片を採取し、組織中の
PD-L1 の状況を免疫染色、ウェスタンブロットにより評価を行った。 
 
 
４．研究成果 
甲状腺未分化癌における PD-L1 の発現状況を、免疫染色法を用い調査した。甲状腺未分化癌で
は、甲状腺乳頭癌、甲状腺濾胞癌、腺腫様甲状腺腫などの組織型と比較して有意に PD-L1 の発
現が亢進している事がわかった。一方、甲状腺乳頭癌、濾胞癌、コントロールの腺腫様甲状腺
腫では発現率に変化は認めなかった。 
 続いて甲状腺未分化癌モデル
となる細胞株での PD-L1 発現状
況を調査した。ウェスタンブロッ
ト法（図）と免疫染色でそれぞれ
過剰発現を確認する事ができた。
免疫染色による定量評価では甲
状腺正常セルラインと比較して、
8305C、8505C、ASH3、OCUT-2、
OCUT-4 のセルラインで PD-L1 の
過剰発現を認めた。8505C 甲状腺
未分化癌セルラインを用い、免疫
不全マウスに移植し、甲状腺未分
化癌・腫瘍モデルを作成した。パラフィンブロックからのスライドを作成し、免疫染色にて過
剰発現が vivo でも見られることを証明した。 
 偶然にもマウス移植モデルより採取した組織を、固定までの時間がかかると PD-L1 が強く発



現として検出されることがわかった。このことより、臨床における PD-L1 の検出と標本固定が
密接に関与していることが証明された。現在これらの解析結果をまとめている途中である。 
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