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研究成果の概要（和文）：本研究では胃がんを対象に、CUL3-BTBPのPD-L1細胞内輸送制御の機序を検証した。
CUL3 もしくはBTBPのknockdownによるPD-L1発現、細胞内局在の変化が確認されたが、その影響は両者で異な
り、マイクロアレイを用いた検証では、CUL3とBTBPが結合し、ユビキチンリガーゼとしてPD-L1の発現や局在を
制御していることを示す結果は得られなかった。これまでの検証から、PD-L1の細胞内輸送をコントロールして
いるBTBPを確認しているため、今後は、このBTBPに着目し、PD-L1タンパク質輸送制御メカニズムの解明をすす
める。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the mechanism of PD-L1 intracellular transport 
regulation by CUL3-BTBP in gastric cancer. Knockdown of CUL3 or BTBP caused changes in PD-L1 
expression and subcellular localization; however, the effects differed between the two　molecules. 
Microarray analysis demonstrated that CUL3 and BTBP do not function together as ubiquitin ligases to
 control the intracellular transport of PD-L1. We identified a BTBP that controls intracellular 
transport of PD-L1. Therefore, we are focusing on BTBP to elucidate the mechanism by which it 
regulates the intracellular transport of PD-L1.

研究分野： 消化器内科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、PD-L1を標的とした免疫チェックポイント阻害剤が開発されが、胃がんへの効果は限定的で改善の余地は
大きい。既存のPD-L1抗体薬とは異なる作用機序を持つ薬剤の開発が望まれるが、そのためには、胃がんにおけ
るPD-L1発現や細胞内輸送制御の機序を解明することが必要である。本研究では、想定していたCUL3-BTBP軸によ
るPD-L1発現および細胞内輸送制御は確認できなかったが、BTBP単独でPD-L1発現および細胞内輸送制御に関与し
ていることを示唆する知見を得ることができた。本研究の成果は、さらに研究を推進することで、新たな免疫チ
ェックポイント阻害剤の開発につながるものであると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
がん細胞は、T 細胞の働きを抑制することにより、免疫細胞による攻撃から逃れている。がん
細胞膜蛋白質 programmed death-ligand (PD-L) 1と T細胞膜に発現するprogrammed death (PD) 
1 との結合が、T 細胞の細胞傷害作用を抑制することにより、がんの免疫逃避機序に重要な役割
と果たす。最近、この両者の結合を阻害する PD-L1 抗体薬が登場し、非小細胞肺がんや胃癌、大
腸癌といった固形がんに有効性を発揮し、臨床応用され始めている。しかしこの治療法は、制御
性 T 細胞の機能まで抑制することから、自己免疫様疾患を誘導する危険性をはらむ諸刃の剣で
ある。しかし、がん細胞や細胞傷害性 T細胞での PD-L1 蛋白質産生の制御機能に新たな側面を見
出せれば、中和抗体を用いない PD-L1 の制御が可能となると考えられる。 
 我々は、これまでに、ZnF-BTB 蛋白質の一つである BAZF が、BTB ドメインを介して
Cullin3(CUL3)と複合体を形成し、CUL3
型 E3 ユビキチンリガーゼとして機能
することを見出してきた。CUL3 は BTB
ドメインタンパク質(BTBP)を基質認識
のリンカーとして用いる。すなわち、
CUL3 は BTBP を組み替えることで幅広
く基質を認識し、これをユビキチン化
し、分解や機能変換等の制御に深く関
わるプラットホームタンパク質であ
る。我々は、胃がん細胞において、CUL3
が細胞増殖因子 EGF の受容体(EGFR)のみならず、PD-L1 等の細胞膜蛋白質産生を膜蛋白質輸送
の側面から制御することを新たに見出している。図に示す様に、siRNA によって CUL3 を一過性
にノックダウンさせると、EGFR や PD-L1 の細胞膜上での発現が顕著に増強される。さらに、こ
れらの PD-L1 タンパク質量を制御する BTBP を、siRNA を用いてスクリーニングし、いくつかの
候補分子を同定した。 
 
２．研究の目的 
本研究では胃癌を対象に、CUL3-BTBP の PD-L1 タンパク質輸送制御に関与する機序を検証し、が
ん免疫の誘導、活性化のメカニズムを明らかにすることを目的としている。また、胃癌に対する
新たな免疫治療の開発の足がりとなる成果を得ることを目指す。 
 
３．研究の方法 
（1）胃癌細胞株を用いた PD-L1 発現への CUL3 の関与についての検証 
胃癌細胞株を用い、PD-L1 の発現を Western blot を用いて検証する。これにより同定された PD-
L1 発現胃癌細胞株を用い、siRNA により CUL3 を knockdown し、PD-L1 発現の変化について検証
する。 
 
（2）CUL3 による PD-L1 の細胞内局在の制御についての検証 
（1）の実験により同定した、CUL3 発現と PD-L1 発現に関連があると認められた胃癌細胞株を用
いて、CUL3 の knockdown による PD-L1 の細胞内局在の変化を、蛍光免疫染色を用いて検証する。
さらに、PD-L1 の発現変化をもたらす CUL3 のパートナーとなる BTBP の探索を、183 種類の BTBP
の siRNA を用いて網羅的に探索する。 
 
（3）BTBP による PD-L1 の発現制御メカニズムの検証 
PD-L1の発現制御におけるCUL3のパートナーとなりうるBTBPの網羅的な探索により明らかとな
った BTBP を、siRNA を用いて knockdown し、PD-L1 の発現変化、局在変化を検証する。また、マ
イクロアレイを用いて、BTBP および CUL3 の knockdown による遺伝子発現に変化について網羅的
に検証した。 
 
（4）CUL3/BTBP 軸による PD-L1 の発現制御メカニズムの検証 
ライブイメージング法を用い、胃癌細胞株 NCI-N87,NUGC-4 の PD-L1 の細胞内輸送の制御経路を
検証する。この実験では、BTBP を siRNA により knockdown した胃癌細胞を用いることで、BTBP
の PD-L1 の細胞内輸送への関与を明らかとする。 
 
４．研究成果 
（1）胃癌細胞株を用いた PD-L1 発現への CUL3 の関与についての検証 
胃癌細胞株 13種（KATOIII, MKN', MKN28, MKN45, MKN7, NUGC-3, NUGC-4, SUN-1, SUN-16, NCI-



N87, GCIY, HGC27, OCUM-1)を用い、PD-L1 蛋白の発現を Western blot により解析した。MKN7, 
NUGC-3 で PD-L1 の強い発現を確認できた。次に、これらの 13 種類の胃癌細胞株を用い、CUL3 
knockdown により PD-L1 の発現が増大するかについて検証した。CUL3 knockdown には 2 種類の
siRNA を用いた。PD-L1 が強く発現している NUGC-3 では CUL3 knockdown により、PD-L1 の発現
がさらに増強した。さらに、MKN28, NUGC-4 では、PD-L1 の発現はほとんどみられなかったが、
CUL3 knockdown により PD-L1 が発現した。一方、NCI-N87 では、CUL3 knockdown により PD-L1
の発現が低下した。残りの胃癌細胞株については、CUL3 knockdown により PD-L1 発現に変化は
認めなかった。なお、これらの実験は 2種類の siRNA を用いて検討しており、２種の siRNA で結
果が一致していることが確認できた。 
 
（2）CUL3 による PD-L1 の細胞内局在の制御についての検証 
CUL3 発現と、PD-L1 発現に関連を認めた細胞株、NUGC-3、MKN28、NUGC-4、NCI-N87 を用いて検
証をすすめた。まず CUL3 siRNA を用い PD-L1 の細胞内局在がどのように変化するかについて、
蛍光免疫染色を用いて検討した。NCI-N87 では CUL3 knockdown により細胞膜に存在していた PD-
L1 が消失していた。NUGC-4 では CUL3 knockdown により細胞膜での PD-L1 の発現が惹起された。
一方で、細胞の形態については明らかな変化は認められなかった。次に、PD-L1 の発現制御にお
ける CUL3 のパートナーとなる BTBP の探索を行った。183 種の BTBP に対する siRNA を用い、網
羅的に検討したところ、PD-L1 の発現制御への関与が推測される複数種の BTBP を同定した。 
 
（3）BTBP による PD-L1 の発現制御メカニズムの検証 
PD-L1の発現制御におけるCUL3のパートナーとなるBTBPの網羅的な探索により明らかとなった
PD-L1 の発現制御への関与が予測される複数種の BTBP の siRNA を用いて、胃癌細胞株への影響
を検討した。これらのBTBPのknockdownによりPD-L1の発現変化のパターンは、CUL3のknockdown 
とは異なり、また、その一方で、CUL3 knockdown ではみられなかった細胞増殖能や細胞運動能
の抑制が誘導された。なお、細胞増殖能や細胞運動能への BTBP knockdown の影響は、細胞株特
異性が認められた。さらに、CUL3 knockdown と BTBP knockdown での細胞に与える影響が異なる
原因について研究をすすめた。 CUL3 および BTBP の knockdown による mRNA の発現変化について
マイクロアレイを用いて網羅的に解析したところ、CUL3 と BTBP の knockdown では、異なる遺伝
子発現パター ンが確認され、CUL3 および BTBP は結合し作用するものの、PD-L1 の発現を含む細
胞制御において各々が単独で異なる作用を有していることが明らかとなった。 
 
（4）CUL3/BTBP 軸による PD-L1 の発現制御メカニズムの検証 
胃癌細胞株 NCI-N87,NUGC-4 の BTBP を siRNA により knockdown し、ライブイメージング法で PD-
L1 の細胞内輸送の制御経路を検証したが、両細胞ともに BTBP が直接的に PD-L1 の細胞内輸送経
路に作用していることを示すデータは得られなかった。 
CUL3 ユビキチンリガーゼによる PD-L1 の発現コントロールについては、PD-L1 の転写因子、PD-
L1 のプロモーター領域のメチル化反応などを検証したが、そのメカニズムについては同定に至
らなかった。また、PD-L1 の細胞内局在制御のメカニズムについても、明らかにすることはでき
なかったが、PD-L1と結合し細胞内蛋白輸送をコントロールしているBTBPを確認しているため、
今後は、このシステムの PD-L1 の細胞内局在への関与を検証し、PD-L1 タンパク質輸送制御への
BTBP の関与する機序の解明を目指す。 
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