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研究成果の概要（和文）：九州大学消化器・総合外科にて手術を行った肺腺癌417例について、免疫チェックポ
イント分子であるPD-L1とヒストンメチル化酵素EZH2の発現を解析し、PD-L1とEZH2の発現が正の相関を示すこと
を同定した。すなわち、EZH2陽性症例では49%がPD-L1陽性であったが、EZH2陰性症例では7%のみPD-L1陽性であ
った (P<0.001)。同結果は2019年にAnnals of Thoracic Surgeryに原著として報告した。また、細胞株を用いた
EZH2の発現調節ではPD-L1発現変化はなく、EZH2によるPD-L1のメチル化の可能性も考えられるため、今後検討を
行う予定である。

研究成果の概要（英文）：A total of 428 patients with resected lung adenocarcinoma were analyzed for 
their EZH2 and PD-L1 expression by immunohistochemistry and evaluated to determine the association 
between the EZH2 and PD-L1 expression. Patients with the EZH2-positive lung adenocarcinoma exhibited
 a significantly higher expression of PD-L1 than those without it. A logistic regression analysis 
with backward elimination revealed that PD-L1 positivity was independently associated with the EZH2 
expression. This result was published in 2019 (Annals of Thoracic Surgery). This study provides the 
first evidence of a possible association between the EZH2 and PD-L1 expression in patients with 
resected lung adenocarcinoma.
The PD-L1 expression at the mRNA level was not significantly decreased by the siRNA-mediated 
knockdown of EZH2 in comparison to siRNA normal control in the cellular level; therefore, the 
protein stability and subcellular localization of PD-L1 by EZH2 should be investigated in future 
studies.

研究分野：胸部腫瘍学

キーワード： PD-L1　EZH2　肺癌

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
PD-L1とEZH2の関連についての報告はなく、本研究が世界初の報告である。免疫チェックポイント阻害剤の標的
であり、かつ効果予測因子でもあるPD-L1と、代表的なヒストンメチル化酵素であるEZH2との関連を示した点
で、非常に意義があるものと考える。本知見はニボルマブやアテゾリズマブなどの免疫チェックポイント阻害剤
へのEZH2阻害剤の上乗せ効果の可能性を示唆するものである。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 
(1) PD-1/PD-L1 axisによる免疫逃避機構、 
および免疫チェックポイント阻害剤 

PD-1 は免疫グロブリンスーパーファミリーB7 の一つであり、T 細胞表面に発現し、リ
ガンドである PD-L1と相互作用することで T細胞の活性を制御している (Pardoll DM., Nat 
Rev Cancer, 2012)。ヒト癌においては、PD-1と PD-L1の相互作用によって T細胞の活性が
減弱し、癌細胞の免疫逃避が生じ、結果として、癌細胞の生存・増殖が促進される。ニボ
ルマブなどの PD-1 を標的とした免疫チェックポイント阻害剤は、既存の殺細胞性抗癌剤
に対する優越性が示され、非小細胞肺癌における標準治療として確立した（Brahmer J, et al., 
N Engl J Med, 2015; Borghaei H, et al., N Engl J Med, 2015）。PD-L1発現は癌細胞の免疫逃避
において重要であるだけでなく、免疫チェックポイント阻害剤の治療効果を予測する重要
な因子であることが示唆されている (Fusi A, et al., Lancet Oncol, 2015)。また、肺癌切除後
の予後予測因子であることが示唆されており、PD-L1の発現調節機構を解明することは臨
床的に極めて重要である。当施設では 2003 年 1月から 2012 年 12 月までに手術を行った
417 例の肺腺癌切除例について、PD-L1 の免疫組織化学染色 (IHC)を行っており、PD-L1
陽性例では PD-1 陰性群と比して有意に予後不良であることを報告した実績がある 
(Takada M, et al., J Thorac Oncol, 2016)。さらに、扁平上皮癌 (n=205)や小細胞癌切除例 
(n=40)における PD-L1発現解析を行っており (Toyokawa G, et al., Anticancer Res, 2016)、当
施設ではPD-L1に関する臨床研究を行うための、十分な症例数を有しているものと考える。 
 
(2) 既知の PD-1発現制御メカニズム 

PD-L1の発現に関しては、これまでに INF-γ、MYCや CDK6などが PD-L1発現誘導に関
与していることが報告されている (Casey SC, et al., Science, 2016; Dorand RD, et al., Science, 
2016)。また、最近の報告によると、PD-L1 のグリコシル化が PD-L1 タンパクの安定性を
制御することで、T細胞の活性を制御することが報告された (Li CW, et al., Nat Commun, 
2016)。すなわち、GSK3βが PD-L1と結合することによって、PD-L1に対する β-TrCPによ
るリン酸化依存性のプロテアソーム分解が生じる。PD-L1 のグリコシル化は GSK3β の
PD-L1結合を阻害することから、グリコシル化が PD-L1の安定性に寄与しており、結果と
して T細胞の機能抑制につながっている。このように、PD-L1に対する様々な修飾が PD-L1
発現を制御し、結果として癌細胞の免疫逃避を惹起している可能性がある。しかしながら、
グリコシル化以外の修飾による PD-L1発現調節機構についての報告はなく、メチル化など
の他の修飾の可能性についても検討する必要がある。 
 
(3)ヒストンメチル化酵素 EZH2について 

Enhancer of zeste homolog 2 (EZH2)は染色体 7qによりコードされる 746のアミノ酸から
なるヒストンメチル化酵素である。Conserved domain として SET ドメインを有しており、
ヒストンH3の 27番目のリジン残基 (H3K27)をメチル化することで転写に抑制的に作用し、
mouseでは胚発生に重要であることが知られている (Boyer LA, et al., Nature, 2006)。これま
でに我々は正常臓器と比して肺癌などの多くの癌腫における EZH2 の過剰発現、および
siRNA による EZH2 の発現抑制によって肺癌細胞株の増殖が抑制されることを証明した 
(Takawa M, et al., Cancer Sci, 2011)。また、肺癌切除検体において EZH2の発現が独立した
予後不良因子であることを報告した。このように、EZH2 は肺癌において非常に重要な意
義を有するものと考えられ、また肺癌以外にも乳癌などにおいて同様に EZH2の重要性が
報告されている (Collett K, et al., Clin Cancer Res, 2006)。この結果から、EZH2が肺癌治療
において有望な治療標的となる可能性が示唆された。実際に、EZH2 に対する阻害剤が開
発されており、細胞株レベルだけでなく臨床試験での検討も行われている (Hamamoto R, et 
al., Nat Rev Cancer, 2015)。 
 
 
２．研究の目的 
 

Programmed death 1 (PD-1)は T細胞上に発現し、programmed death-ligand 1 (PD-L1)と結合
することで T 細胞の活性を抑制している。ヒト癌においては、癌細胞上の PD-L1 は PD-1
と結合することによって癌細胞の免疫逃避を惹起している。PD-1 や PD-L1 に対する免疫
チェックポイント阻害剤は癌治療においてパラダイムシフトを起こしつつある。PD-L1の
発現は免疫チェックポイント阻害剤の効果予測に有用であるため、その発現制御機構を明



らかにすることは大いに意義がある。PD-L1 の発現制御については、INF-γ や CDK6 など
の関与が知られているが、ヒストンメチル化酵素による PD-L1発現制御機構は明らかにな
っていない。本研究では、ヒストンメチル化酵素 EZH2による PD-L1発現の制御機構を解
明することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 肺癌切除検体を用いた PD-L1と EZH2発現の解析 

2003年 1月から 2012年 12月までに 
九州大学消化器・総合外科にて手術を行った肺腺癌 417 例について、PD-L1 と EZH2 の
発現を IHCにて解析する。PD-L1については抗 PD-L1抗体 (クローン SP142、 
ラビットモノクローナル)を用いた。染色条件は 1:100の希釈濃度であり、陽性基準として
腫瘍細胞、および腫瘍浸潤免疫細胞が染色されるもの、そして全体の 5%以上が染色され
るものを陽性と定義した (Herbst RS, et al., Nature, 2014)。 
また、EZH2については抗 EZH2抗体 (クローン 6A10、マウスモノクローナル)を用い
た。染色条件は 1:100の希釈濃度であり、陽性基準として Allred scoreを用い (Allred DC, 
et al., Mod Pathol, 1998)、0-2を陰性 3-8を陽性とした。 

 
(2) 細胞株を用いた PD-L1と EZH2の 発現解析 

Lu139、PC9、RERF-LC-KJ、EBC-1、RERF-LC-AI、SBC-5、および A549などの肺癌
細胞株における EZH2と PD-L1の mRNAレベル、およびタンパクレベルでの発現を検
討する。具体的には、上記細胞株における PD-L1と EZH2のmRNAレベルでの発現を、
定量的リアルタイム PCR 法で解析する。また、Western blotting 法にて上記細胞株にお
ける PD-L1と EZH2のタンパクレベルでの発現についても検討する。 
 
(3) EZH2発現調節による PD-L1発現変化の解析 

Lu139、PC9、RERF-LC-KJ、EBC-1、RERF-LC-AI、SBC-5、および A549に対して、
EZH2の転写産物を標的とする siRNAで EZH2をノックダウンし、PD-L1発現変化を解
析する。また、MTT assayおよびmigration assayを施行し、増殖能や遊走能の変化を検
討する。 
 
 
４．研究成果 
 

PD-L1と EZH2の発現を IHCで解析した。PD-L1と EZH2の発現は 21%、および 51%
に認められ、また、両者が正の相関を示すことを同定した。EZH2 陽性症例では 49%が
PD-L1陽性であったが、EZH2陰性症例では 7%のみ PD-L1陽性であった (P<0.001)。ま
た、EZH2陽性群では陰性群と比して、全生存期間が有意に短かった。同結果は Annals of 
Thoracic Surgery, 2019 Feb; 107(2):393-400.に原著として報告した。 

mRNAレベルでの EZH2の発現が高い、Lu139、SBC5、および RERF-LC-AIを用い
て、siRNAによる EZH2ノックダウン (siEZH2)を行い、mRNAレベルでの PD-L1の発
現変化を解析した。しかし、EZH2ノックダウンを行わなかった細胞株 (ネガティブコ
ントロール)と比して、siEZH2による PD-L1の mRNAレベルでの発現は有意な変化が
見られなかった。 
当研究では臨床検体レベルにおいて EZH2と PD-L1の有意な相関関係が証明された
が、細胞株を用いた検討では両者の関係は証明できなかった。この理由の一つとして、
EZH2によるノンヒストンタンパクとしての PD-L1のメチル化の可能性が考えられる。
これまでに、p53、RB1、および STAT3などの癌細胞の発がん・増殖・生存に重要な役
割を有するノンヒストンタンパクが、ヒストンメチル化酵素によってアミノ酸残基の
メチル化を受け、機能調節を受けることが報告されている (Hamamoto R, et al., Nat Rev 
Cancer, 2015)。すなわち、メチル化によって、(1) 他の修飾への影響、(2) タンパク同
士の結合への影響、(3) タンパクの安定性への影響、(4) タンパクの局在変化、および
(5) 転写因子のプロモーター領域への結合変化が生じる (表 1)。EZH2については、こ
れまでに STAT3 などのノンヒストンタンパクをメチル化することが知られており、
EZH2 による PD-L1 のメチル化の可能性も考えられるため、今後検討を行う予定であ
る。 
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