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研究成果の概要（和文）：　これまで我々は、OSCC生検組織を用いて、PD-L1/PD-1 シグナルが免疫抑制を引き
起こし、浸潤・転移に関与すること、組織でのPD-L1/PD-1 共発現が生存率を低下させていることを明らかにし
てきた。また、PD-L1 過剰発現株（SAS細胞）にrecombinant human PD-1を作用させ、PD-1 から PD-L1 へのシ
グナル伝達がOSCC の増殖・遊走・浸潤を亢進することに関しても明らかにしてきた。
　本研究ではPD-1がPD-L1に作用して、OSCC細胞中のTNF Signaling Pathwayを活性化し、遊走及び浸潤を亢進す
る可能性が示唆された。　

研究成果の概要（英文）：Using OSCC biopsy tissue samples, we show that PD-L1 / PD-1 signals cause 
immunosuppression and are involved in infiltration and metastasis. We have also shown that PD-L1 / 
PD-1 co-expression in biopsy tissue samples reduce patient's over-all survival rates. In addition, 
as a result of binding recombinant human PD-1 to PD-L1 overexpressing cell lines (SAS cells), signal
 transduction from PD-1 to PD-L1 promotes OSCC proliferation, migration, and infiltration. 
In this study, it was suggested that PD-1 may act on PD-L1 to activate TNF Signaling Pathway in OSCC
 cells and promote migration and infiltration.

研究分野：口腔外科学

キーワード： 口腔扁平上皮癌　PD-1

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　これまで、PD-1/PD-L1に関してはその腫瘍免疫学的側面にのみ、フォーカスが当てられていた。しかしなが
ら、本研究結果より、PD-1はOSCCに発現しているPD-L1に作用することで、OSCC細胞中のTNF Signaling Pathway
を活性化することが明らかとなった。これにより、OSCCの遊走及び浸潤を亢進することでOSCCの悪性化に寄与し
ている可能性が示唆された。
　このことは、抗PD-1抗体の治療効果予測に際して、活用できる可能性を含んでおり、更なる解析が必要である
と考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 近年の診断技術や治療法の進歩により、癌の治癒率は徐々に向上している。特に早期発見、

早期治療がなされた場合、多くは治癒を見込むことができるが、転移を伴う場合、その予後は

悪化する。OSCC においても、所属リンパ節である頸部リンパ節転移や肺、骨などへの遠隔転

移により、その生存率が著しく低下する。このような現状の中、がんに対する治療戦略として

手術療法、放射線療法および化学療法に続く、第4の治療戦略として、腫瘍免疫療法のなかでも 
PD-L1/PD-1 シグナルの阻害を目的とした抗免疫チェックポイント分子抗体療法が脚光を浴び

つつあった。 
a ) PD-L1/PD-1 シグナルは免疫抑制を引き起こし、OSCC の浸潤・転移に関与する 
 われわれはこれまで免疫チェックポイント分子のひとつである PD-L1/PD-1 シグナルに着目

し、腫瘍浸潤先端部腫瘍細胞での PD-L1 発現亢進、およびその周囲炎症性細胞における PD-1 
の高発現を認める患者群においてはリンパ球活性化抗原 CD25 の発現減弱を認め、PD-L1/PD-1 
シグナルによる免疫応答抑制が引き起こされていることを明らかにした(図 2)。また、PD-
L1/PD-1 高発現群では低発現群と比較して、頸部リンパ節転移や遠隔転移が有意に多く、予後

が不良であることも明らかにしてきた(表 1、図 3)。また、頸部リンパ節転移の有無に関して多

変量解析を行ったところ、OSCC 生検標本における PD-L1/PD-1 の高発現が頸部リンパ節転移

の独立した危険因子として抽出された (表 2)。 

 
b ) PD-1 から PD-L1 へのシグナル伝達は OSCC の増殖を促進する 
 6 種類の OSCC 細胞に recombinant human PD-1 (rhPD-1) を作用させたところ、PD-L1 を発

現している SAS および HSC3 細胞(図3)において rhPD-1 濃度依存的に細胞増殖率の上昇が認

められ、PD-1 から PD-L1 へのシグナル伝達により OSCC の増殖が促進されることを明らか

にした(図4)。過去の報告において、Kleffel らは悪性黒色腫において、腫瘍細胞が PD—L1 のみ
ならず PD-1 をその膜表面に発現しており、オートクラインにその増殖を亢進していることを

報告している(Kleffel S. et al. : Cell, 162(6):1242-56.2015)。この報告は、われわれの結果に一部合

致しており、今後、OSCC 細胞自体の PD-1 発現および細胞間での相互作用に関して詳細な解

析が必要と考えられた。 
c) PD-1 から PD-L1 へのシグナル伝達は OSCC の遊走能・浸潤能を亢進する 
 また、PD-L1 を発現している SAS 細胞に rhPD-1 を作用させたところ、rhPD-1 濃度依存的

に細胞遊走能・浸潤能の亢進が認められ、その作用は抗 PD-L1 抗体の濃度依存的に減弱し、

PD-1 から PD-L1 へのシグナル伝達により OSCC の遊走・浸潤が促進されることを明らかに

した(図 5、6)。近年、PD-L1 を過剰発現させたヒト正常上皮細胞において、E-cadherin の発現

減弱と EMT 関連転写因子 Twist および Slug の発現上昇を認めたことが示されている(Bolos V, 
Et al: . J Cell Sci 116: 499–511, 2003.)。この報告から器官発生に必須である上皮–間葉転換 
(epithelial-to-mesenchymal transition: EMT)と PD-L1 の発現が関連していることが示唆される。

また、EMT が誘導された細胞は癌の浸潤・転移に関与していることはわれわれも過去に報告

している( Goto Y., et al.: Clin Exp Metastasis, 214:289-306. 2014)。これらのことから、 PD-1 から 
PD-L1 へのシグナル伝達による OSCC の細胞遊走能・浸潤能の亢進の詳細な分子メカニズム

�� Cases ( % ) Group A Group B Group C p-value

Lymph node metastasis

     Yes 42 (43.3%)�   4 16 22 < 0.05

     No 55�(56.7%)� 14 20 21

Clinical stage

     Ⅰ / Ⅱ 54 (55.7%)� 11 22 21 N. S.

     Ⅲ / Ⅳ 43�(44.3%)�  7 14 22

Local recurrence

     Yes 15 (15.5%)�   1   6   8 N. S.

     No 82 (84.5%)� 17 30 35

Distant metastasis

     Yes 13�(13.4%)�   0   5   8 < 0.05

     No 84 (86.6%)� 18 31 35

Chi-square test�

# 1�OSCC ���������PD-L1/PD-1 ���"���� ���$�
&%�
A !��PD-L1 '��
 PD-1 ����
B !��PD-L1 '��
�PD-1 )����	���PD-L1 (��
�PD-1 ����
C !��PD-L1 (��
�PD-1 )����

Spearman; r = -0.2563, p = 0.0113�

PD-L1 ��� (%)�

20�

40�

60�

80�

100�

0� 20� 40� 60� 80� 100�
0�

CD
25

 �
�
�
�(%

)�

100�80�

100�

80�

60�

20�

0� 20� 40� 60�
0�

40�

 CD
25

 �
�
�
�(%

)�

A� B

PD-1 ��� (%)�

Spearman; r = -0.3029, p = 0.0026�

0

10

20

30

40

50

60

70

A B C

CD
25

 �
�
�
�(%

)�

*�
*�

C�

Group�

   p < 0.01* �

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

生
存
率

0 12 24 36 48 60
生存期間

A��n= 18�
B��n= 36��
C��n= 43��

66.8%�

*
80�

60�

40�

20�

0�

���������

94.4%�

80.5%�

100�



�
�
�
�
�
�
	
�
�

%
�
�

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

生
存
率

0 12 24 36 48 60
生存期間

100�

80�

60�

40�

20�

0�

���������

             PD-1��
��n= 37��
             PD-1��
��n= 60���

71.3%�

N. S.�

86.3%�

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

生
存
率

0 12 24 36 48 60
生存期間

100�

80�

60�

40�

20�

0�

             PD-L1����n= 34��
             PD-L1����n= 63��

91.0%�

69.2%�



�
�
�
�
�
�
	
�
�

%
�
� *�

���������

C�

A�



�
�
�
�
�
�
	
�
�

%
�
�

B�

p < 0.05�*�

p < 0.05�*�

0� 12� 24� 36� 48� 60�0� 12� 24� 36� 48� 60�

0� 12� 24� 36� 48� 60�

Correlation of CD25-positive rates 
with expression patterns of PD-L1�

Correlation of CD25-positive rates 
with expression patterns of PD-1�

Correlation of CD25-positive rates with 
expression patterns of PD-L1 and PD-1 �

PD-L1 and PD-1 expression
patterns  around the invasive front�

PD-L1 expression patterns  
around the invasive front�

PD-1 expression patterns  
around the invasive front�

�2 OSCC �
������PD-L1/PD-1
����CD25�������

�3 OSCC �
������PD-L1/PD-1
���������5
�	��

�� =7���/6.��� ��85&� �� ��85&�

�� %� (� ��OR �95% CI��p-value �� OR �95% 
CI�� p-value

PD-L1/PD-1
�A 2� 4 14 Reference - Reference -

�B 2� 16 20 2.80 
�0.82-11.40�� 0.103 3.04 

�0.84-13.10�� 0.093

�C 2� 22 21 ��
3.67 
�1.11-14.59�� 0.033�� 3.99 

�1.10-17.26�� 0.035 

logistic�!�&; OR: ���'�95% CI: 95%�>�9���

42 OSCC 
=7���/6.	#<���
�
3"+*01 -��
5&�

A 2� PD-L1�:$��PD-1 �,)�
B 2��PD-L1�:$��PD-1 ?,)�����PD-L1�;$��PD-1 �,)
C 2��PD-L1�;$��PD-1 ?,)�



に関して詳細はわかっていないものの、今後、PD-L1/PD-1 シグナルと OSCC の増殖・浸潤・転

移との関連を明らかにするためには、EMT の分子機構を含めたさらなる詳細な解析が必要であ

ると推察された。 

 
口腔は多くの臓器と近接していることより、OSCC の増大は確実な切除をより困難とする。

また、OSCC において、その予後を大きく左右するのはリンパ節転移および遠隔転移である。

腫瘍原発巣の確実な切除ののち、なんらかの方法で転移の制御が可能であれば、その生存率の

向上に大きな影響を及ぼすこととなる。この点において PD-1 から PD-L1 へのシグナル伝達

と直接的に発現が関与している遺伝子は腫瘍の増大に関わる一方、その制御を的確に行えば浸

潤・転移を効率的に抑える可能性が示唆される。 
２．研究の目的 
一般に、癌細胞は宿主の免疫監視機構から巧妙に逃避し、体内で生存および増殖していると

考えられている。近年、そのメカニズムの一つとして、癌細胞に発現している programmed 
cell death ligand 1（PD-L1）が活性化 T 細胞の細胞膜上に発現する program cell death 1 (PD-1) 
を介し、T 細胞の免疫応答を抑制することが明らかになってきた。この PD-L1/PD-1経路を阻

害する抗 PD-1 抗体は、T 細胞の免疫応答抑制を解除し、宿主のがん細胞に対する免疫応答を増

強することが明らかとなっており、悪性黒色腫、などのいくつかのがんにおいて有用性が報告

されている。しかしながら、逆に PD-1 からのシグナルが PD-L1 を介して癌細胞に与える影響

や、口腔扁平上皮癌 (OSCC)における PD-L1/PD-1 の発現については明らかになっていない。

本研究では、OSCC における PD-L1/PD-1 の発現と臨床病理学的所見との関連を検索するとと

もに、PD-1 から PD-L1 へのシグナルを介した OSCC 細胞の増殖、遊走および浸潤に関わる分

子機構の解明を目的とする。 
３．研究の方法 

本研究は OSCC において PD-L1/PD-1 シグナルを介した増殖・浸潤・転移の分子機構を解

明するための基盤となる研究を行うことを目的として、PD-L1 過剰発現株に rhPD-1 を作用さ

せた際に変動する遺伝子の発現を、DNA マイクロアレイを用いてプロファイリングし、OSCC 
の増殖・浸潤・転移における標的遺伝子の役割を in vitro で確認する。 
４．研究成果 

SAS細胞に rhPD-1 を作用させた際に変動する遺伝子の発現を、DNA マイクロアレイを用い

てプロファイリングし、OSCC の増殖・浸潤・転移における標的遺伝子の特定を行なった。 
 その結果、SAS と比較して、SAS+PD-1 において、腫瘍細胞の生存、遊走、分化などの機能

を制御する中心的役割を担うActivaor Protein-1(AP-1) family のうち、FosB の発現上昇

（Zscore:7.618, Ratio:10.44）を認めた。また、同様に TNF Signaling pathway において、AP-1 
より下流の遺伝子群（Fos, Jun, Cxcl1,2,3,etc）の発現上昇が認められた。また、細胞外基質を分

解し、腫瘍の浸潤・転移に寄与すると考えられるマトリックスメタロプロテアーゼのうち、

MMP-3 及び MMP-10 に関しても同様に発現上昇を認めた。 
 これらのことより、PD-1 は OSCC に発現している PD-L1 に作用することにより、OSCC
細胞中の TNF Signaling Pathway を活性化して OSCC の遊走及び浸潤を亢進することで 
OSCC の悪性化に寄与している可能性が示唆された。 
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