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研究成果の概要（和文）：EBウイルス関連胃癌細胞株には免疫チェックポイント分子PD-L1が発現しており、
IFN-γ投与によりさらにその発現が増強した。このPD-L1が高発現した胃癌細胞株とPD-1が発現したT細胞株を共
培養することによって、T細胞株は著明にgrowth arrestを起こした。以上の結果からEBウイルス関連胃癌におい
て、PD-1とPD-L1の結合が抗腫瘍免疫を抑えていると報告した。本成果はすでにGastric cancer誌に論文が受理
された。抗PD-1抗体、ニボルマブが投与された患者の19例中2例にEBウイルス関連胃癌を認めたがともにPDであ
り、長期生存は得られていなかった。

研究成果の概要（英文）：The overexpression of PD-L1 is one of the features of EBV-associated gastric
 cancer (EBVaGC); however, the function of PD-L1 has not been studied in EBVaGC. We used three 
EBVaGC cell lines, SNU719 cells, NCC24 cells, and YCCEL1 cells, to evaluate the PD-L1 expression and
 function in EBVaGC. Jurkat T-lymphocytes expressing PD-1 were co-cultured with NCC24 and YCCEL1 
cells and the cell cycles were analyzed. All of the EBVaGC cell lines expressed PD-L1, and its 
expression was further enhanced by stimulation with IFN-γ. In Jurkat T-cells co-cultured with IFN-
γ-stimulated NCC24 and YCCEL1 cells, the number of cells in the G0/G1 phase was significantly 
increased. This G0/G1 arrest was partially released by administration of anti-PD-L1 antibody. EBVaGC
 cells expressing high levels of PD-L1 suppress T-cell proliferation, and the IFN-γ signaling 
pathway is involved in the expression of PD-L1.

研究分野： 消化器内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
EBウイルス関連胃癌はリンパ球浸潤癌の組織型を呈し、PD-L1の発現が高いことが報告されていたが、実際にEB
ウイルス関連胃癌において、PD-1とPD-L1の相互作用が機能しているかは不明であった。我々はIFN-γ処理によ
り、PD-L1を高発現させたEBウイルス胃癌細胞株とPD-1を発現するT細胞株を共培養することで、T細胞がGrowth 
arrestを起こすことを示した。抗PD-L1抗体の効果は限定的であったが、EBウイルス関連胃癌の維持に抑制系の
免疫チェックポイント分子が機能を果たしていることを証明できた。

※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 
近年、The Cancer Genome Atlas (TCGA)のデータで Epstein-Barr virus (EB ウイルス)関連胃
癌は DNA メチル化とともに programed death 1-ligand 1PD-L1（以下、PD-L1）の発現上昇が
特徴とされた。また化学療法後に増悪した治癒切除不能な進行・再発の胃癌に免疫チェックポイ
ント分子阻害剤、ヒト型抗ヒト PD-1 モノクローナル抗体が承認された。EB ウイルス関連胃癌
は特徴的なリンパ球浸潤癌の組織型を呈することからもこの薬剤が有効に作用する可能性は高
い。 
EB ウイルス関連胃癌には PD-L1 が高頻度に発現しているとの報告が多いが、機能解析を行っ
た報告はない。我々は EB ウイルス関連胃癌細胞株を用い、PD-L1 の機能解析を in vitro のリ
ンパ球浸潤癌モデルで再現し証明する。また、EB ウイルスを検出する in situ hybridization を
定期的に施行している経験を生かして、抗 PD-1 抗体を投与される胃癌患者の EB ウイルス感染
のスクリーニングを行い陽性例の奏効率などを検討する。 
 
２．研究の目的 
免疫チェックポイント分子阻害剤が胃癌に承認されたが、非常に高価な薬剤であり、今後も 
適正かつ有効に使用投与するためのデータの蓄積が必要とされている。胃癌の 10%を占める、 
EB ウイルス関連胃癌には、免疫チェックポイント分子の PD-L1 が高発現している。しかし、
EB ウイルス関連胃癌に発現している PD-L1 がファンクショナルなのか、また、免疫チェック
ポイント分子阻害剤が EB ウイルス関連胃癌に奏功するかは未だ不明である。 
  本研究では、EB ウイルス関連胃癌細胞株を用いて、免疫チェックポイント分子の機能につい
て解析する。また、EB ウイルス関連胃癌の切除検体を用い、免疫チェックポイント分子やその
機能の制御する分子の発現を検討する。多施設共同研究で抗 PD-1 抗体を投与される患者を対象
に EB ウイルス関連胃癌のスクリーニングを行い、これらの患者における免疫チェックポイン
ト分子阻害剤の効果について検討する。基礎・臨床研究の両面から、EB ウイルス関連胃癌に対
する免疫チェックポイント分子阻害剤の有効性を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）EB ウイルス関連胃癌細胞株を用いた PD-L1 の機能解析 
本研究では、in vitro での EB ウイルス関連胃癌細胞株 NCC24, SNU719, YCCEL1 を用い、PD-
L1 の機能解析を行った。この PD-L1 がファンクショナルであるか否かを証明する目的で、
Jurkat T 細胞株と EB ウイルス関連胃癌細胞株を共培養した。EB ウイルス関連胃癌はリンパ
球浸潤癌の組織像を呈する。in vivo の EB ウイルス関連胃癌の状態を in vitro で再現し、T リ
ンパ球の活性化や増殖が変化するかを検討した（図１）。T リンパ球の増殖能を細胞周期の解析
で行った。また、EB ウイルス関連胃癌細胞株に発現した PD-L1 と T リンパ球表面の PD-1 の
結合が T 細胞の活性化抑制、増殖抑制を起こすのかを検討した。また、抗 PD-L1 抗体を用いて、
T 細胞の活性化抑制、増殖抑制が解除されるかを検討した。 
（２）PD-L1 の発現に関与する SNP についての解析 
PD-L1 の発現に関与する SNP が報告されており、EB ウイルス関連胃癌患者にこの SNP が高
頻度であるか、検討した。患者の末梢血単核球などは得られなかったため、胃癌組織の DNA 
を用い、検討を行った。 
（３）EB ウイルス関連胃癌患者におけるニボルマブの有効性について 
化学療法中の胃癌患者の切除標本または生検組織に対して、EBER1 in situ hybridization を施
行し、EB ウイルス関連胃癌患者におけるニボルマブの効果について検討を行った。 
（４）EB ウイルス関連胃癌の liquid biopsy について 
EB ウイルス関連胃癌患者の保存血清を用いて、血清から抽出した DNA に対して EB ウイルス
の BamH1-W 断片に対する PCR を施行した。 
 

図１ EB ウイルス関連胃癌における PD-
L1 の機能解析 
 
EB ウイルス関連胃癌に IFN-γを加え、PD-
L1 の発現を増強させる。この EB ウイルス
関連胃癌に T 細胞を加え、共培養を行った
後にこのT細胞の細胞周期の解析を行った。
また、T 細胞を加える前の細胞を抗 PD-L1
抗体で処理することで、T 細胞の細胞周期の
解析に変化を与えるか検討した。 
in vitro で in vivo の EB ウイルス関連胃癌
の組織像に近い状態を再現した。 



 
４．研究成果 
（１）EB ウイルス関連胃癌細胞株を用いた PD-L1 の機能解析 
EB ウイルス関連胃癌に発現する PD-L1 が PD-1 を発現する T リンパ球の増殖を抑えることが
示され、EBウイルス関連胃癌に発現するPD-L1がファンクショナルであることを証明しえた。 
 EBウイルス関連胃癌細胞株には免疫チェックポイント分子PD-L1が発現しており、IFN-
γ投与によりさらにその発現が増強した。この PD-L1 が高発現した胃癌細胞株と PD-1 が
発現した T リンパ球を共培養することによって、T 細胞株は著明に growth arrest を起こ
した。この T リンパ球の growth arrest は抗 PD-L1 抗体で前処理をすることによって、部
分的に解除された。以上の結果から EB ウイルス関連胃癌において、PD-1 と PD-L1 の結
合が抗腫瘍免疫を抑えていると報告した。  

                       
図２ T リンパ球の細胞周期解析     
PD-L1 を強発現する EB ウイルス関連胃癌細
胞 NCC24 と T リンパ球を共培養すると T リ
ンパ球の S 期細胞割合は４％に著明に低下し
た。抗 PD-L1 抗体で処理をすると８％まで S
期細胞割合は増加した。 

 
 
 

（２）EB ウイルス関連胃癌細胞株における PD-L1 の発現調節 
EB ウイルス関連胃癌細胞株には、PD-L1 3’UTR の SNP が認められ、miRNA を介した PD-
L1 の発現抑制が欠如している可能性が示唆された。しかしながら、EB ウイルス関連胃癌の臨
床検体を用いた検討では、この SNP の頻度は陰性胃癌と差を認めなかった。 
（３）EB ウイルス関連胃癌に対するニボルマブの効果 
ニボルマブによる化学療法が施行されていた胃癌患者の切除標本または生検組織を用いて、EB
ウイルス感染の検索を行ったところ、2 例の EB ウイルス関連胃癌患者を認めた。この 2 例に
対するニボルマブの効果は十分でなく、PD と判定され、短期に投与が終了していた。自験例
にはニボルマブが奏効した EB ウイルス関連胃癌を認めていない。 
（４）liquid biopsy による EB ウイルス関連胃癌の診断 
EBER1 ISH 法で診断された EB ウイルス関連胃癌 25 例と年齢、性別、組織型、深達度、ステ
ージをほぼ合わせた EB ウイルス陰性胃癌 24 例の血清検体を対象に、ddPCR 法を行い、EB
ウイルス量を測定した。  EB ウイルス関連進行胃癌では EB ウイルス DNA の検出が可能であ
った。 

 
 
図３ 血清中 EB ウイルス DNA の検出 
EB ウイルス関連進行胃癌の EB ウイルス DNA 量の中央値は 0.0
０18 であった。EB ウイルス関連早期胃癌と EB ウイルス陰性胃
癌の EB ウイルス DNA の検出は困難で，EB ウイルス DNA 量の
中央値はともに 0 であった。 
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