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研究成果の概要（和文）：PD-L1強発現あるいは異常発現を示すがん腫に、PD-L1遺伝子構造異常が高頻度に認め
られた。また、PD-L1強発現あるいは異常発現を示すリンパ腫17検体、大腸癌1検体、婦人科癌1検体に、PD-L1遺
伝子の3´非翻訳領域の変異を同定した。PD-L2高発現はリンパ腫13検体に認められ、それらすべてに異常シグナ
ルが観察された。現在、発現解析によるPD-L1遺伝子 3´非翻訳領域変異の検出法を検討中である。

研究成果の概要（英文）：Structural variations of the PD-L1 gene were frequently observed in cancers 
showing strong or abnormal expression of PD-L1 by immunostaining. We identified disruption of the 
PD-L1 3'-untranslated region (3'-UTR) in 17 lymphoma samples, 1 colon cancer sample, and 1 
gynecologic cancer sample. We found PD-L2 high expression in 13 lymphoma specimens by 
immunohistochemistry, and abnormal signals were observed in all of them by fluorescence in situ 
hybridization. We are investigating the detection method of disruption of the PD-L1 3'-UTR by 
expression analysis.

研究分野：人体病理学

キーワード： バイオマーカー

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
PD-L1遺伝子の増幅や構造異常に伴う3´非翻訳領域の変異がPD-L1過剰発現をきたすメカニズムとして知られて
おり、免疫チェックポイント分子自体の遺伝子異常が免疫チェックポイント阻害薬の治療効果を予測するバイオ
マーカーになりうると考えられている。腫瘍細胞の本質的な免疫チェックポイント分子の過剰発現をきたす遺伝
子構造異常を念頭に置き、PD-L1の発現強度や発現パターンを加味し評価することでPD-L1発現をきたす遺伝子構
造異常陽性例の同定が可能であり、治療効果の高い症例の検出へとつながりうる結果であった。

※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 

 T 細胞を介したシグナル伝達は、活性化および抑制性免疫チェックポイント分子により制御さ
れ、免疫応答が調節されている。免疫チェックポイント分子の一つとして、受容体である
programed cell death-1 (PD-1)と、そのリガンドである programed cell death-ligand 1 (PD-L1)、
programed death ligand-2 (PD-L2)が代表的なものと知られている。PD-1はT細胞に発現しており、
PD-L1 や PD-L2 と結合することで免疫応答を負に調節している。がん細胞は PD-L1 を発現する
ことで免疫機構を回避し、PD-1 と PD-L1 の結合を阻害することで腫瘍免疫が活性化し抗腫瘍効
果を示すことが報告されている。 

PD-1 と PD-L1 経路の阻害薬である抗 PD-L1 抗体薬および抗 PD-L1 抗体薬が、様々ながん腫
で治療効果を示すことが明らかになっている。抗 PD-1抗体薬は、進行性の悪性黒色腫で 31-44％、
非小細胞性肺癌で 19-20%、腎癌で 22-25%の奏効率が見られ、また既存の治療よりも予後が延長
したことが示されている。膀胱癌やホジキンリンパ腫、頭頚部癌でも同様の結果となることが報
告され、異なる 2 種の抗 PD-1 抗体薬、1 種の抗 PD-L1 抗体薬が臨床応用されている。免疫チェ
ックポイント阻害薬は高額で、すべての症例に有効でなく、自己免疫疾患に類似した副作用など
が見られる症例があることから、治療選択となるバイオマーカーが必要である。治療効果予測と
して、免疫染色による PD-L1 発現が用いられているが、必ずしも治療効果と直結しない。その
ため、精度の高い治療効果予測マーカーが望まれている。 

 PD-L1遺伝子のコピー数の増幅により、PD-L1 が高発現することが知られている。コピー数の
増幅が高頻度にみられるホジキンリンパ腫では、抗 PD-1抗体薬が著効することが示されており、
免疫チェックポイント分子自体の遺伝子異常が治療効果を予測するバイオマーカーとなること
が考えられている。2016 年には、遺伝子構造異常に伴う PD-L1遺伝子の 3´非翻訳領域の変異が
PD-L1 タンパクの顕著な発現上昇を誘導することが報告された。PD-L1 遺伝子の 3´非翻訳領域
の変異は、様々な悪性腫瘍でみられ、3´非翻訳領域の変異例では PD-L1 の過剰発現が認められ
た。In vivo において、3´非翻訳領域の変異により PD-L1 タンパクを過剰発現したがん細胞が免
疫機構を回避し、抗 PD-L1 抗体薬によって免疫回避や増殖を阻害したことが示され、PD-L1 の
過剰発現をきたす 3´非翻訳領域の変異が抗 PD-1/PD-L1抗体薬の効果予測マーカーとして期待さ
れている。 

 

2. 研究の目的 

 本研究の目的は、腫瘍細胞における抑制性免疫チェックポイント分子の発現上昇をきたす遺
伝子構造異常の同定とその検出法を確立させることである。PD-L1 過剰発現をきたす PD-L1 遺
伝子自体の異常が免疫チェックポイント阻害薬の治療効果を予測するバイオマーカーとなる可
能性があり、その検出法を確立させることで免疫チェックポイント阻害薬に著効を示す症例の
同定へとつなげる。 

 

3. 研究の方法 

(1) 免疫染色 

  PD-L1 遺伝子の 3´非翻訳領域の変異をきたす遺伝子構造異常には、PD-L1 タンパクの C末 

端を含む異常があるため、細胞外ドメインと C末端を認識する 2 種類の抗 PD-L1 抗体を用い 

た。マクロファージと同等以上の染色強度を強発現とし、それぞれの抗体での発現を評価した。 

PD-L2 についても、1 種類の抗 PD-L2 抗体を使用しスクリーニングを行った。スクリーニン 

グには tissue micro array を使用した。 

  

(2) 遺伝子構造異常の検索 

a) Fluorescence in situ hybridization (FISH) 

  Bacterial artificial chromosome クローンから作製した PD-L1 遺伝子領域と PD-L2 遺伝子 

領域に特異的な DNA プローブを使用し、シグナル増幅、シグナルサイズの増大、split シグナ 

ルなどを評価した。 

  b) 3´非翻訳領域変異の同定 

  凍結検体が保存されていた候補例に対し、targeted-capture sequencing により検索した。また、 

ホルマリン固定パラフィン包埋検体 (FFPE) を利用した発現解析での検出法も検討した。 

 

4. 研究成果 

(1)免疫染色でのスクリーニング 

 2 種の抗 PD-L1 抗体による免疫染色では、リンパ腫 1,051 検体中、105 検体 (10.0%) 、大腸癌
1,382 検体中 7 検体 (0.5%)、婦人科癌 607 検体中 11 検体 (1.8%) が、2 種の抗 PD-L1 抗体ともに
強発現であった (図 1)。PD-L1 細胞外ドメイン認識抗体のみ陽性の異常発現は、リンパ腫 3 検体 

(0.3%)、大腸癌 1 検体 (0.1%)、婦人科癌 1 検体 (0.1%) であった (図 1)。 

抗 PD-L2 抗体での免疫染色では、リンパ腫 13 検体 (1.2%) で陽性が見られ、6 検体は PD-L1

と共陽性を示し、7 検体は PD-L2 のみ陽性であった(図 2)。大腸癌、婦人科癌に PD-L2 高発現を
示す検体は認められなかった。 

 

 



(2) 遺伝子構造異常の検索 

2種の抗 PD-L1抗体とも強発現
あるいは PD-L1 細胞外ドメイン
認識抗体のみ陽性の異常発現を
示したリンパ腫 108検体中 104検
体が FISH 検索可能で、そのうち
89 検体 (85.6%) に異常シグナル
が認められた (図 1)。大腸癌では
8 検体中 6 検体 (75.0%)、婦人科
癌では 12 検体中 7 検体 (58.3%) 

に明らかな異常シグナルが観察
された。PD-L2 高発現リンパ腫検
体では、13 例すべてに異常シグナ
ルが見られた (図 2)。 

 リンパ腫 82 検体、大腸癌 5 検
体、婦人科癌 11 検体に対し、
targeted-capture sequencing を行い、リンパ腫 17 検体、大腸癌 1 検体、婦人科癌 1 検体に PD-L1

遺伝子 3´非翻訳領域の変異が認められた。 

  

(3) PD-L1遺伝子 3´非翻訳領域変異陽性検体の分子病理学的所見 

 PD-L1遺伝子の 3´非翻訳領域変
異陽性 19 検体では、2 種の抗 PD-

L1 抗体とも強発現が 15 検体 (リ
ンパ腫 14 検体、婦人科癌 1 検体)、
PD-L1細胞外ドメイン認識抗体の
み陽性の異常発現が 4検体であっ
た (リンパ腫 3 検体、大腸癌 1 検
体)。 

FISH では、強発現 15 検体中 15

検体、異常発現 4 検体中 2 検体に
異常所見が認められ、そのうち 11

検体が targeted-capture sequencing

で同定された構造異常に一致し
た所見であった。残りの PD-L1 異常発現陽性婦人科癌 1 検体は、targeted-capture sequencing で 3´

非翻訳領域の変異が検出されなかったが、FISH で異常シグナルが観察され 3´非翻訳領域の変異
陽性と考えられた。 

 3´非翻訳領域変異陽性の大腸癌 1 検体、婦人科癌 2 検体には、同一腫瘍内に PD-L1 強発現領
域と PD-L1 発現陰性の領域が認められた。いずれも、PD-L1 強発現領域での PD-L1 発現強度は
均一であり、FISH では PD-L1 陽性腫瘍細胞に異常所見が観察された。 

 

(4)発現解析による 3´非翻訳領域変異の検出 

認識部位の異なる抗体を併用し
た免疫染色と FISH での検索によ
り、3´非翻訳領域の変異を伴う遺伝
子構造異常を同定できた。しかし、
FISH の検索では 3´非翻訳領域の変
異の有無の評価が不十分なため、発
現解析での検出法も検討した。PD-

L1 遺伝子の 3´非翻訳領域変異陽性
検体および遺伝子増幅検体の検討
では、 FFPE 検体から抽出した
mRNA での解析で 3´非翻訳領域変
異陽性検体において 3´非翻訳領域
の発現量が低下しており、検出が可
能と考えられた (図 3)。 
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