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研究成果の概要（和文）：免疫チェックポイント分子PD-L1の活性化は、癌細胞に対する免疫細胞の攻撃力を弱
め、癌細胞悪性形質の獲得にも寄与する。本研究では、頸癌細胞の悪性形質の獲得におけるPD-L1の役割と
miRNA-18aよるPD-L1高発現の調節機構をより正確に解明した。結果、PD-L1遺伝子は癌促進因子として働き、頸
癌細胞の悪性形質を著しく促進し、更に癌促進的miR-18aの発現増加は、PD-L1の高発現を引き起こすが明らかと
なった。今後PD-L1を用いた頸癌治療戦略の構築に大きく貢献していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：PD-L1, a key inhibitory immune receptor, has crucial functions in cancer 
immune evasion, but whether PD-L1 promotes the malignant properties of cervical cancer (CC) cells 
and the mechanism by which PD-L1 is regulated in CC remains unclear. We report that PD-L1 is 
overexpressed in CC, and shRNA-mediated PD-L1 depletion suppresses the proliferation, invasion, and 
tumorigenesis of CC cells. Loss of miR-140/142/340/383 contributes to PD-L1 upregulation. We also 
showed that miR-18a enhances PD-L1 levels by targeting PTEN, WNK2 (ERK1/2 pathway inhibitor), and 
SOX6 (Wnt/β-catenin pathway inhibitor and p53 pathway activator) to activate the PI3K/AKT, MEK/ERK,
 and Wnt/β-catenin pathways and inhibit the p53 pathway. Our data implicate PD-L1 as a novel 
oncoprotein and indicate that miR-140/142/340/383 and miR-18a are key upstream regulators of PD-L1 
and potential targets for CC treatment. 

研究分野： 婦人科癌

キーワード： 子宮頸癌　PD-L1　microRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年若い世代の子宮頸癌（頸癌）発生率が急増し、20～30歳代においては、婦人科悪性腫瘍の中で最も頻度の高
い癌である。頸癌転移の制御は未だ満足できる状況ではなく、患者の死亡の最大の原因となる。頸癌の進展に関
わる分子基盤は十分には理解されておらず、依然として有望な創薬標的分子の同定は急務である。本研究で
PD-L1遺伝子は頸癌細胞の悪性形質を促進する作用があることが判明した。今後PD-L1を用いた新規頸癌治療法の
開発は、頸癌に対する新しい治療戦略の構築に有効である可能性を示している。

※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 
(1) 近年若い世代の頸癌発生率が急増し、20～30 歳代においては、婦人科悪性腫瘍の中で最も
頻度の高い癌である。頸癌転移の制御は未だ満足できる状況ではなく、患者の死亡の最大の原
因となる。頸癌の進展に関わる分子基盤は十分には理解されておらず、依然として有望な創薬
標的分子の同定は重要である。  
 
(2) PD-L1 は、癌細胞表面に発現する代表的な免疫チェックポイント分子で、キラーリンパ球
側の免疫チェックポイント分子 PD-1 に結合し、キラーリンパ球に「殺しのストップ信号」を送
り込む役割を果たすことが証明された。注目すべきは、PD-L1 は、頸癌を含む様々な腫瘍に発
現亢進し、膵臓癌と胃癌細胞の増殖能と浸潤能の促進に大きな影響を与える。これまで、頸癌
細胞悪性形質の獲得における PD-L1 の役割はまだ不明である。 
 
２．研究の目的 
頸癌細胞悪性形質の獲得における PD-L1 の役割を解明し、更に PD-L1 の恒常的発現の制御に関
与する遺伝子経路及び miRNA を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
ヒト頸癌切除標本、培養頸癌細胞株を用いて、頸癌進展における PD-L1 の機能及び頸癌におけ
る PD-L1 遺伝子発現の制御機構を検討した。   
 
(1) ヒト頸癌切除標本を用いた研究：手術を施行した頸癌標本及び正常子宮頸部組織を用いて、
常子宮頸部組織、また頸癌組織における PD-L1 の発現を免疫染色法により検討した。   
(2) 培養頸癌細胞株を用いた研究： ヒト頸癌細胞株である Hela 及び SiHa などを用いて、PD-L1
の発現変動による頸癌細胞悪性形質の変化、またその分子メカニズムを分子生物的な手法で検
討した。 
 
４．研究成果 
（１） 常子宮頸部組織及び頸癌組織における PD-L1 の発現を免疫染色法により検討したとこ
ろ、正常組織に比較して, 頸癌組織において PD-L1 発現の有意な増加を認めました。 
 
（２） PD-L1 遺伝子を過剰発現させると、EMT を示す形態の変化及び上皮系マーカーの発現減
少、間葉系マーカーの発現増強、また癌細胞の浸潤能の増強を認めた。逆に PD-L1 遺伝子の発
現をノックアウトすると、EMT の形質と癌細胞の浸潤能が抑制された。頸癌細胞における PD-L1
遺伝子は EMT および頸癌細胞浸潤能の亢進を引き起こすことを明らかにした。 
 
(３) アジレントマイクロアレイを用いて、我々の研究室で頸癌細胞 HeLa から樹立された高浸
潤性亜細胞株と親株の miRNA 発現を比較することで、高浸潤性亜細胞株で発現量が低値を示す
複数の miRNA を、浸潤抑制に関わる miRNA 候補として同定した。 
 
(４)  頸癌組織と周辺正常組織から、total RNA を抽出して、Realtime PCR により、これらの
miRNA 候補は癌で発現を低下したことを確認した。更に、メタ分析により PD-L1 を標的とする
miRNA 群を in silico で予測し、候補 miRNA と照合した結果、PD-L1 の制御に関わる癌抑制 miRNA
候補（miR-140、miR-142、miR-340、miR-383 など）を絞り込むことに成功した。 
 
（５） miRNA 候補を強制過剰発現させることにより、PD-L1 蛋白質発現の低下を Western blot
法により確認した。PD-L1 3-非翻訳領域を含むレポータープラスミドを用いたルシフェラーゼ
アッセイでは、PD-L1 の直接標的 miR-140、miR-142、miR-340 及び miR-383 を同定した。頸癌
細胞の増殖と浸潤アッセイによって、miR-140、miR-142、miR-340 及び miR-383 の癌抑制効果
の増強が確認された。 
 
（６） PD-L1 の上流制御因子である PTEN を標的する miRNA 候補を、In Silico 解析で予測し
た。結果として、複数の miRNA 候補（miR-17、miR-18a、miR-20a、miR-182 及び miR-183）を発
見した。そして我々の研究室で頸癌細胞 HeLa から樹立された高浸潤性亜細胞株と親株の miRNA
発現を比較することで、潜在的な癌促進 miRNAs 群 miR-17、miR-18a、miR-20a 及び miR-182）
を同定し、In Silico の解析より発見した候補 miRNA と照合して、PD-L1 の制御に関わる癌促進
的 miRNA 候補群の絞り込みに成功した。 
 
（７） PD-L1 の発現亢進における miR-18a の役割とその分子機構を解析した。ゲノム編集技
術 CRISPR/Cas9 法を用い、miR-18a 遺伝子をノックアウトすることで、頸癌細胞における PD-L1



遺伝子発現の減少及び頸癌細胞悪性の抑制を引き起こすことを明らかにした。 
 
（８） miR-18a によって支配される下流シグナル分子群の解明について、新規 PI3K 阻害剤
ZSTK474、MAPK 阻害剤 PD0325901、STAT3 阻害剤 BP-1-102、p53 の安定性を高める Nutlin-3 の
投与による PD-L1 の発現、PI3K/AKT 分子経路、RAS/MAPK 分子経路、STAT3 分子経路、p53 分子
経路の活性及び頸癌細胞の悪性形質に与える影響を検討したことによって、miR-18a の過剰発
現を招き、下流にある PI3K/AKT、RAS/MAPK 及び STAT3 経路を活性化し、p53 経路の動きを抑え
ることで、PD-L1 の高発現を引き起こすことを明らかにした。 
 
（９） 我々独自の解析では、miR-18a 遺伝子のプロモーター領域配列には、OCT4、STAT3、E2F1
などの複数の転写因子の結合配列領域が含まれている。これらの潜在的調節因子の発現を変化
させ、miR-18a 発現変化を Realtime PCR 法で確認することで、OCT4 は miR-18a 転写の活性化に
関わる正の転写因子として機能することが判明した。 
 
（１０） 転写因子 OCT4 と miR-18a 遺伝子プロモーター領域との結合能をクロマチン免疫沈降
法により分析したことによって、OCT4 は miR-18a 遺伝子のプロモーター領域への直接的な結合
を実験的に証明した。また、miR-18a 遺伝子プロモーター配列を含むルシフェラーゼベクター
を作製して、OCT4 の発現ベクターと同時に頸癌細胞に導入して、ルシフェラーゼアッセイによ
って、miR-18a 遺伝子の転写活性の亢進に関わる上流促進分子として OCT4 を同定した。 
 
（１１） 転写因子 OCT4 の結合領域に変異を加えたルシフェラーゼコンストラクトを作製し、
転写因子 OCT4 のゲノム DNA 上の結合部位を同定した。 
 
（１２） 以上の研究成果によって、PD-L1 遺伝子は癌促進因子として働き、頸癌細胞の増殖
及び浸潤などの悪性形質を著しく促進することを明らかにした。そして miR-140、miR-142、
miR-340 及び miR-383 は PD-L1 に直接結合しその発現を抑制することで、体癌細胞の悪性形質
を抑制することも明らかになった。また転写因子 OCT4 の発現増加は、PD-L1 の制御に関わる癌
促進的miR-18aの過剰発現を招き、下流にあるPI3K/AKT、RAS/MAPK及びSTAT3経路を活性化し、
p53 経路の動きを抑えることで、頸癌における PD-L1 の高発現を引き起こすという重要な成果
が得られている（図）。 
 
（１３） 本研究により得られた知見は、頸癌の根絶を目指す基層研究の発展及び新しい治療
法の開発に大きく貢献していると考えられる。今後は、PD-L1 やその上流また下流のシグナル
経路を標的とした新たな頸癌治療法や診断法を開発できる可能性が期待される。 
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