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研究成果の概要（和文）：HSC-2細胞とHO-1-u-1細胞においてPD-L1陽性率およびCD44陽性率をMean Fluorescent
 Intensity（MFI）で検討した。nivolumabを応用したHSC-2細胞ではPD-L1とCD44陽性率に有意差は見られなかっ
たが、濃度の上昇に伴いCD44の有意な減少が見られた。HO-1-u-1細胞ではPD-L1陽性細胞はほとんど検出されな
かったが200μg/mLでは、CD44陽性細胞およびMFIが有意に減少していた。試験結果から、nivolumabは口腔扁平
上皮癌細胞のPD-L1発現に対して効果が少ないが、CD44に対して発現抑制効果を持つことが示された。

研究成果の概要（英文）：PD-L1 positive rate and CD44 positive rate were examined by Mean Fluorescent
 Intensity (MFI) in HSC-2 cells and HO-1-u-1 cells.
In the examination by nivolumab, there was no significant difference in PD-L1 and CD44 positive 
rates in HSC-2 cells, but a significant decrease in CD44 was observed with increasing concentration.
 Almost no PD-L1-positive cells were detected in HO-1-u-1 cells, but at 200 μg / mL, CD44-positive 
cells and MFI were significantly reduced.
From our results, it was shown that nivolumab has a small effect on PD-L1 expression in oral 
squamous cell carcinoma cells, but nivolumab　has an expression inhibitory effect on CD44.

研究分野： 口腔外科学

キーワード： 口腔がん　ニボルマブ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔扁平上皮がん細胞株においてニボルマブとPD-L1、CD44との関連について検討した結果、HSC-2細胞では
PD-L1とCD44陽性率に有意差は見られなかったが、濃度の上昇に伴いCD44の有意な減少が見られた。また、
HO-1-u-1細胞ではPD-L1陽性細胞はほとんど検出されなかったが200μg/mLでは、CD44陽性細胞およびMFIが有意
に減少していた。これらの結果からニボルマブの口腔がんに対する作用機序を明らかにすることができた。今後
ニボルマブを含む分子標的薬の適切な使用方法、あるいは他薬剤との相互作用などをさらに検討することで、口
腔がん治療の根治を目指す一助になると思われる。

※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 

がんの浸潤・転移においてがん幹細胞の関与が重要な役割を果たすことが明らかにな

っている。口腔がんのがん幹細胞はCD44+細胞が候補としてあげられ、上皮間葉移行

(EMT)による浸潤・転移の促進も明らかにされている。一方、肺扁平上皮癌において

CD44+細胞とPDL1の発現は相関していることが示唆されている。また、肺扁平上皮癌

においてPD-L1の発現を検討した結果、PD-L1強発現群に再発がみられ予後因子として

の可能性が示唆されている。 

これまでPD-L1の発現についてメチル化との関わりが多くの領域で報告されており、口

腔領域でも関連があることが予想される。PD-L1については周知の通りがん治療の新治

療としてヒト型抗ヒトPD-1モノクローナル抗体(nivolumab)が商品化され注目されてい

るが、このnivolumabも万能ではなく、他の制御因子との関連を明らかにすることは重

要であると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 

これまで口腔がん細胞株においてCD44+細胞に代表されるがん幹細胞とEMT、さらにそ

れらを制御する因子の関連を詳細に検討した研究はなされていない。本研究によりが

ん幹細胞とEMTとの関連性を明確にすることにより、がん幹細胞仮説に新たな知見を

与えることになると思われる。 

さらに、がん幹細胞を長期的に継代培養し、腫瘍細胞の発育速度や形態変化、さらに

は抗がん剤・分子標的薬の治療効果も確認できると考えられ、治療の新規標的分子の

発見にも繋がり今後の新たな予防策・治療法、個々の患者に応じたいわゆるオーダー

メイド治療への道も拓くと考えられる。 
 
 
３．研究の方法 

細胞は培地を用いて T-75 フラスコに起眠し、必要細胞数になるまで CO2 インキュベ

ーター (37°C、5% CO2、湿潤) で培養した。0.25% Trypsin-EDTA を用いて細胞を剥

離、培地で中和、遠心後、新たな培地に懸濁して 6 ウェル plate に 60 万細胞/ウェ

ルで播種し、CO2 インキュベーターで培養した。 

翌日、群構成欄記載の Nivolumab 添加培地に交換し、CO2 インキュベーターで 24 時

間インキュベートして被験物質処理した。 

処理後、抗 PD-L1 抗体、抗 CD44 抗体、アイソタイプコントロール抗体染色を行い、

FACS 解析を行った。0.25% Trypsin EDTA で細胞を剥離し、400xg で遠心して上清を

除去し、DPBS(4°C) で 2 回遠心・洗浄した後、DPBS 100 μL に懸濁し、Human BD 

Fc Block を 5 μL 添加して 10 分氷上でブロッキングした。次に、抗体および死細

胞除去試薬 (LIVE/DEAD red) を所定の容量添加し、30 分間氷上で染色した。DPBS 

(室温) で 3 回遠心・洗浄した後、2% FBS 添加 DPBS 200 μL に懸濁し、CytoFLEX S 

(Beckman Coulter) を用いて FCM 解析を行い、CytExpert Version 2.4.0.28 を用い

てデータ解析を行った。FSC-SSC ブロットから細胞領域をゲートし、single cell を

抽出後、死細胞を除去し、PD-L1 あるいは CD44 陽性率および PD-L1 および CD44 蛍

光強度に対する MFI (Mean Fluorescent Intensity) 算出した。 



Dunnett’s test により比較試験群間 (非添加コントロール vs nivolumab 処理群) 

の有意差検定を行った。両側検定を行い、P < 0.05 を有意差有とした。 
 
 
４．研究成果 

HSC-2 の生細胞における PD-L1 および CD44 に対する蛍光強度ヒストグラムを図 1 

に示す。アイソタイプコントロール (Iso Ctrl) に対する蛍光強度との比較から算出

した PD-L1 陽性率および CD44 陽性率を図 2 および表 1、そして PD-L1 および 

CD44 の蛍光強度に対する MFI を図 3 および表 2 に示す。同様に、HSC-2 の生細胞

における PD-L1 および CD44 に対する蛍光強度ヒストグラムを図 4 に、アイソタイ

プコントロール (Iso Ctrl) に対する蛍光強度との比較から算出した PD-L1 陽性率お

よび CD44 陽性率を図 5 および表 3、そして PD-L1 および CD44 の蛍光強度に対す

る MFI を図 6 および表 4 に示す。Ho-1-u-1 細胞では、PD-L1 および CD44 陽性率

は nivolumab 処理による有意な差は見られなかった。一方で、nivolumab 処理濃度の

上昇に伴い CD44 の MFI では有意な減少が見られた。HO-1-u-1 細胞では、PD-L1 陽

性細胞はほとんど検出されなかった。200 μg/mL nivolumab 処理条件において、CD44 

陽性細胞および MFI が有意に減少していた。 

試験結果から、nivolumab は口腔扁平上皮癌細胞の PD-L1 発現に対しては効果が見ら

れないが、CD44 に対しては発現抑制効果を持つことが示された。 
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