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研究成果の概要（和文）：がん細胞は、免疫チェックポイント分子であるPD-1のリガンド：PD-L1を発現するこ
とにより免疫監視から逃れることができる。近年、PD-1経路阻害薬の有効性が証明され、再発または遠隔転移を
有する頭頸部がんも適応となっているが、奏効率は低い。そこで本研究では、口腔扁平上皮癌細胞に発現されて
いるPD-L1のintrinsicな作用を検討した。その結果、PD-L1はPD-1との相互作用非依存的に癌細胞の増殖・遊
走・浸潤能および抗がん剤抵抗性を促進することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Tumor cells can escape immune surveillance by expressing PD-L1, a ligand of 
immune checkpoint molecule PD-1. Although the PD-1/PD-L1 pathway inhibitors have been applicated for
 patients with recurrent or metastatic oral squamous cell carcinoma recently, but the response rate 
is low. Therefore, we investigated the intrinsic roles of PD-L1 expressed in oral squamous cell 
carcinoma cells. As a result, it was clarified that PD-L1 promotes the proliferation, migration, 
invasion, and chemoresistance of OSCC cells.

研究分野：外科系歯学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
口腔扁平上皮癌においてPD-L1はintrinsicに作用し、癌細胞の悪性形質の維持・促進に作用することが明らかと
なった。このことは、現行のPD-1/PD-L1のinteractionを標的とする抗PD-1抗体薬、抗PD-L1抗体薬といったPD-1
経路阻害薬に加え、癌細胞に発現するPD-L1そのものを標的とする治療薬の開発、応用の必要性を示唆してい
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

PD-L1は樹状細胞や B/T細胞に発現され、活性化 T細胞に発現する受容体である PD-1に結合

することにより T 細胞の過剰な活性化を抑制し自己免疫制御を行っている。腫瘍組織では、が

ん細胞は自身の遺伝子異常や腫瘍浸潤細胞が産生する IFN-γ などにより PD-L1 を高発現し、T

細胞の活性化を抑制することで免疫回避が生じている。さらに、PD-L1は上記の extrinsicな作用

以外に intrinsicな作用も有し、上皮間葉移行、転移、治療抵抗性、がん幹細胞形質の獲得などに

関与することが明らかとなっている。 

近年、PD-1と PD-L1との結合を阻害することにより、がん細胞により不応答となっていた抗

原特異的 T細胞の機能を回復・活性化させ、抗腫瘍効果を示す PD-1経路阻害薬（抗 PD-1抗体

薬；ニボルマブ、ペムブロリズマブ、抗 PD-L1抗体薬；アテゾリズマブ、アベルマブ、デュルバ

ルマブなど）が開発され、様々ながんの治療に用いられるようになっている。しかし、PD-1 経

路阻害薬の奏効率は 10-30%と決して高くないことや、高額の薬価、免疫関連副作用、投与後の

がんの増悪、後治療への影響など解決すべき問題が多数生じている。従って、有効性や副作用を

予測できるバイオマーカーによる患者選択や PD-1経路阻害薬の奏効率をさらに上乗せできる最

適な併用療法の検討、免疫関連副作用の管理などが求められている。 
 
２．研究の目的 
本研究では口腔扁平上皮癌細胞に発現される PD-L1 の悪性形質獲得における intrinsic な作用

を明らかにするとともに、抗がん剤、EGFR 標的薬、PD-1 経路阻害剤といった口腔扁平上皮癌

治療薬ならびに低酸素環境が PD-L1の発現に及ぼす影響を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
①不死化ヒト口腔粘膜上皮細胞、健常人歯肉より分離した口腔粘膜上皮細胞および株化口腔扁

平上皮癌（OSC）細胞における PD-L1の発現検討 

不死化ヒト口腔粘膜上皮細胞（RT-7）、健常人歯肉より分離した口腔粘膜上皮細胞ならびに株化

OSC細胞（SAS、HSC-2、-3、-4、OSC-2、-4、-5、-6、H103、T3M-1 clone2、Has-89、COH9-22、

HO-N-1、HO-U-1、KOSC2 cl3-43、KON、SAT）を培養した後、total cell lysateを回収し、PD-L1

の発現についてウェスタンブロッティングを行った。 

 

②口腔扁平上皮癌細胞に発現される PD-L1 による口腔癌の免疫回避機構と悪性形質獲得への影

響 

PD-L1高発現 OSC細胞株の SASおよび HSC-3に PD-L1-siRNAをトランスフェクションした

後、各細胞の増殖・遊走および浸潤能に及ぼす影響をそれぞれ CCK-8 assay、Wound healing assay

および Invasion assayにて検討した。さらに、抗がん剤感受性に及ぼす影響について、5-FUある

いは CDDPで処理し、増殖、アポトーシスおよび細胞周期に及ぼす影響をそれぞれ CCK-8アッ

セイ、Annexin-V染色および PI染色によるフローサイトメトリー法を用いて検討した。 

 

③口腔扁平上皮癌治療薬および低酸素環境の PD-L1の発現への影響 

PD-L1 高発現 OSC 細胞株：SAS および HSC-3、PD-L1 低発現 OSC 細胞株： KOSC2 cl3-43、

KONを抗がん剤（5-FU、CDDP、DOX、PTX）、EGFR標的薬（セツキシマブ、エルロチニブ）、

PD-1経路阻害剤（ニボルマブ、デュルバルマブ）で処理し、24時間後に TCLを回収し、PD-L1

の発現についてウェスタンブロッティングを行った。低酸素環境の影響については、1% O2濃度



 
 

の低酸素インキュベーターで 24時間培養し、正常酸素濃度(20% O2)における PD-L1の発現との

比較検討を行った。 
 
４．研究成果 

①不死化ヒト口腔粘膜上皮細胞、健常人歯肉より分離した口腔粘膜上皮細胞および株化口腔扁

平上皮癌（OSC）細胞における PD-L1の発現検討 

不死化ヒト口腔粘膜上皮細胞（RT-7）、健常人歯肉より分離した口腔粘膜上皮細胞では PD-L1の

発現はほとんど認められなかったのに対し、株化 OSC細胞では検討した 17株のうち、8株で高

発現、6株で中程度の発現が認められ、3株では発現が認められなかった。 

 

②口腔扁平上皮癌細胞に発現される PD-L1 による口腔癌の免疫回避機構と悪性形質獲得への影

響 

PD-L1高発現 OSC細胞株の SASおよび HSC-3に PD-L1-siRNAを導入すると、増殖能が低下

するとともに、細胞周期においては G0/G1 arrestの誘導が認められるとともに、細胞増殖に関わ

る ERK、AKT、STAT3 のリン酸化レベルが低下した。また、PD-L1 ノックダウンにより、遊走

能、マトリゲルへの浸潤能も低下し、上皮間葉移行に関わる蛋白発現の影響を検討したところ、

間葉系マーカーの N-cadherin、Vimentinの発現が低下した。また、抗がん剤感受性への影響につ

いて検討した結果、PD-L1ノックダウンにより抗がん剤に対する感受性は増強した。 

 

③口腔扁平上皮癌治療薬の PD-L1の発現への影響 

検討したすべての OSC細胞株で、4 種類の抗がん剤（5-FU、CDDP、DOX、PTX）のうち、5-

FUおよび CDDP処理により PD-L1の発現が亢進した。一方、EGFR標的薬（セツキシマブ、エ

ルロチニブ）は PD-L1の発現を抑制した。さらに、PD-1経路阻害剤（ニボルマブ、デュルバル

マブ）処理は、PD-L1の発現には影響しなかった。また、正常酸素濃度と比較して、低酸素濃度

条件下では PD-L1の発現が亢進した。 

 

以上の結果より、低酸素微小環境において OSC細胞の多くは PD-L1を高発現しており、発現

された PD-L1は OSC細胞の悪性形質の維持・促進に作用していることが示唆された。また、

一部の OSC治療薬は OSC細胞に PD-L1の発現を誘導することにより、治療抵抗性を獲得させ

る可能性が示唆された。 
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