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研究成果の概要（和文）：　頭頸部癌において、免疫チェックポイント阻害剤（ICI）単剤によるがん免疫療法
の効果は限定的であり、その有効性を高めるためには耐性メカニズムの解明が喫緊の課題である。そこで、本研
究では、口腔扁平上皮癌細胞に発現するPD-L1のintrinsic作用とその機序、殺細胞薬ならびにEGFR標的薬の
PD-L1発現に及ぼす影響を検討するとともに、再発または遠隔転移を有する口腔癌のICI治療症例の臨床検体を用
いて、一連の治療過程におけるPD-L1の動的発現変化を解析し、ICI療法の治療効果との関連を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In head and neck cancer, the efficacy of cancer immunotherapy using immune 
checkpoint inhibitors (ICIs) is limited, and elucidation of the resistance mechanism is an urgent 
task to improve its efficacy. In this study, we investigated the intrinsic effects of PD-L1 
expressed in oral squamous cell carcinoma (OSCC) cells and its mechanism. Furthermore, we examined 
the influences of cytotoxic drugs and EGFR-targeting drugs including erlotinib and cetuximab on 
PD-L1 expression in OSCC cells. We also analyzed the dynamic changes in PD-L1 expression during a 
series of treatments using clinical specimens from oral cancer patients with recurrent or distant 
metastasis treated with nivolumab and clarified the relationship with the therapeutic effect of ICI 
therapy.

研究分野： 外科系歯学

キーワード： 口腔扁平上皮癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　ICI療法により生存期間の若干の延長は認められるものの、奏効率の低さ、治療効果の個体差、治療薬が高額
であること、免疫関連有害事象など解決すべき数多くの問題がある。本研究では、癌細胞に発現するPD-L1その
ものを標的とする新規治療法、ICI療法と殺細胞薬、分子標的薬の併用、また口腔癌の一連の治療過程において
どのタイミングでICI療法を行うのが効果的なのかを提案するものである。

※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（共通） 
１．研究開始当初の背景 
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などのサイトカインにより PD-

L1 を高発現し、免疫細胞に発現される PD-1 との結合を介した細胞間相互作用（extrinsic 作用）

により免疫を回避することが知られている 1, 2)。近年、がん細胞が発現する PD-L1 は、これらの

extrinsic な作用以外に PD-1 との結合を介さない癌細胞自体に対する直接作用（intrinsic 作用）を

有しており、癌細胞の糖代謝促進、オートファジー誘導、DNA 修復促進、PI3K/AKT や Ras シグ

ナルの活性化を介した上皮間葉移行（EMT）、転移、治療抵抗性、がん幹細胞形質獲得の促進な

どにより癌細胞の悪性度を促進することが報告されている 3-5)。しかしながら、口腔扁平上皮癌

（OSC）が発現する PD-L1 の intrinsic な作用は未だ不明な点が多い。 

近年、頭頸部癌に対しても抗 PD-1 抗体である免疫チェックポイント阻害剤（ICI）が承認され

臨床使用されているが、臨床試験での奏効率は 10～25％と満足のいく成績とは言い難い。我々

の OSC 症例における経験では、原発腫瘍の縮小が一旦生じるもののその後増悪した症例、転移

巣は縮小したが原発巣には変化が認められなかった症例、全く奏効しなかった症例などを経験

している。そもそもニボルマブ投与例は投与以前に手術、化学放射線治療、分子標的薬治療など

の治療が奏功せず再発転移を来した難治症例か、初診時に既に他の治療法が選択できないほど

腫瘍が進展していた症例であり、様々な治療耐性を獲得している高悪性度のがんを自己の免疫

賦活化のみで根絶させることは困難であると思われる。そこで、ICI 療法に他の ICI や殺細胞薬、

分子標的薬を併用すると、奏効率や全生存期間が改善することが複数のがん種で報告され臨床

応用されている。これらは、抗がん剤、分子標的薬による癌細胞の Phenotype の変化や細胞死の

誘導と ICI 療法による抗腫瘍免疫の促進が、相加的あるいは相乗的に作用していることを示唆し

ている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、OSC 細胞株を用いて PD-L1 の intrinsic 作用とその機序を明らかにするとともに、

殺細胞薬ならびに分子標的薬の OSC 細胞における PD-L1 の発現への影響を検討した。さらに、

ICI 投与症例の臨床検体を用いて、患者背景ならびに初診時生検組織の PD-L1 の発現と ICI 療法

の治療効果との関連を統合的に検討するとともに、手術、化学放射線治療といった一連の治療過

程におけるがん微小環境における PD-L1 の動的発現変化について検討した。 
 
３．研究の方法 

OSC 細胞株の SAS および HSC-3 に PD-L1-siRNA を導入後、PD-L1 のノックダウン効果を定

量的 RT-PCR、Western blotting にて確認した。その後、PD-L1 の細胞局在をフローサイトメトリ

ー、共焦点顕微鏡ならびに細胞分画キットを用いて検討した。同時に、PD-L1 ノックダウンに

よる SAS および HSC-3 細胞の増殖能 (CCK-8 assay)、遊走能 (Wound healing assay)、浸潤能

（Invasion assay)、幹細胞様形質獲得能（CD44/Oct4 の発現、Sphere 形成能）への影響を検討し

た。さらに、PD-L1 ノックダウンにより発現が抑制される蛋白のスクリーニングを行い、著明

な発現低下が認められた分子への影響について検討した。また、SAS、HSC-3 を 5-FU、

CDDP、PXT、DOX ならびに EGFR 標的薬であるセツキシマブ、エルロチニブで処理し、PD-

L1 発現への影響を Western blotting およびフローサイトメトリーにて検討した。 

臨床検体を用いた検討では、2013 年 12 月から 2023 年 12 月に高知大学附属病院歯科口腔外科

で再発・転移口腔扁平上皮癌と診断されニボルマブの投与を行った 12 例を対象とし、ニボルマ

ブの治療効果と初診時生検組織における PD-L1 の発現との関連について後ろ向きに検討した。

治療効果の判定は、Response Evaluation Criteria in Solid Tumors (RECIST version) に準拠し、



complete response (CR)、partial response (PR)を奏功群、stable disease (SD)、progressive disease (PD)

を非奏功群として 2 群に分類した。免疫組織学的評価は、腫瘍組織における陽性細胞率（CPS）

を KEYENCE BZ-X700 解析アプリケーションにて解析した。さらに、3 例で上記検討を初診時生

検、術後再発時、化学放射線後に行い、一連の治療過程における PD-L1 の動的発現変化につい

て解析した。 

 

４．研究成果 

①SAS および HSC-3 細胞における PD-L1 の intrinsic 作用についての検証 

両細胞は PD-L1 を高発現しており、PD-L1-siRNA 導入により mRNA および蛋白レベルは著明

に低下した。PD-L1 は両細胞の細胞膜に最も高発現しており、次いで細胞質、可溶性核分画に発

現していたが、PD-L1 ノックダウンによりこれらの発現はすべて減弱した。また、両細胞におけ

る PD-1 の発現について Western blotting にて検討した結果、SAS および HSC-3 細胞は PD-1 を発

現していたが、PD-L1 ノックダウンによる影響は認められなかった。 

次に、PD-L1 ノックダウンの OSC 細胞の悪性形質への影響について検討したところ、コント

ロール細胞と比較して、PD-L1 ノックダウン細胞では増殖能が低下するとともに、G2/M arrest が

誘導され、細胞増殖に関わるシグナル分子である AKT および STAT3 のリン酸化レベルが低下し

た。さらに、スフェア形成能への影響について検討したところ、PD-L1 ノックダウン細胞のスフ

ェアサイズの縮小が認められるとともに、Total cell lysate において幹細胞マーカーの Oct4 およ

び CD44 の発現が低下した。加えて、PD-L1 ノックダウンにより OSC 細胞の遊走、浸潤能も低

下し、間葉系マーカーの N-cadherin および Vimentin の発現低下が認められた。また、PD-L1 ノ

ックダウンにより AKT の上流因子である EGFR の mRNA、蛋白レベルはいずれも低下した。こ

れらの結果から、OSC 細胞に発現する PD-L1 は OSC 細胞自身に intrinsic に作用し、EGFR の発

現誘導ならびに下流シグナルの活性化を介して、がん細胞の悪性形質獲得を促進していること

が示唆された。 

 

②殺細胞薬ならびに分子標的薬が OSC 細胞の PD-L1 発現に及ぼす影響 

SAS、HSC-3 において、5-FU、CDDP、PXT は有意に PD-L1 の蛋白発現を誘導した。一方、

セツキシマブ、エルロチニブは PD-L1 の発現を抑制したことから、OSC 細胞に発現する PD-L1

は殺細胞により誘導され、一方 EGFR 標的薬によって抑制されることが示唆された。 

 

③ニボルマブの効果と患者背景因子ならびに PD-L1 発現との関連 

対象患者は、男性が 9 例、女性が 3 例、年齢は中央値が 43 歳から 77 歳で、中央値は 62.5 歳で

あった。内訳は、65 歳未満が 6 例、65 歳以上が 6 例であった。原発部位は、舌が 8 例、上顎歯

肉が 3 例、口底が 1 例であった。初診時の臨床病期は、Sage II が 4 例、Stage IV が 8 例であっ

た。標的病変は、局所再発病変が 7 例、遠隔転移が 3 例、局所再発＋遠隔転移 2 例であった。組

織学的分化度は、高分化 4 例、中分化 7 例、低分化 1 例であった。それぞれの患者背景因子とニ

ボルマブの治療効果との間では、組織学的分化度ならびに初診時のステージとの間に相関が認

められた。一方、生検組織における PD-L1 陽性率（CPS）と治療効果との間に明らかな相関は認

められなかった。一連の治療過程における PD-L1 の発現変動について検討したところ、初診時

生検組織と比較して、化学療法後の組織における PD-L1 の発現レベルが上昇した。 
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