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研究成果の概要（和文）：口腔扁平上皮癌 における免疫チェックポイント阻害薬（ICIs）の有効性が注目され
ているため、ICIsのマーカーであるPDL1の治療予後因子としての可能性を探索した。PD-L1EVs-high群ではPFS、
PFS2、OSいずれにおいてもPD-L1 EVs-lowに比べて予後が不良となり、OSにおいてPD-L1 EVsは独立した予後因子
であった。次に、栄養指標と末梢血中のT cell exhaustionの関連を解析した結果、低OPNI値患者ほど、末梢血
中CTLのT cell exhaustionが進行しており、栄養状態低下は、全身の免疫状態に影響を与えている可能性が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：As the efficacy of immune checkpoint inhibitors (ICIs) in oral squamous cell
 carcinoma has been attracting attention, we explored the possibility of PDL1, a marker of ICIs, as 
a treatment prognostic factor. The PD-L1EVs-high group had a worse prognosis in PFS, PFS2, and OS 
compared to the PD-L1EVs-low group, and PD-L1EVs was an independent prognostic factor for OS. Next, 
we analyzed the relationship between nutritional indicators and T cell exhaustion in peripheral 
blood, and found that patients with low OPNI values had more advanced T cell exhaustion of CTLs in 
peripheral blood, suggesting that poor nutritional status may affect the immune status of the whole 
body.

研究分野：口腔癌
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
治療予後因子の解明により、患者1人1人に適した抗腫瘍薬を選択することが可能になり、治療効果向上が期待さ
れる。また、根治的加療が不可能である進行例においても、効果的な薬剤の使用や、補助療法の併用にてQOLの
維持に繋がると思われる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
OSCCは口腔癌の80％以上を占める悪性腫瘍であ
る。近年、がん免疫療法が目覚ましい発展を遂げ
ている。がん免疫療法は「がんワクチン療法」、
「免疫細胞移入療法」、「免疫チェックポイント
阻害療法」などに大別され、特に近年は、活性化
T 細胞に発現する免疫抑制分子である CTLA-4 
や PD-1、ならびにがん細胞や免疫細胞を含むが
ん間質細胞に発現する PD-L1 に対する免疫チェ
ックポイント阻害療法に注目が集まっている。
口腔がんを含む頭頸部がんにおいても、2017 年
3 月に抗 PD-1 抗体であるニボルマブが、続いて
2019 年 12 月に同じく抗 PD-1 抗体のペンブロリ
ズマブが再発や遠隔転移をきたした頭頸部がん
患者に対して保険承認され、現在臨床の現場で
も旧来の化学療法や放射線治療抵抗性の腫瘍に
対抗する Key drug として使用されている。しか
しながら、現実的には生命予後の延長は認める
ものの、腫瘍消失まで効果を認める事は非常に
希であり、未だ有意な生存率改善には繋がっていない（Siegel et al. CA Cancer J Clin 2020）。
その理由には ICIs に対する抵抗性があり、腫瘍自体の性格だけで無く、宿主の免疫力および腫
瘍微小環境と、多元的な条件が重なり、治療抵抗性を獲得しているとされている。腫瘍微小環境
を、PD-L1 発現の有無と腫瘍内浸潤リンパ球（TIL）の有無から 4種類にサブタイピングすると、
TIL 陽性/PD-L1 陽性である Type I および TIL 陽性/PD-L1 陰性である Type IV が、抗 PD-1 抗体
単剤あるいは併用で効果が認められる“Hot tumor”であるといわれている（Teng MW, et al.: 
Cancer Res, 2015）。“Hot tumor”とは、腫瘍微小環境において CD8 陽性 T細胞の浸潤が有意に
多く認められる T cell-inflamed で、抗 PD-1 抗体薬の効果が得られにくいとされている。“Cold 
tumor”とは、CD8 陽性 T細胞の浸潤が認められない Non-T cell-inflamed である（Gajewski TF, 
et al.: Nat Immunol, 2013）。両者の違いは WNT/β-カテニン経路活性の有無にあり、WNT/β-
カテニン経路活性があることによって T細胞が排除され、“Cold tumor”になるという報告があ
る（図１）。また、特定の細菌種と免疫チェックポイント阻害薬の効果の相関性や、腸内細菌の
多様性が免疫チェックポイント阻害薬の効果と相関することが報告されており（Fukuoka S, et 
al.: ASCO 2018）、宿主側のバイオマーカーを検索していくことも重要である。近年、次世代シ
ークエンサーが発達し、様々な遺伝子解析が行われている。その中で、マイクロサテライト不安
定性が高い（MSI-H）大腸がん患者における腫瘍遺伝子変異量（TMB）は免疫チェックポイント阻
害薬の効果予測因子としてなり得ることが報告された（Fakih et al. Ann  Oncol 2020）。しか
しながら、口腔癌を含む頭頸部癌において、ICIs 治療抵抗性のメカニズムは未だ明らかになっ
ておらず、効果予測因子は認められない。 
 
上述のような学術的背景と問いを出発点として、本研究では、口腔癌における ICIs 耐性機序
の解明および新たな治療戦略の開発を目的として、実際に免疫チェックポイント阻害薬を投与
した患者検体や Patient Derived Xenograft: PDX モデルを使用し、新たな分子機構の解明行
う。現在、実際の OSCC 患者検体による ICIs 耐性の分子メカニズム解明を目指した研究はほとん
どなく、独自性に富んだものである。また、上述のような独自性から、研究成果は既存治療では
限界を迎えつつある口腔がん治療に大きなパラダイムシフトをもたらし得ると考えられた。更
に、OSCC の ICIs 耐性機序解明に寄与するだけでなく、他癌腫における ICIs 治療抵抗性の解明
にも新たな知見をもたらし、治療予測因子および新規治療法開発に大きく貢献すると考えられ
た。 
 
(3) 本研究で何をどのように、どこまで明らかにしようとするのか 
本研究では、ICIs 耐性口腔がんに対して、多角的な観点から、耐性メカニズム解明と新規治療
予測因子およびより効果の高い治療戦略の創出を目指す。 
 
２．研究の目的 
上述のような学術的背景と問いを出発点として、本研究では HNC における ICIs 治療抵抗性獲得メ
カニズムを解明し、口腔扁平上皮癌の制御を目指した、革新的診断法・治療法の確立を目指すこととし
た。 
 
３．研究の方法 
 対象は免疫チェックポイント阻害剤による免疫療法を受けた再発・転移性 OSCC 患者 37 例と
した。免疫療法前の患者から血液サンプルを採取し、血清を分離して-80℃で保存した。得られ



た血清サンプルを ELISA（PD-L1/CD9 Exosome ELISA Kit, Human; Code No. HAK- HELPDL109-1, 
Hakarel Inc.）で測定した。検体をアッセイバッファーで 10 倍に希釈し、抗 CD9 抗体固相化プ
レートの各ウェルに 100μl ずつ添加した後、撹拌しながら室温で 1時間インキュベートした。
さらに、洗浄後、アッセイバッファーで希釈した HRP 標識抗 PD-L1 抗体 100μL を各ウェルに添
加し、攪拌（800rpm）しながら室温で 1時間インキュベートした。その後、洗浄後、基質溶液 100
μL を各ウェルに加え、遮光し、室温で 20 分間反応させた。発色濃度を測定した後、各ウェル
に 50μL の停止液を加えた。その後、Bio-Rad プレートリーダー（iMark Microplate Reader）
を用いて、各プレートのウェルの吸光度を 450nm で読み取った。標準タンパク質（PD-L1/CD9 融
合タンパク質）を用いて標準曲線を作成し、ELISA が信頼性の高い直線検出範囲（0.156-10 ng/ml）
をもつことを確認した。 
次に、ICI 投与 OSCC患者の末梢血を用いて、 栄養指標 (OPNI, NLR) と予後との関連
に関して解析を行った。ICI 投与患者の予後については、後方視的に解析えを行い、ICI 投
与直前に BD バキュテイナ® CPT™ 単核球分離用採血管を用いて、末梢血を採取→末梢血
単核球 (PBMC)を採取した。Flow cytometryで、PBMC中の CD4陽性 T細胞（Th細胞）
と細胞傷害性 T細胞（CTL）の exhaustion marker (PD-1, TIM-3, LAG-3)の発現を解析し、
生存率との関連性を検討した。 
 
４．研究成果 
再発・転移性 OSCC 患者の血中 PD-L1 EVs の平均濃度は 6.79
（範囲、0-126.9）ng/mlであった。ROC解析を行い PD-L1 EVsのカッ
トオフ値を設定した。PD-L1 EVs の濃度は 0～126.9（平均、6.79）
ng/mlの範囲であり、5年 OSをエンドポイントとした ROC曲線下面積
は 0.756 であった。PD-L1 EVs濃度が 2.90 ng/ml の場合、5年生存
率の診断能が最も高かった（感度＝0.526、特異度＝0.889）。したが
って、この値を PD-L1 EV低値群（< 2.90 ng/ml）と PD-L1 EV高値群
（≥ 2.90 ng/ml）に分類するカットオフ値として選択した。 
続いて、ICI 治療前の患者血清中の PD-L1 EVs 濃度の臨床的意
義を調べるために、PD-L1 EV と臨床病理学的因子との関係を調べ
た。その結果、年齢、性別、原発腫瘍部位、分化度、浸潤様式、
RECIST、CPS の観点からは、PD-L1 EVs 濃度との間に有意差はな
かった。一方、ICI に良好な反応を示した患者では PD-L1 EVs 濃度
が高い傾向にあった（p = 0.146）。 

 
治療前の血中 PD-L1 EVs濃度と予後の関係を明らかにするため、再発・転移性 OSCC患者 37人の

OS、PFS、PFS2 を Kaplan-Meier法で解析した。5年全生存率は、PD-L1 EVs低値群で PD-L1 EVs高
値群より有意に低かった（p = 0.048）。5年 PFSおよび PFS2率は PD-L1 EVs高群で低い傾向にあった
が、その差は統計学的に有意ではなかった（p = 0.600 ；p = 0.086）。これらのデータから、治療前の血
中 PD-L1 EVs 濃度が、免疫療法を受ける再発・転移性 OSCC 患者の予後因子である可能性を示唆さ
れた。 

 

 
更に、治療前の PD-L1 EVsの状態が全生存率に及ぼす影響を詳細に解析し、Cox比例ハザード回
帰モデルを用いて多変量解析を行った。年齢、性別、原発部位、分化度、浸潤様式、および CPS の状



態で調整した後も、全生存率に対する PD-L1 EVs 濃度の影響は残っ
ており（ハザード比＝0.305、95％CI＝0.096-0.970、p＝0.044）、PD-L1 
EVs 濃度はは全生存率の独立した予後因子であることが明らかとなっ
た（表 4）。 
以上の結果から、OSCC の中でも特に悪性度が高い腫瘍によって起
こる再発・転移性 OSCC においても病態形成や治療抵抗性にエクソソ
ームが関与している可能性が示唆された。また、miRNA は転写制御を
介してその機能を発揮することから、作用発現までに一定の時間を要
する一方で、エクソソーム表面に存在、あるいは内包されるタンパク質
の場合には速やかにその生理活性が発揮されることが想定される。予
備研究における偶発的発見の成果ではあったが、本研究成果は日本
口腔外科学会の機関誌である Journal of Oral and Maxillofacial 
Surgery, Medicine, and Pathologyに投稿・受理された。 
今後は、PD-L1 EVs が腫瘍微小環境、特に腫瘍免疫において果た
す役割を in vitro、in vivoの両面で解析していく予定である。 

 
 次に、ICI 投与 OSCC患者の末梢血を用いて、 栄養指標 (OPNI, NLR) と予後との関連に関して解
析を行った結果、高 OPNI 患者の方が、OS、PFS ともに良好であり、低 NLR 患者の方が、OS、PFS と
もに良好であった。 

 
OPNI は OS, PFS ともに予後予測因子になり得ることが示唆された。低 OPNI 値患者ほど、末梢血
中 CTL の T cell exhaustion が進行しており、Th cell については有意差は認めなかった。ICI 
投与患者において、OPNI は予後予測因子になりうることが示唆され、OPNI が低い患者では、末
梢血中の CTL の exhaustion が進行しており、栄養状態低下は、全身の免疫状態に影響を与えて
いる可能性が示唆された。 

OS PFS OS PFS
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