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研究成果の概要（和文）：既に上咽頭癌モデルにおけるエクソソームへのタンパク輸送への関与が報告されてい
るUCH-L1およびそのファルネシル化に着目した。ファルネシル基転移酵素阻害剤である、FTI-277ならびに
Tipifarnibも用いた解析を行った。Tipifarnibは近年頭頸部癌領域において抗腫瘍効果が報告されている。
これらのファルネシル基転移酵素阻害剤によりエクソソームの分泌が抑制されること、ならびにPD-L1の発現を
抑制する可能性があることが示された。これらの結果により、ファルネシル化がエクソソームの形成機構、特に
PD-L1陽性エクソソームの形成機構に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：I focused on UCH-L1 and its farnesylation, which are reported to play roles 
in protein sorting to exosomes on nasopharyngeal carcinoma (NPC) models. I evaluated molecular 
effects of farnesyltransferase inhibitors, FTI-277 and Tipifarnib, to NPC cells. It is reported 
recently that Tipifarnib has anti-tumor effect against head and neck carcinomas.
I have shown that these farnesyltransferase inhibitors suppress release of exosomes by NPC cells, 
and suppress expression of PD-L1 by NPC cells. These results suggests that protein farnesylation 
plays some roles on formation and release of exosomes, especially on formation of PD-L1 positive 
exosomes.

研究分野： 耳鼻咽喉科・頭頸部外科学

キーワード： 上咽頭癌　エクソソーム　PD-L1

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌の浸潤・転移には、エクソソームと呼ばれる細胞外小胞が関わる細胞間情報伝達機構が重要な役割を果たして
いることが分かってきた。近年抗PD-1抗体製剤が、上咽頭癌を含む頭頸部癌において承認されたが、その奏効率
は期待を下回っている。他の癌種において薬剤耐性機構へのエクソソームへの関与が報告されており、上咽頭に
おいても同様に、その薬剤耐性機構に、エクソソームが関与していることが予想される。本研究によって、上咽
頭癌におけるエクソソームへのタンパク分泌機構の解明につながった。抗PD-1抗体製剤耐性の機序の解明ならび
にその回避を通じた臨床応用・新規創薬につながる社会的意義のある研究である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
上咽頭癌は高転移性の悪性腫瘍であり、進行例はしばしば治療に難渋する。ほとんどの上咽頭

癌は Epstein-Barr ウイルス（EBV）感染が原因であり、EBV の主要な癌タンパクである latent 
membrane protein1（LMP1）が発癌のトリガーである。 
一方、エクソソームと呼ばれる 30-100 nm 大の細胞外小胞を介した細胞間情報伝達機構が、

癌の浸潤・転移に重要であることが近年分かってきた。これまで代表研究者およびその所属研究
室では、上咽頭癌細胞モデルを用いて LMP1 がエクソソームに分泌されること、LMP1 陽性細
胞由来のエクソソームが転移・浸潤能を誘導すること、さらに ubiquitin C-terminal hydrolase 
L1（UCH-L1）というタンパクがエクソソームへの LMP1 の分泌に関わることを明らかにした。
すなわち、エクソソームと分泌されたタンパクが腫瘍微小環境の構築を介し、上咽頭癌の高い転
移能を誘導する。しかし、その臨床的な意義については未解明である。 

PD-L1 およびその受容体である PD-1 は、2018 年に本庶佑博士がノーベル賞を受賞し、脚光
を浴びた。近年、抗 PD-1 抗体製剤が上咽頭癌を含む頭頸部癌に対して承認され、これまでと全
く異なる新規の作用機序を持つ薬剤として注目された。しかし、その奏効率は 20％程度と期待
されたほどは高くない。前立腺癌や悪性黒色腫において、PD-L1 陽性エクソソームが抗 PD-1 抗
体製剤耐性のバイオマーカーであることが報告された。上咽頭癌においても同様に、PD-L1 陽
性エクソソームが、抗 PD-1 抗体製剤耐性を誘導する重要な因子であることが強く示唆される。
これまでに代表研究者およびその所属研究室において、LMP1 のエクソソームへの分泌には
UCH-L1 は C 末端のファルネシル化が関与することを報告している。PD-L1 も LMP1 と同様
に膜タンパクであり、そのエクソソームへの分泌のメカニズムには LMP1 と類似した機構が関
与していることが推測される。実際に肺癌領域における研究において、PD-L1 発現が UCH-L1
によって誘導されることが報告されている。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、上咽頭癌における抗 PD-1 抗体製剤の耐性機序の解明を目指した研究である。頭頸

部癌に対して抗 PD-1 抗体製剤が承認され、特に遠隔転移を伴う進行例に対する効果が期待され
たが、上咽頭癌に対する効果は期待を下回っている。そこで本研究においては、上咽頭癌におけ
る PD-L1 のエクソソームへの分泌機構の解明、および PD-L1 陽性エクソソームの抗 PD-1 抗体
製剤耐性への関与を明らかにすることを目的とした。その上で、PD-L1 のエクソソームへの分
泌機構を阻害する事で、治療抵抗性上咽頭癌の抗 PD-1 抗体製剤への感受性を回復させることも
期待できるものと考えた。代表研究者らはこれまでに、UCH-L1 と呼ばれるタンパクの C 末端
のファルネシル化が、エクソソームへの LMP1 分泌に関与ししていることを報告した。PD-L1
も LMP1 と同様に膜タンパクであり、そのエクソソームへの分泌機構は類似しているものと推
測される。 
まとめると本研究の目的は、「上咽頭癌における抗 PD-1 抗体製剤耐性の機序には、PD-L1 エ

クソソームが重要な役割を果たしているものと考えた。PD-L1 のエクソソームへの分泌機構を
解明し、その阻害をすることは、抗 PD-1 抗体製剤への感受性を回復させる。」という仮説を検
証することである。 
このように、本研究は基礎的な探究のみならず、実臨床への応用も視野に入れたトランスレー

ショナルリサーチである。 
 
 
３．研究の方法 
主に上咽頭癌細胞株を用いて研究を行った。具体的には、上咽頭癌細胞株である HK-1、C666-

1 を主に用いた。加えて、上咽頭癌上皮細胞株である NP69 およびその LMP1 安定発現株である
NP69-LMP1 を用いた。さらには、一部実験においてはヒト胎児の腎由来の細胞株である HEK293
に LMP1 を強制発現させた細胞株および EBV ゲノムを導入した、HEK293-EBV を用いた。 
エクソソームの回収には超遠心法に加えて、本学免疫学華山教授が開発した PS アフィニティ

ー法を原理とするエクソソーム抽出キットを用いた。また、培養的中のエクソソーム定量には、
エクソソームのマーカータンパクである CD63 と CD9 によるサンドイッチ ELISA 法を用いたエク
ソソーム定量キットを用いた。 
ファルネシル化の解析においては、以前の研究で用いたファルネシル基転移酵素阻害剤であ

る FTI-277 を用いた。加えて、頭頸部癌領域において抗腫瘍効果が報告されている Tipifarnib
を用いた解析も行った。Tipifarnib は H-RAS 変異陽性の頭頸部癌領域において、基礎的な報告
のみならず、第二相試験において実患者における有効性が報告されている。これらのファルネシ
ル基転移酵素阻害剤の対照群としては、溶媒である DMSO を用いた。 

  



 
 さらに、治療前後に採取した上咽頭癌の臨床患者検体を用いて、患者血清中の PD-L1 陽性エク
ソソームの定量を行った。この定量は、2通りの方法で行った。1通り目の方法は、前述の PSア
フィニティー法によるエクソソーム回収の後、ELISA 法を用いて PD-L1 の定量を行うものであ
る。2通り目の方法は、PD-L1 とエクソソームマーカーである CD9 の、それぞれに対する抗体を
用いたサンドイッチ ELISA 法を用いて、エクソソームを分離・回収することなく血清中から直接
検出する方法である。 

 

 

 

４．研究成果  

 まず、EBV の主要な癌タンパクである LMP1 と、PD-L1
の関連を評価した。上咽頭上皮細胞株において、LMP1 の
強制発現により、細胞内の PD-L1 発現が誘導されること
が示された。さらには、それぞれの細胞株からエクソソ
ームを回収して解析したところ、エクソソームへの PD-
L1 分泌が誘導されることが示された。（図 1） 
 
続いて、ファルネシル基転移酵素阻害剤による、エク

ソソームの分泌への影響を評価した。上咽頭癌細胞株を
用い、培養液に FTI-277 および Tipifarnib を添加した。
その後に培養液中のエクソソームを、ELISA 法を用いて
定量した。結果は図 2に示したとおり、対照群と比較し
て、ファルネシル基転移酵素阻害剤である FTI-277 および Tipifarnib を添加した群において、
培養液中へのエクソソーム分泌が抑制されることが示された。このことから、タンパクのファル
ネシル化が、エクソソームの分泌に関与することが示唆された。 
 
加えて、ファルネシル化が PD-L1 の発現の発現

に影響を与える可能性について評価した。上咽頭
癌細胞株を用いて、培養液中にファルネシル基転
移酵素阻害剤を添加し、細胞ライセートを回収し
た。ウェスタンブロットにより、PD-L1 発現を解
析したところ、FTI-277 および Tipifarnib を添加
したものでは、PD-L1 発現が抑制されることが示
された。（図 3）この結果から、タンパクのファル
ネシル化が細胞のPD-L1発現にも影響を与えるこ
とが示唆された。 
 

  



 
さらに、上咽頭癌の臨床患者血清を用いて、PD-L1 陽性エクソソームの回収・定量を行った。

33 例の臨床患者血清と用いて検討を行ったところ、1.の PS アフィニティー法にてエクソソーム
回収後に ELISA 法で PD-L1 を定量する方法では 5 例で PD-L1 陽性エクソソームが検出された。
一方、2.の抗 PD-L1 抗体と抗 CD9 抗体のサンドイッチ ELISA 法を用いた方法では、8例で検出さ
れた。一方で Health Donor 由来の検体ではいずれの方法でも検出されず、今回検出された PD-
L1 陽性エクソソームは腫瘍特異的な要因を反映しているものと考えられた。PD-L1 陽性エクソ
ソームの検出率はいずれの方法でも低く、定量的な解析は困難であった。しかし、治療前に陰性
であったが治療後に陽性化した症例において、治療後比較的早期に遠隔転移再発を来たす症例
が散見された。さらに、治療前に陽性であったが治療後に陰性化した症例では、初回治療後に腫
瘍が遺残したものの、抗 PD-1 抗体製剤による長期奏効が得られていた。これらの結果から、上
咽頭癌においても PD-L1 陽性エクソソームが抗 PD-1 抗体製剤耐性のバイオマーカーとなること
が示唆された。 
上記の結果から、タンパクのファルネシル化がエクソソームの形成・分泌機構、ならびに PD-

L1 発現に関与していることが示唆された。さらに、上咽頭癌においても PD-L1 陽性エクソソー
ムがバイオマーカーとなることが示唆された。本研究により、上咽頭癌におけるエクソソームへ
のタンパク分泌機構の解明の一助となったものと考える。 
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