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略	 語	 一	 覧  

 
AKT: serine/threonine protein kinase 
CCRT: concurrent chemoradiotherapy（化学療法・放射線治療同時併用療法） 

CD: cluster of differentiation（分化抗原群） 

CD25: alpha chain of the interluekin-2 receptor（IL-2 受容体 α鎖） 

cDNA: complementary DNA（相補的 DNA） 

CTL: cytotoxic T lymphocyte（細胞傷害性 T リンパ球） 

CTLA-4: cytotoxic T lymphocyte antigen 4（細胞傷害性 T リンパ球抗原 4） 

DAB: 3,3’-diaminobenzidine（3,3’-ジアミノベンジジン） 

DEPC: dietyl pyrocarbonate（ジエチルピロカーボネート） 

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DNA: deoxyribonucleic acid（デオキシリボ核酸） 

dNTP: deoxyribonucleotide triphosphate 

EGFR: epidermal growth factor receptor（上皮成長因子受容体）	 

EMT: epithelial-mesenchymal transition（上皮間葉転換） 

FBS: fetal bovine serum（ウシ胎児血清） 

GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

H2O2: hydrogen peroxide（過酸化水素水） 

HE: hematoxylin and eosin（ヘマトキシリン−エオジン） 

HLA: human leukocyte antigen（ヒト白血球抗原） 

HPV: human papilloma virus（ヒト乳頭腫ウイルス） 

HRP: horseradish peroxidase（西洋わさびペルオキシダーゼ） 

Ig: immunoglobulin（免疫グロブリン） 

INF-γ: interferon-γ（インターフェロンγ） 

mRNA: messenger ribonucleic acid 

OR: odds ratio（オッズ比） 

OSCC: oral squamous cell carcinoma（口腔扁平上皮癌） 
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PBS: phosphate-buffered saline（リン酸緩衝食塩水） 

PCR: polymerase chain reaction 

PDK2: 3-phosphoinositide-dependent protein kinase-2 

PD-L1: programmed cell death ligand 1 

PD-1: programmed cell death 1 

PFA: paraformaldehyde（パラホルムアルデヒド） 

PI3K: phosphoinositide 3-kinase 

P/S: penicillin/streptomycin（ペニシリンおよびストレプトマイシン） 

PTEN: phosphatase and tensin homolog deleted from chromosome 10 

rhPD-1 protein: recombinant human programmed cell death 1 protein 

RNA: ribonucleic acid（リボ核酸） 

RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction 

TBS: tris-buffered saline（トリス緩衝食塩水） 

TLR: Toll-like receptor（Toll 様受容体） 

TGF-β: transforming growth factor-β（トランスフォーミング増殖因子-β） 

TIL: tumor-infiltrating lymphocyte（腫瘍浸潤リンパ球） 

Treg: regulatory T cell（制御性 T 細胞）	 

WST-8: 2-[2-methoxy-4-nitrophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-[2, 4-disulfophenyl]-2H- 

tetrazolium, monosodium salt（水溶性テトラゾリウム塩） 

95% CI: 95% confidence interval（95%信頼区間） 
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要	 旨  

 
	 一般に、がん細胞は宿主の免疫監視機構から巧妙に逃避し、体内で生存およ

び増殖していると考えられている。近年、そのメカニズムの一つとして、がん

細胞に発現している programmed cell death ligand 1（PD-L1）が活性化 T 細胞の細

胞膜上に発現する programmed cell death 1（PD-1）を介し、T 細胞の免疫応答を

抑制することが明らかになってきた。この PD-L1/PD-1 経路を阻害する抗 PD-1

抗体は、T 細胞の免疫応答抑制を解除し、宿主のがん細胞に対する免疫応答を増

強することが明らかとなっており、悪性黒色腫などのいくつかのがんにおいて

有用性が報告されている。このように、PD-L1 から PD-1 へのシグナルが T 細胞

の免疫応答を抑制することが示唆される一方、PD-1 からのシグナルが PD-L1 を

介してがん細胞に与える影響や、口腔扁平上皮癌（oral squamous cell carcinoma: 

OSCC）における PD-L1/PD-1 の発現については不明である。本研究では、OSCC 

における PD-L1/PD-1 の発現と臨床病理学的所見との関連を検索するとともに、

PD-1 からのシグナルが OSCC 細胞の増殖、遊走能および浸潤能へ及ぼす影響を

明らかにすることを目的とした。	 

研究 1. OSCC 生検標本における PD-L1/PD-1 の免疫組織化学的検討  

	 本研究では、OSCC 患者 97 名より採取した生検標本を用いて、PD-L1 と PD-1

の発現を免疫組織化学的染色法により解析した。PD-L1 は、浸潤先端部の

腫瘍細胞における PD-L1 陽性細胞率を算出し、陽性細胞率が 5%以上を

陽性群、5%未満を陰性群とした。PD-1 は、浸潤先端部周囲間質中の炎症

性細胞のうち、陽性細胞率が 30%以上を高発現群、30%未満を低発現群と
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した。これらの発現様式から、症例を A 群 : PD-L1 陰性かつ PD-1 低発現、

B 群 : PD-L1 陰性かつ PD-1 高発現、もしくは PD-L1 陽性かつ PD-1 低発現、C

群 :PD-L1 陽性かつ PD-1 高発現、の 3 群に分け、臨床病理学的所見との関

連について統計学的に解析した。また、PD-L1/PD-1 シグナルによる T リン

パ球の免疫応答抑制を評価するために、同部位における T リンパ球活性化抗原

alpha chain of the interluekin-2 receptor（cluster of differentiation 25:CD25）陽性細胞

率を算出した。さらに、疾患特異的累積 5 年生存率を算出し、予後との関

連について検討を行った。  

	 全症例のうち、A 群 18 名（18.6%）、B 群 36 名（37.1%）および C 群 43

名（44.3%）であった。OSCC 生検組織において、PD-L1 は癌胞巣外側や

腫瘍浸潤先端部の癌細胞の細胞膜に強く発現していた。また、PD-1 高発

現群では浸潤先端部周囲の炎症性細胞に発現を認めた。臨床病理学的所

見との関連において、C 群は A 群と比較して、頸部リンパ節転移および

遠隔転移の発生頻度が有意に高かった。さらに、頸部リンパ節転移の有

無に関して多変量解析を行ったところ、PD-L1/PD-1 の高発現は OSCC の頸

部リンパ節転移に影響を与える唯一の独立した因子であった。CD25 陽性率

は、A および B 群と比較して、C 群で有意に低かった。さらに、疾患特

異的累積 5 年生存率は A 群が 94.4%、B 群が 80.5%、C 群が 66.8%であり、

C 群は A 群と比較して有意に生存率が低く、予後が不良であった。  

 

研究 2. recombinant human PD-1 protein（ rhPD-1）添加が OSCC 細胞

の増殖、遊走能および浸潤能に与える影響に関する研究	 
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	 5 種類の OSCC 細胞株（HSC-2、HSC-3、SAS、SQUU-A、SQUU-B）におけ

る PD-L1 の発現を RT-PCR 法、real-time PCR 法にて解析した。その結果、

PD-L1 は SAS 細胞と HSC-3 細胞で発現が強く、HSC-2 細胞で最も発現が弱か

った。	 

	 次に、PD-1 からのシグナルが OSCC 細胞株の増殖、遊走能および浸潤能に

及ぼす影響を調べるために、rhPD-1（0.1, 1.0, 5.0, 10.0 µg/ml）を細胞培養上清に

添加しそれぞれ解析を行った。まず、増殖への影響を調べるために 2-[2-methoxy- 

4-nitrophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-[2, 4-disulfophenyl]-2H-tetrazolium, monosodium 

salt （WST-8） assay にて検討したところ、PD-L1 の発現が強かった SAS 細胞

および HSC-3 細胞において、rhPD-1 添加により濃度依存的に細胞増殖率の上昇

を認めた。その他の細胞では細胞増殖率に変化は認められなかった。 

	 また、細胞遊走能および浸潤能に及ぼす影響を調べるために、SAS 細胞を用

いて、trans-well migration assay および trans-well invasion assay にて、それぞれ解

析を行った。その結果、rhPD-1 添加により濃度依存的に遊走細胞数および浸潤

細胞率が増加していた。また、rhPD-1 1.0 µg/ml とともに、抗 PD-L1 抗体（0, 0.1, 

1.0, 5.0, 10.0 µg/ml）を培養上清に添加したところ、抗 PD-L1 抗体の濃度依存的

に遊走細胞数および浸潤細胞率の減少を認めた。	  

	 以上の結果より、OSCC において PD-L1/PD-1 経路は宿主の免疫監視機構から

の逃避に関与するだけでなく、PD-1 から PD-L1 へのシグナルにより OSCC 細胞

の増殖や浸潤・遊走能を亢進することにより癌の進展に寄与している可能性が

示唆された。 
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緒	 言  

 
	 口腔がんは世界で 11 番目に多い悪性腫瘍とされており、中でも口腔扁平上

皮癌（oral squamous cell carcinoma: OSCC）は、口腔がんの 90%以上を占めてい

る（1-3）。現在、OSCC 局所進展例に対しては手術療法、放射線療法および化

学療法といった三者併用療法を行うことで、その 5 年生存率は 80%を超えるよ

うになってきた（4-6）。しかしながら、局所再発や遠隔転移により手術療法の

適応外となり、予後不良の転帰を辿る症例は依然として少なくない。手術療法

による癌の制御が不可能になった場合、現時点では治療法として放射線療法や

化学療法が単独もしくは併用して行われるが、重篤な血液毒性、肝機能・腎機

能障害および放射線性顎骨骨髄炎などの有害事象が生じうる可能性があり、治

療を完遂したとしても見合うだけの最終的な治療効果が得られないことがほと

んどである（7-10）。このような現状の中、近年、がんに対する新たな第 4 の治

療戦略として、腫瘍免疫療法が脚光を浴びつつある。 

	 がん細胞と宿主免疫との関係については、1960 年代に Burnet が、がん細胞の

発生過程でそのほとんどが宿主免疫により監視され、排除されているという「が

ん免疫監視機構（immunological surveillance）」を提唱した（11）。しかしなが

ら、がんの発生・形成過程では、マクロファージなどが中心となる炎症を基盤

にもつがんも多く、むしろこれら自然免疫系は、がんの増殖・浸潤や血管新生

の促進により、がんを進展させていると考えられている。その後、2002 年に Dunn

らが、この免疫監視が存在するにもかかわらず、がんが増殖し、顕在化してく

るメカニズムについて「がん免疫監視機構」を包含した「がん免疫編集機構 
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（cancer immunoediting）」の存在を示した（12）。これによると、がん細胞は

抗免疫原性腫瘍抗原の消失や human leukocyte antigen（HLA）などの抗原提示分

子の異常による免疫抵抗性の獲得、さらに transforming growth factor-β（TGF-β）

などの免疫抑制物質の発現や分泌、免疫抑制性細胞の誘導などを介して、宿主

免疫の監視から逃れる様々な機能を獲得した「がん免疫逃避」状態となってい

ることが示されている。このがん免疫逃避に関わる因子の中でも、特に中心的

役割を担う経路として、cluster of differentiation（CD）80 または CD86/cytotoxic T 

lymphocyte antigen 4（CTLA-4）経路、および programmed cell death ligand 1

（PD-L1）/programmed cell death 1（PD-1）経路が注目されている。 

	 CTLA-4 は、1987 年に Burnet らにより同定され、促進性補助シグナル CD80

または CD86/CD28 経路によって活性化した T 細胞に対して CD28 と競合的に結

合することで、T 細胞の免疫活性の収束や過剰な T 細胞免疫応答の抑制に関わ

る重要な因子であることが示されている（13）。その後、1996 年に Allison らが

マウスを用いた実験にて、CTLA-4 に対する阻害抗体投与により腫瘍が排除され

ることを示した（14-16）。一方で、CTLA-4 ノックアウトマウスは、全身性の

自己免疫疾患により生後 2 か月で死亡することから、ヒトに対しても CTLA-4

阻害により自己免疫疾患が生じる可能性が示唆された。これらの基礎研究を背

景に、1999年より抗CTLA-4抗体 ipilimumabの臨床試験が開始された。ipilimumab

は、完全ヒト型抗 CTLA-4 immunoglobulin（Ig）G1 型抗体であり、2010 年に

治療歴のある切除不能 stageⅢ、Ⅳの悪性黒色腫患者 676 例を対象とした第Ⅲ相

試験にて 1 年生存率を 46%改善した（ペプチドワクチン投与群: 平均 6.4 か月、

ipilimumab 投与群: 平均 10.0 か月）（17）。この結果は、悪性黒色腫において
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初めて既存治療と比較して全生存期間を有意に延長させることができた報告と

して注目された。さらに 2011 年 3 月、米国にて切除不能または転移性悪性黒色

腫への適応が承認されて以降、日本を含めて世界 40 か国以上で承認を受けてい

る。しかし、頭頸部癌における CTLA-4 の発現や機能および ipilimumab の有用

性に関しては、現在のところ不明なままである。 

	 一方、PD-1（CD279）分子は、CD28 ファミリーに属する免疫抑制性補助シグ

ナル受容体であり、1992 年に Honjo らによって、T 細胞の細胞死刺激により発

現が誘導されるⅠ型膜タンパク質をコードする遺伝子として単離・同定された

（18）。その後、PD-1 は活性化した T 細胞、B 細胞および骨髄系細胞に発現し、

そのリガンドとの結合により、抗原特異的に T 細胞活性を抑制することから、

末梢性免疫寛容やその破綻からくる自己免疫疾患のみならず、移植免疫や後天

性免疫不全症候群、そしてがんによる免疫抑制と多岐にわたり中心的役割を担

う分子であることが示されている（19）。 

	 PD-1のリガンドには、免疫補助シグナルB7ファミリーに属するPD-L1（CD274、

B7-H1）と PD-L2（CD273、B7-H2）が認められている。PD-L1 と PD-L2 は、抗

原提示細胞上に発現して重度に糖修飾を受けているタンパク質で、Ig スーパー

ファミリーに属している。これらの分子は、Ig 可変領域（V-set）、Ig 定常領域

（C-set）の 2つの Ig 様ドメインからなる細胞外ドメインと、膜貫通領域および

細胞内領域からなる膜貫通型糖タンパク質である（20-23）。このうち、PD-L1

は抗原提示細胞（樹状細胞）のほか血管、心筋、肺および胎盤などに幅広く発

現しているが（24）、PD-L2 は樹状細胞にのみ発現している（25）。また、

PD-L1/PD-1 経路は自己への免疫反応や炎症反応を鎮静化することから、CD80
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またはCD86/CTLA-4経路とともに免疫系の恒常性の維持に関わっているとされ

ている（26）。CTLA-4 分子は主にリンパ節で抗原情報を持つ樹状細胞から T 細

胞へ抗原提示する際に、活性化した T 細胞にのみ発現し、この生理的リガンド

であるCD80またはCD86と結合することでT細胞機能の抑制に働くといわれて

いる。また、CTLA-4 の CD80 および CD86 との親和性は、同一のリガンドを共

有し T 細胞機能の活性化に働くといわれている CD28 よりも数十倍高いため、

CD28 シグナルを拮抗的に阻害することでも免疫応答を抑制しているといわれ

ている（27）。 

	 この CTLA-4 経路に対して、PD-L1/PD-1 経路は主に末梢組織で働き、標的細

胞（がん細胞や異物）への免疫抑制に関わっているとされている（28-30）。す

なわち、PD−1 による免疫抑制は活性化されたエフェクターT 細胞で重点的に作

用するのと同時に、このリガンドである PD—L1 が多くのがん細胞で発現が認め

られており、PD-L1/PD-1 経路は腫瘍に対する T 細胞応答において重要な免疫抑

制機構であるとされている。これまでに PD-1 ノックアウトマウスにおける悪性

黒色腫細胞の腫瘍増殖抑制やPD-L1/PD-1経路阻害抗体による腫瘍抑制効果など

が示されている（31、32）。一方、臨床検体を用いた検討において腎細胞がん、

悪性黒色腫、食道がんなどの多くのがん細胞が PD-L1 を高発現しており、 PD-L1

高発現症例は予後不良であるとする報告が多い（33-42）。これらの報告から、

PD-L1/PD-1 経路はがん免疫逃避機構の中心的因子のひとつであるとともに、同

経路を標的とした抗PD-1抗体や抗PD-L1抗体が新たながん治療薬の候補として

期待されるようになってきている（18）。2012 年に報告された非小細胞肺がん、

悪性黒色腫、および腎細胞がんの計 296 例を対象としたヒト抗 PD-1 モノクロー
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ナル抗体 nivolumab を用いた第Ⅰ相試験の奏効率はそれぞれ 18%、28%、27%と

良好な結果であった。その他多くの臨床試験の結果から、2014 年に nivolumab

は悪性黒色腫に対して日米で薬事承認され、2015 年 3 月に肺扁平上皮癌に対し

て米国で薬事承認されている（43-49）。しかしながら、OSCC における PD-L1

および PD-1 の発現や機能に関する報告はほとんど認められない。 

	 そこで本研究では、まず OSCC における PD-L1 および PD-1 の発現の有無と

腫瘍特性および予後との関連を検討するために、OSCC 生検標本における

PD-L1/PD-1 発現と臨床病理学的所見との関連について検索した。さらに、

PD-L1/PD-1 の発現と宿主免疫応答との関連を明らかにするために T リンパ球活

性化抗原である alpha chain of the interluekin-2 receptor（CD25）の発現についても

検索した。 

	 また、PD-L1/PD-1 経路が腫瘍に対する T 細胞応答において重要な免疫抑制機

構であるとの報告は数多く見受けられる一方、PD-L1 が膜貫通型タンパクであ

ることから、PD-1 から PD-L1 へのシグナルも存在することがわかっており、こ

れについて、いくつかの報告がなされている（50、51）。しかしながら、PD-1

からのシグナルが腫瘍細胞へ与える影響に関する研究は渉猟し得た限りでは認

められない。そこで、実験 2 では、PD-1 からのシグナルが OSCC 細胞へ与え

る影響を明らかにするために、OSCC 細胞株における PD-L1 の発現を検索する

とともに、recombinant human PD-1 protein（rhPD-1）の添加が OSCC 細胞の増殖、

遊走能および浸潤能に対して与える影響について検討を行った。 
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材料および方法  

1. 対象患者  

	 2006 年 4 月から 2010 年 12 月に九州大学病院顎口腔外科を受診し、病理組

織学的に OSCC と診断された 97 名（男性 70 名、女性 27 名、平均年齢 64.3

±13.6 歳〈19〜89 歳〉）を対象とした（表１）。 
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 表１  OSCC 患者 97 例の内訳  

 症例数	 （%） 

性別	 

	 男性 

	 女性	 

 

70 

27 

 

（72.2） 
（27.8） 

原発部位	 

	 舌 

	 歯肉 

	 口底 

	 頬粘膜 

 

45 

37 

 9 

 6 

 

（46.4） 

（38.1） 

（9.3） 

（6.2） 

臨床病期（Stage 分類）	 

	 Ⅰ 
	 Ⅱ 
	 Ⅲ 
	 Ⅳ 

 

22 

32 

 8 

25 

 

（22.7） 

（33.0） 

（8.2） 

（25.8） 

組織学的悪性度	   

	 分化度（WHO 分類）	 

	 grade 1 

	 grade 2 

	 grade 3 

 

62 

35 

 0 

 

（63.9） 

（36.1） 

（0.0） 

	 浸潤様式による分類	 

	 grade 1 

	 grade 2 

	 grade 3 

	 grade 4C 

	 grade 4D 

 

 1 

13 

57 

20 

 6 

 

（1.0） 

（13.4） 

（58.8） 

（20.6） 

（6.2） 
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2. 生検組織の病理組織学的診断  

	 OSCC の組織学的悪性度分類として、grade 分類（WHO 分類）と山本・小浜

の分類（YK 分類）を用いた（52、53）。grade 分類により、腫瘍細胞の分化度

に応じて grade 1（高分化型）、grade 2（中分化型）、および grade 3（低分化型） 

に分けた。また、YK 分類により、腫瘍宿主境界部における浸潤様式に応じて

grade 1、grade 2、grade 3、grade 4C、および grade 4D に分類した。 

	 YK 分類の基準を以下に示す: grade 1: 腫瘍と宿主の境界が明瞭である。grade 

2: 境界線にやや乱れがある。grade 3: 境界線は不明瞭で大小の癌胞巣が散在し

ている。grade 4C: 境界線は不明瞭で小さな癌胞巣が索状に浸潤している。grade 

4D: 境界線は不明瞭で癌は胞巣を作らず、び漫性に浸潤している。 

	 さらに、腫瘍周囲の間質反応の指標として Anneroth's grading classification を用

い、間質反応を marked、moderate、mild・none に分類した（54）。 

	 Anneroth's grading classification の基準を以下に示す: marked: 腫瘍周囲の炎症

性細胞浸潤が著明である。moderate: 腫瘍周囲の炎症性細胞浸潤が中程度である。

mild・none: 腫瘍周囲の炎症性細胞浸潤がほとんど、もしくは全く認められない。 
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3. 免疫組織化学的染色法  

	 OSCC 患者より採取した生検および切除標本は、直ちに 4%パラホルムアルデ

ヒド（paraformaldehyde: PFA）に 24〜48 時間浸漬固定し、パラフィン包埋を行

った。回転式ミクロトーム RM2145（Leica Mycrosystems, Tokyo, Japan）にて 4 μm

の切片を作製し、ヘマトキシリン−エオジン（hematoxylin and eosin: HE）染色お

よび免疫組織化学的染色に用いた。作製したパラフィン切片をキシレンに 20 分

間、さらに 100%、95%、85%、75%エタノールの順にそれぞれ各 5 分間浸漬さ

せ、脱パラフィン処理および水和処理を行った。切片を精製水にて水和したの

ちに、Target Retrieval Solution（Dako, Glostrup, Denmark）を用いて抗原賦活化処

理（121⚪︎C、10 分間）を行った。30 分間室温で放冷したのち、切片をリン酸緩

衝生理食塩水（phosphate buffered saline: PBS; 137 mM NaCl、2.7 mM KCl、8.1 mM 

Na2PO4、1.5 mM KH2PO4〈Nacalai Tesque, Kyoto, Japan〉）にて洗浄した。この

後、内因性ペルオキシダーゼ（horseradish peroxidase: HRP）除去のため、3%過

酸化水素水（hydrogen peroxide: H2O2）を室温で 30 分間反応させた。再度、PBS

で洗浄したのち、抗体の非特異的吸着を防ぐために 10%ヤギ正常血清（ヒスト

ファインブロッキング試薬 Ⅱ: Nichirei Bioscience, Tokyo, Japan）を 30 分間反応

させた。一次抗体（表 2）は 4⚪︎C で一晩反応させた。PBS にて洗浄後、二次抗

体に HRP 標識抗マウスおよびウサギ IgG ポリクローナル抗体（Nichirei Bioscie 

nce）を用い、室温で 1 時間反応させた。PBS にて洗浄後、ジアミノベンジジン

（3,3’-diaminobenzidine: DAB）（Nichirei Bioscience）にて可視化し、ヘマトキシ

リン（Mayer’s hemalum solution: Millipore, Massachusetts, USA）を用いて対比染色

を行った。その後、切片を 75%、85%、95%、100%エタノールに各 5 分間、キ
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シレンに 10 分間浸漬させ、脱水、透徹処理を行い、malinol mounting medium（Muto 

Pure Chemicals, Tokyo, Japan）を用いて封入した。陰性対照として、一次抗体の

代わりに PBS を用いた。観察には、オールインワン顕微鏡（BZ-9000; KEYENCE, 

Osaka, Japan）を使用した。一次抗体として抗 PD-L1 および抗 PD-1 抗体を使用

した切片については、ビオチンフリータイラマイドシグナル増幅システム（Dako）

を用いて検出を行った。 

	 また、切片中の腫瘍浸潤先端部より0.5 mm2の範囲を無作為に3か所選択して、

DAB にて標識された PD-L1 陽性腫瘍細胞数を計測し、それらを同範囲に含まれ

る全腫瘍細胞数で除して百分率で表したものを PD-L1 陽性細胞率として算出し

た。算出した陽性細胞率が 5%以上を陽性群、5%未満を陰性群とした。また、

PD-1 に関して浸潤先端部周囲間質中の炎症性細胞のうち、PD-1 発現を認め

るものを PD-1 陽性細胞として計測した。それらの総数を同範囲に含まれる全

炎症性細胞数で除して百分率で表したものを PD-1 陽性細胞率として算出した。

PD-1 陽性細胞率が 30%以上を高発現群、30%未満を低発現群とした。全

症例を A 群 : PD-L1 陰性かつ PD-1 低発現、B 群 : PD-L1 陰性かつ PD-1 高発現、

もしくは PD-L1 陽性かつ PD-1 低発現、および C 群 : PD-L1 陽性かつ PD-1 高発

現の 3 群に分け、臨床病理組織学的所見との関連について統計学的に解析した。

また、PD-L1/PD-1 経路による免疫応答抑制を評価するため、切片中の腫瘍浸潤

先端部より 0.5 mm2 の範囲を無作為に 3 か所選択して、T リンパ球活性化抗原

CD25 陽性炎症性細胞数を計測し、それらを同範囲に含まれる全炎症性細胞数で

除して百分率で表したものを CD25 陽性細胞率として算出した。さらに、

PD-L1/PD-1 の発現様式と予後との関連性について検討するために、Kaplan-Meier
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法を用いて生存曲線を作成し、疾患特異的累積 5 年生存率を算出した。	  

         

 

表 2	 免疫組織化学的染色に使用した一次抗体 

抗体（clone 名,	 製造会社,	 所在地）	 用途	 希釈倍率	 

monoclonal rabbit anti-human PD-L1 antibody（E1L3N, Cell Signaling Tecnology, 

Massachusetts, USA） 

IHC 1: 200 

monoclonal mouse anti-human PD-1 antibody（NAT105, abcam, Cambridge, UK） IHC 1: 200 

monoclonal rabbit anti-human alpha chain of the interleukin 2 receptor antibody

（EPR6452, abcam） 

IHC 1: 250 

IHC: immunohistochemistry 

 

 

4. 細胞培養  

	 本研究では、OSCC 細胞株である HSC-2（高分化型口底癌由来）、HSC-3（低

分化型舌癌由来）、SAS（低分化型舌癌由来）、SQUU-A（高分化型舌癌由来：

低転移株）、SQUU-B（高分化型舌癌由来：高転移株）ならびに HaCaT（ヒト正

常角化上皮由来）を用いた。培地には、Dulbecco’s modified Eagle’s medium（DMEM）

/F12（Life Technologies, California, USA）に 10%ウシ胎児血清（fetal bovine serum: 

FBS、Life Technologies）、100 unit/ml のペニシリンおよびストレプトマイシン

（penicillin/streptomycin: P/S、Life Technologies）を添加したものを用いて、37⚪︎C、

5% CO2 存在下で細胞培養を行った。 
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5. RNA（ribonucleic acid）の抽出および相補的 DNA（complementary 

deoxyribonucleic acid: cDNA）の合成  

	 RNA の抽出は acid guanidinium-phenol-chloroform 法を用いた。まず、培養皿

上の細胞に TRIzol® （Life Technologies）を加え、セルスクレーパーにて破砕し

た。その後、これらに 0.2 ml の chloroform（Nacalai tesque）を加えて撹拌し、4⚪︎C、

14,000 rpm で 15 分間遠心分離を行った後、RNA を含む水層を採取した。これに

0.5 ml の isopropanol（Nacalai tesque）を加えて撹拌後、4⚪︎C、14,000 rpm で 10 分

間遠心分離し、上清の除去後に得られた RNA ペレットを 75% ethanol（Nacalai 

tesque）にて洗浄した。さらに、4⚪︎C、14,000 rpm で 5 分間遠心分離し、再沈殿

させたペレットを乾燥させ、50 µl の 0.1% dietyl pyrocarbonate（DEPC）処理水

（Nacalai tesque）にて溶解した。その後、吸光度計 NANO DROP 1000（Thermo 

Scientific, Massachusetts, USA）にて total RNA の濃度を測定した。 

	 cDNA の合成には、DEPC 処理水に約 2.0 µg の total RNA、20 unit/ml RNase 

inhibitor（Roche Diagnostics, Basel, Swiss）を 1.0 µl、100 mM Tris-HCl（pH 8.8）、 

500 mM KCl および 0.8% Nonidet P40 を含む 10×Taq DNA polymerase buffer（Bio 

Basic, Markham, Canada）を 2.0 µl、25 mM MgCl2（Bio Basic）を 4.0 µl、2.0 mM 

deoxyribonucleotide triphosphate（dNTP）mix（Toyobo, Osaka, Japan）を 2.0 µl、50 

µM random hexamers（Roche Diagnosis）を 1.0 µl、50 unit/ml MuLV Reverse 

Transcriptase（Roche Diagnosis）を 1.0 µl 加えて、合計 20.0 µl とし、42⚪︎C で 15

分間インキュベートした。その後、99⚪︎C で 5 分間加温して酵素を失活させ、4⚪︎C

にて 5 分間冷却し、これを messenger RNA（mRNA）の発現解析に用いた。 
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6. reverse transcription（RT）–polymerase chain reaction（PCR）および real-time 

PCR による mRNA の発現解析  

	 RT-PCR は滅菌水に template DNA を 50 ng、10×Taq DNA polymerase buffer を

1.25 µl、25 mM MgCl2 を 0.25 µl、5 unit/ml Taq DNA polymerase を 0.1 µl、2.0 mM 

dNTPmixを 0.5 µl、20 µMセンスおよびアンチセンスプライマーをそれぞれ 0.5 µl

加えて全反応量を 12.5 µl とした。反応条件は、熱変性は 94⚪︎C で 1 サイクル目が

3 分間、2 サイクル目以降は 30 秒間で行い、アニーリングは 60⚪︎C で 30 秒間、

伸長反応は 72⚪︎C で 15 秒間とした。 

	 real-time PCR は Brilliant Ⅲ Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master MiX（Agilent 

Technologies, California, USA）を用いて行った。滅菌水に Master Mix を 10 µl、

template DNA を 9 ng、20 µM センスおよびアンチセンスプライマーをそれぞれ

0.5 µl 加え、全反応量を 20 µl とした。反応条件は、熱変性は 95⚪︎C で 1 サイクル

目が 10 分間、2 サイクル目以降は 30 秒間で行い、アニーリングは 60⚪︎C で 30

秒間、伸長反応は 72⚪ ︎C で 15 秒間とし、全 45 サイクルの増幅を行った。また、

mRNA 発現量を定量化するためにハウスキーピング遺伝子である glyceraldehyde 

-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）を用いて補正し、ΔΔCt 法により相対的

発現量を算出した。なお、得られた PCR 産物を 2.0%アガロースゲル（Nacalai 

Tesque）上で電気泳動を行い、臭化エチジウム溶液（Sigma-Aldrich, Missouri, USA）

を用いて染色し、紫外線により可視化した。今回解析を行った遺伝子の各プラ

イマー配列および PCR 産物の断片サイズ（表 3）を示す。 
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表 3	 RT-PCR のプライマーと PCR 産物の断片サイズ 

mRNA PCR 産物のサイズ（bp）  プライマーの塩基配列	 

PD-L1 282 forward 5'-TATGGTGGTGCCGACTACAA-3' 

  reverse 5'-TGGCTCCCAGAATTACCAAG-3' 

GAPDH 104 forward 5'-ATCAGCAATGCCTCCTGCAC-3' 

  reverse 5'-ATGGCATGGACTGTGGTCAT-3' 

 

 

7. 細胞増殖実験  

	  96 well プレートに 4.0×103 / well の OSCC 細胞を播種し、37⚪︎C、5% CO2 存在

下で 48 時間培養後、無血清の DMEM/F12 に培地交換し、37⚪︎C、5% CO2 存在下

でさらに 6 時間培養後、rhPD-1（R&D systems, Minneapolis, U.S.A）（0, 0.1, 1.0, 5.0, 

10.0 µg/ml）を添加した。添加 48 時間後の生細胞数を Cell Count Reagant SF

（Nacalai Tesque）を用いて計測した。各 well に水溶性テトラゾリウム塩（WST-8; 

2-[2-methoxy-4-nitrophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-[2, 4-disulfophenyl]-2H-tetrazolium, 

monosodium salt）を 10 µl ずつ添加し、37⚪︎C、5% CO2 存在下に 2 時間呈色反応

を行った。その後、WST-8 が細胞内脱水酵素により還元されて生じた水溶性ホ

ルマザン色素を吸光マイクロプレートリーダー（Multiskan FC; Thermo Scientific）

にて測定した（測定波長: 450 nm、参照波長: 620 nm）。なお、今回行った Cell Count 

Reagant SF による計測では、生細胞数と生成する水溶性ホルマザンの量が直線的

比例関係にあることを確認した。また、細胞増殖率は rhPD-1 非添加群の細胞増

殖率を 1.0 として算出した。 
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8. trans-well migration assay および trans-well invasion assay 

	 PD-1 からのシグナルが OSCC 細胞の遊走および浸潤に与える影響を検討する

ため、Falcon Cell Culture Insert（CORNING, New York, U.S.A）、BiocoatTM 

MatrigelTM invasion chamber（CORNING）および 24 well conpanion plate

（CORNING）を用いて、trans-well migration assay および trans-well invasion assay

を行った。細胞は、SAS 細胞を 37⚪︎C、5%CO2 存在下で 70%コンフルエントまで

培養した後、無血清の DMEM/F12 に培地交換し、37⚪︎C、5%CO2 存在下でさらに

6 時間培養したものを用いた。底面に細胞の移動が可能な 8 µm のポアが空いた

インサート内へ、rhPD-1（0, 0.1, 1.0, 5.0, 10.0 µg/ml）を添加した無血清培地で懸

濁した 8.0×103 / well の SAS 細胞を播種し、プレート内へは血清添加培地を入れ

ることで細胞の遊走を促した。これを 37⚪︎C、5% CO2 存在下に 24 時間培養後、

インサート下面を 4% PFA にて固定し、HE 染色した後に、遊走細胞数を計測し

た。また、別のインサートには浸潤細胞のみインサート下面に移動するように、

MatrigelTM をコーティングし、同様の方法で、浸潤細胞数を計測した。遊走能

に関しては 0.5 mm2 の範囲を無作為に 3 か所選択して、遊走細胞数の平均値を用

いて解析を行った。また、浸潤能に関しては同様に浸潤細胞数を計測し、これ

を rhPD-1 無添加群の遊走細胞数の平均値で除したものを百分率で表したものを

浸潤細胞率として解析した。さらに、PD-L1/PD-1 経路の阻害剤投与による遊走

能および浸潤能への影響を検討するために、インサート内へ rhPD-1 1.0 µg/ml お

よび PD-L1 中和抗体（0, 0.1, 1.0, 5.0, 10.0 µg/ml）を添加した無血清培地により懸

濁した 8.0×103 / well の SAS 細胞を播種し、同様に解析を行った。 
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9. 統計学的解析  

	 統計処理にはχ2 検定、logistic 回帰分析、Spearman の順位相関分析、

Mann-Whitney U 検定、および Dunnett 検定を用いた。また、生存分析は

Kaplan-Meier法を用いて解析を行い、統計処理には log-rank検定を用いた。なお、

統計ソフトとして JMP software version 11（SAS Institute, North Carolina, USA）を

使用し、p < 0.05 の場合を統計学的に有意差ありとした。 
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結	 果  

 

研究  1.  OSCC 生検標本における PD-L1/PD-1 の免疫組織学的検討  

 

1-1. OSCC 生検標本における PD-L1/PD-1 および T リンパ球活性化抗原

CD25 の発現様式  

	 本研究では、まず OSCC 生検標本における PD-L1 の発現を検索するために免

疫組織化学的染色を行った。隣接口腔粘膜上皮において、PD-L1 はほとんど発

現を認めなかった。一方、OSCC における PD-L1 陽性細胞率は様々であり、PD-L1

陰性群は 34 例（35.1%）、PD-L1 陽性群は 63 例（64.9%）であった。PD-L1 陽

性群では癌胞巣外側や腫瘍浸潤先端部の癌細胞の細胞膜に強く発現していた

（図 1）。 

	 PD-1は、隣接口腔粘膜上皮においてほとんどが認められなかった。一方、OSCC 

における PD-1 の発現も様々であり、PD-1 低発現群は 37 例（38.1%）、PD-1 高

発現群は 60 例（61.9%）であった。PD-1 低発現群において、PD-1 は癌胞巣周囲

の炎症性細胞にわずかに発現を認めた。また、PD-1 高発現群では腫瘍浸潤先端

部周囲および腫瘍胞巣内の炎症性細胞の細胞膜に強く発現していた（図 2）。 

	 次に、PD-L1/PD-1 経路による免疫応答抑制を評価するために、T リンパ球活

性化抗原である CD25 の発現についても免疫組織化学的染色を行った。隣接口腔

粘膜上皮では上皮直下の間質中に少数の CD25 発現細胞が認められた。一方、
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OSCC において、高発現している症例では腫瘍浸潤先端部周囲および腫瘍胞巣内

の炎症性細胞の細胞膜に強く発現を認めた（図 3）。 

 

図 1	 OSCC生検標本における PD-L1の発現様式  （免疫組織化学的染色法） 

（A: 隣接口腔粘膜上皮 B: 陰性例 C: 陽性例 D: 陽性例<強拡大>）	 

（A、B、C: ×200 倍、D: ×400 倍）  

	 （A）PD-L1 はほとんど発現を認めない。（B）PD-L1 は癌胞巣周囲の間質細

胞にわずかに発現を認めるが、癌細胞にはほとんど認められない。（C、D）癌

胞巣外側や腫瘍浸潤先端部の癌細胞の細胞膜に PD-L1 の強い発現を認める。点

線は腫瘍細胞と間質の境界部を示しており、 T は腫瘍胞巣、H は間質を示して

いる。scale bars: 100 µm。 
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T� T�
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図 2	 OSCC 生検標本における PD-1 の発現様式（免疫組織化学的染色法） 

（A: 隣接口腔粘膜上皮 B: 低発現例 C: 高発現例 D: 高発現例<強拡大>）  

（A、B、C: ×200 倍、D: ×400 倍）  

	 （A）PD-1 の発現はほとんど認められない。（B）PD-1 は癌胞巣周囲の炎症

性細胞にわずかに発現を認める。（C、D）腫瘍浸潤先端部周囲および腫瘍胞巣

内の炎症性細胞の細胞膜に強く発現している。点線は腫瘍細胞と間質の境界部

を示しており、T は腫瘍胞巣、H は間質を示している。scale bars: 100 µm。 
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図 3	 OSCC 生検標本における CD25 の発現様式（免疫組織化学的染色法）   

（A: 隣接口腔粘膜上皮 B: 陽性群 C: 陽性群<強拡大>）   

（A、B: ×200 倍、C: ×400 倍）  

	 （A）上皮直下の間質中に CD25 の発現をわずかに認める。（B、C）腫瘍浸

潤先端部周囲および腫瘍胞巣内へ浸潤している炎症性細胞の細胞膜に CD25 が

強く発現している。点線は腫瘍細胞と間質の境界部を示しており、 T は腫瘍胞

巣、 H は間質を示している。scale bars: 100 µm。 
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1-2. OSCC生検標本における PD-L1/PD-1の発現様式と臨床病理学的所見

との関連  

	 OSCC 生検標本における PD-L1/PD-1 の発現様式と臨床病理学的所見との関連

について検討した。全症例を A 群 : PD-L1 陰性かつ PD-1 低発現、B 群 : PD-L1

陰性かつ PD-1 高発現、もしくは PD-L1 陽性かつ PD-1 低発現、および C 群 : 

PD-L1 陽性かつ PD-1 高発現の 3 群に分け（図 4）、統計学的に解析した。そ

の結果、C 群は A 群と比較して頸部リンパ節転移と遠隔転移の発生頻度が有意

に高かった。一方、性別、部位、臨床病期分類、T 分類、局所再発、分化度（WHO

分類）、浸潤様式（YK 分類）、および間質反応（Anneroth 分類）に関しては、

各群間に有意差は認められなかった（表 4）。また、頸部リンパ節転移の危険因

子を検索するために、性別、部位、分化度、浸潤様式、間質反応および PD-L1/PD-1

発現を検討項目として単変量および多変量解析を行った。その結果、PD-L1/PD-1

の発現のみが、統計学的有意差を認め、OSCC 生検標本における PD-L1/PD-1 の

高発現が頸部リンパ節転移の独立した危険因子として抽出された（表 5）。 
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図 4	 OSCC 生検標本における PD-L1/PD-1 の発現様式（免疫組織化学的染

色法）（×200 倍）  

 A 群;（A）PD-L1 陰性/（B）PD-1 低発現、B 群;（C）PD-L1 陽性/（D）PD-1

低発現、または（E）PD-L1 陰性/（F）PD-1 高発現、C 群;（G）PD-L1 陽性/（H）

PD-1 高発現、を示す。点線は腫瘍細胞と間質の境界部を、T は腫瘍胞巣を示し

ている。scale bars: 100 µm。 
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表 4	 OSCC 生検標本における PD-L1/PD-1 発現と  

臨床病理組織学的所見との関連  

 
症例数 （%） 

PD-L1/PD-1 
p-value  A群	 B群	 C群	 	 

性別       
	 男性 70（72.2） 14 26 30 N. S. 
	 女性 27（27.8） 4 10 13  
原発部位       
	 舌 45（46.4） 10 19 16 N. S. 
	 歯肉 37（38.1） 6 14 17  
	 口底   9（9.3） 1 3 5  
	 頬粘膜   6（6.2） 1 0 5  
臨床発育様式       
	 表在型、外向型 21（21.6） 6 8 7 N. S. 
	 内向型	 76（78.4） 12 28 36  
浸潤様式（YK分類）      
 grade 1, 2, 3 71（73.2） 14 26 31 N. S. 
 grade 4C, 4D 26（26.8） 4 10 12  
分化度（WHO分類）      
 grade 1	 62（63.9） 11 22 29 N. S. 
 grade 2 , 3 35（36.1） 7 14 14  
間質反応       
 mild・none	 29（29.9） 6 16 7 N. S. 
 moderate 54（55.7） 11 15 28  
 marked 14（14.4） 1 5 8  
T 分類       
 T1, T2	 64（66.0） 13 26 25 N. S. 
 T3, T4 33（34.0） 5 10 18  
頸部リンパ節転移       
	 有 42（43.3） 4 16 22 A vs C 
	 無	 55（56.7） 14 20 21 p＜0.05 
臨床病期分類	      
 Stage Ⅰ, Ⅱ	 54（55.7） 11 22 21 N. S. 
 Stage Ⅲ, Ⅳ	 43（44.3） 7 14 22  
局所再発       
	 有 15（15.5） 1 6 8 N. S. 
	 無	 82（84.5） 17 30 35  
遠隔転移	      
	 有	 13（13.4） 0 5 8 A vs C 
	 無	 84（86.6） 18 31 35 p＜0.05 

                                    	 χ2 検定; N.S.: not significant 

 



 32 

 

表 5	 OSCC の頸部リンパ節転移に影響を与える  

臨床病理組織学的因子の解析  

 頸部リンパ節転移  単変量解析  多変量解析 
 有 無  OR（95% CI） p-value  OR（95% CI） p-value 
性別          
	 男性 33 37  Reference -  Reference - 

	 女性  9 18  
0.56 
（0.21-1.39） 0.215  

0.56 
（0.19-1.55） 0.268 

原発部位          
	 舌 20 25  Reference -  Reference - 

	 歯肉 15 22  
0.85 
（0.35-2.06） 0.720  

0.90 
（0.31-2.55） 0.835 

	 口底  4  5  
1.00 
（0.22-4.26） 1.000   

0.74 
（0.13-3.95） 0.727 

	 頬粘膜  3  3  
1.25 
（0.21-7.40） 0.798  

1.04 
（0.14-7.76） 0.967 

臨床発育様式          
	 表在型  4  4  Reference -  Reference - 

	 外向型  5  8  
0.63 
（0.10-3.77） 0.604  

0.67 
（0.09-5.06） 0.698 

	 内向型 33 43  
0.77 
（0.17-3.46） 0.722  

0.67 
（0.13-3.43） 0.619 

浸潤様式          
 grade 1, 2, 3 27 44  Reference -  Reference - 

 grade 4C, 4D 15 11  
2.22 
（0.90-5.66） 0.084  

1.78 
（0.56-5.82） 0.330 

分化度          
 grade 1 23 39  Reference -  Reference - 

 grade 2, 3 19 16  
2.01 
（0.87-4.72） 0.101  

1.78 
（0.63-4.89）） 0.284 

間質反応          
 mild・none 11 18  Reference -  Reference - 

 moderate 24 30  
1.31 
（0.52-3.36） 0.566  

1.25 
（0.43-3.74） 0.684 

 marked  7  7  
1.64 
（0.45-6.07） 0.454  

1.64 
（0.39-7.00） 0.619 

PD-L1/PD-1         
 A 群  4 14  Reference -  Reference - 

 B 群 16 20  
2.80 
（0.82-11.40） 0.103  

3.04 
（0.84-13.10） 0.093 

 C 群 22 21  
3.67 
（1.11-14.59） 0.033  

3.99 
（1.10-17.26） 0.035 

logistic 回帰分析; OR: odds ratio（オッズ比）、 

95% CI: 95% confidence interval（95%信頼区間）  
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1-3. OSCC 生検標本における PD-L1/PD-1 の発現と T リンパ球活性化抗原

CD25 発現との関連  

	  OSCC における PD-L1/PD-1 シグナルが、活性化 T 細胞に与える影響を評価

するために、PD-L1/PD-1 の発現様式と腫瘍浸潤先端部における CD25 陽性細胞

率との関連について統計学的に解析した。PD-L1 および PD-1 の発現率が高くな

るにつれ、CD25 の陽性率が低くなっており、PD-L1 および PD-1 陽性率と CD25

陽性率の間にはそれぞれ弱い負の相関（PD-L1/CD25: r = -0.2563, p = 0.0113, 

PD-1/CD25: r = -0.3029, p = 0.0026）が認められた（Spearman の順位相関分析）（図

5A, B）。また、C 群（25.6%）は A 群（61.5%）および B 群（55.8%）と比較し

て CD25 発現細胞の割合が有意に低かった（Mann-Whitney U 検定; *p < 0.05、**p 

< 0.01）（図 5C）。 
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図 5  OSCC 生検標本における PD-L1/PD-1 の発現と CD25 発現との関連  

	 （A、B）PD-L1 および PD-1 陽性率と CD25 陽性率の間には、それぞれ負の相

関を認める。なお、統計処理には Spearman の順位相関分析を用いている。（C）

腫瘍浸潤先端部における CD25 陽性細胞率は、A 群および B 群と比較して、C

群で有意に低くなっている。なお、統計処理には Mann-Whitney U 検定を用いた

（*p < 0.01）。 
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1-4. OSCC 生検標本における PD-L1/PD-1 の発現と予後との関連  

	 OSCC 生検標本における PD-L1/PD-1 の発現と OSCC 患者の予後との関連を検

討するため、Kaplan-Meier 法を用いて生存分析を行った。その結果、PD-L1 陽性

群と陰性群における疾患特異的累積 5 年生存率は、それぞれ 69.2%、91.0%であ

り、PD-L1 陰性群と比較して、陽性群は有意に転帰が不良であった（log-rank 検

定; *p < 0.05）（図 6A）。また、PD-1 高発現群と低発現群における疾患特異的

累積 5 年生存率はそれぞれ 71.3%、86.7%であり、PD-1 高発現群で生存率が低か

ったものの、これら 2 群間に統計学的有意差は認められなかった（図 6B）。さ

らに、A 群、B 群、および C 群における疾患特異的累積 5 年生存率はそれぞれ

94.4%、80.5%、および 66.8%であり、C 群は A 群と比較して、有意に生存率が

低く、不幸な転帰を辿った症例が多かった。（log-rank 検定; *p < 0.05）（図 6C）。 
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図 6	 疾患特異的累積 5 年生存率  

	 （A）PD-L1 陽性群は陰性群と比較して、有意に転帰が不良である。（B）PD-1

発現による生存率への影響に統計学的有意差は認められない。（C）PD-L1/PD-1

高発現群は PD-L1/PD-1 低発現群と比較して、有意に生存率が低い。なお、統計

処理には log-rank 検定を用いた（*p < 0.05, N. S.: not significant）。 
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研究  2 

rhPD-1 添加が OSCC 細胞の増殖、遊走能および浸潤能に与える影響

に関する研究	 

 

2-1. OSCC 細胞株における PD-L1の発現  

	 OSCC 細胞株（HSC-2、HSC-3、SAS、SQUU-A、SQUU-B）およびヒト正常

角化上皮細胞株（HaCaT）を用いて、PD-L1 の発現を RT-PCR 法および real-time 

PCR 法にて検索した。real-time PCR 法における PD-L1 の発現量は、HaCaT 細

胞の発現量を 1.0 として相対的発現量を算出した。PD-L1 の発現は、SAS 細胞

および HSC-3 細胞で発現が強かった（図 7A）。また、SAS 細胞および HSC-3

細胞では、HaCaT 細胞と比較して、PD-L1 の相対発現量がそれぞれ 3.55 倍およ

び 2.85 倍と有意に多かった。（Mann-Whitney U 検定; *p < 0.05）（図 7B）。 
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A 

 

B 

 

図 7	 OSCC 細胞株と HaCaT 細胞における PD-L1の発現  

	  PD-L1 の発現を RT-PCR 法（A）および real-time PCR 法（B）を用いて検索

した。（A）PD-L1 は SAS 細胞および HSC-3 細胞で強い発現を認める。（B）

PD-L1 相対発現量は HaCaT 細胞での発現量を 1.0 とすると、SAS 細胞では 3.55

倍および HSC-3 細胞では 2.85 倍と有意に多い（n=3）。なお、統計処理には

Mann-Whitney U 検定を用いた（*p < 0.05）。 
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 2-2.  rhPD-1 添加が OSCC 細胞の増殖に及ぼす影響  

	 次に、PD-1 からのシグナルが OSCC 細胞の増殖に及ぼす影響について検討

を行った。rhPD-1 無添加群の細胞増殖率を 1.0 として、添加群の細胞増殖率を

算出した。PD-L1の発現が強かったSAS細胞およびHSC-3細胞において、rhPD-1

添加により濃度依存的に細胞増殖が促進されていた（Dunnett 検定; *p < 0.05、

**p < 0.01）（図 8）。 

 

 

図 8	 rhPD-1 添加が OSCC 細胞の増殖に与える影響  

	 PD-L1 の発現が強かった SAS 細胞および HSC-3 細胞において、rhPD-1 添加

により濃度依存的に細胞増殖が促進されている。なお、rhPD-1 無添加群の細胞

増殖率を 1.0 として、添加群の細胞増殖率を算出している（n=3）。統計処理に

は Dunnett 検定を用いた（*p < 0.05、**p < 0.01）。 
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2-3.  rhPD-1 添加が OSCC 細胞の遊走能に及ぼす影響  

	  PD-1 からのシグナルが OSCC 細胞の遊走能に及ぼす影響を調べるために、

PD-L1 の発現が強かった SAS 細胞に rhPD-1 を添加して、trans-well migration 

assay を行った。rhPD-1 無添加群と比較して、添加群では rhPD-1 の濃度依存的

に遊走細胞数が増加していた（Dunnett 検定; *p < 0.01）（図 9）。 

	 また、PD-L1 の中和抗体である抗 PD-L1 抗体の添加による PD-L1/PD-1 シグ

ナルの阻害が、SAS 細胞の遊走に及ぼす影響についても検討を行った。SAS 細

胞に rhPD-1 1.0 µg/ml を添加した群を control 群とした。control 群と比較して、

抗 PD-L1 抗体添加群では、抗 PD-L1 抗体の濃度依存的に遊走細胞数の減少を

認めた。（Dunnett 検定; *p < 0.01）（図 10）。 
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図 9 	 rhPD-1 添加が OSCC 細胞の遊走能に及ぼす影響  

   （A）SAS 細胞において、rhPD-1 無添加群（control 群）と比較して、添加群

では rhPD-1 の濃度依存的に遊走細胞数が有意に増加している（n=3）。なお、

統計処理には Dunnett 検定を用いた（*p < 0.01）。（B）は rhPD-1 無添加群（control

群）の遊走細胞の HE 染色像を示す。（C）は rhPD-1 添加群（10.0 µg/ml）の遊

走細胞の HE 染色像を示す。なお、細胞質を伴っているものを遊走細胞として計

測に用いた。scale bars: 100 µm。 
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図 10	 PD-L1/PD-1 シグナル阻害が OSCC 細胞の遊走能に及ぼす影響  

 （A）SAS 細胞において、rhPD-1 1.0 µg 添加群（control 群）と比較して、抗 PD-L1

抗体添加群では、抗 PD-L1 抗体の濃度依存的に遊走細胞数が有意に減少してい

る（n=3）。なお、統計処理には Dunnett 検定を用いた（*p < 0.01）。（B）は抗

PD-L1 抗体無添加群（control 群）の遊走細胞の HE 染色像を示す。（C）は抗 PD-L1

抗体添加（5.0 µg/ml）群の遊走細胞の HE 染色像を示す。なお、細胞質を伴って

いるものを遊走細胞として計測に用いた。scale bars: 100 µm。 
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2-4.  rhPD-1 添加が OSCC 細胞の浸潤能に及ぼす影響  

	 実験 2-3 と同様に、SAS 細胞を用いて、trans-well invasion assay にて rhPD-1

が OSCC 細胞の浸潤能に及ぼす影響について検討を行った。rhPD-1 無添加群

と比較して、添加群では rhPD-1 の濃度依存的に浸潤細胞率が有意に高くなっ

ていた（Dunnett 検定; *p < 0.01）（図 11）。 

	 また、実験 2-3 と同様に、抗 PD-L1 抗体の添加による PD-L1/PD-1 シグナル

の阻害が SAS 細胞の浸潤に及ぼす影響について検討を行った。SAS 細胞に

rhPD-1 1.0 µg/ml を添加した群を control 群とした。control 群と比較して抗 PD-L1 

抗体添加群では、抗 PD-L1 抗体の濃度が高くなるにつれて浸潤細胞率が低下し

た（Dunnett 検定; *p < 0.01）（図 12）。 
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図 11  rhPD-1 添加が OSCC 細胞の浸潤能に及ぼす影響  

 （A） SAS 細胞において、rhPD-1 無添加群（control 群）と比較して、添加群

では rhPD-1 添加により濃度依存的に浸潤細胞率が高くなっている（n=3）。な

お、統計処理には Dunnett 検定を用いた（*p < 0.01）。（B）は rhPD-1 無添加

群（control 群）の浸潤細胞の HE 染色像、（C）は rhPD-1 添加群（10.0 µg/ml）

の浸潤細胞の HE 染色像を示す。なお、細胞質を伴っているものを浸潤細胞と

して計測に用いている。scale bars: 100 µm。 
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図 12	 PD-L1/PD-1 シグナル阻害が OSCC 細胞の浸潤能に及ぼす影響  

	 （A）SAS 細胞において、rhPD-1 1.0 µg 添加群（control 群）と比較して、抗

PD-L1 抗体添加により濃度依存的に浸潤細胞率が低下している（n=3）。なお、

統計処理には Dunnett 検定を用いた（*p < 0.01）。（B）は抗 PD-L1 抗体無添加

群（control 群）の浸潤細胞の HE 染色像、（C）は抗 PD-L1 抗体添加（10.0 µg/ml）

群の浸潤細胞の HE 染色像を示す。なお、細胞質を伴っているものを浸潤細胞と

して計測に用いた。scale bars: 100 µm。 
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考	 察  

 

	 現在、OSCC に対しては、手術療法を主体とした治療が行われている。特に、

頸部リンパ節転移を伴うような局所進行 OSCC 症例に対しては、局所領域の制

御率をより向上させるために、術前補助療法として抗癌剤を用いた化学療法や、

これに放射線療法を併用した放射線化学療法が行われ、その後に根治的切除が

なされることが多い（4-6）。また、手術療法においても再建外科の進歩により、

さらに広範囲の切除が可能となってきた。当科においても局所進行 OSCC 症例

に対し、術前補助療法として 5-fluorouracil 系抗癌剤と放射線外照射による化学・

放射線同時併用療法（concurrent chemoradiotherapy: CCRT）を行ったのち、手術

療法を行うことで 5 年生存率が 80%を超え、良好な成績が得られている（55）。

しかしながら、このような集学的治療により局所領域を制御しえても、結果的

に遠隔転移により不幸な転帰を辿る患者も少なくない（7-10）。そのような背景

の中、近年、分子標的薬を用いた新たな治療法が注目され、臨床応用されてい

る。 

	 現在、頭頸部癌においては、epidermal growth factor receptor（EGFR）に対する

ヒト・マウスキメラ型モノクローナル抗体 cetuximab が、切除不能または再発・

遠隔転移頭頸部癌症例において用いられており、その治療効果が数多く報告さ

れている（56-64）。その一方で、cetuximab 投与による infusion reaction や間質

性肺炎などの重篤な有害事象の報告もあり、さまざまな問題点が顕在化してき

ている。本研究で用いた抗 PD-L1 抗体や抗 PD-1 抗体も、悪性黒色腫患者におい
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て、すでに臨床応用されており、その有用性を示唆する報告が多い（44-47）。

がん細胞が、PD-L1/PD-1 シグナルを介して宿主の免疫監視機構から逃避してい

ると考えるなら、細胞の種類に関係なく、OSCC においても抗 PD-L1 抗体や抗

PD-1 抗体が有効であると推察される。しかしながら、OSCC を含む頭頸部癌に

おいて、PD-L1/PD-1 シグナルの発現および機能について調べた研究は極めて少

なく、そのほとんどが腫瘍組織における PD-L1 の発現のみを評価したものであ

る（65-69）。腫瘍微小環境における PD-L1/PD-1 シグナルの役割を正確に評価

するためには、そのレセプターである PD-1 の発現も同時に観察する必要がある

と考えられる。そこで本研究では、OSCC 生検標本における PD-L1/PD-1 の発現

を検索するとともに、臨床病理学的所見および予後との関連について検討を行

った。 

	 まず PD-L1 の発現について検討したところ、全対象患者 97 例中 PD-L1 陽性

症例は 67 例（64.9%）であった。これは、Chen らの報告の 63.7%とほぼ同様の

結果であったが、他の報告では、43.6%から 87.0%まで様々であった（65-67）。

また、PD-1 の発現についても同様に検索を行ったところ、高発現していた症例

は 60 例（61.9%）であり、これは Badoual らの 49.2%よりやや高い結果となった

（70）。このような発現率の差が生じる要因として、これらの報告では OSCC

のみならず咽頭・喉頭癌も含まれており、腫瘍発生母地による発現量の差異、

あるいは使用した抗体や染色条件の相違などが反映しているものと考えられた。 

	 次に、OSCC 生検標本における PD-L1/PD-1 の発現様式と臨床病理組織学的所

見との関連について検討を行った。本研究では、症例を A 群: PD-L1 陰性かつ

PD-1 低発現、B 群 : PD-L1 陰性かつ PD-1 高発現、もしくは PD-L1 陽性かつ PD-1
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低発現、および C 群 : PD-L1 陽性かつ PD-1 高発現の 3 群に分けて解析を行っ

た。その結果、A 群は C 群と比較して頸部リンパ節転移および遠隔転移の発生

頻度が有意に高かった。さらに、頸部リンパ節転移の危険因子を検索するため

に多変量解析を行ったところ、 本研究では PD-L1/PD-1 の発現様式が、頸部リ

ンパ節転移に関して独立した危険因子となり得ることが示された。Cho らは、

45 例の OSCC 患者の検討において、PD-L1 高発現症例は高分化型よりも中分化

型の頻度が有意に高いことを報告している（67）。しかしながら、本研究にお

いても同様に検討したところ、結果は示していないが、PD-L1 の発現と分化度

との関連は認められなかった。また Upko らは、中咽頭癌患者 181 例において

PD-L1 の発現を検討したところ、human papilloma virus（HPV）陽性症例のなか

で PD-L1 高発現群は、低発現群と比較して、遠隔転移の発生頻度が高かった（OR 

= 4.37、p = 0.06）と報告している（68）。さらに、PD-1 の発現と臨床病理学的

所見との関連について、Badoual ら（70）は、HPV 陽性中咽頭 SCC 患者におい

て、PD-1 陽性かつ CD4 陽性の腫瘍浸潤リンパ球（tumor-infiltrating lymphocyte: 

TIL）数、CD4 または CD8 陽性 T 細胞数が多い症例は、これらの数が少ない症

例と比較して予後が良好であると述べている。また、これとは対照的に、上咽

頭がん患者 46 例の組織を使用した PD-1 発現に関する検討では、CD8 陽性 TIL

におけるPD-1高発現が局所再発率と有意に相関していると述べられている（71）。

このように、頭頸部癌における PD-L1/PD-1 の発現と臨床病理学的所見との関連

についての統一した見解は得られていない。これは、先に述べた使用した抗体

や染色条件の相違に加え、PD-L1 と PD-1 いずれか一方のみの発現で評価してい

ることが原因であると考えられる。本研究では、PD-L1 と PD-1 の両者の発現を
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検索しており、これらがともに高発現している症例は、頸部リンパ節転移や遠

隔転移の発生率が有意に高いことを示した。この結果は癌が進展する際に OSCC

細胞が宿主の免疫機構から逃避するためにPD-L1/PD-1シグナルを利用している

可能性を示唆している。また本研究では、宿主と腫瘍細胞の免疫応答の最前線

である腫瘍浸潤先端部に着目して PD-L1/PD-1 の発現を検索しており、PD-1 を

発現している T 細胞の subset や TIL、HPV 感染との関連については検討してい

ない。今後、これらについても詳細な検討を行う必要があると考えられた。 

	 さらに本研究では、癌周囲の微小環境において PD-L1/PD-1 シグナルにより T

リンパ球の活性化が抑制されているかを調べるために、T リンパ球活性化抗原

CD25 の発現を免疫組織化学的染色法により検索した。その結果、腫瘍浸潤先端

部における CD25 陽性率は、PD-L1 および PD-1 陽性率とそれぞれ負の相関が認

められた。また、PD-L1/PD-1 高発現群である C 群は、A 群および B 群と比較し

て有意に CD25 陽性細胞率の低下を認めたことから、OSCC の浸潤先端部では、

PD-L1/PD-1 シグナルにより腫瘍に対する免疫応答が抑制されている可能性が示

唆された。CD25 は活性化 T 細胞、活性化 B 細胞、樹状細胞および骨髄性細胞

でも発現が認められ、特異的ではないものの活性化 T 細胞の有用なマーカーと

して広く用いられている（72）。その一方、CD25 は腫瘍に対する宿主の免疫応

答を抑制するとされている制御性 T 細胞（regulatory T cell: Treg）のマーカーの

1 つとしても用いられており、CD25 の発現と Treg との関連性についても、今後

さらなる検討が必要であると考えられた（73、74）。 

	 次に、OSCC 患者の予後と PD-L1/PD-1 の発現様式との関連について検索した

ところ、PD-L1 陽性群は陰性群と比較して生存率が有意に低かった。一方、PD-1
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高発現群と低発現群との間では、生存率に統計学的有意差は認められなかった。

さらに、PD-L1/PD-1 の発現様式で分類したところ、PD-L1/PD-1 高発現群である

C 群は、低発現群の A 群と比較して有意に生存率が低く、不幸な転帰を辿る症

例が多かった。これらの結果より、PD-L1/PD-1 の高発現が OSCC 患者の予後予

測に有用であるとともに、浸潤先端部周囲間質中の PD-1 の発現よりも、腫瘍細

胞における PD-L1 の発現の有無が患者予後により強く関連することが示唆され

た。Lin らは、喫煙者もしくは男性 OSCC 患者においてではあるが、腫瘍細胞に

おける PD-L1 の高発現が患者の予後不良と相関すると報告しており、われわれ

の結果と類似していた（66）。一方、Cho らは、PD-L1 低発現群と比較して高発

現群は生存率が低いものの有意差は認められなかったと報告しており、Ukpo ら

の中咽頭癌に関する報告においても、 PD-L1 発現と全生存率および疾患特異的

生存率に関連は認められなかったとしている（67、68）。このように、PD-L1/PD-1

の発現と予後との関連についての異なる結果は、頭頸部癌だけでなく他の固形

癌においても散見され、腫瘍の多様性や使用する抗体の相違、および評価基準

に統一性がないことが要因と考えられる。このディスクレパンシーを解消する

ためには、PD-L1/PD-1 の発現に関する染色法および評価法を統一するとともに、

より大規模な研究が必要であると考えられる。 

	 実験 2 では、5 種類の OSCC 細胞株を用いて、PD-L1 の発現、および rhPD-1

が OSCC の増殖、遊走能および浸潤能に及ぼす影響について解析を行った。ま

ず、PD-L1 の発現を検索したところ、全ての OSCC 細胞株において発現を認め、

特に SAS 細胞および HSC-3 細胞において強く発現していた。最近の研究では、

Toll-like receptor（TLR）や interferon-γ（INF-γ）が関与する経路の活性化により
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PD-L1 の発現が上昇することが示唆されている（75-77）。中でも、phosphoinositide 

3-kinase（PI3K）/Akt 経路を抑制的に制御している phosphatase and tensin homolog 

deleted from chromosome 10（PTEN）の抑制が PD-L1 の発現上昇に関与している

ことが種々のがんにおいて報告されている（78-80）。また、INF-γ は癌細胞周

囲の炎症性細胞から分泌されており、微小環境下での癌細胞とその周囲の炎症

性細胞との相互作用により PD-L1 の発現が制御されている可能性も考えられる。 

	 さらに興味深いことに、本研究において高転移能を有する SQUU-B 細胞は

PD-L1 を発現しているものの、他の細胞株と比較すると発現量が少なかった。

Tsushima らも OSCC 高転移株 HSC-4 における PD-L1 の発現は、低転移株 HSC-3

よりも弱かったと報告しており、本研究の結果と同様であった（81）。我々の

これまでの研究により、SQUU-B 細胞は、癌細胞の浸潤・転移に重要な上皮−間

葉転換（epithelial-mesenchymal transition: EMT）が誘導された細胞形質を有して

いることが分かっている（82-86）。癌が転移を起こすメカニズムとして、①EMT

による高転移能の獲得によるもの、または②PD-L1/PD-1 シグナルを利用した宿

主の免疫監視機構からの逃避によるもの等が考えられるが、EMT 形質を有する

高転移株 SQUU-B 細胞では PD-L1 の発現が低いことから、一見すると①と②は

全く異なるメカニズムのように思われる。だが、これらが一連の流れの中で起

こっている可能性も否定できない。すなわち、PD-L1 が膜貫通型タンパクであ

り、細胞内ドメインを有していることから、PD-1 からのシグナルが PD-L1 を発

現している癌細胞に伝達することにより EMT が誘導され、その結果として

PD-L1 の発現減弱が生じている可能性がある。そこで本研究では、rhPD-1 を用

い、PD-1 からのシグナルが OSCC 細胞の増殖、遊走能、および浸潤能に与える
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影響について、さらに解析を行った。	  

	 まず、OSCC 細胞株の増殖に関して検討を行ったところ、PD-L1 の発現が強か

った SAS 細胞および HSC-3 細胞において、rhPD-1 の濃度依存的に細胞増殖率が

増加した。Tsushima ら（81）は、マウス OSCC 細胞株 NR-S1 に INF-γを作用さ

せ、PD-L1 を高発現させた細胞株を異所性移植すると、PD-L1 高発現株では低

発現株と比較して有意に腫瘍径の増大を認めたと報告しており、われわれの結

果を裏付けるものであった。 

	 次に、rhPD-1 添加による OSCC 細胞株の遊走能および浸潤能への影響に関し

て、PD-L1 の発現が強かった SAS 細胞を用いて検討した。その結果、rhPD-1 の

濃度依存的に遊走細胞数および浸潤細胞率の有意な増加を認めた。また、rhPD-1 

1.0 ug/ml 添加とともに抗 PD-L1 抗体を添加したところ、上記の効果が減弱した。

このことから、PD-1 からのシグナルが OSCC 細胞の遊走能および浸潤能の亢

進に関与している可能性が示された。 

	 本研究により、PD-L1/PD-1 シグナルは、宿主の免疫監視機構からの逃避のみ

ならず、OSCC の増殖、遊走、および浸潤にも関与し、癌の進展に寄与している

ことが明らかとなった。しかしながら、PD-L1/PD-1 シグナルがどのような分子

メカニズムによって OSCC の増殖・浸潤・転移に関わっているかについては不

明な点が多い。また、最近の研究では、PD-L1 を過剰発現させたヒト正常上皮

細胞において、E-cadherin の発現減弱と EMT 関連転写因子 Twist および Slug の

発現上昇を認めたことが示されている（87、88）。今後、PD-L1/PD-1 シグナル

と OSCC の増殖・浸潤・転移との関連を明らかにするためには、EMT の分子機

構を含めたさらなる詳細な解析が必要であると推察される。さらに、これらの
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解析により、PD-L1/PD-1 シグナルによる OSCC の進展のメカニズムが明らかに

なった暁には、抗 PD-L1 抗体や抗 PD-1 抗体を用いた OSCC に対する腫瘍免疫

療法が臨床応用され、新規治療薬として患者の予後をさらに向上させる一助と

なり得るものと考えられる。 
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