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研究成果の概要（和文）：本研究は以下の 4研究項目のもとに、EMTが誘導する 4D 型高浸潤口腔癌細胞や癌関
連線維芽細胞の形成過程で発現低下する MMPを調べた。さらに、PD-L1 を分解する MMP を特定し、既存の抗が
ん剤のなかからこのMMP発現を上昇させるものを同定した。１、EMTが誘導する4D型高浸潤口腔癌や癌関連線維芽
細胞の形成過程で発現低下するMMPの特定。２、EMTの誘導により4D型高浸潤口腔癌や癌関連線維芽細胞で発現低
下するMMPのPD-L1分解活性の検討
３、PD-L1のMMPによる切断活性の検討。４、PD-L1の分解活性を持つMMPを発現上昇させる抗がん剤の検討

研究成果の概要（英文）：Based on the following four study items, this study investigated MMPs that 
are reduced in EMT-induced formation of 4D type highly invasive oral cancer cells and 
cancer-associated fibroblasts. In addition, MMP which degrades PD-L1 was identified, and among the 
existing anticancer drugs, those which elevate this MMPs expression were identified. 1, 
Identification of MMPs that are reduced during EMT-induced formation of type 4D highly invasive oral
 cancers and cancer-associated fibroblasts. 2, Examination of PD-L1 degradation activity of MMPs, 
which are decreased in 4D type highly invasive oral cancer and cancer-associated fibroblasts by 
inducing EMTs. 3, Examination of the cleavage activity of PD-L1 by MMPs. 4, Investigation of 
anticancer drugs that increase the expression of MMPs with degradative activity of PD-L1.

研究分野： 口腔癌

キーワード： PD-L1
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果は、PD-1とPD-1リガンドが発見されるまで詳細な解析対象とされてこなかった4D型口腔癌微小環境で
の免疫寛容に焦点をあて、MMPによる腫瘍免疫調節が高転移性高浸潤型口腔癌へと誘導する可能性を検証した点
で独創的である。また、PD-L1の分解を通して腫瘍免疫活性化に働くMMP発現を上昇させる抗がん剤は、抗PD-1療
法と併用して効果を高める可能性も考えられる。本研究から得られる結果は、近年急速に注目されている癌免疫
療法の有効性を高めるための有益な情報を与える点で意義がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 申請者の研究室では、口腔扁平上皮癌の浸潤様式を 1、2、3、4C、4D 型の 5段階に分類し、そ
れぞれの段階の癌の性質を調べてきた。そのなかで、最も高浸潤性である 4D型（以下 4D型高浸
潤口腔癌）は高転移性で化学療法や放射線療法への耐性を獲得しており、再発の頻度も高く 5年
生存率が最も低いことを報告してきた。さらに申請者の研究室では、数年前頭頸部癌で適用が承
認された分子標的抗癌剤（セツキシマブ）の標的である EGFR(Epidermal Growth Factor 
Receptor)の発現が 4D 型高浸潤口腔癌細胞で低く、そのためにセツキシマブへの感受性が低い
ことを明らかにした(Oncology Letters, 11: 201, 2016)。さらに上皮間葉移行(Epithelial-
Mesenchymal Transition; EMT)関連遺伝子の発現が4D型高浸潤口腔癌細胞で増加し、EMTがEGFR
発現低下と関連することを明らかにした(Oncology Letters, 11: 201, 2016)。これに対し申請
者は 4D 型高浸潤口腔癌細胞を抗乳癌治療薬のエリブリンで処理すると間葉上皮移行
(Mesenchymal-Epithelial Transition; MET)が誘導され、さらに EGFR の発現亢進が誘導されセ
ツキシマブへの感受性が高まることを明らかにした(Oncology Reports, 2016, 36; 3139-3144.)。
これらの結果よりセツキシマブ耐性能獲得や 4D型高浸潤様式への移行に EMT が関わる可能性が
考えられた。 
近年、癌免疫療法は外科手術・化学療法・放射線治療の三大標準治療に続く第四の治療法として
注目されている。免疫抑制受容体 PD-1(programmed cell death 1)は活性化した T細胞に発現し
て、アポトーシスを誘導し T 細胞の機能を抑制する。多くの癌細胞は PD-1 リガンド(PD-L1、PD-
L2)を発現し、T 細胞の機能を抑制するシグナルを送ることで宿主の免疫監視機構から逃れてい
る。4D 型高浸潤口腔癌において、少ない数の癌細胞の集団でありながら免疫担当細胞の攻撃か
ら逃避し生存するためには、腫瘍周囲に免疫抑制性の微小環境を構築することが必要である。申
請者は、ヒト 4D型高浸潤口腔癌組織での PD-L1 の発現は癌細胞で低下しているが、腫瘍細胞周
囲の間質細胞で発現が亢進していることを報告した(Int J Oncol, 2017, 50: 41-48.)。さらに、
in vitro で癌細胞での PD-L1 の発現低下や、樹状細胞などの腫瘍周囲細胞での発現亢進には EMT
が関わることを示した(Int J Oncol, 2017, 50: 41-48.)。これらの結果は、高浸潤口腔癌微小
環境での免疫寛容に EMT が関わる可能性を示唆している。 
一方、組織内微小環境を構成する細胞外マトリックスやそれと結合する EMT に関連する生理活
性物質の代謝には MMP（Matrix Metalloproteinase）遺伝子ファミリーが中心的役割を果たして
いる。これまでに一群の MMP が、頭頸部癌、甲状腺癌、胃癌、乳癌で高発現していることが報告
され、MMP の高い細胞外マトリックス分解能から、癌浸潤・転移治療の最適の標的であると考え
てきた。しかしながら、理論的には有効と思われた MMP インヒビターは臨床治験で明らかな治療
効果を示さなかった。臨床治験に用いたインヒビターの中にはプラセボと比較して生存率がか
えって悪化した症例や、癌の進行や肝転移を促進した例もあった(Nat Rev Cancer, 7: 800, 
2007)。臨床治験は図らずも一部の MMP の腫瘍抑制効果を示唆する結果となった。実際に後の検
証で、これらの MMP ノックアウトマウスに移植した扁平上皮癌は、大きさは縮小したが未分化癌
細胞が増え悪性度が増大していた(Nat Rev Cancer, 7: 800, 2007)。 
 最近他の研究室から、EMT により誘導される癌関連線維芽細胞で発現している一部の MMP が
PD-L1 に対する分解活性をもち、それにより T 細胞の免疫寛容を抑制することが報告された
(Oncoimmunology, 5;e1091146, 2016)。この報告から、MMP インヒビターの臨床治験で癌の悪性
化が亢進したのは、PD-L1 の分解が阻害され、腫瘍免疫が抑制されたことが原因である可能性が
示唆された。さらにこの結果から、EMT による 4D型高浸潤口腔癌への移行の際、PD-L1 分解活性
をもつ MMP が発現低下し、腫瘍免疫が抑制されている可能性が考えられることから本研究で明
らかにする。 
 
２．研究の目的 
一般的に癌細胞は腫瘍免疫により大部分が死滅するが、悪性度の高い癌細胞は様々な環境で免
疫寛容を成立させ生存している。高転移性高浸潤型の口腔扁平上皮癌の浸潤先端部では、僅か数
個の癌細胞が周囲微小環境で免疫寛容を成立させ腫瘍免疫から逃れ生存している。画像や手術
中に、この少数個の癌細胞を検出することは極めて困難なため、腫瘍切除範囲の設定を誤り、再
発の可能性が高まる。よって、高転移性高浸潤口腔癌は予後不良で根本的な治療が困難である。
近年、癌免疫療法が注目され、高転移性高浸潤型口腔癌でも抗 PD-1 抗体の持続的な効果が示さ
れている。しかし、有効である患者は一部に限定されることから、効果を予測するマーカーの開
発や、効果の低い患者での併用薬剤の適正選択が課題である。これらの課題の解決のため、本研
究は高転移性高浸潤口腔癌の浸潤先端部微小環境での腫瘍免疫調節機構の解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
以上の研究背景から本研究は以下の 4研究項目のもとに、EMT が誘導する 4D 型高浸潤口腔癌
細胞や癌関連線維芽細胞の形成過程で発現低下する MMP を調べる。さらに、PD-L1 を分解する 
MMP を特定し、既存の抗がん剤のなかからこの MMP 発現を上昇させるものを同定する。 
１、EMT が誘導する 4D 型高浸潤口腔癌や癌関連線維芽細胞の形成過程で発現低下する MMP の特
定 
２、EMT の誘導により 4D 型高浸潤口腔癌や癌関連線維芽細胞で発現低下する MMP の PD-L1 分解
活性の検討 



３、PD-L1 の MMP による切断活性の検討 
４、PD-L1 の分解活性を持つ MMP を発現上昇させる抗がん剤の検討 
 
４．研究成果 
１、EMT が誘導する 4D 型高浸潤口腔癌や癌関連線維芽細胞の形成過程で発現低下する MMP の特
定 
申請者のこれまでの報告で OSC-20 細胞が低浸潤性で上皮系細胞の性質をもつことが明らかにな
っている。この細胞培養液に TGF-βを添加し、EMT により 4D型高浸潤口腔癌細胞へ誘導した。
同様に、ヒト正常歯肉線維芽細胞(HGF 細胞)を EMT の誘導により、癌関連線維芽細胞へ移行させ
た。現在まで MMP はヒトで 23 種類同定されており、これらの培養細胞での MMP 発現を解析し、
EMT の誘導で発現低下する MMP を同定した。 
２、EMT の誘導により 4D 型高浸潤口腔癌や癌関連線維芽細胞で発現低下する MMP の PD-L1 分解
活性の検討 
遺伝子導入効率の高い HEK293 細胞に、１の実験で特定された MMP と PD-L1 のタンパク発現ベク
ターを共導入し、それぞれのタンパクを恒常的に発現する安定発現細胞株を作製した。つぎに、
MMP と PD-L1 を安定発現する HEK293 細胞の培養上清中に含まれる、細胞膜から切断されて遊離
した PD-L1 を、Western blot 法にて調べた。空ベクターを導入した HEK293 細胞と比較し、PD-
L1 の遊離が亢進している MMP 安定発現株を調べ、PD-L1 切断活性をもつ MMP を特定した。 
３、PD-L1 の MMP による切断活性の検討 
膜結合部位を欠失し、C 末端に 6xHis タグを付加した分泌型 PD-L1 の発現ベクターを作製した。
HEK293 細胞にこの PD-L1 発現ベクターを導入し安定発現株を作製する。分泌された PD-L1 は His
タグカラムで精製した。精製した PD-L1 をリコンビナント MMP とインキュベートし、切断断片を
SDS-PAGE で解析し、PD-L1 に分解活性をもつ MMP を同定した。 
４、PD-L1 の分解活性を持つ MMP を発現上昇させる抗がん剤の検討 
数種類の培養口腔癌細胞に既存の抗がん剤を添加し、3で同定した MMP の発現を上昇させる抗が
ん剤を同定した。さらに、これらの抗がん剤を添加した際、PD-L1 の分解が亢進することを明ら
かにした。 
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