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緒　言

　食道癌は主に 2 つの病理学的組織型よりなり、食道扁平上皮癌（ESCC）と食道腺癌で構成される。ESCC はアジア
諸国で多いとされており、本邦では ESCC は食道腺癌の 26 倍の頻度とされている１）。
　PD-1 は活性化した T 細胞、B 細胞、NK 細胞により誘導され、免疫寛容の調整に重要な役割を担う。二つの PD-1 に
対するリガンド（PD-L1、PD-L2）が認識されている２）。PD-L1 は様々なヒトの腫瘍に発現し、癌において宿主免疫回
避機構の重要な役割を担う。さまざまな悪性疾患において PD-L1 の発現は予後不良因子として報告されている３）。最
近の臨床試験では、PD-1 と PD-L1 との間の相互作用を阻害する抗 PD-1 抗体または抗 PD-L1 抗体療法は癌患者の予後
を改善する可能性が期待されている。
　上皮細胞が極性と細胞間の接着能を失い、浸潤能を獲得し、間葉系の表現型へと変化する過程である上皮間葉移行

（EMT）は癌の浸潤･転移に重要とされている４）。多くの癌において、HGF、EGF、PDGF と TGF-β など腫瘍間質か
ら産生される EMT 刺激シグナルは、癌細胞内の Snail、Slug、zinc finger E-box binding homeobox 1（ZEB1）、
Twist、FOXC2 といった EMT 誘導転写因子の誘導や機能活性化に関与する５）。
　我々は ESCC において PD-L1 の発現は悪性度と予後に関連することを報告してきたが６）、ESCC における PD-L1 発
現のメカニズムと形式はすべては明らかにはなっていない。今回我々は PD-L1 遺伝子のプロモーター領域に ZEB1 の
結合領域が存在することから、PD-L1 発現は転写因子である ZEB1 によって調整されていると推測した。本研究の目
的は ESCC において、PD-L1 発現と EMT の関係性、また臨床病理学的特徴を明らかにするものである。

方　法

１．患者
　九州大学大学院消化器･総合外科において 1997 年から 2005 年に術前無治療で食道切除術を施行された 90 例（平均
62.7 歳）を対象とした。本研究は九州大学倫理審査委員会によって承認された（認定番号：27-397）。

２．免疫組織化学染色と染色の評価
　免疫組織化学染色（IHC）には PD-L1 rabbit polyclonal 抗体（1:200; Lifespan Bioscience, Seattle, WA, USA）、ZEB1
IgG mouse monoclonal 抗体（1:150; Origene, Rockville, MD, USA）、CD8 抗体（1:100; DAKO, Santa Clara, CA, USA）、
E-cadherin 抗体（1:1000; TAKARA BIO, Siga, Japan）を使用した。
　4μm に薄切された切片をキシレンにて脱パラフィン後、エタノールにて脱水した。抗原賦活のために PD-L1（121℃,
10 min, in 0.01 M citrate buffer; pH 6.0）and ZEB1（121℃, 20 min, in Target EDTA, pH 9.0）、and CD8（121℃, 20
min, in 0.01 M citrate buffer; pH 6.0）, E-cadherin（121℃, 15 min, in 0.01 M citrate buffer; pH 6.0）の条件にてオート
クレーブ処理を行った。0.3%過酸化水素水にて 30 分間内因性ペルオキシダーゼ活性のブロッキングを施行した。非特
異的ブロッキングの後に PD-L1、ZEB1、CD8、E-cadherin の一次抗体を用いて、4℃、一晩反応させた。二次抗体反
応は EnVision system と DAB kits（DAKO）を用いた。PD-L1, ZEB1, CD8, E-cadherin の発現レベルは１人の病理医
を含めた２人で評価した。PD-L1 の発現は以前の報告のように腫瘍先進部での腫瘍細胞の細胞膜と細胞質の染色の程
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度を評価した１０）。腫瘍先進部はヘマトキシリン染色の所見を基に腫瘍の最深達層を評価した。本研究では他のいく
つかの報告に基づき、腫瘍細胞の 5%以上が染色されたものを PD-L1 陽性と判定した。ZEB1 は腫瘍先進部の PD-L1 と
同部位における細胞核の染色数をカウントし、評価した。ZEB1 陽性腫瘍細胞の合計個数は hot spot 領域の 3 高倍率視
野（3HPFs）をカウントし、ZEB1 陽性腫瘍細胞がすべての腫瘍細胞に占める割合を測定した。CD8 陽性腫瘍浸潤リン
パ球の個数も 3HPFs にて行い、低発現、高発現にて層別化した。本研究では ZEB1 と CD8 のカットオフ値はそれぞ
れの発現の平均値とし、ZEB1 は 6.9%であり、CD8 はそれぞれの HPS あたり 50 個がカットオフ値であった。
ZEB128,29 と CD830-32 の IHC を行った以前の報告はあるが、一定の定まったカットオフ値は存在しない。そのため本
研究では、我々は 90 例の発現の平均値をカットオフ値と定めた。E-cadherin は以前の報告に基づき、下記のように評
価した。腫瘍細胞の膜染色が正常細胞の膜染色よりも強いものを陽性とし、一方、弱いものを陰性とした。

３．細胞培養と transfection アッセイ
　我々は、それぞれ低分化、高分化、中分化、中分化のヒト ESCC 細胞株である TE5、6、8、11 を用いた。細胞は
RPMI-1640 培地に 20%胎児ウシ血清（FBS）を添加した培地にて培養し、37℃、5%CO2 下にて管理した。TE5、6、11
細胞株は上皮系の性質であり、TE8 は EMT の性質であった。
　siRNA trasnsfection において、TE8 は 6-well plate（0.25×106 cells per well）に散布し、取扱説明書に準じて
Lipofectamine RNAimax reagent（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）を用いて 30 pmol の siRNA を 48
時間 transfection した。ZEB1 に対する siRNAs は Stealth siRNAs の HSS110548 と HSS186235（それぞれ ZEB1-1、
ZEB1-2）（Thermo Fisher Scientific）を用いた。Twist と Snail に対する siRNAs は、HSS144372 と HSS186975（それ
ぞれ Twist-1、Twist-2）、また HSS143995、HSS143996（それぞれ Snail-1、Snail-2）を用いた。
　Stealth RNAi™ siRNA negative control を nontargeting（NT） siRNA として用いた。TE8 細胞では IFN-γ(R&D
system, Minneapolis, MN, USA)を 5 ng/ml にて用いた。TGF-β1 treatment では TE5、TE6、TE11 を 6-well plate

（0.25×106 cells per well）に散布し、recombinant TGF-β1（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を 20 ng/mL で 96 時
間 treatment した。

４．Quantitative real-time PCR（q-PCR）
　mRNA 発現レベルは TaqMan qPCR を用いて測定した。Total RNA は SuperScript® III First-strand Synthesis
SuperMix（Invitrogen）を用いて、cDNA へ合成された。リアルタイム PCR は StepOnePlus™（Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA）を用いて、反応はそれぞれ３回の独立した実験にて行われた。ハウスキーピング遺伝子として
β-actin を使用し、それぞれの発現レベルにおいて標準化のコントロールとした。

５．Western blot（WB）analysis
　6-well dishes にて培養した細胞を回収し、300μl の RIPA buffer （Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）に溶解した。検
体を 11000rpm、30 分、4℃にて遠心分離を行った。iBind™ Western System（Invitrogen）を用いて、撮影には
Amersham Imager600（GE Healthcare, Little Chalfont, UK）を使用した。1 次抗体は β-actin（Cell Signaling
Technologies, Danvers, MA, USA, 1:1000）、ZEB1（Origene, clone 3G6, 1:1000）、E-cadherin（Cell Signaling
Technologies, 1:1000）、Vimentin（Cell Signaling Technologies, 1:1000）を使用した。

６．Flow cytometry analysis（FACS）
　細胞は PD-L1 マウス monoclonal 抗体（Biolegend, San Diego, CA, USA）、ZEB1 マウス monoclonal 抗体（Novusbio,
Littleton, CO, USA）にて染色を行い、isotype コントロールとしてそれぞれ mouse IgG2b, κ（Biolegend）and IgG1

（Novusbio）を使用した。細胞膜染色では PD-L1 抗体と isotype コントロールを用いて 30 分、4℃インキュベートし
た。解析の前に 7-aminoactinomycin D（Thermo Fisher Scientific）を加えた。細胞内染色では Fixation と
Permeabilization Solution（BD Biosciences, Franklin, MA, USA）にて細胞固定を行い、取扱説明書に準じて処理を行
った。細胞は 20 分、4℃で固定を行い、Perm/Wash buffer（BD Biosciences）にて２回洗浄した。細胞は ZEB1 抗体
と isotype コントロールで 30 分、4℃で染色した。Perm/Wash bufferで洗浄し、FACS bufferで再懸濁した。蛍光デ
ータは Cell Sorter SH800（Sony, Tokyo, Japan）を使用し、解析には FlowJo software（Tree Star Inc., Ashland, OR,
USA）を用いた。
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７．統計学的解析
　in vitro 実験において、量的実験データは平均標準偏差として示されている。2 群間の差異はスチューデント t 検定
とカイ二乗検定を用いた。カプラーマイヤー曲線は全生存、無再発生存に対して使用し、統計学的有意差はログランク
検定を用いた。P 値 < 0.05 を統計学的有意とした。全ての解析は JMP9.0 software（SAS Institute）を使用した。

結　果

１．腫瘍先進部での PD-L1 発現と臨床病理学的因子、予後との相関
　IHC の評価では PD-L1 は ESCC 切片の腫瘍細胞の細胞膜と細胞質に発現していた。ESCC の 90 例において、腫瘍先
進部での PD-L1 発現陽性は 57 例（63.3%）に認めた。CD8 陽性リンパ球浸潤の高発現は 40 例（44%）に認めた（図
1）。予後解析では PD-L1 陽性群は全生存率、無再発生存率の両者で予後不良であった。PD-L1 陽性群の 5 年全生存率
は陰性群に比べ、有意に予後不良であった（39.2% vs. 67.0%, P = 0.0112）。PD-L1 陽性群の 5 年無再発生存率もまた陰
性群に比べ、有意に予後不良であった（22.4% vs. 57.8%, P = 0.0040）（図 2）。

図 1． 食道扁平上皮癌の腫瘍先進部における PD-L1、ZEB1、E-cadherin、CD8 の発現
PD-L1 抗体（a：陽性、b：陰性）、CD8 抗体（c：低発現、d：高発現）、E-cadherin 抗体

（e：高発現）、ZEB1（f：高発現）の免疫組織化学染色画像。

２．ZEB1 と PD-L1 発現の相関
　ZEB1 発現は腫瘍先進部の PD-L1 と同部位での腫瘍細胞の細胞核陽性染色個数のカウントによって評価した。
ZEB1 の高発現は 37 例（41.1%）であった。ZEB1 発現による臨床病理学的因子の比較検討は付録表 2 に示されている。
ZEB1 高発現は腫瘍深達度（P = 0.005）と EMT（P = 0.0006）と有意な相関を認めた。予後解析では ZEB1 高発現群
は有意に全生存率が不良であり、無再発生存率も不良な傾向にあった。ZEB1 高発現、低発現群の 5 年全生存率はそれ
ぞれ 36.2%と 60.1%であった（P = 0.0271）。ZEB1 高発現、低発現群の 5 年無再発生存率はそれぞれ 32.0%と 38.3%であ
った（P = 0.1836）。ZEB1 高発現群において、PD-L1 陽性群と陰性群はそれぞれ 76%と 24%であり、ZEB1 と PD-L1
発現に正の相関を認めた（P = 0.0397）。PD-L1 と ZEB1 の発現によって 4 群に分類すると PD-L1 陽性かつ ZEB1 高発
現群は全生存（P = 0.0240）、無再発生存（P = 0.0328）においても有意に予後不良であった（図 2）。
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図 2． 食道扁平上皮癌患者の PD-L1 と ZEB1 発現による予後曲線
食道扁平上皮癌患者の PD-L1 発現の状態による（a）全生存率、（b）無再発生存率。PD-L1
と ZEB1 発現による（c）全生存率、（d）無再発生存率。

３．siZEB1 による PD-L1 発現の抑制
　TE5、6、8、11 細胞株において、PD-L1、ZEB1、E-cadherin、Vimentin、TGF-β1 mRNA 発現を測定した。また
ZEB1、E-cadherin、Vimentin 蛋白の発現を WB 法にて解析した（図 3）。PD-L1 mRNA 発現レベルは全ての細胞株で
ほとんど変わらなかった。ZEB1 と TGF-β1 mRNA 発現は TE8 が他の細胞株に比べ高かった。TE8 は EMT の性質
を示し、紡錘状の形態を呈し、間葉系マーカーである Vimentin が高発現しており、上皮系マーカーである E-cadherin
が低発現であった。一方、TE5、TE6、TE11 は上皮系の性質であり、敷石状の形態を呈し、上皮系マーカーである E-
cadherin が高発現しており、間葉系マーカーである Vimentin が低発現であった。
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図 3． 食道扁平上皮癌細胞株の特徴
（a）TE5、TE6、TE8、TE11 細胞株の形態学的特徴。TE5、TE6、TE11 は上皮系の特徴
を呈する。TE8 は EMT の特徴を呈する。（b-e）TE5、TE6、TE8、TE11 細胞株における
ZEB1、E-cadherin、Vimentin、TGF-β1 mRNA 発現の解析。（f） TE5、TE6、TE8、
TE11 細胞株における ZEB1、E-cadherin、Vimentin の Western blotting による解析。

　次に PD-L1 と E-cadherin の mRNA 発現は EMT 誘導転写因子である ZEB1、Twist、Snail によってどのような影響
を受けるかを TE8 細胞株において q-PCR を用いて検討した（図 4）。ZEB1（siZEB1-1, siZEB1-2）、Twist（siTwist-1,
siTwist-2）、Snail（siSnail1, siSnail-2）に対する siRNA を使用した。TE8 において siZEB1 は non-targeting（NT）
siRNA と比較して、ZEB1 と PD-L1 mRNA 発現を抑制し、E-cadherin mRNA 発現を亢進した。一方、siTwist と
siSnail はそれぞれ Twist と Snail の mRNA 発現は抑制したが（P < 0.001）、PD-L1 mRNA 発現は抑制しなかった。
　FACS を用いて、PD-L1 と ZEB1 の細胞膜、細胞内の発現を測定した。TE8 において PD-L1 の細胞膜発現は低く、
ZEB1 の PD-L1 に対する影響をより明確に調べるために siZEB1 導入した TE8 細胞に IFN-γ 処理（5 ng/ml）を行っ
た。FACS 解析により siZEB1 は細胞内の ZEB1 発現を抑制することが示された。また siZEB1 によって、細胞膜の
PD-L1 発現も抑制された。siZEB1 は E-cadherin 発現を亢進したが、Vimentin 発現は変化しなかった。この結果から
ESCC 細胞株において、ZEB1 は PD-L1 発現を調整していることが示唆された。
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図 4． TE8 細胞株における ZEB1 による PD-L1 発現調整
TE8 細胞株を ZEB1 に対する siRNA また Nontargeting（NT）siRNA にて 48 時間処理し、

（a）ZEB1、（b）PD-L1、（c）E-cadherin の mRNA 発現レベルを quantitative real-time PCR
にて測定した。結果は NT siRNA にて処理した細胞の mRNA 発現レベルを基準とした

（任意に 1 と定義した）（*P < 0.001, **P < 0.05）。（d、e）NT siRNA、また siZEB1 を IFN-
γ 刺激処理をした細胞の（d）ZEB1 の細胞内発現と（e）PD-L1 の細胞膜発現。（f）NT
siRNA、また siZEB1 を IFN-γ 刺激処理をした細胞の Western blotting による蛋白発現の
解析。

４．TGF-β1 による EMT と PD-L1 発現の誘導
　上皮癌において EMT を強力に誘導する TGF-β を投与して検討した（図 5）。上皮系の形質を有する TE5、TE6、
TE11 細胞株を 96 時間 TGF-β1 にて処理すると、敷石状の上皮系の形態から紡錘状の間葉系の形態へと変化した。
WB 解析では E-cadherin 低発現、Vimentin と ZEB1 の高発現への変化を認めた。FACS による細胞膜の PD-L1 発現を
測定したところ、PD-L1 発現は TE5、TE6、TE11 細胞において明らかな増加を認めた。これらの結果から敷石状の間
葉系の表現型をもつ ESCC 細胞株において、TGF-β1 は ZEB1 発現を誘導し、さらに EMT の表現型へと変化させ、
細胞膜の PD-L1 高発現を導くことが示された。
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図 5． 食道扁平上皮癌細胞株において、TGF-β1 によって誘導される ZEB1、PD-L1 発現と形態
学的変化
TE5、TE6、TE11 細胞株は TGF-β1 にて 96 時間処理した。（a）TGF-β1 にて 96 時間処
理した TE5、TE6、TE11 の形態学的変化。（b）BTGF-β1 にて 96 時間処理した細胞の
Western blotting による蛋白発現の解析。（C～E）TE6 細胞株を TGF-β1 と IFN-γ にて
処理した際の PD-L1 細胞膜発現の FACS 解析。

考　察

　多種類のヒトの癌において PD-L1 発現について多くの報告がある２,３）。しかしながら、ESCC における PD-L1 発現
のメカニズムと様式はほとんど明らかではない。この研究では、我々は ESCC の腫瘍先進部での PD-L1 発現に着目し
た。我々のデータでは ESCC において、腫瘍先進部での高発現は stage の進行と予後不良に関連し、最深部における
PD-L1 発現の状態は ESCC の悪性度の重要な予測因子になりうる可能性を示唆している。
　腫瘍の PD-L1 過剰発現患者は抗 PD-1/PD-L1 抗体による治療によって、臨床予後が改善された７）。それゆえに、PD-
L1 高発現は PD-1/PD-L1 による免疫療法の効果予測因子になりうるかもしれない。我々は ESCC の先進部での免疫応
答を評価するために CD8 発現を評価した。癌組織における宿主免疫応答を制限する一つのメカニズムは PD-L1 の
upregulation を介しており、抗原特異的 CD8 陽性 T 細胞での PD-L1 の PD-1 への結合であり、それらは自然免疫と獲
得免疫抵抗性の二つのメカニズムによって制御されている。いくつかの報告では CD8 陽性 T 細胞と PD-L1 発現の相
関は正の相関、または逆相関関係と示されている。この違いは病理学的切片の着目領域の差異による結果かもしれな
い。本研究では癌組織の先進部に着目したために、CD8 陽性 T 細胞浸潤は PD-L1 発現と逆相関の関係にあった。この
統計学的結果とは別に、いくつかの症例において、EMT 変化を起こしていない腫瘍細胞での PD-L1 高発現もまた CD8
陽性リンパ球浸潤との関連を認めた（データ掲載なし）。これらの結果から、ESCC における獲得免疫抵抗性の制御下
において、PD-L1 発現に対する少なくとも二つの異なる経路があると考えられた。ひとつは CD8 陽性浸潤リンパ球を
介して IFN-γ が PD-L1 の upregulation を誘導する経路であり、もう一方は TGF-β を介して EMT と関連して PD-L1
を発現する経路である。IFN-γ と TGF-β の両者が TE 細胞株の PD-L1 発現を upregulate するという我々の in vitro
によるデータはこの仮説を支持している。それゆえに癌細胞において PD-L1 発現過程の獲得免疫抵抗性は ESCC の先
進部での腫瘍発育を加速させているかもしれない。
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　EMT は癌の転移と浸潤に関係し、ESCC において EMT は明らかに癌の浸潤、転移、予後に関連している。様々な
癌において PD-L1 発現と EMT の関係を示したいくつかの報告がある８,９）。皮膚の上皮細胞において、E-cadherin の
downregulation と Slug、Twist の upregulation を介して PD-L1 は EMT の促進の過程で機能することが報告された
８）。他の報告では特に Claudin-low サブタイプの乳癌細胞において、EMT と PD-L1 発現間の双方向性の影響は主に
PI3K/AKT 経路の活性化に依存していることが報告されている９）。本研究では新たな ZEB1-PD-L1 経路と ESCC の腫
瘍先進部での PD-L1 と EMT の関連を示した。癌の転移において、転写因子である ZEB1 は E-cadherin の抑制因子と
して作用することで、強く EMT を誘導する。PD-L1 のプロモーター領域には ZEB1 の結合領域が存在するために、我
々は ZEB1 が PD-L1 発現に影響を与えていると仮説をたてた（UCSC Genome Browser）。我々は本研究にて ESCC の
先進部における ZEB1 発現は PD-L1 発現と相関があることを報告した。ESCC 細胞株において、ZEB1-PD-L1 経路を介
して siZEB1 は PD-L1 発現を抑制し、TGF-β1 は EMT を誘導した。我々のデータは転写因子である ZEB1 は PD-L1
シグナル経路の上流にあり、PD-L1 発現を調整し、EMT を誘導すると同時に、免疫機構からの回避も引き起こすこと
を示した。Chen らは肺癌において、microRNA-200 が PD-L1 発現を標的とし、ZEB1 が miR-200 の抑制を取り去り、
腫瘍細胞の PD-L1 が CD8 陽性 T 細胞の免疫抑制と転移を引き起こすことを報告した１０）。本研究では PD-L1 のプロ
モーター領域には ZEB1 の結合領域が存在することに着目し、本研究を行った。現在までに PD-L1 の遺伝子領域に
ZEB1 結合領域があることに注目した報告はない。我々は遺伝子の結合領域の観点から PD-L1 と ZEB1 の関連性を最
初に報告した。しかしながら、我々は腫瘍の微小環境において ZEB1 は二つのシグナル経路を持つと考察している。一
つは遺伝子プロモーター領域を介した直接的な調整経路であり、もう一方は miR-200 を介した間接的な調整経路であ
る。IFN-γ、TLR、JAK/STAT、viruses 等のいくつかの因子が PD-L1 発現を調整している 51。PD-L1 はいくつかの
サイトカイン、特に IFN-γ、また病原体関連分子構造による外生の刺激が引き金となり、炎症状態において誘導され
る。細胞周期、増殖、アポトーシスと生体（NF-κB、MAPK、PI3K、mTOR、JAK/STAT）に影響を与えるレセプ
ターを介したシグナル分子は PD-L1 誘導に関与する。我々のデータでは ESCC において、TGF-β1 が ZEB1 を誘導
し、引き続いて PD-L1 発現も誘導していることを示した。
　結論として、ESCC において腫瘍先進部での PD-L1 発現は ZEB1 発現、EMT、予後不良と関連している。我々は腫
瘍免疫回避機構と EMT が協調して作用することが癌の悪性度に寄与していることを示した。ESCC の ZEB1-PD-L1
シグナル経路をターゲットとした治療のために、さらなる研究が必要である。
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