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特別研究員 
  
分担研究課題：B 型肝癌における自然免疫の機能解明とその制御による発癌抑止法開発 

 
 

研究要旨： 我々は、B型肝炎ウイルスによる肝癌にMICA遺伝子上の一塩基多型
（single nucleotide polymorphism: SNP）が関与すること、さらに血中MICA濃
度がMICA SNPの遺伝子型と相関し、B型肝癌において高いことを報告した。そこ
で、本研究では、1) MICAの発現調節機構を解明し、2) MICAの発現調節を介した
B型肝癌抑止法を開発すること、を課題として取り組んだ。その結果、1) MICAの
発現にはmicroRNAが重要な役割を担っていること、MICA遺伝子上のSNPによる
血中MICA濃度の違いは、MICAプロモーター上のSNPによる転写活性の相違によ
り規定されていること、2) MICA発現を上昇させる薬剤、を見出した。本研究を推
し進めることで、患者の予後改善や治療に伴う負担の減少、さらには日本発の肝発
癌予防薬、肝癌治療薬の開発に結びつけたい。 

 
A. 研究目的 
1) まず、MICA（MHC class I polypeptide- 
related sequence A）の発現が microRNA
（miRNA）により制御されているかどうか、
また、MICA の SNP が microRNA による
制御に関与しているかどうか、につき検討
を行った。加えて、MICA の SNP が mRNA
の転写活性に及ぼす影響につき検討を行っ
た。 
2) 薬剤による MICA 発現制御を目的とし
て、まずは MICA プロモータ活性測定細胞
系を用いたMICA発現増強薬のプライマリ
ースクリーニングを行った。 
 
B. 研究方法 
1) 肝癌細胞株のうち、B 型肝癌のリスクア
レルを有する HLE 細胞と、プロテクティ
ブアレルを有する Huh7 細胞の配列を検討
に用いた。microRNA を介する制御につい
ては、MICA の 3'-UTR を 3'-UTR luc 
vector にクローニングして、ルシフェラー

ゼ活性を測定することにより検討した。転
写活性については、MICA のプロモーター
領域を luc vector にクローニングして、ル
シフェラーゼ活性を測定することにより検
討した。 
2) 培養細胞系として肝癌細胞株である
Huh7、PLC/PRF/5 (Alexander)、HepG2 
細胞を用いた。薬剤は米国食品医薬品局
（FDA）承認薬剤をプライマリースクリー
ニングに用いた。MICA mRNA 発現は
qRT-PCR により測定した。MICA タンパク
質は immunoflorescence および FACS により
検出した。培養細胞上清中可溶性 MICA
（soluble MICA: sMICA）濃度は ELISA に
より測定した。転写活性については、MICA
のプロモーター領域を luc vector にクロー
ニングして、ルシフェラーゼ活性を測定す
ることにより検討した。細胞毒性は細胞に
よるテトラゾリウム塩還元産物の培養上澄
中吸光度により測定した。 
 



（倫理面への配慮） 
 本研究は、今までのところ培養細胞株を
用いた検討を行っており、倫理面への配慮
は特に必要ない。将来的にヒト由来試料を
用いる場合には、厚生労働省等により定め
られた「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関
する倫理指針」を遵守する。 
 
C. 研究結果  
1) MICA の 3'-UTR 領域をクローニングし
た 3'-UTR luc vector を用いた検討では、
HLE、Huh7 細胞由来の配列ともにルシフ
ェラーゼ活性の低下を認めたが、両者間に
差は認められなかった。すなわち、MICA
発現は microRNA の制御を受けるが、SNP
によりその制御に違いはないことが明らか
になった。 
それに対し、MICA のプロモーター領域

をクローニングした luc vector を用いた検
討では、Huh7 細胞由来の配列に比し、HLE
細胞由来の配列では約 3～4 倍、ルシフェ
ラーゼ活性が高値であった。さらに検討を
進め、両者間のルシフェラーゼ活性の相違
を生じさせる SNP を探索したところ、プ
ロモーター領域上の 2 つの SNP が候補
SNP として見出された。1 つの SNP は最
初に同定された SNP と連鎖不平衡にあり、
原因 SNP である可能性が高い。もう 1 つ
の SNP は rare variant であり、頻度は低
くても肝癌と関連の強い SNP である可能
性がある。 
2) 構築した MICA プロモーター活性測定
細胞系を用いて FDA 承認薬剤ライブラリ
ーを用いて、強力に MICA プロモーターを
活性化させる薬剤を複数同定した。そのう
ち、最も強力な活性を示した薬剤につき詳
細な検討を加えたところ、本薬剤は細胞毒
性をもたらさない濃度にてレポーター細胞
の濃度依存的なルシフェラーゼ活性上昇が
認められると共に、Huh7、Alexander、
HepG2 各肝癌細胞株において MICA 
mRNA、細胞膜上 MICA タンパク質、
sMICA 濃度の上昇が観察された。その効果
はMICA発現誘導効果が既に報告されてい
る酪酸ナトリウムをはるかに凌駕する顕著

なものであった。一方で他の候補薬剤に関
しても細胞毒性はもたらさず同様の MICA
発現誘導効果を確認した。 
 
D. 考察 
1) MICA の発現調節において、microRNA
を介した制御の関与が示唆されたが、
3'-UTR 上の SNP は影響していないと考え
られた。一方、MICA の転写活性にはプロ
モーター上の SNP が影響しており、この
SNP の違いにより、MICA の発現量が異な
ると考えられた。 
2) FDA 承認薬ライブラリーを用いたプラ
イマリースクリーニングにより同定した複
数のMICA発現増強剤のうち最も強力な活
性を有していたものは、他の癌腫に対して
現在使用されている抗癌剤であるため、早
期に肝癌治療にも応用されると期待される。
今後は同定した薬剤の抗肝癌効果を調べる
ための培養細胞系およびモデル動物を用い
た免疫細胞による抗腫瘍効果検証実験を予
定している。また、MICA 誘導作用機序の
分子レベルでの解析を検討することで、副
作用低減のための特異性を担保する薬剤標
的の解明が可能になると期待される。また、
今回確立したスクリーニング系を用いた大
規模ハイスループットスクリーニングを視
野に入れており、新規に同定される低分子
化合物は肝癌に対する抗腫瘍免疫療法の魅
力的な候補となることが期待される。 
 
E. 結論 
1) MICA の発現調節機構において、
microRNA を介した制御が関与しているこ
とが示された。また、MICA の遺伝子座の
SNP による血中 MICA 濃度の違いは、プ
ロモーター領域上の SNP による転写活性
の相違により規定されていると考えられた。 
2) MICA発現調節薬剤探索レポーターシス
テムを確立し、本システムを用いてプライ
マリースクリーニングを行い、強力な
MICA 発現誘導効果を有する薬剤を見出し
た。本薬剤は MICA 発現調節を介した抗肝
癌治療開発に直結すると期待される。 
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