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研究要旨：MICA蛋白は本来、ウイルス感染肝細胞や癌細胞に発現し免疫細胞を活性
化して排除に向かわせる役割を担っている。我々は以前に、B型・C型ウイルス肝炎
感染からの肝臓癌発生に相関する一塩基多型（SNP）がMICA遺伝子の上流に存在
し、SNP依存的なMICA蛋白の発現量の多寡が肝癌発生と相関していることを報告
した。この結果に基づいて本研究は、microRNAを用いた転写後修飾によるMICA
蛋白発現制御を応用した肝癌予防法・治療法の開発を目的としている。MICA遺伝
子の3’UTR内にはmicroRNA-92および -106bが標的としうる配列が2個所存在し、
実際にそのmicroRNAの過剰発現系、および microRNA-92および106bの機能を阻
害するオリゴ核酸の肝細胞への導入で、MICA蛋白の発現量を調節できることが示
された。さらに肝細胞指向性をもつB型肝炎ウイルスLarge S 蛋白を応用した 
bionanoparticle にオリゴ核酸を封入することで、肝細胞特異的にオリゴ核酸を導入
できる系を確立し、 MICA蛋白の発現量をこの系を用いて調節しうることが示され
た。初代ヒト肝細胞を用いたHBV複製系では、microRNA-92の発現が低下するとと
もに培養上清中の可溶型MICAの量が増えており、HBV感染細胞の免疫排除系から
の回避機構のひとつになっている可能性が示唆された。これらの結果に今後のさら
なる分子機構・生理的意義の解明を加えることによって、オリゴ核酸のB型肝炎ウイ
ルス感染肝細胞への導入によるMICA蛋白の発現量調節が、ウイルス感染細胞の排
除やウイルス感染による肝発癌の予防法のひとつになる可能性が考えられた。 

 
A. 研究目的 
 我々はこれまでに、ゲノムワイドアソシ

エーションスタディ解析 (GWAS) によっ

て、B 型肝炎・C 型肝炎ウイルス感染から

肝臓癌の発生に関わる疾患感受性因子とし

て  MHC class I polypeptide-related 

sequence A gene (MICA 遺伝子) の一塩基

多型（SNP）を同定し報告した（Nat Genet 

2011, PLoS ONE 2012）。MICA は本来、

ウイルス感染肝細胞に高度に発現し

natural killer 細胞や CD8+T 細胞を活性

化して感染細胞の排除に向かわせる役割を

担っている遺伝子である。同定された SNP

は MICA 遺伝子の 5’ flanking region に存

在し、MICA 遺伝子の発現量を調節してい

ることが示唆されている。そのいっぽうで、

MICA の発現量の調節は、そのすべてをプ

ロモーター活性に依存しているわけではな

く、転写後の mRNA 分解や翻訳抑制も重

要とされている。特に癌細胞では MICA

を標的とする microRNA が過剰発現する

結果、MICA の発現が低いままに抑えられ、

免疫担当細胞による癌細胞の排除機構を回

避している可能性がある。さらには、逆に

MICA が高発現してもその後の翻訳後修飾



の変化によって soluble form の MICA の

量が増える結果、末梢部位で MICA の受容

体である NKG2D 陽性細胞が trap され、

本来排除されるべき MICA 発現肝細胞が

MKG2D陽性細胞からの攻撃を回避してい

る可能性も示唆されている。 

 いずれにしても MICA 遺伝子の発現量

の調節機構を解明しそれを制御する方法を

開発することは、感染肝細胞の排除あるい

は癌化細胞の免疫学的排除を介して、肝炎

ウイルス感染からの肝癌発生を制御するた

めにも極めて重要と考えられる。そこで、

MICAの遺伝子発現量の調節によるB型肝

炎ウイルス感染からの肝癌予防法・治療法

の開発のために、本年度は 昨年度に引き続

き microRNA による MICA 蛋白発現の制

御方法の開発を進め、創薬の観点から効果

的な肝細胞デリバリー法を検証した。 

 
B. 研究方法 
（１）MICA の 3’UTR を組み込んだルシ

フェラーゼレポーターコンストラクトを作

製し microRNA による MICA 遺伝子発現

調節能を検定した。この効果が、microRNA

の機能に依存することを示すために、コン

ピューター解析で得られる microRNA の

予想標的部位の seed 配列に相当する配列

に変異を導入した変異レポーターコンスト

ラクトを作製し効果を検証した。 

（２）microRNA の発現を mimic する過剰

発現コンストラクト、microRNA の機能を

落とすanti-sense配列発現コンストラクト

を用いて MICA の発現変化を検定した。 

（３）microRNA による MICA 発現調節後

に、実際にそのレセプターである NKG2D

との結合を FACS で検定した。 

（４）抽出・検証した MICA 発現調節に関

わる microRNA を HBV large S 蛋白の殻

に封入した bionanoparticle を作製し肝細

胞への microRNA のデリバリーと機能を

検証した。 

（５）HBV が感染複製しうる培養初代ヒ

ト肝細胞を用いて、HBV が感染した際の

microRNAの発現量の変化を網羅的に解析

した。 

 

「倫理面への配慮」：今回の研究は in vitro

での研究が主体であり 倫理面での問題は

ないものと考える。 

 
C. 研究結果  
 （１）肝癌細胞株 4 種 (HLE, Huh7, 

Hep3B, PLC/PRF/5)と Hela 細胞で MICA

の発現量を見たところ、MICA 発現細胞

(Hela, Hep3B, PLC/PRF/5)と非発現細胞

(HLE, Huh7)の二群に群分けされた。特に 

B 型肝炎ウイルス DNA の組み込みがある

ことが知られている Hep3B と PLC/PRL/5

細胞では MICA 遺伝子が高発現していた。

MICAの 3’UTR内に microRNA-93および 

-106b が標的としうる配列(Seed sequence 

が 100%マッチする配列 2 個所)を同定し、

実際にそれらの microRNA の過剰発現コ

ンストラクトを用いたレポーターアッセイ

によって その部分が microRNA の標的に

な る こ と を 確 認 し た 。 こ こ で 、

microRNA-93 と microRNA-106b はゲノ

ム上で tandem に遺伝子座が並んでいて発

現を含む挙動を共にする可能性が高いこと

から、敢えてこれらの microRNA が同時に



発現するような過剰発現系を作製し今回の

検討に充てた。 

（２）これらの microRNA の過剰発現と、

逆にそれらの microRNA の anti-sense 配

列を発現するコンストラクトを用いて

microRNA の機能を阻害すると、それらの

コンストラクトを導入した肝細胞では 導

入コンストラクトに応じて MICA の発現

量が減少・増加することが確認された。こ

れらの microRNA は MICA の発現に密接

に関わることが確認された。 

（３）microRNA の制御に伴う MICA の発

現量変化と相関して、MICA 発現細胞の排

除に関与する NKG2D（MICA のレセプタ

ー）との結合量に変化が生じることから、

microRNAによって制御したMICA発現量

の変化は、実際に免疫応答性を規定してい

る可能性が確認された。 

（４）HBV large S 蛋白を酵母を用いて合

成しその内部に遺伝子を封入し肝細胞特異

的に導入する方法は以前に樹立されていた。

そこで、上記の microRNA を HBV large S 

蛋白内に封入し、肝細胞特異的なデリバリ

ー法として応用できないか検証した。今回

はこの方法を用いて in vitro において細胞

内に microRNA が導入され実際に機能し

てMICA蛋白の発現を変化させることを確

認した。 

（５）初代ヒト肝細胞にHBVを感染させ、

複製維持されることを確認した。この系を

用いて、HBV 感染後の microRNA の発現

量の変化について microRNA microarray 

を用いて検証したところ、検証した計 2000

種類の microRNA のうち microRNA93 の

発現が HBV 感染・複製に伴って有意に減

少していた。MICA 蛋白は microRNA93

によって発現調節を受けることが上記の検

討から明らかになっていたため、この系で

細胞表面のMICAの発現を検討したところ、

HBV の感染によって細胞表面の MICA 蛋

白の発現量は変化が無いものの、培養上清

中の MICA 量は増加していた。この結果か

ら、初代ヒト肝細胞における HBV の感染

系では、microRNA93 の発現が低下するも

のの それに伴う MICA の発現量増加は細

胞表面で見られるのではなく、可溶性の

sMICA として培養上清中の量が増えるこ

とで認められるということが判明した。 
 
D. 考察 
 我々は以前行った GWAS 解析 によって、

B 型肝炎・C 型肝炎ウイルス感染からの肝

臓癌感受性を規定する SNP として MICA

のプロモーター領域の SNP を同定した。C

型肝炎ウイルス感染からの肝発癌において

は MICA 遺伝子発現を抑える方向に働く

SNP が肝発癌に関与（rs2596542 の A 

allele： P = 4.21 × 10-13, オッズ比 1.39）

していたが、不思議なことに、B 型肝炎ウ

イルス感染からの肝発癌においては逆に

MICA 遺伝子の発現を増やす SNP が肝発

癌 と 相 関 （ rs2596542 の G allele ：

P = 0.029, オッズ比 1.19）していた。B

型肝炎ウイルスおよびC型肝炎ウイルス感

染からの発癌における MICA の SNP のリ

スクアレルについての真逆の結果の生物学

的意義や分子機構は現時点ではまだ不明で

あるが、いずれにしても MICA 遺伝子の発

現量と制御がウイルス感染からの肝発癌に

密接に関与していることはこれらの結果か



ら強く示唆されていた。 

 今回の我々の検討によって、MICA の発

現調節にはプロモーター活性だけではなく

転写後調節、とくに microRNA による

mRNA の安定性調節もしくは蛋白翻訳効

率の調節が重要であることが示唆された。

特に MICA 遺伝子の 3’UTR には、ゲノム

近傍から発現する二種類の microRNA

（microRNA-93, -106b）の seed 配列に完

全に相補的な配列が二か所存在しており、

これらの microRNA によって発現が制御

されている可能性が高いことが in silico 解

析によって想定されてはいたが、本研究に

よって実際に microRNA による発現量の

調節が可能であることがしめされた。また、

MICA の発現量に応じてそのレセプターで

あるNKG2Dの結合量が変化することも証

明されたため、実際に MICA の発現量を制

御することが その後の免疫応答性をも制

御することになるということが示され、感

染細胞の排除・癌化細胞の排除にむけた細

胞性免疫を駆動するのに有効な分子標的と

なりうることが示唆された。ここまでの内

容については今年度 論文としてまとめ報

告した（Kishikawa et al. Sci Rep）。 

 さらに、初代ヒト肝細胞を用いた検討結

果から、HBV の感染に伴って MICA を発

現調節に関与する microRNA の発現が変

化し、それに伴って 実際に MICA の発現

量も変化するものの、発現増加した MICA

蛋白は細胞表面にとどまらず培養上清に出

ていくことが明らかとなった。この現象に

ついての分子機構や生理的意義については

次年度以降 引き続き検討を重ねていく予

定である。また、創薬実用化の観点から

microRNA の bio-nano-particle 封入によ

る肝細胞デリバリー法の検証についても

in vitro での検討は終了しており、次年度

以降 vivo での検討をすすめ MICA 蛋白

の microRNA による発現調節を介したウ

イルス駆除および肝癌予防法の開発を目指

す。 

 

E. 結論 

 MICA 蛋白の発現量は microRNA およ

びそのanti-senseの発現によって調節が可

能であった。さらに Bionanoparticle を用

いることで microRNA をはじめとするオ

リゴ核酸を肝細胞特異的に導入することが

出来る可能性が開け、創薬実用化に向けた

大切な進展が得られたと考える。また、初

代ヒト肝細胞を用いた HBV 複製系での検

討から、HBV は MICA を標的とする

microRNA93 の発現量を変化させ、その結

果 発現量が増加した MICA 蛋白は細胞表

面にとどまることなく細胞上清中に

shedding されることが明らかとなった。そ

の分子機構と生物学的な意義の解明を突き

詰めていくことによって、これら結果に基

づいた肝癌予防法あるいは HBV 感染細胞

の排除法の開発につなげられる可能性が示

唆された。 
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