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研究要旨：肝炎ウイルスによる肝発癌抑止は肝臓病学の最重要課題である。我々は
GWASにより、MICA SNPがC型肝癌と関連していることを明らかにした。MICA 
SNPはB型肝癌とも関連し、血中MICA濃度がそ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。B型肝炎ウイルス（HBV）感染肝細胞とNK細胞を中
心とした自然免疫系との攻防がB型肝炎における肝発癌に深く関わっていること
を示している。そこで、本研究ではHBVによる発癌における自然免疫系の役割を
明らかにし、自然免疫系の制御、特にMICAの発現調節による肝発癌抑止法を開発
することを目的としている。 
今年度は、1) MICAの転写活性を規定するプロモーター上の2つのB型肝癌関連
責任SNPを同定し、臨床検体を用いた解析により血中MICA濃度と関連すること、
すなわちMICA発現量を規定していることを明らかにした。2) MICA発現を上昇さ
せる薬剤SAHAを同定し、SAHAがMICA発現誘導を介した抗腫瘍効果を示すこと
を証明した。また、ヒト化マウスの系を用いて、SAHAによる抗腫瘍効果がNKG2D
系免疫応答に依存することを前臨床試験系で証明した。3) 新たなB型肝癌発症に関
わる遺伝因子を同定する目的で、HBV陽性肝癌患者237名、非癌コントロール
15,060名を用いて、全ゲノム関連解析を行なった。その結果、HLA-DP領域に有意
な関連を認め、さらにHLA領域以外において強い関連を示す6領域を同定した。ま
たこれまでB型肝癌以外の悪性腫瘍との関連が報告されている288 SNPについてB
型肝癌との関連を検討し、CDKN2AやPHLDB1が有意な関連を示すことを明らか
にした。4) 細胞外分泌MICAはNKG2D陽性細胞からの攻撃を回避している可能性
が示唆されており、MICAの細胞外分泌を制御する化合物をレポーター細胞を構築
してスクリーニングし、複数のMICAの細胞外分泌を阻害する物質を同定した。5) 
ヒト肝細胞キメラマウスから分離された初代新鮮肝細胞にHBVを感染させMICA
発現を検討した結果、MICAはHBV感染とともに発現が増強し、HBsAgの排除前
から発現が減弱することが明らかになった。6) 腫瘍マクロファージにおける
NKG2D発現は正常と比較して高値であり、腫瘍細胞貪食を介して抗腫瘍免疫活性
の誘導に寄与し、さらにI型IFNと相乗的な抗癌効果を発揮することを明らかにし
た。 
これら研究を推し進め、肝発癌予防薬、肝癌治療薬の開発に結びつけたい。 
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A. 研究目的 
ウイルス肝炎はわが国の国民病とも言わ
れ、肝炎ウイルスキャリアは 350万人に及
ぶ。しかも肝炎ウイルスは不適切な医療行
為により蔓延した可能性が指摘されている。
ウイルス肝炎の終末像は肝癌であり、肝癌
こそ肝炎ウイルスキャリアが最も避けたい
合併症である。肝癌はわが国における癌死
の第 4位を占め、毎年 3万人以上もの尊い
命を奪っている。その原因の 70％が C 型
肝炎ウイルス（hepatitis C virus: HCV）、
20％が B 型肝炎ウイルス（hepatitis B 
virus: HBV）であり、肝炎ウイルスによる
肝発癌の抑止は肝臓病学の最重要課題であ
る。我々はゲノムワイド関連解析（genome 
wide association study: GWAS）を行い、
C 型肝炎において、自然免疫の主要因子で
あるナチュラルキラー（natural killer: 
NK）細胞の標的分子であるMICA（MHC 
class I-related peptide sequence A）の遺
伝子多型が肝発癌と関連していることを明
らかにした（Nat Genet 2011）。MICA遺
伝子多型はB型肝癌とも関連していること
を突き止めた。HBV 感染により MICA 発
現が誘導されるが、MICA遺伝子多型によ
りMICA発現量が異なり、その差が肝発癌
リスクのみならず予後までも規定している。
このことはすなわち、ウイルス感染肝細胞
とNK細胞を中心とした自然免疫系との攻
防がB型肝炎における肝発癌に深く関わっ
ていることを示している。そこで、本研究
では HBV による発癌における自然免疫系
の役割を明らかにし、自然免疫系の制御、
特にMICAの発現調節による肝発癌抑止法
を開発することを目的とする。B 型肝炎は
核酸アナログによりコントロール可能な疾
病になりつつあるが、HBVは駆除されがた
く、増殖を制御しても肝癌の発生は必ずし
も抑止出来ない。すなわち抗ウイルス療法
とは異なる肝発癌抑止戦略が必要である。
本研究は、GWAS により発見された
MICA/NK 細胞と肝癌との関連を元に、B
型肝炎における肝発癌抑止を行うという独
創的研究である。具体的には、 

I. B 型肝炎による肝発癌における
MICA/NK 細胞を中心とした自然免疫系の
役割の解明 
II. GWASデータ解析による B型肝癌に関
わる自然免疫系分子多型の同定 
III. 肝発癌関連自然免疫分子（特にMICA）
の発現調節による肝発癌抑止法の開発 
IV. NK 細胞と肝癌細胞との細胞間相互作
用の解明 
を目的とした研究を推進していく。 
 
B. 研究方法 
1. B型肝癌関連遺伝子MICAの発現調節機
構の解明（加藤） 

MICA プロモーター上の SNP（single 
nucleotide polymorphism）により血中
MICA濃度が異なる。そこで、MICAの転
写活性を変化させるプロモーター領域の
SNPの同定を試みた。具体的には、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。今までの検討で、
MICAの転写活性を変化させる 2つの候補
SNP を見出していたため、まず候補 SNP
の塩基を置換した変異型のレポータープラ
スミドを用いてルシフェラーゼアッセイを
行い、実際に転写活性を変化させるか否か
を検討した。さらに肝癌患者における候補
SNP のジェノタイピングと血中 MICA 濃
度の測定を行い、両者の関連性を検討した。 
2. B型肝癌感受性遺伝子MICA発現誘導剤
の NK細胞抗腫瘍効果（加藤） 
培養細胞系は、肝癌細胞株である

PLC/PRF/5細胞、NK細胞株、ヒト肝臓キ
メラマウス由来新鮮ヒト肝細胞である
PXB細胞を用いた。薬剤は、プライマリー
スクリーニングにより最も強力なMICA誘
導効果を示した HDAC 阻害薬である
suberoylanilide hydroxamic acid（SAHA、
Vorinostat）を用いた。MICA mRNA発現
は qRT-PCR により測定した。NK 細胞傷
害性試験では、前処理を施した PLC/PRF/5
細胞と NK細胞を 4時間共培養した後、傷
害された標的細胞からの培養上清中乳酸脱
水素酵素（LDH）放出レベルを酵素活性比



色測定系により評価した。 
3. 新規 B 型肝癌関連遺伝因子の探索（松
田） 

HBV 陽性肝癌患者 237 名、非癌コント
ロール 15,060 名を用いて、イルミナ
Human Hap610 BeadsChipにより、約 60
万か所の SNP タイピングを行なった。解
析にあたり、年齢性別を交絡因子とした。
また、癌発症と関連が報告されている 483 
SNPを抽出し、これらの SNPについて、
GWASの結果を用いて、発癌リスクとの関
連を検討した。 
4. MICAの翻訳後修飾（特に sheddingに
よる分泌）を制御する化合物の探索（小池） 
1) MICA は C 端寄りで切断され、その N
端側が細胞外に分泌される。そこで、N端
に nano-luc（小分子ルシフェラーゼ蛋白）
を有するMICAを発現するコンストラクト
を作製し、それを HepG2.2.15 細胞に恒常
的に発現させたうえで化合物を作用させ、
細胞上清中のルシフェラーゼ活性によりス
クリーニングを行った。化合物スクリーニ
ングは商業的に入手可能な 1,000種以上の
化合物を用いて、ルシフェラーゼの発現、
発光強度は GloMaxを用いて測定した。 
2) スクリーニングの結果、得られた候補化
合物について、細胞表面発現MICA蛋白の
量が変化するかを FACSによって検討した。  
5. HBV 感染による自然免疫関連分子発現
の解析（横須賀） 
 ヒト肝細胞キメラマウスから分離された
PXB細胞にGenotype C HBVを感染させ、
4～5日に 1度 cell culture mediumを交換
した。HBV DNAおよび HBsAgはそれぞ
れ TaqMan PCRおよび CLIAにて測定し
た。Day 7、day 27、day 62、day 90に細
胞蛋白を SDS lysis buffer にて回収し、
Western blotにてMICAおよび RIPK2の
発現状態を HBV 非感染肝細胞と比較検討
した。 
6. 腫瘍内マクロファージの B 型肝発癌に
およぼすインパクトについての検討（地主） 
マウス・ヒト腫瘍マクロファージを対象
に、自然免疫分子（NKG2D、TIM-3、TIM-4

等）発現やその腫瘍制御能を検討した。さ
らに HBV 発癌モデル（HBx-TG）を対象
にこれら免疫因子の自然発癌に対する影響
を検討する。 
 
（倫理面への配慮） 
本解析に用いた症例は全て、インフォー
ムドコンセントを取得済みで、また各医療
機関、研究機関の倫理委員会の承認済みで
ある。厚生労働省等による「ヒトゲノム・
遺伝子解析研究に関する倫理指針」を遵守
している。 
動物実験に際しては、動物実験等の実施
に関する基本指針や動物愛護法を遵守し、
当該研究を行っている。動物実験方法につ
いては倫理面の問題がないと判断している。 
組み換え DNA、レンチウイルスの取扱い
については機関承認を得て、拡散防止措置
を施したうえで研究を進めている。 
また、培養細胞系において行われている
多くの研究は、現時点で倫理面への配慮を
必要とするものではない。 
 
C. 研究結果  
1. B型肝癌関連遺伝子MICAの発現調節機
構の解明（加藤） 
前年度までに見出されたMICAの転写活
性を変化させる 2 つの候補 SNP に対し、
それぞれ塩基置換を行った変異型のプロモ
ーター・レポータープラスミドを作成して
ルシフェラーゼアッセイを行ったところ、2
つのSNPはともにルシフェラーゼ活性を3
～4倍変化させることが明らかとなった。 
臨床検体を用いた解析では、2つの SNP
はともに血中MICA濃度との関連性を認め、
MICAの転写活性が低いアレルを有する症
例では、血中MICA濃度が低いことが明ら
かとなった。 
2. B型肝癌感受性遺伝子MICA発現誘導剤
の NK細胞抗腫瘍効果（加藤） 
これまでに構築したMICAプロモーター
活性測定細胞系において FDA 承認薬ライ
ブラリーより同定した候補のうち、最も強
力な活性を示した薬剤 SAHA により細胞
毒性を生じない濃度にてMICA発現を誘導



した PLC/PRF/5 細胞と、NK 細胞株を共
培養した結果、NK 細胞傷害性は未処理の
PLC/PRF/5 細胞に対する場合よりも有意
に上昇した。加えて本 NK細胞傷害性亢進
は MICA 抗体により中和された。一方で
SAHA は正常ヒト肝細胞である PXB 細胞
においてMICA発現誘導をもたらさなかっ
た。 
3. 新規 B 型肝癌関連遺伝因子の探索（松
田） 
全ゲノム関連解析の結果、480,702 SNP
についてのデータが取得された。 

B 型肝癌ともっとも強い関連を示したの
はHLA-DP領域であった（P=3.5 x 10-12）。
この領域は、慢性 B型肝炎との関連が既に
報告済みであることから、この SNP は癌
化ではなく、HBV感染の慢性化に関与する
と考えられた。また HLA 領域以外では、
ITPR1 、 LOC389141 、 KIAA0319 、
ZNF804B、FCHO1、POP4の 6領域が 10-6

台の強い関連を示した。 
さらに様々な悪性腫瘍の罹患性と関連が
知られている 483 SNPについて、B型肝癌
との関連を検討した。この内、288 SNPに
ついて関連解析結果が得られた。相関解析
の結果、CDKN2A や PHLDB1 が 0.01 以
下の強い関連を示した。しかしながら多重
検定の補正後も有意な関連を示す SNP は
同定されなかった。これまで収集を行った
肝癌症例のうち、発症原因不明な 504例に
ついて血中 HBs Ag及び抗 HCV抗体の測
定を行った。その結果、B型肝癌 11名、C
型肝癌 83名について発症原因を特定した。
これらの結果を元に、HBV陽性肝癌症例約
200例、慢性 B型肝炎症例約 2,000例を用
いた全ゲノムタイピングを施行中である。 
4. MICAの翻訳後修飾（特に sheddingに
よる分泌）を制御する化合物の探索（小池） 
1) MICAの N端に nano-luc蛋白を融合さ
せたレポーター蛋白では、ポジティブコン
トロールとして用いた panADAM 阻害剤
を作用させると、想定通りに上清のルシフ
ェラーゼ値が減少する一方で、細胞溶解液
でのルシフェラーゼ値が増加する傾向が認

められた。そこでレンチウイルスによって
HepG2.2.15 細胞にこのコンストラクトを
組み込み、恒常的にレポーター蛋白が発現
するレポーター細胞を確立した。この細胞
と商業的に入手した 1,280種の化合物につ
いてスクリーニングを行った。その結果、
negative control におけるルシフェラーゼ
（上清中/細胞溶解液中）の値が通常では
0.02 程度のものが、 Molsidomine 、
Metergolineなどの化合物によって、0.009
程度にまで下がり、かつ、細胞溶解液中の
絶対値が増えていた。すなわちこれらの化
合物を作用させると、細胞内MICAが増え
る一方で、細胞外に分泌されるMICAは減
少し、その結果 shedding が抑制されてい
ることが示唆された。 
2)これらの候補化合物を用いて、実際に細
胞表面のMICA量変化をFACSにて確認し
た。その結果、ポジティブコントロールと
して検討した ADAM阻害剤、MMP阻害剤
と同程度の強さで、細胞表面のMICA発現
量を増やすことが確認できた。 
5. HBV 感染による自然免疫関連分子発現
の解析（横須賀） 
ヒト肝細胞キメラマウスから分離された

PXB細胞に Genotype C HBVを感染させ
たところ、condition medium中HBV DNA
は day 2で 3.9/4.7 log copies/mL、day 7
で 3.8/4.5 log copies/mL、day 27で 5.5/5.1 
log copies/mL 、 day62 で 4.5/5.5 log 
copies/mL、day 90で 3.3/3.3 log copies/mL
と検出可能であった。同様に condition 
medium中 HBsAgは day 2で＜0.05/0.06 
IU/mL、day 7で＜0.05/0.24 IU/mL、day 
27で 2.38/0.76 IU/mL、day 62で 1.41/1.57 
IU/mL であったが以後急速に検出感度以
下となった。 
肝細胞 MICAは day 27で感染 HBV量
依存的に非感染肝細胞と比較し発現が増加
していた。day 62では非感染肝細胞と比較
し発現が減少し、day 90では発現のさらな
る減弱がみられた。肝細胞 RIPK2は HBV
感染により発現の減弱がみられた。 
6. 腫瘍内マクロファージの B 型肝発癌に



およぼすインパクトについての検討（地主） 
1) NKG2Dは正常マクロファージと比して
腫瘍内マクロファージに高発現していた。 
2) NKG2D陽性マクロファージは、IFN-α/β
を介して抗がん剤による抗腫瘍効果を高め
る効果を発揮した。 
3) HBx-TGマウスとNKG2D-KOマウスを
対象にHBV発癌に対するマクロファージ、
NK細胞を介した NKG2D免疫システムの
役割を検証する実験系を立ち上げた。 
4) ヒト化マウスの系を用いて、HDAC 阻
害剤 SAHA による抗腫瘍効果が NKG2D
系免疫応答に依存することを、ヒト化マウ
スを対象にした前臨床試験の系で証明した。 
 
D. 考察 

B型肝癌感受性を決定するMICAの転写
活性を規定するプロモーター上の 2つの責
任 SNP が同定された。また臨床検体を用
いた解析により、この 2 つの SNP はとも
に、血中 MICA 濃度との関連性を認めた。
このことより、MICAの発現制御において、
MICA のプロモーター上の 2 つの SNP が
転写レベルで重要な役割を果たしていると
考えられた。同定された 2 つの SNP が存
在する部位には、何らかの転写因子が結合
している可能性があり、その転写因子は B
型肝癌抑止法の開発において魅力的なター
ゲットの 1つとなり得る。 

FDA 承認薬ライブラリーを用いたスク
リーニングにより同定した SAHA は目下
他癌腫にて使用されている抗癌剤であるた
め、肝癌治療にも応用される可能性が考え
られる。今後は SAHAのモデルマウスを用
いた免疫細胞による抗腫瘍効果検証、
MICA誘導分子作用機序解明、類似活性化
合物の集中的探索に加え、新規MICA誘導
剤の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、副作用を低減する
標的特異性解明が進むと同時に、新規同定
低分子化合物は肝癌に対する抗腫瘍免疫療
法開発における魅力的な候補薬剤となるこ
とが期待される。 
新規 B 型肝癌関連遺伝因子の解析では、
既報の領域以外には強い関連を示す領域は

同定されなかった。しかしながら、
CDKN2A は様々な疾患との関連が知られ
ている事から、HBV肝癌のリスクマーカー
として有望と考えられる。今後は独立した
検体での再現性の確認に加え、サンプル数
を増やした解析や、慢性 B型肝炎をコント
ロールとした解析などが必要になる。 
 これまでの検討によって、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
が重要であることを示している。実際に細
胞表面の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
ることが示唆されており、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。
そこで、創薬実用化の観点からMICAの翻
訳後修飾（shedding）制御についての検討
を行った。Drug screeningを行うためには
簡便なモニター系が必要であるが、本研究
においてMICAのN端に小分子 luciferase
である nano-lucを連結することによって、
容易に細胞内・外の MICA 蛋白量を
luciferase の発光によるレポーターに置き
換えることが可能となった。今回スクリー
ニングで同定したMICAの sheddingを抑
える可能性のある薬剤は、先の検討で同定
した MICA 蛋白の発現そのものをふやす
microRNAと組み合わせることで効果的に
細胞表面のMICA蛋白を増やすことが可能
であり、さらに Bio-nano-capsules を用い
たデリバリー法と組み合わせることによっ
て、効果的に HBV 感染肝細胞にこれらの
materialを送達させ、免疫細胞の活性化を
もたらすことで MICA の microRNA によ
る発現調節を介したウイルス駆除および肝
癌予防法の開発が可能となると期待される。 
 ヒト肝細胞キメラマウスから分離された
PXB 細胞中のヒト肝細胞の割合は約 70%
以上と報告されている。PXB 細胞に HBV
を感染させ、Western blotを用いてMICA
および RIPK2発現を解析した。HBV粒子
の半減期は HBe 抗原陰性者および陽性者



ではそれぞれ中央値2.5 minおよび46 min
でありるが、Dandriら（Hepatology 2008）
は免疫不全 uPA miceでは半減期が 44 min
から 4時間と延長していることを報告して
いる。今回研究に用いた HBVは HBe抗原
産生株であるが、約 90 日間 condition 
medium中でHBV DNAが検出可能であり、
今後の解析に有用であると考えられた。 
肝発癌モデルにおいて、腫瘍マクロファ
ージにおける NKG2D、TIM-3、TIM-4が
発癌制御に重要な役割を果たすことが明ら
かになった。今後は HBV 感染、発癌プロ
セスにどのように影響を及ぼすか、さらな
る検証が必要である。さらに、NKG2D 欠
損 HBx-TGマウスにおける肝、腫瘍マクロ
ファージの機能解析と発癌活性、HBV発癌
予防、治療薬としての NKG2D、TIM-3阻
害剤の可能性の in vivo モデルにおける検
証が重要である。 
 
E. 結論 
・MICAの転写活性を規定するプロモータ
ー上の 2 つの SNP が同定され、臨床検体
を用いた解析により、血中MICA濃度と関
連性を認めることが明らかとなった。 
・構築済みMICA発現増強薬剤探索レポー
ターシステムを用いたスクリーニングによ
る候補薬剤 SAHAに関して、MICA発現誘
導を介した抗腫瘍効果を、肝癌細胞株を標
的としたNK細胞との共培養系にて実証し
た。 SAHA は natural-killer group 2, 
member D (NKG2D)リガンドである
MICAの発現調節を介した肝癌治療開発に
つながると期待される。 
・B 型肝癌の疾患関連遺伝子を網羅的に解
析した結果、HLA領域が強い関連を示した。
また他にも複数の候補領域が同定された。 
・MICA の shedding 制御法の開発を開始
した。本法はこれまでの知見と合わせるこ
とによって効果的な免疫学的治療法につな
がると期待される。 
・ヒト肝細胞キメラマウスから分離された
初代新鮮肝細胞では少なくとも 90 日間の
HBV 感染状態の観察が可能であった。
MICAはHBV感染とともに発現が増強し、

HBsAgの排除前から減弱した。HBV感染
および HBsAg 排除との関連から非常に興
味深い。 
・腫瘍マクロファージによる HBV 発癌制
御の一旦を明らかにできた。腫瘍マクロフ
ァージ発現因子を標的とした新たな診断・
治療法開発につながることが期待される。 
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