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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
（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、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。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) MICA（MHC class I polypeptide- 
related sequence A）はプロモーター上の
SNP（single nucleotide polymorphism）
により、肝発癌のリスクや血中MICA濃度
が異なっている。そこで、まず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、引き続いて臨床検体を
用いた検討を行った。 
2) 薬剤による MICA 発現制御を目的とし
て、MICAプロモーター活性測定細胞系を
用いての小規模一次スクリーンにより得ら
れたMICA発現誘導剤がもたらすNK細胞
抗腫瘍効果を検証した。 
 
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。前年度までの検討で、それらの
プロモーター配列を用いて、MICAのプロ
モーター・レポータープラスミドを作成し、
ルシフェラーゼアッセイにより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。そこで、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、臨床検体を用いた解析として、
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) 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、米国食品医薬
品局（FDA）承認薬剤のプライマリースク
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。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究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あり、かつ
各医療機関、研究機関の倫理委員会の承認
を済ませている。また、厚生労働省による
「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。 
 培養細胞系において行われている研究に
関しては、現時点で倫理面への配慮を必要
とする段階に至ってない。 
 
C. 研究結果  
1) 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) 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。 
 
D. 考察 
1) 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
つとなり得るため、今後、その同定を進め
ていく。また、同定された 2 つの SNP に
よる B 型肝癌リスク群の予測などにつき、
臨床検体を用いた解析を進めていく。 
2) FDA 承認薬ライブラリーを用いた一次
スクリーニングにより同定した候補薬剤の
うち、最も強力な活性を示し、かつ、本解
析にて肝癌細胞株特異的MICA発現誘導を
介したNK細胞抗腫瘍効果亢進が観察され
た薬剤 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。 
 
E. 結論 
1) 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。 
2) 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一次スクリーニン
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。 
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