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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
を示す。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の発現調節機構の検討を行い、MICA発現にはmicroRNAが

重要であること、MICA SNPによる血中MICA濃度の違いはプロモーター上のSNP
による転写活性の相違によること、その一つの機能的SNPがSP-1と結合すること
を明らかにした。2) MICAの発現調節を介したB型肝癌抑止法開発のために、MICA
発現調節薬剤探索レポーターシステムを確立し、強力にMICAの発現を誘導する薬
剤を見出した。3) 新たな肝癌感受性自然免疫系分子同定のために、HBV陽性肝癌
約200例、慢性B型肝炎約2,000例のゲノムワイドタイピングを終えた。4) MICA遺
伝子の3'-UTRにはmiR-92/-106b標的配列が2個所あり、実際にmiR-92/-106bで
MICA蛋白の発現量を調節可能であった。さらに肝細胞指向性をもつHBV Large S
蛋白を応用し、肝細胞特異的miRNA導入に成功、 MICA蛋白の発現量を調節可能
であった。5) HBe抗原は自然免疫において重要な役割を担うRIPK2と相互作用す
るが、RIPK2の発現を増強させるとHBV増殖は抑制され、RIPK2はHBV増殖抑制
の標的分子となる可能性が示唆された。6) 組織、腫瘍マクロファージ（Mac）に
おけるMICAレセプターであるNKG2Dの発現を検討したところ、腫瘍内Macで高
いNKG2D発現を認め、NKG2D陽性Macは腫瘍細胞の貪食レセプターとして機能
し、その免疫原性を正に保持する機能を有することを同定した。また、NKG2D陽
性Macは抗癌剤やIFNなど免疫療法の抗腫瘍効果を相乗的に高めることを明らか
とした。 
これら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。 
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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恐れるも
のである。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・松田） 
1) 実際に MICA が疾患感受性領域の原因
遺伝子であるかを検証するために、MICA
遺伝子のプロモーター領域について機能的
な SNP（一塩基多型 single nucleotide 
polymorphism）の探索を行なった。 
2) 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. B型肝癌感受性遺伝子MICAの発現調節
薬剤の探索（加藤） 
培養細胞系として肝癌細胞株を用いた。

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、
MICA 蛋白は 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。 



3. 新規 B 型肝癌関連自然免疫分子の探索
（松田） 
 新規の B 型肝癌関連遺伝子、特に自然免
疫関連分子の同定を目的として、HBV 陽性
肝癌症例約200例、慢性B型肝炎症約2,000
例を用いてゲノムワイドのタイピングを進
めている。 
4. 肝癌感受性遺伝子 MICA の microRNA
による発現制御（小池） 
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。 
5. 肝発癌における自然免疫関与の解析（横
須賀） 
1) Western blotting にて各種肝細胞におけ
るサイトカイン受容体 TNFR1、TNFR2、
IL1R1、ILR2 の発現を蛋白レベルで検討し
た。 
2) ヒト肝細胞に NF-B レポーターベクタ
ーおよび HBV 発現ベクターを共に細胞内
遺伝子導入した後、TNF および IL1を添
加しその活性化に対する影響をルシフェラ

ーゼアッセイにより検討した。 
3) HepG2.2.15 細胞を IFNα、TNF で刺激
後、細胞内 RIPK2 mRNA レベルと
conditioned medium および細胞内 HBV 
DNA 量を比較検討した。 
4) HBV 感染増殖と microRNA 発現状態と
の関連を調べるため、HepG2 および
HepG2.2.15 細 胞 で 1,008 種 類 の
microRNA について real-time PCR により
その発現を網羅的に比較検討した。 
6. B型肝癌におけるNKG2D依存免疫シス
テムのインパクトについての検討（地主） 
1) 腫瘍および健常組織マクロファージ
（Mac）サブセットでの NKG2D 発現、
NKG2D を介した免疫機能を検討した。 
2) B 型肝炎発癌モデル(HBx-トランスジェ
ニック（TG）マウス、NKG2D ノックアウ
ト（KO）マウスを対象に、マクロファージ
におけるNKG2D免疫システムが発癌活性
や抗腫瘍応答に与えるについて検証した。 
 
（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。 
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・松田） 
1) MICA のプロモーター領域にある 12 の
SNP について、網羅的に EMSA を行った
ところ、rs2596538 の G アレル特異的に転
写因子が結合することが同定された。イン
シリコの解析および抗体などを用いた競合
阻害実験によって、SP-1 が結合する可能性



が示された。この結果は、レポーターアッ
セイや CHIP assay、SP-1 の過剰発現が
MICA の遺伝子発現量を増加させることな
どから証明された。MICA が肝癌発症に対
して予防的に働くと考えており、MICA の
活性化が肝癌の治療に有用となりうること
が示された。 
2) 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、
機能性/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. B型肝癌感受性遺伝子MICAの発現調節
薬剤の探索（加藤） 
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、各肝癌細胞株において
MICA mRNA、細胞膜上 MICA 蛋白、
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。 
3. 新規 B 型肝癌関連自然免疫分子の探索
（松田） 
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. 肝癌感受性遺伝子 MICA の microRNA
による発現制御（小池） 
1) 肝癌細胞株 4 種で MICA の発現量を見
たところ、MICA 発現細胞と非発現細胞の
二群に群分けされた。特に HBV 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 miR-93 および-106b が標的としうる配
列を同定し、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。 
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 microarray を用いて検証
したところ、検証した計 2,000 種類の
microRNA のうち miR-93 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 miR-93 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、miR-93 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、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。 
5. 肝発癌における自然免疫関与の解析（横
須賀） 
1) ヒト肝細胞において TNF および IL1
に対する受容体 TNFR1、TNFR2、IL1R1、
ILR2 の発現を蛋白レベルで確認した。 
2) ヒト肝細胞では HBV により NF-B は
活性化されたが、TNF または IL1により
cooperative effect がみられ、更なる増加が
みられた。 
3) HepG2.2.15 細胞を IFNαまたは TNF
刺激すると、細胞内 RIPK2 の発現は増加
し、conditioned medium 中および細胞内
HBV DNA の発現減少がみられた。 
4) 1,008 種類の microRNA の内、HepG2
と比較し、HepG2.2.15 で少なくとも 30 種
類のmicroRNAで5倍以上の発現増加を認
めた。HepG2.2.15 細胞で 5 倍以上の発現
増 加 を 認 め た microRNA の う ち 7 

microRNA は Toll-like receptor（TLR）伝
達経路関連 microRNA として既に報告さ
れていた。HepG2.2.15 細胞で 5 倍以上の
発現低下を認めた 35 microRNA のうち、8 
microRNA も TLR 伝 達 経 路 関 連
microRNA として既に報告されていた。 
6. B型肝癌におけるNKG2D依存免疫シス
テムのインパクトについての検討（地主） 
1) 腫瘍 Mac では、脾臓、リンパ節など他
組織 Mac と比較して高い NKG2D 発現を
認めた。 
2) NKG2D 陽性 Mac は、NKG2D リガンド
発現腫瘍細胞の貪食取込を促進するととも
に、IL-6、IFNγ産生など炎症応答を正に
制御する役割を果たしていることを同定し
た。 
3) NKG2D 陽性 Mac および NKG2D 欠損
Macを移入したNKG2D-KOマウスについ
て、抗がん剤など治療効果を検証したとこ
ろ、NKG2D 陽性 Mac は、オキサロプラチ
ンや IFN による抗腫瘍効果を改善するこ
とを明らかとした。 
4) HBx-TGマウスとNKG2D-KOマウスを
対象に HBV 発癌に対する Mac、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。 
5) TIM-4 を介した抗原処理・提示システム
が HBV 感染、発癌病態に与える影響を
HBV 感染肝細胞、TIM-4-KO マウスや
HBx-TG マウスを対象に準備中である。 
 
D. 考察 

rs2596542 アレルと sMICA の相関につ
いては HCV 陽性肝癌と同様の相関を示し
ており、HBV 陽性肝癌においても遺伝子多
型がMICAの発現制御に重要であることが
示された。GWAS で同定された rs2596542
は今回アレル特異的な SP-1 の結合が示さ
れた rs2596538と強い連鎖にあることから、
rs2596538 が機能的な SNP である事、ま
たMICAの発現量の違いが予後に影響を与
えることが示された。 

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。 

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。 
今後、B 型肝癌の新たな予防法、治療法

を開発するためには、新規の B 型肝癌感受
性遺伝子の同定が望まれる。そこで、症例
数を増やした解析を進めている。 
 今回の検討によって、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（miR-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
であることが示された。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。 
 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 bionanoparticle 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。 
一般に、B 型慢性肝炎では血中炎症性サ

イトカイン TNF や IL1の増加がみられる
ことが報告されている。肝細胞ではそれぞ
れに対する受容体が発現しており、HBV は
NF-B を活性化し、この効果は TNF や
IL1といった炎症性サイトカインで増強
されることが明らかになった。近年 RIPK2 
KO マウスでインフルエンザ感染症の重篤
化が観察されている。今回の研究により、
IFNαや TNF は肝細胞において RIPK2 を
発現増加させ、肝細胞内および conditioned 
medium中のHBV DNAレベルを低下させ
ることが明らかとなった。一方これまでに、
HCV では miR-122 や miR-130a が重要で
あり、HIV 感染症でも microRNA が持続感
染に関与していることが報告されている。
今回の検討から、慢性 HBV 持続性感染で
も microRNA が宿主免疫反応を修飾し重
要な役割をしている可能性が改めて示唆さ
れた。 
今回の検討でNKG2D陽性マクロファー

ジによる新たな抗腫瘍免疫制御機構の存在
を世界に先駆けて明らかにした。とくに肝
癌において有効とされる白金系抗癌剤や



IFNの治療効果を高める可能性が示唆され
たことは臨床的に意義のあることと考えら
れる。今後の研究の進展により、腫瘍マク
ロファージにおけるNKG2D発現を制御す
る分子メカニズムの解明や、発現増強に寄
与する薬剤の開発を推進することで、肝癌
に対する抗癌効果の増強に寄与する創薬基
盤に貢献できるものと考えられる。 
 
E. 結論 
・MICA 多型が慢性 B 型肝炎患者の予後因
子として有用であるが、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。 
・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。 
・新規の B 型肝癌感受性遺伝子の同定、そ
れに続くゲノム創薬に向けた研究を進めて
いる。 
・MICA 蛋白発現量は 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 miR-93
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。 
・RIPK2はHBVの増殖複製に関与し、HBV

治療薬の一つの標的である可能性が示唆さ
れた。また HBV 感染期間中に microRNA
の発現状態が変化し、HBV 感染に対する自
然免疫が変化することが示唆され、HBV 感
染症において microRNA が重要であると
考えられた。 
・NKG2D 陽性マクロファージの腫瘍監視
メカニズムの一旦を明らかにしたとともに、
その機能修飾が、今後の HBV 肝発癌の制
御に重要な位置付けを占めうる可能性を提
示した。 
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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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分担研究課題：肝発癌における自然免疫関与の解析 

 
研究要旨：慢性B型肝炎の進展には自然免疫および獲得免疫の両者が重要であること
が知られている. 特にToll-like receptor (TLR), サイトカイン, インターフェロンシ
グナル伝達経路を含む自然免疫は特に重要と考えられている. 我々はこれまでにB
型肝炎ウイルス(HBV)とReceptor-Interacting Serine/Threonine Protein Kinase 2 
(RIPK2)の相互作用について報告してきた. 今回の研究では肝細胞においてHBV増
殖はNF-B活性化を誘導し, この作用はTNFおよびIL1で増強することを明らかに
した. 一方, TNFやIFNでRIPK2の発現を増強させると, HBV増殖は抑制された. 
RIPK2はHBV増殖に関与し, HBV増殖抑制の一つの標的分子となり得る可能性が示
唆された. またHBV増殖と関連してTLR関連microRNAの発現に変化がみられ, 
HBVはmicroRNAを介して自然免疫に影響を与えている可能性が示唆された. 

 
A. 研究目的 
これまでに , 我々は HBV HBe 抗原が
Receptor-Interacting Serine/Threonine 
Protein Kinase 2 (RIPK2)と相互作用し
RIPK2 の発現を抑制することにより各種
サイトカイン産生を抑制することを報告し
てきた(Wu et al. J Infect Dis 2012). また
肝細胞において TNF は RIPK2 を誘導する
ことも報告してきた. 今回 RIPK2 の発現
と HBV 増殖の関連について検討した. ま
た HBV 感 染 に お け る microRNAs 
(miRNAs)の関連についても検討した. 
 
 B. 研究方法 
1) Western blotting にて各種肝細胞におけ
るサイトカイン受容体 TNFR1, TNFR2, 
IL1R1, ILR2 の発現を蛋白レベルで確認し
た. 
2) ヒト肝細胞 TPH1 および Huh7 に
NF-B レポーターベクターおよび HBV 発
現ベクターを共に細胞内遺伝子導入した後, 
TNF および IL1を添加しその活性化に対
する影響をルシフェラーゼアッセイにより

検討した. 
3) HepG2.2.15 細胞をインターフェロン α 
(10,00IU/mL), TNF (100 ng/mL)で刺激後, 
120 時間での細胞内 RIPK2 mRNA レベル
と Conditioned Medium および細胞内
HBV DNA 量を比較検討した. 
4) HBV 感染増殖と miRNA 発現状態との
関 連 を 調 べ る た め , HepG2 お よ び
HepG2.2.15 細胞で 1008 種類の miRNAs
について real-time PCR によりその発現を
網羅的に比較検討した. 
 
（倫理面への配慮）血清の解析に関しては
千葉大学医学部倫理委員会に申請し, イン
フォームドコンセントに係る手続きを実施
し, 提供試料, 個人情報を厳格に管理保存
する. また, 一般論として弱者, 女性, 少
数民族の疫学調査等を行う場合は倫理上十
分配慮している. 
 
C. 研究結果  
1) ヒト肝細胞 HepG2, HepG2.2.15, Huh7, 
TPH1 において TNF および IL1に対する



受容体 TNFR1, TNFR2 および IL1R1, 
ILR2 の発現を蛋白レベルで確認した. 

2) ヒト肝細胞 Huh7 および TPH1 では
HBV により NF-B は活性化された
(3.2-fold)が, TNF (8.6-fold, p<0.05)または
IL18.0-fold, p<0.05 に よ り
Cooperative effects がみられ, 更なる増加
がみられた. 
3) HepG2.2.15 細胞をインターフェロン α,
または TNF刺激すると, 細胞内RIPK2の
発現は増加し(2.1~2.6-fold), Conditioned 
Medium 中(0.03~0.05-fold)および細胞内
HBV DNA(0.21~0.38-fold)の発現減少がみ
られた. 
4) 1008 種類の miRNAs の内, HepG2 と比
較し, HepG2.2.15 で少なくとも 30 種類 
(2.9%)のmiRNAsで 5倍以上の発現増加を
認めた.  HepG2.2.15 細胞で 5 倍以上の
発現増加を認めた miRNA のうち 7 
miRNAs (miR-200b-3p, miR-148a-3p, 
miR-145-5p, miR-146b-5p, miR-200c-3p, 
miR-455-3p, miR-455-5p) は TLR 伝達経
路関連 miRNAs として既に報告されてい
た. HepG2.2.15細胞で 5倍以上の発現低下
を認めた 35 miRNA (3.4%)のうち , 8 
miRNAs (let-7e-5p, let-7a-3p, let-7i-3p, 
let-7a-5p, let-7d-5p, let-7i-5p, 
miR-132-3p, let-7b-5p)も TLR 伝達経路関
連 miRNAs として既に報告されていた. 
 
D. 考察 
 一般に, B 型慢性肝炎では血中炎症性サ
イトカイン TNF や IL1の増加がみられる
ことが報告されている. 肝細胞ではそれぞ
れに対する受容体が発現しており, HBV は
NF-B を活性化し, この効果は TNF や
IL1といった炎症性サイトカインで増強
されることが明らかになった.  
近年 RIPK2 ノックアウトマウスでイン

フルエンザ感染症の重篤化が観察されてい
る(Lupfer et al. Nat Immunol 2013). 
今回我々の研究により, インターフェロン
αや TNF は肝細胞において RIPK2 を発現
増加させ , 肝細胞内および Conditioned 
Medium中のHBV DNAレベルを低下させ

ることが明らかとなった. 
一方これまでに, C 型肝炎ウイルスでは

microRNA miR-122 や miR-130a が重要で
あり, HIV 感染症でも miRNA が持続感染
に関与していることが報告されている. 今
回我々の検討から, 慢性 HBV 持続性感染
でも miRNAs が宿主免疫反応を修飾し重
要な役割をしている可能性が改めて示唆さ
れた. 
 
E. 結論 
 RIPK2 は HBV の増殖複製に関与し, 
HBV 治療薬の一つの標的である可能性が
示唆された . また HBV 感染期間中に
miRNAs の発現状態が変化し、HBV 感染
に対する自然免疫が変化することが示唆さ
れ, HBV 感染症において miRNAs が重要
であると考えられた. 
 
F. 研究発表 
1. 論文発表 
1) Kanda T, Jiang X, Nakamoto S, 
Nakamura M, Miyamura T, Wu S, 
Yokosuka O. Different effects of three 
interferons L on Toll-like receptor-related 
gene expression in HepG2 cells. Cytokine 
64(2): 577-83, 2013. 
2) Jiang X, Kanda T, Tanaka T, Wu S, 
Nakamoto S, Imazeki F, Yokosuka O. 
Lipopolysaccharide blocks induction of 
unfolded protein response in human 
hepatoma cell lines. Immunol Lett 
152(1): 8-15, 2013. 
3) Wu S, Kanda T, Nakamoto S, Jiang X, 
Miyamura T, Nakatani SM, Ono SK, 
Takahashi-Nakaguchi A, Gonoi T, 
Yokosuka O. Prevalence of hepatitis C 
virus subgenotypes 1a and 1b in 
Japanese patients: ultra-deep 
sequencing analysis of HCV NS5B 
genotype-specific region. PLoS One 8(9): 
e73615, 2013. 
4) Miyauchi T, Kanda T, Shinozaki M, 
Kamezaki H, Wu S, Nakamoto S, Kato K, 
Arai M, Mikami S, Sugiura N, Kimura M, 
Goto N, Imazeki F, Yokosuka O. Efficacy 
of lamivudine or entecavir against 



virological rebound after achieving HBV 
DNA negativity in chronic hepatitis B 
patients. Int J Med Sci 10(6): 647-52, 
2013. 
5) Kamezaki H, Kanda T, Arai M, Wu S, 
Nakamoto S, Chiba T, Maruyama H, 
Fujiwara K, Kanai F, Imazeki F, Nomura 
F, Yokosuka O. Adherence to medication 
is a more important contributor to viral 
breakthrough in chronic hepatitis B 
patients treated with entecavir than in 
those with Lamivudine. Int J Med Sci 
10(5): 567-74, 2013. 

6) Jiang X,  Kanda T, Wu S, Nakamura 
M,  Miyamura T, Nakamoto S, Banerjee 
A, Yokosuka O. Regulation of miRNA by 
HBV infection and their possible 
association with control of innate 
immunity. World J Gastroenterol 2014 
(in press). 
 
G. 知的所得権の出願・登録状況 
1. 特になし 
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分担研究課題：肝癌関連遺伝子 MICA の microRNA による発現制御 

 
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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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 

 
分担研究者：松田浩一 東京大学医科学研究所 准教授 
  
分担研究課題：B 型肝癌の発癌感受性遺伝子の探索 

 
研究要旨：発癌リスク感受性遺伝子であるMICAのプロモータ領域の解析の結果、
SP1の結合に影響を与える機能的SNPを同定した。このSNPのGアレル特異的に転
写因子SP1が結合し、遺伝子の発現を活性化することが明らかとなった。またこの
遺伝子多型と血中MICA濃度が有意な関連を示した。これらの結果より、MICAが肝
癌の感受性領域の責任遺伝子であることが示された。これまでに、HBV陽性肝癌約
200例、慢性B型肝炎約2000例のゲノムワイドのタイピングが終了した。これらの結
果を元に、新規のHBV陽性肝癌の感受性遺伝子の探索を進めている。 

 
A. 研究目的 
 MICA 多型及び分泌型 MICA の HBV 陽
性肝癌の発症リスクや予後に及ぼす影響を
検討することによって、Ｂ型肝癌における
自然免疫の機能解明目指す。 
B. 研究方法 
 ゲノム創薬に向けた取り組みとして、
MICA の活性化による肝癌予防法の開発を
目指している。そこで実際に MICA が疾患
感受性領域の原因遺伝子であるかを検証す
るために、MICA 遺伝子のプロモーター領
域について機能的な SNP の探索を行なっ
た。 
また新規の発癌関連遺伝子の同定を目的と
して、HBV 陽性肝癌症例約 200 例、慢性 B
型肝炎症約 2000 例を用いてゲノムワイド
のタイピングを進めている。これらの結果
を元に、新規の B 型肝癌感受性遺伝子のス
クリーニングを行う。 
（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。 
C. 研究結果  
  MICA のプロモーター領域にある 12
の SNP について、網羅的に EMSA を行っ
たところ、rs2596538 の G アレル特異的に

転写因子が結合することが同定された。イ
ンシリコの解析および抗体などを用いた競
合阻害実験によって、SP-1 が結合する可能
性が示された。この結果は、レポーターア
ッセイヤ、CHIP assay, SP1 の過剰発現が
MICA の遺伝子発現量を増加させることな
どから証明された（参考文献 1）。C 型の肝
癌患者では、SP-1 に対して親和性が高い G
アレルを持つ人では、血清MICA値が高く、
肝癌の発症リスクが低くなることから、
MICA が肝癌発症に対して予防的に働くこ
とが示された。MICA の活性化が肝癌の治
療に有用となりうることが示された。 
またこれまで収集を行った肝癌症例の内、
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 2000 例を用いた全ゲ
ノムタイピングを施行中である。 
D. 考察 
 rs2596542 アレルと sMICA の相関につ
いては HCV 陽性肝癌と同様の相関を示し
ており、HBV 陽性肝癌にいおいても遺伝子
多型がMICAの発現制御に重要であること
が 示 さ れ た 。 GWAS で 同 定 さ れ た
rs2596542は今回アレル特異的なSP1の結



合が示された rs2596538と強い連鎖にある
ことから、rs2596538 が機能的な SNP で
ある事、また MICA の発現量の違いが予後
に影響を与えることが示された。 
一方、B 型肝癌と C 型肝癌ではリスクアレ
ルが逆転しているため、MICA の腫瘍発生、
腫瘍免疫に対する機能も異なる可能性があ
るので、今後さらなる機能解析が必要とな
ると考えられる。 
また新規の疾患感受性遺伝子の同定が必須
となる。現在我々は症例数を増やした解析
を勧めている。 
E. 結論 
本解析の結果、MICA 多型が慢性 B 型肝炎
患者の予後因子として有用であることが明
らかとなった。現在新規の疾患感受性遺伝
子の同定及びゲノム創薬に向けた研究を進
めている。 
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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 

 
分担研究者：地主 将久 
  
分担研究課題：B 型肝癌における NKG2D 依存免疫システムのインパクトについての検討 

 
研究要旨：がん進展における腫瘍マクロファージ(Mac)の重要性を背景として、組織、
腫瘍MacのNKG2D発現を検討したところ、腫瘍内Macで他組織Macと比較して高い
NKG2D発現を認めた。NKG2D陽性Macは、腫瘍細胞の貪食レセプターとして機能
し、その免疫原性を正に保持する機能を有することを同定した。また、NKG2D陽性
およびNKG2D遺伝子欠損Mac移入キメラマウスでの検討により、NKG2D陽性Mac
は抗がん剤やIFNなど免疫療法の抗腫瘍効果を相乗的に高めることが明らかとなっ
た。さらに、現在HBX-TGマウスとNKG2D-KOマウスを対象にHBV発癌に対する
Mac、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構築中であ
る。またTIM-3を介した自然免疫制御システムがHBV感染、発癌病態に与える影響
をHBV感染系、TIM-3-KOマウスを対象に準備中である。 

 
A. 研究目的 
 研究目的は次の２点である。第一に、

NKG2D 依存免疫システムが腫瘍マクロフ
ァージによる発癌制御に与えるインパクト
を世界で初めて明らかにすること、第二に、
NKG2D 免疫システムの肝発癌自然史に与
えるインパクトを、NKG2D 遺伝子欠損１
HBV 自然発癌モデルを対象に検討するこ
とである、HB 以上の検討を通して、新た
な発癌発症マーカーや分子標的剤開発につ
なげることを目的とする。 
 
B. 研究方法 
 ・腫瘍および健常組織マクロファージサ
ブセットでの NKG2D 発現、NKG2D を
介した免疫機能を検討した。 

・B 型肝炎発癌モデル(HBX-トランスジェ
ニック(TG)マウス、NKG2D ノックアウ
ト(KO)マウスを対象に、マクロファージ
におけるNKG2D免疫システムが発癌活
性や抗腫瘍応答に与えるについて検証し
た。 

 
（倫理面への配慮） 

 動物実験に際し、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
研究を行った。以上より、実験方法につい
て倫理面の問題がないと判断した。 
 
C. 研究結果  
 ・腫瘍 Mac では、脾臓、リンパ節など他
組織 Mac と比較して高い NKG2D 発現
を認めた  (腫瘍 vs 非腫瘍=20.7% vs 
5 .4%)。 

・NKG2D 陽性 Mac は、NKG2D リガンド
発現腫瘍細胞の貪食取込を促進するとと
もに、IL-6、IFN-γ 産生など炎症応答を
正に制御する役割を果たしていることを
同定した。 

・NKG2D 陽性 Mac および NKG2D 欠損
Macを移入したNKG2D-KOマウスにつ
いて、抗がん剤など治療効果を検証した
ところ、NKG2D+Mac は、オキサロプ
ラチンや IFN による抗腫瘍効果を改善
することを明らかとした。 

・HBX-TG マウスと NKG2D-KO マウスを
対象に HBV 発癌に対する Mac、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。 
・TIM-4 を介した抗原処理・提示システム

が HBV 感染、発癌病態に与える影響を
HBV 感染肝細胞、TIM-4-KO マウスや
HBX-TG マウスを対象に準備中である。 

 
D. 考察 
 本研究では、NKG2D 陽性マクロファ

ージによる新たな抗腫瘍免疫制御機構の存
在を世界に先駆けて明らかにした。とくに
肝癌において有効とされる白金系抗がん剤
や IFN の治療効果を高める可能性が示唆
されたことは臨床的に意義のあることと考
えられる。今後の研究の進展により、腫瘍
マクロファージにおける NKG２D 発現を
制御する分子メカニズムの解明や、発現増
強に寄与する薬剤の開発を推進することで、
肝癌に対する抗がん効果の増強に寄与する
創薬基盤に貢献できるものと考えられる。 
 
E. 結論 
NKG2D 陽性マクロファージの腫瘍監視
メカニズムの一旦を明らかにしたとともに、
その機能修飾が、今後の HBV 肝発癌の制
御に重要な位置付けを占めうる可能性を提
示した。 
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