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研究成果の概要（和文）：HLAクラスI分子の一つであるHLA-Fを、悪性度の高い腫瘍のマーカーとして利用する
新規腫瘍病理診断法の開発をめざして本研究を行った。病理診断において広く使用されるホルマリン標本で
HLA-Fの発現解析を行うため、解析方法を最適化した。大腸癌のホルマリン標本で検証したところ、HLA-Fは悪性
度の高い低分化癌に100%発現し、このうち75%に高発現、中~高分化癌でも約26%にHLA-Fが高発現していた。また
悪性度の異なる大腸癌細胞株を用いたmRNA解析においても、低分化癌細胞株において、HLA-FのｍRNAが高くなる
傾向が得られた。今後、症例数をふやし本法の有用性についてさらに検証する。

研究成果の概要（英文）：We have investigated the HLA-F expression on tumor tissues to develop the 
new method for the tumor diagnosis using HLA-F. HLA-F is one of HLA class I molecules, but it has 
low polymorphism and has restricted expression pattern. The staining method of HLA-F was optimized 
for the formalin fixed-paraffin embedded tumor tissues. HLA-F expression was detected all 
poorly-differentiated colon cancer, which we have tested. Especially, the strong HLA-F expression 
was detected on 75% of poorly-differentiated colon cancer and 26% of moderately- or 
well-differentiated colon cancer. On the analysis of HLA-F mRNA on tumor cell lines, HLA-F mRNA was 
upregulated following with tumor malignancy. These results indicated that HLA-F expression on tumor 
was associated with tumor malignancy. However we need more investigation to show clearly the 
association between HLA-F and tumor progression and to show utility of new system for tumor 
diagnosis using HLA-F.

研究分野： 腫瘍免疫
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１．研究開始当初の背景 
HLA-F は、1989 年に共同研究者である

Geraghty らによって発見された遺伝子であ
り（J Exp Med., 1989）、HLA 遺伝子でありな
がら、多型性に非常に乏しく、非古典的 HLA
クラス I遺伝子に分類される。 
HLA-F 特異的なモノクローナル抗体の作製

には、世界で我々を含む 3グループのみが成
功しているが、このうち 2 グループ
（Wainwright et al., J Immunol., 2000, 
Lepin et al., Eur J Immunol., 2000）は細
胞質に発現するHLA-Fのみを検出する抗体で
あった。いっぽうで、我々は細胞質および細
胞表面に発現するHLA-Fに特異的に反応する
モノクローナル抗体の作製に成功した
（Ishitani A et al., J Immunol, 2003）。
その抗体を用いることで、我々は HLA-F が定
常状態の免疫担当細胞に発現しないこと、活
性 化 免疫担 当 細胞に は 発現す る こ と
（Ishitani A et al., Eur J Immunol, 2010）、
EB virus transformed-B 細胞には発現するこ
と（J Immunol., 2003）、HLA-F が通常の HLA
クラス I分子とは異なり、多様な発現様式で
発現すること（J Immunol., 2010）などを明
らかにすることができた。また、HLA-F の機
能として、Geraghty らは、クロスプレゼンテ
ーションに関与すること（J Immunol., 2013）、
Killer Immunoglobulin-like Receptor（KIR）
のリガンドとなりうること（J Immunol., 
2013）を明らかにしている。  
先述した抗 HLA-F モノクローナル抗体は、

現時点で国内外を含め全 6種存在し（いずれ
も Geraghty らによって開発され、非売品）、
各抗体に認識される HLA-F の構造が、抗体ご
とに異なっていることを確認している（未発
表）。さらに我々の研究から、HLA-F はβ2マ
イクログロブリンあるいは HLA-I OC(図１)
と会合し、細胞表面あるいは細胞質など、多
様な発現様式をとることが明らかになって
いる（図１）。加えて、我々の予備実験から
発現様式の異なるHLA-Fは機能も異なること
が強く示唆されている。 
腫瘍細胞におけるHLA-Fの発現については、

すでに国内外において報告されているが
（Ishigami S et al., J Surg Res. 2013; 
Zhang JG et al., Hum Immunol. 2013; Zhang 
X et al., Int J Cancer. 2013）、いずれも
市販の抗HLA-Fポリクローナル抗体を用いた
検出に限られ、HLA-F の発現が腫瘍悪性度あ
るいは予後と関連するとの見解を示してい
る。HLA-F と腫瘍悪性度との関連性を調べる
には、HLA-F の多様な発現様式と、腫瘍悪性
度の関連性を精査すべきであるが、市販され
ていない抗HLA-Fモノクローナル抗体を使用
できるのは、現時点で、応募者らのみであり、
特にGeraghtyらのグループ内でこの抗HLA-F
モノクローナル抗体の組織染色における特
性を熟知しているのは応募者のみである。す
なわち、この抗体を使用した HLA-F の新規腫
瘍病理診断法の開発を目指す本研究は、国

内・国外のいずれにおいても行われておらず、
応募者のみが行えるものと確信し、本研究計
画の申請に至った。 
 
２．研究の目的 
非古典的 HLA クラス I 分子の一つである

HLA-F は、活性化された細胞に強く発現し、
クロスプレゼンテーションに関与する。また
多様な発現様式をとることが明らかになっ
ているが、この発現様式が HLA-F の機能にど
のように関与するのかについては明らかに
なっていない。 
一方で、近年、HLA-F が悪性腫瘍に発現す

ると報告されたが、腫瘍細胞における HLA-F
の発現様式に関する解析はなく、腫瘍に発現
するHLA-Fの機能については示されていない。 
そこで本研究において、 

① 悪性腫瘍および腫瘍関連マクロファージ
（tumor associated macrophage、TAM）
におけるHLA-Fの発現様式を明らかにし、
これらの発現と腫瘍悪性度・予後の関連
性を解析する。 

② CRISPR/Cas システムを用いて HLA-F ノッ
クアウト細胞株（マクロファージ、腺癌
細胞）を樹立し、HLA-F の腫瘍細胞に対す
る免疫応答および腫瘍増殖能に与える影
響を解析する。 

上記 2 点の解析から、HLA-F による本法の有
用性を検証し、新規な腫瘍病理診断法を開発
する。 
 
３．研究の方法 
これまでの新鮮凍結標本を用いた研究で、

悪性度が高くなるにつれて HLA-F の発現が
増強することが強く予想されるが、14 種の
腫瘍 74 例の結果であり、統計学的な解析を
行うには症例数が少ない。症例数をふやし、
統計解析を行うために、ホルマリン標本を
用いた HLA-F の染色方法を確立し、解析を
行う。 
また、HLA-F の多様な発現様式が、腫瘍

分化度によっても異なる可能性もあるため、
所有する全ての抗 HLA-F 抗体を用いてホル
マリン標本の解析を行う。  
１）ホルマリン標本を使用した HLA-F 発現
解析（ホルマリン標本） 
 奈良県立医科大学医の倫理審査委員会の

承認を得て本学で摘出手術を施行された
大腸癌症例 31 例（低分化癌 12 例、中・
高分化癌19例）の病理組織標本を用いて、
解析を行った。 

 ホルマリン標本を用いた解析を行う。統
計学的な解析を行うため、多数の症例数
を解析する。（100 例程度）（比較的症
例数が多く、予備実験の成績から低分化
度での HLA-F 発現増強が強くみられて
いる胃癌、大腸癌などの腺癌を中心に解
析を始める。） 



 ホルマリン標本の HLA-F 解析方法の
確立 

２）HLA-F の多様な発現様式と腫瘍悪性度
の関連性を明らかにする。 
 6 種の抗 HLA-F 抗体を使用して腫瘍組
織標本（ホルマリン標本）の解析を行
う。 

 各抗体で染色される HLA-F と腫瘍悪
性度との関連を検討する。 

３）HLA-F ノックアウト腺癌細胞株を樹立
し、HLA-F の発現強度の違いによる増殖能・
分化能の違いを精査する。 
 HLA-F 陽性腫瘍細胞株をスクリーニン
グし、HLA-F の発現解析を行う。 

 HLA-F 陽性細胞株から HLA-F ノックア
ウト腺癌細胞株を樹立し HLA-F の発
現の有無が腫瘍細胞の増悪化に寄与
するのかを検討する。  

以上をもって、HLA-F による本法の有用
性を検証し、新規腫瘍病理診断法を開発す
る。 
 
４．研究成果 
研究の主な成果 
１）ホルマリン標本を使用した HLA-F 発現解
析（ホルマリン標本）： 
 ホルマリン標本における HLA-F 染色法

の確立 
HLA-F は正常組織において胎盤トロホブ

ラストに発現することがあきらかになっ
ているので（Ishitani A et al., J Immunol, 
2003）、胎盤のホルマリン標本を用いて、
ホルマリン標本におけるHLA-F染色法を検
討した。その結果、申請者らが所有する 6
種の抗 HLA-F モノクローナル抗体のうち、
ホルマリン標本の染色条件を最適化でき
たのは 5種あった。 
これまでの解析で、HLA-F が多様な発現

様式をとることが明らかになっている（J 
Immunol, 2010）。しかし、申請者らが所有
する6種の抗HLA-F抗体のホルマリン標本
における染色法を最適化した結果、使用可
能な5種の抗HLA-F抗体の反応性に違いは
見られなかったため、最も特異性の高い抗
体を、腫瘍標本の解析に使用することとし
た。 
 腫瘍組織ホルマリン標本における

HLA-F 発現解析 
比較的症例数が多く、腫瘍悪性度（低分

化、中分化、高分化）を判定しやすい大腸
癌のホルマリン標本（大腸癌症例 31 例（低
分化癌 12 例、中・高分化癌 19 例）を使用
して解析を行った。 
その結果、HLA-F は低分化癌 12 例中 12

例に陽性、このうち 75%は中程度以上の陽
性であった（図１）。中・高分化癌 19 例に
おいては 15 例が陽性、4 例が陰性/弱陽性
であった（図）。染色強度を 4段階に分け、

統計解析（t-test）を行ったところ、有意
に低分化癌においてHLA-Fの発現が高いこ
とが示された（図２）。 

図 1 大腸癌における HLA-F の発現 

図２ 大腸癌における HLA-F の発現 
 
２）HLA-F の多様な発現様式と腫瘍悪性度の
関連を明らかにする。 
 
当初、申請者らが所有する６種の抗 HLA-F

抗体を用いて、腫瘍に発現する HLA-F を解析
する予定だったが、６種の抗体のうち、５種
しかホルマリン標本染色に最適化できず、ま
た最適化できた５種の抗体の反応性が同じ
であった。そのため、６種の抗体の反応性の
違いを利用して腫瘍細胞上のHLA-Fの発現様
式を検討し、腫瘍悪性度との関連を明らかに
することが不可能となった。しかし、本研究
成果は、HLA-F の発現様式の違いがホルマリ
ン固定の際に影響を受ける部位にあること
を示唆しているものであり、HLA-F の発現様
式の違いと機能の関連を明らかにする上で、
重要な結果である。 
 

３）HLA-F ノックアウト腺癌細胞株を樹立し、
HLA-F の発現強度の違いによる増殖能・分化
能の違いを精査する。 
 
HLA-F ノックアウト腺癌細胞株の樹立にあ

たり、初めに、HLA-F を強発現する細胞株が
必要であるため、HLA-F 陽性の大腸癌細胞株
を検索した。フローサイトメトリー、RT-PCR
を用いて、低分化大腸癌細胞株：Colo201・
Colo205・WiDr、中分化大腸癌細胞株：DLD-1、
高分化大腸癌細胞株：HT-29・Caco-2・LoVo
の計７株について検討したところ、低分化癌
細胞株ほど mRNA 発現が高い傾向が得られた



（図３）。しかし、フローサイトメトリーで
は、いずれの細胞株の細胞表面にも HLA-F の
発現を検出することができなかった。従って、
HLA-F ノックアウト腺癌細胞株の樹立は行っ
ていない。腫瘍細胞株において HLA-F の mRNA
が検出されているため、腫瘍細胞株における
HLA-F 分子の発現および局在を検討するとと
もに、HLA-F 強制発現腫瘍細胞株を用いて
HLA-F の発現強度の違いによる増殖能・分化
能の違いを検討していく予定である。 
 

図３ 大腸癌細胞株における HLA-F の発現 
 

 
得られた成果の国内外における位置づけと
インパクト 
 
 HLA-F が腫瘍組織・腫瘍患者血漿に発現し、
予後と関連するという報告はなされている
が（Martínez-Canales S, et al., PLoS One, 
2017, Harada A, et al., Pathol Int., 2015, 
Ishigami S,et al.,Anticancer Res. 2015, 
Xu Y, et al.,Oncol Lett. 2015, Ishigami S, 
et al., J Surg Res. 2013, Zhang JG, et 
al.,Hum Immunol. 2013, Zhang X, et al., Int 
J Cancer. 2013, Lin A, et al., Lung Cancer. 
2011, Noguchi K, et al., Anticancer Res. 
2004）、いずれも腫瘍における HLA-F の発現
と予後が関連しているという報告であり、
HLA-F が腫瘍病理診断に有用な分子であるこ
とを示すものではない。 
 本研究成果は、HLA-F が悪性度の高い腫瘍
に 100%発現することを示し、HLA-F が新規の
悪性腫瘍診断法に有用であることを示唆し
ているが、このような結果を得ている研究は
国内外において現時点でみられない。 
 しかし、HLA-F が新規の悪性腫瘍病理診断
法に有用な標的分子であることを明らかに
するには、解析した検体数が少なく、この点
において、インパクトが少ないと考える。 
 
今度の展望 
 
HLA-F が新規の悪性腫瘍病理診断法に有用

な標的分子であることを示すには、解析症例
数を低分化癌、中・高分化癌をそれぞれ 100
例程度解析する必要があると考えており、今
後も継続して解析を行う。 
本研究成果から、HLA-F は悪性度の高い腫

瘍に、より強く発現することが示唆された。
今後、詳細な解析を必要とするが、以上の結
果から、HLA-F は新規の悪性腫瘍病理診断に

おける標的分子となるだけではなく、悪性腫
瘍に対する免疫療法などの標的分子にもな
り得ると考えており、HLA-F 分子の腫瘍病理
診断、免疫療法における有用性を検討してい
く予定である。 
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