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研究成果の概要（和文）：本研究は、強力な抗腫瘍活性を持つ肝臓内在性ナチュラルキラー（NK）細胞の活性化
メカニズムを明らかにすることが目的です。肝内在性NK細胞を脆弱化させるマウスモデルを作成し、放射線照射
モデルによる肝内在性NK細胞の機能・分化機構を明らかにしました。また、抗腫瘍分子の遺伝子多型が肝癌再発
に関連することを明らかにしました。遺伝子制御により肝内在性NK細胞の活性を維持することが肝癌の新規治療
につながると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to elucidate the activation mechanism of the 
liver resident natural killer (NK) cells with vigorous antitumor activity. We have created a mouse 
model that weakens the liver resident NK cells, and clarified the function and differentiation 
mechanism of the liver resident NK cells by the whole liver irradiation model. Moreover, it was 
revealed that genetic polymorphisms of antitumor molecules are associated with recurrence of liver 
cancer. Maintaining the activity of NK cells in the liver by gene regulation would lead to a novel 
treatment for liver cancer.

研究分野：肝・胆・膵外科

キーワード： 肝細胞癌　ナチュラルキラー細胞　肝臓内免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝臓癌は悪性腫瘍死因の第5位であり、根治的な治療を行っても再発することが多い。抗癌剤治療や放射線治療
の効果は限定的であり、新規治療法の開発が急務である。肝臓内に存在する抗腫瘍活性の高いNK細胞は、肝癌や
肝臓治療により弱体化する。本研究結果は、遺伝子制御を含めた免疫療法につながる礎となる。肝内在性NK細胞
の活性を維持できる治療法は、既存の治療法に上乗せ効果が期待でき肝臓癌治療成績のさらなる向上が見込まれ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 肝臓癌は悪性腫瘍死因の第 5 位である。昨今の手術・化学療法の進歩により肝臓癌治療成績
は向上している。しかし多くの症例が再発するためその成績は不十分であり、再発メカニズムに
則した新規治療法の開発が必要である。 
 肝臓は門脈を介して外来抗原にさらされる免疫学的に特殊な環境である。そのため他部位と
は異なり、肝臓内 NK細胞は、TRAIL(TNF-related apoptosis inducing ligand)を介した強力な
抗腫瘍効果を持つ。我々は、マウス及びヒトの肝臓内 TRAIL陽性 NK細胞の特殊性と有用性を
証明し(Ishiyama et al., Hepatology, 43,p.362, 2006; Ohira et al., Transplantation, 82,p.1712, 
2006)、肝臓由来 NK細胞を用いた肝癌肝移植術後補助免疫療法の臨床試験を行っている。一方
で、肝切除後には肝臓内 TRAIL 陽性 NK 細胞が減少する(Ohira et al., Transplantation, 
82,p.1712, 2006)。つまり、肝内在性 NK細胞の脆弱性が肝切除後の抗腫瘍効果に影響を与えて
いる。同様の現象は、門脈結紮や肝臓放射線照射モデルでも確認できた。NK細胞の分化や活性
化に必要な遺伝子が近年同定されている。定常状態と活性化 NK 細胞の遺伝子網羅解析による
と、マイクロ RNA-223 が変化してグランザイム B の発現を制御していた(Fehniger et al., 
Genome research, 20,p.1590, 2010)。つまり、肝切除後の脆弱化回避には、遺伝子発現の制御
（エピジェネティック）が必要であると考えられる。 
 そこで、「EZH2制御により肝内在性 NK細胞の脆弱性が回避できる」と仮説を立てた。これ
までの研究結果から肝内在性 NK 細胞の脆弱性にケモカイン CXCL9 の低下が関与している可
能性が示唆される。EZH2 制御が肝内のケモカイン濃度や肝内在性 NK 細胞分化に与えている
報告から、EZH2 によるエピジェネティック制御が肝内在性 NK 細胞活性の脆弱性に与える影
響を明らかにできると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、遺伝子抑制たんぱく質 EZH2 による遺伝子発現の制御（エピジェネティッ
ク制御）が肝内在性ナチュラルキラー（NK）細胞の脆弱化に与える影響を明らかにすることで
ある。肝内在性 NK細胞は強力な抗腫瘍活性を持っているが、肝切除、門脈結紮、放射線治療に
よりその活性は著明に低下（脆弱化）する。その詳細なメカニズムと活性維持の方法は不明であ
る。本研究では、EZH2の過剰発現、ノックダウン及びヒストンメチル化阻害剤によるエピジェ
ネティック制御を行う。また肝内在性NK細胞活性低下モデルを用いた検討を行う。その結果、
エピジェネティック制御が肝内在性 NK 細胞活性脆弱化に及ぼす変化とその原因が明らかにな
る。つまり、抗がん剤としてのエピジェネティック薬と免疫細胞療法を併用する新規治療法への
礎となる。 
 本研究は、エピジェネティック薬が肝内在性 NK 細胞の活性に与える影響を詳細に解析し、
肝臓切除後に肝臓内 NK 細胞活性が低下するメカニズムを明らかにするものである。最終的な
目標は、エピジェネティック制御を通じて自然免疫系を賦活することにより肝臓癌増殖を制御
することである。これは、新規治療法及び細胞免疫療法の前臨床試験と位置づけられる。 
 現在、世界的にも NK 細胞を用いた制癌治療及び NK 細胞と癌再発を検討する研究が数多く
発表されているが、そのほとんどが末梢血 NK細胞を用いたものである。我々は、自然免疫応答
を司る NK 細胞を肝臓移植時にグラフト肝の灌流排液から大量に採取する技術を開発し、ヒト
の末梢血のみならず肝臓由来 NK 細胞とエピジェネティック変化を詳細に検討可能である。肝
癌転移及び癌の初期発生に重要な役割を果たしている NK 細胞の活性を維持する研究は、世界
的にも類を見ない新しい試みと言える。本治療法が確立し得れば、医学的貢献のみならず、医療
経済的にも大きく貢献できる期待が持たれる 
 
３．研究の方法 
 この研究計画では、遺伝子抑制たんぱく質 EZH2 によるエピジェネティック制御が肝内在性 NK
細胞活性の脆弱性に与える影響を明らかにすることを目的とする。研究計画は以下の通り。 
(1) エピジェネティックが肝内在性 NK 細胞活性に与える影響及び基礎解析：  
肝内在性 NK 細胞を用いて EZH2 発現変化及び EZH2 阻害剤との共培養を行い、NK 細胞の機能を解
析する。具体的には、NK 細胞の表現型・サイトカイン産生能をフローサイトメトリーで評価す
る。また、肝内在性 NK 細胞のエピジェネティック変化が抗腫瘍活性や腫瘍増殖や転移に関わる
メカニズムを解明する。 
 
(2) 肝内在性 NK細胞脆弱化モデルを用いた EZH2 の機能解析：  
肝内在性 NK 細胞の脆弱性モデル（肝切除・門脈結紮・放射線照射）を用いて、肝内在性 NK 細胞
のエピジェネティック変化に伴う表現型変化及び機能を解析する。具体的には、肝内在性 NK 細
胞の脆弱性モデルに EZH2 阻害剤を投与し、NK細胞の TRAIL 発現を含めた表面マーカーの解析を
フローサイトメトリーで行う。また、EZH2 ノックアウトマウスに肝切除、門脈結紮、放射線照
射し、肝内在性 NK 細胞の脆弱化を検討する（表面マーカー、細胞障害性試験）。 
 
(3) EZH2 阻害剤及び NK細胞免疫治療の抗腫瘍効果とその免疫学的検討：  
我々の開発したマウス肝内在性 NK細胞脆弱化後の肝転移モデルを用いる。EZH2 阻害剤投与及び
エピジェネティック処理を行った NK 細胞療法の抗腫瘍効果を免疫学的に検討する。単独投与と



比較して、相乗効果をマウス血液中の NK 細胞マーカー、サイトカイン、ケモカイン濃度を検討
する。マウス肝転移モデルを用いて、エピジェネティック変化による NK 細胞療法の抗腫瘍効果
を免疫学的に検討する。 
 
４．研究成果 
（1）エピジェネティックが肝内在性 NK細胞活性に与える影響 
 B6 マウスにエピジェネティック制御薬剤を投与すると、肝内在性 NK細胞の抗腫瘍分子である
TRAIL の発現は 26.0%から 46.1%に増加した。我々は以前に、肝内在性 NK細胞の TRAIL 発現には
CXCL9-CXCR3 経路が関わっていることを報告した(Yano T, Ohira M, Nakano R, et al. PLoS 
One 2017; 12(10):e0186997.)。本実験系においては、エピジェネティック制御薬剤による肝臓
内ケモカイン変化は認められず、別の経路が関与することが示唆された。 
 続いて、肝内在性 NK 細胞の脆弱化モデルとして 70%肝切除マウスモデルを用いた。エピジェ
ネティック制御薬剤である EZH2 投与により、肝内在性 NK 細胞の活性化マーカー(CD69, NKG2D, 
NKp46)は増強したが、抗腫瘍分子 TRAIL の上昇及び細胞障害活性の増強は認めなかった。 
 一方で NK 細胞上の TRAIL 分子には一塩基多型が存在し、様々な疾患と関連があることが報告
されている。1595 番目のシトシンがチミンに変わる TRAIL の一塩基多型と、肝細胞癌肝切除後
の予後について検討を行った。TRAIL の一塩基多型による背景に差はなく、生存率に差を認めな
かったが、TTジェノタイプ群が術後の肝外再発と有意に相関することが明らかとなった(Imaoka 
Y, Ohira M, et al. Journal of hepato-biliary-pancreatic sciences, 2018; 25(8): 370.) 
 
（2）肝内在性 NK細胞脆弱化モデルを用いた EZH2 の機能解析 
 エピジェネティック制御と肝内在性 NK 細胞の分化について検討するために肝内在性 NK 細胞
脆弱化モデルとしてマウス肝臓へ放射線照射を行った。マウス肝臓に特異的に放射線照射を行
うと、肝臓内のリンパ球の割合は NK細胞を含めて変化しなかった。しかし、肝臓内 NK細胞のう
ち肝内在性 NK細胞(DX5-TRAIL+)細胞の割合は、26%から 11%に減少して 2ヶ月以上にわたり肝内
在性 NK細胞の割合は回復しなかった。肝内在性 NK 細胞の細胞障害活性は、放射線照射群で有意
に低下し、マウス肝転移モデルにおいて腫瘍の増殖が促進された。放射線照射マウスに造血幹細
胞（骨髄・肝臓・脾臓）を移入したが、いずれにおいても肝内在性 NK 細胞は回復しなかった。
この結果は、肝放射線照射により肝内在性 NK 細胞への分化を抑制する環境変化が示唆された
(Nakano R, Ohira M, et al. PLoS One, 2018; 13(6): e0198904.)。肝内在性 NK 細胞のエピジ
ェネティック制御には、一塩基多型や肝臓内環境も重要であると考えられた。 
 
（3）EZH2 阻害剤及び NK細胞免疫治療の抗腫瘍効果とその免疫学的検討 
 マウス肝転移モデル（マウス肝切除後・門脈結紮後・放射線照射）を用いて、肝内在性 NK 細
胞を用いた細胞療法による抗腫瘍活性を検討した。肝内在性 NK 細胞脆弱化目的でマウス肝臓へ
放射線照射を行った後に、経脾臓的に肝癌腫瘍株 Hepa1-6 と投与すると肝臓内に腫瘍を形成す
る。このマウスに肝内在性 NK 細胞を外来的に投与すると腫瘍は縮小した(Nakano R, Ohira M, 
et al. PLoS One, 2018; 13(6): e0198904.)。しかし、EZH2 阻害剤投与による抗腫瘍効果の増
強は認められなかった。 
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