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研究成果の概要（和文）：われわれはゲノムワイド関連解析によりC型肝癌とMICA遺伝子一塩基多型（SNP）の関連を見
出した。そこで、MICA機能を解明し、その発現調節を介したC型肝発癌抑止法を確立することを目的とした。まず、MIC
A発現の個人差を生むSNPにつき検討し、プロモーター領域上の2つの責任SNPを同定した。次に、MICAプロモーター領域
をレポーター上流に有するプラスミドを持つ肝癌細胞を用いて米国食品医薬品局承認薬をスクリーニングし、MICA発現
を増強する薬剤SAHAを見出した。SAHAによりMICA発現を誘導した肝癌細胞ではNK細胞による傷害性が上昇した。SAHAは
新たなC型肝癌治療薬の候補となりうる。

研究成果の概要（英文）：We identified the association between hepatitis C virus (HCV)-induced 
hepatocellular carcinoma (HCC) and MICA single nucleotide polymorphism (SNP) by a genome wide association 
study (GWAS). Thus, we have aimed to analyze the function of MICA in HCV-induced HCC and to establish the 
way to prevent hepatocarcinogenesis through regulating MICA expression. First, the MICA SNP to regulate 
individual differences in MICA expression was examined, and two responsible SNPs were identified in the 
promoter region of MICA. Next, the drug to upregulate MICA was screened using HCC cells stably 
transfected by the reporter having MICA promoter region in its upstream and U.S. Food and Drug 
Administration (FDA)-approved drug library. SAHA most strongly upregulated MICA. Moreover, SAHA augmented 
NK cell cytotoxicity against HCC cells through upregulating MICA. Thus, SAHA could be the attractive 
option to treat HCV-induced HCC.

研究分野： 消化器病学・肝臓病学
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１．研究開始当初の背景 
（１）C 型肝炎ウイルス感染の現状 
C 型肝炎ウイルス（hepatitis C virus: HCV）
は、世界で約 1 億 7000 万人が慢性的に感染
しており、慢性肝炎・肝硬変・肝癌の主要な
病原因子である。とりわけ本邦では毎年 3 万
人以上が命を失う肝細胞癌患者の約80%がC
型肝炎ウイルスによるものであり、C 型肝炎
ウイルスによる発癌の抑止は肝臓病学の最
重要課題である。 
（２）C 型肝炎治療の現状と問題点 
現在、C 型肝炎の治療として主にインターフ
ェロン（interferon: IFN）が用いられており、
インターフェロン治療により、特にウイルス
駆除に成功した症例において肝発癌が抑え
られることが報告されたが、インターフェロ
ンの治療効果は現状でとても満足できるも
のではなく、本邦の肝癌患者数を大きく減ら
すまでには至っていない。すなわち、ウイル
ス駆除に代わる肝発癌抑止策が切望されて
いる。 
（３）C 型肝炎における肝発癌メカニズムと
それに基づく肝発癌抑止法の開発について 
 C 型肝炎ウイルスによる肝発癌機構はいま
だ明らかでない。最近になり、C 型肝癌患者
における癌部・非癌部の全シークエンスが報
告されたが（Nat Genet 2011）、パッセンジ
ャー変異が多く、原因となっているであろう
ドライバー変異を同定することはこの方法
では困難であることが浮き彫りとなった。 
その一方で、ゲノムワイド関連解析（genome 
wide association study: GWAS）を行うこと
により、疾病と関連する遺伝子多型が数多く
同定されつつある。ゲノムワイド関連解析に
より、従来の癌部・非癌部の単純な比較によ
る発癌メカニズムの解明からのパラダイム
シフトが期待されている。 
実際に、われわれは C 型肝炎のゲノムワイド
関連解析を行い、C 型肝癌に関連する遺伝子
多型として、MICA 遺伝子の一塩基多型
（single nucleotide polymorphism: SNP）を
初めて同定し報告した（Nat Genet 2011）。
MICA SNP の遺伝子型により、可溶性 MICA
の血中濃度は異なり、肝癌のリスクアレルを
有する症例では血中可溶性 MICA 濃度が低
下していることを示すことができた。すなわ
ち、MICA の SNP は単に高肝発癌リスク群
囲い込みの良い指標となるのみならず、
MICA自体がC型肝炎における発癌に密接に
関連していることが明らかとなった。MICA
はウイルス感染や細胞の癌化により細胞表
面に発現され、ナチュラルキラー（NK）細
胞の標的となることが知られている。したが
って、C 型肝炎ウイルス感染肝細胞での
MICA発現が低いことは肝発癌のリスクであ
ることが示されたわけである。C 型肝炎にお
ける肝発癌において、MICA が極めて重要な
鍵分子であることが示されたことを踏まえ、
本研究では、C 型肝炎における肝発癌メカニ
ズムを解明するため、C 型肝炎の肝発癌にお

ける MICA の機能解析を行うことを目的と
する。また、肝発癌における MICA の役割が
明らかになれば、MICA の発現調節による肝
発癌の抑止法の開発にもつながると期待さ
れる。 
 
２．研究の目的 
肝癌は本邦における癌による死因の第 4位を
占め、その主因は C 型肝炎ウイルスである。
われわれはゲノムワイド関連解析により C
型肝炎における肝発癌と MICA 遺伝子多型
が関連していることを明らかにした。そこで、
C型肝炎の肝発癌におけるMICAの機能を解
明し、その MICA の発現調節を介した肝発癌
抑止法を確立することを目的としている。 
本研究では、MICA が肝発癌に密接に関連

していることを踏まえて、 
（１）肝癌細胞株における MICA SNP の解
析および可溶性 MICA 発現についての検討 
（２）C 型肝炎ウイルス感染肝細胞における
MICA の発現メカニズム、特に発現の個人差
を生む責任 SNP の解明 
（３）MICA 発現を増強する薬剤のスクリー
ニング 
（４）肝細胞における MICA 発現がナチュラ
ルキラー細胞に及ぼす影響の解析 
を行うことにより、C 型肝炎の肝発癌におけ
る MICA の機能解析を行うことを第一の目
的とし、また、MICA の肝発癌における役割
から、MICA 発現調節による肝発癌の制御法
を開発することを第二の目的としている。 
 
３．研究の方法 
（１）肝癌細胞株における MICA SNP の解
析および可溶性 MICA 発現についての検討 
肝癌細胞株でのMICA SNP多型を検討する。
Huh7 細胞、HepG2 細胞の代表的な肝癌細胞
株の他にも、Huh6 細胞、HLE 細胞、HLF
細胞、Hep3B 細胞、Alex 細胞などの MICA 
SNP のタイピングを行い、それぞれのジェノ
タイプ別の標準肝癌細胞を決定し、以後の実
験のスタンダードとする。 
続いて、可溶性 MICA 濃度の安定的測定法を
確立する。ELISA を用いた MICA 濃度測定
系が市販されているが、再現性に乏しく、安
定して可溶性 MICA 濃度測定が可能となる
ようにする。また、本系を用いて、肝癌細胞
株培養上清中の可溶性 MICA 濃度を測定し、
以後の実験のスタンダードとする。 
（２）C 型肝炎ウイルス感染肝細胞における
MICA の発現メカニズム、特に発現の個人差
を生む責任 SNP の解明 
まずは、MICA プロモーターのクローニング
とリポーター遺伝子発現コンストラクの構
築を行う。MICA SNP を含む MICA の上流
約6 kbをhigh fidelity PCRを用いて増幅し、
ルシフェラーゼ遺伝子を有するレポーター
ベクターの上流にクローニングする。また、
このプロモーター領域を削っていくことに
より、中心となる発現調節領域を同定すると



共に、発現調節因子の探索にも役立てる。 
わ れ われは 肝 細胞で 発 現され て い る
microRNA 122（miR-122）が、肝癌の腫瘍
マーカーとして知られるαフェトプロテイ
ン（α-fetoprotein: AFP）の発現調節を介し
て、肝癌細胞の性状を決定していることを報
告した（Nat Commun 2011）。MICA 発現を
調節する microRNA を探索することは、肝発
癌に関わる microRNA の同定にもつながり
得る。 
（３）MICA 発現を増強する薬剤のスクリー
ニング 
まず、MICA リポータープラスミドが恒常的
に組み込まれた肝癌細胞株を樹立する。 
MICAリポータープラスミドをトランスフェ
クションし、プラスミドが恒常的に組み込ま
れた肝癌細胞株を薬剤により選択し、樹立す
る。 
MICAリポータープラスミドが恒常的に組み
込まれた肝癌細胞株を用いて、MICA 発現を
調整する薬剤をスクリーニングする。手始め
に、肝発癌抑止、または、肝癌再発抑止効果
の認められている薬剤につき、MICA 発現に
及ぼす影響を解析していく。具体的には、イ
ンターフェロン、リバビリンなどの抗 C 型肝
炎ウイルス薬、また、非環式レチノイド、ビ
タミンK、分枝鎖アミノ酸などの肝発癌抑止、
肝癌再発抑止効果が既に報告されている薬
剤、また、ウルソ、グリチルリチンなど、肝
障害を改善する薬剤、などの MICA 発現に及
ぼす影響を解析する。また、そのメカニズム
解析も併せて行う。 
続いて、MICA リポータープラスミドが恒常
的に組み込まれた肝癌細胞株を用いて、
MICA 発現を調整する薬剤、特に低分子化合
物をハイスループットスクリーニングする。
FDA で認可されている薬剤パネル、あるいは、
製薬会社と共同研究を行い、製薬会社の有す
る薬剤パネルを用いて、96 穴、あるいは、384
穴の培養ディッシュでのハイスループット
スクリーニングを行う。また、新規薬剤の
MICA発現調節メカニズムの解明も併せて行
う。薬剤に関しては、東京大学の生物機能制
御化合物ライブラリー機構の大規模公的化
合物ライブラリー（10 数万種）の利用、産業
技術総合研究所(産総研)のプロジェクトでの
大規模天然物ライブラリー（10 万サンプル以
上）の利用も可能である。 
（４）肝細胞における MICA 発現がナチュラ
ルキラー細胞に及ぼす影響の解析 
肝細胞において MICA を強制発現させるこ
とにより、ナチュラルキラー細胞との関係が
どのように変化するかについて解析する。特
にナチュラルキラー細胞による肝細胞の細
胞死への影響を解明する。 
 
４．研究成果 
（１）肝癌細胞株における MICA SNP の解
析および可溶性 MICA 発現についての検討 
 各種肝癌細胞株における MICA SNP の解

析を行った。MICA 高産生型代表肝癌細胞株
として HLE 細胞を選択、また、MICA 低産
生型代表肝癌細胞株としてHuh7細胞を選択
した。 
ELISA にて培養細胞株ごとの上清 MICA 濃
度を定量したところ、多くの細胞株では
MICA の mRNA 発現量と正の相関を示した
が、中には乖離している細胞株も存在してい
た。 
（２）C 型肝炎ウイルス感染肝細胞における
MICA の発現メカニズム、特に発現の個人差
を生む責任 SNP の解明 
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（Nat Genet 
2011）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 は比較的
稀な SNP 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。これら 2
つの 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、前述の 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。 
 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、3'-UTR に存
在する SNP によりその制御に違いはないこ
とが明らかになった。 
（３）MICA 発現を増強する薬剤のスクリー
ニング 
これまでに肝癌細胞株やヒト白血病T細胞株
において MICA 発現誘導が知られている酪
酸ナトリウム (NaB) 処理をしたところ、用
いた Huh7、PLC/PRF/5 両細胞において顕著
な MICA mRNA レベル上昇が観察された。
一方で MICA プロモーター領域をルシフェ
ラーゼ上流に連結したレポータを作製後
Huh7、PLC/PRF/5 両細胞株において安定形
質発現細胞クローンを単離した。それらに対
して NaB 処理を行ったところ、同様に MICA 
mRNA レベルと共にルシフェラーゼ活性の
顕著な上昇が観察された。上記の処理濃度に
おいて細胞毒性は観察されなかった。次に本
系を用いて FDA-approved Drug Library に



よる小規模プライマリスクリーニングを行
い MICA の発現を制御し得る薬剤の候補を
見出した。そのうち、最も強力な活性を示し
た薬剤 SAHA 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、PLC/PRF/5、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。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。 
（４）肝細胞における MICA 発現がナチュラ
ルキラー細胞に及ぼす影響の解析 
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。 
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