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研究成果の概要（和文）：当研究者らは、ゲノムワイドアソシエーションスタディ(GWAS)解析で、1394例のC型
肝炎罹患者と5486例の非感染者のサンプルを用いてC型肝炎感染から肝臓癌を発生しやすい宿主因子としてMICA
遺伝子の上流に位置するSNPを 同定し報告した（Nat Genet. 2011）。本研究ではmicroRNA25-106クラスターに
由来するmicroRNAがMICA遺伝子の発現量を負に制御しうることを同定した。また、CRISPR-Cas9系を用いて Cas9
に VP16の転写活性化ドメインを融合した蛋白を用いた遺伝子編集手法の応用によってMICA遺伝子座からの転写
を10倍以上高めることに成功した。

研究成果の概要（英文）：The investigators identified MICA gene as a susceptible gene to 
hepatocellular carcinoma by GWAS analyses using 1,394 HCV-related patients and 5,486 non-infected 
patients. In this study, MICA expression could be regulated by microRNA25-106b. Further, using 
CRISPR-Cas9 and Cas9-VP16 fusion construct, trascription of MICA mRNA could be augmented about te 
times. These results may lead to the regulation of MICA gene expression, which in turn result in the
 prevention of hepatocellular carcinoma occurrence.

研究分野：肝疾患の研究
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  
当研究者らは、臨床的にゲノムワイドアソシ
エーションスタディ(GWAS)解析にも参画し、
1394例のC型肝炎罹患者と5486例の非感染
者のサンプルを用いて C 型肝炎感染から肝
臓癌を発生しやすい宿主因子として MICA
遺伝子の上流に位置するSNPを 同定し報告
した（Nat Genet. 2011）。この研究では、肝
癌発症規定遺伝子 MICA の SNP の risk 
allele を持つ C 型肝炎感染者は血清で測定
した MICA 蛋白の発現量が少ないことを報
告している。すなわち、MICAは本来、C型
肝炎ウイルス感染細胞あるいは肝癌の fociに
高度に発現し、natural killer 細胞や CD8+T
細胞のレセプター（NKG2D）を活性化して
感染細胞あるいは癌細胞の排除に向かわせ
る役割を担っていると考えられているリガ
ンドであるものの、risk alleleを持つ人は こ
の発現が低くなることで感染細胞あるいは
肝癌 fociの排除が不全となり、結果的に肝臓
癌を発症しやすくなっていると考えられる。 
 そもそも、当該 SNPはMICA遺伝子のプ
ロモーター部分に存在するものの、MICAタ
ンパクの発現自体はすべてがそのプロモー
ター活性に依存しているわけではなく、転写
後のmicroRNA（特にmicroRNA93－106ク
ラスター）による mRNA 分解や翻訳抑制も
極めて重要であることも示されている（Nat 
Immunol 2008 9 1065）。実際、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も報告されている。 
そこで、今回の申請研究では、研究分担者と
協力して、GWASによって明らかにした肝癌
発症感受性遺伝子MICAの結果と、すでに研
究室で確立しているmiRNAの研究の手法を
融合させ、miRNAによるMICAの発現調節
法とその調節による肝発癌に与える影響、お
よび将来的な臨床応用を見据えた MICA 発
現増強法が求められていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、上記の背景のもと、 
1) miRNA library によるMICA遺伝子を効  
  率的に標的としうるmiRNAの探索 
2) 当該miRNAとそのアンチセンス核酸に 
  よるMICAタンパクの発現量の制御 
3) MICAタンパクの発現調節によるNKG2D   
  との相互作用の変化・in vivo cell killing  
  によるMICAタンパク量の調節の肝癌 
  細胞に及ぼす生物学的意義の検討 
4) 他の方法でのMICA蛋白発現増強法の開 
  発 
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
1) MICA 発現を制御する miRNA の探索 
MICA遺伝子を標的とするmiRNAの同定のため、

定法にしたがってMICA遺伝子の3’非翻訳領
域(3’UTR)を Firefly luciferase 遺伝子の
下流に接続したレポーターを作製し、肝細胞
で発現の多いことがデータベース上で知ら
れている 100 種の miRNA を含んだ miRNA 
library を用いてスクリーニングアッセイを
行う。Overexpression によって luciferase
の発現を抑制したmiRNAについて、MICA の 3
‘UTR のシークエンスを直接に標的としうる
かを in silico で検討し、miRNA の直接作用
か、他の遺伝子発現の制御を介した間接的な
作用かを塩基配列から類推する。その結果 
MICA の 3’UTR に直接的に作用すると考えら
れる miRNA をさらにピックアップし、それら
が標的とする可能性のある MICA 3’UTR 内部
の配列に変異を導入した変異レポーターを
作製し、変異レポーターにはこれらの miRNA
の作用がないことを検証することによって、
抽出した miRNA が MICA の 3’UTR に直接作用
することを確認する。 
 
2) miRNA による MICA タンパク発現量制御と
その生物学的意義の in vitro/in vivo での
確認 
MICA は感染細胞や癌細胞で発現すると、NK
細胞など免疫担当細胞が持つNKG2Dレセプタ
ーによって認識され MICA タンパクを表出し
ている細胞の排除に働く。そこで、1) で同
定したmiRNAあるいはそのアンチセンスの生
物学的な効果の検証として、それらの核酸を
導入した細胞と NKG2D との結合能の変化、お
よび、miRNA あるいはそのアンチセンスを導
入した癌細胞の免疫学的排除能の変化をマ
ウスへの癌細胞の静注後の肺への定着率で
検証する。具体的には、上記の核酸を導入し
た肝癌細胞株をリコンビナントタンパクと
して精製した NKG2D と in vitro で結合させ
洗浄の後、NKG2D に対する抗体を用いて肝細
胞に結合した NKG2D 量を FACS にて定量する。
また、同様に小分子核酸を導入した肝癌細胞
株を蛍光標識し、コントロールとして Hela
細胞を別の蛍光ラベルで標識した後に等量
を混合しマウス尾静脈から静注して6時間後
の肺から細胞成分を回収後 FACS にてそれぞ
れの蛍光を定量することで、in vivo におけ
る cell killing の変化を検討する。 
 
3) 遺伝子編集手法を応用したMICA遺伝子の
転写増強法の開発 
さらに MICA 遺伝子の転写を増強する手法と
して 遺伝子編集手法を改変したコンストラ
クトを用いて MICA promoter 近傍に転写活
性化因子を近づけることによって MICA の転
写を増やす方法を検討する。 
 
4) MICA蛋白のsheddingを抑制する化合物の
探索 
MICA 蛋白は、翻訳後の修飾によって N端が切
断された後 細胞外に放出され、これが MICA
蛋白のレセプターを飽和して病的細胞に発



現する MICA と免疫担当細胞に発現する MICA
レセプターとの相互作用を減弱させる働き
がある。これにより、MICA が発現する感染・
病的細胞の免疫学的排除が阻害されるため、
病的細胞の効率的な排除のためには、単純に
MICA 蛋白の発現を増やすだけでなく翻訳後
の切断を抑える必要がある。本研究では、
MICA 蛋白の切断を阻害する化合物の簡便な
スクリーニング法としてレポーターアッセ
イで検討できる系を確立し、化合物ライブラ
リースクリーニングによって切断阻害化合
物を同定する。具体的には 1) MICA の N 端に
nano-luciferase を連結したコンストラクト
を樹立する。 2) 1)のコンストラクトを恒
常的に発現する細胞を作製し、MICA shedding 
に関わる化合物を網羅的にスクリーニング
する。3) FACS により化合物投与での
shedding 抑制による細胞膜表面の MICA タン
パクの量の増強を確認する。 
 
４．研究成果 
1) MICA 発現を制御する miRNA の探索 
MICA 遺伝子は microRNA25-106 クラスター
（microRNA25, 93, 106b から構成されるクラ
スター）によって標的とされうることが in 
silico の解析から想定される（MICA3’UTR
には 2 か所以上のこれらの microRNA の標的
配列がある）。microRNA25-106 クラスターは
ヒト染色体 7番長腕上に位置し、ここから転
写される microRNA はその発現を共にしてい
ると考えられる。さらに microRNA25-106 の
クラスターから発現してくる複数の
microRNA が、塩基配列上、MICA mRNA の 3’UTR
を同時に標的としうることが想定されるこ
とから、MICA 遺伝子の発現はそれらの
microRNA によって制御を受けている可能性
が非常に高い。そこで実際に microRNA25-106
クラスターに由来する microRNA が、想定通
り MICA 遺伝子の発現量を負に制御しうるこ
とを、培養肝癌細胞での microRNA25-106 ク
ラスターの過剰発現系によって確認した。こ
れに並行して、野生型と変異型のレポーター
系を用いて MICA 3’UTR が microRNA25-106
クラスターに由来する microRNA の直接の標
的になっていることを検証した。microRNA の
個々の発現を見る系は広く用いられている
が、複数の microRNA、特に生理的に挙動を共
にしている可能性が高い複数の microRNA を
同時に発現させる系は 成体に起きている現
象を近似し、より良い系と考えている。逆に、
それぞれの microRNA に対する antisense を
クラスター状にクローニングして一度に発
現させることによって、microRNA25-106 クラ
スターから発現する microRNA を一度に機能
的にサイレンシングする。その場合、これま
で microRNA によって発現が抑制されていた
MICA の発現量が 逆に増えることを確認した。 
 
2) miRNA による MICA タンパク発現量制御と
その生物学的意義の in vitro/in vivo での

確認 
MICA は、NKG2D をレセプターとするリガンド
であり、NKG2D は免疫担当細胞である NK 細
胞・NKT 細胞や CD8+T 細胞表面に発現してい
ることが知られている。生理的にはこれらの
相互作用を介してこれら免疫細胞を賦活化
し、その結果、MICA を発現している感染細胞
や癌細胞の排除につながると考えられてい
る。そこで、細胞表面上の MICA 発現を上記
のように microRNA で調節した後、引き続く
生理的変化として それらの細胞と NKG2D と
の結合量が変化するかを in vitro の binding 
assay にて検証する。具体的には、MCIA 遺伝
子の発現量を microRNA で調節した細胞と
recombinant で作製した NKG2D と human IgG1 
Fc 領域のキメラ蛋白を反応させフローサイ
トメトリーで結合量を観察したところ、
microRNA による MICA 発現量の制御が、物理
的なリガンド－レセプター結合量も変化さ
せることを確認した。 
次に、microRNA クラスターによって MICA 遺
伝子の発現量を調節した肝癌細胞株と、コン
トロールとして Hela 細胞を別々の色素でラ
ベルした後、マウスの尾静脈から同数注射し、
一定時間後の肺組織からこれらの細胞を回
収しフローサイトメトリーでコントロール
の Hela 細胞数に対する MICA 遺伝子発現量を
調節した肝癌細胞数を検証する。これによっ
て MICA 遺伝子の発現量調節が、in vivo で実
際に免疫系を介した殺細胞効果まで帰結す
ることを意味する。 
 
3) 遺伝子編集手法を応用したMICA遺伝子の
転写増強法の開発 
CRISPR-Cas9系を用いて Cas9に VP16の転写
活性化ドメインを融合した蛋白を、guideRNA
として MICA promoter 上流 100bp 程度のとこ
ろに設計することにより、MICA の転写量は
10 倍程度増強した。この方法はデリバリーの
問題がまだあるが、将来的には 任意の遺伝
子の発現量をコントロールできることにつ
ながると考えられる。 
 
4) MICA蛋白のsheddingを抑制する化合物の
探索 
1) MICA タンパクは N 端側の細胞外ドメイン
が切断され soluble MICA として細胞外に分
泌される。そこで  MICA の N 端側に
luciferase reporter 遺伝子を連結した融合
蛋白を作るコンストラクトを作製した。その
際、MICA 本来の高次構造や機能を損なわない
ように、luciferase の中でも最も小さい
nano-luciferase (約 20kDa 程度)を用いた。
2) 1,280 種の化合物ライブラリーを用いて、
MICA の shedding 阻害剤をスクリーニングし
た結果、molsidomine, metergolin で軽度の
shedding 抑制作用があることを見出した。3) 
その効果を細胞表面の MICA 蛋白量の変化で
確認した。 
 



これらの検討から、標的細胞の MICA 蛋白の
発現量を増やし、さらに shedding を阻害す
ることで細胞表面に表出する MICA 蛋白を増
やすことができれば NK 細胞を介した免疫療
法の効果増強につながると考えられる。 
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