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研究成果の概要（和文）：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遺伝子の上流の一塩基多
型を 以前に報告した。その際、肝癌になりやすい人はMICAの発現量が少ない（癌になっても腫瘍免疫を惹起す
ることが出来ない）ことが推定された。しかし、MICAの発現制御は、転写レベルだけではなく、転写・翻訳語の
切断による癌細胞表面からの離脱も挙げられる。本研究では、MICA蛋白の切断離脱を阻害する化合物を蛋白分解
酵素阻害剤ライブラリーからFAAH阻害剤にその作用があることを同定した。FAAH阻害剤はTIMP3発現増強を介し
てMICA蛋白の切断を阻害した。この結果を応用すると腫瘍免疫の増強につながる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：A single nucleotide polymorphism at the upstream of MICA gene is associated 
with the susceptibility of hepatocellualr carcinogenesis. The SNP is associated with the MICA 
transcriptional levels, which are linked with the activity of anti-tumor immunity. However, the 
regulation of MICA on the cancer cell surface is not only dependent on the transcriptin but on the 
post-trasnlational modification, that is, the clevage of MICA from the cell surface into the 
supernatant. In this study, from the library scree, FAAH inhibitor was identified as an inhibitor of
 MICA clevage. FAAH inhibitor enhanced TIMP3 expression, which in turn inhibited the MICA shedding. 
FAAH inhibitor may be useful for the enhancement of anti-tumor immunity through MICA expression on 
the cancer cell surface.

研究分野：肝癌

キーワード： 腫瘍免疫

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、肝癌発癌に関与する遺伝子であることが以前に同定されている自然免疫関連分子であるMICAの
癌細胞表面からの切断分泌を阻害する化合物を同定できた。
MICA蛋白は癌細胞表面に表出されると "eat-me signal"として作用し、免疫応答を惹起するトリガーとなるが、
癌細胞ではMICA蛋白を切断して上清に分泌させてしまう機能がある。本研究によってFAAH阻害剤がMICA蛋白の切
断を阻害し、癌細胞表面に表出されたMICA蛋白の量を維持する機能があることが判明した。この知見を応用すれ
ば、癌免疫を増強し、発がん抑制や癌治療の増強につながることが期待される。

※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 
 
臨床的なゲノムワイドアソシエーションスタディ(GWAS)解析の結果、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
られた。 
 上記 SNPは MICA遺伝子のプロモーター部分に存在し MICAの転写量を調節していると考
えられるが、そもそも 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、それまで代表者は、基盤研究(C)のサポートのもと、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て miRNA 関連核酸の肝細胞への特異的デリ
バリー法を開発し、それによって臨床応用可能な小分子核酸を用いた肝癌発症の予防法およ
び治療法を、共同研究者と協力して創造することを目的とした検討を続けてきた（Sci Rep. 
2013, Oncotarget. 2014, Biochem Biophys Res Commun. 2015）。 

 具体的には 1) miRNA library を用いた MICA 遺伝子を効率的に標的としうる miRNA
の探索（Sci Rep. 2013）、 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（Oncotarget. 2014）、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（Oncotarget. 2014）、を報告した。これらの結果を用いることで、
肝癌細胞においてMICA蛋白の発現を増やすことにより、NKG2Dを介した NK細胞によ
る抗腫瘍細胞効果を高めることが期待された。 
 しかしながら、MICA 蛋白は細胞表面に表出する際に shedding を受け、細胞外に分泌さ
れるという 翻訳後修飾の過程が存在する。細胞外に分泌された MICA は、それ自体が
MKG2Dと結合してレセプターを占拠し、癌細胞表面にとどまる本来の MICA蛋白に対す
る decoyとして働き、本来のMICAの機能を阻害する結果となる。従って、MICA蛋白を
介した NK 細胞による殺がん細胞効果を高めるためには、MICA 蛋白の発現量を増やすだ
けでは不十分であり、さらに、shedding を効率的に抑制することが求められていた。 
 
 
２．研究の目的 
上記のごとく、本申請では、1) MICA蛋白の shedding の分子機構の解明と 2) それを抑制
する小分子化合物の探索、3) さらにその抗腫瘍効果の検定を行って MICA と NKG2Dを
持つリンパ球との相互作用による「抗腫瘍免疫の増強」を図ることを目的とした。 
そこで、 

1) MICAの shedding状態を簡便にモニターできるスクリーニング系の確立 
2) 1) の系と、小分子化合物ライブラリーを用いたMICA shedding を抑える化合物の同
定 

3) その化合物の作用機構の解析によるMICA shedding の分子機構の解明 
を骨子とした研究目的を定め、これらの結果に基づいた臨床応用を見据えた抗肝腫瘍免疫療
法の開発につながる研究を進めることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) MICAの shedding状況を簡便にスクリーニングする系の確立 
MICA の shedding には、細胞内の protease である ADAM10（A Disintegrin and 
metalloproteinase domain-containing protein10）や ADAM17といった切断酵素が関与し



ていることが報告はされているが、明確な作用機構は不明であり かつ その作用を検証す
るとそれほど強いとはいえない。そこで新たに、MICAの shedding 状況を簡便にスクリー
ニングできる系としてMICA蛋白の N末端に nano-luciferase (nano-Luc)を融合させて発
現できるコンストラクトを作製し、それを用いて、MICAの shedding状態を変えうる状況
を探索する。実際には、このコンストラクト作成は既に済んでおり、系が機能することは確
認済みである。この系では、刺激を添加後に、上清の luciferase 値 と cell lysate の 
luciferase 値の両者を測定し、「上清の luciferase 値が下がり」 かつ 「cell lysate の 
luciferase 値が上がっているもの」を、「MICA の shedding が減った候補」として捉える
ことができる。すなわち、上清と cell lysate の両者の luciferase 値を測定することによっ
て、例えば細胞死など非特異的な影響で luciferase の値が下がった場合を排除でき、真に
shedding のみ抑える候補を抽出できるメリットがある（下図）。 

    
左図のように、細胞内外の luciferase活性を測定することで、非特異的な
変化を除外し、真に細胞外分泌量が変化した場合をとらえることができる。 
 
  
(2) MICAの sheddingを阻害する化合物の探索 

この系を用いて、市販の化合物ライブラリーを用いて小規模のスクリーニングを行ったと
ころ、約 1,000種の化合物のうち、sheddingを抑制しうる可能性のある 3つの化合物を同
定しえた。しかしながら、それぞれの作用は、もともと知られているプロテアーゼの
ADAM10の作用よりも、やや弱いものであった（下図）。 

 
左図のように、ADAM inhibitor と同等かそれよりも弱い shedding抑制作用を持
つ化合物が 3種取得できたが、応用のためにはもう少し強く抑制する化合物が欲し
い。 
 
 

(3) その化合物の作用機構の解析によるMICA shedding の分子機構の解明 
(2)で同定した化合物の MICA shedding に与える機能の作用機序について、分子生物学的に
検討する。その作用機序に基づいて、さらに最適な MICA shedding 抑制作用のある化合物
の探索をすすめる。 
 
 
４．研究成果 
(1) MICAの shedding状況を簡便にスクリーニングする系の確立 
本研究では、nano-Luc-MICAの系を用いてMICAの shedding状態を luciferase活性で簡
便に測定できる系を確立した。すなわち、MICA蛋白のN端側に nano-Luc を融合させて、
MICAが切断された場合に上清に nano-Lucが放出され、上清を用いた luciferase活性の値
が高く出ることでMICAが sheddingされていることが推定できる。コントロールとして、
その際の細胞溶解液中の luciferase の値が低くなっていれば shedding が増えていること
をさらにサポートする結果となる。 
 
(2) MICAの sheddingを阻害する化合物の探索 
(1)の系を用いて、53 種類の蛋白分解酵素阻害剤を含む化合
物ライブラリーで MICA/B の shedding が減る化合物を探索
した。その結果、FAAH 阻害剤である URB597 が最も再現性高
く強い効果を得ることが判明した。この項かは HepG2 だけで
なく、Hep3B でも認められた。URB597 添加後の FACS で細胞
表面の MICA の発現量を確認すると再現性をもって増えてい
たため、これも MICA/B の shedding を阻害していることを
サポートする結果となった。 
 
(3) その化合物の作用機構の解析によるMICA shedding の分子機構の解明 
そこで、URB597 による MICA shedding の阻害作用についての分子機構を解明することとした。 
まず、URB597 による MICA mRNA 量の変化を RT-qPCR にて確認した。その結果、mRNA 量には変化
が無く、つまり、MICA の転写に影響を与えているのではない、ということが確認された（次頁）。 
次に、URB597 が MICA の shedding に直接的に作用しているのか、間接的に作用しているのかを



検討するため、In vitro で recombinant MICA 蛋白と細胞溶解液を混合
することによる MICA の切断を見る系を立ち上げ、そこに URB597 を作用
さ せ
た。そ
の 結
果 、
MICA 蛋

白は切断されていることが示唆
されたため、URB597 の効果は、
直接作用ではなく、転写を介す
ることが示唆された。 
そこで、URB597 が作用された後
の遺伝子発現変化を検討したと
ころ、cDNA array で TIMP3 の
発現が増えていることが示され
た。TIMP3 を shRNA でノックダ
ウンしたところ、URB597 の MICA shedding 阻害作用はキャンセルされたため、TIMP3 の発現を
介して、その作用がもたらされていることが示唆された。 
 
いっぽうで、URB597 は FAAH 阻害剤ではあるが、ほんとうに FAAH に依存しているかの確認のた
め、FAAH の過剰発現系を作成したところ、やはり MICA の shedding を増すことが示された。す
なわち、FAAH は TIMP3 の発現を介して MICA の shedding を促進していることが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
FAAH はカンナビノイドレセプターのリガンドであるアナンダマイドを分解する酵素であるが、
なぜこの作用が TIMP3 の発現を亢進させるのかは現時点では不明である。しかし、ここでみられ
た効果を鑑みると、URB597 は新たな免疫療法のサポートに用いることができる可能性がある。 
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