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II. 成果の概要（総括研究報告） 
和文 

抗腫瘍自然免疫リガンド MICA 発現を反映するルシフェラーゼレポーター細胞を樹立し、米国食品医

薬局承認薬ライブラリを用いたスクリーニングを行い、MICA 発現誘導薬剤を同定した。最も強力な

活性が認められたボリノスタットはヒストン脱アセチル化酵素阻害剤で、肝癌細胞選択的に MICA 発

現を増強した。共培養系では、ボリノスタット処理後肝癌細胞への MICA を介した NK 細胞傷害性亢

進が確認された。さらに膜結合型 MICA 切断酵素阻害剤の併用は肝癌細胞にて可溶性 MICA レベルを

抑制し、膜結合型 MICA レベルと NK 細胞傷害性を一層亢進した。またマウスモデルでは、ボリノス

タット投与による NK 細胞抗腫瘍効果増強が NKG2D 経路を介することが示された。また、ソラフェニ

ブは肝癌細胞における MICA 切断酵素である ADAM9 の発現低下をもたらし、膜結合型 MICA レベルを

上昇させるが、ソラフェニブ類縁体であるレゴラフェニブは複数の肝癌細胞株においてソラフェニ

ブよりも低濃度で同様の効果を発揮した。また、MICA の発現定量系を確立し、種々の肝癌細胞株に

おける MICA 動態の把握を試みた結果、MICA の SNP のアレルと mRNA の発現量との間に関連性を認め

た。転写活性は MICA のプロモーター上の SNP によって 4～5 倍異なり、この転写活性の相違は 2 つ

の SNP によって生じていることが判明、この 2つの SNP が MICA の発現量を規定する責任 SNP である

と考えられた。 

B 型肝癌由来培養細胞中の HBV-DNA 組込み部位より発現する HBx のノックダウンにより、細胞増

殖・浸潤能の低下を認め、さらにヌードマウスの皮下に生着できなくなった。マイクロアレイを用

いた網羅的な発現解析を行ったところ、小胞体ストレスに関連するシグナル系が変動していること

が判明した。また、MICA と同じ NKG2D ファミリーに属する ULBP1 の発現変化が認められたことより、

HBV は ULBP1 を介した自然免疫システムに対する回避機構を有している可能性が示唆された。 

小分子核酸による MICA 蛋白の発現量制御法を見いだした。MICA 蛋白の肝細胞での発現を

microRNA25-93-106b のアンチセンス核酸を導入することによって増やすことが可能となった。また、

小分子核酸の肝細胞特異的デリバリー法を開発した。HBV の envelop を用いた bio-nanoparticle に

核酸を封入することによって、肝細胞特異的に小分子核酸をデリバリーすることが可能となった。

HBV 感染による肝細胞内 microRNA 発現量変化を検討し、初代ヒト肝細胞 HBV 感染系において、検

証した計 2000 種類の microRNA のうち MICA 蛋白制御に関わる microRNA93 の発現が HBV 感染・

複製に伴って有意に減少することを見出した。また、MICA の shedding の状況を簡便にスクリーニ
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ングできる系を開発した。MICA の N端に小分子ルシフェラーゼである nano-luc を連結することによ

って、細胞内・外の MICA 蛋白量をルシフェラーゼの発光によるレポーターに置き換え簡便なスクリ

ーニング系が構築できた。 

HBe 抗原が自然免疫シグナルに関わる RIPK2 と相互作用し、IL6 産生を抑制することを明らかにし

た。RIPK2 は PAI-1 および vimentin 等 NF-κB依存性分子を介して EMT に関与している可能性を明ら

かにした。HBV は肝星細胞アポトーシスを抑制し、肝線維化進展に関与することを見出した。B型肝

炎患者では血清 miR-122 レベルが肝線維化進展例や高度炎症例で低下することを同定した。また

HBV/HBx と TNF は協同的に NF-kB 活性化を誘導すると共に、肝細胞内における代謝関連遺伝子および

ER ストレス関連遺伝子の発現を増強することを明らかにした。ヒト肝細胞キメラマウスから分離さ

れた初代新鮮肝細胞では少なくとも 90日間の HBV 感染状態の観察が可能であったが、MICA は HBV 感

染とともに発現が増強し、HBs 抗原の排除前から発現の減弱がみられた。 

 癌細胞由来 IL-17 による腫瘍組織へのマクロファージの浸潤促進、EMT 活性，および免疫チェック

ポイント分子の down-regulation に伴う免疫抑制機構を明らかにした。また IL-17 阻害剤と抗 PD-1

抗体との相乗的な効果を明らかにした。これらは B 型肝炎における発癌制御における免疫チェック

ポイント阻害剤と腫瘍マクロファージ制御の新たな治療制御法の可能性をしめす所見である。 

 

英文 

Using a newly established luciferase reporter cell system of an anti-tumor immunity ligand 

MICA promoter activity, screening of a FDA-approved drug library was performed. The top hit 

vorinostat (VOR), an HDAC inhibitor, selectively upregulated MICA expression in 

hepatocellular carcinoma (HCC) cells. In coculture, NK cell-mediated cytotoxicity was boosted 

toward VOR-treated HCC cells with MICA expression induced. An inhibitor of membrane-bound 

MICA (mMICA) sheddase suppressed soluble MICA (sMICA) level, further enhancing mMICA level 

and NK cell-mediated cytotoxicity. VOR also boosted anti-HCC activity of NK cells via NKG2D 

in vivo. Meanwhile, the only anti-HCC agent sorafenib (SOR) was reported to decrease the 

expression level of ADAM9, a MICA sheddase in HCC cells, upregulating mMICA level. Indeed, 

regorafenib (REG), an analog of SOR, exerted the effects at lower concentrations than of SOR. 

To identify responsible SNPs for MICA induction, we constructed MICA promoter-reporter 

plasmids using the sequence from HLE cells (G allele of rs2596542) or Huh7 cells (A allele), 

and compared the transcriptional activity between them. The promoter sequence with G allele 

exhibited 4-5 folds higher transcriptional activity than that with A allele. We found two 

functional SNPs in the promoter region of MICA altered transcriptional activity.  

In knock-down (KD) cells against HBx translated from HBV integrant in HBV-related HCC cell 

line (Hep3B cells), the cell proliferation and invasion ability was significantly reduced. 

KD cells could not develop any visible tumor in nude mice when injected subcutaneously. We 

further examined the expression change of genes in KD cells using microarray, and found that 

the up-regulated genes in KD cells were enriched in ER stress response. In addition, the 

expression of ULBP1 was upregulated in KD cells, suggesting that HBV has ability to escape 

from innate immune response via ULBP1. 

MICA protein levels could be enhanced by antisense nucleic acids against microRNA25-93-106b. 
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In addition, small nucleic acids included in bionanocapsules made by HBV envelop could target 

specifically to hepatocytes. Moreover, the changes of expression levels of miRNAs in 

HBV-replicating human primary hepatocytes were identified. Among them, miR93, involved in 

MICA regulation, was included. To develop screening methods about MICA shedding, 

nano-luciferase was fused to the N terminal of MICA and its construct was stably expressed 

in cells.  

HBeAg inhibited expression of RIPK2 and interacted with RIPK2. HBeAg also suppressed IL6 

production. RIPK2 might play a role in hepatic cell migration because KD of RIPK2 

down-regulated NF-κB-dependent PAI-1 and vimentin gene expressions. HBV inhibited the 

activation of c-Jun in human hepatic stellate cells, contributing to the attenuation of 

apoptosis and resulting in hepatic fibrosis. HBV also up-regulated several ER stress genes 

associated with cell growth and fibrosis. Cooperative effects of HBV and TNF which enhanced 

the activation of NF-κB as well as upregulated the expression of metabolic pathway-associated 

genes were observed in human hepatocytes. A lower serum miR-122 level is a useful biomarker 

of advanced liver fibrosis in HBV-infected patients. In human hepatocytes derived from 

human-mouse chimeric mouse liver, MICA expression increased after HBV infection and decreased 

before HBsAg loss at day 90 after HBV infection. 

 We clarified new mechanisms by which tumor-derived IL-17 contributes to tumor invasion, 

EMT and down-regulation of various immune checkpoint molecules. The combination of anti-IL-17 

and anti-PD-1 antibody dramatically suppressed HCC tumorigenicity in mouse models. These 

findings shed light on the possibility on new therapeutic strategy to combine immune checkpoint 

blockade and therapies targeting tumor-associated macrophages for HBV-derived 

hepatocarcinogenesis. 
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1. HBV-DNA 組込み由来の Fusion HBx による肝発癌メカニズムとそれに基づく肝発癌抑止戦略, 
口頭, 室山良介, 後藤覚, 加藤直也, 第 102 回日本消化器病学会総会, 2016/4/21, 国内. 

2. Not wild HBx but fusion HBx translated from HBV integrant dysregulates ER stress 
response and may contribute to hepatocarcinogenesis, ポスター, Ryosuke Muroyama, Kaku 
Goto, Yasuo Matsubara, Ryo Nakagawa, Jun Arai, Sayuri Morimoto, Yoshimi Kaise, Sayaka 
Ito, Naoya Kato, 2016 International HBV Meeting, 2016/9/23, 国外 

3. HBV-DNA 組込み由来の Fusion HBx による肝発癌メカニズムとそれに基づく肝発癌抑止戦略, 
口頭, 室山良介, 後藤覚, 加藤直也, 第 102 回日本消化器病学会総会, 2016/4/21, 国内 

4. Not wild HBx but fusion HBx translated from HBV integrant dysregulates ER stress 
response and may contribute to hepatocarcinogenesis, ポスター, Ryosuke Muroyama, Kaku 
Goto, Yasuo Matsubara, Ryo Nakagawa, Jun Arai, Sayuri Morimoto, Yoshimi Kaise, Sayaka 
Ito, Naoya Kato, 2016 International HBV Meeting, 2016/9/23, 国外 

5. Novel strategy for HCC innate immunotherapy: MICA modulation and the metabolom, 口頭, 
Kaku Goto, Wenwen Li, Sayaka Ito, Jun Arai, Anthony Stephanou, Ryosuke Muroyama, 
Yasuo Matsubara, Ryo Nakagawa, Yasushi Tanoue, Sayuri Morimoto, Yoshimi Kaise, Lay A. 
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6. Immunotherapeutic effects and altered cell metabolism by the newly identified agent 
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Masahisa Jinushi, Naoya Kato, P-120. 23rd International symposium on hepatitis C virus 
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7. GWAS肝癌感受性遺伝子MICA発現制御の分子機構と抗肝癌戦略, 口頭, 後藤覚,地主将久,加藤

直也,第 52 回日本肝臓学会総会 WS1-8 千葉, 2016/5/19, 国内 
8. 次世代ＤＮＡシークエンスによるがんの個別化医療の可能性, 口演, 松田浩一, がん治療学会, 

2016/10/20, 国内 
9. ゲノム解析による疾患発症メカニズムの解明と個別化医療, 松田浩一, 岩手医科大学腫瘍セン

ター講演会, 2016/11/29, 国内 
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11. Identification of disease susceptibility genes by genome wide association analyses, 口演, 

Koichi Matsuda, IARI シンポジウム, 2017/1/31, 国内 
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第 101 回 日本消化器病学会総会, 2015/4/25, 国内 

14. Regulation of Hepatitis B Virus Surface Antigen Levels through TLR-Associated Genes in 
Human Hepatocytes, 口頭, Yuki Haga, Tatsuo Kanda, Osamu Yokosuka, Oral Presentation 
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16. エピジェネティック修飾によるB型肝炎ウイルス増殖制御に関する検討, 口頭, 中本晋吾, 神田

達郎, 横須賀收, 第 102 回日本消化器病学会総会 パネルディスカッション 4 B 型肝炎ウイルス

排除に向けて～創薬への新知見～, 京王プラザホテル 5 階 コンコード C, 東京都新宿区, 
2016/4/21, 国内 

17. 肝細胞アポトーシス誘導による B 型肝炎ウイルスによる肝線維化阻止を目指して, 口頭, 佐々

木玲奈, 神田達郎, 横須賀收, 第 102 回日本消化器病学会総会 シンポジウム 4 B 型肝炎治療の

現状と未来 京王プラザホテル 5 階 コンコード C, 東京都新宿区 2016/4/22, 国内 
18. ヒト肝星細胞における炎症性サイトカイン産生に対する microRNA-122, PACT および PKR の

重要性に関する検討, 口頭, 中村昌人, 神田達郎, 横須賀收 第 102 回日本消化器病学会総会 ワ
ークショップ 2 臨床応用を見据えた肝再生医学・線維化研究の新展開 京王プラザホテル 4 階 
扇, 東京都新宿区, 2016/4/22, 国内 

19. ヒト肝星細胞における LPS 刺激による炎症性サイトカイン産生に対する microRNA-122, 
PACT/PKR シグナルの重要性に関する検討, 口頭, 中村昌人, 神田達郎, 横須賀收, 第 52 回日

本肝臓学会総会 ワークショップ 4 肝線維化の分子機構 第 7 会場 (東京ベイ幕張ホール 2 階 
No.6), 千葉市美浜区幕張, 2016/5/19, 国内 

20. 肝発癌・進展におけるアンドロゲンレセプターによる ER ストレスの増強作用, 口頭, 神田達郎, 
姜霞, 横須賀收, 第 52 回日本肝臓学会総会 ワークショップ 2 核内レセプターからみた肝疾患 
第 6 会場 (東京ベイ幕張ホール 2 階 No.1,2), 千葉市美浜区幕張, 2016/5/19, 国内 

21. HBs 抗原産生と Toll-like receptor を含む自然免疫関連遺伝子に関する検討, 口頭, 芳賀祐規, 
神田達郎, 横須賀收, 第 52 回日本肝臓学会総会 ワークショップ 6 B 型肝炎治療の進歩 第 2 会

場 (ホテルニューオータニ幕張 2 階 鶴舞), 千葉市美浜区幕張, 2016/5/20, 国内 
22. B 型肝炎ウイルスにおけるエピジエネテイック転写制御機構の検討, 口頭, 中本晋吾, 神田達郎, 

佐々木玲奈, 呉霜, Nan New Win, 芳賀祐規, 中村昌人, 横須賀收, 白澤浩, 第 52 回日本肝臓学

会総会 第 9会場 (東京ベイ幕張ホ－ル 2 階 No.10), 千葉市美浜区幕張, 2016/5/19, 口頭, 国内 
23. 科学的・臨床的根拠に裏付けされた新たな複合的がん免疫療法を目指して, 地主 将久, 第 20 回
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がん免疫学会総会, 2016/07/29, 国内 
 

（３）「国民との科学・技術対話社会」に対する取り組み 
1. 全ゲノム関連解析による発がん関連遺伝子の探索, 口演, 松田浩一, オーダー医療の実現プログ

ラム シンポジウム, 2017/3/22, 国内 
2. 慢性肝炎の治療 – 肝がん、肝硬変にならない為に C 型肝炎, 神田達郎 「世界」と「日本」の

肝炎デー 平成 28年度肝がん撲滅運動市民公開講座 千葉大学医学部附属病院 3F ガーネットホ

ール（大講堂）, 2016/7/30, 国内 
3. B 型肝炎の最新の話題, 神田達郎, 千葉大学医学部附属病院 肝臓病教室（家族支援講座）千葉

大学医学部本館 1F 第一講義室, 2016/8/27, 国内 
4. 最新の肝炎治療について, 神田達郎, 平成 28 年度千葉県肝炎治療コーディネーター養成研修会 

千葉市ビジネス総合支援センター, 2016/10/8, 国内 
5. ウイルス性肝炎の治療について～C 型肝炎を中心に～, 神田達郎, 平成 28 年度千葉県肝炎治療

コーディネーター及び肝炎診療従事者研修会 千葉市文化センター アートホール, 2016/11/24, 
国内 

6. C 型肝炎の最新の話題, 神田達郎, 千葉大学医学部附属病院 肝臓病教室（家族支援講座）千葉

大学医学部本館 1F 第二講義室, 2016/12/10, 国内 
7. よくわかる B 型肝炎について, 神田達郎, 肝炎健診に行こう!「知ってトクする」ちば肝炎フォ

ーラム TKP ガーデンシテイ千葉 4 階 コンチェルト, 2017/3/26, 国内 
8. アカデミアと企業の連携: 企業からみた連携への課題, 地主 将久, 健康医療開発機構シリーズ

「がん免疫療法の夕べ」第 3 回「今後の速やかな開発推進のために」, 2016/11/26, 国内 
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該当なし 


