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研究成果の概要（和文）：C末端欠損HBX蛋白のインテグレーションを肝細胞癌cell lineに導入しCSCｓに与える
影響を検討した。C末端欠損HBX蛋白のインテグレーションを導入する事により殺細胞性抗癌剤に対して有意に、
耐性となり、更に非足場依存性の腫瘍形成能が有意に上昇していた。これらのC末端欠損HBX蛋白のインテグレー
ションのCSCｓマーカーの発現を検討するとCD44、CD133の発現上昇が確認されLTBP-1の発現が関与する事を明ら
かにした。C末端欠損HBX蛋白のインテグレーションを介した肝癌悪性化機構の一部に、このLTBP-1が関与してい
る可能性があり、新たな治療ターゲットとなりうる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Recently GWAS about HBV-related HCC revealed that COOH-truncated HBx was 
integrated　in host genome at high frequency. We aimed to analyze the relationship between 
COOH-truncated HBx expression and CSCs which is related to malignant potential. COOH-truncated HBx
(truncated HBx/HepG2) shows significantly resistant to anti-tumor agent, 5-FU. Soft gel agar colony 
formation assay shows that truncated-HBx/HepG2 cells make significantly more colonies than control. 
Flow cytometry analysis reveals that truncated HBx/HepG2 cells express high levels of CD44, one of 
cancer stemness maker. Subsequently we investigated what factor up-regulate CD44 in truncated 
HBx/HepG2 cells by Human Stem Cell PCR Array (Qiagen).This PCR-array results indicated that LTBP1 is
 significantly up-regulated in only Truncated-HBx/HepG2 . The expression level of CD44 were 
significantly down-regulated by siRNA knockdown of LTBP1. In sorted CD44high cells, LTBP1 were 
significantly up-regulated compared with CD44low cells.

研究分野： Hepatology

キーワード： HBV　HCC　HBx　truncated HBx

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HBV肝癌におけるC末端欠損HBX蛋白のインテグレーションの影響は十分には明らかなではなかった。今検討で
は、C末端欠損HBX蛋白のインテグレーションによりCSCｓが高率に誘導される事、その機序としてLTBP-1が関与
している事が明らかとなった。CSCｓは抗癌剤耐性や、転移に関与する事が知られており、C末端欠損HBX蛋白の
インテグレーションがみられる症例では肝癌悪性化が惹起されている事が想定され注意を要する事が初めて明ら
かとなった。更に、CSCsをターゲットとして治療を考えるうえでLTBP-1が新たな治療ターゲットとなりうる事を
今研究で初めて明らかとなった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

Ｂ型肝炎ウイルス（HBV）キャリアは世界で約4億人，国内でも100万人以上存在すると推定され，

肝癌の主因である。Ｃ型肝炎患者と異なり肝硬変となる前の若年からの発癌も認められHBV のホ

ストゲノムへのインテグレーションの関与が報告されている。本邦では原発性肝癌の80%以上がH

CVまたはHBV感染を背景に発症する。ウイルス肝炎では、肝臓全体の発癌ポテンシャルが高く初

回治療が成功しても肝内再発率が高い。更に、抗ガン剤による治療にも抵抗性で予後不良な癌で

ある。その為に肝細胞癌の治療抵抗性機序の解明、新規治療法の開発が必須である。 

ごく最近、HBV関連肝細胞癌のホールゲノムシークエンシングの成果として、癌部に高率にHBV

遺伝子のインテグレーションが起こっている事が明らとなった。特にC末端の欠損したB型肝炎ウ

イルスのX蛋白が多くインテグレーションされている事が報告された（Nature Genetics 

2012）.HBx蛋白は多機能蛋白であり、転写促進や，シグナル伝達活性の調節など様々な作用とウ

イルス増殖促進とともに発癌との強い関連が多数報告されている。C末端欠損 HBxについても、

全長X蛋白と同じく、様々な転写調節作用の他，全長X蛋白と比較しrasやmycのtransformig活性

を増加させることが報告されている（J Hepatol 2002）。しかしながら、B型肝癌ホールゲノム

シークエンスにて明らかなとなった C末端欠損HBxのインテグレーションの肝がんの治療抵抗性

との関連については十分には明らかにされていない。 
２．研究の目的 
申請者らは C末端欠損 HBx のインテグレーションによる B型肝癌に及ぼす影響を in vitro, in 
vivo 実験系とともに、臨床検体を用いて検討し、B 型肝癌における治療抵抗性の機序の解明、
新規治療法の開発を目的とした 
３．研究の方法 

C末端欠損HBx蛋白のヒトゲノムへのインテグレーションのB型肝がんへの影響を明らかにする

為に、肝癌研究にて一般に使われるHepG2細胞にレンチウイルスベクターを用いてHBx,C末端欠損

HBx恒常発現肝がん細胞を樹立し以下の検討を行った（Suda 2015 AASLD）。 
４．研究成果 

(1) C末端欠損HBｘゲノム発現細胞の樹立 

C末端欠損HBx蛋白のヒトゲノムへのインテグレーションのB型肝がんへの影響を明らかにする

為に、肝癌研究にて一般に使われるHepG2細胞にレンチウイルスベクターを用いてHBx,C末端欠損

HBx恒常発現肝がん細胞を樹立した。全長HBｘ発現細胞・C末端欠損HBｘ蛋白発現細胞、コントロ

ール細胞のHBｘ抗体による蛋白発現をウエスタンブロットにて確認した。 

(2) C末端欠損HBx発現細胞は抗がん剤に耐性 

HBx(HBx/HepG2), C末端欠損HBx(δ30HBx/HepG2)恒常発現細胞とコントロール細胞(con/HepG2)

の抗ガン剤（5FU）に対する耐性について検討をし HBx, C 末端欠損 HBx 恒常発現細胞は、有意

にコントロール細胞よりも抗ガン剤に耐性である事を明らかとした。 

(3) C末端欠損HBx発現細胞は非足場性腫瘍形成能が上昇する 

また腫瘍形成能を評価する目的で各種細胞を用いてソフトアガー内でのコロニー形成能を評価

し、C末端欠損 HBx 恒常発現細胞が、最も多くのコロニーを形成し非足場依存性の高い腫瘍形

成能を有している事を確認した。 

(4) C 末端欠損 HBｘ蛋白発現細胞では CD44high/CD133high cancer stem like cell が上昇す

る 

各細胞の表面マーカーを検討したところ、C末端欠損 HBx 恒常発現細胞においのみ癌幹細胞マ

ーカーである CD133,CD44 の発現上昇を認め、特に CD44 の発現上昇が顕著であった。癌幹細胞

は自己複製能と多分化能を有し、癌組織を再構築させる能力を持ち続ける細胞と考えられてい

る。癌再発には、癌治療に対し抵抗性の高い癌幹細胞が関与し、抗がん剤治療にても残存した

癌幹細胞が再び腫瘍構成細胞を供給し腫瘍再発を来すと考えられている。そのため癌幹細胞は、

腫瘍 の再発転移、抗がん剤治療に関して非常に重要な役割を担っている。近年、各固形癌にお

いて臓器別癌幹細胞の存在とその表面マーカーが同定され、肝細胞癌でも同様に癌幹細胞の存



在が報告されている。Ｃ末端欠損 HBx 恒常発現細胞は、肝癌肝細胞マーカーである CD44 を高

発現し、抗がん剤に耐性と高い腫瘍形成能を有する事が明らかなとなり CD44 high 肝がん幹細

胞を誘導する事が想定された。 

(5) C 末端欠損 HBｘ発現細胞は、LTBP1 の発現を介して CD44high 肝がん幹細胞を誘導する 

続いて、C末端欠損 HBx 発現細胞が如何に CD44high 肝がん幹細胞を誘導するかを明らかにする

為に Human Stem Cell PCR Array (Qiagen)を用いて検討を行った。HBx,C 末端欠損 HBx 発現細

胞、コントロール細胞では stemness に関与する遺伝子の発現パターンが異なり、その中で C

末端欠損 HBx 発現細胞においてのみ LTBP1(Latent transforming growth factor-beta 1 binding 

protein)が高発現していた。ウエスタンブロットにて LTBP1 発現が、C 末端欠損 HBx 発現細胞

でのみ上昇している事が確認された。 

更に siRNA で、LTBP1 をサイレシングすると C末端欠損 HBx 細胞は CD44 の発現が低下する事が

確認された。LTBP1 サイレシングにてよる抗がん剤感受性の変化を検討した。LTBP1 サイレシン

グする事により C 末端欠損 HBx 発現細胞は 5-ＦＵへの感受性が回復した。以上の結果より、C

末端欠損 HBx は LTBP1 の高発現を介して CD44high 肝がん幹細胞を誘導する可能性が想定され

た。LTBP1 は、TGF-β結合蛋白のアイソフォームの一つで転移乳がんでの高発現、悪性度の高

い malignant glioma cell で高発現が報告されている。 

(6) 進行 B型肝癌治療予測マーカーとしての LTBP１検討 

LTBP1 は分泌蛋白であり、細胞外へ分泌される.つい最近、心不全増悪時に血中 LTBP2 が上昇し

悪化時のマーカーとなる事が報告された（Biomarkers. 2012）。我々は当院の倫理委員会の了承

後、抗ガン剤の動注療法が行われた進行 B型肝癌症例 15 例においてレトロスペクティプに治療

前の血清 LTBP1 値と治療効果の関連を検討した。LTBP1 低値群が、治療効果が高くなる傾向を

認めた。 
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