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研究成果の概要（和文）：本検討では、肝細胞癌臨床検体を用いることによりC型慢性肝炎からのHCC発症におい
てSVRの有無による遺伝子変異の差は明らかでないこと、B型慢性肝炎からのHCC発症においてHBV DNAが制御され
ている群ではTERT promoter変異からの発癌を認めないことを同定し、HBV既往感染からのHCC発症のうちHBV 
integrationを有する症例ではHBV持続感染と同様の発癌機序が考えられ、etiologyやウイルスの制御状態により
発癌に関わるメカニズムが異なる可能性が示唆された。以上の結果はウイルス制御下における肝発癌機構の解明
に有用な知見と考えられる。

研究成果の概要（英文）：We investigated cancer-related genes and viral integration using next 
generation sequencing in HCC tissues. 
In HBs antigen positive HCC, HBV suppression by NUCs may reduce TERT promoter mutation, but not HBV 
integration. In contrast, HCV eradication has a small influence on gene mutational status in 
HCV-related HCC. About 10% of NBNC HCC with prior HBV infection had HBV integration and these were 
developed from normal liver at a younger age. These results above are important and contribute to 
clarify the mechanisms of the genomic features including HBV integration and the underlying pathway 
responsible for hepatocarcinogenesis among different etiology and status of viral suppression. 

研究分野： 肝臓

キーワード： 肝細胞癌　遺伝子変異

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年課題となっているHCV排除後やHBV制御下において肝癌を発症した症例に関して癌関連遺伝子変異やウイルス
DNAのヒトゲノムへの挿入を調べた。病因やウイルス制御状態により発癌過程が異なる可能性を示しその発癌機
構の一端を解明したことにより、発癌予測や治療方針など臨床的な知見となり得る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌は世界の癌死の第 3位に挙げられる予後不良の癌で、主要な危険因子は B型肝炎ウ

イルス(HBV)および C型肝炎ウイルス(HCV)による肝炎、アルコール性肝障害や非アルコール性
脂肪性肝炎である。これらのウイルス持続感染や代謝ストレスにより宿主側に遺伝子異常が蓄
積し、様々な癌の病態を決定していると考えられている。 
近年、画期的新薬によりほぼ全例で HCV 排除が可能となってきたが、HCV 排除後には依然発

癌リスクが存在し、HCV 持続感染により蓄積する背景肝におけるゲノム変異やエピゲノム修飾
が及ぼす HCV 排除後の肝発癌機構は不明である。一方 B型肝炎においても HBV 増殖の制御は可
能となったが、核内の cccDNA 及び宿主ゲノムに挿入された HBV の直接排除は起こらず、現行の
HBV 制御下における発癌抑制効果は限定的であり、B型肝癌の死亡者数は減少していない。 
最近、肝細胞癌においても網羅的遺伝子解析が行われ、p53/Rb 細胞周期系(TP53, CDKN2A)、

Wnt シグナル系(CTNNB1, Axin1)、PI3K/Ras シグナル系(PTEN, PIK3CA, TSC1, KRAS, NRAS)、ク
ロマチン修飾関連遺伝子(ARID2, ARID1A, ARID1B)、酸化ストレス応答遺伝子(NFE2L2)等の変異
が高頻度であることが報告された(Huang J et al, Guichard C et al, & Fujimoto A et al, Nat 
Genet, 2012)。しかし、ウイルス制御下の発癌機序及び臨床病態と密接に関連する遺伝子異常
プロファイルの詳細は不明である。一方、メラノーマにおいてテロメア伸長に関わる TERT 遺伝
子プロモーターの2か所の塩基変異(-124G>Aと-146G>A)が高頻度であることが報告され (Horn 
S et al & Huang FW et al, Science, 2013)、これらの変異は転写因子 ETS/TCF の結合部位を
発生させることで TERT の発現量を上昇させると考えられている。しかし、肝細胞癌における
TERT 遺伝子プロモーター変異が発癌に関わる機序の詳細は不明である。 
申請者らは、肝細胞癌手術例 104 例の肝癌検体の癌関連遺伝子変異について次世代シークエ

ンサーを用いて網羅的な解析を行い、癌部では TERT プロモーター、TP53、CTNNB1 の変異が高
頻度であることを明らかとし、臨床病態学的背景との関連を解明した(Kawai-kitahata et al. 
Hepatology 2014, J Gastroenterol 2015)。即ち、TERT プロモーター変異は高齢、HCV 感染、
非 HBV 感染、TP53 変異は HBV 感染、非 HCV 感染と、CTNNB1 変異は非 HBV 感染と有意に関連があ
り、さらに TERT プロモーター変異は有意に無再発生存期間、生存期間が短いことを明らかと
し、これらの遺伝子プロファイリングは肝細胞癌の病態や治療効果を予測し個別化医療を展開
する上で有用であることを示した。 
一方、上述のように肝細胞癌全体では最も高頻度に認められることが判明した TERT プロモー

ター変異は HBV 陽性肝癌では低頻度であったため、HBV 陽性肝癌では非 HBV 陽性肝癌とは異に
する発癌メカニズムの存在が示唆された。そこで申請者らは HBs 抗原陽性 27例の癌部における
HBV integration について癌部 DNA と HBV のゲノム配列から作成したオリゴキャプリャライブ
ラリとのハイブリダイゼーションによるライブラリ調整から次世代シークエンサーを用いヒト
とHBVゲノムのjunctionを含むデータを抽出する方法を確立し、HBs抗原陽性肝癌においてHBV 
integration と癌ゲノム変異の詳細を明らかとした。即ち、HBV integration は 27 例中 25 例
(92.6%)78 か所で検出され、HBV 側では HBx 遺伝子の挿入が 34例(44%)と高頻度で、ヒト側では
TERT 領域への挿入を 9例で認め最も高頻度であった。さらに TERT プロモーターの hotspot 変
異と TERT 領域への integration は相互排他的であり、HBV integration 数が多いほど若年で肝
細胞癌を発症したことを明らかとした(Kawai-kitahata et al. J Gastroenterol 2015 )。この
様にこれまで申請者らは HBV integration と遺伝子変異、および臨床背景因子との関連につい
て研究を重ね成果を挙げてきたが、核酸アナログ薬による HBV 制御下でも肝発癌は十分に抑制
されず、わが国に 2,000 万人存在すると推定されている HBV 既感染者、及び潜在的 HBV 感染者
における HBV integration および癌ゲノム変異と発癌機構の詳細は不明である。 

 
２．研究の目的 
(1) 肝炎ウイルス制御下における肝発癌・進展に関わるゲノムプロファイルおよび肝発癌に関
与する HBV integration の網羅的解析、(2)これら HBV integration をゲノム編集により導入し
た iPS 細胞の樹立、(3) さらに HBx 蛋白と宿主ゲノム異常との相互関係を解析することで、ウ
イルス制御下における肝発癌・進展機構の解明へ向けた知的・学術基盤を形成することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 肝炎ウイルス制御下における肝発癌・進展に関わるゲノムプロファイルおよび HBV 
integration の網羅的解析 
C 型慢性肝炎においてインターフェロンまたは直接作用型抗 HCV 薬により SVR が得られた症

例、B型慢性肝炎において核酸アナログ薬により HBV 増殖が制御されている症例、HBV 既感染例
の癌部と非癌部、リンパ球から抽出した DNA を使用して、独自に作成した肝細胞癌の癌関連遺
伝子パネルを次世代シークエンサーを用いて網羅的に解析した。癌部の遺伝子変異の遺伝子変
異を検出し、肝炎ウイルス未治療群と比較することでウイルス制御下における発癌過程を検証
した。 
(2)ゲノム編集による HBV integration を有するヒト iPS 細胞の樹立 
 ほとんどの肝癌細胞株では TERT プロモーター領域に既に変異が入っているため、TERT プロ
モーター変異あるいは近傍への HBx 挿入による変化を細胞生物学的に解析することは困難であ



り、TERT プロモーター領域への HBx 遺伝子の integration が発癌プロセスにどのレベルで寄与
できるのか、その病的意義付けには不明瞭な点が残されている。そこで、健常者から既に樹立
済みのヒト iPS 細胞株を利用し、これに Crispr/Cas9 系を利用して TERT プロモーター領域へ
genotype C HBx コンセンサス配列の組み込みを行った。 
(3)HBV 陽性肝細胞癌の病態に関連する遺伝子変異と HBx 蛋白の機能解析 
 野生型の TERT プロモーター配列に臨床検体で認められた 2 種類の hot spot 変異(C228T, 
C250T)を導入したレポータープラスミドを作成し、HepG2細胞および293T細胞へ遺伝子導入し、
レポーターアッセイを行った。また、これらのプラスミド(野生型, C228T, C250T)と HBx 蛋白
を発現するプラスミドを HepG2 細胞および 293T 細胞へ遺伝子導入し、HBx 蛋白がそれぞれの
TERT プロモーター活性に与える影響を解析した。 
 
４．研究成果 
(1)肝炎ウイルス制御下における肝発癌・進展に関わるゲノムプロファイルおよび HBV 
integration の網羅的解析 
肝細胞癌に対して手術を行った201例を対象とした。その内訳はHCV/HBV/NBNC=79/44/78例、

HCV SVR あり/なし 30/49 例、HBs 抗原陽性のうち核酸アナログ製剤（nucleotide/nucleoside 
analogues:NUCs）内服あり/なし 22/22 例であった。また NBNC 肝癌は HBs 抗原陰性かつ HBc 抗
体陽性または HBs 抗体陽性の HBV 既往感染 28 例とそれ以外の 50 例に層別した。癌部と背景肝
において癌関連 54 遺伝子 2910 箇所の Hotspot に対して deep sequence、TERT promoter 領域の
hotspot は direct sequence を行った。HBs 抗原陽性 44 例及び HBV 感染既往 50 例の HBV 及び
AAV integration を Illumina Miseq を用いて解析した。結果は、HCV 陽性肝癌 78 例は TERT 
promoter; 83.1%, CTNNB1; 31.5%, TP53; 25.0%と TP53 変異は少ないが(P= 0.002)TERT promoter
変異が多く(P=0.003)、AXIN1; 5 例, RB1; 1 例と WNT signaling pathway の遺伝子変異や ARID1A 
2 例, ARID2 1 例とクロマチン修飾に関わる遺伝子変異を認めたが SVR の有無による遺伝子変異
の頻度の差は認めなかった。HBV 持続感染肝癌 41 例は TP53; 56.8%, TERT promoter; 27.3%, 
CTNNB1; 18.2%で遺伝子変異を認め HBV integration は HBs 抗原陽性 43 例中 40 例(93%)126 か
所で検出されヒト側では TERT 16 例、MLL4 3 例、MYO7A 2 例であった。NUCs 内服の有無で TERT
領域も含め HBV integration の頻度に差はなかったが TERT promoter 変異は NUCs 内服群で内服
していない群と比較して低下しており（18% versus 38%, p=0.14）HBV DNA 検出感度未満の症
例で有意に少なかった(0% versus 38%, p=0.006)。一方 NBNC 肝癌 78例は TERT promoter; 62.8%, 
CTNNB1; 28.2%, TP53; 29.5%, AXIN1; 3 例で遺伝子変異を認めた。そのうち HBV 既往感染 28
例の遺伝子変異は TERT promoter ;72.4%, CTNNB1; 34.5%, TP53; 44.8%, AXIN1;2 例で認めた。  
HBV integration は 50 例中 6例(12%)22 か所検出され、6例とも HCV 抗体陰性、若年で発症し 6
例中 4例(67%)は正常肝からの発癌であり、AAV integration は検出されなかった。これらの結
果から HCV 排除の有無で遺伝子変異による発癌機序の違いは明らかではなかった。HBV 持続感
染において NUCs 内服や HBV DNA 低値が TERT promoter 変異を低下させる可能性が示唆された。
また HBV 既往感染は全体として HCV や HBV 持続感染と遺伝子変異プロファイルの両者の特性を
持っていたが一部 HBV integration を有する症例では HBV 持続感染と同様の発癌機序が考えら
れ若年で正常肝からの発癌が多かった。 
(2)ゲノム編集による HBV integration を有するヒト iPS 細胞の樹立 
(1)の HBV integration 解析で得られた TERT promoter 領域への HBx 挿入例の実際のゲノム配

列をもとに TERT promoter と HBx それぞれの junction を決定した。genotype C HBx コンセン
サス配列を用いてこの junction 領域について DNA 合成を行い、TERT promoter 領域へのアーム
およびガイドRNAを設計した後にCrispr/Cas9系を利用してTERTプロモーター領域へHBx配列
の組み込みを導入中である。組み込みの際に用いた薬剤耐性遺伝子は Cre/loxP 系によって樹立
後に排除する。 
(3)HBV 陽性肝細胞癌の病態に関連する遺伝子変異と HBx 蛋白の機能解析 
HBｘ蛋白と TERT promoter 変異が TERT promoter 活性に与える影響について調べた。まず、

TERT promoter 変異が promoter 活性に与える影響を調べるため、野生型の TERT プロモーター
配列に臨床検体で認められた 2種類の変異(C228T, C250T)を導入したレポータープラスミドを
作成し、HepG2 細胞および 293T 細胞へ遺伝子導入し、レポーターアッセイを行ったところ、2
種のcell lineで TERT promoter活性は変異型で上昇した。これらのプラスミド(野生型, C228T, 
C250T)と HBx 蛋白を発現するプラスミドを HepG2 細胞および 293T 細胞へ遺伝子導入し、HBx が
それぞれの TERT プロモーター活性に与える影響を解析した。その結果、HBx 発現により、TERT 
mRNA, 蛋白発現ともに上昇することを確認した。次に、TERT promoter に結合する転写因子と
して Sp1, c-myc, ETS2 が知られており、この 3つの転写因子が TERT promoter 活性に与える影
響を調べたところ、Sp-1, c-myc で TERT promoter 活性は上昇し、HBx 共発現によってさらに上
昇を認めた。以上の結果から HBx は TERT promoter 活性上昇に関与することが考えられた。 
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