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研究成果の概要（和文）： 

 B 型肝炎ウイルスの DNA は，感染したヒト肝細胞の DNA の中に入り込みウイルス増殖が低下
した後もヒトの DNA と共存して存在し続ける．本研究では，従来ランダムに起こるため，意義
が少ないとされていた HBV 組み込みが，ある特定の領域に存在することが明らかになった．こ
の領域には細胞増殖に関連した遺伝子が多くあり，HBV がヒトの遺伝子の活動を調節すること
によりウイルスの存続に有利な環境を作り，結果として肝発癌に関連する可能性が示唆された． 
 
研究成果の概要（英文）： 
Hepatitis B virus (HBV) DNA can be integrated into the host genome and co-exist after 
its replication become decreased. In this study we revealed that HBV integration does 
not occur randomly, but is preferentially located in the certain region of the host genome. 
In those regions, there are many human genes related to cell proliferation, suggesting 
that HBV integration plays some role in modulating cell cycle. This mechanism can be 
related to viral persistence in the host cells and resulting liver carcinogenesis.  
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１．研究開始当初の背景 
ウイルス遺伝子の宿主細胞への組み込み

は，B型肝炎ウイルス（HBV）を始め，レトロ
ウイルス属やアデノウイルス，EB ウイルス，
ヒトパピローマウイルスなど多くのウイル
スで見られる現象である．ウイルス組み込み
の意義は，従来，明らかではなかったが，近
年，組み込まれたウイルス遺伝子が，宿主遺
伝子の発現調節を修飾し，発癌や細胞のクロ

ーナルな増殖に関与したと考えられる例が，
さまざまな動物種で多数報告されてきてい
る．ウイルスは自らの遺伝子を効率よく伝え
ていくために，癌抑制遺伝子やアポトーシス
を阻害したり，細胞増殖を活性化させたりし
て，宿主細胞を長く存続させようとする機構
を有しているが，ウイルスの組み込みも，こ
うした宿主細胞の維持・存続の一役を担って
いることが示唆される． 
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HBV は肝癌の 90%以上でモノクローナルな組
み込みが証明されるが，従来，その組み込み
部位には一定の傾向はなく，ランダムに起こ
るとされていた．しかし，近年，PCR を応用
した技術の進歩に伴い，解析症例が増加し，
HBV のヒト遺伝子近傍への組み込みは稀な現
象でなく，また，Ras シグナル調節，Ca シグ
ナル調節，細胞周期，テロメアなどに関連し
た遺伝子の近傍に好発することが報告され
た．（Minami et al. Genomics 1995．Gozuacik 
et al. Oncogene 2001．Paterlini-Brechot et 
al. Oncogene 2003．）また，我々を含め，独
立した複数の研究グループから肝癌細胞で
hTERT （ human telomerase reverse 
transcriptase）遺伝子の近傍に HBV が組み
込まれ，hTERT の発現を亢進させ，細胞の不
死化に関与していることが報告された．
（Horikawa et al. J Natl Cancer Inst 2001．
Ferber et al. Oncogene 2003．Murakami, 
Minami et al. Gut 2005．） 
 こうした結果をふまえ，我々は，肝発癌に
至る過程での HBV 組み込みに注目し，独自に
開 発 し た HBV-Alu PCR （ Minami et al. 
Genomics 1995）を用いて，従来困難であっ
た急性肝炎や慢性肝炎組織での HBV組み込み
を解析し，（i）非癌組織においても HBV 組み
込みが存在すること（Murakami, Minami et al. 
J Med Virol 2004），（ii）慢性肝炎組織にお
いて，すでに HBV 組み込み細胞がオリゴクロ
ーナルに増殖し，Axin1 などの細胞増殖や癌
抑制に関連した遺伝子の近傍に存在するこ
と（Minami et al. Oncogene 2005）を明ら
かにしてきた． 
２．研究の目的 
（1）慢性肝炎，肝硬変，担癌非硬変，肝癌
組織における HBV組み込み部位のデータベー
ス化 
さまざまな病期にある肝組織で HBVの組み込
み部位を検索し，データベース化する．HBV
における複数症例で共通の組み込み部位
（common integration sites）の同定により，
肝細胞の維持・増殖に重要な領域の探索が可
能であるが，さらに現在，retrovirus などで
構築されつつある common integration sites
のデータベース（Akagi et al. Nucleic Acids 
Res 2004）などとの比較により，ウイルス種
を超えて重要な領域の同定も可能性がある． 
（2）染色体脆弱部位（common fragile site；
CFS）への HBV 組み込みの証明 
宿主への HBV 組み込みのデータベース解析に
より，組み込みが CFS に好発する可能性が指
摘された．CFS は細胞増殖の際に転写，翻訳
が活発であり，癌やウイルス組み込みの際の
染色体の欠失や組み換えなどが起こり易く，
また，その遺伝子変化に伴う細胞増殖の変化
が起こる可能性のある部位である．HBV 組み
込みが同部位にある頻度の高いことを証明

する． 
３．研究の方法 

（1）我々の開発した HBV-Alu PCR（Minami et 
al. Genomics 1995）により，慢性肝炎組織，
肝癌組織，担癌非癌組織から HBV 組み込み部
位を増幅し，そのクローニングと染色体上の
位置を解析した． 
（2）染色体組み込み部位のヒト遺伝子に対
し BAC プローブを設定した．健常者のリンパ
球をアフィジコリン存在下で培養し，CFS に
断裂を誘導し，BAC プローブがその断裂の近
位部・遠位部のどちらに存在するかを，蛍光
in situ hybridization 法（FISH 法）にて解
析した． 
４．研究成果 
5 例の慢性肝炎組織より HBV が宿主配列に

組み込まれている部位を増幅し，プラスミド
にクローニングした．慢性肝炎組織より約
100 クローンにおいて，HBV 組み込みとその
近傍のヒトゲノム配列を同定しえた．これら
をデータベースにて解析するとヒト染色体 3
番に統計学的に有意に高率に存在すること
がわかった．また，ヒト染色体上で細胞増殖
の際に転写，翻訳が活発であり，癌やウイル
ス組み込みの際の染色体の欠失や組み換え
などの好発部位とされる CFS に存在すると推
測されるものが 4クローンあった．慢性肝炎
組織から得られた組み込みが CFS にあるかど
うかを証明し，さらに，HBV 組み込みが，CFS
に好発することを癌においても確認するた
め，データベースに報告されている 16 の肝
癌における HBV 組み込みを検索し，これらが
CFS上に存在するかどうかを同様にFISHで解
析した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図．FISH 法による CFS の解析．プローブが

染色体断裂部の近位，遠位の両方に検出され
れば CFS内にその配列が存在することが証明
できる． 
 

 HBV陽性肝癌においては，16例中5例でCFS
に HBV の組み込みが認められた．また，HBV
陽性慢性肝炎組織においては，20 例中 4 例で
CFS に HBV 組み込みがあった．これは HBV 組
み込みがランダムに起こると仮定した場合
より有意に高頻度であり，HBV 組み込みが CFS



 

 

に好発することが証明された． 
 また，肝癌のみならず慢性肝炎の段階にお
いて，細胞の癌化に関連した遺伝子変異がす
でに始まっていることを示唆する所見であ
った．  
結論 
（1）HBV 組み込みはランダムに起こるのでは
なく，染色体 3番や染色体脆弱部位などの好
発領域が存在する． 
（2）HBV 組み込みは慢性肝炎の段階よりすで
に存在し，肝発癌前の段階から，肝細胞の増
殖を調節し，ウイルスの存続に優位な細胞環
境を形成していることが示唆される． 
（3）染色体脆弱部位は従来より細胞増殖関
連遺伝子の多く集まった領域とされており，
この部位に組み込まれた HBV が細胞増殖の維
持に重要な役割を果たしている可能性があ
る． 
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