
東京医科歯科大学・医学部附属病院・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０２

基盤研究(C)（一般）

2022～2020

遺伝子改変iPS細胞を用いたHBVゲノムの組み込みによる発癌メカニズムの解明

The analysis of molecular mechanisms for HBV integration-induced 
hepatocarcinogenesis by using gene edited human iPS cells.

２０５２７０５６研究者番号：

新田　沙由梨（Nitta, Sayuri）

研究期間：

２０Ｋ０８３０３

年 月 日現在  ５   ６ １４

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：B型肝炎ウイルス (HBV)感染では、ウイルスゲノムがヒトゲノムに組み込まれる
integrationが肝癌発生に関与していると考えられている。本研究では、ヒトiPS細胞のTERT promoter領域にHBV
ゲノムの一部を挿入したintegrationモデル細胞と、TERT領域にHBV integrationを認める肝癌検体を用いて検討
を行い、integrationによりTERTの発現が上昇すること、TERTとHBV両方の配列を含む融合転写産物の発現を認め
ることを示した。また細胞分裂や細胞周期、細胞接着やアポトーシスなどに関連する遺伝子発現の変動を認め、
肝発癌に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：On hepatitis B virus (HBV) infection, the integration of the viral genome 
into the human genome maybe involved in the development of liver cancer. In this study, we 
established the integration model cells by inserting the HBV genome into the TERT promoter region of
 human iPS cells. By using these integration model cells, and tissue samples of hepatocellular 
carcinoma in which HBV integration was observed in the TERT region, we found that HBV integration 
contributed the enhanced expression of TERT and also found the expression of fusion transcripts 
containing both TERT and HBV sequences. In addition, changes in gene expression related to cell 
division, cell cycle, cell adhesion, apoptosis, etc. were observed. These results suggested their 
involvement in hepatocarcinogenesis.

研究分野： ウイルス性肝炎

キーワード： 肝癌　HBV integration

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝癌の主な成因の一つであるB型肝炎ウイルス（HBV）感染ではウイルスゲノムの一部がホストゲノムへ挿入
(integration)されることが知られており、発癌に関与していると考えられている。HBV integrationは肝癌の若
年発生や予後不良、非肝硬変での発生に関与していることが示唆されている。本研究では、HBVのintegrationに
よって特徴的に発現する転写産物や発現に変化を認める遺伝子の一部を同定した。これはHBV integrationが関
与する肝癌の発生メカニズムを明らかにするための知見となると考えられ、更なる研究の遂行により新たな肝癌
治療開発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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌(HCC)は本邦における癌死亡者の上位に位置しており、その死亡者数は近年でも依然と
して毎年約3万人以上と多く、疾患克服への対策が求められている。HCCの成因の内訳をみると、
近年ではウイルス性肝炎は減少傾向である一方、非アルコール性脂肪性肝炎が増加傾向にあり、
その割合には変化を認める。しかしながら、依然としてウイルス性肝炎の割合が最も高い。中で
も B 型肝炎におけるウイルス排除は現状では困難であることから、B 型肝炎ウイルス(HBV)感染
による肝発癌は、当面大きくは減少しないと考えられる。 
HBV 関連肝癌の特徴として、肝硬変からの肝発癌の他、ウイルス DNA がホストゲノムに組 
み込まれる(integration)ことによる発癌が知られており、肝炎・肝線維化が進行していない 
若年の段階から発癌することが大きな問題である。ウイルス DNA の integration による発癌 
は、他の成因で共通してみられる慢性炎症による発癌とは異なると考えられ、そのメカニズ 
ムの解明は必須である。 
HCC の治療は、近年の分子標的薬の開発によりその治療効果が期待されているだけでなく、治療
戦略にも変化が現れてきている。一方で、既報からも HCC の発生と進展には成因により異なるメ
カニズムが関わると考えられるが、HCC の治療は成因に関わらず一定の戦略で進められ 
ているのが現状である。様々な新規抗腫瘍薬が開発されていく中で、今後成因あるいは発癌 
機序に応じた治療戦略を立てることで、より効率的な治療効果が発揮できる可能性がある。その
ためには成因に応じた肝発癌メカニズムの差異を詳細に解明する必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、HBV 感染関連肝細胞癌における HBV DNA のホスト側の挿入部位として最も頻度が高
くみられる TERT promoter 領域への integration に主に焦点を当て、ヒト iPS 細胞に遺伝子編
集技術を用いて HBV ゲノムをホストゲノムの標的遺伝子特異的に挿入することにより、HBV 
integration モデルを構築し、integration による発癌機構の解明を目的とする。これらの研究
により、HBV 肝癌の病態解明のみならず、発癌メカニズム特異的な肝癌治療戦略の確立、および
新規治療薬開発に寄与しうる学術的基盤の創出を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト iPS 細胞の TERT promoter 領域に、ゲノム編集技術を用いて HBV DNA 配列の一部を
挿入した HBV integration モデル iPS 細胞を樹立した。HBV 配列については、HBx 領域と、HBx
および HBx promoter/enhancer を含む配列を挿入した二種類を作成した。 
（２）（１）で樹立した integration モデル iPS 細胞を肝細胞系譜細胞（iPS-hep 細胞）へ分化
誘導した 
（３）integration モデル細胞における TERT、HBV および増殖関連遺伝子や TERT 関連遺伝子等
の発現について RT-qPCR により解析、タンパク質発現を western blotting にて解析した。iPS-
hep 細胞に分化誘導した状態において、非ゲノム編集細胞を対照として integration モデル細胞
における遺伝子発現を比較した。TERT, HBV の発現については未分化 iPS 状態を対照として iPS-
hep に分化誘導した時の遺伝子発現変化についても評価した。 
（４）（２）について RNA sequence による網羅的な遺伝子発現解析を行った。 
（５）TERT 領域に HBV ゲノムが integration していることが判明している肝癌組織検体と同一
症例の非癌肝組織をペアとして、RNA sequence による網羅的な遺伝子発現解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
樹立した HBV integration モデル iPS 細胞は未分化 iPS 細胞マーカーである OCT3/4 や NANOG な
どの遺伝子を発現することを確認した。また、肝細胞系譜細胞への分化誘導が可能であることを
確認した。 
RT-qPCRによる遺伝子発現解析では、integration細胞でHBV配列を含む転写産物の発現を認め、
その発現は iPS-hep 細胞への分化誘導によって亢進することが明らかとなった。また、iPS-hep
細胞において、TERT 遺伝子の発現は integration 細胞で非ゲノム編集細胞よりも高い発現を示
した。さらに TERT、HBx の発現について HBx 領域のみを挿入したモデルに比し、HBV の
promoter/enhancer 領域を含む配列を挿入したモデルとの間では高い発現を示した。このことは
HBV の promoter/enhancer 配列の挿入が肝癌の病態に重要であることを示唆するものと思われ
た。 
integration 細胞の RNA sequence 解析では TERT の他、肝癌にかかわる既知の遺伝子および他癌
との関連が報告されている複数の遺伝子が DEGs として抽出された。また、TERT と HBV 両方の配
列を含む融合転写産物が少量ながら検出された。 
一方、肝癌組織検体の RNA sequence 解析では、非癌組織と比し、細胞周期や細胞分裂に関わる
経路が亢進しており、また細胞接着やアポトーシスに関連する遺伝子の変動が示唆された。更に、



肝癌検体においてもTERTとHBV両方の配列を含む融合転写産物が発現していることが示された。 
これらの遺伝子発現変動や融合転写産物の発現が悪性形質獲得に関与している可能性があると
考えられ、更なる研究の推進がメカニズム解明につながると考えられた。 
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