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研究成果の概要（和文）：近年、非ウイルス性肝癌患者の中にHBV既往感染マーカーであるHBc抗体陽性の患者が
いることが明らかになった。これはHBV既往感染と肝癌発症に関係性がある事を示しているが、どのようにHBV既
往感染者は肝癌を発症するのか謎に満ちていた。そこで、実際の検体を用いてHBVゲノム挿入による発癌の影響
を調べるため、次世代シーケンス解析を試みた。新型コロナウイルスの影響により次世代シーケンス解析ができ
なかったが、HBVゲノムの挿入が発癌に関与することを明らかにするため、既に培養細胞で報告されているHBVゲ
ノムの挿入部位を欠損した時の影響を調べた結果、HBVゲノムの挿入は腫瘍形成に関与することを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Recently, it has been revealed that some patients with non-B non-C 
hepatocellular carcinoma are positive for HBc antibody, a marker of pre-existing HBV infection. 
Although this indicates that there is a relationship between pre-existing HBV infection and the 
development of hepatocarcinogenesis, how HBV pre-existing infection causes hepatocarcinogenesis has 
remained unclear. Therefore, we attempted next-generation sequencing analysis to investigate the 
effect of HBV genome insertion on carcinogenesis using HBc positive non-B non-C hepatocellular 
carcinoma. Although next-generation sequencing analysis could not be performed due to the effect of 
the SARS-CoV-2, we examined the effect of deletion of the HBV genome insertion site, which had 
already been reported in cultured cells, to clarify that the HBV genome insertion is involved in 
tumorigenesis. The results showed that the insertion of the HBV genome is involved in tumorigenesis.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究でHBVゲノムが挿入された培養細胞を用いて、CRISPR-Cas9システムでHBVのインテグレーション箇所を欠
損させた場合、腫瘍形成が抑制されることを見出した。この結果と今後、HBc抗体陽性非ウイルス性肝癌のHBVゲ
ノム挿入箇所を同定し、その変異の入ったマウスモデルを作製し、実際に同定した配列を標的とする
CRISPR-Cas9システムで腫瘍形成が抑制された場合、これまで問題になっていたHBc抗体陽性非ウイルス性肝癌の
新たな治療方法になる可能性がある。

※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 
 B 型肝炎ウイルス（HBV）に感染した場合、慢性肝炎または急性肝炎を発症する。慢性肝炎
を発症した場合、肝硬変、肝癌と症状が進行するため、適切な治療を受ける必要がある。一方、
急性肝炎を発症した場合、多くの感染者は軽症または自覚症状がないまま経過する。これは自己
免疫により、HBV の複製が抑えられるからである。それ故、体内に HBV の中和抗体である HBs
抗体や HBV に感染していたことを示す HBc 抗体が作られる。この様な自己免疫により HBV
の増殖を抑制した感染者のことを、ここでは HBV 既往感染者と言う。この HBV 既往感染者は
HBV 再発リスクのある抗癌剤・免疫抑制剤を投与する場合や肝移植を行う場合以外は、症状も
ほとんど無いため、慢性肝炎に比べ明確な治療方針はこれまで特に無い状態であった。 
 近年、非ウイルス性肝癌患者の中に HBc 抗体陽性の症例が一定数以上存在する事が明らかに
なってきた。これは HBV 既往感染と肝細胞癌（HCC）発症に関係性がある事を示唆している
が、どのようにして HBV 既往感染者は HCC を発症するのかといった問題が残っていた。非ウ
イルス性肝癌患者のゲノム解析が行われた所、ヒトゲノム中に HBV ゲノムが様々な箇所に挿入
されていることが明らかになった。この結果から HBV ゲノムのインテグレーションにより発癌
することが考えられるが、インテグレーションが HCC 発症に関与するかは不明のままである。
そのため、HBV 既往感染者における HBV ゲノムのインテグレーションが HCC 発症に及ぼす
影響を明らかにすることは、HCC 発症のリスク因子として HBV 既往歴の顕在化や新たな HCC
発症のメカニズムに繋がり、学術的に非常に重要である。 
 
２．研究の目的 
 そこで本申請研究では HBV 既往感染者と HCC 発症に着目し、ヒト検体を用いて HBV ゲノ
ムのインテグレーションサイトの網羅的同定を行う。また、同定した HBV ゲノムのインテグレ
ーションサイトによる HCC 発症のメカニズムを明らかにすることで、HBc 抗体陽性の HBV 既
往感染者でも発癌リスクがあることを提唱する。 
 
３．研究の方法 
 本研究では HBc 抗体陽性の非ウイルス性肝癌検体を用いて HBV ゲノムのインテグレーショ
ンサイトを網羅的に同定し、同定したサイトによって惹き起こされる発癌メカニズムを解明す
る。また、HBV 遺伝子が既にゲノム DNA に挿入された細胞に対して、CRISPR-Cas9 システム
を用いて HBV 遺伝子をノックアウトした時の腫瘍形成も調べる。 
 
（１）：Viral DNA Capture-seq Approach 法（VDCA 法）を用いた HBV ゲノム挿入部位の同
定 
 HBc 抗体陽性の非ウイルス性肝癌検体から DNA ライブラリーを調製する。調製後、HBV ゲ
ノムの挿入部位を感度よく網羅的に解析するため、VDCA 法を行う。VDCA 法とは HBV ゲノ
ムが挿入されたヒトゲノムを HBV ゲノムに対するビオチン化標識プローブを用いて濃縮する
方法である。この方法で HBV ゲノムが組み込まれたヒトゲノムを濃縮した後に次世代シーケン
ス解析を行う。この様にしてインテグレーションサイトを網羅的に決定した後、複数症例で認め
られる HCC 発症に関与する新しいインテグレーションサイトを同定する。 
 
（２）：CRISPR-Cas9 システムを用いた HBV ゲノム挿入部位欠損による腫瘍形成の影響 
 HBV 肝癌由来細胞で既に報告されている HBV 挿入部位に対する sgRNA を作製し、CRISPR-
Cas9 システムで挿入部位を欠損した時の腫瘍形成能について調べる。これを行うことにより
HBV ゲノムのインテグレーションが発癌と関わり合いがあることを調べる。 
 
４．研究成果 
 本研究期間全体を通じて研究代表者は
実験に使用する HBc 抗体陽性非ウイルス
性肝癌検体のピックアップを行い、全29検
体の患者情報（年齢、性別、基礎疾患等）
をまとめた。次に次世代シーケンス解析を
行うため、まずは HBV ゲノムがインテグ
レートされた培養細胞を用いて DNA ライ
ブラリー調製の条件検討を行った。DNA
抽出後の DNA を目的の大きさの断片にす
るため、ソニケーションの条件検討を行っ
た所、断片の大きさは DNA 量に依存せず、ソニケーションの強さに依存することを見出した
（図 1）。これにより、目的の DNA 断片を調製することができ、DNA ライブラリーを調製する
ことができた。また、肝臓組織を用いても見出した条件で DNA ライブラリーを作製することに
成功した。その後、新型コロナウイルスの影響により共同研究先との次世代シーケンス解析がで



きなかった代わりに、インテグレーションによる発癌機構を明らかにするため、HBV 肝癌由来
の培養細胞で既に報告されている HBV ゲノムの挿入部位に対する sgRNA を作製し、CRISPR-
Cas9 システムを用いて HBV ゲノムをノックアウトした時の影響を調べることを試みた。その
結果、HBV ゲノムをノックアウトした細胞だと腫瘍形成を抑制しうることを見出した。これら
の結果から、HBV のインテグレーションは腫瘍形成に関与することを明らかにした。 
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