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研究成果の概要（和文）： 

DNA 二重鎖は、強い傷害をうけると、DNA 修復反応が不十分となり、癌化へのステップに寄与すること
になる。本研究では、DNA 傷害応答因子の肝発癌初期過程における役割に着目した。マウス肝癌モ
デルを作成して、発癌前後の DNA 修復因子を解析した。さらに解析結果が、ヒト肝がん患者において
も有用な発癌予測マーカーであるかを検討した。その結果、動物モデル・ヒト肝硬変組織では
gamma-H2AX が著明に活性化しており、発癌した患者の多くは Wip1 の活性が高く DNA 修復シグナ
ルが抑制される傾向にあることを見いだした。本解析の結果、DNA 修復因子のなかでも gamma-H2AX
および Wip1 が肝癌発症の予知マーカーになりえる可能性が明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Background: It has been widely considered that the DNA damage response is strongly involved in the 
step of early carcinogenesis. In case of hepatocellular carcinoma (HCC), however, it has been remained 
unclear whether DNA damage response molecules are useful for the tumor markers of the patients with 
high risk of HCC. 
Methods: We evaluated the phosphorylation levels of DNA damage response markers in animal models 
with HCC by Western blotting or immunohistochemical staining. Based on the animal model 
experiments, we addressed whether any of the DNA- damage response molecules are involved in the 
cancer development of the patients with high risk of HCC. 
Results: Western blotting and immunohistochemical analysis showed that the levels of gamma-H2A 
were significantly increased in HCC-prone mice. Interestingly, increase in the levels of gamma-H2AX 
was observed from several months before the development of HCC. The increase in the levels of 
gamma-H2AX and Wip1 activity was also observed in human liver tissues adjacent to HCC. 
Conclusion: DNA damage response molecules gamma-H2AX and Wip1 might be useful markers for 
predicting the development of HCC. 
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１．研究開始当初の背景 
DNA 二重鎖は、紫外線や化学物質などで傷害
を受けて自己修復を行う働きを有している。しか
しながら、傷害の程度が強く、かつ持続する場
合は DNA 修復反応が不十分となり、癌化へのス
テップに寄与することになる。 
 ところで肝癌は、ウイルスとの関連性が推測さ
れる、数少ない悪性疾患のひとつである。世界
中で肝癌の 70%以上が B 型（HBV）や C 型
(HCV)肝炎ウイルスに感染しており、これまで明
らかにされた発癌機序は、①ウイルス慢性肝炎
の細胞傷害がゲノム不安定化や活性酸素 etc.
を引き起こす、いわばウイルスを介した“間接的”
発癌作用と、②ウイルス自体が宿主遺伝子異常
や酸化ストレスなどを誘導する、ウイルスの“直接
的”発癌作用、に大きく分けられる。しかしながら
実際のヒト組織におけるウイルス肝発癌の機序
はいまだ不明であり、われわれも過去にヒト肝癌
の細胞周期因子などを検討したが(Matsuda et 
al., Gastroenterology 116(2):394-400, 1999; 
Clin Cancer Res 9(9):3389-3396, 2003, etc.)、
解析対象が進行癌であったためか、他報告と同
様に肝炎ウイルスによる特徴は不明であった。
一般に癌研究では、正常組織-癌ハイリスク組織
-前がん病変-癌組織と、一連のシークエンスを
通して組織サンプルを解析することが望ましい
が、肝臓の場合は経時的なサンプル採取は困
難である。そこでわれわれはウイルス肝発癌モ
デルを経時的に解析し、その結果をヒトと摺り合
わせる手順による発癌機序の研究を試みた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、DNA 傷害の早期に応答するマー
カー因子 gamma-H2AX（リン酸化 H2AX）を初め
とする DNA 傷害応答因子の肝発癌初期過程に
おける役割に着目した。様々な動物の肝発癌モ
デルやヒト肝癌組織における DNA 修復シグナル
を解析し、精度の高い肝癌予測マーカーの開
発を行うことが、本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
 
（１）動物発癌モデルの解析 
マウス肝癌モデルとして、HBVX 遺伝子トランス
ジェニックマウス (HBx-Tg マウス)、ジエチルニト
ロサミン誘発肝癌モデル(DEN マウス）を作成し
た。特に、HBx 遺伝子トランスジェニック
(HBx-Tg)マウスは、アルブミン遺伝子プロモータ
ー制御下で肝細胞に特異的に HBV X 遺伝子
産物を長期間発現する。同マウスは肝炎を経ず
に、高率(60-80%)に肝癌を発症するため HBV の
直接的発癌作用の研究に適した生体モデルと

される (Kim CM. et al., Nature 351(6324): 
317-20, 1991)。予備実験の結果、HBx-Tg マウ
スでは８－１０ヶ月、DEN マウスでは１０ヶ月後に
発癌しやすいことが明らかになったため、同時
期から経時的に H2AX シグナル関連因子を
Western blot, 免疫染色で解析した。同時に、
発癌前後の DNA修復因子（ATM/ATAR, 53BP, 
Chk1/2, ERCC1, TFIIH, XPG 等）も解析した。 
 
（２）ヒト肝癌非癌部組織の解析 
動物モデルの解析の結果、発癌に関与している
可能性が推測される DNA 傷害早期応答因子に
的を絞り、ヒト肝癌非癌部組織における発現・活
性化レベルを観察し、ヒト肝がん患者における有
用な発癌予測マーカーになりうるかを検討した。 
 
４．研究成果 
 
（１）動物発癌モデルの解析 
両動物モデル共に、発癌の数ヶ月前から H2AX
が 強 く リ ン 酸 化 し て 活 性 化 し て い る こ と を
Western blot・免疫染織で見いだした。さらに
HBV X 遺伝子トランスジェニックマウスは、ATR
が強く活性化するにも関わらず、その下流シグ
ナルChk1/Chk2 の活性化は阻害されていた。こ
の理由として、発癌過程においては、Wip1 が活
性化するために正常な DNA 修復が行えないた
めである可能性が示唆された。 
 
（２）ヒト肝癌非癌部組織の解析 
ヒト肝硬変組織では gamma-H2AX が著明に活
性化しており、発癌した患者の多くは Wip1 の活
性が高く DNA 修復シグナルが抑制される傾向
にあることを見いだした。すなわち、DNA 傷害は、
肝がんの発癌時期のかなり前から惹起されてお
り、Wip1 が発癌リスクを促進することが明らかに
なった。ヒト肝癌組織を解析した結果では、マウ
スモデルと同様に、肝がん患者の非癌部組織に
おいて高率に gamma-H2AXとWip1 活性の上昇
が認められた。 
 
（３）考察および今後の展望： 
ＤＮＡ傷害修復因子は、予想以上に、発癌の全
段階から活性化していることが明らかになった。
この成果は、これらＤＮＡ修復因子が、肝がん患
者の発癌時期を予測する有用なマーカーになり
う る こ と を 強 く 示 唆 し て い る 。 な か で も
gamma-H2AX と Wip1 は、ヒト肝癌患者で強く活
性化していることが明らかになったため、今後は
発癌予防の重要なターゲット因子としての研究
が望まれる。 
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