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研究成果の概要（和文）：B 型慢性肝炎患者の肝癌患者と HBx 蛋白の 94、130、131 番のアミノ

酸変異が関係している。HBx の野性株を発現する HBx トランスジェニックマウス(TGM)である

Wild TGM、HBx 蛋白の 130、131 番のアミノ酸変異した HBx を発現する TGM である WM TGM、HBx

蛋白の 94、130、131 番のアミノ酸が変異した HBx を発現する TGM である MM TGM を作製した。

Wild TGM において HBx の発現に依存して肝癌を認めた。MM TGM は HBx の発現が wild TGM と WM 

TGM に比べて低いにもかかわらず肝癌を観察した。細胞増殖に関わる因子として、gene1(便宜

上こう呼ぶ)と cyclin B1 が 3 種の TGM において B6J マウスに比べて mRNA の発現が増大してい

た。 

 
研究成果の概要（英文）：We previously reported that HBx 94, HBx131 and HBx130 amino acid 
mutations associate with HCC patients infected with hepatitis B virus. We made wild 3 
HBx expressing transgenic mouse (wild TG mouse (2 strain), WM TG mouse (2 strain) and 
MM TG mouse (3 strain)). Wild TG mouse was wild HBx expressing transgenic mouse. WM TG 
mouse was HBx with HBx131 and HBx130 amino acid mutations expressing transgenic mouse. 
MM TG mouse was HBx with HBx 94, HBx131 and HBx130 amino acid mutations expressing 
transgenic mouse. In wild TG mice, hepatocellular carcinogenesis is dependent on quantity 
of HBx expression. MM TG mice are relatively smaller expression of HBX than wild TG mouse 
and WM TG mouse, but HCC developed in MM TG mouse. Gene1 (for so it will be convenient 
to speak of it) and cyclin B1 mRNA were expressed more in 3 HBx expressing transgenic 
mouse than in B6j mouse. But there was not difference among 3 HBx expressing transgenic 
mice on these expression. 
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１．研究開始当初の背景 
B型慢性肝炎は肝発癌の危険因子である。B型
肝炎ウイルスの産生する蛋白であるHBX蛋白
は肝発癌に関係するとの報告が多数あるがそ
の機序については諸説あり、いまだ一定の見
解が得られていない。我々は今までの検討に
おいてB型慢性患者において肝癌患者群と非
肝癌患者群の2群間においてHBX蛋白のアミノ
酸の特異的部位が異なることを報告した。 
 
２．研究の目的 
HBX 蛋白のアミノ酸変異が肝発癌に寄与する
か否かを in vivo と in vitro にて証明した
い。 
 
３．研究の方法 
野生株の HBx 遺伝子トランスジェニックマウ
スをコントロールとして、肝発癌に特異的な
アミノ酸変異をいれた HBx遺伝子を導入した
トランスジェニックマウスと比較する。in 
vitro において HBX 蛋白の変異の有無によっ
て発現変動する mRNA が細胞増殖に関わるも
のであったため、トランスジェニックマウス
にてもその mRNA の発現が野生の HBx 遺伝子
とアミノ酸変異を入れた HBx 遺伝子を導入し
たトランスジェニックマウスとの系統間で
差があるかを確認する。 
 
４．研究成果 
以前の我々の検討により肝癌患者と非肝癌
患者において感染している HBV の HBx 蛋白が
肝癌患者においては 94 番のアミノ酸がチロ
シンに、130 番目のアミノ酸がメチオニンに、
131 番目のアミノ酸がイソロイシンに優位に
変異していた。 
そこで HBx蛋白のこれらの変異による肝発癌
に対する影響を調べるために以下の（1）～
（3）のマウスを作製し、週齢 84 週前後で解
剖した。 
 (1) HBV genotype C の野生株からの HBX

蛋白とそのプロモーターを導入したトラン
スジーンを導入したマウス (Wild TGマウス)。 
2 系統 C57BL/6J-TgN(HBX/c/wt)01、
C57BL/6J-TgN(HBX/c/wt)03(それぞれ WT01、
WT03 とする)。 
 (2)(1) の HBX 蛋白を肝癌患者にみられた
130 番目のアミノ酸がメチオニンに、131 番
目のアミノ酸をイソロイシンに変異させた
トランスジーンを導入したマウス (WM TG マ
ウス)。 
2 系統 C57BL/6J-TgN(HBX/c/wm)01、
C57BL/6J-TgN(HBX/c/wm)02 (それぞれ WM01、
WM02 とする)。 
 (3)(1)のHBX蛋白を肝癌患者にみられた94
番のアミノ酸がチロシンに130番目のアミノ
酸がメチオニンに131番目のアミノ酸がイソ

ロイシンに変異させたトランスジーンを導入
したマウス (MM TGマウス)。 
3系統 （それぞれMM02、MM03、MM02×03とす
る。） 
(1) 、(2)、 (3)のそれぞれの系統における
HBx/GAPDH mRNA発現比、腺腫、肝癌の出現数
を表1に示す。               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Wild TGマウス中ではHBxmRNAの発現量が高い
系統であるWT01から腺腫が2例出現したが癌
は認めなかった。WM TGマウスではHBxmRNAの
発現量がwildと比べやや少ないにもかかわら
ず、肝癌が出現した。MM TGマウスではwild
やWMの10分の1から100分の1のHBxの発現量で
あったにもかかわらず肝発癌がみられた。 
（図1） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 MMTG マウスにおける肝癌肉眼標本 

 
 
 
 



そのため、wild type にくらべてアミノ酸変
異をもつ HBx 蛋白は病原性が高いと推測され
た。 
HepG2 細胞に HBX の発現ベクター(野性株、上
記の変異株をの HBx 蛋白の構造をもち、プロ
モーターは HBV のナチュラルプロモーター)
をトランスフェクションしたところ、94 番の
アミノ酸がチロシンに変異した (マウスで
いう MMに相当)が野性株(マウスでは WTに相
当)に比べて、Cdk1/cyclinB1 のインヒビター
であるとの報告がある gene1(便宜上こう呼
ぶ)の mRNA の発現が up していた。 
そこでgene1とcyclinB1についてそれぞれの
HBxトランスジェニックマウスにてmRNAの発
現を確認してみた。(表2) 
 

 

 
 
肝臓内のgene1のmRNAに関してGAPDHのmRNAで
補正後HBx発現遺伝子を導入していないB6Jマ
ウスとの比により検討した。トランスジェニ
ックマウス全体において1.5〜3倍 同じ週齢
のHBx発現遺伝子を導入していないB6Jマウス
より発現が上昇していた。HBxとgene1の発現
の相関に関して検討してみたところ、HBxの発
現がWT01とMM02に関していえばgene1とHBxの
発現には正の相関が認められた。 
しかしながら他系統において相関は認めなか
った。 
 つぎにcycline B1について検討した。これに
関してもHBxトランスジェニックマウス全体
において1.8〜6倍 同じ週齢のHBx発現遺伝
子を導入していないB6Jマウスより発現が上
昇していた。 
Leeらの報告ではHBx蛋白をテトラサイクリン
で発現制御する肝がん細胞モデルにおいては
テトラサイクリン除去後(つまりHBxの発現を
誘導する)12時間後にcyclin B1のmRNAが上昇

していた(Leeら The Journal of biological 
chemistry 2002)。今回のHBxトランスジェニ
ックの生体内でも同様の結果であった。 
腫瘍に関しては WT(腺腫)、WM01(肝癌)、
WM02(肝癌)、MM02(肝癌)、MM03(腺腫) MM02
×MM03(腺腫)の GAPDH に対する cyclinB1 の
発現比(cyclinB1  2^(-ΔΔCt))の平均はそ
れぞれ 17.59 、59.75 、175.08 、31.60 、
110.56 、7.73 となっており、腺腫や肝癌で
cyclinB1 の発現が上昇していた。cyclinB1
の高発現の癌は予後が悪く、MM03 に認めた腺
腫に関しては WT に認めた腺腫に比べ
cyclinB1のmRNAの発現は高値であったため、
将来的に悪性の転帰をたどる可能性が示唆
された。 
HBx 発現マウスにおいて gene1 と cyclin B1
の相反する両者の mRNA の高発現については
他からのインタラクションを含めて検討を
要する。HBx に関しては cyclinB1-CDK1 
kinase の持続活性化により G2/M arrest が起
きているという報告があり(Chen ら 
Oncology Reports 2009)、TG マウスの肝細胞
でも細胞周期を確認する必要がある。 
つぎに HepG2 細胞に HBX の発現ベクター(野
性株、上記の変異株をの HBx 蛋白の構造をも
ち、プロモーターは HBV のナチュラルプロモ
ーター)をトランスフェクションしたところ、 
130番目のアミノ酸がメチオニンに131番目の
アミノ酸がイソロイシンに変異した株(マウ
スではWM MM)においては野性株(マウスでは
WT)に比べてgene2(便宜上こう呼ぶ)のmRNAは
減少していた。しかしながらgene2に関しては
in vitroと異なり、HBxトランスジェニックマ
ウスと同じ週齢のHBx発現遺伝子を導入して
いないB6Jマウスとの間に差は認めなかった。
(表2) 
130番目のアミノ酸がメチオニンに131番目の
アミノ酸がイソロイシンに変異がホスト肝細
胞に影響を与えるかどうかに関しては、Kwun
らのHepG2細胞を使った検討において、130番
目のアミノ酸のメチオニンへの変異がp21の
発現に影響を与えることが報告されている
(KwunらNucleic Acids Research 2004)。 
P21は先述のcyclinB1を阻害することが知ら
れており、130番や131番目のアミノ酸変異が
細胞周期に影響を与える可能性が有るため、
今後検討をしたい。 
 

５．主な発表論文等 

〔雑誌論文〕（計 0件） 

〔学会発表〕（計 0件） 

 



６．研究組織 

(1)研究代表者 

 新海 登 (Shinkai Noboru) 

名古屋市立大学・大学院医学研究科・臨床

研究医 

 研究者番号：30543988 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


