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研究成果の概要（和文）：　まず肝癌細胞株（PLC/PRF/5）でのHBx遺伝子の組み込みをFISH法で調べたところ、複数の
染色体に組み込みがあることが判明した。組み込みの網羅的解析のために次世代シークエンサーを用いて解析を行った
ところ、11本の染色体上にHBVの組み込みがあることが判明した。このうち第5染色体上への組み込みはhTERTのプロモ
ーター部位に認められた。さらに組み込み部位近傍でのメチル化の検討を行ったところ全般に低下していた。
　次いで肝細胞癌患者の切除検体を用いて同様の検討を行った。SLC6A13, FN1など複数の遺伝子にHBVの組み込みが認
められた。

研究成果の概要（英文）：First we analyzed the integration of HBx gene into the chromosome of PLC/PRF/5 cel
ls using fluorescence in situ hybridization, which disclosed the integration of HBx into plural chromosome
s. For further analysis, we determined the integrated HBV sequences with the adjacent host genes using nex
t generation sequencer, which disclosed that HBV was integrated into 11 chromosomes.  On chromosome 5, HBx
 gene was integrated into the promoter region of hTERT. The methylation of CpG island in the HBV and adjac
ent host DNAs were low, which suggested that methylation may play some role in the HBV-associated hepatoca
rcinogenesis.

Next we analyzed HBV-HCC samples obtained on hepatectomy. HBV was integrated into multiple host DNA, inclu
ding SLC6A13 and FN1. 
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１．研究開始当初の背景 
 
本邦の肝細胞癌症例の約２割が HBs 抗原

陽性である。非Ｂ非Ｃ型肝細胞癌及び C 型肝
細胞癌の発癌にも HBV は関与していること
を示唆する可能性があり、我々もこれまで報
告してきている。従ってＢ型肝細胞癌の発症
機序を解明することは極めて重要なことで
ある。 
応募者はこれまで HBV による肝発癌のメ

カニズムに関して様々な検討を行ってきた。
Ｘ遺伝子をその転写調節領域と共にヒト遺
伝子に組み込んだトランスジェニックマウ
スの 75％に肝細胞癌が発生すること、その
発癌メカニズムとして、Ｘ蛋白が過剰に産生
されることにより、細胞回転を早めることが
考えられることを報告してきた。また、Ｘ遺
伝子の転写調節領域の下流に HCV コア遺伝
子を組み込んだトランスジェニックマウス
も高率に発癌に至ることも報告した。一方、
国内外の他の研究者がアルブミンなど肝特
異的な遺伝子の転写調節領域の下流にＸ遺
伝子や HCV コア遺伝子を組み込んでも発癌
が起きなかった。従って HBV 関連肝細胞が
んにおいては、Ｘ遺伝子の転写調節領域の果
たす役割が肝発癌においては大きいものと
考えられる。 
トランスジェニックマウスに類似した“Ｘ

遺伝子の転写調節領域の下流にＸ遺伝子が
組み込まれた”状態があるかどうか検討する
目的で X の転写調節領域の上流にプライマ
ーを設定したAlu-PCR を行った。その結果、
以下の３点が判明した。 
（１）腫瘍部、非腫瘍部の肝組織に HBx 遺
伝子の組み込みが認められた。 
（２）PCR 産物のクローニングによる検討
の結果、腫瘍部では HBx 遺伝子の転写調節
領域から HBx 遺伝子の全長が組み込まれて
いるクローンが多くとれてきた、一方、非腫
瘍部では、HBx遺伝子の組み込みはあるもの
の、Ｘ遺伝子の全長が組み込まれたクローン
の割合が少なかった。 
（３）組み込みの部位は一定ではないものの、
様々な遺伝子のイントロン配列内に集中し
ていた。 
これらの事実は、以下のことが腫瘍部で選

択的に起きている可能性を示唆する。 
（１）組み込まれた HBx-DNA の転写調

節領域により、HBx-mRNAの産生が亢進す
る。 
（２）下流の宿主蛋白 mRNA が過剰発現

する。 
（３）組み込まれた HBx-DNA から HBx

蛋白が肝産生され、他の遺伝子をトランスに
活性化する可能性がある。 
ことに（３）はトランスジェニックマウス

で起こった現象とよく似ている。 
 

２．研究の目的 
 本研究では、我々が前述の予備実験で発見

した現象が普遍的なものであるかどうかに
ついて症例を増やして検討する。その上で
HBx 遺伝子及び蛋白の過剰発現が実際の B
型肝細胞癌で起こっているかどうか確認す
る。さらに、腫瘍部（HBx遺伝子の全長が組
み込まれていることが多い）と非腫瘍部
（HBx遺伝子の組み込みはあるものの、Ｘ遺
伝子の全長が組み込まれたクローンの割合
が少ない）ではＸ遺伝子及び蛋白の発現レベ
ルが違うと予想されるため、この点も検討す
る予定である。 
 
３．研究の方法 
 まず、培養細胞株を用いた検討を行い、ど
の部位に組み込みが起こっているかを明ら
かにする。その部位が転写調節部位であれば、
下流の遺伝子の過剰発現が起きているかど
うかの検討を行う。 
 次いで臨床サンプルを用いて同様の検討
を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 培養細胞を用いた検討 
肝癌細胞株であり、HBV の組み込みがあ

る細胞株として PRF/PLC/5 がある。この
細胞株への組み込み部位に関してはいくつ
かの報告があるものの、一定の見解はない。 
組み込みの網羅的解析として HBV の組み

込みを fluorescence in situ hybridization
（FISH）法を用いて調べた。市販のプローブ
では蛍光シグナルが認められなかったため、
HBV DNA全体をカバーするように10種類
のプローブを作成して FISH を行った。その
結果 HBx 領域の前端を含む２種類のプロー
ブで主に蛍光が認められた。これら２種類の
プローブによる蛍光は複数の染色体に認め
られた（図１）。即ち HBx領域前半を中心と
した組み込みが複数の染色体上に認められ
ることが判明した。 
 組み込まれた宿主 DNA の解析を目的とし
て、HBx領域に設定した複数のプライマー及
び繰り返し配列として Alu 配列を有するプ
ライマーを用いて Alu-PCR を行った。その
結果第５染色体上のhTERTのプロモーター
領域への組み込みが認められた（図２）。 
 これ以外の部位への組み込みの解析を行
う目的で次世代シークエンサーを用いた検
討を行うこととした。Genotype A から
Genotype J までの代表的な配列及び
PRF/PLC/5 のゲノムの全配列をカバーす
るように baitを作成し、次世代シークエンス
を行った。 
 得られたシークエンスは約 92000 リー
ドであり、これらには HBV 配列を含む多数
の配列が含まれていた。組み込まれた HBV
はGenotype Aであった。 
 組み込まれた宿主遺伝子にはExonは含ま
れておらず、Intron 40%, Intergenic 40%, 
promoter 7%, divergent promoter 13%
が含まれていた。prompter 配列の中には



Alu-PCR で得られたものと同じ配列が認め
られた。 
(2) 臨床サンプルを用いた検討  
 次いで臨床検体（４症例の腫瘍部と非腫瘍
部）を用いた検討を行った。現在解析の進行
中であるが、FN1など複数の遺伝子にHBV
の組み込みが認められている。 
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図１：FISH 法によるHBVの染色体への組み込みの検出 

 
 

 

 

図２：Alu-PCR法を用いた第五染色体への組み込み部位の同定 

 

 

 

 


