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はじめに

我が国における原発性肝細胞がんは約90%が、基礎疾患にHBVあるいはHCVの持続感染を

有しており、初感染より慢性肝炎・肝硬変を経て肝発がんに至ることから長期感染に伴う

慢性炎症が肝発がんの要因と考えられてきた。しかしながらHBV肝発がん症例においては、

必ずしも長期慢性炎症期間を要しないことから、肝発がんメカニズムにはウイルス側の要

因、とくにHBVのヒトゲノム内組み込みも重要と考えられてきた。ゲノム解析だけでなく、

疾患ゲノム解析においても近年では次世代シークエンサーが広く利用されているが、とく

に組み込み解析においては「HBV断片

の組み込み解析」や「繰り返し配列

内にHBV断片が組み込まれた場合の解

析」等、テクニカルな問題が残され

ていた。我々は、肝がん細胞より抽

出したDNAを、HBV特異的なbaitを用

いて選択的にGenome captureし、そ

の後に次世代シークエス解析を行う

ことで効率的かつ高感度な組み込み

部位解析する方法（Next Generation 

S e q u e n c e r B a s e d S t r u c t u r a l 

Methylation Analysis of Virus 

Genome Integration （G-NaVI法））の

開発に成功した。HBV感染肝がん細胞

株PLC/PRF/5および、Hep2215細胞株

を用いたG-NaVI解析の結果、今まで

図１： カスタムbaitsの元となるHBV ジェノタイ

プ別塩基配列の相違をプログラム解析
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に報告のないHBV断片の組み込み部位が同定可能であった。さらに、組み込まれたHBV断片

および周囲ヒトゲノムのCG配列部位におけるシトシンメチル化をパイロシークエンス法に

より定量解析した結果、宿主側及びウイルス側のメチル化には一定の傾向があることが判明

した（Genome Res.2015）。本研究結果が今後の発がん診断、治療への応用が期待できると思

われるので報告する。（図１）

　 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

結　果

１．HBV遺伝子断片は様々なヒトゲノム部位に組み込まれていた。

我々の開発したG-NaVIシステムを用いることでHBV陽性肝がん細胞株およびHBV陽性肝細

胞がん組織の両方でヒトゲノム内へのHBV組み込み部を効率よく同定することに成功した。

組み込み部位は細胞株および臨床検体において様々であったが、共通してexon領域への組

み込みが極めて少ない結果であったことは非常に興味深く、次世代シークエンサーを利用し

た全エクソン解析のような従来の手法では、下図のような組み込み部位の同定は困難といえ

た。（図２）

図２ ： 肝がん細胞株 「PLC/PRF/5, HepG2215」 における

HBVゲノム断片のヒトゲノム内への組み込み解析

２．組み込み部位におけるCG配列部シトシンのメチル化は「ヒトゲノム側」と「ウイルス

ゲノム側」で共通のメチル化レベルにある傾向であった。さらに、メチル化はヒトゲノム側

とウイルスゲノム側のどちらのほうから発生してくるのかを検証すべく、組み込み部位にお
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ける対側アレルのメチル化を解析した結果、組み込み部位のヒトゲノムが高メチル化の部位

（通常Gene body領域）であった場合には組み込まれたウイルスゲノム断片もメチル化が起き、

ヒトゲノムが低メチル化（通常promoter領域）の部位にウイルスが組み込まれた場合にて低

メチル化のままにあることが判明した（図３）。

図3

考　察

我々が開発したG-NaVI法は、ヒトゲノム内へのウイルスゲノム組み込み解析として検体

の種類にかかわらず効率かつ高感度に解析を行う優れた方法と思われた。また、HBVの組み

込み部位に関しては既存の報告と同じくランダムと思われたが、HBVゲノム組み込み部位ご

とに一定の共通した変化があることに気付いた。

組み込まれたHBVゲノム断片のメチル化は、ヒトゲノム側（宿主側）のシトシンメチル化

レベルに影響される傾向にあることが判明した。

要　約

本研究はヒトゲノム内へのHBVゲノム断片の組み込み現象からみた肝発がんメカニズム研

究である。本法は、組み込み部位を網羅的に解析できる画期的な手法であり、HBV治療前後、

治療抵抗性研究等、幅広く応用が可能と思われた。
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