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委査審文論

論文内容の要旨

〔目的〕

日本，中国，東南アジア，アフリカでは肝癌の高率発生地域と B型肝炎ウイルス(以下HBV と略す)

汚染の分布図はよく一致し，疫学的には強い関連がある。 HBV キャリアは持続感染が10年から20年続い

た後，非キャリアに比べて20倍から 100倍の高率で肝癌が発生する。 HBV ~C:は発癌遺伝子が検出されず，

肝癌の大部分には HBV DNA が組込まれているため肝細胞染色体への組込みが肝癌誘発に関連している

可能性がある。本論文の目的は，乙の因果関係を分子生物学的研究子法を用いて追究し， HBV DNA組

込みと染色体DNA再編成の機構を考察することにある。

〔方法ならびに成績〕

I) 

① 7 例の肝癌より HBV DNAの組込まれた染色体DNA をラムダファージベ、クターシャロン28にク

ローニングし， 19個のクローンを得た。

② 乙のうち HBV DNAが仲立ちになって，宿主DNAの再編成を起乙した 4 クローンについて，構

造解析及び組込み部位の宿主染色体番号の決定を行った。

11) ヘアピン型構透

組込み体クローン p4 ， C15においては組込み HBV ゲノムの両端が完全に同一であるばかりか，そこ

に結合している宿主DNA も全く等しいへアピン型構造をしていた。このようなへアピン型構造は，

HBV DNAが-8染色体DNAに組まれてから再編成を起乙さなくてはできない。おそらく，最初の

組込み体が増幅して少なくとも 2 コピーとなり，互いのHBV DNA 内部で組換えが起こったものであろ
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う。当然，それに結合した宿主染色体も再編成されたかたちになっている o

m) 染色体番号、決定

① 組込み体クローンのワイノレスが手却さまれた近傍の宿主領域から繰り返し配列を含まない DNA断片

を単離し，これをプローブに用いた。

②核型の正常な細胞から染色体試料を調製しエチジウムフ、、ロマイドで染色後，全染色体を 8 つの分画

にソーティングした。次に，各グノレーフ。を用いてサザ、ンハイブリッド法を行い，どの染色体分画に属する

のかを決定した。

① 次に，ヒト x マウス雑轡田胞クローンパネルなどを利用して特定の染色体に位置づけた。②の結果

があるので，完全なクローンパネルを用いる必要がなく短時間で、マッピングできた。

皿)染色体転座型

組込み体クローン， DA2-2 , DA2-6 においては京民主まれたウイノレス DNA の両方の宿主 DNA

が異なる染色体に由来していた。

すなわち， DA2-2 ではX と 17番， DA2-6 では 5 番と 9番の染色体に由来していた。乙のタイプの

組込み体も，ウイノレスが一旦組込まれてから染色体と結合したまま組込み点で染色体転座を起乙したもの

と考えざるをえない。

V) HBV DNA組込み体19例のうち，へアピン型構造， p 4 , C15 , C 6 Cこの論文では C6 は解析して

いない) 3 例と，染色体転座型DA2-2 ， DA2-6 の 2 例あわせて 5 例の染色体再編成が19例の解析中

に見つかったという乙とは HBV DNAの組込みのあとに，かなりの頻度で宿主染色体の再編成が起こる

ことを示している。

再編成の機構を推測させる手掛かりは乏しい。しかし，殆どの分子の結合点にコヒーシブ末端領域

CDNAおよびRNA合成開始と終結を司るDR1 およびDR2 を含む領域)が現れている乙とから，最初の

組込みがその領域を使って行われた後，再度そこが α 活性化"されて，他端は宿主染色体と結合したまま，

別の DNA (異なる染色体DNAまたは異なるウイルス DNA) に第二ラウンドの組込みを起乙すと考え

るのが妥当だと思われる。

〔総括〕

肝細胞癌 DNA'<:組込まれた HBV DNA をクローニングし，構造解析を行った結果， 19例中， 5 例

の頻度で染色体転座およびへアピン構造を伴う組込み体が検出された。乙の事実は， -ß.組込まれたウイ

ルスゲノムを中心に複雑な再編成が生じ，肝炎状態において蓄積されていき， HBV が肝癌発生において

の変異を惹起する因子である乙とを示唆している。

論文の審査結果の要旨

B型肝炎ウイルス CHBV) は重篤な病原ワイノレスであり. HBV汚染の分布図と肝癌の高率発生地域

はよく一致しており，疫学的には強い関連がある。と乙ろが， HBV による肝癌発生の機構は全く未知の
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ままであった。本研究は，分子生物学的手法を用いて肝癌に組込まれた HBV-DNAをクローニングし，

構造解析及び組込み部位の宿主染色体番号の決定を行った。その結果， 19例中， 5ØIJの頻度で染色体転座

および逆位反復(ヘアピン)構造を伴う組込み体が検出された。

乙の事実は HBVが肝癌発生において、宿主染色体DNAの変異を惹起する因子である可能性を示唆し

た点で意義は大きい。

以上より，本論文は学位の授与に値すると認める。
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