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論　　文　　の　　要　　旨

a．目　的

　HBVの持続感染と肝細胞癌（以下肝癌と略す）との関連性は，疫学的および臨床的に認められ

ていたが，近年，遺伝子組み換え技術の進歩によりHBVDNAがクローン化され，これを用いた

Southern　b1ot法によって肝癌が遺伝子レベルで解析されるようになった。

　その結果，HBVキャリアに発生した肝癌の細胞DNAには高率にHBVDNAが組み込まれている

ことが判明し，HBVの肝癌の病因としての可能性が強く推定されている。

　そこで著者は，HBVと肝癌との関連性，とくにHBVDNAの肝癌細胞DNAへの組み込みと発癌

との病因的関係を究明することを目的として，HBVキャリアの肝癌組織を用い，分子クローニン

グ法により組み込まれたHBVDNAとその近傍の細胞DNAの構造を解析した。

b．対　象

　50歳の女性HBVキャリアから手術時に採取された肝癌組織および非癌部肝組織を用いた。

C．方法

　肝癌組織DNAをH棚皿で消化後，1ambda　phage　vector　L47．1に組み込み，HBVDNAを含むク

ローンを選び出し，制限酵素地図を作成し，HBVDNAのsubgemmic　frag狐entをprobeとし一た

Southem　blot法によって解析した。HBVDNA一細胞DNA結合部位の塩基配列はdideoxy　chain　ter一
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脈ination法で決定した。Unique　ce11u1ar　f1anki㎎probeを用いてHBVDNAの組み込み部位近傍の

細胞DNAの構造を正常細胞DNAと比較した。

d．結　果

1）肝癌組織DNAをH棚皿　（HBVDNAには切断部位がない）で消化後，HBVDNAをprobeと

してS㎝them　b1ot法を行ったところ，8kbと！6kbの2本のバンドが認められ，細胞DNAの2か

所にHBVDNAが組み込まれていることが示された。デンシトグラムによる測定では，8kbのバン

ドの濃度は16Kbのそれに比し7～10倍強かった。

2）同一患者の非癌部肝組織にはHBVDNAの組み込みは認められなかった。

3）肝癌組織から2種類のクローン，λYH8（8kbのインサートをもつ）およびλYHユ6（16Kb

のインサートをもつ）が得られ，λYH8にはpre－S（1）からS遺伝子にかけて約1．4KbのHBVDNA

が，λYHユ6にはS遺伝子の中部からX遺伝子にかけての約1．3KbのHBVDNAが組み込まれている

ことが確認された。組み込まれたHBVDNAには組み込みによる再編成は認められなかった。

4）λYH16のHBVDNAの組み込み部位近傍の細胞DNAの構造を正常細胞DNAのそれと比較し

たところ，組み込み部位近傍の細胞DNAでは，組み込まれたHBVDNAの長さに相当する制限酵

素切断部位の移動がみられたが，欠失や転座などの変異は認められなかった。

5）λYH8のHBVDNAは，制限酵素地図上，右側でλ伽力伽伽8榊θ伽∫と結合しており，ヒト

のアルブミン遺伝子のイントロンの塩基配列との相同が認められた。

6）　λYH8と　λYH16には，　αω，わoγ，θγb－B，∫θ3，C－1伽∫，力8，伽ψ，C一舳ツc，岬1，Ha一γα8，

Kト伽，眺，8κなどの既知の癌遺伝子は認められなかった。

　以上の結果から，著者は，肝癌細胞DNAに組み込まれたHBVDNAは近傍の細胞DNAとともに

増幅していると結論づけている。また，他の多くのヒトの腫傷でプロトオンコジーンの増幅が報告

されていることから，この肝癌細胞で増幅しているDNA断片に未知の癌遺伝子が存在し，発癌に

関与している可能性もあると述べている。

審　　査　　の　　要　　旨

　第二の国民病といわれるHBV感染症の未解決の問題の中で，臨床的に最も重要なHBVと肝癌

との病因的関連性を分子生物学的手法を用いて遺伝子レベルで検討した研究であり，周到な準備，

丹念に行われた実験および無理のない結論の導き方がまず評価された。

　ついで，HBVDNAが肝癌細胞DNAに組み込まれる時期，組み込まれたHBVDNAによる発癌機

序，発癌に関与するHBVDNA領域，これらのことと肝硬変から肝癌への臨床経過および肝癌の家

族集積性との関係，肝癌発症の作業仮説等について審査委員から質疑があり，すべてに対して的確

な回答が得られたため，著者は研究者として自立して研究活動を行うに必要な高度の技能および知

識を有するものと評価された。
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よって，著者は医学博士の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。

一196一


