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研究要旨：近年、200塩基以上のlong non-coding RNA(以下lncRNA)が、様々な疾患・病態

に 

 

 

 

 

 

 

 

 

肝癌細胞株にHCVを感染させ、全細胞RNAを回収し、次世代シークエンサーを用いてlncRNA

の発現解析を行った。統計学的にHCV感染特異的に発現が増加するlncRNAを26個抽出した

次にこのlncRNA26個それぞれに対するsiRNAを作成し、HCV感染細胞に導入したところ、26

個中4個のlncRNAの投与によりHCV複製の抑制を認めた。この中でlncRNAのデータベースに

登録され、肝臓での発現も報告されているlncRNA-Hに着目し解析をIn vitroにおける解析

から①HCV感染によりlncRNA-Hの発現が誘導され、②lncRNA-Hに対する複数のsiRNAの投与

による発現抑制により、HCV複製は抑制され、③lncRNA-HによるHCV複製抑制効果は、ゲノ

タイプIa,Ib,Ia/IIaキメラ株いずれに対しても認められた。またペグインターフェロン・

リバビリン療法を施行された165例の治療前肝生検組織を用いて肝内の 

 

 

A. 研究目的 

本研究の目的は以下である。 

1) HCV感染特異的に発現が増減する

lncRNAを探索する。 

2) さらにそれらのlncRNAの中からHCV複

製および感染を制御するlncRNAを同定

する。 

3) 同定したlncRNAによるHCV複製制御機

構を解明する。 

4) C 型慢性肝炎感染肝組織における

研究要旨：近年、200塩基以上のlong non-coding RNA(lncRNA)が、様々な疾患・病態に

おいて重要な役割を果たしていることが報告されている。しかしながらC型慢性肝疾患

におけるlncRNAの意義は不明であり、本研究ではC型肝炎ウイルス（以下HCV）感染によ

るlncRNAの役割を明らかにすることを目的とした。昨年度までのHCV培養細胞系を用い

た検討から、lncRNA-HがHCV感染により発現誘導され、さらにlncRNAの発現抑制によりH

CV複製が抑制されることを見いだした。本年度培養細胞系を用いた解析からlncRNA-Hの

発現抑制によりHCVの複製抑制のみでなく感染性粒子産生も低下することを明らかにし

た。さらにHCV感染によるlncRNA-Hの発現誘導はc-Junを介している可能性が示唆され

た。また、チンパンジー、キメラマウスにおいてHCV感染によるlncRNA-Hの発現誘導の

有無を検討した。その結果HCV感染チンパンジー、キメラマウスにおいて、培養細胞系

と同様にHCV感染による肝内のlncRNA-Hの発現誘導を認めた。さらにHCV排除前後で肝生

検を施行されたC型慢性肝疾患患者において、lncRNA-Hの肝内の発現量を測定したとこ

ろHCV排除により有意にlncRNA-Hの発現量の低下を認めた。また昨年度までの検討で肝

内のlncRNA-Hの発現量がIL28Bマイナー患者は有意にIL28Bメジャー患者に比べ高値であ

ることを見いだした。本年度は血清中のlncRNA-Hの発現量に関しても検討を行い、肝内

と同様血清中においてもlncRNA-Hの発現量はIL28Bマイナー患者では有意にIL28Bメ

ジャー患者に比べて高値であった。本年度の解析から、lncRNA-Hはc-Junを介してHCV感

染により発現誘導され、誘導されたlncRNA-HはHCV複製、感染性粒子産生に促進的に働

いていることが明らかとなった。さらにHCV感染によるlncRNA-Hの発現誘導はin vivoに

おいても認められた。またlncRNA-Hは、インターフェロン感受性に関与している可能性

が示唆された。 



- 2 - 

lncRNA の発現と、インターフェロン治

療効果およびインターフェロン治療抵

抗性の関連を明らかにする。 

これらの目的に基づいて昨年度までの H

CV 感染培養細胞由来 RNA の次世代シーク

エンサーを用いた解析から lncRNA の一つ

である lncRNA-H が HCV 感染において発現

誘導されること、また lncRNA-H の発現抑

制により HCV 複製が抑制されることを見い

だした。lncRNA-H は、500 塩基の lncRNA

で既に lncRNA のデータベース(lncRNA db;

 http://lncrnadb.org/)に登録されている。

さらにヒト肝癌組織、血清、肝癌細胞株で

の発現が複数報告されているが、C 型慢性

肝疾患、および HCV 感染における意義は不

明である。 

本年度の検討では、研究分担者白崎が、

lncRNA-H の発現抑制の HCV 感染性粒子産

生能に与える影響、および HCV による lnc

RNA-H の発現誘導機序の解明を行った。研

究代表者島上は、in vitro（培養細胞）に

おいて認めた HCV 感染による lncRNA-H の

発現誘導が、in vivo(マウス、チンパン

ジー、ヒト)においても認められるかどう

かを検討した。また昨年度までの検討で C

型慢性肝疾患患者では肝内の lncRNA-H の

発現量が IL28B マイナー患者は有意に IL2

8B メジャー患者に比べ高値であることを

見いだした。本年度は血清中の lncRNA-H

の発現量に関して測定し、L28B メジャー

患者とマイナー患者での比較を行った。 

 

B. 研究方法 

1) 遺伝子型 Ia/IIa キメラの HJ3-5 ウイ

ルス複製肝癌細胞株 FT3-7 細胞に

lncRNA-H に対する 3 種類の siRNA およ

びコントロール siRNA を投与し、その

後 72 時間後の細胞上清を回収した。

さらにその上清を肝癌細胞株 Huh-7.5

細胞に感染させ、各々の感染性粒子産

生能を FFU アッセイにより評価した。 

2) Huh-7.5 細胞に c-Jun 発現ベクターを

遺 伝 子 導 入 後 内 部 に Gaussia 

luciferase 遺伝子を含む HJ3-5 ウイル

スを感染させた。また HCV の複製を抑

制するため当時に DAA 製剤の投与も

行った。HCV 感染後 72 時間後にルチ

フェラーゼアッセイにより HCV 複製を、

定量 PCR 法により lncRNA-H の発現量

を定量した。 

3) チンパンジーに HCV を含む血清を投与

し、投与前、1 週、3 週、6 週、11 週、

24 週後に、肝生検、血清の採取を行っ

た。各タイムポイントで得られた肝組

織由来 RNA を次世代シークエンサーに

よる RNAseq により解析した。lncRNA-

H 量に関しては RNAseq のデータを用い

て測定した。また肝組織中・血清中の

HCV RNA 量を定量 PCR 法にて、さらに

血中 ALT を測定した。 

4) キメラマウスに遺伝子型 1b の HCV を

感染させ、4 週間後にマウスを安楽死

させ、肝組織を採取した。その後肝組

織中の HCV RNA 量、lncRNA-H 量を定量

PCR 法にて解析した。 

5) C 型慢性肝疾患患者で抗ウイルス療法

による HCV の排除前後で肝生検が施行

された 20 例を対象として、HCV 排除前

後での lncRNA-H の肝組織中の発現量

を定量 PCR 法で測定し、比較した。 



6) テラプレビル併用ペグインターフェロ

ン、リバビリン療法を施行された

慢性肝疾患患者

プ メジャー

関して治療開始前の血清中

量を定量

ノタイプによる

比較した。

 

（倫理面へ

本研究では感染性粒子を産生しうる

細胞培養系も用いる。そのため

子を形成する実験に関しては

ルームで施行するとともに

十分注意して行う

研究グループは既に

り、HCV 感染実験での

関しては、平成

科学大臣より確認を受け、更に金沢大学長

より機関承認を得ている

号)。 

またヒトゲノム・遺伝子解析研究が必要

になった場合にはヒトゲノム・遺伝子解析

研究に関する倫理指針を遵守し、イン

フォームドコンセントを得た症例の試料の

みを用いて研究を行う。
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テラプレビル併用ペグインターフェロ

ン、リバビリン療法を施行された C

IL28B ゲノタイ

各々40 例）に

関して治療開始前の血清中 lncRNA

法にて測定して IL28B

H の発現量を

では感染性粒子を産生しうる HCV

細胞培養系も用いる。そのためウイルス粒

子を形成する実験に関しては、必ず

汚染事故には

。なお申請者が所属する

ルームを有してお

ルームの使用に

日付けで文部

科学大臣より確認を受け、更に金沢大学長

金大 6 第 1316

またヒトゲノム・遺伝子解析研究が必要
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C. 研究結果 
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による
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3) HCV

lncRNA

HCV

から

清で持続的に検出されたが、

には肝内、血清中で検出されなかっ

た。また血清

11 週後まで増加傾向を示したが、

V RNA

化した。これらの結果から
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の抑制により
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HCV感染により、培養細胞系と同様に

lncRNA-Hの肝内での発現誘導を認めた。

さらにC型慢性肝疾患患者において抗

ウイルス療法によるHCV排除により

lncRNA-Hの肝内での有意な発現の低下

を認めた。今回の検討によりin vivo

においてもHCV感染によりlncRNA-Hの

発現が誘導されることを明らかにした。 

3) LncRNA-Hは、肝発癌との関与が示唆さ

れている。そのためHCVによりlncRNA-

Hの発現誘導はC型慢性肝疾患患者にお

ける肝発癌機序の解明の手がかりとな

る可能性が考えられる。 

4) HCV排除後、lncRNA-Hの発現が低下す

る患者と低下しない患者が存在した。

今後HCV排除後のlncRNA-Hの発現量の

変化と、HCV排除後の肝発癌との関連

に関しても検討を行う。すなわち

lncRNA-HはHCV排除後の肝発癌に関す

るバイオマーカーとなり得る可能性が

考えられ、その観点から今後も症例数

を増やして検討を行う。 

肝内、および血清のlncRNA-Hの発現量

は、インターフェロン療法難治性であ

るIL28B minor群において、感受性で

あるmajor群より高値であった。lncRN

A-Hは、インターフェロン治療抵抗性

に関与している可能性が示唆された。

またIL28Bゲノタイプ同様にインター

フェロン療法の治療効果予測に有用で

ある可能性が示唆された。 

 

E. 結論 

培養細胞系を用いた解析から、HCV 感染

による lncRNA-H の発現誘導は、c-Jun の

活性化を介したものである可能性が示唆さ

れた。 

In vivo においても in vitro と同様に H

CV 感染による lncRHA-H の発現誘導を認め

た。 

また IL28B ゲノタイプマイナー患者の肝

内、血清中 lncRNA-H 発現量はメジャー患

者に比べて有意に高値であった。 
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