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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。H25年度、研究代表者島上は、C型

肝炎ウイルス感染特異的に発現が変化するlncRNA群を抽出し、それらのHCV複製における

役割、および臨床的意義を検討した。 
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A. 研究目的 

 昨年度までのHCV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

とを明らかにした。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、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IL28B

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の培養細胞系を用

いた検討から、lncRNA-HがHCV感染により発現が誘導され、さらにlncRNA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。本年度は、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l

ncRNA-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。これらの

結果からHCV感染は、lncRNA-Hの発現を誘導することがin vivoにおいても明らかとなっ

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。 
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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) 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。 

2) 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。 

3) 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。 

4) 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 型

慢性肝疾患患者 80 例（IL28B ゲノタイ

プ メジャー、マイナー 各々40 例）に

関して治療開始前の血清中 lncRNA-H 量

を定量 PCR にて測定して IL28B ゲノタ

イプによる lncRNA-H の発現量を比較し

た。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究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 P2

ルームで施行するとともに、汚染事故には

十分注意して行う。なお申請者が所属する

研究グループは既に P2 ルームを有してお

り、HCV 感染実験での P2 ルームの使用に

関しては、平成 24 年 6 月 12 日付けで文部

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(金大 6 第 1316

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った。 

 

C. 研究結果 

1) HCV 感 染チンパンジーにおける

lncRNA-H の発現誘導解析 

HCV の感染により HCV RNA は 1 週後か

ら 11 週後まで持続的に肝内、血清で

持続的に検出されたが、24 週後には肝

内、血清中で検出されなかった。また

血清 ALT 値は感染直後より 11 週後ま

で増加傾向を示したが、HCV RNA が陰

性化した 24 週後には正常化した。こ

れらの結果から HCV は少なくとも 11

週後まで持続感染し､急性肝炎を惹起

したが、24 週後には自然排除されたと

考えられた。lncRNA-H の発現量に関し

ては、HCV RNA の増加と共に、3 週後

まで著明に増加し、その後低下傾向を

示し、ウイルス排除時には､感染前の

値に復した（図 1）。 
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厚生労働科学研究費補助金 

［肝炎等克服実用化研究事業（肝炎等克服緊急対策研究事業）］  

分担研究報告書 

 

Ｃ型肝炎ウイルス感染特異的な長鎖ノンコーディングＲＮＡの探索 

 

研究分担者：白崎 尚芳 金沢大学医薬保健研究域保健学系 助教 

 

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。H25年度、研究代表者島上は、C

型肝炎ウイルス（HCV）感染特異的に発現変化するlncRNA26個の中からHCV複製を制御する

lncRNAを4個同定し、その中で、lncRNA-Hに注目した。lncRNA-Hはおよそ500塩基のRNAで

あり、ヒト肝臓や肝細胞由来培養細胞で発現が認められる。島上は、C型慢性肝炎患者の

肝生検サンプルによる網羅的遺伝子発現解析から、IL28Bマイナー型遺伝子を持つ患者でl

ncRNA-Hの発現が有意に高いことを明らかにした。そこで、H25年度、研究分担者白崎は、

lncRNA-HのHCV複製における影響をHCVの培養細胞系を用いて解析した。 

HCV感染によりlncRNA-Hの発現は感染ウイルス 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. 研究目的 

 昨年度までに、HCV 感染特異的に発現誘

導される lncRNA-H を同定し、lncRNA-H は

HCV の複製を正に制御する lncRNA である

ことを明らかにした。しかしながら、HCV

感染による lncRNA-H の発現誘導機序や複

製制御機序は不明である。 

本年度は lncRNA-H による HCV 複製制御

機序及び lncRNA-H の発現誘導機序のより

詳細な検討を行った。 

B. 研究方法 

1) siRNA を用いて lncRNA-H ノックダウン

細胞を作成し、その細胞に HCV 感染ク

ローンである、遺伝子型 IIa JFH1 株

のキメラ（HJ3-5 株）感染させた。そ

の後、培養上清を Huh7.5 細胞に処置

し 72 時間後、96 時間後の HCV-core 蛋

白質陽性細胞を算出し、感染性粒子産

生能を評価した。 

2) lncRNA-H の HCV 複製制御機序をより詳

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。これまでに、C型肝炎ウイ

ルス（HCV）感染特異的に発現変化するlncRNA(lncRNA-H)を同定し、lncRNA-Hは、HCV

複製に有利に働くlncRNAであることを明らかとした。本年度は、lncRNA-HによるHCV複

製制御機序及びlncRNA-Hの発現誘導機序の解明を目指した研究を行った。HCV感染培養

細胞を用いた検討から、lncRNA-Hの発現をsiRNAで抑制させることにより、HCV複製及

びHCVの感染性粒子産生能を抑制させることが明らかとなった。より詳細な機序の解明

のためlncRNA-Hの恒常的ノックアウト細胞の作成を試みた。興味深いことに、lncRNA-

Hノックアウト細胞ではHCV複製がほぼ完全に抑制されることが明らかとなった。次

に、HCV感染によるlncRNA-Hの発現誘導機序の解明を行った。lncRNA-Hのプロモーター

領域にc-Jun(AP1)結合領域が存在することを見出した。c-Junの過剰発現細胞ではHCV

の複製増強と共にlncRNA-Hの発現増強が認められた。研究代表者島上は患者検体を用

いた実験から、lncRNA-Hは、インターフェロン(IFN)感受性に関与している可能性を示

唆する結果を得た。そこでlncRNA-Hは新規インターフェロン誘導遺伝子である可能性

を考慮し、インターフェロンによる誘導を検討したが、lncRNA-Hはインターフェロン

では誘導されないlncRNAであることが明らかとなった。 
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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

ームで施行するとともに、汚染事故には十

分注意して行う。なお申請者が所属する研

究グループは既に
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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

細に解明するため恒常的

ックアウト細胞を作成した。

ウト細胞は Zinc Finger Nuclease

ステムを用いて

伝子切断を行った。細胞はブラストサ

イジン耐性株を選択的に培養すること

によりクローン化した。

ncRNA-H ノックアウト細胞に

クローンである

させ経時的に HCV

Huh7.5 細胞に c

を導入し c-Jun

た。上記の細胞に

lncRNA-H の発現を検討した。更に抗

薬であるシメプレビルを処置し、

複製を抑制させたときの

の発現を検討した。

lncRNA-H がインターフェロン誘導遺伝

子であるか否か確かめるためインター

フェロンを Huh7.5

ンターフェロン誘導遺伝子（

）と lncRNA

した。 

（倫理面への配慮）

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。そのためウイルス粒

子を形成する実験に関しては、必ず

ームで施行するとともに、汚染事故には十

分注意して行う。なお申請者が所属する研

究グループは既に P2

感染実験での P2

ては、平成 24 年 6 月

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

細に解明するため恒常的

ックアウト細胞を作成した。

Zinc Finger Nuclease

ステムを用いて lncRNA-H

伝子切断を行った。細胞はブラストサ

イジン耐性株を選択的に培養すること

によりクローン化した。 

ノックアウト細胞に

クローンである HJ3-5Gluc2A

HCV 複製をモニターした。

c-Jun の発現プラスミド

Jun 過剰発現細胞を作成し

た。上記の細胞に HCV

の発現を検討した。更に抗

薬であるシメプレビルを処置し、

複製を抑制させたときの

の発現を検討した。 

がインターフェロン誘導遺伝

子であるか否か確かめるためインター

Huh7.5 細胞に処置し、イ

ンターフェロン誘導遺伝子（

lncRNA-H の発現をモニター

（倫理面への配慮） 

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。そのためウイルス粒

子を形成する実験に関しては、必ず

ームで施行するとともに、汚染事故には十

分注意して行う。なお申請者が所属する研

P2 ルームを有しており、

P2 ルームの使用に関し

月 12 日付けで文部科学

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(金大 6第

細に解明するため恒常的 lncRNA-H

ックアウト細胞を作成した。ノックア

Zinc Finger Nuclease 

H 特異的な遺

伝子切断を行った。細胞はブラストサ

イジン耐性株を選択的に培養すること

 

ノックアウト細胞に HCV 感染

5Gluc2A 株を感染

複製をモニターした。

の発現プラスミド

過剰発現細胞を作成し

HCV を感染させ

の発現を検討した。更に抗

薬であるシメプレビルを処置し、

複製を抑制させたときの lncRNA

がインターフェロン誘導遺伝

子であるか否か確かめるためインター

細胞に処置し、イ

ンターフェロン誘導遺伝子（MX1

の発現をモニター

本研究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 P2

ームで施行するとともに、汚染事故には十

分注意して行う。なお申請者が所属する研

ルームを有しており、

ルームの使用に関し

日付けで文部科学

大臣より確認を受け、更に金沢大学長より

第 1316 号)。

- 16 - 

H ノ

ノックア

 シ

特異的な遺

伝子切断を行った。細胞はブラストサ

イジン耐性株を選択的に培養すること

感染

株を感染

複製をモニターした。 

の発現プラスミド

過剰発現細胞を作成し

を感染させ

の発現を検討した。更に抗

薬であるシメプレビルを処置し、

lncRNA-H

がインターフェロン誘導遺伝

子であるか否か確かめるためインター

細胞に処置し、イ

MX1, 

の発現をモニター

HCV

細胞培養系も用いる。そのためウイルス粒

P2 ル

ームで施行するとともに、汚染事故には十

分注意して行う。なお申請者が所属する研

ルームを有しており、

ルームの使用に関し

日付けで文部科学

大臣より確認を受け、更に金沢大学長より

。 

またヒトゲノム・遺伝子解析研究が必

要になっ
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C. 研究結果 
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であることを示唆する（図
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