
- 1 - 

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 

 

研究代表者：島上 哲朗 金沢大学附属病院 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 

 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 型慢性肝炎におけるインターフェロン

治療効果やインターフェロン治療抵抗

性、肝発癌などの様々な病態における

lncRNA の関与を検討する。 

研究分担者白崎は、HCV感染培養細胞の

RNAを網羅的に解析して、lncRNAの一つで

あるlncRNA-HがHCV感染において発現誘導

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。研究分担者白崎は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。研究代表者島上は、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H

CV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lncRN

A-Hの発現量の低下を認めた。またC型慢性肝疾患患者において抗ウイルス療法前の肝組

織中、および血清中のlncRNA-Hの発現量を測定し、インターフェロン治療感受性予測因

子であるIL28Bゲノタイプ別に比較した。その結果IL28マイナー症例の肝内・血清中のl

ncRNA-Hの発現量は、IL28Bメジャー患者に比べ有意に高値であることを見いだした。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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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。 

研究代表者島上は、研究代表者白崎がin 

vitroにおいて同定したlncRNA-Hに関して

in vivoにおける意義を以下の点から解析

した。 

1) In vitro において認めた HCV 感染によ

る lncRNA-H の発現誘導が、マウス、

チンパンジーなどの in vivo において

も認められるかどうかを検討した。 

2) C 型慢性肝疾患患者で抗ウイルス療法

による HCV 排除前後の肝組織中の

lncRNA-H の発現量を比較し、ヒトにお

ける HCV 感染による lncRNA-H の発現

の変化を検討した。 

3) C 型慢性肝疾患患者の抗ウイルス療法

前の肝組織中及び血清中の lncRNA-H 発

現量を定量 PCR にて測定し、IL28B ゲ

ノタイプと lncRNA-H 発現量の相関の有

無を検討した。 

 

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) 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 lncRNA-H の発現量

を測定し、IL28B ゲノタイプ（major と

minor）との相関の有無を検討した。 

5) 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（major と minor）との相関の有

無を検討した。 

（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
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lncRNA-H の発現量は

ナー患者では有意に IL28B

比べて高値であった（図

ゲノタイプ別血清中

チンパンジーおよびキメラマウスへの

感染により、培養細胞系と同様に

H の肝内での発現誘導を認めた

C 型慢性肝疾患患者において抗

ウイルス療法による

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

においても HCV 感染により

の発現が誘導されることを明らかにし

H は、肝発癌との関与が示唆さ

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

ゲノタイプ

例）に関して治療開始前

量を定量 PCR

ゲノタイプによる lncRNA

肝内と同様血清中にお

の発現量は IL28B

IL28B メジャー患者に

（図 5）。 

ゲノタイプ別血清中

チンパンジーおよびキメラマウスへの

感染により、培養細胞系と同様に

の肝内での発現誘導を認めた

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

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

感染により

の発現が誘導されることを明らかにし

は、肝発癌との関与が示唆さ

用ペグインターフェロン、

型慢性肝疾

ゲノタイプ メジャー

例）に関して治療開始前

PCR にて測定

lncRNA-H の

肝内と同様血清中にお

IL28B マイ

メジャー患者に

 

ゲノタイプ別血清中 lncRNA-H

 

 

 

 

 

 

 

 

 

チンパンジーおよびキメラマウスへの

感染により、培養細胞系と同様に

の肝内での発現誘導を認めた

型慢性肝疾患患者において抗

排除により

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

感染により lncRNA-H

の発現が誘導されることを明らかにし

は、肝発癌との関与が示唆さ

用ペグインターフェロン、

型慢性肝疾

メジャー、

例）に関して治療開始前

にて測定

の

肝内と同様血清中にお

マイ

メジャー患者に

H

チンパンジーおよびキメラマウスへの

感染により、培養細胞系と同様に

の肝内での発現誘導を認めた。

型慢性肝疾患患者において抗

排除により

の肝内での有意な発現の低下

in vivo

H

の発現が誘導されることを明らかにし

は、肝発癌との関与が示唆さ
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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。 

3) 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。 

4) 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。

lncRNA-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 

In vivo においても in vitro と同様に

HCV 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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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ln

cRNA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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

研究要旨：現在C型慢性肝炎に対する標準治療は、従来のペグインターフェロンとリバ

ビリン併用療法に加え、プロテアーゼ阻害剤を加えた3剤併用療法となり、HCV排除率は

70-80%にまで向上した。しかし、今後プロテアーゼ阻害剤耐性ウイルスによるbreakthr

ough肝炎、またインターフェロンの副作用などによる治療困難例への対策が必要とな

る。そのため既存治療とは異なる作用機序の新規抗HCV療法の開発が急務と考えられ

る。さらに抗HCV療法の中心薬であるインターフェロン治療効果予測因子の検索、また

インターフェロン治療抵抗性機序の解明が急務と考えられる。 

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。短鎖non-coding RNA(ncRNA)である肝

特異的microRNA、microRNA-122(miR-122)によるHCV複製制御機構はC型肝炎ウイルス

（以下HCV）の培養細胞系において明らかとなった（Shimakami et al, PNAS,2012）。

その後miR-122に対するアンチセンス療法の有用性は、HCV感染チンパンジー、およびC

型慢性肝炎患者に対して施行されたPhase2a臨床試験においても明らかとなった。 

今回の検討では、HCV複製を制御しうるlncRNAを同定し、その機能的役割を解明する

ことを目的とした。次世代シークエンス法を用いて、HCV感染培養細胞由来RNAを網羅的

に解析し、HCV感染特異的に発現が変化するlncRNAを探索した。その結果HCV感染特異的

に発現誘導されるlncRNA(lncRNA-H)を同定した。lncRNA-Hに対するsiRNAを作成し、HCV

感染培養細胞に導入することで、lncRNA-Hノックダウン細胞を作成した。lncRNA-Hノッ

クダウン細胞では、HCV複製及び感染性粒子産生能が顕著に抑制された。このHCV抑制効

果はHCVの種々のゲノタイプにおいても同様であった。更に、lncRNA-Hノックアウト細

胞を作成しHCV複製を検討した結果、lncRNA-Hノックアウト細胞ではHCV複製はほぼ完全

に抑制されることが明らかとなった。HCV感染におけるlncRNA-Hの発現誘導は転写因子c

-Junを介していることを示唆する結果を得た。以上の結果から、lncRNA-Hは、HCV複製

により発現誘導するlncRNAであり、このlncRNA-Hの発現を抑制させることでHCV複製を

顕著に抑制させることが出来たことから、HCV感染に対する新しい標的となり得る可能

性があることが示唆される。 

 



- 11 - 

A. 研究目的 

1) HCV 感染特異的に発現が増減する

lncRNA を探索する。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。 

2) 同定したlncRNAによるHCV複製制御機構

を解明する。 

3) HCV 感染による lncRNA の発現誘導機序

を解明する。 

 

B. 研究方法 

1-1) 細胞培養感染クローンである、遺伝

子型Ⅰa H77S株とⅡa JFH1株のキメ

ラであるHJ3-5株をヒト肝癌細胞株

（Huh7.5）に感染させ経時的に細胞

全RNAを回収した。感染24時間後に

NS5A阻害剤を投入し、その48時間後

に同様にRNAを回収した。さらにコン

トロールとして、HCV感染なしの細胞

からRNAを回収した。 

1-2) これらのRNAのうちpolyA有するRNAの

み選択的に増幅し、次世代シークエ

ンサー（illumina Hiseq2000）を用

いて解析を行った。 

1-3) 上記により発現が認められたRNAのう

ち既存の遺伝子データベースと照合

を行いlncRNAのみ抽出した。その中

からHCV感染特異的に発現誘導される

lncRNAを26個同定した。 

1-4) 上記のlncRNA26個に対するsiRNAを2-

3個作成し、HCV感染培養細胞に導入

し、HCV複製における役割を検討した。 

 

2-1) 細胞培養感染クローンである、遺伝

子型 IIa JFH1 株のキメラ（HJ3-5 株）

をヒト肝癌細胞株（Huh7.5 及び FT3-

7）に種々の MOI (0.01, 0.1, 1)で

感染させ、感染 24、36、48、72、96

時間後に細胞全 RNA を回収した。

qRT-PCR 法にて HCV RNA 及び lncRNA-

H の発現量を測定した。 

2-2) lncRNA-H に対する siRNA を 3 種類作

成した。HCV 持続複製細胞に siRNA

を導入し、HCV 複製に与える影響を

検討した。siRNA 導入後、継時的に

全 RNA 及び培養上清を回収し qRT-

PCR 法にて HCV RNA 及び lncRNA-H の

発現量を、Gaussia Luciferase 法に

より HCV 複製を測定した。 

2-3) 上記の結果から、最も強く lncRNA-H

の 発 現 を 抑 制 す る siRNA （ si-

lncRNA-H-3）に対する濃度依存実験

を行った。 

2-4) 細胞培養感染クローンであるゲノタ

イプ Ia 型 H77S 株、Ib 型 N 株に対

しても同様の実験を行い、HCV ゲノ

タイプの違いにおける lncRNA-H の

HCV 複製に与える影響を検討した。 

2-5) 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。 

2-6) lncRNA-H の HCV 複製制御機序をより

詳細に解明するため恒常的 lncRNA-H

ノックアウト細胞を作成した。ノッ

ク ア ウ ト 細 胞 は 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

的に培養することによりクローン化

した。

HCV

株を感染させ経時的に

ニターした。

 

3-1) Huh7.5

ドを導入し

成した。上記の細胞に

せ lncRNA

抗 HCV

し、

lncRNA

 

（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

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

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

みを用いて研究を行う。

 

Nuclease システムを用いて

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

的に培養することによりクローン化

した。lncRNA-

HCV 感染クローンである

株を感染させ経時的に

ニターした。 

Huh7.5 細胞に

ドを導入し c-

成した。上記の細胞に

lncRNA-H の発現を検討した。更に

HCV 薬であるシメプレビルを処置

し、HCV 複製を抑制させたときの

lncRNA-H の発現を検討した。

（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
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れる。よって新規治療標的の候補となる可

能性が十分に考えられる。 

 

E. 結論 

HCV 感染特異的に発現誘導される lncRNA

を同定した。更にその lncRNA は HCV 感染

を制御し、HCV の生活環に必須な lncRNA

である。 
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