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Ⅰ. 総括研究報告 



厚生労働科学研究費補助金（肝炎等克服緊急対策研究事業） 

総括研究報告書 

 

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(以下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。本年度、C型肝炎ウイルス

（以下HCV）感染特異的に発現が変化しうる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。 

まず、ヒト肝癌細胞株に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lncRNA-Hの発現量を測定した。その結果、ペグインターフェロン・リバビリン療法難治

性であるIL28B ゲノタイプ minor群ではmajor群に比べてlncRNA-Hの発現量が有意に高値

であった。 

 

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

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。 

 

B. 研究方法 

1) RNA シークエンス法にて HCV 感染培

養細胞由来 RNA の解析を行い、HCV

感染特異的に発現が増減する lncRNA

を抽出した。 

2) HCV 培養細胞系において、1)において

同定した lncRNA の過剰発現および発

現抑制を行い、実際に HCV 感染を制御
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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 
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HCV感染により誘導され、さらにlncRNA-H

の発現抑制によりHCVの複製も抑制された。

さらに lncRNA-H の肝内発現量は、インタ

ーフェロン療法難治性である IL28B minor
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値であった。 
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 II．分担研究報告 



厚生労働科学研究費補助金（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。 

 ヒト肝癌細胞株にHCVを感染させ、感染後24時間から72時間まで24時間おきに経時的に

RNAを回収、また感染24時間後からNS5A阻害剤によりHCV複製を抑制し、NS5A阻害剤投与後

48時間後にRNAを回収した。これらのRNAを次世代シークエンサーを用いて解析し、既存の

遺伝子情報、統計学的手法を用いて、HCV感染特異的に発現が変化するlncRNA群26個を同

定した。さらにこれらlncRNAに対するsiRNAを作成し、HCV複製細胞に投与したところ、4

種のlncRNAに対するsiRNAの投与によりHCV複製の抑制を認めた。この中で既にlncRNAのデ

ータベースに登録されているlncRNA-Hに着目して、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の発現量を測定した。

その結果、ペグインターフェロン・リバビリン療法難治性であるIL28B ゲノタイプ minor

群ではmajor群に比べてlncRNA-Hの発現量が有意に高値であった。 

 

 

A. 研究目的 

 本年度は、HCV感染培養細胞由来RNAを解

析してHCV感染特異的に発現が変化する

lncRNAを抽出し、それらのHCV複製におけ

る役割およびC型慢性肝炎患者における臨

床的意義を明らかにすることを目的とした。 

 

B. 研究方法 

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 MOI 1 で感染させ、感染

24、48、72 時間後に細胞全 RNA を回収

した。また感染 24 時間後に EC50 の 50

倍濃度（500pM）の NS5A 阻害剤を投与

し、その 48 時間後（感染 72 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、24、72時間後にRNAを回収した。 

2) これらの RNA のうち polyA を有する

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。 

3) 次世代シークエンサーにより発現を確
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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（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

lncRNA-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量及び時間依存的に増加した。lncRNA-H

に対するsiRNAを作成し、lncRNA-Hの発現抑制下で、HCV感染に与える影響を検討した。そ

の結果、siRNAの濃度依存的にHCV複製の抑制を認めた。この複製抑制効果は異なるゲノタ

イプのHCVにおいても認められた。この結果から、lncRNA-Hは、HCV複製に有利に働く

lncRNAであり、HCV感染制御に対する新しい標的となる可能性があることが示唆された。

来年度以降、lncRNA-HによるHCV複製制御機序の解明を行う予定である。 

 

 

A. 研究目的 
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由来 RNA の次世代シークエンサーによる
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った lncRNA-H 
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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
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