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研究成果の概要（和文）：長鎖ノンコーディングRNAのC型肝炎ウイルス（HCV)感染における役割を明らかにする
ため研究を実施した。HCV感染培養細胞のRNAを次世代シークエンサーで解析した所、長鎖ノンコーディングRNA
の一つHULCの発現がHCV感染により増加することが明らかになった。HCV感染によるHULCの増加は、HCV感染チン
パンジー、HCV感染マウスモデルでも認められた。またHCV感染培養肝細胞でHULCの発現を抑制したところHCV複
製の低下を認め、この効果はHCVの翻訳過程の抑制を介していると考えられた。HULCは肝発癌の関与が示唆され
ており、HCVはHULCの発現を増加し肝発癌を誘発していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We investigated the role of long non-coding RNAs in HCV infection. The 
analysis on RNA of HCV-infected cultured hepatocytes by a next generation sequencer revealed that 
the RNA level of one of long non-coding RNAs, HULC, increased. The increase of HULC RNA level was 
observed not only in HCV-infected cultured hepatocytes, but also in an HCV-infected chimpanzee and a
 HCV-infected mouse. The knockdown of HCV by siRNA suppressed HCV replication as well as infectious 
virus production in HCV-infected cultured hepatocytes. This effect seemed to occur through the 
suppression of a translation step among HCV life cycles. Several recent reports show that HULC has 
the ability to promote hepatocarcinogenesis, therefore, the result of this study suggests a 
mechanism of hepatocarcinogesis due to HCV infection through HULC.

研究分野： 肝臓病学

キーワード： C型肝炎ウイルス　長鎖ノンコーディングRNA
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１．研究開始当初の背景 
研 究 開 始 時 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
とが報告されていた。C 型肝炎ウイルス
（HCV）と non-coding RNA に関しては、短
鎖型 non-coding RNA である microRNA-122 
(miR-122)が、HCV 複製に促進的に働き、有
力な治療標的であることが明らかとなった
が、lncRNA と HCV 感染との関連は未解明で
あった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、新たな抗 HCV 療法の標的とな
りえる lncRNA の同定を行なうこと、さらに
C 型慢性肝疾患における肝線維化進展や肝
発癌などの様々な病態における lncRNA の
関与を明らかにすることを目的として以下
の解析を行った。 
 
(1) HCV 感染培養細胞由来の RNA を次世代シ

ークエンサーを用いて網羅的に解析し
HCV感染特異的に発現が増減するlncRNA
群を探索する。 

(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。 

これらの in vitro における解析から、
lncRNA の一つである HULC が HCV 感染におい
て発現誘導されること、また HULC 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。さらに HULC に着目して、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

HULC 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
かどうかを解析する。 

(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 HULC の
発現量を比較し、ヒトにおける HCV 感染
による HULC の発現の変化を解析する。 

 
３．研究の方法 
(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 の発現抑制を行い、実際
に HCV 感染を制御する lncRNA の同定を
行った。 

(3) 上記で同定したlncRNAの中からHULCに
着目し、HCV 培養細胞系を用いて、HULC
によるHCV感染制御機構の解明を行った。 

(4) 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。HULC 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にて、さらに血中ALTを測定した。 

(5) 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、HULC 量を定量 PCR 法にて解
析した。 

(6) 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
HULC の肝組織中の発現量を定量 PCR 法
で測定し、比較した。 
 

４．研究成果 
(1) HCV感染特異的に発現が変化するlncRNA

群の検索 
細胞培養感染 HCV クローン(Ia/IIa キメラ、
HJ3-5)をヒト肝癌細胞株(Huh-7.5 細胞)に感
染させ、感染後経時的に細胞全 RNA を回収し
た。また HCV 感染後 NS5A 阻害剤を投与し、
同様に細胞全 RNA を回収した。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 lncRNA の発現解析を行
った。さらに統計学的に HCV 感染特異的に発
現が増加する lncRNA 群 26 個（A から Z）を
抽出した。次にこれら lncRNA26 個に対する
siRNA を作成し、HCV 感染細胞に投与し、発
現抑制の HCV 複製に与える影響を検討した。
その結果 lncRNA-D,G,H,P に対する siRNA 投
与により HCV 複製抑制を認めた（図 1）。 
図 1 lncRNA に対する siRNA 投与による HCV
複製に対する影響 
 

(2) HCV 感染による HULC の発現誘導 
これら 4 種類の lncRNA のうち、既に lncRNA
としてデータベースに登録されており、さら
に肝臓における発現も報告されている
lncRNA-H=HULC に着目した Huh-7.5 細胞に
HJ3-5 ウイルスを MOI0.01-1 で感染させ、
lncRNA-H 発現量を定量 PCR 法で測定した。そ
の結果、時間・MOI 依存性の HULC の発現誘導
を認めた。 
 
(3) HULC 発現抑制による HCV 抑制 
HULC に対する siRNA を 3種類作成し、ヒト肝
癌細胞株(FT3-7 細胞)にそれぞれ導入したと
ころ、全ての siRNA 導入で HULC の発現抑制



を認めた。HJ3-5 複製 FT3-7 細胞において
siRNA により HULC の発現を抑制したところ
HCV 複製の抑制を認めた。いずれの siRNA の
投与でも HCV 複製抑制効果を認めたが、HULC
によって最も強い効果を認めた（図 2）。また、
HULC 発現抑制による HCV 複製の抑制は、遺伝
子型 1a、1b、2a、1a/2a キメラいずれの HCV
に対しても認めた。HCV 全ライフサイクルの
うち HULC は HCV の蛋白翻訳過程を抑制する
ことでHCV複製を抑制していることが示唆さ
れた。 
図 2 HULC 発現抑制による HCV 複製抑制 

(4) HCV 感染チンパンジーにおける HULC 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。HULC 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 3）。 
図 3 HCV感染チンパンジーにおける肝内 HULC
発現量 

 
 
(5) HCV 感染マウスにおける HULC の発現誘

導解析 
キメラマウスに HCV に感染させ、1 週間後に
マウスより採血し HCV RNA 量を測定したとこ

ろ 4.2×107 copies/ml 存在し､持続感染が成
立したものと判断した。28日後 HCV 感染マウ
スおよび非感染マウスを安楽死後、肝組織か
ら全 RNA を抽出し、HCV RNA と HULC 発現量を
定量 PCR にて測定した。その結果 HCV RNA は
HCV 感染マウスにおいて検出され、28日後ま
で持続感染したと考えられた。また HCV 感染
マウスの HULC の発現量は非感染マウスに比
べて高値であった（図 4）。 
図 4 HCV 感染キメラマウスにおける肝内 HCV 
RNA、HULC 発現量 

 
(6) C 型慢性肝疾患患者におけるウイルス排

除後の肝内 HULC 発現量 
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 HULC の肝組織
中の発現量を定量PCR法で測定し、比較した。
その結果、HCV 排除により有意に HULC の発現
量の低下を認めた（図 5）。 
図 5 HCV 排除前後における HULC の発現量の
比較 
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