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研究成果の概要（和文）：近年の大規模なトランスクリプトーム解析によりゲノムの多くの領域からたんぱく質
をコードしないRNA（lncRNA）が転写されていることが明らかになってきた。これまでに炎症性サイトカインの
発現を正に制御する新規lncRNAを同定し、LASCと名付けた。LASCはIL-6やGM-CSFといった炎症性サイトカインの
発現に重要であり、転写因子NF-κBのプロモーター領域への動員に重要であることを明らかにした。lncRNAの生
理的な意義を明らかにするために、LASC遺伝子ノックアウトマウスをゲノム編集技術を用いて作製し、LASCが個
体における炎症応答の惹起に重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Recent advantages of transcriptome analyses revealed that non-coding RNAs, 
especially long non-coding (lnc) RNAs, are transcribed across genome and involved in various aspects
 of biological processes. I have identified a novel lncRNA that positively regulates inflammatory 
cytokine expression and named LASC. LASC is required for the expression of inflammatory cytokines 
such as IL-6 and GM-CSF. Recruitment of transcription factor NF-kB was strongly reduced in LASC 
deficient cells, suggesting that LASC could regulate inflammatory cytokine expression at 
transcriptional level. In order to clarify the role of LASC in inflammation in vivo, LASC knockout 
mice were generated by genome editing technology and showed resistance to endotoxin shock.

研究分野：免疫学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトやマウスにおいて、タンパク質をコードしない非コードRNA（non-coding RNA）は20,000種類以上あると推
定されている。その多くは機能を持たないRNAであると考えられているが、一部のRNAは生命機能に重要な役割を
果たしている。LASCは炎症性サイトカインの発現に重要な長鎖非コードRNAであり、個体における炎症応答に重
要なRNAであることが示された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年の GENCOEDE や FANTOM などのトランスクリプトーム解析によりタンパク質をコー
ドする遺伝子がゲノム領域の５％未満にすぎないのに対して、ゲノムの非コード領域と思われ
ていた領域から 20,000 超える RNAが転写されていることが明らかになり、それらの多くはタ
ンパク質をコードしないnon-coding RNA（非コードRNA）であると考えられ、non-coding RNA
が生命現象や病態形成に大きな役割を担うことが強く示唆される。ncRNA はその転写産物の大
きさから２００塩基以下の small non-coding RNA と数百から数キロ塩基におよぶ long 
non-coding(lnc)RNA に分類される。炎症性サイトカインは炎症応答の中心を担うサイトカイ
ンであり、感染や組織修復に重要であるが、過度な炎症性サイトカインの産生は自己免疫疾患
や炎症性疾患の発症はもとよりがんや生活習慣病などの様々な疾患につながると考えられてい
る。lcnRNA は転写レベルでの制御に関与することが報告されている。これまでの報告による
と lncRNA はポリコームタンパク質複合体の構成因子である Ezh2 などと結合し、標的遺伝子
のエピジェネティックな発現制御を介して ES 細胞の多能性の維持やがん細胞の浸潤能の獲得
に寄与すると考えられている。近年、次世代シークエンサーを用いた RNA-seq 解析によりマ
クロファージや樹状細胞においても多くの lncRNA が発現していることが明らかになってきて
おり、炎症性サイトカインの発現に関わるいくつかの lncRNA が報告された（Carpenter S. et 
al.2012 Science, Krawczyk M. et al. 2014 eLife）。しかし、lncRNA の炎症性疾患への寄与は明
らかではない。 
これまでに炎症性サイトカインのエピジェネティックな制御を明らかにする過程において発現
制御に関わる新規の lncRNA を同定し、炎症性サイトカインの発現をポジティブに制御するこ
とを見出した。 
 
 
２．研究の目的 
長鎖非コード RNA（lncRNA）による制御が炎症性サイトカインの発現制御における新たな階
層として注目されているが、その生理的意義は明らかではない。これまでに炎症性サイトカイ
ンの発現を転写レベルで制御する新規の lncRNA を同定し、LASC と名付けた。そこで、TALEN
やCRISPR/Cas9に代表されるゲノム編集技術を応用し、LASCノックアウトマウスを作製し、
長鎖非コード RNA による炎症性サイトカインの発現制御機構を明らかにし、炎症性疾患にお
ける長鎖非コード RNAの役割を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
（１）LASC ノックアウトマウスの作製 
これまでの研究成果から LASC は３つのエクソンからなる RNA であり、２つの異なる転写開
始点が存在することを明らかにした。また、第３エクソンがその機能に重要であることを示唆
する結果を得たため、第２エクソンの途中にポリA鎖負荷配列である SV40 late poly A 配列を
ノックインすることでLASCの転写を第２エクソンの途中で停止させることでノックアウトマ
ウスを作製することを試みた。Cas9 遺伝子および LASC 特異的 sgRNA は T7 ポリメラーゼを
用いた in vitro 転写により RNA を作製し、その 5’末端側にキャップ構造を付加した。ポリ A
鎖負荷配列の5’側および3’側にそれぞれ1,000塩基および800塩基のLASCコード領域と相同
な配列を付加し、homology arm とした。Homology arm とポリ A鎖負荷配列を含むDNAをリ
ン酸化修飾したプライマーを用いて増幅し、その後 lambda exonuclease を用いて１本鎖DNA
（ssDNA）とした。これらを C57BL/6 マウスの受精卵にマイクロインジェクションにより導
入し、産仔を得た。得られた産仔の遺伝型は PCRにより確認した。LASC ノックアウトマウス
より骨髄細胞を採取し、M-CSF 存在下で１週間培養し、マクロファージを分化誘導し、
100ng/ml LPS または 1µg/ml Pam3CSK4で 5時間培養した。LPS 刺激したマクロファージか
ら RNA を精製し、cDNA を合成した。LASC の発現を LASC 特異的プライマーを用いて定量
PCRにより解析した。 
 
（２）マウス敗血症モデル 
LASC の in vivo における炎症応答への寄与を明らかにするために、敗血症モデル（エンドトキ
シンショック）を用いた。８から１２週齢の野生型（８匹）および LASC ノックアウトマウス
（７匹）の腹腔に 20mg/kg の LPS を投与し、経時的に生存率を計測した。 
 
（３）LASC による炎症性サイトカインの発現制御機構 
炎症性サイトカインは転写因子NF-κBにより強く誘導されるが、これまでに LASC は NF-κ
B の核移行には関与しないが、NF-κB の炎症性サイトカインのプロモーター領域への結合、
それに続く RNA ポリメラーゼ II の転写開始点への動員に重要であり、炎症性サイトカインの
発現を転写レベルで制御する可能性を見出してきた。そこで、炎症性サイトカインの遺伝子座
におけるエピジェネティックな変化における LASC の役割を Restriction Enzyme Accessibility 
Assay を用いて検証した。マウスマクロファージ細胞株である RAW264.7 細胞にコントロール
または LASC 特異的な shRNA を発現するレトロウィルスを感染させ、LASC ノックダウン細



胞を得た。これらの細胞を 100ng/ml LPS で経時的に刺激し、生化学的な手法により核画分を
調整した。得られた核画分を制限酵素 EcoNI で処理し、断片化されたDNAを IL-6 または TNF
α特異的なプローブを用いてサザンブロッティングを行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）LASC ノックアウトマウスの作製 
C57BL/6マウスの受精卵にCas9 をコードするRNAおよびLASC特異的 sgRNAを ssDNAと
ともにマイクロインジェクションを行ったところ複数の産仔が得られ、その中にポリA鎖負荷
配列である SV40 late poly A 配列がノックインされたマウスが得られた（図１）。LASC ノック
アウトマウスまたは野生型マウスより得られたマクロファージをLPSで刺激したところLASC
ノックアウトマウスでは LASC の発現が見られないことを確認した（図２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ ポリ A鎖負荷配列の挿入による LASC ノックアウトマウスの作製 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 LASC ノックアウトマウスにおける LASC の発現 
 
 
（２）マウス敗血症モデル 
野生型およびLASCノックアウトマウスにLPSを投与したところ野生型マウスが投与後２４時
間以内にすべて死亡するのに対して、LASC ノックアウトマウスは高い生存率を示した（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ LASC ノックアウトマウスはエンドトキシンショックにおいて高い生存率を示す 
 
 
（３）LASC による炎症性サイトカインの発現制御機構 
Restriction Enzyme Accessibility Assay により IL-6およびTNFα遺伝子座のエピジェネティッ
クな変化を検証した。この手法を用いることで LPS 刺激で誘導される炎症性サイトカインの転
写制御領域におけるクロマチン構造の状態を検証することが可能である。コントロールおよび
LASC ノックダウン細胞において IL-6 および TNFαの遺伝子座のクロマチン構造に差は見ら



れなかった（図４）。以上のことから LASC は炎症性サイトカインの発現制御において炎症性
サイトカイン遺伝子座のエピジェネティックな制御には寄与しないが、転写因子 NF-κB のプ
ロモーター領域への動員に直接関わる可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ Restriction Enzyme Accessibility Assay による炎症性サイトカイン遺伝子座のクロマチ
ン構造の解析 
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