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研究成果の概要（和文）：長鎖非コードRNA(lncRNA)は様々な生命活動に役割を果たしていることが知られてい
るが、抗ウイルス応答に関与するｌんｃRNAはあまり知られていない。本研究では1型IFNシグナルに関与する
lncRNA#32を同定した。lncRNA#32をノックダウンすると、1型IFNで誘導される遺伝子群の発現が顕著に減少し、
HBVおよびHCV感染が著しく増加した。またlncRNA#32を強制発現させると、これらのウイルス複製を抑制した。
lncRNA#32はATF2と結合し、1型IFNで誘導される遺伝子群の発現を調節していることが示唆された。lncRNA#32は
抗ウイルス応答に関与することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Despite the breadth of knowledge that exists regarding the function of long 
noncoding RNAs (lncRNAs) in biological phenomena, the role of lncRNAs in host antiviral responses is
 poorly understood. Here, we report that lncRNA#32 is associated with type I IFN signaling. The 
silencing of lncRNA#32 dramatically reduced the level of IFN-stimulated gene (ISG) expression, 
resulting in sensitivity to hepatitis B virus (HBV) and hepatitis C virus (HCV)  infection. In 
contrast, the ectopic expression of lncRNA#32 significantly suppressed HBV and HCV replication, 
suggesting that lncRNA#32 positively regulates the host antiviral response.lncRNA#32 bound to 
activating transcription factor 2 (ATF2) and regulated ISG expression. Our results reveal a role for
 lncRNA#32 in host antiviral responses. 

研究分野：ウイルス学

キーワード： Interferon　long non coding RNA　innate immunity

  １版



１．研究開始当初の背景 
C型肝炎ウイルス (HCV)の治療には、一般的
に 1型インターフェロンが多く用いられてお
り、一部の患者では完全にウイルスを排除で
きるようになったが、1 型インターフェロン
治療に全く効果を示さない患者が存在する
ため、治療法の改善が望まれている。 
最近の研究で、1 型インターフェロン治療が
有効な患者と効果を示さない患者のゲノム
を比較解析した結果、IFN-lammda周辺に存在
する一塩基多型がその原因だということが
示された。また、1 型インターフェロン治療
に効果を示さない患者は、効果を示す患者に
比べて、IFN-lammdaの発現が低いことが分か
ってきた。しかし、1型インターフェロンは、
JAK/STAT を 活 性 化 し 、 多 数 の
Interferon-stimulated gene (ISG)を誘導し、強い
抗ウイルス効果を発揮することが知られて
いるが、種々の ISGの発現量は、1型インタ
ーフェロン治療に効果を示さない患者の方
が高いことが報告され、既存の ISGだけでは
1 型インターフェロンの抗ウイルス効果を説
明できない。 
 
２．研究の目的 
(1) 1 型インターフェロンで誘導される長鎖
非コード RNA (lncRNA)を同定する。 
(2) 同定した lncRNAの抗ウイルス効果の評
価を行う。 
(3) 抗ウイルスに関与する lncRNAの機能評
価を行う。 
(4) 抗ウイルスに関与する lncRNAの結合タ
ンパク質の同定を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) ウイルス感染などでインターフェロンが
発現するときは転写因子 IRF3を活性化し、
その発現を誘導する。そこで肝臓細胞株の
IRF3 を CRISPR-Cas9 システムを用いて、
ノックアウトした。 
(2) IRF3ノックアウト細胞に PolyI:Cを処理
し、IRF3 依存的に発現調節される lncRNA
をマイクロアレイを用いて同定した。 
(3) 同定した lncRNAを siRNAを用いて、ノ
ックダウンし、1 型インターフェロンによる
抗ウイルス効果に重要な lncRNA の同定を行
った。 
(4) 1 型インターフェロンによる抗ウイルス
効果に重要な lncRNA に結合するタンパク質
の同定を行った。lncRNAを T7 polymeraseで
in vitro transcriptionし、合成した RNAをビオ
チン化ラベルした。Biotin 化した RNA を 1
型インターフェロンで処理した細胞溶解液
と混合し、streptavidin-beads で沈降し、沈降
物を SDS-PAGE で分離、染色し、lncRNA 特
異的に結合するタンパク質を質量分析によ
って同定した。 
 

４．研究成果 
(1) 肝臓細胞株および IRF3 ノックアウト細
胞株に PolyI:C処理をし、IRF3依存的に発現
が制御される lncRNA をマイクロアレイによ
って解析した結果、60種類の lncRNAが同定
できた。さらに RT-PCR法によって詳細に解
析した結果、7種類の lncRNAが polyI:Cによ
って発現変動した。そこでこれら 7 種類の
lncRNAを siRNAによって個々にノックダウ
ンし、PolyI:C 存在下で脳心筋炎ウイルス
(EMCV)を感染させた。コントロース細胞に、
EMCVを感染させると、細胞死が起こり、あ
らかじめ polyIC を処理した細胞に EMCV を
感染させると、EMCV依存的細胞死が抑えら
れた。しかし、lncRNA#32をノックダウンし
た細胞では、polyIC処理による細胞死の抑制
は観察されなかった(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 インターフェロンの抗ウイルス効果に
関与する lncRNA。 
 
また lncRNA#32 を強制発現させ、EMCV を
感染させた結果、polyIC処理なしで EMCV依
存的細胞死の抑制が観察された(図 2)。この結
果、 lncRNA#32 は抗ウイルス効果をもつ
lncRNAだということが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2 lncRNA#32強制発現による、EMCV依存
的細胞死の抑制 
 
 
 



(2) 次に lncRNA#32がどのような遺伝子群の
発現に影響しているかを評価するため、
lncRNA#32を siRNAでノックダウンし、マイ
クロアレイを行った。その結果、lncRNA#32
は、様々な Interferon stimulated gene (ISG)を制
御していた (図 3)。さらに lncRNA#32を強制
発現させた結果、様々な ISGの発現が上昇し
た。 
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図 3 1型 IFN処理後、lncRNA#32ノックダウ
ンによって影響を受ける ISG群。 
 
(3) 多くの lncRNA は、細胞内タンパク質と
結合し、その機能を発揮していることが報告
されている。そこで、lncRNA#32と結合する
タンパク質の同定を行った。ビオチン化した
lncRNA#32 を作製し、細胞溶解液と混合し、
ストレプトアビジンビーズで lncRNA#32 と
結合するタンパク質を質量分析解析した結
果、hnRNPU および ATF2 が同定できた (図
4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 lncRNA#32と結合するタンパク質の同定。 
 
(4) hnRNPU は様々なサイトカインやケモカ
インの mRNA の安定性に関与していること
が報告されている。そこで、hnRNPU が
lncRNA#32 の安定性に関与しているかの検
討を行うためsiRNAでhnRNPUをノックダウ
ンし、lncRNA#32の細胞内安定性を評価した。
その結果、コントロール細胞と比較して、
hnRNPU ノックダウン細胞では、著しく
lncRNA#32 の安定性が減少した(図 5)。さら
に、hnRNPUノックダウン細胞では、1型 IFN

の抗ウイルス効果も著しく減少した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 hnRNPU ノックダウン細胞による
lncRNA#32の安定性 
 
(5) ATF2は転写因子として知られており、最
近では、炎症疾患などにも関与していること
が報告されている。そこで、lncRNA#32の ISG
制御に ATF2 がどのような役割をするか検討
した。初めに、ATF2 ノックダウン細胞に
lncRNA#32を強制発現させ、EMCVを感染さ
せた。コントロール細胞では、lncRNA#32を
強制発現させると、EMCVのウイルス力価の
低下が観察されたが、ATF2 ノックダウン細
胞では、lncRNA#32 を強制発現させても、
EMCV のウイルス力価の低下は全く観察さ
れなかった (図 6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 lncRNA#32の抗ウイルス効果は ATF2依
存的である。 
 
これらの結果から、lncRNA#32の抗ウイルス
効果には ATF2 が必須であることが示唆され
た。次に lncRNA#32と ATF2が種々の ISG発
現にどのように関与しているかを検討した。
図 3 より、lncRNA#32 は IRF7 の発現を制御
していることが観察された。そこで、IRF7の
プロモーター領域近傍に ATF2 結合サイト
(TGACGT(A/C)(A/G))があるかどうかを検討
した結果、IRF7のイントロン 1に ATF2結合
サイトを同定した (図 7)。 
 
 
 
 
 
 

 



図 7 IRF7領域の ATF2結合サイト。 
 
そこで ATF2 がこのサイトに結合するかどう
かをクロマチン免疫沈降で確認した。コント
ロール IgGを陰性コントロールとした時、抗
ATF2抗体でクロマチン免疫沈降をした結果、
ATF2が IRF7のイントロン 1に結合すること
が観察された (図 8)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図8 ATF2は IRF7のイントロン1と結合する。 
 
さらに lncRNA#32 ノックダウンで IRF7 と
ATF2 の結合が低下するかを検討した結果、
コントロール細胞と比べて、lncRNA#32ノッ
クダウンでは、ATF2の IRF7結合の低下が観
察された (図 9)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 9 lncRNA#32 ノックダウンにより、ATF2
の IRF7結合が低下する。 
 
(6) 最後に lncRNA#32が肝炎ウイルス防御に
関与しているか検討した。肝臓細胞株の
lncRNA#32 をノックダウンし、1 型インター
フェロン存在下で B 型肝炎ウイルス (HBV)
を感染させた。その結果、lncRNA#32をノッ
クダウンさせると、1 型インターフェロンの
抗 HBV効果が低下した (図 10)。 
また、HBV 感染と同様に HCV 感染でも
lncRNA#32ノックダウンで 1型インターフェ
ロンの抗 HBV効果が減少した。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 10 lncRNA#32ノックダウンによるHBVに
対する 1型インターフェロンの効果。 
 
以上の結果をまとめると、lncRNA#32 は、
hnRNPU によって安定化され、さらに ATF2
と結合することによって、ATF2 が ISG プロ
モーター領域にできるようになり、結果とし
て、抗ウイルス効果を示す様々な ISGを誘導
し、HBVや HCV感染を抑制することが示さ
れた。 
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