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研究成果の概要（和文）：　T細胞のアナジー化は、炎症反応の制御機構の一つとして極めて重要である。しかし、そ
の制御に関する細胞内分子機構については未だ詳細が明らかとなっていない。本研究では、長鎖非翻訳RNAに注目し、
アナジー制御におけるその役割を明らかにすることを目的とし検討を加える。
　DNAマイクロアレイ解析および定量PCR解析の結果、イオノマイシン刺激によって特異的に上昇するlncRNAを27種類同
定した。しかしながら、選択した3 lncRNAを対象としたshRNAによる検証において、lncRNAによるアナジー状態の制御
は現在のところ関与が認められていない。

研究成果の概要（英文）：Anergy induction in Th cells is quite important for the regulation of inflammatory
 response. However, molecular mechanisms in the induction of anergy phenotype is remain unclear. I tried t
o clarify the contribution of long non-coding RNA (lncRNA) in the regulation of anergy induction in Th1 ce
lls.
After DNA microarray and realtime PCR analysis, 27 lncRNAs that specifically upregulated by ionomycine sti
mulation, were identified. However, in the shRNA-mediated knockdown analysis against the selected three ln
cRNAs, no lncRNA contribution was observed in the regulation of anergy induction in Th1 cells.
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１．研究開始当初の背景 

 炎症反応の収束に寄与する生体システム

として、T細胞のアナジー化誘導機構が存在

する。T細胞のアナジー化については古くよ

り解析が試みられているが、アナジー化を支

持する細胞内分子機構については解析が進

んでいない。 

 

２．研究の目的 

 申請者はこれまで、T細胞および iNKT細

胞におけるアナジー化現象に着目し、様々な

疾患制御にアナジー化が寄与することを示

してきた。また近年では、アナジー化を制御

する細胞内分子機構の解明に着手してきて

いる。 

 申請者は現在、アナジー化制御における

mRNA型長鎖非翻訳 RNA（long non-coding 

RNA: lncRNA）の役割について注目している。

生体内には膨大な量の lncRNAが存在しその

ほとんどの lncRNA の機能は不明であるが、

近年では細胞内シグナル制御やクロマチン

制御等相次いでその機能が報告されてきて

いる。本研究は、これらの lncRNA のうち、

明確にプロモーターに制御される mRNA 型

lncRNA 群に着目し、アナジー制御における

その役割を明らかにすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1)アナジーの誘導 

 Th1 細胞を利用し、イオノマイシン刺激に

よってアナジーを誘導する。アナジー化の指

標は、①増殖抑制、②サイトカイン産生抑制、

③アナジー制御因子Cbl-bの発現増強にてモ

ニタリングする。 

 

(2)アナジー誘導に伴う lncRNA の発現変動 

 アナジー誘導時に lncRNA の発現が変動す

るとの報告はない。まず、変動の有無が存在

するか否かを検証するため、プロモーター部

に NFAT 結合配列を保有する lncRNA を抽出し、

アナジー誘導に伴う発現変化をリアルタイ

ム PCR にて確認する。 

 

(3)アナジー誘導サンプルにおける DNA マイ

クロアレイ解析 

 アナジーを誘導した細胞よりRNAを抽出し、

DNA マイクロアレイ解析によって発現が変動

する lncRNA を確認する。特に経時的な変化

を捉えるため、経時的なサンプリングを実施

する。イオノマイシン刺激によってのみ変動

する lncRNA を抽出するため、PMA 刺激によっ

て変動した lncRNA を除外する。 

 

(4)shRNA による lncRNA ノックダウン 

 大きな発現変動が認められた lncRNA を対

象とし、shRNA によるノックダウンを試みた。

shRNA ノックダウン後にアナジーを誘導し、

アナジー状況に変化が認められるか否かを

検証した。 

 

４．研究成果 

(1)アナジーの誘導 

 イオノマイシンを用い、Th1 細胞に対して

アナジーを誘導した結果、IFN-の産生抑制お

よびCbl-bの発現を伴うアナジーの誘導が確

認された（図１）。 

 

 



(2) アナジー誘導に伴う lncRNA の発現変動 

 変動の可否を確認するため、24 種類の

lncRNA についてアナジー誘導前後の発現確

認をリアルタイム PCR にて実施した。5 種類

の lncRNA についてイオノマイシン刺激によ

るアナジー誘導時の発現上昇を認め、lncRNA

はアナジー誘導時に発現が変動するもので

あることが確認された（図 2）。 

 

(3)DNA マイクロアレイによる、アナジー誘導

サンプルにおける lncRNA 発現変動確認 

 DNA マイクロアレイ解析の結果、経時的な

発現パターンは5パターンに分類可能であっ

た。図 3には、その代表例を示す。このよう

に見出された変動 lncRNA について、PMA 刺激

による変動の可否を検証し、イオノマイシン

刺激特異的に変動する lncRNA を 27種類同定

した。 

 

(4)shRNA による lncRNA ノックダウンおよび

アナジー誘導状況の変化 

 レンチウイルスを用いた Th1 細胞への

shRNA 導入系を構築した。アナジーに伴う発

現変動を示した lncRNA のうち、発現変動の

大きな 3 lncRNA を対象に shRNA 導入ベクタ

ーを構築し、ノックダウン実験を実施した。

その結果、shRNA によるアナジー状況の変化

は見出せず、少なくとも今回対象とした 3 

lncRNA はアナジー制御に寄与しないと考え

られた。対象範囲の拡大が必要と考えている。 
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