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研究成果の概要（和文）：単純ヘルペスウイルス(HSV)はヒトに口唇ヘルペス、脳炎、性器ヘルペス、などの多
様な病態を引き起こし、関連する医療費はアメリカ合衆国で年間30億ドルと試算される臨床上重要なウイルスの
一つである。本研究ではハプロイド細胞による順遺伝学的スクリーニングと次世代シーケンス解析を組み合わせ
ることで、HSV感染および病原性発現機構の分子基盤の解明を目指した。HSV-1に抵抗性を示す責任遺伝子とし
て、既知の因子を含む53の宿主因子候補遺伝子を同定した。また、本研究で作成したCRISPR-KO細胞ライブラリ
ーは高品質で、このライブラリーを使用した新規のプロジェクトも派生した。

研究成果の概要（英文）：Herpes simplex virus (HSV) is a common pathogen that causes skin infection 
as well as fatal encephalitis. HSV is categorized into 2 types: HSV type 1 (HSV-1) and HSV type 2 
(HSV-2). Targeting host factors involved in HSV-infection and -propagation is an attractive approach
 to regulate those viruses. To identify a set of HSV host factors, we carried out a genome wide 
CRISPR screen. In this study, we established high quality KO library that showed the presentation of
 over 98% individual sgRNA. We isolated 53 genes for HSV-1, and 21 genes for HSV-2 as responsible 
host genes for viral infection and propagation. Among these isolated genes, NECTIN-1 and a series of
 genes involved in heparan sulfate biosynthesis, which are known for HSV viral receptors, were 
included. The other candidate genes are currently being investigated. Our study may provide new 
insights into the molecular mechanism of HSV viral entry and of the tropism that differs between 
HSV-1 and HSV-2.

研究分野：ウイルス学

キーワード： 単純ヘルペスウイルス　CRISPRスクリーニング　HSV-1　HSV-2　ハプロイド細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
人類は常にウイルス感染に晒されている。病原性のないものから致死的なものまで様々なヒトに感染するウイル
スが存在するが、抗ウイルス薬が未だ存在しないウイルスがほとんどである。ウイルスは自身単独では増殖出来
ず、必ず宿主が必要になる。従って、ウイルスが利用する宿主因子は治療標的となり、ウイルスが利用する宿主
因子の同定およびその分子基盤の解明は、抗ウイルス薬の開発に大きく貢献できる。本研究では、ヒトに脳炎な
どをきたす単純ヘルペスウイルス1型 (Herpes simplex virus type-1:HSV-1) が利用する宿主因子の網羅的解析
を行い、既知の因子を含む53の宿主因子候補遺伝子を同定した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

単純ヘルペスウイルスは 2 つの血清型（HSV-1

と HSV-2）が存在し、ヒトに脳炎、口唇ヘルペス、

性器ヘルペス、皮膚疾患、眼疾患など多彩な疾患

を引き起こす。単純ヘルペス脳炎においては無治

療の場合、70-90%が死に至り、抗ヘルペスウイル

ス薬を使用しても致死率は 10-20%程度で、約 60%

に中度以上の後遺症を残す（森島ら, ヘルペス脳

炎, 1997）。さらに、性器ヘルペスはヒト免疫不

全ウイルス感染のリスクを 2-4 倍増加させると

いう報告もある（Knipe and Cliffe, Nat Rev 

Microbiol, 2008）。アメリカ合衆国では、単純ヘ

ルペスウイルス感染に関連する医療費は年間 30

億ドルにものぼり、HSV は臨床的に極めて重要な

ウイルスである。HSV 感染症にはアシクロビルなどの抗ヘルペスウイルス薬が存在するにもかか

わらず、未だ臨床上の問題が多く存在するのは HSV 感染の病態が十分に解明されていないこと

も原因の一つである。HSV-1 と HSV-2 の病態の違いも、未だ分子レベルで解明されていない。そ

の理由として、従来の HSV 研究は、哺乳類細胞を用いた順遺伝学（Forward genetics）的なアプ

ローチは技術的に困難であったため、逆遺伝学（Reverse genetics）的手法をとらざるを得なか

ったことが挙げられる（図 1 参照）。そのため、HSV 感染における病態の分子基盤の全容を把握

するが困難であった。 

 

２．研究の目的 

本研究は、ハプロイド細胞（Carette et al., Science, 2009）による順遺伝学的スクリーニ

ングと次世代シーケンス技術を組み合わせることで、これまで困難であった順遺伝学的アプロ

ーチを HSV 研究に応用させる。そして、HSV 感染に関わる宿主因子を網羅的に同定し、HSV 感染・

病態発現機構の分子基盤の解明を目指す。 

 

３．研究の方法 

本研究では２つの HAP-1 スクリーニングを並行して行った。HSV-1 の感染に抵抗性を示す変異

体（スクリーニング 1）、および HSV-2 の感染に抵抗性を示す変異体（スクリーニング 2）をそれ

ぞれ選別し、網羅的に責任遺伝子を同定した。各スクリーニングは、変異ライブラリーの作成、

HSV 感染抵抗性変異の選別、責任遺伝子の同定の 3つのステップから成り、その方法を以下に示

す。 

(1) 変異ライブラリーの作成 

①Gene trap法 

HAP-1 細胞に、プロモーターの代わりに splicing acceptor（SA）配列を GFPの上流に組み込

んだ gene trap レトロウイルス（オランダ癌研究所 Brummelkamp博士より供与; Jae et al., 

Science, 2013）を感染させた。感染したレトロウイルスはランダムにゲノムに挿入され、挿入

された部位にある遺伝子の機能を破壊するため、MOI£1 でレトロウイルスを感染させることで各

細胞に変異を一つだけ持った細胞集団（変異体ライブラリー）を取得した。 

②CRISPR/Cas9 システム 

図１：本研究で実施するスクリーニングの対象
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HAP1 細胞に Cas9 遺伝子を導入し、Cas9 タンパク質を恒常発現する HAP1/Cas9 細胞を樹立し

た。HAP1/Cas9 細胞に約 19,000 個の遺伝子をターゲットとする sgRNA プールをレンチウイルス

により導入し、単一の遺伝子欠損を持つような Knock out(KO)細胞集団（変異体ライブラリー）

を作成した。 

(2) HSV 感染抵抗性変異の選別 

HSV が感染するとウイルスが細胞内で増殖し、感染細胞には細胞障害効果（CPE）が生じ、細

胞の増殖が止まるが、HSV の病原性発現に関与する因子に変異が入ると、感染細胞内でウイルス

の増殖が起きず、細胞の増殖は止まらない。この違いを利用して、HSV 感染における病態発現機

構に関する因子に変異をもつ細胞を HSV 感染に抵抗性を示す変異体として得た。 

(3) 責任遺伝子の同定 

得られた HSV 感染抵抗変異体ライブラリーを、次世代シーケンサーを使用して、gene trap法

による変異ライブラリーではレトロウイルスの挿入部位を、また、CRISPR/Cas9法による変異ラ

イブラリーでは sgRNA 部分をターゲットシーケンスした。次世代シーケンス結果から、HSV 感染

における病態発現に関わる責任遺伝子を網羅的に同定した。 

 

４．研究成果 

  HAP-1 細胞をベースにして、2つの方法で変

異体ライブラリーを作成した。HAP-1 細胞を

樹立する時にレトロウイルスを使用してお

り、gene trap法による変異体ライブラリー

では gene trap レトロウイルスの挿入部位の

同定に難渋した。そのため、CRISPR/Cas9 シ

ステムを使用した変異体ライブラリーの作

成に予定を変更して実施した。CRIPR/Cas9 シ

ステムによる変異体ライブラリー作成では、

19,052 遺伝子にそれぞれ 6 つの sgRNAを設

計し、これを発現する sgRNAレンチウイルス

プールを使用した。ウイルス未感染の変異体

ライブラリーを次世代シーケンサーで解析すると、98％以上の sgRNAを検出することができ、非

常に質の高い変異体ライブラリーの作成に成功した（図 2）。この変異体ライブラリーに HSV-1

および HSV-2 を感染させ、HSV 感染に抵抗性を示すクローン集団を選択した。選択後の集団を次

世代シーケンサーにより解析すると、検出された sgRNA は HSV-1 感染群で 1-3%、HSV-2 感染群

で 6%となった。 

HSV 感染に抵抗性を示す変異体の責任遺伝子候補を、次世代シーケンス解析で検出された

sgRNAの検出数を基にして、HSV-1 感染群で 53 遺伝子、HSV-2 感染群で 21 遺伝子に絞った（図

3）。HSV-1 感染に抵抗を示した細胞群では、HSV-1 の侵入に関わる宿主レセプター Nectin-1 が

検出されており、HSV-1 感染抵抗群・HSV-2 感染抵抗群のそれぞれにウイルスが細胞表面への結

合に関わるとされるヘパラン硫酸の生合成に関わる遺伝子が一群として検出された。従って、本

スクリーニングではウイルス感染抵抗株がきちんと選択されていることが示唆された（図 3）。

実際に、ヘパラン硫酸の生合成に関わる EXT2 遺伝子や XYLT2 遺伝子の KO細胞を樹立し、HSV-1

図2：選択前後でライブラリーに含まれるsgRNAの変化
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の感染に抵抗性を示

すことを確認した。 

  EXT2やXYLT2以外

の候補遺伝子につい

ても、KO細胞を作成

し、HSV 感染への抵

抗性評価とその分子

基盤を解析した。残

念ながら、研究期間

内には完全に完了す

ることが出来なかっ

た。しかし、本研究

で得られる知見は、

HSV 治療薬開発に大きく貢献すると考えるので、引き続き解析を続けていく予定である。既存の

抗ウイルス薬は、ほとんどがウイルス因子を標的としており、ウイルスの変異による薬剤耐性ウ

イルスが問題となる。ウイルスは自身単独では増殖出来ず、必ず宿主が必要になるため、本研究

により同定した宿主因子を標的とした抗ウイルス薬が開発できれば、耐性が誘導されにくく、既

存の抗ウイルス薬に耐性のウイルスにも効果を発揮できると考える。 

さらに、本研究では非常に質の高い KO細胞ライブラリーの作成に成功した。これを利用し、

感染すると細胞死を引き起こすウイルスや、感染が成立すると蛍光タンパク質を発現する改変

ウイルスなどを用いることで、HSV 以外のウイルスに対しても感染や病原性発現に関わる宿主因

子の同定ができるし、ウイルス研究以外にも応用出来す。実際に、共同研究として複数のプロジ

ェクトが派生した。今後、さらなる成果が期待できるものと考えている。 
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