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研究成果の概要（和文）：単純ヘルペスウイルス(HSV)は宿主細胞に侵入後、前初期遺伝子、初期遺伝子、後期
遺伝子という3つの遺伝子群をカスケード状に発現するが、この遺伝子発現移行機構に関しては不明な点が多
い。申請者が過去に実施したHSV感染細胞の1細胞シークエンス解析により、特定の細胞内金属イオンがHSVの遺
伝子発現移行に関与することが示唆されていた為、本研究はこの細胞内金属イオンのHSV遺伝子発現、及び再活
性化における役割の解明を試みた。その結果、当該金属イオンはHSVがコードする遺伝子発現活性化因子の機能
制御を介して、HSVの遺伝子発現移行に寄与する事が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Herpes simplex virus (HSV) has more than 100 different genes, which can be 
categorized into three major classes-immediate early, early, and late-whose expressions are 
regulated coordinately and ordered sequentially in a cascade fashion. However, much remains unclear 
regarding the mechanisms underlying this gene expression cascade. Our previous single-cell 
sequencing analyses of HSV-infected cells suggested that specific intracellular metal ions are 
involved in the regulated viral gene expression. Therefore, this study aimed to elucidate the role 
of these metal ions in HSV gene expression and reactivation. The results obtained in this study 
indicated that these ions contribute to regulated HSV gene expression by controlling the function of
 a viral transcription factor.

研究分野： ウイルス学

キーワード： HSV-1

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者の研究対象である単純ヘルペスウイルス(HSV)は代表的なDNAウイルスであり、ヒトに脳炎、性器ヘルペ
ス、皮膚疾患、眼疾患など、多様な病態を引き起こす。アシクロビルが開発された今日においても、脳炎患者の
70%は社会復帰できないか死亡する。本研究では特定の細胞内金属イオンがウイルス転写因子の機能を活性化す
ることにより、HSV遺伝子発現移行に寄与することを明らかにした。従って、本研究成果はこの遺伝子発現機構
をターゲットとした新たなHSV感染症の治療法の確立に繋がる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

申請者の研究対象である単純ヘルペスウイルス(HSV)は代表的な DNA ウイルスであり、ヒ

トに脳炎、性器ヘルペス、皮膚疾患、眼疾患など、多様な病態を引き起こす。アシクロビル

が開発された今日においても、脳炎患者の 70%は社会復帰できないか死亡する。また、HSV

の特徴は、一度感染するとヒトの神経に潜伏し、再活性化を繰り返す事によって終生に渡り

ヒトに疾患を引き起こす事である。HSV は宿主細胞に侵入後核内で、前初期遺伝子、初期遺

伝子、後期遺伝子という 3種の遺伝子群をカスケード状に発現する。前初期遺伝子の発現は

HSV のウイルス粒子中に含まれる VP16 が前初期遺伝子群のプロモーターに結合し、活性化

することによって引き起こされる。その一方で、前初期遺伝子から初期遺伝子以降の発現へ

の移行機構については不明な点が多い。 

HSV を培養細胞に高 MOI で感染させ、固定後、間接蛍光抗体法によって前初期遺伝子産物

と後期遺伝子産物を共染色すると、それぞれの感染細胞における HSV の遺伝子発現カスケ

ードの移行が不均一であることが明確であった。これらの知見から、感染細胞によって遺伝

子発現カスケードの移行の状態に“バラつき”が生じていることが考えられた。そこで申請

者らは HSV 感染細胞の 1細胞トランスクリプトーム解析を実施した結果、HSV 遺伝子発現移

行に、宿主蛋白質である IBP の発現の多寡が関与することが示唆された。IBP は細胞内の特

定の金属イオンと結合し、相互作用する様々な蛋白質の活性を制御する。これまでの申請者

らの解析によって実際に、(1) IBP ノックアウト(KO)細胞において HSV の増殖が低下するこ

と、(2) IBP-KO 細胞において HSV の前初期遺伝子の発現量は低下しないが、初期遺伝子以

降の発現が低下すること、(3) IBP が HSV の初期遺伝子以降の発現に必要不可欠な転写因子

である VTF と結合すること、(4) IBP-KO 細胞において転写因子の HSV ゲノムへの結合量が

減少すること、が明らかになっている。IBP は細胞内の特定の金属イオン濃度依存的に、結

合するタンパク質の機能を調節する。従って、申請者らの予備的知見と過去の報告から IBP

は VTF と結合し、VTF の HSV ゲノムへの結合能を制御することによって、前初期遺伝子か

ら、初期、及び後期遺伝子に発現を移行させることが示唆される。また、これらの知見は細

胞内の特定の金属イオンが IBP と結合し、その IBP が VTF と結合することによって HSV 遺

伝子発現カスケードの移行に寄与することを示唆するが、本仮説はこれまでに検証されて

いない。 

 

２．研究の目的 

 上述の背景を鑑みて、本研究は HSV の遺伝子発現移行に対する当該細胞内金属イオンの

役割を解明することにより、金属イオン－IBP－VTF を軸とした HSV 遺伝子発現制御機構及

び再活性化機構を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 当該金属イオンのHSVの遺伝子発現に対する影響を解析する為に、細胞内金属イオン

キレーター処理時のHSVの前初期、初期、及び後期遺伝子のmRNAとタンパク質の発現

をqPCRとWestern blottingによって解析する。 

(2) (i)においてHSVの初期遺伝子以降の発現がキレーター処理によって減少した場合、そ



の条件におけるVTFのHSVゲノムへの結合量をChIP assayによって解析し、細胞内の当

該金属イオン濃度低下によるHSV遺伝子発現の低下の原因を解明する。 

(3) IBPへの結合に必要なVTF内のアミノ酸領域を決定し、VTFとIBPの結合のHSV遺伝子発

現における意義を明らかにする。 

 

４．研究成果 

(1) HSV を感染させる 2時間前、もしくは 4時間後に細胞を当該金属イオンのキレーターで処

理し、前初期、初期、後期遺伝子産物の mRNA 量を RT-qPCR 法によって比較した結果、キ

レーター処理により全ての遺伝子産物の発現の減少が認められたが、その減少倍率はいず

れの処理時間においても前初期遺伝子と比較して初期、及び後期遺伝子で特に大きかった。 

(2) VTF 発現細胞に HSV-1VTF 欠損株を感染後、キレーター処理、もしくは未処理時における

VTF 抗体を用いた ChIP-qPCR により VTF の HSV-1 ゲノムへの結合量を解析した結果、キレ

ーター処理によって VTF の HSV-1 ゲノムへの結合量が減弱した。 

(3) 精製 IBP 及び VTF を用いた pull-down assay により、IBP への結合に必要な VTF 内のアミ

ノ酸領域を決定した。更に、IBP への結合に必要な VTF 内のアミノ酸領域を欠失させた組

換え HSV-1 を作出し、その性状解析を行った結果、VTF 内の IBP への結合に必要なアミノ

酸領域の欠失は HSV-1 の初期、及び後期遺伝子の発現、及び VTF のウイルスゲノムへの結

合量を低下させた。 

 

以上の結果から、当該金属イオンは IBP と結合し、活性化した IBP は VTF と結合することによ

り HSV-1 の初期遺伝子以降の発現に寄与することが示唆される。 
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