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研究成果の概要（和文）：本研究では(i)Fluidigm社のC1 systemを用いてHSV感染細胞の1細胞トランスクリプト
ームのデータを取得した。(ii)取得した1細胞トランスクリプトームデータの統計解析によってHSVの感染不均一
性に関わる可能性のある複数の候補遺伝子を同定した。(iii)CRISPR-Cas9によってそれらの候補遺伝子のノック
アウト細胞を複数作出し、ウイルス増殖、及びウイルスの遺伝子発現を制御する宿主遺伝子を同定した。(iv)同
定した宿主遺伝子はウイルスの転写因子と結合することによってHSVの遺伝子発現移行を制御することを明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：The results obtained from this study are following. (i) We obtained 
single-cell transcriptome data of HSV-infected cells using Fluidigm C1 system. (ii) By statistical 
analysis of the obtained single-cell transcriptome data, we identified several candidate genes that 
may be involved in heterogeneity of HSV infection. (iii) We generated several knockout cells of 
these candidate genes by CRISPR-Cas9 and identified host genes that regulate viral replication and 
gene expression. (iv) The identified host gene regulated the  HSV gene expression by binding to 
viral transcription factor.

研究分野： ウイルス学

キーワード： ウイルス　シングルセル解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
単純ヘルペスウイルス(HSV)溶解感染時の遺伝子発現制御機構に関する研究はウイルス増殖の制御法だけでな
く、再活性化機構の理解とその制御法の開発に繋がる極めて重要なテーマの一つである。本研究ではHSV感染の
細胞毎のバラつきの原因をscRNA-seqによって解析することによりウイルスの新規遺伝子発現制御機構を解明す
ることができた。本研究によって得られた知見は、HSVが引き起こす病態の理解やウイルス再活性化の制御法の
基盤的な知見に成り得る。

※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。



１．研究開始当初の背景 

単純ヘルペスウイルス(HSV)はヒトに口唇ヘルペス、性器ヘルペス、脳炎といった多様な疾患

を引き起こす医学上重要なウイルスの一つである。近年の 1細胞解析技術の発達によって、これ

まで細胞集団の総体を解析することによって解明されてきた様々な現象が、1細胞レベルでは不

均一な現象の結果であることが明らかとなりつつある。ウイルスの感染現象も例外ではなく、培

養細胞に高 MOI でウイルスを感染させても感染の進行が細胞毎に不均一であることが HIV やイ

ンフルエンザウイルス等で報告されている。 

研究代表者が研究開始当初までに行ってきた HSV 感染細胞におけるウイルス蛋白質の局在解

析から、培養細胞に対する HSV の高 MOI 感染時においてもウイルスの遺伝子発現が不均一であ

ることは明確であった。この不均一性の原因解明はウイルスの増殖機構の理解，及びウイルス増

殖の制御法に繋がることが期待されるが、研究開始当初までに「何が HSV の遺伝子発現の不均一

性を司るのか？」という問いの答えは明らかになっていなかった。 

 

２．研究の目的 

 従来法として，FACS 解析によっても細胞の不均一性を定量的に検出することは可能であった．

しかし，FACS 解析では，原理的に測定項目数は見分けられる蛍光の種類に依存し，不均一性の

原因を解析するに足るデータは得られない．本研究は FACS 解析と比較し，測定項目数が格段に

多い 1細胞トランスクリプトーム解析によって，HSV の遺伝子発現の不均一性の原因を解明する

ことによって、HSV の新規遺伝子発現制御機構を明らかにすることを目的とする。また、これら

の解析によって、HSV 増殖に必要な宿主蛋白質、もしくはシグナル伝達経路を同定し、HSV 感染

症の新たな制御法に関する基盤的な知見を得ることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) HSV 感染細胞の 1細胞トランスクリプトームデータを取得 

(2) 1 細胞トランスクリプトームのデータの統計解析により HSV 感染の不均一性に関与する候

補遺伝子を同定 

(3) (2)で同定された候補遺伝子のノックアウト細胞を作製 

(4) (3)で作製したノックアウト細胞に HSV を感染させ、ウイルス増殖効率、ウイルス遺伝子発

現効率を野生型細胞と比較することで HSV の遺伝子発現を制御する宿主遺伝子を同定 

(5) 同定した宿主遺伝子のウイルス遺伝子発現制御機構を解明 

 

４．研究成果 

(1) 高 MOI で HSV を感染させた HeLa 細胞から 1 細胞シークエンス用のライブラリを Fluidigm

社の C1 system を用いて作製し、次世代シークエンサーによって解析することで、100 細胞

程度のトランスクリプトームデータを取得した。 

(2) (1)で得られたデータの統計解析によってHSV感染の不均一性に関与する可能性のある候補

遺伝子を複数同定した。 



(3) (2)で同定したそれぞれの宿主遺伝子のノックアウト細胞を CRISPR-Cas9 によって作製し、

HSV を感染させ、ウイルス増殖効率と遺伝子発現効率を野生型細胞と比較することで、ウイ

ルス増殖、及びウイルス遺伝子発現に関与する宿主遺伝子を同定した。 

(4) (3)で同定した宿主遺伝子産物とウイルス遺伝子発現を制御する複数のHSV遺伝子産物の相

互作用解析を行うことによって同定した宿主遺伝子が HSV の転写因子と結合することによ

って HSV の遺伝子発現を制御することが明らかになった。 
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