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研究成果の概要（和文）：菌類ウイルスの同定はウイルスの多様性や進化の理解に大きく寄与するが，うどんこ
病菌（子嚢菌類）やさび病菌（担子菌類）のような活物寄生菌ではウイルスの存在は長らく不明であった。 本
課題では、赤クローバーうどんこ病菌から二本鎖RNAを取得し，次世代シークエンサーによりウイルス叢解析を
行った。その結果，赤クローバーうどんこ病菌に9種以上の新規トティウイルスの存在が明らかになった。さら
に，類似するトティウイルス様配列をマメ科のさび病菌の転写物ライブラリーに見いだした. これらの成果は，
トティウイルスがうどんこ病菌とさび病菌の間を嘗て水平伝搬し，それぞれの宿主と共進化したとことを示唆し
ている.

研究成果の概要（英文）：The identification of mycoviruses contributes greatly to understanding of 
the diversity and evolutionary aspects of viruses. However, virus discovery in obligate biotrophs 
such as powdery mildews (ascomycetes) and rust fungi (basidiomycetes) is still very limited.  In 
this study, we used a deep sequencing approach to analyze the double-stranded RNA (dsRNA) segments 
isolated from field-collected samples of powdery mildew fungus-infected red clover plants in Japan. 
Database searches identified the presence of at least nine novel totivirus (genus Totivirus) in this
 fungus. Similar totvirus-like sequences are found in public transcriptome shotgun assembly (TSA) 
libraries of the bean rust fungi. Our data suggests that the horizontal transmission of ancestral 
totiviruses might have occurred across quite different fungal phyla, between powdery mildews and 
rust fungi  and later evolved within the new host fungus separately.

研究分野：植物病理

キーワード： ウイルス　菌類　メタゲノム解析　次世代シークエンサー　絶対寄生菌　うどんこ病菌　クローバー　
トティウイルス

  １版



様 式

１． 研究開始当初の背景
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菌で精力的に進められたことにより，「多様
でしかもユニークなウイルスの世界が菌類
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る(Kondo et al., 
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ウイルス学
に お
ぎ合いが系統進化学的に議論可能になった」．
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精力的に解析されており，「新規の菌類ウイ
ルスの感染記録
くための基盤」が整いつつある
 
２． 研究の目的
絶対寄生菌には農業上重要な植物病原性
のうどんこ病菌，サビ病菌を含んでいるが
人工培養が難しいため，これまで菌類ウイル
スハンティングの対象になってこなかった
しかし，うどんこ病菌の核ゲノムに
ナス鎖
し,狂犬病やエボラなどのエマージェングウ
イルスが遠縁
を見いだした
事実を受け，絶対寄生菌に現在でも存在する
ウイルス群を解析するため，
おける菌類ウイルス叢の実態解明と，その有
効利用に向けた基盤整備」を目指す課題を立
案した
本研究では，次世代シークエンサー
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寄生菌のウイルス叢の解読 
岡山大植物研圃場で栽培するアカクロー
バーに発生したうどんこ病菌(Erysiphe 
trifoliorum)の分生子を回収し(図 1)，その
dsRNA 画分を取得した.電気泳動による解析
により，5〜6kbp の 2 本鎖 RNA バンドが複数
確認された(図 1). そこで，この 2 本鎖 RNA
試料をもとに次世代シーケンサーで配列解
析を行った．得られたコンティグ配列をもと
に BLAST 解析を行ったところ，少なくとも 9
種のトティウイルス（酵母で 2本鎖 RNA ウイ
ルスであるトティウイルスに類似）類似配列
（4kb 以上）の存在が確認された. PCR 解析
により，これらの配列がウイルスに由来し，
宿主ゲノムに内在化されたものではないこ
とが確認された（Kondo et al., 2016). 
同一圃場よりアカクローバーうどんこ病
菌を分離したところ，その実験室内系統にお
いてもウイルス様 dsRNA の存在を確認した.
そこで，その分生子の全RNA画分を取得しNGS
解析を行った結果，圃場で見いだされた上記
のトティティウイルス様配列に加え（１種の
みが検出されず），さらに 13 種の異なるトテ
ィティウイルス様配列が検出された.さらに，
エンドウのうどんこ病菌系統（岡山大・豊田
和弘博士より分譲いただいた）のウイルス叢
を解析する目的で分生子の全 RNA 画分の NGS
解析を進めた.その結果，アカクローバーう
どんこ病菌と同様，複数のトティウイルス様
配列の存在が確認された.興味深いことに，
これらのうどんこ病菌にはトティウイルス
以外にも新規RNAウイルス由来と考えられる
複数のウイルス様配列がみいだされている.
実験室内のうどんこ病菌系統に見いだされ
たウイルス叢データは，今後各ウイルス様配
列の末端部の解析を進めた後，成果の取り纏
めを行う予定である.  
 
（課題 2）うどんこ病菌ウイルスの性状解析 
課題１で取得した野外のクローバーうど
んこ病菌のウイルス様配列データのうち，優
占種と考えられるトティウイルス(CPと RdRp
遺伝子をコードする単一のdsRNAゲノムをも
つ)に関して詳細な解析を行った.その結果，
クローバーうどんこ病菌の圃場サンプルに
は少なくとも９種の新規トティウイルス種
に由来する少なくとも 10 配列（コンティグ
長,4.2-6.0 kbp）の存在が確認された(図2a).
そのうち５種については，RLM-RACE 法により
ゲノムの完全長配列を解読した．これらのト
ティウイルス様配列を，以下 red clover 
powdery mildew-associated totiviruses 
(RPaTVs)と呼ぶ. 
RPaTV1〜8（PaTV9 を除く）のゲノム構造は
ト テ ィ ウ イ ル ス 属 の タ イ プ 種 
Saccharomyces cerevisiae virus-LA（ScV-LA）
に類似していた. すなわち，ゲノム上に外被
蛋白質 CPと複製酵素 RdRp の二種のオープン
リーディングフレーム（ORF）が重複して座
乗していた（Kondo et al., 2016) (図 2b, 上

図). これらのORFの重複領域においては,シ
ュードノット構造とその下流に-1 のリボソ
ームフレームシフト保存モチーフ様の配列
を含んでいた.このことから, RPaTV1〜8では,
酵母の ScV-LA で知られているように RdRp が
CP-RdRp 融合体として翻訳されていると推定
された.RPaTV のコードする蛋白質の推定ア
ミノ酸配列の相同性は，BLAST 解析でお互い
44％，既知のトティウイルスとの間でも最大
59％であった.一方, RPaTV9 については 5’
末端の配列決定には至らなかったが,上記と
は異なり Ustilago maydis virus H1（UmV-H1, 
トティウイルス属の別メンバー）と同様に単
一の ORF を持つと推定された（Kondo et al., 
2016) (図 1b, 下図). UmV-H1 では，まずポ
リ蛋白として発現後，自身のプロテアーゼ活
性により CPと RdRp が切り出されると考えら
れている. RPaTV9の蛋白質発現においても同
様な戦略を用いていると推定された（Kondo 
et al.,2016). 
 

 
本課題では，トティウイルスの粒子精製方
法を検討し，異種モデル宿主系への導入実験
にチャレンジした.しかし，トランスフェク
ション実験は残念ながら成功に至らなかっ
た.これは，ウイルス粒子精製に必要な菌体
量を充分得られなかったことや，既知の粒子
精製法がうどんこ病菌には適合しなかった
可能性が考えられた.さらに，本課題ではう

a) 

   

b) 

 
 
図２.圃場より採取したアカクローバーうどんこ病菌
に見いだされた主な新規トティウイルス様配列 (a)と
典型的なウイルスゲノム構造(b). ETV=RPaTV; -1 FS
は推定リボソームフレームシフト部を示す. Kondo et 
al., 2016 を改変. 



どんこ病菌系統の分生子由来全RNAより低分
子 RNA 配列を取得し，そのデータの解析も行
った．その結果，RPaTV 由来の低分子 RNA 配
列は得られたが，比較に用いた他の糸状菌ウ
イルスの低分子RNAプロファイルとは異なる
傾向が認められた．その原因は不明であるが，
サンプル調整を含め再解析が必要であると
判断されたため，本報告書ではデータを割愛
した． 
 
（課題 3）菌類核ゲノムを用いたウイルス化
石配列の探索と新規モノネガウイルスの解
読 
課題２のアカクローバーうどんこ病菌由
来のトティウイルスをクエリとし、NCBI サイ
トで BLAST 検索を行った．その結果，酵母ゲ
ノムに存在する既知のウイルス様配列以外
に，海草(紅藻, ヤハズツノマタ Chondrus 
crispus)核ゲノム配列にトティウイルス様
配列が存在する可能性を確認した（Kondo et 
al., 2016)．これらの結果は，トティウイル
スが酵母・糸状菌類のみならず，海草類にも
存在するあるいは古に存在したことを示唆
するデータである． 
さらに，未知のトティウイルスの存在を理
解するために，菌類，植物や昆虫類のトラン
スクリプトームショットガンアセンブリ
（TSA）ライブラリーの探索を進めた.その結
果，複数のトティウイルス（酵母の ScV-LA）
様配列が複数のマメ科植物のサビ病菌
(Uromyces appendiculatus,Phakopsora 
pachyrhizi），植物および昆虫の TSA ライブ
ラリーに見いだされた． そこで，比較的全
長に近いサビ病菌の TSA配列と RPaTV1〜8 を
用いた最尤法による分子系統解析を行った.
その結果，RPaTV1〜8 は既知のトティウイル

スとともに 4 種類の独立クレード（I〜IV）
に包含された（Kondo et al., 2016)(図 3). ク
レード IV には，RPaTV6〜8 と複数のさび病菌
由来配列が見いだされた(酵母のトティウイ
ルスは認められない).一方，RPaTV9は UmV-H1
と全く異なる独立クレードを形成すること
が判明した．子嚢菌類であるうどんこ病菌と
担子菌のさび病菌に類似のウイルスが存在
することは(最近になり，さび病菌のトティ
ウイルスが報告された：Zheng, et al., Front 
Microbiol 8, 1960, 2017)，嘗てマメ科のう
どんこ病菌とさび病菌の間をトティウイル
スが水平伝搬し，さらにそれぞれの宿主とと
もに共進化したとことを強く示唆している. 
本課題では，先行の NGS によるウイルス叢
解析を補完するため，チューリップ褐色斑点
病菌やダイズの葉圏より見いだされた新規
マイナス鎖 RNA ウイルス（Kondo et al., 未
発表; Marzano & Domier,Virus Research, 213, 
332-342, 2016）に関してゲノム塩基配列解
析を行った.後者に関しては， Guo 博士
(Chinese Academy of Agricultural Sciences）
との国際共同研究として推進し，フザリウム
に見いだされた新規のマイナス鎖RNAウイル
スに一致することを明らかにした（Wang et 
al., Virology 2018）. 
  
(まとめ) 
本研究では次世代シークエンサーによる
網羅解析で，植物病原糸状菌に感染する「菌
類ウイルス叢」の一端を明らかにすることが
できた．特に研究が遅れている「絶対寄生菌
のウイルス」で新奇ウイルスのリファレンス
配列の取得と多様性を理解が進んだことは，
菌類ウイルスを利用した植物病原糸状菌の
生物防除「ヴァイロコントロール」（Kondo et 
al., 2013a）へ資する基盤情報となり得ると
期待される. 
トティウイルスはこれまで主に酵母やご
く一部の植物病原菌類などでのみその発生
が知られていた．しかし，本研究で一圃場由
来のうどんこ病菌試料（宿主クローバー）か
ら，既知の配列多様性を凌駕するトティウイ
ルス群が見いだされたことは驚きである．あ
わせて，マメ科植物のさび病菌に類似のトテ
ィウイルス属メンバーが存在する可能性を
示唆したことは，今後の本属ウイルスと宿主
生物の進化の歴史を理解する上で意義深い
成果であると考えられる. 
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