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研究成果の概要（和文）：本研究では植物病原糸状菌に感染するマイコウイルスが有する蛋白質がパン酵母細胞
に及ぼす影響を調査した。ウイルス遺伝子発現酵母細胞の増殖速度、生菌細胞数測定、RNA-Seqによる発現解析
を実施した。β-クリソウイルス属に属するナシ黒斑病菌マイコウイルスAaCV1の全長ORF2タンパク質と、ヒト病
原性真菌AfuCV41362の全長ORF3タンパク質についても酵母異種発現系を追加した。これら同属ウイルスで保存さ
れた外被タンパク質の共通した性質として、各宿主菌細胞内で特異的なプロセッシングを受ける性質や、GFP融
合蛋白質発現実験より細胞内で凝集能を持つことや、生育速抑制や細胞の肥大化が示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the effects of proteins possessed by 
mycoviruses infecting phytopathogenic filamentous fungi on budding yeast cells. Viral gene 
expression yeast cell growth rates, viable cell counts were measured, and expression analysis by 
RNA-Seq were performed. Full-length ORF2 protein of the pear black spot mycovirus AaCV1 belonging to
 the genus β-chrysovirus and the human pathogenic fungus AfuCV41362, full-length ORF3 proteins were
 also investigated to the yeast heterologous expression systems. The common properties of the 
conserved coat proteins of these viruses are that they undergo specific processing in each host 
fungus cell, have intracellular aggregation abilities, suppress growth speeds, and cause cell 
enlargement, as shown by GFP fusion protein expression experiments.

研究分野： 応用菌類ウイルス学

キーワード： マイコウイルス　2本鎖RNAウイルス　凝集性蛋白質　酵母異種発現系　外被タンパク質　プロセッシン
グ　微生物培養　糸状菌ウイルス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではマイコウイルスの外皮蛋白質を材料としたパン酵母異種発現を利用した評価系を確立した。イネいも
ち病菌、ナシ黒斑病菌、ヒト病原性真菌のそれぞれに感染する3種のベータクリソウイルスの外皮蛋白質の同一
性は30％と低いが、酵母細胞中では、凝集性、細胞成長の遅延、細胞の肥大化を共通して生じさせた。 RNA-Seq
の結果、snoRNA、40Sリボソームサブユニット（イントロン含有遺伝子）、ロイシンtRNAなど翻訳系に関与する
遺伝子の発現量低下が示された。本研究により凝集性蛋白質が齎す細胞毒性機構について、翻訳系遺伝子群の負
の制御が示された事により、プリオン病などの疾患モデルへの適用も期待される。

※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 

研究代表者らは、菌類ウイルスのうち、研究代表者らが新たなウイルス属として国際ウイルス
分類委員会に定義したベータークリソウイルス属に分類されるマイコウイルス遺伝子産物のう
ち、宿主菌細胞内でプロセッシングを受ける外被タンパク質をパン酵母に発現させた際に、生育
抑制能や、その逆の生育促進能、高温感受性や高温耐性、浸透圧耐性、薬剤耐性が付与されるこ
とを見出していた。この外被タンパク質は全長が 800 アミノ酸前後であり、ベータークリソウ
イルス間において約 30％の同一性を示しており、RNA 依存 RNA ポリメラーゼ(RdRp)に次いで
保存性が高く、宿主細胞内の生体高分子との相互作用を持つ事で、上述した細胞に対する作用を
有することが予想されていた。 
 

２．研究の目的 

本研究では、植物病原菌に感染するマイコウイルスが持つ機能未知な新規遺伝子の潜在的機
能を、高度な細胞生物学的な知見や培養技術を有するパン酵母に異種発現させて、その時に顕れ
る生物活性を検証することにより、ジーンバンク情報では予測不可能なマイコウイルス遺伝子
産物の潜在的な生物学的機能の解明を試みた。得られた研究成果は、マイコウイルスが感染する
植物病原菌の生育、病原性、代謝変換による薬剤感受性への影響の解析に帰還することにより、
生物制御科学分野や発酵生産分野の新たな課題克服技術の切り口として活用することを目的と
した。 

 

３．研究の方法 

１）直接的要因としてマイコウイルス遺伝子産物が酵母細胞に与える影響の調査 
生育阻害現象の特徴である生菌細胞数の低下、細胞の肥大化、異常な液胞化の観察を行い、同

時に RNA-seq やタンパク質発現など生化学的解析を行う。これまでの研究で、MoCV1-A の ORF4
タンパク質(812aa)のうち、中央付近の SUa 領域(aa325-575)に生育阻害活性を有することが分
かっており、AaCV1 の ORF2(771aa)も生育阻害活性を示すことが分かっている(文献 1,2,3,4)。  
 
２）マイコウイルス遺伝子産物が酵母細胞の染色体に生育促進変異を与える影響の調査、及び各
種ストレス耐性、薬剤耐性試験 

MoCV1-A の ORF4 のうち生育阻害能が低下したペプチド配列 258aa(aa436-693)を酵母細胞内で
発現させると、生育阻害耐性を獲得して生育促進を現す酵母細胞が再現性を持って単離される。
この生育促進能の要因となる染色体上遺伝子の同定を試みる。生育阻害能が低下したペプチド
を発現させて、染色体上変異として出現する生育促進株について、①温度、②塩濃度、③エタノ
ールについて各耐性能の調査を行い、その相違について考察する。 
 
４．研究成果 
１）過去の検討において、ベーターマイコウイルス MoCV1-A の ORF4 タンパク質と GFP 融合を
W303-１A[L-A-o]菌株に形質転換した際には多くの顆粒状に集まった凝集体が観察されたが、
BY4742[L-A]株に MoCV1-A ORF4 GFP 融合タンパク質を発現させた際には、W303-1A[L-A-o]株で
観察された凝集体の数は少なく、細胞形態の異
常も軽減されていることが判明した。そこで、
W303-1A[L-A-o]株について、分裂寿命を測定した結
果（長浜バイオ大学向由紀夫教授のご厚意によ
る実験データーご提供）、W303-1A の分裂寿命は
通常の 3 分の 1 程度であり、生育遅延の変異が
生じた菌株であることが判明した。L-A ウイル
スが治癒されて[L-A-o]となる行程において、
RNA 代謝、またはタンパク質代謝に何らかの変異
が入っていたことが想定され、その変異の為に、
凝集性タンパク質に対する感受性が強くなり、
生育抑制現象が顕著に表れたことが予想され
た。 
 RNA-Seq の結果においても、W303-1A[L-A-o]菌株では翻訳系、ストレス耐性（小分子シャペロ
ン）、抗活性酸素酵素などの発現量の低下が著しかった。BY4742[L-A]株においても同様な傾向が
見られた。ミトコンドリアを欠損させたρゼロ細胞においては、W303-1A[L-A-o]株、BY4742 株
[L-A]共に、ρ＋細胞に比べると生育抑制程度が激しかったことより、凝集性タンパク質の毒性
を緩和するためには、ミトコンドリアの存在が必要であることが予想された。 
 
２）MoCV1-A の ORF4 のうち生育阻害能が低下したペプチド配列 258aa(aa436-693)を発現
させたパン酵母をジャーファーメンターで培養すると、生育促進を示す変異株が見つかっ



た。さらに生育促進を示す変異株は、39℃高温耐性やエタノール耐性、塩ストレス耐性を獲
得していた。39℃高温耐性に着目した四分子解析及びそれにより得られた四分子と親株の
39℃におけるストレス試験では、39℃の高温において W303-1A[L-A-o]がほとんど生育す
ることができなかった一方で、BY4742 は生育することが可能であった。また、W303-1A[L-
A-o]と BY4742 を交配させ得られた四分子は 39℃において生育するものとしないものが高
い割合で 2：2 に分離した。得られた分離比は、検定数はχ2 乗検定に資する値であるが、
BY4742 の 39℃温度耐性が一遺伝子支配であるか否かは、まだ確かとは言えない。しかし、
今回の一連の実験で BY4742 は 39℃において温度耐性を示し、その要因遺伝子は染色体上
に座上することが予測された。 
バッフルフラスコにおける MoCV1-A ORF4-24 を導入したパン酵母の生育試験において、

濁度（OD600）には顕著な差は見られなかった。一方、生菌細胞数に関しては、L-A ウイル
スを保持している菌株（BY4742，W303-1A[L-A]）では ORF4-24 導入により empty 導入
株と比較して生育が阻害された。また、L-A ウイルスがフリー化され、保持していない菌株
（W303-1A[L-A-o]）では ORF4-24 導入により empty 導入株と比較して生育が促進され、
先行研究を支持する結果が得られた。ORF4-24 導入がパン酵母に与える影響が L-A ウイル
スの有無に左右されるかを確認するために L-A ウイルス高含量株を用いて、今後関連を調
べる予定である。 
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