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研究成果の概要（和文）：RNAサイレンシングは真核生物に保存された塩基配列特異的RNA分解機構であり、糸状菌にお
いては菌類ウイルス(マイコウイルス)に対する防御機構として働く。本研究では、果樹類の重要病原菌である白紋羽病
菌において、マイコウイルス感染によるRNAサイレンシング誘導・抑制機構を解析した。その結果、白紋羽病菌由来の
マイコレオウイルス3(RnMyRV3)がRNAサイレンシングを抑制することが明らかとなった。また、サイレンシング誘導の
指標となるスモールRNAの蓄積をディープシーケンシングで解析した結果、RnMyRV3を含む5種マイコウイルス由来のス
モールRNAが蓄積することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：RNA silencing is a sequence-specific RNA degradation mechanism conserved among euk
aryotes, and act as a defence mechanism against fungal virus (mycovirus) in filamentous fungi. In this stu
dy, we analyzed induction and suppression of RNA silencing in white root rot fungus, Rosellinia necatrix b
y mycovirus infection. We revealed that a mycoreovirus (Rosellinia necatrix mycoreovirus 3; RnMyRV3) suppr
esses RNA silencing in R. necatrix. On the other hand, by deep-sequencing analysis of small RNA which is a
 hallmark of induction of RNA silencing, we showed that mycovirus-derived small RNA accumulates in R. neca
trix strains infected with each of five mycoviruses including RnMyRV3 and other four unrelated mycoviruses
, indicating that mycoviruses induce RNA silencing in R. necatrix. 
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１．研究開始当初の背景 
糸状菌に感染する菌類ウイルス(マイコウ
イルス)の大半は宿主糸状菌に影響を及ぼさ
ないが、一部は糸状菌の生育や病原力を低下
させるため、植物病原糸状菌の生物防除因子
として期待されている。しかしながら、マイ
コウイルス感染と糸状菌の相互作用につい
ては不明な点が多い。 
糸状菌を含む真核生物のウイルス感染に
対する基礎的な防御機構として RNA サイレ
ンシングが挙げられる。RNA サイレンシン
グは塩基配列特異的 RNA 分解機構であり、
二本鎖 (ds)RNA が引き金となって、標的
RNA の分解を導く。すなわち、細胞内の
dsRNAはDicerと呼ばれる dsRNA分解酵素
によって 21-25 塩基対の小さな RNA(small 
RNA; sRNA) に 切 断 さ れ 、 sRNA は
RISC(RNA-induced silencing complex)と呼
ばれるタンパク質複合体に取り込まれる。
RISCは取り込んだ sRNAと相補的な一本鎖
(ss)RNAを特異的に分解する。一方、ウイル
スは RNA サイレンシングを抑制、回避する
戦略を備えている。多くのウイルスは RNA
サイレンシングを抑制する機能を持つ遺伝
子(RNAサイレンシングサプレッサー; RSS)
をコードしており(Voinnet, 2005, Nat. Rev. 
Genet. 6:206-220)、この RSS遺伝子を利用
して RNAサイレンシングに対抗している。 
糸状菌では、クリ胴枯病菌、コウジカビ属
およびイネいもち病菌で RNA サイレンシン
グがマイコウイルスを標的とすることが報
告されている。クリ胴枯病菌のハイポウイル
スやコウジカビ属の Aspergillus virus 1816
は RNA サイレンシングの標的となるが、そ
れを抑制する能力を持つ(Segers et al., 2007, 
Proc. Natl. Acd. Sci. 104:12902-12906; 
Hammond et al., 2008, Eukaryotic Cell 
7:350-357)。一方、イネいもち病菌のトティ
ウイルスは RNA サイレンシング抑制能を持
たず、何らかの回避戦略を有すると推測され
て い る (Himeno et al., 2009, Virology 
396:69-75)。このように、マイコウイルス感
染による RNA サイレンシング誘導・抑制機
構については限られた例しか報告されてい
ない。 
２．研究の目的 
我々の研究グループでは、果樹類の重要病
原菌である白紋羽病菌に感染するマイコウ
イルスの研究を行っている。これまでに、緑
色蛍光タンパク質遺伝子  (GFP)に対する
RNA サイレンシングが誘導される白紋羽病
菌株(RiGFP)の作出に成功しており、RiGFP
株に複数の白紋羽病菌由来マイコウイルス
種を感染させたところ、マイコレオウイルス
3(Rosellinia necatrix mycoreovirus 3; 
RnMyRV3)が RNAサイレンシングを抑制す
ることが示唆されている。そこで本研究では、
白紋羽病菌と RnMyRV3 を研究モデルとし
て、マイコウイルス感染による RNA サイレ
ンシング誘導・抑制機構を明らかにすること

を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)RNAサイレンシング抑制機構の解析 
RnMyRV3は 12分節の二本鎖(ds)RNAをゲ
ノムとしており、各分節ゲノムにはそれぞれ
1種類の遺伝子がコードされる。これらの 12
遺伝子に RNA サイレンシングサプレッサー
(RSS)活性があるか調べるため、まずは植物
を用いた実験系、GFP 発現 Nicotiana 
benthamiana line 16c(GFP-Nb; Brigenti et 
al., 1998, EMBO J. 17:6739-6746) を用いた
アグロインフィルトレーションアッセイを
行った。さらに、上述の方法で RSS 候補遺
伝子が同定されたら、GFP遺伝子の RNAサ
イレンシングが誘導される株(RiGFP)にRSS
候補遺伝子を導入し、白紋羽病菌における
RSS活性を検証する。 
 
(2)RNAサイレンシング誘導機構の解析 
RNA サイレンシングが誘導されると、対象
となる遺伝子由来の sRNAが蓄積する。そこ
で、sRNAの蓄積を指標として、マイコウイ
ルスに対する RNA サイレンシングが誘導さ
れているかを解析した。すなわち、RnMyRV3
が感染した白紋羽病菌株から抽出した sRNA
画分をイルミナ社 Hiseq2000 を用いたディ
ープシーケンシング法により大規模解析し、
RnMyRV3 の二本鎖ゲノム RNA 由来の
sRNA の蓄積量を調べた。また、RnMyRV3
以外の 4 種マイコウイルス(パルティティウ
イルス; RnPV1, クアドリウイルス; RnQV1, 
ビクトリウイルス; RnVV1, メガビルナウイ
ルス; RnMBV1)についても同様の方法で解
析した。 
 
４．研究成果 
(1)RNAサイレンシング抑制機構の解析 
 予備的な試験において、RnMyRV3が白紋
羽病菌で RNA サイレンシング抑制能を有す
ると示唆されている。すなわち、GFP遺伝子
の RNA サイレンシングが誘導されている白
紋羽病菌株(RiGFP 株)に RnMyRV3 を感染
させると GFP蛍光が回復した(図 1A)。本研
究では、まず RnMyRV3感染 RiGFP株にお
いて GFP-mRNAおよび GFP-sRNAの蓄積
レベルをノーザンブロットで解析した。その
結果、RnMyRV3 感染 RiGFP 株では、ウイ
ルス非感染 RiGFP 株と比べて GFP-mRNA
蓄積量が上昇し、逆に GFP-sRNA 蓄積量は
減少した (図 1B)。これらの結果から、
RnMyRV3が RNAサイレンシングを抑制す
ることが世界で初めて明らかになった。上述
したように RnMyRV3は GFP-sRNAの蓄積
量を減少させたことから、RnMyRV3は二本
鎖 RNAの Dicerによる分解を阻害する可能
性が考えられた。そこで、GFP遺伝子の二本
鎖 RNA を発現する白紋羽病菌株(irGFP)を
作出した。irGFP株に RnMyRV3を感染させ
たところ、GFP-sRNAの蓄積量は減少し、逆



に二本鎖 RNA の蓄積が認められた。すなわ
ち、RnMyRV3は二本鎖 RNAの Dicerによ
る分解を阻害することが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. RnMyRV3 感染による白紋羽病菌での
RNAサイレンシング抑制。(A)RnMyRV3感
染 RiGFP株の GFP蛍光。(B)RnMyRV3感
染 RiGFP株のノーザンブロット解析 
 
次に、植物を用いた実験系、Nicotiana 

benthamiana を用いたアグロインフィルト
レーションアッセイでマイコレオウイルス 3
のコードする12遺伝子(S1-S12)にRNAサイ
レンシングサプレッサー(RSS)能があるかを
調べた。その結果、S10 遺伝子に RSS 能が
認められた(図 2)。S10 遺伝子が白紋羽病菌
でも RNA サイレンシング抑制効果を示すか
調べるため、RiGFP 株に S10 遺伝子を導入
した形質転換株の作出を試みたが、残念なが
ら S10 遺伝子を発現する形質転換体は得ら
れず、S10遺伝子は白紋羽病菌に何らかの影
響を与える可能性が考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
図 2. アグロインフィルトレーションアッセ
イによる S10 遺伝子の RSS 能の評価。NC; 
陰性対照区、PC; 陽性対照区(ポティウイル
スのHCPro遺伝子を発現) 
 

S10遺伝子のアミノ酸配列から特異的抗体
を作出し、分子量約 32 キロダルトンと推定
される S10 翻訳産物(P32)が蓄積するかをウ

ェスタンブロットで解析したところ、
RnMyRV3感染白紋羽病菌では、P32に加え
て、P32 の N 末端側切断産物と推定される
P20 および C 末端側切断鎖物と推定される
P11の蓄積が認められた(図 3)。この結果から、
S10遺伝子から翻訳された P32は、何らかの
翻訳後分解を受けることが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. S10 タンパク質のウェスタンブロット
解析。S10 遺伝子の推定翻訳産物(P32)の N
末端または C末端に特異的な抗体を用いた。 
 
以上の結果より、RnMyRV3は RNAサイ
レンシング抑制能を有し、二本鎖 RNA の切
断を阻害することが明らかにされた。菌類に
感染するレオウイルスでサイレンシング抑
制能が見出されたのは世界で初めてである。
また、S10 遺伝子が RSS 活性を有すること
が明らかとなった。マイコウイルスで RSS
が同定されたのは世界で 2例目であり、RSS
としての S10遺伝子がマイコレオウイルス 3
の感染過程および白紋羽病菌の表現型にど
のような影響を及ぼすのか、今後の研究が期
待される。 

 
(2)RNAサイレンシング誘導機構の解析 
RnMyRV3が RNAサイレンシングを誘導す
るのか、すなわち RnMyRV3 由来の sRNA
は蓄積するのかを調べるため、RnMyRV3感
染白紋羽病菌から sRNA画分を抽出し、ディ
ープシーケンシング解析を行った。その結果、
菌体全 sRNAのうち約 10%が RnMyRV3ゲ
ノム由来であった。RnMyRV3 由来 sRNA 
(vsRNA)は RnMyRV3の 12ゲノムセグメン
トに広く分布し、ほとんどのゲノムセグメン
トにおいてセンス鎖とマイナス鎖にほぼ均
等に分布した(図 4)。以上より、RnMyRV3
のゲノム二本鎖 RNA が RNA サイレンシン
グの標的になると考えられた。一方、
RnMyRV3 とは異なる 4 種マイコウイルス
(パルティティウイルス; RnPV1, クアドリウ
イルス; RnQV1, ビクトリウイルス; RnVV1, 
メガビルナウイルス; RnMBV1)についても
同様の方法でディープシーケンシング解析
したところ、各ウイルスの vsRNA 蓄積量は
RnPV1 が 4.2%、RnQV1 が 1.2%、RnVV1
が 0.3%、RnMBV が 17.6%であり、ウイル
ス種によって sRNA 蓄積量が異なることが



示された。特筆すべきは、白紋羽病菌の生育
や病原力を阻害する RnMyRV3と RnMBV1
の sRNA蓄積量が比較的高いことであり、菌
の表現型に影響を及ぼすマイコウイルスは
RNA サイレンシングを誘導しやすいことが
考えられた。RnMyRV3は、感染によって誘
導される RNA サイレンシングに対抗するた
めに RNA サイレンシング抑制能を獲得した
ものと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. RnMyRV3由来 sRNAの 12ゲノムセグ
メントへの分布。緑色のバーはマイナス鎖、
赤色のバーはプラス鎖に分布する sRNA の
リード数を示す。 
 
本研究では、白紋羽病菌と RnMyRV3をモ
デルとして RNA サイレンシング誘導・抑制
機構を解析した。本研究で得られた成果によ
り、糸状菌とウイルスの攻防の一端が明らか
になった。植物ウイルスにおいては、RSSは
ウイルス増殖に関わるばかりではなく、植物
の形態異常を引き起こすことが知られてい
る。また、ウイルス由来 sRNAが宿主遺伝子
の発現に影響することが知られている。
(Wang et al., 2012, Mol. Plant-microbe 
Interact., 25:1275-1285)。今後、RnMyRV3
による RNA サイレンシングの誘導と抑制が
RnMyRV3の増殖ならびに白紋羽病菌の表現
型とどのような関連があるのかを明らかに
する必要がある。 
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