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研究成果の概要（和文）：本研究では新たな網羅的RNAウイルス探索手法を確立し、海洋環境中のRNAウイルス組成調査
を行った。当該手法は病徴の有無に依存せず、従来手法と比較して高効率かつ高感度に、対象試料中の全ての非レトロ
RNAウイルスを同定可能である。本手法を用いて、従来手法では実質的に探査不可能だった潮溜り中の珪藻コロニーよ
り多数の新規RNAウイルスを検出した。本結果から、海洋環境には従来の想定以上に多様な未知RNAウイルスが存在する
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：A comprehensive dsRNA sequencing method was developed, and RNA virus community in 
the ocean was assessed. The method enabled us to detect total non-Retro RNA viruses in any cellular 
sample without host phenotypes. With this method, we detected more than 20 virus genomes, suggesting that 
unseen RNA viruses should also exist in the ocean.

研究分野： ウイルス学

キーワード： 海洋　ウイルス　遺伝資源
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１．研究開始当初の背景 
（１）微生物の持つ機能や性質は、古くは発
酵食品に利用され、現在では酵素産業や物質
生産など広範囲に利用されている。近年では
ウイルスに関しても、その性質や成分の利用
が農学や医学、さらに工学分野でも試みられ
ており、ウイルス研究の新たなトレンドとも
言える。 
 
（２）研究代表者は特に、ＲＮＡウイルスの
宿主細胞制御機能を“遺伝子レベル”で取り
出し、様々な微生物の制御に応用出来ること
を示してきた。つまりＲＮＡウイルス遺伝子
は、人類が有用微生物や病原微生物を制御す
るための全く新しい遺伝資源となることを
意味している。 
 
（３）ＲＮＡウイルスを遺伝資源と捉えた場
合、遺伝資源の量や多様性は重要な因子であ
り、その意味で海洋は膨大な“ウイルス遺伝
資源プール”と言える。地球表層の７割を占
める海洋からは、1979 年に初めて多量のウ
イルス粒子が観察され、近年では海水 1 ml 
中に 100 万個ものウイルス粒子が存在する
ことが報告されている。 
 
（４）しかし、歴史的背景から、海洋ウイル
ス研究の主な対象はバクテリアを溶菌させ
るＤＮＡウイルスであり、ＲＮＡウイルスに
関する報告は数例しかない。 
 
（５）海洋ＲＮＡウイルスの新規遺伝資源と
しての利用のためには、まず、海洋環境サン
プルからの効率的なＲＮＡウイルス探索手
法の確立と、海洋環境におけるＲＮＡウイル
スの多様性や機能を明らかにすることが必
要不可欠である。 
 
（６）全てのウイルスは宿主の細胞内でのみ
増殖することが可能である。つまり、全ての
ウイルスの生活環には細胞内フェーズが存
在する。一方で、ウイルスの伝播には昆虫の
吸血や吸汁による水平伝播や親から子への
垂直伝播など多様な経路が存在し、必ずしも
細胞から外に出て、新たな細胞へ感染する経
路を経る必要はない。 
 
（７）つまり、ウイルス多様性の把握には、
細胞外のウイルスだけではなく、細胞内のウ
イルスも捉える必要がある。しかし、これま
で行われてきた海洋環境ウイルスの網羅的
研究では、ターゲットがＤＮＡウイルスかＲ
ＮＡウイルスかに関わらず、細胞を飛び出し
て海水中に単独で浮遊しているウイルスが
研究対象となってきた。これは、一般的なウ
イルスの網羅探索において、細胞内に存在す
るウイルスの探索は技術的に困難であるこ
との表れであり、細胞内のウイルスはこれま
でほとんど、網羅的研究の対象となってこな
かった。 

 
２．研究の目的 
（１）細胞内外を問わず、海水や海底堆積物、
海産生物といった幅広い海洋環境試料に対
して有効な、ＲＮＡウイルスゲノムの効率的
な抽出・精製技術を確立する。 
 
（２）上記の解析で得られたウイルスＲＮＡ
をメタＲＮＡウイルスゲノム解析に供し、海
洋環境中のＲＮＡウイルスの多様性を明ら
かにする。陸上で得られている既知のＲＮＡ
ウイルスと配列情報を比較することで、海洋
性ＲＮＡウイルスの特徴や機能を推定する。 
 
３．研究の方法 
（１）ウイルスＲＮＡのみを効率的に解析す
るため、非レトロＲＮＡウイルスに共通した
分子マーカーとして、“長い２本鎖ＲＮＡ”
を海洋性試料より精製・解析する手法を構築
する。一般に、長い２本鎖ＲＮＡは正常な細
胞中にはほとんど存在しないため、海水や海
底堆積物より長い２本鎖ＲＮＡを抽出精製
することで、理論上は対象試料中のＲＮＡウ
イルス組成を把握することが可能となる。 
 
（２）得られた長い２本鎖ＲＮＡプールに含
まれるウイルス遺伝子の多様性を評価する
ため、次世代シーケンサーを用いたショット
ガンシークエンスを行う。長い２本鎖ＲＮＡ
を出発材料としたシーケンスライブラリー
の作製手法は未だ十分に確立していないた
め、本研究では新たに効率的なシーケンスラ
イブラシー作製手法の構築も行う。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



（３）既知ウイルスとの配列類似性に基づき
海洋試料に含まれるＲＮＡウイルスの多様
性を評価する。また、既知の陸上ＲＮＡウイ
ルスと比較することで、海洋性ＲＮＡウイル
スの特徴や機能を推定する。 
 
４．研究成果 
（１）ＲＮＡウイルス探索手法として新たに
ＦＬＤＳ法（fragmented and loop primer 
ligated dsRNA sequencing）（図１）を開発
した。本手法は、①精製した長い２本鎖ＲＮ
Ａを超音波により断片化すること、②得られ
た２本鎖ＲＮＡ断片の末端より逆転写を開
始すること、を特徴としている。ＦＬＤＳ法
の有効性を評価するため、既知ＲＮＡウイル
スを含む生物試料より全核酸を抽出後、長い
２本鎖ＲＮＡを精製し、ｃＤＮＡライブラリ
ーを作製した。次世代シーケンサーを用いて
遺伝子配列を解析した結果、９割以上がウイ
ルスに由来する配列であることが明らかに
なった。さらに、従来手法ではＲＮＡウイル
スゲノムの末端配列取得にはＲＡＣＥ法な
どの別途実験が必要であったが、ＦＬＤＳ法
ではウイルスの全長ゲノム配列が一度の解
析で得られることが明らかになった。以上の
結果から、ＦＬＤＳ法は既存手法と比較して
極めて高い効率でＲＮＡウイルスを探査可
能であり、さらに従手法では不可能だった全
長ゲノム配列の取得も可能とする有効な手
法であることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）実際の海洋環境試料として、潮溜りに
生息していた珪藻コロニー中のＲＮＡウイ
ルス組成解析を行った。一般的な手法では珪
藻コロニーを含む“細胞性試料”からのＲＮ
Ａウイルス探索は非常に効率が悪く、これま

で“細胞性試料”に含まれるＲＮＡウイルス
の網羅的探索はほとんど行われていなかっ
た。試料より抽出した全核酸にはゲノムＤＮ
ＡとｒＲＮＡが多量に含まれていたが、２本
鎖ＲＮＡを精製・濃縮した結果、ＲＮＡウイ
ルスゲノムと予想される複数のバンドが検
出された（図２）。ＦＬＤＳ法を用いて作製
したｃＤＮＡライブラリーを次世代シーケ
ンサーで解読した結果、２１種の新規ＲＮＡ
ウイルス全長ゲノムが同定され、身近な生物
試料中にも、従来想定されていなかった多様
なＲＮＡウイルスが存在することが明らか
になった。また、２１種中２種は動物病原ウ
イルスのグループに属する可能性が示唆さ
れた。これら２種のウイルスが現在動物に感
染するとは考えられないが、動物病原ウイル
スの進化や起源を考える上で重要な知見と
なることが予想された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）比較対象として、同じ試料に対し、最
も一般的なＲＮＡウイルス探索の一つであ
るＲＮＡ－ｓｅｑ法による解析も行った。そ
の結果、ＲＮＡ－ｓｅｑ法で決定できた全長
ＲＮＡウイルスゲノムは０種であり、ＲＮＡ
ウイルスの部分配列も６種しか得られなか
った。ＦＬＤＳ法とＲＮＡ－ｓｅｑ法で構築
したライブラリー中の各ＲＮＡウイルスリ
ード出現頻度を比較した結果、１例を除くほ
ぼ全てのＲＮＡウイルスに関して、ＦＬＤＳ
法の方がよりＲＮＡウイルスを効率的に探
索可能であることが明らかになった（図３）。 
 
（４）海水中の微生物を対象に、上記同様、
ＦＬＤＳ法によるＲＮＡウイルス探索を行
った。その結果、外洋の表層海水から少なく
とも１００種以上の新規ＲＮＡウイルスが
検出された。これらＲＮＡウイルスの中には
これまで海洋環境から見出されていなかっ



たグループに近縁なウイルスが多数含まれ
ており、海洋環境には従来の想定以上に多様
なＲＮＡウイルスが存在することが明らか
になった。 
 
（５）上記の結果から、海洋環境は多様かつ
新規なＲＮＡウイルスを保持している“新た
なフロンティア”であると考えられる。本研
究で確立した網羅的ＲＮＡウイルス探索手
法（ＦＬＤＳ法）には、「多様なＲＮＡウイ
ルス遺伝子の特異的な濃縮」という側面もあ
り、今回の研究において「海洋ＲＮＡウイル
スの遺伝資源化」に向けた最低限の科学的知
見と技術基盤の構築が達成された。 
 
（６）これまで行われてきた網羅的ＲＮＡウ
イルス探索研究では、“細胞内のウイルス”
はほとんど無視されてきたといっても過言
ではなく、植物と昆虫を対象とした数例しか
報告されていない。本研究で確立したＦＬＤ
Ｓ法は非常に高効率かつ高感度な手法であ
り、事実上これまで解析が不可能だった微量
試料や、ウイルスの探索対象とさえもならな
かったあらゆる生物試料におけるＲＮＡウ
イルス探索が可能になると考えられる。 
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