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研究成果の概要（和文）：「RNA干渉機構(RNAi)」による菌類ウイルスに対する自然免疫機構（複製阻害）を植
物病原糸状菌で解析し、ウイルス防御機構の研究における植物・動物界に次ぐ第三極の形成を目指した。複数の
予想もし得なかった結果を得た。すなわち、ウイルス特異的なDicer依存AGO不要の抗ウイルスRNAiの発見、宿主
特異的ウイルス干渉機構の発見、新規ウイルス防御機構としての病徴発現軽減機構の発見、病徴発現軽減に関わ
る宿主遺伝子のDicerおよびSAGA複合体（ユニバーサル転写コアクティベーター）の同定、に至った。これらは
パラダイムシフトをもたらす成果であり、一流専門誌あるいは一般誌に公表した。

研究成果の概要（英文）：The objective of this project is to explore RNA silencing (RNAi) against 
fungal viruses in plant pathogenic filamentous fungi. A great progress has been made, leading to 
several breakthroughs: 1) Discovery of RNAi mediated antiviral defense that requires Dicer but not 
AGO in the chestnut blight fungus, 2) Identification of the SAGA complex as a transcriptional 
regulator of fungal RNA silencing, 3) Discovery of a novel antiviral defense mechanism by which 
virus-induced symptom expression is alleviated by transcriptional upregulation of many host genes 
upon virus infection in C. parasitica, and 4) Identification of Dicer and SAGA (universal 
transcriptional coactivator) as the key transcriptional regulators in the new defense, indicating 
the dual role of Dicer at the post-transcriptional and transcriptional levels. These findings will 
bring about a paradigm shift in RNAi. Fungi are now being established as the third position next to 
animals and plants in antiviral defense research.

研究分野：植物病理学

キーワード： 植物病原糸状菌　RNAサイレンシング　RNAi　マイコウイルス　dsRNA　自然免疫　マイコイミュニティ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
RNAiは酵母からヒトまで保存された転写後遺伝子発現抑制機構である。上記成果で述べられている様に、転写後
に機能すると考えられていたDicerが新規防御機構で宿主遺伝子の転写に関与すること、さらにはエフェクター
であるAGOが不要の抗ウイルスRNAiの発見は関連分野に大きな衝撃を与えている。また、真核生物に広く保存さ
れたSAGA複合体（一般的な転写コアクティベーター）が関与する新規ウイルス防御反応の発見も、その普遍性、
制御機作など新たな興味深い研究課題を提供する。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、植物病原糸状菌を中心に菌類ウイルス探索が積極的に進められ、「菌類に多様でしかもユニー

クなウイルス界の存在」が示唆されている(Kondo et al., Adv Virus Res 2013b)。加えて、これまで存在し
ないと思われていた「核複製型 DNA ウイルス」(Yu et al., PNAS 2010)やマイナス鎖(–)RNA ウイルスの
発見(Kondo et al., Virology 2013a)、あるいはヤドカリ/ヤドヌシのように裸のプラス鎖(+)RNA ウイルスが
２本鎖 RNA ウイルスのキャプシドを転用して複製するという共生ウイルスの発見により、「菌類における
新たなウイルス・宿主せめぎ合いの研究の扉が開かれつつある」。さらに、ゲノム解析技術の格段の進

歩により、菌類ウイルスが宿主である多くの植物病原糸状菌ゲノムの配列解析が精力的に進められて

いる。しかし、ウイルスや糸状菌類のゲノム情報の蓄積にも拘らず、ウイルス・菌類の相互作用、特に「ウ

イルスに対する菌類が持つ免疫機構はブラックボックス」で

ある。 
 糸状菌におけるウイルスの主要な「マイコ・イミュニティ
（菌類免疫機構）」は、① 細胞レベルで機能する「RNA干
渉(RNAi)」、②個体集団レベルで機能する「菌糸融合不
和合性」から構成される (Kondo et al., 2013b)。本申請で
は、前者の RNAi 免疫機構に注目し「クリ胴枯病菌」と「イ
ネいもち病菌」をモデル宿主として研究を行う。RNAi は他
の高等真核生物と同様に多くの菌類でも普遍的に存在する 
(Dang et al., Eukaryot Cell 2011)。しかし、RNAiのウイルス防御
機構は、一部の子のう菌（クリ胴枯病菌など）で証明されている

にすぎない (Segers et al., PNAS 2007; Chiba & Suzuki, PNAS 
2015)。一般的な RNAiでは、ウイルス由来の二本鎖(ds)RNAが
Dicer（dsRNA 切断酵素）により 21–26 塩基の small interfering 
(si)RNAに切断され、その片方の鎖が RISC複合体の Argonaute
（Ago, ssRNAスライサー酵素）に取り込まれ、ガイド役としてウイル
ス RNA の分解を担う（図１）。一方、ウイルスは RNAi 防御機構
に対抗するために「RNAi抑制蛋白質」を用いて反撃するが、植

物や動物ウイルスと同様、その存在が一部の菌類ウイルスで証

明されている。 
 代表者および近藤らは、果樹類で重要病害を引き起こす白紋羽病菌から５科の新規 RNA ウイルス
を同定し、また、クリ胴枯病菌の５科の RNA ウイルスを保持している（Chiba et al., PLoS Pathogens 
2011, Kondo et al., Adv Virus Res 2013）。過去 10年の間に、これまで不可能であった菌類ウイルスの

人工接種法「粒子トランスフェクション法」、「異種菌プロトプラスト融合法」を世界で初めて開発した 
(Hillman et al., J Virol 2004 など)。これらにより、分類上綱が異なる宿主菌（白紋羽病菌）由来のウイ

ルスをクリ胴枯病菌への導入し、感染させることに成功した。その結果、異なる宿主由来の菌類ウイル

スの宿主応答・防御反応の解析が可能となり、ウイルス間で RNAi に対する感受性が異なることが判

明した (Chiba et al., JVI 2013a, b; Virus Res 2016)。また、近藤は、次世代配列解析／バイオインフォ

マティックスを利用し、「絶対寄生菌であるうどんこ病菌のヴァイローム解析」に世界で初めて成功した 
(Kondo et al., Virus Res, 2016)。兵頭は、「植物ウイルスの複製に関与する宿主因子の網羅的探索」に

成功し、各宿主因子のウイルス複製での興味深い役割を詳細に解析している。本申請では蛋白質間

相互作用解析技術を駆使し、宿主 RNAi 機構とウイルスの反撃機構の理解に貢献する。代表者・分

担者が蓄積してきたデータ、知見、実験系を最大限生かせば、RNAi によるウイルス防御機構研究で
の植物・動物界に次ぐ「第三極」、「世界拠点」の形成が可能と確信する。 
 
２．研究の目的 
「RNA 干渉機構(RNAi)」による菌類ウイルスに対する自然免疫機構（複製阻害）を植物病原糸状菌で総合的に解析

し、ウイルス防御機構の研究における植物・動物界に次ぐ第三極の形成を目指す。特に、動植物ウイルス・宿主系

では知られていない「新奇 RNA ウイルス認識機構」、「RNAi 誘導機構」、「AGO 不要な抗ウイルス RNAi」の分子機

構の解明を進め、抗ウイルス機構としての菌類 RNAi をより深く理解する。また、新規のウイルス防御機構、新規ウイ

ルスによる RNAi への反撃機構や RNAiの複製への未知転用機構、の同定も試みる。一連の研究によりウイルス・宿

主せめぎ合いの分子基盤の一端を解きほぐし、植物病理学や微生物学上のウイルス有効利用法の開発（ヴァイロコ

ントロール他）等への大きなフィードバックを目指す。 

 
図 1.RNAi 機構における代表的な鍵役
者とその機能 一般的な RNAi では、
dsRNA が Dicer（dsRNA 切断酵素）
により 21-26 塩基の small interfering 
(si)RNA に分解され、その片方の鎖が
RISC 複合体の Argonaute（ssRNA 分
解酵素）に取り込まれ、ガイド役とし
て標的 RNA の分解を担う。 
 



 
３．研究の方法 
以下の計画(1)-(3)により、菌類ウイルスに対する RNAiを中心とするマイコ・イミュニティの総合理解を図

り、ウイルス防御機構研究の第 3 極を目指す。(1)「ウイルスに対する宿主 RNAi 防御機構の解明」ウイ
ルス感染の宿主認識、RNAi 関連遺伝子の応答・発現誘導機構、宿主域限定要因としての RNAi の可

能性を調べる。(２) 「他の生物界では認められない RNA ウイルス／宿主菌の新奇せめぎ合いの解明」 

ウイルスによる新規 RNAi 抑制機構、新規ウイルス防御機構を解明する。(３)「A,B の成果の統合による

植物病理学への応用・新展開」 免疫不全植物病原糸状菌を作出し、ヴァイロコントロール、植物／ウイ

ルス相互作用研究への貢献を目指す。本研究では細胞学的、遺伝学的、分子生物学的手法を駆使し、

さらに適宜網羅的解析手法も用いる。これまでわが国で個別に進められてきた植物病原糸状菌の「ウイ

ルスの分子生物学(鈴木/近藤)」、「RNA干渉機構(RNAi)/次世代配列解析（近藤）」、「ウイルス・宿主せ

めぎ合いでの蛋白質間相互作用（兵頭）」に携わる研究者が結集し、以下に述べる糸状菌ウイルスに対

する RNAi が担うマイコ・イミュニティ（菌類が有する免疫機構）の総合的な解析を進める。最終的には、

「RNAi を中心とした抗ウイルス防御機構研究における植物・動物界に次ぐ国際的な第三極の形成」を

目標とする。具体的には、ウイルス・宿主相互作用研究のモデル系である「クリ胴枯病菌」系を用いて計

画 A, Bを進め、得られた成果を Cで植物病理学的な応用を図る。 
 
４．研究成果 

(1) 「ウイルスに対する宿主 RNAi防御機構の解明」 

① 菌類 RNAi 関連遺伝子のウイルス応答性とその機構解明  
各種 RNAウイルスの感染に対し、クリ胴枯病菌の RNAi 鍵因子 dcl2, agl2遺伝子の転写レベルで数十

倍上昇することを示した (Aulia et al., Curr Res Viro Sci, 2020)。この現象が、白紋羽病菌では起こらな

いことを明らかにした。クリ胴枯病菌では、RNAi 誘導による干渉作用が生じる 2 種のウイルスの組み合

わせを用いたが (Chiba & Suzuki, PNAS, 
2015)、白紋羽病菌では干渉作用は起こら

ず、共感染を許容した。 この結果は、抗ウイ

ルス RNAi による干渉作用は宿主特異的で

あることを示す。 
 
② 子のう菌によるウイルス認識・RNAi 誘導

機構  
クリ胴枯病菌 dcl2, agl2 の各種ウイルス感染

による誘導は、本菌の核酸(分子パターン)認
識機構の存在を強く示唆する(植物ではこの
ような大幅な発現上昇は認められない)。申
請者らは、ウイルス感染応答性 dcl2プロモー

ター領域の同定、関連宿主因子のスクリーニ

ング系の開発・同定に成功した(Andika et al., 
PNAS, 2017)。このRNAi誘導には、Spt-Ada-
Gcn5 acetyltransferase (SAGA)複合体（真核
生物に広く存在しするヒストン修飾酵素複合

体で転写コファクターとして機能）が関与する

こと、そして dcl2, agl2 のウイルス感染あるい

は dsRNA 発現による転写誘導に DCL2 が必須（ポジティブフィードバック機構）であること、を明らかに

した（図２）(Andika et al., PNAS, 2017)。DCL2は他の多数の宿主遺伝子の転写誘導にも関わることが明

らかとなり、しかもそれらの遺伝子のいくつかは病徴発現の軽減に関与することが示された（下述参照）。

これらの結果は、Dicer が RNAi での dsRNA の切断以外にも、RNAi 鍵因子の転写調節にも関与する

というパラダイムシフトもたらす成果である。 
 
③ マイコウイルス防御としての RNAiでの AGOの役割 

クリ胴枯病菌には、４つの AGO 遺伝子(agl1〜agl4)が存在する。Nuss グループにより、agl2が抗ウイル
ス RNAiに関与することが示されているが(Sun et al., PNAS, 2009)、それらの機能冗長性は不明である。

従って、本項目では、agl 遺伝子の多重標的破壊株を作成した。Cre-loxP 組替え系の本菌での確立に

成功し、目的の agl４重破壊株を含む破壊株を作成した。RNAi 防御機構で AGO の役割がウイルスの

 
図２ ダイサーの抗ウイルス防御反応での二重機能
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種類によって大きな違いがあるという結果が得られた。すなわち、AGO 不要な抗ウイルス RNAi がウイ
ルス特異的に作用し、ウイルス複製を Dicer の働きだけで阻害できることを証明した。例えば、白紋羽病

菌由来のRosellinia victorivirus 1 (RnVV1)などはこのRNAiに感受性であった。これらの成果は、RNAi
のエフェクターである AGO が不要な抗ウイルス機構の発見であり、極めて大きなパラダイムシフトをもた

らす成果である。 
 
(2) 「他の生物界では認められない RNA ウイルス／宿主菌の新奇せめぎ合いの解明」 

① ウイルス由来 RNAi抑制蛋白質の同定とその作用点の解明 
GFP 蛍光タンパク質をレポーターとして、菌類で機能する RNAi 抑制タンパク質の評価法を開発した

(Aulia et al., Curr Res Viro Sci, 2020)。本手法を用いて、ハイポウイルス４(CHV4)に RNAi抑制能がある

こと、さらにその活性はシステインプロテアーゼ p24 にマップされることを明らかにした。この p24 の自己

切断箇所を生化学的に同定し、p24がすでに同定済みの CHV1 p29同様 dcl2, agl2の転写誘導阻害

に関与することを証明した(Aulia et al., Biology, 2021)。 
p29については、GFP 蛍光タンパク質遺伝子を p29 遺伝子中央に挿入することで、機能が欠損しないこ

とが判明した。そこで、タグ標識 p29 を用いて「p29 に相互作用する宿主蛋白質の網羅探索」のために

免疫沈降試験を行い、相互作用タンパク質の質量分析を行なった。現在 p29 に相互作用する宿主蛋

白質の遺伝子の破壊株を作成し、CHV1 感染での機能調査中である。 
 
②新規ウイルス防御機構 
上記の様に「ダイサーが関与する２層のウイルス防御に機構(デュアル機能)」を証明することに成功した。

すなわち、ダイサーがこれまで知られていたウイルス複製阻害(RNAi)と未知の転写調節を伴う病徴軽

減(第三の抗ウイルス機構)の少なくとも２つの抗ウイルス防御機構に関与することが明らかとなった。また、

後者の抗ウイルス機構には、Dicer がポジティブフィードバックプレイヤーと転写コアクティベーターであ

る SAGA転写が必須であることも示された(Andika et al., PNAS, 2019)。DCL2、SAGAが関与する病徴

軽減機構は新規のウイルス防御機構であり、ウイルス複製阻害(RNAi)と転写調節を伴う病徴軽減(第三

の抗ウイルス機構)の少なくとも２層のウイルス防御にダイサーが関与する(デュアル機能)ことを示すブレ
イクスルーである（図２）。SAGAは酵母からヒトまで保存されている。SAGAが関与する植物免疫機構が

存在するか？存在する場合、ウイルス以外の病原にも対応するか？など興味深い研究課題を提供する。 
 
(3)  「A,Bの成果の統合による植物病理学への応用・新展開」 

菌糸の融合不和合は固体集団レべルでのウイルス免疫(ウイルス水平伝搬の難易)に関与する。そこで

この融合不和合を規定する遺伝子と RNAi 関連遺伝子の破壊株、ノックダウン株をクリ胴枯病菌で作製

した。「この菌(免疫不全菌)系統は、免疫不全マウスと同じように各種ウイルスの宿主となり、しかも不和

合の組み合せの受容菌側の細胞死抑制」が期待される。まず、本菌の非相同組換え欠損系統 DK80を
遺伝的背景として，Dicer様タンパク質遺伝子(dcl2)ならびに Argonaute様タンパク質遺伝子(agl1, agl2, 
agl3, agl4)の 5 重変異体の作成に成功した。これら菌株間で数科の RNA ウイルスの蓄積量を比較した。 
その結果，いくつかの RNA サイレンシング感受性ウイルスに対しては，Argonaute を必要とせず Dicer
だけで複製を阻害できること（防御機構）が示された（上記）。しかし、別のウイルスの複製阻害に

Argonauteを必要とする。この成果は RNAiのパラダイムシフトをもたらす大きな成果である。一方、菌糸

融合不和合に関与する遺伝子を破壊した菌株（Nuss 博士から分譲）には、各種７種のウイルスを感染さ

せるのに成功し、野外試験に供することが可能となった。 
  これらの免疫不全菌系統は、ノックアウトマウスが哺乳動物の免疫研究に大きく貢献したように、マイ

コイミュニティ研究に大きく貢献するであろう。また、植物病原菌の生物防除研究やその社会実装への

貢献も期待される。 
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