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研究成果の概要（和文）：菌類に感染するウイルスは，人類にとって都合の悪い菌類（植物病原菌など）を制御
する因子として利用価値を見出され，有用ウイルスの探索が世界中で実施されている。本研究では，フザリウム
属菌を中心に菌類ウイルスを多数分離し，一部のウイルスについて宿主菌に及ぼす影響を調査した。その結果，
約40のウイルスゲノムを決定しその多様性を明らかにすると共に，ウイルス感染により宿主菌が生産するカビ毒
や基礎的な代謝産物の生産量が変化することを明らかにした．また，ウイルスの遺伝子発現機構を利用し，糸状
菌の多重遺伝子発現ベクターが新たに構築できた．以上から，菌類ウイルスの利用価値の新たな一面が明らかに
された。

研究成果の概要（英文）：Mycoviruses are discovered with the potential to regulate non-welcomed fungi
 such as phytopathogenic fungi. It leads an intensive virus hunting worldwide. In this study, 40 
mycoviruses are newly identified and characterized, that are mostly isolated from Fusarium species. 
The study found some of those viruses altered basic metabolites productivity and mycotoxin 
biogenesis, suggesting the viruses are fundamental disturbant element in fungi In addition, the 
study identified virus cis-acting elements important to virus gene expressions, and applied these 
for multiple expression of foreign gene in filamentous fungi, for the first time. Overall, the study
 showed new aspects of mycoviruses that are useful as an experimental tool and a fungal metabolism 
disturber. 

研究分野： 植物病理学

キーワード： マイコウイルス　代謝攪乱　IRES　発現ベクター

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，菌類ウイルス（マイコウイルス）を有用資源と捉え，その利用価値について検証を行った。新規ウ
イルスの分離と多様性を明らかにし，予てから期待されている植物病原菌制御に加え，カビ毒生産制御，代謝攪
乱，ウイルス遺伝子発現機構を利用した新規発現ベクターの開発において利用価値を見出した．また，ウイルス
感染機構，ウイルス－宿主間のせめぎ合いやゲノム決定法の評価も行い，学術的に重要な知見を多数得ることが
できた。これらの知見は，菌類ウイルスが有用資源であることを端的に示しており，病害防除，代謝変動への外
的刺激因子，菌類における実験ツール提供という点で社会への還元が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
菌類ウイルスの研究とその潮流  
 
菌類ウイルスは，大多数が不顕性感染し，殆ど宿主糸状菌に影響を与えない。しかし，ごく一

部の菌類ウイルスが宿主糸状菌に生育阻害や病原性低下などの「巨視的変化」をもたらす。この
優れた特性から，これらのウイルスは，植物病原糸状菌の生物防除資材としての利用が期待され
ている。ただし，施術法開発の点でウイルスによる病原菌制御技術の実用化には課題は残る。研
究開始当初においては，この様な有用ウイルスの探索が世界中で展開あるいは開始される状況
にあり，これまでに菌類ウイルスの分離と性状解析が精力的に行なわれて来ている。 
反対に，菌類の抗ウイルス機構（RNA サイレンシングとウイルス認識後の活性化機構）に関

するウイルス－宿主間相互作用の実態も明らかになり，多様なウイルスと宿主菌のせめぎあい
に関する知見も増えつつある。 
研究開始当初から関連分野の研究者人口が劇的に増加し，新規菌類ウイルスの報告が多くな

る一方で，ウイルス－宿主間相互作用に切り込んだ秀逸な研究報告は未だ限られており，菌類ウ
イルスが宿主菌体内における振る舞いの理解が求められている。 
 
菌類ウイルスの利用価値 
 
菌類に感染するウイルスは，人類にとって都合の悪い菌類（植物病原菌など）を制御する因子

として利用価値を見出され，上述の様に有用ウイルスの探索が世界中で実施されている。一方で，
宿主糸状菌に影響を与えない殆どの菌類ウイルスの利用価値は誰も見出せていない。本研究で
は，菌類ウイルスを宿主菌類の「代謝攪乱因子」として捉え，未知代謝産物を生産させる新しい
ツールとしての可能性を提案している。また，動植物のウイルスは，遺伝子発現や RNAi 誘導
などの実験ツールや遺伝子治療等で広く利用されている。この点において菌類ウイルスの活用
は未成熟であり，検討の余地がある。菌類ウイルスが独自に発達させてきた特殊な遺伝子発現機
構を解析・応用することで，有用な実験ツールが利用できる可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では，例え菌類ウイルスが宿主菌に「巨視的な変化」を与えずとも，細胞レベル，分子

レベルでは，両者の間でダイナミックな相互作用が展開されていると仮定し，①多くの植物病原
菌を含み，また抗生物質等の有用生理活性物質主要分離源ともなっている Fusarium 属菌，な
らびに②植物共生糸状菌として植物保護物質生産を担う Epichloë 属 エンドファイト，を対象
に菌類ウイルスの探索を行い，それらのウイルスが宿主菌体内で代謝経路に与える影響を網羅
的に解析することを目的とした。ねらいは 2 点挙げられる。1 つは，これらの菌の毒素や生理 
活性物質の豊富な知見である。これらの生産量や修飾・分解にウイルスがどう影響を与えるかを
明らかにする。既に，Aspergillus flavus の aflatoxin 合成が菌類ウイルスの感染で減産される
ことが知られており，菌類が生産する毒素を無毒化するウイルスが選抜できる可能性がある。も
う 1 つは，ウイルスを「代謝攪乱因子」と捉え、未知の代謝産物を生産させるツールとして活
用できるか検証する。 
さらに，菌類ウイルスの遺伝子発現関与する cis エレメントを抽出・解析し，糸状菌における

単一ベクター／単一プロモーター制御下における多重発現系ベクターを開発することを目指し
た。背景には，菌類の形質転換には有効な薬剤耐性選択マーカーが限られており，例えば複数の
オルガネラ標的蛍光タンパク質とラベルしたタンパク質の発現は困難な場合がある。本研究で
は，ウイルス RNA 配列が直接リボソームや転写開始因子をリクルートする IRES（internal 
ribosome entry site）を菌類ウイルスから探索し，これらの活性や機能構造を解析すると共に，
多重遺伝子発現系への応用を検討する。ベクター1 つでの複数遺伝子発現が実現すれば，多様な
外来遺伝子発現実験が可能になると思われる。 
以上の様に，菌類ウイルスの新たな価値を見出し，実装することを本研究の目的とした。 

 
３．研究の方法 
 
3－1：菌類ウイルスの探索 
国内外の Fusarium 属菌、Epichloë 属菌を中心に，およそ 400 の菌株から， RNA ウイルス

のゲノムおよび複製中間体である 2 本鎖 RNA（dsRNA）をウイルス感染の指標として，常法に
従ってセルロースカラムクロマトグラフィーによる dsRNA 抽出とアガロースゲル電気泳動に
よりウイルス感染株を選抜した。 
 



3－2：菌類ウイルスのゲノム配列決定および決定法の評価 
精製 dsRNA を鋳型に，cDNA ライブラリ作製し，1）クローニング＋サンガ―法，2）Illumina 

RNA seq，3）FLDS 法，4）RNA direct sequencing による配列決定法を比較しながら種々のウ
イルスゲノム配列を決定した。必要に応じて常法の dsRNA を用いた 3’-RLM-RACE により，ウ
イルスゲノムの 5’および 3’末端配列を決定した。 
 
3－3：比較菌株の取得と生物検定 
ウイルス感染の影響を正しく理解するために，同一遺伝型の宿主菌でウイルス感染・非感染菌

をセットアップした。2 つのアプローチで実施した。1）菌糸先端切除，プロトプラスト分離，
単胞子分離とそれらの再生により，ウイルス感染株から非感染株を選抜した。2）非感染菌株プ
ロトプラストにウイルス感染性核酸（クローン由来の試験管内転写産物）や精製粒子を導入（接
種）した。感染除去や接種の確認には RT-PCR 法を用いた。樹立したウイルス感染・非感染株
のセットを菌糸生育，コロニー形態，生物活性（病原菌への生育阻害作用），植物への病原性を
指標に比較した。 
 
3－4：ウイルス感染の代謝産物生産への影響評価 
樹立したウイルス感染・非感染菌間の代謝変動を解析するため，菌糸の粗代謝産物画分をアセ

トンや酢酸エチルで抽出し，トリシリルメチル化したサンプルを GC/MS 解析に供試した。主に
変動のあった基礎代謝産物について，ライブラリ参照して同定した。 
 
3－5：ウイルス－宿主菌間のせめぎあい評価 
植物共生菌と菌類ウイルス間の相互作用について，抗ウイルス防御関連遺伝子の機能解析を

遺伝子破壊法により検証した。RNA サイレンシング関連遺伝子（Dicer-like, Argonaute-like, 
RNA-dependent RNA polymerase）6 つを Epichloë festucae Fl1 株から見出し，これらの単独
破壊株をホモロガスリコンビネーション法で作出した。これらの株中のウイルス蓄積量を RT-
qPCR 法で比較し，各遺伝子の抗ウイルス防御における機能を解析した。 
 
3－5：菌類ウイルス IRES の探索と活性保持領域の決定 
 モデル糸状菌赤パンカビ（Neurospora crassa）のコドン使用頻度に最適化したホタルルシフ
ェラーゼ遺伝子 OFluc とウミシイタケルシフェラーゼ遺伝子 ORluc を用いたデュアルレポータ
ー実験系を菌類で初めて確立していた。ORluc（内部標準）と OFluc（IRES 依存）をタンデム
にコードする発現ベクターpCH-DLst3 を構築し，この遺伝子間に任意のウイルス配列を導入す
ることで，ORluc に対する Fluc の化学発光値により IRES 活性を評価する実験系を樹立した。
同実験系で，RT-PCR 或いは遺伝子合成により取得した IRES 保持候補配列を評価した。この
時、菌形質発現系による 1 次スクリーニングを行ない，次いで試験管内合成 RNA とプロトプラ
ストを用いた一過的発現による精査（2 次スクリーニング）を行なった。有用と判断された IRES
については，IRES 機能領域を決定すべく欠失・置換変異体を作製し，評価した。 
 
3－6：菌類ウイルス IRES 利用発現系の開発 
 活性の高かった IRES を 2 色の蛍光タンパク質遺伝子で挟み，菌類の形質転換発現ベクター
に導入した。同様に，タンパク質相互作用を検証する BiFC（bimolecular fluorescent 
complementation）用コンストラクトを 1 ベクターで構築した。すなわち，分割した GFP 遺伝
子（nGFP と cGFP）を IRES で挟んだものを菌類の形質転換発現ベクターに導入した。これら
を用いてクリ胴枯病菌（Cryphonectria parasitica）および E. festucae を形質転換し，蛍光顕微
鏡観察により多重発現ベクターの機能を評価した。 
 
４．研究成果 
 
４－1：菌類ウイルスの探索と多様性 
国内外の Fusarium 属菌、Epichloë 属菌およそ 400 菌株から，dsRNA 保持菌株（ウイルス感

染株）を選抜した。その結果，Epichloë 属菌のコレクションからはウイルス感染株を取得でき
なかった一方，Fusarium 属菌を主とする 18 の新規ウイルス感染菌株を取得した。以前から収
集していた感染株と合わせてウイルスゲノム解析を進めた結果，新奇ウイルスを含む 40 種類
（同一種別系統と思われるものを含む）のウイルスのゲノム配列取得に成功した。それらには既
往の分類群に納まるもの（ハイポウイルス科，パルティティウイルス科，クリソウイルス科，ト
ティウイルス科，ミトウイルス科，アルタナウイルス科，ポリマイコウイルス暫定科）と，既存
の分類群に当てはまらない新興ウイルスとしてティモウイルス様，ウンブラウイルス様，フェヌ
イウイルス様，ハダカウイルス様，アンビウイルス様の新規ウイルスに加え，その他のウイルス
様未同定配列が得られた。RNA ウイルスは分類学的に 6 つの門から構成されるが、本研究で分
離されたウイルスのみで 5 つを網羅しており、供試菌株中でさえ多様なウイルスが感染するこ
とが明らかとなった。 

 
４－２：ウイルスゲノム決定法 



 ウイルス配列解析は次世代シーケンサー（NGS）の登場で劇的に容易となった。しかし，RNA
ウイルスの高い変異率やゲノムの複雑な立体構造などに起因する様々な課題を抱えており NGS
のみで完全長ウイルスゲノムを決定することは困難とされる。すなわち，配列末端には RACE
法，ギャップ配列には gap-filling RT-PCR が別途必要となる。これらを解決し得る手段として、
異なる 2 つの手法，fragmented and loop primer ligated dsRNA sequencing（FLDS）及び
Nanopore Direct RNA Sequencing（DRS），を用いて未知ウイルスの配列解析と評価を行った。
その結果，DRS は取得配列のエラー率が高く単独でのゲノム配列決定が困難と判断された一方，
ギャップは全く見られず全長をカバーするコンティグ取得において優秀なポテンシャルを示し
た。DRS の解析技術の向上により，近い将来には，簡便なウイルスゲノム決定法として定着す
る可能性が示された。FLDS 法では，ゲノム末端配列を決定しつつ，全ゲノム配列の取得が殆ど
ケースで可能であった。現行では，本法が最も簡便，迅速にウイルスゲノム決定を行なえる手法
であると考えられる。 
 
４－3：比較菌株の取得と生物検定 
 多くの菌株で，菌糸先端切除，プロトプラスト分離，単胞子分離とそれらの再生により，ウイ
ルス感染株から同一遺伝型ウイルス除去株の取得を試みたが，5 つの菌株でこの樹立が成功した
（部分除去含む）。Fusarium 属菌に感染するハイポウイルス感染株から取得したウイルス除去
株では，ウイルス感染により菌糸成長が促進するという結果を得た。メタボローム解析による 1
次，2 次代謝産物の変動には大きな差が見られていない。本菌はヒト病原性の細菌および酵母に
対する生育抑制効果があったが，この作用とウイルス感染との間には因果関係が見られなかっ
た。また，同様にして取得した他の Fusarium ウイルス非感染菌株においては，ウイルス感染に
よりコハク酸などの基礎的な代謝産物量が変動するなどの一定の影響が起こることが明らかと
なった。 
 他方，植物病原菌コレクションからのウイルス除去も進めた。イネ病原性 Rhizoctonia oryzae-
sativa 菌株からパルティティウイルスの除去に成功したが，本菌株はウイルス感染株と表現型
の差異を示さなかった。一方，Fusasrium boothii に感染するウイルス（分類学的に新規の科・
属を形成しうるティモウイルス様の新規ウイルス）Fusarium boothii large-flexivirus 1 
(FbLFV1)を分離した。ウイルス除去操作により，当該ウイルスとこれに由来する D-RNA（内部
欠損型 RNA）が宿主菌の病原性を低減させる作用があることを明らかにした（Figs. 1 and 2）。
さらに，ウイルス感染と D-RNA により，宿主菌のカビ毒デオキシニバレノールとその誘導体生
産に大きな負の作用があることが明らかにされた。 
 以上から，ウイルス感染による宿主菌の代謝変動は一様でなく，効果はウイルス種と宿主菌の
組み合わせで異なる可能性が示された。任意の 2 次代謝産物の生産をウイルスで制御できる可
能性は残るが，さらなる検証が必要だと考えられる。 

 
４－４：植物共生菌の抗ウイルス防御機構 
植物共生菌である Epichloë 属菌からウイルス感染株が発見されなかったことを受けて，これ

らの菌の抗ウイルス防御が発達していると仮説を立てた。E. festucae の RNA サイレンシング
関連遺伝子の破壊株を作製し，既知のウイルス 4 種を接種した結果、2 種のみ感染した。本属菌
では，各 2 種ある Dicer-like（DCL）ホモログのうち，一方のみが抗ウイルス防御に寄与するこ
とが明らかにされた。他の主要遺伝子 Argonaute-like（AGL），RNA-dependent RNA 
polymerase（RDR）（各 2 種）の単独破壊ではウイルス蓄積量が上昇しなかったことから，これ
らの間には冗長性があると考えられる。ウイルス感染 E. festucae をライグラスに共生感染させ
られるか試験したところ，ウイルス非感染株と同様に植物と共生関係を構築し，また，この状況
下で RNA サイレンシングによるウイルス防御が発揮されることが明らかとなった。 

Fig.1. Colony morphology and dsRNA 
accumulation patterns of ribavirin treated 
strains generated from BL13. 

Fig.2. Schematic diagram of genomic structure of an ssRNA virus, 
FbLFV1 and D-RNA. Each ORF is indicated by a box. D-RNA is an 
internal deletion derivative of full-length FbLFV1 genome. Arrow marks 
indicate the position of the primer used in RT-PCR detection. 



 
４－5：菌類ウイルス IRES の探索と活性中心領域決定 
 多様なウイルス種から IRES を探索した結果，8 つの分類群（ハイポウイルス科，トティウイ
ルス科，クリソウイルス科，メガビルナウイルス科，フザグラウイルス科，ボティビルナウイル
ス科，フレッジウイルス，ヤドカリウイルス）に属するウイルス種の 5’非翻訳領域（UTR）から
IRES が発見され，多重遺伝子発現系の開発に有用な素材を取り揃えることができた。これまで
に，4 種のウイルスについて IRES コア領域を特定し，さらに，活性の高いウイルスの IRES に
ついてさらにコア領域の特定を進めている。ただし，メガビルナウイルス科の IRES については
検証を加える必要のあるデータが得られており，より詳細な解析が必要な状況にある。これらの
菌類ウイルスの IRES 活性をデュアルルシフェラーゼ実験系で定量比較したところ，ウイルス
種によってその活性は様々であり，長い非翻訳領域を保持するウイルスの IRES 活性が高い傾
向が認められた。 
 
４－６：菌類ウイルス IRES 利用による多重遺伝子発現系の開発 
れらの配列を用い、C. parasitica および E. festucae で利用可能な、ポリシストロニックに 
Venus および DsRed を発現するベクター（AaBV1-IRES、pNYAR）と、nGFP および cGFP 
を発現する BiFC 用ベクター（RnFGV3-IRES、pNBR）を構築した。pNYAR を形質転換した
C. parasitica では Venus および DsRed 両方の蛍光が確認された。また、pNBR 形質転換体
からは GFP 蛍光が確認されなかったが、E. festucae において相互作用が確認されている 
Cdc42 および BemA を、各 GFP 部分配列に接続した pNBR ベクターを形質転換した場合は 
GFP 蛍光が確認された（タンパク質間相互作用が検出された）（図２）。これらの結果から、cap、
IRES 依存的な翻訳を介しバイシストロニックに配置した 2 種類の遺伝子が発現していること
が示された。以上から、菌類ウイルス IRES を多重遺伝子発現ベクターへ応用した初めての例が
示した。 

Fig. 3．Application of mycovirus IRES to multiple gene expression in a filamentous fungus: an 
example of BiFC experiment in C. parasitica. GFP fluorescent indicating interaction between Cdc42 and 
BemA could be observed specifically in the fungal strain transformed with pNBR-Cdc42-BemA but not with 
the empty pNBR vector. 
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