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研究成果の概要（和文）：本研究では、両末端配列を含む長鎖二本鎖RNAの完全長配列を得ることが可能な独自
のシーケンシング手法であるFLDS法の高感度化と多様な試料への適用を進めた。更に、病原性RNAウイルスの完
全長決定や末端領域を含む塩基多型の解析にも利用可能であること、また、全てのRNAウイルスが保有する
RNA-dependent RNA polymerase(RdRp)遺伝子が分断された形で複数のゲノムセグメントにコードされている事例
を初めて検出した。その他、未知RNAウイルス検出に不可欠な情報学的ツールの開発及びそれに伴うデータベー
スの開発を行った他、RNAウイルス遺伝子の導入による宿主形質の転換を試みている。

研究成果の概要（英文）：Fragmented and primer ligated dsRNA sequencing (FLDS) is a sequencing method
 applicable to long double-stranded RNA (dsRNA) that enables the complete genome sequencing of both 
double- and single-stranded RNA viruses, and were developed by our research team. In this project, 
we developed FLDS ver.3 which allowed successful cDNA synthesis and amplification from 10 pg of 
dsRNA, and the updated method were applied in diverse biological samples. In this novel, method, we 
successfully obtained complete genome sequences from diverse pathogenic viruses, and information of 
nucleotide polymorphism across the genome segments including terminal regions. In addition, we have 
contributed a development of RdRp identification system using Hidden Markov Model, and examined a 
transformation of host phenotype using RNA virus genes.

研究分野：微生物生態学

キーワード： RNAウイルス　バイローム　dsRNA　シーケンシング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来のトランスクリプトーム解析手法からのRNAウイルスゲノム配列探索は、宿主のmRNAやrRNAに由来する膨大
な配列情報の中からの僅かな配列を見出す必要があるだけでなく、ゲノム末端配列の決定が困難であることや、
複数セグメントからなるゲノムを有す未知ウイルスについては、RdRp遺伝子配列をコードしないセグメントの検
出が困難である等の技術的な課題がある。本研究は、FLDS法があらゆる非レトロRNAウイルスに適用可能である
ことを証明した。本研究の成果と従来手法による膨大な既存データを組み合わせることで、より効率的に環境中
の未知RNAウイルス分布とその機能理解が深まると期待する。

※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。
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１．研究開始当初の背景  
 我々や食糧生産を害する新興感染症を含む疾患の原因となるウイルスの多くは、自然界に安
定した宿主を有し、それが人類社会と接触することで発生する。一方、病変として顕在化しない
RNAウイルス感染が宿主生物の環境適応に資する事例も報告されている。例えば、抗菌タンパ
ク質をコードするウイルスへの感染により、抗菌タンパク質を獲得してニッチを得る現象や、ウ
イルス感染による熱耐性、乾燥耐性の獲得等である。 
 宿主との関係性により、害益の両面を有す可能性のあるウイルスであるが、疾患対策としての
自然宿主の特定、有益ウイルス機能の利用、いずれの場合も自然宿主への感染はしばしば顕在化
しないため、その特定は容易でない。なぜなら、既存の迅速ウイルス検出技術は、『特定の既知
ウイルス』しか検出できず、シーケンスに基づくウイルスを網羅探索する技術も、網羅性や効率
に問題があり、汎用利用するに現実的な方法ではない。 
申請者らは、独自の網羅的 RNA ウイルス検出技術 FLDS 法（fragmented  and  loop  

primer  ligated  dsRNA  sequencing）を確立し、初めて実用レベルで『不特定の（非レトロ）
RNAウイルス』を一挙に検出することを可能にした(Urayama et al. 2015、特許出願済)。本手
法は、RNAウイルス感染の指標とし知られている”dsRNA” (dsRNAウイルスのゲノム・ssRNA
ウイルスの複製中間体)を高純度に精製・断片化し、末端からの逆転写により得た完全長 cDNA
を次世代シーケンサーで解読するものである。FLDS は既に海洋プランクトン試料を対象とし
た解析から世界最高性能の（未知）ウイルス検出実績を有し（Urayama et al. 2015 & 2018a）、
昆虫、植物、藻類や糞便等の幅広い試料に対する有効性を確認していた（Koyama et al. 2016, 
Urayama et al.2018b）。その一方、ほ乳類等の動物組織における適用には、試料処理やライブ
ラリー構築において手法の最適化・高感度化が必要であることが予備実験により明らかにされ
ていた。 
 
２．研究の目的 
 研究開始当初の状況を鑑み、以下の３つの課題を設定し、研究を開始した。 
（１）高等動物組織での適用を最適化するプロトコールの開発 
  予備解析により、これらの組織由来の試料においては rRNA 配列除去効率の向上等による
高感度化が不可欠であることが示されていた（mRNAに比べ圧倒的に濃度の低い dsRNAでは、
既存手法のみでは rRNAを十分に除去出来なかった）。そこで、本研究ではこの課題を解決する
為、dsRNA精製手法の最適化及びシーケンスライブラリー構築の高感度化を試みた。また、高
感度化達成後は、出来るだけ多様な単離された RNAウイルスを対象とした解析も実施し、その
手法の適用可能性の検証も進めた。 
 
（２）多様な医用・産業生物及び周辺野生生物試料に対する FLDS解析と RNAウイルスデータ
ベースの構築 
開発した手法が広範な用途で適用されることを想
定し、また、本手法の特徴である RdRp非コード
ゲノムセグメント同定能力で得た情報へのアクセ
シビリティを向上するため、産業動植物やその周
辺に生息する生物等を対象に多様な生物試料を
FLDS 解析に供するに留まらず、それを活用した
環境 RNA ウイルスゲノムデータベースを構築す
ることを構想した。 
 
（３）RNAウイルスを機能核酸とする細胞機能制
御技術の開発 
 感染により、宿主の環境適用等へ影響することが明らかにされている RNAウイルス配列の遺
伝子資源としての活用を期待し、最も環境 RNAウイルスに関する理解が進んでいる酵母・真菌
をモデル宿主として、RNAウイルス由来配列を活用した細胞機能制御技術の開発を構想した。 
 
３．研究の方法 
（１）高等動物組織での適用を最適化するプロトコールの開発 
高等動物組織からのRNA抽出手法及び rRNA除去効率の向上、精製した dsRNAからの cDNA
合成効率の向上を目指した実験検討を実施した。また、キャピラリー電気泳動システムを活用し、
汎用的な濃度測定手法が報告されていない dsRNAの定量手法の検討を行った。更に、本手法の
汎用性を検証するため、ロタウイルス、コロナウイルス等々の単離株を対象とした検証実験を実
施すると共に、ロタウイルスについては、ゲノムセグメント末端域を含む全ゲノム領域を対象と
した塩基多型の解析も試みた。 
 



（２）多様な医用・産業生物及び周辺野生生物試料に対する FLDS解析と RNAウイルスデータ
ベースの構築 
 植物、昆虫、海藻、海綿、真菌、動物性プランクトン、野生高等動物組織等、多様な試料を対
象とした FLDS 解析を実施した。一方、データベース構築については、本研究期間中に、既存の
トランスクリプトームデータを用いた大規模な RNA ウイルスゲノム配列検出の試みが相次いで
報告されたことを受け、単独でのデータベース構築を断念した。一方において、研究協力者らと
共同で、効率よく RdRp 配列を検出する隠れマルコフモデルを中核とした情報解析手法の開発を
進め、その基盤となるデータベースの構築に貢献することとした。 
 
（３）RNAウイルスを機能核酸とする細胞機能制御技術の開発 
 RNA ウイルスの主要な宿主生物である真核生物のモデル生物パン酵母を利用し、多様な RNA ウ
イルス配列を含むライブラリーを導入するスクリーニング系の構築を目指した。しかし、十分に
機能しなかったため、糸状菌を宿主とする研究開発を実施することとした。当該研究では単離済
み RNA ウイルスを、RNA ウイルスを有していない糸状菌に導入するなどし、糸状菌の形質を制御
することを目指した。 
 
４．研究成果 
（１）高等動物組織での適用を最適化するプロトコールの開発 
  dsRNAの存在比が低い高等動物組織にも適用可能となるよう、FLDS法の高感度化を目指
したプロトコルの改良を進め、高純度な dsRNA であれば、10pg の基質からライブラリー構築
が可能であることを実証した（Hirai et al. 2021）。また、この過程において、dsRNAのキャプ
ラリー電気泳動を用いた定量が可能であることを実証している。蛍光等による他種の核酸との
識別が出来ない難点はあるが、従来、dsRNAを簡便かつ正確にラボレベルで定量する手法は報
告されていなかったことを考えると、多様な分子生物学分野における活用が期待される。更に、
dsRNA精製手法と rRNA除去条件を最適化し、更に高感度化したライブラリー構築手法を適用
することで、高等動物組織においても、FLDS法の適用が可能であることを実証した。 
 
（２）多様な医用・産業生物及び周辺野生生物試料に対する FLDS解析と RNAウイルスデータ
ベースの構築 
 植物を対象とした解析においては、
これまでゲノム全長が報告されてい
なかった植物病原ウイルスである
Sikte (Sitke) waterborne virusのゲノ
ム解析に貢献し(Uehara-Ichiki et al. 
2021)、海藻やアリ、深海動物に感染す
る新規 RNA ウイルスゲノムを決定し
た（Urayama et al. 2018; Fukasawa 
et al.2020, Chiba et al. 2020）。この
他、海綿や地衣類、動物性プランクト
ンを対象としたメタゲノム解析を行
い、中でも、海綿からは RNA ウイル
スとしては巨大なゲノムを有す新規
性の高いウイルスゲノム情報を得た
（Urayama et al. 2020ab; Hirai et al. 
2022）。また、真菌からは、RdRpが 2
つのゲノムセグメントに分割してコ
ードされるウイルスを複数種、相次い
で発見した（ Chiba et al. 2021, 
2022）。 
 一方、データベース構築において
は、本研究計画中に、相次いで公共デ
ータベース等に存在する膨大なトラ
ンスクリプトームデータからのマイ
ニングによる新規系統群発見を含む
RNA ウイルス多様性評価に関する論
文が相次いで発表されたことを受け、
連携する研究者と共同し、RNA ウイ
ルス由来の RdRp配列を効率よく、か
つ高精度に検出する隠れマルコフモ
デルと、それに伴うデータベースの構
築を実施した（ Sakaguchi et al. 
2022）。現在、非常に多様な RdRpを検出するための多様な隠れマルコフモデルによる検出手法
が発表されており、今後、それらとの精度や長所短所の比較検討を行い、より精度の高い RNA



ウイルス配列検出システムの構築を進める予定である。更に、FLDS 法の有す RdRp をコード
しないゲノムセグメントを得ることの出来る利点を活用し、RdRpをコードするゲノムセグメン
トのみが同定されている新規系統群の全ゲノム情報の解明等を進めたい。 
 
 
その他、ウイルス培養細胞等を対象とした病原ウイルス等単離ウイルスを対象とした FLDS法
の適用検証においては、ロタウイルスにおける事例では、全ゲノムセグメントの全長配列に渡る
遺伝子多型に成功した（Kadoya et al. 2020 & 2022）。本手法は、従来の手法では困難な末端領
域を含む全ゲノム領域を対象とした遺伝子多型・変異を、PCR 等によるバイアスを排除して解
析可能な点において従来法に対してアドバンテージがある。更に、コロナウイルス等の一本鎖
RNAウイルスの全長ゲノム解析にも有効であることも検証しており、今後、連携研究者と共に
論文として公表する準備を進めている。 
 
（３）RNAウイルスを機能核酸とする細胞機能制御技術の開発 
 パン酵母をモデル系とし、シャトルベクターシステムによりウイルス遺伝子ライブラリーの
導入・発現をめざした。シャトルベクターを用いたと既知遺伝子の発現を確認出来たため、ライ
ブラリーの導入を試みたが、シャトルベクターへのライブラリー導入効率が悪く、In-fusion 法
や従来型のクローニング手法等を試しても効率の向上は認められなかった。そこで、ウイルス遺
伝子ライブラリーではなく、ウイルスそのものを自然宿主である糸状菌に導入し、糸状菌の形質
を制御する技術の研究開発を実施した。具体的には、①ウイルスの糸状菌への導入方法の確立、
②ウイルス保持・非保持による宿主菌形質変化の調査、を実施した。 
 当該ウイルスは、元来細胞に侵入す
る機構を有しておらず、ウイルスを細
胞に塗布しても感染細胞は得られな
い。そのため、ウイルスを利用した細
胞制御を行うためには、先ずウイルス
の効率的な導入方法が必要となる。多
様なウイルスについて利用可能な導入
方法が未確立であったため、本研究で
はマイクロインジェクション法やパー
ティクルガン法、スフェロプラスト融
合法を検討したが、効率的なウイルス
導入体取得には至っていない。そこで、
導入方法の検討は進めつつ、スループ
ットの低い従来手法である菌糸融合法
を採用し、以降の研究を進めている。 
 ウイルスが宿主糸状菌の多様な形質
を変化させうる能力を有していること
は多くの事例で報告されているが、その機能発現は特定の宿主菌株との組み合わせに限定され
ているのか、多様な宿主菌種に対して同様に発現し得るものなのか明らかになっていない。細胞
制御技術としての利用を考えるうえで、上記のような機能発現スペクトルの理解は必要不可欠
と言える。そこで、ウイルス保持・非保持による宿主菌形質の変化を網羅的に解析した。具体的
には Aspergillus 属菌２種とそこに含まれる多数の菌株を用い、多様な RNA ウイルスがどのよ
うな機能変化をもたらし、それはどの程度の宿主範囲であれば機能するのかを調査した。その結
果、ウイルスが宿主菌に与える影響は環境条件の影響を受け、場合によっては宿主菌にとってポ
ジティブに、またある場合はネガティブに作用することを見出した。さらに、ウイルス保持株と
非保持株のトランスクリプトーム比較では、ウイルスが宿主菌の RNA 発現に影響を与えるもの
の、その変化の度合いは、同種菌株間の遺伝子発現の差異よりは小さいことを明らかにした。当
該研究の実施のため、効率的なウイルス除去技術を確立しており、上記発見の内容と共に論文化
を進めている。これら知見は、有益なウイルスの利用に際して多くの示唆を与えるものであり、
当該研究によって RNA ウイルスを機能核酸とする細胞機能制御技術の基盤構築が進展したと言
える。 
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