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研究成果の概要（和文）：菌類ウイルス学は基礎ウイルス学において大きな貢献をしてきた。しかし、動物や植
物のウイルス研究分野と比較すると、菌類では宿主とウイルスの相互作用やウイルス学の研究を推進するために
有効なモデル実験宿主系が限られている。本研究では、遺伝学と分子生物学のモデル生物でもある糸状菌アカパ
ンカビに注目して、菌類ウイルスの多様性解析や宿主ウイルス免疫機構の研究が可能である事を示した。特に、
菌類の抗ウイルス機構に関わる重要な転写制御機構と関与する宿主因子の同定も可能であることも証明された。
我々の一連の研究により、アカパンカビが菌類ウイルス学の基礎や応用研究を進めるために、有望なモデル系で
あることが確認された。

研究成果の概要（英文）：Fungal virology has made significant contributions to the field of basic 
virology. However, compared to the research fields of animal and plant viruses, fungi have limited 
effective model host systems to study virus-host interactions and advance virology research. In this
 study, we focused on the filamentous fungus Neurospora crassa, which is a model organism in 
genetics and molecular biology, and demonstrated its potential as a platform for studying the 
diversity of mycoviruses,　virus-host interactions and host-antiviral mechanisms. Moreover, we were 
able to identify important host factors involved in fungal antiviral mechanisms, particularly in 
relation to transcriptional control mechanisms. Through our studies, we have confirmed that N. 
crassa is a promising model system for advancing both fundamental and applied research in fungal 
virology.

研究分野：植物病理学

キーワード： ウイルス　アカパンカビ　モデル糸状菌　ウイルス-宿主相互作用　抗ウイルス機構　RNAi　転写制御　
RNA編集
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研究成果の学術的意義や社会的意義
菌類ウイルス学はウイルス多様性の再認識、新規遺伝子発現様式・粒子構造の発見に繋がり、基礎微生物学に貢
献してきた。さらに、ウイルスを利用した悪玉菌の生物防除や有用菌への形質付与や育種技術への応用展開も期
待されている。本研究では、モデル糸状菌であるアカパンカビが菌類ウイルス学を展開可能な実験系であること
確認された。特に、既存のクリ胴枯病菌モデルウイルス実験系では到達できなかった、菌類の抗ウイルス免疫を
惹起する転写亢進機構の背景を明らかにできたことは、アカパンカビウイルス実験系の重要性や将来性を示唆し
ており、菌類ウイルス学のさらなる発展に寄与できると期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
菌類ウイルス学は新たらしい学問領域であるが、ウイルス多様性の再認識、粒子を作らないウ
イルスの発見、新奇遺伝子発現様式・粒子構造の発見などにより、基礎微生物学に大きく貢献し
ている。さらに、ウイルスを利用した悪玉糸状菌の生物防除(バイロコントロールと提唱)への応
用や有用糸状菌への形質付与や育種技術への応用展開も期待されている。この菌類ウイルス学
を基礎としたウイルス有効利用法の実現には、近代ウイルス学の命題でもある「ウイルス/宿主
間相互作用」の実験系が必要不可欠である。しかし、菌類ウイルスでは動物/植物ウイルス領域
に比べ、モデル実験系の整備は限定的でほとんど進んでいない。その大きな理由は、(１)これま
で、菌類宿主として主要な植物病原糸状菌が注目されたために、宿主の遺伝学や遺伝子操作系整
備が遅延したこと、さらに、(2)宿主菌にウイルスを容易に接種、導入する有効な技術も長らく
確立されていなかったことがあげられる。このため、両欠点を克服可能な優れた糸状菌/ウイル
ス解析系の確立が望まれてきた。しかし、(2）については、申請者らの 10 年来の研究により、
酵素的に細胞壁を取り除いた糸状菌宿主細胞(プロトプラスト）へウイルス粒子、感染性核酸(全
長ゲノム cDNA の構築し逆遺伝学的に利用)を導入する技術が確立されている(Hillman et al., 
J Virol 2004;Shahi et al., J Virol 2019)。   
 アカパンカビ（糸状菌 Neurospora 属、子のう菌）は、一遺伝子/一酵素説（1958 年ノーベル
賞）発見の舞台となったモデル生物である。1)ゲノム・遺伝子解読ずみ、2) 糸状菌で唯一の単
一遺伝子欠失変異（KO）株ライブラリー（9,731 株）、3)研究ツール・プロトコールが整備、4)多
重形質転換が可能、5)遺伝学的地図、物理地図が利用可能、6)生育が速く交配も容易、等の特徴
を有する。その利点を活かし、アカパンカビは RNA 干渉(RNAi)、DNA メチル化、概日リズム、形
態形成等の研究で生物学を先導してきた(Dunlap et al., Adv Genet, 2007)。アカパンカビは、
ウイルス研究の潜在的に最適モデル糸状菌となりうるが、近年まで Neurospora 属菌からのウイ
ルス報告例はなく、人工的にウイルスを導入した例もない。しかし、申請者らの数年間の取り組
みで、世界に先駈けアカパンカビに自然感染する RNA ウイルス(フザリウイルス、パルティてウ
イルス)の発見、異種菌由来ウイルスが Neurospora 属菌で複製可能であることを報告した(Honda 
et al., Nat Commu 2020)。 
 
２．研究の目的 
本研究では、研究リソースや基盤技術が充
実したモデル生物・アカパンカビに注目し、ア
カパンカビ系で迅速かつ網羅的なウイルス／
宿主間相互作用解析系確立を目指す。そのため
に、申請者らの予備成果、これまで蓄積してき
た糸状菌類のウイルスコアコレクションの活
用に加え、我々が確立したウイルス導入から宿
主表現型・遺伝子発現解析までの一連の解析技
術を駆使する。本宿主系（糸状菌類系）は、陸
上の主要な真核宿主系である動物系、植物系に
次ぐ第３極として大きな発展性を有する実験
系と期待される。特に、一部先行するパン酵母
宿主系（Saccharomyces cerevisiae, 単細胞・
子のう菌）では研究対象とできない抗ウイルス
RNAi や組織レベル（細胞質不和合性によるウ
イルス水平伝搬阻害）の解析も可能となり、ウ
イルス学、微生物学に大きな貢献が期待され
る。アカパンカビの抗ウイルス RNAi について、
現状の推定される機構モデルと、課題点（今後
検証が期待されているポイント）を 右図に示
す(Honda et al., Nat Commu 2020) (図１)。 
 
３．研究の方法 
本課題では、菌類ウイルス学を推進する近藤・鈴木（岡山大）とアカパンカビ研究の第一人者
の本田博士（福井大）の協力・分担体制を活用し、下記の２つの中課題を展開した。本研究課題
の期間内で、アカパンカビをモデルウイルス宿主として用いた実験系の検証や改善を進め、ウイ
ルス/宿主相互作用を迅速、網羅的に解析可能なプラットホームの確立を目指す。 
 
1） アカパンカビ感染性ウイルスによるウイルス学構築の基盤整備  
・アカパンカビへ接種が可能な菌類ウイルスを用い、ウイルスの感染動態や宿主遺伝子の応答・
発現の解析。 
・アカパンカビに感染するウイルスの探索を継続的に進め、新たに見出された新規ウイルスのゲ



ノム構造の解明と性状解析。 
・異種菌由来ウイルスの探索・特徴づけを行い、アカパンカビで利用できるように感染性粒子の
調整やウイルス導入方を確立。  
2） ウイルス病徴発現・複製、防御機構/ウイルス反撃に関与する因子同定と機構解明 
・アカパンカビ遺伝子欠失変異株(KO 株)に菌類ウイルスを接種し、感染特異的な表現型変異株
を探索。 
・アカパンカビ変異株(KO 株)におけるウイルス量(mRNA 及び dsRNA 蓄積)を定量的に評価し、ウ
イルスの複製や防御に関与する宿主因子の探索・評価。 
・アカパンカビ変異株(KO 株)でのウイルス増殖、small RNA-seq、宿主菌トランスクリプトーム
解析。 
・病徴発現・複製、防御機構に関連する宿主因子の解析を通じて、ウイルス/宿主相互作用の分
子基盤の理解。 
  
４．研究成果 
本課題では、菌類ウイルス学のモデル実験系を構築するため、アカパンカビを用いてウイルス
学を展開するための基盤整備を進めてきた。以下に本課題の研究成果を示す。 
 
1） アカパンカビ感染性ウイルスによるウイルス学構築の基盤整備  
糸状菌アカパンカビのマイコウイルスは、2020 年の我々の報告が初めてであり（Honda et al., 
Nature Commu 2020）、アカパンカビにおけるマイコウイルスの多様性や感染動態に関してはほ
とんど判明していない。本研究では、先の NGS データ解析で存在が示唆されていたマイコウイル
スの実態や性状を検証しつつ、ゲノムの全貌が判明していないウイルスはその詳細について解
析した。 
(1）アカパンカビ・Neurospora crassa の NGS データでデルタフレキシ及び新奇 RNA ウイルス
(ウイルス配列断片）が見出された菌株について、感染ウイルスの配列解析を進めた。後者は、
分節型プラス鎖 RNA ウイルス(vivivirus 類縁種と推定)で複数のゲノムセグメントを持ってお
り、ウイルス学的な性状解析や系統学的位置付けについて検討を進めてきた。研究期間内には全
ゲノム配列（待った配列の検証）の解析は完了しなかったため今後も解析を継続する予定である。
さらに、アカパンカビ野生株を用いた RNA-seq データより、数種類の新規 RNA ウイルスの存在が
示唆されたことから、アカパンカビにおいても他の糸状菌類同様に、多様な菌類ウイルス種の存
在が示唆された。 
(2）アカパンカビ(オンチョム菌)・Neurospora intermedia の NGS 解析で見出されたウイルス様
コンテイグ（フザリウイルス、ミトウイルス、デルタフレキシウイルス）について、元菌株の RT-
PCR によりその存在確認とウイルス配列確認をおこなった。一部ウイルスについては、3'RLM-
RACE による末端配列も完了している。これらのウイルスの RdRP 配列に基づく分子系統樹(最尤
法)を作成し、系統学的位置付けを明らかにした。 
(3）異種菌由来ウイルスの探索・特徴づけも行い、これまでに一定の成果を得ている。具体的に
は、Cryphonectria carpinicola から見出した２本鎖 RNA ウイルス(fusagravirus)が粒子を持つ
こと、さらに、宿主菌への粒子トランスフェクションが可能であることを初めて証明した(Das 
et al., Viruses 2022)。さらに、白紋羽病菌 Rosellinia necatrix では、ヤドカリウイルス 
(一本鎖 RNA タイプ)とその宿主となる宿主性を持つ２本鎖ウイルス種のパートナーシップを検
討した結果、宿主性・宿借性を示す両者の間にはウイルス間で厳密な特異性があることが判明し
た (Sato et al., mBio 2022) 。  
 
2） ウイルス病徴発現・複製、防御機構/ウイルス反撃に関与する因子同定と機構解明 
アカパンカビにおいても RNAi 機構が抗ウイルス応答の要であることが先行論文で示唆されて
いるがその詳細は不明な点も多く（Honda et al., Nature Commu 2020）(図 1)、本研究でその
分子機構の一端を理解することを目指した。 
(1）N. crassa の抗ウイルス RNAi 機構の鍵酵素が実際どのような低分子 RNA を産生しているか
を理解するため、dcl1、dcl2、qde2 の単独欠損変異株(dcl1、dcl2、qde2)、二重欠損変異株
（dcl1/dcl2、qde2/dcl1、 qde2/dcl2）、三重欠損変異体（qde2/dcl1/dcl2）および野生型を用
いて、異なるゲノムタイプの二種マイコウイルス(一本鎖 RNA ゲノムタイプのフザリウイルスと
分節型２本鎖 RNA ゲノムタイプのパルティティウイルス）の混合感染株をそれぞれ作出した。こ
れらの混合感染株について全 RNA を抽出し、小分子 RNA 分画の RNA-seq 解析を行った。その結
果、いずれのウイルスも siRNA 産生には dcl1 よりも dcl2 の貢献が大きい傾向を示した。これ
は、dcl 発現のウイルス応答性ともリンクする結果であった。一方、qde2 欠損株ではパルティテ
ィウイルスの siRNA はほとんど蓄積しないが、フザリウイルスでは一定程度蓄積したことから、
dcl の貢献に差が認められた。 



(2）クリ胴枯病菌では dcl の転写亢進に SAGA(Spt-Ada-Gcn5 acetyltransferase)複合体が関与
するが (Andika et al, PNAS 2017)、SAGA 制御下にあるクリ胴枯病菌 hp2 遺伝子が同定され、
ウイルス病徴軽減因子として機能することは示されている(Andika et al, PNAS 2019)。本研究
ではアカパンカビの hp2 相同遺伝子(zao1/2)が転写因子候補であることを見出した(図２)。興
味深いことに、zao に隣接して A-
to-I RNA編集酵素遺伝子(old1/2)
が座上しており、ウイルス感染に
より zao mRNA の RNA 編集を生じ
る（亜鉛結合領域を有する全長蛋
白質の発現が可能となる）ことで、
転写が活性化するというユニーク
な機構の存在が示唆された(Honda 
et al., 2023 投稿中)。アカパン
カ ビ の フ ザ リ ウ イ ル ス
(Neurospora crassa fusarivirus 
1)に対しても、クリ胴枯病菌のハ
イポウイルス(CHV1)で示された二
段階性の抗ウイルス機構（病徴軽
減機構の存在）が示唆された。 
 
まとめ 
以上から、モデル糸状菌であるアカパンカビで菌類ウイルス学が展開可能であることを示す
研究成果が蓄積されつつあり、本課題は当初計画通り順調に進んだものと判断できる。特に、菌
類の抗ウイルス免疫を惹起する転写亢進機構に RNA 編集が関与するという発見（既存のクリ胴
枯病菌モデルウイルス実験系では到達できなかった成果）は、アカパンカビのウイルス実験系と
しての将来性を担保する大きな成果である。 
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