
筑波大学・生命環境系・研究員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２１０２

研究活動スタート支援

2022～2021

マイコウイルスカタログの作成：ウイルスと宿主糸状菌の関係性の可視化

Visualize the interaction between mycovirus and host filamentous fungi

２０９１０９０４研究者番号：

黒木　美沙（Kuroki, Misa）

研究期間：

２１Ｋ２０５６７

年 月 日現在  ５   ５ １８

円     2,400,000

研究成果の概要（和文）：カビ類に感染するウイルスであるマイコウイルスが宿主に与える影響を、多数の宿主
菌株を用いて解析し並列に評価することで、その多様性を理解することを目的とした。マイコウイルスの有無に
よる表現型の違いは糸状菌株ごとのゲノム配列に由来する表現型の違いよりも小規模なものであったため、マイ
コウイルスは宿主の表現型のバリエーションを与える存在と捉えることができた。また、ウイルス交換株ではウ
イルスと宿主菌の組み合わせによりそれぞれ特異的な発現パターンを示していたことから、ウイルスが宿主に与
える影響は非常に高い宿主特異性のもとに成り立っていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Mycoviruses are virus detected from fungal tissue. I focused on mycovirus’s
 effect on host organism, such as morphology, secondary metabolism and gene expression. I aim to 
figure out diversity of mycovirus by comparing the mycovirus’s effect among some Aspergillus flavus
 isolates. The effects of mycovirus were various but it seemed to depend on host’s genomic 
background than kind of virus genus. The results presented viruses provide variation of 
transcriptome pattern for its host. Furthermore, virus swapping isolates showed individual 
transcriptome pattern depending on pair of virus and its host. This research suggested there is high
 specific relationships between mycovirus and its host fungi.

研究分野： 分子生物学

キーワード： アスペルギルス　糸状菌　マイコウイルス　二次代謝　遺伝子発現　宿主特異性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マイコウイルスは長年宿主菌に対してほとんど影響を与えない存在として捉えられてきたが、近年、宿主の表現
型を変化させる例が多数報告されており、糸状菌の表現型をコントロールできる可能性を秘めた因子として注目
されている。本研究ではマイコウイルスと宿主糸状菌の関係性には高い宿主特異性が存在することを明らかにし
た。つまり、その組み合わせ次第で多数の宿主表現型のバリエーションを生み出すことができ、マイコウイルス
を活用した糸状菌の機能強化や弱点克服への発展が期待できる。

※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 
⽷状菌は地球上のあらゆるところに⽣息し、古くから⼈間社会にも多⼤な影響を及ぼしてきた。
しかし⽷状菌にウイルスが感染していることが報告されたのはつい最近のことで、マイコウイ
ルスが環境スケールでどれほど存在するのか、全体像は明らかになっていない。⼀部のマイコウ
イルスでは病原性や⼆次代謝化合物の産⽣など、宿主の機能に影響を及ぼすことが近年報告さ
れている (Nerva et al., 2019, Ninomiya et al., 2020, Takahashi-Nakaguchi et al., 2020, Zhou et 
al., 2021) が、ほとんどの⽷状菌の⽣理⽣態の理解はマイコウイルスの存在が全く考慮されてい
ない現状である。本研究の学術的「問い」は、⽷状菌の⽣態におけるマイコウイルスの影響を真
に理解することにある。 
また、マイコウイルスは宿主を殺さず持続的に感染する(図１)が、感染様式には不明な点が多

く、ウイルスの宿主範囲やウイルス種ごとの多様性など、動物や植物を宿主にするウイルスに⽐
べて理解が⼤きく遅れている。また、これまで報告されたマイコウイルスはいずれも宿主の病原
性など表現型に⼤きく関与する点から着⽬され
たものである。そのため、表現型に影響を与えな
いマイコウイルスについては、環境中にどの程度
存在するのか、宿主との相互作⽤はないのかなど
の情報がほとんどない。しかし、⾃然淘汰の中で
特定のウイルスが⻑きにわたり感染した状態を
維持していることには何らかの意味があると考
えられる。これまで⾒過ごされてきたマイコウイ
ルスの役割は学術的に重要な「問い」であり、網
羅的にウイルスの⽣態を観察し規則性を⾒出す
ことで、ウイルス学的理解に全く新しい視点を提
供できる。 
 
２．研究の⽬的 
本研究では、これまでその存在が⾒過ごされてきたマイコウイルスにも⽬を向け、その感染に

よる宿主⽷状菌の表現型の変化の有無を評価することで宿主―ウイルスの組み合わせやその関
係性を可視化することを主な⽬的とした。 
 
３．研究の⽅法 
(1)ウイルスの検出 
千葉⼤学真菌医学研究センターに保管されている 73 株の Aspergillus flavus野⽣株からマイコ

ウイルスを探索した。各野⽣株の液体培養菌体から、マイコウイルスの指標となる⼆本鎖 RNA
を単離し、電気泳動によってマイコウイルスの有無を判定した。ウイルス陽性となった菌株から
抽出した⼆本鎖RNAを⽤いて FLDS法 (Hirai et al., 2021) による NGS解析を⾏うことで、ウ
イルス配列を推定した。Blastx で 1.0e-5 以上となる相同配列を検索することでウイルス属の推
定を⾏った。ウイルス配列推定後は、各ウイルスの RdRp 配列特異的なプライマーを設計し、ワ
ンステップRT-PCR試薬によりコロニーダイレクトPCRあるいは total RNAを鋳型としたPCR
により検出した。 
 

(2)ウイルスの脱離 (図 2 上) 
ヒトウイルスの治療薬とし

て利⽤されている核酸アナロ
グを含む寒天培地上で 1週間
培養し、形成された胞⼦を回
収した。単胞⼦分離ののちコ
ロニーPCR によりウイルス
の有無を確認し、計 3回の単
胞⼦分離を経てウイルスフリ
ー株を取得した。 
 

(3)ウイルスの導⼊ (図 2下) 
プロトプラストPEG法を⽤

いて、ウイルスフリー株にピ
リチアミン耐性マーカーを導
⼊した。ウイルス保持株とマ
ーカー⼊りのウイルスフリー株の胞⼦液を同⼀プレート上の 2 ヶ所に点植菌する対峙培養、あ
るいはそれぞれの胞⼦液を混合し 1ヶ所に点植菌する混合培養を⾏った。培養の過程で、ウイル
スは菌⽷融合を介して⽔平伝播すると考えられている。対峙培養あるいは混合培養後のプレー

<⼀般的なウイルス> 感染型
宿主細胞破壊的に感染拡⼤
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図1 ウイルスの⽣活環

<ウイルス脱離>
核酸アナログ含有PDA培地 シングルコロニー

からウイルス検出

ウイルスフリー株
の取得

薬剤耐性マーカー標識済み
ウイルスフリー株

ドナー株

<ウイルス導⼊>

25ºC
3weeks ウイルス検出

薬剤選抜

胞⼦回収

ウイルス導⼊株の取得ウイルス

胞⼦回収

対峙培養の場合

図2 ウイルス脱離法・ウイルス導⼊法



トから胞⼦液を回収しピリチアミンマーカーによる選抜およびコロニーPCR によるウイルス検
出を⾏った。計 3回の単胞⼦分離を経て、ウイルスフリー株に新規にウイルスが感染した株を取
得した。 
 

(4)表現型解析 
胞⼦液を PDA 培地にそれぞれ植菌し、⽣育および胞⼦形成率を測定した。寒天プレートある

いはスライドカルチャーで培養した菌体を光学顕微鏡および実体顕微鏡で観察し、性状の⽐較
を⾏った。各種薬剤の最⼩発育阻⽌濃度は CLSI 法で測定した。UV耐性は、胞⼦液を YPDA培
地上でシングルコロニーに分離できるように播種したプレートにUVを照射し、UV⾮照射プレ
ートで形成されるコロニーの数と⽐較した。 
 

(5)⼆次代謝産物解析 
胞⼦液を YESA培地に全⾯播種し 7 ⽇間培養した。培地ごと凍結乾燥したのち、アセトンで抽

出を⾏い、濃縮後DMSOに再溶解した。1260 Infinity LC system で Poroshell 120 EC-C18 column 
ϕ3.0 mm × 100 mm, particle size 2.7 μm)を⽤いてHPLC解析を⾏った。流速 0.8 mL/min で、
0.5%酢酸含有アセトニトリルが 18 分間で 5‒100%になるようグラジエント容離を⾏った。 
 

(6)遺伝⼦発現解析 
胞⼦液を YESA培地に全⾯植菌し 7 ⽇間培養した。菌体を凍結破砕し TRIzol により RNAを抽

出し、市販の RNA 抽出キットで濃縮精製した。取得した total RNAから NEBnextキットを⽤
いて cDNA ライブラリーを作製し Novogene への外部委託により NGS 解析を⾏った。リード
データは CLC genomics workbench によりトリミング、マッピングを経て、各遺伝⼦の TPM 
(Transcripts per million) を算出した。基準となる株での TPMと⽐較して 2.5 倍以上発現が上
昇あるいは減少している遺伝⼦を(Differentially expressed genes)DEGs とした。FungiFun 
(elbe.hki-jena.de) を⽤いて Enrichment 解析を⾏った。 
 
４．研究成果 
(1)ウイルスの探索 
 ⾃然環境中や臨床現場か
ら単離された 73 株のアス
ペルギルスフラバス菌株に
対してウイルスの探索を⾏
うと、9株から 6 属のマイ
コウイルス配列を検出する
ことができた (表 1)。ほと
んどの株からは 1 種類のマ
イコウイルスしか検出され
なかったが、IFM 63847 株
は Aspergillus flavus 
partitivirus 1 と Aspergillus flavus polymycovirus 1 が共感染していた。IFM 49866 株に感染して
いたウイルス配列は既存のウイルスゲノムとの相同性が低く、新規の配列であることが推測で
きた。最も近縁のウイルスから Aspergillus flavus virga like virus と命名し、NCBIにも新規のウ
イルスとして登録した (txid3030773)。また、多くのウイルスでは既知の配列に加えて数遺伝⼦
分の新規配列が検出できた。ウイルスの網羅探索ではメタトランスクリプトームデータから既
知の配列との相同性をもとにウイルス配列を検出することが⼀般的だが、本研究で⽤いた FLDS
法では株ごとに抽出したdsRNAの配列を解析するため新規の配列を検出しやすいという特徴が
ある。今回の結果もその特性を反映したものだと推測している。 
 
(2)ウイルスフリー株の表現型解析/遺伝⼦発現解析 
それぞれの菌株に抗ウイルス薬処理を⾏うことでウイルスフリー株を取得し (図２上)、同様の
ゲノム背景を持つウイルス保有株とウイルスフリー株について⽣育速度、胞⼦形成、抗菌活性な
どの表現型を解析した。これまでの報告と同様に、ほとんどの菌株でウイルスの有無による⼤規
模な表現型の変化は観察できなかった。⼀⽅で、複数の菌株で⼆次代謝産物の⽣産量が変動して
いること、多数の遺伝⼦が発現変動していることが明らかとなった。Enrich 解析の結果、特に⼆
次代謝に関わる遺伝⼦が多く発現変動していることがわかった。これらの結果は、マイコウイル
スは表⾯的な変化を与えない場合でも、その細胞活動には⼤きな影響を与えていることを⽰唆
している。 
また、遺伝⼦発現データを⽤いて主成分分析を⾏うと、同じ菌株由来の株はウイルスの有無に

関わらず近位に位置することがわかった (次ページ図 3)。これは、ウイルスの有無による表現
型の変化の度合いが宿主菌株ごとの発現パターンの違いよりも⼩規模であることを⽰唆してい
る。⽷状菌株ごとのゲノム配列の違いが表現型に⼤きく反映されてしまうため、ウイルスごとの
宿主への影響を現段階で推測することは困難であると判断した。 

Host accession Hostʼs isolation source Virus name Virus 
abbreviation

IFM 65242 ⼼臓中隔@⽇本 Aspergillus flavus partitivirus1 P

IFM 65241 ⼼臓中隔@⽇本 Aspergillus flavus partitivirus1 P

IFM 64473 気管⽀肺胞@⽇本 Aspergillus flavus deltaflexivirus1 dF

IFM 63847 結膜のう@⽇本
Aspergillus flavus partitivirus1 P

Aspergillus flavus polymycovirus1 Pm

IFM 63449g ⽖@⽇本 Aspergillus flavus narnavirus1 N

IFM 63449w ⽖@⽇本 Aspergillus flavus narnavirus1 N

IFM 61879 頭部(死体) @⽇本 Aspergillus flavus vivivirus1 V

IFM 61226 ⼼臓中隔@⽇本 Aspergillus flavus partitivirus1 P

IFM 49866 ⽶@ベトナム Aspergillus flavus virga like virus VL

表 1 ウイルス保有株



 
(3)ウイルス再導⼊ 
ウイルスごとの特徴をつかむ

には、同⼀の菌株に対してウイ
ルスの導⼊を⾏い⽐較する必
要があると考えた。そこで、ウ
イルスフリーの株に対してウ
イルス保持株からウイルスを
転移させ、ウイルス再導⼊株を
作出した (図 2下)。作成したウ
イルス再導⼊株の表現型や遺
伝⼦発現を解析することで、宿
主ゲノムの違いに影響される
ことなくウイルス種間の特徴
を⽐較することができる。 
2 つの菌株 Ha (IFM 65241), 
Hb (IFM 65242) は同⼀種のウ
イルス Va, Vb にそれぞれ感染
している。Va と Vbは全体で 10k ほどあるゲノムのうち 3塩基しか相違がない、⾮常に似たウ
イルスである。ウイルスフリー化したHa株およびHb株に対して Va あるいは Vbを導⼊した、
ウイルス再導⼊株を作出した。 
 

(4)ウイルス再導⼊株の表現型解析/遺伝⼦発現解析 
HaVa株、HaVb株、HbVa株、HbVb株の 4種のウイルス再導⼊株と、親株であるウイルスフ
リーのHa株およびHb株について遺伝⼦発現を解析し、主成分分析を⾏った (図 4A)。それぞ
れ 3 株ずつあるウイルス再導⼊株は⽐較的近位に位置しており、異なるウイルスを持った株や
親株となるウイルスフリー株とは別個のクラスターを形成していることがわかった。各ウイル
ス再導⼊株について、親株であるウイルスフリー株での遺伝⼦発現と⽐較することで DEGs を
抽出した (図 4B)。宿主表現型はいずれの株でもウイルス感染による影響が観察されなかったに
もかかわらず、数百単位の遺伝⼦の発現が変動していた。また、それぞれの DEGs で共通して
いる遺伝⼦を抽出しベン図に⽰した (図 4C)。同⼀の宿主菌株であってもウイルス株によって引
き起こされる遺伝⼦発現変動は多くが異なっていること、また同⼀のウイルス株であっても宿
主菌株に対して引き起こす遺伝⼦発現変動はほとんど⼀致しないことが明らかになった。これ
はウイルスが宿主に与える影響は⾮常に⾼い宿主特異性のもとに成り⽴っていることを⽰唆し
ている。 

図3 ウイルス感染株とウイルスフリー株の遺伝⼦発現⽐較
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本研究の結果、マイコウイルスは⽬に⾒えるような表現型がないものであっても宿主の細胞活
動に多⼤な影響を与えていること、マイコウイルスと宿主⽷状菌の関係性は⾮常に特異性が⾼
いことがわかり、マイコウイルスが宿主に与える影響は⼀概にまとめられるものではないこと
が明らかになった。これは、マイコウイルスとの組み合わせによって宿主⽷状菌に無限の発現バ
リエーションを与えられる可能性を秘めていることを⽰唆している。マイコウイルスの存在を
認識することが容易になってきた昨今、培養条件を変えるような感覚で、マイコウイルスによっ
て⽷状菌の特性を左右させるような技術への⾜がかりを提⽰できたことが本研究の最⼤の成果
である。 
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