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研究成果の概要（和文）：本研究では、「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。その結果、予想しなかった大きな成果が得られた。AGOを必要としないウイルス防御、AGOは本来細胞レベ
ルウイルス防御に関わるRNAiの鍵因子であるが、RNAiに対して抑制的に働くAGOの発見、ウイルスのパターン認
識からRNAi誘導に関与する宿主因子探索のスクリーニング系の構築等、の成果は抗ウイルスRNAiのパラダイムシ
フトをもたらす可能性が非常に高い。上記の成果は、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) as the 
antiviral innate defense against fungal viruses in plant pathogenic filamentous fungi. Consequently,
 a great progress has been made, leading to breakthroughs: 1) Discovery of RNAi mediated antiviral 
defense that requires Dicer but not AGO in Cryphonectria parasitica, 2) Detection of inhibitory 
effects on RNA silencing activities against RNA and DNA viruses, and transgenes in Pyricularia 
oryzae, 3) Development of a screening protocol for host factors required for virus perception 
through transcription induction of key genes of RNAi upon virus infection in C. parasitica, 4) 
Identification of the SAGA complex as a transcriptional regulator of fungal RNA silencing. These 
findings will bring about a paradigm shift in RNAi. Fungi are now established as the third position 
next to animals and plants in antiviral defense research. Note that most of the obtained data were 
published in international, high-quality journals. 

研究分野：植物病理学
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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)、あるいはあり
得ないとされていた非レトロ RNA ウイルス
由来 DNA の核ゲノムへのインテグレーショ
ン (ウイルス化石配列 )の発見 (Chiba et al., 
PLoS Pathog 2011; Kondo et al., 2013a)により、
「菌類における新たなウイルス・宿主鬩ぎ合
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(Spanu, Ann Rev Phytopathol 2012)。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
機構としての側面は、一部の子のう菌（ク

リ胴枯病菌を含む２種）で証明されている
にすぎない(Segers et al., PNAS 2007)。一般
的な RNAiでは、ウイルス由来の dsRNAが
Dicerにより siRNAへ分解後、RISC複合体
の Argonaute に取り込まれ、標的の分解が
行われる（図１）。一方、ウイルスは RNAi
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
同様に一部の菌類 RNA ウイルスでもその
存在が証明されている（Hammond et al., 
Eukaryot Cell 2007）。これらの防御反応は、
現在注目されているマイコウイルスを利用
した植物病原糸状菌の生物防除「ヴァイロ
コントール」(Ghabrial & Suzuki, 2009 Ann 
Rev Phytopathol) や今後の微生物学的な有
効利用の成否を決定する重要な因子でもあ
る。 
 
２．研究の目的	

	

菌類ウイルスに対する RNAi免疫機構の研
究は、一部の菌・ウイルス系に限定されるた
め、得られた成果が他の宿主菌・ウイルスで
一般化できるか検証が必要である。また、先
行する植物や動物のウイルス免疫機構との
間には以下のような大きな相違が推定され
る。①子のう菌では、他の高等真核生物の
RNAi機構では報告のない「菌類ウイルス（ハ
イポウイルス）よる RNAi経路のユニークな
活性化機構の存在」が示唆されている（Sun et 
al., PNAS 2009）。②その一方で、ハイポウイ
ルスの RNAi 抑制蛋白質 p29（菌類ウイルス
で唯一の報告）は「この RNAi機構の活性化
をブロック」する能力を持つ（Sun et al., 2009）。
これらから、動物・植物ウイルスでは知られ
ていない「RNAi 機構を取り巻く新奇のウイ
ルス・宿主相互作用の存在」が強く示唆され
るが、この RNAi誘導や抑制の作用機構は不
明である。③宿主菌の RNAiに関与するコア
因子の数（パラログ数）は他の生物種と大き
く異り（後述）、既知生物種で知られている
「パラログ間での機能重複・分担機構の関
係」も不明である。そもそも、抗ウイルス機
構に他の真核生物のような「RNA-依存 RNA
合成酵素の役割（RNAi シグナルの増強な

 
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 

 
図 2.マイコウイルス感染による RNAiコア遺伝子の発
現誘導。変異株(No2)では誘導能が低下。 



ど）」が存在するかわかっていない。④ウイ
ルス側では、「核内で複製する DNAウイルス
に対して RNAiが機能するか」、そして「DNA
ウイルス側の反撃機構の有無」も未解明であ
る。⑤近年、内在化した非レトロウイルス配
列(化石配列)が次々と報告されているが、そ
の生物学的な存在意義は不明である。「菌類
のウイルス化石配列(その発現)が RNAi によ
る抗ウイルス機構に関与する」かは興味深い。
本研究では、上記設問に答え、「マイコウイ
ルス／宿主菌の新奇せめぎ合い（宿主 RNAi
防御機構とウイルスの反撃）」の理解により
ウイルス防御反応研究の第 3極を目指し、さ
らにそれらの植物病理学への応用・展開を図
る。 
 
３．研究の方法	
	
以下の計画 A-Cにより、菌類ウイルスに対す
る RNAiによるマイコ・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。A．「RNA ウイルス／宿主菌の新
奇せめぎ合い（宿主 RNAi防御機構およびウ
イルスの反撃）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、ウイルスによる宿主の RNAi抑制機構
など菌類ウイルスのユニークネスを理解し、
RNAiが感染ウイルスに及ぼす影響（宿主域、
組換え）を調べる。B. DNA を介したウイル
ス防御反応の解明	 最近見つかった菌類
DNAウイルスに対する防御機構、染色体内在
化ウイルス配列(RNA あるいは DNA ウイル
ス由来)の防御反応での機能を探る。C. 「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(図４参
照)。 
	 	 上記課題の遂行のため、主に２種の病原
糸 状 菌 、 ク リ 胴 枯 病 菌 (Cryphonectria 
parasitica)（中課題 A, B, C）とコムギ由来い
もち病菌(Pyricularia oryzae) （中課題 A, B）
を用いた。一般的ウイルス精製法、クリ胴枯
病菌の培養、形質転換、粒子トランスフェク
ション、遺伝子破壊、は鈴木(ウイルス, 2014)
によって報告されている手法に準じた。一方、
いもち病菌のそれらは、Nguyen ら (Mol 
Microbiol, 2011)に記載されている方法に従っ
た。 
 
４．研究成果	
 
A.「宿主菌によるウイルス(分子パターン)認識、
防御機構および宿主ウイル ス防御への反撃
機構の解明」A1 菌類RNAi関連遺伝子のウイ
ルス応答性とその機構解明  申請者らの一連
の研究で、各種RNAウイルス(dsRNAあるいは
ssRNAウイルス)の感染に対し、クリ胴枯病菌

の「RNAiコア因子(dcl2, agl2)」の遺伝子発現
が転写レベルで数十倍上昇することが確認し
た（図２, ３）(e.g., Chiba et al., JV1, 2013a & b; 
Chiba & Suzuki, PNAS, 2015; Virus Res, 2016) 。 
A2 子のう菌RNAiにおけるウイルス(分子パ
ターン)認識機構 認識機構の解明は以下のア
プローチで進めた。まず、1で同定したプロモ
ータ領域(コード領域約2 kbp)にGFP遺伝子を
連結し形質転換した系統を作成した（図４）。 

次に、変異原となるネオマイシンカセットを
ランダム挿入し、レポーターGFPの蛍光が弱
くなる変異株を探索した。この系では、ウイ
ルス分子パターンの認識からRNAiウイルス
誘導に関与する宿主因子の同定が可能である。
この系を利用し、真核生物に広く保存されて
いるSAGA複合体（転写アクティベーター）
がRNAi誘導に必須であることを初めて明か
にした(Andika et al., PNAS, 2017) ()。さらに、

この誘導にはDCL2とAGL2がポジティブフィ
ードバックプレーヤーとして機能することも
明かにした。また、AGL2の要求性はウイルス

 
図 3. マイコウイルス感染によるRNAi鍵遺伝子の発
現誘導 (Chiba & Suzuki, PNAS 2015) 

 
図 4. RNAi鍵因子の転写誘導に関わる宿主因子の大
規模スクリーニング法 



により異なることも証明した。これらは他の
真核生物への波及効果が極めて大きい成果と
なった。この結果は、ウイルスの防御にSAGA
が関与することを明かにした最初の論文であ
る。 
A3 RNAi抑制蛋白質の同定法の開発と網羅的
探索と作用点の解明 菌類で機能するRNAi抑
制蛋白質の汎用同定法は開発されていない。
そこで、薬剤(ハイグロマイシ ン)耐性遺伝子
を発現した子のう菌(イネいもち病菌)を用い、
その薬剤耐性遺伝子のサイレンシングをヘア
ピンRNAもしくはレトロトランスポゾン（メ
タウイルスの一種MAGGY）を用いて誘導し
た「サイレンシング発動株」を作成する。こ
の株に候補遺伝子をさらに導入することによ
り、その遺伝子がウイルス感染あるいはRNAi
を抑制するのか、薬剤耐性をマーカーとして
アッセイできる系となっており、この実験系
の開発に成功した(Nguyen et al., 投稿中)。 
A5 自然免疫としての RNAi のマイコウイル
ス感染における意義の解明に向けて取り組
んだ。RNAi 欠損株と野生型菌に Rosellinia 
necatrix victorivirus 1, Rosellinia necatrix 
megabirnavirus 1を導入し、それらの挙動を両
株間で比較した。RnVV1については、他のウ
イルスあるいは dsRNA で発現誘導される
dcl2により著しく複製が阻害されることが明
らかとなった(Chiba & Suzuki, PNAS, 2015)。
また、Rosellinia necatrix victorivirus 1の抑制に
AGO が必要で無いことを強く示唆するデー
タも得られた。これらは、RNAi が実験宿主
でも様々なウイルスに対し、防御機構として
作用することさらに、それらの宿主域の限定
要因となり得ることを示す。RNAi機構のマ

イコウイルス感染で「ゲノム再編成の誘導
によるウイルス弱体化」 (Tanaka et al., 
Frontier Virol 2012) に関与することが示唆
されていた。クリ胴枯病菌の RNAi コア因
子欠失変異株を作成したもの (Δrdr-1) あ
るいは分譲株 (Δdcl-2, Δagl-2) を実験宿主
とする。各種の菌類ウイルスを粒子トラン
スフェクション法、異種菌間プロトフージ
ョン法 (Kondo et al., 2013)によりクリ胴枯

病菌変異株へ導入し、ゲノム再編成を調べ
た。その結果、MyRV1の変異株が dcl2、agl2
破壊株で高頻度で再編成を誘導することが
示された（Eusebio-Cope & Suzuki, NAR, 
2015）。この結果は、RNAiがゲノムの安定
維持に貢献している可能性を示唆する。。 
	
A6	 RNAi シグナルは菌細胞間移行するか？
菌類では、RNAi が全身的に広がらないことが
Shimizuら(FGB,	2015)により報告されたので、
強く推進しなかった。	
 
B. 「DNAを介したウイルス防御反応の解明」
を遂行した。 
B4 DNAウイルスと宿主 RNAiを介したせめ
ぎ合い。 	 最近、植物(ジェミニウイルス)、
動物 DNA ウイルス(サーコウイルス)に類似
した ssDNAウイルス(CasCV, SsHADV-1)（現
在は新しい科 Genomoviridae に分類されてい
る）が菌類から見つかった。SsHADV1 がク
リ胴枯病菌で複製可能かどうかさらに検討
したが、結果は陰性であった。 
一方、いもち病菌においては、SsHADV1

の複製酵素と有意に相同性のある配列が
RNA-seq解析の過程で発見された。現在の所、
感染性のあるクローンは得られていないが、
PCRを用いて野外分離株を 200株ほどスクリ
ーニングした結果、陽性シグナルが数株から
得られている。現在、これらの株に存在する
ウイルス様配列の詳細を調査している。 
また、コムギいもち病菌で、レトロトラン

スポゾン MAGGY(メタウイルス科に属する
DNA ウイルスの一種)のサイレンシングに
AGO1と AGO2が協調的に関与すること、ま
た、驚いたことに AGO3はレトロトランスポ
ジションを促進することを明かにした
(Nguyen et al., 投稿中)。これら AGO蛋白質の
役割は、トランスジーンサイレンシングある
いは抗 RNA ウイルス RNAi でも同様であっ
た。特に、Ourmia-様のウイルス(Pyrycularia 
oryzae ourmia-like virus)の蓄積量が ago3破壊
株で 1000倍以上低下した。AOG3がどのよう
に RNAiを抑制するのか、あるいはレトロト
ランスポジション、RNAウイルスの複製を促
進するかは、現在の所、不明であり解析を進
めている。 
 
以上のように、一部当初予定していた課題
(C8)の遂行が遅延したが、予想しなかった大
きな成果が得られた。AGOを必要としないウイ
ルス防御、AGOは本来細胞レベルウイルス防
御に関わるRNAiの鍵因子であるが、RNAiに
対して抑制的に働くAGOの発見、ウイルスの
パターン認識からRNAi誘導に関与する宿主
因子探索のスクリーニング系の構築等、の成
果は抗ウイルスRNAiのパラダイムシフトを
もたらす可能性が非常に高い。上記の成果は、
下記の論文として、一流専門誌あるいは一般
誌に公表することができた。 
		ここに、科研費を支援して頂いたことに改

 
図 5. 抗ウイルス RNAi 誘導機構のモデル(Andika et 
al., PNAS, 2017) 
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