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研究成果の概要（和文）：白紋羽病菌は果樹類の根を腐敗させる病原糸状菌である。本菌の病原性機構を明らか
にするため、病原力を低下させるメガビルナウイルスの感染により発現が変動する遺伝子群の特徴付けと機能解
析を行った。発現が変動する10遺伝子の発現抑制株、あるいは過剰発現株を作出したが病原力との明確な相関は
認められなかった。メラニン合成酵素遺伝子については、土壌中での白紋羽病菌の長期生存に寄与していること
が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Rosellinia necatrix is the causal fungus of white root rot disease of fruit 
trees. To elucidate the molecular mechanisms underlying the pathogenicity of this fungus, the 
debilitated W97 strain infected with Rosellinia necatrix megabirnavirus 1 (RnMBV1) underwent a 
comprehensive transcriptional analysis. Among the differentially expressed genes, 10 were 
functionally analyzed based on RNAi-mediated gene silencing or overexpression. None of the genes 
affected the virulence of R. necatrix, but the melanin biosynthesistic gene contributed to the 
long-time survival of this fungus in soil via morphogenesis. 

研究分野：植物保護科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 白紋羽病は根を腐敗させる土壌病害で、
400種を超える広い宿主範囲が報告されてい
る。胞子で感染する菌とは異なり、菌糸塊が
強い腐性能力により感染するとともに、土壌
中に長期に残存する。本菌とその近縁種は日
本の果樹のみならず、スペインのアボカド、
南米のコーヒーやカカオなどで甚大な被害
をもたらしているが、その発病メカニズムに
ついてはほとんど何も分かっていない。   
近年の急速な次世代シーケンサー技術の
発展により、非モデル生物においてもゲノム
情報を利用した研究展開が可能となった。白
紋羽病菌においては、我々のグループにより、
白紋羽病菌 W97 株のゲノム DNA をロシュ
454で解析したドラフトゲノムを得ていた。 
 
(2) 白紋羽病菌からは多くのウイルスが検
出されており、そのうち 5 科 10 種のウイル
スが全長配列の解読などにより同定されて
いた。多くの場合、ウイルス感染による白紋
羽病菌への影響は認められないが、レオウイ
ルス (RnMyRV3)、メガビルナウイルス
(RnMBV1) は白紋羽病菌の病原力を低下さ
せることが明らかとなっていた。またマイコ
ウイルスは人工接種が困難である例が多く
研究の隘路となっていたが、RnMyRV3 や
RnMBV1などいくつかのウイルスについて、
白紋羽病菌における人工接種系の開発に成
功していた。そのため、白紋羽病菌はウイル
スと宿主菌の相互作用を解析できる可能性
が示されていた(Kondo et al. (2013) Adv 
Virus Res 86:177-214)。 

 
２．研究の目的 
 マイコウイルスを菌の病原力低下ツール
として利用し、ウイルス感染により変動する
白紋羽病菌の遺伝子を解析することで、白紋
羽病菌の病原性機構を遺伝子レベルで解明
する。 
 
(1) 白紋羽病菌において網羅的に遺伝子の
発現変動解析を行うため、これまでに得られ
た白紋羽病菌のゲノム情報の更なる整備を
する。 
 
(2) RnMBV1 を感染させた白紋羽病菌の
RNA-seq によるトランスクリプトーム解析
を行い、ゲノムワイドな遺伝子の発現変動を
明らかにする。 
 また、ウイルス感染応答的な遺伝子群から
病原力低下に相関して発現変動する遺伝子
を抽出する。 
 
(3) RNAi 法または遺伝子破壊などの逆遺伝
学的手法による遺伝子機能解析系の効率化
を行う。 
 
(4）ウイルス感染により発現が変動する遺伝
子群を逆遺伝学的手法により機能解析する。 

３．研究の方法 
(1) ゲノム情報の整備 
ロシュ 454 で得られたリードに加えて、
Hiseq, PacBio による配列解析の結果を加え
てアッセンブリし、Scaffold を得た。イルミ
ナ HiSeq で得られた mRNA 情報と統合し、
AUGUSTUS と CodingQuarry ver.1.3 を用いて
遺伝子の予測を行うとともにBlastによる相
同性検索結果による推定される機能アノテ
ーションを行い、ゲノム情報を整備した。 
 
(2) 遺伝子発現解析 
 ウイルス非感染株、ウイルス感染株から抽
出した mRNA の配列を Hiseq で解析した。CLC 
Genomic Workbench を用いてウイルス感染に
より発現が４倍以上変動する遺伝子群を抽
出し、Blast2GO により Gene Ontology 解析を
行った。 
 また、着目する遺伝子については、リアル
タイム PCR によりウイルス感染株、非感染株
における遺伝子の発現量を比較した。 
 
(3) RNAi による白紋羽病菌の遺伝子解析 
遺伝子発現解析において、ウイルス感染株
で発現量が変動するレクチン遺伝子、機能未
知遺伝子および転写調節因子などを対象に、
RNAi 法により対象遺伝子の発現抑制株を作
出し、菌糸生育や病原力などの表現型を解析
した。 
 
(4) ウイルス感染により産生するスモール
RNA(vsRNA)の解析 
マイコウイルスが RNAi の標的となるか調
べるため、RnMBV1 などのマイコウイルス感染
株 に お け る ウ イ ル ス 由 来 ス モ ー ル
RNA(vsRNA)の次世代シーケンス解析を行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1) 白紋羽病菌におけるゲノム情報の整備 
 得られた配列をアッセンブリした結果、
1209個のコンティグを含む239個のスキャフ
ォールドとなった。ゲノム全長は 44.3 Mb、
タンパク質をコードしている推定遺伝子数
は 12,444 であった。得られたゲノム情報は、
DDBJ/EMBL/Genbank にて公開した。 
 
(2) RnMBV1感染白紋羽病菌のトランスクリプ
トーム解析 
 白紋羽病菌 W97 株および RnMBV1 感染 W97
菌株の mRNA を Hiseq により解析した。白紋
羽病菌遺伝子 12,444 のうちウイルス感染に
より4倍以上発現が変動した遺伝子は、1,160
個であった。 
 発現変動遺伝子の Gene Ontology 解析を行
ったところ、とくに代謝経路に関与する遺伝
子の発現変動が示され、細胞壁分解酵素やサ
イトカラシン合成酵素遺伝子などの細胞外
分泌タンパク質などの遺伝子も含まれてお
り、これら遺伝子の病原性への関与が示唆さ



れた。 
 
(3) 白紋羽病菌における RNAi シグナルの伝
達 
 これまでに構築したヘアピン型RNAiベクタ
ーによる遺伝子の機能解析系に加えて、
transitive RNA、あるいは遺伝子破壊を利用
した遺伝子解析系の構築を試みたが、効率的
な系の確立には至らなかった。しかしながら
その過程で、自立増殖型ベクタ―を用いた
RNAi 実験により、モデル生物である
Caenorhabditis elegans や Arabidopsis 
thaliana とは異なり、局所的に誘導された白
紋羽病菌の RNAi シグナルはコロニー全体に
は広がらないという興味深い現象が明らか
となった（Shimizu et al. 2015）。  
  
(4) ウイルス感染により発現が変動する遺
伝子の機能解析 
① メラニン合成酵素遺伝子 
 白紋羽病菌は RnMBV1 の感染により病原力
が低下するのみならず、コロニーのメラニン
化が抑制された。また RnMBV1 ゲノムのリア
レンジメントウイルス株は、野生型 RnMBV1
と比較して白紋羽病菌感染による病原力、お
よびメラニン化ともに低下効果が下がって
いた（Kanematsu et al. 2014）。 
 そこで、白紋羽病菌のメラニンの機能を解
析するため、メラニン生合成遺伝子ホモログ
である白紋羽病菌の RnPKS1 について、ヘア
ピン型ベクターを用いたRNAi株を作出した。 
 作出された RnPKS1 発現抑制株は、コロニ
ーのメラニン化は減少し、白色コロニーとな
った。リンゴマルバ苗への接種試験の結果、
発現抑制株は野生株と同等の病原力を維持
しており、RnPKS1 遺伝子は病原力に影響しな
かった。 
 一方、RnPKS1 発現抑制株は、疑似菌株の形
成が抑制され(図１)、土壌中における長期生
存能力が低下した(図２)。すなわち、白紋羽
病菌のメラニンは病原力には影響しないが、
土壌中における生存能力に関わることが明
らかとなった(Shimizu et al. 2014)。 
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図１．発現抑制株（KD1）による疑似菌核の
形成阻害 
＊リンゴ枝片で培養した VC（ベクターコント
ロール）株と、KD1 株（RnPKS1 発現抑制株）
を 2か月間土壌中に埋設し、疑似菌核の形成
状況を比較した。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
   VC        KD1 
図２．土壌中に 8か月埋設後の白紋羽病菌の
生存比較 
 
② 転写調節因子、レクチン遺伝子、機能未
知の遺伝子 
上述のトランスクリプトーム解析により
抽出された RnMBV1 感染により発現変動する
遺伝子について生育・病原性への関与を調べ
た。 
RnMBV1 感染により発現変動する転写因子
ホモログ 2種(cTF2(発現低下)、cTF8(発現上
昇)について、それぞれ発現抑制株あるいは
過剰発現株を作出したが、生育・病原力との
明確な関連は認められなかった。 
白紋羽病菌の病原性に関与すると推測さ
れるレクチン遺伝子(lec2)や、RnMBV1 感染に
より発現量が大きく低下する機能未知遺伝
子(C35、C67)について、発現抑制株を作出し
たが、生育・病原力との関連は認められなか
った。 
 
③ RNAi 関連遺伝子 
RNAi はウイルス感染に対する防御機構と
して働くことが知られている。白紋羽病菌に
おいて 5種のマイコウイルス（パルティティ
ウイルス(RnPV1)、クアドリウイルス(RnQV1)、
ビクトリウイルス(RnVV1)、レオウイルス
(RnMyRV3)、RnMBV1）について RNAi 関連遺伝
子(RnDCL-2、RnAGL-1、-2、RnRdRP-1、-2、
-3、-4)の発現変動をリアルタイム PCR によ
り相対的に比較解析したところ、白紋羽病菌
の生育・病原力を低下させる RnMBV1 や
RnMyRV3)の感染株では、ウイルスフリー株
(VF)や他 3 種のウイルス感染株と比べて
RnDCL-2、RnAGL-2、RnRdRP-1、-2 の発現量が
増大することが明らかとなった（図３）
（Yaegashi et al. 2016）。これらの遺伝子
の過剰発現株を作出したが生育に変化は認
められなかった。 

 
図３．ウイルス感染による RNAi 関連遺伝子
の発現変動比較 
＊各遺伝子の発現量はアクチン遺伝子の発
現量で標準化した。 



 
 (5)vsRNA の解析 
 上述の RNAi 関連遺伝子の発現解析結果か
ら、白紋羽病菌に感染するマイコウイルスは
RNAi を誘導することが示されたため、上述の
5種マイコウイルス感染株において、RNAi 誘
導の指標となるウイルス由来スモール
RNA(vsRNA)を次世代シーケンス解析した。そ
の結果、RNAi 関連遺伝子の発現量を上昇させ
る RnMyRV3 や RnMBV1 では vsRNA 蓄積量が高
いことが示された。また、RnMBV1 由来 vsRNA
は RNA誘導サイレンシング複合体(RISC)を活
性化させ、標的 RNA の分解を導くことを明ら
かにした（Yaegashi et al. 2016）。さらに、
RnMBV1 由来 vsRNA 発現株を作出したところ、
RnMBV1のゲノムセグメント2のvsRNAの蓄積
株で生育および病原力の低下が認められた。
この結果から、RnMBV1-vsRNA は白紋羽病菌の
生育・病原性に関連する遺伝子を発現抑制し
ている可能性が示唆された。 
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