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研究成果の概要（和文）：マイタケより2種のParititivirus (GfPV1)とRNA Virus (GfRV1)を同定するに至っ
た。GfPV1は外被タンパク質と逆転写酵素を持つ。超遠心分離法によってウイルス粒子の確認を行い、Grifola 
flondosaにおいて新規のParititivirusであることを同定することができた。一方で、GfRV1は外被タンパク質を
持たないcapcidlessウイルスでると推定した。両ウイルスは宿主であるマイタケに対しては顕著な表現型を与え
ないが、細胞周期阻害剤や低温培養においてウイルス存在によって生育に影響を与えることが判明し、マイクロ
アレイによる発現解析へと進めている。

研究成果の概要（英文）：We isolated two mycoviruses from Grifola flondosa (MAITAKE),　and finally 
identified two viruses as Parititivirus (GfPV1) and RNA Virus (GfRV1). GfPV1 has a capcid protein 
gene and RdRp protein. And we successfully to purified virions with high centrifugation method and 
with its sequences, finally we identified as new type of Parititivirus in Grifola flondosa. On the 
other hand, GfRV1 possibly has no coat proteins, thus tentatively we identified as capcidless virus.
 Both of them behave as no phenotypic effects as host of the G. flondosa, but treated with cell 
cycle arrest chemical and low temperature harvest influence its growth. And we created virus free 
hosts and re-infectious each viruses respectively hosts, thus we are now start to analysis of virus 
positive vs. virus free hosts gene expression analysis as a microarray. This results will be future 
study.   

研究分野：菌類ウイルス
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１．研究開始当初の背景 
 食用キノコの多くはゲノム解析がなされ
ておらず、機能性、栽培、品種改良などの
科学的な視点での開発研究が遅れていた。
そこでマイタケの全ゲノム解読とともに、
トランスクリプトームデータを取得し、マ
ッピングによって全遺伝子数の特定作業を
行った。その結果、約 16500の遺伝子を特
定することができた一方で、約 800のゲノ
ムにマッピングされないトランスクリプト
ーム断片が出現した。これらのアンマップ
断片が mRNA 精製時のコンタミネーション
によるものなのかを疑ったが、マイタケ以
外の外来生物の遺伝子ではないことが確認
できたため、内在性の遺伝子断片であるこ
とを想定し、短い断片を用いたブラスト解
析を実施したところ、2種のウイルスの RNA
断片であることを特定した。すなわち、ゲ
ノム解析とトランスクリプトーム解析に用
いたマイタケ株には 2種のウイルスが内在
していたこととなった。 
 
２．研究の目的 
 真核生物には共生という形で多数のウ

イルスが存在する。ウイルス感染が宿主に
対して病徴としての影響を与える場合もあ
れば、無病徴感染し宿主に対して影響を与
えない場合もあるが、どちらの場合も宿主
本来の生育にとってはウイルスフリーな状
態が良い。 
我々は、これまでのゲノム解析、トラン

スクリプトーム解析から以下のことを明ら
かとしている。食用マイタケの全ゲノム配
列決定とその mRNAの網羅的配列決定を行
い、ゲノムへのマッピング作業を行うと、
コンタミネーションによる配列断片とは異
なる、マッピングされない多数の断片が存
在することを見出し、その配列断片より２
種の新規ウイルスの特定を行っている。外
被タンパク質を有するものと、裸の RNAと
して存在するウイルスである。これらの発
見経緯から、「ウイルス粒子を持たないウイ
ルス（ウイロイド様ウイルス）は多数存在
するが見過ごされている」と判断した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．マイタケ菌糸体および子実体の形

態 
 

３．研究の方法  
(1) 実験試料 PDA培地で約15日間培養し
た、マイタケ M51株由来の変異株（Gf-A1）
菌糸体（図 1.）を実験試料とした。 
 
(2) RNA 抽 出 は RNAzol®RT Reagent
（Molecular Research Center, Inc）を用い
て行った。 
 
(3) 配列末端領域の同定（RACE法） 

 SMARTerTM RACE cDNA Amplification Kit
（Clontech）を用い、抽出した Total RNAを
鋳型に cDNA を合成、RACE 法を行い、配列
末端を同定してGfPV1及び GfRVの全長配列
を決定した。 
(iV) 2 種ウイルスの対峙培養による

GfPV1・GfOLV再感染株の作出 
GfPV1 単独感染株または GfRV 単独感染株

と正常株   （Gf－N2）由来ウイルスフリー
株を対峙培養して、両株の菌糸を接触させ、
ウイルスフリー株側にウイルスが感染する
のかを調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 全長配列の決定および配列の相同性解
析 
マイタケ正常株菌糸体（Gf-N2）を部分精

製し、核酸を抽出したところ、約 2.3 kbp
の dsRNAのバンドを確認した（図 2）。 
partitiivrus RdRp の配列を用いた分子系
統解析により、GfPV1 は菌類 partitivirus
Ⅰ（betapartitivirus）と同一のクレード
を形成することが判明した（図 3）。 
 
 

                
  
 
 
 
 

図 2．1.2%アガロースゲル電気泳動 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．GfPV1および既知の partitivirusの

分子系統樹 
各ウイルスの RdRp アミノ酸配列のマル
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チプルアライメントを基にして、最尤法に
より作成した。 
 
(2）GfPV1ウイルス粒子の観察 
GfPV1 の形態学的な特徴や粒子サイズは

partitiviurs 科（partitiviridae）のウイ
ルスと類似していることが判明した 
（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
図 5．GfPV1ウイルス粒子 
A：GfPV1ウイルス粒子 
図 4 GfRV1ウイルス粒子 
 
(3) GfRVウイルス RNAの末端領域の配列を
同定するため、ourmiavirus 様配列の断片
（305 bp）をもとに RACE 法を行い、全長を
決定した(図 5)。最尤法による分子系統解
析（図 6）から GfRVは植物 RNAウイルスで
ある ourumiavirus（粒子を持つ）に最も近
縁で、Capsid Protein (CP)を持たない 酵
母の narnavirus や菌類のミトコンドリア
に存在する mitovirus に比較的近縁であっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6. GfRVおよび既知ウイルスの分子系

統樹 
以上のことから、GfPV1 はウイルス粒子

の精製により約 40 nm の球状粒子が観察さ
れ、形態学的特徴が判明し、また、粒子に
包含される dsRNA 解析でウイルスゲノム全
塩基配列を決定した。 
 
マ イ タ ケ か ら 発 見 さ れ た GfRV は
ourmiavirus に最近縁のウイルスであるこ
とが推測された。 
 
(4)  2 種ウイルスの対峙培養による
GfPV1・GfOLV再感染株の作出 
 
（1）方 法 

① 実験試料 
ウイルスドナー側は GfPV1 感染株組換え

体（＋hph）、 GfOLV感染株組換え体（＋
hph）を、レシピエント側はウイルスフリー
株を用いた。 
（ⅰ）対峙培養（図７） 
ウイルス感染株（GfPV1単独感染株、GfOLV
単独感染株）とウイルスフリー株を 2cm の
距離をおいて PDA培地に植菌し、25度、暗
所で対峙培養した（図７）。 
（ⅱ）ウイルスチェック 

 培養した分離株を用いて GfPV1 および
GfOLV の遺伝子発現をリアルタイム RT-PCR
法にて検出した。 
② 結 果 
 図８ A,Bより、GfPV1単独感染株と GfOLV
単独感染株をウイルスフリー株と対峙培養
した結果、ウイルスフリー株側から GfPV1
または GfOLV の遺伝子発現が認められる株
が存在した。 
③ 考 察 
 マイタケから発見された GfPV1 および
GfOLV はレシピエント側への移行が確認さ
れ、GfPV1および GfOLVの再感染株作出（ウ
イルス感染性の証明）に成功した。 
また、表 1 から、GfOLV 再感染株におい

て分離株のうち半数の 8株（50%）で GfOLV
ドナー側と同等のウイルス遺伝子発現を示
したが、GfPV1 再感染株では 1 株（6%）の
みの結果となった。 

 
 
 
 
 
 
 
図７. 対峙培養 
 
表 1. GfPV1および GfOLVの再感染株取得 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８.リアルタイム RT-PCRによるウイルス

遺伝子発現の測定 
A：GfPV1感染分離株および GfPV1単独感染

株測定結果 
 B：GfOLV感染分離株および GfOLV単独感

染株測定結果 
 

以上から、マイタケから発見された
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ourmiavirus 様ウイルス（GfRV）はゲノム
末端の配列解析により全長が決定され、さ
らに、分子系統解析から植物に感染する
ourmiavirus に最も近縁であることが判明
した。しかし、既に述べたように、植物に
感染する ourmiavirus は桿状粒子を持つ分
節ウイルス型のウイルスで、GfRV（現段階
では粒子を形成しないと推定）とは明らか
に異なる。さらに、GfRV は RdRp のゲノム
RNAの他に分節は見つかっていない。また、
転写物解析で発見された経緯から、ゲノム
末端のポリ A 配列が存在するか否かは興味
が持たれ､現在解析中である。もし GfRV が
ポリA配列を有する場合は mitovirus同様､
菌類ウイルスのゲノム構造（3’末端配列）
の多様性を示す興味深い事例となる。 
GfPV1は対峙培養試験により感染性を示し
たことから、ウイルス粒子を持つマイタケ
に存在する新規 partitivirus種（植物・菌
類２本鎖 RNAウイルス）であると断定した。 
 
(5) GfPV1単独感染株とウイルスフリー株
のシクロヘキシミド添加培地での菌糸伸長
の比較 1）シクロヘキシミド添加培地にお
ける GfPV1 単独感染株およびウイルスフリ
ー株の菌糸伸長比較 
GfPV1 単独感染株がシクロヘキシミドに

対して耐性を示すと推測されたため、再度
実験を行い、菌糸伸長速度およびコロニー
形態の観察を行った。 
①方法 
（i） 供試菌株およぼ方法 
マイタケウイルスフリー株 (Gf-VF), 
GfPV1 再感染株 (Gf-VF(Pv))を実験に供試
した。 
（ii）シクロヘキシミド添加培地における菌
糸伸長測定 
PDA培地にシクロヘキシミドを添加した培
地（0.0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 2.5, 
5.0, 7.5, 10.0 µg/mg）を調製し、GfPV1
単独感染株およびウイルスフリー株のディ
スク(φ約 5 mm)を植菌し、25℃・暗黒下で
培養し、培養 1 日目のコロニー直径測定後
は 2日毎に測定した。(n=3) 
（ⅲ）シクロヘキシミド添加培地における各
株コロニー形態の観察 
（ⅱ）で実施した菌糸伸長測定に合わせて
コロニー形態の観察を行った。 
② 結 果 
GfPV1単独感染株およびウイルスフリー株
を各濃度のシクロヘキシミド添加培地へ植
菌し、25℃にて培養、菌糸伸長の測定およ
びコロニー形態の観察を行った。 
図 9.にシクロヘキシミド添加培地におけ
る各株のコロニー形態、図 2.にシクロヘキ
シミド添加培地における菌糸伸長速度を示
す。シクロヘキシミド濃度が高いほどコロ
ニー形態は小さくなる傾向であり、菌糸伸
長速度も遅くなる傾向であった。菌糸伸長
測定ではどの濃度でもウイルスフリー株よ
り GfPV1 単独感染株の伸長速度が速い傾向
を示したが、ほとんどの添加濃度において、
有意な差は見られなかった。しかし、シク
ロヘキシミド濃度 2.5 µg/mL～5.0 µg/mLの
培地で GfPV1 単独感染株の菌糸伸長速度が
ウイルスフリー株よりも有意に早かった。 

 考 察 
 シクロヘキシミド添加培地における
GfPV1 単独感染株とウイルスフリー株の菌
糸伸長速度およびコロニー形態を観察した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
図９. シクロヘキシミド添加濃度 2.5 
µg/mL培地で、Gf-VF(Pv)が Gf-VFよりもコ
ロニー形態が大きくなる傾向を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図⒑. シクロヘキシミド添加培地におけ

る菌糸伸長速度 
 
コロニー形態および菌糸伸長速度はシクロ
ヘキシミド濃度依存的に形態の縮小、伸長
速度の遅延が起こった。昨年度の報告 8)で
はシクロヘキシミド濃度が高い 5 µg/mL～
10 µg/mLで GfPV1単独感染株とウイルスフ
リー株の菌糸伸長とコロニー形態に明確な 
差が認められたが、今回、昨年度と同様の
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実験を行った場合では 2.5 µg/mL 添加培地
において、GfPV1 単独感染株の伸長がウイ
ルスフリー株と比較して有意に伸長し、シ
クロヘキシミド濃度 2.5 µg/mL の培地では
微弱ではあるが、シクロヘキシミドへの耐
性が示された。マイタケのタンパク質合成
阻害機構に対して GfPV1 が何らかの耐性を
示していると考えらえるが、実施回により
ばらつきがあるため、シクロヘキシミド添
加濃度 2.5 µg/mL 前後における実験条件の
適正化が必要であり、今後検討を要する。 
 以上の解析を元に、現在はシクロヘキシ
ミドおよび低温下でのウイルス感染・非感
染株を用いた、マイタケの内在遺伝子群の
網羅的発現解析をすすめ、形体や機能に及
ぼす影響を遺伝子レベルで解明を目指して
いる。 
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