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摘要 

菌類ウイルス(マイコウイルス)は糸状菌・酵母・栽培キノコなどに感染するウイルスであり、現在で

は菌界の広範囲の宿主から検出されている。それらのウイルスゲノムは 2 本鎖 RNA (double-stranded 

RNA; dsRNA)、1本鎖 RNA、 1本鎖 DNA をゲノムとして存在しており、その報告数は年々増加してい

る。かつては宿主菌に影響を与えない潜伏性ウイルスと考えられることも多かったが、近年報告数の増

加や解析技術が発展するにつれ宿主菌の形質にエピジェネティックな変化をもたらす細胞質因子とし

て注目されている。これまで多くの植物病原糸状菌や一部のヒト病原糸状菌において、宿主菌の病原力

と連動するマイコウイルスが見出されている。これらは、宿主菌/ウイルス間の相互作用研究の材料であ

ると同時に、宿主病原菌の生物的制御に応用できる可能性がある。とりわけ植物病原菌においてはマイ

コウイルスを利用した新たな防除技術の開発が期待されている。水稲生産上の重要病害であるイネいも

ち病の病原菌 Magnaporthe oryzaeにおいてもマイコウイルスが検出されている。本研究では、ベトナム

及び日本国内にて分離されたイネいもち病菌株に感染するクリソウイルス Magnaporthe oryzae 

chrysovirus (MoCV1)のウイルス学的・生化学的な性状解析を行なった。さらに、MoCV1感染がイネいも

ち病菌の病原性と密接に相関するメラニン生合成系に対して与えている影響について報告する。 

 まずベトナム分離株から検出された MoCV1-A と同一植物体上から分離されながらも、宿主菌に与え

る表現型の変化がより顕著な MoCV1-A-aに関して性状解析を行うとともに、MoCV1-A との宿主菌への

作用性の違いについて論じた。 

日本国内分離株では、Magnaporthe oryzae virus 2 (MoV2)や Magnaporthe oryzae partitivirus 1 (MoPV1)と

ともに秋田県分離株 APU10-199A株に共感染していたMagnaporthe oryzae chrysovirus 1-D (MoCV1-D)を

中心に、他県分離株から検出されたMoCV1-D 近縁ウイルスも解析した。秋田県分離株 APU10-199A か

ら単胞子分離法で各ウイルスがフリー化した菌株が得られた。それらの表現型を比較すると、3 種のウ

イルスの中で MoCV1-D が宿主菌の気中菌糸の抑制・菌叢のアルビノ化などの生育阻害に最も相関して

いると考えられた。MoCV1-D の dsRNA ゲノムは、5 本に分節化された構造で、各セグメントはベトナ
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ム分離クリソウイルスと高い相同性を示した。RdRp 配列に基づく分子系統解析では MoCV1-A や

MoCV1-B と極めて近縁なクレードを形成し、Chrysoviridae-cluster IIに分類された。MoCV1-Dがコード

する ORF4p を出芽酵母内で高発現させると、宿主の細胞傷害を誘導した。MoCV1-D ORF4p や ORF3p

を E. coli内で発現させると不溶性画分から大量に回収され、それらを抗原タンパク質として抗血清を作

製した。異なる培養期間の APU10-199A株からそれぞれ精製したMoCV1-D 粒子画分に対して、作製し

た抗血清でウェスタンブロット解析を行った。長期培養によって MoCV1-D 由来タンパク質は全長発現

型から分解型へとプロセッシングされ、MoCV1 粒子タンパク質の宿主菌内における部分分解現象の普

遍性を確認した。また、短期培養菌体中では MoCV1-D 粒子タンパク質は糖鎖修飾されていた。菌糸融

合によって MoCV1-D は遺伝的に異系統な P2 株へ水平伝播しウイルス粒子を構築した。さらに、精製

した MoCV1-D 分解型ウイルス粒子はプロトプラスト-PEG 法によって P2 株及び MoV2/MoCV1-D フリ

ー化株へ直接導入が可能であった。APU10-199A 株をフラスコ振盪や微生物培養装置で長期間培養する

と、培養上清から MoCV1-D だけでなく混合感染する MoV2 や MoPV1 の dsRNA も同時に検出された。 

MoCV1-D が宿主菌に与える影響を解析するため、本菌の病原性や感染生理と密接に関わるメラニン

に注目した。逆相クロマトグラフィーと UHPLC-TOF-MS による質量分析によって MoCV1-D 感染株で

はMoCV1-Dフリー化株と比較してメラニン生合成系の中間体 scytaloneの含量が顕著に低下しているこ

とが定性的に明らかとなり、これが菌叢のアルビノ化に関与している可能性が示唆された。しかし、既

存のメラニン合成阻害剤共存下で培養したMoCV1-D感染株では scytaloneがある程度蓄積していたこと

から、MoCV1-D は scytalone合成を完全に阻害しないと考えられた。 

本研究成果は、ベトナム分離株だけでなく日本分離株から見出されたクリソウイルスに関して詳細な

生化学的特徴を明らかにし、クリソウイルスが宿主菌の二次代謝系に与える影響に関して新たな知見を

提示した。MoCV1-D のイネいもち病菌に対する作用性の解明は宿主菌/ウイルス間相互作用の理解を深

め、もって作物保護及び農業生産性の向上に資すると期待される。 
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序論 

菌類ウイルス（マイコウイルス）は糸状菌・酵母・栽培キノコなどに感染するウイルスであり、現在

では菌界の広範囲の宿主から検出されている。マイコウイルスはそのゲノムに基づいて 2 本鎖 RNA 

(double-stranded RNA; dsRNA)ウイルス、1本鎖 RNA (single-stranded RNA; ssRNA)ウイルス、1本鎖 DNA 

(single-stranded DNA; ssDNA)ウイルスの 3グループに大別される。dsRNAをゲノムとするマイコウイル

スは RNA dependent RNA polymerase (RdRp)のアミノ酸配列やウイルス粒子・外被タンパク質 (CP)の有

無に基づいて 6 科に分類される。すなわち、Totiviridae (非分節ゲノム)、 Partitiviridae (2 分節)、

Megabirnaviridae (2分節)、Chrysoviridae (3 - 5分節)、Quadriviridae (4分節)、Reoviridae (10 - 12分節)、一

部の Endornaviridaeである。ssRNAをゲノムとするマイコウイルスにはプラス鎖 1本鎖 RNA ((+)ssRNA)

とマイナス鎖1本鎖RNA ((-)ssRNA)を持つものに細分化される。(+)ssRNAウイルスは、Alphaflexiviridae、

Barnaviridae、Gammaflexiviridae、Hypoviridae、Narnaviridae、Endornaviridae、Botourimiaviridae の 7科に

分類される。(-)ssRNA ウイルスとしてはMycomononegaviridaeが提唱されている(Ghabrial et al., 2015)。

ssDNAウイルスは唯一、geminivirus-related DNA mycovirusの報告がある(Yu et al., 2010)。dsDNAウイル

スはマイコウイルスとしてリストアップされていないが、菌類ではなく原生生物である水カビに感染す

る dsDNAウイルスは報告されている(Dawe and Kuhn, 1983)。 

マイコウイルスに関する最初の報告は、栽培マッシュルームである Agaricus bisporus において La 

France disease に罹病した菌株の胞子から単離された 3タイプのウイルス様粒子である(Hollings, 1962)。

これらが無病徴の菌株へ病徴を誘発することが明らかとなり、マイコウイルスと病徴との関連が証明さ

れた。 

また、エンバクにビクトリアブライト症を引き起こす Helminthosporium (Cochliobolus) victoriaeにおい

ても、マイコウイルス感染による宿主菌の生育抑制が報告された(Lindberg 1959)。罹病エンバクから分

離した H. victoriae のコロニーの生育阻害と気中菌糸の崩壊に付随してセクタリングが生じる表現型は

“菌の病気”と称された。さらに、この宿主菌の病気は菌糸融合を経て、病徴を示すコロニーから無病
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徴コロニーへと伝播した。その後の研究で、この株では Totiviridae 科の Victorivirus 属に分類される

Helminthosporium victoriae virus 190S (HvV190S)と Chrysoviridae-cluster IIに分類される Helminthosporium 

victoriae chrysovirus 145S (HvV145S)が混合感染していたことが明らかとなった(Sanderlin and Ghabrial, 

1978; Ghabrial et al., 2013)。HvV190S は Victorivirusのタイプ種であり、5.2 kb の非分節 dsRNAゲノム上

で 2 つの ORF (Open Reading Flame)が 4 塩基でオーバーラップ構造をとっている(Huang and Ghabrial, 

1996)。また、HvV190S のコートプロテイン (CP; coat protein)は翻訳後修飾による異質性を有しており、

リン酸化や proteolytic なプロセッシングによって 2 タイプのウイルス粒子の存在が見出された(Ghabrial 

and Havens, 1992)。HvV145S はウイルスゲノムとして 3.6-2.7 kbの範囲に 4 dsRNAセグメントを有し、

モノシストロニックに ORFをコードしている。最近、宿主菌である H. victoriae の弱毒化に混合感染が

必ずしも必要なわけではなく、HvV190S が単独で宿主菌の弱毒化を誘導し、HvV145S はコロニーの表

現型に影響を与えないことが報告された(Xie et al., 2016)。 

 今日のChrysoviridaeのプロトタイプとしては、Penicillium属菌に感染するPenicillium chrysogenum virus 

(PcV) が最もよく研究されており、そのゲノム配列だけでなく 3次元 Cryo-EM (Cryo-electron microscopy)

によるウイルス粒子の物理化学的な解析もなされている(Castón et al., 2013; Ghabrial and Castón, 2011)。

元々は Penicillium 属菌由来の dsRNA とインターフェロン誘導との関連に注目されており(Ellis and 

Kleinschmit, 1967)、その後 PcV の精製ウイルス粒子とゲノム dsRNA がマウスにおいてインターフェロ

ン誘導因子として作用している可能性が指摘された(Buck et al., 1971)。PcV は 4 つのモノシストロニッ

クな分節化 dsRNAゲノムを有し、それぞれ 1セグメントずつ 1粒子に内包されている。ゲノム上の 5’-

UTR (Untranslated region)が比較的長いことから IRES (Internal ribosomal entry site)の存在が予測されてい

る。また、4 セグメント間の 5’-UTR と 3’-UTR の保存性が非常に高いことに加え、Tobamovirus の 5’-

UTRに存在する Translational enhancer elementsである (CAA)n repeatと非常に相同性の高い領域も存在し

ていた(Jiang and Ghabrial, 2004)。 

出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae に感染するマイコウイルスとしては S. cerevisiae virus L-A (L-A ウイ

ルス)が知られている(Wickner et al., 2013)。L-A ウイルスは Totiviridae科の Totivirus属に分類され、単一

の CP によって構成される二十面体の粒子構造に 4.6 kbpの 1分節の dsRNA ゲノムを内包する。このゲ
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ノム上には 5’側に CP をコードする Gag の ORF が、3’側に RdRp をコードする Pol の ORF が存在して

おり、これら 2つの ORFは Overlap することで低確率で-1 ribosomal frameshiftが生じる。いくつかの菌

株では L-A dsRNA の他、M dsRNAと呼ばれるサテライト dsRNAが見出されている。M dsRNAはバリ

エーションに富むが、共通点として分泌性の毒素タンパク質をコードする preprotoxin の ORF を持って

いる。Prepro-toxin は後期ゴルジ体において宿主由来の Kex2p や Kex1p によってプロセッシングされた

後に成熟キラー毒素 (K1、K28 など)として分泌小胞によって細胞外へ放出しキラー現象を引き起こす

(Schmitt and Breinig, 2006)。キラー毒素を産生・分泌できる菌株 (K+ phenotype)は周囲の感受性の菌株を

致死させるが、分泌細胞自身や対応する M dsRNAを所持する菌株 (R+ phenotype)は致死効果に抗するこ

とが出来る。また、キラー毒素の種類によってもその効果は様々あり、K1はカチオン選択的なイオンチ

ャネルを形成することで細胞膜の機能を破壊し、K28 は DNA 合成を阻害して細胞周期を S 期で停止さ

せることで致死作用を発揮する。 

植物病原糸状菌におけるマイコウイルスの発見は、イネいもち病菌 Magnaporthe oryzaeで検出された

多面体ウイルスが初の報告である(Yamashita et al., 1971)。当時の研究ではウイルスの塩基配列の決定や

宿主菌のイネに対する病原性との連動は解析されていないが、後に植物病原糸状菌の病原性とマイコウ

イルス感染との相関についての研究が進む契機となった。 

植物病原糸状菌に感染するマイコウイルスには宿主菌の病原力を低下させるものが報告されており、

これらはその病原糸状菌に対する生物防除資材 (Biological control agent)として適用できる可能性がある

(Huang and Ghabrial, 1996; Yu et al., 2013)。実例として、ヨーロッパではクリ胴枯病 (Chest nut disease)の

病原糸状菌である Cryphonectria parasitica に感染しその病原性を抑制する Cryphonectria hypovirus 1 

(CHV1-EP713)が報告されている(Nuss, 2005)。 

イネいもち病は水稲生産における重要病害である。稲作の全期間を通して発病し、特に冷夏・高湿度

条件などで穂まで病勢進展した場合は収量減少に直結する。そのため、ほとんどの生産地では本病防除

を目的として長期残効型の育苗箱施用剤や本田散布剤などの農薬の使用が推奨されている。これまで、

MBI剤 (Melanin-biosynthesis inhibitor ;メラニン合成阻害)や QoI剤 (Qo inhibitor ;呼吸系阻害)などイネい

もち病に対して高い薬効と選択性を両立する優れた防除薬剤は多く開発されてきた(浅賀ら, 2003)。一方
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で、近年の農業生産においては、化学薬剤の過度な連用による薬剤耐性菌の出現・蔓延が課題となって

いる。これは水稲生産においても例外ではなく、これまで一部のメラニン生合成阻害剤や他の作用点を

有する薬剤に対して感受性が低下したイネいもち病菌の出現が報告されている  (Takagaki, 2015; 

Sierotzki, 2015)。このような病原糸状菌の薬剤耐性・抵抗性の発達は防除選択肢の制限につながり、農薬

開発メーカーのみならず生産者にとっても喫緊の課題となっている。このことから、耐性菌の蔓延を予

防し安定した防除効果を発揮するためには、IPM (Integrated pest management; 総合的病害虫・雑草管理) 

(宮川ら, 2019)の概念に則って、既存の化学農薬に加えて作用点を複数有する薬剤や、微生物農薬などの

生物防除資材との併用が望ましいと考えられる。 

イネいもち病菌がイネ体内に侵入する感染プロセスにおいて、侵入器官である付着器内でのメラニン

蓄積は重要なステップである(Talbot, 2003; Wilson and Talbot, 2009)。イネ体上に付着した分生子から発芽

管が伸長しその先端にドーム上の付着器が形成される。次いで付着器では細胞壁と細胞膜の間にメラニ

ン層が形成されるが、このステップは浸透圧調節物質である高濃度グリセロールの細胞外への漏出を防

ぐ役割があり、付着器内の膨圧の発生に必須である。およそ 8 MPaの膨圧によって侵入糸はイネ体内へ

物理的に貫通することが可能となる。そのため、メラニン合成能を欠如した M. oryzae の変異株はイネ

に対する病原性を著しく欠く(Chumley et al., 1990)。この他にも、ヒト病原糸状菌である Cryptococcus 

neoformans や Aspergillus fumigatus においても菌自身のメラニン化と病原性は密接に相関することが分

かっている(Liu and Nizet, 2009)。多くの真菌においてメラニンは生体高分子として多機能的に働いてお

り、好ましくない pH、温度、UV、酸化ストレスや宿主内の分解酵素、酸化還元反応などの外環境スト

レスからの防御的役割を果たしており、菌自身の生存や病原性の発揮を支援している(Jacobson, 2000)。 

メラニンは真菌だけでなく動植物なども含む真核生物が普遍的に利用していて、その合成経路は前駆体

の違いによっていくつかのバリエーションがある。多くの植物病原糸状菌は 1,8-dihydroxynaphthalene 

(1,8-DHN)を介した Pentaketide pathwayでメラニン合成を行っている(Belozerskaya et al., 2017)。このメラ

ニン生合成では、まず Malonyl-CoA を前駆体として MoPKS1 によって Pentaketide、次いで 1,3,6,8-

tetrahydroxynaphthalene (1,3,6,8-THN)が生成される。それから還元酵素によって Scytalone が生成され、脱

水酵素によって 1,3,8-trihydroxynaphthalene (1,3,8-THN)に変換される。更に、同様の還元反応によって
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Vermelone が生成し、脱水反応によって 1,8-DHN が産生される。この 1,8-DHN が Laccase などによって

酸化重合するとメラニン(Allomelanin)が産生される(Geis et al., 1984)。この合成系における酵素反応は選

択性の高い作用点として注目され、イネいもち病防除のためにメラニン生合成阻害剤が開発されてきた。 

イネいもち病菌に感染するマイコウイルスの報告数は近年増加しており、Totiviridae の Magnaporthe 

oryzae virus 1、2、3 (MoV1; MoV2; MoV3) (Yokoi et al., 2007; Maejima et al., 2008; Tang et al., 2015)や、

Partitiviridae の Magnaporthe oryzae partitivirus 1 (Du et al., 2016)、Chrysoviridae-cluster II に分類される

Magnaporthe oryzae chrysovirus 1-A、1-B (MoCV1-A; MoCV1-B) (Urayama et al., 2010; 2012; 2014a)が報告さ

れている。さらに最近では、植物ウイルスの Tombusviridae に近縁なMagnaporthe oryzae virus A (Ai et al., 

2016)や ourmia-like viruses に近縁な(+)ssRNA ウイルスとして Magnaporthe oryzae ourmia-like virus 1 (Illana 

et al., 2017)、Pyricularia oryzae ourmia-like virus 1、2、3 (PoOLV1 - 3) (Ohkita et al., 2019)が報告されている。

この中で、イネいもち病菌の病原性の低下に寄与するマイコウイルスとしては MoCV1-A が最初に報告

された。 

MoCV1-A 発見の経緯として、通年イネが栽培されているベトナムのメコンデルタ地域において、イ

ネいもち病菌の病原性レースに関する推移を調査した結果、病原性が常に変動していることが明らかと

なった。特定の地域、近接した圃場、同じ発病株上でさえも同一のレースが見出されなかった。しかし、

病原菌のゲノムに大きな変化は認められず、病原性の変動がゲノムの変異によらないことが示唆された

(Le et al., 2010)。この時採集されたイネいもち病菌分離株から dsRNA分子の検出を試みたところ、高頻

度に新規マイコウイルスの感染が認められた。その中で、MoCV1-A 及びMoCV1-B は詳細に解析されて

おり、ウイルス感染株では宿主菌の異常な菌糸・コロニー生育や気中菌糸形成の抑制、不均一な色素沈

着、病原性の低下などの弱毒化形質が生じていた(Urayama et al., 2010, 2014a)。また、MoCV1-A は 5つ

の分節化 dsRNA をウイルスゲノムとしているが、dsRNA4 上にコードされる ORF4p を S. cerevisiae 

(Urayama et al., 2012, 2016a)及び C. neoformans (Urayama et al., 2014b)内で高発現させると、宿主細胞の生

育を阻害して Cytological damage を誘導した(浦山ら, 2014; Moriyama et al., 2018)。 

最近の知見として、MoCV1-A が病原性の低下だけでなくイネいもち病菌の病原性レースの多様化に

寄与している可能性が指摘されている(Aihara et al., 2018)。MoCV1-A 感染株または感染フリー株を、保
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持する抵抗性遺伝子 (R gene)が様々に異なるイネ品種へそれぞれスプレー接種したところ、MoCV1-A感

染株は宿主菌の非病原性遺伝子 (AVR)に変化を伴うことなく罹病型から抵抗型、またはその逆の病斑を

形成した。つまり、MoCV1-A 感染は従来の遺伝子対遺伝子説 (Gene for gene hypothesis)に則さずにイネ

いもち病菌の病原性に変化を与えた。本報告はベトナムのメコンデルタ地域で生じていたイネいもち病

菌の病原性の変動に関する要因の一端を明らかにした。 

マイコウイルスが宿主に及ぼす影響の多様性を示す報告は他にもあり、ナシ黒斑病菌 Alternaria 

alternata の N18株から発見された Alternaria alternata chrysovirus 1 (AaCV1)は宿主菌と植物に対してそれ

ぞれ対照的な効果を与えている。まず、AaCV1の viral dsRNA が高含量な菌株では異常なコロニー形成

や色素沈着、気中菌糸の崩壊など生育抑制された表現型を呈した。また、MoCV1-A ORF4 の counterpart

である AaCV1 ORF2p を S. cerevisiae 内で高発現させると、MoCV1-A ORF4 の場合と同様に細胞に傷害

を与えていた。これらの効果とは対照的に、AaCV1感染株は宿主特異的毒素 (HST; Host selective toxin)

である AK-toxin 産生量の顕著な上昇を伴ってナシ葉上でより大きな病斑を形成しており、すなわち植

物に対しては AaCV1 が宿主菌の病原性を亢進していることが報告された(Fuke et al., 2011; Okada et al., 

2018)。本報告はマイコウイルス感染による宿主菌の生育抑制が植物体上では必ずしも病徴の抑制に直

結しないということを意味しており、このことは A. alternata に限らずマイコウイルスを植物病原菌に対

する制御因子として応用する上で無視することのできない重要な知見である。 

また近年、中国のHubei州から分離されたイネいもち病菌株QSP5にVictorivirus属に分類されるMoV3

と Chrysoviridae-cluster IIに分類されるMoCV1-Cが混合感染していることが報告された(Tang et al., 2015)。

同論文では MoV3のシークエンス解析はなされているが、MoCV1-C の塩基配列は決定されていない。 

 本稿では、ベトナム及び日本国内にて分離されたイネいもち病菌に感染する多様なクリソウイルス

(MoCV1s)のウイルス学的な性状解析及び機能解析について報告する。MoCV1-A が検出された S-0412-II 

1a 株と同一植物体上から分離されながらも表現型の変化がより顕著な S-0412-II 1c 株から検出された

MoCV1-A-aに関して性状解析するとともに、宿主菌への作用性の違いについて論じた。日本国内分離株

では、Magnaporthe oryzae virus 2 (MoV2)やMagnaporthe oryzae partitivirus 1 (MoPV1)とともに秋田県分離

株 APU10199A 株に共感染していた Magnaporthe oryzae chrysovirus 1-D (MoCV1-D)を中心に、他県分離株
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から検出された MoCV1-D 近縁ウイルスについてもウイルス学的・生化学的特徴を明らかにした。また、

従来の菌糸融合法だけでなく、イネいもち病菌プロトプラストへの精製ウイルス粒子の導入にも成功し、

遺伝的に異系統な菌株への MoCV1-D の人為的な感染系を確立した。MoCV1-D が宿主菌に与える影響

を解析するため、本菌の病原性や感染生理と密接に関わるメラニンに注目した。MoCV1-D 感染株はフ

リー化株よりも DHN-メラニン合成系に関連する中間体の含量が顕著に低下していることが定性的に明

らかとなった。本研究成果は、ベトナム分離株だけでなく日本分離株から見出されたクリソウイルスに

関して詳細な生化学的特徴を明らかにし、クリソウイルスが宿主菌の二次代謝系に与える影響に関して

新たな知見を提示した。MoCV1-D のイネいもち病菌に対する作用性の解明は宿主/ウイルス間相互作用

の理解を深め、もって作物保護及び農業生産性の向上に資すると期待される。 
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材料と方法 

使用菌株 

 

 

培養条件 

菌株を－80℃フリーズストックする時は PDA 平板培地での前培養の後、直径 4 mm のコルクボーラ

ーで菌叢を培地ごと 20-30片打ち抜いた。2 ml容スクリューキャップ付チューブに 20 ~ 25%グリセロー

ルを用意し、打ち抜いた寒天片を浸漬・撹拌し、－80℃フリーザーにてストックした。必要に応じてス

トックチューブから一部断片を取り出し PDA 平板培地にて前培養を行い各種実験に使用した。イネい

もち病菌の平板培養は PDA 培地または OMA 培地で 26℃、明期 12 時間、暗期 12 時間の条件下で 2~4

週間培養した。所定期間培養後、コルクボーラーで培地ごと菌叢を打ち抜き、新しい平板培地に菌叢面

が下になるように植菌して継代培養した。液体培養には YG培地を用いた。コルクボーラーで培地ごと

菌叢を打ち抜き、1 片から数片を YG 液体培地に植菌後、26℃、明期 12 時間、暗期 12 時間の条件下で

Table 1.  本研究で使用した菌株

生物種 菌株名 備考 分譲元

S-0412-II 1a MoCV1-A感染

S-0412-II 1c MoCV1-A-a/MoPLV混合感染

APU10-199A MoV2/MoCV1-D/MoEV1混合感染
秋田県分離株
(秋田県立大　藤晋一教授)

0115074 3.6-2.7 kbに5 dsRNA, 1.9-1.5 kbに2 dsRNA

0115079-1 3.6-2.7 kbに5 dsRNA, 1.9-1.5 kbに2 dsRNA

P2 Virus free, pAK2-Hyg-expによってhph導入(Kato et al., 2012)
MAFF235001,

Kamakura et al., 2002

生物種 菌株名 遺伝子型 分譲元

Saccharomyces cerevisiae W303-1A MAT a, ura 3 his 3 leu 2 trp 1 ade 2 can 1 [L-A-o] 東江昭夫教授

DH5α
F−, φ  80dlacZ ΔM15, Δ(lacZYA -argF  )U169, deoR  , recA 1, endA 1,

hsdR 17(rK−, mK+), phoA , supE 44, λ−, thi -1, gyrA 96, relA 1

BL21 star (DE3) F
-
 ompT hsdS B (rB

-
mB

-
) gal dcm rne131  (DE3)

Escherichia coli

ベトナム分離株
東京農工大学
植物病理学研究室

Magnaporthe oryzae

新潟県分離株
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実験目的に応じた速度・期間で振盪培養した。液体培養したイネいもち病菌はメッシュあるいはガラス

ロートとろ紙で集菌し新聞紙等で十分に脱水した後、実験に使用した。 

 ウイルス粒子の精製等菌体が多く必要となる時は微生物培養装置 (Jar-fermenter、2.5 L容、Able Biott)

を用いて液体培養した。まず、前培養のために前述のように平板培地の菌叢から 10 片をコルクボーラ

で打ち抜き、YG 液体培地 50 ml (200 ml三角フラスコ)に植菌し、26℃・120 spmで 2、3日往復振盪培

養した。前培養後、YG 1.5 Lを入れた微生物培養装置に液体培地ごと植菌する。26℃・撹拌速度 100 rpm・

エアーフロー 1.5 L/min で 3 ~ 14日間培養した。 

 菌糸や細胞の顕微鏡観察には倒立型リサーチ顕微鏡 IX71 (OLYMPUS, Tokyo)と付属のアプリケーショ

ンソフトウェア DP2-BSW (OLYMPUS, Tokyo)の微分干渉モード (Differential interference contrast; DIC)、

もしくは高級システム生物顕微鏡 BX50 (OLYMPUS, Tokyo)を用いた。 

 

イネいもち病菌からの全核酸抽出 

湿重量 0.05 ~ 1.0 g の菌体を液体窒素を用いて乳鉢・乳棒で凍結破砕した。菌体からの核酸抽出には

SDS/フェノール法を用いた。菌体破砕物に PCI と等量の RNA 抽出 buffer を加え、ボルテックスミキサ

ーで 5分間撹拌した。その後、抽出液を 15,000 rpmで 5分間遠心分離して上清を回収した。再度等量の

PCIを加えボルテックスミキサーで 5分間撹拌した。再び 15,000 rpmで 5分間遠心分離して核酸抽出溶

液として上清を回収し、dsRNA精製や cDNA 合成、RT-PCR の鋳型として使用した。 

 

2本鎖 RNA精製 

核酸抽出溶液からの 2 本鎖 RNA の精製は、繊維状セルロースパウダーである Cellulose D (Advantec)

を用いて行った (Okada et al., 2015)。Cellulose D 粉末は 16.6%エタノールを含む 1×STE bufferで平衡化

した。バルクスケール精製はバッチ法で行った。まず抽出のために菌体 1.0 g 由来の磨砕物を用いてこ

れに PCI 5 ml と RNA 抽出 buffer 5 ml を加え、室温で 10 分以上激しく転倒混和した。その抽出液を、

8,000 rpm で 10 分間遠心分離して上清を回収した。再度等量の PCI を加え 10 分以上激しく転倒混和し

た。再び 8,000 rpm で 10 分間遠心分離して核酸抽出溶液として上清を回収した。その上清に 1/10 量の
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3M酢酸ナトリウム溶液と2倍量のエタノールを加えて撹拌し、30分間以上静置して核酸を凝集させた。

遠心分離 (8,000 rpm、4℃、10分間)によって核酸を沈殿させ上清を除いた。得られた沈殿を 1×STEに溶

解させ、その後終濃度 16.6%となるようにエタノールを加えた。RNA の高次構造を変性させるため、

65℃で 10 分間熱処理後氷上で急冷した。これを遠心分離 (8,000 rpm、4℃、10 分間)し、その上清を

Cellulose D 懸濁液 10 ~ 20 mlとともに乾熱滅菌済み広口コルベンに加えて、4℃・30 ~ 60分間スターラ

ー撹拌した。これを直径 1.5 cm、高さ 12 cmのカラムに充填し、水面が担体の上面にくるまでフローし

た。この後、カラム容量の 4 ~ 5倍量のWash buffer (1×STE/16.6% エタノール)で非吸着画分を洗浄した。

洗浄後、カラム容量と等量の Elute buffer (1×STE)で dsRNA を含む画分を溶出した。溶出液は 1/10量の

3M酢酸ナトリウム溶液と 2倍量のエタノールで濃縮・精製した。沈殿を適量の 1×STEで溶解しNanoDrop 

Lite (Thermo Fisher Scientific)で UV 260 nmの吸光と A260/A280 を確認した。dsRNA含量が 3 μgとなる

よう 1.5 mlチューブに分注し再びエタノール沈殿して-30℃保存した。cDNA 合成や RT-PCR 用鋳型など

適宜必要に応じて使用した。 

小スケール精製ではスピンカラム法 (Okada et al., 2015)に従った。抽出に菌体 0.05~0.1 g由来の磨砕物

を用いてこれに PCI 500 μlと等量の RNA抽出 bufferを加え、ボルテックスミキサーで 5分間撹拌した。

その後、抽出液を 15,000 rpmで 5分間遠心分離して上清を回収した。再度等量の PCIを加えボルテック

スミキサーで 5分間撹拌した。再び 15,000 rpmで 5分間遠心分離して核酸抽出溶液として上清を回収し

た。この上清に終濃度 16.6%となるようにエタノールを加えた。サンプルをアプライする前に 2 mlチュ

ーブと底面を画鋲で軽く穴を開けた 0.6 mlチューブを組み上げ、予め 16.6%エタノールを含む 1×STEで

平衡化した Cellulose D懸濁液 500 μlを 0.6 mlチューブに注ぎ入れ、13,000 rpmで 10秒間遠心分離して

下受 2 mlチューブの素通り画分を捨てた。カラムにサンプル(~ 500 μl)をアプライして遠心分離（13,000 

rpm、4℃、10秒間）して素通り画分を捨てた。Wash buffer 350 μlで 3回以上洗浄後、13,000 rpm・1分

間・4℃で遠心分離した。下受チューブを新しい 2 mlチューブに交換し Elute buffer 350 μlをアプライし

て室温・3分間静置した。13,000 rpm・4℃・1分間で遠心分離後、溶出液をエタノール沈殿した。遠心分

離して得られた沈殿を 2×STEに溶解し 10×Loading Dyeを加え、アガロースゲル電気泳動 (1×TAE buffer、



16 

 

1.0%アガロース)により展開した。ゲルはエチジウムブロマイドで染色し、UV 照射によって dsRNA を

可視化した。 

 

Native-PAGEによる電気泳動 

より良好な分離能を得るため、精製 dsRNA を未変性ポリアクリルアミドゲルで展開した。10 mA・16

時間泳動しエチジウムブロマイドで染色し、UV照射によって dsRNAを可視化した。 

 

爪楊枝を用いたMoCV1 dsRNAの簡易検出 

各ウイルスの簡易かつ迅速な検出には Urayama et al. (2015)に従った。平板培地上に培養した菌体ある

いはイネ葉上の病斑を爪楊枝で突き刺し、その先端を SuperScript®III One-Step RT-PCR System with 

Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen) 添付のプロトコルに従って調製した 10 μlの反応溶液に浸け

て静かにかき混ぜることでサンプル溶液を調製した。検出プライマーとして、MoCV1 の dsRNA1 上に

コードされる RdRp 領域を特異的に認識する Forward: MoCV detect F1440、Reverse: MoCV detect R2106

（増幅断片: 646 nt）を用いた。反応サイクルは 55℃・20分間、60℃・10分間、94℃・2分間、（94℃・

15 秒間、55℃・30 秒間、68℃・1 分間）×40 サイクル、68℃・5分間で PCR 反応を行い、PCR 産物を

得た。この PCR産物をアガロースゲル電気泳動で展開し、目的断片のサイズを確認した。 

 

cDNAクローニング 

First-strand cDNA合成 

 First-strand cDNA 合成は、菌体から精製した dsRNA を鋳型として Super ScriptTM III 逆転写酵素

(Invitrogen)とその添付バッファーを用いて 40 μlの反応系で行った。まず鋳型 dsRNA (100 ng)に配列特異

的プライマーを加え、99℃・10分間インキュベートを行った後、氷上で 5分間急冷した。その後、1 mM 

CH3HgOH を添加してピペッティングし、1×First-strand Synthesis buffer (Invitrogen)、10 mM DDT、1 mM 

dNTPmix (0.25 mM each)、40 U Recombinant RNase Inhibitor (TaKaRa)、200 U Super ScriptTM III逆転写酵素

で 55℃・45分間、次いで 70℃・15分間インキュベートした。次に、2 U RNase H (TaKaRa)で 37℃・20
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分間インキュベートした。合成された cDNA 断片は QIAquick PCR purification Kit (QIAGEN)と添付のプ

ロトコルに従って精製した。 

 

ウイルス dsRNA末端配列 cDNAの獲得 

 センス鎖及びアンチセンス鎖の 5’末端配列の決定は、cDNA の 5’末端側に poly C 配列を付加する

Terminal deoxynucleotidyl Transferase (TdT) tailing 反応を介した 5’-RACE (Rapid Amplification of cDNA 

Ends)法を用いた。菌体から精製した dsRNA を鋳型として、5’末端に設計した配列特異的プライマーを

用いて前項の通り First-strand cDNA 合成を行った。合成 cDNA は QIAquick PCR purification Kit を用い

て精製し、0.2 mM dCTP、15 U Terminal deoxynucleotidyl Transferase (TaKaRa)とその添付バッファーを加

え、37℃で 5 分間インキュベートし、65℃で 10分間の熱処理をして TdT tailing反応を行った。dCTPを

付加した cDNA を鋳型に、50 μl の反応系で 10 pmol Oligo dG プライマー及び配列特異的プライマー、

0.25 mM dNTPmix、1.5 U Ex-Taq polymerase (TaKaRa)とその添付バッファーを用いて、94℃・3 分間、

(94℃・45秒間、55℃・30秒間、72℃・30秒間) ×30サイクル、72℃・5分間の PCR反応を行い、5’末端

配列を含む PCR産物を得た。 

 センス鎖及びアンチセンス鎖の 3’末端配列の決定は、cDNA の 3’末端側に polyA 配列を付加する 3’-

RACE 法を用いた。菌体から精製した dsRNA (100 ng)に DMSOを加え、95℃・5分間の熱処理後直ちに

氷上で急冷し、dsRNAを変性させた。これをエタノール沈殿して得られた変性 dsRNAに、1 mM MnCl2、

6 U polyA polymerase (TaKaRa)とその添付バッファーを加え、37℃で 30分間インキュベートして polyA

配列を付加した。この PolyA 付加 RNA を鋳型として、5 pmol Oligo dT プライマーを加えて前項の通り

First-strand cDNA 合成を行った。精製した poly A 付加 cDNA を鋳型に、50 μlの反応系で 10 pmol Oligo 

dT プライマー及び配列特異的プライマー、0.25 mM dNTPmix、1.5 U Ex-Taq polymerase とその添付バッ

ファーを用いて、94℃・3分間、(94℃・45秒間、55℃・30秒間、72℃・30秒間) ×30サイクル、72℃・

5 分間の PCR 反応を行い、3’末端配列を含む PCR 産物を得た。これらの PCR 産物はアガロースゲル電

気泳動で展開し、目的断片の増幅を確認した。その後、ゲルごと切り出して GENE CLEAN II Kit (MP 
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Biomedical, LLC)と添付のプロトコルに従って PCR 産物を精製した。精製した目的 DNA 断片は pGEM-

T Easy Vector (Promega)と添付の試薬を用いてクローニングした。 

 また、完全長 dsRNA 配列の獲得や末端配列の確定のため、必要に応じて The fragmented and loop-primer 

ligated dsRNA sequencing (FLDS) method (Urayama et al., 2016b)を用いた。コンティグのアセンブルは CLC 

Genomics Workbench (CLC Bio, Aarhus, Denmark)で行い、IonPGM (Life Technologies)で解析した。 

 

大腸菌のコンピテントセル調製 

形質転換に用いる大腸菌のコンピテントセルは、遺伝子工学ハンドブック(羊土社)の高効率コンピタ

ントセル調製法(野島ら, 2000)を参考に調製した。まず、LB 平板培地にコンピテント化したい大腸菌を

画線培養しシングルコロニーを形成させた。5 ~ 10 個のシングルコロニーを SOB 培地 50 ml (500 ml容

坂口フラスコ)へ植菌し、20℃・120 spmで OD600=0.4 ~ 0.8になるまで振盪培養した (12時間以上)。OD

値測定後フラスコを氷中で急冷し、培養液を遠心チューブに回収し 4℃・10分間低速遠心した。上清を

取り除いた後沈殿した大腸菌を培養液 1/3量の氷冷 Transformation buffer (TB; 10 mM PIPES, 15 mM CaCl2, 

250 mM KCl)に懸濁し、氷上で 10分間静置した。これを再び 4℃・10分間低速遠心し、上清を取り除い

た後沈殿した大腸菌を培養液 1/12.5 量の氷冷 TB に懸濁した。終濃度 7%となるよう DMSO を添加し氷

上で 10 分間静置した。これを 1.5 ml エッペンチューブに分注した後、液体窒素で急冷し－80℃フリー

ザーで保管した。適宜必要に応じて使用した。 

 

大腸菌へのプラスミド DNAの形質転換 

 プラスミド DNA (10 ~ 50 ng)を 50 ~ 100 μlの大腸菌コンピテントセルと氷上で静かに混和し、20 ~ 30

分間インキュベートした。42℃・1分間の熱処理後、氷上に静置した。その後、SOC培地を 500 μl加え

軽く混和させ、37℃・1 時間インキュベートした。その後、原液及び希釈液をスプレッダーで LB 寒天

培地 (Ampicillin 50 μg/ml)に塗抹し、37℃で一晩培養した。形質転換体は Ampicillin 耐性と Blue white 

selection によって選抜した。 
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大腸菌からのプラスミド抽出 

大腸菌からのプラスミド DNA 抽出は、Molecular Cloning Second Edition (Sambrook et al. 1989)のアルカ

リ SDS法に従った。得られたプラスミド抽出液に終濃度 2.5 Mになるように 12.5 M LiClを添加し、氷

上で 5 分間静置した後、15,000 rpm・4℃・10 分間（MX-150 TOMY）で遠心分離し RNA を沈殿させて

除去した。上清を D.W.に希釈した後エタノール沈殿し、プラスミドを回収した。得られたプラスミドは

TE-RNase (RNase 2 μg/ml)に溶解し、37℃で 30分間反応させ完全に RNA を分解させた。上記の方法とは

別に、必要に応じて Fast GeneTM Plasmid mini kit (Nippon Genetics Co., Ltd.)と添付のプロトコルに従って

プラスミド抽出を迅速に行った。プラスミド上の挿入断片の有無とサイズを確認するため、プラスミド

溶液の一部を制限酵素処理し、アガロースゲル電気泳動で展開した。制限酵素処理は、制限酵素とその

添付バッファーを用いて行った。 

 

シークエンス解析 

抽出したプラスミド DNA は ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems)と添付のプロトコルに従って反応を行い、Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems)を用いて塩基配列を決定した。シークエンサーの操作は添付のプロトコルに従った。得られ

た Contig の解析は、Sequence Scanner Software 2 (Applied Biosystems)で Quality valueを確認し、GENETYX 

ver. 9.1 ソフトウェア(GENETYX CORPORATION)で配列編集・加工し、ATSQ ver. 6.0 ソフトウェア

(GENETYX CORPORATION)で Contigをアセンブルした。ウイルスゲノム上の ORF領域の推定や他のマ

イコウイルスとの配列相同性解析には GENETYX ver. 9.1ソフトウェアを用いた。 

 

系統解析 

MoCV1-D 及び Chrysoviridae cluster-I、-IIに属する既報のマイコウイルスの RdRp 領域アミノ酸配列に

基づいて系統解析を行った(Table. 8)。まず、Clustal X ver. 2 ソフトウェア(Thompson et al., 1997)を用いて

各ウイルスの RdRp 領域の推定アミノ酸配列のアライメントを組んだ。得られたマルチプルアライメン

トを GeneDoc ver. 2.7ソフトウェア(Nicholas et al., 1997)で dsRNA ウイルスに共通する 8つの保存モチー
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フを含むコア領域にトリミングした(Jiang and Ghabrial, 2004)。このトリミングしたマルチプルアライメ

ントを用いて MEGA 7 ソフトウェア(Kumar et al., 2016)で系統解析を行った。本ソフトウェアにおいて

LG+G+I amino acid substitution model が Best-fit method によって選択され、分子系統樹は Maximum 

Likelihood method(Le and Gascuel, 2008)に基づいて構築された。 

 

E. coli内リコンビナント発現 

E. coli 内における MoCV1-D の ORF3 (rORF3p)、ORF4 タンパク質 (rORF4p)及び ORF4 SUa 領域

(rORF4SUap)のリコンビナント発現には pCold vector発現システム (TaKaRa)を用いた。 

前培養のため、LB+Amp 平板培地上でコロニーを形成した pCold-empty vector、あるいは発現コンスト

ラクトの形質転換体から 3~5コロニーをピックアップし、3 ml LB+Amp 液体培地へ植菌して 37℃・160 

spm で振盪培養した。適宜 OD660 を計測し、OD660 が 0.3 ~ 0.5 (およそ 3 ~ 4 時間)となった時、100 ml 

LB+Amp 液体培地 (500 ml容枝付坂口フラスコ)へ開始 OD660が 0.025 ~ 0.05となるように植菌し、37℃・

160 spmで OD660が 0.4 ~ 0.5 (およそ 2時間)となるまで振盪培養した。氷水でおよそ 15℃付近まで急冷

し、15℃で 30分間静置した。その後、培養液に 1 mM IPTGを添加し 15℃・120 spmで 24時間振盪培養

した。この培養液を全量回収後、直ちに後述のようにリコンビナントタンパク質を抽出するか、あるい

は－80℃フリーズストックして後日抽出を行った。 

 

リコンビナントタンパク質の抽出 

BugBusterTM Protein Extraction Reagent (Novagen)と添付のプロトコルに従って、E. coli内でリコンビナ

ント発現させたタンパク質の抽出を行った。まず、発現誘導後の培養液を 8,000 rpm・室温・10 分間で

遠心分離して細胞を沈殿させた。上清を除去した後、ペレットの重量に応じて BugBusterTM Protein 

Extraction Reagent (5 ml/ペレット 1 g)と添付の Benzonase (1 μl/1 ml BugBuster reagent)を添加し、静かにペ

レットを懸濁した。懸濁後、チューブをシーソーシェーカー上に寝かせて、室温・10分間でゆっくり振

盪する。次に、懸濁液を 1.5 mlチューブに分注して、15,000 rpm・4℃・20分間で遠心分離した。ここで

得られた上清は可溶性画分 (Soluble fraction)として回収し、沈殿は不溶性画分 (Insoluble fraction)として
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回収し BugBuster付属のプロトコルに従って Inclusion body精製を行った。まず、不溶性画分に遠心分離

前と同量の BugBusterTM Protein Extraction Reagentとリゾチーム溶液 (10 mg/ml)を加えて再懸濁し、室温・

5 分間でインキュベートした。15,000 rpm・4℃・15 分間で遠心分離後、得られた沈殿に 1/10 濃度の

BugBusterTM Protein Extraction Reagent 1 mlを加えて再懸濁し、15,000 rpm・4℃・10分間で遠心分離した。

再び沈殿に 1/10 濃度の BugBusterTM Protein Extraction Reagent 1 ml を加えて再懸濁して遠心分離する操

作を 2回繰り返した。最後に得られた沈殿は、菌体ペレット重量に応じて 6 M Urea で可溶化した。前述

した可溶性画分と Inclusion body 精製で可溶化した不溶性画分に 4×SDS-PAGE sample buffer を加えて

SDS-PAGE で展開しタンパク質含量を求めた。目的とするリコンビナントタンパク質が不溶性画分に高

純度に得られたため、これらの不溶性画分は 6 M Ureaでタンパク質濃度 1.5 mg/mlに希釈した。これを

抗原タンパク質として株式会社蛋白精製工業 (群馬、日本)に送付し、ポリクローナル抗体作製を委託し

た。ウサギに対する免疫は、アジュバンドとして FCA を使用し初回のみ 0.15 mg で以降は 14 日間隔で

0.3 mg ずつ計 5回の皮内注射によって行った。試験採血及び最終全採血は免疫 3、4、5回目のそれぞれ

7日後に行い、ELISA 測定によって抗原タンパク質に対する抗体力価を試験した。 

 

ウイルス粒子の抽出・精製 

超遠心分離法によるウイルス粒子の抽出 

 供試菌株は前述の通り微生物培養装置を用いて液体培養し、菌体を回収・脱水した後適宜－80℃フリ

ーズストックした。回収直後の生菌体または凍結ストック菌体 1 g当たり 10 mlの Buffer A とともに 4℃

の低温下にてブレンドミキサーで破砕した。さらにこの粗破砕液を手動式フレンチプレス (5501-M, 大

竹工業)にて 120 ~ 140 MPaで 1 ~ 2 回、または高圧式細胞破砕装置 (Constant cell disruption system, 英弘

精機)で破砕した。この破砕液を 31,200 g・4℃・30分間で遠心分離して細胞残渣を沈殿させ、その上清

はメッシュを通して回収した。この上清をさらに 104,000 g・4℃・1時間 (使用ローター: P45AT, CP80WX, 

Hitachi)で超遠心分離して沈殿を得た。得られた沈殿を少量の Buffer Aに懸濁し、ホモジェネーターで破

砕した。この懸濁液は 15,000 g・4℃・3分間で遠心後、上清を回収しこれを粗精製 VP 溶液とした。 
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ショ糖濃度勾配遠心法によるウイルス粒子の精製 

 超遠心分離により得られた粗精製 VLP 溶液は、溶媒を Buffer A とするショ糖濃度 10～40%の濃度勾

配溶液に重層し 112,700 g・4℃・2.5時間 (使用ローター: P28S, CP80WX, Hitachi)で超遠心分離した。遠

心後、DGF-U フラクショネーター (Hitachi)を用いて上層から 1.5 mlずつ分画した。各画分の一部を D.W.

で希釈し SDS/Phenol法により核酸抽出してアガロースゲル電気泳動で展開し、ウイルス dsRNAが存在

する画分を調べた。また、屈折計アタゴアッベ 3型 (ATAGO)によって各画分のショ糖濃度を計測した。

ウイルス dsRNA が検出された画分を集めて Buffer Aで 5倍以上に希釈し、104,000 g・4℃・1時間 (使

用ローター: P70AT, CP80WX, Hitachi)で超遠心分離によって VP を濃縮精製した。上清をパスツールピペ

ットで静かに除去した後、沈殿を少量の Buffer Aに静かに懸濁し精製 VP溶液とした。 

 

塩化セシウム密度勾配遠心法によるウイルス粒子の精製 

 Buffer A に溶解させた飽和塩化セシウム溶液と Buffer A を混和し、屈折計を用いて浮遊密度 1.375 

g/cm3 が密度勾配の中心になるように超遠心チューブへ調製した。これにショ糖濃度勾配遠心法にで得

られた精製 VLP 溶液を混和し、133,800 g・20℃・24時間 (使用ローター: P80AT, CP80WX, Hitachi)で超

遠心分離した。遠心後、DGF-U フラクショネーター (Hitachi)を用いて上層から 500 μl ずつ分画した。

各画分の一部を D.W.で希釈し SDS/Phenol 法により核酸抽出してアガロースゲル電気泳動で展開し、ウ

イルス dsRNA が存在する画分を調べた。また、屈折計アタゴアッベ 3 型によって各画分の偏光度を計

測し、次式に従って浮遊密度を算出した。 

浮遊密度 ρ25=屈折率×10.8601-13.4974 

VP 溶液の濃縮のため、ウイルス dsRNA が検出された画分を集めて Buffer A で 5 倍以上に希釈し、

104,000 g・4℃・1時間 (使用ローター: P70AT, CP80WX, Hitachi)で超遠心分離によって VP を濃縮精製し

た。上清をパスツールピペットで静かに除去した後、沈殿を少量の Buffer A に静かに懸濁し精製 VP 溶

液とした。 

 

透過型電子顕微鏡(TEM)による精製ウイルス粒子の観察 
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ショ糖濃度勾配遠心法あるいは塩化セシウム密度勾配遠心法にて精製したウイルス粒子溶液をパラ

フィルム上に 5 μl滴下し、コロジオン膜貼付メッシュ (日新 EM)の表面を下にしてウイルス粒子溶液の

液滴に浸した。このメッシュを滅菌蒸留水の液滴に 2 回浸した後、2% 酢酸ウランでネガティブ染色し

た。染色済みメッシュは透過型電子顕微鏡 (JEM1400 Plus, JEOL)で観察し、画像データ化した。 

 

SDS-PAGEによるタンパク質の検出 

ATTO 製ミニスラブゲル作製キットを使用して Separating gel (8% Acrylamide)、Stacking gel (3% 

Acrylamide)、1×Electrode buffer を用いた SDS-PAGE により、タンパク質を展開した。泳動後、EzStain 

AQua (ATTO)を用いた CBB 染色によりタンパク質を可視化した。分子量マーカーとして、LMW (GE 

Healthcare)、HMW SDS (GE Healthcare)、DynaMarker® Protein MultiColor Stable (BioDynamics Laboratory 

Inc.)を用いた。 

 

ゲル組成 

Separating gel (8% Acrylamide) 

4×Separating buffer     3.75 ml 

30%アクリルアミド溶液(Acrylamide : Bis = 29.2 : 0.8) 4.0 ml 

D.W.      7.25 ml 

10% APS      100 μl 

TEMED      12 μl 

(必要に応じて 0.1 ~ 0.5% TritonX-100を添加) 

 

Stacking gel (3% Acrylamide) 

4×Stacking buffer     1.25 ml 

30%アクリルアミド溶液(Acrylamide : Bis = 29.2 : 0.8) 0.5 ml 

D.W.       3.25 ml 
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10% APS      50 μl 

TEMED      12 μl 

(必要に応じて 0.1 ~ 0.5% TritonX-100を添加) 

 

分子量マーカー 

HMW (High Molecular Weight) 

タンパク質   分子量(Da) 由来 

Myosin   220,000   Rabbit muscle 

α-2-Macroglobulin  170,000  Bovine plasma 

β-Galactosidase  116,000  E.coli 

Transferrin   76,000  Human 

Glutamic dehydrogenese  53,000  Bovine liver 

 

LMW (Low Molecular Weight) 

タンパク質   分子量(Da) 由来 

Phosphorylase b  97,000  Rabbit muscle 

Albumin   66,000  Bovine serum 

Ovalbumin   45,000  Chicken egg white 

Carbonic anhydrase  30,000  Bovine erythrocyte 

Trypsin inhibitor  20,100  Soybean 

α-Lactalbumin   14,400  Bovine milk 

 

DynaMarker® Protein MultiColor Stable 

タンパク質   分子量(kDa) 

Myosin   230.0 
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β-Galactosidase  140.0 

Phosphorylase b  96.0 

BSA    73.0 

Ovalbumin   46.0 

Carbonic anhydrase  31.0 

Trypsin inhibitor  26.0 

Lysozyme   18.0 

 

糖タンパク質の検出には、SDS-PAGE で展開したゲルを用いて Periodic Acid-Schiff法 (PAS; 過ヨウ素

酸シッフ ) (Wislocki et al., 1949)を染色原理とする PierceTM Glycoprotein Staining Kit (Thermo Fisher 

Scientific)と添付のプロトコルに従って In-Gel Detection を行った。 

 

ウェスタンブロット解析 

タンパク質のブロッティング 

SDS-PAGE で展開したタンパク質の転写は AE-6677 ホライズブロット (ATTO)を用いてセミドライ式

ブロッティングにより行った。まず、装置の陽極板に Westernblotting buffer A に浸漬したろ紙 6 枚とそ

の上に Westernblotting buffer B に浸漬したろ紙 2 枚を重ねて置いた。その上に、予め親水化した後

Westernblotting buffer B に浸漬した PVDFメンブレン (クリアブロット P 膜; ATTO)を重ねた。メンブレ

ンが乾燥しない内に Westernblotting buffer Bに浸漬したゲルを積層し、最後にWesternblotting buffer Cに

浸漬したろ紙 10枚を重ね、手で上から均一に軽く押しつぶした。陰極板を載せてゲル 1 cm2当たり 2 mA

で 1時間通電することで、ゲル中のタンパク質を PVDFメンブレンに転写した。 

 

抗原抗体反応 

 ブロッティング後の PVDF メンブレンは、ブロッキング溶液 (5% スキムミルク, TBST)中で室温・1

時間または 4℃・一晩シーソーシェーカーで振盪してブロッキングした。ブロッキング後、TBST 中で室
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温・5分間・100 spmで往復振盪する操作を 3回繰り返しメンブレンを洗浄した。次に、メンブレンを一

次抗体溶液 (1% BSA, TBST, 所定濃度に希釈したウサギ抗血清)中で室温・1時間または 4℃・一晩シー

ソーシェーカーで振盪して一次抗体結合反応を行った。その後 TBST中で 100 spm・室温・5分間で往復

振盪する操作を 3回繰り返しメンブレンを洗浄した。次に、メンブレンを二次抗体溶液 (1% BSA, TBST, 

0.1 μg/ml Goat anti-Rabbit IgG (H+L) SuperclonalTM Secondary Antibody HRP (Thermo Fisher Scientific))中で

室温・1時間シーソーシェーカーで振盪して二次抗体結合反応を行った。再び、TBST中で 100 spm・室

温・5分間で往復振盪する操作を 3回繰り返しメンブレンを洗浄後、HRP 標識抗体を検出した。 

 

化学発光検出 

HRP 標識抗体の検出は、EzWestLumi plus (ATTO)と添付のプロトコルに従った。添付の発光基質の処

理後、PVDF メンブレンをクリアポケットに気泡が入り込まないように挟んだ。発光検出は、AE-9300 

Ez-Capture MG (ATTO)と ImageSaver5 for Ez-Capture MGソフトウェア(ATTO)及び付属の取扱説明書に従

って適度な露光で撮影した。撮影画像は、CS Analyzer ver 3.0 for Windowsソフトウェア(ATTO)と付属の

取扱説明書に従って分子量マーカー画像との合成や分子量計測などの画像演算を行った。 

 

メンブレンからの抗体除去とリプロービング 

 HRP 発光検出後、必要に応じて使用した PVDFメンブレンから抗体を剥離し、別の抗血清を用いたリ

プロービングと HRP 再検出を行った。まず、発光検出後の PVDFメンブレンは乾燥しない内に TBST中

で室温・5分間・100 spmで往復振盪する操作を 2回以上繰り返し、メンブレンを洗浄した。その後、抗

体剥離用 Stripping bufferにメンブレンを浸し、50℃・30分間・50 spmでシーソーシェーカー振盪し抗体

剥離反応を行った。反応後のメンブレンを TBSTに移し、室温・5分間・100 spmで往復振盪する操作を

2 回以上繰り返し、メンブレンを洗浄した。リプロービングを行う前に、洗浄後のメンブレンを用いて

前述の HRP 発光検出を行い、発光がネガティブで抗体剥離が間違いなく行われたことを確認した。こ

の後 TBSTで再びメンブレンを洗浄し、前述の抗原抗体反応を行うことでリプロービングした。 
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菌糸融合 

MoCV1-A、MoCV1-A-aの感染 

Figure 12 に示した手順に従って、ハイグロマイシン耐性遺伝子 (hph)を形質転換した MoCV1-A 感染

フリー化株 (レシピエント株)と S-0412-II 1c 株または S-0412-II 1a 株 (ドナー株)の菌糸融合を介した

MoCV1-A-a または MoCV1-A の感染を試みた。PDA 平板培地上でレシピエント株とドナー株を 3~4 cm

間隔で 3週間対峙培養し、両株のコロニー接触面をコルクボーラーで取り出してハイグロマイシン含有

PDA 平板培地へ移植した。そのままハイグロマイシンが含有 PDA 平板培地上で 3 週間培養して菌叢の

表現型を観察するとともに One-Step RT-PCR 法を用いたウイルスゲノムの検出と PCR 法を用いたハイ

グロマイシン耐性遺伝子の検出を試みた。 

 

MoCV1-Dの感染 

Figure 36に示した手順に従って、ハイグロマイシン耐性遺伝子を搭載する pAK-Hyg-exp vectorで形質

転換した P2 株 (レシピエント株)と APU10-199A 株 (ドナー株)の菌糸融合を介した MoCV1-D の感染を

試みた。まず、0.75 mM ZnSO4を含む OMA平板培地 (Ikeda et al., 2013)上でレシピエント株とドナー株

を 2 cm間隔で 30 日間対峙培養し、両株のコロニー接触面をコルクボーラーで取り出してハイグロマイ

シン含有 OMA培地 (Hygromycin B 200 μg/ml)へ移植した。ドナー株由来の菌糸細胞を除去するため、こ

のハイグロマイシン含有 OMA 培地上で 26℃、14 日間隔で 4 回継代培養し 2 株の菌糸融合候補株を得

た。レシピエント株へのMoCV1-D の水平伝播の成否を判定するため、この菌糸融合候補株から dsRNA

を精製し MoCV1 RdRp 特異的プライマーセットを用いた One-Step RT-PCRを行うとともに、精製 dsRNA

を Native-PAGE で展開し dsRNA 分子のセグメント構造を可視化した。さらに、前述したウイルス粒子

精製法によって菌糸融合候補株から精製 MoCV1-D 画分を調製し、構造タンパク質を SDS-PAGE で展開

するとともに TEM 観察を行った。また、菌糸融合候補株の宿主細胞の由来を検証するため、PCR によ

る hph遺伝子の確認・rep-PCR による宿主 DNA 多型の確認を行った。 

 

イネいもち病菌プロトプラストへの MoCV1-Dウイルス粒子導入 
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人為的な細胞外感染系の確立を目的として、Polyethylene glycol (PEG)を介したイネいもち病菌プロト

プラスト細胞への精製 MoCV1-D 粒子の導入を試みた。導入方法は、Ejmal et al., (2018)の報告を参考と

して、一部を改変した。ウイルスを受容するレシピエント株としてウイルスフリーな P2株及び APU10-

199A 株 (MoV2-free, MoCV1-D-free, MoPV1-infected)を用いた。またドナーウイルスとして、微生物培養

装置にて培養・回収し－80℃凍結ストックしたオリジナル株 APU10-199A (5.0 g)から精製 MoCV1-D ウ

イルス粒子画分を調製した。精製手法は前項に準じてショ糖濃度勾配遠心にて精製・濃縮した。得られ

た精製ウイルス粒子溶液及びネガティブコントロールとしてウイルス粒子を含まないBuffer Aをそれぞ

れ 0.22 μmフィルターでろ過滅菌し感染実験に用いた。次に、Aihara et al. (2018)を参考に後述のように

P2 株及びMoV2- and MoCV1-D-free APU10-199A 株のプロトプラスト細胞を調整した。まず、PDA平板

培地で培養したレシピエント株からコルクボーラーを用いて寒天片 10 片を YG 液体培地 50 ml へ植菌

した。120 spm ・26℃で 3日間振盪培養した後、寒天片はなるべく除いて 50 mlコニカルチューブに回

収した。8,730 g・10 分間で遠心後、回収菌体洗浄のため沈殿を滅菌蒸留水 30 ml で再懸濁した。8,730 

g・5分間遠心後、沈殿を 0.6 M KCl 50 ml に再懸濁し、さらに 5,500 g・5分間遠心分離した。この洗浄

操作を 2回繰り返した。得られた沈殿に Enzyme solution 10 ml (Lysing enzyme 0.2 g, Driselase 0.2 g, 0.6 M 

KCl buffer)を加え、再懸濁した。シーソーシェーカー (40 spm)を用いて 28℃・3.5 時間インキュベート

した。このプロトプラスト処理溶液を滅菌キムワイプでろ過し 50 mlコニカルチューブへ回収した。こ

のプロトプラスト処理溶液をスイングローターで 1,230 g・15 分間遠心分離し沈殿を得た。この沈殿を 5 

ml STC buffer に静かに懸濁した後、再びスイングローターを用いて 1,230 g・10分間遠心分離し沈殿を

得た。この沈殿を再び 3 ml STC bufferに静かに懸濁した後、Thoma血球計算盤を用いてプロトプラスト

を計数し、両株のプロトプラスト溶液濃度を 4.15×107個/mlに調整し以降の感染処理に用いた。 

ウイルスの感染処理は全工程を氷上で行った。滅菌した 1.5 mlエッペンチューブに、まず 130 μl 60% 

PEG 4000、次いで 70 μl KTC bufferを層状になるように静かに加えた。ここに、200 μl精製 MoCV1-D粒

子溶液またはネガティブコントロールとしてウイルス粒子を含まない滅菌 Buffer A を静かに加えた。さ

らにこの上に、滅菌した 5 μl 0.05 mM Spermidine、次いで 200 μlの各株のプロトプラスト溶液またはネ

ガティブコントロールとして STC bufferを静かに加え、15 秒間静かに混和した。氷上で 20分間静置し
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た後、200 μl 60% PEG 4000、次いで 100 μl KTC bufferを静かに加えて混和した。再び氷上で 10分間静

置した後、これを 15 mlコニカルチューブに回収し 10 ml STC-50 bufferを加えて転倒混和した。5,500 g・

室温・15分間遠心分離した後、上清をパスツールピペットで丁寧に除去してペレットを得た。2.5 ml YG 

1/2S broth を加えて静かに沈殿を懸濁した後、室温で 4.5時間静置しプロトプラストを再生させた。Low 

melting agarを加え 40~50℃に保温した 50 ml YG 20SC培地に、2.5 ml (原液区)または 0.25 ml (10倍希釈

区)のウイルス感染プロトプラスト溶液を混和して、1区あたりプレート 4枚に注いだ。25℃で 4日ある

いは 5 日間インキュベートした後、独立コロニーを選別して PDA 平板培地に移植した。それぞれのコ

ロニーを PDA平板培地で 6日間隔で 3度継代培養した後、MoCV1-D のトランスフェクション成否を判

定するため、各コロニーから dsRNA を精製しMoCV1 RdRp特異的プライマーセットを用いた One-Step 

RT-PCRを行った。 

 

酵母シャトルベクター構築 

MoCV1-D ORF4p、MoCV1-D ORF4SUap 

MoCV1-D の ORF4p が MoCV1-A ORF4p と同じような生育阻害活性を有するかどうか検証するため、

酵母内遺伝子発現レベルがTDH3プロモーター及びターミネーターによって制御されるように設計され

た pRST426 シャトルベクター (Urayama et al., 2012)に MoCV1-D ORF4 領域 (DORF4)または ORF4SUa

領域 (DORF4SUa)を挿入した発現コンストラクトを作出した。まず、Table 2に示した認識サイトを付加

したアダプタープライマーを設計し、それらを用いてMoCV1-D ORF4領域またはORF4SUa領域のcDNA

クローンを得た。予め、対応する制限酵素処理を行った pRST426 シャトルベクターと MoCV1-D ORF4

領域または ORF4SUa領域の cDNAクローンを DNA Ligation Kit ver. 2.1 (TaKaRa)によってライゲーショ

ンした。E. coli内でクローニング後、インサート配列の確認のため対応したシークエンシングプライマ

ーを用いて、前項のように ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kitと添付のプロトコル

に従って反応を行い Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer を用いてシークエンス解析を行った。 

 

出芽酵母へのシャトルベクター形質転換 
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酢酸リチウム法 (Gietz et al., 1995; 大矢ら, 2002)に従って、構築したシャトルベクターを出芽酵母

W303-1A[L-A-o]株へ導入した。まず前培養のため、YPAD 平板培地上で形成させた酵母 W303-1A 株の

コロニーを 5 ml YPAD液体培地に植菌して 30℃で 16時間振盪培養した。これを、開始 OD600=0.38 とな

るように 50 ml YPAD 液体培地 (200 ml用バッフルフラスコ)に植菌して 160 spm ・30℃・4.5時間往復

振盪培養した。培養液を 50 mlコニカルチューブに回収し、3,000 g (スイングロータ)・室温・5分間遠心

分離して酵母細胞を沈殿させた。ペレットを 25 ml D.W.で再懸濁した後、再び 3,000 g (スイングロータ)・

室温・5分間遠心分離して沈殿を得た。沈殿した細胞に 0.1 M Lithium acetate 1 mlを加えて再懸濁し、懸

濁液を 1.5 mlエッペンチューブに移し、15,000 g・室温・10分間遠心分離して沈殿を得た。沈殿に 0.1 M 

Lithium acetate 400 μlを加えて再懸濁し、50 μlずつ 1.5 mlエッペンチューブに分注し、再び 15,000 g・

室温・1分間遠心分離して沈殿を得た。上清をピペットで除去した後、240 μl 50% ポリエチレングリコ

ール (MW:3350)、1.0 M Lithium acetate 36 μl、予め熱処理した一本鎖キャリア DNA (5 mg/ml) 10 μl、プラ

スミド溶液 (1μg/μl) 50 μl の順序で重層し、ボルテックス懸濁した。30℃で 30 分間、次いで 42℃で 20

分間インキュベートした。これを遠心分離した後、沈殿物に 500 μl D.W.を加えて静かに懸濁し、SC 平

板培地及びシャトルベクターの栄養要求性に応じて任意のアミノ酸を欠損させた SC 平板培地に塗布し、

再生コロニーが得られるまで 30℃で培養した。 

 

生育試験 

Urayama et al., (2012)や Okada et al., (2018)を参考として、シャトルベクターから高発現するマイコウイ

ルス由来タンパク質 (DORF4p)が酵母細胞に与える影響を評価した。pRST426-DORF4形質転換体の他、

対照として DORF4 配列を搭載しない pRST426 空ベクター (pRST426-empty vector)が導入された形質転

換体を準備した。pRST426-empty vector 形質転換体とタイムポイント毎の細胞形態、生菌細胞数及び

OD600値を比較した。 

 

イネいもち病菌のメラニン合成中間体の抽出・分析 

培養と抽出 
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MoCV1-D が宿主菌であるイネいもち病菌に与える生育阻害活性の作用点・メカニズム解析を目的と

して、ウイルス感染の有無による菌叢の色素沈着の変化に着目した。APU10-199A 株及びMoCV1-D-free 

APU10-199A 株からメラニン生合成系に関連する中間体を抽出し HPLC (High-Performance-Liquid-

Chromatograph)による逆相クロマトグラフィーや UHPLC-ToF-MS (Ultra-High-Performance-Liquid-

Chromatograph-Quadrupole-Time-of-Flight-Mass-Spectrometer)による定性分析を試みた。菌体からのメラニ

ン合成中間体の抽出法は、Greenblatt and Wheeler (1986)、Wheeler and Greenblatt (1988)及び Kurahashi et al., 

(1998)の報告を参考として一部を改変した。まず、OMA平板培地での培養で得た APU10-199A株あるい

は MoCV1-D-free APU10-199A株の分生子・菌糸懸濁液を、1枚の滅菌セロハン (6 cm×6 cm)が敷かれた

PCDA (Potato Carrot Dextrose Agar)平板培地上に 150 ~ 300 μl滴下し、液滴をセロハン全体に行き渡らせ

た。液滴が移動しなくなる程度に風乾し、暗黒下で 26℃・5~14 日間インキュベートした。セロハン上に

形成された菌叢をピンセットで丁寧に剥がし取り、ろ紙に挟み込んで水気を吸い取ってから菌叢 0.5 ~1 

gを液体窒素で磨砕した。この菌叢粉末をアセトン約 30 mlでビーカーに回収し、撹拌子を用いて 4℃・

0.5~1 時間撹拌抽出した。この懸濁液をガラスロートとろ紙でろ過して 50 ml コニカルチューブに回収

した。アセトン抽出画分をエバポレータで減圧濃縮した後、アセトニトリル 1 mlで回収し逆相クロマト

グラフィー分析した。 

セロハン上で培養した菌叢からのアセトン抽出だけでなく、Wheeler and Greenblatt (1988)を参考に、他

の抽出方法も検討した。まず、前述のようにアセトンで菌叢粉末を撹拌抽出し、懸濁液をろ紙でフィル

トレーションした。この時の菌叢粉末残渣をリン酸バッファで回収し、撹拌子を用いて 4℃・20分間撹

拌抽出した。この懸濁液を 17,100 rpm (P70AT)・4℃・20分間超遠心分離した後上清を HClで pH 2~3と

なるよう酸性化し酢酸エチルで抽出した。有機層は前述のようにエバポレータで減圧濃縮した後、アセ

トニトリル 1 mlで回収し逆相クロマトグラフィー分析した。 

 また、液体培養菌体やその時の培養上清からの抽出も試みた。まず、P2-GFP 株の場合、PD液体培地

または YG液体培地で振盪培養し、培養 5日、7日後の培養上清を回収し HClで酸性化した後酢酸エチ

ルに転溶させた。これを減圧濃縮し逆相クロマトグラフィー分析した。APU10-199A 株及び MoCV1-D-

free APU10-199A 株の場合、同じように PD 液体培地または YG 液体培地で振盪培養した培養上清を酢
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酸エチルで転溶するとともに、その時の液体培養菌体からも前述と同様の方法でアセトン抽出を行い逆

相クロマトグラフィー分析した。 

 また、宿主いもち病菌内におけるマイコウイルスの作用機序を予測するため、既存のメラニン合成阻

害剤共存下でウイルスフリー化株を培養しその抽出物中のクロマトグラムをウイルス感染株のものと

比較した。本実験で使用したメラニン合成阻害剤は、ポリケチド合成酵素を阻害する MBI-P (Melanin-

biosynthesis inhibitor-Polyketide synthase)剤として Tolprocarb (TPC) (Hamada et al., 2014)、脱水酵素を阻害

する MBI-D (Melanin-biosynthesis inhibitor-Dehydratase)剤として Carpropamid (CPP) (Kurahashi et al., 1998)

及び還元酵素を阻害する MBI-R (Melanin-biosynthesis inhibitor-Reductase)剤として Tricyclazole (TCZ) 

(Woloshuk et al., 1980)を用いた。1% MeOH で 50 ppm TPC、CPP、TCZ溶液を調製し、前述のセロハン滴

下前の各株の胞子懸濁液にこれらを処理した。薬剤無処理区として 1% MeOH を用いた。その後の培養・

抽出・分析条件は前述の方法に従った。 

 

HPLC分析 (High-Performance-Liquid-Chromatography) 

前述の抽出液から必要に応じた注入量で下記条件 (HPLC condition 1~3)の逆相クロマトグラフィー分

析を行った。 

 

 

HPLC condition 1

Instument LC-20A HPLC system
 
(Shimadzu)

Column
CAPCELL PAK MGII C18

(5 um, 4.6 mm i.d. ×250 mm; Shiseido)

Column oven temp. 40

Flow rate 1.0 ml/min

Injection vol. 5 μl

Detection UV 254 nm

[A] Milli-Q/Trifluoro acetic acid = 1000/ 1 (v/v)

[B] Acetonitrile

B conc. 20%/ 0 min ⇒80%/ 30 min, Linear gradient

Mobile phase
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UHPLC-QToF-MS分析 (Ultra-High-Performance-Liquid-Chromatography-Quadrupole-Time-of- 

Flight-Mass-Spectrometry) 

前述の HPLC分析で検出されたピークに含まれる化合物を同定するため、抽出液あるいは HPLCで分

取した画分をグラジエント開始時の溶離液に溶媒置換し、下記条件 (MS condition 1~3)で質量分析した。

使用した分析装置は、ハイフネーテッド法によって質量分離部としての飛行時間型質量分析装置

HPLC condition 2

Instument LC-20A HPLC system
 
(Shimadzu)

Column
CAPCELL PAK MGII C18

(5 um, 4.6 mm i.d. ×250 mm; Shiseido)

Column oven temp. 40

Flow rate 1.0 ml/min

Injection vol. 5 μl

Detection UV 254 nm

[A] Milli-Q/Trifluoro acetic acid = 1000/ 1 (v/v)

[B] Acetonitrile/Trifluoro acetic acid = 1000/1 (v/v)

B conc. 20%/ 0 min ⇒80%/ 30 min, Linear gradient

Mobile phase

HPLC condition 3

Instument LC-20A HPLC system
 
(Shimadzu)

Column
Kinetex XB-C18

(100A, 5 μm, 4.6 mm I.D.×250 mm; Phenomenex)

Column oven temp. 40

Flow rate 1.0 ml/min

Injection vol. 5 ~ 150 μl

Detection UV 334 nm

[A] Milli-Q/ Formic acid = 1000/ 1 (v/v)

[B] Acetonitrile

B conc. 20%/ 0 min ⇒80%/ 30 min, Linear gradient

Mobile phase
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SYNAPTTM G2 HDMSTM (Waters)の上流に ACQUITY UPLC® (Waters)を連結し、付属のMassLynx ver. 4.1 

(Waters)ソフトウェアでオペレートした。イオン化方式はエレクトロイオンスプレー化法で負イオン測

定を行った。得られたマススペクトル中のプロダクトイオンの m/zに基づいて、ソフトウェア上で元素

組成解析 (Elemental composition analysis)を行い化合物の組成式を予測した。得られた測定精密質量 

(Accurate mass)と組成式をメラニン生合成系中間体の計算精密質量 (Exact mass) (付録 4)と比較するこ

とでピークの帰属とした。 

 

 

 

SYNAPT
TM

 G2 HDMS
TM 

(Waters)

MassLynx 4.1 (Waters)

Chromatograph ACQUITY UPLC
® 

(Waters)

Column Kinetex C18 (2.1 mm I.D.×100 mm; Phenomenex)

Column oven temp. 40

Flow rate 0.4 ml/min

Detection Photodiode array, 200 - 400 nm

[A] Milli-Q/ Formic acid = 1000/ 1 (v/v)

[B] Acetonitrile

B conc. 10%/ 0 min ⇒90%/ 10 min, Linear gradient

Ionization ESI 

Ion mode Negative ion

Resolution mode Resolution 20000

mass range (m/z ) 100 - 1000

Source temp. (℃) 150

Desolvation temp. (℃) 500

Data threshold (%) 10

M
S

MS condition 1

Mobile phase

Instument

Software

U
H

P
L

C
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使用培地 

PDA培地（Potato dextrose agar medium） 

Potato  200 g/L 

Glucose  2.0% 

Agar  1.5% 

 ジャガイモの皮をむいて芽を取り、約 5mm 角のサイコロ状に切断した。D.W.とともに約 1 時間煮込

んで成分を抽出した。煮汁をガーゼでこして、グルコースと寒天粉末を加え十分撹拌した後、オートク

レーブ滅菌した。 

 

Ionization ESI 

Ion mode Negative ion

Resolution mode Resolution 20000

mass range (m/z ) 100 - 1000

Source temp. (℃) 100

Desolvation temp. (℃) 200

Data threshold (%) 10

M
S

MS condition 2

Ionization ESI 

Ion mode Negative ion

Resolution mode Resolution 20000

mass range (m/z ) 100 - 1000

Source temp. (℃) 100

Desolvation temp. (℃) 250

Data threshold (%) 10

M
S

MS condition 3
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PDA培地（Hygromycin 100 μg/ml） 

 上記の組成でオートクレーブ滅菌した後、スターラーで静かに撹拌して培地を冷ます。60~70℃程度

まで冷まし、無菌条件下で 25 mg/ml Hygromycin B を、PDA培地 500 ml当り 2 ml添加した。 

 

PCDA 培地（Potato carrot dextrose agar medium） 

 上記の組成で、ジャガイモを煮込む際に培地全量 1 L当たり 150 g のサイコロ状にカットしたニンジ

ンを加え D.W.とともに約 1 時間煮込んで成分を抽出した。この煮汁をガーゼでこして培地調製に用い

た。 

 

OMA 培地（Oatmeal agar medium） 

Oatmeal  50 g/L 

Agar  1.5% 

 Oatmeal（日食オーツ）を培地全量の 8~9割の D.W.とともに約 30分間煮込む。煮汁をガーゼでこして

Agarを加えた後、D.W.でメスアップする。その後オートクレーブ滅菌した。 

 

YG 培地（Yeast extract glucose broth） 

Yeast extract  0.5% 

Glucose  2.0% 

 培地全量に対して、0.5% Yeast extractと 2.0%グルコースを加え、水道水でメスアップし、オートクレ

ーブ滅菌した。 

 

YG1/2S培地 

Yeast extract  0.5% 

Glucose  2.0% 

0.6 M Sorbitol 
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25 mM CaCl2 

 

YG20SC培地 

Yeast extract  0.5% 

Glucose  2.0% 

Sucrose  20% 

Low melting agar 1.0% 

 

 

YPAD 培地 

Yeast extract  1.0% 

Peptone  2.0% 

Dextrose  2.0% 

Adenine sulfate 0.04% 

(Agar  2.0%) 

 上記の組成で D.W.に完全に溶解させた後、オートクレーブ滅菌した。 

 

SD培地（Synthetic minimal medium with dextrose） 

Dextrose    2.0% 

Yeast nitrogen base without amino acids 0.67% 

(Agar    2.0%) 

 

SC培地（Synthetic complete medium） 

Dextrose    2.0% 

Yeast nitrogen base without amino acids 0.67% 
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Adenine sulfate   0.04% 

Agar    2.0% 

Appropriate mix composition (H)  50 ml/L 

1M K2HPO4    10 ml/L 

 培地全量に対して上記の組成で D.W.に溶解させた後、オートクレーブ滅菌した。任意のアミノ酸欠損

培地を調製する際は、そのアミノ酸を含まない Appropriate mix composition (H)を調製し上記組成に混合

した。オートクレーブ滅菌後、フィルター滅菌した下記の溶液を混合した。 

5% L-threonine   5 ml/L 

2% Sodium aspartate   5 ml/L 

1% L-leucine    5 ml/L 

 

Appropriate mix composition (H) 

Uracil  0.05% 

L-Tryptophan  0.05% 

L-Histidine  0.05% 

L-Arginine  0.05% 

L-Methionine  0.05% 

L-Tyrosine  0.07% 

L-Isoleucine  0.07% 

L-Lysine  0.07% 

L-Phenylalanine 0.12% 

L-Valine  0.3% 

 上記の組成で D.W.に溶解させた後、オートクレーブ滅菌した。任意のアミノ酸欠損培地を調製する際

は、上記組成からそのアミノ酸を除いて調製した。 
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SOB 培地 

Peptone  2.0% 

Yeast extract  0.5% 

NaCl  10 mM 

KCl   2.5 mM 

MgCl2  10 mM 

MgSO4  10 mM 

 培地全量に対して、2.0%のポリペプトン、0.5%の Yeast extract、終濃度 10 mM NaCl、終濃度 2.5 mM 

KClを加え、オートクレーブ滅菌した。その後、それぞれの終濃度が 10 mMになるように MgCl2、MgSO4

を加えた。 

 

SOC 培地 

 SOB培地全量に対して、1/100量の 2Mグルコース溶液（オートクレーブ滅菌済み）を加えた。 

 

LB 培地（Ampicillin 50 μg/ml） 

Peptone  1.0% 

Yeast extract  0.5% 

NaCl  1.0% 

(Agar  1.5%) 

 培地全量に対して、1.0%のポリペプトン、0.5%の Yeast extract、1.0%の NaCl、1.2%の寒天粉末、1/200

量の 1N NaOH を加え、オートクレーブ滅菌した。その後、十分に冷ましてから終濃度 50 μg/mlになる

ように Ampicillin を加えた。 

 

使用試薬 

PCI (Phenol/chloroform/Isoamyl alcohol) 
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50% 水飽和フェノール 49% クロロホルム   1% イソアミルアルコール  

微量 8-キノリノール 

 

RNA抽出 buffer 

2 × STE  1% SDS  0.2% 2-Mercaptoethanol 

 

10×STE buffer 

1 M NaCl 100 mM Tris-HCl (pH 8.0) 10 mM EDTA (pH 8.0) 

 

TE buffer 

10 mM Tris-HCl (pH 8.0) 1 mM EDTA 

 

50×TAE buffer 

2 M Tris  1 M CH3COOH  50 mM EDTA (pH 8.0) 

 

10×TBE buffer 

0.89 M Tris 0.89 M Boric acid  0.02 M EDTA 

 

10×Loading dye 

50% Glycerol 250 mM Tris-HCl (pH 8.0) 125 mM EDTA (pH 8.0) 0.1% Bromophenol blue 

0.1% Xylene cyanol 

 

Buffer A (pH 7.4) 

0.1 M Sodium phosphate 0.2 M KCl 
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Buffer B (pH 7.8) 

50 mM Tris-HCl (pH7.8) 150 mM NaCl 

 

10×Electrode buffer 

0.25 M Tris 1.92 M Glycine 1.0% SDS 

 

4×Separating buffer (分離ゲル用) 

1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 0.4% SDS (w/v) 

 

4×Stacking buffer (濃縮ゲル用) 

0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) 0.4% SDS (w/v) 

 

4×SDS-PAGE sample buffer 

0.24 M Tris-HCl (pH6.8) 8.0% SDS (w/v) 40% Glycerol 0.1% Bromophenol blue  

20% 2-Mercaptoethanol 

 

10×TBS buffer (pH 7.4) 

500 mM Tris 138 mM NaCl 2.7 mM KCl 

 

TBST 

1 × TBS  0.05% Tween 20 

 

Stripping buffer (抗体剥離用) 

62.5 mM Tris-HCl (pH6.7) 2.0% SDS (w/v) 100 mM 2-Mercaptoethanol 
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Westernblotting buffer A 

300 mM Tris 2.5% Methanol 

 

Westernblotting buffer B 

25 mM Tris 2.5% Methanol 

 

Westernblotting buffer C 

25 mM Tris 2.5% Methanol 0.02% SDS 2 mM 6-Aminohexanoic acid 

 

Transformation buffer (pH 6.7) 

10 mM PIPES 15 mM CaCl2 250 mM KCl 55 mM MnCl2 

 

Solution I (プラスミド抽出用) 

25 mM Tris-HCl (pH 8.0) 50 mM Glucose 10 mM EDTA (pH 8.0) 

 

Solution II (プラスミド抽出用) 

0.2 N NaOH 1% SDS (w/v) 

 

Solution III (プラスミド抽出用) 

3 M CH3COOK 2 M CH3COOH 

 

STC buffer 

1.2 M Sorbitol 10 mM Tris-HCl (pH 7.5) 20 mM CaCl2 

 

STC-50 buffer 
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1.2 M Sorbitol 10 mM Tris-HCl (pH 7.5) 50 mM CaCl2 

 

KTC buffer 

1.8 M KCl 150 mM Tris-HCl (pH 8) 150 mM CaCl2 
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結果 

I 章 イネいもち病菌ベトナム分離株に感染するマイコウイルス 

 

1. マイコウイルスの感染が S-0412-II 1c株に及ぼす影響 

 先行研究においてベトナムで分離されたイネいもち病菌株の中で、S-0412-II 1c 株には Magnaporthe 

oryzae chrysovirus 1-A-a (MoCV1-A-a) (ゲノムサイズ: 3.6 kb、3.1 kb、2.9 kb、2.8 kb)、Magnaporthe oryzae 

partiti-like virus (MoPLV) (ゲノムサイズ: 2.4 kb、2.2 kb、1.9 kb、1.2 kb)が混合感染していることが明らか

にされている(Figure 1)。また、シクロヘキシミド処理によるウイルス感染のフリー化処理や、菌糸先端

培養、継代培養により、ウイルスフリー化株(MoCV1-A-a-/MoPLV-free S-0412-II 1c株)、MoCV1-A-a単独

感染株、MoPLV 単独感染株が作出された(鈴木修士論文, 2010)。これらのウイルスが宿主菌に及ぼす影

響を解析するため、得られた株の PDA平板培地上での表現型の比較が行われた。その結果、MoCV1-A-

aが感染している S-0412-II 1c株と MoCV1-A-a単独感染株では、培地上に生育しているイネいもち病菌

の気中菌糸が形成されない、もしくは気中菌糸の形成後溶菌化するウェットな表現型と異常な色素沈着

が観察された。一方、MoCV1-A-aが感染していないMoPLV 単独感染株とウイルスフリー化株では、こ

のような表現型は観察されず、旺盛な気中菌糸が観察された。また、分生子形成効率を調査すると、S-

0412-II 1c株とMoCV1-A-a単独感染株ではウイルスフリー化株と比較して大幅に分生子の形成数が減少

していた。しかし、MoPLV 単独感染株とウイルスフリー化株では形成分生子数に差が認められなかっ

た。これらの結果より、MoCV1-A-a がイネいもち病菌に生育阻害を引き起こし、MoPLV は潜伏的なウ

イルスであると考えられた(鈴木修士論文, 2010)。 

 この結果の再現性を確認するため、各株から 2 本鎖 RNA 抽出を行いウイルスゲノムの有無を確認す

るとともに PDA 平板培地上での表現型比較を行った。その結果、MoCV1-A-a のウイルスゲノムが確認

された S-0412-II 1c株と MoCV1-A-a単独感染株において、宿主菌の気中菌糸が形成されない、もしくは

気中菌糸の形成後溶菌化するウェットな表現型と異常な色素沈着が観察された。また、ウイルスフリー
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化株とMoPLV 単独感染株では旺盛な気中菌糸が観察された。このことから、MoCV1-A-aが感染してい

る株ではイネいもち病菌の生育阻害が引き起こされていることが再確認でき、過去の報告を支持する結

果が得られた(Figure 2, 3)。 

 

2. MoCV1 ウイルスゲノムセグメントの濃度比計測 

 菌体や精製したウイルス粒子から抽出した dsRNA をアガロースゲル電気泳動で展開すると、MoCV1-

A-a と MoCV1-A で高分子側から 2 番目のバンド (約 3.1 kb)の濃度比が異なっていた。高分子側から 3

番目のバンド (約 2.9 kb)は両ウイルス間で濃度の差がほとんど確認されなかったが、高分子側から 2番

目のバンドにおいて、MoCV1-A-aのバンド強度はMoCV1-A のそれよりも非常に高く見える。各ウイル

スの dsRNA セグメントのバンド強度を数値化するため、CS Analyzer ver 3.0 (ATTO Densitograph Software 

Library)を用いてデンシトメトリー計測を行った。すると、3.1 kbのバンド輝度のデンシトグラムから計

算された積算値は MoCV1-A では約 50,000であったのに対して、MoCV1-A-aでは約 130,000で 2倍以上

の高い数値を示した。既知濃度の分子量マーカーを基準として各バンドの定量値を求めると、3.1 kb の

バンドは菌体 45 mg 当りMoCV1-A では 82 ngだったが、それに対して MoCV1-A-aでは 217 ngで 2倍

以上の高い数値を示した。このことから、MoCV1-A-aとMoCV1-A において同一重量の菌体に含まれる

dsRNA1~5 のセグメント存在比が異なっていることが明らかとなった (Figure 4, Table 3)。 

 

3. MoCV1-A-aのシークエンス解析 

 S-0412-II 1c株に感染している MoCV1-A-aの詳細な解析のため、MoCV1-A-aウイルスゲノムの全塩基

配列の決定を行った。鋳型として S-0412-II 1c 株を凍結破砕し全核酸を抽出し CF-11 セルロースパウダ

ーにより精製した dsRNA を用いた。先行研究で、ランダムプライマーを用いた cDNA クローニングや

RT-PCR を用いて MoCV1-A-a のおおよそ全長を網羅する塩基配列が得られているが(鈴木修士論文, 

2010)、完全長の塩基配列決定は未完結であった。そこで、5’ RACE法や 3’ RACE 法、RT-PCR法を用い

てウイルスゲノムの全塩基配列を決定した。 
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MoCV1-A-aの全塩基配列とゲノムセグメント構造 

過去の研究で明らかとなった部分的な塩基配列情報に基づいて Gene specific primerを設計し、5’ RACE

法や 3’ RACE法によって各ウイルスゲノムセグメントの末端配列のフラグメントを得た。ATSQ ソフト

ウェア上で過去の研究で明らかとなった部分的な塩基配列情報と新規に得られたフラグメントをアセ

ンブルし、各セグメントの完全長の塩基配列を有するコンティグを作成した。これらのシークエンス解

析により、MoCV1-A-a の全塩基配列を決定しウイルスのゲノムセグメント構造を特定することができ

た。結果として、MoCV1-A-aは dsRNA1:3,555 nt、dsRNA2:3,250 nt、dsRNA3:3,077 nt、dsRNA4:3,044 nt、

dsRNA5:2,880 ntの 5つの dsRNAセグメントをウイルスゲノムとして有していることが分かった(Figure 

5)。また、各セグメントは ORF1:1,127 aa、ORF2:934 aa、ORF3:799 aa、ORF4:812 aa、ORF5:611 aaの ORF 

(Open reading flame)1~5をコードしていることが分かった(Fig. 5)。さらに、GENETYXを用いて MoCV1-

A-a と、同一植物体上の他病斑から分離された MoCV1-A との各セグメント間における塩基配列の相同

性及びアミノ酸配列の相同性・類似性を計測した。塩基配列では dsRNA1:99.4%、dsRNA2:99.4%、

dsRNA3:99.2%、dsRNA4:99.2%、dsRNA5:99.2%の相同性が確認された。アミノ酸配列では、類似性が

ORF1:99.8%、ORF2:100%、ORF3:100%、ORF4:100%、ORF5:99.8%、同一性が ORF1:99.4%、ORF2:99.7%、

ORF3:99.7%、ORF4:100%、ORF5:99.0%と両ウイルス間で極めて高い相同性が確認された(Table 4)。 

 

MoCV1-A-aと MoCV1-Aのウイルスゲノム上の塩基・アミノ酸置換 

 GENETYXを用いた解析の結果、MoCV1-A-aとMoCV1-A の両ウイルス間では塩基・アミノ酸配列共

に 99%以上の非常に高い相同性が確認された。このことは、両ウイルス間で数えるほどの置換しかない

ということを意味している。各セグメントの ORFと末端の非翻訳領域 (UTR: Untranslated region)上の全

ての塩基置換を以下に示す。dsRNA1においては、計 21ヵ所の塩基置換と 7ヵ所のアミノ酸置換が確認

された。dsRNA2 においては、計 19ヵ所の塩基置換と 3ヵ所のアミノ酸置換が確認された。dsRNA3 に

おいては、計 22ヵ所の塩基置換と 2ヵ所のアミノ酸置換が確認された。また 3’末端の AT rich配列にお

いて配列のずれが生じていた。dsRNA4 においては、計 23ヵ所の塩基置換が確認されたが、その全てが

アミノ酸置換を伴わないサイレント変異であった。dsRNA5 においては、計 22ヵ所の塩基置換と 6ヵ所
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のアミノ酸置換が確認された(Figure 6, Table 5)。 

 

4. ウイルス様粒子の抽出と精製 

 MoCV1-A-aのウイルス様粒子 (VLP: Virus like particle)の生化学的性質を解析するため、MoCV1-A-aが

感染している S-0412-II 1c 株及び MoCV1-A-a 単独感染株から Figure 7 の手順に従って VLP の精製を試

みた。まず、YG液体培地で 3~4 週間フラスコで振蘯培養した菌体をブレンドミキサーで破砕して VLP

を抽出した。このクルードサンプルを 3 回の超遠心分離によって粗精製し、沈殿した VLP を含むペレ

ットを Buffer A に再懸濁した。この懸濁液を粗精製 VLP 溶液として以下の実験に使用した。 

 

ショ糖濃度勾配遠心法によるウイルス様粒子の部分純化 

まず、粗精製 VLP 溶液中の混合物を沈降係数に従って分離し部分純化した VLP 溶液を得るため、

10~40%ショ糖濃度勾配遠心法を試みた。まず、粗精製 VLP 溶液を濃度 10～40%のショ糖濃度勾配溶液

に重層し、70,000 g・10℃・2.5時間（スイングローターRPS40T, 55P-72, Hitachi）で超遠心分離を行った。

この後、ショ糖濃度画分ごとに約 500 μlずつ分画した。ウイルスがどのショ糖濃度画分に存在するかを

調べるため、各画分を SDS-Phenol法で核酸抽出しアガロースゲル電気泳動により展開して dsRNAを検

出した。その結果、MoCV1-A-a dsRNA はショ糖濃度約 20~23%の画分、MoPLV dsRNAはショ糖濃度約

10~14%の画分で検出された(Figure 8)。 

 

塩化セシウム密度勾配遠心法によるウイルス様粒子の純化と浮遊密度の測定 

VLP 溶液のさらなる純化と浮遊密度の測定のため、ショ糖濃度勾配遠心法により部分純化した

MoCV1-A-aとMoPLVの精製 VLP 溶液を用いて塩化セシウム密度勾配法を試みた。まず、浮遊密度 1.375 

g/cm3が密度勾配の中心になるように調製された飽和塩化セシウム溶液と Buffer B の混合溶液に、ショ

糖密度勾配遠心法により得られた精製 VLP 溶液を重層し、100,200 g・20℃・24時間（P80AT ローター, 

CP80WX, Hitachi）で超遠心分離を行った。この後、塩化セシウム密度画分ごとに約 500 μl ずつ分画し

た。ウイルスがどの塩化セシウム密度画分に存在するかを調べるため、各画分を SDS-Phenol 法で核酸
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抽出しアガロースゲル電気泳動により展開して dsRNAを検出した。その結果、MoCV1-A-a dsRNA は塩

化セシウム密度勾配の最上層の浮遊密度 1.311g/cm3の画分で検出された(Figure 9)。 

 

SDS-PAGEによる MoCV1-A-aとMoPLVの構造タンパク質の検出 

 ウイルス由来の構造タンパク質を検出するため、ショ糖濃度勾配遠心法により部分純化した MoCV1-

A-aとMoPLV の精製 VLP 溶液を SDS-PAGEで展開した。また、MoCV1-A-aとMoPLVが感染していな

いウイルスフリー化株についても同法で部分純化し、MoCV1-A-aとMoPLV が存在した画分と同じショ

糖濃度画分を SDS-PAGEで展開し CBB染色した。MoCV1-A-aでは、130 kDa、70 kDa、65 kDa、58 kDa

の分子量をもつ 4種類のタンパク質（それぞれ P130、P70、P65、P58）が検出された。この時、ウイル

スフリー化株由来の精製 VLP 溶液からはこれらのタンパク質は検出されなかった。MoPLVでは、約 58 

kDa、約 50 kDa の分子量をもつ 2種類のタンパク質が検出された(Figure 10)。この時、ウイルスフリー

化株由来の精製 VLP 溶液からも同じ分子量のタンパク質が検出されたが、各バンドの濃度比が異なっ

ていた。 

 

透過型電子顕微鏡によるMoCV1-A-aウイルス様粒子の観察 

ショ糖濃度勾配遠心法により部分純化したMoCV1-A-aの VLP溶液をネガティブ染色法により染色し

て透過型電子顕微鏡で観察した。その結果、MoCV1-A-aの VLP と思われる直径約 35 nmの等尺性の球

形粒子構造が観察された。観察されたほとんどの粒子は直径約 35 nmで球形の一様な形状であるが、一

部で形状が歪んだ粒子や直径約 50 nmの大きな粒子が観察された。また、電子線が透過して内部が黒色

の粒子が数多く確認されたのに対して、電子線が透過せず内部が白色の粒子が少数観察された(Figure 

11)。 

 

5. 菌糸融合による MoCV1-Aフリー化株へのウイルス導入の試み 

 S-0412-II 1c株 (MoCV1-A-a/MoPLV 感染株)及び S-0412-II 1a株 (MoCV1-A感染株)で宿主菌の遺伝的

背景の違いに起因してウイルスに対する感受性が異なる可能性を検証するため、Figure 12 の手順に従っ
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て核ゲノムにハイグロマイシン耐性遺伝子 (hph)を形質転換した MoCV1-A フリー化株(レシピエント

株)と S-0412-II 1c 株または S-0412-II 1a 株(ドナー株)間の菌糸融合を介した MoCV1-A-a 及び MoCV1-A

の感染を試みた。ハイグロマイシンを用いて、核にレシピエント由来のハイグロマイシン耐性遺伝子、

細胞質にドナー由来の Viral dsRNA を保持する菌糸融合候補株を選抜しその表現型を観察することで、

各ウイルスが同一の宿主菌株へ与える影響を比較した。まず始めに、本実験では菌糸融合候補株の選抜

にハイグロマイシン添加 PDA 培地を用いたため、ハイグロマイシンがレシピエント株とドナー株へ与

える影響を表現型で確認した。その結果、ハイグロマイシン耐性遺伝子が形質転換されているレシピエ

ント株は、ハイグロマイシン添加 PDA培地上においても通常の PDA培地上で培養した時とほぼ同等の

表現型を示し旺盛な気中菌糸が観察された。一方、ドナー株はハイグロマイシン添加 PDA 培地上にお

いて生育不良を生じ生育速度の遅延が確認された。このことから、ハイグロマイシンは耐性遺伝子が導

入されたレシピエント株の生育には影響を与えずドナー株に生育不良を引き起こし、ハイグロマイシン

を用いた菌糸融合候補株の選抜が有効であることが確認できた(Figure 13)。次に、実際に菌糸融合を介

した MoCV1-Aフリー化株へのウイルス感染を試みた。PDA培地上でレシピエント株とドナー株を 3週

間対峙培養し、両株の接触面をコルクボーラーで取り出してハイグロマイシン添加 PDA 培地へ移植し

た。そのままハイグロマイシン添加 PDA 培地上で 3週間培養し、表現型を観察すると共に PCR によっ

て Viral dsRNA とハイグロマイシン耐性遺伝子の検出を試みた。その結果、図に示した菌糸融合候補株

においてウイルスゲノムとハイグロマイシン耐性遺伝子が検出された(Figure 13)。このことから、これ

らの菌糸融合候補株は菌糸融合によってレシピエント株由来の核ゲノムとドナー株のウイルスを 1細胞

内に保持しており、MoCV1-A フリー化株へウイルスが感染した可能性が示唆された。さらに、菌糸融

合候補株の表現型を比較したところ、ドナー株として MoCV1-A 感染株を用いた場合はレシピエント株

と同じような旺盛な気中菌糸が観察されたが、MoCV1-A-a 感染株を用いた場合は気中菌糸が溶菌化し

たウェットな表現型が観察された(Figure 13)。  
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II 章 イネいもち病菌国内分離株に感染するマイコウイルス 

 

1. イネいもち病菌国内分離株からの MoCV1 近縁ウイルスの検出 

日本国内で分離されたイネいもち病菌株から MoCV1 に近縁なマイコウイルスを検出するため、

Urayama et al. (2015)で報告された爪楊枝による病斑・コロニーからの迅速検出を試みた。菌株の分離地

は、東北地方（秋田県、山形県）、北陸地方（新潟県、石川県、富山県、福井県）、九州地方（福岡県、

佐賀県、長崎県、大分県、熊本県、宮崎県、鹿児島県）の各地で、秋田県立大・山形大・農研機構・中

央農研・九州沖縄農研から分譲いただいた。分譲株の病変部（罹病穂、罹病葉）や PDA 平板培地で培養

した菌叢から MoCV1-A RdRp 特異的プライマーセット(Table 2)を用いた RT-PCR でMoCV1近縁ウイル

スのスクリーニングを行った。その結果、281 サンプルのうち 13 サンプルから MoCV1-A RdRp 特異的

増幅産物が検出され、MoCV1 近縁ウイルスの感染が示唆された(加藤修士論文, 2014; 相原修士論文, 

2017)。また、分譲株に感染する dsRNA 分子のセグメント構造を可視化するため、前項「材料と方法」

に示した通り YG 液体培地で二次培養した菌糸体からセルロースパウダーを用いて dsRNA を抽出・精

製しアガロースゲル電気泳動で展開した。 

 

2. 秋田県分離株 APU10-199Aから検出されたマイコウイルス 

セルロースパウダーを担体として菌糸体から dsRNA を抽出・精製しアガロースゲル電気泳動で展開

したところ、秋田県分離株 APU10-199A から多成分の dsRNA 分子が検出された。検出された dsRNA分

子のサイズは、高分子側からおよそ 5.2 kbに 1セグメント、2.6 kb-3.6 kbの範囲に 5本の dsRNA セグメ

ント、1.9 kbと 1.5 kbに 2セグメントであった(Figure 14)。前述の RT-PCRの結果でMoCV1近縁ウイル

スの存在が示唆されたことから、検出された dsRNA 分子の中で 2.6 kb-3.6 kb の範囲に存在する 5 本の

dsRNA セグメントが Chrysovirus-related virus のウイルスゲノムであることが予測された。また、この

APU10-199A 株とベトナム分離株 S-0412-II 1a (MoCV1-A 感染株)及び S-0412-II 2a (MoCV1-B 感染株)か

ら精製した dsRNA を 5%ポリアクリルアミドゲルで電気泳動した(Figure 15)。すると、APU10-199A 株

から検出された MoCV1近縁ウイルスの dsRNAは、ベトナム分離株MoCV1-AやMoCV1-B の dsRNAと
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は異なる泳動パターンを示した。 

APU10-199A 株で検出された多成分の dsRNA 分子の感染フリー化のため、ジョイスティックマイク

ロマニピュレーター (MN-151、NARISHIGE)を用いて単分生子分離を試みた。分離株のコロニーから YG

液体培地で二次培養した菌糸体から dsRNAを精製しアガロースゲル電気泳動で展開した。1.9 kbと 1.5 

kb dsRNA 分子は全ての分離株で維持されており、5.2 kb dsRNA は欠落した分離株が得られたものの非

常に高率に維持されていた。それとは対照的に、MoCV1近縁ウイルスの dsRNAは分離株中の存在量に

広範な変動性が認められた(Figure 14)。これらの分離株の中で、5.2 kbとMoCV1 近縁ウイルスの dsRNA

が同時に欠落し 1.9 kbと 1.5 kb dsRNA 分子のみを保持する菌株が得られた。本株の菌叢及び菌糸の表現

型をオリジナル株 APU10-199A と比較してみると、オリジナル株の菌叢はアルビノ化し気中菌糸も形成

されていなかったが、これらの dsRNAを欠落した分離株ではこれらの表現型は回復傾向にあった(Figure 

14)。菌糸の表現型についても同様で、オリジナル株の菌糸のみで菌糸内への顆粒状構造体の異常な集積

が認められた。つまり、秋田県分離株 APU10-199A において、5.2 kb dsRNA もしくは MoCV1近縁ウイ

ルスの存在によって宿主菌に弱毒化が生じていることが明らかとなった。 

 

3. APU10-199A株から検出されたマイコウイルスのシークエンス解析 

APU10-199A 株からセルロースパウダーを担体としてカラム精製した dsRNA を鋳型として cDNA 合

成を行った。まず 2.6 kb-3.6 kbの範囲に検出されたMoCV1近縁ウイルスの 5本の dsRNA セグメントを

サイズの大きいセグメントから dsRNA1-dsRNA5とした。シークエンス解析の結果、それぞれの dsRNA

セグメントの塩基長は dsRNA1:3,557 nt、dsRNA2:3,251 nt、dsRNA3:2,926 nt、dsRNA4:2,921 nt、

dsRNA5:2,603 nt であることが分かった(Figure 16)。dsRNA1-5 の配列情報は DDBJ/EMBL/GenBank デー

タベースに dsRNA1: LC432338、dsRNA2: LC432339、dsRNA3: LC432340、dsRNA4: LC432341、dsRNA5: 

LC432342 として登録した。GENETYX を用いて MoCV1 近縁ウイルスの dsRNA1-5 と MoCV1-A 及び

MoCV1-B dsRNA1-5 との塩基配列の相同性を比較した (Table 6)。MoCV1-A と比較した場合、

dsRNA1:81.1%、dsRNA2:78.9%、dsRNA3:75.8%、dsRNA4:76.0%、dsRNA5:63.6%の相同性を示した。

MoCV1-B と比較した場合、dsRNA1:81.0%、dsRNA2:77.5%、dsRNA3:72.2%、dsRNA4:73.9%、dsRNA5:63.5%
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の相同性を示した。この相同性の高さから、APU10-199A 株から見出された MoCV1 近縁ウイルスを

Magnaporthe oryzae chrysovirus 1-D (MoCV1-D)と呼称した。MoCV1-D dsRNA1-4はMoCV1-A及びMoCV1-

B dsRNA1-4と比較的高い相同性を示したものの、dsRNA5 は特に相同性が低かった。MoCV1-D dsRNA1-

5とMoCV1-A及びMoCV1-Bの 5’末端配列と 3’末端配列のマルチプルアライメントを示した(Figure 18)。

特に 5’末端配列においてセグメント間で保存性が非常に高く、5’-GCAAAAAAGAAUAAAGC-3’ motifは

MoCV1-A 及び MoCV1-B ともコンセンサスな配列であった。3’末端配列は AT rich 配列であるものの、

5’末端配列と比較するとウイルス間での保存性は高くなかった。 

次に、MoCV1-D dsRNA1-5 の塩基配列情報に基づいて GENETYX によって開始コドンを予測し推定

アミノ酸配列情報を得た。すると、MoCV1-D dsRNA1-5はそれぞれ Single open reading flame (ORF)をコ

ードしていた。ORFs は dsRNA セグメントと連動させて、ORF1:1,127 aa、ORF2:934 aa、ORF3:800 aa、

ORF4:811 aa、ORF5:661 aaであった(Figure 16 )。BLASTp を用いて MoCV1-D ORF1-5の相同性検索を行

ったところ、MoCV1-A及びMoCV1-B ORF1-5との相同性が極めて高かった(Table 7)。MoCV1-A と比較

した場合、同一性が ORF1:93.9%、ORF2:83.7%、ORF3:90.6%、ORF4:90.9%、ORF5:70.3%、類似性が

ORF1:99.7%、ORF2:88.3%、ORF3:99.0%、ORF4:94.5%、ORF5:79.0%の値を示した。MoCV1-Bと比較し

た場合、同一性が ORF1:93.4%、ORF2:82.5%、ORF3:88.8%、ORF4:89.2%、ORF5:70.3%、類似性が

ORF1:99.6%、ORF2:88.4%、ORF3:97.7%、ORF4:92.6%、ORF5:74.4%の値を示した。BLASTp解析によっ

て MoCV1-D ORF1 が RdRp をコードする MoCV1-A の ORF1 と極めて相同性が高いことから、MoCV1-

D ORF1 も RdRpをコードすると考えられた。そこで、MoCV1-D ORF1 上において dsRNAウイルスに共

通する 8 つの保存モチーフを含むコア領域 (Jiang and Ghabrial, 2004)に基づいて ML 法による分子系統

解析を行った(Figure 20)。その結果、当初期待された通り MoCV1-D はMoCV1-A やMoCV1-B と極めて

近縁なクレードを形成し、Chrysoviridae cluster-II に分類された。さらに、MoCV1-A よりも MoCV1-Bに

より近縁であることが分かった。系統解析に用いた MoCV1-D と MoCV1-A、MoCV1-B、さらに

Chrysoviridae cluster-IIに属する TcV2、WiV29、FgV-Ch9の RdRp上の保存モチーフ I ~ VIIIを含むマル

チプルアライメントを Figure 19に示した。これらのウイルス間でモチーフ I ~ VIIIの保存性は非常に高

かった。系統解析の通り、BLASTp 検索ではMoCV1-D ORF1 は TcV2 ORF1 やWiV29 ORF1 とも比較的
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相同性が高く、それぞれの相同性は TcV2 ORF1:50.5%、WiV29 ORF1:52.8%であった。しかし、MoCV1-

D ORF2-5においてはMoCV1-A及びMoCV1-Bにおける counterpart以外に相同性の高い他種のウイルス

の ORFs はあまり見出されなかった。MoCV1-D ORF3,4 は AaCV1、FodV1、BdCV1、PjCV1 の ORF3,4

とおおよそ 30%前後の相同性を示した。しかし、MoCV1-D ORF2 は BdCV1 ORF2 と 27.3%の相同性を

示すのみであり、MoCV1-D ORF5 に至ってはMoCV1-A 及び MoCV1-B における counterpart以外に相同

性の高い ORFsは全く見出されなかった(Table 7)。 

 APU10-199A株から約 5.2 kbの dsRNA分子として検出されたマイコウイルスの全塩基配列は FLDS法

(Urayama et al., 2016b)を用いて決定した。この dsRNA 分子は完全長が 5,194 nt であり、配列情報は

DDBJ/EMBL/GenBank データベースに LC432343 として登録した。BLASTx 検索によってこの 5.2 kb 

dsRNA はイネいもち病菌株 Ken 60-19 (AB300379)から見出された Magnaporthe oryzae virus 2 (MoV2)とほ

ぼ同一であった(Maejima et al., 2008)。MoV2は Totiviridae科 Victorivirus属に分類され、その遺伝子構造

は 277-2,646 ntに位置し CP をコードする ORF1 と、2,639-5,131 ntに位置し RdRp をコードする ORF2 か

ら成る(Figure 17)。APU10-199A MoV2と Ken 60-19 MoV2 の塩基配列の相同性は 98.0%で、ORF1 の同一

性は 99.5%、ORF2 の同一性は 99.8%であった。APU10-199A MoV2 配列上の特徴として、ORF1 の終止

コドンと ORF2 の開始コドンが 8 塩基上 (AUGAUUGA)でオーバーラップ構造をとっていた。この

APU10-199A 株から見出された MoV2の配列の特徴は、Maejima et al., (2008)で報告された Ken 60-19由

来の MoV2 配列上に見出された Victorivirus 属内で保存性のある典型的な start and restart motif (Ghabrial 

et al., 2013)である 4塩基 (AUGA)のオーバーラップ構造とは異なっていた。 

 これらのウイルスのほか、FLDS 法では 1,201 bpと 705 bpの 2つの contigも得られており、それぞれ

Magnaporthe oryzae partitivirus 1 (MoPV1)の RdRp (KX119172)及び CP (KX119173)と非常に高い相同性を

示した。そのため、Figure 14で示した低分子側に検出された 2 dsRNAセグメントはMoPV1 と考えられ

た。 

 以上のことから、秋田県で分離されたイネいもち病菌 APU10-199A 株には Chrysoviridae cluster-IIに分

類される MoCV1-D、 Totiviridae に分類される MoV2、 Partitiviridae に分類される MoPV1 の 3 種のマ

イコウイルスが混合感染していることが明らかとなった。 
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4. マイコウイルスの感染が APU10-199A株に及ぼす影響 

 宿主菌の表現型にそれぞれのマイコウイルス感染がどのような影響を与えるかを調べるため、APU10-

199A 株を用いて単分生子分離を行い、単胞子由来のコロニーに対して MoCV1-D、MoV2 及び MoPV1

の dsRNAの有無をモニタリングした(Figure 14)。74コロニーの中で、MoV2及びMoPV1 dsRNAはほと

んどの株で検出され、単分生子分離を経ても高率に維持されていた。一方で、MoCV1-D dsRNA由来の

バンド強度は 74 コロニーの中で顕著に変動しており、dsRNA 含量が高い株もあればほとんど検出され

ない株も得られた。精製 dsRNAの電気泳動において、MoCV1-DとMoV2がともに検出されなかった株

と、MoCV1-Dのみ検出されなかった株が確認された。これらの株に対して、MoCV1-D 及び MoV2特異

的プライマーを用いた RT-PCR によってウイルスの完全な脱落を再確認した(Figure 23)。しかし、いずれ

においても MoPV1の感染は維持されていた。 

 また、通常の継代培養において、APU10-199A 株で検出された dsRNA1-5のうち、dsRNA5のみ欠落し

た株が得られた(Figure 21)。MoCV1 dsRNA5 特異的なプライマーセットで RT-PCR を行っても、dsRNA5

欠落株から断片増幅が認められなかった。APU10-199A 株と dsRNA5 欠落株の菌叢の表現型を比較して

も、目立った違いは認められなかった(Data not shown)。 

 宿主菌に与える影響を調べるため、オリジナル APU10-199A 株と今回得られたMoCV1-D- and MoV2-

free APU10-199A株及びMoCV1-D-free APU10-199A株の菌叢の表現型及び菌糸の顕微鏡観察像を比較し

た。その結果、3種のマイコウイルスが混合感染する APU10-199A では、PDA 平板培地上で菌叢の色素

沈着が抑制されてアルビノ化しており気中菌糸の形成がほとんど確認されなかった。さらに、YG 液体

培養した本株の菌糸をDICで観察すると、菌糸内に肥大化した小胞が高頻度に認められた(Figure 23,24)。

これらの宿主菌の生育が阻害されたような表現型は、ベトナム分離株 S-0412-II 2aに感染する MoCV1-B

が宿主に与える表現型と類似していた(Urayama et al., 2014a)。しかし、液体培養した S-0412-II 2a株の菌

糸で確認された分岐の増加や生長方向に関する極性の欠如は観察されなかった。前述したオリジナル

APU10-199A 株の表現型とは対照的に、MoCV1-D- and MoV2-free APU10-199A 株及び MoCV1-D-free 

APU10-199A 株では菌叢に黒色の色素沈着が認められ APU10-199A 株よりも気中菌糸が形成されていた。
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また、顕微鏡下での菌糸の観察においても肥大化した小胞の蓄積の観察頻度は低下した(Figure 23,24)。

つまり、MoCV1-D 感染がフリー化された株で、正常な生育の方向へ表現型が回復した傾向にあった。

このことから、オリジナル APU10-199A 株における生育抑制の表現型は、本株で検出された 3種のマイ

コウイルスの中で主に MoCV1-D に感染によって引き起こされた可能性が示唆された。しかし、これら

の MoCV1-D-free APU10-199A株では MoPV1感染はフリー化できていないため、ウイルス間の相互作用

によって表現型の変化が生じている可能性は排除できなかった。 

 

5. MoCV1-D ORF3、ORF4 及び ORF4SUaタンパク質の E. coli内リコンビナント発現 

発現誘導方式が低温応答性である pCold vector発現システムを用いて、E. coli BL21star (DE3)株内での

MoCV1-Dの ORF3 (rORF3p)、ORF4 タンパク質 (rORF4p)及び ORF4 SUa領域 (rORF4SUap)のリコンビ

ナント発現を試みた。各タンパク質の発現コンストラクトの作製方法は前項「材料と方法」に記した。

各 ORFタンパク質発現ベクター形質転換体のほか、コントロール区として pCold empty vector形質転換

体も作出した。これらの形質転換体のタンパク質発現誘導培養後、BugBusterTM Protein Extraction Reagent

で抽出し可溶性 (Soluble)画分を得たほか、Inclusion body 精製によって不溶性 (Insoluble)画分を調製し

た。これらのサンプルを SDS-PAGE で展開し CBB 染色するとともに、発現ベクター由来のタンパク質

かどうかを確認するため Anti-6 His antibodyを一次抗体としてウェスタンブロット解析を行った。 

 MoCV1-D rORF3p は CBB 染色によって Soluble画分に発現が認められず、Insoluble画分に ORF3 領域

から全長で翻訳された場合の推定分子量 84 kDaに相当するバンドが検出された(Figure 25)。ウェスタン

ブロット解析では、Anti-6 His antibodyが約 84 kDaのバンドを認識し、さらに低分子側に現れた不完全

な翻訳産物も認識した。また、MoCV1-D rORF4p も同様に CBB染色によって Soluble画分に発現が認め

られず、Insoluble 画分に ORF4 領域から全長で翻訳された場合の推定分子量 85 kDa に相当するバンド

が検出された(Figure 26)。ウェスタンブロット解析では、Anti-6 His antibodyが約 85 kDa のバンドを認識

し、さらに低分子側に現れた不完全な翻訳産物も認識した。MoCV1-D rORF4SUap も同様に CBB染色に

よって Soluble画分に発現が認められず、Insoluble画分に ORF4SUa 領域から翻訳された場合の推定分子

量 30 kDaに相当するバンドが検出された(Figure 26)。ウェスタンブロット解析では、Anti-6 His antibody
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が約 30 kDaのバンドを認識した。 

 目的とするリコンビナントタンパク質が不溶性画分に高純度に得られたため、これらの不溶性画分は

6 M Ureaで可溶化しタンパク質濃度 1.5 mg/mlに調製した。これをポリクローナル抗体作製のために抗

原タンパク質として株式会社蛋白精製工業に委託した。ウサギに対する免疫は、アジュバンドとして

FCA を使用し初回のみ 0.15 mg で以降は 14日間隔で 0.3 mg ずつ計 5回の皮内注射によって行った。試

験採血及び最終全採血は免疫 3、4、5回目のそれぞれ 7日後に行い、ELISA 測定によって抗原タンパク

質に対する抗体力価を試験した。付録 1~3 に示したとおり、十分な抗体力価を有するポリクローナル抗

体が作製された。 

 

6. 秋田県分離株 APU10-199Aからのウイルス粒子精製と特徴付け 

APU10-199A 株で検出された dsRNA 分子がウイルス粒子と連動するかどうかを決定するため、ジャ

ーファーメンターで 10 日間培養した本菌株からウイルス粒子の抽出・精製を試みた。ショ糖濃度勾配

遠心法及び塩化セシウム密度勾配遠心法を併用することで得られた画分をそれぞれアガロースゲル電

気泳動で展開し dsRNAを検出した。すると、MoCV1-D dsRNA がリッチに含まれる画分 (lanes 3 – 6, Pool 

I)と MoV2 dsRNA がリッチに含まれる画分 (lanes 7 – 10, Pool II)が得られた(Fig. 27)。偏光度に基づいて

浮遊密度を算出すると、Pool Iは浮遊密度 1.35 – 1.39 g cm-3、Pool IIは浮遊密度 1.41 – 1.49 g cm-3である

ことが分かった。Pool I 及び Pool II を超遠心分離で濃縮精製し TEM で観察すると、両画分で等尺性の

球形粒子様構造が観察され、Pool I画分は直径約 35 nm、Pool II画分は直径約 38 nmであった(Figure 27)。

電気泳動図で示したように、Pool Iには少量のMoV2が、反対に Pool IIには少量の MoCV1-Dが混入し

ているが、塩化セシウム密度勾配遠心法によって同株に共感染する 2種のマイコウイルスをおおよそ分

離することができた。 

 MoCV1-D 及び MoV2 ウイルス粒子の構造タンパク質の解析のため、精製ウイルスがそれぞれ含まれ

る Pool I 及び Pool II を SDS-PAGE で展開し CBB 染色を行った(Figure 28)。まず Pool I では 120、66、

60、58、53 kDa のバンドが検出され、Pool IIではこれらのバンドに加えて 90、79、72 kDa のバンドも

検出された。そこで、MoCV1-A においてウイルス粒子の構造タンパク質であることが分かっている
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ORF3及びORF4のアミノ酸配列がMoCV1-D ORF3及びORF4とそれぞれ非常に高い相同性を示してい

ることから(Table 7)、抗 MoCV1-A ウイルス粒子抗血清を一次抗体としてウェスタンブロット解析を行

った。すると、期待された通り、抗 MoCV1-A ウイルス粒子抗血清は MoCV1-D の構造タンパク質を認

識することができ、Pool I、Pool IIともに 120、66、60、58 kDaの分子量のシグナルが検出された。一方

で、Pool IIの CBB染色でのみ検出された 90、79、72 kDa のバンドは、ウェスタンブロット解析では検

出されなかった(Fig. 28)。このことから、120、66、60、58 kDa のバンドはMoCV1-D ウイルス粒子の構

造タンパク質であり、90、79、72 kDaのバンドはMoV2 ウイルス粒子の構造タンパク質であると考えら

れた。 

 また、ジャーファーメンターにて 3日間培養した菌体を用いて前述のように MoCV1-D が含まれる精

製ウイルス粒子画分を調製し、SDS-PAGE による展開及び抗 MoCV1-A ウイルス粒子抗血清を一次抗体

としたウェスタンブロット解析を行った。すると、CBB 染色によって前述の結果とは異なり 120、95、

85、71、66、60 kDaのバンドが検出された。さらにウェスタンブロット解析によって、約 85、71、66、

60 kDa の分子量のシグナルが検出された(Figure 28)。ここで、MoCV1-D の ORF1、ORF3 及び ORF4 か

ら全長が翻訳された場合の推定分子量はそれぞれ 125、84、85 kDaであることから(Figure 16)、約 85、

71、66、60 kDaの分子量で検出されたシグナルは、これらのタンパク質が部分的に分解された産物に相

当すると考えられた。 

 MoCV1-A の場合と同様に、MoCV1-Dにおいてもその含量の多さから ORF3 及び ORF4 タンパク質が

ウイルス粒子の主要な構成成分と考えられる。これらの構造タンパク質をさらに詳細に解析するため、

E. coli内でリコンビナント発現させたORF3 (rORF3p)及びORF4タンパク質 (rORF4p)を抗原として認識

する抗血清を用いてウェスタンブロット解析を試みた。サンプルとして用いた精製ウイルス溶液は、ジ

ャーファーメンターにて 3 日間 (3d)あるいは 14 日間 (14d)培養した APU10-199A 株及び 3 日間培養し

た MoV2・MoCV1-D フリーな APU10-199A 株からショ糖濃度勾配遠心法によって濃縮・精製すること

で調製した。これらの精製ウイルス画分を SDS-PAGEで展開し CBB 染色すると、APU10-199A(3d)では

約 95 kDa のバンドがメジャーに検出されたが、APU10-199A(14d)では約 60 kDa のバンドがメジャーに

検出され(Figure 29)、バンドのパターンは異なるものの前述した菌体の長期培養によるウイルス粒子構
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造タンパク質の部分分解は本実験においても再現された。 まず、一次抗体として抗 MoCV1-D rORF3p

抗血清を用いてウェスタンブロット解析を行うと、レーン APU10-199A(3d)と APU10-199A(14d)ではそ

れぞれ約 85 kDaと 60 kDaのバンドを主に認識し、どちらにおいてもこれらのメジャーなバンドより低

分子側にラダー状のシグナルを検出した(Figure 29)。次に、一次抗体としてMoCV1-A ORF3 の C 末端側

の 15ペプチド (CSSDGASGGSRGEEL)を認識する抗MoCV1-A ORF3 C-proximal peptide 抗血清を用いて

ウェスタンブロット解析を行うと、APU10-199A(3d)では 95、92、88 kDa のバンドがメジャーに認識さ

れるとともに低分子側にスメア状のシグナルを検出した。一方で、 APU10-199A(14d)では単一に 85 kDa

のバンドを認識した(Figure 29)。また、一次抗体として抗MoCV1-D rORF4p 抗血清を用いてウェスタン

ブロット解析を行うと、レーン APU10-199A(3d)では 85、75、70 kDaのタンパク質を認識したが、APU10-

199A(14d)では 66、60、58 kDaのバンドをメジャーに認識しさらに 85 kDaの位置に微弱なシグナルを検

出した(Figure 29)。最後に、MoCV1-A ORF4 上で S. cerevisiae に対して生理活性を示す truncated 領域 

(SUa) (Urayama et al., 2016a)のホモログであるMoCV1-D ORF4SUaを認識する抗MoCV1-D rORF4SUap

抗血清 (1,000倍、5,000倍)を一次抗体としてウェスタンブロット解析を試みた。すると、APU10-199A(3d)

と APU10-199A(14d)ともに抗 MoCV1-D rORF4p 抗血清を用いた場合とほぼ同じ分子量のバンドを検出

したが、その検出強度は著しく低下していた(Figure 30)。いずれの抗血清を用いた場合も、レーン MoCV1-

D- and MoV2-free APU10-199A(3d)ではシグナルが全く検出されなかったため、APU10-199A(3d)と 

APU10-199A(14d)で検出された全てのシグナルは宿主のタンパク質由来ではないことが分かった。 

 

7. 糖タンパク質の検出 

前述の CBB 染色及びウェスタンブロット解析において、APU10-199A(3d)では MoCV1-D ORF3 及び

ORF4 から翻訳される推定分子量 85 kDa よりも高分子量な約 95 kDa のタンパク質が検出された。この

構造タンパク質の高分子側へのシフトが糖鎖修飾などの翻訳後修飾によるものかどうかを検討するた

め、SDS-PAGE で展開した精製ウイルス画分に対して Periodic Acid-Schiff 法 (PAS; 過ヨウ素酸シッフ)

を染色原理とする PierceTM Glycoprotein Staining Kit (Thermo Fisher Scientific)を用いて In-Gel Detection を

行った。すると、レーン APU10-199A(3d)においても 95 kDa 相当の分子量でマゼンタ色の微弱なバンド
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が検出された(Figure 31)。しかし、単一に 95 kDaを検出したわけではなく、95 kDaよりも低分子側にも

スメア状のバンドが検出された。特に、60 kDa付近でバンド強度が高いように見えた。これらのバンド

はAPU10-199A(7d)サンプルレーンでは全く検出されなかった。一方で、MoCV1-D- and MoV2-free APU10-

199A(3d)においてもスメア状に微弱なシグナルが検出されており、本精製画分中に宿主由来の糖鎖修飾

されたタンパク質も微量に含まれていることが分かった。これらのことから、APU10-199A(3d)で検出さ

れた推定分子量 85 kDaよりも高分子量な約 95 kDaのタンパク質は、翻訳後修飾として少なくとも糖鎖

修飾がなされた ORF3 タンパク質に相当すると考えられた。 

 

8. 他の国内分離株からのMoCV1-Dウイルス粒子精製と特徴付け 

これまでの研究で、秋田県分離株 APU10-199A 以外の国内分離株においても MoCV1 と極めて近縁な

ウイルスの dsRNA が検出されている(相原修士論文, 2017)。これらの菌株における MoCV1 様ウイルス

粒子の存在や構造タンパク質の部分分解現象を確認するため、北陸分離株 5074 及び 5079-1 株の長期培

養菌体からウイルス粒子の抽出・精製を試みた。両菌株から見出されたクリソウイルスの塩基配列は

MoCV1-D と極めて高い相同性を示したことから、それぞれのクリソウイルスを MoCV1-D-5074 及び 

MoCV1-D-5079-1 と仮称した。ウイルス粒子の抽出は APU10-199A 株で行った方法に準じ、ショ糖濃度

勾配遠心法のみで簡易に精製した。各画分をアガロースゲル電気泳動で展開し dsRNA を検出すると、

MoCV1-D-5074及び MoCV1-D-5079-1の dsRNAはMoCV1-Dと同様のショ糖濃度 19~24%の画分で主に

検出された(Figure 32)。ウイルスゲノムが検出された画分を集約して超遠心分離によって濃縮し MoCV1-

D-5074 及び MoCV1-D-5079-1 の精製ウイルス画分を得た。両画分をアガロースゲル電気泳動で展開し

dsRNA を検出するとともに SDS-PAGE で展開し CBB染色を行った。すると、MoCV1-D-5074 はMoCV1-

D と同様に 120、66、60、58 kDaのバンドが主要な構造タンパク質として検出された。一方で、MoCV1-

D-5079-1は菌体を 14日間長期培養したにも関わらず、120 kDa と 90 kDa前後の分子量に相当するバン

ドのみが検出された(Figure 33)。また、これらの精製ウイルス画分を 4℃で 4 週間インキュベートした

後、dsRNA の検出と SDS-PAGE 解析を行った。すると、MoCV1-D-5074 dsRNA において dsRNA5 に相

当するバンドの検出強度はインキュベート前後で変化が無かったが、上から 2番目のセグメントが消失
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した。また、SDS-PAGEではMoCV1-D-5079-1においてインキュベート前に検出されていた約 90 kDaの

バンドがインキュベート後は消失しており、さらに約 66、58 kDa のバンドが新たに検出された(Figure 

34)。このことから、ウイルス抽出直後の MoCV1-D-5079-1 は APU10-199A(3d)と同様に未プロセッシン

グな全長型ウイルス粒子として存在していたが、4℃インキュベートによって徐々に分解され APU10-

199A(14d)と同じような部分分解型ウイルス粒子となったと考えられた。また、精製ウイルス粒子画分を

TEM で観察したところ、MoCV1-D と同様の等尺性の球形粒子様構造が確認された(Figure 35)。これら

の結果から、少なくとも TEM観察像で APU10-199A株由来のMoCV1-DとMoCV1-D-5074及びMoCV1-

D-5079-1間で構造上の差異は認められなかったものの、ウイルス粒子タンパク質のプロッセッシング様

式には宿主菌株に応じて多様性がある可能性が示唆された。 

 

9. 菌糸融合による MoCV1-Dの導入 

秋田県分離株 APU10-199A で見出された MoCV1-D 及びMoV2 の水平伝播性を確認するため、菌糸融

合 (Hyphal fusion)によって元々ウイルスフリーな菌株 P2 へのマイコウイルス導入を試みた。ウイルス

感染候補株の選抜のため、予めハイグロマイシン耐性遺伝子(hph)を形質転換した P2 株をレシピエント

株、APU10-199A 株をウイルスドナー株として 0.75 mM ZnSO4含有 OMA 上で対峙培養した(Figure 36)。

菌叢接着部をハイグロマイシン含有 OMA 上で 4 回選抜培養後、PCR による hph 遺伝子の確認・宿主

DNA 多型の確認・RT-PCR によるウイルス感染の確認を行った。菌糸融合候補株の内、2株において 2.8 

– 3.6 kbp に 4つの dsRNA セグメントを検出し、RT-PCR においても MoCV1 RdRp 特異的な産物が検出

された(Figure 38)。ハイグロマイシン含有 OMA での 4 回の選抜培養によってドナー株由来の細胞はす

でに完全に取り除かれていると考えられるが、菌糸融合候補株に対して PCR による hph 遺伝子の検出

及び Repetitive element-based PCR による宿主 DNA 多型の確認を行った。その結果、候補株で hph 遺伝

子の保持が確認された上、P2 株と同じ DNA 多型を示した(Figure 37)ことから、候補株はレシピエント

株由来の細胞であることが保証された。また、興味深いことに候補株では、ドナー株で検出されている

約 2.6 kbの dsRNA5 に相当するセグメントが検出されず(Figure 38)、dsRNA5 特異的なプライマーを用い

た RT-PCR でも非検出であった。さらに、ドナー株で検出されている約 5.2 kbのMoV2 dsRNA ゲノムは
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候補株からは検出されず、MoV2 特異的なプライマーを用いた RT-PCR でも非検出であった(Figure 38)。

レシピエント株である P2株とMoCV1-D感染 P2株 (MoCV1-D-infected P2)のOMA培地上の表現型を比

較すると、気中菌糸の減少・菌叢のアルビノ化などの弱毒化形質は確認できず、両株間で顕著な差異は

認められなかった(Figure 38)。 

得られたMoCV1-D感染 P2株中におけるMoCV1-D ウイルス粒子の有無を確認するため、前述の方法

に従ってショ糖濃度勾配遠心を行い精製ウイルス粒子画分を調製した。SDS-PAGE で含有タンパク質を

展開後 CBB 染色を行うと、前述の結果と同様に 120、66、60 kDa のバンドとして主要な構造タンパク質

が検出された(Figure 38)。さらに同画分を TEM で観察すると、前述の結果と同様に等尺性の直径約 35 

nm の球形粒子様構造を確認することができた(Figure 38)。これらのことから、MoCV1-D は菌糸融合に

よって伝播したウイルスフリーな P2 株の細胞内で dsRNA5 非存在下でウイルス粒子を構築できること

が確認できた。 

 

10. イネいもち病菌プロトプラストへの MoCV1-Dウイルス粒子導入 

 イネいもち病菌における chrysovirus の人為的感染系確立のため、Virus-free P2 株や MoCV1-D- and 

MoV2-free APU10-199A 株のプロトプラストへの精製 MoCV1-D ウイルス粒子の導入を試みた。前述の

通り両株のプロトプラスト細胞に対して PEG 存在下でショ糖濃度勾配遠心法で得られた精製ウイルス

画分を感染処理した。調製した精製ウイルス画分に含まれるMoCV1-D dsRNA やウイルス粒子タンパク

質量は図に示した(Figure 39)。感染処理後に再生したプロトプラスト由来のコロニーを 3回継代培養し、

菌体から精製した dsRNA を鋳型として MoCV1-D あるいは MoV2 特異的なプライマーセットを用いた

RT-PCR によって感染成否を判定した。本実験では精製ウイルス画分を用いる感染処理区のほか、感染

非処理区として精製 MoCV1-D を含まない滅菌 Buffer Aを用いた。また、精製ウイルス画分中への宿主

細胞のコンタミネーションの可能性を排除するため、プロトプラスト非存在下で同様の実験操作を行な

った。 

まず、レシピエントを P2 株プロトプラストとした場合、感染処理区では MoCV1-D 特異的増幅産物

が 50株中 38株で検出された。一方で MoCV1-Dウイルス粒子を含まない Buffer Aを処理した感染非処
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理区では、8 株中から全く検出されず実験操作中のコンタミネーションの可能性はないと考えられた

(Figure 40)。また、MoV2特異的増幅産物については感染処理区の 35株及び感染非処理区の 4株から全

く検出されなかった(Figure 41)。感染処理区及び感染非処理区の PDA 培地上の表現型を Figure 42 に示

した。感染処理区のコロニー径・気中菌糸の形成程度・菌叢の色素沈着という点で、感染非処理区と明

確な差異は認められなかった。 

次に、レシピエントをMoCV1-D- and MoV2-free APU10-199A 株プロトプラストとした場合、感染処理

区では MoCV1-D 特異的増幅産物が 50 株中 36 株で検出された。一方で MoCV1-D ウイルス粒子を含ま

ない Buffer Aを処理した感染非処理区では、4株中から全く検出されず実験操作中のコンタミネーショ

ンの可能性はないと考えられた(Figure 43)。また、MoV2 特異的増幅産物については感染処理区の 35株

及び感染非処理区の 4株から全く検出されなかった(Figure 44)。感染処理区及び感染非処理区の PDA培

地上の表現型を Figure 45に示した。感染処理区のコロニー径・気中菌糸の形成程度・菌叢の色素沈着と

いう点で、一部を除き感染非処理区と明確な差異は認められなかった。 

以上の結果から、精製MoCV1-D は Protoplast-PEG法に基づいた本法により P2株及び MoCV1-D- and 

MoV2-free APU10-199A 株へ導入可能であり、MoCV1-D のイネいもち病菌プロトプラストへの人為的感

染系が確立できた。一方で、P2 株及び MoCV1-D- and MoV2-free APU10-199A 株の全感染処理区から

MoV2 特異的増幅産物が検出されなかったことから、MoV2 は本法では人為的に感染させることができ

ないと考えられた。 

 

11. S. cerevisiae内における MoCV1-D ORF4pの過剰発現の影響 

 先行研究において、ベトナム由来の MoCV1-A ORF4 タンパク質の S. cerevisiae や C. neoformans 内に

おける強発現が、宿主細胞に対して Cytological damage を誘導することが分かっている(Urayama et al., 

2012; Urayama et al., 2014a)。前述の通り、MoCV1-DはMoCV1-A と極めて近縁な Chrysovirus であるが

MoCV1-D ORF4 と MoCV1-A ORF4 のアミノ酸配列は Identity: 90.9%・Similarity: 94.5%で若干の違いが

ある(Table 7)。そこで、MoCV1-D の ORF4p がMoCV1-A ORF4p と同じような生理活性を有するかどう

か検証するため、pRST426シャトルベクターに MoCV1-D ORF4 領域(DORF4)を挿入した DORF4発現コ
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ンストラクトを作出した。さらにこれを S. cerevisiae W303-1A[L-A-o]株に形質転換した後、pRST426-

empty vector形質転換体とタイムポイント毎の細胞形態、生菌細胞数及び OD600値を比較した。培養温度

30℃条件下において、DORF4形質転換体は pRST426-empty vector形質転換体と比較して OD600値及び生

菌細胞数で低い値を示した(Figure 46)。とりわけ培養 15時間以降から顕著な差が認められたため、培養

18 時間目の DORF4形質転換体及び pRST426-empty vector形質転換体の細胞形態を DICで確認した。す

ると、細胞形態においても顕著な差が認められ、DORF4形質転換体は pRST426-empty vector形質転換体

と比較して肥大化した液胞の細胞内への異常な蓄積や細胞サイズのばらつきが目立っており(Figure 46)、

これは MoCV1-A ORF4 形質転換体の表現型と類似していた。培養温度 35℃条件下で生菌細胞数及び

OD600 値を比較した結果、前述した 30℃条件下での結果よりも DORF4 形質転換体と pRST426-empty 

vector 形質転換体の差が顕著になった(Figure 47)。これらの結果から、MoCV1-D ORF4p は MoCV1-A 

ORF4p と同様に、S. cerevisiae内で強発現することで宿主に Cytological damage を誘導することが分かっ

た。 

 

12. 菌体から液体培養上清への MoCV1-D及び MoV2流出 

 先行研究で、YG液体培地中でベトナム分離株 S-0412-II 1a株を長期間培養した時、培養上清へMoCV1-

A が流出する現象について報告した(Urayama et al., 2010)。MoCV1-Dについてもこのような培養上清へ

の流出現象が生じるかどうか調べるため、APU10-199A 株を YG 液体培養中で 2~8 週間長期培養し 1週

間ごとに培養上清をサンプリングして dsRNA の有無を確認した。すると、4 週間目の培養上清から

MoCV1-D だけでなく MoV2 の dsRNA も検出された(Figure 48)。また、この時の培養上清では MoCV1-

D の検出強度が低かったがMoV2の検出強度は高く、MoV2 の方が早く流出すると考えられた。MoCV1-

D と MoV2 の dsRNA は 8 週間目の培養上清からも検出された。検出強度は 7 週間目の培養上清がピー

クであり、培養上清 250 μlあたりおよそ 300 ng の dsRNAが検出された。さらに、フラスコ培養だけで

なくジャーファーメンターを用いた異なる培養方法で培養上清への流出現象を検証した。すると、培養

15 日目の培養上清でMoCV1-D、MoV2及びMoPV1の dsRNA が検出され(Figure 49)、2つの異なる培養

条件においてイネいもち病菌体から培養上清へのマイコウイルスの流出現象を確認することができた。
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この 15 日目の培養上清をサンプルとして、一次抗体として抗 MoCV1-D rORF3p 抗血清、抗 MoCV1-D 

rORF4p 抗血清及び抗 MoCV1-A ウイルス粒子抗血清を用いてウェスタンブロット解析を行った。いず

れの抗血清を用いた場合も、分子量がおよそ 66、58 kDa の位置に微弱なシグナルが検出された(Figure 

49)。一方で、MoCV1-D- and MoV2-free APU10-199A 株の培養 15日目の培養上清サンプルではこれらの

シグナルは検出されなかった。前述した Figure 29 の結果にて APU10-199A 株の精製ウイルス画分から

同じ抗血清を用いて同様の分子量のバンドが検出されていることから、ジャーファーメンター培養 15

日目の培養上清サンプルにおいても全体的にシグナルが微弱かつスメア状であるものの MoCV1-D ウイ

ルス粒子の構造タンパク質として検出されたと考えられた。 
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III 章 MoCV1-Dがイネいもち病菌に与える影響 

 

1. MoCV1-D感染が宿主菌のメラニン生合成系に与える影響 

 前述した Figure 23の結果の通り、MoCV1-Dが感染している APU10-199A株では菌叢の色素沈着が抑

制されコロニーがアルビノ化していた。MoCV1-D の感染によって宿主菌であるイネいもち病菌のメラ

ニン生合成系が何らかの阻害や干渉を受けたことでこのような異常な表現型が生じた可能性を検証す

るため、Figure 50の通り APU10-199A 株及びMoCV1-D-free APU10-199A株からメラニン生合成系に関

連する中間体を抽出し HPLC (High-Performance-Liquid-Chromatography)で逆相クロマトグラフィーや   

UHPLC-ToF-MS (Ultra-High-Performance-Liquid-Chromatography-Quadrupole-Time-of-Flight-Mass-

Spectrometer)で定性分析を試みた。 

 

2. メラニン合成系中間体の溶離条件の最適化 

 既報で明らかにされているイネいもち病菌のメラニン合成系(付録 4)の中間体の中で、標準品として

1,8-DHNのみ入手が可能であった。そのため、まず 1,000 ppm 1,8-DHNを用いて溶離条件の最適化を試

みた。Condition 1~3に従って、HPLC で逆相クロマトグラフィーを行った。Condition 1, 2 では良好な分

離やピークが得られなかったが、Condition 3に示したようにカラムを変更し溶離液をトリフルオロ酢酸

から、イオン化する時にも扱いやすいギ酸へ変更したところ、保持時間 (Rt.) 16.0 minにピークが検出さ

れ良好なクロマトグラムが得られた(Figure 51)。以降の HPLC 分析条件は注入量を適宜変更し Condition 

3で分析を行った。 

 

3. APU10-199A株及び MoCV1-D-free APU10-199A株の抽出物の HPLCクロマトグラム 

 APU10-199A 株と MoCV1-D-free APU10-199A 株のメラニン生合成系に関連する中間体のプロファイ

ルを得るため、両菌株から Greenblatt and Wheeler(1986)、Wheeler and Greenblatt(1988)及び Kurahashi et 

al.,(1998)の報告を参考として Figure 50 に示した通りアセトン抽出した。抽出過程において、セロハン上

に生育した菌叢は PDA培地上での表現型と同様に、APU10-199A 株では菌叢がアルビノ化し MoCV1-D-
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free APU10-199A 株では菌叢の色素沈着が認められた。また、これらをそれぞれ凍結磨砕した時も、

APU10-199A 株の菌叢粉末は白色であったが MoCV1-D-free APU10-199A 株の菌叢粉末は灰色だった

(Data not shown)。それぞれの菌叢粉末にアセトンを加え低温下で撹拌抽出し、粗抽出液をろ紙でフィル

トレーションした後に減圧濃縮した。ペレットを 1 mlのアセトニトリルで溶解した後に、そのうちの 10 

μl を C18 カラムを装填した HPLC に注入し逆相クロマトグラフィーを行った。選択性の高い UV 波長

334 nmで検出を行ったところ、APU10-199A 株とMoCV1-D-free APU10-199A 株のクロマトグラムは顕

著に異なっていた(Figure 52)。MoCV1-D-free APU10-199A 株のクロマトグラムでは Rt. 4.9 min、8.5 min、

16.1 min に代表的なピークが検出された。元々ウイルスフリーで培地上の菌叢も色素沈着している P2-

GFP 株からの抽出物についても同等量を HPLCに注入し分析したところ、強度は異なるものの MoCV1-

D-free APU10-199A株と同じ保持時間にピークが検出された。一方で、APU10-199A 株のクロマトグラム

ではこれらのピークは検出されなかった。この結果は、培養時期が異なるサンプルを用いても再現され

ていた。 

 

4. APU10-199A株及び MoCV1-D-free APU10-199A株の抽出物の抽出イオンクロマトグラム 

 さらに各ピークに含まれる化合物を予想するため、前述で用いた APU10-199A 株、MoCV1-D-free 

APU10-199A 株及び P2株の濃縮アセトン抽出画分を UHPLC-TOF-MS を用いて質量分析を試みた。分析

条件は MS condition 1 に従った。各サンプルは UHPLC のグラジエント開始時の溶離液に溶媒置換し、

イオン化方式はエレクトロイオンスプレー化法で負イオン測定を行った。全イオン電流クロマトグラム 

(Total ion current chromatogram; TIC)と PDA (Photo Diode Array) UV 334 nmの検出、及びメラニン生合成

系の主要な中間体と考えられる 1,3,6,8-THN (計算精密質量; Exact mass: 192.0423)、scytalone (Exact mass: 

194.0579)、1,3,8-THN (Exact mass: 176.0473)、vermelone (Exact mass: 178.0630)、1,8-DHN (Exact mass: 

160.0524) (付録 4 を参照)の各プロトン脱離分子[M－H]－の抽出イオンクロマトグラムを図示した

(Figure 53-55)。MoCV1-D-free APU10-199A 株及び P2株の UV検出で、Rt. 2.0 min、3.3 min、3.7 min にピ

ークが検出された。しかし、Rt. 3.3 min と 3.7 min の UVピークと一致する生成イオンの存在は TICスペ

クトルや各抽出イオンクロマトグラムから検出されなかった。一方で、Rt. 2.0 min の UV ピークについ
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ては、TIC スペクトルで判別できるイオン強度ではなかったが、scytalone と 1,3,8-THN のプロトン脱離

分子の抽出イオンクロマトグラムでは比較的高いイオン強度で検出され(Figure 53, 54)、これらの分子が

含まれる可能性が示唆された。APU10-199A株の結果においては、Rt. 2.0 min、3.3 min、3.7 minの UV ピ

ークはほとんど現れず、TIC スペクトルや各抽出イオンクロマトグラムでも生成イオンが検出されなか

った(Figure 55)。しかし、MoCV1-D-free APU10-199A 株や P2株のこれらのピークよりも低い強度で Rt. 

4.6 min と 4.8 min に UV ピークが検出され、TIC スペクトルや抽出イオンクロマトグラムから、1,3,8-

THN、vermelone、1,8-DHN 由来のプロトン脱離分子の生成が疑われた(Figure 53, 54)。 

 

5. メラニン合成系中間体の抽出方法の検討 

 セロハン上で培養した菌叢からのアセトン抽出だけでなく、他の抽出方法も検討した。まず、アセト

ンで撹拌抽出後にろ紙でフィルトレーションした後の菌叢粉末残渣をリン酸バッファで再懸濁した。こ

のリン酸懸濁液の遠心分離後上清を酸性化した後、酢酸エチルで抽出した。アセトン抽出画分と同様に、

APU10-199A株及びMoCV1-D-free APU10-199A株を HPLC condition 3で逆相クロマトグラフィー分析し

た(Figure 56)。しかし、両菌株間で明瞭な差異のあるクロマトグラムが得られなかった。 

 また、培養条件を変更し液体培養上清やその時の培養菌体からの抽出を試みた。まず、P2-GFP 株を

PD 液体培地または YG 液体培地で振盪培養し、培養 5 日、7 日後の培養上清を回収し HCl で酸性化し

た後酢酸エチルに転溶させた。これを減圧濃縮し逆相クロマトグラフィー分析した(Figure 57)が、雑ピ

ークが多く良好なクロマトグラムが得られなかった。さらに、APU10-199A株及びMoCV1-D-free APU10-

199A 株を同じように PD 液体培地または YG 液体培地で振盪培養した培養上清を酢酸エチルで転溶す

るとともに、培養菌体からもアセトン抽出を行い逆相クロマトグラフィー分析した(Figure 58, 59)。しか

し、どちらの場合においても Figure 52で示したよりも明瞭な差異のあるクロマトグラムが得られず、メ

ラニン生合成系中間体の抽出にはセロハン上で培養した菌叢からのアセトン抽出画分が最も適してい

ると考えられた。 
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6. UHPLC-ToF-MS分析によるメラニン生合成系中間体の帰属 

前述の結果のように、濃縮したアセトン抽出画分そのままを UHPLC-ToF-MS 分析しても、HPLC にお

けるそれぞれの UVピークにどのメラニン生合成系中間体が含まれているか同定が出来なかった。そこ

で、質量分析に与える試料マトリックスの影響を軽減するため、HPLC 分離によって代表的なピークを

分取して濃縮した後 UHPLC-ToF-MS で定性分析を試みた。 

定性分析を行うにあたって、Figure 51に示した通り、同じ溶離条件で分離した 1,000 ppm 1,8-DHNの

保持時間は 16.0 minであった。付録 4に示した通り、現在までに明らかにされているイネいもち病菌の

メラニン生合成系中間体の中で最も極性が低い化合物は 1,8-DHN であり、本溶離条件の逆相クロマトグ

ラフィーにおいては 1,8-DHNの保持時間が理論上最も長いと考えられた。さらに、MoCV1-D-free APU10-

199A 株の抽出物と 10 ppm 1,8-DHN を共注入して HPLC 分析したところ、それぞれのピークは重ならず

に分離した(Figure 60)。このことから、Figure 52で検出されたピークのうち、Rt. 16.1 min のピークはメ

ラニン合成中間体に該当しないと判断した。 

 

P2-GFP株 

従って、残りの Rt. 4.9 min、8.5 min、10 min のピークに含まれる化合物がメラニン生合成系中間体に

帰属されるかどうかを調べるために、UHPLC-ToF-MS によって定性分析を試みた。サンプルとして、ま

ず APU10-199A 株や MoCV1-D-free APU10-199A 株と比べて HPLC で良好に分離されていた P2-GFP 株

を用いた。P2-GFP 株のアセトン抽出溶液をグラジエント開始時の溶離液に溶媒置換し、ピーク分取の

ために 150 μlを注入して HPLC で分離した。そして、Rt. 4.9 min、8.5 min、10 min をそれぞれ P2-F1、

P2-F2、P2-F3 画分として回収した(Figure 61)。これらの画分を減圧濃縮して UHPLC のグラジエント開

始時の溶離液に溶媒置換した後、UHPLC-ToF-MS を用いて MS condition 1, 2 で質量分析した。P2-F1 画

分では、UV 334 nmの吸収ピークと TIC スペクトルのピークを Rt. 1.8 min に検出した。また、各抽出イ

オンクロマトグラムにおいても、Figure 54と同様、生成イオンとして scytaloneと 1,3,8-THN のプロトン

脱離分子が比較的高いイオン強度で検出された(Figure 62)。さらに、この保持時間におけるマススペク

トルでは 2つの主イオンが検出されており、プロトン脱離分子として m/z 193.0494 (測定誤差 2.0 mDa)
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と m/z 175.0396 (測定誤差 0.7 mDa)が検出された(Figure 62)。そして、それぞれのプロダクトイオンの m/z

に基づいて MassLynxTM ソフトウェア上で元素組成解析 (Elemental composition analysis)を行った結果、

m/z 193.0494は組成式 C10H9O4、 m/z 175.0396は C10H7O3で表された。得られた測定精密質量 (Accurate 

mass)と組成式をメラニン生合成系中間体の Exact massと比較すると、m/z 193.0494 (C10H9O4)は scytalone

の脱プロトン体、m/z 175.0396 (C10H7O3)は 1,3,8-THN の脱プロトン体であると考えられた。一方 P2-F2

画分では、UV 334 nmの吸収ピークと TIC スペクトルのピークを Rt. 3.3 min に検出した。しかし、各抽

出イオンクロマトグラムにおいては、Figure 54と同様に目立った生成イオンが検出されなかった。この

保持時間におけるマススペクトルではメラニン生合成系中間体に該当するプロトン脱離イオンが検出

されなかった(Figure 63)。P2-F3 画分も同様に、UV 334 nm の吸収ピークと TIC スペクトルのピークを

Rt. 3.7 min に検出した。しかし、各抽出イオンクロマトグラムにおいては、Figure 54と同様に目立った

生成イオンが検出されなかった。この保持時間におけるマススペクトルではメラニン生合成系中間体に

該当するプロトン脱離イオンが検出されなかった(Figure 64)。MS condition 2においても同様の結果が得

られた(Figure 65-67)。以上の結果から、P2-F2 画分と P2-F3 画分にはメラニン生合成系の中間体は含ま

れておらず、P2-F1画分に中間体である scytalone あるいは 1,3,8-THN が含まれていることが明らかとな

った。 

 

MoCV1-D-free APU10-199A株と APU10-199A株 

次に、MoCV1-D-free APU10-199A 株と APU10-199A 株についても同様に HPLC 分離後にピーク分取

して、Rt. 4.9 min、8.5 min をそれぞれ DF (MoCV1-D-free)-F1、DI (MoCV1-D-infected)-F1、DF-F2、DI-F2

画分として回収した(Figure 68)。これらの画分を減圧濃縮して UHPLC のグラジエント開始時の溶離液

に溶媒置換した後、UHPLC-ToF-MS を用いて MS condition 1, 3 で質量分析した。すると DF-F1 画分で

は、P2-F1画分の分析結果と同様に、UV 334 nmの吸収が Rt. 1.8 min に認められ、TIC スペクトルでも

同じ保持時間でピークを検出した(Figure 69)。さらに、この保持時間におけるマススペクトルでは 2 つ

の主イオンが検出されており、プロトン脱離分子として m/z 193.0500 (測定誤差 1.6 mDa)と m/z 175.0403 

(測定誤差 0.6 mDa)が検出された(Figure 71)。そして、それぞれのプロダクトイオンの m/z に基づいて元
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素組成解析を行った結果、m/z 193.0500は組成式 C10H9O4、 m/z 175.0403は C10H7O3で表されることが分

かった。しかし、DF-F1 画分の分析結果とは対照的に、DI-F1画分では Rt. 1.8 min において UV 334 nm

の吸収が全くなかった。さらに、各抽出イオンクロマトグラムやこの保持時間におけるマススペクトル

においては目立った生成イオンが全く検出されず、メラニン生合成系中間体に該当するプロトン脱離イ

オンが検出されなかった(Figure 70, 71)。 

ここで、DF-F1画分の Rt. 1.8 min に scytaloneと 1,3,8-THNのどちらがメジャーに含まれるかを調べる

ため、分析条件において MS condition 1 よりもイオン源温度 (Ion source temperature)と脱溶媒温度 

(Desolvation temperature)を下げた MS condition 3で質量分析した。DF-F1画分では、MS condition 1 での

分析結果と同様に、UV 334 nmの吸収が Rt. 1.8 min に認められ、TIC スペクトルでも同じ保持時間でピ

ークを検出した(Figure 72)。さらに、この保持時間におけるマススペクトルでは 2 つの主イオンが検出

されており、プロトン脱離分子として m/z 193.0498 (測定誤差 1.1 mDa)と m/z 175.0394 (測定誤差 1.0 

mDa)が検出された。それぞれのプロダクトイオンの m/z に基づいて元素組成解析を行った結果、m/z 

193.0498は組成式 C10H9O4、 m/z 175.0394は C10H7O3で表されることが分かった(Figure 74)。しかし、2

つの生成イオンのイオン強度比が MS condition 1での分析結果と顕著に異なっており、MS condition 1に

おいては組成式 C10H7O3 で表されるプロトン脱離分子がメジャーに検出された(Figure 71)。対照的に、

MS condition 3 においては組成式 C10H9O4 で表されるプロトン脱離分子のイオン強度比が顕著に向上し

ていた(Figure 74)。このことから、DF-F1 画分のマススペクトルで検出された 2 つの生成イオンにおい

て、m/z 193.0498 (C10H9O4)こそが真正のプロトン脱離分子[M–H]¯であり、m/z 175.0394 (C10H7O3)はイオ

ン化・脱溶媒過程で生じた脱水分子[M–H–H2O]¯であると結論付けた。一方で、DI-F1 画分では MS 

condition 1の分析結果と同様に、Rt. 1.8 minにおいて UV 334 nmの吸収が全くなかった。さらに、各抽

出イオンクロマトグラムやの保持時間におけるマススペクトルにおいては目立った生成イオンが全く

検出されず、メラニン生合成系中間体に該当するプロトン脱離イオンが検出されなかった(Figure 74)。

ちなみに、DF-F2画分と DI-F2 画分は、P2-F2画分の分析結果と同様に、UV 334 nmの吸収ピークと TIC

スペクトルのピークを Rt. 3.3 min に検出した(Figure 75, 76)。しかし、各抽出イオンクロマトグラムにお

いては目立った生成イオンが検出されず、この保持時間におけるマススペクトルでもメラニン生合成系
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中間体に該当するプロトン脱離イオンが検出されなかった(Figure 77)。このことから、DF-F2画分と DI-

F2 画分にはメラニン生合成系の中間体は含まれていないことが分かった。 

 以上の結果から、DF-F1画分及び P2-F1画分 (HPLC Rt. 4.9 min; UHPLC Rt. 1.8 min)は、メラニン生合

成系の中間体である scytalone として帰属され、この中間体は DI-F1画分にはほとんど蓄積されていない

ことが分かった。すなわち、MoCV1-D が感染する APU10-199A 株では、MoCV1-D-free APU10-199A 株

と比較して scytalone の含量が極めて減少しており、このことが APU10-199A 株の菌叢のアルビノ化の

要因である可能性が示唆された。 

 

7. メラニン合成阻害剤を用いた MoCV1-Dの作用点予測 

 イネいもち病菌の防除において、選択性の高い作用点としてメラニン生合成系を阻害する薬剤が多く

開発され一般的に使用されている。本実験では、メラニン生合成系のポリケチド合成酵素を阻害する

MBI-P 剤として Tolprocarb (TPC)、脱水酵素を阻害するMBI-D 剤として Carpropamid (CPP)及び還元酵素

を阻害する MBI-R 剤として Tricyclazole (TCZ)を用いた。宿主いもち病菌内におけるMoCV1-Dの作用機

序を予測するため、これらのメラニン合成阻害剤を添加して MoCV1-D-free APU10-199A 株を培養しそ

の抽出物中のクロマトグラムを APU10-199A 株のものと比較した。MoCV1-D-free APU10-199A 株を 50 

ppm TPC、CPP、TCZ及び薬剤無処理区として 1% MeOH の存在下で培養し抽出物を HPLC condition 3で

逆相クロマトグラフィー分析した。まず、1% MeOH を添加した MoCV1-D-free APU10-199A 株の薬剤無

処理区では Scytaloneに帰属された Rt. 4.9 min のピークの他、Figure 52と同様の保持時間にピークが検

出された(Figure 78)。一方で、MoCV1-D-free APU10-199A 株の TPC及び TCZ処理区では Scytaloneに帰

属された Rt. 4.9 min のピークが検出されなかった。また、Scytalone⇒1,3,8-THN への変換を阻害する CPP

処理区では無処理区と比較して Scytaloneのピーク強度が増した。一方で、APU10-199A 株の 1% MeOH

薬剤無処理区では、Scytalone に帰属された Rt. 4.9 min のピークはほとんど検出されず、さらに Figure 52

と同様に他の目立ったピークは検出されなかった(Figure 79)。また、APU10-199A 株の TPC及び TCZ処

理区でも、Scytaloneに帰属された Rt. 4.9 min のピークが検出されなかった。しかし、APU10-199A株の

CPP 処理区では薬剤無処理区と比較して Scytaloneのピーク強度が増した。このことから、APU10-199A
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株においてメラニン合成が完全に阻害されているわけではなく、MoCV1-D 感染株でも MoCV1-D フリ

ー化株と比べて少ないながらもメラニン合成が行われていることが分かった。また、培養条件を変更し

て、有効成分の溶解促進のために薬剤に 0.1% Tween 20 を添加して培養期間を 5 日間で MoCV1-D-free 

APU10-199A 株を培養しアセトン抽出画分を HPLC 分析しても、前述の Figure 78, 79 と同様の結果が得

られた(Figure 80)。 
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考察 

1. ベトナム分離株 MoCV1-A-a とMoCV1-Aの比較 

菌叢の表現型 

 先行研究で、MoCV1-A-aと MoPLVが混合感染している S-0412-II 1c株においては、MoCV1-A-aが宿

主菌であるイネいもち病菌に生育阻害を引き起こしていることが分かっている(鈴木修士論文, 2010)。ま

た、MoCV1-A が感染する S-0412-II 1a 株においては、MoCV1-A が宿主菌に生育阻害を引き起こす

(Urayama et al., 2010)。しかし、この両株を PDA培地上で生育させた時、表現型には明らかな違いがあ

る。MoCV1-A-aが感染する S-0412-II 1c株では、培地上に生育しているイネいもち病菌の気中菌糸が形

成されない、もしくは気中菌糸の形成後溶菌化するウェットな表現型が観察される。一方、MoCV1-A が

感染する S-0412-II 1a株では、S-0412-II 1c株ほど激しいウェットな表現型は見られず、ウイルスフリー

化株のように旺盛な気中菌糸が観察されることが多い。両株の表現型の違いの要因として、MoCV1-A-a

は MoCV1-A よりも宿主菌に対する生育阻害作用が強い、もしくは S-0412-II 1c株と S-0412-II 1a株で宿

主菌の遺伝的背景が異なっていて S-0412-II 1c 株の方がよりウイルス感染にセンシティブである可能性

が考えられる。 

 

DsRNAセグメントの成分比 

デンシトメトリー計測によって MoCV1-A-a 及び MoCV1-A の dsRNA1~5 のバンド強度を数値化した

ところ、3.1 kbのバンド輝度のデンシトグラムから計算された積算値は MoCV1-A では約 50,000であっ

たのに対して MoCV1-A-aでは約 130,000で 2倍以上の高い数値を示した。このことから、同重量の菌体

に含まれる各セグメント含有量は異なっていて、MoCV1-A-a は 3.1 kb のバンドとして検出されるセグ

メントを多く保持していることがあらためて確認された。3.1 kb のバンドはウイルスゲノムの dsRNA2

に相当すると考えられるが、dsRNA2 がコードする ORF2 から翻訳されるタンパク質 (ORF2p)の機能は

未知である。これまでに分かっていることとして、MoCV1-A に関する研究では精製 MoCV1-A ウイル
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ス粒子画分に対して、大腸菌内でリコンビナント発現させた ORF2p を抗原として作製した抗 MoCV1-A 

ORF2p 抗体を一次抗体としてウェスタンブロット解析を行ったが、ORF2p に相当するシグナルはほと

んど検出されなかった(浦山博士論文, 2012)。このことから、ORF2p はMoCV1-A のウイルス粒子を構成

する主要なタンパク質として発現していない可能性が考えられる。さらに、ORF2 領域を発現強度の異

なるシャトルベクターに搭載しそれらを形質転換した S. cerevisiae の生育状況を empty vector 形質転換

体と比較しても顕著な差は認められなかった(浦山博士論文, 2012)。もし ORF2p が宿主の弱毒化に関与

していた場合、MoCV1-A-a の dsRNA2 のセグメント含量の高さが宿主に対する強い生育阻害作用の要

因と考えられるため、ORF2p の機能解析が必要である。 

 

遺伝子構造と塩基配列 

5’-RACE 法や 3’-RACE 法、RT-PCR 法を用いたシークエンス解析により、MoCV1-A-a ウイルスゲノム

の全塩基配列を決定し遺伝子構造を特定した。その結果、MoCV1-A-aは dsRNA1:3,555 nt、dsRNA2:3,250 

nt、dsRNA3:3,077 nt、dsRNA4:3,044 nt、dsRNA5:2,880 ntの 5セグメントをウイルスゲノムとして有し、

さらに各セグメントは ORF1:1,127 aa、ORF2:934 aa、ORF3:799 aa、ORF4:812 aa、ORF5:611 aaをコード

していることが分かった。さらに、GENETYX を用いて MoCV1-A-a と MoCV1-A の各セグメント間の

塩基配列相同性及びアミノ酸配列相同性・類似性を比較したところ、どのセグメントも 99%以上の非常

に高い相同性を示し遺伝子構造はほぼ同じであったが、数ヵ所の塩基・アミノ酸置換が確認された。ま

ず、各セグメントにおける塩基置換は、約 85%がプリン塩基（アデニン、グアニン）間またはピリミジ

ン塩基（シトシン、チミン）間の置換であり、プリン塩基からピリミジン塩基またはピリミジン塩基か

らプリン塩基への塩基置換の頻度は低かった。また、塩基置換は各セグメントで約 20 ヵ所確認された

が、5’-UTR における置換は 1、2 ヵ所と少なく、ほとんどの塩基置換は翻訳領域と 3’-UTR 内で確認さ

れた。また、翻訳領域内での塩基置換は多く確認されたが、そのほとんどがアミノ酸の置換を伴わない

サイレント変異であった。アミノ酸の置換は dsRNA4を除いて各セグメントで数ヵ所生じていたが、ほ

とんどが GENETYXで定義される類似性のアミノ酸間の置換であった。アミノ酸の類似性は、親水性や

疎水性、電荷の有無、酸性、塩基性などを指標とした側鎖の性質によって分類されるため、類似性のア
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ミノ酸間の置換は翻訳されるタンパク質の高次構造やフォールディングには影響を与えないためにそ

の機能にもほとんど影響しないと考えられる。一方で、類似性でないアミノ酸間の置換は、ORF1 で 2

ヵ所、ORF5 で 1ヵ所確認された。本研究では多様な塩基・アミノ酸置換が確認され、これらが MoCV1-

A-aの強い生育阻害作用の要因である可能性が示唆された。 

 

ウイルス様粒子の構造 

 ショ糖濃度 10~40%のショ糖濃度勾配遠心法を用いてMoCV1-A-aのウイルス様粒子を部分純化し、ウ

イルス様粒子の性状解析を行った。その結果、MoCV1-A-a ウイルス様粒子はショ糖濃度約 20~23%の画

分に存在し、130 kDa、70 kDa、65 kDa、58 kDaの分子量の構造タンパク質から成ることが分かった。ま

た TEM観察では MoCV1-A-a の VLP と思われる直径約 35 nmの球形の粒子が観察された。これらの性

質を MoCV1-Aと比較するとMoCV1-A-aとMoCV1-A は同じショ糖濃度 20~23%に存在し、粒子タンパ

ク質のバンドパターンもほぼ同じであった。さらに電子顕微鏡で観察されたウイルス様粒子像において

もほぼ同じ形態だった。つまり、MoCV1-A-aとMoCV1-A のウイルス様粒子は沈降係数、構造タンパク

質、粒子形態の点でほぼ同等であった。その一方で、塩化セシウム密度勾配超遠心においては、密度勾

配溶液を MoCV1-A が検出された浮遊密度 1.375 g/cm3 が中心になるように調製したにも関わらず、

MoCV1-A-aのウイルスゲノムはMoCV1-Aと異なり密度勾配の最上層の浮遊密度 1.311g/cm3の画分で検

出された。原因として、精製の過程で MoCV1-A-aのウイルス粒子が破壊されて遊離した dsRNA が最上

層に浮遊していたためと考えられる。しかし、通常遊離した dsRNA は浮遊密度 1.375g/cm3 以上の画分

から検出されるはずであるため MoCV1-A-a dsRNA は何らかの膜性物質と挙動を共にしていることで浮

遊密度の低い画分で検出された可能性がある。相同性の極めて高い MoCV1-A-a と MoCV1-A で粒子の

浮遊密度に大差はないと推測されるため、今後の再検証が必要である。 

 

MoCV1-A-aと MoCV1-Aの類似点と相違点 

MoCV1-A-aとMoCV1-A のウイルス粒子はほぼ同等の性質であったため、ウイルス様粒子の性質の違

いが MoCV1-A-a の強い生育阻害作用の要因である可能性は低いと予想された。一方、相違点としてウ
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イルスゲノムセグメント濃度比とウイルスゲノムの塩基・アミノ酸置換が挙げられる。濃度比の違いが

確認されたのは dsRNA2 に相当すると考えられ高分子側から 2 番目のセグメントである。dsRNA2 上の

ORF2 から翻訳されるタンパク質 ORF2p は機能未知であるが、もし ORF2p が宿主の弱毒化に寄与する

場合、dsRNA2 のセグメント含量の高さが MoCV1-A-a の強い生育阻害作用の要因となり得る。さらに、

ウイルスゲノムの多様な塩基・アミノ酸置換も確認され、これらの差異が MoCV1-A-a の強い生育阻害

作用の要因である可能性が示唆された。特に、MoCV1-A では宿主菌の弱毒化に寄与する因子として

ORF4 から翻訳される ORF4p が候補に挙げられているため、dsRNA4 上の変異が MoCV1-A-a の強い生

育阻害作用の要因となり得る。ORF4 にはサイレント変異のみが存在したことから、末端の非翻訳領域

内の塩基置換が ORF4 の翻訳を促進し ORF4p の産生量を上昇させることで宿主菌に強い生育阻害作用

を与えている可能性が示唆された。MoCV1-A においては、pRSA316 シャトルベクターに ORF4 配列の

み、あるいは dsRNA4の両末端の非翻訳領域をインサートして S. cerevisiae内で発現させた場合、dsRNA4

の 5’-UTR と 3’-UTR が含まれるベクターの形質転換体で表現型が顕著に変化した。ORF4p の出芽酵母

に対する生育阻害作用の詳細なメカニズムは明らかではないが、非翻訳領域上に表現型の激化に関連す

る因子が存在する可能性が示唆されている(浦山博士論文, 2012)。 

 

2. 菌糸融合による MoCV1-Aフリー化株へのウイルス感染の試み 

菌糸融合の確実性 

 ハイグロマイシン耐性遺伝子 (hph)を導入した MoCV1-A フリー化株(レシピエント株)と S-0412-II 1c

株または S-0412-II 1a 株(ドナー株)の菌糸融合を介した MoCV1-A-a またはMoCV1-A の感染を試みた。

その結果、PCR でウイルス dsRNA と hph の存在が確認された数株の菌糸融合候補株が得られた。その

ため、これらの菌糸融合候補株は菌糸融合によってレシピエント株の核ゲノムとドナー株のウイルスを

同一細胞内に保持し、ウイルス感染フリー化株へウイルスが伝播した可能性が示唆された。しかし、選

抜に用いたハイグロマイシンはドナー株の生育を完全に抑制しない。今回得られた菌糸融合候補株では

ドナー株が完全に除去されていない可能性があるため、次の 2通りの方法によって菌糸融合の確実性を

検証する必要がある。1 つは、菌糸融合候補株から単分生子分離を行い、1 分生子からウイルス dsRNA
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と hph を同時に検出する方法である。しかし、特に MoCV1-A-a がイネいもち病菌に感染すると分生子

形成が強く抑制され単分生子分離ができない可能性がある。この場合は 2つ目の方法として、菌糸融合

候補株をハイグロマイシン添加 PDA 培地上で 5 回以上継代培養し、ドナー株のコンタミネーションを

希釈していく方法がある(Kim et al., 2013)。今後、これらの方法で菌糸融合の確実性を向上させる。 

 

菌糸融合候補株の表現型 

観察された菌糸融合候補株の表現型については、ドナー株として MoCV1-A 感染株を用いた場合はレ

シピエント株と同じような旺盛な気中菌糸が観察されたが、ドナー株として MoCV1-A-a 感染株を用い

た場合は気中菌糸が溶菌化したウェットな表現型が観察された。一部の菌糸融合候補株でドナー株とし

て MoCV1-A-a 感染株を用いた場合でもウェットな表現型が見られず気中菌糸が観察されたものの、

MoCV1-A 感染株を用いた場合は全ての菌糸融合候補株において気中菌糸が溶菌化したウェットな表現

型が観察されなかった。これらの結果から、マイコウイルスが S-0412-II 1c株と S-0412-II 1a株に与える

生育阻害作用の激しさの違いは、宿主菌株間の遺伝的背景の違いが要因ではなくMoCV1-A-aがMoCV1-

A よりも強い生育阻害作用を持つことが要因である可能性が示唆された。 

 

3. 秋田県分離株 APU10-199Aから検出されたマイコウイルス 

イネいもち病菌国内分離株から MoCV1-A RdRp特異的プライマーセットを用いた RT-PCR でMoCV1

近縁ウイルスのスクリーニングを行った結果、13 サンプルから MoCV1-A RdRp 特異的増幅産物が検出

され、MoCV1 近縁ウイルスの感染が示唆された。さらに、菌株に内在する dsRNA 分子のセグメント構

造を可視化するため菌糸体からセルロースパウダーを用いて dsRNA を抽出・精製しアガロースゲル電

気泳動で展開した結果、秋田県分離株 APU10-199A において MoCV1近縁ウイルスを含む 3種の dsRNA

ウイルスが混合感染することを見出した。近年、中国の Hubei州から分離されたイネいもち病菌株 QSP5

にて、Victorivirus 属に分類される MoV3 及び Chrysovirus 属に分類される MoCV1-C が報告された(Tang 

et al., 2015)。同論文にて MoCV1-C の塩基配列は決定されていなかったものの、我々が秋田県分離株

APU10-199A から検出した MoCV1 近縁ウイルスは MoCV1-D (Magnaporthe oryzae chrysovirus 1-D)と呼
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称した(Komatsu et al., 2016, Higashiura et al., 2019)。 

MoCV1-D dsRNA ゲノムのシークエンス解析の結果、ベトナム分離株から見出された MoCV1-A 及び

MoCV1-B と同様に dsRNA1-dsRNA5のセグメント化された遺伝子構造であり、それぞれの dsRNAセグ

メントはおよそ 60 – 80%の非常に高い相同性を示した。特に 5’-UTR においてセグメント間で保存性が

非常に高い上に、MoCV1-A 及び MoCV1-B とコンセンサスな配列 5’-GCAAAAAAGAAUAAAGC-3’ motif 

(Urayama et al., 2010; Urayama et al., 2014a)が存在していた。一方で、MoCV1-Dの 3’末端配列は AT rich

配列であるものの、5’末端配列と比較するとウイルス間での保存性は高くなかった。MoCV1-A の

dsRNA3 及び dsRNA4 は 3’末端近傍にそれぞれ 130 bp、100 bpの AT rich配列が存在するが、MoCV1-D

の dsRNA3 及び dsRNA4 は MoCV1-B と同様に 3’末端近傍に類似した配列は存在しなかった。MoCV1-

D dsRNA1-4 はベトナム分離株である MoCV1-A 及び MoCV1-B の counterpart とおよそ 70%以上の高い

相同性を示したが、対照的に dsRNA5 についてはおよそ 60%前後と比較的低い相同性を示した点は興味

深い。dsRNA5 セグメントのみを欠落した MoCV1-D は継代培養の過程で自然に得られた。その上、菌

糸融合を介して Virus-free P2株へ MoCV1-D を感染させた時、ウイルス導入株からMoCV1-D dsRNA5セ

グメントが RT-PCR 法で検出されなかったにも関わらず、MoCV1-D ウイルス粒子が観察された。この

ことから、まだ MoCV1 の構造タンパク質の発現機構やウイルス粒子構築の分子機構、複製メカニズム

等は明らかでないが、dsRNA5 セグメントは MoCV1-D ウイルス粒子の構成に必須な分子ではなく

dsRNA5 非存在下でもウイルス複製及びウイルス粒子の構築が可能である可能性が示唆された。近年、

当研究グループでは秋田県分離株 APU10-199A 以外からも複数の MoCV1 近縁ウイルスを見出しそのシ

ークエンス解析を行ったところ、それらのウイルスゲノムは MoCV1-D dsRNA1-5 と極めて近縁で相同

性はおおよそ 90%以上であることを見出した(相原修士論文, 2017)。しかし、これらのMoCV1-D近縁ウ

イルスの dsRNA5 をベトナム分離株 MoCV1-A 及び MoCV1-B dsRNA5 と比較した時、APU10-199A 

MoCV1-D の結果と同様に、dsRNA5のみ 60%前後の比較的低い相同性を示した。また、dsRNA5 のみに

注目し、ベトナム分離株MoCV1-AとMoCV1-B dsRNA5 同士、あるいは APU10-199A MoCV1-D と国内

分離株 MoCV1-D 近縁ウイルス同士で相同性を比較すると、その値は 95%前後で非常に高い相同性を示

した。つまり、MoCV1 chrysovirus の dsRNA1~5 において、特に dsRNA5 の相同性は菌株の分離地の違
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いを強く反映していることが分かった。当研究グループで報告した AaCV1 はウイルスゲノムとして

dsRNA1~dsRNA5 を保有しており、AaCV1 dsRNA1~4 は MoCV1-D dsRNA1~4 と比較的高い相同性を示

した。また、連続した継代培養によって AaCV1のいくつかの dsRNAセグメントは突然欠落してしまう

ことがある(Okada et al., 2018)。AaCV1 dsRNA5はMoCV1-D dsRNA5 と比較して、塩基長がおよそ 2 kb

短く相同性がほとんどないという点も特徴的である。これらのことから、Chrysoviridae-cluster IIに分類

される chrysovirusにおいて、dsRNA5分子は dsRNA1-4の 5’末端配列及び 3’末端配列とコンセンサスで

あるが、ウイルスの複製に必須な分子ではなく、例えば本病の防除実態の違いなどの外環境に依存して

サテライト RNA のような振る舞いをする dsRNA分子であると類推される。 

 

4. MoCV1-Dがイネいもち病菌に与える影響 

本研究では、単分生子分離によってオリジナル分離株 APU10-199A から MoCV1-D のみ、あるいは

MoCV1-D と MoV2 が欠落した株が得られた。これらの株の表現型を比較することによって、APU10-

199A 株における菌叢のアルビノ化・気中菌糸が形成されない・菌糸内への肥大化した小胞の蓄積等の

弱毒化形質は 3 種のマイコウイルスの中で MoCV1-D の関与が最も強く疑われた。しかし、このことは

chrysovirusや victorivirus が宿主に与える影響についての既報とは異なっている。H. victoriaeから分離さ

れた Chrysoviridae-cluster I に属する Hv145S について、これまで Hv145S が単独で感染している株は報

告されていないが、DNA の形質転換やウイルスのトランスフェクションを用いた近年の報告において

H. victoriae の弱毒化には Hv145S ではなく victorivirus である Hv190S の方が強く影響を及ぼしているこ

とが分かってきた(Xie et al., 2016)。また、本研究では単分生子分離によって MoPV1 の感染がフリー化

できていないため、ウイルス間の相互作用の結果として表現型の変化が生じている可能性は排除できな

かった。実際、Partitiviridae に属するマイコウイルスが宿主菌に対して弱毒化形質をもたらす報告があ

る。多くの場合、partitiviruses は宿主菌に対して無病徴であるが、Sclerotinia sclerotiorum に感染する

Sclerotinia sclerotiorum partitivirus 1 (SsPV1)は S. sclerotiorum の生育や病原性に対して著しく影響を与え

ることが報告されている(Xiao et al., 2014)。一方で、Aspergillus thermomutatusから分離され、Chrysoviridae-

cluster II に属する Aspergillus thermomutatus chrysovirus 1 (AthCV1)においては、精製 AthCV1 粒子を A. 
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niduransと A. nigerに導入すると両株の胞子形成を顕著に低下させた(Ejmal et al., 2018)。しかし、オリジ

ナルの宿主菌である Aspergillus thermomutatus と A. nidurans においてはウイルスフリー株で有性器官で

ある子嚢胞子が形成されず、ウイルス感染株で子嚢胞子形成が誘導された結果も示されていた。つまり、

Chrysoviridae cluster-IIのウイルスは宿主菌に生育抑制を引き起こす場合もあれば、例え同属の宿主菌で

あっても異なる影響を及ぼす場合もあることから、ウイルスが宿主菌に与える弱毒化形質を評価する時

には宿主菌の病原性とより強く相関する因子への作用について評価する必要があると考える。 

 

5. APU10-199A株から精製した MoCV1-Dウイルス粒子 

ジャーファーメンターで 10 日間培養した APU10-199A 株からショ糖濃度勾配遠心法及び塩化セシウ

ム密度勾配遠心法を併用してウイルス粒子の抽出・精製を試みた。MoCV1-D dsRNAがリッチに含まれ

る画分 Pool IとMoV2 dsRNA がリッチに含まれる Pool IIに分画できた。Pool Iには少量の MoV2が、反

対に Pool IIには少量のMoCV1-D が混入しているが、塩化セシウム密度勾配遠心法によって同株に共感

染する 2種のマイコウイルスをおおよそ分離することができた。MoCV1-D dsRNA を含む Pool Iは浮遊

密度 1.35~1.39 g/cm であり、TEM 観察によって直径約 35 nm の等尺性の球形粒子様構造を確認した。

Pool Iを SDS-PAGE で展開すると 120、66、60、58、53 kDaの分子量のタンパク質が検出された。MoCV1-

D のこれらのウイルス学的性質は、ベトナム分離株 MoCV1-A や MoCV1-B のそれと類似していた。ま

た、ジャーファーメンターにて3日間培養した菌体から精製したMoCV1-Dウイルス粒子画分を調製し、

SDS-PAGE 解析やウェスタンブロット解析を行うと 85、71、66、60 kDa の分子量のシグナルが検出さ

れ、10 日間培養した APU10-199A 株由来の精製ウイルス画分で検出されたバンドよりも高分子量であ

った。すなわち、菌体の培養期間が短いと ORF3 や ORF4 から翻訳される推定分子量 84、85 kDaで全長

サイズの MoCV1-D ウイルス粒子を検出できるが、培養期間が長期化するにつれてイネいもち病菌体内

で MoCV1-D ウイルス粒子構造タンパク質が部分分解する現象が本研究においても再現された。つまり、

MoCV1 においてウイルス粒子構成タンパク質の部分分解現象は普遍的な現象であることが明らかとな

った。 
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6. MoCV1-Dウイルス粒子の部分分解 

一次抗体として抗 MoCV1-D rORF3p 抗血清を用いてウェスタンブロット解析を行うと、レーン

APU10-199A(3d)と APU10-199A(14d)ではそれぞれ約 85 kDaと 60 kDaのバンドを主に認識し、どちらに

おいてもこれらのメジャーなバンドより低分子側にラダー状のシグナルを検出した。それとは対照的に、

一次抗体として抗 MoCV1-D rORF4p 抗血清を用いてウェスタンブロット解析を行うと、レーン APU10-

199A(3d)では 85、75、70 kDaのタンパク質を認識したが、APU10-199A(14d)では 66、60、58 kDaのバン

ドをメジャーに認識しさらに 85 kDa の位置に微弱なシグナルを検出した。本実験では、MoCV1-D ORF3p

と ORF4p はともにウイルス粒子を構成するメジャーな CP であるにも関わらず、各抗血清を用いたウェ

スタンブロット解析のバンドパターンは全く異なっていた。その理由として、MoCV1-D ORF3pと ORF4p

でタンパク質の分解の様式が異なっており、ORF4p は一定に制御されたプロセッシングを受けて 66、

60、58 kDaの分子量のタンパク質に分解されるが、ORF3p は厳密に制御されたプロセッシングではなく

比較的ランダムに分解される可能性が考えられた。また、ORF3pはORF4pとは異なってサンプルAPU10-

199A(3d)ですでに低分子側にラダー状のシグナルが検出されていることから、ORF3p は ORF4p と比較

して分解されやすく、ORF4p が”コア”タンパク質として、ORF3p は”サブユニット”のようなタンパク質

として MoCV1-D のウイルス粒子を構成する可能性が示唆された。 

このようなウイルスタンパク質の制御されたプロセッシングは、宿主への生育阻害作用に代表される

生物活性と関係があるのかもしれない。実際、MoCV1-A ORF4p においては、全長から翻訳される ORF4p

だけでなく他の Chrysoviridae-cluster II virus とも保存性の高い内部領域から翻訳される SUap を S. 

cerevisiae で高発現させた時に宿主の細胞へ障害を生じさせた(Urayama et al., 2016a)。また、Figure 30に

示したように、抗 MoCV1-D rORF4SUap 抗血清(1,000倍、5,000 倍)を一次抗体としてウェスタンブロッ

ト解析を試みたところ、APU10-199A(3d)と APU10-199A(14d)ともに抗 MoCV1-D rORF4p 抗血清を用い

た場合とほぼ同じ分子量のバンドを検出したがシグナル強度は著しく低下していた。この理由として以

下の 2つが考えられる。まず、抗原調製時の問題として、E. coli内リコンビナント発現 ORF4SUapがイ

ネいもち病菌内と異なるフォールディングがなされたために自然なエピトープを認識できないポリク

ローナル抗体となってしまった可能性が考えられる。もう一つの理由として、イネいもち病菌内の
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MoCV1-D の構造タンパク質として存在する時に SUa 領域は内部にフォールディングされており抗原提

示性が低い可能性が考えられる。ここであらためて Figure 30 に注目し APU10-199A(3d)と APU10-

199A(14d)のシグナル強度を比較してみると、同じ一次抗体濃度での結果において APU10-199A(14d)で

より強いシグナルが得られたことが分かる。このことから、SUa領域は表面ではなく内部にフォールデ

ィングされていて、培養期間の長期化にともなってウイルス粒子タンパク質の分解が進むと表面付近に

露出して生理活性を発揮する作用機構が想起される。 

 

7. MoCV1-D構造タンパク質の翻訳後修飾 

 APU10-199A(3d)の精製ウイルス粒子画分に対して CBB染色及び一次抗体を抗MoCV1-D rORF3p抗血

清または抗MoCV1-A ORF3 C-proximal peptide 抗血清としてウェスタンブロット解析を行うと、MoCV1-

D ORF3 及び ORF4 から翻訳される推定分子量 85 kDa よりも高分子量な約 95 kDa 相当のタンパク質が

検出された。このような結果は先行研究においても得られており、MoCV1-A ORF4p をメタノール資化

性酵母である Pichia pastoris で分泌生産させた時、その培養上清に対して抗 MoCV1-A ORF4p 抗体を用

いてウェスタンブロット解析すると 85 kDa の他、約 100 kDa 相当のタンパク質がメジャーに検出され

た(Urayama et al., 2016a)。MoCV1-A ORF3p で同様の実験は行っていないが、このような高分子側への分

子量のシフトは目的タンパク質への糖鎖修飾あるいはリン酸化などの翻訳後修飾の可能性が考えられ

た。本研究では実際、多糖類を非選択的に検出可能な PAS 反応を染色原理とする PierceTM Glycoprotein 

Staining Kit を用いて糖タンパク質の In-Gel Detection を行った。すると、APU10-199A (3d)において 95 

kDa 相当の分子量でマゼンタ色の微弱なバンドが検出された。このことから、やはり APU10-199A (3d)

から精製した MoCV1-D ORF3p は宿主内で糖鎖修飾されており、P. pastoris だけでなく本来の宿主であ

るイネいもち病菌内で MoCV1-D の構造タンパク質が翻訳後修飾された痕跡を見出すことができた。今

後、抗リン酸化抗体を用いたウェスタンブロット解析でウイルス粒子タンパク質へのリン酸化の有無を

調査する必要がある。Victorivirus ではあるが Hv190S において粒子構造タンパク質とリン酸化の関係が

言及されている(Ghabrial et al., 2014)。 
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8. MoCV1-D ORF4pの生理活性 

先行研究において、ベトナム由来の MoCV1-A ORF4 タンパク質の S. cerevisiae や C. neoformans 内に

おける強発現が、宿主細胞に対して Cytological damage を誘導することが分かっている(Urayama et al., 

2012; Urayama et al., 2014a)。MoCV1-D ORF4 と MoCV1-A ORF4 のアミノ酸配列は Identity: 90.9%・

Similarity: 94.5%で若干の違いがあるが、pRST426シャトルベクターで DORF4pを S. cerevisiae内に高発

現させると、DORF4形質転換体は pRST426-empty vector形質転換体と比較して OD600値及び生菌細胞数

で低い値を示した。以上の結果から、MoCV1-D ORF4p は S. cerevisiaeの細胞に傷害を生じさせ、MoCV1-

A ORF4p と同じような生理活性を有することが分かった。また、MoCV1-A ORF4 において、全長 ORF4

領域から他種の Chrysoviridae-cluster II に属するウイルスがコードするタンパク質と特に相同性の高い

truncated 領域 (SUa)も S. cerevisiae に対して細胞傷害活性を示した(Urayama et al., 2016a)。 

F. graminearumに感染しＣhrysoviridae-cluster IIに分類される FgV-ch9 は、宿主菌の弱毒化を引き起こ

すことが分かっている。そして、この FgV-ch9 の CP である P3をウイルスフリーな F. graminearum内で

発現させると、コロニー生育の抑制、胞子形成抑制や病原性低下などオリジナルのウイルス感染株のよ

うな表現型を示す(Bormann et al., 2018)。FgV-ch9 や P3 の存在によって引き起こされる宿主の弱毒化と

関連する宿主因子としては virus response 1 (vr1)と呼ばれる mRNA-binding proteinも同定された。FgV-ch9

感染株や P3発現株では vr1の発現レベルが低下し、さらに vr1欠損株ではウイルス感染株のような弱毒

化が誘導されることが明らかとなった。FgV-ch9 の P3と宿主因子 vr1の直接的な相互作用は未知である

が、マイコウイルス由来の構造タンパク質が宿主菌を弱毒化する分子機構が紐解かれつつある。MoCV1

の ORF4p と FgV-ch9 の P3はアミノ酸配列レベルで近縁ではないものの、MoCV1-A SUa 領域には FgV-

ch9 と保存性のあるモチーフを含んでいることから、これらは機能的にオルソログの関係にあるのかも

しれない。 

 

9. MoCV1-D と MoV2の水平伝播性の違い 

 本稿では、菌糸融合法の他、プロトプラスト-PEG 法によるウイルス粒子の直接導入によって MoCV1-
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D やMoV2 の水平伝播性を検証した。まず菌糸融合法では、APU10-199A株をウイルスドナー株、遺伝

的バックグラウンドの全く異なる P2 株をレシピエント株として対峙培養し菌叢接着部をハイグロマイ

シン含有 OMA 上で 4 回選抜培養し、2 株の菌糸融合候補株を得た。これらの株では、MoCV1-D の

dsRNA5 を除く dsRNA1-4 が検出され、ショ糖濃度勾配遠心で精製したウイルス粒子画分から主要な構

造タンパク質と MoCV1-D ウイルス粒子が検出された。また、宿主 DNA 多型を確認することで候補株

は間違い無くレシピエント株由来の細胞であることが保証され、菌糸融合によって MoCV1-D が P2 へ

水平伝播できることが明らかとなった。一方で、MoV2 は菌糸融合株から RT-PCR で非検出であり、菌

糸融合を介して P2へ水平伝播できない可能性が示唆された。さらに、プロトプラスト-PEG法を用いて

Virus-free P2株やMoCV1-D- and MoV2-free APU10-199A株プロトプラスト内へ精製ウイルス粒子画分の

導入を試みた。感染処理後に再生したプロトプラスト由来のコロニーを 3回継代培養し、菌体から精製

した dsRNA を鋳型として RT-PCR によって MoCV1-D あるいは MoV2 感染成否を判定した。すると、

Virus-free P2 株とMoCV1-D- and MoV2-free APU10-199A株の両株においてMoCV1-D の感染を確認でき

たが、MoV2特異的増幅産物は全く検出されなかった。本実験に用いた APU10-199A 株由来精製ウイル

ス粒子画分において、MoCV1-D の構造タンパク質は確認できたものの、MoV2は 5.2 kb dsRNAの存在

を確認したのみで粒子として同画分に存在していなかった可能性も少なからず考えられるが、MoV2 は

本法では人為的に感染させることができないと考えられた。MoCV1-D と MoV2 で水平伝播性が異なる

ことが 2つの感染手法で明らかとなったが、なぜMoV2のみが P2株やMoCV1-D- and MoV2-free APU10-

199A 株に伝播できないのか、その理由は不明である。考えられる要因の一つとして、広範な真核生物に

おいて外来 dsRNAを siRNA (small interfering RNA)へ分解するために利用される RNAサイレンシング機

構によってMoV2の水平伝播が妨げられているのかもしれない。M. oryzae Ken 60-19株から見出された

MoV2 の場合では、宿主細胞内で MoV2 由来の siRNAs が検出されたものの、その蓄積レベルは CHV1

のケースと比較して顕著に低いことが報告された。しかし、Nicotiana benthamiana を用いた Agrobacterium 

infiltration assayと M. oryzae内での MAGGY 由来 siRNAを指標とした解析において、MoV2がコードす

る CP と RdRp はともにサイレンシングサプレッサーとしての活性は見出されなかった(Himeno et al., 

2010)。このような既報を踏まえると、菌糸融合株や VP 感染処理をした P2 株や MoCV1-D- and MoV2-
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free APU10-199A 株で MoV2 由来 siRNA の蓄積レベルを調査する必要があるかもしれない。反対に、

MoCV1-D が容易に水平伝播した要因として、未だに機能が未知である ORF2 から翻訳されるタンパク

質がサイレンシングサプレッサー様の活性を有するのかもしれない。ORF2はBLASTp検索でもMoCV1s

のと BdCV1 の ORF2 が候補に挙がるのみで、他の Chrysoviridae-cluster II ウイルスとの相同性はほとん

どない。Chrysoviridae-cluster IIに属する Aspergillus mycovirus 1816 (AmV1816)では、Aspergillus nidulans

内で Inverted-repeat-transgene (IRT)由来の siRNAレベルを抑制することが報告されている(Hammond et al., 

2008)。 

 

10. 菌糸細胞から培養上清へのマイコウイルスの流出 

 本研究では、APU10-199A 株を 4 週間以上フラスコ振盪培養した時の培養上清やジャーファーメンタ

ーで 2週間以上培養した時の培養上清から、MoCV1-D・MoV2・MoPV1 の dsRNA が検出された。これ

まで報告されてきた MoCV1-A(Urayama et al., 2010)や MoCV1-B(Urayama et al., 2014a)だけでなく、

MoCV1-D でも培養上清へのウイルス RNA 及び構造タンパク質の流出現象が確認されたことから、この

現象は MoCVs にとって普遍的である可能性が示唆された。フラスコ振盪培養の上清中から検出された

MoCV1-D dsRNA の濃度はおよそ 1 μg/ml と高濃度であるが、抗 MoCV1-D rORF3p 及び抗 MoCV1-D 

rORF4p 抗血清を用いたウェスタンブロット解析ではシグナルが微弱かつスメア状に検出された。この

ことから、MoCV1-D の構造タンパク質は培養上清に存在するものの崩壊しやすい状態であると考えら

れた。本研究では培養上清の濃縮画分を TEM 観察していないが、培養上清に放出された MoCV1-D や

MoV2 の dsRNA はもはやウイルス粒子のような強固なタンパク質によってパッケージングされておら

ず、これらの dsRNA は崩壊しかかったウイルス構造タンパク質あるいは何らかの膜成分に包埋されて

いる可能性が考えられた。たとえウイルス粒子構造が崩壊した場合でも構造タンパク質は RNA との結

合能は持ち続けており、一定の期間を経ても dsRNA分子を保護していると考えられる。MoCV1-D dsRNA

が長期の培養期間に渡って培養上清から検出されたことを考慮すると、本現象はイネいもち病菌の培養

長期化にともなって λ ファージのように溶菌した結果として生じたわけではなく、MoCV1-D は細胞崩

壊のプロセス中に放出されたと考えられる。マイコウイルスが液体培養中に細胞外へ流出する現象につ
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いての報告例は極めて稀であるが、近年では真核生物において、細胞が小型の膜小胞を細胞外へと分泌

する現象に関する報告が増加しており、これらは細胞外小胞 (Extracellular vacuoles; EVs)あるいはエキソ

ソームと総称される。しかも、この EVs 内に宿主細胞由来の RNA やタンパク質等の分子が内臓され、

他細胞へと取り込まれる細胞間情報伝達媒体として注目されている(Colombo et al., 2014)。Leishmania原

虫においては Totiviridae属に分類される Leishmania RNA virus 1 (LRV1)は宿主の産生するエキソソーム

と同調し、これをエンベロープとして利用して他宿主へ伝播することが分かった(Atayde et al., 2019)。こ

のように宿主由来の EVsとウイルスの関係が明らかにされつつある。 

 今後細胞外に放出された MoCV1-D や MoV2 の解析を進めるにあたり、細胞外画分から MoCV1-D や

MoV2 を大量かつ高い純度で回収する必要が生じる。本稿で前述したような、培養上清をろ過した後に

1 度の超遠心分離で濃縮した画分では精製度が十分でない可能性がある。実際、この濃縮ウイルス画分

に対して行ったウェスタンブロット解析では、細胞内から精製したウイルス粒子画分に対してのウェス

タンブロット解析よりもシグナルが微弱でありレーン全体にスメア状に検出された。最近では、エキソ

ソームの精製手法に関しても報告が充実してきており、それらを参考にすると、例えば超遠心分離で一

度濃縮した培養上清画分を再懸濁した後にショ糖濃度勾配超遠心や塩化セシウム密度勾配超遠心より

も細胞成分へ与える損傷が少ないパーコール密度勾配超遠心を用いてより精製度を高める方法が考え

られる(Atayde et al., 2019)。細胞外画分から検出される MoCV1-DやMoV2の RNA や粒子タンパク質が

何らかの膜性構造体に内蔵されているかどうかを検証するためには、細胞外画分の他に、ウイルス感染

株の菌糸体から抽出・精製したウイルス粒子画分やセルロースパウダーで精製した dsRNA を対照とし

てショ糖濃度勾配超遠心やパーコール密度勾配超遠心で分離する方法が有効である。また、細胞外画分

に対して TritonX-100 等の界面活性剤を処理した区を対照とする方法も考えられる。密度勾配超遠心で

分画した細胞外画分とこれらの対照区において、ウイルス由来の RNA やタンパク質が検出される画分

の違いを比較することで、これらが膜性構造体に内蔵されているかどうか検証できる。 

 

11. イネいもち病菌体からのメラニン生合成系中間体の抽出 

 今回、1,8-DHN以外の他のメラニン生合成系中間体の標準品が入手できなかったため、mDaオーダー
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で分子量を識別できる高精度かつ高分解能な UHPLC-ToF-MS を用いて前述の HPLC 分析で検出された

それぞれの化合物の同定を試みた。HPLC で検出された代表的なピークを分画した後に UHPLC-ToF-MS

による定性分析を行った結果、MoCV1-D-free APU10-199A株と P2株で Rt. 4.9 min のピークが scytalone

であると同定した。しかし、HPLC で Rt. 8.5 min と 10 min のピークはメラニン生合成系の中間体に該当

しなかった。HPLC での検出条件は UV 334 nmで通常よりある程度選択性は高いものの、これらのピー

クには 2重結合を多く含む別の化合物が含まれていると考えられる。 

MoCV1-D-free APU10-199A 株のアセトン抽出画分からピーク分取せずに UHPLC-ToF-MS 分析を行っ

た時、UPLC の Rt. 4.6 min と 4.75 min において UV 334 nm のピークが僅かに検出され、1,3,8-THN、

vermelone 及び 1,8-DHN のプロトン脱離分子に該当する抽出イオンクロマトグラムでプロダクトイオン

も僅かに検出された。HPLCクロマトグラムにおいても、おそらくこれらに該当するであろうRt. 13 min、

13.5 min のピークが MoCV1-D-free APU10-199A 株だけでなく APU10-199A 株からも検出されている。

今後、これらのピークが 1,3,8-THN、vermelone、1,8-DHN のどれかに帰属されるかどうか、ピーク分取

して UHPLC-ToF-MS で同定する必要がある。しかし、抽出後のサンプル溶液中で反応が進んでしまっ

た可能性も考えられる。 

本抽出条件では、HPLC で検出された代表的なピークの中でメラニン生合成系の中間体へ帰属できた

ピークは 1つのみであり、他の中間体は検出できなかった。この要因として、イネいもち病菌内でのメ

ラニン生合成において安定な中間体として scytalone でプールされており他の中間体は不安定であるか

速やかに反応が進行している可能性が考えられる。また、使用する抽出溶媒についても再検討が必要で

あり、例えば抽出溶媒をアセトン:水＝8:2 混合溶媒やメタノールもしくはアセトニトリルの単一溶媒に

変更する場合が考えられる。アセトンと水の混合溶媒とメタノール単一溶媒を用いた場合は抱合体も抽

出されやすくなるため、ギ酸で酸性化した後固相抽出でクリーンアップしてから逆相クロマトグラフィ

ーで分析すると、Figure 52 とは異なるクロマトグラムが得られる可能性がある。また、Kurahashi et al, 

(1998)や Hamada et al, (2014)の報告では、液体培養上清から酢酸エチルに転溶させて中間体を抽出して

いる。本実験では培養上清からうまく抽出できていないので、今後再検討する必要がある。 
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12. MoCV1-Dのイネいもち病菌に対する作用点 

本実験では、Malonyl-CoA⇒Pentaketide⇒1,3,6,8-THN の反応を触媒する PKSを阻害する MBI-P 剤とし

て Tolprocarb、1,3,6,8-THN⇒scytalone/1,3,8-THN⇒vermelone の反応を触媒する還元酵素を阻害する MBI-

R 剤として Tricyclazole、scytalone⇒1,3,8-THN/ vermelone⇒1,8-DHNの反応を触媒する脱水酵素を阻害す

る MBI-D 剤として Carpropamid を用いた。これらのメラニン合成阻害剤を添加して培養した MoCV1-D-

free APU10-199A 株の抽出物のクロマトグラムは APU10-199A 株のものと全く異なっていた。このこと

から、MoCV1-D は既知のメラニン合成阻害剤のようにメラニン生合成系の中に特定の作用点を阻害す

るわけではなく、生合成系のさらに上流に作用点を持つかあるいは何らかの細胞内イベントに影響を与

えることによって副次的にメラニン蓄積を抑制しコロニーのアルビノ化が生じる可能性が考えられた。 

この可能性を検証する手段として、もし各中間体の標準品を使用できれば、阻害試験だけでなく中間

体化合物のフィーディング試験によっても作用点に関する明瞭な知見を得ることができるだろう。

APU10-199A 株に対してそれぞれの中間体化合物共存下で培養を行い、菌叢の色素沈着が正常に復帰す

るかどうか試験することは興味深い。菌叢のアルビノ化を解消できない中間体化合物があればウイルス

の作用点は単一であると予想される。反対に、どの中間体化合物を添加しても APU10-199A株の菌叢の

アルビノ化が正常な色素沈着へ復帰するのであれば、おそらくウイルスの作用点がメラニン生合成系の

中に単一に存在するわけではないと予想される。この場合、メラニン生合成系のさらに上流で何らかの

撹乱が生じている可能性が挙げられるが、本合成系の上流には前駆体として Malonyl-CoA、さらに上流

には Acetyl-CoA がある。Acetyl-CoA は真核生物のペルオキシソーム内で脂肪酸の β 酸化によって産生

され、グリオキシル酸回路などの代謝系に関与する重要な分子である(Kubo et al., 2013)。また、ペルオ

キシソームはほとんどの真核生物で存在する 1重膜の細胞小器官で、多様な代謝系に関与する酵素を区

分化している。その代謝系とは、脂肪酸の β酸化やグリオキシル酸回路だけでなく、TCA回路やコレス

テロール、アミノ酸抗生物質、活性酸素種、メタノール同化など多様である(Brown and Baker, 2008)。ま

た、ペルオキシソームの機能は糸状菌においては Penicillium chrysogenumにおける Penicillin の二次代謝

や分生子形成(Kiel et al., 2005; Kiel et al., 2004)、A. alternataにおける宿主特異的毒素 (HST; Host selective 

toxin) (Imazaki et al., 2010)、Woronin body形成にも関与している。つまり、ペルオキシソームの機能は病
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原糸状菌が宿主植物へ病原性を発揮するために重要であり、M. oryzae だけでなく Colletotrichum 

orbiculare においても peroxin やペキソファジー関連遺伝子の欠損株は病原性が欠如する。このように、

ペルオキシソーム内で起こる脂肪酸の β酸化によって生成される Acetyl-CoAや peroxinは付着器のメラ

ニン化を介した病原性の発揮に強く相関するため、MoCV1-D 感染によってこれらの産生・発現が抑制

されていないかどうか調べる必要がある。また、Wheeler, (1988)や Hamada et al., (2014)によると、メラニ

ン合成阻害剤の作用点を調べるために、菌叢粉末からリン酸バッファを用いて生合成系に関与する酵素

を抽出し、この Cell free extract に前駆体として Malonyl-CoA を添加して in vitro で反応進行させる系が

すでに確立されている。この反応系に MoCV1-D VP や ORFタンパク質を添加して阻害されるかどうか

試験することは興味深い。 

 本研究では、MoCV1-D 感染が scytalone 含量の低下を伴ってイネいもち病菌のメラニン生合成系やさ

らに上流の反応系を撹乱している可能性が示唆された。上記の実験によって、MoCV1 のイネいもち病

菌に対する作用機序を明らかにしたい。 
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Primer name Primer sequence Note

AK199-dsRNA1-5’RACE 5'-CCACCATGTCATCTATGTCGTAC -3'

AK199-dsRNA1-3’RACE 5'-AAGACGATGATAGAGTATTACCGC -3'

AK199-dsRNA2-5’RACE 5'-TGCCGATGCGCGTTGACCAAATG -3'

AK199-dsRNA2-3’RACE 5'-GCTGACTTACTCGACGTGCTAAAG -3'

AK199-dsRNA3-5’RACE 5'-CCAAACACATGTCGTCAATCGGCA -3'

AK199-dsRNA3-3’RACE 5'-GACCGAAGGGTCGGATAACAGAG-3'

AK199-dsRNA4-5’RACE 5'-TTCTCTGTCCTGACGTAGAAACG-3'

AK199-dsRNA4-3’RACE 5'-CGCGTACTGCACTTCCTACTAAG -3'

AK199-dsRNA5-5’RACE 5'-CTGCTTGCTGAGCACTCATGGTC -3'

AK199-dsRNA5-3’RACE 5'-GTGAGATAGTCGACGGATAACGTG-3'

AK199-dsRNA5-1 5'-CAAGGAACCGGTGATGTAGCGACAC -3'

AK199-dsRNA5-2 5'-GTGGGTCCTATAGCCGCACTCAC-3'

AK199-dsRNA1-1 (1292-1314) 5'-TCCGCGTAATGCTCCAGCTTCAG-3'

AK199-dsRNA1-2 (1761-1783) 5'-TAGCTAATGTTCGGCTGAATAAG-3'

MoV2-detecte F 3877-3899 5'-AAGACCAGAGCAATCTTTGCCTG-3'

MoV2-detecte R 4052-4073 5'-CGGTGGCCACTCATCAGAGTAC-3'

5HygroXho/TRUE RYOTA ASAOKA 5'-GCACTCGAGATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCG -3'

3HygroCla1 Hiromitsu Moriyama 5'-GTATCGATTTCCTTTGCCCTCGGACGAGTGCTG -3'

Pot2-TIR 5'-ACAGGGGGTACGCAACGTTA-3'
rep-PCR to detect TIR sequence of

Pot2 element (Suzuki, et al., 2006)

AK199-cDNA-dsRNA4ORF-Bln1-5end-1 5'-AGCCTAGGATGGCGATGGGCACAACAGG -3'

AK199-cDNA-dsRNA4ORF-Hpa1-3end-1 5'-GTGTTAACTCAGCTGCTGCGCGATAGAC -3'

MoCV1-D-AKORF3-BamHI-5end 5'-ATTGGATCCATGGGCTTGACACTCGACCCG -3'

MoCV1-D-AKORF3-EcoRI-3end 5'-CTAGAATTCTCACACGACCGCTGCGCAATG -3'

MoCV1-D-AKORF4-SacII-5end 5'-ATTGAGCTCATGGCGATGGGCACAACAGGCGG-3'

MoCV1-D-AKORF4-XbaI-3end 5'-CTATCTAGATCAGCTGCTGCGCGATAGACGTC-3'

U-19 5'-GTTTTCCCAGTCACGACGT -3'

RV-N 5'-TGTGGAATTGTGAGCGG -3'

AK199-dsRNA4-1 5'-GACGGTCTTGGAATTGGTCTGTAG -3'

AK199-dsRNA4-2 5'-CAATAGCGAATTCCTTACAAGCG -3'

AK199-dsRNA4-3 5'-GCTATCGTATCCTTGGCGGAAAG -3'

AK199-dsRNA4-4 5'-CGTCTAGTAAAACCAGGCGGTAG -3

Sc-TDH3promorter-F 5'-GACGGTAGGTATTGATTGTAATTC-3'

PC3-T7 loop primer
5'-GGATCCCGGGAATTCGGTAATACGACTCACTATA

TTTTTATAGTGAGTCGTATTA-3'

PC2 5'-CCGAATTCCCGGGATCC-3'

EcoR1-EGFP-5’end 5'-CAGTACGCCAGTCCACCAACTTG -3'

EcoR1-EGFP-3’end 5'-CGAATTCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG -3'

Cloning of 5' or 3' terminal sequences

of MoCV1-D, dsRNAs1-5

Table 2. 本研究で使用したプライマー

PCR to detect MoCV1-D dsRNA5

(nt830-1773)

Cloning of pAK2-Hyg-eGFP

PCR to detect Hygromycin B

registance gene

Cloning for MoCV1-D ORF4 into

pRST426 shuttle vector

PCR to detect MoV2 dsRNA (nt3877-

4073)

PCR to detect MoCV1-D dsRNA1

(nt1292-1783)

FLDS: fragmented and loop primer

ligated dsRNA sequencing for dsRNA

full-length cloning method

Cloning for MoCV1-D ORF3 into

pCold vector

Cloning for MoCV1-D ORF4 into

pCold vector

Confirm sequences of MoCV1-D

ORF4 ligated into pRST426 shuttle

vector
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Table 3.  MoCV1 ウイルスゲノムセグメントの濃度比計測

試料名 ﾋﾟｰｸNo. 積算値 濃度比 (%) 定量値 (ng) 相対位置

MoCV1-A 1 55160 23.752 91.274 28.57

2 49616 21.365 82.100 55.10

3 127456 54.883 210.903 72.45

総和 232232 100.00

MoCV1-A-a 1 38696 15.911 64.031 28.57

2 131712 54.156 217.946 59.18

3 72800 29.933 120.463 73.47

総和 243208 100.00

Table 4.  MoCV1-A-aとMoCV1-Aの塩基・アミノ酸配列相同性

塩基配列

Identity

(%)

Similarity

(%)

Identity

(%)

dsRNA1 99.4 99.8 99.4

dsRNA2 99.4 100 99.7

dsRNA3 99.2 100 99.7

dsRNA4 99.2 100 100

dsRNA5 99.2 99.8 99.0

アミノ酸配列
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Table 5.   MoCV1-AとMoCV1-A-aの塩基配列及びアミノ酸配列置換

dsRNA1 dsRNA2

MoCV1-A MoCV1-A-a MoCV1-A MoCV1-A-a

5' UTR A54 G54 5' UTR T21 A21

G55 A55 G59 A59

ORF G136/Gly6 A136/Asp6 ORF A524 G524

A359 C359 A641 G641

T685/Ile189 C685/Thr189 A660/Thr106 G660/Ala106

G765/Ala216 A765/Thr216 C670/Pro109 A670/Gln109

T854 C854 A816/Thr158 G816/Ala158

T1099/Val327 C1099/Ala327 T1515 C1515

C1139 T1139 G1583 A1583

A1319 G1319 A1691 G1691

A1334 G1334 A1835 G1835

T1540/Phe474 C1540/Ser474 T2192 C2192

G1757 A1757 A2228 G2228

G1913 A1913 G2282 A2282

G1964 A1964 A2345 G2345

G1979 T1979 G2576 A2576

G2429 A2429 A2666 G2666

G2486 A2486 A2777 G2777

A2651 C2651 G3056 A3056

A3057/Ile980 G3057/Val980

G3357 C3357
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dsRNA3 dsRNA4

MoCV1-A MoCV1-A-a MoCV1-A MoCV1-A-a

ORF C341 T341 5' UTR T104 C104

A436 G436 C139 A139

G583 A583 ORF A291 G291

A637 G637 A324 G324

T775 C775 C417 T417

C1102 T1102 T525 C525

G1237 A1237 A627 G627

C1456 T1456 T717 C717

A1960 G1960 A936 G936

A2071 G2071 A954 G954

A2103/His653 G2103/Arg653 C1105 T1105

G2310/Arg722 A2310/Lys722 T1129 C1129

A2431 G2431 C1266 T1266

G2512 A2512 A1908 G1908

3' UTR T2566 C2566 C2148 T2148

G2619 A2619 C2376 T2376

T2824 C2824 C2606 T2606

G2854 A2854 G2673 T2673

T2910 C2910 G2683 A2683

C2963 T2963 A2689 G2689

G2975 A2975 A2916 C2916

C2977 A2977 A2922 G2922

C2946 A2946
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dsRNA5

MoCV1-A MoCV1-A-a

5' UTR T63 C63

ORF C314 T314

A528/Thr117 G528/Ala117

G541/Arg121 A541/Gln121

A598/Asn140 G598/Ser140

A689 G689

A716 G716

G746 A746

T764 C764

A831/Thr218 G831/Ala218

C841/Pro221 T841/Leu221

A863 G863

A1111/Asp311 G1111/Gly311

A1439 G1439

A2180 C2180

C2220 A2220

C2409 T2409

A2452 G2452

G2619 A2619

C2626 T2626

G2651 A2651

T2723 G2723
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Table 6. MoCV1-DとMoCV1-A, MoCV1-B間の核酸配列の相同性解析

MoCV1-D

dsRNA segments

Viral

dsRNA segments

Length

(nt)

Identity

(%)

dsRNA1（3,557 nt) MoCV1-A dsRNA1 3,554 81.1

MoCV1-B dsRNA1 3,558 81.0

dsRNA2 (3,251 nt) MoCV1-A dsRNA2 3,250 78.9

MoCV1-B dsRNA2 3,254 77.5

dsRNA3 (2,926 nt) MoCV1-A dsRNA3 3,074 75.8

MoCV1-B dsRNA3 2,874 72.2

dsRNA4 (2,921 nt) MoCV1-A dsRNA4 3,043 76.0

MoCV1-B dsRNA4 2,997 73.9

dsRNA5 (2,603 nt) MoCV1-A dsRNA5 2,879 63.6

MoCV1-B dsRNA5 2,880 63.5
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Table 7. MoCV1-Dと他のchrysovirusesとのアミノ酸配列の相同性解析

MoCV1-D ORFs Viral ORFs
Length

 (aa)

Identity

(%)

Similarity

(%)

ORF1 (1,127 aa) MoCV1-A ORF1 1,127 93.9 99.7

MoCV1-B ORF1 1,127 93.4 99.6

TcV2 ORF1 1,132 50.5 65.0

WiV29 ORF1 916 52.8 67.1

PjCV2 ORF1 1119 40.2 56.7

AmV1816 ORF1 1084 38.8 55.4

AaCV1 ORF1 1117 38.9 55.7

BdCV1 ORF1 1116 38.7 54.9

FodV1 ORF1 1,139 34.2 51.1

ORF2 (934 aa) MoCV1-A ORF2 934 83.7 88.3

MoCV1-B ORF2 934 82.5 88.4

BdCV1 ORF2 746 27.3 43.2

ORF3 (800 aa) MoCV1-A ORF3 799 90.6 99.0

MoCV1-B ORF3 784 88.8 97.7

BdCV1 ORF3 717 32.9 46.8

PjCV1 ORF3 687 33.6 48.6

AaCV1 ORF3 774 31.4 47.0

FodV1 ORF3 878 30.5 47.9

ORF4 (811 aa) MoCV1-A ORF4 812 90.9 94.5

MoCV1-B ORF4 811 89.2 92.6

BdCV1 ORF4 768 27.4 44.8

PjCV2 ORF4 783 28.9 46.1

PjCV1 ORF4 770 26.3 42.1

AaCV1 ORF4 771 26.5 41.4

FodV1 ORF4 852 22.5 39.4

ORF5 (661 aa) MoCV1-A ORF5 611 70.3 79.0

MoCV1-B ORF5 666 65.9 74.4
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Table 8. Abbreviations of viruses and accession numbers for their RdRp genes used in the phylogenetic analysis.

Virus name Abbreviation Accession number

Agaricus bisporus virus 1 AbV1 CAA64144.1

Amasya cherry disease associated chrysovirus ACDACV YP_001531163.1

Aspergillus fumigatus chrysovirus AfuCV CAX48749.1

Aspergillus mycovirus 1816 AmV1816 ABX79996.1

Botryosphaeria dothidea chrysovirus 1 BdCV1 YP_009353026.1

Brassica campestris chrysovirus 1 BcCV1 AKU48197.1

Cryphonectria nitschkei chrysovirus 1 CnCV1 ACT79256.1

Fusarium graminearum dsRNA mycovirus-2 FgV2 ADW08802.1

Fusarium graminearum mycovirus-China 9 FgV-Ch-9 ADU54123.1

Fusarium oxysporum chrysovirus 1 FoCV1-Shiraz ABQ53134.1

Fusarium oxysporum f. sp. dianthi mycovirus 1 FodV1 YP_009158913.1

Grapevine associated chrysovirus 1 GaCV1 ADO60926.1

Helminthosporium victoriae virus 145S HvV145S YP_052858.1

Magnaporthe oryzae chrysovirus 1-A MoCV1-A YP_003858286.1

Magnaporthe oryzae chrysovirus 1-B MoCV1-B YP_008914864.1

Magnaporthe oryzae chrysovirus 1-D MoCV1-D

Magnaporthe oryzae virus 2 MoV2 YP_001649206.1

Penicillium chrysogenum virus PcV YP_392482.1

Penicillium janczewskii chrysovirus 1 PjCV1 YP_009182332.1

Penicillium janczewskii chrysovirus 2 PjCV2 ALO50149.1

Persea americana chrysovirus PaCV AJA37498.1

Raphanus sativas chrysovirus 1 RsCV1 AFE83590.1

Saccharomyces cerevisiae virus L-A ScVL-A NP_620495.1

Tolypocladium cylindrosporum virus 2 TcV2 CBY84993.1

Verticillium dahliae chrysovirus 1 VdCV1 ADG21213.1

Wuhan insect virus 29 WiV29 APG76052.1
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2.8 kb-3.6 kb, 4 dsRNA segments

Magnaporthe oryzae chrysovirus 1-A-a

(MoCV1-A-a)

1.2 kb-2.4 kb, 4 dsRNA segments

Magnaporthe oryzae partiti-like virus

(MoPLV)

3.5

1.8

1.4

(kbp)

2.6

Figure 1

イネいもち病菌ベトナム分離株から検出されたマイコウイルス。
S-0412-II 1c株から8成分のdsRNAが検出された。2.8 kb-3.6 kbの4 dsRNAセグメントを

Magnaporthe oryzae chrysovirus 1-A-a(MoCV1-A-a)、1.2 kb-2.4 kbの4 dsRNAセグメントを
Magnaporthe oryzae partiti-like virus(MoPLV)と呼称した。

3.5

1.8

1.4

(kbp)

2.6

Vietnamese isolate 
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  MoCV1-A-a, MoPLV混合感染株

MoPLV単独感染株 ウイルスフリー化株

MoCV1-A-a単独感染株

1%アガロースゲル、1×TAE

DNaseⅠ、SⅠnuclease処理

(kbp)

3.5

2.6

1.8

1.4

(kbp)

3.5

2.6

1.8

1.4

3.5

2.6

1.8

1.4

(kbp)

3.5

2.6

1.8

1.4

(kbp)

Figure 2

MoCV1-A-aとMoPLVがS-0412-II 1c株に及ぼす影響。
MoCV1-A-aとMoPLVの感染により引き起こされるPDA平板培地上におけるイネいもち病

菌の表現型と、各菌株の培養サンプルからdsRNA抽出を行った結果を示した。

S-0412-II 1c株
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Figure 3

S-0412-II 1c株とS-0412-II 1a株の表現型の比較。
PDA培地上のS-0412-II 1c株とS-0412-II 1a株及びこれらのウイルスフリー化株の菌叢と

dsRNA抽出結果を示した。

S-0412-II 1c株
（MoCV1-A-a単独感染株）

(kbp)

ウイルス感染フリー化

MoCV1-A-a/ MoPLVフリー株 MoCV1-Aフリー株

3.5

2.7

4.2

3.5

2.7

4.2

(kbp)

S-0412-II 1a株
（MoCV1-A感染株）

3.5

2.7

4.2

(kbp)

3.5

2.7

4.2

(kbp)

1% Agarose

1×TAE
PDA, 26℃
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MoCV1-A-aMoCV1-A

菌体45 mg由来

Figure 4

dsRNAセグメントのデンシトメトリー計測。
アガロースゲル電気泳動で展開したMoCV1-AとMoCV1-A-aのdsRNAの各バンド強度

をデンシトメトリー計測によって数値化した。
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dsRNA1

(3,555 nt)

dsRNA2

(3,250 nt)

dsRNA3

(3,077 nt)

dsRNA4

(3,044 nt)

dsRNA5

(2,880 nt)

ORF2  934 aa

ORF3  799 aa

ORF4  812 aa

ORF5  611 aa

ORF1  1127 aa

5’

5’

5’

5’

5’

3’

3’

3’

3’

3’

1

1

1

1

1 3,555

3,250

3,077

3,044

2,880

119 3,500

343 3,145

145 2,542

2,598

179 2,012

162

RdRp; RNA依存RNAポリメラーゼ

CP:外被タンパク質

AbV1のL3セグメントと相同性

Figure 5

MoCV1-A-aのゲノムセグメント構造。
シークエンス解析によりMoCV1-A-aウイルスゲノムの全塩基配列を決定した。

dsRNA1-5上のORF(Open Reading Flame)領域を図示した。
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1127aa1 3555

Gly→Asp
GGT→GAT

Ile→Thr
ATA→ACA

Ala→Thr
GCT→ACT

Val→Ala
GTT→GCT

Phe→Ser
TTC→TCC

Ile→Val
ATC→GTC

Gly→Arg
GGA→CGA

5’UTR 1 119
A

↓

G

G

↓

A

dsRNA1
(3,555 nt)

934aa1 3251

Thr→Ala
ACG→GCG

Pro→Gln
CCG→CAG

Thr→Ala
ACA→GCA

5’UTR 1 344
T

↓

A

G

↓

A

dsRNA2
(3,250 nt)

類似性のないアミノ酸間の置換

類似性のあるアミノ酸間の置換

799aa

Arg→Lys
AGG→AAG

His→Arg
CAT→CGT

1

25433’UTR

3077dsRNA3
(3,077 nt)

3077

MoCV2 1 TAAGATAAAACAAAACAAAATAATAAAATAAATAAATAAATAAGATAAGATAAGACAAATAAGATAAATAAATAAGTAAAATGAAATAAAATAATAATAAAAATATTAAAATAAAA---------TAAAA 121

MoCV1 1 -----TAAAACAAAACAAAATAATAAA---------TAAATAAGATAAGATAAGATAAATAAGATAAATAAATAAGTAAAATGAAGTAAAATAATAATAAAAATATTAAAATAAAAATATTAAAATAAAA 116

MoCV2 122 TAAAATAACACCGCCGTAGGGTTTGCCCAACACTACGGCGGCGCGTTTGTTGTTAGAACTGGGATTCTAACAAGTAAAAGAAACTACGGATGAAGTAAAT------- 221

MoCV1 117 TAAAATAACACTGCCGTAGGGTTTGCCCAACACTACGGCGGCGCGTTTGTTGTTAGAACTGGGACTCTAACAAGTGACG--AACTACG------------------- 202

MoCV2 1 TAAGATAAAACAAAACAAAATAATAAAATAAATAAATAAATAAGATAAGATAAGACAAATAAGATAAATAAATAAGTAAAATGAAATAAAATAATAATAAAAATATTAAAATAAAA---------TAAAA 121

MoCV1 1 -----TAAAACAAAACAAAATAATAAA---------TAAATAAGATAAGATAAGATAAATAAGATAAATAAATAAGTAAAATGAAGTAAAATAATAATAAAAATATTAAAATAAAAATATTAAAATAAAA 116

MoCV2 122 TAAAATAACACCGCCGTAGGGTTTGCCCAACACTACGGCGGCGCGTTTGTTGTTAGAACTGGGATTCTAACAAGTAAAAGAAACTACGGATGAAGTAAAT------- 221

MoCV1 117 TAAAATAACACTGCCGTAGGGTTTGCCCAACACTACGGCGGCGCGTTTGTTGTTAGAACTGGGACTCTAACAAGTGACG--AACTACG------------------- 202

MoCV2 1 TAAGATAAAACAAAACAAAATAATAAAATAAATAAATAAATAAGATAAGATAAGACAAATAAGATAAATAAATAAGTAAAATGAAATAAAATAATAATAAAAATATTAAAATAAAA---------TAAAA 121

MoCV1 1 -----TAAAACAAAACAAAATAATAAA---------TAAATAAGATAAGATAAGATAAATAAGATAAATAAATAAGTAAAATGAAGTAAAATAATAATAAAAATATTAAAATAAAAATATTAAAATAAAA 116

MoCV2 122 TAAAATAACACCGCCGTAGGGTTTGCCCAACACTACGGCGGCGCGTTTGTTGTTAGAACTGGGATTCTAACAAGTAAAAGAAACTACGGATGAAGTAAAT------- 221

MoCV1 117 TAAAATAACACTGCCGTAGGGTTTGCCCAACACTACGGCGGCGCGTTTGTTGTTAGAACTGGGACTCTAACAAGTGACG--AACTACG------------------- 202

MoCV1-A-a

MoCV1-A

T

↓

C

G

↓

A

T

↓

C

G

↓

A

T

↓

C
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812aa1

1 162
T

↓

C

C

↓

A 2599
C

↓

T

C

↓

A

3’UTR

G

↓

T

G

↓

A

A

↓

G

A

↓

C

A

↓

G

3044

dsRNA4
(3,044 nt) 3044

5’UTR

Figure 6

MoCV1-A-aとMoCV1-Aのウイルスゲノム上の塩基・アミノ酸置換。
MoCV1-A-aとMoCV1-AのdsRNA1~5上の5’-UTR、3’-UTR中の塩基置換、ORF中のアミノ

酸置換を図示した。黄色枠はGENETYX上で類似性があるアミノ酸間の置換と判別、赤色
枠は類似性がないアミノ酸間の置換と判別された。

611aa

Arg→Gln
GGG→AGG

Asp→Gly
GAT→GGT

Thr→Ala
ACG→GCG

Thr→Ala
ACG→GCG

Asn→Ser
ACG→GCG

Pro→Leu
CCG→TCG

5’UTR 1 179
T

↓

C

2013
C

↓

T

C

↓

A

3’UTR

T

↓

G

G

↓

A

A

↓

G

A

↓

C

G

↓

A

C

↓

T

dsRNA5
(2,880 nt)

1 2880

2880
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S-0412-II 1c株を振盪培養
（YG:4 L, 50 rpm, 25日間）

ミキサーで菌体破砕
大ミキサー:15 sec

→小ミキサー:30 sec

遠心分離
7,450 rpm (P45AT),

10 min, 4℃

遠心分離
17,300 rpm (P45AT),

1h, 4℃

遠心分離
35,800 rpm (P45AT),

1h, 4℃

ショ糖密度勾配遠心
（ショ糖濃度10~40%）

24,000 rpm (RPS40T), 2.5h, 10℃

ウイルス存在画分を
超遠心チューブへ回収
buffer Bを肩口まで添加

遠心分離
37,000 rpm (P70AT),

1h, 4℃

・２本鎖RNA抽出（菌体1.0 g分）
・塩化セシウム密度勾配遠心
・SDS-PAGE（菌体1.0 g分）
・透過型電子顕微鏡観察

2本鎖RNA抽出

10倍量buffer A

(pH 7.4)

遠心チューブ１本当り
100 μlの buffer B (pH 7.8)

を添加

生菌体を回収・乾燥
（乾重量:24.2g）

上清回収
（メッシュでこす）

上清回収

沈殿
（上清は静かに捨てる）

4℃,一晩

よく懸濁して沈殿回収

遠心分離
8,000 rpm (TOMY 

MX-150), 1min, 4℃

500 μlずつ分画

4℃,一晩

上清回収

遠心チューブを転倒混和
サンプルをよく希釈する

上清を静かに捨て
沈殿を回収

少量のbuffer Bで
静かに懸濁

※実験器具は予め冷やしておき、
実験操作は低温下（4℃）で行う。

Figure 7

MoCV1-A-aウイルス様粒子の精製プロトコル。
上記のプロトコルに従ってウイルス様粒子を純化しTEMで粒子像を確認した。
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Top（ショ糖10%）

Bottom（ショ糖40%）

MoCV1-A-a画分:ショ糖20~24%

MoPLV画分:ショ糖10~14%

Figure 8

ショ糖濃度勾配遠心法によるMoCV1-A-aウイルス粒子の純化。
Fig. 7の手順に従って得られた粗精製VLP溶液をショ糖濃度10~40%の濃度勾配溶液に添

加し、超遠心分離を行った後分画した。得られた各画分からSDS-Phenol法を用いてdsRNA

抽出を行い、アガロースゲル電気泳動で展開した。

bottom top

M

MoCV1-A-a

画分

MoPLV画分

3.5

2.6

1.8

1.4

(kbp)

ショ糖濃度 (%)
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Figure 9

塩化セシウム密度勾配遠心法によるMoCV1-A-aウイルス様粒子の純化。
VLP溶液のさらなる純化と浮遊密度の測定のため、ショ糖密度勾配遠心法により純化し

たMoCV1-A-aとMoPLVの精製VLP溶液を用いて塩化セシウム密度勾配法を試みた。得ら
れた各画分からSDS-Phenol法を用いて核酸抽出を行い、アガロースゲル電気泳動で展開し
た。

M M(kbp)

19.3

7.7

6.2

3.4

2.6
MoCV1-A-a

画分

1%アガロースゲル、1×TAE buffer
M:λDNAマーカー

浮遊密度 (g/cm3)
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M

3.5

2.6

1.8

1.4

(kbp)

1%アガロースゲル
1×TAE buffer

M:λDNAマーカー

Figure 10

SDS-PAGEによるMoCV1-A-aとMoPLVの構造タンパク質の検出。
ショ糖密度勾配遠心法により純化したMoCV1-A-aとMoPLVの精製VLP溶液をSDS-PAGE

で展開した。また、ウイルスフリー化株もショ糖密度勾配遠心法を用いて部分純化し
MoCV1-A-aとMoPLVが存在した画分と同じショ糖濃度の画分をSDS-PAGEで展開した。

130 kDa

70 kDa

65 kDa

58 kDa

116

(kDa)

76

53

CBB

60 kDa

55 kDa

116

(kDa)

76

53

8% Separating gel

3% Stacking gel

CBB
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×40,000倍

100 nm 100 nm

100 nm 100 nm

×40,000倍

×50,000倍 ×60,000倍

倍率

Figure 11

電子顕微鏡によるMoCV1-A-aウイルス様粒子の観察。
ショ糖濃度勾配遠心法により得られた精製VLP溶液をネガティブ染色法により染色し、

透過型電子顕微鏡で観察した。
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Figure 12

菌糸融合によるウイルス感染手法。
上図の通り、菌糸融合を介して、ウイルス感染株(ドナー)からMoCV1-Aフリー化株(レシ

ピエント)へウイルスを感染させた。

？

ハイグロマイシン
耐性遺伝子導入

MoCV1-Aフリー化株
(レシピエント)

ウイルス感染株
(ドナー)

2株の接触面から
PDA+Hyg培地へ移植

PDA培地にて
2~3週間対峙培養

PCRで
Viral dsRNAと

hphを検出

Viral dsRNA

hph + +
+ +-

-

2~3週間培養

Hygによる
生育阻害を受けず
健全な表現型

Hygによる
生育阻害を受け
ウェットな表現型

Hygによる
生育阻害を受けず
ウェットな表現型

菌糸融合候補株
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Figure 13

菌糸融合によるMoCV1-Aフリー化株へのMoCV1-A-aまたはMoCV1-Aの導入。
(A)ハイグロマイシン添加PDA培地上におけるhph遺伝子導入MoCV1-Aフリー化株とウイル

ス感染株の表現型。(B)ハイグロマイシン添加PDA培地上における菌糸融合候補株の表現型。
(C)PCR法を用いたウイルスゲノムとhph遺伝子の検出。

1 2 3 4 5 6

Viral dsRNA

hph

PCNC

対峙培養3週間

1 2 3

4 5 6

MOS21(-)-hph×MoCV1-A-aMOS21(-)-hph×MoCV1-A

PDA+Hyg培地へ移植し
3週間培養

PCRで
Viral dsRNAと

hph遺伝子を検出

B

A
DonorRecipient

C

MOS21(-)-hph×MoCV1-A

MOS21(-)-hph×MoCV1-A-a MOS21(-)-hph×MoCV1-A-a MOS21(-)-hph×MoCV1-A-a
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D

10 μm 10 μm

APU10-199A MoCV1-D and 
MoV2 infected

APU10-199A MoCV1-D and 
MoV2  free

C

APU10-199A MoCV1-D and 
MoV2 infected

APU10-199A MoCV1-D and 
MoV2 free

Figure 14

秋田県分離株APU10-199AとMoV2- and MoCV1-D-free APU10-199A株のdsRNAと表現
型の比較。

(A) APU10-199A株 (lane 1) とMoV2 and MoCV1-D-free株(lane 2)のdsRNAパターン。
1% (w/v) agarose gel、50V、4 hで泳動し、エチジウムブロマイドで染色後UVで検出し
た。White arrow, MoV2 5.2 kb dsRNA; Black arrows, MoCV1-D dsRNA1–5; Arrowheads,

Partitivirus dsRNA. (B)APU10-199A由来の単胞子分離株から精製したdsRNAをアガロー
スゲル電気泳動した(lanes 1–13)。M: DNA marker (0.3 μg of λ DNA digested with EcoT14I)

(C)PDA平板培地で26 ℃・10日培養した菌叢の表現型。(D)YG brothで 26 ℃・3日培養
した菌糸の表現型。
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Figure 15

APU10-199A株とベトナム分離株由来精製dsRNAの泳動パターン比較。
APU10-199A株とベトナム分離株からdsRNAを精製し、5%未変性ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動で展開した。

MoCV1-D

MoV2

dsRNA 1

dsRNA 3

dsRNA 2

dsRNA 4

dsRNA 5

MoCV

1-A

MoCV

1-B

dsRNA2

dsRNA1

dsRNA3

dsRNA4

dsRNA5

S-0412-II 1a S-0412-II 2a

Vietnamese isolate 

APU10-199A

Japanese isolate 
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dsRNA1

(3,557 nt)

121 nt

RdRP_4 domain

52 ntRNA dependent RNA polymerase

dsRNA2

(3,251 nt) ORF 2 (934 aa)

342 nt 104 nt

dsRNA4

(2,921 nt)

160 nt

ORF 4 (811 aa)

322 nt

dsRNA3

(2,926 nt)

147 nt

ORF 3 (800 aa)

375 nt

122 nt 3,505 nt1,399 nt 2,613 nt

343 nt 3,147 nt

148 nt 2551 nt

161 nt 2599 nt

dsRNA5

(2,603 nt)

286 nt
ORF 5 (661 aa)

331 nt

287 nt 2272 nt

5'

5'

5'

5'

5'

3'

3'

3'

3'

3'ORF1 (1,1227 aa) 125 kDa

99 kDa

84 kDa

85 kDa

68 kDa

Figure 16

MoCV1-Dのゲノムセグメント構造。
APU10-199A株から検出されたMoCV1-DのdsRNA1-5とゲノム上のORF1-5と5’-UTR及

び3’-UTRを図示した。
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AUGAUUGA

ORF2 (RdRp, 830 aa)

ORF1 (CP, 789 aa)5,194 nt

276 nt

63 nt
277 nt

5,131 nt

2,646 nt

2,639 nt

3'

5' 82 kDa

91 kDa

Figure 17

MoV2のゲノム構造。
APU10-199A株から検出されたMoV2のdsRNAとゲノム上のORF1,2と5’-UTR及び3’-

UTRを図示した。ORF1-2間は8塩基でオーバーラップしていた。
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5' end terminus

3'end terminus

dsRNA1    3,508:

dsRNA2    3,202:

dsRNA3    2,873:

dsRNA4    2,868:

dsRNA5    2,551:

dsRNA1       1:

dsRNA2       1:

dsRNA3       1:

dsRNA4 1:

dsRNA5       1:

MoCV1-A, MoCV1-B
consensus sequence

... ..                  .......MoCV1-A, MoCV1-B
consensus sequence

GCAAAAAAGAGAAUAAAGC-UUC-C-UUUUU-GC

dsRNA1 1 GCAAAAAAGAGAAUAAAGCUUUCUCCUUUUU-GCUCCUUGCUUGUCGUCCGCAUUUGACU 59

dsRNA2 1 GCAAAAAAGAGAAUAAAGCAUUCUUCUUUUUUGCUCACGCACGCCCGACUCAGAUGGCAG 60

dsRNA3 1 GCAAAAAAGAGAAUAAAGCUUUCUCCUUUUU-GCAAGAAUAACAG-GAUCGGCAUCAUCG 58

dsRNA4 1 GCAAAAAAGAGAAUAAAGCUUUCUCCUUUUU-GCACAACAGAAUC-GAUUCGACACCUCC 58

dsRNA5 1 GCAAAAAAGAGAAUAAAGCUUUCUCCUUUUU-GCAGAAGUGACA--GACCCUGCGGCUAC 57

dsRNA1 59 --- 59

dsRNA2 60 --- 60

dsRNA3 58 --- 58

dsRNA4 58 --- 58

dsRNA5 58 GCC 60

3,557

3,251

2,926

2,921

dsRNA1 1 -AGUAGGUGC--GAACCGUCCAUUACUUCUUACACUGUAGGGUGU---AAGUACC- 49

dsRNA2 1 -GGUGGCCGCUGGCACCGACUCAAACUUCUUACGUGUUAA--CGU---AAGUACC- 49

dsRNA3 1 -AACCUGCGCCGCGGCGGUGCGCUUCUUGUUAGGCAUAGGGACCUAACAAGUACC- 54

dsRNA4 1 -AGCCAACGCCACUACGAUAAACUUCUUGUUGGGCUUAGGGCUUUAACAAGUACC- 54

dsRNA5 1 AGGCUCGUACUGCGACGAAAGACUUCUUGUUAAGCGUGAGGCUUUAACAAGUACC- 55

58

60

58

58

57

2,603

CUU-UU------------------AAGUACC

................... ... ..... ..

Figure 18

MoCV1-D dsRNA1-5の5’末端配列と3’末端配列のマルチプルアライメント。
MoCV1-AとMoCV1-Bで保存されている塩基を示し、MoCV1間で保存されている塩基

はドットで示した。Black, 100% nucleotide identity; grey, 60–80% nucleotide identity.
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Figure 19

Chrysoviridae cluster-IIに属するウイルスのRdRp領域のマルチプルアライメント。
MoCV1-D, MoCV1-A, MoCV1-B, Wuhan insect virus 29 (WiV29), TcV2, and FgV-Ch-9の8

つの保存モチーフを含むRdRp領域でアライメントを構築した。 Black, 100% amino acid

identity; grey, 60–80% amino acid identity.
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-cluster II

Chrysoviridae
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★

Figure 20

RdRpコア領域に基づくChrysoviridae科の分子系統解析。
MEGA7 softwareを用いて最尤法で分子系統樹を構築した。
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Presence of dsRNA5
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dsRNA 4

dsRNA 5

Figure 21

DsRNA5セグメントの確認。
(A) APU10-199A株とdsRNA5-defected APU10-199A株の精製dsRNAをポリアクリルア

ミドゲル電気泳動で分離した。(B) MoCV1 dsRNA5特異的プライマーセットを用いた
RT-PCRで両株中のdsRNA5の存在を検証した。

Presence of dsRNA5

＋ －

BA
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(MoCV1-D-, MoV2 
co-infected)

back side back side back side

front side

Figure 23

APU10-199A株とMoCV1-D-、MoCV1-D and MoV2フリー化株のコロニーの表現型の比
較。

(A, B) MoCV1-D dsRNA1-specific primers(A)またはMoV2 dsRNA-specific primers(B)を
用いて MoCV1-D- and MoV2フリー株 (lane 1)、MoCV1-Dフリー株(lane 2)、APU10-199A

株(lane 3)由来のdsRNAを鋳型としてRT-PCR解析した。(C)3株の PDA平板培地・26℃・
10日培養した菌叢比較。
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Figure 24

APU10-199A株とMoCV1-Dフリー株、MoCV1-D and MoV2フリー株の菌糸の表現型の比較。
3株をYG brothで26℃・2日培養し菌糸を比較した。
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Figure 25

大腸菌におけるMoCV1-D ORF3のリコンビナント発現。
(A)大腸菌内で発現・抽出したMoCV1-D ORFタンパク質の可溶性画分と不溶性画分をそ

れぞれSDS-PAGEで展開した。(B)さらに、一次抗体としてanti-6-His antibodyを用いてウェ
スタンブロット解析を行った。
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Figure 26

大腸菌におけるMoCV1-D ORF4及びORF4SUa領域のリコンビナント発現。
(A)大腸菌内で発現・抽出したMoCV1-D ORF4及びORF4SUaタンパク質の可溶性画分と

不溶性画分をそれぞれSDS-PAGEで展開した。 (B)さらに、一次抗体としてanti-6-His

antibodyを用いてウェスタンブロット解析を行った。
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Figure 27

APU10-199A株からのウイルス粒子精製。
(A) 微生物培養装置で10日間培養したAPU10-199A株からウイルス粒子精製を試みた。

塩化セシウム密度勾配超遠心で得られた画分から全核酸抽出し、アガロースゲル電気
泳動で展開した。MoCV1-Dがメジャーに含まれるPool I (lanes 3–6) とMoV2がメジャー
に含まれるPool II (lanes 7–10)が得られた。
(B) Pool IとPool IIを濃縮しネガティブ染色した後、TEMでウイルス粒子を観察した。
(Scale bars: 100 nm)。
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Figure 28

APU10-199A株から精製したウイルス粒子タンパク質の検出。
(A, B) Figure 27で得られた Pool IとPool II画分をSDS-PAGE で展開しCBB染色した(A) 。

また、Anti-MoCV1-A virus particles 抗血清でウェスタンブロット解析を行った(B)。 (C,

D).微生物培養装置で3日間培養したAPU10-199A株からウイルス粒子精製画分を調製し、
SDS-PAGE で展開しCBB染色した(C)。また、Anti-MoCV1-A virus particles 抗血清でウェ
スタンブロット解析を行った(D)。
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Figure 29

APU10-199A株及びMoCV1-D・MoV2フリー化株の精製ウイルス粒子画分のSDS-PAGE

及びウェスタンブロット解析。
(A) APU10-199A株(3日、14日培養)及びMoCV1-D・MoV2フリー化株(3日培養)からショ

糖濃度勾配遠心法でそれぞれ精製した画分をSDS-PAGEで展開した。(B-D)さらに、一次
抗体として抗MoCV1-D rORF3p(B)、MoCV1-D rORF4p(C)及び MoCV1-A ORF3 C-

proximal peptide抗血清(D)を用いてウェスタンブロット解析を行った。
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Figure 30

APU10-199A株及びMoCV1-D・MoV2フリー化株の精製ウイルス粒子画分のウェスタン
ブロット解析。

(A) APU10-199A株(3日、14日培養)及びMoCV1-D・MoV2フリー化株(3日培養)からショ
糖濃度勾配遠心法でそれぞれ精製した画分をSDS-PAGEで展開した。(B) さらに、一次抗
体として抗MoCV1-D rORF4SUap(1,000倍、5,000倍)抗血清を用いてウェスタンブロット
解析を行った。
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Figure 31

APU10-199A株及びMoCV1-D・MoV2フリー化株の精製ウイルス粒子画分の
Glycoprotein染色。

(A) APU10-199A株(3日培養)及びMoCV1-D・MoV2フリー化株(3日培養)からショ糖濃
度勾配遠心法でそれぞれ精製した画分をSDS-PAGEで展開した。(B) PAS法によって糖タ
ンパク質を検出した。
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Figure 32

他の国内分離株(北陸株)からのウイルス粒子精製。
APU10-199A株と同様に新潟県分離株0115074及び0115079-1株からショ糖濃度勾配超遠

心でMoCV1-D近縁ウイルスを精製した。それぞれの画分から全核酸抽出し、アガロース
ゲル電気泳動で展開した。
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Figure 33

他の国内分離株から精製したウイルス粒子構造タンパク質の解析。
(A) ショ糖濃度勾配超遠心でMoCV1-D近縁ウイルスが存在した画分を濃縮し、全核酸

抽出してアガロースゲル電気泳動で展開した。(B)各菌株由来の精製ウイルス粒子画分を
SDS-PAGE で展開しCBB染色した。(C) Anti-MoCV1-A P4full 抗血清でウェスタンブロット
解析した。
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Figure 34

他の国内分離株から精製したウイルス構造タンパク質の経時的な分解推移。
(A, B) 新潟県分離株0115074及び0115079-1株から精製したウイルス粒子画分を4℃・4週

間インキュベートし、全核酸抽出した後アガロースゲル電気泳動で展開(A)するとともに、
SDS-PAGEで展開しCBB染色した(B)。
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Figure 35

他の国内分離株から精製したウイルス粒子のTEM観察。
MoCV1-D-5074及びMoCV1-D-5079-1の精製ウイルス画分をネガティブ染色した後、

TEMでウイルス粒子を観察した。
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Recipient: P2 (hph) 
(Virus free)

Donor: APU10-199A 
(Virus-infected)

Dual culture OMA medium 
containing 0.75 mM ZnSO4

transplant

OMA medium containing hygromycin (200 mg/ml) for 14 days 

on each plate at 26℃.

transplant transplant

YG liquid medium

10 day-culture at 60 spm, 26°C
PCR to detect hph gene

PCR for DNA polymorphism (Figure 37)

Figure 36

菌糸融合を介したP2株へのマイコウイルス感染。
hph導入P2株をレシピエント、APU10-199A 株をドナーとして OMA (0.75 mM ZnSO4

含有)上で対峙培養することにより菌糸融合を促した。上図の手順で菌糸融合候補株を
選抜した。
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Figure 37

MoCV1-D-infected P2株のhph遺伝子およびDNA多型の検証。
(A, B) Donor APU10-199A (lane 1)、Recipient P2 (lane 2)、MoCV1-D-infected P2 (lane 3)

に対して、hph-specific primersでPCRしてハイグロマイシン耐性遺伝子の有無を検証した
(A)。Repetitive element-based PCRによって宿主菌のDNA多型を確認した(B)。
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Figure 38

MoCV1-D-infected P2株からのMoCV1-D検出。
(A) P2株 (hph導入)とMoCV1-D-infected P2株の菌叢の表現型。OMA plate, 10 days at

25℃. (B) APU10-199A株 (lane 1)、P2株 (lane 2)、 MoCV1-D-infected P2株(lanes 3, 4)由来
の精製dsRNAsを5%ポリアクリルアミドゲルによる電気泳動で展開した。 (C, D)

MoCV1-D dsRNA1 specific primer (C)とMoV2 dsRNA specific primer (D)でRT-PCRを行っ
た。APU10-199A株 (lane 1)、P2株 (lane 2)、MoCV1-D-infected P2株 (lanes 3)由来の精製
dsRNAsを鋳型とした。(E) ショ糖濃度勾配超遠心でMoCV1-D-infected P2株から精製ウ
イルス粒子画分を調製しSDS-PAGEで展開した後、CBB染色した。(F)ネガティブ染色
した後、TEMでウイルス粒子を観察した。(Scale bars: 100 nm)。
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Figure 39

トランスフェクションに用いた精製MoCV1-Dウイルス粒子画分の検証。
(A-C)ショ糖濃度勾配遠心法で得られた画分(Lanes 9-13)を濃縮精製(A)し、プロトプラ

スト-PEG法によるウイルス粒子感染実験に用いた。精製MoCV1-D画分のうち、20 μlから
Viral dsRNAを検出し(B)、10 μlからMoCV1-D構造タンパク質を検出した(C)。
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Figure 40

Protoplast-PEG法によるP2株への MoCV1-Dウイルス粒子のトランスフェクション。
トランスフェクション処理後再生したコロニーをPDA 培地上で3回継代培養した菌体か

らRT-PCRでMoCV1-Dの存在を確認した。P2をレシピエントとして、ショ糖濃度勾配遠心
で得た精製MoCV1-D VP溶液またはBuffer Aを処理した。666 bpのMoCV1-D ORF1アンプリ
コンを矢印で示した。

MoCV1-D VP処理 : 1-1~35, 1’-1~15

VP-lacking buffer A処理 : 3-1~8
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Figure 41

Protoplast-PEG法によるP2株への MoCV1-Dウイルス粒子のトランスフェクション。
トランスフェクション処理後再生したコロニーをPDA 培地上で3回継代培養した菌体か

らRT-PCRでMoV2の存在を確認した。P2をレシピエントとして、ショ糖濃度勾配遠心で得
られたMoV2ゲノムを含む精製MoCV1-D VP溶液またはBuffer Aを処理した。370 bpのMoV2

特異的アンプリコンを矢印で示した。

Recipient: P2-GFP (Virus-free)

MoCV1-D VP処理 : 1-1~35, 1’-1~15

VP-lacking buffer A処理 : 3-1~8
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Figure 42

MoCV1-D VPまたはVP-lacking buffer A導入P2株の表現型

Recipient: P2-GFP (Virus-free) MoCV1-D VP処理 : 1-1~40, 1’-1~20

VP-lacking buffer A処理 : 3-1~8
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1-16 1-17 1-18 1-19 1-20

1-21 1-22 1-23 1-24 1-25

1-26 1-27 1-28 1-29 1-30

Recipient: P2-GFP (Virus-free) MoCV1-D VP処理 : 1-1~40, 1’-1~20

VP-lacking buffer A処理 : 3-1~8
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Recipient: P2-GFP (Virus-free) MoCV1-D VP処理 : 1-1~40, 1’-1~20

VP-lacking buffer A処理 : 3-1~8
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Recipient: P2-GFP (Virus-free) MoCV1-D VP処理 : 1-1~40, 1’-1~20

VP-lacking buffer A処理 : 3-1~8
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1'-11 1'-12 1'-13 1'-14 1'-15

1'-16 1'-17 1'-18 1'-19 1'-20

Recipient: P2-GFP (Virus-free) MoCV1-D VP処理 : 1-1~40, 1’-1~20

VP-lacking buffer A処理 : 3-1~8



147 
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Recipient: P2-GFP (Virus-free) MoCV1-D VP処理 : 1-1~40, 1’-1~20

VP-lacking buffer A処理 : 3-1~8
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Figure 43

Protoplast-PEG法によるMoV2・MoCV1-Dフリー株への MoCV1-Dウイルス粒子のトラン
スフェクション。
トランスフェクション処理後再生したコロニーをPDA 培地上で3回継代培養した菌体か

らRT-PCRでMoCV1-Dの存在を確認した。MoV2・MoCV1-Dフリー株をレシピエントとし
て、ショ糖濃度勾配遠心で得た精製MoCV1-D VP溶液またはBuffer Aを処理した。666 bpの
MoCV1-D ORF1アンプリコンを矢印で示した。

MoCV1-D VP処理 : 2-1~35, 2’-1~15

VP-lacking buffer A処理 : 4-1~4
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Figure 44

Protoplast-PEG法によるMoV2・MoCV1-Dフリー株への MoCV1-Dウイルス粒子のトラ
ンスフェクション。
トランスフェクション処理後再生したコロニーをPDA 培地上で3回継代培養した菌体

からRT-PCRでMoV2の存在を確認した。MoV2・MoCV1-Dフリー株をレシピエントとし
て、ショ糖濃度勾配遠心で得られたMoV2ゲノムを含む精製MoCV1-D VP溶液または
Buffer Aを処理した。370 bpのMoV2特異的アンプリコンを矢印で示した。

MoCV1-D VP処理 : 2-1~35

VP-lacking buffer A処理 : 4-1~4
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2-11 2-12 2-13 2-14 2-15

Figure 45

MoCV1-D VPまたはVP-lacking buffer A導入APU10-199A株(MoV2-, MoCV1-D-, MoPV1+)

の表現型

Recipient: 日本採取株APU10-199A (MoV2-, MoCV1-D-, MoPV1+)

MoCV1-D VP処理 : 2-1~40, 2’-1~20

VP-lacking buffer A処理 : 4-1~8
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Recipient: 日本採取株APU10-199A (MoV2-, MoCV1-D-, MoPV1+)

MoCV1-D VP処理 : 2-1~40, 2’-1~20

VP-lacking buffer A処理 : 4-1~8



152 

 

 

  

2-31 2-32 2-33 2-34 2-35
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Recipient: 日本採取株APU10-199A (MoV2-, MoCV1-D-, MoPV1+)

MoCV1-D VP処理 : 2-1~40, 2’-1~20

VP-lacking buffer A処理 : 4-1~8
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Recipient: 日本採取株APU10-199A (MoV2-, MoCV1-D-, MoPV1+)

MoCV1-D VP処理 : 2-1~40, 2’-1~20

VP-lacking buffer A処理 : 4-1~8
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2'-16 2'-17 2'-18 2'-19 2'-20

Recipient: 日本採取株APU10-199A (MoV2-, MoCV1-D-, MoPV1+)

MoCV1-D VP処理 : 2-1~40, 2’-1~20

VP-lacking buffer A処理 : 4-1~8
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4-5 4-6 4-7 4-8

Recipient: 日本採取株APU10-199A (MoV2-, MoCV1-D-, MoPV1+)

MoCV1-D VP処理 : 2-1~40, 2’-1~20

VP-lacking buffer A処理 : 4-1~8
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Figure 46

S. cerevisiae 内でのMoCV1-D DORF4p発現の影響 (30℃)。
(A, B) pRST426-DORF4及びpRST426-empty形質転換体の生育曲線を示した。3時間ごとの

OD600値(A)と6時間ごとの生菌細胞数(B)を示した。(C, D) 30℃・18時間培養したpRST426-

empty形質転換体(C)とpRST426-DORF4形質転換体 (D)の細胞形態をDICで観察した。

D
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Figure 47

S. cerevisiae 内でのMoCV1-D DORF4p発現の影響 (35℃)。
(A, B) pRST426-DORF4及びpRST426-empty形質転換体の生育曲線を示した。3時間ごとの

OD600値(A)と6時間ごとの生菌細胞数(B)を示した。
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Figure 48

APU10-199A株のフラスコ培養上清からのマイコウイルス検出。
APU10-199A株を2-8週間フラスコ振盪培養した時の培養上清(250 μl) から全核酸を抽出し

アガロースゲル電気泳動で展開した。
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Figure 49

微生物培養装置で培養したAPU10-199Aの培養上清からのマイコウイルス検出。
(A)APU10-199A株を微生物培養装置で15日間培養し培養上清を一部回収して超遠心分離

で濃縮した。再懸濁液50 μlから全核酸を抽出しアガロースゲル電気泳動で展開した。Lane

1: the MoCV1-D- and MoV2-free APU10-199A株; lane 2, APU10-199A株。(B) SDS-PAGE で展
開しAnti-MoCV1-A virus particles 抗血清でウェスタンブロット解析を行った。 Lane 1: the

MoCV1-D- and MoV2-free APU10-199A株; lane 2, APU10-199A株。
(C, D) Anti-MoCV1-D rORF3p抗血清(C)またはAnti-MoCV1-D rORF4p抗血清(D)でウェスタ
ンブロット解析を行った。 Lanes: 1, 2, the MoCV1-D- and MoV2-free APU10-199A; 3, 4,

APU10-199A; 2, 4; 原液を5倍希釈した。
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Figure 51

1,8-Dihydroxynaphthalene (1,8-DHN)の分析条件検討。
アセトニトリルに溶解させた1,8-DHN標準品 1,000 ppmを異なる分析条件(HPLC condition

1~3)でHPLCにて分析した。

HPLC condition 1

HPLC condition 2

HPLC condition 3
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P2-GFP (virus-free)

MoCV1-D-infected isolate (DI)

MoCV1-D-free isolate (DF)

Figure 52

ウイルス感染株とウイルスフリー化株のアセトン抽出画分のHPLCクロマトグラム。
APU10-199A株、MoCV1-D-free APU10-199A株及びP2株のアセトン抽出画分をHPLC

で分析した。
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Figure 53

MoCV1-D-free APU10-199A株のUHPLC-TOF-MS解析。
アセトン抽出画分を溶媒置換しMS condition 1で質量分析した。

(A) 下段にTIC、PDA UV 334 nmの吸収を示した。また上段から、1,8-DHN(Exact mass:

160.0524) 、 vermelone(Exact mass: 178.0630) 、 1,3,8-THN(Exact mass: 176.0473) 、
scytalone(Exact mass: 194.0579)、1,3,6,8-THN(Exact mass: 192.0423)(付録 4を参照)の各プロ
トン脱離分子[M－H]－の抽出イオンクロマトグラムを示した。(B) Rt. 2.0 minのマススペ
クトルを示した。

B
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Figure 54

P2株のUHPLC-TOF-MS解析。
アセトン抽出画分を溶媒置換しMS condition 1で質量分析した。

(A) 下段にTIC、PDA UV 334 nmの吸収を示した。また上段から、1,8-DHN(Exact mass:

160.0524) 、 vermelone(Exact mass: 178.0630) 、 1,3,8-THN(Exact mass: 176.0473) 、
scytalone(Exact mass: 194.0579)、1,3,6,8-THN(Exact mass: 192.0423)(付録 4を参照)の各プロ
トン脱離分子[M－H]－の抽出イオンクロマトグラムを示した。(B) Rt. 2.0 minのマススペク
トルを示した。

B
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Figure 55

APU10-199A株のUHPLC-TOF-MS解析。
アセトン抽出画分を溶媒置換しMS condition 1で質量分析した。

(A) 下段にTIC、PDA UV 334 nmの吸収を示した。また上段から、1,8-DHN(Exact mass:

160.0524) 、 vermelone(Exact mass: 178.0630) 、 1,3,8-THN(Exact mass: 176.0473) 、
scytalone(Exact mass: 194.0579)、1,3,6,8-THN(Exact mass: 192.0423)(付録 4を参照)の各プロ
トン脱離分子[M－H]－の抽出イオンクロマトグラムを示した。(B) Rt. 2.0 minのマススペ
クトルを示した。

B
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MoCV1-D-infected APU10-199A(DI)

MoCV1-D-free APU10-199A(DF)

Figure 56

抽出方法の検討(リン酸バッファ懸濁)。

アセトンで撹拌抽出後にろ紙でフィルトレーションした後の菌叢粉末残渣をリン酸バッ
ファで再懸濁した。このリン酸懸濁液の遠心分離後上清を酸性化した後、酢酸エチルで抽
出した。アセトン抽出画分と同様に、APU10-199A株及びMoCV1-D-free APU10-199A株を
HPLC condition 3で逆相クロマトグラフィー分析した。
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YG broth

PD broth

MoCV1-D-infected APU10-199A(DI)

MoCV1-D-free APU10-199A(DF)

MoCV1-D-infected APU10-199A(DI)

MoCV1-D-free APU10-199A(DF)

Figure 58

抽出方法の検討(液体培養上清からの酢酸エチル抽出)。
APU10-199A株及びMoCV1-D-free APU10-199A株をPD液体培地またはYG液体培地で振盪

培養し、培養7日後の培養上清を回収しHClで酸性化した後酢酸エチルに転溶させた。これを
減圧濃縮し逆相クロマトグラフィー分析した。
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YG broth

PD broth

MoCV1-D-infected APU10-199A(DI)

MoCV1-D-free APU10-199A(DF)

MoCV1-D-infected APU10-199A(DI)

MoCV1-D-free APU10-199A(DF)

Figure 59

抽出方法の検討(液体培養菌体からのアセトン抽出)。
Figure 58の培養時の菌体を回収しアセトン抽出した。これを減圧濃縮し逆相クロマトグラ

フィー分析した。
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Figure 63

P2-GFP株のP2-F2画分のUHPLC-TOF-MS解析。
P2-F2画分を溶媒置換しMS condition 1で質量分析した。

(A) 下段にTIC、PDA UV 334 nmの吸収を示した。また上段から、1,8-DHN(Exact mass:

160.0524) 、 vermelone(Exact mass: 178.0630) 、 1,3,8-THN(Exact mass: 176.0473) 、
scytalone(Exact mass: 194.0579)、1,3,6,8-THN(Exact mass: 192.0423)(付録 4を参照)の各プロ
トン脱離分子[M－H]－の抽出イオンクロマトグラムを示した。(B) Rt. 3.3 minのマススペ
クトルを示した。

B
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Figure 64

P2-GFP株のP2-F3画分のUHPLC-TOF-MS解析。
P2-F3画分を溶媒置換しMS condition 1で質量分析した。

(A) 下段にTIC、PDA UV 334 nmの吸収を示した。また上段から、1,8-DHN(Exact mass:

160.0524) 、 vermelone(Exact mass: 178.0630) 、 1,3,8-THN(Exact mass: 176.0473) 、
scytalone(Exact mass: 194.0579)、1,3,6,8-THN(Exact mass: 192.0423)(付録 4を参照)の各プロト
ン脱離分子[M－H]－の抽出イオンクロマトグラムを示した。(B) Rt. 3.7 minのマススペクト
ルを示した。

B
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Figure 66

P2-GFP株のP2-F2画分のUHPLC-TOF-MS解析。
P2-F2画分を溶媒置換しMS condition 2で質量分析した。

(A) 下段にTIC、PDA UV 334 nmの吸収を示した。また上段から、1,8-DHN(Exact mass:

160.0524) 、 vermelone(Exact mass: 178.0630) 、 1,3,8-THN(Exact mass: 176.0473) 、
scytalone(Exact mass: 194.0579)、1,3,6,8-THN(Exact mass: 192.0423)(付録 4を参照)の各プロト
ン脱離分子[M－H]－の抽出イオンクロマトグラムを示した。(B) Rt. 3.3 minのマススペクト
ルを示した。

B
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Figure 67

P2-GFP株のP2-F3画分のUHPLC-TOF-MS解析。
P2-F3画分を溶媒置換しMS condition 2で質量分析した。

(A) 下段にTIC、PDA UV 334 nmの吸収を示した。また上段から、1,8-DHN(Exact mass:

160.0524) 、 vermelone(Exact mass: 178.0630) 、 1,3,8-THN(Exact mass: 176.0473) 、
scytalone(Exact mass: 194.0579)、1,3,6,8-THN(Exact mass: 192.0423)(付録 4を参照)の各プロト
ン脱離分子[M－H]－の抽出イオンクロマトグラムを示した。(B) Rt. 3.7 minのマススペクトル
を示した。

B
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Figure 77

DF-F2及びDI-F2画分のマススペクトル(MS condition 1)。
(A, B) MS condition 1で分析したDF-F2(A)及びDI-F2画分(B)のRt. 3.4 minのマススペクト

ルを示した。

A

B
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付録 1

抗原に対する抗MoCV1-D rORF3pポリクローナル抗体のELISA測定。
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付録 2

抗原に対する抗MoCV1-D rORF4pポリクローナル抗体のELISA測定。
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付録 3

抗原に対する抗MoCV1-D rORF4SUapポリクローナル抗体のELISA検定。



214 

 

 

付録 4

メラニン生合成系中間体の化学構造と精密分子量(Exact mass)。
イネいもち病菌のメラニン生合成経路(Pentaketide pathway)と各中間体の計算精密分子量

(Exact mass)と組成式を示した。

5 ×Malonyl-CoA

Melanin


