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研究成果の概要（和文）：日本におけるマツノザイセンチュウの進化史を明らかにするため，侵入地である日本
と原産地である北米のマツノザイセンチュウについて、集団遺伝学的解析と全ゲノムの比較を行った。マイクロ
サテライトまたはSNPによる解析の結果，国内産のマツノザイセンチュウの多様性が高く，これまでに北米から
日本へ複数回の侵入イベントがあったことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To understand the evolutional history of Bursaphelenchus xylophilus, the 
causal pathogen of the pine wilt disease, we performed population and comparative analyses of 
genomes of the nematodes using Japanese isolates and native North American isolates. Population 
analysis using microsatellite and SNPs suggested high genetic diversity among Japanese isolates and 
multiple introductions of the pathogen from North America to Japan.

研究分野：森林病理学
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１．研究開始当初の背景 
 
 マツ材線虫病は日本のマツ林に甚大な被
害を及ぼしている極めて重要な樹木病害で
ある｡病原体であるマツノザイセンチュウは
北米原産の侵入種であり､日本以外にも東ア
ジア（中国・台湾・韓国）とヨーロッパ（ポ
ルトガル・スペイン）に侵入し､世界的な問
題となっている｡ 
 マツノザイセンチュウの個体群・集団レベ
ルの解析は、その侵入経路の特定などを目的
に、これまでにも行われてきている｡例えば､
本課題の代表者らは､日本国内から収集した
多数の線虫株のミトコンドリアと核の遺伝
子の塩基配列の比較を行った｡その結果、日
本国内では比較的多様なハプロタイプが存
在するが明確な地理的パターンはないこと、
日本以外の東アジア、ヨーロッパではハプロ
タイプの多様性が低く､全て日本国内のハプ
ロタイプと同一であることを明らかにした｡
これは、北米大陸から日本への複数回の侵入
機会があり､その後に起源の異なるマツノザ
イセンチュウ同士の交配が起こりつつ日本
全国に拡大していったことを示している｡ 
 一方､原産地である北米大陸ではマツノザ
イセンチュウの種内に複数の生態的・生理
的・形態的に異なる系統が存在する。例えば､
線虫の尾の形態が異なる系統が存在し､R 型
（round=尾が丸い）とM型(mucronate = 尾
に突起がある）として区別されている。R型
はマツを枯らすのに対し､M 型はモミを枯ら
すというように､両者で病原性が異なること
が報告されている（Wingfield et al. 1983）。
一方、日本国内の線虫は R型であるとされて
いるが、その中にもマツに対して病気を起こ
さない弱病原力株という系統も存在する｡こ
れらは、亜種レベルの差がある可能性もある
が、詳細な分類学的研究例はない。また、北
米産株の日本在来のマツ科針葉樹に対する
病原性についても検討されていない｡ 
 マツノザイセンチュウのゲノムが解読さ
れて以来，国内の病原力が異なるアイソレイ
トについて全ゲノムを比較した研究例があ
るが（Palomares-Rius et al. 2015），より
幅広い国内のアイソレイト、さらに原産地の
アイソレイトを対象とした研究はされてい
なかった。 
 
２．研究の目的 
 
 侵入地である日本と原産地である北米の
マツノザイセンチュウを対象に，以下の点を
明らかにすることを目的とした。 
 
（１）日本に存在するマツノザイセンチュウ
の集団遺伝学的な特徴を明らかにする。 
（２）北米産の複数の系統のマツノザイセン
チュウの株について､分類学的位置を明らか
にする。 
（３）北米産と日本産の株についてゲノムレ

ベルで比較し、日本におけるマツノザイセン
チュウの進化史を推定する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）沖縄島の 6地点のリュウキュウマツ林
の材線虫病による枯死木から材片を採集し，
枯死木 1 本当り 15 頭以上のマツノザイセン
チュウについて，Mallez et al.(2013)によ
って開発されたマイクロサテライトマーカ
ーを用いた解析を行った。同時に，同じ枯死
木から分離されたマツノザイセンチュウか
らアイソレイト（培養個体群）を作製し、確
立されたアイソレイトについて、マイクロサ
テライトマーカーによる解析を行った。 
 次に、東北から沖縄までの日本全国から確
立されたアイソレイトについて，マイクロサ
テライトマーカーによる解析を行った。これ
らの結果を基に，地理的・遺伝的に多様にな
るように考慮し，ゲノム解析に供する国内産
の株を選択した。 
 
（２）保存されている北米産のアイソレイト
6 株について、形態の観察を行い、R 型か M
型か判定した。さらに、R 型と M 型のマツノ
ザイセンチュウの交配試験を行った。また、
核リボゾーム遺伝子のITS領域とミトコンド
リア COI 遺伝子の DNA 配列を決定し，国内の
株と比較した。 
 
（３）（１）の結果から選択された国内の 28
アイソレイトと北米産の6アイソレイトにつ
いて DNA を抽出し，次世代シークエンサーに
より全ゲノム配列を取得した。リファレンス
ゲノム（日本産 Ka4C1 株）に対してマッピン
グして SNP を特定し，それらのデータから系
統解析を行った。解析には，国内産の強病原
力株と弱病原力株のデータ（Palomares-Rius 
et al. 2015）を加えた。 
 
４．研究成果 
 
（１）沖縄県の 6地点のマツ林のマツノザイ
センチュウの場合，Mallez らのマイクロサテ
ライトマーカーの 16 遺伝子座のうち、9遺伝
子座でそれぞれ 2～3 個の対立遺伝子の多型
が認められた。1 本の枯死木の中での多様性
が非常に低く，マツノザイセンチュウの感染
時にボトルネックが働いていることが示唆
された。同一地点の異なるマツから分離され
たマツノザイセンチュウ間で類似する傾向
があり，それぞれの地点内で少数の感染源か
ら被害が拡大したことが推定された。枯死木
から分離されたマツノザイセンチュウとそ
れらから確立されたアイソレイトを比較し
た場合，枯死木から分離されたマツノザイセ
ンチュウで認められた対立遺伝子の大部分
がアイソレイトで認められた。このことから、
アイソレイトを用いてマツノザイセンチュ
ウの多様性を評価することが可能であると



判断した。 
 次に，国内のアイソレイト 223 株について
マイクロサテライトマーカーによる解析を
行ったところ，13 遺伝子座で 2～7 個の対立
遺伝子が認められた。これらのデータから
Structure 解析を行った結果，最適なクラス
ター数（K)は 3であると推定された。西日本
のアイソレイトはこれら3つのクラスターが
混ざり合った状態であるのに対し，東北など
東日本のアイソレイトは2つのクラスターが
混ざり合った状態であった。これらの結果か
ら，ゲノム解析に供試する国内のアイソレイ
トとして，東北から沖縄までの 28 アイソレ
イトを選択した。 
 
（２）北米産のアイソレイトの尾部について
光学顕微鏡による観察を行ったところ，カナ
ダ産 1株とアメリカ合衆国産 1株が M型であ
り、カナダ産 1株とアメリカ合衆国産 3株が
R型であった（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 北米産のマツノザイセンチュウの雌成
虫の尾端（左 R型、右 M型） 
 
なお、国内のアイソレイトの一部を観察した
ところ全て R型であった。北米産の R型のア
イソレイトの中に，国内のアイソレイトと
ITS または COI の配列（ハプロタイプ）が同
一のものが存在した。ITS と COI について系
統解析したところ，M 型と R 型で明確に二分
されることはなかった。また、M 型と R 型は
交配可能であった。以上のことから，M 型と
R 型は形態的な違いはあるが系統的な分化は
認められず、分類学的に分けられる物ではな
いことが明らかになった。 
 
（３）国内と北米あわせて 34 株について解
析したところ、リファレンス株（KaC1）に対
して，83～98%のマップ率のゲノムデータを
取得した。リファレンスゲノムに対して約 34
～200 万の SNP が認められ，それらを元に系
統樹を作製したところ，北米株は M型と R型
両方を含む一つのクレードを形成し，国内株
では、それぞれ①九州と近畿、②沖縄、③日
本全国の株からなるクレードにおおまかに
分けることが出来た。強病原力株は全て③の

日本全国のクレードに含まれた。（１）の国
内株のマイクロサテライト解析の結果と合
わせて考慮すると，国内のマツノザイセンチ
ュウが遺伝的に多様であり，これまでに海外
から複数回の侵入があった可能性があるこ
とが考えられた。しかし、本データから日本
産のマツノザイセンチュウの起源（侵入原）
を推定することは出来なかった。起源を明ら
かにするために，北米の広範な地域からマツ
ノザイセンチュウを収集して解析する必要
がある。 
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