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研究成果の概要（和文）：ダイズシストセンチュウはマメ科植物生産に被害を与える害虫である。その生活環は
宿主植物の分泌する化学物質によって制御されているがその制御機構は不明である。そこで申請者はダイズシス
トセンチュウの行動を制御する分子を探索した。その結果、孵化促進物質として新たに1,10-phenanthroline及
びその誘導体を、誘引物質として硝酸イオンとそのアナログ類を見出すことができた。また、孵化促進物質、誘
引物質応答遺伝子をRNAseqによって見出すことができた。

研究成果の概要（英文）：Soybean cyst nematode (SCN) Heterodera glycines Ichinohe, a plant parasitic 
nematode, is one of the most serious pests for soybean production. In order to regulate the SCN 
behavior, we screened for the chemicals that stimulate the SCN hatching and attraction. We found 1, 
10-phenanthroline and nitrate as novel hatching stimulant and attractant, respectively.

研究分野：生物有機化学
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１．研究開始当初の背景 
  
 植物寄生性センチュウは世界中で農作物
生産に甚大な被害を及ぼす害虫として知ら
れている。その中でも、ダイズシストセンチ
ュウ (soybean cyst nematode; SCN) は大豆、
インゲン、小豆などの主要なマメ科植物に寄
生する根寄生センチュウである。SCNは普段
は土壌中でシストと呼ばれる殻に守られて
休眠しており、宿主であるマメ科植物が植え
られた時のみ、宿主植物が生産する孵化促進
物質に応答して孵化する。その後、同じく宿
主植物が分泌する誘引物質によって根を認
識し寄生する。寄生後は植物内で栄養を奪い
ながら成長する、という特徴的な性質を有し
ている。シストの状態では様々なストレスに
耐性を持つため、完全な防除は困難であり、
防除には長期間が必要とされている。これま
でに孵化促進物質としてグリシノエクレピ
ン類が同定されている。しかしながらその他
に孵化促進物質の報告はない。また、誘引物
質に関してはこれまでに全く報告がされて
いなかった。 
 現在、ダイズシストセンチュウの防除法と
して抵抗性品種の育種や殺線虫剤の使用な
どが行なわれている。この他にも宿主植物の
いない状況で孵化促進物質を処理し防除す
る方法や、誘引物質によって SCN の感染を
撹乱する方法など、SCNの行動を制御する方
法が考えられるが、上述のように SCN の行
動制御物質はほとんど見出されておらず、唯
一同定されているグリシノエクレピン類は
複雑な構造から大量合成は難しく実用化に
は大きな障害があった。また、SCNの行動機
構の解明は、新規 SCN 行動制御剤の創製の
ためにも必要不可欠であるが、SCNのゲノム
配列は公開されておらず、行動に関する遺伝
子もほとんど見出されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では植物寄生線虫の孵化や誘引行
動といった行動制御機構を明らかにするこ
とを目指し、今回は化合物ライブラリーから
SCN新規孵化促進物質、誘引物質のスクリー
ニング及びその作用メカニズムの解明を行
った。また、見出した化合物を用いてRNAseq
を行うことで孵化や誘引時の変動遺伝子の
取得を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
（１）SCN 孵化促進物質のスクリーニング 
 SCN 汚染土壌は北海道農業研究センターの
串田篤彦博士より分与されたものを培養し、
使用した。SCN の培養には大豆（キタムスメ）
を用いた。発芽した大豆に約 4000 の SCN 二
期幼虫を接種し、三ヶ月生育させた。生育し
た土壌中のシスト数を測定し、十分なシスト
が存在する土壌を汚染土壌とした。 

 汚染土壌より分離したシストから、顕微鏡
下、注射針を用いて卵を取り出した。滅菌水
で洗浄後 96ウェルプレートに卵 60-100 程度
ずつ分注し、DMSO に溶解させた試験溶液を加
えた。25℃暗所にてインキュベートし、経時
的に孵化した線虫数を計測した。試験には購
入可能な化合物を用いた。 
 
（２）SCN 誘引物質のスクリーニング 
 （１）と同様の方法で分離した SCN 卵にグ
リシノエクレピン A を 1 nM となるように加
え、25℃、暗所にて 5日間インキュベートし
た。滅菌水を用いてグリシノエクレピン Aを
洗い、孵化した SCN 二期幼虫を得た。孵化試
験は 6ウェルプレートを用いて行った。６ウ
ェルプレートに 5 mL の 10 mM Tris-HCl 
(pH7.2) 寒天培地を加え、その上に試験化合
物の入った 2%寒天玉及び入っていない寒天
玉を置いた。両寒天玉からおよそ 17.5 mm の
位置に SCN 二期幼虫を 50 程度まき、25℃、
暗所にてインキュベートした。インキュベー
ト後経時的に寒天玉の周囲 5 mm 以内に入っ
ていた SCNを誘引された SCNとしてカウント
し、誘引率を算出した。 
 根への誘引試験は、６ウェルプレートに 5 
mL の 10 mM Tris-HCl (pH7.2) 寒天培地を加
え、プレート中央付近に根端およそ 10 mm を
置いた。根端より 10 mm の位置に SCN 二期幼
虫を 50 程度まき、25℃、暗所にてインキュ
べートした。インキュベート後経時的に根端
の周囲 5 mm 以内に入る SCNを誘引された SCN
とし、誘引率を算出した。 
 
（３）RNAseq による孵化促進物質、誘引物質
応答遺伝子の探索 
 RNAseq は Illumina 社の Hiseq2500 を用い
て行った。孵化促進物質を処理した SCN 卵及
び硝酸塩を処理した SCN二期幼虫より RNAを
抽出した。バイオアナライザーにより RNA の
品質をチェックした後、抽出した RNA は市販
のキットを用いてライブラリーを作成し、シ
ーケンスを行った。データの解析は CLC 
genomic workbench を用いて有意に変動する
遺伝子の抽出を行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）SCN 新規孵化促進物質の探索 
 市販の化合物を用いて孵化促進物質を探
索した。その結果、1,10-phenanthroline 
(Phen) が SCN の孵化を促進することを見出
した (図)。Phen による孵化促進活性は処理
後１日目から観察される一方でグリシノエ
クレピンAによる孵化は処理後３日目以降に
のみ観察されたことから Phen による孵化促
進機構はグリシノエクレピンによるものと
は異なっている、もしくはグリシノエクレピ
ンによる孵化促進機構のかなり下流に作用
していることが明らかとなった。グリシノエ
クレピンと Phen を共処理したところ孵化活



性の向上が観察された。また、Phen の誘導体
を購入し、孵化試験を行ったところ、
bipyridine 骨格が孵化促進活性に必須であ
ることを見出した。Phen は主に２価金属イオ
ンのキレート剤として知られており、
bipyrine 骨格はそのキレート作用に必須で
あるため、Phen による孵化促進効果がキレー
ト作用によるものかを検討した。二価金属と
Phen の共処理時の孵化促進活性を測定した
ところ、Phen による孵化促進活性は消失した。
一方で、二価金属とグリシノエクレピン Aと
の共処理では孵化促進活性の消失は観察さ
れなかったことから、Phen による孵化促進活
性には Phen のキレート能が強く影響してい
る可能性が示唆された。 

 
 
（２）SCN 誘引物質のスクリーニング 
 （１）と同様に市販の化合物を用いて誘引
物質の探索を行った。その結果、SCN は硝酸
塩に有意に誘引されることが明らかとなっ
た。また、NO3

-のみならず SO3
2-や ClO3

-、CO3
2-

等の三角錐構造もしくは平面三角形構造を
有する陰イオンに誘引されることを見出し
た。一方、高濃度の NO3

-には SCN は誘引され
なかった。サツマイモネコブセンチュウなど
では NO3

-は誘引物質として知られているが、
高濃度の NO3

-では忌避活性を示すことが知ら
れており、SCN も高濃度の NO3

-を忌避してい
る可能性が考えられた。また、寒天培地中に
少量の硝酸塩を加えた場合は NO3

-への誘引が
抑制された。しかし、宿主根への誘引活性は
寒天培地中の硝酸塩によって影響を受けな
かったことから、硝酸塩への誘引機構は宿主
根への誘引機構と異なっていることが明ら
かとなった。 

 
（３）SCN 孵化物質応答遺伝子の探索 
 グリシノエクレピン A または Phen を SCN
卵に処理し、RNAseq を行った。処理 24 時間
後の応答遺伝子を比較したところ、グリシノ
エクレピン Aで応答した遺伝子の 9割以上が
Phen 処理でも応答していた。このことから、
遺伝子発現レベルではグリシノエクレピン
と Phen は共通した経路を活性化、または不
活性化しており、共通して応答していた遺伝
子は孵化時に変化する遺伝子であると考え
られた。 
 硝酸塩への誘引時及び宿主根への誘引時
の SCN 二期幼虫を集め、RNAseq を行った。そ
の結果、硝酸塩、宿主根への誘引時どちらで

も変動する遺伝子として 22 遺伝子を見出す
ことができた。その中には宿主根への感染時
に必要なエフェクタータンパク質をコード
するものも含まれており、しかもその発現量
は誘引時には減少していた。感染時に発現が
上昇するはずのエフェクタータンパク質が
誘引時に減少していたことから、SCN の感染
には宿主根認識後に追加のシグナルが必要
であることが考えられた。 
 
 以上の結果から、本研究により、新たにダ
イズシストセンチュウの孵化、誘引を化学的
に制御可能な化合物を見出すことができた。
またその化合物を用いることで新たに行動
を制御している可能性のある遺伝子候補を
見出すことができた。 
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