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研究成果の概要： 

マツ枯れに関しては病原体の純系化に成功し、これにより精度の高い、かつ再現性のある分
子生物学的研究が可能になった。さらに、病原線虫感染に始まる寄主—寄生者間の分子応答に関
しては、宿主樹体内で異常に増加生成される線虫表皮タンパク質を発見し、その化学的同定に
成功したが、寄主の感染応答遺伝子については現在も研究を継続中である。 

 一方、ナラ枯れに関しては、媒介昆虫の樹体内における亜社会性行動の実態や、この媒介昆
虫と関連する菌類の生態や、坑道内での群集構造、さらには病原菌感染後の寄主体内における
二次代謝産物の動態などを研究し、一定の成果を得た。さらに、本病を生物学的に防除するた
めに天敵微生物の探索を実施し、これまでにいくつかの候補微生物を得る事に成功した。 

 以上のように、二つの劇症型森林萎凋病の防除法確立のために必要な基礎知見を明らかにす

る事に成功しており、今後の未解決課題の研究遂行も併せて、これら流行病の防除法確立に貢

献することが可能となろう。 
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１． 研究開始当初の背景 

 

 日本各地の森林に甚大な被害を及ぼして
いる２つの流行病については、いまだに効果
的な防除法が得られないまま、被害の進展を
許している。２つの森林流行病のうち、マツ

枯れは研究の歴史も古く、問題点が煮詰まっ
てきており、現在では病原体側と宿主樹木側
の両面から、発病応答に関する遺伝子の解明
が始まろうとしていた。私どもの研究室では
そのような背景の中、いち早く分子生物学的
な手法の導入に手をつけ、この分野をリード
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しようとしていた。一方、ナラ枯れについて
は既に１０年以上の研究が先行していたの
で、テーマを限定して研究に当たる事にした。 
 

２．研究の目的 

 

 マツ枯れに関しては根本的な防除法の開
発のためには、正確な発病のメカニズムの解
明と、樹木側の抵抗性のメカニズムの解明が
必要と考え、病原線虫の側の病原性因子の解
明を図るとともに、樹木側が感染時に発現誘
導する遺伝子群を明らかにする事により、病
原線虫と寄主樹木の感染応答の解明を目指
した。また、寄主樹木の抵抗性因子として菌
根共生系に着目し、その働きを明らかにしよ
うとした。 

 

 一方、ナラ枯れに関しては被害の進展の急
速さを考慮し、とりあえず発病メカニズムは
後回しにして、具体的防除法の開発をめざす
ことにした。そのため、本病に関与する宿主
樹木、媒介昆虫、食餌菌、天敵微生物の４者
のそれぞれについて感染環における生態的
役割を明らかにする事により、伝染鎖の切断
法を明らかにしようとした。 

 

３．研究の方法 

 

 マツ枯れ研究における研究法は、病原力の
異なる複数の線虫株を用いて感受性寄主樹
木への接種実験を行い、その後の樹木側、線
虫側に発現・生成される遺伝子やタンパク質
の比較検討を行うという手法を用いた。特に
病原線虫については、病原性に関与すると考
えられる体表タンパク質と分泌タンパク質
に焦点を絞り、プロテオミクス研究を実施し
た。一方、寄主樹木側の感染応答を明らかに
するため、病原線虫を人工接種した後に発現
する遺伝子の探索を行った。この際、接種源
に病原性の異なる２系統の線虫を用いる事
により、発病時に特異的に発現する遺伝子群
を cDNA サプレッションサブトラクション
法によりとらえることにした。 

 ナラ枯れ研究においては野外に生育する
成木を対象に病原菌を接種し、その後一定期

間ごとに樹木組織を回収し、そこに含まれる
ポリフェノール類の量的変化を指標に寄主
の感染応答を追跡した。また、野外枯損木と、
室内に持ち込んだ枯損木の丸太を併用し、そ
の材内における媒介昆虫とその食餌酵母を
対象にした、綿密な観察、実験を実施した。
また、野外枯死丸太から回収した媒介昆虫の
幼虫から、天敵微生物を分離し、その種を分
離・同定するとともに、その殺虫活性を明ら
かにし、防除への可能性を探る散布実験を実
施した。 

 

４．研究成果 
 

 マツ枯れの研究においては、まず、緻密か
つ高感度の分子生物学実験に耐えうる病原
線虫株を確立した。マツ枯れ研究に従来用い
られてきた既存のマツノザイセンチュウ「系
統」について、同一系統内でのきょうだい交
配を繰り返し行うことにより、より純度の高
い「純系株」を複数得た (強病原力 S10系統
由来の 3系統、弱病原力 OKD-1系統由来の 1
系統)。それらの病原力や増殖量等を指標と
した生物学的検定結果から、元の既存系統が
遺伝的多様性を内包した不均一な集団であ
ることを示した (下表、図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

S10        349.4 ± 52.0 ab    19066.4 ± 5408.3 a

S10 P1        497.2 ± 113.7 ab      7193.0 ± 2952.6 a

S10 P3          62.6 ± 14.1 c        619.6 ± 159.3 b

S10 P9        194.4 ± 63.0 bc      9673.0 ± 4560.7 a

OKD-1        101.8 ± 34.1 c        175.4 ± 33.5 b

OKD-1 F7          19.8 ± 4.3 c          34.4 ± 12.4 b

Control 0 0

Isolate
No. of nematodes

2weeks 4weeks

表．各病原線虫株の生物学的形質検定結果の一

部．宿主体内での増殖性も純系株は元となる既存

系統と異なる結果を示した（各カラム内で異なるア

ルファベットは統計的に異なる値 ; Tukey 法 , 

P<0.05） 

図 1．既存の病原線虫株（強病原力 S10系統及び

弱病原力OKD1系統）の兄弟交配により得た純系

株の病原性．いずれの純系も元となる既存系統と

異なる形質を示した （論文準備中）． 



 

 

 
線虫の病原因子に関しては、蛍光レクチン

染色及びレクチンブロッティング、フォーカ
スドプロテオーム解析により、病原線虫の体
表タンパク質について成長ステージ別、培養
条件別の詳細な化学構造を植物寄生線虫と
して初めて明らかにした (図 2)。その中で、
病原線虫の体表タンパクに病原性への関与
が想定されるタンパク質を見いだし、そのタ
ンパク質が樹体内で著しい増加を見せる事
を明らかにした (投稿中)。また、分泌タン
パク質についても、病原性線虫に特異的なタ
ンパク質を見いだしており、本病の発病メカ
ニズムの解明に大きな進展をもたらす事が
できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

また、寄主マツの側で感染時に発現する遺
伝子についても、病原力の異なる複数の線虫
株を接種源に用いた cDNAサプレッションサ
ブトラクション法による比較を行い、強病原
力線虫の感染に対し特異的に発現誘導され
る候補遺伝子群を絞り込んでいるが、定量的
PCR及び局在試験等による今後の確認実験を
必要としている。これらを併せて、マツ枯れ
のメカニズム解明に大きな寄与ができるも
のと信じる。 
 

さらに、本研究の遂行過程において、病原
線虫の成長過程別分画法ならびに同線虫特
異的遺伝子を指標としたリアルタイム PCRに
基づく線虫定量法 (図 3) を開発し、投稿論
文として公表した。これらはいずれも本病害
の基礎研究を行う上で極めて実用性が高く、
今後創薬や分子治療等を視野に入れた発展
的な研究を行う上で大きく寄与するもので
あると考える。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ナラ枯れの研究では以下のような成果を
得る事ができた。 
 
（１） 日本各地から収集したナラ枯れ枯

死材から分離した媒介昆虫の幼虫か
ら３０株以上の微生物（細菌と菌類）
を得たが、それらの媒介昆虫の幼虫に
対する接種試験の結果、防除資材とし
て有望な４株を得た。今後、その施与
法の開発を試みる。 

（２） ナラ枯れの病原菌を媒介する甲虫
（カシノナガキクイムシ）は酵母を餌
にし、この酵母を伝播先の樹木に穿孔
したトンネル（坑道）の内壁に繁殖さ
せ、それを餌に次世代の幼虫が繁殖す
る。本研究ではこの媒介昆虫の食餌源
となっている酵母の生態を詳細に研
究したが、その中で、坑道に優占する
４種の主要酵母を明らかにするとと
もに他の酵母種も含めた酵母の群集
構造の解明に成功した。また、新規に
発見された複数株の酵母について記
載論文として報告した。 

（３） 媒介昆虫がこのように宿主樹木の
幹にトンネルを穿孔し、その中でファ
ミリー形成をする点を重視し、その社
会性を実験的に解明することに成功
した。既にその成果は２報の論文とし
て投稿し、１報は受理され他の１報は
査読中である。 

（４） 野外に生育する宿主ナラ類樹木に

図 2. 病原線虫体表面より抽出した糖タンパク質

の蛍光レクチンブロット結果  （A, HRP 結合

WGA; B, ConA使用）．レーン 1, 分子量マーカ

ー; 2, 2期幼虫; 3, 3期幼虫; 4, 4期幼虫; 5, 成

虫; 6, 卵． 

図 3. rDNA ITS 領域を標的としたマツノザイセ

ンチュウ特異的リアルタイム PCR による線虫定

量法．Baermann 漏斗法による線虫抽出過程を

経ずにマツ材組織内の線虫数を定量的に評価

することを可能にした．図は、条件設定の際の

melting peak解析 (a) と検量線 (b) を示す． 



 

 

病原菌を接種し、その後の寄主の感染
応答を追跡した。病原菌接種木におい
て特有の寄主反応が見られる事を明
らかにした。野外において病原菌を人
工接種した成木の場合に見られた寄
主反応のうち、カフェー酸とベンゾキ
ノンの量の時間・空間的な変化を二つ
の図として下に表す。 

 

 

 

 

 
 

（５） その他、ナラ枯れについては宿主樹
体内に内生する微生物の役割につい
ても考察を加えた。具体的には、コナ
ラ内生菌を単離し、ナラ枯れ病原菌に
対する拮抗作用を見出した。本病の生
物防除法の開発に有用な情報を提供
するものである。 
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