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研究成果の概要： 

 

 森林流行病であるマツ材線虫病の病原体マツノザイセンチュウについて、薬剤作用部位及び

作用機作の解明を目的とした分子生物学的研究を行った。現在防除に使用されている樹幹注入

剤の標的分子であり、神経伝達に関与するアセチルコリンエステラーゼに着目し、同線虫ゲノ

ムから同酵素をコードする遺伝子断片を複数単離し、塩基配列及びイントロン挿入位置を明ら

かにした。また、同線虫の体表構造を成長過程別、病原力系統別に精査し、体表構造特性が薬

剤作用性に影響を与えている可能性を見出した。 
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１．研究開始当初の背景 

マツノザイセンチュウ  (Bursaphelenchus 

xylophilus) を病原体とするマツ材線虫病は、
国内外各地のマツ林に甚大な被害を及ぼし
続ける伝染性の劇症型萎凋病害である。現在
防除に使用されている樹幹注入剤は、酒石酸
モランテルを主成分とした殺線虫剤であり、
マツノザイセンチュウの神経伝達に関与す

るアセチルコリンエステラーゼ (AChE) の
活性を阻害することが明らかにされている 

(松浦ら 1986, 1987 日本線虫学会誌)。しかし
その後はこの標的部位に着目した研究はな
く、樹幹注入剤の詳細な作用機作は解明され
てこなかった。 

AChE については、近年の分子生物学的手
法の発達により、コードする遺伝子がモデル
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生物 Caenorhabditis elegansをはじめとする複
数種の線虫で特定され、その機能解析が進め
られている (Arpagaus et al. 1994 The Journal 

of Biological Chemistry; Poitte et al. 1999 

Molecular & Biochemical Parasitology)。一方、
マツノザイセンチュウに関する DNA 情報は
大半が系統解析や種同定のための rDNA 塩基
配列にとどまっており、機能遺伝子について
はセルラーゼ等の一部の酵素に関するもの
に限られている  (Kikuchi et al. 2004 FEBS 

Letters)。また、森林総合研究所主体のマツノ
ザイセンチュウ EST プロジェクトも本研究
開始当初はその全貌が明らかになっていな
かった。そこで、マツノザイセンチュウの
AChE についても、他種の相同遺伝子の情報
をもとに AChE 遺伝子を同定・精査すること
で、樹幹注入剤の作用機構を明らかにするこ
とが可能であると考えるに至った。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、樹幹注入剤の殺線虫作用の標
的部位と考えられるマツノザイセンチュウ
の AChE 遺伝子の詳細な機能解析を通して、
同薬剤の作用機作を解明することを目的と
した。同時に、DNA 及びタンパク質等の分子
情報が圧倒的に欠落しているマツノザイセ
ンチュウについて特定遺伝子に着目した研
究を行うことで、同線虫研究に基礎的知見を
提供することも目指した。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 遺伝子の単離 

マツノザイセンチュウの AChE 遺伝子を単

離した。Arpagaus et al. (1994 The Journal of 

Biological Chemistry) を参考に、AChE遺伝子

を増幅するディジェネレートプライマー 

(5’-GA(A/G) GA(C/T) TG(C/T) CTi TA(C/T) 

CTi AA-3’; 5’-CCi GCi GA(C/T) TCi CC(A/G)- 

3’) を用いて、マツノザイセンチュウのゲノ

ム DNA を鋳型とした PCR を行った。得られ

た遺伝子断片は、サブクローニングを経て塩

基配列を決定し、相同性検索に供した。その

後、新たに設計した各断片に特異的なプライ

マーを用いて、cDNA における各遺伝子配列

を決定した。 

 

(2) 体表構造の分析 

本研究を進める中で、マツノザイセンチュ

ウの体表構造特性が薬剤作用性に影響を与

えている可能性を見出した。微小なマツノザ

イセンチュウ体の表面構造を詳細に解析す

るために、蛍光レクチン染色法及びレクチン

ブロッティング法を用い、成長過程別、病原

性の異なる系統別にプロファイリングを行

った。 

 

(3) リアルタイム PCR による線虫定量 

樹幹注入処理後のマツ内における線虫数

及び分布様式を正確に把握するために、DNA

を指標とした新たな線虫定量法を開発した。

標的部位にはマツノザイセンチュウの

β-tubulin 遺伝子 (tbb) 及び rDNA の ITS 領域

を用いた。既知頭数のマツノザイセンチュウ

をマツ材と混合した試料よりDNAを抽出し、

それを標準鋳型としたリアルタイム PCR に

より反応条件を最適化した。また、実際にマ

ツノザイセンチュウを接種したマツ苗を用

いて実用性検定を行った。 

 

 

４．研究成果 

(1) AchE遺伝子の単離 

マツノザイセンチュウのゲノム DNA を鋳

型としたディジェネレート PCR により、塩基

長の異なる複数の遺伝子断片を得た。それら

の塩基配列を決定し、得られた配列と他種の

既知 AChE遺伝子との相同性解析 (BLAST 解

析) を行ったところ、3 つの断片  (塩基長

770-bp, 458-bp, 362-bp) が AChE 遺伝子であ

る可能性が高いことが明らかになった。また、

各々の配列を cDNA とゲノム DNA 間で比較

することにより、イントロン挿入位置を明ら

かにした。 

 

(2) マツノザイセンチュウの体表構造 

① 成長過程別分画法 

マツノザイセンチュウの体表構造を研究

する中で、各ステージの体サイズに基づいて

マツノザイセンチュウを成長過程別に分画

する簡便な手法を開発した  (Shinya et al. 

2009 Nematology, 後述の「雑誌論文 3」)。こ

の手法はタンパク質研究のみならず、成長過

程別の遺伝子発現解析や接種検定等、多様な

マツノザイセンチュウ研究に応用可能であ

り、今後の発展研究に大きく寄与するものと

考える。 

 

② 体表構造の変化 

成長過程別、病原力系統別に複数の蛍光レ

クチン (ConA, WGA, PNA, UEA I, RCA120) 

によりマツノザイセンチュウ体表を直接染

色し、あるいは抽出処理によって単離した後

SDA-PAGE 分画したものをレクチンブロッ

ティングした結果、各々異なる染色性を示し、

体表構造に明確な違いがあることが示され

た (図 1. Shinya et al. 2009 Nematology, 後述

の「雑誌論文 2」)。 

 



(3) マツノザイセンチュウの定量法 

薬剤の樹幹注入処理を行った宿主マツ樹
体内における線虫分布を正確に把握するた
めに、リアルタイム PCR 法に基づく材内のマ
ツザイセンチュウ数の簡便な定量法を開発
した  (図 2. Takeuchi and Futai, Japanese 

Journal of Nematology, accepted, 後述の「雑誌
論文 1」)。従来 Baermann 漏斗法による線虫
抽出を経て顕微鏡下で行っていた線虫計数
の作業軽減と精度の向上を実現した。この手
法は、研究現場だけでなく病害の人為的拡大
を防ぐための検疫の場でも有用であると期
待される。 

上記の研究成果は、これまで遺伝子及びタ
ンパク質に関する情報の極めて乏しかった
マツノザイセンチュウについて、詳細な分子
情報を明らかにしたという点で非常に有用
であり、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の基礎が定まっ
たと言える。 

▲図図図図 1. HRP標識レクチン (A, WGAもしくは

B, ConA) でブロッティングした、様々な成

長過程のマツノザイセンチュウ由来の体表

タンパク質の泳動像．レーン 1, 分子量マー

カー; 2, 第二期幼虫の体表抽出物; 3, 第三期

幼虫の体表抽出物; 4, 第四期幼虫の体表抽出

物; 5, 成虫の体表抽出物; 6, 卵の体表抽出

物．「雑誌論文 2」より． 

 

▲図図図図 2. クロマツ樹体内におけるマツノザイ

センチュウ (左, 強病原力 S10 系統; 右, 弱

病原力 C14-5 系統) 分布様式の経時変化．マ

ツノザイセンチュウ ITS 領域 (上段) もし

くは β-tubulin 遺伝子 (下段) を標的とし

たリアルタイム PCR による定量結果 

(N=3)．「雑誌論文 1」より． 
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