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研究成果の概要（和文）：マツノザイセンチュウを病原体とするマツ材線虫病は、マツ類樹木に枯死を引き起こ
す深刻な樹木病害であり、防御応答の過剰誘導により樹木全体が枯死すると考えられている。近年、線虫病原因
子の候補が徐々に明らかとなってきているが、分子機能解析手法の不足により病原因子の特定には未だ至ってい
ない。私たちは本研究課題において、木本類への外来遺伝子発現を可能にするウイルスべクターを利用して、線
虫病原候補タンパク質をクロマツ種子の胚に一過的に発現させる系を確立した。確立した手法を用いて試験した
結果、3種の線虫由来分子（ソーマチン様タンパク質及びGH30）が、マツ種子胚に対して防御応答を誘導するこ
とを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established a novel functional analysis method for 
susceptible black pine seed embryos using transient overexpression by the Apple latent spherical 
virus vector and investigated five secreted proteins of B. xylophilus causing cell death in tobacco 
to determine whether they induce hypersensitive responses in pine. We found that three of five 
molecules induced significantly higher expression in pathogenesis-related genes. This study is the 
first to analyze the function of pathogenic candidate molecules of B. xylophilus in natural host 
pines using exogenous gene expression, which is anticipated to be a powerful tool for investigating 
the PWD mechanism.

研究分野：植物保護学

キーワード： マツノザイセンチュウ　マツ材線虫病　ウイルスベクター　分子機能解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マツ材線虫病は日本において過去数十年に亘り最重要森林病害虫として日本国内のマツ林に甚大な被害をもたら
してきたが、その発病分子メカニズムは十分に理解されて来なかった。本課題研究により、本来の宿主であるマ
ツにおいて線虫由来の分子の機能解析が可能可能になったため、今後本手法を用いてマツ材線虫病の分子メカニ
ズムが明らかになることが期待され、その後新規の線虫防除技術手法の開発につながることと予想される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
マツ材線虫病は、マツノザイセンチュウ（以後、マツノザイ）が樹木に過剰な抵抗性反応を

誘導し、最終的に樹木全体が細胞死することで発症すると考えられている（マツ自害説）。申

請者らはこれまで、マツノザイ病原候補因子をモデル植物であるベンサミアナタバコへ一過性

発現させた際に、植物体へ細胞死を引き起こす 5種類のマツノザイ分泌タンパク質を、マツ枯
れの有力な病原候補因子として絞り込んできた(Shinya et al., 2013; Kirino et al., 2020; Shinya and 
Kirino et al., 2021)。マツ枯れの枯死メカニズムの解明に向けた次なる課題は、マツノザイ病原
候補因子が実際の宿主であるマツへ枯死を誘導することの証明である。しかしながら、宿主マ

ツの遺伝子操作手法は現段階で未確立であり、上述の課題を解決するためには、宿主マツに対

するマツノザイ病原因子の直接的な機能解析手法の新規開発が必須であった。 
近年になり、ALSV（apple latent spherical virus）ベクターを介したクロマツの形質転換技術
が開発され、クロマツへの外来遺伝子の発現およびクロマツ内在性遺伝子の発現抑制がはじめ

て可能となった。本手法をマツ枯れメカニズムの研究へと応用することにより、これまで未開

拓であったマツノザイ病原因子の証明がはじめて可能になると着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究の具体的な目的は、クロマツ種子胚においてマツノザイ病原候補因子を発現させ防

御応答誘導活性を評価する技術を確立すること、さらにクロマツへ過剰な防御応答を誘導する

マツノザイ病原因子を証明することである。 
 
３．研究の方法 
本研究では、ALSV を用いてクロマツにマツノザイ病原候補因子を発現させ、本来の宿主
であるマツにおいても防御応答を誘導し得るかを確認する。まず、感受性クロマツの苗木にお
いては、マツノザイ感染時に一部の PR遺伝子が過剰発現することが報告されているため、培
地上のクロマツ種子胚においても、マツノザイを接種時に、PR 遺伝子の発現が上昇すること
をリアルタイムＰＣＲで確認した。次に、線虫病原候補因子の完全長 cDNA 配列を ALSV に
組み込み、パーティクルガン法によりクロマツ種子胚へ接種した。本研究では、これまでに申

請者らが見出してきたマツノザイ病原候補因子 5種類（2種のソーマチン様タンパク質、シス
テインプロテアーゼインヒビター、GST、GH-30）の完全長 cDNA配列をプラスミドベクター
に挿入し、5 種類のプラスミドベクターを作製した（pEALSR2-BxTH1, pEALSR2-BxTH2, 
pEALSR2-BxCPI, pEALSR2-BxGH30, pEALSR2-BxGST）。pEALSR1と pEALSR2L5R5をキノア
上で増幅させたあと、パーティクルガン法によりクロマツ種子胚に打ち込んだ。その後クロマ

ツ種子胚は 90mm mGDプレートにて培養した。3, 5, 7日間培養した後、クロマツ種子胚を回
収し total RNAを抽出し、逆転写反応により cDNAを合成した。マツノザイ感染時に特異的に
応答する 4種類のマツ防御応答遺伝子（PR-2, PR-4, PR-5, PR-6）に対するプライマーを用いて、
各日数での遺伝子発現量をリアルタイム PCR法により確認した。 
 
 
４．研究成果 

感受性クロマツの苗木においては、マツノザイ感染時に一部の PR遺伝子が過剰発現するこ
とが報告されている。本研究ではまず、培地上のクロマツ種子胚においても、マツノザイを接

種時に、PR遺伝子の発現が上昇することをリアルタイム PCRで確認した。中でも継続的に発
現している PR-2、PR-4、PR-5および PR-6遺伝子を、マツノザイ病原因子を探索する際のマー
カー遺伝子として選抜した。次に上述 5 種類の病原候補因子の完全長 cDNA 配列を組み込ん
だ ALSVベクターをパーティクルガン法を利用してクロマツ種子胚へ打ち込んだ結果、2種類
の thaumatinならびにGH-30が全てのマーカーPR遺伝子の発現を上昇させることが判明した。
この結果により、これら 3種類のマツノザイ由来の分泌タンパク質が自然宿主であるマツに対
して防御応答を誘導することが明らかになった。これまで、マツを利用したマツノザイ分子機

能解析系は存在しなかったことから、本研究成果により初めて自然宿主を用いた分子機能解析



手法の確立に成功したと言える。これまで、一部国外グループでは、RNAiによるマツノザイ
の遺伝子発現抑制を用いた機能解析を精力的に押し進めていた。しかしながら、マツノザイに

対する RNAiの効果は非常に低く、また一過的であることから、病原因子の機能解析には不向
きであるという問題点を抱えていた。本研究は、マツノザイではなくマツ側の遺伝子操作によ

る、他研究者が未だ全く手を付けていない新たなアプローチであり、今後マツ枯れの病原因子

をスクリーニングする上で有力なツールとなることが期待される。これら一連の研究成果は論

文として取りまとめ、Frontiers in Plant Science誌に発表された（Kirino et al., 2022）。 
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