
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２３年 ６月 １日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：栽培作物における線虫抵抗性遺伝子の塩基配列情報およびアミノ酸配

列情報を利用して、比較ゲノムによってマツ属植物における抵抗性候補遺伝子を単離した。単

離した候補遺伝子は、クロマツの抵抗性個体および感受性個体、さらに抵抗性と感受性個体の

人工交配家系を利用して遺伝子型と表現形質（抵抗性形質）の関連解析を行い、マツノザイセ

ンチュウ抵抗性形質と関係する遺伝子座の特定を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：To isolate resistance genes in Pinus thunbergii against the pine 
wood nematode (PWN), the comparative genomic approaches was conducted using the 
sequence information of nematode resistance gene (NR-gene) in cultivated crop. The 
isolated candidate gene was evaluated by an association analysis between genotype and 
phenotype using the resistant variety, the susceptible variety, and the artificial mating 
population. As a result, the isolated alleles in resistant variety showed an effective 
association with resistance against the PWN.  
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１．研究開始当初の背景 

（１）マツノザイセンチュウを原因とするマ
ツ枯れの被害は依然として継続しており、日
本全国の激害地では抵抗性マツの導入が求
められている。マツノザイセンチュウ抵抗性
育種事業では、これまでに激害地からの抵抗
性候補木選抜と接種検定から抵抗性クロマ
ツとアカマツの品種開発を進めてきた。しか
し、現在の選抜方法は選抜効率が低く、抵抗

性品種の開発までに 8年間という長い年月を
必要としている。そこで、より効率的にかつ
早期に抵抗性個体が選抜できる MAS（Marker 
Assisted Selection）や GAS（Gene Assisted 
Selection）の導入を目指し、マツノザイセ
ンチュウ抵抗性遺伝子の単離を試みている。
現在では、分子生物学的手法から生体防御関
連遺伝子が数多く単離され、分子遺伝学的手
法からは抵抗性形質との関連解析が進めら
れている。しかしながら、未だマツノザイセ
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ンチュウ抵抗性遺伝子は単離されていない。 

（２）被子植物を中心とした栽培作物では、
すでに線虫抵抗性遺伝子の単離が行われて
いる。例えば、ジャガイモ、トマト、ダイズ
では QTL解析やマップベースクローニングか
ら抵抗性形質と関連する遺伝子が特定され、
交雑や遺伝子組換えによって抵抗性遺伝子
の導入が行われている。最近では、線虫抵抗
性遺伝子が他の病害虫抵抗性にも関連して
いることや抵抗性遺伝子の発現が下流の生
体防御関連遺伝子群の発現トリガーとなっ
ていること、さらに抵抗性遺伝子のほとんど
が NBS (Nucleotide-Binding Site)-LRR 
(Leucin-Rich Repeat)といった共通のドメイ
ン構造を持ち、同じようなドメイン構造を持
つ遺伝子がテーダマツといった異なる種に
も存在していることが分かっている。これら
の特徴から、抵抗性遺伝子として認識されて
いる構造遺伝子は植物種において生体防御
反応の中枢を担い、さらにそれらの遺伝子は
種を超えて高度に保存されていると考えら
れる。 
 
２．研究の目的 

本研究では、比較ゲノムを利用して栽培作
物で単離されている線虫抵抗性遺伝子
(Nematode Resistance gene; NR-gene)をマ
ツ属植物で単離し、マツノザイセンチュウ抵
抗性との関連を検証することで、クロマツに
おけるマツノザイセンチュウ抵抗性遺伝子
を特定する。 
 
３．研究の方法 

（１）比較ゲノムによる候補遺伝子の抽出 

本研究では、まず DDBJ/EMBL/GenBankに登
録されている栽培作物の線虫抵抗性遺伝子
をもとにアミノ酸配列を利用して、マツ属植
物の遺伝子発現データベース（DFCI Pine 
Gene Index）から相同性の高い NBS-LRR遺伝
子を単離した。 
 
（２）塩基配列情報の取得 

単離した NBS-LRR遺伝子については、NBS
ドメインの中でも保存性の高いモチーフを
ターゲットにして、degenerate プライマー
を設計した。さらに、マツのザイセンチュウ
を接種した抵抗性および感受性クロマツの
cDNAを利用して PCR増幅を行い、得られたフ
ラグメントについてクローニングを行った
後、任意に 200クローンのシーケンスを行っ
た。 
 
（３）単離した発現遺伝子の全長決定 

得られたシーケンス情報にもとづいてク

ラスター解析を行い、抵抗性および感受性ク
ロマツで特異的に観察されたクローンが属
するクラスターについては、クラスター単位
で３´RACEおよび５´RACE を行い、遺伝子
の全長を決定し、アミノ酸構造を明らかにし
た。 
 
（４）遺伝子型と表現形質の関連解析 

全長を決定した抵抗性および感受性の遺
伝子については specificプライマーを作成
し、抵抗性および感受性個体の人工交配によ
って得られた 1家系 113個体について遺伝子
型と表現形質（抵抗性形質）の関連解析を行
った。 
 
４．研究成果 

（１）比較ゲノムによる候補遺伝子の抽出 

ジャガイモから単離されている寄生性線
虫抵抗性遺伝子（Gro1-4）のアミノ酸配列を
もとに、Blast 解析からマツ属植物（Pinus 
monticola, P.taeda, P.radiata ） の NBS 
(Nucleotide-Binding Site)-LRR (Leucin- 
Rich Repeat)遺伝子を抽出した（図－1）。 
抽出した NBS-LRR遺伝子の構造比較を行った
結果、NBSドメインには、Kinase 1a, P-loop 
motifや Kinase 2,Kinase 3a など保存性の高
いモチーフが存在した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）塩基配列情報の取得 

比較解析によって、NBSドメインの中でも
特に保存性が高かった GKTTLAKモチーフおよ
び LPLSLKVモチーフをもとに degenerate プ
ライマーを設計し、さらにそれを利用して、
クロマツの抵抗性および感受性個体のコン
トロールサンプル（非接種サンプル）および
接種後 3 日目、7日目の cDNA を利用して PCR
増幅を行った。その結果、500bp 付近に顕著

  
 
図－1 マツ属植物から抽出したNBS-LRR遺伝子の

比較解析  



 

 

なフラグメントが認められた（図－2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
各時系列で得られた抵抗性および感受性

のフラグメントについては、クローニングを
行い、任意に選抜した 200クローンについて
シーケンスを決定した。その結果、151 個の
独立したクローンが得られ、シロイヌナズナ
で報告されているように、クロマツで単離し
た NBS-LRR遺伝子はスパーファミリーを構成
していることが分かった（図－3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）単離した発現遺伝子の全長決定 

151 個の独立したクローンについてクラス
ター解析を行い、2 つのクラスターに属する
NBS-LRR遺伝子について３´RACEおよび５´
RACEを行い、抵抗性および感受性個体のぞれ
ぞれで遺伝子の全長を決定し、アミノ酸構造
を明らかにした（図－4）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
clusterAに属する抵抗性個体の NBS-LRR遺

伝子は、N末端側に TIR（Toll/interleukin 1 
Recepter）のドメインを保有し、さらに NBS
ドメインも認められた。しかし、LRR ドメイ
ンは保有しなかった。一方で、感受性個体で
得られた NBS-LRR は、抵抗性個体と同様に C
末端側に TIR ドメインを保有し、さらに
NBS-LRR のドメインも保有することが分かっ
た。 
 
（４）遺伝子型と表現形質の関連解析 

発現している遺伝子の全長を決定した抵
抗性および感受性個体の TIR-NBS および
TIR-NBS-LRR遺伝子について specificプライ
マーを作成し、抵抗性個体および感受性個体
の人工交配家系 113 個体について表現型(抵
抗性形質)と遺伝子型の関連解析を行った。 
人工交配家系 113個体における表現形質の

評価は、マツノザイセンチュウ（アイソレイ
ト：Ka-4）を 2年生実生個体に 5,000頭を接
種し、接種後 10 週後の生存/枯死で抵抗性と
感受性個体を分類した。その結果、抵抗性個
体は 55個体、感受性個体については 58個体
であることが分かり、表現形質では抵抗性個
体と感受性個体が約 1：1 に分離することが
分かった。 
抵抗性個体で単離した TIR-NBS遺伝子（座）

は 1：1 に分離し、さらに分離したアリルの
一方は、抵抗性形質と有意に相関が認められ
た 。 一 方 で 、 感 受 性 個 体 で 単 離 し た
TIR-NBS-LRR 遺伝子（座）についても 1：1に
分離するものの、抵抗性形質とは有意な相関
は認められなかった（図－5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図－2 Degenerate プライマーによって得られ

た PCR フラグメント 
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図－3 Degenerate プライマーによって得られ

たシーケンスのクラスター解析 

図－4 clusterA に属する抵抗性および感受性個

体の NBS-LRR 遺伝子の構造 

図－5 抵抗性および感受性で得られた遺伝子座の

家系内の分離と表現形質との関連 Res（青）：抵抗

性個体の数、Sus（赤）：感受性個体の数を示す。 

 

 



 

 

（5）まとめ 

本研究では、比較ゲノムを利用してマツ属
植物からマツノザイセンチュウ抵抗性遺伝
子の単離を試みた。本研究で単離したクロマ
ツ抵抗性個体の TIR-NBS 遺伝子は、LRR 部分
を大きく欠失し、さらに抵抗性形質と関連す
ることが分かったが、以前として単離した遺
伝子だけでは抵抗性形質との関連を完全に
説明できるまでには至っていない。また、発
現している遺伝子の全長を明らかにした一
方で、ゲノム上での構造は明らかにしていな
い。NBS-LRR 遺伝子では選択的スプライシン
グによって発現している遺伝子に構造的な
変異が生じることが報告されているため、今
後はゲノム上での構造解析、さらに他のクラ
スターで検出される遺伝子（座）についても
解析を進め、抵抗性形質との関連性について
明らかにしていく必要がある。 
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