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研究成果の概要（和文）：本研究は、植物免疫システムの上流部に位置するエリシター受容体遺

伝子（LRR 遺伝子）に着目し、クロマツの抵抗性および感受性個体から当該遺伝子を単離した。

さらに実生後代における遺伝子型と表現形質の関連性を検証し、マツノザイセンチュウ抵抗性

遺伝子の単離を試みた。本研究で単離した遺伝子と抵抗性形質との関連を検証した結果、本研

究で単離した遺伝子は抵抗性形質と有意な相関はなく、異なる遺伝子座が抵抗性形質に関係し

ていることが分かった。 

 

研究成果の概要（英文）：To isolate receptor gene (LRR-gene) to pine wood nematode (PWN) 
in Pinus thunbergii, the comparative genomic approach was conducted using the sequence 
information of nematode resistance gene (NR-gene) in cultivated crop. The isolated 
candidate gene was evaluated by QRL (Quantitative Resistance Loci) analysis between 
genotype and phenotype using the resistant F1 family. As a result, the significant QTL 
was not detected at receptor genes isolated in this study, but one putative QTL affecting 
PWN resistance was detected on the linkage group 1. 
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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）を原因とするマツ枯れの被害は
依然として拡大しており、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。こ
れまでにマツノザイセンチュウによって被
害を受けた激害地から抵抗性候補木の選抜
が行われ、クロマツ（Pinus thunbergii）で
は 110 個体が選抜され、育種による抵抗性品
種の開発が進められつつある。しかし、依然
として抵抗性遺伝子をはじめとする抵抗性
個体の遺伝的バックグランドは明らかにさ

れていない。 
栽培作物では、すでに線虫抵抗性遺伝子

（Nematode Resistance Gene; NR-gene）が
単離されている。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
（例えば Gro1-4, Mi-1, Rhg4, Rhg1）が特定
され、その多くが NBS（Nucleotide-Binding 
Site）-LRR（Leucin-Rich Repeat）遺伝子も
しくは LRR 遺伝子であると考えられている。
植物は病原体の侵入に対して、大きく 2つの
認識経路を介して植物免疫システムを発動
していると考えられている。植物免疫システ
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ムの上流部には、細胞膜貫通型の LRR 遺伝子
と原形質中に存在する NBS-LRR 遺伝子が発
現・機能しており、病原体のエリシター・エ
フェクターを認識・受容することで、生体防
御反応を開始する。 

これまでに申請者は、栽培作物で単離され
てきた NBS-LRR 遺伝子の情報をもとに、クロ
マツにおけるマツノザイセンチュウ抵抗性
遺伝子の単離を進めてきた。その成果として、
単離した NBS-LRRクラスの遺伝子が抵抗性形
質と有意に相関があることを明らかにした。
しかしながら、依然としてそれらの遺伝子だ
けで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。 

上述のように植物免疫システムの上流部
では NBS-LRR 型遺伝子だけではなく、LRR 型
の遺伝子がエリシターの認識に関与するこ
とが分かっている。最近ではイネやシロイヌ
ナズナで LRR型タンパク質で認識されたシグ
ナルが NSB-LRR型タンパク質のエリシター認
識を活性化することも分かってきた。これま
でに申請者が得てきた知見と先行研究の知
見を合わせて推察すると、マツノザイセンチ
ュウに対する抵抗性には NBS-LRR型遺伝子だ
けでなく、LRR 型遺伝子も関与している可能
性が極めて高い。 

 
２．研究の目的 

 
本研究では、栽培作物で単離されている線

虫抵抗性遺伝子のうち、膜貫通型の LRR 遺伝
子をターゲットにして、以下二つのアプロー
チからマツノザイセンチュウ抵抗性遺伝子
を特定する。 
①クロマツの抵抗性および感受性個体から
LRR 遺伝子を単離し、抵抗性および感受性個
体それぞれについて特異的な変異を検出す
る。 
②検出した特異的な変異について DNAマーカ
ー化し、抵抗性交配家系における遺伝子型と
表現形質との関連性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) BLAST 解析による LRR 遺伝子の抽出 
 栽培作物で単離されている LRR遺伝子のう
ち、保存性が高い kinase ドメインの塩基配
列情報を利用して、TGI データベースに登録
されているマツ（Pinus）およびトウヒ
（Spruce）の EST 配列から相同性の高い配列
を抽出した。さらに、抽出したマツおよびト
ウヒの LRR 遺伝子をアライメントした後、保
存性の高いモチーフをもとにディジェンレ
シトプライマーを設計した。 
 
(2) クロマツにおける NBS-LRR遺伝子の単離 
 マツノザイセンチュウを接種した抵抗性

および感受性個体のｃDNA を用いて、作成し
たディジェンレシトプライマーで PCRを行っ
た。増幅した PCR 産物については、クローニ
ングを行い、抵抗性および感受性個体それぞ
れ 96 クローンをシーケンスした。 
 
(3) RACE 法による多型検出 
 決定した塩基配列情報をもとに 3´RACEプ
ライマーを作成し、抵抗性および感受性個体
の cDNA を用いて、3´末端側の塩基配列を決
定した。RACE で決定した抵抗性および感受性
個体の塩基配列から抵抗性個体に特異的変
異（SNP）を検出し、SNP マーカーの作成を行
った。 
 
(4) 抵抗性形質との関連解析 
 抵抗性家系 96 個体に対し、マツノザイセ
ンチュウを接種し、抵抗性形質を 5段階で評
価した。さらに作成した SNP マーカーおよび
クロマツの連鎖地図情報を利用して、クロマ
ツにおける LRR遺伝子のゲノム上での位置を
特定した。さらに抵抗性個体の連鎖地図と形
質情報を利用し、QTL 解析から抵抗性形質と
の関連性について検証した。 
 
４．研究成果 
 
(1) クロマツにおける LRR 遺伝子 
 ディジェネレイトプライマーを利用して
抵抗性および感受性個体から LRR遺伝子を単
離した。単離した遺伝子はファミリーを構成
しており、大きく 2つのクラスターに分かれ
た（図－１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図－1．クロマツから単離した LRR 遺伝子のク

ラスタリング 

クラスターA 

クラスターB 



 

 

(2) LRR 遺伝子の染色体上での位置 
 抵抗性および感受性個体の cDNAを用いて、
3´末端側の塩基配列を決定した。RACE で決
定した抵抗性および感受性個体の塩基配列
から抵抗性個体に特異的変異（SNP）を検出
し、DNA マーカーの作成を行った。さらに作
成した DNAマーカーをクロマツのベースマッ
プ上にマッピングした。大きく分岐した２つ
のクラスターに該当する遺伝子群は、異なる
染色体上に座乗することが分かり、各クラス
ターに属する遺伝子群はそれぞれ近傍に位
置することが分かった（図－2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 抵抗性形質との関連解析 
 抵抗性家系 96 個体に対し、マツノザイセ
ンチュウを接種し、接種後 1週間目の抵抗性
形質の評価を 5段階で行った。抵抗性家系の
形質は正規分布を示した（図－３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 得られた形質情報と LRR遺伝子をマッピン
グした連鎖地図を用いて、QTL 解析を行った。
解析を行った結果、第 番染色体上に抵抗性
形質と関連する遺伝子座が検出できたが、本
研究で単離した LRR遺伝子座は抵抗性形質と

有意な相関が検出されなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) まとめ 
トマト、ダイズ、ジャガイモでは、根こぶ

線虫、シスト線虫に対する線虫抵抗性遺伝子
が特定されている。それらのほとんどが
NBS-LRR もしくは LRR モチーフを持つと考え
られている。本研究では、それらの線虫抵抗
性遺伝子の中でも LRR 遺伝子に注目し、クロ
マツ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 LRR 遺
伝子は抵抗性形質と有意な関連性が検出で
きなかった。NBS-LRR 遺伝子および LRR 遺伝
子は遺伝子ファミリーを構成しており、本研
究で単離した LRR遺伝子はその一部にすぎず、
今後、さらに遺伝子ファミリーをカバーする
ようにディジェネレイトプライマーの設計
を行い、網羅的に LRR 遺伝子を単離する必要
がある。 
最近、ダイズシストセンチュウに対する抵

抗性遺伝子が新たに特定された。これまでダ
イズにおける線虫抵抗性遺伝子は、膜貫通型
の LRRモチーフを持つ遺伝子であると考えら
れていたが、順遺伝学を用いた詳細な研究の
結果から、セリンヒドロキシメチルトランス
フェラーゼや傷害誘導に関連する遺伝子の
CNV(Copy Number Variation)であることが分
かってきた。これまでマツノザイセンチュウ
抵抗性遺伝子の単離については、エリシター
やエフェクターを受容・感知する細胞質中の
NBS-LRR 遺伝子や LRR 遺伝子をターゲットに
してきたが、今後は代謝制御に関わる遺伝子
にも着目し、抵抗性遺伝子を単離する必要が
ある。 
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図－2．クロマツにおける LRR 遺伝子の連鎖地

図上の位置 

CNLA はクラスターA に相当する遺伝子、CNLD

およびCNLE2はクラスターBに相当する遺伝子

群の位置を示す。 

図－3．クロマツ抵抗性家系の形質評価 

図－４．クロマツ抵抗性家系における QTL 解析

x軸は連鎖群を直列的に並べたもの、ｙ軸は LOD

スコアを示す。青色の領域は、本研究で単離し

た LRR 遺伝子が座乗している領域を示し、赤色

の領域はNBS-LRR遺伝子が座乗する領域を示す。
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