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研究成果の概要（和文）：　本研究では、森林流行病マツ材線虫病の病原体であるマツノザイセンチュウにおいて、組
換え近交系を用いた遺伝学的アプローチにより病原性決定因子の特定を試みた。
　表現型評価の結果、病原力及び増殖力は多数の遺伝子群により制御される量的形質である一方、伝播昆虫への便乗能
力すなわち移動分散能力はひとつもしくは少数の遺伝子支配を受ける質的形質であることが示唆された。また、表現型
情報とRADシークエンスデータに基づいて検出されたSNPマーカーを用いた遺伝型情報を併せたゲノムワイド関連解析に
より、病原性決定因子としてシグナルペプチダーゼ遺伝子やDaf-1遺伝子を含む複数の候補遺伝子が絞り込まれた。

研究成果の概要（英文）：The present study aimed to identify the pathogenic factor(s) of the pine wood 
nematode, Bursaphelenchus xyolophilus, the causal agent of pine wilt disease, with a genetic approach by 
using a set of recombinant inbred lines (RILs) which was newly-generated by repeating full-sib mating of 
two inbred lines. Results of phenotyping of RILs showed that the virulence and reproduction may be 
quantitative, polygenic trait and that transmission ability is a qualitative trait which is controlled by 
a single or few genes. Based on a genome-wide association analysis by use of a single nucleotide 
polymorphism (SNP) genotyping, several candidate genes of the pathogenic factor(s) such as signal 
peptidase gene and daf-1 gene were selected.

研究分野： 樹木病理学

キーワード： マツノザイセンチュウ　組換え近交系　RADシークエンス　ゲノムワイド関連解析
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１．研究開始当初の背景 
病原線虫マツノザイセンチュウ (以下、線

虫) が伝播昆虫によってマツ属樹木に導入さ
れることで起こるマツ材線虫病は、白砂青松
を擁する日本古来の景観を壊滅状態に追い
込み、今なお拡大を続けている。本病の病原
機構が何に起因するのかはいまだ解明され
ておらず、対症療法に依存せざるを得ない現
行の防除策は有効に機能していない。 
国内各地のマツ林を荒廃させてきた真犯

人が体長 1 mm に満たない線虫であると明ら
かになった 1971 年以降、森林病理学者はこ
ぞって本病の発生メカニズム解明に取り組
んできた。病原体、宿主樹木、媒介昆虫の三
者、さらには関連微生物に至るまでが研究対
象とされ、伝染環や発生過程等に関する膨大
な情報が蓄積されてきた一方、いったい何が
マツを枯死に至らしめる病原因子となって
いるのかはいまだ謎に包まれている。近年、
研究技術の進歩に伴い分子レベルでの病原
線虫研究が急ピッチで進められており、2007
年に線虫 EST (Kikuchi et al. 2007, Molecular 
and Biochemical Parasitology)、2011 年に同ド
ラフトゲノムが公開されるなど (Kikuchi et 
al. 2011, PLoS Pathogen) 分子基盤が急速に整
いつつある。しかし、表現型としての病原性
に着目し、それを転写レベル、タンパク質生
成レベルのプロファイリングから記述しよ
うとする試みが主流であり、線虫の遺伝的背
景そのものに答えを求めようとした事例は
ない。 
 
２．研究の目的 
上記のような背景から、本研究では古典遺

伝学的アプローチにより、線虫の核ゲノム上
にあると予想される病原性決定因子 (富樫ら 
2009, 日本森林学会) を特定することで、い
まだ謎の多いマツ材線虫病の病原メカニズ
ムの全容解明を目指した。独自に作出した本
線虫の組み換え近交系 (Recombinant Inbred 
Line: RIL) を実験材料に用い、その表現型と
遺伝的多型とを結びつけることで病原性決
定因子に迫った。 

 
３．研究の方法 
(1) 線虫材料 RIL の準備 
実験材料として適した遺伝的均一性を有

する近交系 (inbred line: IL) 線虫 2 株 (強病
原力系統 S10 株から連続兄妹交配により作出
した P9 株ならびに弱病原力系統 OKD-1 から
同様に作出した F7) より、本試験に供する組
換え近交系 (RIL) を確立した。両 IL 株の交
配によって得られた F2 世代を連続兄妹交配
に供し、20 世代経たものを RIL とした。 
 
(2) RIL 表現型の評価 
関連解析の基盤となる線虫表現型の数値

化を進めた。宿主マツに対する病原性に直結
すると考えられる、主要な 3 形質を対象とし
た。 

① 病原力 
IL及びRIL各株の病原力を評価するために、

3 ヶ月生のクロマツ実生苗を用いた接種検定
を行った。苗の主軸に線虫 500 頭を含む懸濁
液を接種し、接種苗 20 個体における 2 か月
後の枯死率を評価した。実験は 4 回繰り返し
た。 

 
② 増殖力 

PDA培地で培養したBotrytis cinerea 菌叢上
での増殖力を評価した。IL 及び RIL 各株線虫
100 頭を接種し、25ºC で 12 日培養したのち
ベールマン抽出を行い、実体顕微鏡下で線虫
数を計測した。 

 
③ 移動分散能力 (伝搬昆虫への便乗力)  
 試験管内でオオムギ及びおがくず上で予
め培養しておいた青変菌 (Ophiostoma minus) 
に IL 及び RIL 各株線虫 100 頭を接種し、さ
らに 2 週間培養した。そこに線虫の伝搬昆虫
であるマツノマダラカミキリ (Monochamus 
alternatus) の幼虫を導入して共培養し、カミ
キリ羽化後に虫体及び培地から線虫を抽出
し、計数した。 
 
(2’) IL 表現型の評価 ―酸化ストレス耐性 
本線虫が病原性を発揮する上で、宿主植物

の防御反応の一環であるオキシダティブバ
ーストから自らの身を守る能力が重要であ
ると考えられる。そこで、線虫の酸化ストレ
ス耐性を評価するとともに、その決定要因を
精査した。 
実験材料には、同じ強病原力系統 S10 株内

で兄妹交配を繰り返すことで作出された近
交系 2 株、P9 及び P3 を使用した。両株は遺
伝的背景が非常に近く菌叢上での増殖力に
は違いがないが、一方、病原力ならびに樹体
内での増殖力が著しく異なる系統であるこ
とが予め確認されている (いずれも P9 が著
し く 強 い ; Shinya et al. 2012, Applied 
Entomology and Zoology)。酸化ストレス耐性は、
同調培養により生育ステージ別に用意した
各 IL 株線虫 50 頭を 0～40 mM 過酸化水素水
溶液に浸漬し、24 時間後の生存率として評価
した。また、宿主組織と直接接触する線虫角
皮について、走査型電子顕微鏡を用いた微細
構造観察を行った。 

 
(3) DNA マーカーの選抜～多型情報の取得 
① SSR (simple sequence repeat) マーカー 
 GeneDB のウェブサイト(http://www.genedb. 
org/Homepage) よりマツノザイセンチュウ
Ka4 株のゲノム配列データ (ver1.2.) をダウ
ンロードしてマイクロサテライト領域を探
索し、各マーカーに特異的なプライマーを設
計した。各 RIL より抽出したゲノム DNA を
鋳型として、上記プライマーを用いて PCR 増
幅した産物を電気泳動により分離し評価し
た。 
 



② SNP (single nucleotide polymorphism) マー
カー 
線虫材料より抽出したゲノム DNA を

RAD-seq (Restriction-site Associated DNA 
sequence) 解析に供し、得られた RAD リード
を基に、①同様に公開されているゲノム配列
をリファレンスとしてマッピングを行い一
塩基多型 (SNP) を探索した。 
 
(4) ゲノムワイド関連解析 
上記 (3)②で検出された SNP のうち、全株

で depth が 25 以上あり、かつヘテロを含まな
いものを (2) の表現型情報と併せて単回帰
分析ならびに重回帰分析によるアソシエー
ション解析に供した。また、相関が認められ
た領域に含まれる遺伝子についてアノテー
ションを行った。 
 
４．研究成果 
(1) 線虫材料 RIL の作出 
 病原力の大きく異なる IL 2 株 (P9 及び F7) 
より 17 株の組換え近交系 RIL を得た。その
うち 8 株は F7♀×P9♂由来であり、残り 9
株は P9♀×F7♂由来である。RIL では、両親
株由来のゲノムがホモ接合の状態でランダ
ムに、モザイク状に固定されていると考えら
れる。 
 
(2) RIL 表現型の評価 
① 病原力 
 クロマツ苗を対象とした接種検定により、
RIL 及び親系統 IL 計 19 株の病原力を評価し
た。線虫接種後のマツ苗枯死率は0%から58%
まで幅広い値をとった (図 1)。親株である F7
では枯死率 1%、P9 では 49%であり、両株か
ら得られた RIL 接種後の枯死率は 2 株を除き
その範囲内で連続的に分離した。このことか
ら、本線虫の病原力は多数の遺伝子群により
制御される量的形質であることが示唆され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. マツノザイセンチュウ組換え近交系における病
原力の変異．接種後の感受性宿主枯死率を示す． 
 
② 増殖力 
増殖力は菌叢上培養後の線虫個体数を指

標として評価した。RIL における増殖力は、
両親株の値の間で連続的な分離を示してお
り (図 2)、P9 より著しく増殖力が高い系統も
F7 より著しく増殖力の低い系統も認められ
なかった。①の病原力と同様、本線虫の増殖
力は多数の遺伝子群により制御される量的

形質であることが示唆された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. マツノザイセンチュウ組換え近交系における増
殖力の変異．Botrytis cinerea菌叢上で 12日間培養
後の個体数を示す． 
  
③ 移動分散能力 (伝播昆虫への便乗力) 
 両親株すなわち P9 と F7 においては移動分
散能力が有意に異なっており、両者の病原力
の強弱と対応していた (P9 が著しく高かっ
た)。RILの結果は大きく 2つに分かれており、
いずれかの親株に近い不連続な値を示した: 
一方は F7 同様に著しく低く、もう一方は P9
同様に多数の線虫がカミキリ虫体への便乗
を果たしていた (図 3)。このように、移動分
散能力は上記 2 形質とは異なり離散的な分布
を示したことから、ひとつもしくは少数の遺
伝子支配をうける質的形質であることが示
唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. マツノザイセンチュウ組換え近交系における移
動分散能力の変異．伝播昆虫と共培養を行った後の
便乗数を示す (y軸は対数表示)． 
 
(2’) IL 表現型の評価 ―酸化ストレス耐性 

IL2 株、P9 及び P3 における酸化ストレス
耐性は両者の病原力の強弱と一致しており、
全生育ステージにおいて P9 で高い耐性が示
された。また、2 期幼虫から脱皮を繰り返す
ごとに過酸化水素存在下での生存率が上昇
しており、酸化ストレス耐性が高まっている
ことが示された。 
一方、宿主組織と直接接触する線虫角皮に

ついて走査型電子顕微鏡を用いた微細構造
観察を行ったところ、系統間で角皮に構造上
の違いはなくいずれも三層から構成されて
いたが、強病原力系統 P9 の角皮は弱病原力
系統より厚く、特にその差は中間層で著しか
った。以上より、宿主防御反応に伴い生成さ
れる活性酸素に対し、本線虫は角皮を肥厚化
させることによる物理的防御をもって対抗
している可能性が示唆された。 



(3) DNA マーカーの選抜～多型情報の取得 
① SSR マーカー 
線虫ゲノム上から 77 箇所のマイクロサテ

ライト領域を抽出し、そのうちの 37 箇所に
対してプライマーを設計した。PCR 増幅によ
り F7 及び P9 の DNA サンプル間での多型確
認を行ったところ、16 個のマーカーで明瞭な
多型が確認されたことから、SSR マーカーと
して RIL の遺伝子型解析に供した。これらの
マーカーは異なる scaffold 上に存在するため、
ゲノム上に散在するマーカー群である。 
解析の結果、各 RIL はそれぞれ特有の遺伝

子型をもち、ホモ接合体率は 0.88～1.00 (平均
0.99) と高い割合であることが確認されたこ
とから、RIL 系統内の遺伝的均一性が示され
た。 
 
② SNP マーカー 

RIL 及び両親株 IL 計 19 株の線虫より抽出
したゲノムDNAをRADシークエンスに供し、
ゲノムワイドな遺伝子型の解析を行った。全
株で合計約 3000 万リード（各株から平均約
150万リード）、1,066の遺伝子領域から25,144
座位の SNP を検出した。 
 
(4) ゲノムワイド関連解析 
上記 (3)②で検出した SNP のうち、全株で

depth が 25 以上あり、かつヘテロを含まない
2,428 座位の SNP を単回帰分析に供したとこ
ろ、これらの SNP の分離パターンは全 81 パ
ターンあった。各パターンに対する回帰直線
の P 値と相関係数 R を求め、(2) で数値化し
た 3 種の主要形質それぞれと相関のある遺伝
子領域を推定した結果、最も低い P 値を示し
たのは pattern 11 と病原力及び増殖力 (R 値: 
0.645、対病原力; 0.783, 対増殖力)、pattern 35
及び pattern 37 と便乗力 (R 値: 0.841) であっ
た。さらに重回帰分析を行った結果、病原力
において寄与率の高い第 2 説明変数として
pattern 2 が得られた (R2 変化量: 0.268)。 
 続いて、便乗力に関して特異的に相関が認
められた pattern 14 を上記に加えた計 5 パタ
ーンについて、変異を含む遺伝子のアノテー
ションを行った。その結果、pattern 11 から胚
発生や幼虫の生育に関与するシグナルペプ
チダーゼ遺伝子、pattern 35 から線虫が昆虫に
便乗する際の形態形成に重要な役割を示す
膜タンパクである Daf-1 遺伝子、pattern 2 か
らはコラーゲンやクチクラ形成に関与する
遺伝子および抗酸化機能を持つ遺伝子等が
候補として検出された。 
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