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研究成果の概要（和文）：　マツ材線虫病の病原線虫マツノザイセンチュウの生活環における二型性に着目し、
病害を起こす増殖型から被害拡大を担う分散型への移行メカニズム解明を目指した研究を行った。増殖型から分
散型への人為的誘導に初めて成功するとともに、移行に伴う遺伝子発現挙動を解析することにより、マツノザイ
センチュウにはモデル生物であるCaenorhabditis elegansにおける耐久型誘導と同じく物質介在性の分散型誘導
メカニズムが存在することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　The present study aimed to clarify the switching mechanism from the 
propagative to the dispersal stages in the pine wood nematode, Bursaphelenchus xylophilus, the 
pathogen of pine wilt disease. We artificially induced the third-stage dispersal juveniles by adding
 crude nematode extracts and then analyzed the stage-specific transcriptome by RNA-seq technique to 
describe the gene expression dynamics during the stage transition. The results suggested that B. 
xylophilus has a chemical-signal mediated mechanism of induction of the dispersal stages, which is 
comparable with the dauer induction in the model organism Caenorhabditis elegans.

研究分野： 森林病理学

キーワード： マツノザイセンチュウ　分散型　増殖型　近交系　トランスクリプトーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究の結果、マツノザイセンチュウの増殖型から分散型への人為的誘導に初めて成功し、この移行を司る因
子が線虫由来の化学シグナルであることを突き止めた。これはすなわち、単木での発病から森林蔓延型の流行病
化へとつながるマツノザイセンチュウの移動分散過程の鍵を握るのが特定の化学物質であることを示唆してい
る。新規に開発した純度の高い線虫RNAの抽出法や精密な実験に適した線虫近交系の作出と併せて、今後のマツ
枯れ研究に大きく寄与するものと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 病原線虫マツノザイセンチュウ（Bursaphelenchus xylophilus; 以下、線虫）が伝播昆虫によっ
てマツ属の樹木に導入されることで起こるマツ材線虫病は、白砂青松を要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。被害拡大の鍵を握るのは線虫と伝播昆虫マ
ツノマダラカミキリ (Monochamus alternatus; 以下、カミキリ) との巧妙な相利的便乗関係であ
るが、その成立プロセスの全容はいまだ詳らかになっていない。 
 線虫は増殖型と分散型という二型性の生活環をもっており、カミキリに便乗する際には分散
型サイクルへと移行する必要がある。実際に虫体への便乗を行う分散型第 4 期幼虫 (DIV) は、
乾燥や絶食に強く、カミキリの存在下でのみ出現する (Warren and Linit, 1993; Zhao et al., 2013)。
一方、増殖型から分散型への転換点である分散型第 3 期幼虫 (DIII) の出現要因に関しては未解
明な部分が多く、その遺伝子制御に関する知見は皆無であった。 
 
２．研究の目的 
 上記のような背景から、本研究では本病流行メカニズムの根幹に迫る端緒として線虫生活環
における二型性に着目した。これまで独自に蓄積してきた線虫材料及び分子情報を基盤として、
線虫の分散型形成過程の背後にある分子動態を解き明かすことで、カミキリへの便乗に特化し
たステージ「分散型」への移行を司る制御因子の特定を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 線虫材料の選抜 
 DIII 研究に適した線虫材料の選抜を行った。線虫の各種形質には種内変異が存在するため 
(Bolla, 1986)、DIII 誘導能も分化している可能性が高い。そこで、一般的に本病研究に使用され
ている線虫 4 系統 (強病原力系統の S10、T4、Ka4、弱病原力系統の C14-5) 各々について DIII
形成率を評価し、値の高い系統を選抜した。また、系統内の遺伝的多様性が高いことが想定さ
れたため (Cheng et al., 2008)、選抜系統から近交系を複数作出し、さらに DIII 形成率の高い系
統を選抜した。 
 
(2) 人為的な分散型線虫誘導系の確立 
 線虫 DIII はこれまで環境の悪化 (高温、個体群密度上昇、餌の不足) によって誘導されると
されていたが (Kiyohara and Suzuki, 1975)、実験に用いるための誘導及び脱皮時期の揃った個体
を確保する方法は確立されていなかった。本実験では、少数の個体に対して、餌条件を均一か
つ最低限度にした培養系を構築し、これに対して線虫培養株より得た粗抽出物を添加し、その
後の脱皮状況の観察を行った。 
 
(3) 簡便な線虫 RNA 抽出法の開発 
 精度の高い線虫トランスクリプトーム解析を行う上で、純度の高い RNA は不可欠である。
従来の RNA 抽出法は一度の解析に数百頭程度の線虫材料を必要とするため、より対象個体を
絞った解析には適用困難だった。そこで、より簡便な線虫 RNA 抽出手法を確立するとともに、
他種線虫への応用可能性を確認した。 
 
(4) 線虫各ステージの網羅的遺伝子発現解析 
 同調培養法 (Iwahori and Futai, 1985) ならびに上記 2 の方法により準備した各ステージの線
虫を用いて、RNA-seq 法による全生育ステージの線虫を対象とした網羅的遺伝子発現解析を行
った。 
 
４．研究成果 
(1) 線虫材料の選抜 
 線虫の DIII 形成率を比較した結果、最も高い値を示した T4 系統を繰り返し兄妹交配するこ
とで、新規に 8 近交系統を作出した。これら近交系統間で DIII 形成率は大きく異なっており (図
1)、また総頭数と DIII 形成率の間に負の相関があったことから (図 2)、増殖能と DIII 形成能は
トレードオフの関係にあることが示唆された。安定して高い DIII 形成率を示した ST2 系統を以
降の実験に供した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(左) 図 1. T4 由来の近
交系 8 株の JIII形成率． 

(右) 図 2. T4 由来の近
交系 8 株における個体
数と JIII形成率の相関． 



(2) 人為的な分散型線虫誘導系の確立 
 餌条件制御下の線虫に対して大量培養後の線虫より
得た粗抽出液を濃縮して添加することにより、DIII 形
成率が高くなることが確認された (図 3)。これは、本
種において初めて人為的な DIII 誘導に成功した事例と
な る 。 同 じ 線 形 動 物 門 に 属 す る モ デ ル 生 物
Caenorhabditis elegans の耐久型幼虫は、機能的に本線
虫の DIII に対応しており、ダウモンと呼ばれる分泌物
由来の化学シグナルによって誘導されることが知られ
る (Jeoung et al., 2005)。本実験の結果から、本線虫に
おいても同様に、このダウモン様物質を介した分散型
誘導機構が存在することが示唆された。 
 
(3) 簡便な線虫 RNA 抽出法の開発 
 従来の手法に化学的消化を組み合せることで新規の線虫 RNA 抽出法を確立した。この手法
により、少数の線虫個体から RNA-seq 解析に用いるために質・量ともに十分な RNA を容易に
抽出することが可能になった。本手法を他種線虫にも応用したところ、生きた植物体に生息す
る線虫種よりも土壌もしくは腐植に生息する線虫種への適用可能性が高く、化学的消化に対す
る耐性と RNA 抽出効率は概ね対応していることがわかった。 
 
(4) 線虫各ステージの網羅的遺伝子発現解析 
 DIII 線虫のみに特徴的な発現挙動を示す遺伝子群は少数であることが示唆されたものの、他
のステージと比較して、酸化ストレス耐性、栄養代謝能共に発現量が上昇しており、枯死樹体
内の不適環境下で長期間生存するために適した遺伝子発現パターンを示した。また、DIII 線虫
及び DIV 線虫は増殖型各ステージの線虫とは大きく異なる遺伝子発現挙動を示しただけでな
く、両者の間にも大きな違いがあることが明らかになった。C. elegans の耐久型幼虫にみられる
遺伝子発現様式との比較から、C. elegans 耐久型幼虫のもつ能力がいわば分散型の第 3 期幼虫と
第 4 期幼虫とに振り分けられる形で本線虫の特徴的な生活環を成立させていることが示唆され
た。 
 以上より、本線虫の増殖型から分散型への移行を司るのが線虫由来の、しかも C. elegans に
おけるダウモンとは異なる化学シグナルであり、ダウモンによる耐久型誘導系とは異なる経路
により制御されていることが明らかになった。これはすなわち、単木での発病から森林蔓延型
の流行病化へとつながるマツノザイセンチュウの移動分散過程の鍵を握るのが特定の化学物質
であることを示唆している。新規に開発した純度の高い線虫 RNA の抽出法や精密な実験に適
した線虫近交系の作出と併せて、今後のマツ枯れ研究に大きく寄与するものと考える。 
 
(5) その他、副次的成果 
 線虫の化学性を調査する中で、蛍光標識レクチン f-WGA による線虫の蛍光染色に基づいた
樹体内のマツノザイセンチュウの分布評価手法を確立した。染色性は線虫のステージや接種後
の病徴進展に応じて変化するのに対して、線虫横断面は安定して染色されることが示された。 
マツ枯れと比較するため、MRI を用いた非破壊観察によって各種樹木の乾燥ストレスによる

通水阻害過程や樹液流速を可視化することに成功した。 
 病原メカニズムを研究する中で、近交系を用いた実験結果から、酸化ストレス耐性と病原力
の間に相関があること、それが過酸化水素分解能だけでなく体表クチクラ層等の物理的要因に
も起因することを明らかにした。 
 マツノザイセンチュウ近縁種群の耐久型幼虫を多数得るために行った試料採集の過程で、こ
れら近縁種間の分散型幼虫における形態的差異を明らかにした。 
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