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研究成果の概要（和文）：ナラ枯れの病原菌であるRaffaelea quercivoraについて、インドネシア産の菌を現地
の8樹種に接種した。その結果、日本で日本産樹種に接種した場合に比べると、壊死変色部の広がりは小さく、
日本以外でナラ枯れが発生しない原因は、植物の抵抗性が関係しているものと考えられた。樹木萎凋病の発生リ
スクに関係すると考えられるキクイムシ類の材の新鮮度や太さに対する選好性を評価した。キクイムシの胞子貯
蔵器官内の菌相をアンプリコン解析により調べ、主要共生菌の割合の季節変動が大きいことを明らかにした。キ
クイムシ類のミトコンドリアDNAの全シーケンスをGenbank登録データとほぼ同数の種について解読した。

研究成果の概要（英文）：Raffaelea quercivora is a pathogen of the Japanese oak wilt (JOW). We 
sampled R. querqivora from Indonesia and inoculated to healthy trees of eight species native to 
Indonesia. Compared to Japanese species, areas of necrosis were small suggesting that difference in 
tree resistance is one of causes that the JOW occurs only in Japan. Preference of bark and ambrosia 
beetles to wood freshness and log size were determined, which are likely factors influencing risks 
of wilt diseases. Amplicon analysis to determine fungal flora in mycangium of ambrosia beetles 
revealed great seasonal difference in proportion of the primary ambrosia fungus. The influence of 
the plant phylogeny tended to be stronger with latitude. Mitochondrial DNA sequence was determined 
for about 80 species of bark beetles.    

研究分野： 森林保護学

キーワード： キクイムシ　メタゲノム解析　選好性　壊死　樹木萎凋病　ミトコンドリアDNA　攻撃性　寄主サイズ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
日本のブナ科樹木が病原菌であるRaffaelea quericovoraに対する抵抗性が弱いことが、1990年代から日本各地
で被害を引き起こしているナラ枯れが日本でのみ発生する原因の主要な要因であることを明らかにした。また、
世界中で被害を引き起こして問題となっているキクイムシによる樹木胃腸病のリスクを決定する上で重要な要因
であるキクイムシの選好性について、評価手法を確立した。小型でDNAの採集が困難なキクイムシのミトコンド
リアDNAの全シーケンスを次世代シーケンスで解読し、既知の種数を倍増させた。高いノード支持率を示しキク
イムシ類の優れた分子マーカーになりうることを示していた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 養菌性キクイムシ（ambrosia beetle: 以下 AB）は、菌と共生して共生菌を餌とする甲虫のグ
ループで、衰弱木や枯死木に寄生し、健全木には加害しない二次性の昆虫と考えられていた。し
かし、AB が健全な樹木に寄生して共生菌によって枯死する萎凋病（以下、AB 萎凋病）が、近
年世界各地で顕在化している。辺材に孔道を掘る AB が媒介する菌によって辺材部の細胞が壊
死する結果、水分通導が止まり、萎凋症状を呈して枯れる。1990 年代から日本で被害が拡大を
続けているカシノナガキクイムシ（Platypus quercivorus、以下カシナガ）と共生菌 Raffaelea 
quercivora（以下、ナラ菌）によるナラ枯れ（JOW）が、AB 萎凋病の世界で最初の発見例であ
る[1,2]。その後、韓国のモンゴリナラ（Korean Oak Wilt; KOW）[3]、USA ではクスノキ科の
Redbay (Persea borbonia)やアボカド（Laurel Wilt; LW）[4]、ベトナムのアカシア（AW）（Acasia 
mangium）(Phan Quan Thu 私信)やイスラエル・USA でアボカドほか多数の樹木類が枯れる
被害[5]など、相次いで AB 萎凋病が流行している。日本は、ナラ枯れの発生年代が古いことか
ら、AB とアンブロシア菌に関する研究が先行していたが、アメリカで LW が発生してからの
約 10 年間でアメリカの研究が急速に進展した。キクイムシ亜科、ナガキクイムシ亜科でもっと
も精度の高い系統樹として、Cognato ら[6]による５遺伝子座を使ったものがあるが、実際には
種によっては増幅が困難な遺伝子座もあり、時間とコストがかかる。一方、近年、次世代シーケ
ンスを使いミトコンドリア DNA の全長を増幅した DNA ライブラリをつかったミトゲノミク
スの技術が進歩しており、本研究では世界に先駆けてキクイムシ亜科、ナガキクイムシ亜科の系
統樹の作成にミトゲノミクスアプローチを試みる。鎌田[7]は AB 萎凋病流行の原因を、素因、
誘因、主因に整理した。①AB が材内の孔道で生活する隠蔽的な性質、②孔道内で兄妹交尾
（sibling mating）して分散後は交尾しなくとも有精卵を産生できる、③未交尾のメスがメスを
産生する半数倍数性などは、AB が侵入生物となるリスクを高くする素因である。①はすべての
AB に共通する性質であるが、②③はAB のうちキクイムシ科のいくつかの族に限られるため、
系統的制約性の強い性質である。しかし、それ以外の性質、より健全な樹木を加害する攻撃性の
ような性質、枝ではなく幹のような太い部分を好む性質、集合性の強さなどに系統的制約性があ
るのかどうかは、まだ研究事例がない。また、樹木－病原菌－昆虫の同じ種の組み合わせが存在
しても、AB 萎凋病が発生する場所としない場所があるが、その原因について調べられた研究は
ない。 
 アメリカの LW では、体長 1mm のハギノキクイムシ 1 個体で木が枯れてしまう。元来ハギ
ノキクイムシや病原菌がいなかったアメリカ南東部では、菌と植物の間に共進化のプロセスが
欠如していたことがその原因と考えられている。しかし、アボカドは中南米原産であり、ハギキ
クイムシがもともと生息するアジア諸国でも、アボカドが導入植栽されているのにも関わらず、
これらの地域では被害は発生していない。また、東南アジアや台湾では、カシノナガキクイムシ
もナラ菌も存在するが JOW は発生していない[8] 。日本国内でも JOW の死亡率は樹種により
大きな差があることが知られる[8]。科研費基盤 B（代表：鎌田 2008-10）において、AB 萎凋病
の発症度（compatibility）を調べる方法として、代表者らは、丸太を使った多点接種による検定
法（以下、丸太検定法）を開発した[9]。基盤 A（代表：鎌田 2011-15）では、この方法をつかっ
て、基盤 B（代表：鎌田 2005-07）により諸外国から採集したナラ菌を、日本産のナラ菌ととも
に、日本国内のコナラ属[10]、ブナ科[11]の複数の種に摂取実験を行った。そして、辺材部の壊
死のサイズを、樹種間と菌株間で比較した。その結果、外国産のナラ菌にも日本産の強病原性の
系統と同程度に病原力の強い系統が存在すること、落葉樹の方が辺材の壊死が大きいが、もっと
もナラ枯れの枯死率が高いとされるミズナラよりもコナラの方が辺材の壊死部が大きいことが
明らかにされた。これらの結果は、菌と植物の compatibility のほかにも、地域間や樹種間によ
るナラ枯れ枯死率の違いに関係した要因があることを示している。Kostovcik ら[12]は、AB の
胞子貯蔵器官からアンブロシア菌を採集し、次世代シーケンサを使って菌類相の解析
（pyrosequencing）を行い、場所よりも種の影響が強いことを示している。しかし、この研究で
使われたサンプルの産地は LW の発生しているアメリカ南東部に限定され、ハギキクイムシの
原産地で被害の発生していないアジアとの比較を行っていない。我々は、昆虫のもつアンブロシ
ア菌（糸状菌・イースト・細菌の混合物）の群集構造あるいは特定の微生物との組み合わせによ
る拮抗関係が、AB 萎凋病の発生に関係しているのではないかと考えた。また、環境要因により、
樹木－菌－昆虫の三者関係が影響を受けている可能性を考えた。 
 
２．研究の目的 
◎mtDNA の全シーケンスを使った AB の系統関係の解析 
◎AB 萎凋病の発生リスクに関係した昆虫の性質の系統的制約性の解明 
・攻撃性（健全な樹木に加害する性質）、太い部分を穿孔する性質などを AB の種間で調べ、系
統的制約性を明らかにする。 
◎AB がもつアンブロシア菌の群集構造と AB 萎凋病の発生リスク 
・昆虫の系統関係および産地がアンブロシア菌（糸状菌・イースト・細菌の混合）の群集構造に



及ぼす影響の解明 
・AB 萎凋病の病原微生物と共生する他の微生物との間の相互作用の解明 
◎環境要因が AB 萎凋病の発生リスクに及ぼす影響の解明 
 
３．研究の方法 
 野外調査は、日本・タイ・マレーシア・インドネシア・台湾において行った。海外のカウンタ
ーパートは以下のとおりである。台湾：WU Li-Wei, LI Chun-Lin（国立台湾大学）、タイ：
SANGUANSUB Sunisa（カセサート大学）、BURANAPANICHPAN Sawai, SAUWASAK 
Teerapong（チェンマイ大学）、マレーシア： Maria Lourdes T LARDIZABAL, Wilson Vun 
Chiong WONG（マレーシアサバ大学）、インドネシア：Sri Rahayu（ガジャマダ大学） 
 同定については、外部形態によってソートした後、一部の標本の同定を後藤秀章（森林総合研
究所）および Roger A. Beaver（元チェンマイ大学）に依頼した。 
 
◎mtDNA の全シーケンスを使った AB の系統関係の解析（未発表） 
 国立台湾大学実験林 Wu Li-Wei 博士（現在、DongHai University）との共同研究として、国立
台湾大学実験林の実験室で行った。DNA 抽出、配列決定、ミトコンドリア遺伝子領域の定義の手
順は、Chen et al., 2018）に従った。 
 割材して寄主木から採集した生存個体を、捕獲後 99％エタノールに入れて保存したものを実
験に供した。分子プロセスの簡単な説明は次のとおりである。アルコールを乾燥させたのち、個
体ごとにすりつぶし、フェノールクロロホルムイソアミルで DNA を抽出して乾燥して保存した。
サンプルの品質に基づいて15μLまたは30μLの調整した。Covaris S220超音波装置（Covaris、
Inc.、Wobum、MA）を使用して、大きな DNA フラグメント（1kb 以上）を含む断片にサンプルを
剪断した。NGS ライブラリは、NuGEN Ovation Ultralow Library System（NuGEN Technologies、
カリフォルニア州サンカルロス）を使用して行った。外注により、MiSeq んみよる次世代シーケ
ンスを行った。 
 CLC Genomics Workbench 9（CLC bio、Aarhus、Denmark）を使い、ミトゲノミクスのリファレ
ンスと比較することにより、NGS リードの低品質領域（Q20 未満）をトリミングし、ターゲット
リードをフィルターで除外した。マッピングされたリードは、CLC Genomics Workbenchとmegahit
を使用して 97％の配列類似性内でアセンブルした（Li et al., 2015）。組み立てられたコンセ
ンサス「contig」は、平均 5を超えるカバレッジで維持され、これらのシーケンスを組み合わせ
てターゲット遺伝子を生成しました。各シーケンスは、ソフトウェアSequencher 4.10（GeneCode、
Boston、USA）を使用して、手作業により編集、チェック、および修正を行った。 
 ミトコンドリア遺伝子とその注釈は、MITOS2 の予測に基づいて行った（Bernt et al., 2013）。
新たに取得したすべての配列は GenBank に登録した（論文がアクセプトされた時点でアクセッ
ション番号が付与され公開される予定）。 
 MEGA7（Kumar et al., 2016）に実装されている MUSCLE（Edgar、2004）を使用して遺伝子を
個別にアラインメントした。13個の PCG はアミノ酸の類似性に従って整列し、22個の tRNA と 5
個の rRNA の配列は直接整列されました。次に、整列されたすべての遺伝子を連結してマトリッ
クス化した。 
 系統発生関係を再構築するためのデータ分割および置換モデルの最適なスキームを評価する
ために、PartitionFinder 2.1.1（ Lanfear et al., 2017）を使って、ミトコンドリア PCG、
tRNA、rrnL、および rrnS の 3 つのコドン位置の事前設定を行った。異なる以前の設定が推定さ
れるトポロジーを変更する可能性を回避するために、遺伝子領域（16 の以前のユニット：13 の
PCG、rrnL、rrnS、および tRNA）およびすべての領域（63 の以前のユニット：39 のコドン位置
PCG、rrnL、rrnS、22 tRNA）を推測し、それらの系統発生的関係を比較した。 
 サンプリングされたすべての分類群（n = 264）を使用した。 
 MrBayes 3.2 によりベイズ推定（BI）を行った（Ronquist et al., 2012）。各 BI 分析は 8つ
のチェーンで実行され、1,000 万世代にわたって実行されました。サンプリングされたツリーの
最初の 25％は棄却、残りのツリーは事後確率の値を表すために生成されました。 
 最尤法（ML）による系統樹の作成には、RAxML Pthreads ベースの SSE3 バージョン 8.4.2 を使
用した（Ott et al., 2007; Stamatakis, 2006）。最適なスキームが実装され、各パーティショ
ンに GTRGAMMA モデルが使用されました。ノードのサポートは、1000 回のブートストラップにパ
フォーマンス向上のために 10 回の検索を追加して評価した（Ott et al., 2007）。 
 
◎AB 萎凋病の発生リスクに関係した昆虫の性質の系統的制約性の解明 
・攻撃性（健全な樹木に加害する性質）の評価（Peng et al., 2022） 
 キクイムシ類の健全な樹木に加害する性質を評価するため、ベイトとしてコナラ丸太（秩父・
千葉・愛知）、シラカバとケヤマハンノキを伐倒した木の樹幹（北海道）を使って、評価を行っ
た。設置後、定期的に回収して、割材によりキクイムシ類を採集し、99%エタノールに液浸し、
一部は DNA 解析に供した。コナラ丸太ではベイトを設置したシーズンのみ 1 ヶ月間隔で調査を
おこなった。シラカバとケヤマハンノキでは、3 年間、1 年に 1 度の調査をおこなった。それぞ
れの種が採集された調査日からベイト設置（≒伐倒）からの経過時間を求め、個体数の割合で重
み付けすることによって、それぞれの種が寄生する寄主の新鮮度のニッチを評価した。 



・木の太さに対する選好性の評価（未発表） 
 タイのチェンマイ大学高地農業研究所では、12 目からそれぞれ樹木 1 種を選び、3 ヶ月に 1
度、ベイトとして太枝を設置して 2 週間野外に設置したのち、割材によって寄生するキクイム
シ類を採集した。採集時には、寄生部位の太さを計測して記録した。国立台湾大学実験林の渓頭
営林区では、同様に 16 目からそれぞれ樹木 1 種を選び、2 ヶ月に 1 度の間隔で同様の調査をお
こなった。北海道では、16 目からそれぞれ樹木 1 種を選び、伐倒してベイトとした。秋に割材
して、同様の調査をおこなった。 
 
◎AB がもつアンブロシア菌の群集構造と AB 萎凋病の発生リスク 
・サクキクイムシ Xylosandrus crassiusculus のマイカンギア内の菌類の群集構造（Saragih et 
al., 2021） 
顕微鏡下でフレーム滅菌鉗子を使用して雌成虫を解剖し、甲虫から胞子貯蔵器官（mycangia）

を取り出した。γ線滅菌した 2ml マイクロ遠心チューブに、個体ごとに胞子貯蔵器官と 170℃で
乾熱滅菌したセラミック製粉砕ボール（直径 3mm）を入れて、ビーズ粉砕機（MicroSmash™MS-100、
トミー精工、東京、日本）を使用して、胞子貯蔵器官を 4500 rpm で 135 秒間粉砕した。DNeasy 
UltraClean Microbial Kit（Qiagen Inc. Germantown、MD、USA）を使い DNA を抽出し、-20℃で
保存した。Kostovciket al., （2015）にしたがい、アンプリコン解析のための試料調整を行っ
た。DNA の濃度は 20ng/μlに調整した。シーケンスは、外部委託により次世代シーケンサーMiSeq
（イルミナ社）を使用して 2×300 塩基対を分析した。 
 
◎環境要因が AB 萎凋病の発生リスクに及ぼす影響の解明 
・ナラ枯れの病原菌 Raffaelea quercivora に対するインドネシアのブナ科樹木の反応（未発表） 
 日本では 1990 年代から、カシノナガキクイムシが媒介する Raffaelea quercivora によって
ブナ科樹木が枯死するナラ枯れが問題となっている。被害量は 2010 年をピークに減少傾向にあ
るが、被害地は拡大を続けている。被害の発生が遅かった関東地方では、被害は増加している。
カシノナガキクイムシと Raffaelea quercivora は、日本以外にも台湾・インドネシア・ベトナ
ム・タイ・インドに分布しているが、ナラ枯れが発生しているのは日本のみである。この原因を
明らかにするために、2008 年にインドネシアで採集した Raffaelea quericivora を、インドネ
シアのブナ科 8種（Quercus pruinosa, Quercus induta, Lithocarpus javensis, Lithocarpus 
indutus, Lithocarpus hendersonianus, Lithocarpus sundaicus, Lithocarpus elegans, 
Castanopsis megacarpa）に接種して、壊死部の広がりを既に公表されている日本での結果
（Kusuoto et al., . 2015）と比較した。 
・カエデの枝枯れ・枯死に関係する病原菌の探索（Saragih et al., 2021） 
 東京大学田無演習林では、オオモミジが枝枯れから全身枯れに移行する被害が発生した。枝枯
れ症状初期には養菌性キクイムシの寄生が認められた。そのうちのナンヨウキクイムシは世界
各地で随伴する Fusarium euwallaceae により枝枯れや樹木の枯死の被害を引き起こしている。
アメリカ合衆国カリフォルニア州では、カエデ類も枯死している。日本では、奄美諸島や小笠原
諸島でマンゴーの枝枯れを引き起こしているが、カエデ類の被害は報告されていなかった。また、
ヨシブエナガキクイムシは、随伴する Raffalea cyclorhipidia によりコナラの枯死を引き起こ
す。これら2種の糸状菌の他、枯死部から分離され、かつ病原菌として報告されているArthrinium 
phaeospermum と Epicoccum nigrum の合計 4種の糸状菌を、オオモミジの丸太（5個体から 3mの
丸太を 1 本ずつ）と生きている幼木に摂取した。丸太接種は Kusumoto et al.(2015)に従い、
2.7mm 経のドリルで 2cm の穴を開け、PDA 培地においていっしょに菌を培養した爪楊枝を穴にさ
しこむことにより摂取した。対照区として滅菌した爪楊枝を使った。4種の菌と対照区について、
それぞれの丸太に 15 点ずつ摂取した。2 週間後に接種点の木口面を切断して、壊死変色の広が
りを調べた。生きている幼木への接種実験は、樹高約 2.5m のオオモミジ 10 個体を用いて行っ
た。使用した菌は丸太への摂取で、壊死反応が比較的大きかった F. euwallaceae と R. 
cyclorhipidia を用いた。丸太摂取と同様の方法で菌を培養した爪楊枝の先端部を 5mm 接種し
た。1個体から 3本の枝を選び、2種の菌と対照区として滅菌した爪楊枝のみを接種した。接種
後は 1週間間隔で枝枯れ症状をチェックした。接種後 13 ヶ月後に、接種した枝を基部から切り
取り、0.5%酸性フクシン溶液に 10 時間以上水差しにして染色したのち、接種点の木口断面を顕
微鏡観察して染色されていない範囲を計測した。 
 
４．研究成果 
◎mtDNA の全シーケンスを使った AB の系統関係の解析（未発表） 
 ミトコンドリアのメタゲノム解析により得られた系統樹の結果は、キクイムシのノードでの
支持が高いことを示しており、ミトゲノム配列が、個体サイズが小さいため DNA 量が少なく、昆
虫のグループの中でももっとも多様性の高いグループを取り扱ううえで優れた分子マーカーで
あることを示している。また、ミトコンドリア遺伝子の数が少ないゾウムシの系統発生を推測し、
トポロジーとノードのサポートは非常に良好であった。今後、本研究で開発されたミトゲノミッ
クシーケンスの手法は、キクイムシの種のグルーピングを行うために非常に有用であることを
示している。 
 



◎AB 萎凋病の発生リスクに関係した昆虫の性質の系統的制約性の解明 
・攻撃性（健全な樹木に加害する性質）の評価（Peng et al., 2022） 
 北海道でシラカンバとケヤマハンノキに寄生するキクイムシ類の新鮮度に対する選好性を評
価した結果、サクキクイムシやハンノキキクイムシ、ダイミョウキクイムシが新鮮な材を選好し
たが、これらの中では、ダイミョウ＞サク＞ハンノキ＞の順で新鮮なものを先行する度合いが強
かった。実際に、サクやハンノキは、もともとは分布していなかったアメリカやヨーロッパで樹
木を枯らす被害を引き起こしており、本研究で用いた方法がキクイムシによる萎凋病のリスク
評価に有用であることを示している。 
 同様の方法で、コナラ丸太で行った実験では、セイリョウリキクイムシ＞カシノナガキクイム
シ≒ヨシカワキクイムシの順に新鮮な材を選好した（未発表）。日本でナラ枯れ被害を引き起こ
しているカシノナガキクイムシと同等かそれ以上に新鮮度の高い寄主を好む種が存在している
ことが示された。 
 
・木の太さに対する選好性の評価（未発表） 
 キクイムシ類には、種により寄主木のサイズ（太さ）に対する選好性の差が認められた。太い
部位を好む種ほど樹木枯死を引き起こすリスクが高いものと考えられた。 
 
◎AB がもつアンブロシア菌の群集構造と AB 萎凋病の発生リスク 
・サクキクイムシ Xylosandrus crassiusculus のマイカンギア内の菌類の群集構造（Saragih et 
al., 2021） 
 サクキクイムシのマイカンギア内の菌類の群集構造は、季節により大きな差が認められた。と
くに、主要共生菌であるの割合が、季節により大きく変動した。病原菌となる菌の量の季節変化
が、樹木萎凋病の発生リスクの季節変化にも影響している可能性が考えられた。 
 
◎環境要因が AB 萎凋病の発生リスクに及ぼす影響の解明 
・ナラ枯れの病原菌 Raffaelea quercivora に対するインドネシアのブナ科樹木の反応（未発表） 
 実験は、ガジャマダ大学の Sri Rahayu と共同で行った。Raffaelea quercivora 菌接種による
変色域の大きさには、インドネシア産のブナ科樹種の間でも樹種間差が認められた。しかし、変
色域の大きさはいずれの菌株も対照区と有意差がなく、菌株間差もみられなかった。また、菌株
と樹種の交互作用もなかった。これらの結果から、インドネシア産の Raffaelea quercivora は、
実験に供したインドネシア産のブナ科樹種に対して明瞭な病原性をもたないものと結論された。
本研究で用いたのと同じ菌株 IP95-1 は、Kusumoto et al.（2015）において日本産のブナ科樹種
の多くに対して、対照よりも大きい変色を生じさせていた。したがって、アジア諸国でカシノナ
ガキクイムシと病原菌の Raffaelea quercivora が存在するのにも関わらず日本でのみナラ枯れ
が発生している原因は、環境要因を含めた上での樹木の Raffaelea quercivora に対する感受性
が関係しているものと考えられた。 
・カエデの枝枯れ・枯死に関係する病原菌の探索（Saragih et al., 2021） 
 4 種の糸状菌をオオモミジの丸太へ摂取した実験の結果、F. euwallaceae と R. cyclorhipidia
による反応域が対照区よりも有意に大きかった。しかし、これらをオオモミジの幼木の枝に摂取
したところ、通水阻害域は、対照区と有意差が認められなかった。この結果は、キクイムシが媒
介する樹木萎凋病における菌－樹木の感受性が、動的なものであることを示している。すなわち、
植物の感受性には環境要因や樹木の健全度が影響していることを示唆している。 
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