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研究成果の概要（和文）：本研究では、植物感染性線虫の感染過程において、線虫側で働く遺伝子を同定するた
めに必要な分子遺伝学的解析技術を確立すると共に、新しい線虫培養法の確立も目指した。これまで、線虫培養
にトマトをエサとして用いていたが、トマトは大型である事などから、野生型線虫１系統のみを維持するにとど
まっていた。本研究では、閉鎖系（プレート内）で線虫が培養、維持できる新しい系を確立した。一方、本研究
では、線虫遺伝子解析の為、線虫内でのノックダウンや過剰発現等の遺伝子操作に加え、線虫突然変異体のスク
リーニングを可能にする系を確立し、線虫側の遺伝子機能解析を行った。

研究成果の概要（英文）：In order to examine molecular mechanisms of plant parasitic nematodes on 
successful plant infection, we have tried to develop two kind of new technologies;
1 New plant parasitic nematode culture system: Previously, we could grow nematodes only using tomato
 or other crops (big plants), and it need space to culture. In order to grow nematode in a small 
space, we have developed new method to culture in vitro, sterilized plates. In the plates, plant 
root was artificially cultured, and M. incognita was infected to the sterilized root in petri dish. 
We have confirmed that the M. incognita successfully migrate into the root, induce gall formation, 
and egg mass formation, indicating that we could grow the nematode throughout their life cycle in 
petri dish. Now, we can culture and maintain many kind of nematodes in a small space.
2 New method to manipulate gene expression levels of plant parasitic nematodes: We established RNAi 
technology, and we could knock down RNA levels in nemtadoes.

研究分野：植物動物間相互作用

キーワード： 植物感染性センチュウ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回、本研究では、植物感染性線虫の感染過程において、線虫側で働く遺伝子を同定するために必要な分子遺伝
学的解析技術を確立すると共に、新しい線虫培養法の確立も目指した。これまで、トマト等の大型の作物を用い
て培養していた植物感染性センチュウを、滅菌プレート内で培養し、ライフサイクルをまわすことが可能となっ
た。このことは、小スペースで様々なセンチュウを培養可能にすることから、センチュウの様々な系統を維持す
ることが可能となり、様々なセンチュウ研究に供することが可能となった。また、センチュウ遺伝子の解析のた
め、RNAi技術を開発した。このことから、遺伝子ノックアウトによる機能会関が可能となった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

本研究では、植物感染性線虫の感染過程において、線虫側で働く遺伝子を同定するために必要

な分子遺伝学的解析技術を確立すると共に、新しい線虫培養法の確立も目指す。これまで、線

虫培養にトマトをエサとして用いていたが、トマトは大型で無菌栽培できず、培養中の線虫の

コンタミの恐れもあるため、野生型線虫１系統のみを維持するにとどまっていた。また、セン

チュウ側の遺伝子機能解析の為、植物感染性センチュウを用いた分子遺伝学的解析の手法の確

立が求められていた。そこで、本研究では、これらの課題に迫ることとした。 

 

２．研究の目的 

本研究では、植物感染性センチュウの分子遺伝学的解析をセンチュウ側から促進するために、

以下の２つの技術開発を行う事を目的とした。 

①スクリーニングなどにより得る多系統の線虫を維持・管理する必要があるため、大型トマト

を使わず、閉鎖系（プレート内）で線虫が培養、維持できる新しい系を確立することを目的と

した。 

②さらに、本研究では、センチュウ側の遺伝子機能解析の為線虫遺伝子の線虫内でのノックダ

ウンや過剰発現等の遺伝子操作に加え、線虫突然変異体のスクリーニングを可能にする系を確

立し、線虫側の遺伝子機能解析を行うことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

①；沢山のセンチュウ系統を小スペースで培養・系統維持するために、植物の根を無菌寒天培

地上で培養し、培地上で植物感染性センチュウを根に感染させ、ライフサイクルがまわるかど

うか、検証した。 

②；線虫内でノックアウトや過剰発現することで、その遺伝子機能を評価可能であるか、

検証した。 

 

４．研究成果 

①閉鎖系（プレート内）での線虫培養、維持を可能とする新技術の開発 

シロイヌナズナ・トマト・大豆を無菌的にプレート内で培養し、その根にセンチュウを感染さ

せ、ライフサイクルがまわるかを検証した。これまでに、プレート内でセンチュウの感染が起

こることは確認出来ている。その後、センチュウが卵塊を作り、幼虫が孵化できるかを観察し

た。その結果、試験した全ての植物を利用して、サツマイモネコブセンチュウがライフサイク

ルを完結し、新たな幼虫が生まれることを確認した。 

 今後は、毛状根など、根を大量に形成するような実験系で、より効率的にセンチュウが培養

出来るかを確認したいと考えている。 

プレート内でセンチュウのライフサイクルが回せるということは、狭い空間でもセンチュウを

維持する事が可能で有るということであり、凍結保存技術と共に、センチュウ研究に大きく貢



献出来る技術であると考えている。 

 凍結技術も、本研究内で検討し、グリセロールを用いることで凍結融解に耐えるセンチュウ

維持が可能で有ったが、凍結融解を繰り返すと、加速度的に死亡率が上昇したことから、グリ

セロールの濃度や、凍結の方法などの検討が必要であると考えられる。 

 

②サツマイモネコブセンチュウの分子遺伝学的基盤の確立と応用 

神経伝達物質阻害剤であるカテコール溶液を用いて、線虫の口針運動を促進し、無理矢理

摂食行動を誘導することを可能とした。これまでも、口針運動が促進されることは報告さ

れていたが、適切な濃度や時間について、検討を行い、最適解を得た。この情報を基に、

このカテコール溶液を用いて、RNAi実験を行い、線虫遺伝子MjCLE1〜MjCLE5遺伝子

のノックダウン個体を作成した。以前の研究結果では、目的の RNA蓄積量の変化が、RNAi

処理後、50％強の発現量までの減少が最高であったが、条件検討を行った結果、70%強の

減少まで確認することができた。このことから、センチュウ側遺伝子のノックダウンによ

る遺伝子機能解析が可能となると考えている。一方で、少量の遺伝子発現量で、十分機能

できる遺伝子も多数存在するため、来れに引き続き、減少率アップのための改良や、他の

ノックダウン方法を組み合わせた、新たな技術開発が必要であると考えている。 

 ノックダウンだけでなく、過剰発現、及び、蛍光物質のセンチュウへの取り込みなど、

様々な遺伝子操作、化学的操作が可能となった。これらの技術を組み合わせると、センチ

ュウの個別遺伝子解析が多面的に行えると考えている。 

 一方、遺伝子操作を行った場合、系統化は出来ていない。多数のセンチュウを処理し、

バルクで発現量を確認しているだけなので、全ての個体で mRNA 量が 70%減になってい

るのか、どの程度減少率が個体毎にばらつくのかはわかって折らず、今後の課題である。 

 VIGS 等の、新しい技術の導入が必要であると考えられる。 
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