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研究成果の概要（和文）：ダイズシストセンチュウはマメ科植物の根に寄生する植物寄生線虫の一種である。ダ
イズシストセンチュウはどのようにして宿主を認識しているのかを明らかとするため、C. elegansで化学走性関
連遺伝子として知られている遺伝子群に関してRNAiによる機能解析を行った。TAX1, GPA, GCY, GPCRについて検
討したところ、これらのシストセンチュウホモログの一部が宿主認識に関与していることを見出した。特にGCY
はダイズシストセンチュウだけでなく、ジャガイモシストセンチュウやサツマイモネコブセンチュウにも存在
し、宿主認識に機能していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Soybean cyst nematode is one of the harmful pests for soybean production. 
Host root recognition of soybean cyst nematode is strictly regulated by chemicals produced and 
released from host roots. We used RNAi method to analyze genes related to chemotaxis to identify 
host recognition genes by soybean cyst nematode, and found some chemotaxis related genes. 
Especially, GCY is involved in host recognition not only in soybean cyst nematode, but also in 
potato cyst nematode and root knot nematode.

研究分野：生物有機化学

キーワード： ダイズシストセンチュウ　植物寄生線虫　宿主認識　GCY　GPCR　TAX2　GPA
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではダイズシストセンチュウの宿主認識機構の解析を行った。これまでに宿主認識にはインゲンが生産す
るグリシノエクレピンが関与し、ダイズシストセンチュウの孵化を促進することが知られているが、センチュウ
側がどのように宿主植物を認識しているかの研究は行われてこなかった。本研究では宿主認識の中でも根への誘
引機構に着目し、それに関わる遺伝子の同定を行った。見出した遺伝子はダイズシストセンチュウのみならずジ
ャガイモシストセンチュウやサツマイモネコブセンチュウにも保存されており、様々な植物寄生線虫の宿主認識
撹乱剤創製の標的遺伝子となりうる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
ダイズシストセンチュウは大豆などのマメ科植物を宿主とする植物寄生線虫の一種である。
ダイズ生産上最大の減収要因の一つとしても知られており、通常は土壌中で休眠しているため
防除の難しい害虫である。ダイズシストセンチュウはダイズなどのマメ科植物が植えられると
宿主が生産する物質によって孵化し、根へと移動する。しかし、ダイズシストセンチュウがどの
ようにして宿主を認識しているのかは明らかとなっていない。我々は、ダイズシストセンチュウ
が宿主を認識する際に変動する遺伝子を RNAseq により取得してきた。そこでモデル線虫であ
る Caenorhabditis elegansにおいて化学走性に関与する遺伝子の一つであるグアニル酸シクラ
ーゼ（GCY）遺伝子のホモログが宿主認識時に発現上昇すること、RNAiにより発現抑制するこ
とで宿主への誘引が低下することを見出した。 
 
２．研究の目的 
本研究ではダイズシストセンチュウの宿主認識行動を制御することによる新規防除法の確立
を目指して、宿主認識に関わる遺伝子の同定およびその機能解析を行うことを目指している。 
 
３．研究の方法 
（１）RNAi による発現抑制ダイズシストセンチュウの作製 
ダイズシストセンチュウ２期幼虫より total RNA を抽出後、逆転写し、cDNA を合成した。目
的遺伝子配列およそ 500bp 領域を PCR で増幅後 pUC19 にクローニングした。これを鋳型として
SP6 promoter 配列を付加したプライマーで PCR 後、in vitro transcription により dsRNA を合
成した。合成した dsRNA は 1 mg/mL に希釈し、ソーキングに用いた。ソーキング後の２期幼虫か
ら RNA を抽出し、qRT-PCR により遺伝子の発現抑制を確認した。ネガティブコントロールとして
は gfp の dsRNA を処理したダイズシストセンチュウを用いた。 
 
（２）誘引試験 
根への誘引試験では６ウェルプレートに 23% PF-127 ゲルを添加後、根端から 1 cm の根を設
置し、ダイズシストセンチュウをそこから 1 cm 離れた地点に接種した。根に接触したダイズシ
ストセンチュウ数を経時的に観察した。硝酸イオンへの誘引試験ではアガロースゲルと PF-127
ゲルを用いて行った。0.8%アガロースゲルを各ウェルに注いだ後、各ウェルの中心から 1.0 cm
離れた平行線の間からアガローズゲルを切り出し、そこに PF-127 ゲルを加えて固化させた。ア
ガロースゲル部の一端に硝酸カリウムを、もう一端に滅菌水を加えた後、ダイズシストセンチュ
ウを接種し移動した数を計測した。 
 
４．研究成果 
（１）ダイズシストセンチュウ TAX-2 遺伝子の機能解析 
C. elegans においてさまざまな遺伝子が化学走性に関与していることが知られている。そこ
で C. elegans の化学走性を含むさまざまな行動を制御する TAX-2 遺伝子に着目し、そのダイズ
シストセンチュウでの機能解析を行った。既存のデータベースでは TAX-2 遺伝子は見つからな
かったため、ダイズシストセンチュウゲノムシーケンス（GCA_004148225）からタンパク質コー
ド領域を推定し、C. elegans の TAX-2 と相同性の高いダイズシストセンチュウ TAX-2 (Hg-tax-
2) 遺伝子配列を得た。RNAi 法により Hg-tax-2 遺伝子の発現抑制個体を作製し宿主根への誘引
活性と感染率、硝酸イオンへの誘引活性、高温忌避活性を確認したところ、どれも Hg-tax-2 遺
伝子抑制により、活性が低下していたことから、Hg-tax-2 はさまざまな化学走性や温度走性を
制御する遺伝子であることが明らかとなった。また、C. elegans において TAX2 は TAX4 遺伝子
と複合体を形成することが示唆されているため、Hg-tax-4 も RNAi による機能解析を試みたもの
の、発現抑制が確認できなかった。そのため TAX2 や TAX4 などの cyclic nucleotide-gated (CNG) 
channel の阻害剤である L-cis-diltiazem (LCD) を用いて同様の解析を行なったところ、LCD 処
理により Hg-tax-2 発現抑制体と同様の表現形であったこと、Hg-tax-2 発現抑制体に LCD を処理
しても誘引に対する大きな変化はなかったことから、少なくとも Hg-tax-2 はダイズシストセン
チュウの中で化学走性や温度走性に主要に働く CNG channel であること、Hg-tax-4 が化学走性
や温度走性に関与する場合、Hg-tax-2 と同じ経路で機能していることが明らかとなった。 
 
（２）ダイズシストセンチュウ GPA 遺伝子の機能解析 
GPA も C. elegans において化学走性に重要な遺伝子であることから、（１）と同様にダイズシ
ストセンチュウ GPA 遺伝子の機能解析を RNAi により行った。Hg-GPA の発現抑制は宿主根への誘
引活性、宿主根への寄生や硝酸イオンへの誘引活性を低下させたものの、高温に対する忌避行動
には大きな影響を与えなかった。GPA は複数のホモログが存在しているため、クローニングを行
い、RNAi によりそれらの解析も行っている。 
 



（３）ダイズシストセンチュウ GCY 遺伝子の機能解析 
これまでの研究により Hg-GCY の発現抑制により、宿主根への誘引が低下することが明らかと
なっていた。そこで Hg-GCY 発現抑制体の硝酸イオンへの誘引活性および温度走性への影響を評
価した。その結果、Hg-GCY 発現抑制は硝酸イオンへの誘引や温度走性に影響を及ぼさないこと
が明らかとなった。Hg-GCY は相同性の高い遺伝子が４つ存在するためそれらも RNAi により機能
解析を行ったが、Hg-GCY 以外に宿主への誘引活性に影響を及ぼすものはなかった。今後すべて
の遺伝子を同時に発現抑制することで機能解析を行っていく予定である。 
ジャガイモシストセンチュウとサツマイモネコブセンチュウ GCY のオルソログを見出し、RNAi
による機能解析を行ったところ、どちらも宿主根への誘引が有意に低下していた。サツマイモネ
コブセンチュウはこれまでにさまざまな誘引物質が同定されている。そこでこれらの誘引物質
の認識における GCY 遺伝子の機能を Mi-GCY 発現抑制体を用いて行ったところ、塩や糖、植物ホ
ルモンに対する誘引活性には大きな影響は確認されなかったものの、根から分泌されることが
知られている、ポリアミンの一種であるカダベリンへの誘引が大きく阻害された。以上の結果か
ら、サツマイモネコブセンチュウの GCY 遺伝子はポリアミンの認識に関与していることが示唆
された。 
 
（４）Hg-GCY 遺伝子発現細胞の作製と Hg-GCY アゴニストの選抜 
Hg-GCY は受容体型グアニル酸シクラーゼをコードしている。受容体型グアニル酸シクラーゼ
は創薬標的としても知られており、受容体部位にリガンドが結合することでグアニル酸シクラ
ーゼが活性化し、細胞内の cGMP 量が増加する。Hg-GCY は宿主認識には機能するものの、硝酸イ
オンへの化学走性や高温に対する温度走性には影響しないことから、Hg-GCY の機能制御は宿主
認識撹乱剤として利用できると考えた。そこで Hg-GCY を動物細胞で高発現させ、cGMP 量を変動
させる化合物のスクリーニングを行うこととした。HEK293 および CHO 細胞に Hg-GCY を導入し、
安定発現株の選抜を行ったところ、HEK293 細胞に Hg-GCY を導入した株で安定発現が確認でき
た。そこで cGMP 量を変化させる化合物の選抜を行った。現在 2000 化合物を選抜したところであ
るが、細胞内 cGMP 量を変動させる複数の化合物を見出すことができた。これらの化合物は通常
の HEK293 細胞やヒト受容体型グアニル酸シクラーゼを過剰発現させた HEK293 細胞の cGMP 量は
変化させないことから Hg-GCY に対して作用していると予想された。今後得られた化合物のダイ
ズシストセンチュウ誘引活性などを検討していく。 
 
（５）宿主誘引に機能するダイズシストセンチュウ GPCR 遺伝子の探索 
 C. elegans では多くの誘引物質は GPCR によって受容される。そこで宿主誘引に関与する GPCR
の探索を行った。以前行った宿主根への誘引時に変動する遺伝子から GPCR を探索したところ、
誘引時に発現上昇する遺伝子中に３つの GPCR を見出した。これらの GPCR を RNAi により機能解
析を行ったところ、2 種類の GPCR の発現抑制は宿主誘引に対して影響は観察されなかったもの
の、一つの GPCR の発現抑制で宿主誘引が有意に低下しており、硝酸イオンへの化学走性や高温
への忌避活性には影響を示さなかった。現在詳細な機能を解析するために全長をクローニング
後、動物細胞への発現を試みている。 
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