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研究成果の概要（和文）：本研究では、BY2培養液から線虫誘引物質の精製を進めた。誘引活性を指標に精製を
すすめ、その後、ゲル濾過による分子量での分画、極性を用いたカラムによる分画を行い、精製を進めグルコマ
ンナンを誘引物質の候補として得た。また、様々な長さの多糖を試験し、誘引物質の活性が有るかを確認し、10
糖程度の低分子グルコマンナンにも誘引活性が有ることを確認した。さらに、土壌線虫であるC.elegansのゲノ
ム情報を基に線虫誘引物質の受容体の候補を抽出した。様々な植物種の誘引物質と様々な線虫類の受容体情報を
もとに、どのような線虫類が、どのような代謝物をもつ宿主を新たに認識できるようになるかが予測可能となっ
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we purified nematode attractants from BY2 culture. The 
purification was carried out using the attractant activity as an indicator, followed by 
fractionation by molecular weight using gel filtration and polar column fractionation, and 
glucomannan was obtained as a candidate attractant. Polysaccharides of various lengths were tested 
to see if they had attractant activity, and it was confirmed that low molecular weight glucomannan 
of about 10 saccharides also had attractant activity. Furthermore, based on the genome information 
of C. elegans, a soil nematode, we extracted candidate receptors for nematode attractants. Based on 
the information on attractants of various plant species and receptors of various nematode species, 
it became possible to predict which nematode species will be able to recognize new hosts with which 
metabolites.

研究分野： 植物分子形態学

キーワード： 植物感染性線虫　誘引物質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、多細胞動物―多細胞植物相互作用が誘導する生物多様性とその進化について、新たなモデル実験
系の確立と、あらたな研究手法の確立をもって生物の多様性に関する新たな研究領域の開拓ができるようになっ
たと確信している。また、本研究ではセンチュウの誘引物質の同定を行った。本研究で用いた根瘤線虫類は、世
界で年間数十兆円の農業被害をもたらすことがわかっている。この誘引物質を利用する事で、線虫トラップ剤の
開発が可能となり、農薬を使わない環境に優しい農業に貢献する事が可能となることから、社会的意義も大きい
と考えている。 

※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 

 

生物間相互作用の研究は、生物学の研究そのものと同じくらい長い歴史を持つ。

特に、多細胞生物間相互作用は、エレガントであり、かつ複雑で、興味深い現象

だが、その分子機構に関しては、ほとんど未知の領域である。花が昆虫により花

粉を運んでもらうことで受粉を成立させ子孫を残す例などは、太古の昔から、

人類が、食糧生産のために不可欠な知識でもある。近年に至っても、様々な種間

相互作用の発見が続々となされており、その多様性は、はかりしれない。多細胞

生物間相互作用は、エレガントである一方で、複雑であり、その分子機構に関し

ては、ほとんど未知の領域である。 

 一方、生物間相互作用の分子レベルでの解析については、微生物—植物相互作

用に関して、共生や病害応答といった文脈において多くの知見が得られつつあ

り、植物病理分野として、大きな研究領域をも形成している。しかし、多細胞動

物—多細胞植物間での相互作用に関する分子知見はほとんどないのが現状であ

る。その原因は、よいモデル実験系の欠如によると考えられる。 

 

２．研究の目的 

新生代に入ると、植物の世界では裸子植物やシダ植物が衰退し、花をつくる被子

植物が爆発的に多様化し繁栄するようになった。昆虫類・哺乳類・鳥類などが、

被子植物の蜜や果実を利用することで、受粉や種子散布などを多様化させ、お互

い相互作用をしながら独自の進化をとげ、現代のような多様な植物（及びそれに

伴う動物）が進化したと考えられる。一方、これまでに、ミツバチと花など、多

細胞動物―多細胞植物相互作用について、様々な現象が明らかとなっているが、

分子レベルでの研究はほとんどない。 

 本研究では、植物感染性線虫と植物をモデル実験系として利用し、多細胞動物

―多細胞植物相互作用と、それに伴う進化を分子レベルで紐解くことを目的と

している。 

 

３．研究の方法 

植物感染性線虫は、土の中で宿主を見つけることから、植物が出す化合物を認識

していると考えられる。また、宿主特異性の高い「線虫―植物」の組合せも多く

知られており、誘引物質とリガンドの組合せは、生物間相互作用の進化に密接に

関わっていると考えられている。 



我々は、これまでに、植物が放出しているサツマイモネコブセンチュウの誘引

物質を複数単離・同定してきており、線虫側の受容体候補も得ている。本申請研

究では、さらなる誘引物質の単離を目指した。また、多くの線虫類のゲノム情報

を用いて、誘引物質-受容体の組合せに関する情報量を増やし、そのバリエーシ

ョンについて網羅的に探索する。 

 

４．研究成果 

 

本研究では、植物の培養液から線虫誘引物質の精製を進めた。誘引活性を指標

に精製をすすめた。まず、極性によって分離するために、分液操作を行った。本

研究で行った、酢酸エチルとエーテルを用いた分液操作は、サンプルと非極性有

機溶媒を混合することで、極性の違いによって物質を分離する方法である。極性

がある物質は水層に溶解し、非極性物質は有機層に溶解する。分液操作で培養液

の極性の強弱で分別したところ、水画分にのみ活性が見られた。このことから、

線虫誘引物質は極性が高い物質であると考えられた。 

次に、培地成分として含まれている多量の塩やスクロースを取り除くために、

メタノール精製を行った。メタノール精製は、サンプルとメタノールを混合する

ことで、極性の違いによって物質を分離する方法である。極性がある物質は水層

に溶解し、非極性物質はメタノール層に溶解する。まず、分液操作後の水画分を

凍結乾燥し、メタノールに溶かしてろ紙に通した。その後同じろ紙を使用して水

を流し、極性によって更に物質を分別した。その結果、メタノール画分と水画分

のどちらにも活性が見られたが、水画分の方により強い活性が見られた。結果か

ら、メタノール画分の誘引活性は、メタノール精製により分別できなかった糖ま

たは、分液操作によって分別できなかった非極性物質に誘引活性がある可能性

が考えられた。理想的に細胞壁多糖類は水画分に分離されるため、水画分に焦点

を当てて精製を進めた。 

次にメタノール精製の水画分から親水性の高いオリゴ糖などを取り除くため

に Sep-Pak C18 による精製を行った。Sep-pak C18 (Waters) は、C18 カラムの

強い疎水性を有するシリカベースの固相が充填された固相抽出製品であり、疎

水性〜弱疎水性の化合物の抽出に使用される。主に、生体内の代謝産物の抽出や、

脱塩、環境水中の微量有機物の抽出などに用いられる。Sep-Pak C18 を行った結

果、得られた素通り画分と 60％アセトニトリル画分のどちらにも活性が見られ

た。60％アセトニトリル画分から RG-I が単離されたことから、新規の誘引物質

を探索するために、素通り画分に焦点を当てて精製を進めた。 

さらに、Sep-Pak 素通り画分の脱塩を行うために PD-10(GE ヘルスケアサイエ

ンス)による精製を行った。PD-10 は、Sephadex G-25(ゲルろ過クロマトグラフ



ィー用カラム)が充填されており、ゲルろ過クロマトグラフィー用カラム法の原

理に基づいて、2.5 mL までのサンプルを分子量 5,000 以上の物質を含む 3.5 mL

と 5,000 以下の低分子物質を含む 3.5 mL に分離できる。Sep-Pak C18 素通り画

分を PD-10 にかけたところ、得られた分子量 5000 以上の高分子画分、5000 以下

の低分子画分どちらも誘引活性が見られた。 

本研究は、糖に焦点を当てて精製を進めているため、PD-10 により得られた分

子量 5000 以上の高分子画分、5000 以下の低分子画分それぞれの糖量をフェノー

ル濃硫酸法により、測定した。フェノール硫酸法は中性糖の代表的な定量法であ

り、糖の硫酸処理によって生じるフルフラール誘導体を、フェノールと反応させ

ることで生じる呈色具合から糖量を定量している（DuBois et al., 1956）。そ

の結果、高分子画分では、サンプル 5 mg 中 3.4 mg、低分子画分では、10 mg 中

3.2 mg 含まれていた。  

十分な量の糖量が存在することが確認できたので、次に Sep-Pak C18 素通り

画分にどのような多糖が含まれているか調べるために、構成糖分析を行った。構

成糖分析は、多糖を含水トリフルオロ酢酸（TFA）によって加水分解し、遊離し

た単糖を HPAEC-PAD で検出することによって、その単糖の構成比から多糖の種

類を同定することができる。分析の結果、検出された単糖のパターンから、マン

ナンなどの多糖が含まれていることが予想された。市販のグルコマンナンの誘

引活性を評価したところ、誘引活性が確認出来た。このことから、培養液中のグ

ルコマンナンが誘引物質であると結論づけた。 

一方、土壌線虫であるC.elegansのゲノム情報を基に線虫誘引物質の受容体の

候補を抽出した。様々な植物種の誘引物質と様々な線虫類の受容体情報をもと

に、どのような線虫類が、どのような代謝物をもつ宿主を新たに認識できるよう

になるかが予測可能となった。 
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