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研究成果の概要（和文）：マツ材線虫病の発病機構を明らかにするため、病原線虫であるマツノザイセンチュウの病原
性に関わる要因、宿主植物であるマツ類の抵抗性／感受性に関わる要因について、組織学的、分子生物学的手法を用い
て研究を行った。マツノザイセンチュウのゲノムが解読されたのに加え、病原線虫、宿主であるマツ双方において発病
に関係すると考えられる多くの要因が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：To understand the pathogenicity (or virulence) of Bursaphelencus xylophilus (a cau
sal pathogen of pine wilt disease) and the mechanisms of resistance (or susceptibility) of pine trees, phy
siological, histoathological and molecular biological studies were carried out. High quality draft genome 
sequence of Bursaphelenchus xylophilus was completed. Furthermore, many important factors associated with 
disease development were identified in both nematode and pine tree. The results presented here will contri
bute for further understanding the mechanisms of pine wilt disease development.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
マツ材線虫病はわが国をはじめ東アジア(韓
国、中国等)で猛威をふるっている。近年では
ポルトガルなど欧州にも侵入し、緊急の対策
が求められている。わが国において世界に先
駆け病原線虫が発見されて以来、媒介昆虫の
発見、伝染環の解明など多くの研究がなされ
てきた。しかしながら、発病の本質的なメカ
ニズムについては未解明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、病原であるマツノザイセンチュ
ウ、および宿主であるマツ類を用いて、近年
格段に進歩した生理学的・分子生物学的手法
を駆使し、病原線虫の病原性に関わる要因、
宿主であるマツ類の抵抗性/感受性に関わる
要因等を解析し、マツ材線虫病の基本的な発
病機構を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)マツノザイセンチュウを同系交配により
遺伝的に均一な集団を作成し、次世代型 DNA
シーケンサーを用いてその配列を決定した。 
 
(2)マツノザイセンチュウの発現遺伝子の動
態を理解するため、異なるステージ、コンデ
ィションの線虫から RNA を抽出し、TruSeq 
RNA Sample Preparation Kits v2 (Illumina)を用
いて 350bpインサートライブラリーを構築し
た。作成したライブラリを次世代シーケンサ
ー（ Illumina 社 HiSeq）を用いて 101bp 
paired-readsのシーケンシングを行い、発現遺
伝子配列を網羅的に獲得した（RNAseq解析）。
解析には、カビ（Botrytis cinerea）上で増殖中
の Mixed-stage 線虫、マツノマダラカミキリ
上の分散型（耐久型）4 期幼虫、およびクロ
マツ枝を通過前後の Mixed-stage 線虫を用い
た。シーケンスリードは Tophat-Cufflinksソフ
トを用いて、リファレンスゲノム（v1.3）に
マッピングし、各遺伝子の RPKM(reads per 
kilobase per million)を明らかにし、ステージ間
で有意に発現量の異なる遺伝子を統計的に
抽出した。 
 
(3) 約 1000万頭のマツノザイセンチュウ（強
病原力系統 Ka4）から抽出した分泌タンパク
質をナノ LC-MS/MS解析に供試し、得られた
マススペクトル情報をマツノザイセンチュ
ウゲノム情報を基に解析することでタンパ
ク質の網羅的同定を行った。また、同定され
た塩基配列情報に対して Blast2GO 解析によ
るアノテーション付与、Gene Ontology解析お
よび OrthoMCL解析による線虫種間比較解析
を行った。 
遺伝的に均一なマツノザイセンチュウ集
団を得るために、同一の既存培養系統内で兄
妹交配を 7回以上繰り返して純系（近交系）
系統を作出した。各々について、病原力に関
与するとされる性質、すなわち Botrytis ci-
nerea 菌叢上および宿主クロマツ体内での増

殖力ならびに宿主に対する病原力を評価し
た。また、AFLP（Amplified Fragment Length 
Polymorphism）法を用いて親株（既存系統）
と純系系統の遺伝的多様性を精査した。 
 続いて、さらに詳細な試験にも耐えうる生
物材料の作出を目的として、上記で作出した
純系線虫から大きく形質の異なる 2株を選抜
し、F2世代から 20回の兄妹交配を繰り返し
て組み換え近交系 (RIL) を作製した。 
 
(4) マツノザイセンチュウが病原性を発揮す
る際に、植物側の感染初期防衛反応である酸
化バーストから身を守る必要がある。酸化ス
トレス応答を指標に、マツノザイセンチュウ
の病原性メカニズム、線虫随伴細菌の役割に
ついて調査した。 
 
(5) 抵抗性クロマツ（土佐清水 63号）および
感受性クロマツ（高萩１号）に対し、マツノ
ザイセンチュウ（Ka4：強病原力）およびニ
セマツノザイセンチュウ（弱病原力）を接種
し、接種後１、３、７、１４日目のサンプル
を用いて、大規模遺伝子発現解析（マイクロ
アレイ解析）を行った。 
 
(6) 抵抗性クロマツ（波方 73 号）および感受
性クロマツ（瑞浪１号）に対し、マツノザイ
センチュウ（Ka4：強病原力）を接種し、接
種後３、10、20 日目のサンプルを用いて、内
部病徴の進展と宿主細胞の応答の差異を解
剖観察した。 
 
４．研究成果 
(1)マツノザイセンチュウのゲノム全体で、約
18000 個の遺伝子が存在すると予測された。
また、１．食物消化やストレス対応に関わる
遺伝子が他の線虫に比べて増えていること、
２．マツノザイセンチュウの遺伝子のいくつ
かは遺伝子水平転移によってバクテリアや
糸状菌（カビ）など他の生物から取り込まれ
た可能性が高く、そこには植物細胞壁を分解
する酵素の遺伝子など、植物寄生に重要と思
われるものも含まれていること、３．他の植
物寄生性線虫で見られる、寄生植物との相互
作用を調節する物質（エフェクター）に関わ
る遺伝子がゲノム中にほとんど存在しない
事が明らかになった。 
 
(2)カビ（Botrytis cinerea）上で増殖中の
Mixed-stage線虫、マツノマダラカミキリ上の
分散型（耐久型）4 期幼虫、およびクロマツ
枝を通過前、通過後の Mixed-stage 線虫を分
離し、高品質な RNAを抽出した。抽出 RNA
を用いてシーケンシング用ライブラリを作
成し、Illumina 社 HiSeq での解読に供した。
獲得したリードをマツノザイセンチュウリ
ファレンスゲノムにマッピングをし、各遺伝
子の発現量を比較した。クロマツ枝を通過前
後の線虫を比較したところ、p450 や GST 
(Glutathione S-Transferases)などのストレス耐



性関連遺伝子および Peptidase などのタンパ
ク質分解酵素が枝通過後に発現が高まるこ
とが観察された。一方で、複数のコラーゲン
遺伝子の発現が枝通過後に特異的に低下し
ていることが示唆された。さらにこれらのコ
ラーゲン遺伝子は一つのコラーゲンファミ
リーに所属することが系統解析から明らか
になった。枝通過後の線虫を注意深く観察し
たところメス成虫において尾の部分にカビ
上では見られない形態が観察され、この形態
とコラーゲン遺伝子の発現変化が関係して
いると考えられた。 
 
(3) 1,515種のマツノザイセンチュウ分泌タン
パク質を同定した。既報の細胞壁分解酵素の
みならず、摂食・移動・ストレス耐性におい
て役割を担うと推測されるタンパク質が多
数確認された（図 1）。 

また、他種線虫（マレー糸状虫、サツマイモ
ネコブセンチュウ）との比較セクレトーム解
析によって、マツノザイセンチュウは著しく
多いペプチダーゼおよびペプチダーゼイン
ヒビターを分泌していることが明らかにな
った。一方、植物寄生性線虫であるサツマイ
モネコブセンチュウではDNAおよびRNA結
合性タンパク質が著しく多かった（図 2）。こ

れらの結果はマツノザイセンチュウの寄生
戦略がネコブセンチュウとは大きく異なり、
ペプチダーゼおよびペプチダーゼインヒビ
ターが感染における重要な役割を担ってい
ることを示唆している。またその他にも、マ
ツノザイセンチュウは宿主であるマツもし

くは他種植物に類似したタンパク質を複数
分泌していることが明らかになった。これら
はタウマチン様タンパク質およびシステイ
ンペプチダーゼインヒビターで、他種線虫種
において類似配列が確認できない特異なタ
ンパク質であり、感染時に分子擬態として作
用する可能性が考えられる。以上の成果は、
既報のマツノザイセンチュウ体表タンパク
質の網羅的解析結果と合わせて、今後マツ枯
れ分子機構の解明に向けた基盤情報になる
と考えられる。 
マツノザイセンチュウの強病原力系統
（S10）および弱病原力系統（OKD-1）から、
それぞれ純系を 3株および 1株得た。各系統
の増殖力試験の結果、菌叢上と宿主体内のい
ずれの条件下でも純系系統は親株と異なる
増殖能を持つことが明らかとなった。また、
菌叢上での増殖力と宿主体内での増殖力は
必ずしも対応していなかった。病原力につい
ても、純系系統は親株と異なる結果を示した。
各純系系統の遺伝的多様性は、AFLP 解析結
果から、いずれも親株と比べて低下している
ことが確認された。以上の結果から、遺伝的
背景が非常に近く（同じ親株から由来してい
るため）、しかも病原力が顕著に異なる純系
系統が複数得られたと言える。 
続いて、上記で作出した純系 4 株のうち、
最も強い病原力を示した P9（強病原性系統
S10由来）と最も弱い病原力を示した F7（弱
病原性系統 OKD-1 由来）を親系統として兄
妹交配に供し、F22 世代まで達した 17 株を
RIL とした。各株の病原性関連形質を評価し
た。その結果、RIL の病原力と増殖力は系統
毎に異なる連続的な表現型値を示し、親系統
とは異なる表現型へと変異していた。一方、
便乗力はいずれかの親系統に近い不連続（離
散的）な表現型値を示し、便乗力を規定する
大きな効果をもつ遺伝子座の存在が強く示
唆された。また、病原力の強い系統は増殖力
が高い傾向があり、両形質の高い相関が示さ
れた。他方、便乗力と増殖力、便乗力と病原
力との間では相関関係が認められず、病原力
及び増殖力と便乗力に関係する遺伝子座は
互いに連鎖せずに遺伝することが示唆され
た。これを踏まえて、各 RILの遺伝的な背景
に着目し、植物寄生性線虫としては初めてゲ
ノムワイドな遺伝子型と表現型との相関解
析を行った。まず RAD-seq により各 RIL の
ゲノム情報を取得し、既報のマツノザイセン
チュウ（Ka4株）ゲノムデータを利用してマ
ッピングを行った。上記 19 株より抽出した
ゲノム DNAを RADシークエンスに供し、ゲ
ノムワイドな遺伝子型の解析を行った。これ
までに、全株で合計約 3000 万リード（各株
から平均約 150万リード）、1,066の遺伝子領
域から 25,144座位の SNPを検出している。 
本研究で新規に作出したマツノザイセン
チュウ近交系（組換え近交系含む）は、今後
本病害の病原機構を解明する上で非常に有
用な研究材料となることが期待される。 

図 1．同定されたタンパク質の概要 

図2．寄生線虫種間における比較セクレトーム解析
（GO解析） 



(4)実験室培養線虫系統および野外サンプリ
ング線虫より分離した細菌のメタゲノム解
析をおこない、そのなかから重要な機能を有
する 3種の細菌を選抜した。これら細菌を標
識し、１．線虫との接着性、２．線虫への酸
化ストレス耐性付与、３．線虫病原力の強化、
について調べたところ、ごく僅かの細菌を体
表面に付着させるだけで、線虫は酸化ストレ
ス耐性が劇的に向上した。これは宿主マツの
防衛反応に対する線虫抵抗力を付加させた
結果であり、本研究をとおしてマツ枯れに関
与する細菌の役割についての新規発見がで
きた。また、マツノザイセンチュウ系統の病
原性の強弱と、植物側の防衛反応である酸化
バーストに対する耐性能力との間に相関が
あることを分子遺伝学的に示すことができ
た。そして酸化ストレスに感受性のマツノザ
イセンチュウ弱病原性系統であっても、マツ
枯れ関連細菌と随伴させることで、酸化スト
レスに対する抵抗性が増すことも示した。以
上の結果から、マツノザイセンチュウはマツ
材線虫病の主病原体であり、特定の細菌を随
伴させることで植物側の病原体感染応答に
対抗することができ、感染を容易に成立させ
ることができるというシナリオが描ける。 
 
(5)強病原力のマツノザイセンチュウ（Ka4）
と弱病原力であるニセマツノザイセンチュ
ウを接種した場合、抵抗性クロマツでは活性
酸素をトリガーとする細胞壁強化の遺伝子
発現がより強く発現し、結果的に抵抗性形質
になる。一方で、感受性クロマツにマツノザ
イセンチュウを接種した場合には、PR 遺伝子
などの生体防御関連遺伝子が過剰に発現し、
過敏感反応によって結果的に枯死に至る。ま
た、ニセマツノザイセンチュウを接種した場
合には、PR 遺伝子などの生体防御関連遺伝子
は過剰に発現せず、抵抗性マツと同様に活性
酸素をトリガーとする細胞壁強化の遺伝子
発現が早期により強く発現し、結果的に抵抗
性形質を示すことが分かった。抵抗性クロマ
ツおよび感受性クロマツにおける線虫への
防御反応の違いは、線虫の病原力によって
「発現する遺伝子のタイミング」と「発現量」
が大きく影響することが分かった。 
 

(6)皮層樹脂道のダメージ進展は抵抗性クロ
マツと感受性クロマツで差がなかった。一方、
皮層組織・形成層・木部柔組織での細胞破壊
は抵抗性クロマツで進展が遅れ、結果として、
線虫の増殖も抑制されていた。抵抗性・感受
性ともにダメージを受けた細胞では直ちに
架橋結合型タンパク質の蓄積が観察された。
架橋結合型タンパク質は細胞壁の強化に関
わり、抵抗性クロマツで高発現することが報
告されている。抵抗性クロマツではダメージ
の範囲が長期間小さく維持され、周囲でリグ
ニン化が起こっていた。抵抗性クロマツの抵
抗性メカニズムとして、構造的あるいはタン
パク質レベルでの応答によって感染初期か

ら細胞破壊の拡大が遅く、結果として、リグ
ニン化等の強固な防御壁の形成が間に合い、
そのことがさらに線虫の移動・増殖を抑制す
るものと考えられた。結論として、抵抗性に
は感染初期から細胞破壊を遅らせるメカニ
ズムが重要であることが示唆された。 
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