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研究成果の概要（和文）：本研究では、植物感染性センチュウを用いた分子遺伝学的研究手法の確立を行った。さらに
、センチュウ感染過程における、植物細胞の脱分化、多核化、再分化過程における分子機構に焦点を当て、その分子機
構にせまるべく、エフェクタータンパク質のプロテオーム解析、また、候補遺伝子を用いたY2Hスクリーニングを行っ
た。

研究成果の概要（英文）：In order to establish the plant parasitic nematode as a model organism for the ana
lysis of plant-nematode interaction, we have tried to culture the nematode, to sterilize the nematode, and
 to perform whole mount in situ hybridization test, to identify effector proteins by using proteome techni
que. Further, by using effector protein candidates, we performed Y2H screening, and identified some effect
or protein binding proteins.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 

植物感染性センチュウは、農業的に大き

な損害を与えるために、これまでに、農

学的研究が行われてきた。国内では、農

作物におけるセンチュウ被害報告をうけ

て、その原因となるセンチュウを同定し、

再分類する研究が精力的に行われている。

また、作付け時期の改良等によるセンチ

ュウ感染被害軽減に関する研究が行われ

ている。一方、海外では、そのセンチュ

ウ感染過程における分子機構の解析も行

われている。これまでに、センチュウ感

染耐性を示すトマトから、Mi遺伝子が単

離され、NB-LRR 遺伝子をコードするこ

とが明らかとなっている。また、センチ

ュウ感染に伴って、植物側の遺伝子発現

の変化をジーンチップ等のオーム解析に

より明らかにし、植物側の応答因子に関

する知見も得られている。さらに、セン

チュウ感染に伴い、センチュウから、様々

なイフェクタータンパク質が植物細胞に

注入されるが、それらの因子についても、

徐々に、情報が蓄積しつつある。 

 しかし、センチュウを培養するために

はトマトなどの作物に感染させる必要が

あり、センチュウの培養、維持が難しい

という難点があった。また、センチュウ

を滅菌するためには、次亜塩素酸ナトリ

ウムなどの薬剤を用いることができず

（センチュウの飲害）、1 匹ずつ毛針で釣

り上げる必要があり、大量の滅菌センチ

ュウを用意するのは困難であった。この

ために、センチュウ感染耐性植物のスク

リーニング等を滅菌状態で行う事は不可

能であり、これまでに、そのような、網

羅的分子遺伝学的解析が行われた例はな

かった。 

 

２．研究の目的 

これまでに、高等植物のモデル生物とし

てシロイヌナズナが爆発的に普及した。

また、根粒形成を行うマメ科植物ではミ

ヤコグサ、陸上基部植物ではゼニゴケが、

その他単子葉植物としてのイネやクラミ

ドモナスなど多くのモデル植物により、

植物の様々な生理的局面における分子機

構が明らかとなってきた。 

 一方、植物の進化、植物の生長を考え

る上で、多細胞動物と植物との相互作用

に関する研究は余り多くない。これまで

に、花粉を媒介する昆虫を利用した生態

学的解析等が行われているが、様々な分

子メカニズムを解析するためのモデル実

験系は存在しなかった。多細胞動物と多

細胞植物の相互作用研究は、特殊な発生

変化や生理応答を引き起こすため、植物

の遺伝子機能のさらなる解析も期待でき

る。 

 本研究では、植物感染性センチュウを用

いた分子遺伝学的研究手法の確立を行った。

さらに、センチュウ感染過程における、植

物細胞の脱分化、多核化、再分化過程にお

ける分子機構に焦点を当て、その分子機構

の全体像を明らかにし、植物遺伝子の新た

な機能に関する知見を得ることを目的とし

た研究を展開した。 

３．研究の方法 

24年度 

現在のところ、感染実験は 50％の確率

でしか成功しない。初年度は、センチュ

ウ培養・滅菌技術の確認を行う。また、

多大なる労力が必要であるので、簡略化

できるように効率化を図った。また、技

術確認と平行し、様々なシロイヌナズナ

の突然変異体を利用し感染効率を測定

し、様々な GFP等マーカーラインを利

用し、センチュウ感染初期の Giant Cell 

形成時にどのような分子イベントが起

きているかを調査した。また、スクリー

ニングにより既に得ているセンチュウ



過剰感染突然変異体の単離を試みた。 

25年度 

大量培養・滅菌が可能となるように、シス

テムを構築し、検証した。一方、センチュ

ウ感染初期の Giant Cell 形成時の分子機

構の解析を続け、関連遺伝子の形質転換体

の評価を行った。さらに、センチュウ過剰

感染突然変異体の原因遺伝子の同定を目指

した。 

４．研究成果 

本研究では、まず、培養技術と滅菌技術の改

良を行った。これまで用いていた密度勾配遠

心による精製を省き、フィルター濾過を用い

た手法の導入により、簡素化が図れた。さら

に、滅菌作業において、抗生物質を導入する

ことで、より長期間の線虫培養（１ヶ月程度）

においても、無菌状態を保てることが明らか

となった。 

 さらに、このような滅菌線虫を用いること

で、シロイヌナズナの様々な突然変異体やマ

ーカーラインを利用して、その線虫感染過程

の分子機構を調査した。感染効率検定は、現

在のところ、まだ、不安定であるが、clv1 突

然変異体は、安定して線虫感染耐性を示すこ

とがわかった。また、マーカーラインを用い

ることで、オーキシン、エンドサイクル等に

関わる遺伝子群が、感染領域で発現常勝して

いることが明らかとなった。 

 また、線虫に過剰感染を示すシロイヌナズ

ナのスクリーニングをおこない、多くの候補

突然変異体を得た。また、これを用いて、次

世代シーケンサーによる全ゲノム配列の決

定を行った。さらに、マッピングも進めてい

るが、現在のところ、原因遺伝子の特定には

いたっていない。 

 一方、J2 ステージの植物感染前の線虫をカ

テコールに浸潤させ、エフェクタータンパク

質をはき出させることにより、エフェクター

タンパク質を集め、プロテオーム解析を行っ

た。その結果、様々な因子が単離出来たが、

その中でも、MSP7 に注目した解析も展開した。

MSP７は機能未知のタンパク質であるが、Y2H

スクリーニングにより、B3型転写因子と結合

することが明らかとなった。また、B3 遺伝子

は線虫感染領域で発現が上昇することが、

RT-PCRとGUSマーカーラインを用いた解析か

らわかった。さらに、whole mount in situ

により、MSP7 が Pre-J2 ステージから、J3 

stage まで、唾液腺付近で発現していること

も明らかとなり、エフェクタータンパク質と

して機能していると考えられる。さらに、B3

転写因子の過剰発現株を用いて RNA seq を行

い、GO 解析の結果、多くのデフェンスや環境

応答因子の発現が上昇していることが明ら

かとなった。これらのことから、MSP7 は、植

物のデフェンス能力を抑制することで線虫

感染過程をサポートしていることが示唆さ

れた。 
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