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研究成果の概要（和文）：世界の森林生態系に大きな影響を与え続けるマツ枯れ病は、マツノザイセンチュウが
種病原体であり、各地域のMonochamus属カミキリがベクターとなって病気を蔓延させている。本研究では、マツ
枯れ病環境下におけるマイクロバイオームの多様性を示すだけでなく、植物における病原体感染時の初期防衛反
応である酸化ストレス応答に注目しながら、細菌の有するユニークな生態学的機能を分子遺伝学的に示すことが
できた。

研究成果の概要（英文）：The pine wilt disease continues devastative influence on the forest 
ecosystem of the world. The causal agent is the pine wood nematode Bursaphelenchus xylophilus, 
spread mainly in East Asia and Europa by Monochamus beetles. In this project, we showed the dynamics
 of microbiomes under the pine wilt disease environment. We also revealed its unique ecological 
function by molecular genetic approaches, focusing on the oxidative stress response that is the 
initial defense reaction in plants against pathogenic infection.

研究分野：森林科学
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１．研究開始当初の背景 
（１）病原体の侵入を受けた宿主植物は、ヒ
ドロキシラジカルや過酸化水素水といった
酸化ストレス性化学物質を速やかに産生す
る酸化バーストによって、初期防衛反応とし
て病原体に対抗することが一般的に知られ
ている。マツ材線虫病の病原体であるマツノ
ザ イ セ ン チ ュ ウ （ 線 虫 の 1 種
Bursaphelenchus xylophilus）が、マツ樹木
体内に侵入した瞬間から、線虫と宿主マツと
の間で種々の攻防が繰り広げられる。このと
き、マツ宿主では酸化バーストが検出され
（Iwahori et al. 1993）、マツノザイセンチュ
ウからは抗酸化酵素等の防衛タンパク質が
多く分泌されることが報告されていた
（Shinya et al. 2013）。したがって線虫の病
原性やマツ宿主の抵抗性は、酸化ストレス応
答を指標として説明することができるので
はないかと当初考えていた。 
 
（２）また、最近特にマイクロバイオームに
注目した研究は様々な生物学領域において
非常に盛んであり、細菌の多様性だけにとど
まらず、宿主に対する重要な機能・役割に関
する認識もますます高まってきている。世界
の森林生態系に大きな影響を与え続けるマ
ツ枯れ病を、マイクロバイオームとその機能
解析を通してみてゆくうえで、酸化ストレス
防衛反応・解毒代謝機構に視点を当てれば、
線虫・宿主マツ・細菌の 3者間でみられる役
割をはっきりと浮き彫りにすることができ
のではないかと考えて本研究を発案した。 
 
２．研究の目的 
（１）マツ材線虫病の種病原体はマツノザイ
センチュウであり、各地域に生息する
Monochamus 属カミキリがベクターとなり、
本病を伝播・拡大させている。マツノザイセ
ンチュウには病原性の異なる系統が存在し、
マツ実生苗を利用した人工接種試験によっ
て、マツ枯死率の差として線虫系統間の有す
る病原性の強弱が明確に現れる。病原体侵入
に対する植物の初期防衛反応である酸化バ
ーストに耐えることができるかが、マツノザ
イセンチュウ系統間に見られる病原性の強
弱を決定できる要素であることを発見した。
本プロジェクトの前半に、マツノザイセンチ
ュウにおける酸化ストレス関連遺伝子
（ Catalase 、 Superoxide dismutase 、
Glutathione S-transferaseなど）の発現応答
を 実 施 し 、 ま た モ デ ル 生 物 で あ る
Caenorhabditis elegans にマツノザイセン
チュウの当該遺伝子を組み込むことでその
機能解析を実施し、上記発見を遺伝子レベル
で説明することを試みた。 
 
（２）日本とヨーロッパにおける地理的差異
や、マツが健全状態から枯死に至るまでの経
過に沿って、線虫・ベクター昆虫・宿主マツ
の 3者間におけるマイクロバイオームの構成、

すなわちマツ枯れ病環境におけるマイクロ
バイオームのダイナミクスについて、本研究
プロジェクトと並行して実施することがで
きた。培養可能な細菌 35種類の特性を調べ、
3種類（Serratia proteamaculans 2種LCN-4, 
-16と S. marcesecns 1種 PWN-146）の候補
を選んだのち、これらのマツ枯れ病への関与
について精査した。その結果、これらのマツ
ノザイセンチュウ随伴細菌は線虫表面への
強力な付着性がなく、若干量の随伴であって
も細菌が抗酸化酵素を大量に分泌し、病原力
の強弱関わらずすべてのマツノザイセンチ
ュウ系統の酸化ストレス抵抗性を付与する
ことを我々の選考研究で明らかになってい
た（Vicente et al. 2013）。 
したがって、ある種の細菌はマツノザイセン
チュウに随伴し、宿主の酸化バーストから日
和見的にマツノザイセンチュウを守り、病気
の進行を補助している可能性が高いのでは
ないかと考え、酸化ストレス防衛反応・解毒
代謝機構に視点を当てながらその生態と機
能について分子遺伝学的に解析することを
目的に実験をおこなった。 
 
３．研究の方法 
（１）植物が酸化バーストの際に主に発生す
る過酸化水素水を、マツノザイセンチュウ各
系統に処理したのち、処理濃度および時間と
生存率を調べ、また各種酸化ストレス関連遺
伝子（Catalase、Superoxide dismutase、
Glutathione S-transferase）の発現応答を
リアルタイムqPCRによって評価した。また、
植物宿主の酸化バーストに対する抵抗性を
発揮する際に、特に重要だと考えられるカタ
ラーゼ遺伝子であることがわかったので、マ
ツノザイセンチュウゲノム中に存在してい
た 2種類の当該遺伝子の CDS を取り出し、モ
デル生物である Caenorhabditis elegans の
カタラーゼプロモーターおよび蛍光タンパ
ク質 GFP と繋げた融合遺伝子を作成し、それ
ぞれ C. elegans に組み込んだのち、過酸化
水素水に対する抵抗性が付与されたかを調
べた。 
 
（２）これまでに本研究室で研究が進められ
てきている細菌 3 種（LCN-4,-6, PWN-146）
について、全ゲノムデータを取得して、その
特性についてコンピューター解析をおこな
った。また、これら細菌を GFP 蛍光標識した
のち、マツ苗およびトマトの根に感染させ、
植物体内における細菌の動態を調べた。細菌
をマツ苗に感染させたのちに、病原力の異な
るマツノザイセンチュウおよび非病原性の
ニセマツノザイセンチュウを感染させ、病徴
進展を観察しながら発病前後に見られる細
菌と線虫、および植物の酸化ストレス遺伝子
の挙動を調べる。さらに、調べた細菌ゲノム
情報をもとに酸化ストレス応答遺伝子ノッ
クダウン株を作成し、樹木内生細菌としての
植物側への作用や病徴進展に対するこれら



遺伝子の関与の有無を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）病原力の強い系統は、弱い系統と比較
して過酸化水素水に対する抵抗性が非常に
高いことがわかった。また、2 種類のカタラ
ーゼ遺伝子（ctl-1 および-2）発現量が特に
大きな差が出てきたことから、マツノザイセ
ンチュウ系統間でみられる、酸化バーストに
対する抵抗性と病原性の強さの差には相関
があることが示された。また、マツノザイセ
ンチュウのカタラーゼ遺伝子2種類をそれぞ
れ C. elegans に組み込んだところ、組み換
え体線虫は過酸化水素水に対する抵抗性が
付与されたことからも、この 2つの酵素の働
きが大きいことが伺える。以上の成果は
「Catalases induction in high virulence 
pinewood nematode Bursaphelenchus 
xylophilus under hydrogen 
peroxide-induced stress」のタイトルで2015
年に PLOS ONE 誌に発表することができた。 
 
（２）マツノザイセンチュウ表面から分離し
た細菌のなかには、カタラーゼ活性が高くて
酸化ストレス抵抗性も高いものが多く存在
した。さらにマツノザイセンチュウ表面に随
伴することで、マツノザイセンチュウの酸化
ストレス抵抗性を付与する細菌も見出して
おり、ゲノム解析および逆遺伝学的解析によ
りその分子機構を解明することを目指して
実験をおこなった。マツノザイセンチュウ随
伴細菌の 1 種 Serratia sp. LCN16 のゲノム
解析の結果、ゲノムサイズは 5.09 Mbp であ
り、予測遺伝子数は 4,804 遺伝子であった。
遺伝子構成を見て、植物内生細菌の特徴を備
えていたこと、酸化ストレス抵抗性遺伝子が
揃っていたことが大きな特徴であり、本細菌
の生態的特徴を反映しているといえる。また、
カタラーゼ酵素をコードする KatA 遺伝子、
およびその転写因子である oxtR 遺伝子をノ
ックアウトさせると、随伴細菌としての特徴
が欠失してしまうことが分かった。以上の成
果は「The genome and genetics of a high 
oxidative stress tolerant Serratia sp. 
LCN16 isolated from the plant parasitic 
nematode Bursaphelenchus xylophilus」の
タイトルで 2016 年に BMC Genomics 誌に発表
することができた。 
 もう 1 種類の細菌 Serratia marcescens 
PWN146 についてもゲノム解析を実施したと
ころ、サイズは 5.48 Mbp であり、予測遺伝
子数は 5,405 遺伝子であった。2 つの巨大プ
ラスミド（139 kb および 61kb）を有してい
たため、Roche Titanium 454 を用いた 3kb 長
のペアエンドライブラリーによるシーケン
スではギャップを埋めることができなかっ
た。PacBio RSII を用いた 20kb ライブラリー
によるシーケンスでゲノム配列を完成させ
た。ヒトや動物の日和見感染症の病原体でも
ある S. marcescens、Serratia sp. LCN16 と

同様、植物内生細菌の特徴を備え、かつ酸化
ストレス抵抗性遺伝子が揃っていた。GFP で
標識した細菌を植物に感染させると、体内に
侵入し細胞間にとどまることも観察でき、植
物内生菌としての生態も有することを示せ、
また線虫とともに本細菌をマツ苗に接種す
ると、腰が促進されるという結果も見られた。
以 上 の 成 果 は 「 Evidences for an 
opportunistic and endophytic lifestyle of 
the Bursaphelenchus 
xylophilus-associated bacteria Serratia 
marcescens PWN146 isolated from wilting 
Pinus pinaster」のタイトルで 2016 年に
Microbial Ecology 誌に発表することができ
た。 
 
 マツノザイセンチュウはもともと北米原
産であると言われており、現地のマツに対し
ては明確な病原性を示さない。しかし近年、
ヒトの経済活動が活発化し、マツ材の輸入と
ともに本線虫が東アジアおよびヨーロッパ
に移入し、共進化の歴史がない各地のマツに
病原性を発揮してしまい、森林生態系に甚大
な被害を及ぼしてしまった典型的な移入種
による疫病である。植物の初期防衛反応であ
る酸化バーストに注目しながら、宿主体内に
侵入する生物を病原体か否かを認識し、そし
て防衛応答により排除するという一連の「線
虫およびマツ宿主間の攻防」を分子レベルで
明らかにできた。次の課題である、マツ宿主
が線虫を病原体か否か認識するメカニズム
を調べれば、外来線虫種による在来マツ樹種
への攻撃性や、あるいは在来種どうしの病原
性を伴わない良好な関係といった、寄生・共
生の進化を理解することができ、マツ材線虫
病の本質にさらに迫ることができると考え
ている。 
また、細菌は生物・無生物を問わず有機的
無機的環境下に広く存在し、何らかの生物間
相互関係を繰り広げながらその環境のバラ
ンスに影響を与えている。動物の腸内および
皮膚に存在する常在細菌同様、宿主マツ、ベ
クターカミキリ、そして線虫といったマツ枯
れ病環境下に存在する細菌の量および種の
多様性は圧倒的であることが分かり、また酸
化ストレス応答に注目することで、病気の進
展にも大きく影響することをクリアに示す
ことができた。 
このような手法や視点からマツ材線虫病
を解析した研究は世界的にも例はなく、本研
究プロジェクトによって切り拓くことがで
きたと言える。 
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