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マッノザイセンチュウ捕提菌による線虫の

捕捉機構および総合防除に関する研究

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　山　中　　　啓

はじめに

　　　　　　　　　　　麿

　本プロジェクト研究については、研究科年報第3号（工980）に詳しく述べた。すなわち。幸の

成立に至る経緯，いわゆるrマツクイムシ。プロジェクト」の研究目標について説明したザ55年

度ユ年間のプロジェクトめ研究成果については、学内プロジェクト特別研究昭和55年度研究報告

（97PP．）1）としてとりまとあたので，詳紬については同報告を参照していた寸きたい。

　本報告においては，昨年度より開始したプロジェクトの組織，1研究成果の概要を中心にしてとり

まとめると共に、’主として国内で同じテーマ，マツノザイセンチュウ，マッノマダラカミキり等に

とり組んでいる他の研究グループの活動状況も併せてとりまとめた。これによらて，我々のプロジ

ェクト研究の位置づけを明らかにしようと思ったからである。

　1　プロジェクトの組織

　本プロジェクト研究は，マツノザイセンチュウ捕捉菌を中核にしたものであるが、舳捉機構の解

明の墓礎研究グルーブと実用化を検討するグループの2つの紐織により遂行されている。

　A．　痛捉接構の解明と有効物質の生産

　文部省科学研究費一般研究（A）および掌内ブoジェク’ト特別研究より研究費の配分を受けて，

55年度の研究を実施した。

　（1）　昭和55年度文部省科学研究費一般研究　（A）

　研究諜魑：マツノザイセソチュウ捕捉菌による線虫の捕捉機構とその有効物質に関する基礎的研

　　　　　　究

　諜魍番号　　　　54000i

　研究代表者　　　山中　啓（応用生物化学系）

　研究組繊と分担研究課魑は下書己の通りである。

研究者（所属） 分担研究謀題

山　中　　　啓　　（応用生物化学系）　捕捉菌の培養と肺捉器官の生化学

椿　啓介（生物科学系）捕捉菌の検索と生態
桑　原　保　〔E　（応川生物化学系）　揃捉菌の生産する坐態活性物質の単雛と1司定
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田　中　秀　夫　（応用生物化学系）

内藤　　豊　（生物科学系）

捕捉菌の培養による有効物質の生産

マッノザイセンチュウの捕捉菌に対する行動反応

　なお，辰巳修三（農林学系）は分担研究者として参加していたが，昭和55年9月ユ2臼死去した

ため、研究組織の変更を申諸し，その削除が1ユ月ユ3日付で承認された。

　本組織の目的は，走査型電子顕微鏡一式を設置して，捕捉菌による捕捉機構を電子顕微鏡により

解明し，同時に補捉菌が生産すると予想される有効物質（殺線虫活性物質，線虫誘引物質等）を分

離。同定し，線虫捕捉菌と線虫との相互関係を線虫の走行性の解析をもとにして解明しようとする

ことにある。
　　　　　　夢
　（2）　昭和55年度学内プロジェクト研究特別研究

　研究課題　：マッノザイセンチュウの化学的および微生物学的制御

　研究代表者　　　山中　啓（応用生物化学系）

　研究組織は下記の通りである。

研究者（所属） 分担研究課題

山　中　　　啓　（応用生物化学系）

椿

田　中

桑　原

内　藤

須賀原

手　塚

啓

秀

保

冗

敬

介

夫

正

豊

裕

（生物科学系）

（応用生物化学系）

（応用生物化学系）

（生物科学系）

（応用生物化学系）一

（化　　学　　系）

捕捉菌の自然環境における動態とセンチュウに随伴す

る細菌

センチュウ捕捉菌の分布と生態

液内培養法による捕捉菌の培養と活性物質の生産

活性物質の精製，単離および同定

セノチュウの走化桂

マッノザイセンチュウに対する行動制御物質の検索

殺線虫活性物質g検索と単離

　本研究組織の目的は・線虫捕捉菌のみならず・更に有効な捕捉菌の検気およ呼既に米田により

発見され，前年度手塚助教授により統括されたセイタカブワダチソウに含まれる殺線虫性成分の総

合的研究，および昆虫誘引性をもつ揮発性有機化合物を用いて線虫の誘引性および忌避効果をしら

べ、更にこれらの有効物質に対する線虫の走化性を定量的に取り扱い，マッノザイセンチュゥの制

御を化学的および微生物学的手法で追求しようとするものである。

　B、線虫捕捉菌を利用する防除法の開発

　昭和55年度文部省科学研究費試験研究（2）

　研究課魑　：マックイムシによる松枯の微生物を導入した総合防除・新技術の闘発

　研究代表者　：　　石塚　晧造（応用生物化学系）

　研究組織は、交付申講警に記載された下記の者で・購成された。た寸し，辰巳修三は前記と同様死

去により分担者より削除することが昭和55年〕月承認された。．
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研究者（所属） 分担研究課題

．石　塚　皓　造　（応用生物化学系）　植物ホルモンの効果およびモデル系を用いた環境影響

　　　　　　　　　　　　　　　　　　評価

石　井　　　弘　（島根大学農学部）　森林環境への影響評価　　　坤一

藤　井　宏　　　（生物科学系）　昆虫等動物への影響評価

山　中　　　啓　（応用生物化学系）　線虫捕捉菌の大量培養

　なお，本報告では，山中を研究代表者とするA、捕捉機構の解明と有効物質の生産についての55
　　　　　　　　　　嬢
年度の研究成果について報告する。

　2　マツクイムシ防脚こ関する最近の研究

　rマックイムシ」の披書状況調査およびその防除に関する最近の研究を，昨年度（工980）を中

心として学会誌よりとりまとめた。その結果「マツクイムシ」に関する研究活動の大要を明らかに

して。我々ブロジェクト研究の粟すべき任務を明確に位置づける’ことができると考えられたからで

ある。現在，松枯れの研究はほとんど我が国に限られていると考えられるので，国内の研究情報で

充分カバーできる。線虫揃捉菌全般については，我が国以外での研究もあるが，マッノザイセノチ

ュウ捕捉菌については，屈内の研究のみと考えている。

　1）　松沽れ被書およびマッノザイセンチュウの発見と分布

　新潟県でマッノザイセンチュウが発見されたのが1977年であり．その後急漣に県下全域に拡大

し，その披書状況が調査され，波書木からマツノザイセンチュウが検出された。2）東北地方では，

！975年に富城県石巻市に，1976年に福島県下で発見されたが、現在までの4－5年間のマッ材

線虫病の分布が調査された。3）その結果から，マツ枯れの発生と年平均気温，MB指数の他，

東北地方においては，マッノマダラカマキリの羽化脱山闘姶期から産卵終期までの間に．日平均気

温25．C以上の日数が最低1b日間あれば材線虫病の発生が高くなるとされた。特にマッノザィセ

ンチュウの低温耐性の試験結巣は，我々の研究においても参考とすべき点が多い。すなわち，当地

方の越冬線虫はほ川00％分散型第3期幼虫（Lm）であり、高い低温耐性を示し，凍結状態でも

5．Cの場合とほ∵変らない増殖力を有していた。3パ）激害型枯損状態を呈した和歌山県の被普

とマッノ4イセンチュウの検出・分布が調査された。5）波害拡大の様相とまん延防止にっいて．’

筑後平野中央部についての調査結果が発表された。6）

　更に林業試験場の真富線虫研究室長は，アメリカ，ミズリー州のマッ枯死木中の線虫試料につい

て．これがマツノザイセンチュウであることを同足した。7・8）その分布は，アーカンソー，イリ

ノイ，カソザス，ケソタッキー，ミズリー、ニューヨークの6州7）の他。フロリダ，アイオワ，

ルイジアナ、メリーラソド、ベル1ノルバニアおよびテキサスの計12州に及んでいるという。ど）
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一　　　　材線虫病の発生と亜硫駿ガスによる急性書との関係について比較がされた。9）

　　　　　2）　松くい虫の天敵

　　　　　松くい虫（マッノマダラカミキリ）の天敵を利用する生物的防除法の手がかりとして，天敵昆虫，

　　　　天敵微生物，捕食鳥類10）の他、カミ÷リ成虫寄生のダニが報告された。1王）このダニ類のなかに。

　　　　線虫捕食性ダニが見出されている。10）既に米田はマツノマダラカミキリよりダニ類を見出し，ケ

　　　　ナがコナダニを用いて。線虫捕捉菌をマツにとりこませるこころみをしている。12妻

　　　　　3）　マッノマダラカミキリ誘引性物質

　　　　．アカマツおよびクロマツの幹にパラコートを注入すると。多量の松ヤニ（オレオレジン）が分泌

　　　　されるが，同時にマッノマダラカミキリを誘引することが，山崎，岡本等により発表された。13）
　　　　　　　　　　　虜
　　　　更に松材中の誘引注物質が検討された。14）今まで各種キクイムシ（松喰虫）に対して有効とされ

　　　　ているモノテルベン類単独では大きな効果がないが．これにエタノールを加えると誘引性が約10

　　　　倍高くなった。たvしエタノールには誘引桂が全くない。

　　　　　4）　材線虫掩提菌

　　　　　我々とは独立的に÷ツノザイセンチュウ捕捉菌が林業試験所の田村弘忠により発見された。15，16）

　　　　田村はユ976年に千葉県の線虫により枯死し’たグロマツの材のマッノマダラカミキリの鏑室周辺材

　　　　より偶然に発見し，正5）その後茨蝕県下の枯死木より3種の捕捉菌を見出している。1ケの蠣室

　　　　より2，3種の捕捉菌が見出されるという。15）19プ6．年に分離した菌はDo的！θ〃αムψo∫仰o

　　　　であった！）’1978年以降の調査では，師室周辺材より舳・伽ぴ2種とDα的！…

　　　　クめ帥ん～o　が分離された。亘6）それらの線虫捕捉法は，ル肋70此的3の1壷は粘着性分枝法

　　　　（トリモチ式）、他の1種は緊縮性環状捕捉器官による方法（クビワ式），Do的／θ〃oクo／μ助olo

　　　　が羊占着性網状捕捉塞官による方法（モチアミ式）であるという。前者のル肋705oまγツ3　の捕捉方法

　　　　は我々のA肋ブo5o加ツ3　と類似しているようであるが，その発見部位が異なるため，生態系におけ

　　　　る本捕捉菌を位置づけをする場合に，同時に取り扱うことが困難である。真富。田村の菌はアカマ

　　　　ッの枯死木の蝸室周辺材であり，我々は健全ブカマツの松樹脂より分離したものである。

　　　　00的”く0ム2的8卿0　はマツノマダラカミキリから分離した耐久型幼虫から高頻度で検出され、

　　　　耐久型幼虫のある数は環状の捕捉器官をつけたま＼，マツノマダラカミキリに乗り移っでいるとい

　　　　・　16）
　　　　つo

　　　　　この点からは、捕捉菌のうち，I0ξ的加”0乙ψ0ψ070　は生態系のなかに位置づけできるかもし

　　　　れない。しかし．真冨・田村により発見された肺捉菌はすべて枯死木より採取されたことを・考える

　　　　と，生態系のなかに組込まれても，その線虫揃殺効巣はさほど強カではなく、線虫数の制釦ζ若干

　　　　の効力を持つ程度ではなかろうか。’

　　　　　5）　松沽れの機構一毒素説

　　　　　線虫によるマツの枯損機構について，奥は線虫により代謝された物質が毒化する毒素説を説えて

　　　　いる。18’20）部分精製毒素をマツ苗木に吸収させると，病原線虫を凄種したときと同様の症状を示

　　　　すこと，および雅素をマッのブoトプラストに添加すると原形質膜が破壊される等，植物病理学的
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( 2 ) i~~3~~~~i~:lCJ~~~~~~:~~~)~=~~~:~~ii5~~'^{~:~~:4~j~:~~CD~k~i~~ C~elf~I~k~)j4t~~:~~~ EEiCl~~~;5~~~~C~:) 

~j~~il~ Czapek- Dox t~i:~ti~~~f~~~< ~~=~ Lf~-~+~~. CtLiC~~~:J:~;L (O. 2 ~) ~,~~IJO-t~~:,11E: 

+ CcDL~~+-~1~~~~~.~~,~~ (U ~~~~~+ ~ ･ 7' F~)~_s) ~;J~.(fC ~~~lCtl~~~:U 4 - 5 El~~~:*~~:~i~:~T U -
'~. 

tLIC~~~icL~;~ ( O 2 ~~) ~~~O~~~ti~1C~~~=~~~cO~~:. Al~~~~l~,fiAV^1C~j~~i~,~~P~~~:~:~~ ~~: 

(~~l~~~z~~~ 2~:~ii~~E=~~ IC ~r~7 ~ /~,~;~~J~-t~ C ~~~i~i=L~.Z~ tL, ~~~tLf*"~~~~:, ~7 ~ l/~,~(v.* 
= 

~~~C~~~iB~~~･lCt~~-t..･･. ~ic~{LtJo)t;i7 ~ )1~i, ~i~~l~', t,~r~)/, pABA . =~~~'y~~~, ~ 

'J F~~//, ~y h~y~~:. 'f / ~/ h -)v, *J r}~~7 5 t:"y. T;~:7)vt:'y~~1~~:;~~* Uf~"~+. C~)~~ 

.~~1~, Arthrobotrys andlonia :~;J;Cf A. oligospora ~i~Z=~lc~7 ~ ;/~~*~~:~~-t~ C ~ ~-~~(~,~ 

~i, ~~~i~~~~ ~~]B~~lc tr;t ~ y~~~:~~~~,~~~: I~-~~ Uf~~~~ . 28 ) 

- ~]!~~~i~~:~~~~~~:ICIC, ~~::~~~~~F~)~~~-･t~:Uf,_"~~:~~, ~~!~~~~~~i~~:I~5 EI~~~~~;~~if~23 28 C~~t* 
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~~U, ~~:c7i~cD~~~~~'{~25-26'C~~:~~-t*-･. t~~~i, 30 C~~i~l*~~~~~~:~~~~t~~+ ~~j~~)~~~~~ 

pH I~ 4 :~;J~()i 6 - 8 ~:l~ ~:~l~~cD~~:;~~:~:~i~~~)tL, pH 5 ~SJ;Cf 9 I~~~ ~~~ ~ , pH 3 ~~l~~ < 

~~~:~~==,*^~'~~) ~)tLt~~~>-f*'-. ~~AJ:L~)~~:~;;~:~ ~: Ic, '/~ ~ - ' 7 7 -)( )/t~ -{CJ(~;~l~~:~;~~~~~~t~:~ 

~~~:~~.~;~c U /,_" . 

,7~;~:]~~~~i~lCJ;~~~~~:~!~c{~iCi~~~~~~~l~:~~~~~~i<--~i=*so~~)~)tL~ ~~~~~.~~~.<'.~: ~~~l~~~~~~:fT 
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CD 1 ~~~~~C~1~. 
(3) f~~~;~:(D~l~~~~~L~:IC:~rfJ~~l~~ (J~~f~]~1;~ZJ4t~~~: LLICA ~:~:~i~) -

a. ~~:~~~:t~~;~~".~~ iC J; ~ ~~E~:a)~~~ 
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cD~:~~J~lC~~]=~l LC~~:fi~I UIC~+ J~ . ~~~f~It~~J~ ~ ~~~~~~~~ U~~~¥ ~.~~~+.t~~~~~ 150 ~1~c~!. '/ ~' - Il 
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' , 

( 4 ) r~~~~)J~~~)~:~~~~J;CF[~~~ (JL~fA~E~~g4t~~:.~f~~~: ~r~~~;IEi~i~C~~:) 
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一　　と捷足された。現在、同定にまで到っていないため，培養による生産の最適条件が決められていな

　　　い。従って，培養により力価の変動があり，同定を困難にしている四本年度に是非解決したい問題

　　　である。

　　　　b．　アルキルアミンの殺線虫活性．

　　　　各種有機化合物のマツノザイセソチュウに対する殺線虫活佳を検討した結果，アルキルアミン類

　　　に共通した強い殺線虫活性を認めた。炭素鎖の増加とともに活桂が増し，．直鎖飽和化合物ではヘキ

　　　サデシルァミイ・不飽和化合物ではオレ似アミンとその誘導体の活性が高かっ㌔N∵チルオ

　　　レイ！レァミyのLC50は5．08xユr6であり，現在までに知られている殺線主性天然化合物中最

　　　高値を示した。

　　　　　　　　　　　戯
　　　　　（5）マッノザイセンチュウに対す予行動制甲物質（応用生物化学系琴賀原干三教苧）’

　　　　オレイン化合甲の誘引定離を岬し・モノオレイン・．㍗準、オレイル㍗㌃ルに誘引

　　　活性を認めた。今後供試線虫ρ令をと＼のえることおよびin　ViVOにおける誘引との関連が残され

　　　た間題である。

　　　　　（6）　マッ！ザイセンチュウの走化控性物科学系　内藤　豊教授）

　　　　マッノザイセンチュウの松の樹幹内での移動およびマツからマッノマダラカミキシそして再びマ

　　　ッといった特定の場所への移動および分布の機構を解明するためには．，個々の線虫の行動および走

　　　化性を解折することが重要である。線虫は蒸留水中では体を届曲しても虫体は前進しない。虫体周

　　　辺の構造物を押してその反射用で始めて前進が可能となる。構造粘性体として寒天、高粘栓液とし

　　　てメチルセル0一ス液中での行動を顕微鏡下に観察し，ビデオに記録して解折した。

　　　　　（7）　走蒼型電子顕微鏡によるマツノザイセンチュウの捕捉碑構応用生物化学系　山中　啓

　　　教授）

　　　　走査型電子顕微鎧により捕捉状況を詳細に観察した。センチュウを添加20－30分後に既に菌糸

　　　体より分岐した捕提器官によりセソ’チュウは補捉される。伸捉部位には粘性物質の存在が認められ

　　　る。しかし・〃肋706067ツ3　0！6905卿αで報告されているような坤捉環を認めることゲできず・新

　　　しい捕捉方法ではないかと考えられる。また楡捉された線虫は，…’～2日後には体表面に無数の突

　　　起が認められ，虫体より新しく菌糸が虫体の表皮を突き破．って．伸長することも観塞した。

　5　今彼の；巣題

　本捕捉菌の示す強力な殺線虫力は．本菌の生産する殺線虫物質によるものと考えられる。本物質

の培養による生産，そしてその単離および構造決定を出米れば本年度中に達成したい。ま’た本菌の

補捉機構をより詳細に観察するとともに，生化学的アブ0一チを活用して解明したいと計画してい

る。
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写真は揃捉菌によるマ！ノザイセンチュウの補捉状況（走査型宛子顕微鏡）

（センチュウ添加30分後に固定）
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