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略語一覧 

 

・OH：ヒドロキシラジカル hydroxyl radical 

1,3-D：1,3-ジクロロプロペン dichloropropene 
1O2：一重項酸素 

6PGDH：6-ホスホグルコン酸デヒドロゲナーゼ 6-phosphogluconate 

dehydrogenase 

ABC transporter：ATP 結合カセット輸送体 ATP-binding cassette transporter 

AChE：アセチルコリンエステラーゼ acetylcholinesterase 

α-terthienyl アルファ-ターチ（テルチ）エニル：2,2':5',2''-Terthiophene 

APX：アスコルビン酸ペルオキシダーゼ ascorbate peroxidase 

ARE：抗酸化剤応答配列 antioxidant response element 

ATTKL1：Arabidopsis thaliana トランスケトラーゼ transketolase-1 

BBT：5-（3-buten-1-ynyl）-2,2’-bithienyl 

BBTOAc：5-（4-acetoxy-1-butynyl）-2,2’-bithienyl 

BBTOH：5-（4-hydroxy-1-butynyl）-2,2’-bithienyl 

BPT：2-（but-3-en-1-ynyl）-5-（penta-1,3-diynyl）-thiophene 

BRAP：Breast cancer 1（BRCA1）-associated protein 

bZip：ベーシックロイシンジッパーbasic leucine zippe 

Cas：CRISPR-associated 

CeWDR-23：Caenorhabditis elegans のWDR-23 

ChE：コリンエステラーゼ cholinesterase 

CLSM：共焦点レーザー顕微鏡 confocal laser scanning microscope 

CN：シストセンチュウ cyst nematode 

CNC：cap‘n’collar 

CRISPR：clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

CTL：カタラーゼ catalase 

CYP：シトクロム cytochrome P450 

DAF：abnormal dauer formation 

dauer：耐久型幼虫 dauer larva 

DCF-DA：2',7'-ジクロロジヒドロフルオレセイン二酢酸 dichlorofluorescein 

diacetate 

DDB：DNA binding protein 

DDT：dichloro diphenyl trichloroethane 

DIC：ノマルスキー微分干渉顕微鏡 differential interference contrast microscope 

DMSO：ジメチルスルホキシド dimethyl sulfoxide 
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EC50：半数効果濃度 Effective Concentration 50 

EDTA：エチレンジアミン四酢酸 ethylenediaminetetraacetic acid 

EGF：上皮成長因子 epidermal growth factor 

EMS：エチルメタンスルホン酸 ethyl methanesulfonate 

EOR：egg-laying defective-1（egl-1）suppressor 

EPN：昆虫病原性線虫 entomo-pathogenic nematode 

EU：欧州連合 European Union 

EZR：Easy R 

FAO：国際連合食糧農業機関 Food and Agriculture Organization of the United Nations 

G. pallida：ジャガイモシロシストセンチュウ 

G. rostochiensis：ジャガイモシストセンチュウ 

G6PD：グルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼ glucose-6-phosphate dehydrogenase 

GCK：germinal center kinase 

GDH：グルタミン酸デヒドロゲナーゼ glutamate dehydrogenase 

gep変異体：gst 発現異常変異体 abnormal gst expression mutant 

GFP：緑色蛍光タンパク質 green fluorescent protein 

GPX：グルタチオンペルオキシダーゼ glutathione peroxidase 

GSH：還元型グルタチオン glutathione 

GSSG：酸化型グルタチオン 

GST：グルタチオン S-トランスフェラーゼ glutathione S-transferase 

H2O2：過酸化水素 hydrogen peroxide 

HPGDS：ヒト造血器型プロスタグランジンD合成酵素 hematopoietic prostaglandin 

D synthase 

hyp：下皮（細胞）hypodermis（cell） 

IC50：半数阻害濃度 median inhibitory concentration 

IPM：総合的病害虫（有害生物）管理 Integrated Pest Management 

IPTG：イソプロピル-β-D（-）-チオガラクトピラノシド Isopropyl-β-D（-）-

thiogalactopyranoside 

J2：第 2期幼虫 second stage juvenile 

Keap1：ケルチ様 EHC 関連タンパク質 Kelch-like-ECH-associated protein 1 

L1：第 1期幼虫 first stage larvae 

L2：第 2期幼虫 

L3：第 3期幼虫 

L4：第 4期幼虫 

LC50：半数致死濃度 Lethal Concentration 50 

LD50：半数致死量 Lethal Dose 50 
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M. arenaria：アレナリアネコブセンチュウ 

M. hapla：キタネコブセンチュウ 

M. incognita：サツマイモネコブセンチュウ 

M. javanica：ジャワネコブセンチュウ 

MDA：モノデヒドロアスコルビン酸 monodehydroascorbate 

MDH：リンゴ酸デヒドロゲナーゼ malate dehydrogenase 

MDHAR：モノデヒドロアスコルビン酸レクターゼ monodehydroascorbate 

reductase 

N2：C. elegans野生型 Bristol strain 

NAD（P）H：ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（リン酸）nicotinamide 

adenine dinucleotide（phosphate） 

NGM：nematode growth medium 

NLS：核移行シグナル nuclear localization signal 

Nrf：NF-E2-related factor 

O2
−：スーパーオキシド superoxide 

OP50：Escherichia coli OP50 株 

Ov-GST-3：回旋糸状虫 Onchocerca volvulus の GST-3 

P. penetrans：キタネグサレセンチュウ 

PA：ピロリジジンアルカロイド pyrrolizidine alkaloid 

PSMO：多基質モノオキシゲナーゼ polysubstrate monooxygenase 

POD：ペルオキシダーゼ peroxidase 

PPN：植物寄生性線虫 plant parasitic nematode 

PPP：ペントースリン酸経路 pentose phosphate pathway 

PRDX：ペルオキシレドキシン peroxiredoxin 

PWD：松枯れ病 pine wilt disease 

PWN：マツノザイセンチュウ pine wood nematode  

RFP：赤色蛍光タンパク質 red fluorescent protein 

RKN：ネコブセンチュウ root-knot nematode 

RLN：ネグサレセンチュウ root-lesion nematode 

RNAi：RNA干渉 interference 

ROS：活性酸素種 reactive oxygen species 

Sf-21：鱗翅目卵巣細胞 lepidopteran ovarian cell 

SKN：skinhead family member 

SL：セスキテルペンラクトン sesquiterpene lactone 

SNB：synaptobrevin 

SOD：スーパーオキシドジスムターゼ superoxide dismutase 
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T. erecta：アフリカンマリーゴールド 

T. minuta：ワイルドマリーゴールド（シオザキソウ） 

T. patula：フレンチマリーゴールド 

T. tenuifolia：メキシカンマリーゴールド（テヌイフォリア） 

Tagetes spp.：マリーゴールド marigold 

Tn5B1-4：鱗翅目卵巣細胞 lepidopteran ovarian cell 

TNT：トリニトロトルエン 2,4,6-trinitrotoluene 

UGT：UDP-グルクロノシルトランスフェラーゼ glucuronosyl transferase 

UV：紫外線 ultraviolet 

WDR：WD40リピートタンパク質 repeat protein 

WNK：with no lysine（K） 

XOD：キサンチン-オキシダーゼ xanthine-oxidase 
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Introduction 

爆発的な人口問題を抱える中で、品種改良や化学肥料を用いた「緑の革命

Green Revolution」により、農作物の大量生産が可能になった現代、植物は我々が

消費する食物の 80（％）を占める一方、食用作物の 40（％）が病気や病害虫に

よって失われているとされ、気候変動や人間の経済活動による病原体の拡散も

重なり、植物保護の重要性がますます高まっている（FAO, 2019; Pingali, 2012）。

作物は 23,000年前には栽培されていたとされるが（Snir et al., 2015）、植物の病

変も古くから知られており、世界最古の記録は、752年の孝謙天皇の和歌（植物

ウイルス）とされる（井上, 1983; Saunders et al., 2003）。19世紀半ばにアイルラ

ンドで発生したジャガイモ飢饉 Irish potato famine も疫病菌（Phytophthora 

infestans）が原因であり（Haas et al., 2009）、日本における、寛正（1460年）とい

った大飢饉も、天候異常による病害虫の大発生が原因の一つで、特に享保（1732

年）は、ウンカ（イネの害虫）の大発生により 100万人が餓死したとも言われて

いる（中島, 1974; 岡本, 1992）。農薬に関する最古の記録は、「家伝殺虫散」（1600

年）とされるが、江戸時代の多くの防除法は不安定で、害虫が発生しても、神頼

みするか、労力をかけて手で取るしか対処法がなかったため、次第に薬剤防除が

望まれるようになった（岡本, 1953, 1992）。享保飢饉を契機に、ウンカの注油駆

除も普及したとされる（岡本, 1992）。しかし、現代に続く農薬の基盤ができるに

は、明治まで待たなければならなかった（大田, 2013）。 

人口増加に対応するため、労働時間を削減し、限りある農地で効率的に収量を

確保するには、農薬は不可欠である（Nishimoto, 2019）。世界の農薬市場額は年

間 500-600 億 US ドル、成長率は 3.8（％）と言われており、今後も成長してい

くと考えられている（Nishimoto, 2019; Phillips McDougall, 2018）。生物農薬市場

は全体の 5.6（％）にとどまっている（Nishimoto, 2019）。また、日本全体の農薬
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市場額は約 3,700 億円である（廣岡, 2019）。しかし、規制強化により開発費が

年々増加しており、十数万化合物に 1 つとも言われる新規剤の開発には、平均

2.86 億 US ドル、11.3 年の期間を要すとされ、農薬開発は厳しさを増している

（Nishimoto, 2019; Phillips McDougall, 2016）。 

植物寄生性線虫 Plant parasitic nematode（PPN）は世界で最も深刻な農業病害虫

であるとされ、ナス科（トマト、ジャガイモ、コショウ等）のような経済的に重

要な幅広い作物種に寄生し（Sato et al., 2019）、農業被害額は世界で年間 800-1000

億 US ドルと推定されている（Degenkolb and Vilcinskas, 2016; Jones et al., 2013; 

Oka et al., 2000）。線虫による損失は収量全体の 12.3（％）に相当する（Singh et 

al., 2015）。線虫は地球上で最も多く生息する動物であると言われており、三胚葉

性・左右相称の線形動物 Nematoda門に属し、土壌コミュニティにおいても主要

な位置を占めている（Bardgett et al., 2014; Ishibashi, 2002; van den Hoogen et al., 

2019）。最近の研究では、4.4 ± 0.64 × 1020頭の線虫が地球の表面土壌に生息して

いるとされ、これは地球上の全ヒトバイオマスの 82（％）（約 0.3 ギガトン）に

相当する（van den Hoogen et al., 2019）。線虫は、約 11 億年前に節足動物 Arthropod

と脊索動物 Chordate から分岐したとされる（Wang et al., 1999）。既知種は 24,783

種が報告されているものの（Zhang, 2011）、細菌を摂食する自由生活性（自活性）

線虫に加え、動物や植物に寄生する寄生性線虫など、多様な生態が報告されてお

り、多様性は 1億種を超えるとも言われている（Ishibashi, 2002）。最古の線虫化

石は、1 億 2,000 万年～1 億 3,500 万年前の昆虫に寄生した状態で見つかってお

り、これは動物-動物内部寄生の最古の例と言われている（Poinar et al., 1994）。

人間との関係も古くから知られており、紀元前 2,700年の中国に寄生性線虫（回

虫）の記録がある（Maggenti, 1981）。線形動物門は、主に陸生の幻器綱 Secernentea

と海生の尾腺綱 Adenophoreaに分けられるが、分子系統解析から、寄生性線虫は
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自由生活性から複数回、独立に発生したと考えられ、農業上重要な PPN が属す

るティレンクス目 Tylenchida は幻器綱 Secernentea に分類されている（Blaxter et 

al., 1998）。PPN のうち、（1）ネコブセンチュウ Root-Knot Nematodes（RKN）

（Meloidogyne spp.）、（2）シストセンチュウ Cyst Nematodes（CN）（Heterodera と

Globodera spp.）、（3）ネグサレセンチュウ Root-Lesion Nematodes（RLN）

（Pratylenchus spp.）が科学的・経済的観点から重要視されている（Jones et al., 

2013）。（1）RKN（e.g. サツマイモネコブセンチュウ M. incognita）は根に侵入し、

根細胞を「巨大細胞 giant cell」に再分化させ（Sato et al., 2018）、名前の通り、根

に「こぶ knot」を形成し、商品価値を失わせる。（2）CN（e.g. ジャガイモシス

トセンチュウ G. rostochiensis、ジャガイモシロシストセンチュウ G. pallida）は、

死亡雌の体がシストとなり、卵中で第 2 期幼虫 second stage juvenile（J2）を休眠

保護することにより、土壌中で何十年と生存するため、特に根絶が難しい種とし

て知られている（Bohlmann and Sobczak, 2014）。J2は植物が放出する「ふ化促進

物質 hatch-stimulating substance」によってふ化し、根細胞内を移動して壊死を引

き起こすだけでなく、分泌物を注入し、食細胞となる多核質細胞 multinuclear 

syncytium を形成する（Bohlmann and Sobczak, 2014; Sato et al., 2019; Wyss and 

Grundler, 1992）。（3）RLN（e.g. キタネグサレセンチュウ P. penetrans）は、全発

育ステージで根への侵退入が可能であり、生根細胞を食害するだけでなく、他の

土壌病害虫の二次感染を誘発し、壊死を引き起こす（Fosu-Nyarko and Jones, 2016; 

Jones et al., 2013）。 

PPNは、1743年に Needham によって報告されたが、これは植物における病気

と病原体の関係性が観察された世界初の例と言われている（Lehman, 1979）。日

本においては、明治 17 年の小麦寄生性の小蛆とされた Anguilla tritici の報告が

あるが（玉利, 1884）、線虫の論文初報告は、明治 27 年の恭菜線虫 Heterodera 
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radicicola（後にネコブセンチュウに分類）の「つるれいし」Momordica charntia

への寄生報告とされる（安田, 1894）。以後、PPNの防除研究が実施されてきた。

日本において線虫害が一般的に認識され、防除が実施されるようになったのは

1960年頃と言われている（大林, 1977）。PPNの防除は、臭化メチル methyl bromide

による土壌燻蒸が 50年以上実施されてきたが、Class Iオゾン層破壊物質に登録

されたことにより、国際的に使用が禁止された（Desaeger et al., 2017）。以後、作

物の植栽前には、1,3-ジクロロプロペン dichloropropene（1,3-D）による土壌燻蒸

が広く用いられるようになった（Fang et al., 2019; Klaunig et al., 2015）。しかし、

2009年、EUによる審査の際、1,3-Dは認可されなかったことからも（Wesenbeeck 

and Knowles, 2019）、今後、1,3-Dは国際的に禁止されていくと考えられている。

1950 年代以降、上記のような化学系防除剤に依存してきたことから、病害虫の

抵抗性が発達し、次世代農薬の必要性がより高まっている（Faizi et al., 2011; 

Wilson and Tisdell, 2001）。しかし、殺線虫剤は、世界市場額が 13億ドル（殺菌剤

は 134 億ドル、殺虫剤は 164 億ドル、除草剤は 326 億ドル）しかないという経

済的課題があり、さらに、土壌中の線虫に有効成分を到達させなければならない

という技術的課題が、殺線虫剤の開発をより困難にしている（Oka, 2020）。現行

農薬の使用も禁止されつつあることから、これに代わる環境にやさしい防除指

針が必要となっている（Wang et al., 2007）。そこで、従来法と環境負荷の少ない

防除法を組み合わせる総合的病害虫（有害生物）管理 Integrated Pest Management

（IPM）の手法がより重要となっている（Oka et al., 2000）。綿-ピーナッツのよう

な輪作 Crop rotation も、線虫防除に広く用いられている手法であるが（Jordan et 

al., 2008）、植物や微生物といった天然物質に由来する生物農薬 biopesticideも、

病害虫防除に用いられている（Leahy et al., 2014）。例えば、昆虫病原性細菌と共

生する昆虫病原性線虫 Entomo-Pathogenic Nematode（EPN）は幅広い昆虫種に対
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して高い病原性を示すことから（Ciche, 2007; Sato et al., 2016）、SDS Biotech K.K.

社の BioSafe（Steinernema carpocapsae）や Biotopia（S. glaseri）といった生物農

薬として市販された実績もある（Choo et al., 2002）。 

キク科 Asteraceae 植物には殺虫作用があり、この作用は 1,500 年前には知られ

ていたとされ、欧州でも 15世紀には知られていた（藤田, 1925; 佐藤, 1905）。日

本では、明治 14年に輸入されたシロバナムシヨケギク（除虫菊）（有効成分ピレ

トリン pyrethrin）を用いた「蚊取り線香」への利用が有名で、明治 19 年には除

虫菊が広く知られるようになり、戦前は世界総生産の 70（％）を占める輸出特

産物であった（藤田, 1925; 中島, 1974; 新津, 1935; 佐藤, 1905）。大正 10年には、

日本初の有機合成農薬であるクロルピクリンの製造も開始されたものの、太平

洋戦争により、農薬の輸入や生産が激減し、深刻な食糧不足の一因となった（中

島, 1974）。マラリア蔓延地において、多くの日本将兵が資材も与えられずマラリ

アで死んでいった一方で（中川, 1989）、除虫菊が不足する中でもアメリカは DDT

等を用いて伝染病の予防に努めたことが大戦の勝敗を分けたとも言われ、DDT

の殺虫効果を発見したミュラーMüller は 1948 年にノーベル賞を受賞している

（上遠, 1975; Nature Publishing Group, 1948）。戦後、日本にも DDT といった合成

農薬がもたらされ、めざましい成果を上げたことにより、今日に続く化学農薬時

代を迎えることになった（中島, 1974）。 

土壌中の線虫防除には、対抗植物 Antagonistic plant も用いられている（Gapasin 

et al., 2000）。対抗植物とは、線虫を効果的に減少させる植物のことで（Toida et 

al., 1991）、最も研究されている対抗植物はキク科のマリーゴールド marigold（タ

ゲテス Tagetes spp.）であり、PPN に対する高い病原性（抑制能力）と、多くの

病害種（14属以上）に対する抑制能力を示す（Bridge, 1996; Nahak and Sahu, 2017; 

Wang et al., 2007）。Tyler（1938）は 29品種のマリーゴールドが RKNに対する抵
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抗性を示したと報告している。後に、フレンチマリーゴールド T. patula が最も

線虫に有効であり、RKNに対する防除力は、ヨードメタン methyl iodide による

土壌燻蒸と差がないレベルであると報告された（Marahatta et al., 2012; Ploeg, 

2002）。以後、マリーゴールドを対抗植物として利用するため、PPNに対する殺

線虫活性の解明が進められてきた（Hooks et al., 2010; Steiner, 1941）。しかし、マ

リーゴールドの対抗植物としての有用性とは裏腹に、残渣または根抽出物とし

て土壌にすき込んだ際の殺線虫活性についてはよく分かっていない（Wang et al., 

2007）。加えて、マリーゴールドが対抗植物として効果を発揮するには、温度や

日長といった栽培条件を考慮する必要がある（Wang et al., 2007）。例えば、M. 

incognita の抑制には、低温（15℃以下）での栽培を避けるべきとされる（Ploeg 

and Maris, 1999）。残念ながら、T. patula やアフリカンマリーゴールド T. erecta の

種子は誰でも入手できるものの、雑草との競争に負けてしまうため、輪作/緑肥

作物以外の商業的な価値を見出すことは困難である（LaMondia, 2006）。 

α-terthienyl（C12H8S3、MW 248）はマリーゴールドから単離された青色蛍光化

合物である（Zechmeister and Sease, 1947）。後に、α-terthienyl の線虫、昆虫、菌、

ウイルス、細胞に対する毒性が明らかになり、現在、マリーゴールドの殺線虫活

性において主要な役割を示す物質であると考えられている（Topp et al., 1998; 

Wang et al., 2007）。また、多くの植物由来の殺虫成分は、環境中で素早く分解さ

れると言われている（Mpumi et al., 2016）。よって、α-terthienyl は残留性が低く、

環境にやさしい農薬候補物質の 1 つであると考えられている（Nivsarkar et al., 

2001; Wang et al., 2007）。しかし、線虫の作用部位などは依然不明であり、さらな

る研究が期待されている。 

自活性線虫である Caenorhabditis elegans は様々な生物学的・遺伝学的な利点

を持つモデル生物として広く知られている（Ankeny, 2001; Brenner, 1974）。C. 
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elegans は細菌 Escherichia coli OP50 株を用いて容易に培養でき、1 世代が短い

（20℃で 3 日）ため、安価で非常に扱いやすい（Brenner, 1974）。同じく遺伝学

のモデル生物として使われているショウジョウバエ（Drosophilidae 科）にはない

利点として、飢餓状態になったばかりの若い幼虫（L1-L2）を、15（％）グリセ

リンを用いた液体凍結保存法により、液体窒素で長期間保存することもできる

（Brenner, 1974; Nigon and Félix, 2017; Stiernagle, 2006）。C. elegans は自家受精に

より約 300 の子世代を産む雌雄同体（5AA、XX）と、これと他家受精できる雄

（5AA、XØ）の 2 つの生殖様式を持つことから、遺伝学的解析が容易である

（Brenner, 1974; Singson, 2001）。C. elegans の雌雄同体は細胞数が 959 細胞しか

なく（雄は 1031個）、体が透明であるため、顕微鏡で全細胞を観察することがで

き、これは細胞系譜 cell lineageの決定をも可能にした（Corsi et al., 2015; Kimble 

and Hirsh, 1979; Sulston and Horvitz, 1977; Sulston et al., 1983）。また、遺伝子組換

えにより、緑色蛍光タンパク質 Green Fluorescent Protein（GFP）を生きた細胞に

おける標識として用いることもできる（Chalfie et al., 1994）。これらの発見によ

り、線虫の「どの細胞」が「どのように働いている」のかを詳細に解析すること

が可能となった。 

C. elegans は世界で初めて全ゲノム配列（97-Mb）が解読された後生動物であ

り、19,000以上の遺伝子の存在が明らかとなっている（The C. elegans Sequencing 

Consortium, 1998）。以後、様々な遺伝学的情報が C. elegansを用いて明らかにな

ってきた。他生物のゲノムと比較すると、ヒト human ゲノムは約 2.85-Gb で

（International Human Genome Sequencing Consortium, 2004）、21,306のタンパクコ

ード遺伝子を含むが（Pertea et al., 2018）、少なくとも C. elegans プロテオームの

うち 83（％）はヒトホモログ遺伝子であると言われている（Lai et al., 2000）。マ

ウス mouseゲノムは約 2.5-Gbで、うち約 14（％）がヒトゲノムと類似しており、
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約 30,000のタンパクコード遺伝子を含み、ヒトゲノムの約 80（％）がマウスオ

ーソログ遺伝子であると報告されている（Mouse Genome Sequencing Consortium, 

2002）。他には、シロイヌナズナ Arabidopsis thaliana ゲノムは約 125-Mb で、25,498

のタンパクコード遺伝子を含み（The Arabidopsis Genome Initiative, 2000）、ワモ

ンゴキブリ American cockroach（Periplaneta americana）ゲノムは約 3.38-Gb で、

21,336のタンパクコード遺伝子を含む（Li et al., 2018）。これらのことから、い

かに C. elegans ゲノムが小さいか、いかにヒトと共通した遺伝子が多いかが分か

る。また、C. elegans は極めて強力な逆遺伝学的ツールである RNA 干渉（RNA 

interference, RNAi）を誘導することもできる（Fire et al., 1998）。これらの利点か

ら、殺線虫剤フルエンスルホン Fluensulfoneの作用解析には、遺伝学的手法を適

用できる自活性線虫 C. elegans によるアプローチが有効だという報告もある

（Kearn et al., 2014）。最近の研究で、癌 cancer患者の尿に誘引される C. elegans

の走化性 chemotaxis を利用した、経済的で非侵襲的な癌スクリーニング法が開

発されたことは記憶に新しい（Hirotsu et al., 2015）。 

C. elegansの情報源は非常によく整備されている。ゲノムを始めとする遺伝学

的情報はWormBase（www.wormbase.org）から入手できる（Howe et al., 2012）。

WormBook（www.wormbook.org）もオープンアクセスで利用でき、様々な生物学

的手法を学ぶことができる（Girard et al., 2007; Greenwald, 2016）。また、C. elegans

の野生型wild-typeや3,000以上の変異体mutant株はCaenorhabditis Genetics Center

（CGC）（cgc.umn.edu）から有料で入手できる（Stiernagle, 2006）。 

以上のことから、本研究では、モデル生物として C. elegans を、PPNの代表と

してM. incognita J2（Gillet et al., 2017; Jones et al., 2011）をそれぞれ選択し、α-

terthienyl の殺線虫活性の解明をおこなった。 
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第 1章 Caenorhabditis elegans と Meloidogyne incognita に対する α-terthienyl

の殺線虫活性評価 

 

1.1. 背景 

マリーゴールド（Tagetes spp.）はアメリカ大陸原産で、Tagetes 属 56種の多く

が観賞植物として栽培されている（Nahak and Sahu, 2017; Saisugun et al., 2017; 

Salehi et al., 2018）。マリーゴールドの中で、最も線虫防除に使われている種は、

T. patula、T. erecta、ワイルドマリーゴールド T. minuta である（Bridge, 1996; Wang 

et al., 2007）。属名 Tagetes はエルトリアの農業神「ターゲス Tages」に由来し

（Bandana et al., 2018）、一般名マリーゴールドは「聖母マリアの黄金の花 Virgin 

Mary’s gold」を意味する（Saisugun et al., 2017）。Tagetes spp.の栽培は、高温（26.2-

36.4℃）は適しておらず、至適条件は 14.5-28.6℃、pH 7.0-7.5 の砂壌土である

（Salehi et al., 2018）。マリーゴールドは、特にネコブセンチュウ Meloidogyne spp.

とネグサレセンチュウ Pratylenchus spp.に対する抑制効果が高いことが知られて

いる（Hooks et al., 2010; Marahatta et al., 2012）。いくつか例を挙げると、T. patula

は雌ネコブセンチュウを抑制する（Marahatta et al., 2012）。T. erecta は二毛作

double-crop により、P. penetrans 密度をジャガイモでは 93（％）、トマトでは 98

（％）減少させる（Alexander and Waldenmaier, 2002）。複数種のマリーゴールド

（T. patula × T. erecta）の輪作/緑肥をした 1-2年後、根の P. penetrans 数が減少し、

出荷量が増えた（LaMondia, 2006）、といった報告がある。最近の研究では、T. 

patula と T. patula 抽出物は、深刻な農作物被害をもたらす半翅目 hemiptera害虫

に対する殺虫活性を示し、植物由来殺虫剤としての有用性も明らかになってい

る（Fabrick et al., 2020）。 

α-terthienyl は光活性化物質であると報告されているものの（Nivsarkar et al., 

2001）、殺線虫活性は光活性化せずとも発揮されるとの報告もある（Faizi et al., 
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2011）。Ohbayashi et al.（1983）も指摘しているように、α-terthienyl を殺線虫剤と

して土壌にすき込んだ場合であっても、光活性化は起こりにくいと考えられる。 

本章の目的は、UV 照射による光活性化、または、UV 非照射による光不活性

化 α-terthienyl の殺線虫活性を解明することである。本章では、α-terthienyl が（1）

光活性化せずとも殺線虫活性を発揮すること、（2）若齢成虫 young adult に比べ、

耐久型幼虫 dauer larva に対してより高い殺線虫活性を発揮することを示した。 

 

1.2. 材料と方法 

線虫株と培養法 

C. elegansは、別記しない限り、Brenner（1974）と Stiernagle（2006）の方法に

従い操作・培養した。簡潔に方法を示す。線虫の培養は全て 20℃で実施した。

線虫の食糧源として液体 L-Broth（LB）[塩化ナトリウム 1.0 g、トリプトン BactoTM 

Tryptone 1.0 g、イーストエキス BactoTM Yeast Extract 0.5 g を脱イオン水

（Elix®Essential 3 により製造）に溶かして 100 ml とする]で培養した E. coli OP50

液を播種した Nematode Growth Medium（NGM）[塩化ナトリウム 0.6 g、ペプト

ン BactoTM Peptone 0.5 g、寒天 3.4 g、脱イオン水 195 ml をオートクレーブ滅菌

し、1M 塩化カルシウム溶液 0.2 ml、1M 硫酸マグネシウム溶液 0.2 ml、1M リン

酸バッファー（リン酸二水素カリウム 5.41 g、リン酸水素二カリウム 1.78 gを脱

イオン水に溶かして 50 ml とする）5.0 ml、5 mg/ml コレステロール溶液 0.2 ml を

加える]プレートを用いた。本章で使用した線虫株は、野生型標準株 N2（Bristol 

strain）である。 

次亜塩素酸ナトリウム溶液（5％次亜塩素酸ナトリウム溶液 40 ml、5M 水酸化

ナトリウム sodium hydroxide 溶液 10 ml、脱イオン水 50 ml）で処理した C. elegans

抱卵成虫から、第 1期幼虫 Larva（L）1 に同調化した線虫を用意し（Porta-de-la-
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Riva et al., 2012）、これを NGM プレートに移し、young adult となるまで 48時間

培養した。C. elegans 耐久型幼虫は、4 週間培養した（古い）NGM プレートか

ら、M9バッファー（リン酸水素二ナトリウム 0.6 g、リン酸二水素カリウム 0.3 

g、塩化ナトリウム 0.5 g を脱イオン水に溶かして 100 ml とし、1M 硫酸マグネ

シウム溶液 0.1 ml を加える）で回収した。 

M. incognita（宮崎県都城産）は明治大学の新屋良治研究室で、トマト（品種ち

びっこ）を用いた水耕栽培法により培養されたものを使用した（Nishiyama et al., 

2015）。ふ化した第 2 期幼虫（J2）は、ベールマン法により回収し、1 週間以内

に使用した。 

 

殺線虫活性評価 

全操作は 20℃で実施した。NGM プレートから C. elegans young adult と耐久型

幼虫をM9バッファーで回収・洗浄し、約 20頭/50 μl に調整した。そして、各濃

度に調整した α-terthienyl（2,2':5',2''-Terthiophene、東京化成工業株式会社、T1196）

と共に 96-well plate の well に加え、24、48、72 時間処理した。光活性化

photoactivated α-terthienyl 処理は、線虫培養開始前に、上記の 96-well plateを UV-

A光源（FL20S・BLB、東芝ライテック株式会社）から 32.5 cm 下に垂直に静置

し、30分間の UV 照射により実施した（Huang et al., 2017; Nivsarkar et al., 1991）。

α-terthienyl 最終濃度は、2（％）ジメチルスルホキシド dimethyl sulfoxide（DMSO）

（富士フィルム和光純薬株式会社）を含む M9 バッファー中で、光活性化時は、

0、1、2.5、5 μM に、不活性化時は 0、5、10、25 μM に調整した。α-terthienyl は

25 μM で、2（％）DMSO を含む M9バッファー中で沈殿を生じ始めたため、本

研究では 25 μM を最高濃度とした。Katiki et al.（2011）と本研究の予備実験によ

り、C. elegans は 2（％）までの DMSO に耐性を持つことが示されている（data 
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not shown）。線虫の死亡率 Mortality（％）は、物理的刺激に応答しないものを死

亡とし、算出した。 

M. incognita J2は滅菌水で洗浄し、約 20 頭/50 μl に調整した。そして、2（％）

DMSO を含む滅菌水で上記濃度に調整した α-terthienyl と共に 96-well plate に加

え、24 時間処理した。光活性化処理は同様に実施した。死亡率（％）も同様に

算出した。 

薬剤処理実験 1 回につき 96-well plateの 4 well 以上（約 80頭/処理区）の薬剤

処理を各濃度に対して実施し、これを 1 回の実験とし、独立に 3 回反復して平

均値 mean ± 標準誤差 standard error を算出した。死亡率データの多くは、

Kolmogorov-Smirnov 検定または Shapiro-Wilk 検定により正規分布していなかっ

たため（data not shown）、検定方法は Kruskal-Wallis 検定（3群以上の比較）、ま

たはMann-Whitney U 検定と Bonferroni correction（多重比較の場合）により実施

した。半数致死濃度 Lethal Concentration 50（LC50）は Probit 法により算出した。

全ての統計解析は、Kanda（2013）に従い EZR（バージョン 1.40）を使用した。

EZR は R および R コマンダーの機能を拡張した統計ソフトウェアであり、自

治医科大学付属さいたま医療センターのホームページで無償配布されている。 

 

1.3. 結果 

C. elegans と M. incognita に対する光活性または不活性化 α-terthienyl の殺線虫

活性 

C. elegans young adult、C. elegans耐久型幼虫、M. incognita J2 に対する光活性/

不活性化 α-terthieny の殺線虫活性を調べた。線虫は土壌中の（細菌といった）食

糧源が不足すると、C. elegans では耐久型幼虫、M. incognita では J2として長期

間生存すると考えられている（Cassada and Russell, 1975; Ishibashi and Kondo, 
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1974）。C. elegans young adult に対する光不活性化 α-terthienyl の殺線虫活性は、

24時間処理では全濃度（0、1、2.5、5 μM）で見られなかったが、この活性は光

活性化により全濃度で劇的に増加した（図 1-1A）。C. elegans young adult の 24時

間後の死亡率（％）（平均値±標準誤差）は、1 μM では 47 ± 7.2（％）、2.5 μM で

は 86 ± 3.1（％）、5 μM では 100 ± 0.0（％）、LC50は 1.93 ± 0.03 μM であった。摂

食行動をしない耐久型幼虫は、全身を厚いクチクラ cuticleに覆われているため、

有害化合物といった環境ストレスに耐性を持つことが知られている（Cassada and 

Russell, 1975）。M. incognita J2は土壌中で多く見られる休眠・感染期の発育ステ

ージである（Karssen and Moens, 2006）。興味深いことに、C. elegans 耐久型幼虫

と M. incognita J2 は、光活性化せずとも α-terthienyl 処理により効果的に殺虫さ

れることが示され、光活性化により殺線虫活性はさらに増加した（図 1-1B、C）。

不活性化 α-terthienyl を処理した C. elegans 耐久型幼虫の死亡率（％）は、1 μM

では 74 ± 2.2（％）、2.5 μM では 93 ± 1.5（％）、5 μM では 97 ± 0.88（％）、そし

て、LC50は 0.72 ± 0.06 μM であった。光活性化 α-terthienyl を処理した C. elegans

耐久型幼虫の死亡率（％）は、1 μM では 99 ± 0.76（％）、 2.5 μMでは 100 ± 0.0

（％）、5 μM では 100 ± 0.0（％）、そして、LC50は 0.28 ± 0.02 μMであった。不

活性化 α-terthienyl を処理した M. incognita J2の死亡率（％）は、1 μM では 58 ± 

3.3（％）、 2.5 μM では 99 ± 0.55（％）、5 μM では 99 ± 0.55（％）、そして、LC50

は 0.84 ± 0.05 μM であった。光活性化 α-terthienyl を処理した M. incognita J2の死

亡率（％）は、1 μM では 98 ± 1.0（％）、2.5 μM では 100 ± 0.0（％）、5 μM では

100 ± 0.0（％）、そして、LC50は 0.37 ± 0.03 μM であった。 

 

C. elegans young adult に対する光不活性化 α-terthienyl の殺線虫活性 

C. elegans young adult に対して光不活性化 α-terthienyl を 24、48、72時間処理
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した。α-terthienyl の殺線虫活性は、24 時間後では全濃度で見られなかったが、

48、72時間後、死亡率（％）は濃度依存的 dose-dependent manner に増加した（図

1-2）。48時間後の死亡率（％）は、5 μM では 16 ± 3.0（％）、10 μM では 31 ± 4.8

（％）、25 μM では 55 ± 4.8（％）、そして、LC50は 22 ± 1.1 μM であった。72時

間後の死亡率（％）は、5 μM では 30 ± 3.5（％）、10 μM では 59 ± 4.4（％）、25 

μM では 90 ± 4.1（％）、そして、LC50は 11 ± 0.52 μM であった。 

 

1.4. 考察 

マリーゴールド各品種（T. patula、T. erecta、T. signata、Tagetes hybrid）は、ネ

コブセンチュウ各種（M. incognita、M. javanica、M. arenaria、M. hapla）の J2数

と根のこぶ数を減少させる（Ploeg, 1999）。しかし、5つの温度条件（10、15、20、

25、30℃）下で、マリーゴールド各品種の M. incognita の抑制効果を調べた研究

では、25℃と 30℃の T. signata と、30℃の Tagetes hybrid で、こぶの発生が確認

され、T. signata では他品種に比べて M. incognita 感染が見られたと報告されてい

る（Ploeg and Maris, 1999）。マリーゴールド各品種（T. patula ssp.、T. erecta、T. 

tenuifolia）のネグサレセンチュウ（P. penetrans）土壌密度も低かったが、T. patula

根の周囲のみ、他品種と比べてネグサレセンチュウ密度が高かったと報告され

ている（Kimpinski et al., 2000)。しかし、T. patulaを休耕後に植栽してもM. incognita

を抑制しない（Marahatta et al., 2010）。マリーゴールドは線虫数を減少させたが、

減少しない実験日もあった（Whittington and Zehr, 1992）、というように、マリー

ゴールドの線虫抑制能力は不安定だという指摘もある。仮説では、マリーゴール

ドは（卵のような）休眠期よりも、活動期の Meloidogyne spp.を抑制するのでは

ないかと考えられている（Marahatta et al., 2012）。事実、マリーゴールドは M. 

incognita 卵 eggの生育には影響を及ぼさない（Ploeg and Maris, 1999）。最近の研
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究でも、マリーゴールドは休眠期に比べ、活動期の PPN をより効果的に抑制す

ると言われている（Marahatta et al., 2012）。しかし、詳細についてはよく分かっ

ていない。 

チオフェン thiopheneである光活性化物質 α-terthienylは、α-terthienylラジカル、

一重項酸素 singlet oxygen、スーパーオキシドアニオンラジカル superoxide anion 

radical の発生源であると言われている（Bakker et al., 1979; Nivsarkar et al., 1992, 

2001）。チオフェンは、それ自身が不安定で自動的に酸化されるため、基底状態

ground-state の酸素 oxygen をスーパーオキシドアニオンラジカルに変換するこ

とができる（Nivsarkar et al., 2001）。三量体 trimericチオフェンである α-terthienyl

は花に多く含まれるが、チオフェン含有量と多様性が最も高い部位は根である

とされ、チオフェンは、主な生合成部位である根から花に輸送され、生体内変換

される（Margl et al., 2002）。また、毛状根細胞における α-terthienyl の蓄積は光に

よって阻害される（Kyo et al., 1990）。おそらく光活性化 α-terthienyl は植物にと

っても有害なのだろう。実際、植物への影響も報告されている（Zhao et al., 2018）。

マリーゴールドに含まれる各種チオフェンの殺線虫活性はあまり明らかになっ

ていないが、Tagetes 属には、5-（3-buten-1-ynyl）-2,2’-bithienyl（BBT）、5-（4-

hydroxy-1-butynyl）-2,2’-bithienyl（BBTOH）、5-（4-acetoxy-1-butynyl）-2,2’-bithienyl

（BBTOAc）、α-terthienyl の 4 つの主要なチオフェンが存在し、最も含有量が多

いのは BBTで、次いで BBTOAcと α-tertienyl である（Margl et al., 2002）。オレ

イン酸から変換されるチオフェンの生成には、H2S の付加が重要だと考えられて

いるが、2-3個のチオフェン環を持つチオフェンの生成には、第 2環の生成に先

立って末端のメチル基の除去が必要で、モノチオフェンである 2-（but-3-en-1-ynyl）

-5-（penta-1,3-diynyl）-thiophene（BPT）は、Tagetes属特有の（何らかの）条件に

より BBT と BBTOAc に変換されるが、シトクロム P450（CYP）により触媒さ
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れると考えられている脱メチル化に障害があると、ごく少量しか変換されない

（Jacobs et al., 1995）。予測では、BBTの 3重結合に H2S が付加し、次いで脱水

素環縮合により α-terthienyl が生成すると考えられている（Downum et al., 1983; 

富田, 1964）。α-terthienyl の土壌濃度と、M. incognita に対して活性のある濃度（1-

2.5 μM）に大差はない（Campbell et al., 1982; Weidenhamer et al., 2019）。根のチオ

フェン含有量は、α-tertienyl は 24-60（μg/g）、BBTは 198-241（μg/g）で、土壌含

有量は根の 1.1（％）であるが、α-terthienyl の根と土壌の含有量との間に相関は

見られるものの、BBTでは見られない（Weidenhamer et al., 2019）。また、BBTOH

は T. patula からのみ見つかっている（Margl et al., 2002）。BBTOH は、同じく T. 

patula から抽出された殺線虫物質（ -） -2-isopropenyl-5-acetyl-6-hydroxy-2, 3-

dihydrobenzofuran（ヒドロキシトレメトン hydroxytremetone）よりも高い殺線虫

活性があり、T. patulaの主要な殺線虫活性は BBTOHによるかもしれないと報告

されている（Hatakeda et al., 1985）。しかし、詳細についてはよく分かっていない。

富田（1964）の解説によれば、ナミクキセンチュウ、バレイショシストセンチュ

ウ、コムギツブセンチュウに対して種々のポリチエニル polythienylと α-terthienyl

類縁化合物の殺線虫作用を調べたところ、高い殺線虫活性を示すのは全て 2,2’-

bithienyl 誘導体であり、例えば、5-phenyl-2,2’-bithienyl は活性を示すものの、1,4-

di-（2-thienyl）-benzeneは示さない。逆に、α-terthienyl の thienyl 基を異性化、あ

るいは phenyl 基で置換しても、2,2’-bithienyl 誘導体である限り殺線虫作用はほ

とんど変わらないが、5,5’-二置換 bithienyl と比較して 5-一置換 bitienyl の活性が

高い（富田, 1964）。置換物の原子の大きさが活性に関係すると考えられており、

塩素の二置換物は強い活性を示すが、臭素の二置換物は活性を示さない（富田, 

1964）。また、bithienyl の 3,3’の位置に置換基を持つと活性が失われるが、これ

は、polythienyl の共鳴構造に対する立体障害によると考えられている（富田, 
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1964）。また、4-置換の 2,2’-bithienyl である 2,2’-4,2’’-terthienyl は 5’置換である α-

terthienyl とほぼ同じ活性を持つものの、α-terthienyl に thienyl 基をさらに追加す

ると活性が低下する（富田, 1964）。これらのことから、α-terthienyl の殺線虫活性

には、2,2’-bithienyl の置換基の性質、大きさ、数、置換の位置が重要であると考

えられている（富田, 1964）。しかし、詳細についてはよく分かっていない。UV-

A照射した各チオフェンで E. coli や Saccharomyces cervisiae を処理すると、BBT

と α-terthienyl で効果的な成長抑制が見られ、BBTOH と BBTOAc は、これらよ

り効果は低いものの抑制効果が見られた（Downum et al., 1983）。しかし、UV-A

非照射では抑制は見られない（Downum et al., 1983）。α-terthienyl をフザリウム菌

3種（ダイコン萎黄病菌 Fusarium oxysporum f. sp. raphani、キャベツ萎黄病菌 F. 

oxysporum f. sp. conglutinans、キュウリつる割病菌 F. oxysporum f. sp. cucumerinum）

に処理すると、UV 照射下で胞子発芽と菌糸生育を阻害し、類縁化合物 2-acetyl-

bithienyl も UV照射下でキュウリつる割病菌の胞子発芽に対し、α-terthienyl と同

様の活性を示す（Ohbayashi et al., 1983）。また、T. patula に含まれる BBT と

BBTOAc は青枯病菌 Ralstonia solanacearum を抑制するという報告もある

（Terblanche and de Villiers, 1998）。α-terthienyl と BBTOHは類似した作用機構を

持ち、BBTOHは、暗条件では菌体に浸透し、低濃度では無毒で液胞に蓄積する

が、UV-A照射により、菌全体の内膜系に作用する（Romagnoli et al., 1998）。ま

た、感受性の菌に対して高濃度の BBTOHを処理すると、暗条件であっても成長

が抑制され、早期老化を誘導する（Romagnoli et al., 1998）。UV 照射を受けた α-

terthienyl とその類似体は、マウスサイトメガロウイルス Murine cytomegalovirus

とシンドビスウイルス sindbis virus に対して毒性を示し、最小阻害濃度は 0.02-

40 μM である（Naithani et al., 2010）。T. patula に含まれる他の化合物の殺線虫活

性も評価されており、ステアリン酸 stearic acid（C18）とオレイン酸 oleic acid



24 

 

（C18:1）はパルミチン酸 palmitic acid（C16）よりも殺線虫活性があり、脂肪酸

fatty acid の活性は鎖長と二重結合の位置と数に依存し、安息香酸 benzoic acid の

活性は-OH基の増加により増加する（Faizi et al., 2011）。合成品の α-terthienyl、

コセンダングサ Bidens pilosa の葉から抽出された phenylheptatriyne（PHT）、そし

て、ダリア Dahlia spp.、エキノプス Echinops spp.、アキノキリンソウ Solidago 

vigaurea から得た計 7 種のポリアセチレンとチオフェンをヨーロッパアワノメ

イガ European corn borer Ostrinia nubilalis に摂食させると、アセチレン前駆体よ

りも生合成されたチオフェンの毒性が高くなり、チオフェン環の数の増加に伴

って毒性が増加する（Champagne et al., 1986）。また、微生物でも同様の報告があ

る（Champagne et al., 1986）。α-terthienyl により誘導される細胞毒性 cytotoxicity

は、α-terthienyl を含む細胞が UV-A（320-400 nm）照射を受けた時に、一重項酸

素が細胞内で形成されることで生じる（Christiaens et al., 2005; Rampone et al., 

1986）。光活性化 BBT も α-terthienyl と似たメカニズムで細胞毒性を発揮する

（Downum et al., 1983）。膜タンパク質が光活性化 α-terthienyl のターゲットとし

て重要とも言われている（Downum et al., 1983）。ネッタイシマカ Aedes aegypti 幼

虫では、α-terthienyl は中腸 midgut で活性酸素種 reactive oxygen species（ROS）を

生成し、囲食膜 peritrophic membraneを崩壊させ、腸の防壁障害を引き起こし、

ミトコンドリア ROS を増加させ、ミトコンドリア機能不全と細胞壊死を誘導す

る（Zhang et al., 2019）。蚊幼虫に対して、天然抽出物または市販合成品の α-

terthienyl を、UV（366 nm）照射し、濃度 33 ppb（≈0.13 μM）で処理すると死亡

率 100（％）を示す（Nivsarkar et al., 2001）。シストセンチュウ H. zeaeに対して

市販品の α-terthienyl を濃度 0.125（％）（≈5 mM）で処理すると、24時間後の死

亡率は 100（％）で、光活性/不活性化間に差は見られなかったとの報告もある

（Faizi et al., 2011）。本研究では、C. elegans young adult、耐久型幼虫、M. incognita 



25 

 

J2 を光活性化 α-terthienyl で処理すると、不活性化時に比べ、高い殺線虫活性を

示すことを明らかにした。また、α-terthienyl（東京化成工業株式会社）を有効成

分とする殺線虫剤が日本で販売されるならば、毒物及び劇物取締法（毒劇法）で

は、LD50値から農薬 D-D（有効成分 1,3-ジクロロプロペン）（アグロカネショウ

株式会社）やフェノール Phenol（アジレント・テクノロジー株式会社）と同様に、

（特定毒物、毒物、劇物のうち）劇物に分類されると思われる。 

マリーゴールドによる線虫抑制効果は、根で ROS を生成する α-terthienyl によ

るものと考えられている（Topp et al., 1998）。線虫侵入後、根のペルオキシダー

ゼ peroxidase活性が増加し、α-terthienyl が励起され、線虫近辺または体内で一重

項酸素が生成されるのではないかと言われているが（Faizi et al., 2011）、線虫体

内における α-terthienyl の詳細な挙動についてはよく分かっていない。また、こ

のような強力な殺生剤が根から放出されるならば、微生物群集も多大な影響を

受けると予想される（Topp et al., 1998）。しかし、マリーゴールドは土壌微生物

数の低下を引き起こさず（Topp et al., 1998）、T. patula は自活性線虫に対する有

害化合物を生成しなかったとの報告もある（Marahatta et al., 2010）。本研究では、

M. incognita J2 と C. elegans 耐久型幼虫の間の死亡率の差はあまり見られなかっ

た。一方で、M. incognita J2 と比較して、C. elegans young adult に対する α-terthienyl

の殺線虫活性は見られなかった（図 1-1）。土壌施用したマリーゴールドの花弁

は、ネグサレセンチュウの密度を抑制するが、自活性線虫の密度を増加させると

いう報告もある（中園, 1989）。これら結果は、PPNと比較して、α-terthienyl は活

発な自活性線虫に対して活性を発揮しない可能性を示している。 

長さ 1,300 μm、幅 60 μm の C. elegans成虫は、開口部（咽頭 pharynx、肛門 anus、

排出孔 excretory pore、陰門 vulva）を除き、厚さ 0.5 μm の主にコラーゲン collagen

タンパク質からなる多層細胞外構造クチクラにより完全に覆われている（Cox et 
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al., 1981）。クチクラの表面には、線虫の側面に沿って 3本近接して存在する溝状

の突起物「アラエ alae」があり、また、1 μm 間隔で環状の輪が連続してくぼん

でおり、（annuli と呼ばれる）体環構造を形成している（Cox et al., 1981）。クチク

ラ内部は、大きく分けるとほぼ同じ厚さの 2層からなり、「支柱 struts」によって

各層が結合され、流体で満たされた空間（medical zone）によって区切られてい

る（Altun and Hall, 2020; Cox et al., 1981）。内側の基底層 basal layer or zoneはさら

に 3層（下皮に隣接する非結晶質層 amorphous layer、線虫の頭部から尾部へ左回

りに渦巻く内側の繊維層 inner fiber layer、右回りに渦巻く一番外側の繊維層

outermost fiber layer）に分かれ、基底層の形態は線虫全体で変わらない（Altun and 

Hall, 2020; Cox et al., 1981）。外側の皮質層 cortical zoneの厚さと形態の変化によ

り、クチクラの（アラエや annuli といった）表面構造が生じる（Cox et al., 1981）。

また、基底層や皮質層の構造はジスルフィド結合によって保たれている（Cox et 

al., 1981）。一般的には、クチクラは 5層（外側から、表皮層 surface coat、上皮層

epicuticle layer、皮質層、medial zone、基底層）からなると考えられている（Altun 

and Hall, 2020）。耐久型は直径が減少しており、かつ 4本のアラエのある厚い皮

質（上皮層）を持つため、非耐久型は断面積の 4.4（％）がクチクラであるのに

対し、耐久型では 10.2（％）と厚くなっているのに加え、システインと疎水性ア

ミノ酸を多く含むため、透過性が低くなっている（Altun and Hall, 2020; Kramer, 

1997; Wolkow and Hall, 2016）。また、耐久型は、口腔が完全にクチクラに覆われ

ているため摂食行動をせず、物質の内外への拡散も阻害されているが、肛門は閉

塞していない（Wolkow and Hall, 2016）。α-terthienyl は young adult と比較して耐

久型に対する高い殺線虫活性を示し、厚いクチクラによる防御を突破して活性

を発揮する可能性が示された。α-terthienyl は親油性（疎水性）なため（Feng et al., 

1993）、耐久型のクチクラと親和性が高くなり、活性を発揮するのかもしれない
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が、耐久型に対する詳細な作用機構については、さらなる研究が必要である。 

生きているマリーゴールドのみが殺線虫活性を発揮すると言われており

（Marahatta et al., 2010）、すき込みでは線虫を抑制しないが、残渣は線虫捕食菌

nematophagous（nematode-trapping）fungi を増殖させる可能性があり（Wang et al., 

2007）、マリーゴールドによる線虫抑制効果は、土壌中に殺生剤を放出するだけ

ではないかもしれないとの指摘もある（Topp et al., 1998）。土壌中に α-terthienyl

を濃度 200 ppm で混合させても、M. javanica に効果はないという報告もある

（Gommer, 1973）。しかし、詳細についてはよく分かっていない。上記のような

マリーゴールド（またはチオフェン）の殺線虫活性に関する不安定な報告は、以

下の 4つの原因によるかもしれない。（1）栄養素の欠乏；マリーゴールド根のチ

オフェン放出物は、カリウム（K+）欠乏により 2 倍以上になると言われている

（Weidenhamer et al., 2019）。カリウム欠乏は病原体抵抗性の低下といった、植物

に対する多くの悪影響をもたらす（Ruan et al., 2015）。また、硫酸塩 sulfate濃度

が 20倍から 40倍減少すると、マリーゴールドのチオフェン量が 25-50（％）減

少するという報告もある（Arroo et al., 1997）。（2）他の病原体の存在；Agrobacterium 

rhizogenes の感染により誘導された T. patula 毛状根を暗条件で培養すると α-

terthienyl を生成し、殺線虫活性を示す（Kyo et al., 1990）。A. rhizogenes を感染さ

せ誘導した対抗植物ルドベキア（Rudbeckia hirta）の毛状根から再分化させた植

物の根から α-terthienyl が検出されたという報告もある（Daimon and Mii, 1995）。

これらは、α-terthienyl が病原体への抵抗物質として使われている可能性を示し

ている。（3）他の物質との競合；α-terthienyl 単体は蚊幼虫に対して死亡率 100（％）

を示すにもかかわらず、コバルトイオン（Co2+）が α-terthienyl と反応すると、架

橋体 bridge species を形成し、蚊幼虫に対して完全に無毒となる（Nivsarkar et al., 

1996）。コバルトは植物に有益な重金属イオンであり、一般的に報告されている
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植物内濃度は 30-40 ppm である（Anjum et al., 2015; Kabata-Pendias and Pendias, 

2001; Macnicol and Beckett, 1985）。（4）他のマリーゴールド抽出物との競合；寿

命延長、抗酸化、神経保護活性を示す T. erecta の花抽出物には、ラリシトリン

laricitrin といった、C. elegansを酸化ストレスから保護するフラボノール flavonol

も含まれている（Moliner et al., 2018）。また、マリーゴールド抽出物を鶏飼料に

加えると、鶏卵重、卵黄彩度、酸化安定性が増加するという報告もある（Grčević 

et al., 2019）。これらのことから、マリーゴールドによる PPN抑制効果の差異は、

α-terthienyl や抗酸化物質といった化合物の総生成量が、環境条件や品種によっ

て変化するからではないかと思われる。本章では、α-terthienyl は殺線虫活性を発

揮したが、これは、上記のような殺線虫活性を抑制する影響を受けなかったため

だと思われる。 

加えて、α-terthienyl 放出量は植物体の大きさと強い相関があり（Weidenhamer 

et al., 2019）、マリーゴールドの殺線虫活性が最大になるには、完全な成熟（3-4

か月）を必要とする（Wang et al., 2007）。本研究では、α-terthienyl の殺線虫活性

は光活性/不活性に関わらず、濃度依存的に増加した。加えて、T. patula カルス

calli の殺線虫活性も、α-terthienyl 量に比例すると報告されている（Fujimoto et al., 

1990）。これらの結果から、マリーゴールドの殺線虫活性において、α-terthienyl

が主要な働きを担っていると考えられる。また、農薬の有効成分であるジクロロ

プロペン dichloropropeneは、熱や光にさらされると不安定となるが（EPA, 2000）、

α-terthienyl の殺線虫活性は逆に光（UV）照射により増加するため、農業現場で

の利用に適していると思われる。国立環境研究所 有害紫外線モニタリングネッ

トワーク事務局（2017a, 2017b, 2017c, 2017d）によると、日本各地（北海道陸別

局、茨城県つくば局、沖縄県辺戸岬局と波照間局）の UV-A量は、本実験の紫外

線量より多いため、α-terthienyl は屋外環境でも光活性化されると考えられる。ま
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た、マリーゴールドの植栽に比べ、α-terthienyl を基にした殺線虫剤は上記のよう

な競合要素を含まないため、より安定した殺線虫活性を示すのではないかと思

われる。しかし、α-terthienyl の土壌施用については、より詳細な研究が必要であ

る。 

本章の結論として、α-terthienylは、（1）光活性化せずとも殺線虫活性を発揮し、

（2）young adult と比較して、耐久型幼虫に対する殺線虫活性を示すことが分か

った。α-terthienyl は、光が届かない土壌中であっても、摂食行動をしない耐久型

幼虫に対して殺虫活性を発揮できると考えられる。第 2 章では、光のない土壌

中の α-terthienyl の詳細な挙動を明らかにするため、光活性化をしない条件で、

線虫体内での解毒代謝酵素の働きについて調べた。 
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1.5. 図 

 

図1-1、各濃度の光活性または不活性化α-terthienylで処理した線虫の死亡率（％） 

30 分間の UV-A 照射による光活性化または不活性化 α-terthienyl で 24 時間処理

した（A）C. elegans young adult、（B）C. elegans 耐久型幼虫、（C）M. incognita J2

の各濃度の死亡率（％）（平均値±標準誤差）。死亡率（％）は、独立に 3回反復

して算出した（**P <0.005、Mann-Whitney U 検定）（N=9,312）。図中の各線虫は

ノマルスキー微分干渉顕微鏡 Differential Interference Contrast microscope（DIC）

（Nikon ECLIPSE E600）により撮影した。 
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図 1-2、各濃度の光不活性化 α-terthienyl で処理した線虫の死亡率（％） 

各濃度の α-terthienyl で（A）24、48、72 時間処理した C. elegans young adult の

死亡率（％）（平均値±標準誤差）。（B）24 時間処理した C. elegans young adult と

耐久型幼虫の死亡率（％）の比較。死亡率（％）は同様に算出した（*P <0.05、

**P <0.005、Mann-Whitney U検定と Bonferroni correction）（N=5,699）。図中の各

線虫は同様に DIC により撮影した。 

 

  



32 

 

第 2章 α-terthienyl に対する C. elegans の解毒代謝応答 

 

2.1. 背景 

α-terthienyl は UV 照射により活性化して酸化毒性を発揮し、殺線虫活性を示

すと報告されているが（Bakker et al., 1979）、UV照射せずとも殺線虫作用を示す

ことが第 1 章の実験で示された（図 1-2）。また、同様の結果が報告されている

（Faizi et al., 2011）。よって、本章では、光不活性化（UV非照射）α-terthienyl が

どのように殺線虫作用を発揮するかを調べることを目的に実験を組み立てた。 

α-terthienyl が発揮する活性のメカニズムについては、いくつか報告がある。光

活性化 α-terthienyl による酸化毒性は、活性酸素種 reactive oxygen species（ROS）

のうち、一重項酸素とスーパーオキシドアニオンラジカルの生成によるものと

報告されている（Bakker et al., 1979; Nivsarkar et al., 1992, 2001）。ROS は高い反応

性を持つ小分子で、酸素の不完全な 1電子還元により生成され、ROS の蓄積は、

酸化ストレス（タンパク質、DNA、脂質が酸化され、ダメージを受ける状態）を

誘導する（Scherz-Shouval and Elazar, 2011）。ROS には、酸素ラジカルであるスー

パーオキシド superoxide（O2
−）とヒドロキシラジカル hydroxyl radical（・OH）、

そして、非ラジカルである過酸化水素 hydrogen peroxide（H2O2）と一重項酸素

（1O2）が含まれ、このうち最も毒性が高いのはヒドロキシラジカルである（del 

Río, 2015; Scherz-Shouval and Elazar, 2011）。一般的に光酸化反応では、光（UV-A）

により励起した光増感物質 photosensitizer が O2 と反応し、エネルギー移動によ

り一重項酸素、電子移動によりスーパーオキシドアニオンが生成する（Downum, 

1992）。チオフェン（α-terthienyl）は Type II 型の光増感物質であると言われてい

る（Downum, 1992; Downum et al., 1983; Zhao et al., 2018）。細胞は ROS を解毒し、

酸化ストレスから身を守る抗酸化システムを発達させてきたが（Scherz-Shouval 

and Elazar, 2011）、ROS を用いた免疫システムも発達させてきた。例えば、松枯
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れ病 pine wilt disease（PWD）の初期段階では、病原線虫マツノザイセンチュウ

pine wood nematode（PWN）Bursaphelenchus xylophilus が侵入した宿主マツは、高

濃度の H2O2を生成する「酸化バースト oxidative burst」と呼ばれる免疫反応を示

し、低病原系統のマツノザイセンチュウは H2O2感受性を示すため、免疫により

殺虫されるが、強病原系統は H2O2抵抗性を示すため、マツ内で生き残ることが

できる（Vicente et al., 2015）。 

スーパーオキシドや過酸化水素といった ROS は、生体内 in vivo では解毒代謝

酵素 detoxification enzyme スーパーオキシドジスムターゼ superoxide dismutase

（SOD）やカタラーゼ catalase（CTL）の基質となる（Loew, 1900; McCord and 

Fridovich, 1969; Moreno-Arriola et al., 2014）。光活性化 α-terthienyl は、2',7'-ジクロ

ロジヒドロフルオレセイン二酢酸 dichlorofluorescein diacetate（DCF-DA）を用い

た蛍光による細胞内 ROS 測定法により、鱗翅目卵巣細胞 lepidopteran ovarian cell

（Tn5B1-4と Sf-21）において濃度依存的な ROS 誘導活性を示し、ペルオキシダ

ーゼ peroxidase（POD）、SOD、CTL活性を減少させると報告されている（Huang 

et al., 2017）。また、光活性化 α-terthienyl を昆虫 Tn-5B1-4細胞とヒト 293細胞に

対して処理すると、昆虫細胞（Effective Concentration 50：EC50=3.36 μg/mL）はヒ

ト細胞（EC50=6.23 μg/mL）に比べ、ROS 産生といった α-terthienyl による影響を

強く受ける（Huang et al., 2010）。 

解毒代謝酵素は第 1相 Phase I、第 2相 Phase II、第 3相 Phase III 酵素に分類さ

れる（Quesnot et al., 2014）。シトクロム cytochrome P450（CYP）を始めとする第

1 相酵素は、生体異物 xenobiotics に対するヒドロキシ化 hydroxylation といった

酸化反応を触媒して極性化合物を生成し、グルタチオン S-トランスフェラーゼ

glutathione S-transferase（GST）（細胞質、ミトコンドリア、小胞体に存在）を始

めとする第 2 相酵素が抱合できるように変性させ、最終的に、異物は ATP 結合



34 

 

カセット輸送体 ATP-binding cassette（ABC）transporterを始めとする第 3相酵素

により排出される（Han, 2011; Quesnot et al., 2014）。ROS により酸化された生体

分子も有害な基質となるが、これらは GST や UDP-グルクロノシルトランスフ

ェラーゼ glucuronosyl transferase（UGT）といった第 2 相酵素により代謝される

（Lindblom and Dodd, 2006）。これらは α-terthienyl 抵抗性にも重要であると考え

られる。GST は、グルタチオン Glutathione（GSH）のチオール基（-SH）と対象

化合物のジスルフィド結合反応を触媒して求電子性を中和し、水溶性を高める

酵素である（Habig et al., 1974; Keen et al., 1976）。グルタチオンは細胞内で酸化型

（GSSG）と還元型（GSH）で存在するが（Halprin and Ohkawa, 1967）、酸化型は

グルタチオン還元酵素 glutathione reductase によって還元型に変換される（Conn 

and Vennesland, 1951）。C. elegansの酸化ストレス関連酵素は、主に、構造的・機

能的な哺乳類 Nrf2 ホモログであり、咽頭組織の形成に必要な遺伝子スクリーニ

ングにより同定された CNC（cap‘n’collar）転写因子 skinhead family member-1

（SKN-1）によって制御されている（An and Blackwell, 2003; Wu et al., 2017）。上

記のようなストレス応答における SKN-1 の活性は、WD40 リピートタンパク質

であるWDR-23によって負に制御されている（Choe et al., 2009）。 

本章では、α-terthienyl が（3）線虫の下皮に浸透して活性を発揮し、（4）酸化

ストレスを生じる化合物であることを示した。 

 

2.2. 材料と方法 

線虫株と培養法 

C. elegansの操作・培養は、前章と同様に実施した。本章では、以下の 5株の

線虫を使用した。野生型 N2（Bristol）、DP38 unc-119（ed3） III；KHA117

｛chuIs117[unc-119（+）, Pgst-4::gst-4::nls::rfp]I｝（C. elegansの gst-4 プロモータ
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ーにより gst-4::nls::rfp 融合遺伝子を発現する遺伝子組換え線虫）；KHA143

｛chuIs143[unc-119（+）, Pgst-4::gst-4::gfp]II｝（C. elegans の gst-4プロモーター

により gst-4::gfp 融合遺伝子を発現する遺伝子組換え線虫）；KHA166

｛chuIs166[unc-119（+）, Pctl-1::Bxy-ctl-1::gfp]｝（C. elegans の ctl-1 プロモーター

により ctl-1::gfp 融合遺伝子を発現する遺伝子組換え線虫）、KHA169｛sod-

1::[chuSi169 gfp::3×flag]II｝（C. elegansの sod-1プロモーターにより sod-1::gfp 融

合遺伝子を発現する遺伝子組換え線虫）。 

 

解毒代謝酵素の発現観察 

C. elegans解毒代謝酵素の発現部位を観察するため、前章と同様に young adult

に同調化した遺伝子組換え線虫を、最終濃度 10 μMの光不活性化 α-terthienylと、

ポジティブコントロールとして M9 バッファーに溶かして最終濃度 7.03 mM と

したアクリルアミド acrylamide（富士フィルム和光純薬株式会社）（Hasegawa et 

al., 2008）と共に 96-well plateに加え、24 時間処理した。処理後の線虫を、M9バ

ッファーに濃度 1（％）で混合した 1-フェノキシ-2-プロパノール 1-phenoxy-2-

propanol（東京化成工業株式会社）で数分間処理し、麻痺させた線虫をスライド

グラス上のアガーパットに移し（Shaham, 2006）、カバーガラスをかけ、プレパ

ラートを作成した。そして、融合遺伝子の発現部位を、共焦点レーザー顕微鏡

confocal laser scanning microscope（CLSM）LSM710（Zeiss）により観察した。 

 

定量的リアルタイム quantitative real time PCR（qRT-PCR） 

α-terthienyl 処理による 3 つの遺伝子（gst-4、sod-1、ctl-1）の発現変化量を調

べるため、前章と同様に young adult に同調化した C. elegans N2 を、10 μM の光

不活性化 α-terthienyl と共に 9 cm ガラス製プレートに加え、24時間処理した。コ
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ントロールには、2（％）DMSO を混合した M9 バッファーを使用した。試薬濃

度と線虫密度は前章と同様であるが、各液量は 100 倍にスケールアップした。

処理後、線虫をM9 バッファーで回収・洗浄し、液体窒素で急速凍結させ、-80℃

で保存した。RNeasy® Plus Micro Kit（Qiagen）のプロトコールに従い、全 total 

RNAを抽出した。全 RNA濃度を 50（ng/μl）に調整し、PrimeScript RT reagent Kit

（タカラバイオ株式会社）と付属の Oligo dT Primerと Random 6 mers（逆転写反

応用プライマー）を用いて逆転写した。qRT-PCR は、Sato et al.（2014）に従い、

TB Green® Premix Ex Taq™ II（Tli RNaseH Plus）（タカラバイオ株式会社）と CFX96

リアルタイム PCR 解析システム（Bio-Rad）により実施し、各遺伝子用プライマ

ーは、Primer 3 plus（https://primer3plus.com）を用いて設計した。各遺伝子の相対

的な発現量 relative expression level（％）は、ハウスキーピング遺伝子 snb-1をコ

ントロールとして用い、ΔΔCT法により算出した（Livak and Schmittgen, 2001; Sato 

et al., 2014）。qRT-PCR で用いたプライマーリストを表 2-1 に示す。各 qRT-PCR

は、独立した線虫を用いて 4回反復した。 

 

RNA干渉 

C. elegans N2ゲノムの PCR により得られた skn-1と wdr-23遺伝子断片をクロ

ーニングした RNAi ベクターpPD129.36を用意した（Stanford大学 A. Fireの方法

を参考)。上記の RNAi 用プライマーリストを表 2-2 に示す。空 RNAi ベクター

または各遺伝子断片を挿入した pPD129.36 を用いて E. coli HT115 を形質転換

transform した（Kamath et al., 2001）。各 RNAi プラスミドで形質転換した E. coli 

HT115 をイソプロピル-β-D（-）-チオガラクトピラノシド Isopropyl-β-D（-）-

thiogalactopyranoside（IPTG）で 4 時間処理し、これを播種した NGM プレート

（アンピシリン ampicillin 50 μg/ml、テトラサイクリン tetracycline 12.5 μg/ml）に、
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L1に同調化した線虫を移し、48時間培養した。前章と同様に、同調化した young 

adult を M9 バッファーで回収し、α-terthienyl と共に 96-well plate に移して 24、

48、72時間処理し、死亡率（％）を算出した。融合遺伝子の発現は CLSM によ

り観察した。 

 

2.3. 結果 

α-terthienyl に対する解毒代謝酵素の発現パターン 

ROS に対する主要な解毒酵素ファミリーは、SOD、グルタチオンペルオキシ

ダーゼ glutathione peroxidase（GPX）、CTL、ペルオキシレドキシン peroxiredoxin

（PRDX）である（Henkle-Dührsen and Kampkötter, 2001）。ROS によって酸化さ

れ、有害な基質となった生体内分子は GST や UGT のような第 2 相代謝酵素に

より解毒される（Lindblom and Dodd, 2006）。α-terthienyl に対する C. elegans の分

子応答を調べるため、上記解毒酵素のうち、酸化物と生体異物に対する sod-1、

ctl-1、gst-4の発現が比較的多く報告されていたため（Choe et al., 2009; Doonan et 

al., 2008; Hasegawa et al., 2008; Vicente et al., 2015）、これらを解析対象として選択

した。 

上記遺伝子に緑色蛍光タンパク質 green fluorescent protein（GFP）を融合させ

た遺伝子組換え線虫を用いて、α-terthienyl 処理後の GST-4::GFP、SOD-1::GFP、

CTL-1::GFP 発現を観察した。GST-4 発現は非ストレス条件下では見られなかっ

たが（図 2-3A、B）、強力な GST 誘導物質であるアクリルアミド（Hasegawa et al., 

2008）で KHA143（gst-4::gfp）線虫を処理すると、GST-4が線虫の全身で強く発

現した（図 2-3C、D）。α-terthienyl で処理すると、GST-4が線虫の下皮 hypodermis

で顕著に発現した（図 2-3E、F）。SOD-1 は非ストレス条件下では、線虫の全身

で弱く恒常的 constitutivelyに発現していたが（図 2-4A、B）、sod-1発現を上昇さ
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せるアクリルアミド（Hasegawa et al., 2008）で KHA169（sod-1::gfp）線虫を処理

すると、SOD-1発現が線虫の全身で増加した（図 2-4C、D）。α-terthienyl で処理

すると、SOD-1 が線虫の下皮で顕著に発現した（図 2-4E、F）。非ストレス条件

下では、恒常的な CTL-1 発現が線虫の腸細胞 gut cell で見られたが（図 2-5A、

B）、α-terthienyl で KHA166（ctl-1::gfp）線虫を処理しても CTL-1 発現に変化は見

られなかった（図 2-5C、D）。これらの結果に加え、qRT-PCR により各遺伝子の

発現量を確認したところ、同様の結果が得られた（図 2-6）。 

最も発現が顕著であった GST-4の発現部位を細胞レベルで確認するため、gst-

4 と核移行シグナル nuclear localization signal（nls）、赤色蛍光タンパク質 red 

fluorescent protein（rfp）融合遺伝子を発現する遺伝子組換え C. elegans KHA117

を用いた。非ストレス条件では、同様に GST-4発現は観察されなかったが（data 

not shown）、アクリルアミドで処理すると、GST-4 がほとんど全ての体細胞

somatic cell で強く発現した（図 2-7A、B）。α-terthienyl で処理すると、GST-4が

下皮細胞のみで顕著に発現することを細胞レベルで確認した（図 2-7C、D）。 

 

α-terthienyl により誘導される解毒代謝酵素の発現は SKN-1 / WDR-23システム

の制御下にある 

CNC ファミリーの 1つである転写因子 SKN-1は、多くの解毒代謝酵素の発現

を直接制御している（An and Blackwell, 2003）。ベーシックロイシンジッパーbasic 

leucine zippe（bZip）転写因子である CNC タンパク質は、線虫、昆虫、魚類、哺

乳類（ヒト）で広く保存されているが、植物と菌類には存在しない（Sykiotis and 

Bohmann, 2010）。WD40 リピートタンパク質 WDR-23 は、非ストレス条件では

SKN-1 と結合して活性を抑制するが、ストレスに曝されると SKN-1 を解離し、

これを活性化させる（Tang and Choe, 2015）。本章では α-terthienyl に対する gst-4
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と sod-1の発現と、skn-1 / wdr-23の関係について調べた。 

skn-1 をノックダウンさせると、α-terthienyl 処理により線虫の下皮で誘導され

る GST-4と SOD-1の発現を抑制した（図 2-8）。また、skn-1をノックダウンさせ

ると、アクリルアミド処理により誘導される GST-4と SOD-1の発現が線虫の一

部の組織以外で抑制されることも確認した（図 2-9）。wdr-23 をノックダウンさ

せると、非ストレス条件下であっても GST-4と SOD-1が強く発現し、これらの

発現は α-terthienyl 処理後であっても変化しなかった（図 2-10A-H）。また、skn-1

と wdr-23 をノックダウンさせても、CTL-1 の発現パターンに変化は見られなか

った（図 2-8M-R、図 2-10I-L）。 

 

解毒代謝酵素の発現は α-terthienyl 感受性に関係する 

C. elegansに対する α-terthienylの感受性または抵抗性と解毒代謝酵素の関係を

調べるため、skn-1 と wdr-23 の Feeding RNAi を実施した。α-terthienyl の殺線虫

活性は、前章と同様に、コントロール（空ベクターpPD129.36）RNAi では時間・

濃度依存的に増加していた。しかし、skn-1または wdr-23をノックダウンさせる

と、線虫の死亡率（％）への影響が見られた（図 2-11A-C）。24 時間処理では、

線虫の死亡率（％）は、10 μM では 11 ± 2.0（％）、25 μM では 17 ± 2.1（％）で

あったが、skn-1の RNAi により死亡率（％）は、10 μM では 15 ± 3.1（％）、25 

μM では 33 ± 6.8（％）に上昇し、wdr-23 の RNAi により死亡率（％）は、10 μM

では 1.5 ± 0.92（％）、25 μM では 4.7 ± 0.83（％）に減少した（図 2-11A）。48時

間処理では、各 RNAi 処理による死亡率の差はより顕著となったが（図 2-11B）、

72時間処理では、25 μM の α-terthienyl により、ほとんどの線虫が死亡した（図

2-11C）。また、72 時間後のコントロール RNAi の LC50は 10 ± 0.40 μM であった

が、skn-1 RNAi では 5.4 ± 0.18 μM、wdr-23 RNAi では 12 ± 0.41 μM となった。 
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2.4. 考察 

SOD はスーパーオキシド（O2
−）ラジカルを酸素（O2）と過酸化水素（H2O2）

に解毒する唯一の酵素で、この反応に続き、GPXまたは CTLにより過酸化水素

が酸素（O2）と水（H2O）に解毒される（Fridovich, 1995; Moreno-Arriola et al., 2014）。

C. elegans には 5 つの sod 遺伝子が存在し（Doonan et al., 2008）、sod-1（Cu/Zn 

SOD）（細胞質 cytosolic）（Larsen, 1993）、sod-2（Mn SOD）（ミトコンドリア

mitochondrial）（Suzuki et al., 1996）、sod-4（Cu/Zn SOD）（細胞外 extracellular）

（Fujii et al., 1998）の他に、sod-3（Mn SOD）（ミトコンドリア）（Suzuki et al., 1996）

と sod-5（Cu/Zn SOD）（細胞質）（Jensen and Culotta, 2005）が各部位で発現する

が、sod-1は全 SOD活性の約 80（％）に寄与する一方で、sod-3 と sod-5は低レ

ベルで発現する（Doonan et al., 2008; Schaar et al., 2015）。また、sod-1と sod-2は

増殖期の主要な sod 遺伝子で、耐久型幼虫期では sod-3 と sod-5 の発現が上昇す

る（Doonan et al., 2008; Honda and Honda, 1999）。過酸化水素で処理すると、各抗

酸化酵素（CTL、SOD、GPX）のうち、有意な発現は CTL のみで見られ、線虫

の過酸化水素に対する保護は CTLが重要であると報告されている（Vicente et al., 

2015）。C. elegans ゲノムには 3つの ctl 遺伝子が直列 tandem に存在し、ctl-3（ニ

ューロン neuron、筋肉、咽頭）、ctl-1（細胞質）、ctl-2（ペルオキシソーム peroxisome）

はそれぞれ各部位で異なる活性を持つ（Petriv and Rachubinski, 2004; Togo et al., 

2000; Vicente et al., 2015）。また、CTL-1 は線虫の腸で発現することを確認した

（図 2-5）。本研究では、細胞質でのスーパーオキシドと過酸化水素の代謝を調

べるため、sod-1と ctl-1をそれぞれ選択した。第 2相酵素は、第 1相酵素による

代謝反応を経た生体異物や（酸化された）生体分子と、還元剤 reducing agent と

の共役反応を触媒する（An and Blackwell, 2003）。このような有害分子に対する
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生体防御システムは、動物で広く保存されている。哺乳類では、bZip 型転写因

子である DNA結合ドメインタンパク質 NF-E2-related factor 2（Nrf2）が、抗酸化

剤応答配列 antioxidant response element（ARE）を介して、第 2相酵素をコードす

る多くの遺伝子の転写活性化に関わっている（Ney et al., 1993; Nguyen et al., 

2003a）。βプロペラリピートを持つケルチ様EHC関連タンパク質Kelch-like-ECH-

associated protein 1（Keap1）は、酸化または求電子ストレスのない状態では、ユ

ビキチン-プロテアソーム分解系を介して Nrf2を抑制する（Hasegawa and Miwa, 

2010; Kobayashi et al., 2006; Nguyen et al., 2003b）。Keap1と Keap1-Nrf2 複合体は、

Keap1のリンカードメインにより細胞質に局在する（Zhang and Hannink, 2003）。

（ROS のような）ARE 誘導物質は Keap1 のシステイン cysteine を修飾し、直接

Keap1-Nrf2複合体を分離させ、Nrf2の核蓄積を誘導する（Eggler et al., 2005; Itoh 

et al., 1999; Rushmore et al., 1991）。マウス Keap1 には計 25のシステイン残基が

あるが、うち 4つ（Cys226、Cys613、Cys622、Cys624）が H2O2誘導性の Nrf2活

性化に必要だと報告されている（Suzuki et al., 2019）。しかし、Keap1 のストレス

感受メカニズムの詳細はよく分かっていない（Suzuki et al., 2019）。哺乳類 Nrfと

C. elegansの SKN-1は機能的に類似していることが明らかになっている（An and 

Blackwell, 2003）。C. elegansでは、酸化ストレス応答には転写因子 SKN-1が必要

であり、実際、SKN-1 の活性化は ctl、sod、少なくとも 9 種類の gst 遺伝子の発

現を誘導する（Park et al., 2009）。生物は多様な GSTs を発現するが、これらは、

配列相同性、細胞分布、基質特異性から以下の 7 つのクラスに分類される

（Kampkötter et al., 2003）。Alpha、Mu、Pi（Mannervik et al., 1985）、Sigma（Meyer 

and Thomas, 1995）、Theta（Meyer et al., 1991）、Zeta（Board et al., 1997）、Omega

（Board et al., 2000）クラスである。C. elegans ゲノムには約 50 種の gst 遺伝子が

存在するが（Leiers et al., 2003）、GST-4 は線虫の全身で発現し（Hasegawa et al., 
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2008）、レポーター遺伝子として発現解析によく用いられている。 

SKN-1 結合領域は、ctl や sod など、多くの第 2 相酵素のプロモーター領域に

存在する（An and Blackwell, 2003; Lindblom and Dodd, 2006）。GST コード遺伝子

のプロモーターには 2 つまたはそれ以上の SKN-1 結合領域があると予測されて

いる（Hasegawa et al., 2008）。C. elegans 幼虫に対して酸化ストレス誘導物質であ

るパラコート paraquat で処理すると、gst-4 の定常状態 mRNA レベルは 40 倍に

増加し、sod-1と sod-3 も 2倍に増加すると報告されている（Tawe et al., 1998）。

DNA binding protein 1（DDB-1）、そして、SKN-1と相互作用する WDR-23は腸、

下皮、神経細胞核で発現し、SKN-1の核蓄積を抑制する（Choe et al., 2009）。線

虫はKEAP1ホモログを欠いており、KEAP1によるNRF2の制御と、線虫のWDR-

23 の類似点はメカニズムのみで、構造的には KEAP1 と WDR-23 は別物である

（Lo et al., 2017）。KEAP1 が存在するにもかかわらず、ヒトゲノムは WDR23 を

保持しており、KEAP1 と WDR23 はそれぞれ独立したメカニズムで NRF2 を制

御する（Lo et al., 2017）。線虫の 2つの主要な CeWDR-23アイソフォームの細胞

内分布は、哺乳類の 2 つの主要なアイソフォームの分布と一致しており、アイ

ソフォーム 1 は主に細胞質に局在し、アイソフォーム 2 は核に豊富に含まれる

ことから、標準的な制御系統であるKEAP1と独立して、WDR23は別系統でNRF2

活性を制御すると考えられている（Lo et al., 2017; Staab et al., 2013）。本章では、

細胞質に局在する CeWDR-23アイソフォーム a（Staab et al., 2013）を RNAi の対

象とした。 

WDR-23の機能喪失により、腸細胞核で SKN-1が蓄積して SKN-1 タンパクレ

ベルが上昇し、第 2相酵素の恒常的な転写が誘導される（Choe et al., 2009）。GST

誘導物質アクリルアミドにより誘導された全身の GST-4 発現は、skn-1 RNAi に

より、咽頭と体壁筋 body wall muscle以外で抑制される（図 2-9C、D）（Hasegawa 
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et al., 2008）。skn-1 RNAi により、発現増加（％）も sod-1では 80（％）、ctl-2で

は 100（％）抑制される（Park et al., 2009）。ストレス応答因子である転写因子

abnormal dauer formation-16（DAF-16）は核移行により活性化される（Deng et al., 

2020; Rottiers et al., 2006）。DAF-16 のコンセンサス Akt領域が、AKTタンパク質

の下流 downstream に分岐する DAF-2 経路によってリン酸化されると、DAF-16

の核蓄積が抑制される（Lin et al., 2001）。DAF-2制御のリン酸化酵素 kinaseは、

WDR-23 の上流 upstream で SKN-1活性を抑制する（Choe et al., 2009）。実際に、

daf-2 活性が低下すると、C. elegans の gst-4、sod-3、ctl-1、ctl-2 の発現は増加す

る（Murphy et al., 2003）。また、SKN-1は daf-16転写を直接制御せず（Deng et al., 

2020）、daf-16は SKN-1発現にも不要である（Tullet et al., 2008）。DAF-2経路の

シグナルが低下すると、SKN-1 は DAF-16 と一部しか重複しない遺伝子発現プ

ログラムを誘導する（Tullet et al., 2008）。DAF-2 の共活性の理由は不明だが、

SKN-1 は熱ストレスによって抑制されるが、熱耐性には DAF-16 が必要なため、

異なる転写因子が協調的に働いていると考えられている（Deng et al., 2020）。 

α-terthienyl または類縁化合物は、植物根内で線虫に浸透して殺虫すると予測

されているが（Bakker et al., 1979）、私が調べた限りでは、これを証明する明確な

証拠はなかった。α-terthienyl 処理により GST-4 と SOD-1 が C. elegans の下皮で

発現したことから（図 2-3E、F と図 2-4E、F）、α-terthienyl は線虫の下皮に浸透

penetrate し、酸化ストレス誘導物質として作用すると考えられる。もし、α-

terthienyl が口 mouth から摂食され、活性を発揮するならば、解毒代謝酵素の発

現は、アクリルアミドで処理した遺伝子組換え線虫で観察されたように（図 2-

3C、Dと図 2-7A、B）、咽頭筋 pharyngeal muscleと腸で見られるはずである。本

研究では、共焦点レーザー顕微鏡により、ピンホールにより上下から対象面以外

の蛍光を防ぐことに加え、標本に焦点を結んだレーザービームを 1点に照射し、
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対象を細かく走査スキャンした線虫組織の光学的スライス画像を得た（Paddock, 

1999）。よって、上記の結果も、各レポーター遺伝子の発現部位を正確に捉えた

ものと考えている。また、光不活性化 α-terthienyl で処理すると、2.5 μM から GST-

4::GFP 発現が見られる（図 2-3M）。光活性化 α-terthienyl では、より低濃度から

GST-4::GFP 発現が見られるものの、約半数の線虫が死亡する 1 μM で処理して

も、発現量は多くなかった（図 1-1、2-3M）。この結果は、光活性化 α-terthienyl

は、線虫が死亡する濃度であっても GST-4 による解毒代謝が十分になされない

ため、高い殺線虫活性を発揮する可能性を示している。 

C. elegansの上皮系は 2つの細胞群から構成され、（1）クチクラを分泌する多

核融合細胞からなる下皮細胞は、主な融合細胞である hyp 7 に加え、頭部（hyp 

1から hyp 6）と尾部（3つの単核細胞 hyp 8、9と 11、最後尾の 2核細胞 hyp 10）

の小さい下皮細胞からなり、（2）特殊上皮細胞 specialized epithelial cell は、ニュ

ーロンの感覚受容体、下皮と内部組織を結合させるリンカー細胞、クチクラの一

部を分泌してクチクラ構造を作る機能を持つ（Altun and Hall, 2020; Shemer and 

Podbilewicz, 2000; Sulston et al., 1983）。クチクラは線虫の外骨格 exoskeletonであ

り、形態の維持、外界との相互作用または保護、運動性に重要な役割を果たす

（Kramer et al., 1997）。線虫の両側にはシーム細胞 seam cell と呼ばれる特殊な下

皮細胞が縦一列に存在し、シーム細胞と P 細胞（腹索芽細胞）の分裂により生成

された多くの核が hyp 7に融合し、（雌雄同体では）139個の核を含む C. elegans

最大の融合細胞として体表の大部分を占めるようになる（Shemer and Podbilewicz, 

2000; Sulston et al., 1983）。線虫の口腔はリング状の 3 つの下皮細胞（最内側の

hyp 1、内側の hyp 2、外側の hyp 3）に覆われ、下皮と消化器系の上皮内層を結

合させる役割を持ち、続いて hyp 3 は hyp 4 と接続する（Altun and Hall, 2020; 

Sulston et al., 1983）。頭部の 5 つの下皮細胞は全て融合細胞で、2 から 3 個の核
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を含む（Altun and Hall, 2020）。また、hyp 6 は hyp 7 と融合し（Yochem et al., 1998）、

肛門の前にある hyp 12 も hyp 7 と融合するが（Altun and Hall, 2020; Sulston and 

Horvitz, 1977）、hyp 10 と hyp 13 では性特異的な細胞融合が起こる（Shemer and 

Podbilewicz, 2000）。雌雄同体の尾部では、4 つの尾部下皮細胞のうち 3 つ（hyp 

8から 10）が伸縮してはめ込むように組織化され、後続の背側細胞（hyp 11）が

最前部に収まるようになっている（Nguyen et al., 1999）。しかし、雄の尾部では、

前方から後方に細胞融合が進行し、まず hyp 8と hyp 11、次に hyp 9、最後に hyp 

10と融合する（Nguyen et al., 1999）。雄特異的な 2核細胞 hyp 13 は、腹側の 2細

胞からなり、形態形成の最終段階で hyp 7 と融合するが、雌雄同体ではこれらの

核は hyp 7 に含まれている（Nguyen et al., 1999）。また、下皮細胞の機能や発達

に影響する遺伝子変異は、クチクラの構造と機能、筋肉発達、線虫の形態に障害

をもたらす（Altun and Hall, 2020）。KHA117（gst-4::nls::rfp）を α-terthienyl で処

理すると、頭部と尾部を含む全身の下皮細胞核で蛍光が見られることを確認し

た（図 2-7C、D）。α-terthienyl はモルモット guinea pig の上皮 epidermis、付属器

adnexae、上皮真皮 superficial dermis を通して皮膚 skin に浸透すると報告されて

おり（Rampone et al., 1986）、この報告は、本研究の結果とも一致する。 

α-terthienyl は、一重項酸素を生成する作用機構により細胞膜の破裂をもたら

すが、DNA の構造と機能には影響しないため、発癌性・変異原性は低いと考え

られている（Rampone et al., 1986）。本研究では、skn-1 RNAi により GST-4や SOD-

1の発現が抑制されると、α-terthienyl に対する感受性が増加し、wdr-23 RNAi に

よりGST-4や SOD-1を発現させると α-terthienylに対する耐性が付与されること

が分かった（図 2-11、2-12）。また、野生型 N2と KHA143（gst-4::gfp）の比較に

より、gst-4::gfp 融合遺伝子は α-terthienyl の感受性または抵抗性に影響しないこ

とも確認した（図 2-11D）。 
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α-terthienyl は蚊幼虫ではオキシラジカル機構により作用すると言われている

（Nivsarkar et al., 2001）。嫌気処理（ジチオナイト dithionite、メルカプトエタノ

ール mercaptoethanol、窒素）により、光活性化 α-terthienyl の活性には酸素が必

要なことが分かっている（Bakker et al., 1979）。ナミクキセンチュウ Ditylenchus 

dipsaci を用いた Bakker et al.（1979）の実験によると、光活性化 α-terthienyl 処理

により、グルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼ glucose-6-P dehydrogenase（G6PD）

活性が減少するが、一重項酸素失活剤 quencher（ヒスチジン histidine、トリプト

ファン tryptophan、メチオニン methionine、N3
-）で処理すると、酵素阻害が解除

され、逆に、一重項酸素の寿命を延長させる重水 D2O で処理すると、酵素抑制

効果が上昇する（Bakker et al., 1979; Matheson and Lee, 1978）。一重項酸素はオレ

フィン olefin と反応して 1,2-ジオキセタン dioxetane を生成するが（Wieringa et 

al., 1972）、光活性化 α-terthienyl をオレフィンと反応させると、ジオキセタンが

生成する（Bakker et al., 1979）。また、EDTA、カタラーゼと過酸化水素、または、

ヒドロキシラジカル失活剤（マンニトール mannitol と安息香酸 benzoate）を α-

terthienyl に添加しても影響は見られない（Bakker et al., 1979）。これらのことか

ら、ROS のうち、過酸化水素とヒドロキシラジカルは関与しないと考えられて

いる（Bakker et al., 1979）。しかし、Bakker et al.（1979）は、SODを添加しても

α-terthienyl 活性への影響が見られなかったと報告したため、酵素抑制における

スーパーオキシドアニオンの働きは考えられてこなかった（Nivsarkar et al., 

2001）。後に、蚊幼虫において SOD 活性が α-terthienyl ラジカルとスーパーオキ

シドラジカルによって抑制されると報告され、酵素抑制は毒性における重要な

ステップであり、これが酸素ラジカルの蓄積を誘導し、細胞損傷を引き起こす可

能性があると報告された（Nivsarkar et al., 2001）。このことから、C. elegansを α-

terthienyl で処理すると、生成した上記ラジカルによって SOD活性が抑制される
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ため、sod-1 と比較して gst-4 の発現がより顕著になるのかもしれない（図 2-6、

2-12）。CTL-1 は線虫の腸で恒常的に発現するが（図 2-5A、B）、KHA166（ctl-

1::gfp）を α-terthienyl で処理しても、CTL-1発現に変化は見られなかった（図 2-

5C、D）。この結果は、CTL-1 は H2O2を生成しない α-terthienyl の解毒代謝に関

係せず、過酸化水素から生成される最も反応性の高い ROS であるヒドロキシラ

ジカルも（Chen et al., 2015）、α-terthienylからは生成されない可能性を示し（Bakker 

et al., 1979）、これらの仮説はこれまでの報告と一致する。また、CTL-1 発現は

skn-1 と wdr-23 の RNAi による影響を受けないことも確認した（図 2-8M-R、図

2-10I-L、図 2-12E）。qRT-PCR の結果も、α-terthienyl 処理により ctl-1発現が有意

に上昇しないことを示している（図 2-6）。また、H2O2処理による、KHA166 の

CTL-1::GFP 発現の増加も確認した（図 2-12D）。これは、Taub et al.（1999）の

CTL-1 の機能報告とも一致する。私が調べた限りでは、カタラーゼ遺伝子のう

ち、ctl-1 と skn-1の直接的な関係は報告されていなかったが、本研究により、線

虫の腸で発現する ctl-1 は skn-1 の制御下になく、下皮に作用する α-terthienyl の

解毒代謝にも関係しないことが分かった。これらの結果は、α-terthienyl に対する

線虫の防御機構は SKN-1 / WDR-23 システムに大きく依存するという仮説とも

一致する。 

本研究では α-terthienyl は耐久型幼虫に対する高い殺線虫活性を示すことを明

らかにした（図 1-1、図 1-2）。耐久型幼虫は長期間劣悪な環境にさらされる可能

性があるため、細胞へのダメージを避ける必要がある（Larsen, 1993）。耐久型幼

虫は水透過性が低く、乾燥し難く、様々な化合物に対する耐性を示すが、これら

の特性は、摂食行動をしないことと、非常に規則的な筋間隔を持つ特殊なクチク

ラ層による（Cassada and Russell, 1975）。このように、C. elegans 耐久型幼虫は劣

悪な環境で生存するための形態的・代謝的に特別な発育ステージである（Cassada 
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and Russell, 1975; Erkut and Kurzchalia, 2015）。プロテオーム解析により、いくつ

かの第 2相タンパク質（GST-5、GST-7、GST-10）は L3と比較して耐久型幼虫で

増加していたが、GST-36は耐久型幼虫で減少していた（Jones et al., 2010）。H2O2

の H2Oと H2への還元を触媒し、脂質とステロイドも還元対象とするペルオキシ

ダーゼである GPX-2も耐久型幼虫で増加していた（Jones et al., 2010）。耐久型幼

虫では young adult に比べ SOD 活性が 5 倍高かったが、間接的な CTL 誘導は起

こらず、耐久型幼虫の高い SOD活性は、体内で生成したフリーラジカルの消化

が生存に重要である可能性を示している（Larsen, 1993）。一方で、Vanfleteren and 

De Vreese（1995）は SODと CTL活性が耐久型幼虫で上昇すると報告している。

しかし、Jones et al.（2010）は SOD-1が耐久型幼虫で上昇したが、有意ではない

と報告している。また、耐久型幼虫における過酸化水素耐性は成虫よりも 20倍

高いが、この耐性は酸化ストレスへの細胞内抵抗性には重要でなく、耐久型幼虫

と young adult との CTL 活性の差も見られなかったと報告されている（Larsen, 

1993）。このように、酵素の恒常的な発現は増殖期よりも耐久型幼虫でよく見ら

れるが、生体異物に対する酵素の誘導反応は停滞している可能性がある。本研究

では、耐久型幼虫の遺伝子組換え線虫に対して α-terthienyl を処理しても、GST-

4の発現はあまり見られず（図 2-3I-L）、SOD-1でも同様の結果が得られた（data 

not shown）。また、私が調べた限りでは、gst-4の発現は耐久型幼虫で増加してい

なかった。gst-4や sod-1は主に増殖期で発現することから（Doonan et al., 2008）、

α-terthienylはC. elegans耐久型幼虫に対して高い殺線虫活性を発揮するのかもし

れない。しかし、さらなる研究が必要である。 

C. elegansの体長は、L1では 250（μm）、young adult では 900-940（μm）（Altun 

and Hall, 2020）、成虫では 1,300（μm）（Cox et al., 1981）、耐久型幼虫では 495 ± 

60（μm）であるが（Cassada and Russell, 1975）、若い幼虫に対して α-terthienyl を
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処理しても、耐久型幼虫で見られたような劇的な死亡率（％）の変化は見られな

かった（data not shown）。これは、線虫に対する α-terthienyl の殺線虫活性は、体

長よりも解毒代謝活性に依存する可能性を示している。 

1,3-Dを始めとする有機ハロゲン化合物の土壌燻蒸剤は気化し、土壌中の水分

と反応して PPN のクチクラに浸透し、SN2 求核置換反応によりタンパク質と反

応し、代謝異常を引き起こす（Ebone et al., 2019; Zheng et al., 2006）。（作業員であ

る）ヒトも 1,3-D の蒸気をすぐ吸入してしまうが、GST を介したグルタチオン

（GSH）抱合により直ちに排出される（EPA, 2000）。1,3-Dの高い揮発性は有効

性を増加させるが、大気への放出と作業員の暴露量を増加させる（Yates and 

Ashworth, 2018）。1,3-Dの GSH抱合は一般的な解毒代謝経路であるが（Bartels et 

al., 2000）、GST が制御する 1,3-D解毒代謝における GSH抱合の役割については

よく分かっていない（Kuaunig et al., 2015）。1,3-Dはヒトへの発癌性が疑われて

おり（Baker et al., 1996）、1,3-Dの慢性的な経口暴露は、非遺伝毒性作用により

ラット rat 肝臓で腫瘍形成を増加させる（Klaunig et al., 2015）。1,3-Dはグルタチ

オンによって直ちに解毒されるものの、解毒によりグルタチオンの枯渇を引き

起こすため、これがラット肝臓における腫瘍形成をもたらす可能性がある

（Klaunig et al., 2015）。有機リン系農薬を始めとする非燻蒸剤は、その使いやす

さと費用から、燻蒸剤よりも一般的になりつつある（Starr et al., 2007; Wada et al., 

2011）。有機リン系農薬であるイミシアホス Imicyafos やカーバメート系農薬で

あるオキサミル Oxamyl の殺線虫作用は、興奮性神経伝達物質であるアセチルコ

リン acetylcholine を神経筋シナプスで加水分解し、興奮反応を終了させる働きの

あるアセチルコリンエステラーゼ acetylcholinesterase（AChE）の阻害である

（Opperman and Chang, 1990）。また、フルオピラム fluopyram（コハク酸デヒド

ロゲナーゼ阻害剤）は、M. incognita や自活性線虫を麻痺させ、根感染を阻害す
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るが（Faske and Hurd, 2015）、これを有効成分とする農薬（バイエルクロップサ

イエンス株式会社と日本農薬株式会社）は、複合体 II に作用し、線虫のエネル

ギー生産を阻害する世界初の殺線虫剤である（Umetsu and Shirai, 2020）。主要な

殺線虫剤である 1,3-D の殺線虫作用は代謝異常であり、燻蒸剤のため吸入の危険

性もあるが、α-terthienyl は GST や SODを線虫の下皮で発現させる殺線虫活性を

発揮し、燻蒸も必要なく、有機リン系とも異なる作用機構を持つと考えられるた

め、α-terthienyl も IPM に適合する次世代の殺線虫剤となる可能性がある。 

α-terthienyl の除草活性 herbicidal activity も研究されており、α-terthienyl の半数

阻害濃度 median inhibitory concentration（IC50）は、雑草であるオニメヒシバ

Digitaria sanguinalis では 22.03（mg/l）、モデル生物シロイヌナズナ A. thaliana で

は 29.64（mg/l）、緑藻であるコナミドリムシ Chlamydomonas reinhardtii では 1.10

（mg/l）であり、主要な除草剤アトラジン atrazine よりも高い除草活性を持つ

（Zhao et al., 2018）。α-terthienyl と植物が接触すると、除草剤ターゲットである

A. thaliana トランスケトラーゼ transketolase-1（ATTKL1）活性部位との結合によ

る酵素抑制と、attkl1 の抑制による光合成阻害が誘導され、植物の枯死を引き起

こす（Huo et al., 2018; Zhao et al., 2018）。しかし、α-terthienyl に対する植物の IC50

は、線虫（C. elegans や M. incognita）の LC50や昆虫細胞の EC50と比較して高い

ため（Huang et al., 2010; Zhao et al., 2018）、線虫防除における農作物に対する悪

影響はあまりないと考えられる。 

殺線虫活性を示す植物のうち、土壌にすき込んだ時に殺線虫物質を放出する

と考えられている植物はいくつか存在する。線虫抑制に使われているクロタラ

リア Crotalariaには 1,2-dehydropyrrolizidine alkaloid（PA）が存在する（Ntalli and 

Caboni, 2012）。しかし、クロタラリアの主要な分泌物質の 1つであるモノクロタ

リン monocrotaline は家畜やヒトへの悪影響を引き起こすことが知られている
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（Ntalli and Caboni, 2012）。PAはアジアやアフリカで問題となっている外来雑草

種であるヒマワリヒヨドリ Chromolaena odorata にも含まれ、根に含まれる PA

は濃度 70-350（mg/l）で M. incognita に対する殺線虫活性を示したと報告されて

いる（Ntalli and Caboni, 2012）。アスパラガス Asparagus officinalisの根から単離

されたアスパラガス酸は、濃度 35 ppm で存在し、複数種の PPN に対して毒性を

持ち、アスパラガスの線虫抵抗性に関して重要な役割を担っている（Takasugi et 

al., 1975）。オート麦 Oat（Avena sativa）は Heterodera や Pratylenchus に対して、

殺線虫物質 O-methyl-apigenin-C-deoxyhexoside-O-hexoside を産生する防御機構を

持つ（Soriano et al., 2004）。抵抗性品種のダイズ Glycine max根は、ダイズシスト

センチュウ H. glycines を接種させると、線虫の頭部領域に誘起され、Glyceollin

と呼ばれるファイトアレキシン phytoalexin を産生する（Huang and Barker, 1991）。

インドネシア・スマトラ島の植物 Knema hookeriana から抗線虫物質 3-

undecylphenolと 3-(8Z-tridecenyl)-phenol が単離されている（Alen et al., 2000）。キ

ク科のアラゲハンゴンソウ Rudbeckia hirta の根から単離されたチアルブリン

thiarubrine C（polyacetylenic 1,2-dithiin）は光のない状態で M. incognita と P. 

penetrans に対する殺線虫活性を示す（de Viala et al., 1998）。植物以外からも殺線

虫物質は見つかっており、殺線虫細菌 Streptomyces albogriseolus HA10002 から単

離された fungichromin B（6′-methyl-fungichromin）も天然微生物由来の農薬候補

物質として有望である（Zeng et al., 2013）。カカオ Theobroma cacao 根から分離さ

れ、 cholest-5-en-3-ol（ 3.beta.） -carbonochloridate などを産生する  Bacillus 

thuringiensis AK08 も Melydogyne sp.に対する高い殺線虫効果を持つ（Maulidia et 

al., 2020）。エジプトの過酷な環境から分離された放線菌 Saccharomonospora 

viridis Hw G550が産生するプロテアーゼも、M. incognita J2のクチクラを加水分

解する高い殺線虫活性を示したため、線虫防除に利用できると考えられている
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（Darwesh et al., 2019）。「ニーム Neem」の名で知られるセンダン科 Meliaceaeの

インドセンダン Azadirachta indica に含まれるアザジラクチン azadirachtin は、す

でに線虫防除用の市販製剤として登録されているが（Javed et al., 2008; Ntalli and 

Caboni, 2012）、上記の化合物の実用性もモデル線虫 C. elegansを用いた本研究の

実験モデルで確かめることができる。 

一方で、分子遺伝学を用いた防除法の開発も進められている。遺伝子ドライブ

gene driveは、他の対立遺伝子よりも高確率で遺伝する遺伝子が、個体群におい

てが素早く広がるシステムのことで、有害生物防除への応用が注目されている

（Champer et al., 2016）。例えば、マラリアベクターであるハマダラカ Anopheles 

gambiae雌の doublesex 転写産物はエクソン exon 5 を含むが、Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats（CRISPR）-CRISPR-associated（Cas）9を用

いてイントロン intron 4とエクソン 5の境界を破壊した遺伝子ドライブ産物を導

入すると、間性 intersex で完全な不稔性を示す（Jinek et al., 2012; Kyrou et al., 2018）。

しかし、遺伝子ドライブでは、人為的に遺伝子改変された個体が、意図せず元々

の生息地に帰化することにより、世界的な種の減少を引き起こす危険性がある

（Webber et al., 2015）。このことからも、現在、最も現実味のある次世代の防除

手法は、生物由来の有用物質を次世代の殺虫剤として用いることではないかと

考える。 

本章の結論として、α-terthienyl は、（3）線虫の下皮に浸透して殺線虫活性を発

揮し、（4）酸化ストレスを誘導する化合物であることを示した。α-terthienyl は光

が届かない土壌中であっても、摂食行動をしない幼虫のクチクラに浸透し、効果

的に殺線虫活性を発揮するため、農業現場での感染態幼虫（PPN）防除に応用で

きる可能性が高いことを示した。 
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2.5. 図 
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図 2-3、遺伝子組換え線虫 KHA143｛chuIs143[unc-119（+）, Pgst-4::gst-4::gfp]II｝

の GST-4::GFP 発現パターン 

（A、B）薬剤非処理条件では、young adult 線虫の GST-4::GFP 発現は見られない

（100倍）。（C、D）7.03 mM のアクリルアミドで 24時間処理すると、GST-4::GFP

が線虫の全身で強く発現する（100倍）。（E、F）10 μM の α-terthienyl で 24時間

処理すると、GST-4::GFP が線虫の下皮で顕著に発現する（100 倍）。（G、H）10 

μM の α-terthienyl で 24 時間処理した GST-4::GFP 発現を 200 倍で観察した。（I、

J）薬剤非処理条件では、dauer 線虫の GST-4::GFP 発現は見られない（200 倍）。

（K、L）10 μM の α-terthienyl で 24時間処理しても、同倍率の young adult と比

較して dauerの GST-4::GFP 発現はあまり見られない（200倍）。スケールバーは

500 μm。（M）各濃度の α-terthienyl で 24 時間処理し、CLSM で撮影した各 young 

adult 線虫 1個体あたりの GFP 蛍光密度 fluorescence levels（pixels / μm2）を ImageJ

（NIH、https://imagej.nih.gov/ij/）により計測した（平均値±標準誤差）（N=116）。

光不活性化 α-terthienyl で処理すると、2.5 μM から濃度依存的に GST-4::GFP 発

現が増加する。光活性化 α-terthienyl で処理すると、より低濃度から GST-4::GFP

発現が見られるものの、約半数の線虫が死亡する 1 μM であっても発現量は多く

なかった（*P <0.05、**P < 0.005、Mann-Whitney U 検定と Bonferroni correction）。 
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図 2-4、遺伝子組換え線虫 KHA169｛sod-1::[chuSi169 gfp::3×flag]II｝の SOD-1::GFP

発現パターン 

（A、B）薬剤非処理条件では、SOD-1::GFPが線虫の全身で弱く恒常的に発現す

る。（C、D）7.03 mMのアクリルアミドで 24時間処理すると、SOD-1::GFP が線

虫の全身で発現する。（E、F）10 μM の α-terthienyl で 24時間処理すると、SOD-

1::GFP が線虫の下皮で顕著に発現する。スケールバーは 500 μm（100倍）。  
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図 2-5、遺伝子組換え線虫 KHA166｛chuIs166[unc-119（+）, Pctl-1::Bxy-ctl-1::gfp]｝

の CTL-1::GFP 発現パターン 

（A、B）薬剤非処理条件では、CTL-1::GFP が線虫の腸で恒常的に発現する。（C、

D）10 μM の α-terthienyl で 24時間処理しても、CTL-1::GFP 発現に変化は見られ

ない。スケールバーは 500 μm（100倍）。 
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図 2-6、10 μM の α-terthienyl で 24 時間処理した C. elegans N2 の gst-4、sod-1、

ctl-1の発現解析（qRT-PCR） 

α-terthienyl で処理した C. elegans N2の各遺伝子の発現量（％）は、gst-4では 2,567 

± 169（％）、sod-1 では 195 ± 11.3（％）、ctl-1では 115 ± 6.55（％）であった（平

均値±標準誤差）。ハウスキーピング遺伝子 snb-1をコントロールとして、各遺伝

子の相対的な発現量 relative expression level（％）を求めた。実験は独立に 4回反

復した（**P < 0.005、Mann-Whitney U検定と Bonferroni correction）。 
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図 2-7、7.03 mM のアクリルアミドまたは 10 μM の α-terthienyl で 24時間処理し

た遺伝子組換え線虫 KHA117｛chuIs117[unc-119（+）, Pgst-4::gst-4::nls::rfp]I｝の

GST-4::NLS::RFP 発現パターン 

薬剤非処理条件では、GST-4::NLS::RFP 発現は見られない（data not shown）。（A、

B）アクリルアミドで処理すると、GST-4::NLS::RFP が線虫のほとんど全て（全

身）の体細胞核で発現する。（C、D）α-terthienyl で処理すると、GST-4::NLS::RFP

が線虫の下皮細胞核で発現する。スケールバーは 200 μm。  
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図 2-8、skn-1 RNAi により、10 μM の α-terthienyl で 24 時間処理しても、GST-

4::GFP と SOD-1::GFP発現は見られず、CTL-1::GFP 発現に変化は見られない 

（A、B）薬剤非処理条件では、skn-1 RNAi 処理した KHA143（gst-4::gfp）の GST-

4::GFP 発現は見られない。（C、D）α-terthienyl で処理しても、skn-1 RNAi 処理し

た KHA143の GST-4::GFP 発現は見られない。（E、F）Blank（pPD129.36）RNAi

処理した KHA143 を α-terthienyl で処理すると、GST-4::GFP が線虫の下皮で発現

する。（G、H）薬剤非処理条件では、skn-1 RNAi 処理した KHA169（sod-1::gfp）

の SOD-1::GFP 発現は弱く恒常的なレベルである。（I、J）α-terthienyl で処理して

も、skn-1 RNAi 処理した KHA169 の SOD-1::GFP 発現は弱く恒常的なレベルで

ある。（K、L）Blank RNAi 処理した KHA169 を α-terthienyl で処理すると、SOD-

1::GFP が線虫の下皮で発現する。（M、N）薬剤非処理条件では、skn-1 RNAi 処

理した KHA166（ctl-1::gfp）の CTL-1::GFP 発現は線虫の腸で見られる。（O、P）

α-terthienyl で処理しても、skn-1 RNAi 処理した KHA166の CTL-1::GFP 発現に変

化は見られない。（Q、R）Blank RNAi 処理した KHA166を α-terthienyl で処理し

ても、CTL-1::GFP 発現に変化は見られない。スケールバーは 500 μm（100倍）。 
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図 2-9、skn-1 RNAi により、7.03 mM のアクリルアミドで 24 時間処理しても、

GST-4::GFP と SOD-1::GFP 発現が抑制される 

（A、B）薬剤非処理条件では、skn-1 RNAi 処理した KHA143（gst-4::gfp）の GST-

4::GFP 発現は見られない。（C、D）アクリルアミドで処理すると、skn-1 RNAi 処

理した KHA143 の GST-4::GFP 発現は線虫の咽頭と体壁筋で見られる。（E、F）

Blank RNAi 処理した KHA143をアクリルアミドで処理すると、GST-4::GFP が線

虫の全身で発現する。（G、H）薬剤非処理条件では、skn-1 RNAi 処理した KHA169

（sod-1::gfp）の SOD-1::GFP 発現は弱く恒常的なレベルである。（I、J）アクリル

アミドで処理すると、skn-1 RNAi 処理した KHA169 の SOD-1::GFP 発現は咽頭

のみで見られる。（K、L）Blank RNAi 処理した KHA169 をアクリルアミドで処

理すると、SOD-1::GFP が線虫の全身で発現する。スケールバーは 500 μm（100

倍）。 
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図 2-10、wdr-23 RNAi により、薬剤非処理条件でも、GST-4::GFPと SOD-1::GFP

が線虫の全身で強く発現するが、CTL-1::GFP 発現に変化は見られない 

（A、B）薬剤非処理条件でも、wdr-23 RNAi 処理した KHA143（gst-4::gfp）の

GST-4::GFP が線虫の全身で強く発現する。（C、D）10 μM の α-terthienyl で 24時

間処理しても、wdr-23 RNAi 処理した KHA143 の GST-4::GFP が線虫の全身で強

く発現する。（E、F）薬剤非処理条件でも、wdr-23 RNAi 処理した KHA169（sod-

1::gfp）の SOD-1::GFP が線虫の全身で強く発現する。（G、H）10 μM の α-terthienyl

で 24 時間処理しても、wdr-23 RNAi 処理した KHA169 の SOD-1::GFP が線虫の

全身で強く発現する。（I、J）薬剤非処理条件では、wdr-23 RNAi 処理した KHA166

（ctl-1::gfp）の CTL-1::GFP 発現は線虫の腸で見られる。（K、L）10 μM の α-

terthienyl で 24 時間処理しても、wdr-23 RNAi 処理した KHA166 の CTL-1::GFP

発現に変化は見られない。スケールバーは 500 μm（100倍）。 

 

 

  



67 

 

 

図 2-11、C. elegans に対する α-terthienyl 感受性または抵抗性は、skn-1 と wdr-23 

RNAi の影響を受ける 

RNAi 処理した KHA143（gst-4::gfp）を各濃度の α-terthienyl で、（A）24 時間、

（B）48 時間、（C）72 時間処理した線虫の死亡率（％）（平均値±標準誤差）を

同様に算出した（N=9,633）。（D）野生型 N2 と KHA143 を各濃度の α-terthienyl

で、24、48、72 時間処理した線虫の死亡率（％）（平均値±標準誤差）を同様に

算出した（N=5,507）。殺線虫活性は、処理後 24時間では全濃度で見られないが、

48時間後の KHA143 の LC50は 19 ± 0.79 μM、72時間後は、9.2 ± 0.42 μM となっ

た。全処理区において、N2と KHA143の間に差は見られない（P >0.05）（*P <0.05、

**P <0.005、Mann-Whitney U検定と Bonferroni correction）。  
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図 2-12、10 μM の α-terthienyl、125 μM の H2O2、7.03 mM のアクリルアミドで 24

時間処理した線虫の GST-4、CTL-1、SDO-1発現解析 

CLSM で撮影した各 young adult 線虫の 1 個体あたりの GFP 蛍光密度（pixels / 

μm2）を ImageJ により計測した（平均値±標準誤差）。（A）α-terthienyl またはア

クリルアミドで処理すると、KHA143（gst-4::gfp）の GST-4::GFP 発現が増加す

る（N=76）。（B）α-terthienyl で処理しても、KHA166（ctl-1::gfp）の CTL-1::GFP

発現に変化は見られない（N=35）。（C）α-terthienyl で処理すると、KHA169（sod-

1::gfp）の SOD-1::GFP 発現が増加し、アクリルアミドで処理すると、発現は増

加傾向（P =0.0674）であった（N=51）。α-terthienyl では独立に 3回、アクリルア

ミドでは 2回反復し、各濃度の平均値±標準誤差を 8個体以上から計算した。（D）

各線虫を H2O2（富士フイルム和光純薬株式会社）で処理すると、GST-4::GFP 発

現に変化は見られないが、CTL-1::GFP 発現と SOD-1::GFP 発現は増加する

（N=103）。（E）RNAi 処理した各線虫を α-terthienyl またはアクリルアミドで処

理した。GST-4::GFP発現は skn-1 RNAi により減少し、wdr-23 RNAi では増加す

る。しかし、skn-1 または wdr-23 RNAi による CTL-1::GFP 発現の変化は見られ

ない。SOD-1::GFP 発現は skn-1 RNAi により減少し、wdr-23 RNAi により、薬剤

処理せずとも α-terthienyl やアクリルアミド処理時と差がない SOD-1::GFP 発現

が見られる（P >0.05）（N=192）（*P <0.05、**P < 0.005、Mann-Whitney U検定と

Bonferroni correction）。 
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2.6. 表 

表 2-1、qRT-PCR で用いたプライマーリスト 

プライマー名 , プライマー配列 

Cegst-4_qPCRFor, 5’ – TGCTCAATGTGCCTTACGAGGA – 3’ 

Cegst-4_qPCRRev, 5’ – GGGAAGCTGGCCAAATGGAG – 3’ 

Cesod-1_qPCRFor, 5’ – GAAGCTGGAGCCGATGGAGT – 3’ 

Cesod-1_qPCRRev, 5’ – GGCCAACGACAGTGTTTGGA – 3’ 

Cectl-1_qPCRFor, 5’ –AGCCACGTCAGTTCTGGGAG– 3’ 

Cectl-1_qPCRRev, 5’ – TCCTCCAAACAGCCACCCAA – 3’ 

Cesnb-1_qPCRFor, 5’ – TGGAGCGTGATCAGAAGTTGTC – 3’ 

Cesnb-1_qPCRRev, 5’ – TCCACCAATACTTGCGCTTCAG – 3’ 

snb-1プライマーは、Sato et al.（2014）で報告された配列を使用した 
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表 2-2、RNAi で用いたプライマーリスト 

プライマー名 , プライマー配列 

Ceskn1EcoRI_For, 5’ – GGAATTCGGCCAATCCAAATATGATTATCCA – 3’ 

Ceskn1EcoRI_Rev, 5’ – GGAATTCGGGCAGCAACCTTGTTCTTTCCG – 3’ 

Cewdr-23_For, 5’ – AGGGAACAACATATTGCATTTAGT – 3’ 

Cewdr-23_RevEcoRI, 5’ – GGGAATTCTTGGGATGATCGTATGGTGCAA – 3’ 
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第 3章 α-terthienyl の殺線虫活性と gst発現異常変異体の表現型との関係 

 

3.1. 背景 

第 2 章の逆遺伝学的な実験により、線虫の α-terthienyl に対する防御機構は、

第 2相解毒代謝酵素 gst-4と sod-1、これらの転写因子 skn-1とサプレッサーwdr-

23 が関わっていることが明らかとなった。本章では、α-terthienyl に対する未知

の代謝機構を明らかにすることを目的に、順遺伝学的な実験を組み立てた。 

「地球の歴史は地層に、生物の歴史は染色体に記されてある（1946 年）」、コ

ムギ遺伝学者でゲノム説の先駆者である木原均博士の言葉である（Crow, 1994）。

遺伝に関する学説は紀元前にはすでに存在しており、コス島のヒポクラテス

Hippocrates（紀元前 460-377年）は、生物体の各部分が作り出す何らかの物質が

子の形質を決定すると述べ、遺伝物質という概念の基礎を築いたとされる

（Sturtevant, 2001; Yapijakis, 2009）。1866 年にメンデルMendel の植物雑種の論文

が発表され（Mendel, 1866）、1900年に 3 人の植物学者ド・フリース de Vries、コ

レンス Correns、チェルマク Tschermak によって独立にメンデルの法則が再発見

された（Gayon, 2016）。1906年に、イギリスの生物学者ベイトソン Batesonが遺

伝学を意味する「genetics」という語を考案し、メンデルの法則に基づいた遺伝

学が普及していった（Gayon, 2016）。逆遺伝学が確立されているにもかかわらず、

近年、目的表現型を制御する未知遺伝子の同定や病気の治療法開発に利点を持

つ、変異体を用いた伝統的な順遺伝学（表現型から遺伝型を探すアプローチ）へ

の回帰が見られる（Douglas and Popko, 2009）。また、線虫の全組織で RNAi が作

用するわけではなく、特に神経系の遺伝子は耐性を示すことが知られている

（Timmons et al., 2001）。skn-1 の Feeding RNAi も咽頭と体壁筋での GST-4 発現

を抑制できず、gst-4 の RNAi であっても咽頭での発現を抑制できないが
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（Hasegawa et al., 2008）、順遺伝学的手法では RNAi が効き難い遺伝子も解析で

きる（Kutscher and Shaham, 2014）。C. elegans で最も広く用いられる変異原はエ

チルメタンスルホン酸 ethyl methanesulfonate（EMS）であり、これは G/C から

A/Tの点変異を誘発し（Flibotte et al., 2010）、終止コドンへの変異もよく誘発す

る（Kutscher and Shaham, 2014）。標準的な EMS 濃度である 50 mM で C. elegans

を処理すると、400,000 ヌクレオチドにつき 1つの突然変異をゲノムに導入でき

ると言われている（Cuppen et al., 2007）。しかし、従来の α-terthienyl の実験対象

である PPN や昆虫の遺伝子組換えや解析は困難とされ、私が調べた限りでも、

α-terthienyl の感受性または抵抗性と gst-4 に着目した C. elegans 変異体スクリー

ニングは実施されてこなかった。 

そこで、本章では、α-terthienyl の殺線虫活性を順遺伝学的に調べるため、所属

研究室で、遺伝子組換え C. elegans KHA143（gst-4::gfp）と比較して、核移行シ

グナル nls により gst-4 発現部位の観察が容易となった KHA117（gst-4::nls::rfp）

から EMS 処理により分離された、GST-4::NLS::RFP 融合遺伝子を恒常的に発現

する独立した abnormal gst expression（gep）変異体のうち、表現型が顕著な 5株

（gep-1, -2, -6, -7, -9）を用い、α-terthienyl 殺線虫活性と変異体の表現型の関係に

ついて調べた。本章では、これらの変異体に対して細胞レベルの表現型解析を実

施した結果、（5）α-terthienyl 急性毒性に対する防御機構には、GST-4の発現量と

発現部位が重要である可能性を示した。 

 

3.2. 材料と方法 

線虫株と培養 

C. elegansの操作・培養は前章と同様に実施した。本章では、以下の 7株の線

虫を使用した。N2（Bristol strain）、KHA117｛chuIs117[unc-119（+）, Pgst-4::gst-



74 

 

4::nls::rfp]I｝、gep-1（対立遺伝子 chu4）（gst-4::nls::rfp）（GST-4::NLS::RFP 融合

遺伝子を恒常的に発現する変異体）、KHA534 gep-2（chu17）（gst-4::nls::rfp）（GST-

4::NLS::RFP 融合遺伝子を線虫の腸で恒常的に発現する変異体）、gep-6（chu18）

（gst-4::nls::rfp）（GST-4::NLS::RFP 融合遺伝子を線虫の腸で恒常的に発現する変

異体）、KHA519 gep-7（chu7）（gst-4::nls::rfp）（GST-4::NLS::RFP 融合遺伝子を線

虫の下皮で恒常的に発現する変異体）、KHA529 gep-9（chu15）（gst-4::nls::rfp）

（GST-4::NLS::RFP 融合遺伝子を恒常的に発現する変異体）。 

 

殺線虫活性評価 

操作は前章と同様に実施した。簡潔に、young adult に同調化した C. elegansを

M9バッファーで回収・洗浄し、約 20頭/50 μl に調整した。各濃度に調整した光

不活性化 α-terthienyl またはパラコート（1,1'-ジメチル-4,4'-ビピリジニウムジク

ロリド 1,1'-Dimethyl-4,4'-bipyridinium Dichloride）（東京化成工業株式会社）と共

に 96-well plate の well に加え、24、48 時間処理した。α-terthienyl 最終濃度は、

同様に 0、5、10、25 μM に調整した。パラコート最終濃度は、M9バッファー中

で 0、5、10、50、100 mM に調整した。統計解析は同様に実施した。 

 

解毒代謝酵素の発現観察 

操作は前章と同様に実施した。簡潔に、young adult に同調化した遺伝子組換え

C. elegans を、最終濃度 10 μM の光不活性化 α-terthienyl または最終濃度 50 mM

のパラコートと共に 96-well plateに加え、24 時間処理した。処理後の線虫を、1

（％）の 1-フェノキシ-2-プロパノール処理により麻痺させ、融合遺伝子の発現

部位を CLSM により観察した。 
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浸透圧ストレス 

Wheeler and Thomas（2006）と Dodd et al.（2018）の方法を参考に、C. elegans

に対する高張 NGM プレートを用いた急性浸透圧ストレス試験を実施した。簡潔

に、young adult に同調化した C. elegans を、51 mM（対照区）または 500 mM NaCl

を含む NGM プレートに移し、線虫が停止するまでの時間を秒 second 単位で計

測した。物理的刺激を加え、数分経過しても応答しない線虫を停止とした。独立

した実験を 3回以上実施し、各処理区で計 30頭以上の線虫を用いた。統計解析

は Kanda（2013）に従い EZR で実施し、カプランマイヤー生存曲線 Kaplan-Meier 

procedure、ログランク検定 log-rank test と Bonferroni correction により評価した。 

 

3.3. 結果 

gst 発現異常（gep）変異体に対する光不活性化 α-terthienyl の殺線虫活性評価 

α-terthienyl 解毒代謝と gst 発現異常表現型の関係を調べるため、遺伝子組換え

C. elegans KHA117（野生型）と gep 変異体に対して光不活性化 α-terthienyl を 24、

48時間処理した。24時間処理では、α-terthienyl の殺線虫活性は野生型ではあま

り見られなかったが、死亡率（％）は野生型と比較して gep-1では減少し、gep-

2では増加した（図 3-13A）。KHA117の死亡率（％）（平均値±標準誤差）は、5 

μM では 15 ± 1.9（％）、10 μM では 19 ± 1.9（％）、25 μM では 26 ± 2.7（％）で

あったが、gep-1では、5 μM で 3.8 ± 1.6（％）、10 μM で 6.6 ± 1.6（％）、25 μM

で 7.9 ± 2.0（％）に減少し、gep-2では、5 μM で 38 ± 11（％）、10 μM で 48 ± 11

（％）、25 μM で 75 ± 7.3（％）に上昇した。しかし、他の gep変異体と KHA117

の間に差は見られなかった。gep-6の死亡率（％）は、5 μM では 8.5 ± 1.7（％）、

10 μM では 10 ± 1.6（％）、25 μM では 29 ± 6.7（％）。gep-7の死亡率（％）は、

5 μM では 7.2 ± 2.1（％）、10 μM では 11 ± 2.0（％）、25 μM では 15 ± 3.2（％）。
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gep-9の死亡率（％）は、5 μM では 15 ± 4.0（％）、10 μM では 23 ± 2.7（％）、25 

μM では 23 ± 2.9（％）であった。48時間処理では、各 gep変異体と KHA117の

死亡率（％）の差がより顕著となった（図 3-13B）。KHA117では、5 μM で 26 ± 

2.1（％）、10 μM で 65 ± 3.8（％）、25 μM で 84 ± 3.0（％）であったが、gep-1で

は、5 μM で 5.7 ± 1.6（％）、10 μM で 16 ± 1.4（％）、25 μM で 39 ± 6.8（％）に

減少し、gep-2では、5 μM で 72 ± 5.3（％）、10 μM で 100 ± 0.23（％）、25 μM で

100 ± 0.34（％）に上昇した。gep-9の死亡率（％）も、5 μM では 55 ± 5.7（％）、

10 μM では 80 ± 2.7（％）、25 μM では 89 ± 2.2（％）に上昇した。しかし、他の

gep 変異体と KHA117 の間に差は見られなかった。gep-6 の死亡率（％）は、5 

μM では 29 ± 3.2（％）、10 μM では 64 ± 9.8（％）、25 μM では 87 ± 3.8（％）。gep-

7の死亡率（％）は、5 μM では 17 ± 2.2（％）、10 μM では 74 ± 9.1（％）、25 μM

では 92 ± 3.1（％）であった。 

 

α-terthienyl に対する gep変異体の解毒代謝酵素の発現観察 

α-terthienylに対する gep変異体の解毒代謝応答を調べるため、各変異体のGST-

4::NLS::RFP 融合遺伝子の発現を CLSM により観察した。薬剤非処理条件であっ

ても、各 gep変異体の恒常的な GST-4発現が観察された（図 3-14）。gep-1では、

GST-4 発現が線虫の腸と下皮で（図 3-14A、B）、gep-2 では、線虫の腸と筋肉で

（図 3-14C、D）、gep-6では、線虫の腸で（図 3-14E、F）、gep-7 では、線虫の下

皮で（図 3-14G、H）、gep-9では、線虫の腸、筋肉、下皮でそれぞれ観察された

（図 3-14I、J）。各 gep 変異体を 10 μM の光不活性化 α-terthienyl で処理すると、

非処理区と比較して、GST-4が各変異体の発現部位に加え、主に線虫の下皮で発

現した（図 3-15）。しかし、gep-9の GST-4::NLS::RFP 発現にあまり変化は見られ

なかった（図 3-15U-Y）。 
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α-terthienyl 抵抗性変異体 gep-1に対するパラコートの殺線虫活性評価 

表現型が顕著であった α-terthienyl 抵抗性変異体 gep-1 の解毒代謝機構を評価

するため、細胞内酸化ストレス誘導物質であるパラコートを用いた。KHA117（野

生型）と変異体 gep-1 に対して各濃度のパラコートを 24 時間処理したところ、

KHA117の死亡率（％）（平均値±標準誤差）は、5 mM では 14 ± 1.8（％）、10 mM

では 22 ± 3.3（％）、50 mM では 41 ± 2.9（％）、100 mM では 91 ± 1.7（％）、LC50

は 52 ± 1.8 mM であったが、gep-1の死亡率（％）は、5 mM では 3.7 ± 1.4（％）、

10 mM では 7.2 ± 1.7（％）に減少し、LC50は 56 ± 1.5 mM であった。一方で、50 

mM では 43 ± 4.3（％）、100 mM では 96 ± 1.3（％）と、高濃度では野生型との

間に差は見られなかった（図 3-16）。 

 

パラコートに対する変異体 gep-1の解毒代謝酵素の発現観察 

KHA117（gst-4::nls::rfp）（野生型）と変異体 gep-1に対して、50 mM のパラコ

ートを 24時間処理し、GST-4::NLS::RFP 発現を観察した（図 3-17）。薬剤非処理

条件では、KHA117 の GST-4発現は観察されなかったが（図 3-17A、B）、パラコ

ートで処理すると、GST-4が主に線虫の下皮で発現した（図 3-17C、D）。薬剤非

処理条件では、gep-1 の恒常的な GST-4 発現が線虫の腸と下皮で見られ（図 3-

17E、F）、パラコートで処理すると非処理時と比較して、GST-4 が線虫の腸と下

皮で強く発現した（図 3-17G、H）。また、パラコート処理時の gep-1 の GST-

4::NLS::RFP 発現量は KHA117と比較して多かった（図 3-17I）。 

 

急性浸透圧ストレス評価 

gep変異体の GST-4制御機構と浸透圧ストレスの関係を調べるため、各 gep変
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異体を、500 mM NaCl を含む高張 NGM プレートで処理した。線虫を 500 mM 

NaCl プレートに移すと、線虫から数分以内に高張により水分が失われ、体が収

縮して麻痺した。5 株の gep 変異体のうち 4 株と野生型（N2 または KHA117）

間には、高張ストレスにより線虫が動かなくなるまでの時間に差は見られなか

ったが、変異体 gep-7は野生型と比較して急性高張ストレスに対して感受性であ

った（図 3-18）。浸透圧ストレスと α-terthienyl に対する感受性または抵抗性の間

に相関は見られなかった（図 3-13、3-18）。また、N2と KHA117 間には、高張ス

トレスに対する感受性・抵抗性に差がないことも確認した（図 3-18、P >0.05）。 

 

3.4. 考察 

α-terthienyl は、O. nubilalis では、チオフェン外環の二重結合の 1か所で、第 1

相酵素の多基質モノオキシゲナーゼ polysubstrate monooxygenase（PSMO）（CYP）

によるエポキシ化とエポキシド開環がなされた後、GST が関与する GSH抱合に

より解毒されるが、これら（解毒代謝酵素）の誘導は α-terthienyl に対する高い

耐性を付与する（Feng et al., 1993）。また、O. nubilalis では、α-terthienyl は 1つ

以上の CYP アイソザイムを選択的に誘導するが、同時に 1つ以上のアイソザイ

ムを減少させるため、CYP の総量は変化しない（Feng et al., 1993）。酸化ストレ

スが生成されると、抱合反応により GSH が消費されるが、GSH の枯渇は酸化ス

トレスによるダメージを悪化させると言われており、抱合体形成により GSHを

減少させる効果のあるキク科から単離されたセスキテルペンラクトン

sesquiterpene lactone（SL）を α-terthienyl と共に処理すると、草食性昆虫タバコス

ズメガManduca sexta に対する殺虫活性が増加する（Guillet et al., 2000）。この結

果は、本研究の α-terthienyl は GST が触媒する GSH 抱合反応によって解毒され

るという仮説とも一致する。C. elegans においても、α-terthienyl 処理により、最
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も発現が上昇する遺伝子は gst-4であることから（図 2-6）、α-terthienyl 解毒代謝

には、GST と GSH の役割が大きいと考えられる。 

Ov-GST-3（ヒト寄生性線虫である回旋糸状虫 Onchocerca volvulus の GST-3）

を発現する遺伝子組換え C. elegans AK1 は、野生型 N2と比較して、ヒポキサン

チン hypoxanthine/キサンチン-オキシダーゼ xanthine-oxidase（XOD）システムに

より生成された細胞外 ROSと、ジュグロン jugloneにより生成された細胞内 ROS

に対する高い耐性を示す（Kampkötter et al., 2003）。GST-4::GFP を過剰発現する

遺伝子組換え C. elegans BL1は、ヒポキサンチン/XODによる細胞外酸化ストレ

スに比べ、ジュグロンまたはパラコートによる細胞内酸化ストレスに対する高

い抵抗性を示す（Leiers et al., 2003）。ヒポキサンチン/XODは、ヒポキサンチン

に酸素を付与して尿酸 uric acid に変換し、スーパーオキシドアニオンと過酸化

水素を生成させるシステムである（Leiers et al., 2003）。ジュグロンは、ジアホラ

ーゼ diaphoraseにより NAD（P）Hを減少させ、酸素をスーパーオキシドアニオ

ンに還元する（Kampkötter et al., 2003）。また、パラコートはWDR-23 による SKN-

1 抑制を解くことで、gst-4 の転写を活性化させるが、skn-1 RNAi は、パラコー

トにより誘導される Pgst-4::GFP 発現を抑制する（Choe et al., 2009）。野生型

KHA117 をパラコートで処理した際の GST-4::NLS::RFP 発現量と比較して、α-

terthienyl に対する耐性を示した変異体 gep-1 をパラコートで処理すると、発現量

が増加した（図 3-17I）。野生型と比較して変異体 gep-1はパラコートに対しても

耐性を示したことから（図 3-16）、gep-1 は細胞内 ROS に対する耐性を獲得して

いる可能性がある。パラコートの殺線虫機構と、α-terthienyl 殺線虫機構は類似し

ているのかもしれない。これらの結果は、α-terthienyl は、線虫の下皮に浸透して

細胞内 ROS（一重項酸素）を誘導し、殺線虫活性を発揮するが、この活性は GST-

4発現により減少するという仮説とも一致する。 
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電子伝達系の複合体 complex III（ユビキノール-シトクロム c レダクターゼ

ubiquinol-cytochrome-c reductase）はユビキノールからシトクロム cへの電子輸送

を触媒する酵素であり、高等真核生物では、この複合体は 11個のサブユニット

で構成され（Blakely et al., 2005）、この中の 1つがシトクロム b である（Anderson 

et al., 1981）。NADH-シトクロム cレダクターゼは、シトクロム b5レダクターゼ

とシトクロム b5から構成され、還元されたシトクロム b5によりシトクロム cを

還元し（Hara and Minakami, 1971）、これが複合体 IIIから複合体 IVへ電子を輸

送する（Kobayashi et al., 2016）。シトクロム cは ROS 除去も担っており、ミトコ

ンドリアの外で ROS が生成されると、シトクロム c がミトコンドリアから放出

され、電子伝達系を介して電子を輸送し、スーパーオキシドアニオンを酸素に酸

化する（Atlante et al., 2000）。α-terthienyl 処理によりシトクロム b5と NADH-シト

クロム c レダクターゼ活性が増加するが、NADH オキシダーゼと NADPH-シト

クロム cレダクターゼ活性は変化しないと報告されている（Feng et al., 1993）。

また、α-terthienyl 処理により、D. dipsaci のコリンエステラーゼ cholinesterase

（ChE）、グルコース -6-リン酸デヒドロゲナーゼ glucose-6-P dehydrogenase

（G6PD）、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ malate dehydrogenase（MDH）活性が減少

し、酵母由来の G6PD、6-ホスホグルコン酸デヒドロゲナーゼ 6-phosphogluconate 

dehydrogenase（6PGDH）、グルタミン酸デヒドロゲナーゼ glutamate dehydrogenase

（GDH）活性も減少する（Bakker et al., 1979）。ペントースリン酸経路 pentose 

phosphate pathway（PPP）の G6PD と 6PGDH は NADPH の主な供給源となる

（Corpas et al., 1998）。MDHはリンゴ酸とオキサロ酢酸 oxaloacetate の相互変換

を触媒する NAD/NADH 依存性酵素で（Minárik et al., 2002）、GDH は NAD（P）

Hによる αケトグルタル酸 ketoglutarate の還元的アミノ化により、グルタミン酸

を可逆的に生成する酵素である（Lightfoot et al., 2007）。これらの報告は、α-
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terthienyl 処理により NAD（P）H量が変化する可能性を示している。また、シト

クロム c レダクターゼは NADPH 依存性の過酸化水素生成には関係しないが、

NADPH オキシダーゼ oxidaseは NADPH を基質として酸素から過酸化水素を生

成する（Dupuy et al., 1991）。α-terthienyl 処理は、NADPHオキシダーゼ活性を減

少させると報告されており（Feng et al., 1993）、これは、α-terthienyl 処理により

CTL-1発現は増加しないという結果とも一致する。 

パラコートはパルス放射線分解による 1 電子還元を受けてパラコートラジカ

ルとなり、酸素の 2電子還元を触媒し、1 電子還元物であるスーパーオキシドラ

ジカル生成を経て、2電子還元物である過酸化水素を生成するが、この酸化還元

反応により、GSH の維持に必要な NADPH が減少し、加えて、パラコートラジ

カルが直接 GSHを酸化させ、酸化型グルタチオン（GSSG）が増加し、細胞毒性

を引き起こす（Bus and Gibson, 1984; Michaelis and Hill, 1933）。植物においても

ROS を生成して毒性を発揮する物質が知られている。植物において最も豊富な

抗酸化物質はアスコルビン酸 Ascorbic acid（ビタミン C）であり、アスコルビン

酸ペルオキシダーゼ ascorbate peroxidase（APX）はこれを消費して過酸化水素を

解毒する（Smirnoff, 2000）。APX により生成したモノデヒドロアスコルビン酸

monodehydroascorbate（MDA）はモノデヒドロアスコルビン酸レクターゼ

monodehydroascorbate reductase（MDHAR）と NADHによりアスコルビン酸に還

元される（Arrigoni et al., 1981; Hossain and Asada, 1985）。火薬の主成分であり、

生物毒性を示すトリニトロトルエン 2,4,6-trinitrotoluene（TNT）は植物に取り込

まれると MDHAR6 による NADH の酸化により 1 電子還元されてニトロラジカ

ルを生成し、スーパーオキシドを生成する植物毒性を持つ（Johnston et al., 2015）。

α-terthienyl の線虫毒性も、これらと類似したメカニズムによって引き起こされ

るのかもしれない。 
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野生型ヒト SOD1（C. elegans SOD-1のオーソログ）と、タンパク構造が変化

した変異 SOD1 を発現する遺伝子組換え C. elegans に対してパラコートを処理

すると、野生型線虫と比較して、野生型 SOD1 株では差は見られないが、変異体

SOD1 株では酸化ストレスに対する感受性が上昇する（Oeda et al., 2001）。この

結果は、変異酵素を過剰発現させてもストレス耐性は付与されず、むしろ感受性

が上昇する可能性を示している。よって、GST-4::NLS::RFP を発現するものの、

α-terthienyl に対して感受性を示す変異体 gep-2は、α-terthienyl を解毒代謝する酵

素機能に何らか障害を持つ可能性が示唆された。 

Ov-gst-3（回旋糸状虫 O. volvulus の gst-3）をノックダウンさせた C. elegans AK1

（Ov-GST-3）は、RNAi 非処理区と比較して、ジュグロンとヒポキサンチン/XOD

に対する感受性が上昇する（Kampkötter et al., 2003）。また、Ov-GST-3はペルオ

キシダーゼとチオールトランスフェラーゼ活性を持たないと報告されている

（Kampkötter et al., 2003）。gst-4をノックダウンさせた C. elegans BL1（GST-4::GFP）

は、RNAi 非処理区と比較してジュグロンに対する感受性が上昇し、gst-4欠損変

異体も、野生型と比較してジュグロンに対する感受性が上昇するため、GST-4過

剰発現と酸化ストレス耐性は直接関係すると報告されている（Leiers et al., 2003）。

また、Ov-GST-3外来遺伝子の発現は、酸化ストレス耐性を付与するが、寿命へ

は影響せず（Kampkötter et al., 2003）、GST-4::GFP を過剰発現する C. elegans BL1、

gst-4欠損変異体、野生型間の寿命の差も見られない（Leiers et al., 2003）。これら

の結果は、gst 発現異常の表現型は寿命よりもストレス耐性に現れることを示唆

しており、酸化ストレス耐性は gst 過剰発現により付与されるという本研究の仮

説とも一致する。一方で、skn-1変異体は野生型 N2と比較して寿命が 25-30（％）

減少すると報告されているため（An and Blackwell, 2003）、寿命への影響が見ら

れた場合は gst-4より上流の SKN-1に変異が生じている可能性もある。本研究で
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は、skn-1 経由で gst-4 を発現する α-terthienyl またはパラコートを 5 株のうち 3

株の gep変異体に対して処理すると、主に下皮で gst-4発現が増加したため（図

3-15、3-17）、各 gep 変異体の SKN-1 / WDR-23システムは機能している可能性が

示唆された。しかし、変異体 gep-9 に対して α-terthienyl を処理しても GST-

4::NLS::RFP 発現量にあまり変化が見られなかったため（図 3-15Y）、gep-9は α-

terthienyl に対する gst-4 発現制御機構に何らかの障害を持つ可能性が示唆され

た。 

C. elegans BL1成虫に対してジュグロンを処理すると、咽頭周辺細胞、筋繊維

muscle fiber、下皮で GST-4::GFP 発現が見られるが、L3 では咽頭のイスムス

isthmus とターミナルバルブ terminal bulbus、筋肉、下皮で見られる（Leiers et al., 

2003）。GST-4 発現は卵/胚では完全に消失するが、成虫と比較して幼虫で強く、

L3 で最大となるものの、雌雄同体と雄の間に差はない（Leiers et al., 2003）。ま

た、gst-4 のノックダウンは全発育ステージで不完全であり、線虫の筋肉では完

全に抑制されるが、咽頭と下皮では発現が見られる（Leiers et al., 2003）。咽頭と

下皮は、体内と体外環境の分子交換を担う組織であるため、酵素による防御が必

要であると考えられている（Leiers et al., 2003）。加えて、gst-4をノックダウンさ

せても、他の GSTs による補填はおこなわれず、個々の GST は高度に特殊化さ

れていると考えられている（Leiers et al., 2003）。これらのことから、本研究では、

線虫の下皮で gst-4を抑制するため、gst-4そのものではなく転写因子 skn-1とサ

プレッサーwdr-23 を RNAi の対象として選択した。 

マイクロアレイ解析により、非ストレス条件では SKN-1 は 233 個の遺伝子の

発現を上昇させ、最も増幅率の高い遺伝子は gst-4 であることが分かっている

（Oliveira et al., 2009）。第 2相酵素遺伝子以外では、第 1相（例えば CYP）と第

3相（トランスポーター）遺伝子の発現も上昇しており、SKN-1 は全身の解毒に
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幅広く関与している（Oliveira et al., 2009）。しかし、SKN-1により発現上昇する

遺伝子の中に SOD と CTL は含まれないことから、SKN-1 はスーパーオキシド

や過酸化水素に対する一次応答は制御せず、代わりにグルタチオンに依存した

解毒代謝を促進すると考えられている（Oliveira et al., 2009）。一方で、線虫をア

クリルアミドで処理すると、18種の gst と sod-1を含む 409個の遺伝子発現が上

昇し、最も増幅率が高いのは同様に gst-4 であるが、この発現も skn-1 により制

御されると報告されている（Hasegawa et al., 2008）。実際に、C. elegans を α-

terthienyl で処理すると gst-4 と sod-1 の発現が上昇し、これらの発現は skn-1 / 

wdr-23 RNAi により変化することも前章で示されている。これらの結果は、skn-

1 が制御する第 2 相酵素の中で、最も発現する遺伝子は gst-4 であるが、ストレ

ス条件下では gst に加え sod-1も上昇することを示している。 

上記のことから、C. elegans では SKN-1 活性を調べるため、gst-4 の転写活性

化がよく指標に用いられるが、上皮成長因子 epidermal growth factor（EGF）経路

を制御する転写因子 egg-laying defective-1（egl-1）suppressor-1（EOR-1）も、SKN-

1と並行して gst-4の転写を誘導する（Detienne et al., 2016）。Breast cancer 1（BRCA1）

-associated protein 2（Brap2）の C. elegans オーソログ腫瘍抑制遺伝子 BRAP-2も、

SKN-1 を活性化させ、第 2 相酵素の発現を促進する（Hu et al., 2017; Koon and 

Kubiseski, 2010; Li et al., 1998）。これらの遺伝子を gep変異体の解析対象とする

のも興味深い。 

線虫は水の透過性が高く、極度の高張ストレスにさらされると、体の 50（％）

の水分を失うと言われている（Choe and Strange, 2007）。浸透圧センサーとなる

with no lysine（K）-1（WNK-1）の活性化により収縮が活性化されるが、高張に

よって過度の収縮が起きると、線虫は膨圧を失って麻痺する（Choe and Strange, 

2007）。WNK-1は germinal center kinase-3（GCK-3）と結合し、線虫の腸と下皮で
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イオンと水分の吸収を制御し、水分を失い収縮した後、全身でこれらを素早く再

吸収させ、線虫を生存させる（Choe and Strange, 2007）。よって、本章では腸や下

皮で gst-4を過剰発現する gep変異体と、Choe and Strange（2007）で報告されて

いるように、下皮での反応が重要な浸透圧ストレスとの関係を調べた。変異体

gep-7 のみ野生型と比較して感受性であったことから（図 3-18）、線虫の下皮で

gst-4 を過剰発現する gep-7 は浸透圧調節機構に何らかの異常を持つ可能性があ

るものの、α-terthienyl の抵抗性または感受性を示す他の gep 変異体と高張スト

レスの間に相関は見られなかった。よって、α-terthienyl 作用機構と浸透圧ストレ

スは関係がないと考えられる。 

本研究で明らかとなった α-terthienyl の作用機構と類似したメカニズムを持つ

植物由来物質の報告もある。セイヨウオトギリ（セントジョーンズワート St. 

John’s wort）Hypericum perforatumに最も豊富に含まれるヒペリシン hypericinは、

一重項酸素（または ROS 各種）を生成する光依存性の細胞毒性を示す（Durán 

and Song, 1986; Halder et al., 2005; Lu and Atkins, 2004）。また、ヒペリシンという

名前は属名 Hypericum（オトギリソウ属）に由来する（Durán and Song, 1986）。

ヒペリシンはヒト GST アイソフォーム（P1-1、A1-1）と結合し、P1-1は一重項

酸素の生成をほぼ無視できるレベルまで抑制するものの、A1-1 と結合したヒペ

リシンからは一重項酸素が生成される（Halder et al., 2005）。また、GST P1-1は

Pi クラスの 2 量体アイソエンザイム isoenzyme で、GST A1-1 は Alpha クラスの

2量体アイソエンザイムである（Lu and Atkins, 2004）。ちなみに C. elegans の GST-

4は Sigmaクラスに分類され（Hasegawa et al., 2010）、ヒト造血器型プロスタグ

ランジン D合成酵素 hematopoietic prostaglandin D synthase（HPGDS）のオーソロ

グである（Pohl et al., 2019）。また、細胞質 GSTs は 2 量体であり、分子量約 25 

kDaのサブユニットを持つ（Park et al., 2019）。これらの報告は、α-terthienyl やヒ
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ペリシンといった一重項酸素生成型の光活性化物質に対する線虫の防御機構は

GST によって制御されるが、全ての GSTs が解毒に関与するわけではない可能性

を示している。 

本章の結論として、gep 変異体の順遺伝学的解析により、GST-4を線虫の腸と

下皮で恒常的に発現し、薬剤処理時の GST-4 発現量も多い変異体 gep-1 は α-

terthienyl に対する抵抗性を獲得し、腸と筋肉で恒常的に発現する gep-2は感受性

を示し、加えて、腸、筋肉、下皮で恒常的に発現するが、α-terthienyl 処理により

発現量が変化しない gep-9 も感受性であることが分かった。これらのことから、

本章では、（5）C. elegans に対する α-terthienyl の抵抗性または感受性には GST-4

の発現量と発現部位が重要である可能性を示した。 
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3.5. 図 

 

図 3-13、各 gep変異体に対する α-terthienyl の殺線虫活性評価 

各濃度の光不活性化 α-terthienyl を（A）24時間、（B）48時間処理し、各 gep変

異体の死亡率（％）（平均値±標準誤差）を算出した。死亡率（％）は、各濃度に

つき 96-well plate の 3 well 以上（約 60頭の線虫）を 1回の実験とし、これを独

立に 3 回以上反復し、各濃度につき計 9 well 以上のデータを用いて算出した

（N=17,010）（*P <0.05、**P <0.005、Mann-Whitney U検定と Bonferroni correction）。 
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図 3-14、薬剤非処理条件下の各 gep変異体の GST-4::NLS::RFP 発現部位 

CLSM により撮影した各画像を ImageJ（MosaicJ プラグイン）により合成した。

（A、B）gep-1 の恒常的な GST-4::NLS::RFP 発現は線虫の腸と下皮で見られる。

（C、D）gep-2の恒常的な GST-4::NLS::RFP発現は腸と筋肉で見られる。（E、F）

gep-6の恒常的な GST-4::NLS::RFP 発現は腸で見られる。（G、H）gep-7の恒常的

な GST-4::NLS::RFP 発現は下皮で見られる。（I、J）gep-9 の恒常的な GST-

4::NLS::RFP 発現は腸、筋肉、下皮で見られる。スケールバーは 100 μm。（K）

CLSMで撮影した各 L4線虫 1個体あたりの RFP蛍光密度（pixels / μm2）を ImageJ

により計測し、平均値±標準誤差を求めた（N=44）。gep-1, -2, -9 の恒常的な GST-

4::NLS::RFP 発現はよく見られるものの、gep-7ではあまり見られない。 
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図 3-15、10 μM の光不活性化 α-terthienyl を 24時間処理した各 gep 変異体の GST-

4::NLS::RFP 発現部位 

（A、B）薬剤非処理条件では、KHA117（gst-4::nls::rfp）の GST-4::NLS::RFP 発

現は見られない。（C、D）α-terthienyl で処理すると、KHA117の GST-4::NLS::RFP

が線虫の下皮で発現する。（E、F）薬剤非処理条件では、gep-1 の恒常的な GST-

4::NLS::RFP 発現が線虫の腸と下皮で見られる。（G、H）α-terthienyl で処理する

と、gep-1の GST-4::NLS::RFP 発現が線虫の腸と下皮で増加する。（I、J）薬剤非

処理条件では、gep-2の恒常的な GST-4::NLS::RFP 発現が線虫の腸と筋肉で見ら

れる。（K、L）α-terthienyl で処理すると、gep-2 の GST-4::NLS::RFP 発現が線虫
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の腸、筋肉、下皮で増加する。（M、N）薬剤非処理条件では、gep-6の恒常的な

GST-4::NLS::RFP 発現が線虫の腸で見られる。（O、P）α-terthienyl で処理すると、

gep-6 の GST-4::NLS::RFP 発現が線虫の腸と下皮で増加する。（Q、R）薬剤非処

理条件では、gep-7の弱い恒常的な GST-4::NLS::RFP 発現が線虫の下皮で見られ

る。（S、T）α-terthienyl で処理すると、gep-7 の GST-4::NLS::RFP 発現が線虫の下

皮で増加する。（U、V）薬剤非処理条件では、gep-9の恒常的な GST-4::NLS::RFP

発現が線虫の腸、筋肉、下皮で見られる。（W、X）α-terthienyl で処理しても、

gep-9の GST-4::NLS::RFP 発現の変化はあまり見られない。各線虫は CLSM で撮

影した。スケールバーは 200 μm（200倍）。（Y）CLSM で撮影した各線虫 1個体

あたりの RFP 蛍光密度（pixels / μm2）を ImageJ により計測し、各濃度の平均値

±標準誤差を求めた。薬剤非処理条件では、KHA117 と比較して各変異体の恒常

的な GST-4::NLS::RFP 発現が見られた。しかし、gep-7 の恒常的な発現量は、

KHA117と比較して有意ではなかった。α-terthienyl で処理すると、非処理区と比

較して各株の有意な GST-4::NLS::RFP 発現の増加が見られた。しかし、gep-2の

発現量はあまり増加しておらず（P = 0.109）、gep-9では増加は見られなかった。

また、他株と比較して α-terthienyl 処理時の gep-1 の発現量は多い傾向が見られ

た（P = 0.0678）（N=137）（*P <0.05、**P <0.005、Mann-Whitney U 検定と Bonferroni 

correction）。 
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図 3-16、変異体 gep-1 に対するパラコートの殺線虫活性評価 

KHA117（野生型）と変異体 gep-1 に対して各濃度のパラコートを 24 時間処理

し、線虫の死亡率（％）（平均値±標準誤差）を算出した。死亡率（％）は同様に、

独立に 3 回以上反復して算出した（N=3,093）（**P <0.005、Mann-Whitney U 検

定）。 
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図 3-17、50 mMのパラコートで 24時間処理した変異体 gep-1の GST-4::NLS::RFP

発現 

（A、B）薬剤非処理条件では、KHA117（gst-4::nls::rfp）の GST-4::NLS::RFP 発

現は見られない。（C、D）パラコートで処理すると、KHA117の GST-4::NLS::RFP

が線虫の下皮で発現する。（E、F）薬剤非処理条件では、gep-1 の恒常的な GST-

4::NLS::RFP 発現が線虫の腸と下皮で見られる。（G、H）パラコートで処理する

と、gep-1の GST-4::NLS::RFP 発現が線虫の腸と下皮で増加する。スケールバー

は 500 μm（100 倍）。（I）DIC で撮影した各線虫 1 個体あたりの RFP 蛍光密度

（pixels / μm2）を ImageJ により計測し、各濃度の平均値±標準誤差を求めた。薬

剤非処理条件では、KHA117と比較して gep-1の有意な GST-4::NLS::RFP 発現が

見られた。パラコートで処理すると、各株の GST-4::NLS::RFP 発現の増加が見ら

れた。パラコート処理時の gep-1の発現量はKHA117と比較して多かった（N=39）

（*P <0.05、**P <0.005、Mann-Whitney U 検定）。  
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図 3-18、高張ストレスに対する gep 変異体の活動への影響評価（カプランマイ

ヤー生存曲線） 

各 gep変異体を 51 mM NaCl を含む NGM プレート（通常組成）で young adult と

なるまで成長させた後、500 mM NaCl を含む高張 NGM プレートに移すと、線虫

の活動率 moving（％）は時間依存的に減少する。各 gep変異体のうち、gep-7の

み、野生型（N2 と KHA117）と比較して急性浸透圧ストレスに対して感受性で

あった（N=232）（**P <0.005、ログランク検定と Bonferroni correction）。 
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第 4章 総括 

本研究では、世界中で深刻な農作物被害をもたらしている植物寄生性線虫に

対する次世代農薬の開発を目的に、対抗植物マリーゴールド由来殺線虫成分 α-

terthienyl の殺線虫機構を調べた。 

対抗植物が持つ線虫抑制効果は、古くから知られていた一方、モデル生物を用

いた科学研究が十分実施されてこなかった。モデル生物 C. elegans を用いた実験

結果から、α-terthienyl は UV照射せずとも、C. elegans 耐久型幼虫やネコブセン

チュウに対する殺線虫活性があること。線虫の下皮に作用し、第 2 相解毒代謝

酵素の GST-4や SOD-1の発現を誘導する殺線虫機構を持ち、これらの発現を制

御する SKN-1 / WDR-23システムによって解毒代謝反応が制御されていること。

GST-4を恒常的に発現する変異体の実験から、α-terthienyl に対する C. elegansの

防御機構には、GST-4の発現量と発現部位が重要である可能性があることが分か

った。 

C. elegans により、α-terthienyl の解毒代謝反応を解明するための基礎的な情報

が得られた。今後、α-terthienyl に対して感受性または抵抗性を示す変異体の解析

により、耐久型幼虫への作用機構といった、未解明のメカニズムを明らかにでき

ると考えられる。 

α-terthienyl は現在主流となっている化学農薬とは異なる殺線虫機構を持ち、

総合的有害生物管理（IPM）に適合する可能性のある天然成分であると分かった。

加えて、光が届かない土壌中であっても、防除が困難とされる耐久型の線虫に対

して殺線虫活性を発揮する可能性を示した。また、本研究の実験モデルは、次世

代農薬開発における天然殺虫成分のスクリーニングにも応用できることも提言

したい。 
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