
国立研究開発法人産業技術総合研究所・生命工学領域・主任研究員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６２６

若手研究(A)

2017～2015

昆虫内部共生の成立に関わる共生細菌の遺伝的基盤

Genetic bases of bacteria for symbiotic association with an insect

３０５７１８６４研究者番号：

菊池　義智（Kikuchi, Yoshitomo）

研究期間：

１５Ｈ０５６３８

年 月 日現在  元   ６ １７

円    18,700,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、ホソへりカメムシの腸内共生細菌であるBurkholderiaについて培養時
（in vitro）と共生時（in vivo）の形態、代謝、遺伝子発現プロファイルの比較を行い、細菌の共生機構につ
いて詳細に解析を行った。その結果、共生細菌はカメムシ腸内への定着により鞭毛運動性や分泌装置を失う一
方、細胞表面が薄弱化し、抗菌タンパク質や浸透圧など各種ストレスへの感受性が高まることが明らかとなっ
た。また発現遺伝子の比較により、共生細菌はカメムシ腸内において宿主の代謝老廃物をリサイクルして必須ア
ミノ酸やビタミンB類を合成し、これにより宿主の成長や繁殖に大きく寄与しているものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：The bean bug Riptortus pedestris is associated with Burkholderia symbionts 
in its gut crypts. In order to understand how the symbiotic bacteria stably colonize the midgut 
crypts and which services they provide to the host, the cytology, physiology and transcriptomics of 
free-living and gut-colonizing symbionts were compared. The analyses revealed that midgut-colonizing
 bacteria were smaller in size and had increased stress sensitivity, lost motility, and an altered 
cell surface. Transcriptomics revealed that metabolic pathways of sulfur compounds and the 
assimilation of insect nitrogen wastes were up-regulated in the gut-colonizing symbionts. The data 
also suggested that the in vivo symbionts produced all essential amino acids and B vitamins. 
Together, these findings suggest that the symbiont recycles host metabolic wastes, and in return, 
the bacterial symbiont provides the host with essential nutrients, contributing to the rapid growth 
and enhanced reproduction of the bean bug host.

研究分野：微生物生態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細菌との共生は多くの動植物に見られる普遍的な現象であるが、その遺伝的基盤についてはほとんど解明されて
いない。本研究ではホソヘリカメムシの共生細菌（Burkholderia）を対象に、共生細菌の機能や共生のメカニズ
ムを解明する目的で研究を行い、本共生細菌が宿主昆虫体内で遺伝子発現を大きく変化させ、宿主の代謝老廃物
を活発に利用することで昆虫体内環境に高度に適応していることが明らかとなった。本研究成果は共生細菌の昆
虫体内適応機構を遺伝子レベルで解明した点で学術的に重要である。加えて、ホソヘリカメムシは大豆の重要害
虫であることから、共生細菌をターゲットにした新たな防除法の開発にも繋がる可能性がある。
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図 1  培養時（in vitro）と共生時（in vivo）の
共生細菌細胞形態の比較。透過電子顕微鏡写真
を示す。In vivo細胞は楕円から球形に近い形態
となり、細胞表面が薄弱化している。 

 
図２ In vivo細胞と in vitro細胞の遺伝子発現プ
ロファイルの比較。細胞分裂、DNA 合成、タ
ンパク質合成、呼吸関連の遺伝子について抽出
した結果を示す。In vivo細胞は in vitro細胞（8h, 
log phase）に近い発現動態を示すが、いずれの
in vitro 条件とも異なる独自の遺伝子発現プロ
ファイルを示す。 
 

１．研究開始当初の背景 
 多くの植食性昆虫はその体内に共生微生物を持ち、緊密な相互作用を行っている。これら共
生微生物は、食物の分解や栄養補償を行うなど、宿主の栄養代謝において極めて重要な役割を
担っている。例えば木材食性の害虫として知られるシロアリは、それ自身が木質を消化できる
わけではなく、腸内に共生した微生物が木質分解機能を担っている。このことは、“ある餌を利
用できる”という昆虫の基本的性質は、昆虫自身ではなくその共生微生物が決定しているとい
ってよい。ほとんどの農業害虫がその体内に共生微生物を持つことを考えると、これら微生物
を制御することで食害の低減や害虫の成長・繁殖抑制を図りうると考えられる。しかし、これ
までにも共生微生物をターゲットとした害虫防除技術の開発が試みられてはいるが成功には至
っていない。その大きな理由は、ほとんどの共生微生物が昆虫体内に高度に適応しているため
に培養困難であり、遺伝子組換え等の逆遺伝学的実験ツールを適用することができず、これに
より内部共生系における宿主-細菌間相互作用の分子基盤がほとんど解明されていない点にあ
る。我々は昆虫にみられる宿主-細菌間相互作用の分子機構の総合的理解を目指し、昆虫では例
外的に共生細菌の培養と遺伝子組み換えが可能なホソヘリカメムシ-Burkholderia 共生系を新
規モデル系として提唱し、共生の遺伝的基盤・分子基盤を網羅的に解明するべく研究を行って
きた。 
 
２．研究の目的 
本研究では Burkholderia 共生細菌を対象
に、培養時（in vitro）と共生時（in vivo）
の細菌について生理状態やストレス耐性、発
現遺伝子などを比較し、宿主カメムシ体内へ
の感染・定着により共生細菌にどのような変
化が生じるのか、そのメカニズムもう含め網
羅的に解明することを目的とする。本研究の
全体構想は以下のようになる：①培養時と共
生時における共生細菌の細胞学的比較、生理
学的比較、発現遺伝子比較を行い、共生時に
特異的に発現する遺伝子を同定し、その意義
を明らかにする；②共生時に特異的に発現亢
進する遺伝子の欠損株を作成し機能解析を
行う；③得られた知見を統合し、内部共生の
遺伝的基盤を網羅的に解明する。特にゲノムが解読されている Burkholderia 共生細菌株にタ
ーゲットを絞り、共生時に発現亢進する“共生関連遺伝子”の取得を目指し研究を行った。 
 
３．研究の方法 
In vitro の共生細菌細胞としては栄養培地お
よび最小培地で培養したものを用いた。In vivo
の共生細菌細胞としては、３齢または５齢若虫
から腸内共生器官を摘出し PBS 内で破砕し、遠
心処理により宿主細胞を除去したものを用いた。
これら in vitro 細胞と in vivo 細胞について細
胞形態、膜透過性、細胞内顆粒蓄積量、ストレ
ス耐性、遺伝子発現プロファイルの調査を行な
った。ストレス耐性については界面活性剤、抗
菌タンパク質、消化酵素、70％エタノール、過
酸化水素、浸透圧などの各種条件について調査
した。In vitro 細胞の遺伝子発現プロファイル
については培養開始３時間（lag phase）、８時
間（log phase）、１６時間（stationary phase）
の共生細菌細胞について調査を行い、in vivo
細胞の遺伝子発現と比較を行なった。 
In vivo 条件で特異的に発現減少または発現亢
進している遺伝子を抽出し、in vivo 細胞がど
のような代謝系となっているのか調査した。In 
vivo 細胞において特異的に発現亢進が見られ
た遺伝子や代謝系については相同組み換え法に
より遺伝子欠損株を作成し、カメムシ腸内への
定着の有無を調査した。 
 
４．研究成果 
透過電子顕微鏡を用いた観察により、in vivo
細菌細胞は菌体サイズが減少し細胞表面が薄弱



化することが明らかとなった（図１）。細胞透過性に違いは見られなかったものの、in vitro
細胞に比べ in vivo 細胞は各種ストレスに対して有意に高い感受性を示し、何らかの要因によ
り in vivo 細胞の細胞表面構造が修飾され薄弱化している可能性が強く示唆された。 
発現遺伝子の比較解析から、in vivo 細胞では運動性や６型分泌装置に関連する遺伝子発現が
大きく減少している一方、窒素代謝や硫黄代謝に関わる遺伝子が大きく発現亢進していること
が明らかとなった（図２、３）。さらなる詳細な解析により、窒素代謝系についてはカメムシ
類の主要な窒素老廃物であるアラントイン酸をアミノ酸に変換する経路が in vivo 細胞におい
て特異的に亢進しており、硫黄代謝系についてもタウリン分解経路が活性化していることが明
らかとなった（図３）。同時に in vivo 細胞において必須アミノ酸やビタミン B類の生合成経
路が活性化していたことから、カメムシ体内における Burkholderia 共生細菌の主な機能は「宿
主老廃物の再利用（リサイクル）と栄養素の
供給」であると結論づけた。このようなリサ
イクリング機能は、ホソヘリカメムシの短い
成長期間と高い産卵数に大きく寄与してい
るものと考えられる。 
In vivo において発現亢進が見られた遺伝
子の中から、特にアラントイン酸分解経路や
タウリン代謝経路に関与する主要遺伝子を
ターゲットとして遺伝子欠損株の作成を行
ないカメムシへの感染実験を行なった。しか
し、これら遺伝子変異株は野生株と変わらず
カメムシに感染し、定着量もほとんど変化は
なかった。共生不全株の取得およびその機能
解析のためには、さらなる調査や全く異なる
実験アプローチが必要であると考えられる。 
 以上の成果についてはすでに国内外の学
会において発表を行うと共に、成果の一部は
すでに論文として発表を行った。 
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図３ In vivo 細胞の代謝系についてまとめた概
略図。In vitroに比べて in vivoで特異的に発現亢
進している経路を赤色で示す。逆に活性が減少
している経路は青色で示してある。 
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