
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

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

共生細菌が持つ雄殺し遺伝子の同定とその利用基盤技術の開発

Identification of male-killing gene in symbiotic bacteria and exploitation of 
the generic technology for the application

３０３９２５８３研究者番号：

安佛　尚志（Anbutsu, Hisashi）

研究期間：

１５Ｋ０７８０６

平成 年 月 日現在３０   ６ １１

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：ショウジョウバエに感染して、胚発生初期の雄を特異的に殺す「雄殺し」と呼ばれる
生殖操作をおこなう共生細菌スピロプラズマの持つ雄殺しの原因遺伝子の同定とその利用基盤技術の開発を目的
とし、雄殺しスピロプラズマ２系統（NSRO, MSRO）および雄を殺さなくなった突然変異系統（NSRO-A）の計３系
統のバクテリアおよびファージの完全ゲノムの決定と比較ゲノム解析に取り組んだ。
　各系統のバクテリアについて１０個のコンティグからなるドラフトゲノムを得ることができたが、完全ゲノム
の決定には至らなかった。一方で、ファージ完全ゲノムを決定し、ゲノム中のプロファージ領域を明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Spiroplasmas are endosymbiotic bacteria causing female-biased sex ratios in 
Drosophila hosts as a result of selective death of male offspring during embryogenesis. To identify 
the causative genes involved in the male-killing and to develop the generic technology for the 
application, we have been conducting the whole genome sequencing of two male-killing Spiroplasma 
strains MSRO originated form Drosophila melanogaster, NSRO originated from D. nebulosa, its 
non-male-killing variant NSRO-A, and of bacteriophages infecting them.
  For each bacterial strain, we obtained 10 contigs showing high similarity to the chromosomal 
contigs of Spiroplasma poulsonii published in 2015. However, terminal sequences of each contig were 
represented by presumable prophage sequences, which were main obstacles to obtaining the complete 
chromosomal sequences. On the other hand, we obtained complete genome sequences of the 
bacteriophages and identified prophage region within the bacteria genomes.

研究分野：昆虫微生物学

キーワード： 共生細菌　ショウジョウバエ　スピロプラズマ　生殖操作　雄殺し　バクテリオファージ　ゲノム　第
３世代シーケンサー
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１．研究開始当初の背景
(1) 共生細菌による宿主の生殖操作
昆虫の体内に共生（＝内部共生）している
細菌には、宿主に対してユニークな表現型効
果を示すものが存在する。たとえば、スピロ
プラズマ
ョウジョウバエやテントウムシなどを宿主
とし、胚発生期に雄だけを殺す“雄殺し”と
いう生殖操作をおこなう（
また、ボルバキア
翅目、鱗翅目、鞘翅目、半翅目など広範な昆
虫類に対して、細胞質不和合、雌への性転換、
単為生殖の誘導、雄殺し等の生殖操作をおこ
なう（
宿主の生殖操作が発見されて以来、国内外の
多くの研究者がそのメカニズム
り組んできたが、具体的な分子機構は不明で
あった

共生細菌のほとんどは難培養性であり、形
質転換等による細菌側からのアプローチが
困難である。そこで
宿主側からのアプローチを可能にするため
に、遺伝子操作の技術が確立されている
ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ
melanogaster
そして、共生細菌としては
ウバエに対して明瞭な生殖操作（＝雄殺し）
を示すことに加え、
なくなった系統が存在する（
スピロプラズマ
 
(2) 国内外の研究動向
我々
遺伝子強制発現による雄殺し救済挿入系統
の探索（
主体内におけるスピロプラズマの感染動態
の解析（
バエ野外系統を用いた雄殺し抵抗性因子の
探索（
ける宿主免疫関連遺伝子の発現解析（
⑨）等に取り組み、成果を挙げてきた。近年
は、雄殺しスピロプラズマ
突然変異系統のファージゲノムの解析を進
め、ファージ上に存在する
定し、
原性因子の相同遺伝子の存在や、雄殺し系統
と非雄殺し系統間で相同性
現量に差がある遺伝子を明らかにした（科研
費基盤
ー法を用いたショットガンシーケンスによ
り得られたファージ配列は、末端配列が不明
であり、

図
左から、ショウジョウバエ、雄殺しスピロプラズ
マ、宿主体液中のスピロプラズマ
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った。
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ピロプラズマに感染した雄胚において異所
的な細胞死が起こることや、雌雄の胚でスピ
ロプラズマの増殖に差がないことなどを明
らかにした（
においてショウジ
プラズマを研究しているグループは他にな
かったが
ラズマ
発生期における雄殺しの詳細な観察（
などが報告されており、雄殺し現象への関心
は高かったが、いずれのグループもメカニズ
ムの解明にはいたっていなかった。
 
(3) 
雄殺しのメカニズムの解明に向けての突
破口の一つは、突然変異により雄を殺さなく
なったスピロプラズマ系統の存在である。
時、非雄殺し系統を維持していたのは我々
研究グループのみであり、これは大きなアド
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の原因遺伝子の極めて有力な候補を得るこ
とがで
も従来のサンガー法によるス
ゲノムのショットガンシークエンスを試み
たことがあったが
し配列の存在により、全ゲノムをカバーする
配列データの取得およびアセンブルが困難
であったため、完全配列決定を断念した経験
がある。しかし、近年の次世代
を用いたゲノム解析技術の発達により、雄殺
しスピロプラズマと非雄殺しスピロプラズ
マの全ゲノム決定と比較解析が理論的に実
現可能になったことから、再度
子の同定に挑戦すべく、本研究課題を提案し
た。
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破口の一つは、突然変異により雄を殺さなく
なったスピロプラズマ系統の存在である。
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バエの雄殺しスピロプラズマ２系統と、雄を
殺さなくなった突然変異系統１つの完全ゲ
ノム配列の決定およびアノテーションをお
こない、ゲノム構造と遺伝子レパートリーを
明らかにする。 
 
(2)共生細菌の雄殺し遺伝子の同定 
 雄殺しスピロプラズマと非雄殺しスピロ
プラズマのゲノムの比較解析により、非雄殺
し系統において欠失している領域や、トラン
スポゾンの挿入やフレームシフトなどで機
能が失われた遺伝子を明らかにし、雄殺し原
因遺伝子の候補をリストアップする。それら
候補遺伝子を、ショウジョウバエの遺伝子強
制発現系や、組換え大腸菌やマイコプラズマ
の発現系を用いたバイオアッセイに供し、雄
殺し遺伝子を同定する。 
 
(3)雄殺し遺伝子（産物）の利用基盤技術の開
発 
 同定された雄殺し遺伝子の導入や、遺伝子
産物の投与により、雄殺し効果がショウジョ
ウバエ以外の昆虫においても有効であるか
どうかを検証する。 
 
３．研究の方法 
(1) 材料 
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の １ 種 で あ る

Drosophila nebulosaから見つかった雄殺し
スピロプラズマ NSRO 系統、NSRO 系統か
ら偶然取得された非雄殺し変異体 NSRO-A
系統に加え、キイロショウジョウバエ由来の
雄殺しスピロプラズマ MSRO 系統の計３系
統を対象とした。 
 
(2) 方法 
まず、スピロプラズマ感染ショウジョウバ
エからゲノム抽出キットを用いて精製した
全 DNA（共生細菌ゲノムを 10-50%含む）よ
りゲノムライブラリを作製し、第３世代シー
ケンサーの PacBioRSIIによるシーケンシン
グ、ロングリード配列のアセンブルをおこな
った。 
次に、ファージゲノムの末端配列を決定す
るため、また NSRO-A ファージの実態を把
握するため、暫定的なファージ配列の両末端
近くに外向きにプライマーを設計し、スピロ
プラズマ感染ショウジョウバエから抽出し
たDNAをテンプレートとしてPCRをおこな
い、産物のシーケンス解析をおこなった。 
最後に、第３世代シーケンサーMinION
（Oxford nanopore）によるスピロプラズマ
ゲノムコンティグの結合を試みた。ロングリ
ードに適した断片化の少ないゲノム試料を
得るため、スピロプラズマ NSROに感染した
キイロショウジョウバエの体液を回収し、フ
ェノール・クロロホルム抽出によるゲノム精
製をおこなった。最終的に得られた
DNA40ng を用いてライブラリを作製し、シ
ーケンシングおよびロングリードのアセン

ブルをおこなった。 
 
４．研究成果 
(1) PacBioRSIIによるスピロプラズマゲノム
塩基配列の取得 
 ロングリード配列の de novoアセンブルに
より得られたコンティグの相同性検索によ
り、本課題遂行中に海外のグループにより報
告された 10 コンティグからなるスピロプラ
ズマドラフトゲノム（文献○13）と高い相同性
を示す 10 コンティグを各系統につき取得し
た（図３）。得られた 10 個のコンティグの合

計長は約 2.1Mbp で、先行研究で予想されて
いたゲノム長 1.89Mbp を超えていた。ゲノム
中には10-11コピーのファージ様配列が存在
し、ゲノムの約 10％を占めており、コンティ
グの結合を妨げる要因となっていた（図４）。
各ゲノム上には2,400以上の遺伝子が推定さ
れ、そのゲノム上の位置も含めて３系統間で
極めてよく保存されていた。雄殺し系統と非
雄殺し系統間でゲノム中のファージ様配列
の挿入位置や数に違いはなく、また大規模な
挿入や欠失等の変異も検出されなかった。 

 
(2) 比較ゲノム解析 
各スピロプラズマ系統のドラフトゲノム
上に推定された約 2,400 の遺伝子について、
アミノ酸の相同性に基づくアノテーション
を行った。オス殺し系統の NSRO を例に挙げ
ると、2,478 遺伝子のうち、大部分（75%）が
機能未知のタンパク質をコードしているこ
とが示された。アノテーションがついたもの
は 613 遺伝子であり、機能の内訳としては遺
伝子制御系の遺伝子が最も多く、次いで代謝
系、環境シグナル、細胞プロセスに関わる遺
伝子が多かった。また、非オス殺し突然変異

図 3. スピロプラズマ NSRO ゲノム 
PacBioRSII のロングリードのアセンブルにより得ら
れた 21のスピロプラズマ由来のコンティグのうち、
既発表ゲノムにアライメントされた 10個を、予想さ
れるゲノム上の配列順に上から並べた。MSRO, NSRO-A
もほぼ同じ結果が得られた。 

SpVM to MSRO  

SpVN to NSRO  

SpVA to NSRO-A  

図 4. スピロプラズマゲノム上のプロファージ領域
の推定 
ゲノム上の配列順に並べたコンティグに対してファ
ージ配列をアライメントした。赤丸がファージの挿入
位置を示す。 



系統の NSRO-A において変異が生じた遺伝子
を検出するため、雄殺し系統の NSRO との間
でゲノム上にコードされたアミノ酸の比較
を行ったところ、およそ 8%(209)の遺伝子に
アミノ酸変異が生じていることが示唆され
た。 
 
(3) ファージ配列の決定と一分子シーケン
サーによる完全ゲノム配列決定 
PCR 産物のシーケンシングによってファー
ジ全長配列を決定した。その結果、NSRO およ
び MSRO については各系統につき１種類、
NSRO-A については少なくとも３種類の環状
ファージゲノム配列（全長約 19kb）が得られ、
スピロプラズマドラフトゲノムを参照する
ことにより末端配列を特定した（図５）。次

に、第３世代シーケンサーMinION（Oxford 
Nanopore Technologies）によるロングリー
ド配列を用いたスピロプラズマゲノムコン
ティグの結合を試みた。NSRO を対象に行った
１回のランで、ファージゲノムサイズを超え
るリードが 2,026 得られたが、そのうちファ
ージの全長を含む 31 リードのほとんどがフ
ァージ配列のみが複数連続で並んだもので
あり、ファージゲノムが複製される際に生じ
る鎖状体ゲノムに由来するものと考えられ
た。アラインメントパッケージの Canu を用
いた de novo アセンブルの結果、13 コンティ
グが得られた（図６）。PacBio コンティグと
の比較から、染色体ゲノムのほぼ全域をカバ
ーしていること、いくつかのコンティグが結
合できることがわかったが、完全環状ゲノム
の決定には至らなかった。 

 
(4) 本研究課題において明らかにした雄殺
しスピロプラズマのファージゲノムについ
ては、先行研究でも触れられておらず、未だ
報告されていない。スピロプラズマゲノムに
ついては、ファージの挿入による再編成が示
唆されており、本細菌ゲノムの進化を考える
上でも、ファージの完全ゲノムを決定したこ
とには意義がある。今後は、ゲノム調整にお
ける断片化を可能な限り回避し、大量のゲノ
ムを回収することで、よりクオリティの高い
ロングリード配列を取得し、完全ゲノムの決
定を目指す。 
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