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研究成果の概要（和文）：半翅目昆虫アブラムシとその細胞内共生細菌ブフネラはお互い相手なしでは生存が不
可能なほど緊密な相互依存関係にあり、両者は生理的にも解剖構造的にもまるでひとつの生物のように統合化さ
れている。本研究では、このアブラムシ-ブフネラの共生系をモデルに、共生系の統合的遺伝子ネットワークの
制御機構と進化過程を解明することを目指した。その結果、アブラムシの共生器官で特異的に発現するBCRペプ
チドが、抗菌作用を有することを発見した。近年多様な共生系においても類似の例が報告されつつあり、共生進
化の普遍原理の１つとして「共生的抗菌ペプチド」の概念を提唱した。また、アブラムシのゲノム編集技術の開
発に成功した。

研究成果の概要（英文）：Aphid species harbor an obligate endosymbiont, Buchnera aphidicola, within 
their specialized large cells called bacteriocytes and depend on Buchnera for essential nutrients. 
Aphid and Buchnera are well integrated physiologically and anatomically, which resulted in the 
absolute interdependence between the host and the symbiont. Using aphid-Buchnera symbiosis as a 
model, we aimed to understand the mechanisms and the evolution underlying the integrative genetic 
network in the symbiosis. We found that BCR peptides, which we have already reported their symbiotic
 organ-specific expression, have antimicrobial activity. We also argued the universality of the 
symbiotic antimicrobial peptide considering similar cases reported in other symbiotic systems. We 
succeeded in the development of CRISPR/Cas9 genome editing in the pea aphid, which would open a new 
avenue of aphid and symbiosis studies in the future.

研究分野：ゲノム進化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年「共生」は地球生態系や生命進化、そしてヒトの健康にも重要な役割を果たす事が認識されてきました。し
かし宿主と共生者の間でどのような分子を使いどのような相互作用を通して共生が営まれているかについては、
ほとんどわかっていません。今回、私たちは昆虫アブラムシから発見したBCRというペプチド（短いタンパク
質）が抗菌活性を持つことを発見しました。この分子を使って共生細菌を制御していると考えられます。類似の
例が他の動植物の共生においても報告されていることから、共生が進化する際の一般原理として注目されます。
また、今回の研究の過程でアブラムシをゲノム編集により遺伝子操作する技術を開発することもできました。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 「共生」が地球生態系や生命進化に重要な役割を果たす事が認識されつつある中、多様な共

生系で、共生を担う遺伝子や分子が少しずつ明らかになってきている。このように共生を支え

る遺伝子が列挙されカタログが充実してきた一方で、共生という進化的新奇性が、どのような

遺伝子制御ネットワークの進化によってもたらされるのか？という問題についてはほとんど分

かっていない。共生系が成立する前は、宿主と共生者は元来独立の遺伝子ネットワークを持っ

ていたはずである。共生の成立と維持には、相互作用を介した高度に統合された遺伝子ネット

ワークが構築される必要があるが、それはどのようなメカニズム・進化プロセスなのであろう

か。本研究は、昆虫アブラムシとその共生細菌ブフネラの細胞内共生系をモデルに、その共生

系を支える遺伝子ネットワークを解明し、その進化過程を明らかにする事を目標とする。 

 約２億年前に共生を開始したアブラムシとブフネラはお互い

相手なしでは生存が不可能なほど緊密な相互依存関係にあり、

両者は生理的にも解剖構造的にもまるでひとつの生物のように

統合化されている。アブラムシは共生微生物ブフネラを格納す

るための特別な共生器官を持っている。共生器官細胞それぞれ

の細胞質に数万の数のブフネラが共生し、そこで宿主と細菌は

協調的アミノ酸合成・代謝を行っている (図１；Shigenobu & 
Wilson 2011)。 

 研究代表者自身によりアブラムシとブフネラ両方のゲノム解読が完了しており(Shigenobu et 
al, 2000 Nature; IAGC, 2010 PLOS Biol)、近年発展著しいゲノミクス的手法を適用するのに適し

た研究材料である。実際、私たちはすでに共生器官のトランスクリプトーム解析により、共生

器官特異的に発現する宿主遺伝子を多数同定することに成功した(Nakabachi et al., 2005 PNAS; 
Shigenobu & Stern 2013 Proc R Soc B)。その過程で、共生器官細胞にほぼ特異的に発現する宿主

の転写因子とシグナル分子を発見しており、それらを軸に遺伝子制御ネットワークを明らかに

することを本研究では目指した。また、これら過去のトランスクリプトーム解析結果に基づく

「共生因子」候補以外にも共生遺伝子が存在する可能性は大いにある。研究開始時にはアブラ

ムシで利用できるゲノムやトランスクリプトームのデータリソースは限定的であったが、次世

代シーケンシング技術の急速な発展により、これらを活用することに新規の共生遺伝子を網羅

的に探索することができる技術的な土壌は整いつつあった。また、研究提案時点ではまだアブ

ラムシでは成功例はなかったものの、ゲノム編集の技術がモデル生物で急速に広がってきてお

り、新興モデル生物であるアブラムシにおいてもゲノム編集による機能解析の実現が期待され

る状況であった。 

 
 
２．研究の目的 
 
 共生系において宿主と共生者がどのように統合的な遺伝子ネットワークを構築するかはほと

んど分かっていない。本研究では、昆虫アブラムシと細菌ブフネラの共生系をモデルに、共生

系の遺伝子ネットワークの制御機構と進化過程を解明することが目標である。申請者はこれま

でに、共生器官細胞で特異的に発現する 宿主の転写因子やシグナル分子を発見しており、これ

らの遺伝子を軸に遺伝子制御ネットワークを明らかする。さらに新たなゲノムワイド解析、

dual-RNA-seq や比較ゲノム解析、により新規の共生因子を同定する。また、これらの「共生遺

伝子」の機能を直接的に検証する手段として、アブラムシでゲノム編集を行う技術開発にも取

り組む。 



 

 

 
 
３．研究の方法 
 
（１）BCR ペプチドの生理活性の解析 
 
 アブラムシの BCR1,BCR2, BCR4, BCR4, BCR8 各ペプチドは、そのアミノ酸配列（Shigenobu 
& Stern 2013)に基づいて化学合成した。適切な立体構造を取らせるべく、Refolding CA Kit 
(TaKaRa)でリフォールディングし、Oasis HLB カラムによって生成した。純度は HPLC で、ジ

スルフィド結合が形成されたことは質量分析によって確認した。抗菌活性試験に使う大腸菌 E. 
coli MG1655 は、M9培地で培養し、対数増殖期(OD600=0.3)に達したところで、3倍に希釈した

上で規定の濃度のペプチドで 30℃、30 分間処理した。BSA をコントロールとして用いた。ペ

プチド処理後の大腸菌を LB プレートに塗布し、培養し、発生したコロニーの数をカウントし

た。菌体の形態の観察のために、DAPI及び PI で染色し、セルソーターと蛍光顕微鏡で観察し

た。 

 
（２）ゲノム編集 
 
 エンドウヒゲナガアブラムシ（Acyrthosiphon pisum）の ApL 系統を使用した。アブラムシは

通常胎生単為生殖なので、卵を産ませるために、低温短日条件で有性生殖を誘導した。産卵後

24時間以内の卵を回収し、Cas9-gRNA 複合体を卵の後局にマイクロインジェクションした。

アブラムシは孵化まで低温で休眠期間を経る必要があるので、インジェクション後の卵を冷蔵

庫で約２ヶ月静置した。その後、16℃のインキュベータに戻し孵化させた。孵化したアブラム

シ(crispant; G0世代）は、まずこの世代で表現型の観察を行った。G0世代は、体細胞にモザイ

クに変異が入っており、その程度はゲノム編集の効率に依存しばらつきがある。ゲノム編集効

率は、次世代シーケンシング（Illumina MiSeq を利用）による amplicon-seq で定量した。次に、

生殖系列に変異が導入された個体から変異系統を確立する。インジェクションした世代が産出

する次世代(G1)を個体毎にジェノタイピングする。ジェノタイピングの方法は、RGEN-RFLP
法とサンガーシーケンスを用いた。 

 
（３）ゲノム・トランスクリプトーム解析 
 
ゲノム解析と RNA-seq 解析はエンドウヒゲナガアブラムシ（Acyrthosiphon pisum）ApL 系統を

用いた。ゲノム解析は、10x Genomics Chromium による linked-read ライブラリ、PacBio による

ロングリードの方法に加え、Hi-C の各種データを統合してアセンブルを行った。共生器官の

RNA-seq 解析は、微量 RNA に対応した SMART-seq 法を用いた。 

 

 
４．研究成果 
 
（１）共生的抗菌ペプチド BCRの発見と機能解析 
 
 BCR は研究代表者が発見したアブラムシ共生器官細胞に特異的に発現するシステイン残基を

多く持つ分泌性ペプチドのファミリーである。アブラムシは共生細菌を細胞内に保持する特殊

な共生器官細胞をもつが、この細胞のトランスクリプトーム解析(RNA-seq)を行ったところ、公

的データベースにも登録のないシステインリッチな分泌性ペプチドをコードする遺伝子群が多

種類高発現していることを見いだし、BCR と命名した(Shigenobu & Stern 2013 Proc Roy Soc 
B)。BCR はエンドウヒゲナガアブラムシには７遺伝子存在する。BCR のアミノ酸配列から機能

を推定できる情報は得られなかったが、ディフェンシン等ある種の抗菌ペプチドがシステイン

残基を多数持つことにヒントを得て、本研究では BCR の抗菌活性を検討した。 



 

 

 ７種類のうち化学合成できた６種類の BCRペプチドを

大腸菌に添加したところ、BCR1, BCR3, BCR5, BCR5 は
5uM の濃度で著しい増殖抑制の効果が見出された(図２;  
Uchi et al., 2019)。BCR4 にもマイルドな抗菌効果が認めら

れたが、BCR2 には抗菌効果は見いだされなかった。した

がって、BCR2 を除く BCRペプチド群は新規の抗菌ペプ

チドであると言える。 

 大腸菌に対する BCR の効果をさらに調べたところ、形

態と膜透過性に影響があることがわかった。具体的に

は、菌体の形状はペプチド添加によって伸長する傾向に

あり、それに伴って DAPI や PI のシグナルが増加した。

ゲノム DNA の倍加が予想された。また、ペプチド添加に

よって PI の染色性が顕著に増加したことは、BCR が膜透

過性を上げていることを意味している。さらに、大腸菌

（γプロテオバクテリア）以外にもαプロテオバクテリアに属する根粒菌に同様な実験を実施

した結果、根粒菌に対しても同様の抗菌作用が見出された。つまり、BCR はブフネラや大腸菌

が属するγプロテオバクテリアのみならず、プロテオバクテリアに対して広く抗菌活性持つこ

とを意味する。どれくらいの範囲のバクテリアに対して抗菌活性を有するかの抗菌スペクトラ

ムについては今後の解析が待たれる。 

 上記の BCR の抗菌活性の発見について、Microbes and Environments誌上に発表し(Uchi et al., 
2019)、この論文は、2019 年のベスト論文賞に選ばれた（https://www.microbes-and-
environments.jp/most-valuable-paper-in-the-year-2019/）。 

 上記の通り BCR の生化学的な活性は明らかにできたが、アブラムシの生体内での機能につい

ては依然不明であり解析の途中である。これまでに、いくつかの BCR については良質なモノク

ローナル抗体の作成に成功し、それを使った免疫染色や免疫電顕の解析により BCR の局在を明

らかにできつつある（未発表）。また、後述するゲノム編集技術によって BCR のノックアウト

変異も作成中である。近い将来、BCR がアブラムシ＝ブフネラ共生系で果たしている役割につ

いて明らかにできると期待される。 

 BCR は相利共生を営む宿主が合成する抗菌ペプチドであるが、マメ科植物でも似たようなペ

プチド NCR が共生系において働いていることがわかっている。また他の動植物と微生物の共

生系でも類似の例の報告が相次いでいる。私はその一般性や共生進化における役割について議

論を重ね、総説を執筆、出版した(Mergaert et al., 2017; 重信 2018)。元来、抗菌ペプチド 
(AMP)は、多細胞生物がもつ生体防御のための物質で、自然免疫反応によって、侵略してくる

微生物を攻撃するために用いられる分子である。近年、生体防御とは一見正反対の状況に見え

る「共生系」においても、宿主が AMP に似たペプチドが高発現していることがわかってき

た。BCR然り、その他にも、マメ科植物のタルウマゴヤシは窒素固定細菌を収納する共生器官

である根粒で、抗菌ペプチドディフェンシンによく似たペプチドを大量に合成している。これ

ら、共生の文脈ではたらく AMP 様ペプチドを示す語は英語も訳語もまだ定着していないが、

共生的抗菌ペプチド(symbiotic AMPs)や AMP 様共生ペプチド (AMP-like symbiotic peptide) と呼
ばれる。生体防御における AMP の主要な役割は微生物を殺すことにほかならないが、共生系

における symAMP の役割は一体何なのだろうか？様々な symAMP の比較したところ、symAMP
の役割として考えられるものは、共生細菌を適切な数に制御する、共生細菌以外の微生物を死

排除する、細胞膜透過性を向上させて栄養物質などの宿主・共生細菌間の移動を促進する、な

どが挙げられた。  
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（２）アブラムシにおけるゲノム編集技術の確立 
 
 アブラムシとその細胞内共生細菌ブフネラは共生研究のモデル系として 100 年以上もの研究

の歴史を有し、私自身もこれまでのゲノミクス的アプローチによって共生に関わる重要遺伝子

を同定してきた。しかし、アブラムシには RNAi が効きにくいなど、効果的な遺伝子機能解析

の技術がなかったため、これまで実証的な研究が不可能であった。アブラムシ共生研究におい

て、機能解析技術の確立は喫緊の課題であった。近年、モ

デル生物を中心に CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集技術

が広く広まってきている。私は CRISPR/Cas9 ゲノム編集

をアブラムシに適用することを試み、成功することができ

た。Proof of Concept として、色素合成に関する遺伝子

と、胚発生に関わる遺伝子のノックダウンを NHEJ 法によ

り誘導し、期待通りの機能欠損型の表現型のアブラムシを

得ることができた（投稿準備中）。ターゲット近辺の次世

代シーケンシングの結果、PAM配列近傍に indel が挿入さ

れており、正確なノックアウトが実現できていることを確

認した（図３）。また、私たちが開発した方法は非常に効

率が良く、インジェクション G0世代でもモザイク変異と

して表現型を観察でき、また生殖系列に変異が導入され安

定した変異体も作出できるようになった。試した遺伝子の

約９割で変異体の作出に成功した。 

 ゲノム編集の技術開発は当初の研究計画に盛り込まれていたものの、想定していたよりも順

調に開発が進んだ。そして、ゲノム編集技術は、アブラムシ研究や共生研究のアプローチを劇

的に変えるインパクトがあると考えられた。そのため、当初予定していた 4年間の基盤研究 B

の研究期間の最終年度に基盤研究 Aに「アブラムシ細胞内共生の分子機構をゲノム編集で明ら

かにする」という研究課題で申請し、採択に至った。現在、この技術を用いて、すでに発現情

報などに基づいて「共生遺伝子」として同定してきた遺伝子をノックアウトして表現型を調べ

るとともに、その分子レベルの作用機序の解明を目指して研究を発展継続しているところであ

る。 

 

（３）その他 

 エンドウヒゲナガアブラムシのゲノムはすでに米国株が国際コンソーシアムによって解読済

みであったが、私たちが実験に使っている札幌株の高精度のゲノムシーケンスを得ることがで

きた（未発表）。このデータは、ゲノム編集はもとよりあらゆる解析の基盤となる。 

 ATAC-seq やシングルセル RNA-seq などの最先端のゲノミクス手法をアブラムシに適用する

ことに成功し、実験プロトコルを確立した。 

 共生器官の RNA-seq データを新たに追加しそれらを解析することによって、アブラムシの新

規の non-coding RNA を同定することができた（未発表）。そのうちいくつかは共生器官特異的

に発現することが明らかになり、それらの共生における役割についてより深い研究が期待され

る。Dual-RAN-seq により共生細菌のトランスクリプトームも宿主のそれと同時に取得できてい

る。 

 これまで主な研究対象はエンドウヒゲナガアブラムシであったが、社会性アブラムシの一種

であるササコナフキツノアブラムシの実験室での系統維持を可能にした。さらに、数種のアブ

ラムシのゲノムを新規に解読した。これらのリソースは比較ゲノムのアプローチによる共生進

化の理解に有用であり、今後、本基盤研究終了後に幅広い研究展開を生み出す源となろう。 
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図３：CRISPR/Cas9 ゲノム編集の例。イ
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