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研究成果の概要（和文）：先行研究により、チョウ目昆虫アズキノメイガに感染し、オス殺し現象を誘導する細
胞内共生微生物ボルバキアは、性転換を通じて宿主のオスを選択的に殺していることがわかっている。本研究で
は、その詳細な機構に迫るべく、アズキノメイガ由来の培養細胞にボルバキアを人為的に導入し、性転換を誘導
させたものをサンプルとして解析を行った。その結果、ボルバキア感染による性転換とリンクして亢進するアズ
キノメイガ側の遺伝子を３種、抑制される遺伝子を３種見出した。これらは全て、性決定への関与が指摘される
遺伝子、もしくはその近傍にある遺伝子であることが推定された。

研究成果の概要（英文）：Endosymbiotic bacteria of the genus Wolbachia infecting the adzuki bean 
borer moth Ostrinia scapulalis causes male killing due to sexual-reversal during embryo to larvae. 
We successfully established O. scapulalis cell lines and reproduced the sexual-reversal via 
Wolbachia-infection in cultured cell. Next, we analyzed the gene expression profiles comparison 
between Wolbachia-infected male cell lines and uninfected lines by RNA-seq. As the result, 3 genes 
were up-regulated through Wolbachia induced sexual-reversal and 3 genes were down-regulated. One 
up-regulated and down-regulated gene had highly homology with sex determining genes and other genes 
were placed closely to sex-determining genes.      

研究分野：応用昆虫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の意義は、昆虫の性を自在に操り、その“生”をも操作する共生細菌の生殖操作機構を明らかにすること
を通じて、生殖操作が共生細菌や宿主個体群に与える生態学的な意義の推定を可能にし、その機構に関与する遺
伝子の構造や配列から、進化の歴史を明らかにすることにある。また、近年において農業におけるSDGsの達成を
視野に、環境フレンドリーな生物資材として、微生物資材の研究開発を求める声が高まっており、害虫駆除や効
率的な益虫生産への貢献が期待されるボルバキアの、その生殖操作機構の詳細な理解に対する期待が高まってい
る。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 陸生節足動物の 60％以上の種に感染すると見積もられる細胞内共生細菌ボルバキアは、その
圧倒的な繁栄の背景として、宿主の生殖を利己的に操作する能力を持つことが挙げられる（引用
文献１）。なかでも、宿主のオスを選択的に殺す現象“オス殺し”は、昆虫全般で広く観察されてい
る一般的な現象として知られている（引用文献２）。共生細菌によるオス殺し機構の研究は、ア
ズキノメイガ−ボルバキア感染系とショウジョウバエ−スピロプラズマ感染系を中心に進められ、
近年になってようやくその要因や機構に関する報告がなされはじめており、その機構として、オ
ス特異的な性転換（引用文献３、４）、遺伝子量補償機構の異常（引用文献５、６、７）、アポト
ーシスの異常（引用文献８.）、神経系発達異常等の関与が報告されている。 
 その一方で、共生細菌側が持つオス殺し因子が未解明であったため、宿主−共生細菌間相互作
用の理解については、まだブラックボックスの状態であり、オス殺し現象の全容解明を阻む障壁
となっている。このような状況下、申請者は、共生細菌が持つオス殺し遺伝子を明らかにするこ
とができれば、オス殺し現象に関する宿主-共生細菌間相互作用の全容解明に向けた実験系の構
築が可能になり、共生細菌による生殖操作の理解に大きく貢献できると考えた。 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究から、アズキノメイガーボルバキア感染系では、オス殺しに性転換が伴い、そ
れによって遺伝子量補償の異常が誘導されていることがわかっている。本研究では、これまでの
解析から、チョウ目昆虫の性決定のマスター遺伝子と目される masculinizer と類似性のある短
いボルバキアゲノム配列８種が見出されている。そこで、これらの配列の発現状況を確認し、オ
ス殺しとの関係を調べることを本研究のひとつ目の目的とした。 
 また、独自に作出したアズキノメイガ培養細胞に①ボルバキアを移植することで性転換が誘
導されるかの確認を行う、②ボルバキアの移植によって発現パターンに変化が生じるアズキノ
メイガ側の遺伝子をスクリーニングする、という２つの戦略によって、ボルバキアによって操作
される宿主側の分子機構を明らかにすることをもう一つの目的とした。 
 
３．研究の方法 
実験①：オス殺し原因遺伝子の網羅的探索 
 これまでに、アズキノメイガ由来培養細胞の樹立（メス
由来 2、オス由来 5）に成功した（図１）。これらの培養細
胞にボルバキアを移植したものから total RNA を抽出し、
短鎖（16-35塩基）と長鎖について Mi-Seq (Illumina社)で
網羅的にシーケンス解析を行った。コントロールとして、
ボルバキア非感染の雌雄の培養細胞を用いた。短鎖の RNA
データについては、ボルバキア感染と非感染、および性転換の有無に着目して解析を進めた。長
鎖については、ボルバキアとアズキノメイガの両方に着目し、特に、性転換が起こると想定され
るボルバキア導入オス培養細胞のみで高発現する遺伝子をスクリーニングした。 
 
実験②：スクリーニングによって得られたボルバキア感染で変動する遺伝子の発現解析 
 アズキノメイガにおいてボルバキア感染によるオス殺し現象は胚発生初期に誘導されること
が有力である。そこで、スクリーニングによって
得られた各遺伝子について、産卵後０時間、１２
時間、２４時間、４８時間の各サンプルにおいて
RT-PCRによって発現状況を確認した。 
 
４．研究成果 
 まず、アズキノメイガ由来培養細胞の雌雄それ
ぞれに由来する株について、性決定遺伝子発現
Osdsx の発現を確認したところ、それぞれからメ
ス型（OsdsxF）、オス型（OsdsxM）の性決定遺伝
子発現パターンが確認された（図２）。そこで、雌
雄それぞれに由来する培養細胞にボルバキアを感
染させたところ、オス由来の培養細胞のみで性転
換が誘導され、メス型の性決定遺伝子発現が観察
された（図３）。この結果は、ボルバキアによる生
殖操作を培養細胞上で再現することに成功したこ
とを示しており、これにより、オス殺し現象の解
析に培養細胞を利用できることがわかった。 
 次に、培養細胞にボルバキアを感染させたもの
をサンプルとして、オス由来の培養細胞において
性転換が見られることを確認したのちに次世代シ
ーケンス解析を通じて、small-RNA 解析とトラン
スクリプトーム解析を行った。 
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 まず、Small-RNA のシーケンス解析の結果、ボルバキア由来と見られる配列は多く観察され
たが、一方で、カイコガにおけるオス化誘導遺伝子 masculinizerのアズキノメイガにおける相同
遺伝子である Osmasc と相同性のある領域については、想定された８領域はいずれも発現して
いるものがみられなかった。この結果から、Osmasc に対して抑制に働く micro-RNA 様の因子
は、ボルバキアゲノム上には無いことが有力となった。一方で、pi-RNAや long non-coding RNA
による操作を否定するものではないため、さらなる解析が必要であろう。 
 トランスクリプトーム解析の結果は、ボルバキア感染オスで特異的に発言が亢進されるもの
が３遺伝子、抑制されるものが３遺伝子観察された（図 4）。この６遺伝子のうち、発現が亢進
されていた３遺伝子(e21680-21682)および、抑制されていた２遺伝子(e21683-21685)はそれぞ
れ同一遺伝子座に座乗していることが有
力視されたため、それぞれに跨るプライ
マーを総当たりで設計し、RT-PCR によ
る発現チェックを行ったところ、
e21680-21682 および e31871 は産卵直
後（0h）から発現していた一方で、
e21683-21685 は産卵直後には発現が見
られず、12h 以降のサンプルで発現が確
認された（図５）。これらの結果から、ボ
ルバキアによって操作を受けるアズキノ
メイガ側の遺伝子領域は３つに絞られた
可能性が高い。今後は、アズキノメイガ
胚へのこれらの遺伝子の RNAi によるノ
ックダウンを通じて、オス殺し表現型に
直結する遺伝子を絞り込むとともに、培
養細胞を利用したノックダウンと人工的
なボルバキア導入の組み合わせを通じ
て、１つの遺伝子にまで絞り込む。 
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