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研究成果の概要（和文）：生物の進化を野外集団で観察できた例はいまだ少ない。本研究課題は昆虫の共生細菌
の置換とゲノム縮小に注目し、その進化過程を野外集団観察することを目的としておこなった。チャバネアオカ
メムシの南西諸島集団を対象に過去（2008年~2010年）に共生細菌頻度の大規模調査をおこなっており、これと
比較できるデータを本研究の調査（2019年~2021年）で得ることができた。共生細菌頻度については予想通り共
生細菌Bを持つ個体が減少していたことから、共生細菌の置換は進行している可能性が考えられたが、今後さら
に調査を継続して動向を見守る必要がある。加えて、今後の調査で比較対象となる共生細菌のゲノムサンプルを
得た。

研究成果の概要（英文）：There are still few examples of field observations of the evolution of 
organisms. This study focused on the replacement and genome reduction of symbiotic bacteria in 
insects to observe the evolutionary process in field populations. A large-scale survey of symbiont 
infection frequencies was conducted in the past (2008-2010) in southwestern island populations of 
the pentatomid stinkbug Plautia stali, and comparable data were obtained in this study (2019-2021). 
As expected, the number of individuals with symbiotic bacteria B decreased, suggesting that symbiont
 replacement may be underway, but further surveys are needed to monitor the trend. I also obtained 
genomic samples of symbiotic bacteria to compare in future surveys.

研究分野： 進化生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
昆虫類の共生細菌の研究は実験室内における遺伝子レベルの研究に偏っており、野外で起きていることを対象に
した研究は世界的に見ても稀であることから、昆虫の野外集団で共生細菌進化を調べた本研究の成果は極めてオ
リジナリティーの高く、注目を集めるものである。また、日本の南西諸島において非常にユニークな現象が起き
ていることを明らかにした点で、我が国の誇る南西諸島の生物多様性とその重要性をあらためてアピールする研
究成果でもある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
昆虫類の必須共生微生物の置換はこれまで多くの分類群で報告されてきたが、それらはすべて
分子系統解析のみによる研究であり、遠い過去に起きたイベントの推定であった。たとえば、ゾ
ウムシ類の大部分の種はナルドネラと呼ばれる共生細菌を保持しているが、Sitophilus 属のゾ
ウムシはナルドネラを持たず、その代わりにソダリスと呼ばれる、ナルドネラとはまったく異な
る系統の共生細菌を保持している。Sitophilus属のゾウムシは単系統群を形成することから、こ
のグループの共通祖先においてナルドネラがソダリスに置換されたと考えられている。これに
対して応募者は、ごく最近に起きたと考えられる、個体レベルでの必須共生微生物の置換を発見
した（Hosokawa et al. 2016 Nat. Microbiol.）。チャバネアオカメムシ Plautia staliの南西諸島
集団では、共生の歴史が比較的長いと考えられる培養不可能な共生細菌Ｂを持つ個体と、共生の
歴史が比較的短いと考えられる培養可能な共生細菌 C〜F を持つ個体が混在しており（図 1）、
さらに共生細菌 C〜Fのそれぞれについて系統的・機能的に同等とみなせる細菌が環境中に生息
している。この現象を目の当たりにした応募者は、チャバネアオカメムシの南西諸島集団では集
団レベルにおいて古い共生細菌（B）が新しい共生細菌（C〜F）へと置き換わる途上の段階にあ
るのではないか？と考えた。共生細菌Ｂから共生細菌 C〜Fへの個体レベルでの置換は今後も繰
り返し生じていくであろう。一方、共生細菌 B は環境中には生息していないので、共生細菌 C
〜F から共生細菌 B に戻る置換は起こりにくそうである。したがって、南西諸島では共生細菌
Bと共生する個体の頻度が徐々に減少し、最終的にはすべての個体が共生細菌 C〜Fと共生する
ようになることが予想される。さらに応募者は 10年前の調査においてカメムシから単離した共
生細菌 C〜F を培養した際、一部の菌株では培地上での増殖速度が著しく遅いことに気がつい
た。この増殖速度が遅い菌株ではすでに
ゲノム縮小が進みつつあるのではない
か？と考えている。これらの観察結果か
ら応募者は、“共生細菌の置換とゲノム
進化は意外に速いスピードで進行して
おり、数十年間かけて野外集団を追跡調
査すれば、その変遷の過程を捉えられる
かもしれない”と期待し、南西諸島の野
外集団を長期間にわたって追跡調査す
る計画を立案した。前回の調査から約
10 年が経過した今が第二回目の調査の
頃合いと考え、本研究の構想に至った。 
 
２．研究の目的 
カメムシ類における共生細菌の置換とゲノム縮小の過程を野外集団の追跡調査によって明らか
にすることを本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
⒊－１野外での採集 
2008 年〜2010 年におこなったチャバネアオカメムシの大規模調査
（図 1）において比較的多くの個体数を調べることができていた屋
久島、沖縄島、石垣島、与那国島を調査地に設定し、2019年〜2021
年に新たに採集をおこなった。また予備調査においてチャバネアオ
カメムシと似たような共生細菌の種内多型が見られることがわかっ
ていたミヤコキンカメムシ Lampromicra miyakona（図 2上）とツチ
カメムシ Macroscytus japonensis（図 2 下）も新たに研究対象にして
沖縄島、石垣島、与那国島で採集をおこなった。採集した個体は生
きたまま実験室に持ち帰り、以下の実験をおこなった。 
⒊－２共生細菌の培養性調査と DNA 抽出 
カメムシ類の共生器官である中腸盲嚢部を解剖摘出し、PBS 内です
りつぶしたあと、懸濁液の一部を LB 寒天培地に塗布してコロニー
形成が起こるかどうかを調査した。塗布後 48 時間までにコロニー形
成されたものを“培養できた”と判断し、コロニーを液体培地内で
さらに培養したのち DNAを抽出した。培養できた細菌についてはすべてグリセロールストック
を作成して保存した。また、中腸盲嚢部をすりつぶした懸濁液の残りは 15,000rpmで 1分間遠心
し、沈殿物（共生細菌細胞のペレット）から DNA 抽出をおこなった。 
⒊－３共生細菌のジェノタイピング 
各共生細菌 DNAから 16S rRNA 遺伝子（約 1,450bp）を PCR増幅し、シーケンス・系統解析に
よってジェノタイピングをおこなった。ミヤコキンカメムシの共生細菌については 16S rRNAに



加えて groEL（848bp）および gyrB（922bp）遺伝子の配列も決定して共生細菌のジェノタイピン
グをおこなった。 
⒊－４共生細菌のゲノムシーケンス 
上記の抽出した共生細菌ゲノム DNAについて、Nanopore MinIONを用いてゲノムシーケンスを
おこなった。 
 
４．研究成果 
⒋－１チャバネアオカメムシ南西諸島集団における共生細菌頻度の変化 
チャバネアオカメムシの共生細菌頻度の結果を図 3に示した。図の上段が 2008年〜2010年の
調査結果、下段が今回（2019 年〜2021 年）の調査結果である。各島における共生細菌 B を保
持する個体の割合は屋久島で 90.9％（30/33）→100%(30/30)と増加していたものの、沖縄島で
91.4％（32/35）→82.7％（43/52）、石垣島で 87.0％（60/69）→75.4％（43/587）、与那国島で
82.8％（24/29）→63.4％（45/71）と他の３島ではいずれも減少していた。各島における共生細
菌 B を保持する個体の割合の変化は統計的に有意ではなかったが、すべての島のデータをプー
ルすると共生細菌 Bを持つ個体の頻度 88.0%（146/166）→76.7％（161/210）となり、これは
統計的に有意な減少であった（Fisherの正確確率検定、p < 0.01）。すなわち南西諸島全体で見
ると共生細菌 B を保持する個体の割合は減少している可能性が考えられる。これは予想通りの
結果であり、南西諸島においては共生細菌 B から共生細菌 C〜F への置換が進行している可能
性が示唆された。ただし現段階では
２回の調査結果の比較のみであるこ
とから、「共生細菌の置換が確かに進
行している」とは結論づけることは
できず、今後さらに調査回数を増や
して動向を調べる必要がある。また、
今回採集した個体の一部から共生細
菌BとCのゲノムシーケンスをおこ
なっており、培養できた共生細菌 C
〜F についてはグリセロールストッ
クを作成している。これによって、こ
れから 10 年後に予定している次回
調査の際は共生細菌頻度の比較だけ
でなく、共生細菌のゲノムにどのよ
うな変化が生じているかも調査する
ことが可能となった。 
 
⒋－２ミヤコキンカメムシにおける共生細菌の種内多型とゲノム構造 
 ミヤコキンカメムシの共生細菌を
16S rRNA 遺伝子配列を用いてジェ
ノタイピングしたところ、チャバネ
アオカメムシで見られた共生細菌 C, 
D, Eと同じと思われる共生細菌を保
持しており、これらの共生細菌を保
持する個体が各島に混在しているこ
とも共通していた（図 4）。またこれ
らの共生細菌はすべて培養できるこ
とも明らかになった。ミヤコキンカメムシについても 10年後に予定している調査で共生細菌の
頻度だけでなくゲノムについても比較できるようにすべての共生細菌をグリセロールストック
として保存している。 
 これらの共生細菌がチャバネアオカメムシ
の共生細菌 C, D, Eと同じと言えるかどうかを
検討するために、groEL 遺伝子および gyrB 遺
伝子の配列についても比較をおこなったとこ
ろ、予想外なことに、ミヤコキンカメムシの共
生細菌 D の中にはチャバネアオカメムシの共
生細菌 D と区別できるものとできないものの
両方が存在することが明らかになった（図 5, 
6）。以下ではチャバネアオカメムシの共生細菌
と区別できるものをミヤコキンカメムシ特異
的 D、区別できないものを非特異的 Dと呼ぶ。
なお、共生細菌 C と共生細菌 E については
groELと gyrB 遺伝子の配列を使ってもチャバ
ネアオカメムシのものとミヤコキンカメムシ
のものは区別できないことが明らかになった。 



 おそらく、ミヤコキンカメムシ特異的 D
は非特異的 D よりもミヤコキンカメムシ
との共生の歴史が長いことが予想され、特
異的 D と非特異的 D の間では共生の歴史
の長さの違いによって生じたゲノム構造
の違いが見られることが期待される。特異
的 D（10株）と非特異的 D（10 株）につ
いてゲノムシーケンスをおこないゲノム
構造を比較したところ、構造には大きな違
いは見られなかったが（図 7）、特異的 Dの
方が非特異的 D よりもゲノムサイズがわ
ずかに小さいことが明らかになった（図
8）。このことから、特異的 Dではカメムシ
と共生を続けることによるゲノム
縮小がわずかだが進行していると
考えられた。今回の調査では特異的
Dはすべて培養できたが、今後さら
にゲノム縮小が進行するとチャバ
ネアオカメムシの共生細菌 B のよ
うに培養ができなくなることが予
想される。ゲノム縮小がどれくらい
の時間スケールで進行するかは今
回の調査だけでは推定できないが、
10 年後に予定している調査で採集
した個体について特異的 D のゲノ
ムシーケンスをおこない今回の調
査結果と比較するとゲノム縮小速度の推定という画
期的な解析が可能になるかもしれない。 
 
⒋－３ツチカメムシにおける共生細菌の種内多型 
 ツチカメムシの南西諸島集団についても共生細菌
の種内多型と培養性を確認できたが、チャバネアオカ
メムシとミヤコキンカメムシとは大きく異なる共生
細菌を保持することが明らかになりつつある。しかし
詳細な解析をおこなうにはサンプル数が不十分であ
り、今後の研究でサンプル数を増やして解析する予定
である。 
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