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研究成果の概要（和文）： 
 当研究室で見いだした昆虫病原性線虫の新規の Photorhabdus 属細菌分離株の病原性因子お
よびその感染による宿主昆虫の応答反応を解析した結果、強病原性分離株では脂肪分解酵素な
らびにタンパク質分解酵素の活性が高く、そのため昆虫体内での高い定着能力が病原性の高い
理由の一つと考えられた。また、その細菌分離株の感染によって宿主の摂食が低下することか
ら、細菌は宿主の腸または神経系に影響を及ぼすことによって高い殺虫力を有することが示唆
された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Virulent factors of a novel Photorhabdus symbiotic bacterial isolate that was 
isolated from Heterorhabditis entomopathogenic nematode were analyzed. The 
bacterial isolate showed strong lipase and proteinase activities and propagated faster 
in the insect hemolymph than other Photorhabdus bacteria. After injection of the 
virulent Photorhabdus isolate into larvae, amount of artificial food fed by a larva and 
increase of larval weight were suppressed, which indicated the possibility that the 
virulent isolate affect insect gut or the insect nervous system.   
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１．研究開始当初の背景 
 土壌害虫に対する生物的防除資材として
用 い ら れ る Steinernema 属 お よ び
Heterorhabditis 属の昆虫病原性線虫はそれ
ぞれ Xenorhabdus 属および Photorhabdus 属
細菌と相互依存的共生関係をもつ．これまで

申請者は、線虫と細菌の共生関係およびその
共進化・種分化の解明を試みるとともに昆虫
病原性線虫の殺虫メカニズムを解明するこ
とで、昆虫病原性線虫の作出することも目的
に研究を進めてきた。 
 昆虫病原性線虫の病原性は共生細菌に大
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きく依存する。殺虫活性の高い共生細菌株を
えるため、線虫から共生細菌を単離・培養し、
スクリーニングを行ったところ、既知のもの
に比べて極めて高い殺虫活性を示す分離株
が得られた．その分離株の分子系統解析をし
たところ、人間に日和見感染をする P. 
asymbiotica と同じクレードに属する新規
Photorhabdus 属細菌であることが考えられ
た．本研究では、新規 Photorhabdus 属細菌
についてその殺虫活性に関する病原性因子
および宿主昆虫の応答反応を解析し、強病原
性を示す原因と宿主昆虫が死亡する過程を
解明することを目的として研究を行った。 
 腸内細菌科に属する Photorhabdus 属細菌
はこれまで３種が報告されており、そのうち 
P. luminescens および P. temperata の２種
が Heterorhabditis属昆虫病原性線虫から単
離されている．これまで強病原性を示す線虫
の共生細菌をスクリーニングする過程で、既
知の昆虫病原性線虫の共生細菌に比べて非
常に高い殺虫活性を示す２つの分離株が得
られた．その分離株の分子系統解析を行った
ところ、いずれも上記の２種とは異なり、人
間の傷口からのみ単離されてきた、人に日和
見感染する P. asymbiotica と同じクレード
に属するがそれらとは異なるサブクレード
を形成する Photorhabdus 属細菌であること
が明らかになった（Kuwata et al. 2007）．  
 Photorhabdus 属細菌の病原性因子につい
ては、これまで Tc タンパク質や Mcf タンパ
ク質に殺虫活性があることが示されてきた
（引用）．また、リパーゼやプロテアーゼは
それ自体には直接的な殺虫活性はないもの
の、病原性に関与するとの報告もある（引用）．
一方、Photorhabdus 属細菌の２種（P. 
luminescens, P. asymbiotica）においてゲ
ノム解析が行われ、共生や病原性に関与する
と考えられる遺伝子の解析が進められてい
る．このように Photorhabdus 属細菌は様々
な因子の複合的な要素が関与することによ
って昆虫が死亡することが次第に明らかに
なってきつつあるが、共生細菌によって宿主
昆虫が死に至る過程についてはほとんど分
かっていない． 
 
２．研究の目的 
(1) 強病原性因子の解析 
 Photorhabdus属細菌はHeterorhabditis属
線虫によって昆虫の血体腔内に運ばれる。血
体腔内に入った細菌が昆虫体内でいかに生
体防御反応を回避・抑制し、増殖できるかは
細菌の病原力を大きく左右する。そこで、共
生細菌注入後の昆虫体内でのその共生細菌
数の変化と死亡率との関係、細菌密度とその
際に発現する病原因子について明らかにす
ることを目的とした．また、これまで病原性
因子として報告のある遺伝子について、細菌

感染後の発現様相をあきらかにすることや、
これらについて既知種との比較することに
よって強病原性を示す Photorhabdus 属細菌
の病原性の違いを解析する．  
 
(2) 宿主昆虫の応答反応 
 昆虫病原性線虫による感染後、昆虫は共生
細菌によって敗血症で死亡するとされる。こ
れまで Photorhabdus 属細菌から複数の殺虫
タンパク質が報告されているが実際にどの
ように宿主昆虫が死亡するのかは未だに明
らかになっていない。そこで、共生細菌の感
染後に宿主昆虫の組織がどのような反応を
示すかを明らかにするため、昆虫体内での細
菌の増殖様相や病原性因子の発現様相をも
とに共生細菌注入後の昆虫の主要な組織を
取り出し、発現する遺伝子の変化を比較する
ことで宿主昆虫の応答を解析することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
Photorhabdus 属細菌数の増殖速度の比較と
昆虫体内での感染場所の特定 
  増殖力の比較は、LB 液体培地中で振とう
培養（25℃）して比較した。血体腔内に放出
された細菌の生存力や増殖力、共生細菌密度
と宿主の死亡率との関係を明らかにするた
め、昆虫体内への細菌注入後の細菌数の変化
を定量的に調べた。強病原性細菌として当研
究室で分離した系統 CbKj163 および OnIr4
（Kuwata et al., 2007）を用いた。供試昆
虫として、これまでスクリーニングに用いて
きたジャイアントミールワーム（以下ミール
ワームと省略）を用いた。当研究室で凍結保
存してある両分離株を LB 液体培地中で培養
し、生理食塩水で洗浄した後細菌数を調整後、
マイクロシリンジを用いて昆虫体内に一定
濃度の細菌懸濁液を５μL注入し、一定時間
後にミールワームの体液を集め、希釈した体
液を MacConkey 培地上へ塗布し、昆虫が死亡
するまでの細菌数の変動を調べた。対照とし
て、標準的な病原性を示す P. temperate It
系統を用いた。 
 昆虫体内での局在を明らかにするため、ト
ランスポゾン・タギング法によって GFP 
(Green Fluorescent Protein)遺伝子を組み
込んだ大腸菌と CbKj163系統を接合させ、GFP
遺伝子を取り込んだ CbKj163 系統を作出し、
昆虫体内へ注入することによってミールワ
ームにおける細菌の感染場所を明らかにす
ることを試みた。 
 
宿主昆虫への影響 
 宿主昆虫の体液タンパク質は、アワヨトウ
５齢幼虫０日目に共生細菌を接種し、40時間
後に体液を取り出し、12％SDS-PAGE に供した。
細菌感染が摂食量に及ぼす影響を明らかに



 

 

するため、接種前の個体の生体重および人工
飼料の重さを測り、接種 40 時間後の幼虫の
生体重ならびに残された人工飼料の重さを
測定し、体重変化と摂食量を計算した。 
 神経系へ与える影響として、脳の生体アミ
ンに注目し、Matsumoto et al. (2003)の方
法に準じて電子化学検出器を備えた高速液
体クロマトグラフィーを使用した。アワヨト
ウ５齢幼虫およびジャイアントミールワー
ムに Photorhabdus 属細菌を接種した後、経
時的に解剖して脳を取り出し、脳内の生体ア
ミンの検出を行った。 
 病原性に関する遺伝子として PKS遺伝子に
注目してクローニングを試みた。データベー
スにある P. luminescence の塩基配列をもと
にプライマーを作成し、PCR を行った。また、
他の細菌種との保存されているアミノ酸配
列から縮合プライマーを作成し、PCR も行っ
た。 
  
４．研究成果 
 細菌の生存力や増殖力について比較する
ため、まず当研究室で分離した強病原性系統
CbKj163およびOnIr40と一般的な病原性系統
It を用いて、ジャイアントミールワームなら
びにアワヨトウの終齢幼虫に注入した際、い
ずれの強病原性系統も一般的な系統よりも
１/10,000 の濃度を注入した場合でも 100％
の死亡率が見られた．アワヨトウの場合はい
ずれの細菌を注入した際も死亡率は高かっ
たが、昆虫が死亡するまでの時間が強病原性
の方が顕著に短かった。強病原性系統
CbKj163 と一般的な病原性系統 It について、
細菌の増殖率の違いが昆虫体内での定着率
や増殖率に関与していると考え、増殖速度を
比較したところ、LB 液体培養中での増殖率は
両者に違いが見られなかった。ジャイアント
ミールワームに細菌注入した場合、強病原性
分離株では注入後の時間経過とともに体液
の粘性が高まり 12 時間も経過すると体液を
採取することが困難となることが明らかと
なったため、以降の実験にはアワヨトウの５
齢幼虫に絞って実験を行った。LB 培地を用い
て増殖させ、調整した菌体をアワヨトウに注
入した際には LB 液体培地中とは異なり、病
原性によって細菌数に大きな違いがみられ、
強病原性の方が初期の増殖速度は速かった
（図１）。 
 
その増殖速度の違いを解明するため、細菌の
持つ溶血能力、脂質分解能力、タンパク質分
解能力を比較した結果、いずれにおいても強
病原性の方が優れていた。強病原性の持つこ
れらの高い酵素活性によって昆虫の生体防
御反応に対応し、攻撃や排除を逃れることに
よって昆虫体内での定着並びに増殖能力が
高くなり、強病原性につながる可能性が示唆

された。  
 感染後の共生細菌の器官や組織での局在
を明らかにするためトランスポゾン・タギン
グ法によって共生細菌の標識を試みたが、他
の Photorhabdus 属細菌では交雑により遺伝
子を導入できたものの強病原性分離株では
遺伝子導入がうまくいかなかった。接合また
は外来遺伝子に対する制御機構に違いがあ
ると考えられるが、強病原性の分離株では同
様の結果だったため、これら強病原性系統に
共通してみられる現象であると考えられた。 

 
 Photorhabdus 属細菌は昆虫の血体腔内で
は、感染初期には主に昆虫体液中で増殖する
ことが知られている。そのため、体液中で細
菌が増殖する際に分泌する因子によって昆
虫は死亡する可能性が高いことが考えられ
た。そこで細菌注入によってひん死状態にな
った昆虫から体液を取り出し、SDS-PAGE によ
って、細菌由来または細菌感染によって変化
の生じる血しょう中のタンパク質の検出を
試みた。細菌注入後、死亡するまでの間に、
新たなタンパク質のバンドは検出されず、細
菌由来と思われるタンパク質は得られなか
った。そのため、宿主昆虫は微量で活性のあ
るタンパク質またはタンパク質以外の殺虫
因子、または細菌が宿主昆虫の神経系などに
直接感染し、死に至らしめる可能性が考えら
れた。 
 

  
昆虫体液中には細菌接種によってみられる



 

 

細菌のタンパク質や接種によって誘導され
る宿主昆虫のタンパク質は検出できなかっ
たが、幼虫の主要なタンパク質である貯蔵タ
ンパク質の量に大きな違いが見られ、強病原
性株CbKj163を1×102細胞注入したアワヨト
ウ終齢幼虫は貯蔵タンパク質が対照区より
も少なかった（図２）。人工飼料を用いてア
ワヨトウ幼虫の摂食量を比較した結果、
CbKj163 を 1×102細胞注入したものは対照区
に比べて摂食量は約 2/3 で、体重の増加量も
約 1/5 と非常に低かった（図３）。以上の事
から、細菌感染によって、宿主昆虫の腸また
は神経系の細胞に細菌が直接感染するか間
接的に作用することで摂食が抑制されるこ
と、また、それによって昆虫は死亡すること
が示唆された。  
 そこで、神経系へ与える影響として脳内ア
ミンの変化を調べたところ強病原性細菌の
感染後には、脳内に未同定のアミン様物質が
急激に出現し、それは別の強いストレス応答
時にも検出されることが明らかとなった。ま
た脳特異的ではなく、他の組織においても強
いストレス条件下でそのアミン様物質が検
出されることが明らかになった。しかし、そ
の同定にはいたらなかった。また、そのよう
な共生細菌の感染時ならびに強いストレス
条件下での組織における構造上の違いを検
出するには至らなかった。 
 
 本研究では病原性に関与すると考えられ
る遺伝子発現を明らかにするため、PKS 遺伝
子のクローニングも試みたが、成功しなかっ
た。人に日和見感染する P. asymbiotica で
は P. luminescence でみられる病原性に関与
するとされる領域がないことが知られてお
り、同亜種と考えられる本分離株でも同様の
可能性がある。今後、この Photorhabdus 分
離株のゲノムを解析していてくことによっ
て、新規の病原性因子の共通点および相違点

を明らかにする必要がある。 
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