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研究成果の概要（和文）：ボルバキアは昆虫類を含む節足動物の細胞内に生息している細菌で、宿主に生殖異常を引き
起こす細菌として知られている。本研究では、アズキゾウムシに共生し宿主に細胞質不和合を引き起こすボルバキアを
マツノマダラカミキリに人為的に注入することにより、マツノマダラカミキリの生殖機能にどのような影響が生じるの
かを明らかにするための研究を行った。ボルバキア注入個体と非注入個体との交配実験を行ったところ、注入雄×非注
入雌との交配により生じた卵からの孵化率だけが著しくしく低くなった。この結果から、アズキゾウムシ由来のボルバ
キアはマツノマダラカミキリに対しても細胞質不和合を引き起こすことが示された。

研究成果の概要（英文）：Wolbachia are endosymbiotic bacteria in arthropods including insects, and capable 
of manipulating host reproduction by causing cytoplasmic incompartibility, parthenogenesis, male killing o
r feminization. In this study, effect of artificial injection of the Wolbachia of Collosobruchus chinensis
 (cause cytoplasmic incompartibility to the host) to Monochamus alternatus was investigated. Mating experi
ments between Wolbachia-injected individuals and non-injected individuals revealed that only the hatching 
rate of eggs produced by mating of injected males x non-injected females decreased remarkably. This means 
that the Wolbachia of C. chinensis caused cytoplasmic incompartibility to M. alternatus.
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１．研究開始当初の背景 
ボルバキアは昆虫類を含む節足動物の細
胞内に寄生する細菌で、宿主昆虫に生殖異常
をもたらすことで知られている。その生殖異
常にはいくつかタイプがあり、たとえば、細
胞質不和合（次世代を作らせない）、雄殺し
（雄に発育すべき卵を孵化させない）、そし
て雄の雌化（遺伝的には雄でも雌に発育させ
る）などが代表的な生殖異常の例として挙げ
られる。その中で最も注目されているのが細
胞質不和合で、この現象を害虫に対する防除
素材として利用する試みが行われている。 
マツノマダラカミキリはマツ材線虫病の
病原体であるマツノザイセンチュウを媒介
する森林害虫である。先行研究により、マツ
ノマダラカミキリにはボルバキアが感染し
ていないものの、マツノマダラカミキリのゲ
ノム上にはボルバキアの遺伝子が大規模に
転移している（遺伝子の水平転移が起こって
いる）ことが明らかにされていた。これは、
昔、ボルバキアがマツノマダラカミキリに感
染していたことを示している。さらに、マツ
ノマダラカミキリに転移したボルバキアの
遺伝子は、アズキゾウムシから検出されるボ
ルバキアの遺伝子と最も近縁であることが
明らかにされていた。 
 
２．研究の目的 
 マツノマダラカミキリが昔感染していた
ボルバキアと最も近縁な関係にあるアズキ
ゾウムシのボルバキアであれば、マツノマダ
ラカミキリに定着させることができるので
はないか。そして、もし、ボルバキアをマツ
ノマダラカミキリに導入することで細胞質
不和合が起こるのであれば、他の衛生害虫や
農業害虫と同様にマツノマダラカミキリで
もボルバキアを生物的防除素材として利用
できるかもしれない。そのような発想から、
本研究では、アズキゾウムシのボルバキアを
マツノマダラカミキリに人為的に接種する
ことで、マツノマダラカミキリにどのような
生殖異常が起こるかを明らかにすることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）マツノマダラカミキリの蛹に対するボ
ルバキアの人為的注入がマツノマダラカミ
キリの羽化に及ぼす影響と注入個体および
その次世代個体のボルバキア感染の有無： 
 小豆で飼育したアズキゾウムシの蛹を小
豆内から大量に採集し、それらをすりつぶし
てボルバキア溶液を作成した。そのボルバキ
ア溶液を人工飼料上で飼育したマツノマダ
ラカミキリの蛹 78 頭にマイクロインジェク
ション法を用いて注入した。その対照区とし
て、PBS を 28 頭の蛹に注入しそれらの羽化率
を調べた。また、ボルバキアを注入した個体、
およびその注入雌から生まれた次世代の幼
虫および成虫の精巣・卵巣におけるボルバキ
アの感染の有無を PCR 法により調査した。 

 
（2）マツノマダラカミキリの卵に対するボ
ルバキアの人為的注入がマツノマダラカミ
キリの発育に及ぼす影響と注入個体および
その次世代幼虫のボルバキア感染の有無： 
 （1）と同様にアズキゾウムシの蛹を小豆
から採集し、それらからボルバキア溶液を作
成した。交尾済みのマツノマダラカミキリの
雌成虫にアカマツの丸太を与え、翌日に丸太
から卵を回収しシャーレに並べ、各卵にマイ
クロイジェクション法でボルバキア溶液を
注入した。その後孵化した幼虫は人工飼料に
入れ、成虫に発育するまで飼育した。発育の
途中で死亡した個体については適宜人工飼
料から取り出し、PCR 法を用いてボルバキア
の感染の有無を調べた。成虫まで発育した個
体は雄成虫と雌成虫を交配させ、その孵化幼
虫がボルバキアに感染しているかどうかを
調査した。その後虫体を解剖し、卵巣あるい
は精巣を摘出して、それらの組織におけるボ
ルバキアの感染の有無を調べた。 
 
（3）ボルバキアを注入したマツノマダラカ
ミキリ個体と注入しなかったマツノマダラ
カミキリ個体を用いた交配実験による孵化
率の比較： 
 （1）で得られた、ボルバキア注入成虫と
対照として PBS を注入した成虫（非ボルバキ
ア注入成虫）を用いて、4つの組み合わせ（①
注入雄×非注入雌、②非注入雄×注入雌、③
注入雄×注入雌、④非注入雄×非注入雌）を
5 ペアずつ作り、それぞれ交配させた。それ
らの雌にアカマツ丸太を与え産卵させ、翌日
その丸太の樹皮下から卵を採取し水を含ん
だろ紙入りのシャーレに並べて孵化させた。
その孵化率を 4 つの組み合わせ間で比較し、
孵化率に差が出るかどうか調査した。 
 
４．研究成果 
（1）ボルバキアを注入した個体では、78 頭
中 60 頭が羽化に成功した。一方、PBS を注入
した個体では、28 頭中 26 頭が羽化に成功し
た。このようにマツノマダラカミキリの羽化
率は、ボルバキア注入個体では 78％、ボルバ
キア非注入個体では 93％となり（有意差無
し）、両者とも高い確率で蛹から成虫へと発
育できたことから、ボルバキアの人為的注入
はマツノマダラカミキリの羽化にそれほど
大きな影響を及ぼさなかったと推測された。
しかし、ボルバキア注入個体では、羽化はす
るものの、奇形の成虫の発生割合が少し高か
った。ボルバキアを注入後羽化に成功した成
虫のボルバキア感染率を調べた。その結果、
成虫の生存期間にかかわらず羽化に成功し
た 60 頭（雄 30 頭、雌 30 頭）すべてからア
ズキゾウムシのボルバキア遺伝子が検出さ
れ、注入したボルバキアがマツノマダラカミ
キリの成虫個体に定着していることが示唆
された。このように、マツノマダラカミキリ
の蛹に注入したボルバキアはマツノマダラ



カミキリが成虫になった後も除去されるこ
となく虫体内で安定的に生息できる（定着で
きる）ことが明らかとなった。 
 次に、ボルバキアを注入した雌成虫から次
世代の個体にボルバキアが移るかどうか調
査した。ボルバキアを注入した雌が産んだ卵
から孵化した孵化幼虫 183 頭について、PCR
法により感染の有無を調べたところ、感染し
ている幼虫は 1頭もなかった。また、その孵
化幼虫を人工飼料上で成虫に発育させた 45
頭についても、各成虫から精巣あるいは卵巣
を取り出し、上記と同様に PCR 法を用いてボ
ルバキアの感染率を調べたところ、どの個体
からもボルバキアは検出されなかった。この
ように、アズキゾウムシのボルバキアをマツ
ノマダラカミキリの蛹に注入した場合、注入
した個体にはボルバキアが安定的に定着す
るものの、次世代の個体にはボルバキアは全
く移らないことが明らかとなった。 
 
（2）ボルバキアを注入した卵 367 個うち約
50％が孵化に成功した。その孵化幼虫を人工
飼料に入れ飼育したところ、飼料の中に潜っ
てそのまま死亡してしまうケースが多発し、
それらの個体についてはボルバキア感染の
有無は調べられなかった。途中まで発育が進
んだ後死亡した若齢幼虫 23 頭についてボル
バキアの感染率を調べた結果、22 頭がボルバ
キアに感染していた。また、終齢幼虫まで発
育したが蛹化あるいは羽化できなかった 19
頭の個体についても同様に感染率を調べた
ところ、すべての個体からボルバキアが検出
された。一方、成虫まで発育できた 12 個体
のうちボルバキアに感染していた個体は1頭
（雌）だけであり、その雌個体が産んだ卵か
ら孵化した幼虫は全くボルバキアに感染し
ていなかった。このように、マツノマダラカ
ミキリの卵にアズキゾウムシのボルバキア
を注入した場合、人工飼料内での死亡により
ボルバキア感染の有無を調べなれなかった
孵化幼虫を除き、ボルバキアに感染した個体
のほとんどは発育の途中で死亡あるいは発
育が止まってしまい、成虫まで発育できない
ことが明らかとなった。 
 
（3）①注入雄×非注入雌の組み合わせでは、
合計 232 個の卵が、②非注入雄×注入雌の組
み合わせでは 170 個の卵が、③注入雄×注入
雌の組み合わせでは 148 個の卵が、④非注入
雄×非注入雌の組み合わせでは239個の卵が
得られた。それらの孵化率を比較してみると、
②、③、④の組み合わせでは、およそ 80％の
孵化率だったのに対し、①の組み合わせでは、
約 30％の孵化率にとどまった。アズキゾウム
シのボルバキアは、宿主であるアズキゾウム
シに細胞質不和合を引き起こすことが知ら
れている。細胞質不和合はボルバキアに感染
している雄と感染していない雌との間で引
き起こされる現象であることから、本研究で、
得られた結果、すなわち、①注入雄×非注入

雌の組み合わせでのみ孵化率が低下したと
いう現象は、アズキゾウムシ由来のボルバキ
アによってマツノマダラカミキリに引き起
こされた細胞質不和合現象であると言って
よいだろう。しかし、今回の結果は、ボルバ
キアを注入はしたものの、マツノマダラカミ
キリの生殖腺にきちんと定着していたのか
どうかまでは調べられなかった。（1）の結果
で示されたように、次世代の個体にボルバキ
アが移っていないことを考慮すると、生殖腺
まではしっかりと定着できていない可能性
が高い。生殖腺に確実にボルバキアを定着さ
せ、次世代への移行も可能になれば、孵化率
はさらに低下するものと期待できる。今後の
課題として、マツノマダラカミキリへ注入し
たボルバキアが次世代へ確実に移行する「ボ
ルバキア感染系統」を作ることが重要である。 
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