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研究成果の概要（和文）：ショウジョウバエの共生細菌スピロプラズマには宿主の雄を胚発生期に殺すものがいる。本
研究では、まず、雄殺し２系統、非雄殺し１系統のスピロプラズマに感染しているファージの全ゲノム配列を決定した
。解析の結果、近縁のスピロプラズマにおいて病原性因子とされている遺伝子群が見つかった。次にファージの動態を
調べたところ、ファージ系統によって異なる挙動を示すことがわかった。さらに、ファージ遺伝子の発現量を調べるこ
とにより、雄殺し系統で発現量が高い遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：Some spiroplasmas cause female-biased sex ratios of their host insects including D
rosophila fruit flies, as a result of selective death of the male offspring during embryogenesis. In this 
study, three closely related bacteriophages were isolated from two male-killing spiroplasmas and a non-mal
e-killing one, and their whole genome sequences were determined. Each phage genome included five sequences
 with similarity to putative virulence genes of closely related spiroplasma. In general, density dynamics 
of the three phages showed different pattern. The expression levels of a gene were about 10 times higher i
n adult flies infected with male-killing spiroplasma than in those infected with non-male-killing one.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 昆虫の体内に共生（内部共生）している細
菌には、宿主に対してユニークな表現型効果
を示すものが多い。たとえば、スピロプラズ
マ（Spiroplasma）という共生細菌は、ショ
ウジョウバエやテントウムシなどを宿主と
し、胚発生期に雄だけを殺す“雄殺し”とい
う生殖表現型を発現させる。また、ボルバキ
ア（Wolbachia）は、双翅目、膜翅目、鱗翅
目、鞘翅目、半翅目など広範な昆虫類に対し
て、細胞質不和合、雌への性転換、単為生殖
の誘導、雄殺し等の生殖操作を行う。共生細
菌による宿主の生殖操作の分子機構には、そ
の現象の発見以来、国内外の多くの研究者が
注目してきたが、具体的なメカニズムは依然
として不明である。共生細菌のほとんどは難
培養性であり、形質転換等による細菌側から
のアプローチが困難であることから、我々は
宿主側からのアプローチを可能にするため
に、キイロショウジョウバエ（Drosophila 
melanogaster）をモデル宿主として選んだ。
自然界においてキイロショウジョウバエか
ら見つかっている母系伝播する共生細菌は
スピロプラズマとボルバキアのみであるが、
明瞭な生殖操作表現型（雄殺し）を示すのは
前者であることから、ショウジョウバエ‐ス
ピロプラズマ共生系をモデル実験系とし、研
究を開始した。この系を用いて、これまで
ショウジョウバエの遺伝子強制発現による
雄殺し救済挿入系統の探索や、感染時の宿
主免疫関連遺伝子の発現解析などに取り組
み、成果を挙げてきた。これら、宿主側か
らのアプローチに加え、ネックであった「共
生細菌の単離培養」を介さない細菌側から
のアプローチとして、スピロプラズマとそ
のファージのゲノム解析にも取り組んだ。
これまでにスピロプラズマ本体については、
近縁菌（Spiroplasma kunkelii）で報告された
遺伝子のほぼ全てに対応する塩基配列が得
られている。ファージについては、雄殺し
スピロプラズマ２系統と雄を殺さない突然
変異系統のファージゲノムのショットガン
シーケンスが完了していた。 
 
２．研究の目的 
(1) 共生細菌スピロプラズマとそのファー
ジについて、共生関連遺伝子とその機能を明
らかにする。これまでに得られたゲノム情報
の解析から、既知の遺伝子との相同性や予測
される生物学的機能、スピロプラズマ系統間
での違いなどについて明らかにする。特に、
雄殺し系統と非雄殺し系統の比較により、雄
殺し能力に直接関係する遺伝子の推定をめ
ざす。 
 
(2) カスリショウジョウバエのスピロプラ
ズマは、寄生蜂に対する耐性を宿主に付与す
ることが最近報告されたが、そのメカニズム
は明らかになっていない。そこで、宿主免疫
系遺伝子の発現解析により、それらの遺伝子

の関与を明らかにする。 
 
(3) 雄殺し救済挿入系統の探索で副次的に
得られた、雌成虫の卵巣で強制発現した際に
子孫の性比に影響を及ぼす宿主遺伝子につ
いて、雄殺しとの相互作用や、遺伝子の機能
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)相同性検索等のゲノム解析により、雄殺
しや共生に関わるスピロプラズマゲノムま
たはファージゲノム上の候補遺伝子を推定
するとともに、分子系統解析をおこないスピ
ロプラズマファージの進化的起源を明らか
にする。また、定量的 PCR 法や定量的 RT-PCR
法を使って、ファージの動態解析やファージ
遺伝子の発現解析をおこなう。 
 
(2) スピロプラズマに感染したカスリショ
ウジョウバエの体液をキイロショウジョウ
バエに微細注入することにより、感染系統を
作出する。定量的 RT-PCR 法により、感染系
統の抗菌タンパク質遺伝子等免疫関連遺伝
子の発現量を測り、非感染系統と比較するこ
とにより、スピロプラズマがこれらの遺伝子
発現制御に関わっているかどうかを明らか
にする。 
 
(3) 我々がこれまでに行ってきた、宿主遺伝
子の強制発現によって雄殺しを救済するよ
うな挿入系統の探索においては、ショウジョ
ウバエ雌成虫の生殖器官で強制発現させる
ことにより、子孫の性比が雄に極めて偏る
「雌殺し」系統が複数得られ、原因遺伝子を
推定している。これらの遺伝子のいくつかに
ついては機能未知で雌特異的致死との関連
が不明である。in situ ハイブリダイゼーシ
ョンや定量的 RT-PCR 等の手法を用いて、そ
れらの遺伝子の発現局在と発現様式を明ら
かにする。 
 
４．研究成果 
(1)スピロプラズマのファージゲノムの解析 
①３系統のスピロプラズマ（Drosophila 
nebulosa 由来の雄殺しスピロプラズマ NSRO
系統、NSRO 系統の突然変異体で雄を殺さない
NSRO-A 系統、キイロショウジョウバエ由来の
雄殺しスピロプラズマ MSRO 系統）のファー
ジ（それぞれ SpV-N, SpV-NA, SpV-M とする）
のゲノム解析を進め、完全長ゲノムとして
19,063 bp、19,277 bp、19,272 bp の結合配
列を得た。SpV-NA の配列には、一部多型が認
められた。ORF 検索により、それぞれ 23
（SpV-N）ないし 22（SpV-NA および SpV-M）
の ORF が推定され、Spiroplasma citri や雄
殺しスピロプラズマの既知の遺伝子と高い
相同性を示した。その中には S. citri にお
いて昆虫との相互作用に関わっていると推
測される P58, P12, P18, P54, P123 が含ま
れており、これらの遺伝子が共生に関与して



いる可能性が示唆された。その他、DNA 組換
え酵素遺伝子や機能未知の膜蛋白質遺伝子
を同定した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②各ファージゲノムの全体的な塩基配列の
相同性は 81%であり、ORF の並びもよく保存
されていた。各 ORF のファージ間の相同性を
塩基配列およびアミノ酸配列について調べ
たところ、ORF8 (hypothetical protein gene)、
ORF18 (hypothetical lipoprotein 
transmembrane gene)、ORF19 (p123)、ORF23 
(新規)は、雄殺し系統と非雄殺し系統の間の
相同性が低かった（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③ORF22(p58)の塩基配列および ORF7(RecT)
のアミノ酸配列を用いて分子系統解析をお
こなったところ、各ファージは極めて近縁な
ファージファミリーに属することが示され
た（図３）。 
 
④定量的 PCR 法により、宿主昆虫の加齢に伴
うスピロプラズマファージの動態が、スピロ
プラズマ系統によって異なることを明らか
にした。特に非雄殺しスピロプラズマ NSRO-A
系統のファージである SpV-NA の動態につい
ては、調べた ORF によって２パターンに分か
れるという奇妙な挙動を示しており（図 4）、
これらの特徴と雄殺し機能の喪失との関連
が興味深い。 
 
⑤スピロプラズマファージ上の９つの遺伝
子について、定量的 RT-PCR 法による発現解
析をおこなったところ、各遺伝子の発現量が
スピロプラズマ系統によって有意に異なる
ことが明らかになった。しかし、その発現変
動に何らかの傾向を見出すことはできなか 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
った。その中で、唯一 p58遺伝子の発現量だ
けが、雄殺し系統と非雄殺し系統の間で有意
に異なっており、雄殺し系統に感染したハエ
の体内では、非雄殺し系統に感染したハエに
比べて約 10 倍高発現していることが明らか
になった（図５）。P58 はショウジョウバエの
スピロプラズマに近縁な Spiroplasma citri
において宿主昆虫との相互作用に関わって
いるとされる細胞接着性因子であることか
ら、ショウジョウバエ-スピロプラズマ共生
系においても共生、あるいは雄殺しそのもの
に関わっていることが期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2.ORF18 のファージ間の比較 
各ファージの ORF18 の塩基配列の相同性（斜線右上）
およびアミノ酸配列の相同性（同左下）。赤のマスは
相同性が 70％以下であることを示す。なお、SpV-NA
については２つの多型毎に分けて示した。 

図 1.スピロプラズマファージのゲノム構造 
ORF を矢印で示す。青は既知のスピロプラズマ遺伝
子、緑は膜蛋白質、黄色は DNA 組換え酵素、赤は
Spiroplasma citri の病原性因子に相同性が高いこ
とを表す。白の点線は多型を示す。 

図 3.RecT(DNA 組換え酵素)の蛋白質配列に基づく分
子系統樹（近隣結合法） 

図4.ショウジョウバエ体内におけるファージの動態
（定量的 PCR 法） 
ショウジョウバエの遺伝子（EF1-α）あたりのファ
ージ ORF19 (p123)（左）および ORF22 (p58)（右）
のコピー数を示す。横軸はショウジョウバエ成虫の
脱出後の日齢を表す。各ポイントは 10 個体の中央値
を、エラーバーは四分位数間領域を表す。青：SpV-N, 
赤: SpV-NA, 緑: SpV-M 

図 5.p58遺伝子の発現量の比較（定量的 RT-PCR 法） 
各スピロプラズマに感染したハエにおける p58 の発
現量をショウジョウバエ RpL32 遺伝子の発現量で標
準化した値を箱ひげ図で示した（各 n=12）。異なる
アルファベットは統計的に有意な差があることを表
す（p < 0.05）。 



 今後は、非雄殺しスピロプラズマのファー
ジの奇妙な挙動について詳細に解析すると
ともに、発現量に差があった遺伝子の解析、
さらには次世代シーケンサーを用いたスピ
ロプラズマゲノムと遺伝子発現の網羅的解
析によって、雄殺しに関与する共生細菌遺伝
子の同定を目指す。 
 
(2) カスリショウジョウバエのスピロプラ
ズマの、微小注入法によるキイロショウジョ
ウバエへの移植を試みたが、感染状態を安定
的に維持することができず、実験を断念した。 
 
(3) 性比が雄に偏る（＝雌致死）EP 因子挿入
ショウジョウバエ 16 系統について、inverse 
PCRによる原因遺伝子の同定を進め、esg, emc, 
h, aop, CG10543 などが得られていた。この
うち、雌殺しとの関与が不明であった aop, 
CG10543 について解析をおこなう予定であっ
たが、次項の RNA-seq による共生関連宿主遺
伝子の網羅的解析に計画をシフトしたため、
解析をおこなわなかった。 
 
(4) 雄殺しや共生に関わる宿主遺伝子の同
定を目的とし、次世代シーケンサーを用いた
RNA-seq により、スピロプラズマ感染により
宿主雌成虫において発現が変動する遺伝子
の網羅的探索をおこなった。得られた候補遺
伝子については、定量的 RT-PCR 法による確
認をおこなった。その結果、スピロプラズマ
感染により発現が抑制される遺伝子の候補
として snailが得られた（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) 雄殺しとショウジョウバエ胚における
スピロプラズマの増殖との関係を明らかに
するため、雄殺しスピロプラズマに感染した
ショウジョウバエの胚におけるスピロプラ
ズマ密度の変動を、定量的 PCR 法を用いて調
べた。その結果、雄特異的な細胞死が起こる
発育ステージにおいて、スピロプラズマ密度
の増加は認められず、雌雄の違いも観察され
なかったことから、雄殺しは、雄胚における
スピロプラズマの異常増殖が原因ではない
ことを明らかにした（図７）。 
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図 6. スピロプラズマ３系統(MSRO, NSRO, NSRO-A)
に感染したショウジョウバエと非感染ショウジョウ
バエ(UI)における snail 遺伝子の発現量（RNA-seq, 
FPKM）。 

 

図 7. 雄殺しスピロプラズマ感染胚におけるスピロ
プラズマ密度の変動（定量的 PCR 法） 
ショウジョウバエ胚あたりのスピロプラズマ dnaA
遺伝子のコピー数を示す。横軸は胚の発育ステージ
を表す。各ポイントは 12個体の中央値を、エラーバ
ーは四分位数間領域を表す。青：♂, 赤: ♀ 
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