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研究成果の概要（和文）：ミカンキジラミの共生細菌Profftellaは、他に類例のない「オルガネラ様防衛共生
体」と目される。本研究はその生態、機能、進化の理解と、産生される新規ポリケチド「ディアフォリン」の有
用性の検証を目標とし、以下の成果を得た。 (1)キジラミ40種の共生細菌叢の解明と、Profftella 姉妹系統な
ど共生細菌4種のゲノム配列の決定。(2) 経卵感染・宿主発生時のProfftellaの挙動の解明。(3)ディアフォリン
の昆虫や真菌に対する阻害活性等の解明。(4)ディアフォリンの虫体内局在や発生に伴う濃度変化、ディアフォ
リン合成遺伝子の発現動態の解明。(5)ディアフォリンの抗がん活性の解明。

研究成果の概要（英文）：Profftella, an endosymbiont of the Asian citrus psyllid Diaphorina citri, 
appears to be an unprecedented organelle-like defensive symbiont. The present study aiming to 
understand its ecology, function, and evolution revealed the following: (1) bacterial populations of
 40 psyllid species and genome sequences of four symbionts including an apparent sister species of 
Profftella; (2) behavior of Profftella during the transovarial transmission and the development of 
D. citri; (3) inhibitory effects of diaphorin, a polyketide produced by Profftella, against insects 
and yeasts; (4) distribution and concentration of diaphorin within D. citri, as well as expression 
of genes involved in the diaphorin synthesis during the development of D. citri; (5) antitumor 
activity of diaphorin.

研究分野：進化学、共生生物学、昆虫学、微生物学、植物保護学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、きわめてユニークな「オルガネラ様防衛共生体」の生態を解明し、機能の理解を進め、進化動態
の解明に道筋を付けることができた。これらの成果は、生物進化の理解を深化させる学術的意義を持つばかりで
なく、世界的に重要な農業害虫の生物学的防除の効率向上や新規防除法開発の基盤を提供するもので、社会的意
義も大きい。ディアフォリンについては、抗がん剤シードとしての有望性は低いとの結論を得たが、こうした天
然化合物の薬理活性の知見の蓄積は、今後の薬学の発展に資するものである。また、本研究で新たに見出された
生物活性は、産業への応用可能性が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 世界的な農業害虫「ミカンキジラミ Diaphorina citri（半翅目：腹吻亜目：キジラミ上科）」
は、体腔内に共生器官 「バクテリオーム」を持ち、この細胞内に、親から子へと垂直感染によ
り受け継がれる二種類の共生細菌を保有する。すなわち、キジラミ類に普遍的な「Candidatus 
Carsonella ruddii（Gammaproteobacteria）」および、本種でのみ見出されている「Ca. Profftella 
armatura（Betaproteobacteria）」である。本共生系は、宿主昆虫の生存に枢要な役割を担うと
推察される一方、周辺環境中の他の生物には存在しないため、高選択性・低環境負荷な新規防
除法開発の有望な標的である。我々の先行研究により、Carsonella は、キジラミの餌である植
物師管液に乏しい必須アミノ酸を合成・補償する「栄養共生体」である一方、Profftella は、
宿主と一体化したオルガネラ様細菌ながら、哺乳類細胞に阻害活性を示す新規ポリケチド（＝
「ディアフォリン」と命名）を産生し、宿主を外敵から守る「オルガネラ様防衛共生体」と目
されることが明らかとなった。これは、進化的に不安定とされてきた「防衛共生体」の定説を
覆すものである。また、ディアフォリンの類縁体には顕著な抗がん活性を持つものが多く、デ
ィアフォリンについても創薬シード化合物としての可能性が期待された。 
＜参考文献＞ 
①Defensive bacteriome symbiont with a drastically reduced genome. Nakabachi A, Ueoka R, Oshima K, 
Teta R, Mangoni A, Gurgui M, Oldham NJ, van Echten-Deckert G, Okamura K, Yamamoto K, Inoue H, 
Ohkuma M, Hongoh Y, Miyagishima SY, Hattori M, Piel J, Fukatsu T. Curr Biol. (2013) 
23(15):1478-84. doi: 10.1016/j.cub.2013.06.027. 
②The 160-kilobase genome of the bacterial endosymbiont Carsonella. Nakabachi A, Yamashita A, Toh 
H, Ishikawa H, Dunbar HE, Moran NA, Hattori M. Science. (2006) 314(5797):267. 
 
 
２．研究の目的 
 
 類例のない「オルガネラ様防衛共生体」Profftella について、その生態、機能、進化動態の
解明を目指すとともに、新規害虫防除法開発の基盤データを取得し、さらには Profftella の産
生する新規化合物「ディアフォリン」の応用利用の可能性を探ることが本研究計画の目的であ
る。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 原核性 rRNA 遺伝子を標的とするアンプリコン解析により、多様なキジラミ種の共生細菌叢
を解明し、Profftella 姉妹系統の共生細菌を探索する。さらには、その全ゲノム塩基配列を決
定し、比較ゲノム解析を行う。 
(2) rRNA を標的とした蛍光 in situ ハイブリダイゼーション（Fluorescence in situ 
hybridization：FISH）法により、ミカンキジラミ体内での Profftella および Carsonella の感
染・増殖動態を解析する。 
(3)抗生物質処理により Profftella の選択的除去を試み、その防衛機能を検証する。 
(4)イメージング質量分析法や高速液体クロマトグラフィー（high performance liquid 
chromatography：HPLC）法を用いて、ミカンキジラミ体内でのディアフォリンの局在およびミ
カンキジラミの発生段階、性別ごとのディアフォリン濃度を解析する。 
(5)ディアフォリンの抗がん活性をスルホローダミン Bアッセイにより調査し、創薬への応用可
能性を検証する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)各種キジラミの共生細菌叢解析に基づく Profftella 姉妹系統の発見とゲノム解析 
キジラミ上科を構成する 8 科のうち 7 科にわたる 40 種のキジラミを用いて、16S rRNA 遺伝子
の可変領域 V3- V4 を対象としたアンプリコン解析を行い、それぞれのキジラミ種における共生
細菌叢を解析した。シーケンシングには、次世代シーケンサーMiSeq（illumina 社）を用い、
得られた配列に基づく群集構造解析には DADA2 などのソフトウェアを用いた。その結果、大部
分の種から Carsonella が検出される一方、種ごとに大きく異なる細菌叢が明らかとなった。複
数のキジラミ種より Profftella の姉妹系統と目される細菌の検出に成功するとともに、キジ
ラミ以外の昆虫グループの必須共生細菌や植物病原細菌の姉妹系統、抗生物質等の産生が期待
される放線菌類など、多様な共生細菌群を見出した（論文準備中）。この成果に基づいてゲノム
解析を行い、共生細菌 3種の全ゲノム塩基配列の決定に成功し（論文準備中）、Profftella 姉
妹系統についても、プラミドに１箇所のギャップが残るのみのドラフトゲノム配列の取得に成
功した（論文準備中）。 
 



(2)ミカンキジラミ体内での Profftella、Carsonella の感染・増殖動態解析 
Profftella、Carsonella それぞれの rRNA を特異的に検出するプローブを用いた FISH 解析によ
り、宿主卵母細胞への感染や、その後の胚発生に伴う共生細菌の局在・形態変化、さらにはバ
クテリオーム形成過程について、詳細なデータを得た。通常、バクテリオーム中の Profftella、
Carsonella は極めて長大な紐状の構造を取るが、性成熟後のメス成虫では、卵巣に面したバク
テリオーム内で、これらの細菌は球状、もしくは極めて短い桿状へと変形する。その後、卵巣
に向けて移動し、両共生細菌でモザイク状の集塊を形成し、卵母細胞に後極側から侵入する。
胚の発生に伴って、２種類の共生細菌は整然と配置を変えながら、単核細胞の融合や多核細胞
の単核細胞化を重ねる宿主とともにバクテリオームを形成していく（雑誌論文③）。これらの共
生細菌については、宿主キジラミや、不治の柑橘病「カンキツグリーニング病」の病原体 Ca. 
Liberibacter spp. (Alphaproteobacteria)との間で遺伝子の水平転移を起こすなど、多様かつ
密接な生物間相互作用が示唆されている（雑誌論文④⑥⑦⑨）。今回明らかとなった Profftella
と Carsonella の感染・増殖動態の知見は、こうした相互作用の解明に向けた今後の研究の基盤
となる。 
 
(3)Profftella の防衛機能の検証 
各種抗生物質処理により Profftella の選択的除去を試みたが、芳しい結果が得られなかったた
め、アプローチ法を変更し、ディアフォリンを単離し、昆虫や真菌類に対する生物活性評価を
行うことで、その防衛機能を考察した。ミカンキジラミより抽出し、HPLC を用いて精製したデ
ィアフォリンを、(a)昆虫培養細胞株 Sf9、(b)キジラミ近縁昆虫「エンドウヒゲナガアブラム
シ Acyrthosiphon pisum (半翅目：腹吻亜目：アブラムシ上科)」生体、(c)ミカンキジラミ主
要天敵「テントウムシ Harmonia axyridis (Coleoptera: Coccinellidae) 」生体、(d) 昆虫病
原性真菌のモデルとしての「出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae BY4741 株）」に対して投与
し、その生物活性を検証した。比較のため、ディアフォリン類縁体の「ペデリン」についても
同様の活性評価を行った。その結果、次の事柄が明らかとなった。①ディアフォリンおよびペ
デリンは、評価に用いた全ての生物に対して毒性を示す。②毒性に対する感受性は、対象生物
間で大きく異なる。③ディアフォリンは、概してペデリンよりも毒性が弱い。④Sf9 と酵母で
はディアフォリン、ペデリン間で毒性強度が大きく異なるが、アブラムシやテントウムシでは
近似する。⑤ミカンキジラミ成虫に含まれるディアフォリン総量および濃度は、対ディアフォ
リン抵抗性の著しく高いテントウムシを含め、評価に用いた全ての生物に対して有効である。
以上の結果は、ディアフォリンが、捕食性昆虫、病原性真菌等の天敵に対して十分な防衛機能
を持つことを強く示唆するもので、ミカンキジラミの効果的な生物学的防除の実現のため考慮
するべき知見と言える（雑誌論文②）。また、原核生物に対するディアフォリンの活性評価を行
い、興味深い活性を見出した（論文準備中）。 
 
(4)ディアフォリンのミカンキジラミ体内の局在・濃度解析 
ディアフォリンの局在について、まずイメージング質量分析法による解析を試みたが、芳し
い結果が得られなかったため、外科的な解剖と HPLC 法を組み合わせた解析を行った。すな
わち、ミカンキジラミ５齢幼虫、および羽化後 0日、10 日の雌雄成虫を解剖し、バクテリ
オームを含む腹部と、それ以外の部位（頭部・胸部）に分けて、個別に濃度解析を行った。
これにより、キジラミの性別や発生段階にかかわらず、ディアフォリンが広く虫体全体に
分布することが明らかとなった。また、胚、1-5 齢幼虫、羽化後 0日、5日、10 日、15日
の雌雄成虫におけるディアフォリン総量と濃度を計測したところ、キジラミの後期発生に
伴い、これらが大幅に変動することが明らかとなった。さらに、同様の発生段階の昆虫を
用いて、ディアフォリン合成に関わる Profftella 遺伝子群のうち、dipP および dipT につ
いて、定量 RT-PCR 法により転写レベルで発現解析を行った。その結果、これらの転写産物
の相対量が、キジラミの発生に伴ってやはり大幅に変動することが明らかとなった（論文
査読中）。 
 
(5)ディアフォリンの抗がん活性の検証 
「文部科学省新学術領域研究・がん研究分野の特性等を踏まえた支援活動・化学療法基盤支援
活動」のご支援をいただき、肺がん 7系、胃がん 6系、大腸がん 5系、卵巣がん 5系、脳腫瘍
6系、乳がん 5系、腎がん 2系、前立腺がん 2系およびメラノーマ 1系の計 39系より成るヒト
がん細胞パネル（正常細胞は抗がん薬に対して極端な表現系を示す傾向があり、コントロール
として不適切であるため、解析対象に含まれていない）を用いて、ディアフォリンの抗がん活
性について検証した。その結果、ディアフォリンはこれら 39系すべてのがん細胞株に顕著な抑
制効果を示すことが明らかとなった。標的特異性の指標となる、阻害効果の標的間差異は、他
の多くの類縁体と同様 10 倍ほどで、GI50（50%増殖阻害濃度）は 0.28〜2.4 μM、TGI（100%増
殖阻害濃度）は 1.6〜11 μM、LC50（50%致死濃度）は 7.5〜>100 μM であった。抗がん薬のシ
ード化合物として最も有望視されるシンベリンは、ディアフォリン類縁体の中で特に標的特異
性が高く、阻害効果の標的間差異が 10,000 倍にも達するが、これと比較すると、ディアフォリ
ンの創薬シード化合物としての有望性は劣ると言える（雑誌論文①）。 
 



また、当初の研究計画には含まれなかったものの、 
(6)ミカンキジラミのバクテリオームにおける RNAseq 解析 
(7)バクテリオーム特異的発現遺伝子の RNA 干渉法による機能解析 
(8)バクテリオーム特異的発現遺伝子産物の免疫組織化学 
などの解析を進め、成果を上げた（論文準備中）。 
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