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研究成果の概要（和文）：本課題では、菌細胞の形成機構と進化を解明するため遺伝学的な解析手法を確立する
ことを目指し、ヒメナガカメムシを対象に次世代シークエンスとde novoアセンブルによりゲノム配列を取得し
た。近縁種ゲノムとともに解析して免疫関連遺伝子を同定し、共生細菌ゲノムと宿主遺伝子による栄養素合成系
の補完関係を解明した。一方で形質転換系統の作製とゲノム編集の実験基盤となる多くの情報と技術を獲得する
ことに成功した。

研究成果の概要（英文）：Preliminary genome sequencing and transgenic experiments of Nysius plebeius 
were performed in order to elucidate genetic and developmental basis of bacteriocyte-associated 
symbiosis independently evolved in small groups of heteropteran insects. With illumina-based paired 
end and mate pair library sequencing and de novo assembly using Platanus, we have generated genome 
scaffolds nearly full length of the insect genome as well as identifying immunity related genes and 
nutritional inter-dependence between the host and symbiont. On the other hand, new manual methods 
were established for injecting various foreign nucleic acids such as plasmid, mRNA and gRNA into 
early embryos of N. plebeius, although I have not succeeded in obtaining any transgenic or knockout 
lines so far. The study will continue based on these genetic and experimental resources for 
understanding the evolutionary basis of bacteriocyte in N. plebeius.

研究分野： 進化生物学、共生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 内部共生は普遍的な生命現象である。多く

の昆虫類は共生微生物を体に取り込み維持

することよって、自らの遺伝的な制約を脱し

て、本来ならば食べることでしか得られない

必須栄養素の合成、難消化性の木質の消化、

有害物質の分解などの新規生物機能を獲得

してきたことが知られている。昆虫は体表面、

腸内、脂肪体、体腔内などのさまざまな部位

に共生微生物を保持しており、共生専用の細

胞や器官が進化した例も多い。特に、アブラ

ムシ、ツェツェバエやゾウムシなどをはじめ、

昆虫種全体の約 1割には「菌細胞」という共

生に特化した細胞が存在すると見積もられ、

その細胞質中には大量の細胞内共生微生物

が詰まっている。必須栄養素を供給すること

に特化したこれらの共生微生物は宿主にと

って不可欠な存在である。共生微生物は母か

ら子へと伝達され、さらにその後菌細胞内へ

と定着する。昆虫が菌細胞を分化と形成する

のに連動して、共生微生物定着の時期や動態

は宿主の厳密な制御を受けていることが発

生学的な観察により示唆されている。このよ

うに菌細胞が分化・形成される部位があらか

じめ決まっているということは、それを制御

する遺伝的基盤の存在を指し示している。と

ころが、菌細胞の進化発生および細胞分化の

遺伝学的基盤は全くと言っていいほどわか

っておらず、実は研究は古い発生学的記載か

らさほど進歩していない。その原因の一つに、

菌細胞を有する多くの種において遺伝学的

手法が確立していないことが挙げられる。 

 

 本研究で対象とするヒメナガカメムシを

はじめ、いくつかのナガカメムシ種は菌細胞

を発達させ、細胞内に特異的な細胞内共生細

菌を保持している。しかし、ナガカメムシ類

が属する植食生カメムシ類の大半の種にお

いては中腸後端部の袋状組織に腸内細菌を

保持する腸内共生系（細胞外共生）が優占し

ている。菌細胞と腸内の袋状組織は発生学的

に全く異なっていることから、かつて植食性

カメムシ類の共通祖先で腸内共生系が進

化・多様化したのち、何らかの理由でヒメナ

ガカメムシの祖先が腸内共生を失ってから

またはその途上で、菌細胞を新規に獲得した

と考えるのが妥当である。そこで、進化的な

起源が新しいヒメナガカメムシの菌細胞に

焦点を絞って解析すれば、昆虫における菌細

胞共生の進化的起源を追跡できる可能性が

ある。これまでの研究で、ヒメナガカメムシ

類は新規な菌細胞を獲得し、それらは Ubxな
どのある特定の遺伝子の特異的発現を介し

て分化することがわれわれの研究によって

明らかになった。このように、ある系統群の

生物に新規な細胞や器官が進化するには、そ

の生物の祖先のゲノムに配列の重複、挿入、

欠失などの変異が起きたことが推察される。

その予想が正しければ、菌細胞の進化をもた

らしたある遺伝子の機能と発現調節機構の

進化を厳密に調べるには、カメムシ類に有効

な方法である RNAi のような一過性の遺伝子

発現抑制だけではなく、ゲノム中の配列を欠

失させたり、遺伝子配列を組み込んで発現量

を上昇させたりした結果を観察するほうが

より直接的な解析ができると想定された。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究課題では、これまで本格的な遺伝学

的実験手法が導入できていなかったカメム

シ目昆虫種のうち、菌細胞を有するヒメナガ

カメムシを用い、ゲノムの解読と形質転換系

の作製を行うことで、菌細胞共生系の進化の

遺伝学的な解明を試みる。次世代シーケンサ

ーを用いてヒメナガカメムシのドラフトゲ

ノム配列を取得し、すでにゲノム解読が進ん

でいる菌細胞を発達させない近縁種との配

列比較による菌細胞分化に重要な領域の推

定を行い、原因遺伝子の候補を探索する。一

方で、菌細胞に特異的に発現する転写因子や

モルフォゲンなどを形質転換法により強制

発現させ、菌細胞分化に重要な遺伝子の機能

を解析するためのカメムシの遺伝子組み換

え実験系を立ち上げる。ゲノム中に GFP 遺伝

子と組み合わせた任意のプロモーター候補

配列を導入することにより、そのゲノム断片

がいつどこで発現を調節し、菌細胞共生を成

立させているか検証すること、つまり菌細胞

分化遺伝子の cis 制御領域のレポーターアッ

セイを将来的に実現することを目指した研

究である。 
 
３．研究の方法 
(1)ペアエンド法によるゲノムシークエンス 

 ヒメナガカメムシのゲノムの大規模シー



クエンスの核となるデータを取得するため

に、まずフローサイトメトリーによりカメム

シのゲノムサイズを推定して必要なデータ

量を計算する。宿主カメムシ以外の細菌の

DNA が混入しないように、菌細胞、頭部、中

腸、卵巣を除去してから抽出したヒメナガカ

メムシ１個体の DNA を断片化し、200bp, 

800bp のインサートサイズでライブラリ調整

し、ペアエンド法により 125 塩基ずつイルミ

ナ社 Hiseq2500 のシークエンスし、ゲノムサ

イズの x100 程度の配列データを取得する。 

(2)メイトペア法によるゲノムシークエンス 

 ペアエンド法に加えてヒメナガカメムシ

の5kb-12kbpの長い断片の両端を読むメイト

ペア法によ 100塩基ずつ HiSeq1500 でシーク

エンスする。 

(3)ゲノムの de novo アセンブルと解析 

SOAP denovo または Platanus によって得られ

たショートリードのアセンブルを行って、

contig 配列と scaffold を取得したのち、結

果を解析と評価を実施する。 

(4）ヒメナガカメムシを用いた形質転換系統

の作製とゲノム編集 

 ヒメナガカメムシの卵を大量に回収し、任

意の配列を組み込んだベクターをインジェ

クションすることでトランスジェニックカ

メムシを作製する。ショウジョウバエなどの

昆虫種で高い発現を誘導できるプロモータ

ー配列と GFP を組み込んだベクターと

piggyBacトランスポゾンカセットを初期胚に

注射し、生殖細胞系列にランダムな挿入が発

生し、次世代の卵において蛍光が観察される

かどうかスクリーニングする。さらに、

CRISPR/Cas9 のゲノム編集について条件検討

とノックアウト系統の作製を試みる。 
 
４．研究成果 

 (1)フローサイトメトリー法によりヒメナ

ガカメムシのゲノムサイズは803から903Mbp

程度の範囲内に収まることが推定された.こ

の結果は最も近縁なオオトウワタナガカメ

ムシ(Oncopeltus fasciatus)の 975Mpb と近

く、想定内のサイズであった。これをもとに

ゲノム解析に必要なシークエンス量を推定

し、40 世代以上継代飼育した１個体メスから

得た DNA から作製したライブラリを

HiSeq2500 で２レーン分シークエンスしたと

ころ 200bp(4.5 億リード)、800bp(3500 万リ

ード)の配列を取得した。１レーン分の k-mer

分布図(図 1)によるとそれぞれ x26,x52 のカ

バレッジを有する２つのピークが現れたこ

とから２倍体ゲノム配列中のヘテロな領域

が多く飼育系統の純化がうまくいっていな

いことが判明する一方で、十分なデータ量を

確保することができた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (2)ヒメナガカメムシDNAからメイトペア法

により平均5.6kb(gel free)、9kb(gel-plus)

のライブラリを作製した. HiSeq1500により

シークエンスを実施し、各ライブラリにつき2

億リード、9300万リードの配列を得た。 

 (3)ペアエンド法のシークエンスから得ら

れた配列のQV>20でフィルターし、1レーン分

のデータを用いてSOPA denovoとPlanutusに

よるde novoアセンブルを試みたところ、ヘテ

ロなゲノム配列のアセンブルに適した後者の

方がより良い結果が得られ、N50=1,555、最も

長いScaffoldが572kbとなった。しかしながら

この長い配列は必須共生細菌のゲノムであり

、宿主昆虫のゲノム配列はほとんどが短い断

片となっている。そこで、メイトペア法も加

えた全てのデータを用いて再度Platanusによ

りアセンブルしたところ、scaffold数 

857,241、全配列長が約809Mbとなり、推定さ

れた昆虫のゲノム長に近いデータを得ること

に成功した。しかしながら，N50の値は3.5kb

にとどまり、ヒメナガカメムシの近縁種O. 

fasciatus (N50=4.0kb)と比べて良好な結果

であったとはいえなかった。この解析と並行

して、ドイツを中心としたこの近縁種ゲノム

i5kプロジェクトのアノテーションチームに

参加し、特に免疫関連遺伝子群を同定した。

ショウジョウバエで液性免疫応答の中心を担

うImd経路とToll経路の遺伝子群および多く

図１ １レーン分の k-mer(21)の分布図 



の抗菌ペプチド様遺伝子を同定した。特に、

同じカメムシ目のエンドウヒゲナガアブラム

シが喪失していたImd遺伝子がこのナガカメ

ムシに存在していることが確認できた。同時

にこれらの遺伝子はヒメナガカメムシからも

同定した。 

 前述の近縁カメムシ種のゲノム解析は現

在も発表されておらず、同様にヒメナガカメ

ムシも不完全なゲノムであることから、全て

の遺伝子セットの比較解析を行うことはこ

の時点では不適切と判断し、並行して進めて

いた共生細菌ゲノムと宿主RNA-seqデータを

加えて、特にそれぞれの栄養代謝機能を検討

した。必須共生細菌シュナイデリアの全 584

個の遺伝子から生物機能を推定すると、単独

ではアミノ酸のほとんどを合成系できない

が、宿主遺伝子が合成経路の間を埋めること

により必須アミノ酸5種を合成できることが

示唆された。一方で、ビタミン B類や補因子

はビオチン、チアミン、パントテン酸以外の

全てを共生細菌のみで合成できることが判

明した。近縁な共生細菌ゲノムとの比較解析

により、シュナイデリアゲノムはウレアーゼ

オペロンを特異的に保有しており、共生細菌

は窒素循環にも寄与することが示唆された。

同様の状況はオオアリやゴキブリ類の共生

細菌にも報告されており、進化的起源の異な

る共生細菌間で窒素代謝に関わる収斂進化

が生じていると考えられる。以上のように、

一連の解析で菌細胞共生の進化に関する重

要な知見を得ることに成功した。本来の最重

要課題であった、昆虫のゲノム配列について

は解析を継続し、飼育系統の純化と PacBio

による１分子シーケンスの導入を検討する

ことでより適切なデータ取得を目指す。 

 

 (4)ヒメナガカメムシと O. fasciatusを用

いて、遺伝子機能解析のための卵への微量注

射およびトランスジェニックカメムシの作

製に取り組んだ。２種における注射法を確立

するため、卵の後極側から水や蛍光色素

(FM4-64)を注射する条件を確立し(図 2)、経

時的に観察することで色素の浸透と半数近

くの孵化に成功した。続いて、バキュロウイ

ルスと 3xP3 プロモーターにより GFP、DsRed

タンパクを発現するベクターとヘルパープ

ラスミドを２種のカメムシ卵それぞれ514個、

316 個に注射し、２世代にわたる蛍光スクリ

ーニングと PCR テストを実施したが、全ての

個体の DNA に挿入配列は確認されず、蛍光も

観察されなかったことから、今回用いた手法

はナガカメムシの形質転換には最適ではな

いことがわかった。特に、完全変態昆虫でよ

く使われるプラスミドでは形質転換に必要

なトランスポゾンが発現しないことが予想

されたので、カメムシのゲノムからプロモー

ター配列を探索して発現誘導する実験系を

検討する必要があることがわかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 ゲノム編集CRISPR/Cas9の導入の前段階と

し て 、 蛍 光 標 識 マ ー カ ー (H2B-RFP と

GAP43-YFP)のmRNAを250個のカメムシ卵に2

〜5ug/ul の濃度で注射することで一過性発

現を試みたが、この条件では蛍光タンパクの

遺伝子発現が誘導されなかった。同様に、ゲ

ノム編集のため、ヒメナガカメムシを用いて

CRISPR/Cas9 による Pax6 と laccase2 遺伝子

を対象とする gRNA を合成し、ノックアウト

実験を開始したが、所属機関の異動により実

験場所の変更を余儀なくされたので、結果を

確認する前に実験を中断した。異動に伴って

新たに必要な備品と消耗品を確保し、実験環

境を整えたところで研究期間が終了したた

めに全ての実験を完了できなかった。しかし

ながら、これら一連の試みにより、カメムシ

への微量注入とゲノム編集について習得し

た技術と入手した実験基盤をこれからも活

用することができるので、継続して菌細胞の

発生と進化の遺伝学的解析を推進する予定

である。 
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