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研究成果の概要（和文）：本研究ではミバエ類の腸内細菌の多様性や機能を明らかにするため、まず沖縄県6島
50地点でミバエを収集し、また県内で保存されていた標本と合わせてミバエ類全11種の細菌遺伝子のアンプリコ
ン解析を実施したところ、腸内細菌科の細菌類が主要な腸内細菌であること、宿主の種、集団や果実により細菌
種が類似することが示唆された。ミバエ類から単離した1600株以上の細菌株の解析、分子系統解析、FISH法など
の顕微鏡観察により主にフクギミバエとナスミバエの腸内共生系を解明した。近年沖縄に侵入が確認されナス科
野菜を加害することで知られるナスミバエの累代飼育系を確立し、腸内細菌の機能に迫る実験系の基盤を構築し
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we first conducted a screening survey of native gut symbiotic
 bacteria of 11 species tephritid fruit flies in the genus Bactrocera in Okinawan islands by 16S 
rDNA amplicon sequencing, cultural isolation, molecular phylogenetics , FISH microscopy and insect 
rearing. We have found that the fly bacteriota (both culture-dependent and -independent) are 
dominated by several bacterial genera in the Enterobacteriaceae such as Pantoea, Enterobacter, 
Citrobacter, Klebsiella, and Providencia. Each population of insects from the same host plant fruit 
tends to harbor similar bacterial species. We have also identified more than 1633 strains by the 
culture-dependent assay, and representative 13 bacterial OTUs. Also, stable insect cultures were　
established with the artificial diet and Solanaceae fruits such as tomatoes and peppers for 
investigating roles of gut bacteria on the host plant utilization and environmental impacts of the 
gut symbioses.

研究分野： 昆虫科学、共生進化学

キーワード： ミバエ　腸内細菌　寄主植物　内部共生　単離培養　FISH　ナスミバエ　ナス科野菜

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腸内細菌は宿主動物の生存にとって非常に重要な役割を担うことが知られており、ミバエ類などの重要な害虫種
を含む昆虫の適応進化にとっても欠かせない存在である。本研究により、過去に全く注目されていなかった日本
の野生のミバエ類の腸内細菌叢の基本的な情報や多くの培養株を取得し、それらの感染動態を明らかにするとと
もに、ミバエ類が野生の植物果実にどのような影響を与えて自然界で繁栄してきたのか解明するための解析の基
盤を築くことができた。今後、腸内細菌の操作を介して各腸内細菌が果たす役割を解明することで、性フェロモ
ン合成や寄主適応などの腸内細菌の新規生物機能を利用した画期的な侵入害虫種の防除法の開発が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 この世界はさまざまな共生関係に満ち溢れている。近年、我々ヒトを含む多くの動物種が腸内

に細菌を宿すことが示されており、腸内細菌は宿主の生命活動において重要な役割を担う。地上

で最も多様性が高い動物と言われる昆虫類においても、腸内細菌が必須栄養素の合成、難分解性

食物の消化、有害物質の分解など、宿主にとって適応的な機能を付与することが知られている。

このように腸内細菌が宿主に良い影響をもたらすことが認知されつつある一方で、腸内細菌は

昆虫体内に留まるのみならず、宿主の排泄、産卵または死によって宿主体外、つまり環境に放散

しているはずである。ところが腸内細菌の環境中における動態や生態学的な位置づけには不明

な点が多い。腸内細菌は宿主体外へと排出されたのち、⼀体どこで何をしており、それはいかな
る⽣態的意義を有するのであろうか？この疑問にきわめて重要な示唆を与えると期待される共

生系が存在する。それがミバエ−腸内細菌の関係である。植食性のミバエ類はメス親が野菜や果

実内に産卵し、孵化した幼虫が果肉を食べて成長する。このとき腸内細菌は果肉中の難消化性多

糖の分解・消化や窒素固定を促進して、幼虫の生育に重要な役割を担うと言われている。我々が
注⽬したのは、ミバエ寄⽣により果実の腐敗が促進され窒素固定が⽣じる点であり、このことか
ら以下のような仮説を考案した。１）ミバエの腸内細菌は宿主昆⾍体内のみならず、寄主果実内
においても定着し⾼い活性を⽰す、２）果⾁の腐敗と窒素固定の促進により周辺⼟壌環境が改変
され寄主植物の適応度が増⼤する、３）寄主植物の繁栄はミバエの繁栄と連動する、そしてこの
両者の繁栄こそが腸内細菌⾃⾝の環境中における適応をもたらす、というポジティブフィード
バックである。このような腸内細菌が紡ぐ昆⾍-細菌-植物の 3 者間相互作⽤が環境中で起こりう
るのかどうかを検証し、腸内細菌の存在意義ならびにミバエの⽣態学的役割の理解を⼤きく塗
り替えるような、既存の概念の枠を壊すようなアプローチが求められている。 

 動物の腸内細菌の先⾏研究は、上述の通り宿主と細菌の関係性ばかりが注⽬されている。その
⼀⽅で、昆⾍と微⽣物に関する研究、特に植⾷性昆⾍が寄主植物へ及ぼす影響については農学的
観点から⾷害や病原菌の媒介に研究が偏りがちである。特にミバエ類では、農作物の寄主植物へ
の⾷害があまりにも重要であるがゆえに、もともとの寄主植物の野外での影響やそれに伴う環
境への影響に関する理解が⽋如している。世界中の⻘果産業が害⾍ミバエによって甚⼤な被害
を受けてきたのは疑いようのない事実であるが、このような⼤害⾍はミバエ科全五千種の中の
⼀部に限られるのでミバエ類が野⽣植物にとって基本的に有害な存在であるとは⾔えない。既
に多くのミバエ類が腸内細菌と共⽣することは先⾏研究により欧⽶では知られていたが、⽇本
産ミバエ類については腸内細菌に関する研究がそもそも皆無の状況であった。現在、沖縄を含む

南西諸島には多様な食性を示す野生ミバエ類が生息し、過去には既に一度根絶されたミカンコ

ミバエやナスミバエのように侵入を繰り返し、日本へと分布を広げうる重要害虫種も存在する。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、南西諸島における植物寄生性のミバエ類（Bactrocera 属）を対象に、野生個

体と寄主植物を採集してそれらに感染する細菌叢を 16S rRNA 遺伝子配列のアンプリコン解析、

全長クローニング、FISH 法により網羅的に解析および観察することで、昆虫腸内および植物体

中での細菌叢や感染動態を調査する。並行して、各種ミバエの飼育実験系と腸内細菌の単離培養、

感染・非感染を操作する室内実験系を立ち上げ、腸内細菌の有無がミバエ幼虫の生育に与える影

響、また、同様に果肉腐敗度に与える影響を調査する。加えて、寄主植物の栽培実験により、ミ



バエ寄生と腸内細菌の存在が植物の発芽と生長や土壌に及ぼす影響を検証し、ミバエ体外での

腸内細菌の動態と機能を解明することを目的とする。 

３．研究の方法 

(1)沖縄県に生息するミバエ類の収集、解剖および抽出 DNA を用いた微生物叢の網羅的解析 

 沖縄県の島々において Bactrocera 属 8 種のミバエが寄主する植物の果実等を収集後、出てき

た幼虫、蛹、成虫を回収して数日間飼育したのち、腸などの組織を摘出して DNA を抽出する。

同じ野外調査で得られた寄主植物果実のハエ有無を分類、植物体からも DNA を抽出する。県の

病害虫防除センターに保管されていた３種の害虫ミバエの液浸標本からも DNA を抽出する。細

菌 16S rDNA の V4領域を増幅するユニバーサルプライマーとアダプター配列でインデックス化

した PCR 産物を精製、イルミナ社の iSeqシーケンサーで網羅的に解析してサンプル毎に 1万リ

ードのデータを得ることを目指す。解析は主に QIIME2 のパイプラインで行い、各細菌 OTU の

リード数、相対的割合や多様性指数を算出して細菌叢の特異性、多様性などを明らかにする。 

(2)腸内細菌の単離培養、16SrDNA全長配列の系統解析、wFISH法による腸内細菌の局在解析  

 腸内細菌の詳細な系統的位置の推定、単離培養株の確保と選別、ミバエ内での局在特定などの

ために採集してきたミバエの DNA 抽出用の組織破砕液の一部を YG または R2A 固形培地に塗

布して１個体あたり８コロニーを単離する。16SrDNAの5’側約600bpをサンガー法により決定、

相同性検索により新規株を選別し、凍結保存して全長配列も得る。一方で、培養を介さず

16SrDNA を PCR増幅、サブクローニングして主な腸内細菌の全長配列も決定する。同一配列を

除いた全ての全長配列を用いて近隣接合法と最尤法による分子系統解析を行い、OTU を選別と

分類して宿主種・集団・個体に特徴的な細菌を確定する。それらの配列に特異的な蛍光標識プロ

ーブを設計したのち腸内細菌単離株と固定処理したミバエ組織にホールマウント蛍光 in situ 

hybridization(wFISH)法による顕微鏡観察を行い、ミバエ体内での腸内細菌局在を明らかにする。 

(3)ミバエの飼育系統確立、各餌での生育パフォーマンス比較、抗生物質・細菌感染処理 

沖縄でよく植えられているフクギの実から発生するフクギミバエ、雑草やナス科野菜由来のナ

スミバエの寄生果を各地から収集し、腐敗果実から出てくる幼虫と蛹を回収後、羽化率を記録す

る。成虫に人工飼料を与え、親と同じ種類の実に産卵させて飼育系統を維持する。数世代維持し

たのち、もとの由来と異なる果実や人工飼料のみを用いて飼育可能か検討する。そして、抗生物

質により腸内細菌を除去したメス成虫に産卵させ、果実の腐敗が生じるか、またハエが生存可能

か検証する。生育に負の影響がある場合は単離培養した腸内細菌を与えてレスキューできるか

確認する。実験後のハエ・果実に対して PCR と FISH法により細菌の定着や増減を確認する。 

(4)寄主植物栽培実験、土壌解析  

 フクギミバエ寄主のフクギ、ナスミバエ寄主のシマトウガラシ、シシトウ、ピーマンなどのナ

ス科果実を用いて、まずミバエの寄生の有無、腸内細菌の接種処理の有無の別で果実を分類し、

ミバエの脱出後、処理果実をそれぞれ苗木用ポッドで栽培する。種子の発芽、生長を記録した後、

植物本体および栽培土を冷凍保存して腸内細菌の土壌中の有無の解析土壌の成分分析を行う。 

(5)宿主ミバエ類の遺伝的多様性および侵入種についての解析 

 腸内細菌の特異性と宿主の遺伝的多様性の調査のために、先行研究と既存の DNA配列データ

に基づき複数のミトコンドリア遺伝子に対するプライマーを検討・設計して、分子系統樹推定と

種内集団遺伝構造解析を行う。ナスミバエの各島の集団と古い乾燥標本を用いて解析する。 

４．研究成果  

 (1) 野外調査で得たミバエ類および県の病害虫対策施設に保管されていた液浸標本などを加

えて、ミバエ類 10 種の計 303 個体の各組織や全身由来 DNA、６種の寄主果実(フクギ、島唐辛



子、ピーマン、シシトウ等)計 110 個より QIAGEN の抽出キットでリゾチーム添加後細菌を含む

DNA を抽出した。細菌の v4領域（515F-806R）をターゲットに PCR増幅したところミバエ類に

おいて非特異的な増幅がしばしば見られたため、ユニバーサルプライマーを使い分けて精製方

法を改善した。結果的に 96 サンプル×5 ラン分のライブラリを iSeq でシーケンスした結果、

5,654,700 リード（平均およそ 1 万３千）の十分なデータを取得に成功した。解析の結果、多数

のミバエ類において先行研究で知られている Proteobacteria門腸内細菌科の Pantoea, Enterobacter, 

Citrobacter, Providencia, Klebsiella 属に近縁な配列が大半を占めることがわかった。次に多いもの

として Firmicutes門に属する Lactococcus 属に

近縁な細菌が検出された。植物果実はミバエ

の寄生を受けていない場合は配列の 8-9 割近

くを葉緑体の 16SrDNA が占めており、細菌が

大変少ないこと、一方で腐敗が進んだ寄生果

からは多様な細菌類が検出され、ミバエ類と

共通する細菌種も存在することが示唆され

た。フクギミバエでは Pantoea または

Enterobacter が優占し、ナスミバエでは各集団

や寄生果毎に腸内細菌叢が似通う傾向が見られた(図 1)。 

 (2) 沖縄島、宮古島、久米島産のナスミバエおよびフクギミバエ成虫から単離培養法によって

得た細菌 1633株を 16SrDNA の部分配列で分類したところ 35 のグループに分けられることが判

明した。それらの代表培養株の全長配列とサブクローニング法により培養せず得た 16S rDNA の

全長配列について、分子系統解析と iSeqリードのマッピングにより OTU を整理して、上述の 35

から 13 の主要な細菌種に絞り込んだ。主要 OTU に分類された計 134 の培養株を実験用に凍結

保存した。次に、腸内細菌を識別する５種の蛍光オリゴヌクレオチドプローブを設計、培養株の

FISH による細胞の染め分け実験に成功した。同プローブによりナスミバエの幼虫および成虫を

観察したところ、腸内細菌が中腸と後腸に大量に保持されていることを確認した（図 2）。しか

し、最も検出頻度の高かった腸内細菌 OTU1 ならびに OTU4, OTU5, OTU8 は互いによく似た 16S 

rDNA をもつ上に、ゲノム中のコピー間の多型が多い

ことから FISH法による染め分けが大変困難であり、

これらについては共通領域でまとめて染色せざるを

得なかった。８世代に渡り室内で飼育したナスミバ

エ系統から再度腸内細菌を DNA 解析、単離培養した

結果、宿主系統ごとに腸内細菌が安定的に維持され

ていることを確認した。これらのことを総合し、フク

ギミバエとナスミバエは主に腸内細菌科に属する細

菌を母子間伝達と同果実内の幼虫間で共有するこ

とで共生系を維持していることが示唆された。 

 (3) 那覇市、南城市、西原町、読谷村の公園、大学敷地内からフクギミバエの産卵が疑われる

果実を回収し実ごとに分けて観察した結果（図 3A）、一つの果実から最低 1、最大で 248 個体の

幼虫が採集できることがわかった。しかし、幼虫の数が多くなればなるほど腐敗が早く過食状態

となり、未熟な幼虫が大量に出てくるため、1 果実では数十個体程度しか許容できないこともわ

かった。成虫を新鮮な果実に産卵させると一時的に次世代を確保でき、成虫の生存期間も半年と

長いが、人工飼料や冷蔵・冷凍保存した果実では飼育できず、フクギミバエは累代飼育には向い

図 1 フクギミバエ・ナスミバエとその寄生果の細菌叢データの一部  
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図 2 ナスミバエの中腸に存在する腸内細菌の wFISH像  

 



ていない。次に久米島、宮古島、沖縄島で採集したナスミバエ（図 3B）に採集時と同様にシシ

トウ、ピーマン、キダチトウガラシ、トマトを産卵基質として与え、成虫は人工飼料で飼育した

ところ、現在 2 年間 10 世代にわたる累代飼育に成功した。ただし、雑草のテリミノイヌホオズ

キは発生時期が限られ、キダチトウガラシは農薬の影響が大きく増殖が困難であったことから

これらの系統については別の産卵基質へと変更を余儀なくされたが、それでも飼育は可能であ

った。本来の計画では、この後ナスミバエに抗生物質処

理を施して果実の腐敗と幼虫の生存を比較検討し、昆

虫が嫌う辛味成分のカプサイシンを多く含むトウガラ

シ類を用いて腸内細菌が幼虫の生存に果たす役割を調

査する予定であったが、新型コロナによる出勤制限の

影響を大きく受けたため、作業時間と累代飼育系統を

大幅に縮小せざるを得ず、本格的な飼育実験を実施す

ることができなかった。 

 (4) 植物栽培実験では、沖縄３地点から集めたフクギミバエの寄生果と未寄生果を分けて、幼

虫が脱出するまで個別に容器で維持したのち、一つずつポットに植えて栽培した（図 4A）。2018

年の試験では未寄生と標識した果実も観察の結果寄生を受けた実がほとんどであり、種子が残

った実のほとんどが春に発芽、夏までに成長した（図 4B）。翌

年は採集時期を早めて寄生を受けていない時期に果実を採集

し、前年度から飼育していたフクギミバエに産卵させたのち栽

培したが、実験途中にコロナ禍の影響により、手入れや管理が

不十分になり野生アリが多くのプランターとポットに巣を作

り、苗木の根圏環境が大きく改変されてしまったことから実験

を中止した。同様に、ナスミバエの寄生果の栽培実験も未実施

である。結果、研究期間内に本課題で掲げた仮説の検証には至

らなかったが、夏季に採集・栽培したフクギ果実はほとんど全

てがミバエの寄生を受けており、そもそもミバエ寄生により発

芽に悪影響があるわけではないというヒントを得た。今後も研

究を継続し、ミバエ類と腸内細菌が寄主植物に与える影響につい

て検証する。 

（5）上述の実験が困難になったため、代わりに宿主の遺伝的多様性、侵入外来種の由来を特定

し、食性や腸内細菌との関係を調べる DNA 実験を開始した。沖縄に侵入するミバエ類は主に東・

東南アジアの国々に由来するが、形態的な特徴だけでは種同定が困難であり、遺伝子マーカーの

開発が必須である。先行研究やミトコンドリアゲノム配列を元に、COI, COII, 16S rDNA, ND2, 

ND4 の 5 つの遺伝子を各ミバエ種でシーケンスし、最尤法による系統解析、配列間のホモロジ

ーを比較した結果、種同定には全ての遺伝子が有効であること、種内変異検出には COII と ND4

が適していると判断した。また沖縄県内で分布を拡大しているナスミバエには最低 2 つの系統

群が存在することが示唆された。今後も県内のミバエ研究者と協力してミカンコミバエなどの

重要害虫種の種判別方法や遺伝的構造を解析予定である。 

 そのほかの研究として、冬虫夏草の進化学的研究やシロアリの腸内細菌、トゲオオハリアリの

新規腸内細菌の解析を分子系統学的解析、顕微鏡観察などを駆使して進めた（成果発表参照）。 

A B

図 3 (A)フクギミバエ脱出後のフクギ  
(B)ナスミバエが寄生しているシシトウ  
 

A

B

図 4 (A) ミバエ寄生果のポット栽培 
  (B) 半年後に回収した苗木  
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