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研究成果の概要（和文）：多くの動物は有性生殖だけではなく無性生殖も行なうことができ、２つの生殖様式を
転換することで、それぞれの生殖戦略のメリットをうまく利用していると考えられる。しかしながら、生殖様式
転換機構の研究はほとんど進んでいない。私たちは、扁形動物プラナリアの無性個体を実験的に有性化する実験
系を確立している。本研究では、この実験系を用いてプラナリアの生殖様式転換機構において、有性化を抑制す
る共生細菌が存在していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Metazoans occasionally switch their mode of reproduction on the basis of 
environmental changes, life cycle phase, or both. However, the mechanisms underlying the switch from
 an asexual to a sexual mode of reproduction and vice versa are poorly understood. We established an
 assay system for sexualization in the planarian Dugesia ryukyuensis. In this assay system, asexual 
worms were stimulated to develop hermaphroditic reproductive organs by being fed sexually mature 
planarians. This means that sexually mature planarians contain sex-inducing substances. In the 
current study, using this assay system, we suggested a mechanism involved in the biosynthesis of a 
sex-inducing substance.

研究分野： 生殖生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では扁形動物プラナリアに、宿主の生殖細胞の分化を抑制して「無性化」を促進する共生細菌が存在し有
性化を阻害する、いわゆる「性殺し(有性排除)」という仕組みを新たな概念として提案することができた。将来
的にハエやマウスなどの生殖細胞分化でも検証することで、生殖細胞を誘導する仕組みに共生細菌の存在が関与
しているという、生物学全体にインパクトを与える新しい共通原理を提案できるかもしれない。

※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。



１．研究開始当初の背景 
 生物の歴史は常に生き残りをかけての他個体との競争である。特に進化スピードの早い細菌
やウィルスからの攻撃に対して淘汰されずに生き残るには、進化学で有名な「赤の女王仮説」に
あるように、常に宿主自身が進化し続けなければならないため、有性生殖というシステムが維持
されてきたとされている。しかし、長い進化の歴史の中で、敵対から協力へと関係性をシフトさ
せ、宿主と共生関係を結んだ細菌も多く存在する。近年、生物の体に生息する細菌を網羅的に調
べる技術が発展したことにより、細菌叢が宿主の代謝の補助や免疫機能、健康状態に深く関与し
ていることが報告されている。共生細菌が昆虫の有性生殖を制御する例としてボルバキアやス
ピロプラズマが挙げられる。 
 多くの動物は有性生殖だけではなく無性生殖も行なうことができ、２つの生殖様式を転換す
ることで、それぞれの生殖戦略のメリットをうまく利用していると考えられるが、無性生殖とい
う点で共生細菌の役割が研究された例はない。本研究では扁形動物プラナリアに、宿主の生殖細
胞の分化を抑制して「無性化」を促進する共生細菌が存在し、有性化を阻害する、いわゆる「性
殺し(有性排除)」という仕組みがあることを生物
学全体にインパクトを与える新たな概念として
提案することを目指した。 
 研究代表者は、プラナリア有性個体の給餌(有
性化因子の刺激)によって全ての無性個体が 4 週
間で雌雄同体性の生殖器官を発達させて有性化
する実験系を確立した(Kobayashi et al.,Zool. 
Sci. 1999)。そして、この実験系を用いて有性化
因子を同定し、これを手がかりにすることで生殖
様式転換機構の共通原理の解明につながるので
はないかと考えた。本研究開始直前に本研究の立
案のきっかけとなる完全有性化を引き起こす化合物として L-ホモセリンラクトン(L-HSL)(図
1A)を同定することに成功した。 
 L-HSL はクオラムセンシング(quorum sensing 以下、QS)とよばれるグラム陰性菌のコミュニケ
ーション機構でオートインデューサーとして働くアシル化 L-HSL(AHL) (図 1B)に由来する代謝
物であり、これまで細菌での合成経路しか報告がない。また、プラナリアのゲノム／トランスク
リプトーム情報には AHL 合成酵素ホモログは見当たらないことから、プラナリアに含まれてい
る L-HSL は細菌由来と考えられる。QS は細菌が周囲に存在する同種の密度を感知することで発
動し、自らの増殖を制御し、さらには遺伝子発現を調節する仕組みである。QS 下流での現象の
具体的な例では、発光細菌のルシフェラーゼ産生、緑膿菌の毒性発現、そしてバイオフィルム産
生制御などがある。AHL はアシル化にバリエーションがあって(図 1B)天然から同定されたもの、
有機合成によるものと多数知られていて、QS の細菌特異的な活性はこのアシル化の状態と AHL
受容体との特異的な結合に関係がある。 
 先行研究で有性化因子として同定した L-HSL 自体には QS の誘導能はないとされている。むし
ろ大量のLHSLの投与はAHL受容体に対する競合(阻害)物質として働く可能性がある。予想通り、
市販の QS 阻害剤でも有性化が起きた。これらのことから無性個体では、ある種の共生細菌の QS
の働きによる有性化抑制の仕組みが存在していることが予想できた。 
 
２．研究の目的 
 そこで、本研究では、①メタゲノム解析によって無性化に働く共生細菌の探索・同定をまず目
指し、②無性化に働く共生細菌の培養系確立し、無性化に働く AHL の単離・同定することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
①メタゲノム解析によって無性化に働く共生細菌の探索・同定 
 宿主であるプラナリアはリュウキュウナミウズムシ(Dugesia ryukyuensis)の無性クローン集
団(OH 株)を無性個体として用いた。また、これを実験的に有性化した個体を有性個体とした。 
 16SrRNA 配列情報をもとに無性個体と有性個体の組織由来の細菌叢を比較して、無性個体に特
異的、あるいは有意に存在する細菌を同定し、その中でグラム陰性菌を無性化共生細菌の候補と
し、候補細菌の 16SrRNA 配列を決定する。候補細菌が目的の無性化共生細菌であるかを検証する
ために、核酸ペプチド(PNA)を用いる。PNA は DNA とよく似た構造をもち、相補的な DNA 配列に
強くハイブリダイズすることができるため、候補細菌の配列特異的な 16S rRNA 領域に対して相
補的な PNA を設計することで、種特異的にその増殖を抑えることができる(Górska et al., 
J.Phys.Chem.B, 2016)。候補細菌の 16S rRNA 領域の全長配列を決定し PNA を設計・合成する。
PNA を無性個体に投与して、候補細菌が減少するかを定量 PCR で評価するとともに、有性化が引
き起こされているかを検証する。細菌数が減少し、かつ有性化が起きた場合に候補細菌を無性化
共生細菌と判定する。 
②無性化に働く共生細菌の培養系確立し、無性化に働く AHL の単離・同定 
 市販の栄養培地や無性個体の抽出物などを添加することで培養方法を検討する。研究項目①
で決定された無性化共生細菌を大量培養し、すでに報告のある AHL の分離法に従って分離する。



AHL のレポーター細菌(大抵の AHL に反応して呈色する)を使って候補物質の選別を行なう。精
製・単離した AHL の構造を NMR や LC/MS で決定する。構造決定した AHL を有機合成し、無性個体
への QS 阻害剤や L-HSL の投与による有性化を競合的に阻害するかを検証し、無性化 AHL の決定
とする。 
 
４．研究成果 
 16SrRNA 配列の比較によ
る細菌叢解析により、遺伝的
背景や飼育環境が同一であ
るのもかかわらず、無性個体
と有性個体に共生している
細菌叢が有意に異なること、
そして、抗生物質テトラサイ
クリン処理で部分的有性化
（卵巣）が誘導されるだけで
なく、細菌叢のパターンが有
性個体の場合に近づくこと
を明らかにした(図 2A)。さ
らに、有性個体に比べて無性
個体に有意に存在し、テトラ
サイクリン処理で減少する
グラム陰性菌を 3 種絞り込
んだ(図 2B)。 
 これらの候補細菌が目的の有性化阻害細菌であるかを検証するために、PNA を用いたノックダ
ウンを行ったところ、プロテオバクテリア門ベータプロテオバクテリア綱バークホルデリア目
コマモナス科に属するグラム陰性細菌（ここでは便宜的に denovo276 と称する）が有意に減少す
るとともに、無性個体に卵巣が誘導されることがわかった。以上の結果から、denovo276 を無性
化共生細菌と判断した。 

 続いて、無性化に働く AHL の単離・
同定のために denovo276 の培養系確立
を目指した（表１）。温度は宿主である
プラナリアの飼育温度（20˚C）を基準
に 3 点とった。気相条件は通常の大気
条件を「好気条件」とし、嫌気培養キ
ット・アネロパック（三菱ガス化学）
を用いて「微好気条件」と「嫌気条件」
を設定した。培地は大腸菌培養で一般
的に用いられている LB 培地とプラナ
リア生理食塩水（両生類生理食塩水で
ある Holtfreter 氏液を 5/8 に希釈し
たもの）をベースにした培地の２種を
用いた。 
 これらの条件で各培地に無性個体の
ホモジネートを薄く塗りつけ、一定期
間静置した。どの温度・培地条件でも

嫌気条件ではほとんどコロニーは形成されなかった。好気条件・微好気条件では多数のコロニー
が形成されたので、16SrRNA 配列の中でも特に細菌特異性の高い領域で、denovo276 の配列が増
幅される可能性が高いプライマーを設計し、コロニーPCR を行なった。その結果、LB 培地に比べ
て Holtfreter 氏液培地の方で目的の PCR バンドが多く検出された。さらにこの PCR 産物のシー
ケンスの結果、denovo276 は 20˚C、好気条件、Holtfreter 氏液培地でよく検出されることがわ
かった。 
 固形培養条件が整ったので、次に液体培養条件の検討に入ったが、これまでのところ、
denovo276 は液体培養をするとうまく生育しないことがわかった。ここに無性個体の抽出液を入
れるなど現在、検討を重ねている。液体培養系確立後は予定通り、無性化に働く AHL の単離・同
定に臨みたい。 
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