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研究成果の概要（和文）： 
 昆虫類に広く感染し宿主昆虫類の性や生殖を操作するウォルバキア細菌とカルディニウ
ム細菌の分布、分類、培養、宿主細胞の遺伝子発現への影響などを解明あるいは確立した。
トビイロウンカおよびカイコのマイクロアレイを用いて、２種類の細菌が異なる免疫応答
を引き起こすことを明らかにした。カルディニウムの人為培養に初めて成功し、セジロウ
ンカではウォルバキアとカルディニウムがともに細胞質不和合性を引き起こしていること
を明らかにした。さらに、ウンカ、ハダニ、ヌカカ各種のカルディニウムの感染調査によ
り、カルディニウムが高い率で感染していることを示し、さらに新たな Cardinium 属を
提案した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Various aspects of intracellular symbionts, Wolbachia and Cardinium, were studied, with 
special reference to distribution among arthropods, cultivation in insect cell lines, gene 
expression profile of host cells, and classification of Cardinium. Cytoplasmic 
incompatibility was caused independently by Wolbachia and Cardinium in white-backed 
planthopper, Sogatella furcifera. The bacteria of the planthopper were successfully 
cultivated in insect cell lines. Immune response of host cells against bacteria was examined 
using microarrays. Caridinium induced immune response in the host cells whereas 
Wolbachia did not. Infection of Cardinium was surveyed in planthoppers, spider mites, and 
biting midges, which resulted in reclassification of the order Cardinium.  
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１．研究開始当初の背景 
 昆虫の細胞内には細菌が共生しており、細

菌の中でもウォルバキア（Wolbachia）やカ
ルディニウム（Cardinium）は、宿主の性や
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生殖に影響を及ぼし、昆虫の生活史や進化に
深く関わっていることが知られている。ウォ
ルバキアは、α-プロテオバクテリア綱に、カ
ルディニウムは、バクテロイデス綱に属し、
昆虫を中心とする節足動物に広く感染して
いる。これらの細胞内共生細菌は、宿主動物
にとって必須ではなく非感染の個体も見受
けられるが、感染した昆虫やダニにおいて細
胞質不和合性、単為生殖、雌性化、雄殺しな
どを引き起こす。 
 これまで、宿主昆虫とウォルバキアとの進
化的・生態的側面に関しての研究が多く行わ
れてきているが、細菌が宿主の生殖に関わる
分子機構は全く不明で、その機構解明が注目
されている。細菌による宿主生殖操作の機構
解明は、生物学の基礎的な分野だけでなく、
応用的にも幅広い展開が期待できる。そのた
め、ウォルバキアのゲノム全配列（キイロシ
ョウジョウバエ感染系統ならびにフィラリ
ア線虫（Brugia malayi）感染系統）（Wu et al. 
2004 PLoS Biol; Foster et al. 2005 PLoS 
Biol）が解読され、ウォルバキアに特徴的に
見られる遺伝子について研究が進められて
いるが、機構解明の糸口はまだ見つかってい
ない。これまでの遺伝子研究は、ウォルバキ
アのゲノムに焦点を合わせたものであり、ウ
ォルバキアのゲノム解読だけではこれらの
機構を解明することは難しいと考えられる。
近年、昆虫のゲノム解読も進んでおり、昆虫
側からの新しいアプローチも可能になって
きている。 
 一方、カルディニウムは、10 年前に発見さ
れた細菌で（Weeks et al. 2001 Science; 
Zchori-Fein et al. 2001, PNAS）、ウォルバキ
アに比べて知見に乏しい。カルディニウムに
ついても広範な研究が求められており、ウォ
ルバキアとカルディニウムの比較により、新
たな研究展開の糸口が見つかることが期待
されている。 
 本研究では、これまでの研究蓄積をもとに、
マイクロアレイ等を用いて、独自にウォルバ
キアと宿主細胞との相互作用を解明しよう
とした。報告者の研究室では、ウォルバキア
とカルディニウムを昆虫培養細胞の中で維
持培養することに成功しており、この培養系
を利用することにより、これまでにない展開
が期待できる。細胞質不和合性の機構に係わ
る因子が見つかれば、昆虫の発生や生殖の制
御にも寄与する知見を得ることができる。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、宿主の性や生殖を操る細菌の生
殖操作機構の分子的解明を目指す。培養に成
功しているヒメトビウンカのウォルバキア
を対象として、ウォルバキア感染によって影
響を受ける宿主の遺伝子や細胞質不和合性

に関係する遺伝子を探索し、その遺伝子機能
を明らかにする。これによって、ウォルバキ
アの細胞質不和合性の機構解明の糸口を探
し出す。また、カルディニウム細菌について
は、ウォルバキアに比べて研究の日が浅いの
で、基盤的な情報を取得するとともに、ウォ
ルバキアとの比較を行い、生殖操作機構の解
明に利用する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ウォルバキア感染トビイロウンカを用
いたウンカマイクロアレイ解析 
 ヒメトビウンカでは細胞質不和合性が非
常強く発現するので、ヒメトビウンカを用い
てきた。しかし、報告者の研究室で、トビイ
ロウンカの発現遺伝子配列解析とマイクロ
アレイ作製が進んでいるので（Noda et al. 
2008 BMC Genomics）、トビイロウンカを対
象とすることにした。ベトナムで採集された
トビイロウンカにウォルバキアが感染して
いたので、羽化後２日の精巣を解剖により取
り出し、全 RNA を抽出後、アジレント
（Agilent）社のプロトコルに沿って、マイ
クロアレイ解析を行った。ウォルバキア感染
が宿主に与える影響を、遺伝子発現プロファ
イルから明らかにしようとした。 
 さらに、国内で採集したトビイロウンカに
はウォルバキアが感染していないので、ヒメ
トビウンカのウォルバキアを接種したトビ
イロウンカを作製した。そのトビイロウンカ
では、羽化後２日と４日の精巣をマイクロア
レイ実験に供試し、感染個体と非感染個体と
で発現している遺伝子を比較した。トビイロ
ウンカへのウォルバキアの接種は、ヒメトビ
ウンカのウォルバキアをヒトスジシマカ培
養細胞（AeAl2）に接種して、細胞内で増や
してから、トビイロウンカに注射した。数世
代維持して、感染を確認した個体を実験に用
いた。 
 
(2) カイコ培養細胞を用いたウォルバキア
とカルディニウムの培養系でのマイクロア
レイ解析 
 ヒメトビウンカのウォルバキアとマダニ
のカルディニウムをカイコ細胞（aff3）で培
養し（28℃）、非感染細胞と感染細胞を１：
１で混合後、１日後と３日後に RNA を抽出し
た。感染細胞と非感染細胞を Dye-swap 法で
それぞれ２回ずつ２反復し、発現量が有意に
異なる遺伝子を、ウォルバキアとカルディニ
ウムのそれぞれについて調べた。 
 
(3) セジロウンカの細胞質不和合性 
 セジロウンカは細胞質不和合性を示すこ
とが明らかになっているが、この種にはウォ
ルバキアとカルディニウムの両細菌が感染



 

 

していた（２重感染系統）。細胞質不和合性
にウォルバキアとカルディニウムがどのよ
うに関わるかを調べるために、細菌単独感染
系統と非感染系統を作製した。テトラサイク
リンを与えて、カルディニウム単独系統と非
感染系統を作り出すことができたが、各種抗
生物質や熱処理などを行っても、ウォルバキ
ア単独感染系統は作製できなかった。そこで、
２重感染系統、カルディニウム感染系統、非
感染系統のそれぞれの雌雄間でかけ合わせ
を行い、イネ芽だしに産卵させて、卵の発育
を調査することによって、細胞質不和合性の
現れ方を調べた。 
 
(4) カルディニウムの培養 
 上記のセジロウンカの２重感染系統とカ
ルディニウム単独感染系統を用いて、雌成虫
の虫体を殺菌後、卵巣を解剖で取り出し、蚊
の細胞（AeAl2）に接種した。２～３ヶ月細
胞を植え次ぎ、細菌の増殖を PCR によって確
認した。 
 
(5) カルディニウムのゲノム解析 
 カルディニウムのゲノム配列を決定する
ために、培養しているマダニのカルディニウ
ムを対象に、サンプルを調製した。大型フラ
スコで大量に培養し、percoll を用いた超高
速遠心分離によりカルディニウムのフラク
ション部分を回収し、DNA を抽出した。 
 インサートサイズが 2 Kb と 5 Kb のショッ
トガンライブラリーを作製し、各クローンの
両端配列をサンガー法で解読した。また、次
世代シーケンサー（Roche454 と Illumina 
GAII）でも解読し、全体の配列からコンティ
グを作製した。目的の遺伝子の探索には、in 
house で blast を利用した。 
 
(6) カルディニウムの分布とその分類 
 国内で採集したハダニ 22 種 30 系統、ウン
カ 57 種、ヌカカ 25 種についてカルディニウ
ムとウォルバキアの感染を PCRによって調べ
た。また、東南アジアのセジロウンカ 26 個
体群についても同様に調査した。また、いく
つかのカルディニウムの 16S rRNA 遺伝子並
びにジャイレース（gyr）遺伝子の配列を解
読し、系統樹を作製した。 
 
 
４．研究成果 
(1) ウォルバキア感染トビイロウンカを用
いたウンカマイクロアレイ解析 
 細胞質不和合性は、ウォルバキアに感染し
た雄が非感染の雌と交尾したときに、産下さ
れた卵が発育しない現象であり、そのほかの
感染と非感染との組み合わせでは正常に胚
子発育が起こる。これまでに、トビイロウン
カの EST 解析を行ってきており、トビイロ

ウンカのマイクロアレイ（Agilent 22K）を
用いて、ウォルバキア感染と非感染とでウン
カの発現する遺伝子に違いがあるかどうか
を調べた。日本国内で採集されたトビイロウ
ンカからはウォルバキア感染が認められな
かったので、ウォルバキアに感染していたベ
トナム産のトビイロウンカを用いた。不和合
性は雄の精巣で精子に何らかの修飾が施さ
れるためと考えられるので、精巣で発現する
遺伝子をトビイロウンカマイクロアレイで、
感染個体と非感染個体とで比較した。しかし、
感染と非感染とで再現性よく異なって発現
する遺伝子を見つけることはできなかった。
これらのトビイロウンカでは、細胞質不和合
性のレベルが低いのが原因で、ウォルバキア
感染によって影響される候補遺伝子を見つ
け出すことができない可能性も考えられた。 
 そこで、細胞質不和合性が強く表れるヒメ
トビウンカのウォルバキアをトビイロウン
カに接種した系統を用いて、同様の実験を行
った。ヒメトビウンカのウォルバキアを獲得
したトビイロウンカは、本来の宿主であるヒ
メトビウンカの中にいる時ほどには不和合
性のレベルや感染率は高くなかった。しかし、
確実に感染している雄個体は非感染雌に不
和合を引き起こした（Kawai et al. 2009 
Environ Entomol）。感染精巣と非感染精巣で
発現する遺伝子をトビイロウンカマイクロ
アレイで比較した。その結果、いくつかの遺
伝子で差が認められたが、そのレベルは高く
なく、感染によって発現変化が引き起こされ
ているかどうかさらに追求が必要と考えら
れた。 
 
(2) カイコ培養細胞を用いたウォルバキア
とカルディニウムの培養系でのマイクロア
レイ解析 
 ウンカ個体を用いた研究では、感染と非感
染とで顕著に発現の異なる遺伝子を見つけ
ることはできなかった。これは、個体（精巣）
を用いているので、わずかな変化を捉えられ
なかったか、あるいはトビイロウンカのマイ
クロアレイには十分多数の遺伝子が搭載さ
れていないことも原因と考えられた。そこで、
より多くの遺伝子が搭載されているカイコ
のマイクロアレイ（Agilent 22K）を用い、
カイコ培養細胞（aff3 細胞）内で増殖させた
ヒメトビウンカのウォルバキアを対象とし
た。感染細胞と非感染細胞とで細胞の遺伝子
発現を比較した。マダニから分離されたカル
ディニウムも維持していたので、同じ条件で
同様の実験をカルディニウムに関しても行
った。 
 ウォルバキア感染によって、細胞での発現
遺伝子はほとんど影響を受けず、コラーゲン
遺伝子などの発現量がわずかに低下した。こ
れは、感染によって細胞の接着性が低下する



 

 

ことなどと関連している可能性が考えられ
た。発現量の上昇した遺伝子は見つからず、
ウォルバキアの感染は、細胞の遺伝子発現に
大きな影響を与えなかった。一方、カルディ
ニウムでは、免疫系関連の遺伝子の発現が高
まっており、カルディニウムの感染によりカ
イコ細胞の免疫系が誘導された（図１）。 

 

    

    
図１．ウォルバキア（上）とカルディニウム（下）

に感染したカイコ細胞での遺伝子の発現（３日培

養、縦軸と横軸はそれぞれ色素交換をしたときの

非感染に対する発現量の倍数、カルディニウムに

おいて赤いスポットで示された免疫関連遺伝子が

高発現している） 

 
 細胞内に共生する２種類の細菌間で、宿主
の免疫系に対する反応性が大きく異なるこ
とが明らかとなり、この原因として細菌の細
胞壁構造の違いが考えられた。そこで、ウォ
ルバキアに関しては公開されているゲノム
配列情報から、カルディニウムに関しては独
自の解析結果（後述）から、両者のゲノムデ
ータを比較した。ウォルバキアではリポポリ
サッカライドを合成できず、ペプチドグリカ
ン層も通常のグラム陰性菌とは異なると推
定できた。カルディニウムは、これらの細胞
壁の成分を正常に合成できると推察できた
（Nakamura et al. 2011 Insect Mol Biol）。
このように、細菌の感染による宿主免疫系の
遺伝子の反応を明らかにできたが、細胞質不
和合性に関わる遺伝子の候補を特定するに
は至らなかった。 
 

(3) セジロウンカの細胞質不和合性 
 セジロウンカでは、ウォルバキアによって
細胞質不和合性が引き起こされる（Noda et 
al. 2001 Insect Biochem Mol Biol）。しかし、
本研究において、セジロウンカはウォルバキ
アだけでなく、カルディニウムにも感染して
いることが判明した（図２）。 
 

  

図２．セジロウンカに感染するウォルバキア
（左）とカルディニウム（右）（カルディニ
ウムには特徴的な棒状の膜構造が見える） 
 
 そこで、セジロウンカの細胞質不和合性に
ついて、再検討した。二つの細菌がどのよう
にセジロウンカの不和合性に関わっている
のかを明らかにするために、２重感染個体か
ら単感染系統と非感染系統を作り出した。テ
トラサイクリン処理により、カルディニウム
単独感染系統と非感染系統を作ることがで
きたが、ウォルバキア単独感染系統を作り出
すことは難しかった。そこで、２重感染系統、
カルディニウム感染系統、非感染系統間でか
け合わせを行い、胚子の発育を調査すること
によって、不和合性が起こるか否かを調べた。 
 その結果、カルディニウムが細胞質不和合
性を起こすことが明らかとなり、倍数—倍数
性の性決定機構を有する昆虫において、カル
ディニウムが細胞質不和合性を起こすこと
が初めて示された。また、２重感染系統とカ
ルディニウム感染系統との不和合性の程度
を比較すると、ウォルバキア感染も不和合性
に関わっていると推定された。ウォルバキア
とカルディニウムの不和合性は互いに独立
であると考えられた。ウンカ類では２重感染
している種が多く、２種の不和合性が絡み合
っている可能性が考えられる。 
 
(4) カルディニウムの培養 
 これまでに、培養できているカルディニウ
ムは、マダニから偶然培養されたカルディニ
ウム１種類だけで（Kurtti et al. 1996 J 
Invertebr Pathol）、意図的に行ったカルディ
ニウムの培養では成功例がない。そこで、上
記のセジロウンカの２重感染系統とカルデ



 

 

ィニウム単独感染系統を用いて、カルディニ
ウムの培養を試みた。その結果、ウォルバキ
アとカルディニウムの２重感染細胞、カルデ
ィニウム感染細胞、ウォルバキア感染細胞の
三つを得ることができた。カルディニウムは
培養しにくいので、２重感染ウンカを出発材
料としたカルチャーの中から、ウォルバキア
単独感染の培養細胞が得られた。カルディニ
ウムの培養の成功は、初めてのことであり、
また２重感染している種からそれぞれの細
菌が培養できたことも、細菌の機能を解析す
る上で有用である。 
 
(5) カルディニウムのゲノム解析 
 マダニのカルディニウムからゲノム DNAを
精製し、サンガー法並びに次世代シーケンサ
ーで配列決定を行った。数十のコンティグに
収束しており、現在さらに配列決定を行って
いる。免疫応答を引き起こす細胞壁構造を明
らかにするために、リポポリサッカライドや
ペプチドグリカン合成に関わる遺伝子など
を探索したところ、ほぼ必要な遺伝子を有し
ており、これらの構造が正常に作られている
ことが推測できた。上記のマイクロアレイの
実験で、カルディニウムが宿主の免疫応答を
引き起こしていたのは、通常のグラム陰性菌
に近い細胞壁構造が宿主に認識されて、免疫
反応が引き起こされたと考えられる。 
 
(6) カルディニウムの分布とその分類 
 ウォルバキアは、多くの節足動物に広く感
染しており、昆虫種の半分以上の種に感染が
みられると推定されている。一方、カルディ
ニウムも多くの節足動物に感染しているが、
これまで寄生蜂やダニから感染種が多く見
つかっている。そこで、ウンカ類とハダニ類
において感染状況を調査した。ウンカ 57 種
のうち 27 種から（47.4%）感染が見つかり、
ハダニでは 22 種うち 9種（40.9%）が感染し
ていた。ウンカとハダニは、ともにカルディ
ニウムの感染がもっとも広がっている生物
群といえる。また、ウォルバキアの感染率も
高く、ウンカではカルディニウムとウォルバ
キアの２重感染率が有意に高い（P < 0.05）
ことが認められた（Nakamura et al. 2009 
Appl Environ Microbiol）。 
 また、ヌカカ類についても、カルディニウ
ムの感染を調べた。ヌカカに感染していたカ
ルディニウムの 16S rRNA 遺伝子の配列は、
これまでに見つかってきているカルディニ
ウムの配列とは 6%程度異なっており、系統的
にも、別のグループに属した。ジャイレース
遺伝子による系統解析でも同様の結果を示
し、最近報告された新属 Paenicardinium と
も異なるグループに属した。昆虫の共生細菌
は、宿主とともに進化してきたため、16S rRNA
遺伝子の配列が 8-10%くらい異なっても、一

種類の細菌と見なされているところから、
Paenicardiniuｍ属を含めて、これまでの昆
虫やダニから見つかったカルディニウム、ヌ
カカのカルディニウムを一つの Cardinium属
にするように提唱した（図３）。 
 

 
図３．カルディニウム属内の３グループ 

これまで見つかっているカルディニウムを

A-group, Paenicaridinium 属を B-group, ヌカカ

のカルディニウムを C-group とした。 

 
 本研究では、ウォルバキアの細胞質不和合
性に関わる分子を特定することはできなか
ったものの、細胞内共生細菌の培養を成功さ
せ、細菌の大量調製法の確立ならびに培養細
菌を用いたマイクロアレイ実験など、当該分
野における重要な手法を確立した。また、ウ
ォルバキアと並んで性や生殖を操る重要な
細菌であるカルディニウムの分布状況、分類
についての知見を報告し、カルディニウム研
究の基礎を築くと同時に、ウォルバキアとの
比較研究に途を開いた。 
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