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研究成果の概要（和文）：オオホシカメムシは、昆虫としては例外的に培養可能な共生細菌（バークホルデリア
属）を腸管上皮細胞内に細胞内共生させている。本研究では、このオオホシカメムシで見られる共生系を「昆虫
細胞内共生の新規モデル共生系」として確立することに挑戦した。オオホシカメムシ継代飼育系の構築、オオホ
シカメムシ共生細菌の単離培養およびゲノム解読、オオホシカメムシ人工感染系の構築、共生細菌の遺伝子組換
え実験系の構築を無事に完了できたことから、新規モデル共生系の立ち上げに成功したと言える。

研究成果の概要（英文）：A bordered plant bug, Physopelta gutta, has the unique feature that the host
 insect possesses culturable symbiotic Burkholderia bacteria in epithelial cells of the midgut 
crypts intracellularly. In this project, I tried establishing a novel model insect’s intracellular 
symbiosis system with this stink bug. I have achieved the establishment of a rearing system for this
 insect in the laboratory, the isolation and genome sequencing of Burkholderia symbionts derived 
from this insect, and the establishment of experimental infection of the cultured symbiont with this
 insect. Besides, I have developed a protocol for the genetic manipulation of the Burkholderia 
symbiont based on that for the other stink bug's symbiont. Therefore, I have completed this project 
successfully.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　一般的な昆虫の細胞内共生細菌は、宿主の体内環境に高度に適応した結果、通常の培地上で生育できないほど
多くの遺伝子を失っている。そのため昆虫細胞内共生の研究においては、共生細菌の遺伝子組換え等の遺伝学的
実験アプローチが適用できなかった。しかし本研究により、オオホシカメムシを対象に、遺伝子組換え共生細菌
の感染実験の実施が初めて可能となった。今後、本モデル共生系を用いて研究を進めることで、昆虫細胞内共生
の分子基盤に迫りたい。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

多くの昆虫はその体内に共生微生物を保持し、それら微生物を母から子へと代々受け継いで
いる。共生微生物のゲノム配列が次々と解読されるにつれ、必須栄養素の供給など、共生微生物
が宿主昆虫の生存にとって重要な役割を果たすことがわかってきた（Shigenobu et al., Nature, 
2000など）。このように共生現象の機能的な側面が理解される一方で、共生関係の成立や維持に
関わる分子基盤について明らかとなっていることは少ない。その最大の障壁は、共生微生物が宿
主の体内環境に高度に適応した結果、通常の培地上で生育できないほど多くの遺伝子を失って
おり、共生細菌の遺伝子組換え等の遺伝学的実験アプローチが適用できない点にあった。 

ホソヘリカメムシを始めとする一部のカメムシ類は、環境中に生息しているバークホルデリ
ア（Burkholderia）属細菌を、幼虫時に経口感染により獲得し、腸管後端部（以下、共生器官）
内腔に特異的に保持する、“環境獲得型”の腸内共生系（細胞外共生）を発達させている（Kikuchi 
et al., ISME J, 2011）。一般的な昆虫の細胞内共生細菌（母子間伝搬型）とは異なり、これらバ
ークホルデリア共生細菌は単離培養が容易であり、遺伝子組換えが可能である（Kikuchi & 
Fukatsu, Mol Ecol, 2014）。このため、カメムシ類とバークホルデリアの環境獲得型の腸内共生
系は、昆虫における共生の分子基盤へ実験的にアプローチするた
めの有用なモデル系として近年注目されている（Takeshita & 
Kikuchi, Res Microbiol, 2017）。しかし、共生細菌が培養困難な昆
虫細胞内共生に関しては、「細胞内共生関係の成立や維持に関わる
（特に、共生細菌側の）分子基盤を解明する」という学術的な問い
に対して直接的にアプローチ可能なモデル系は依然として存在し
ない。このような背景において申請者は、オオホシカメムシ（図 1）
が環境中から獲得したバークホルデリアを共生器官の細胞内に局
在させること（“環境獲得型の細胞内共生系”）を発見した。 
 
２．研究の目的 

本研究では、申請者がオオホシカメムシで発見した、バークホルデリアとの“環境獲得型の細
胞内共生系”を昆虫細胞内共生の新規モデル共生系として確立し、本共生系に関する基礎データ
収集することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

(1) オオホシカメムシ由来のバークホルデリア共生細菌の単離培養およびゲノム解読 
2019年 7月に沖縄本島にて採集したオオホシカメムシの共生器官を解剖にて摘出し、共生器
官に由来するバークホルデリア属細菌の単離培養を試みた。単離培養に成功した一部の菌株に
ついて、次世代シークエンサー PacBio RSIIによるゲノム配列決定を行った。 

(2) オオホシカメムシ由来バークホルデリア共生細菌の遺伝子組換え実験 
ホソヘリカメムシ由来のバークホルデリア共生細菌に用いられている手法（Kikuchi & 

Fukatsu, Mol Ecol, 2014; Kim et al., Appl Environ Microbiol, 2013）を適用し、オオホシカメ
ムシ由来のバークホルデリア属細菌の緑色蛍光タンパク質発現変異株（以下、GFP 株）および
任意遺伝子欠損株の作製を試みた。 

(3) オオホシカメムシにおける共生細菌の感染動態調査 
まず、実験室内で継代飼育を行っているオオホシカメムシに対して、バークホルデリア共生細
菌を感染させる人工感染系を構築した。さらに、緑色蛍光タンパク質遺伝子を標的とした定量
PCR実験系を構築した。 
孵化直後のオオホシカメムシに GFP株を感染させ、オオホシカメムシの各成長段階で共生器
官を解剖により摘出し、DNA抽出に供した。抽出した DNAに対して緑色蛍光タンパク質遺伝
子を標的とした定量 PCRを実施することで、オオホシカメムシ各成長段階における個体あたり
の感染菌数（= 緑色蛍光タンパク質遺伝子コピー数）を計算した。 

(4) 各種バークホルデリア属細菌のオオホシカメムシへの感染実験 
オオホシカメムシのバークホルデリア共生細菌、ホソヘリカメムシのバークホルデリア共生
細菌に加えて、系統的に異なる各種バークホルデリア属細菌を対象に、それぞれオオホシカメム
シへ感染させて成虫まで飼育する、感染飼育実験を行った。無菌状態での飼育実験も行い、成虫
まで成長した個体割合をそれぞれ算出した。 
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図 1.オオホシカメムシ 



４．研究成果 

(1) オオホシカメムシ由来のバークホルデリア共生細菌の単離培養およびゲノム解読 

2019 年 7 月に沖縄本島にて採集し
たオオホシカメムシの共生器官に由
来するバークホールデリア共生細菌 4
株の単離培養に新たに成功した。この
うちの 2株と、以前単離培養に成功し
ていた 1株の計 3株に対して、次世代
シークエンサー PacBio RSII による
ゲノム配列決定を行い、全 3株の完全
ゲノム解読に成功した。3株の完全ゲ
ノムの統計情報を表 1にまとめる。 

これら 3 株のうち、PGU16 株と
PGU19株の 2株の完全ゲノムに関し
ては、他のカメムシ由来のバークホルデリア共生細菌ゲノムとの比較ゲノム解析を行い、国際誌
に発表した（Takeshita & Kikuchi, Genes, 2020）。 

(2) オオホシカメムシ由来バークホルデリア共生細菌の遺伝子組換え実験 

オオホシカメムシ由来のバークホルデリア共生細菌 F2株に対して、ホソヘリカメムシ共生細
菌に用いられている方法を適用し、GFP 株および任意遺伝子欠損株の作製が可能なことを確認
した。図 2 に作製した GFP 株を感染させたオオホシカメムシの消化管写真およびべん毛構成遺
伝子 fliF欠損株と野生株の運動性試験の結果を示す。 

(3) オオホシカメムシにおける共生細菌の感染動態調査 

まず、共生細菌を懸濁した蒸留水（107 CFU/ml）を孵化直後のオオホシカメムシに飲み水と
して与えることにより、共生細菌を人工的に感染させる人工感染系を構築した（図 2A）。 

オオホシカメムシの各成長段階（計 9点）における感染菌数を定量した。感染 2日後（1齢若
虫）には、個体間のばらつきはあるものの、感染菌数が個体当たり 107コピー程度まで達するこ
とがわかった。その後、成長するにつれて徐々に感染菌数は上昇していき、4齢若虫時に定常状
態に達することが示された。成虫における感染菌数は、性に関わらず、個体当たり 109コピー近
くまで達した。 

(4) 各種バークホルデリア属細菌のオオホシカメムシへの感染実験 

まず、オオホシカメムシ共生器官から単離培養した株（PGU16株、PGU19株、F2株）を感
染させ飼育した場合、6割から 7割の個体が成虫まで成長することを確認した。一方、共生細菌
を与えずに飼育した場合、全個体が若齢若虫時に死亡し、成虫まで成長する個体は現れなかった。
従って、オオホシカメムシとバークホルデリア共生細菌が必須共生関係にあると言える。 

続いて、系統的に異なる各種バークホルデリア属細菌をオオホシカメムシに感染させて飼育
した。オオホシカメムシ共生細菌に系統的に近縁なバークホルデリア属細菌を感染させた場合、
成虫まで成長した個体の割合は 6 割以上と、オオホシカメムシ共生細菌と同等かそれ以上の生

表 1. オオホシカメムシ由来のバークホルデリア共生
細菌の完全ゲノム. 

図 2. オオホシカメムシ由来のバークホルデリア共生細菌の遺伝子組換え実験. 

(A) 作製した GFP株を感染させたオオホシカメムシ消化管. 右の蛍光顕微鏡像から、共生器官にのみ、
GFP株が感染していることがわかる. 
(B) 作製した欠損株の運動性試験. べん毛構成遺伝子 fliF の欠損により、運動性が失われたことを示
している. 



存率を示した。中でも Burkholderia terraeは、感染させた 20頭全てが成虫まで成長した。 

ホソヘリカメムシ共生細菌を初めとする、オオホシカメムシ共生細菌から系統的に少し離れ
たバークホルデリア属細菌を感染させた場合は、非感染の場合と同様、全個体が若齢若虫時に死
亡し、成虫まで成長する個体は現れなかった。従って、オオホシカメムシへの感染能や共生細菌
としての機能発揮能は、バークホルデリア属細菌の一部の限られた系統の共通祖先で獲得され
た形質であることが示唆された。 
 

以上のように本研究では、オオホシカメムシ継代飼育系の構築、オオホシカメムシ共生細菌の
単離培養およびゲノム解読、オオホシカメムシ人工感染系の構築、共生細菌の遺伝子組換え実験
系の構築を無事に完了させた。これらのことから、目的であった新規モデル共生系の確立に成功
し、昆虫細胞内共生の成立や維持に関わる共生細菌側の分子基盤を解明するための準備が整っ
たと考えている。今後、本モデル共生系を用いて研究を進めていくことで、昆虫細胞内共生の分
子基盤に迫りたい。 
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