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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヨモギ虫こぶの形態解析、器官形成遺伝子のクローニング、形成昆虫の
系統解析を行った。葉と茎に作られる虫こぶについて、組織切片とリグニン染色、及びＸ線マイクロCTイメージ
ングを行い、虫こぶとホスト植物維管束のつながりと、虫こぶ内の空間的な維管束パターンを明らかにした。虫
こぶRNA-sequencingで得られた配列情報を元に、器官形成に関わる5遺伝子をクローニングした。虫こぶより羽
化したタマバエについてミトコンドリアCOI配列シーケンスによる系統解析を行い、虫こぶごとに違う種のタマ
バエであることを示した。虫こぶの腺毛に抗酸化作用があることを示した。

研究成果の概要（英文）：We analyzed morphology and molecular aspects of galls generated on Artemisia
 indica. We clarified the vascular connection between galls and host plants, and spatial vascular 
patterning in 2 galls on leaves (Eboshi and Ketama) and 2 on stems (Cobu and Wata) by histochemical 
sections and X-ray micro computing tomography. We cloned the genes, which are highly expressed in 
galls and are involved in organ development, AiAG, AiCIB3, AiFIL, AiPDF2, and AiMIXTA, based on the 
RNA-sequencing data. Phylogenetic analysis of gall midges emerged from galls by sequencing of the 
mitochondria COI gene showed that the midges from different galls were different species. 

研究分野： 植物生理学

キーワード： 虫こぶ　ヨモギ　タマバエ　維管束　X線マイクロCT

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
虫こぶは、虫こぶ形成昆虫が植物に作る特殊な組織で、昆虫が植物の発生システムをうまく利用して、住まいと
食料源を兼ねた構造になっている。ヨモギには複数の異なる虫こぶができることから、同一ホスト植物内での虫
こぶの多様性・共通基盤が解明できる。また、多くの虫こぶは木本植物に作られることから、ヨモギは草本植物
のモデル系として適している。本研究により、虫こぶによって異なる維管束パターンがあること、近縁別種のタ
マバエが全く異なる虫こぶ形態を作っていることが分かり、昆虫の能力の奥深さを改めて示した。また、ヨモギ
虫こぶに抗酸化作用があることが分かり、物質生産の場としても有効であることが示唆される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 

虫こぶは、虫こぶ形成昆虫がホスト植物に作る、食料と住まいを兼ねた特殊な組織・器官
である。これまで行ってきたトランスクリプトーム解析から、虫こぶでは光合成をする葉な
どのソース器官から、花や実の性質をもつシンク器官への転換が起こっていることが示唆
されてきた。多くの虫こぶは木本植物に作られるため、研究室での累代栽培・飼育や、培養
や遺伝子組換えなどの解析が困難である。また、多くの研究報告は 1 種類の虫こぶについて
のものが多く、その知見も種特異的なものである可能性が残される。 
 
 
２．研究の目的 
 

本研究の目的は、虫こぶを用いて植物ソース器官からシンク器官への転換機構を明らか
にすることである。草本植物の虫こぶ形成モデル系の確立を視野に、入手が容易であるヨモ
ギを材料に研究を進めた。ヨモギには異なる種類の虫こぶが形成されるため、同一ホスト植
物で異なる虫こぶを比較することで、虫こぶ形成の共通基盤と多様性がより詳細に理解で
きる。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 研究材料：ヨモギの葉に作られる 2 種類（ヨモギハエボシフシ、ヨモギハシロケタマフ
シ）、茎に作られる 2 種類（ヨモギクキコブフシ、ヨモギクキワタフシ）、脇芽に作られる 1
種（ヨモギメツボフシ）を用いた。いずれの虫こぶも、申請者所属研究室の周辺（京都府精
華町）で容易に見つかるもので、5 月～10 月の間にサンプリングを行った。 
 
(2) 組織学とイメージング：虫こぶは FAA で固定し、エタノール置換後に 70％エタノール
で保存した。切片作成では、エタノール・レモゾールで置換後にパラフィンに包埋し、Leica 
RM2125RTS で 10-20 µm の切片を作成し、脱パラフィン後に 0.05％トルイジンブルーまた
は 3%フロログルシノールで染色した。Ｘ線マイクロ CT は ScanXmate-E090S1015 および
ScanXmate-CF110TSH320/460 を用いて解析した（国立遺伝研との共同研究）。 
 
(3) RNA-sequencing：虫こぶと比較組織（葉、茎、脇芽）から RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN)
を用いて RNA を抽出し、次世代シーケンサーIllumina NexeSeq500 でシーケンスを行った
（京都産業大との共同研究）。 
 
(4) 遺伝子クローニング：RNA-sequencing によって得られた TRINITY 配列を元にプライマ
ーを設計し、虫こぶ cDNA を鋳型に PCR 反応によりクローニングを行った。 
 
(5) タマバエ系統解析：採集した虫こぶをプラントボックス内で栽培し、羽化したタマバエ
を回収し、99.5%エタノールで保存した。DNeasy Blood and Tissue kit (QIAGEN)によって DNA
を抽出し、ミトコンドリア COI 配列を PCR で増幅してシーケンスを行った。配列解析と分
子系統樹は Mesquite と MEGA X を用いた。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 虫こぶの構造解析 
 

虫こぶ構造を組織切片とリグニン染色、及び X 線マイクロ CT によって解析したところ、
虫こぶ内の維管束パターンが明らかになった。エボシとワタでは虫室に沿って平行に維管
束が作られている一方、ケタマとコブでは虫こぶ内で樹状パターンを取る事が分かった。リ
グニン化のパターンも維管束によって異なっており、形成される組織などにはよらず、多様
性に富むことが分かった。 
 
(2) 比較トランスクリプトーム解析 
 
 RNA sequencing によって得られた配列のうち、各虫こぶで対照組織より 2 倍以上あるい
は半分以下の発現量の遺伝子を抽出して比較した。葉の 2 種類、茎の 2 種類の発現遺伝子



を比較した結果、すべての虫こぶで共通して高発現する遺伝子が 1,321、発現低下している
ものが 232 遺伝子あった。発現遺伝子の機能を Gene Ontology 解析で類推した結果、すべて
の虫こぶで器官形成、翻訳、非生物ストレス応答に関する遺伝子が高発現していた。また、
細胞壁合成関連遺伝子は、葉では発現上昇、茎では発現低下しており、葉では光合成関連遺
伝子の発現上昇が見られた。 
 
(3) 虫こぶ発現遺伝子のクローニングと機能解析 
 
 虫こぶで高発現している遺伝子のうち、花器官形成に関わる AiAG, AiCIB3, AiFIL, 腺毛形
成に関わる AiPDF2, AiMIXTA の cDNA をクローニングし、配列決定を行った。AiCIB3, AiFIL
については、シロイヌナズナでの過剰発現株（CaMV 35S プロモーター）を作成した。AiCIB3
では表現型が見られなかったが、AiFIL 過剰発現株では葉の上偏成長が見られた。AiAG の
ゲノム配列クローニング、及び虫こぶ組織での mRNA in situ hybridization を試みたが、プラ
イマー箇所、実験手法等と思われる問題で、うまく行かなかった。これらについては、実験
手法の改良や別実験が今後必要である。 
  
(4) タマバエの系統解析 
 
 採集した虫こぶより羽化したタマバエから DNA を抽出し、ミトコンドリア COI 配列解析
による分子系統解析を行った結果、各虫こぶは異なる種のタマバエに形成されること、タマ
バエはいずれも近縁であるが、作られる組織と近縁度には関係が無い事が示唆された。 
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