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研究成果の概要（和文）：本研究では、遺伝子組換え共生細菌を用いた実験アプローチにより、宿主昆虫への細
胞内共生を可能としている共生細菌側の責任遺伝子を同定することを目的とした。比較ゲノム解析により、候補
遺伝子として136遺伝子を抽出した。そのうち、20遺伝子の欠損株を作製し感染実験を行ったが、いずれにおい
ても細胞内共生への関与は認めらなかった。引き続き、その他候補遺伝子における検証を継続し、細胞内共生を
可能とする責任遺伝子の同定を目指したい。

研究成果の概要（英文）：In this study, I tried to identify the bacterial genes essential to 
intracellular symbiosis with the host insect via the experimental approach with genetically 
manipulated bacterial symbionts. By comparative genomic analysis, I extracted 136 genes as 
candidates. For the 20 candidates, I constructed deletion mutants of the bacterial symbiont and 
performed infection experiments with the host insect. However, all mutants were able to establish 
the normal symbiotic association with the host. Therefore, I concluded these 20 genes are not 
involved in intracellular symbiosis and will continue to examine the remaining candidates.

研究分野：微生物生態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では細胞内共生に関わる細菌側責任遺伝子の同定には至らなかったものの、候補遺伝子のリストアップは
完了した。これらの中には責任遺伝子だけでなく、共生系の進化において重要な役割を果たした遺伝子も含まれ
ているはずであり、そのような候補を絞り込めた点で重要な成果と言える。残りの候補遺伝子を対象に引き続き
検証実験を行い、昆虫細胞内共生の分子基盤や進化プロセスの解明に繋げたい。

※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 
昆虫細胞内共生の分子基盤や進化プロセスは、長らく興味深い研究
対象であり続けているものの、それらの理解は思うように進んでいな
いのが現状である。この主な原因は、細胞内共生微生物の多くが宿主
昆虫に高度に適応しているため培養困難であり、このため遺伝子組換
え技術の適用ができないことにある。しかしながら私は、オオホシカ
メムシ（図 1）の細胞内共生細菌が、培養可能で遺伝子組換え可能で
あることを見出した。そしてこれまでに、本共生系を昆虫細胞内共生
の分子基盤や進化プロセスに実験的にアプローチ可能な新規モデル
共生系として立ち上げるべく、各種実験系の構築や本共生系に関する
基礎的知見の収集を行い、無事にそれらを完了させた。つまりオオホ
シカメムシ細胞内共生系を用いて、昆虫細胞内共生の分子基盤や進化
プロセスを解明するための準備が整ったと言える。 
オオホシカメムシは、環境中からパラバークホルデリア属の共生細
菌を獲得し、細胞内に保持する「環境獲得型の細胞内共生系」を築く。
これまでに、①共生細菌を獲得できなかった非感染のオオホシカメム
シは成虫になることができずに死亡する必須共生関係であること、②ごく限られた系統のパラ
バークホルデリア属細菌のみがオオホシカメムシに共生可能であることがわかっている。環境
中から必須細胞内共生細菌を獲得しなければならないオオホシカメムシには、非共生細菌を細
胞内に取り込んでしまうリスクが常につきまとうが、野外採集した個体を調べる限り、そのよう
な“間違い”が実際に起こることはない。オオホシカメムシは共生細菌が持つ一体何を認識し、共
生細菌と非共生細菌を区別しているのだろうか? 
 
 
２．研究の目的 
 オオホシカメムシ野外採集個体の共生細菌叢解析（Takeshita et al., Microb Environ, 2015; 
Takeshita & Kikuchi, Genes, 2020）およびオオホシカメムシへの一部細菌の感染実験により、パラ
バークホルデリア属を構成する多様な細菌のうち insect-associated PBE（iPBE）系統と呼ばれる
単系統群を構成する細菌のみが、オオホシカメムシへ共生可能なことがわかってきた。これは、
単系統群の共通祖先となる環境細菌（非共生細菌）が、オオホシカメムシの細胞内へ共生するた
めに何らかの形質を獲得/喪失したことを意味する。本研究ではこの知見を足がかりとして、遺
伝子組換え共生細菌を用いた実験アプローチにより、オオホシカメムシへの細胞内共生能に関
わる細菌側の責任遺伝子を同定することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（1）バークホルデリア科細菌の網羅的感染実験 
 これまで進めてきた感染実験を拡大し、共生できないと予想される非 iPBE系統の細菌を中心
に、より多種多様な細菌をオオホシカメムシへ感染させ、羽化率を算出する。本共生系は必須共
生であることから、共生関係が成立しなかった場合羽化率はゼロとなる。この実験により、オオ
ホシカメムシ共生細菌の系統特異性（共生可能な細菌の単系統性）をより確かなものとする。 
 
（2）比較ゲノム解析による細胞内共生細菌に特異的な遺伝子の抽出 
 感染実験に供したバークホルデリア科細菌の比較ゲノム解析を実施し、オオホシカメムシに
共生可能な種のみが特異的に保持/欠失している遺伝子を、（細胞内）共生に関連する候補遺伝子
として網羅的にリストアップする。 
 
（3）遺伝子組換えオオホシカメムシ共生細菌を用いた検証実験 
 リストアップした候補遺伝子を対象に、オオホシカメムシ共生細菌における遺伝子組換え体
（遺伝子欠損株および蛍光タンパク質発現変異株）を作製し、作製した組換え体のオオホシカメ
ムシへの感染実験を実施する。羽化率の算出や、解剖により摘出した共生器官の蛍光顕微鏡観
察・共焦点顕微鏡観察により、対象遺伝子の細胞内共生への関連を実験的に検証する。 
 
（4）オオホシカメムシ共生細菌の新種記載 
 オオホシカメムシより単離培養した共生細菌およびその近縁種を対象に、生理・生化学的性状
試験や分子系統解析を行う。新種と言えるような結果が得られた場合には、新種として提案する
ため論文発表を行う。 
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図 1. オオホシカメムシ. 



 
４．研究成果 
（1）バークホルデリア科細菌の網羅的感染実験 
 オオホシカメムシより単離した共生細菌 3
株を含むパラバークホルデリア属細菌 17 種
とその他バークホルデリア科細菌 5種の計 22
種（もしくは株）を対象に、オオホシカメム
シへの感染実験を行い、それぞれ羽化率を算
出した。 
 オオホシカメムシが成虫まで成長できた
（つまり、羽化率が >0だった）のは、オオホ
シカメムシ共生細菌を含む単系統群（iPBE系
統）に含まれる細菌を感染させた場合のみで
あった（図 2）。この結果は、野外採集個体の
共生細菌叢解析の結果とも一致している
（ Takeshita et al., Microb Environ, 2015; 
Takeshita & Kikuchi, Genes, 2020）。以上のこと
から、パラバークホルデリア iPBE 系統のみ
が特異的にオオホシカメムシに共生可能であ
ることに加え、オオホシカメムシとの共生関
係の起源が iPBE 系統の共通祖先にあること
がより一層強く示唆された。 
 
（2）比較ゲノム解析による細胞内共生細菌に特異的な遺伝子の抽出 
 オオホシカメムシとの共生関係の起源がパラバークホルデリア iPBE系統の共通祖先にあると
仮定した場合、iPBE系統の細菌にはオオホシカメムシへ細胞内共生を行うため特異的に獲得/欠
失した形質が共通して存在すると考えられる。そこで、そのような形質に関わる遺伝子の候補を
絞り込むため、上記感染実験に用いたバークホルデリア科細菌 22種のゲノム配列を対象に比較
ゲノム解析を実施した。 
 オオホシカメムシと共生関係を築くことが確認できた細菌ゲノム（つまり、iPBE 系統の細菌
ゲノム）に特異的に保持されている遺伝子あるいは欠失している遺伝子として、あわせて 136遺
伝子を抽出した（オオホシカメムシ共生細菌の全遺伝子数は、およそ 8,300 遺伝子）。本研究で
はこれら遺伝子をオオホシカメムシへの細胞内共生を可能としている共生細菌側の責任遺伝子
の候補とした。 
 
（3）遺伝子組換えオオホシカメムシ共生細菌を用いた検証実験 
 上記でリストアップした候補遺伝子を対象に、共生細菌ゲノム中の位置や機能アノテーショ
ンの情報をもとに、細胞内共生への関与がより強く疑われる候補遺伝子からオオホシカメムシ
共生細菌において遺伝子欠損株を作製した。本研究期間中に 8 株の遺伝子欠損株およびそれら
の蛍光タンパク質発現変異株の作製が完了している（欠損させた候補遺伝子はあわせて 20遺伝
子）。これら遺伝子の細胞内共生への関与を検証するため、作製した欠損株およびそれらの蛍光
タンパク質発現変異株をオオホシカメムシへ感染させ、羽化率の算出と消化管内における局在
を蛍光顕微鏡および共焦点顕微鏡を用いて
観察した。 
 いずれの欠損株においても、野生株と比
べて羽化率の減少は見られず（図 3）、野生
株同様、消化管の上皮細胞内に局在してい
ることが確認された。よって、これら 20候
補遺伝子は細胞内共生への関与が認められ
ず、共生細菌側責任遺伝子ではないと結論
づけた。今後は、その他候補遺伝子の欠損
株作製と感染実験を継続し、引き続き細胞
内共生を可能とする責任遺伝子の同定を目
指す。また、遺伝子発現データなどと組み
合わせることにより、より確度の高い候補
遺伝子リストへの更新も検討したい。 
 
（4）オオホシカメムシ共生細菌の新種記載 
 オオホシカメムシより単離した共生細菌のゲノム情報および生理・生化学的性状を近縁種と
比較した結果、当該共生細菌がパラバークホルデリア属の新種に相当することが判明した。そこ
でこの共生細菌に対して、オオホシカメムシ科（Largidae）にちなんで、“Paraburkholderia 
largidicola”という種名（“オオホシカメムシに住むもの”の意）で新種提案を行なった（Yashima et 
al., Int J Syst Evol Microbiol, 2024）。 

図 2. 網羅的感染実験の結果（羽化率）. 

右側に示したのが羽化率（羽化個体数/感染個体数）. 

図 3. 候補遺伝子欠損株の感染実験の結果（羽化率）. 
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