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研究成果の概要（和文）：我々は、チャバネアオカメムシという昆虫において、生存に必須な腸内共生細菌が自
然集団で顕著な多型を示すことを発見した。さらに、もとの共生細菌と大腸菌の実験的置換により、正常な感染
局在を示し、垂直伝達され、継代維持が可能であり、さまざまな操作実験や分子遺伝学の適用が可能な人工共生
系の創出に成功した。この昆虫－大腸菌人工共生系を用いて、実験進化、ゲノム科学、分子遺伝学などのアプロ
ーチを駆使することにより、共生進化の分子機構の解明、共生機構の共通性と多様性の把握、共生進化の初期段
階の理解、共生進化のリアルタイムの観察や記載など、共生進化の本質の理解につながる数々の重要な知見を得
た。

研究成果の概要（英文）：We discovered that, in natural populations of the brown-winged green 
stinkbug Plautia stali, gut symbiotic bacteria essential for host’s growth and survival exhibit a 
remarkable diversity. By replacing the original symbiotic bacteria with Escherichia coli, we 
successfully established an artificial symbiotic system consisting of P. stali and E. coli, in which
 E. coli is localized to specific organs for symbiosis, vertically transmitted to offspring, 
maintainable through host generations, and amenable to experimental manipulations and molecular 
genetics. By making use of the insect-E. coli symbiotic system, we obtained a number of important 
findings on molecular mechanisms underlying the evolution of symbiosis, commonality and diversity of
 the mechanisms for symbiosis, understanding of the initial stages of symbiosis, real-time 
observations and descriptions of the ongoing evolution of symbiosis, etc., using such approaches as 
experimental evolution, genomics and molecular genetics. 

研究分野： 進化生物学

キーワード： 共生　昆虫　大腸菌　実験進化　比較ゲノム　機能進化
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
生物界において微生物との共生関係は普遍
的であり、しばしば重要な生物機能を担って
いる。高度な共生関係が具体的にどのように
始まり、成立したのかは進化生物学における
重要な問題である。 
我々は、チャバネアオカメムシ Plautia stali
（以下チャバネと略す）という昆虫において、
生存に必須な腸内共生細菌が自然集団で顕著
な多型を示すことを発見した。さらに、もと
の共生細菌と大腸菌の実験的置換により、正
常な感染局在を示し、垂直伝達され、継代維
持が可能であり、さまざまな操作実験や分子
遺伝学の適用が可能な人工共生系の創出に成
功した。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、この画期的なモデル共生系
を用い、実験進化学的アプローチ、ゲノム科
学的アプローチおよび分子遺伝学的アプロー
チを駆使して、共生進化の過程および機構の
本質を理解することをめざして研究に取り組
んだ。 
 
３．研究の方法 
以下の研究を推進した 

(1) チャバネその他同所的な昆虫自然集団に
おける共生細菌の探索と機能解析 
(2) チャバネ６種共生細菌のゲノム解析 
(3) チャバネ共生細菌の遺伝子操作系および
宿主表現型評価系の確立 
(4) 共生細菌フォスミドゲノムライブラリー
導入大腸菌に感染させたカメムシの表現型ス
クリーニングによる共生関連遺伝子の取得 
(5) 共生細菌ゲノム上の共生関連遺伝子の同
定および機能解析 
(6) 異なる共生細菌間での共生関連遺伝子群
の比較解析 
(7) チャバネに人工共生させた大腸菌の実験
共生進化解析 
 
４．研究成果 
(1) チャバネ日本列島集団における環境細菌
から必須共生細菌への進化過程の解明 
	 前述したチャバネ自然集団における腸内共
生細菌の多様性と機能について追求し、6 種
の Pantoea近縁の共生細菌 A, B, C, D, E, Fは
すべて宿主の成長に必須な同様の生理機能を
担うこと、土壌環境中に培養可能な共生細菌
（C, D, E）が存在し、他種カメムシと生態的
に共有されていること、多様な環境細菌の中
には潜在的に共生能力を有するものがあるこ
と、すなわちカメムシ群集と環境細菌群集の
間にダイナミックな関係があり、環境細菌か
ら必須共生細菌への進化が現在進行中である
ことなどを解明した（Hosokawa et al. 2016 Nat 
Microbiol）。本研究成果はそのインパクトを鑑
みてプレス発表を行い、新聞記事などで一般
に報道された。 
 

(2) チャバネ共生細菌の比較ゲノム解析およ
び共生関連遺伝子候補の同定 
	 チャバネ自然集団で優占し、培養できない
共生細菌 A, Bは単離中腸から、南西諸島のチ
ャバネ自然集団で低頻度に存在する培養可能
な共生細菌 C, D, E, Fは培養菌体から、それぞ
れ DNA を調製して以下の通り 1~3 個のプラ
スミドを含む完全ゲノム配列を決定した： A 
(4,103,333 + 38,552 bp), B (2,332,850 + 91,417 + 
29,879 + 12,450 bp), C (4,318,340 + 715,842 + 
191,129 bp), D (4,376,833 + 920,084 + 176,579 + 
150,663 bp), E (4,302,272 + 954,251 + 211,487 
bp), F (4,082,193 + 421,914 + 193,573 bp)。 
	 培養できる C, D, E, Fと比較して、培養でき
ない A, B は多数（1,000 以上）の偽遺伝子を
含んでおり、共生進化の進行に伴うゲノム縮
退が明らかであった。シンテニー解析により
A, Bで特に大規模なゲノム再編成およびゲノ
ムサイズ縮小が起こったことが判明した（図
１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１	 6種共生細菌のゲノムシンテニー 

 
	 興味深いことに、ほぼ全ての共生細菌で共
通に、プラスミドにカロテノイド合成系およ
び IV 型分泌装置の遺伝子群がコードされて
おり、共生機能との関連が強く示唆された。 
共生細菌の置換実験および競争感染実験よ
り、A, Bはそれぞれ日本本土および南西諸島
のチャバネ集団と共適応関係にあること、培
養できない共生細菌A, Bは培養できる共生細
菌 C, D, E, F よりも高い共生能力を示すこと
などを明らかにした。 
すなわち、同一の宿主昆虫に独立に獲得され、
さまざまな進化段階にある６種の共生細菌の
ゲノムを完全決定し、ゲノム縮退過程、同様
の機能を担う共生細菌ゲノムの共通性と相違
点、異なる共生細菌の競争排除と共存の仕組
み、宿主と共生細菌との共進化の過程などに
ついて数々の新規な知見を得た。 
 
(3) カメムシ共生細菌の遺伝子操作系および
宿主表現型評価系の確立 
培養可能な共生細菌 C, D, Eについて、トラ
ンスポゾンによる形質転換系を確立し、GFP, 
RFP などで蛍光標識した共生細菌系統を作出
した。感染過程や局在のライブイメージング
や、共感染解析に活用している（図２）。 
また、卵表面殺菌、容器、水、餌などの厳密
な滅菌（特に餌の処理法に工夫が要る）によ
り安定かつ大量に滅菌条件下で大腸菌感染チ

 



ャバネを飼育維持する方法を確立して論文に
まとめた（Nishide et al. 2017 Appl Entomol 
Zool）。応用上重要なノウハウを提示できたも
のと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２	 GFP標識した共生細菌および AsRed標識 

した大腸菌の宿主体内局在 
 

さらに、チャバネその他の昆虫類の形態、色
彩、画像などの解析に特化したソフトウェア
Natsumushi を開発し、感染宿主の表現型スク
リーニングのハイスループット化、自動化を
実現した（図３）（Tanahashi & Fukatsu 2018 
Entomol Sci）。Natusumushiは産総研ウェブサ
イト上で無償公開し、昆虫形態/色彩定量解析
に今後広く利用されるものと期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３	 Natsumushiの測定画面 
https://unit.aist.go.jp/bpri/bpri-symbio/Natsumushi  

 
(4) 共生細菌フォスミドゲノムライブラリー
導入大腸菌に感染させたチャバネの表現型ス
クリーニングによる共生関連遺伝子の取得 
共生細菌のゲノム断片（〜40 kb）を含むフォ
スミドライブラリーで形質転換した大腸菌ク
ローンを共生細菌非感染幼虫に感染させて飼
育し、羽化率、成虫の体色と体サイズを評価
し，高いスコアを示した大腸菌クローンが保
有する共生細菌ゲノム断片を選抜した。共生
細菌 C については 105,167 個の卵由来の 
10,623頭の成虫を用いて、ゲノムの 92％をカ
バーする 366クローンの 1次スクリーニング
を行い 15 の候補クローンを得た（図４）。共
生細菌 D については 25,356 個の卵由来の 
4,161 頭の成虫を用い、ゲノムの 49％をカバ
ーする 96 クローンの 1 次スクリーニングを
行い 14の候補クローンを得た。 

 
(5) 共生細菌ゲノム上の共生関連遺伝子の同
定および機能解析 

共生細菌 Cから得られた候補クローン 15の
うち４クローンはほぼ同一領域であり、しか
も共生細菌 Dから得られた１クローンも同じ
領域であった。これらの領域は３つの遺伝子
recJ（DNA 修復や組み換えに関与する一本鎖
5’-3’エキソヌクレアーゼ）、prfB（ペプチドリ
リースファクターB；UGA と UAA 停止コド
ンに対応；ΔprfBの大腸菌は致死）、lysS（リ
ジン tRNA シンターゼ；大腸菌でΔlysS は誘
導型リジン tRNAシンターゼ lysUが補償する
とされるが、チャバネ共生細菌は lysUを持た
ないため致死になると思われる）を含んでい
た。共生細菌ゲノムのこの領域を大腸菌に導
入して感染させたところ、チャバネ成虫の体
色が改善され、羽化率の上昇も見られた。さ
らに共生細菌 Cからこのゲノム領域を欠失さ
せてから感染させたところ、宿主のパフォー
マンスは顕著に低下した。すなわち、このゲ
ノム領域が共生に重要な役割を果たすらしい
ことが示された。 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４	 共生細菌 Cのゲノム上にマップした共生関
連遺伝子を含む可能性のある候補クローンの分布 
 
(6) 異なる共生細菌間での共生関連遺伝子群
の比較解析 
共生細菌 A, B, C, D, E, Fの全ゲノム配列に基
づいて遺伝子の共有パターンについて調べた
ところ、1,110 遺伝子が共通に存在していた。
アミノ酸、ビタミン、ヌクレオチドその他の
合成系はよく保存されており、宿主への供給
の可能性が考えられた。やはりプラスミドに
コードされたカロテノイド合成系および IV
型分泌装置の遺伝子群、そして前述のフォス
ミドゲノムライブラリースクリーニングで同
定された候補遺伝子群についてさらに検討を
進めていく。 
 
(7) チャバネに人工共生させた大腸菌の実験
共生進化解析 
人工的に大腸菌に感染させたチャバネを継
続的に累代飼育することで、共生関係の安定
化や適応度の上昇をモニターし、その間に生
じたゲノムの変化および適応度効果の変遷を

 

  



記載および解析した。限られた期間中に進化
的な変化を観測できるよう、DNAミスマッチ
修復酵素遺伝子 mutS 欠損大腸菌系統を作成
し、この高速進化大腸菌系統ΔmutSを感染さ
せた宿主を累代飼育した。次世代への共生細
菌伝達方法が異なる２種類の実験系列を設定
した。1 つは羽化した成虫から中腸共生部位
を摘出して、その摩砕物を孵化幼虫への感染
源とする方法で、多数の表面滅菌卵塊への接
種が可能であるが、人工的な伝達様式である。
もう 1 つは羽化した成虫に産卵させて次世代
を得る方法で、卵表面への細菌塗布は虫任せ
で得られる卵数は限定されるが、より自然な
伝達様式である。全系列で毎世代、大腸菌は
グリセロールストックとして保存した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５	 人工共生ΔmutS高速進化大腸菌に感染した

宿主カメムシにおける羽化率の推移 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６	 人工共生ΔmutS高速進化大腸菌で再現的に

観察された宿主の羽化率向上および 
コロニー形態の変化 

 
特筆すべきことに、実験を開始してから半年
から 1年ほどの間に、ΔmutS高速進化大腸菌
の人工共生進化 13系列の過半数において、宿
主の羽化率が顕著な上昇を示すようになり、
はじめは数%だったのが 30~90%という高い
羽化率を示す進化系列が次々と出現した（図
５）。さらに、このような共生進化に伴い、大
腸菌のコロニー形態に特徴的かつ一貫した変
化が観察された。もとの大腸菌系統ではコロ
ニーは扁平であるが、羽化率が向上した進化
系列ではコロニーは小型で隆起した形状を呈
した（図６）。多糖染色により、羽化率が向上
した進化系列では菌体外多糖が顕著に減少し
ていることが判明し、大腸菌コロニー形態の
変化と関連する可能性が示唆された（図７）。
これらの共生進化大腸菌系列において、羽化

率上昇の前後で遺伝子発現パターンを RNA-
Seq 法により網羅的に調べたところ、進化系
列に関わらず、共生進化の前と後で遺伝子発
現パターンがクラスタリングした（図８）。羽
化率上昇後には、多くの ABC輸送機構、ホス
ホトランスフェラーゼ系、バイオフィルム形
成、果糖/マンノース代謝、アミノ酸や糖ヌク
レオチド代謝などに関連する遺伝子の発現が
顕著に低下していた。各共生進化系列につい
て共生進化大腸菌のゲノムリシーケンシング
を行ったところ、ゲノムの部分欠失や重複な
ど、ダイナミックなゲノム変化が観測された
（図９）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７	 人工共生ΔmutS高速進化大腸菌で再現的に

観察された菌体外多糖産生の低下 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８	 人工共生ΔmutS高速進化大腸菌の RNA-

Seqデータのクラスター解析 
５進化系列；CPM > 5の 2,789遺伝子に基づく 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図９	 人工共生ΔmutS高速進化大腸菌における 

ゲノム部分重複 
（CmL5系列：G6世代から宿主適応度が上昇） 

 
(8) その他の成果 
カメムシ類その他同所的な昆虫自然集団に
おける共生細菌の探索と機能解析を実施する
過程で、副産物的に以下に挙げる特筆すべき

 

 

 

 

 



研究成果が得られた：チャバネアオカメムシ
および近縁種における雌特異的な中腸共生器
官の特殊化の発見（Hayashi et al. 2015 Appl 
Environ Microbiol）；クヌギカメムシ類におけ
る腸内共生細菌の卵塊ゼリー伝達の解明
（Kaiwa et al. 2014 Curr Biol）、ヒメナガカメ
ムシにおける菌細胞形成機構の解明
（Matsuura et al. 2015 PNAS）、地球温暖化がカ
メムシ腸内共生系に与える影響の解析
（Kikuchi et al. 2016 mBio）、環境中の寄生真菌
と昆虫内部共生真菌との進化生態学的な連続
性の解明（Matsuura et al. 2018 PNAS）など。 
 
(9) 本研究成果の意義と展望 
新規な昆虫―大腸菌人工共生系の創出に基
づく本研究の独創性は傑出しており、共生進
化の分子機構の解明、共生機構の共通性と多
様性の把握、共生進化の初期段階の理解、共
生進化のリアルタイムの観察や記載などにつ
いて、画期的な研究成果が得られた。大腸菌
は最もよく理解されたモデル細胞であり、4.6 
Mbのゲノムにコードされた約 4,300遺伝子の
うちおよそ７割の機能が多少なりとも解明さ
れている。この大腸菌を実験室内で昆虫と共
生進化させ、その過程をつぶさに観察、記載、
解明するのは、共生という生命現象の理解に
おける１つの究極の形となるであろう。国際
的に見ても類似の先行研究はなく、日本発の
世界をリードする研究成果となるに違いない。
今回、主要な道筋をつけることはできたが、
まだ端緒についたばかりの段階であるといえ
る。より大規模に反復をとり、より長期的か
つ継続的に大腸菌を共生進化させ、ゲノム再
編成、ゲノム縮小、培養困難、必須共生などに
至った大腸菌を作り出し、もって共生進化の
本質をリアルタイムで再現的に観察・理解す
ることを目指し、後継のプロジェクトに継承、
発展させることが望まれる。 
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