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研究成果の概要（和文）：申請者らは、土壌細菌Burkholderia属の農薬分解菌が害虫カメムシの消化管に共生し、農薬
抵抗性を与えることを見出した。この共生系成立過程を明らかにするために、分解菌の宿主外での分解菌の生態を調べ
た。
分解菌が共生したカンシャコバネナガカメムシが見つかった畑で、土壌や作物体にBurkholderia属と分解菌がどのよう
に分布しているか解析し、分解菌は土壌や作物体を経由してカメムシへ感染することを示した。またフェニトロチオン
の連用で土壌中では分解菌が出現・増加するが、その際はじめは分解菌が複数種現れるが、菌数増加とともに分解菌同
士で競合が起こり多様性のバランスが崩れることが明らかとなった

研究成果の概要（英文）：Several Burkholderia strains which are capable of degrading an insecticide, 
fenitrothion, can establish specific and beneficial symbiosis with some genera of stinkbugs; thereby, 
making their host insects conferring fenitrothion-resistance to the host insects. The objective of this 
study was to understand the ecology of Burkholderia symbiotic degraders in a free-living environment.
A field research was conducted in farmer’s fields where stinkbugs (Cavelerius sp.) harboring degraders 
of Burkholderia species have been identified. The research confirmed that both plant and rhizosphere 
constitute the environmental reservoirs for stinkbug symbiotic degraders.
Repeated applications of fenitrothion to soil can increase the numbers of degraders. The microcosm 
experiment with mathematical modeling showed the number of dominant species among the degraders declined 
with its density increase by fenitrothion applications, which can be explained according to the 
competitive exclusion principle.

研究分野：土壌微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
申請者らは、土壌の農薬分解能が高まり、

農薬の効力が低下する現象に着目し研究を
行った。その結果、土壌に有機リン系殺虫剤
（フェニトロチオン）を数回散布するだけで、
分解菌数が急激に増加し、土壌の分解能が上
昇することを示した。分離した分解菌はフェ
ニトロチオンを資化する能力を持っていた。
また分解酵素系は複数のプラスミドと染色
体上にコードされ、遺伝子の水平移動による
分解能の獲得が推定された。分解菌の多様性
を全国の土壌について調査し、高い分解能を
有するものは Burkholderia 属細菌の一部の
グループに限られことを突き止めた。 
一方、ダイズの害虫ホソヘリカメムシの消

化管には Burkholderia 属細菌の特定の分類
群（SBE グループと名付けられている）のみ
が共生し、世代ごとにこの細菌を環境中から
取り込むことが見出された。この共生細菌に
は、我々が分離したフェニトロチオン分解菌
（以降分解菌）と分類的に近いものが多数見
出された。そこで共同研究を実施して共生菌
と分解菌を比較したところ、共生菌はフェニ
トロチオン分解能を持っていなかった。しか
し分解菌をカメムシに取り込ませると消化
管に定着し共生関係を形成した。そして驚く
べきことに、このカメムシはフェニトロチオ
ンに対する抵抗性を獲得したのである
（Kikuchi, Hayatsu ほか,PNAS(2012)）。この
発見は害虫の形質の変化により農薬抵抗性
が獲得されるとされてきた従来の見解に修
正を加えるものである。 

 
 

２．研究の目的 
 
我々はこれまでに野外（一般農家の畑）調

査を実施し、サトウキビの害虫カンシャコバ
ネナガカメムシが Burkholderia 属のフェニ
トロチオン分解菌を消化管に共生させて、抵
抗性を獲得していることを見出した。このカ
メムシの消化管から分離した分解菌はサト
ウキビ畑の土壌からも分離された。しかし土
壌には他にも近縁な Burkholderia 属の分解
菌が複数共存しており、共生した分解菌は必
ずしも土壌中の分解菌の優占種とは限らな
かった。さらに農薬散布の頻度や履歴によっ
ても土壌中の Burkholderia 属分解菌の多様
性や菌数は異なっており、カメムシに共生し
ている分解菌も圃場によって異なっていた。
加えて興味深いことに分解菌の多くは植物
との緩い共生系を持つグループに属してい
た。以上から分解菌がカメムシと出会うまで
には、分解菌の移動と何らかの選択が働いて
いると推定された。 
以 上 か ら （ １ ） 農 耕 地 生 態 系 で の

Burkholderia 属細菌と分解菌の分布、（２）
その増殖と群集構造の形成機構、（３）分解
菌のカメムシへの選択と移動のメカニズム、

（４）共生成立に関与する分解菌の形質、を
解析し分解菌とカメムシの共生関係の成立
過程を明らかにすることを研究目的とする。 
期間内には（１）、（２）および（４）につい
て検討した。 
 
 
３．研究の方法 
 
以下の括弧内の数字は目的に挙げた各項

目の数字に一致する。 
 
（１）農耕地生態系での Burkholderia 属細

菌と分解菌の分布 
①農耕地土壌における Burkholderia 属細菌
の多様性解析と菌数の把握 

これまでに行った野外調査の際に回収し
た土壌を用いた。土壌から DNA を抽出した。
Burkholderia 属に特異的なプライマーを設
計して、これを用いて次世代シーケンサーに
よる大規模解析と定量 PCR を行った。これに
より Burkholderia 属がどこにどれだけ存在
するか把握し、かつその中に共生菌の占める
割合が明らかになる。 
②分解菌の農耕地生態系（土壌、作物、昆虫）
における分布 
 野外調査を再度実施し、農耕地生態系の土
壌と作物にも、カメムシから見つかった分解
菌が存在しているか調べた。前回の野外調査
で分解菌が見つかった畑のサトウキビとそ
の周囲の土壌を回収した。作物体はミキサー
にかけて液状にした。各試料から希釈平板法
で分解菌を計数した。計数の際、寒天培地上
に生育したコロニーをピックアップし純化
した。純化した菌株を簡易的に分類するため、
それぞれの細胞から DNA を抽出し、それを用
いて 16S rRNA 遺伝子のシーケンス解析を行
った。 
 
（２）分解菌の土壌における増殖と群集構造
の形成機構 
①土壌における分解菌の菌数増加とそれに
伴う多様性変化の解析 
土壌マイクロコズムを作成し、そこへフェ

ニトロチオンを定期的に散布した。定期的に
土壌を採取し、Burkholderia 属を特異的に検
出できる寒天培地を用いて希釈平板法で分
解菌を計数した。計数の際には、寒天培地上
に生育したコロニーを一定数ピックアップ
し純化した。純化した菌株を簡易的に分類す
るため、それぞれの細胞から DNA を抽出し、
それを用いて 16S rRNA 遺伝子のシーケンス
解析を行った。 
②分解菌のフェニトロチオン分解能に関す
るカイネティクスの検討 
 8 種類の分解菌からそれぞれ 1 株ずつ代表
株を選んだ。それらの菌株に異なる濃度のフ
ェニトロチオンを与えてインキュベートし
酸素の消費量を測定した。この結果をもとに、
各菌株のフェニトロチオンに対する Km 値と



Vmax 値を算出した。 
③土壌における分解菌の菌数増加とそれに
伴う多様性変化のシミュレーション解析 
 上記①及び②の実験データをもとにシミ
ュレーション解析を行い、分解菌集団が増加
するときにはたらく相互作用を推定し生態
学上の理論に結び付くか検討した。 
 
（４）共生成立に関与する分解菌の形質の解
析 
（２）-①の実験を行う際、分解菌に加えて
非分解菌も分離した。それらの 16S rRNA 遺
伝子のシーケンス解析を行い、各菌株を SBE
グループとそれ以外の種に分けた。これらを
カメムシに取り込ませ、共生が成立するか観
察した。 
 
 
４．研究成果 
 
以下の括弧内の数字は目的に挙げた各項目
の数字に一致する。 
 
（１）農耕地生態系での Burkholderia 属細

菌と分解菌の分布 
①農耕地土壌における Burkholderia 属細菌

の多様性解析と菌数の把握 
土 壌 か ら 抽 出 し た DNA を 用 い て

Burkholderia 属の計数と多様性解析を行っ
た。その結果、分解菌の存在量によらず、い
ずれの土壌にも土壌 1g あたり約 1000 万個体
の Burkholderia 属が存在していることが分
かった。またこの属の中で、カメムシに共生
できる SBEグループは一定の割合を占めてい
たが、分解菌が検出されなかった土壌ではそ
の割合が極端に低い例もあった。 
②分解菌の農耕地生態系（土壌、作物、昆虫）
における分布 
 野外調査で回収した土壌、サトウキビ地上
部、カメムシから希釈平板法で分解菌を分離
した。その結果、いずれの試料からも分解菌
が検出された。その数は土壌が最も多く、作
物体地上部にはその 1/10～1/100 程度存在し
ていた。次に検出した分解菌約 700 株を全て
分離して多様性を解析した。すると、土壌に
は SBE グループとそれに含まれない種が多数
存在していたが、作物体には SBE グループが
多く存在しており SBEグループでない種は稀
であることが分かった。さらには土壌やサト
ウキビに存在していた分解菌種をカメムシ
からも分離した。このことは土壌や作物体を
経由して分解菌がカメムシに取り込まれて
いることを強く示唆している。これは言い換
えれば、土壌と作物体がカメムシと共生でき
る分解菌のリザーバーとして機能している
ことを意味している。 
 
（２）分解菌の土壌における増殖と群集構造
の形成機構 
①土壌における分解菌の菌数増加とそれに

伴う多様性変化の解析 
フェニトロチオンを 2週間毎に土壌に散布

した。ここでは分解菌が増加するプロセスを
調べたかったため、フェニトロチオンを散布
したのち数日ごとに繰り返し土壌を回収し、
分解菌数を計数した。その結果、分解菌数は
フェニトロチオンを数回散布する間に土壌
1g あたり 100 万個体程度まで増加した。この
増加過程で計数の際に検出した分解菌を純
化し多様性を解析したところ、分解菌が検出
され始めた当初は 8種類の分解菌が現れたが、
その後分解菌数が最大になると 1種類のみが
検出されるようになった。 
②分解菌のフェニトロチオン分解能に関す
るカイネティクスの検討 

8 種の分解菌にフェニトロチオン分解能の
違いなどがあるか調べた。その基準としてフ
ェニトロチオンに対する Km 値と Vmax 値を求
めたところ、8 種類の分解菌は異なる Km 値・
Vmax 値を示した。以上から 8 種類の分解菌は
同一の属であるけれどもその能力は個体に
よって違うことが分かった。 
③土壌における分解菌の菌数増加とそれ

に伴う多様性変化のシミュレーション解析 
フェニトロチオンの散布によって変動し

た分解菌の菌数と多様性は生態学の何らか
の法則にのっとっているのではないかと考
え、①の分解菌の菌数・多様性の結果と②で
得られた分解菌の Km 値・Vmax 値を数理生態
的計算式に当てはめ、土壌中での分解菌の群
集構造変化をシミュレーション解析した。そ
の結果、この「フェニトロチオンの散布に反
応して起こる分解菌の群集構造の構築プロ
セス」は「競争排除則」に従っていることが
見出された。 

 
（４）共生成立に関与する分解菌の形質の解
析 

SBE グループに含まれる分解菌あるいは非
分解菌と、SBE グループ外の分解菌あるいは
非分解菌をそれぞれカメムシに与えたとこ
ろ、高い感染能力を示したのは分解能の有無
によらず SBE グループの菌株であった。以上
からカメムシへの共生にはフェニトロチオ
ン分解能は関係しなかったことが示された。 

 
（５）まとめ 
 以上から、カメムシに感染する前の分解菌
の生態について以下のことが明らかとなっ
た。 
①Burkholderia 属およびカメムシに感染し
やすい種（SBE グループ）は普遍的に土壌に
存在している。 
②野外で分解菌が実際にカメムシへ感染し
ている。 
③土壌と作物が分解菌のリザーバーとして
機能している。 
④フェニトロチオンを繰り返し与えると分
解菌は増加し多様性が変化するが、これは
「競争排除則」に基づいている。 



⑤分解能はカメムシへの共生能力には影響
を及ぼさない。 
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