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第 1 章  

序論 

生物多様性と進化機構の解明は，生態学・進化生物学における大きな興味の対象で

ある．共生とは，広義には異なる種類の生物が同じ空間や時間を共有することを指す

概念であり，生物多様性と適応進化を説明する一つの重要な要素と考えられる

（Futuyma 2003）． 

実際に共生に関与した多様な生命現象が知られており，生態的レベルで見れば，発

光，性比操作，栄養共生，防衛共生を含んだ高度な現象が，分子レベルでは遺伝子の

水平伝搬やゲノムの縮退が実証されている(McFall-Ngai 1999; Zimmer 2001; Baumann 

2005; Oliver et al. 2014; Janson et al. 2008; Moran 2006; Joy 2013; Bennett and Moran 

2013; Kondo et al. 2002).  

これまでの研究で，細菌，真菌，原生動物，線虫などの微生物が昆虫と共生してい

ることがわかっており，それらを対象とした数多くの研究がなされてきた(Buchner 

1965; Breznak 1982; Campbell 1990; Gullan and Cranston 1994; Moran 2002; Bourtzis 

and Miller 2003; Baumann 2005; Moran and Degnan 2006)．しかしながら，すべての

共生現象を網羅していると言うには及ばず，今後も多様な共生例に関する研究が求め

られている．特に，これまでの研究の多くは昆虫と細菌に関するもので，昆虫と真菌

の共生については，その現象が広く知られつつも，あまり研究が進んでいない．  

一方，昆虫と細菌の共生関係についても，その存在がほのめかされながら未だ詳細

な報告のない昆虫の分類群は多数存在する．特に異翅亜目では，多くの分類群で多様

な腸内共生細菌との共生様式が知られているものの，まだ腸内共生細菌の存在すら確

認されていない分類群も存在している．そういった分類群において新規な共生細菌の
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研究を行っていくことは，共生関係の進化や多様性を読み解く手がかりとなる． 

 ノコギリカメムシ科 (Hemiptera: Pentatomoidea: Dinidoridae) は約 17 属 100 種

から成っており，様々な植物から吸汁する生活史を持つことから，一部は農業害虫と

して知られている（図 1-1） (Durai 1987; Rolston et al. 1996; Lis 2006; Kment and 

Kocorek 2014)．そのなかにおいて，ノコギリカメムシ (Megymenum gracilicorne) は

アジア東部に分布し，時にウリ科の農業害虫として扱われる種である．また，他の多

くのカメムシ類で幼虫期が 5 齢まであるのに対して，幼虫期が 4 齢までしかないとい

う特徴を持つ（図 1-2）．ノコギリカメムシについては，古い学会報告で真菌との新奇

な共生が示唆されながらもその後の研究はされておらず，また，中腸共生部位と思わ

れる消化管形態の記載はあるが（Miyamoto 1961），共生細菌についての報告はなかっ

た． 

 本研究では，ノコギリカメムシと真菌の新奇な共生関係の解明，およびノコギリカ

メムシ科で初めてとなる腸内共生細菌についての研究を行った．前者については第 2

章で，後者については第 3 章でそれぞれ報告する． 
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第 2 章  

ノコギリカメムシの後脚外部共生器官における糸状菌との共生現象の発見 

 

概要 

 ノコギリカメムシ (M. gracilicorne) を含むノコギリカメムシ科 (Dinidoridae) の雌

成虫は，後脚に扁平な器官を持つことが知られており，形態的な特徴から鼓膜器官

（tympanal organ）という聴音器官であるとされてきた．一方，1972 年の日本昆虫学

会第 32 回大会において，成熟したノコギリカメムシの雌で後脚扁平部が菌糸様の物質

で覆われること，産卵時に雌が後脚を器用に動かしてその物質を卵に塗り付ける行動

を示すこと，そして卵表面も菌糸様の物質に覆われることが報告されたが，その後の

研究は皆無であった．本研究では，ノコギリカメムシの雌成虫後脚器官および糸状物

質の実態の解明を目指し，飼育・観察，真菌の単離培養，組織学的観察，菌叢解析を

行った． 

 

※近日中に学術論文として発表予定のため，本章の内容は非公開とする． 
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第 3 章 

ノコギリカメムシの中腸共生器官における共生細菌の多様性および 

環境獲得の発見 

 

概要 

カメムシ類の多くは中腸後端部が多数の盲嚢を備えた共生器官に特殊化し，その内

腔に生理的に重要な共生細菌を保有している．ノコギリカメムシについては中腸後端

部の形態的記載があったが，共生細菌の微生物学的な実体は不明であった．本章で

は，ノコギリカメムシの共生細菌について，体内局在，分子系統，伝搬様式，可培養

性，宿主への適応度効果などの解明に取り組んだ．その結果，(i) 他のカメムシ上科の

カメムシ類と同様に，共生細菌は中腸共生器官の盲嚢内腔の細胞外に局在していた，

(ii) 各個体の中腸共生器官内には単一の系統の共生細菌が検出される場合が多かった

が，個体によっては保有する共生細菌に多様性が見られた，(iii) 腸内細菌科 

(Enterobacteriaceae) の Pantoea に近縁な複数系統の細菌が検出され，その多くは他

種のカメムシ類で環境から獲得される共生細菌として報告されたものと共通してい

た，(iv) これら共生細菌の安定な垂直伝搬は見られず，毎世代環境中から共生細菌を

獲得しているものと考えられた，(v) これら共生細菌は LB 培地上で培養可能であり，

環境獲得であることと整合的であった，(vi) 孵化幼虫に共生細菌を経口摂取させて飼

育すると生存率の上昇が見られ，宿主の生存に有益であることが示唆された． 
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導入 

カメムシ類の多くが中腸後部に共生細菌を保有する特殊な盲嚢を持つ (Glasgow, 

1914; Buchner, 1965)．カメムシ上科の種では一般に，γ プロテオバクテリアを中腸盲

嚢部に保有しており，共生細菌の除去が宿主の正常な生育を妨げることから，生理的

に重要な機能を有することが示唆されてきた (Abe et al. 1995; Bistolas et al. 2014; 

Buchner, 1965; Duron and Noël, 2016; Fukatsu and Hosokawa, 2002; Hayashi et al. 

2015; Hosokawa et al. 2006, 2012, 2013, 2016a, 2019; Itoh et al. 2017; Kafil et al. 2013; 

Kaiwa et al. 2014; Karamipour et al. 2016; Kikuchi et al. 2009, 2012; Prado et al. 2006, 

2010; Prado and Almeida 2009; Tada et al. 2011; Taylor et al. 2014)．共生細菌の獲得に

は主に 2 つの経路がある．すなわち，垂直伝搬と環境獲得である (Salem et al. 2015; 

Hosokawa and Fukatsu 2020)．多くのカメムシ上科の種では，共生細菌の卵表面塗布

や，共生細菌を含む特殊な分泌物によって，孵化幼虫が共生細菌を経口的に獲得する 

(Fukatsu and Hosokawa 2002; Hosokawa et al. 2012a; Kaiwa et al. 2014; Hayashi et al. 

2015; Salem et al. 2015; Hosokawa and Fukatsu 2020)．しかしながら，宿主と共生細菌

の系統学的関係は必ずしも一致しない場合も多く（カメムシ科，キンカメムシ科，ツ

チカメムシ科など）（Hosokawa et al. 2012b, 2016b, 2019），共生細菌の置換や新規獲

得，あるいは水平伝搬が頻繁に起こってきたことが示唆される．これまで，多くのカ

メムシ類において共生細菌が同定されてきた．一方，ノコギリカメムシでは古い形態

学的な報告はあるが (Miyamoto 1961)，ノコギリカメムシのみならずノコギリカメム

シ科の昆虫で共生細菌に関する研究は皆無である． 

本章では，ノコギリカメムシが保有する共生細菌について，微生物学的な性状，系

統学的な位置，組織学的な局在，垂直感染の有無，可培養性，生存率への寄与などの
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解明に取り組んだ． 

 

材料と方法 

昆虫の採集と維持 

本章での研究に使用したノコギリカメムシ試料について表 3-1 に示した．野外より

採集し (図 1-1A)，一部の個体は採集後直ちに実験に供し，それ以外は実験室内で飼

育・維持した．昆虫の維持はプラスチック容器を用い，25ºC 恒明条件で，紙タオルを

敷き，新鮮なキュウリを餌として与え，滅菌水で湿らせた脱脂綿を与えた．飼育容器

および餌は毎週交換した．産卵された卵塊は毎週回収し，飼育あるいはその他の実験

に使用した． 

 

組織学的観察 

消化管をリン酸緩衝液中で野外由来の成虫から剖出した (図 3-1A)．消化管全体を固

定し，Koga et al. (2009) に記載された方法でホールマウント蛍光 in situ ハイブリダ

イゼーション (wFISH) に供試した．wFISH では，Alexa555 で標識したオリゴヌクレ

オチドプローブを使用して細菌を染色し，4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) で宿

主の核を対比染色した．組織標本は，共焦点レーザー走査型蛍光顕微鏡，落射型蛍光

顕微鏡，または蛍光実体顕微鏡で観察した．透過型電子顕微鏡による観察を行うた

め，剖出された中腸盲嚢部を固定した．その後，組織を脱水し，Epon812 樹脂に包埋

してウルトラミクロトームで超薄切した．切片は銅メッシュにマウントした後，酢酸

ウラニルとクエン酸鉛で染色して透過型電子顕微鏡によって観察した． 
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共生細菌の培養および中腸盲嚢部からの共生細菌試料の調製 

 PBS 中で各成虫から中腸盲嚢部を剖出し，組織の半分を破砕，懸濁した．懸濁液は

希釈して血球計算板を用いて細菌数の直接計測に供するとともに，段階希釈し，LB 平

板培地に塗布した．細菌を接種した平板培地は 25ºC 恒暗条件で 24 時間培養して，1

個体の中腸盲嚢部あたりのコロニー形成単位 (CFU) を計数・算出した．各中腸盲嚢

部試料について，8 個の細菌コロニーをランダムに選び，細菌の 16S rRNA 遺伝子を標

的としたコロニーPCR に供した．懸濁液を作成した際に残った半分の中腸盲嚢部は

DNA 抽出に供した．得られた DNA 試料は細菌 16S rRNA 遺伝子の配列決定を行う際

の PCR 反応の鋳型として使用した． 

 

細菌 16S rRNA 遺伝子の PCR，クローニング，配列決定，分子系統解析  

 剖出した中腸盲嚢部の DNA サンプルは，プライマー16SA1 (5’-AGA GTT TGA 

TCM TGG CTC AG-3’)および 16SB1 (5’-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) 

を用いた PCR に供した (Fukatsu and Nikoh 1998)．PCR 産物は T ベクターを用いた

TA クローニングと，ケミカルコンピテントセルによる形質転換に用いた．形質転換し

た大腸菌はアンピシリンおよび X-gal を添加した LB 平板培地に塗布し，各中腸盲嚢部

あたり 4 コロニーをプライマーUni19 (5’-GTT TTC CCA GTC ACG ACG T-3’)およ

び Rev20 (5’-AGC TAT GAC CAT GAT TAC GC-3’) を使用したコロニーPCR に供し

た．これら PCR 産物は配列決定用プライマーUni19 と Rev20 によるサンガーシーケ

ンスに用いた（Eurofins Genomics に外注）．同じ中腸盲嚢部に由来する配列はほとん

ど同一の配列であった．一部に見られた PCR 反応のエラーや部分的なキメラ形成に起

因すると思われる配列の違いについては，コンセンサス配列を作成して対応した． 

 中腸盲嚢部に由来する細菌コロニーの解析については，それぞれの中腸盲嚢部につ
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いて 8 コロニーをランダムに選び，プライマー16SA1 および 16SB1 を用いたコロニー

PCR に供した．これらの PCR 産物についてはさらにプライマー16SA2 (5’-GTG CCA 

GCA GCC GCG GTA ATA C-3’), 16SB2 (5’-CGA GCT GAC GAC ARC CAT GCA-3’) 

(Fukatsu and Nikoh 1998) を用いた nested PCR を実施し，プライマー16SA2 によるダ

イレクトシーケンスで配列決定を行った．得られた核酸配列のアラインメントを実施

し，あいまいな座位やギャップは除去した．アラインメントした配列に基づき，

MEGA X (Kumar et al. 2018) を用いて最尤法および近隣結合法による系統樹を作成し

た．各ノードの統計学的なサポートは 500 回の bootstrap リサンプリングによって算出

し，塩基置換モデルは MEGA X で算出された赤池情報量基準 (AIC) の値が最小とな

るものを選択した．本章で決定された核酸塩基配列は，DNA Data Bank of Japan 

(DDBJ) にアクセッションナンバー LC594073 – LC594419 にて登録した (表 3-1). 

 

垂直伝搬の検証 

野外採集した雌成虫 7 頭 (CKSI20-12–CKSI20-18; 表 3-1) を個別飼育して産卵させ

た．飼育開始後一番目の卵塊と二番目の卵塊は，新しいプラスチックシャーレに移し

て，濡らした脱脂綿で保湿しながら室温で維持した．それぞれの卵塊より，7 日齢の卵

2 個，および 7 日齢の幼虫 1 頭をサンプリングした．すなわち 7 頭の雌成虫に対してそ

れぞれ，剖出された中腸盲嚢部のサンプルと，2 つの 7 日齢の卵サンプルと，2 つの 7

日齢の幼虫サンプルを得た．これらのサンプルは前述の方法にしたがい，DNA 抽出，

プライマー16SA2, 16SB2 による細菌 16S rRNA 遺伝子の PCR 増幅，1%アガロースゲ

ル電気泳動による確認，クローニング，プライマーUni19 を用いた配列決定に用い

た． 
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共生細菌の供与/非供与下における飼育実験 

野外採集した雌成虫 (TSKB13-01; 表 3-1) の中腸盲嚢部より単離，保存しておいた

共生細菌を，LB 液体培地で 25ºC 恒暗条件で振盪培養し，遠心分離，滅菌水洗浄，108 

CFU/ml の共生細菌懸濁液を調製した．ノコギリカメムシの大量飼育容器から，毎週卵

を回収して新しい飼育容器に移すことにより複数の実験群を作成した (各群 100-500 

卵)．1 齢幼虫期間に，共生細菌供与群 (19OP+Sym01, 19OP+Sym02, 19OP+Sym03, 

20OP+Sym01 and 20OP+Sym02; Table) では新鮮なキュウリと共生細菌懸濁液を添加

した脱脂綿を与え，コントロール群 (19OP–Sym01, 19OP–Sym02, 19OP–Sym03, 

20OP–Sym01 and 20OP–Sym02; Table) では新鮮なキュウリと滅菌水を添加した脱脂

綿を与えた．いずれの実験群においても，2 齢幼虫に脱皮した後は新たな飼育ケージに

移し，新鮮なキュウリと滅菌水を添加した脱脂綿を与えて飼育した．飼育期間の約 3 

か月間にわたり，飼育容器，餌，水を毎週更新しながら，虫の脱皮と死亡を記録し

た．生存率は，一般化ウィルコクソン検定を用いて各年度の共生細菌供与群とコント

ロール群間で統計的に比較した．全ての卵が成虫になるか死滅したのち，共生細菌供

与群 (20OA+Sym01–20OA+Sym08; 表 3-1) とコントロール群 (20OA–Sym01–

20OA–Sym08; 表 3-1) から，それぞれ 8 頭の成虫を無作為に選んで中腸盲嚢部を剖出

した．剖出された中腸盲嚢部は，前述の方法に従って，DNA 抽出，プライマー 

16SA2, 16SB2 を用いた細菌 16S rRNA 遺伝子の PCR 増幅，クローニング，プライマ

ーUni19 を用いた配列決定に供した． 

 

結果と考察 

ノコギリカメムシ中腸共生細菌の形態および局在 
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剖出されたノコギリカメムシの消化管には，他のカメムシ類で一般的に観察される

のと同様に，5 つの形態的に異なる中腸部位が同定された．すなわち，M1, M2, M3, 

M4B, M4 部位である（図 3-1A)（Kikuchi et al. 2008; Matsuura et al. 2012; Ohbayashi 

et al. 2015; Oishi et al. 2019）．拡大して観察してみると，M4 部位には小さな盲嚢が 2 

列に，あるいは部分的に 3～4 列に並んでいるのが観察された （図 3-1B)（Miyamoto 

1961)．FISH で蛍光標識した細菌 16S rRNA のシグナルは盲嚢内腔に見られた (図 3-

1C, D)．透過型電子顕微鏡による観察により，盲嚢内腔に桿状の細菌が充満している

ことが確認された (図 3-1E, F).  

 

ノコギリカメムシ野外由来個体の共生細菌の分子系統解析 

ノコギリカメムシの腸内共生細菌の微生物学的実体について，中腸盲嚢部に由来す

る細菌 16S rRNA のクローニングおよび配列決定により調べた．野外採集個体の腸内

共生細菌には多型が見られたが，ほぼ全てが Pantoea 属に近縁な γ プロテオバクテリ

アに属していた (図 3-2; 赤字)．それらのうち，3 地点 (筑西，福岡，高崎) 由来の 6

配列が，“type X2” と呼ばれる環境細菌の配列とほとんど同一であった．この “type 

X2” は環境細菌でありながらカメムシ上科カメムシ科のチャバネアオカメムシ Plautia 

stali の中腸盲嚢部に共生して宿主の生存を支持する能力があると報告されたものであ

る (Hosokawa et al. 2016a)．高崎由来の 1 配列は Leclercia adecarboxylata に近縁，千

葉と福岡由来の 3 配列は Enterobacter ludwigii に近縁，福岡由来の 1 配列はカメムシ

上科ツチカメムシ科のヨコヅナツチカメムシ Adrisa magna の腸内共生細菌に近縁であ

った (Hosokawa et al. 2012b)．千葉由来の 1 配列は “type C” と呼ばれるチャバネア

オカメムシの培養可能な共生細菌と完全に同一であった (Hosokawa et al. 2016a) (図

3-2; 赤字). これらの結果が示唆するのは，(i) ノコギリカメムシは Pantoea 属に近縁
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な γ プロテオバクテリアを中腸 M4 部位の盲嚢内に保有している, (ii) 共生細菌の系統

は個体間や地域個体群間でかなりの多様性がある，(iii) 主要な共生細菌はチャバネア

オカメムシへの共生能力で知られる環境細菌の type X2 である，(iv) その他，チャバ

ネアオカメムシや他のカメムシへの共生能力をもつ培養可能な細菌がノコギリカメム

シに共生している.  

 

ノコギリカメムシ腸内共生細菌の可培養性 

以上の結果より，ノコギリカメムシは培養可能な細菌と共生している可能性が考え

られた．そこで 4 地点由来の野外採集雌成虫 12 個体 (表 3-1; 図 3-2) について，腸

内共生細菌の培養試験および細菌数の直接計測をおこなった．細菌数の直接計測値は

比較的一貫しており，1 個体の中腸盲嚢部あたり 107 から 108 という値を示した (表 3-

2)．一方で，LB 平板培地上のコロニー形成数から計算した 1 個体の中腸盲嚢部あたり

の CFU は，ほとんどの個体で 104 から 105 という値を示した (表 3-2)．このこと

は，中腸盲嚢部に存在する細菌細胞のうち，ごく一部 (~1/1,000)のみが平板培地上で

コロニーを形成できることを意味している．このような低効率の理由として，盲嚢中

の細菌の大部分が生理的に増殖可能な状態にない可能性，または中腸盲嚢部の破砕を

伴う実験操作中に大部分の共生細菌が死滅/ダメージを受けた可能性などが想定され

た．同様の低い培養効率は，他のカメムシ類の腸内共生細菌についても観察されてい

る (Hosokawa et al., unpublished data)．注目すべきことに，高崎由来の 3 個体 (およ

び筑西由来の 1 個体) では，1 個体の中腸盲嚢部あたりの CFU 値が 102 から 103 とい

うきわめて低い値であった (表 3-2)．また，それぞれの宿主 1 個体について，8 つの細

菌コロニーの 16S rRNA 遺伝子を配列決定して，中腸盲嚢部由来の細菌 16S rRNA 遺

伝子の配列と比較したところ，(i) ほとんどのコロニー由来の配列は，中腸盲嚢部に由
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来する共生細菌の配列と 100%一致し，ほとんどの共生細菌が培養可能であるらしい，

(ii) いくつかの個体では (例えば筑西由来の 2 個体や千葉由来の 1 個体)，1 つないし 2

つの非共生細菌の配列が検出されたことから，低頻度で他種細菌が共生細菌と共感染

している場合がある，(iii) 高崎由来の 3 個体について 8 配列すべてが共生細菌の配列

と異なる多様な細菌由来であったことから，高崎個体群の共生細菌は例外的に培養困

難である可能性がある（もっとも生理状態や健康状態が異常な個体（例えば農薬や除

草剤の散布直後）である可能性も否定できない），ことなどが判明した． 

 

共生細菌の伝搬様式 

ノコギリカメムシにおいて腸内共生細菌の垂直伝搬を確認するため，7 頭の雌成虫を

野外から採集し，それらの卵と幼虫を集めて，それぞれから抽出した DNA を鋳型とし

て細菌 16S rRNA 遺伝子の PCR 増幅，クローニング，配列決定を行った．その結果，

過半数（8/14）の卵試料において，8 クローンのうち母虫の中腸盲嚢部由来の配列と一

致したものは皆無であり，大多数（11/14）の幼虫試料においても母虫の中腸盲嚢部由

来の配列と一致したのは 0 または少数クローンのみであった（表 3-3）．これらの結果

から，ノコギリカメムシでは共生細菌の安定な垂直伝搬は起こっていないことが示唆

された．一方で，一部の卵および幼虫では低頻度ながら (ほとんどが 8 クローン中 1, 

2, 3 クローン，最大でも 5 クローン) 共生細菌が検出され（表 3-3），これらでは親由

来または環境由来の共生細菌を環境獲得している可能性が示唆された．幼虫からは卵

よりも高頻度で共生細菌が検出されたが，おそらく幼虫による共生細菌の探索が影響

しているものと思われる．卵および幼虫より得られた共生細菌以外の細菌 16S rRNA

遺伝子の配列は，環境中の菌叢を反映してか，系統的に多様であった． 
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共生細菌がノコギリカメムシの生存率へ与える影響の推定 

本章の最後に，ノコギリカメムシに対する共生細菌の生物学的な寄与を評価した．

多数の野外採集個体を飼育して，容器内に産み付けられた多数の卵を回収し，100-500 

卵からなる複数の実験群を作成した．共生細菌供与群は 1 齢幼虫期間中に新鮮なキュ

ウリと共生細菌添加水を与えて飼育し，コントロール群では 1 齢幼虫期間中に新鮮な

キュウリと滅菌水を与えて飼育した．2 齢幼虫期以降はどちらの実験群も新鮮なキュウ

リと滅菌水で飼育した．2019 年に実施した飼育実験では，共生細菌供与群とコントロ

ール群をそれぞれ 3 グループずつ作成した．どちらの実験群でも，一貫して 1 齢幼虫

で高い死亡率を示したものの，2 齢幼虫以降は比較的良い生存率を示した．共生細菌供

与群では 1 齢幼虫からの羽化率が平均で 25.6% (161/629) であり，コントロール群の

羽化率 9.5% (52/548) よりも有意に高かった (図 3-3A)．2020 年に実施した飼育実験

では共生細菌供与群とコントロール群をそれぞれ 2 グループずつ作成した．その結

果，2019 年に実施した飼育実験と同様に，1 齢幼虫での高い死亡率，2 齢以降の安定

した生存率が一貫して観察された．共生細菌供与群では，1 齢幼虫からの羽化率が平均

で 13.1% (62/474) であり，コントロール群の平均 4.7% (25/532) よりも有意に高か

った (図 3-3B). これらの結果は，腸内共生細菌がノコギリカメムシの生存に有益に働

く可能性を示唆している． 

 

共生細菌を非供与のノコギリカメムシ腸内細菌の由来について 

2020 年に行った飼育実験では，共生細菌供与群とコントロール群においてそれぞれ

羽化成虫８個体ずつについて腸内細菌の確認を行った．その結果，共生細菌供与群で

は，すべての個体から接種した共生細菌と同じタイプの細菌が検出された (表 3-4)．

一方，コントロール群の一部の個体 (5/8) でも接種した共生細菌と同じタイプの細菌
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が検出されたが，その他の個体 (3/8) ではチャバネアオカメムシや他のカメムシの培

養可能共生細菌に近縁な細菌が検出された (表 3-4；図 3-4)．共生細菌を非供与にもか

かわらず，コントロール群はどこから共生細菌を獲得したのかについては，2 つの経路

が考えられる．すなわち，(i) 並行して実験を行っていた共生細菌供与群からの実験上

のコンタミネーション，(ii) 野外に由来する餌キュウリからの環境由来のコンタミネー

ションである．ノコギリカメムシの卵からの飼育期間はおよそ 3 か月間にわたり，毎

週飼育容器，水，キュウリの交換を行っていたため，気をつけてはいたものの，共生

細菌供与群からの実験上のコンタミネーションが起こってしまった可能性は否定でき

ない. 一方，表面殺菌がキュウリの腐敗促進や飼育昆虫への悪影響につながる可能性を

考慮して，水道水で洗浄したキュウリを実験に使用していたことから，餌由来で

Pantoea 属に近縁な細菌が混入した可能性も考えられる (Hosokawa et al. 2016a). 先

行研究において，チャバネアオカメムシを無菌状態で飼育していても，餌のピーナッ

ツから偶発的に共生細菌でない腸内細菌を獲得することがあり，それによって無菌の

虫よりも生育や生存率が改善されうるという報告があり (Nishide et al. 2017)，同様の

状況である可能性もある． 

 

結論 

 ノコギリカメムシにおける腸内細菌の局在，系統，伝達様式，可培養性，適応度へ

の影響などについて，組織学的観察，野外個体の中腸盲嚢部に由来する細菌 16S 領域

の配列決定，卵および幼虫に由来する細菌 16S 領域の配列決定，中腸摩砕物由来の菌

の培養，菌の供与/非供与による飼育実験などを行った．組織学的解析により，桿状の

共生細菌が中腸共生器官の盲嚢内腔に局在することが観察された．日本各地の野外個
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体の共生細菌を調べたところ，Pantoea 属に近縁な腸内細菌科 (Enterobacteriaceae) 

の多様な細菌が検出され，多くは他のカメムシ類で環境由来の共生細菌として報告さ

れてきたものであった．卵及び幼虫由来の細菌 16S の配列を解析したところ，母親の

共生細菌と必ずしも共通しておらず，安定な垂直感染は見られず，共生細菌の環境獲

得が示唆された．中腸摩砕物を培地に塗布したところ，ほとんどの共生細菌が培養可

能であり，共生細菌の環境獲得仮説と整合的であった．腸内細菌を供与/非供与で孵化

幼虫を飼育したところ，腸内細菌獲得により宿主の生存率が上昇することが示唆され

た． 
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表 3-1. 第 3 章で使用したノコギリカメムシ試料 

サンプル ID 性別，成⾧

段階など a 

採集地点 採集日 採集者 b  宿主植物 c 使用目的 d 共生細菌の

可培養性 e 

細菌 16S rDNA 

accession numbersf 

19OP+Sym01–
19OP+Sym03 

OP 茨城県，筑西市; 大量飼

育群の子孫 

2019 年 6 月

4 日 (親) 

TN アレチウリ (Sicyos angulatus)  

-> キュウリ (Cucumis sativus) 

MSC – – 

19OP–Sym01–
19OP–Sym03 

OP 茨城県，筑西市; 大量飼

育群の子孫 

2019 年 6 月

4 日 (親) 

TN アレチウリ (Sicyos angulatus)  

-> キュウリ (Cucumis sativus) 

MSC – – 

20OP+Sym01– 
20OP+Sym02 

OP 茨城県，筑西市; 大量飼

育群の子孫 

2020 年 5 月

14 日 (親) 

TN アレチウリ (Sicyos angulatus)  

-> キュウリ (Cucumis sativus) 

MSC  – – 

20OP+Sym01– 
20OP+Sym02 

OP 茨城県，筑西市; 大量飼

育群の子孫 

2020 年 5 月

14 日 (親) 

TN アレチウリ (Sicyos angulatus)  

-> キュウリ (Cucumis sativus) 

MSC  – – 

20OA+Sym01–
20OA+Sym08 

OA 茨城県，筑西市; 20OP+ 

Sym01-02 由来の成虫 

2020 年 5 月

14 日 (親) 

TN アレチウリ (Sicyos angulatus)  

-> キュウリ (Cucumis sativus) 

MSC SD MP  LC594073–
LC594080 

20OA–Sym01–
20OA–Sym08 

OA 茨城県，筑西市; 20OP–

Sym01-02 由来の成虫 

2020 年 5 月

14 日 (親) 

TN アレチウリ (Sicyos angulatus)  

-> キュウリ (Cucumis sativus) 

MSC SD MP  LC594081–
LC594088 

CKSI20-01 F 茨城県，筑西市 2020 年 5 月

14 日 

TN TF BH アレチウリ (Sicyos angulatus) SD MP SC O LC594116 

CKSI20-02 F 茨城県，筑西市 2020 年 5 月

14 日 

TN TF BH アレチウリ (Sicyos angulatus) SD MP SC O LC594125 

CKSI20-03 F 茨城県，筑西市 2020 年 5 月

14 日 

TN TF BH アレチウリ (Sicyos angulatus) SD MP SC O LC594134 

CKSI20-04 F 茨城県，筑西市 2020 年 5 月

14 日 

TN TF BH アレチウリ (Sicyos angulatus) FISH – – 

CKSI20-05 F 茨城県，筑西市 2020 年 5 月

14 日 

TN TF BH アレチウリ (Sicyos angulatus) FISH – – 

CKSI20-06  M 茨城県，筑西市 2020 年 5 月

14 日 

TN TF BH アレチウリ (Sicyos angulatus) FISH – – 
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CKSI20-07 M 茨城県，筑西市 2020 年 5 月

14 日 

TN TF BH アレチウリ (Sicyos angulatus) FISH – – 

CKSI20-08 F 茨城県，筑西市 2020 年 5 月

14 日 

TN TF BH アレチウリ (Sicyos angulatus) TEM – – 

CKSI20-09 F 茨城県，筑西市 2020 年 5 月

14 日 

TN TF BH アレチウリ (Sicyos angulatus) TEM – – 

CKSI20-10 M 茨城県，筑西市 2020 年 5 月

14 日 

TN TF BH アレチウリ (Sicyos angulatus) TEM – – 

CKSI20-11 M 茨城県，筑西市 2020 年 5 月

14 日 

TN TF BH アレチウリ (Sicyos angulatus) TEM – – 

CKSI20-12 F OE ON 茨城県，筑西市 2020 年 7 月

23 日 

TF アレチウリ (Sicyos angulatus) SD MP SC – LC594143–
LC594175 

CKSI20-13 F OE ON 茨城県，筑西市 2020 年 7 月

23 日 

TF アレチウリ (Sicyos angulatus) SD MP SC – LC594176–
LC594208 

CKSI20-14 F OE ON 茨城県，筑西市 2020 年 7 月

23 日 

TF アレチウリ (Sicyos angulatus) SD MP SC – LC594209–
LC594241 

CKSI20-15 F OE ON 茨城県，筑西市 2020 年 7 月

23 日 

TF アレチウリ (Sicyos angulatus) SD MP SC – LC594242–
LC594274 

CKSI20-16 F OE ON 茨城県，筑西市 2020 年 7 月

23 日 

TF アレチウリ (Sicyos angulatus) SD MP SC – LC594275–
LC594307 

CKSI20-17 F OE ON 茨城県，筑西市 2020 年 7 月

23 日 

TF アレチウリ (Sicyos angulatus) SD MP SC – LC594308–
LC594340 

CKSI20-18 F OE ON 茨城県，筑西市 2020 年 7 月

23 日 

TF アレチウリ (Sicyos angulatus) SD MP SC – LC594341–
LC594373 

CHBA20-01 F 千葉県，千葉市 2020 年 5 月

23 日 

TN アレチウリ (Sicyos angulatus) SD MP SC O LC594089 
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CHBA20-02 F 千葉県，千葉市 2020 年 5 月

23 日 

TN アレチウリ (Sicyos angulatus) SD MP SC O LC594098 

CHBA20-03 F 千葉県，千葉市 2020 年 5 月

23 日 

TN アレチウリ (Sicyos angulatus) SD MP SC O LC594107 

FKOK20-01 F 福岡県，福岡市 2020 年 5 月

23 日 

TH ア マ チ ャ ヅ ル (Gynostemma 

pentaphyllum) 

SD MP SC O LC594374 

FKOK20-02 F 福岡県，福岡市 2020 年 5 月

23 日 

TH ア マ チ ャ ヅ ル (Gynostemma 

pentaphyllum) 

SD MP SC O LC594383 

FKOK20-03 F 福岡県，福岡市 2020 年 5 月

23 日 

TH ア マ チ ャ ヅ ル (Gynostemma 

pentaphyllum) 

SD MP SC O LC594392 

TKSK20-01 F 群馬県，高崎市 2020 年 5 月

24 日 

TN BH アレチウリ (Sicyos angulatus) SD MP SC X LC594401 

TKSK20-02 F 群馬県，高崎市 2020 年 5 月

24 日 

TN BH アレチウリ (Sicyos angulatus) SD MP SC X LC594410 

TKSK20-03 F 群馬県，高崎市 2020 年 5 月

24 日 

TN BH アレチウリ (Sicyos angulatus) SD MP SC X LC594419 

aF, 雌成虫; M, 雄成虫; OE, 出生卵 (offspring egg); ON, 出生幼虫 (offspring nymph); OA, 実験室内で飼育した子孫成虫 (offspring adult); OP, 実験室内で飼育した子孫虫 (offspring 

population)． 
bAK, Atsushi Kikuchi; BH, Bin Hirota; KO; Kyosuke Okuda; MB, Mitsuo Baba; SM, Satoshi Maehara; TF, Takema Fukatsu; TH, Takahiro Hosokawa; TN, Takanori Nishino; TT, Taku Tsukada.  
c アレチウリ (Sicyos angulatus) -> キュウリ (Cucumis sativus) は野外のアレチウリで採集したノコギリカメムシを実験室内でキュウリ果実にて飼育したことを意味する． 
dMSC, 生存曲線の観察 (monitoring of survival curve); MP, 分子系統解析(molecular phylogenetic analysis); SD, 共生細菌の検出と確認 (symbiont detection); SC, 共生細菌の培養 

(symbiont culturing); FISH, 細菌の fluorescence in situ hybridization; TEM, 共生部位の透過型電子顕微鏡観察 (transmission electron microscopy)． 
e 共生細菌の可培養性は，中腸共生部位 (M4) を摩砕して LB 平板培地に塗布し，培養することで判定した． 
fDNA Data Bank of Japan に登録した核酸配列の accession numbers． 
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表 3-2. 剖出されたノコギリカメムシ M4 部位あたりの細菌数の直接計数，コロニー形成単位 

(CFU)，培養されたコロニー中の共生細菌検出頻度． 

サンプル IDa M4 部位あたりの 

細菌数 (直接計数)b 

M4 部位あたりの LB 平板

培地上 CFUb 

培養されたコロニー中の共

生細菌検出頻度 b,c 

CKSI20_01 7.0 x 107 6.4 x 104 75.0% (6/8) 
CKSI20_02 8.9 x 107 4.0 x 102 87.5% (7/8) 
CKSI20_03 1.4 x 108 1.8 x 104 100% (8/8) 

CHBA20_01 4.4 x 107 1.6 x 105 100% (8/8) 
CHBA20_02 5.2 x 107 3.7 x 105 87.5% (7/8) 
CHBA20_03 4.0 x 107 2.4 x 105 100% (8/8) 
FKOK20_01 1.2 x 108 3.8 x 105 100% (8/8) 
FKOK20_02 7.4 x 107 5.2 x 104 100% (8/8) 
FKOK20_03 1.2 x 108 1.4 x 105 100% (8/8) 
TKSK20_01 7.7 x 107 3.6 x 102 0.0% (0/8) 
TKSK20_02 4.3 x 107 2.3 x 103 0.0% (0/8) 
TKSK20_03 1.1 x 108 8.8 x 103 0.0% (0/8) 

a サンプル ID は表 3-1 を参照． 

b 各野外採集個体は M4 部位の剖出に供した．剖出された M4 部位の半分は DNA 抽出，16S rRNA の PCR，クローニ

ング，シーケンスに供した．残った半分は懸濁液にして細菌数の直接計測を行い，同時に CUF の計測のため段階希

釈して LB 平板培地に接種．平板培地に出現したコロニーのうち 8 つを無作為に選んで DNA 抽出, 16S rRNA の

PCR，ダイレクトシーケンスに供した.  

c 百分率は次の式で計算 (共生細菌由来のコロニー/16S rRNA のシーケンスに供した全てのコロニー)．共生細菌由来

のコロニーかどうかは，コロニーから得られた塩基配列が M4 由来のコンセンサス配列と 100%一致しているかどう

かで判定． 
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表 3-3. ノコギリカメムシ雌から子への腸内共生細菌の垂直感染率．  

雌サンプル IDa,b 卵 1b 幼虫 1b 卵 2b 幼虫 2b 
CKSI20-12 12.5% (1/8 クローン) 12.5% (1/8 クローン) 0.0% (0/8 クローン) 12.5% (1/8 クローン) 
CKSI20-13 0.0% (0/8 クローン) 12.5% (1/8 クローン) 0.0% (0/8 クローン) 0.0% (0/8 クローン) 
CKSI20-14 12.5% (1/8 クローン) 25.0% (2/8 クローン) 0.0% (0/8 クローン) 37.5% (3/8 クローン) 
CKSI20-15 0.0% (0/8 クローン) 0.0% (0/8 クローン) 12.5% (1/8 クローン) 62.5% (5/8 クローン) 
CKSI20-16 0.0% (0/8 クローン) 37.5% (3/8 クローン) 50.0% (4/8 クローン) 25.0% (2/8 クローン) 
CKSI20-17 0.0% (0/8 クローン) 0.0% (0/8 クローン) 0.0% (0/8 クローン) 12.5% (1/8 クローン) 
CKSI20-18 25.0% (2/8 クローン) 25.0% (2/8 クローン) 12.5% (1/8 クローン) 25.0% (2/8 クローン) 

aサンプル IDは表 3-1を参照． 

b各野外採集個体を個別飼育し，1度目に産卵された卵塊，2度目に産卵された卵塊を採集した．1度目に産卵された
卵塊のうち 2つの卵を“卵 1”と定義し，DNA抽出，16S rRNAの PCR，クローニングに供した．卵 1について 8クロ
ーンをシーケンスした．1度目に産卵された卵のうち残ったものは維持され，新生幼虫 1頭を“幼虫 1”として，同様
の方法で 8つの 16S rRNA遺伝子クローンをシーケンスした．同じように，2度目に産卵された卵塊のうち，2つの
卵と幼虫 1頭を“卵 2”，“幼虫 2”と定義して 8つの 16S rRNA 遺伝子クローンをシーケンスした． 
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表 3-4. 共生細菌を供与または非供与の条件で実験室内飼育したノコギリカメムシの保有細菌． 

サンプル IDa 供与共生細菌検出率
b,c 

コンセンサス配列と接種菌

株の配列との相同性 d,e 
培養した共生細菌とともに飼育した実験群由来の個体 
(20OP+Sym01または 20OP+Sym02)  
20OA+Sym01 100% (7/7 クローン) 100% (515/515) [LC594073] 
20OA+Sym02 87.5% (7/8 クローン) 100% (515/515) [LC594074] 
20OA+Sym03 75.0% (6/8 クローン) 100% (515/515) [LC594075] 
20OA+Sym04 100% (8/8 クローン) 100% (515/515) [LC594076] 
20OA+Sym05 100% (8/8 クローン) 100% (515/515) [LC594077] 
20OA+Sym06 87.5% (7/8 クローン) 100% (515/515) [LC594078] 
20OA+Sym07 75.0% (6/8 クローン) 100% (515/515) [LC594079] 
20OA+Sym08 50.0% (4/8 クローン) 100% (515/515) [LC594080] 

共生細菌を供与せずに飼育した統制群由来の個体 
 (20OP–Sym01または 20OP–Sym02)  
20OA–Sym01 0.0% (0/8 クローン) 98.8% (509/515) [LC594081] 
20OA–Sym02 0.0% (0/8 クローン) 98.1% (505/515) [LC594082] 
20OA–Sym03 100% (6/6 クローン) 99.8% (514/515) [LC594083] 
20OA–Sym04 87.5% (7/8 クローン) 99.8% (514/515) [LC594084] 
20OA–Sym05 75.0% (6/8 クローン) 100% (515/515) [LC594085] 
20OA–Sym06 66.7% (4/6 クローン) 100% (515/515) [LC594086] 
20OA–Sym07 100% (8/8 クローン) 99.8% (514/515) [LC594087] 
20OA–Sym08 0.0% (0/8 クローン) 97.7% (503/515) [LC594088] 

aサンプル IDは表 3-1を参照． 

b共生細菌供与群 (20OP+Sym01および 20OP+Sym02)では，一齢幼虫は新鮮なキュウリ果実と培養共生細菌 (CKSI13-
01に由来) を添加した水で飼育した．これらの幼虫は 2齢幼虫に脱皮したのちに新しい飼育容器に移し，以後共生
細菌を添加した水の代わりに滅菌水を与えた．羽化後，8頭の成虫 (20OA+Sym01–20OA+Sym08) を無作為に選び，
個別にM4部位を剖出した．それぞれのM4部位は DNA抽出，16S rRNAの PCR，クローニングに供し，8クローン
をシーケンスした．統制群 (20OP–Sym01および 20OP–Sym02) では一齢幼虫に共生細菌を添加した水を与える代わ
りに滅菌水を与え，同様の実験を行った． 
c各クローンは 99%以上の配列が CKSI13-01由来の配列と一致していた場合に供与共生細菌として扱った． 
d各昆虫について 16S rRNA遺伝子のコンセンサス配列を生成し，CKSI13-01由来の配列と比較した． 
e百分率は次の式で計算(一致した塩基数/アライメントされた塩基数)，ただし gapは無視．[ ] 内は accession 
number． 
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第 4 章 総括 

本研究の要点は，ノコギリカメムシと糸状菌の共生関係という新規な共生関係の基

本的な記載から詳細な解析への足掛かりまで，さらに同種の腸内共生細菌に関する検

出から適応的効果の示唆まで，いずれも今まで研究されてこなかった共生関係につい

て，詳細を明らかにしたことにあると考えている．また，これまで昆虫ʷ細菌共生と

比較してあまり研究例のなかった昆虫ʷ真菌間の詳細な研究報告例であり，共生細菌

の環境獲得を示唆したデータがとられている数少ない研究の一つでもある．本研究成

果が各分野に与えうる影響としては，昆虫病原菌をコントロールする生命現象の発見

から害虫防除や微生物の制御に展開する可能性，新規性の高い共生現象の発見から関

連科学分野の発展に寄与する可能性，農業害虫であるノコギリカメムシの微生物共生

理解が深まったことによる防除技術の開発に資する可能性などが挙げられる． 

 本研究 3 章では，多くのカメムシ上科の昆虫で腸内共生細菌は卵表面塗布や共生細

菌含有分泌物を介した垂直伝搬が一般的であるのに対して，ノコギリカメムシでは腸

内共生細菌の環境獲得が示唆された．カメムシ上科では一般に腸内共生細菌が生理的

に重要な役割を果たしていることから，垂直伝搬によって子孫がより確実に共生細菌

を獲得できることは適応的であると考えられる．それにもかかわらずノコギリカメム

シが腸内共生細菌を環境獲得している理由として，ここで 5 つの可能性を考えた．(i) 

ノコギリカメムシの共生システムは比較的原始的な状態であり，垂直伝搬の機構が未

発達な可能性，(ii) ノコギリカメムシは環境中の細菌と容易に共生関係を結ぶことがで

きるため，垂直伝搬機構が必須でない可能性，(iii) 共生細菌をあえて環境獲得するこ

とにより，副次的な効果を得られる可能性，(iv) 多様な細菌を獲得することによって

宿主も多様化することにより，進化的に有利になる可能性，（v）卵殻表面の糸状菌と

共生細菌が競合して，共生細菌を卵殻表面で維持できなくなった可能性．(i)は垂直伝
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搬の適応的な利点から，いずれ進化した先には垂直伝搬機構が獲得されると考えて，

ノコギリカメムシでは単純にニッチを獲得してから進化的歴史が浅く，垂直伝搬機構

を未獲得なのではないか，とする説である．(ii)は，ノコギリカメムシの生育する環境

中では共生細菌になる能力を持った細菌が多量に存在し，垂直伝搬機構が発達するよ

うな選択圧がかかっていないのではないかと考える説である．実際に実験室で毎週ケ

ージと餌を交換していても，一部の菌非供与虫が共生細菌を獲得していた．(iii)は，例

えばあえて環境中で生きていける細菌を獲得することによって，環境由来の毒素を効

率的に分解できるなどの効果があるのではないか，とする説である．実際に，共生細

菌を環境獲得するホソヘリカメムシでは，薬剤を散布された土壌中から薬剤分解性の

細菌を獲得して，耐性を得る現象が知られている（Kikuchi et al. 2012）．(iv)は，マル

カメムシとタイワンマルカメムシの例で知られるように(Hosokawa et al. 2007)，腸内

共生細菌の種類は宿主の生態にまで影響することから，多様な細菌と共生することに

よって宿主も多様化することで，有利になっているのではないか，とする説である．

（v）は，微生物間の相互作用によって一方の微生物が抑圧される可能性を考慮した説

である．ノコギリカメムシは他のカメムシ類と異なって卵表面に糸状菌が繁茂するた

め，他のカメムシ類と同様に腸内細菌を卵表面にて伝達しようとしても，細菌が生存

困難な可能性が考えられた．実際に，ノムシタケ科の糸状菌で抗菌活性をもつものが

複数発見されている（Reis et al. 2013; Kuephadungphan et al. 2014）．ノコギリカメム

シの近縁種で共生細菌の獲得様式を明らかにしていくことにより，ノコギリカメムシ

がひとたび獲得した垂直伝搬機構を後から失ったのか，あるいは一度も垂直伝搬機構

を獲得したことがないのかについての洞察が得られるであろう．それに加えて，共生

細菌の入れ替え実験や，土壌などの環境から共生細菌を獲得できる確率および適応的

効果の評価，薬剤への暴露，後脚由来の糸状菌との共培養などの実験を行うことで，
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前述の仮説をある程度検証することができるかもしれない． 

本研究はノコギリカメムシ科の腸内共生系に関する初の報告であるが，他のカメム

シ類の大部分では一つの科について多数の種で腸内共生細菌を調べた報告がある．今

後，ノコギリカメムシ科の複数種について同様の研究の実施が必要である．また，完

全に共生細菌を持たない個体を作成しての飼育実験，そして共生細菌の供与/非供与に

よらず 1 齢幼虫の高い死亡率を改善した実験系の確立によって，より明確に共生細菌

の適応的効果を示せる可能性がある．共生細菌に着目した，害虫としてのノコギリカ

メムシ科昆虫の防除方法の検討を行うことによって，応用研究につながる可能性もあ

りうる．  

 最後にノコギリカメムシに留まらない，共生という大きな分野における今後の展望

について述べると，本研究のような新規な共生関係を数多く記載し，系統ごとに整理

していくことが，共生関係の進化と多様性の理解につながると期待している．また，

ノコギリカメムシと糸状菌の関係のような新奇な共生現象について，その機構と機能

を解明していくことで，様々な分野の発展に貢献する可能性があるに違いない．多様

性に富んだ昆虫と微生物の共生系は，脊椎動物等と比較して 1 世代が短く，ハンドリ

ングが用意で，さらに倫理的問題も少ないことから，共生に関する研究を進めていく

うえで理想的な研究対象の一つであると考えられる． 
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