
細胞内共生微生物の研究手法 505 

細 胞 内 共 生 微 生 物 の 研 究 手 法
の

農林水産省蚕糸 ・ 昆虫農業技術研究所 野 田 博
晶 君

明

は じ め に

本特集で も 明 ら か な よ う に ， 多 く の微生物が昆虫類 を

含 む節足動物 と かか わ り を も っ て い る 。 共生微生物の研

究 は ， 生物間相互作用 を研究す る 点 で生態学的 な 内容 を

含んでい る が， 宿主生物 の 中 に い る も の を対象 に し て い

る と い う 点で は ， 極 め て 生理 ・ 生化学的な手法 を必要 と

し て い る 。 ま た ， 昆 虫 な ど の無脊椎動物 と 微生物 と い う

異な る 生物 を対象 と し て お り ， 極 め て 学際的 な研究分野

で も あ る 。

特集の ほ か の記事で は， 紙面の都合上研究手法 に つ い

て は あ ま り 触れ ら れて い な い。 こ こ で は， 研究手法を通

じ て 共生微生物 の 特徴 に 触れ た い 。 研究手法 と い っ て

も ， 基本的 な も の で， 一般的な手法で あ る 。 た だ， 本稿

を通 じ て 共生微生物 に つ い て の理解 を よ り 深 め て い た だ

け れ ば幸 い で あ る 。

I 共生微生物の種類 と そ の研究手法

1 ウ イ ル ス

あ る 種の昆虫や ダニ (以下， 昆虫類 と 総称す る ) の細

胞内 に は ウ イ ル ス が存在 し て い る 。 こ れ ら の ウ イ ル ス の

多 く は， 病徴や特徴的 な形質 を 示 さ ず， 働 き や機能 も よ

く わ か っ て い な い。 し か し ， シ ョ ウ ジ ョ ウ パエ の炭酸ガ

ス 感受性 を 引 き 起 こ す ウ イ ル ス (BRAS et al . ，  1994) や，

本 特 集 で も 扱 わ れ て い る 寄生蜂 の ポ リ ド ナ ウ イ ル ス

(STOLTZ， 1993) な ど， 重要 な ウ イ ル ス も あ る 。 こ れ ら の

ウ イ ル ス を病原性の ウ イ ル ス と 比較す る こ と に よ っ て ，

病原 ウ イ ル ス 単独で は理解で き な か っ た 特徴が明 ら か と

な っ た り も す る 。

電子顕微鏡観察が， こ れ ら の ウ イ ル ス 研究の第一歩で

あ る 。 ネ ガ テ ィ プ染色 に よ っ て ， 昆虫類の磨砕液 を丹念

に観察す る こ と に よ り ウ イ ル ス 様粒子の存在 を確認 し た

り ， 超薄切片 を 作成 し て ， 細胞内 で増殖 し て い る か ど う

か を 観察す る こ と に な る 。 し か し ， 顕微鏡 に よ る 観察だ

け で は ウ イ ル ス の 種類 を 判 断 す る こ と は 難 し い 。 そ こ

で， ウ イ ル ス の特徴 を 調べ る た め に ， ウ イ ル ス を単離す

る 必要がでて く る 。 ウ イ ル ス の構造 タ ン パ ク 質， 核酸の
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性状 を 明 ら か に し ， さ ら に抗体 を 作成 し て ， 免疫的 な検

出方法 も 確立す る こ と が望 ま し い。 遺伝子塩基配列 の一

部が解読 で き れ ば， 後述 の よ う に PCR ( ま た は 逆転写

PCR) や zn szω PCR に よ っ て 検出診断が可能 に な り ，

虫体内分布 も 把握で き る 。 ま た ， 個体聞や個体群聞 での

感染 ・ 伝搬の究明 に も 利用 で き る 。

2 細菌

細菌の場合 は光学顕微鏡で観察が可能で あ る 。 ギ ム ザ

染 色 や DAPI (4' ， 6 - diamidine - 2 - phenylindole - dihy­

drochloride) に よ る DNA の 蛍光染 色 に よ り ， 昆 虫 類

の磨砕液や 固定標本の微生物 を 観察 で き る 。 透過型の電

子顕微鏡 を 利 用 す る こ と も 多 い。 共生細菌の 多 く は培養

は 困難で， 培養 さ れて く る も の の ほ と ん ど は 昆虫類の体

表や消化管 に紛れ込ん だ雑菌 で あ る 。 培養で き な い も の

は分類や 同定がで き な い が， 後述の よ う に ， 近年の分子

生物学の進歩 に よ り 遺伝子塩基配列 を 解読す る こ と に よ

っ て ， 細菌の種類 を 特定 で き る よ う に な っ た 。

3 酵母 ・ 糸状菌
共生 し て い る 糸状菌 は 酵母 の 形状 を し て お り ， 一般 に

出芽で増 え る 。 光学顕微鏡で容易 に観察で き る 。 シ パ ン

ム シ類の酵母様共生微生物 を 除 い て 酵母 ( 糸状菌) は培

養 に成功 し て い な い。 そ こ で， 他の似た形態の 酵母 と 識

別 す る に は 抗体や PCR な ど を 利 用 す る 必要 が あ る 。 形

態だ け で判別 し や す い た め か， あ ま り 有用 な検 出 系 は 開

発 さ れて い な い。 組織切片 で共生酵母 を観察す る に は ，

多糖類の反応で あ る PAS 反応 を 用 い る と 観察 し や す い

(NODA， 1977) 。

4 微生物の培餐 と 分離

細胞内 に共生す る 微生物の ほ と ん ど が人工培地で は培

養で き な い。 こ れ は， 細胞 の 中 の 生活 に適応 し て い る た

め で， 培地中 に 何 ら か の 栄養成分が足 り な か っ た り ， 時

に は細胞内共生が進 ん で い る た め ， 自 活す る た め の遺伝

子 を 欠 い て い る 場合 も あ る か も し れ な い。 寒天培地上で

培養で き る も の は極 め て 少 な し 細胞培養 用 の 培地 に 血

清 を 添加 し た も の を 用 い れ ば し ば ら く は維持で き る 。 ま

た ， ウ ォ ルパ キ ア の よ う な微生物 は細胞 内 で維持 さ れ る

の で (O'NEILL et al . ，  1997) ， 培養細胞 を 用 い て 共生微生

物 を 培養す る こ と も 考 え ら れ る 。

5 共生微生物の除去

微生物の分離や培養の よ う に 微生物だ け を取 り 出 す の
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で は な く ， 逆 に 虫 か ら 微生物 を取 り 去 っ た と き に ど の よ
う な変化が起 こ る か を 見 る こ と に よ っ て ， そ の微生物の
役割や両者の相互関係 を 調 べ る こ と も 行わ れ る 。 よ く 行

わ れ る の は， 抗生物質 を宿主生物 に 与 え て ， 微生物 を死
滅 さ せ る 方 法 で あ る 。 ア ブ ラ ム シ で は， そ の 共生細菌
(Buchnera) を リ フ ァ ン ピ シ ン で殺 し て， 共生微生物 を

除去 し た (aposymbiotic と 呼 ばれ る ) ア プ ラ ム シ を 作
る と 発育 不 良 に な る (I51 1 IKAWA and YAi\IAJI， 1 985) 。 ま

た， 節足動物 に 広 く 感染 し て い る ウ ォ ルパ キ ア は， テ ト
ラ サ イ ク リ ン や リ フ ァ ン ピ シ ン で除去で き る 。

そ の ほ か に ， 高 温 (300C以上) で飼育 す る こ と に よ
り ， 微生物 を 死滅 さ せ る こ と も 行わ れ る (OIlTi\KA and 
151 1 1KA\\"A， 1 99 1 ) 。 ウ ン カ 類の酵母様共生微生物 は高温処

理 に よ り 数が減少 し， 宿 主 ウ ン カ の 発育 に 影響 が 出 る
( NODA， 1 979) 。 ウ ォ ルパ キ ア感染 に よ っ て 雌ばか り で増

殖す る 単為生殖系統 と な っ て い る 卵寄生蜂 を 高温で処理
す る と ， ウ ォ /レパ キ ア が死滅 し て雄が出現す る よ う に な
る 。

6 微生物の感染 と 伝搬

共生微生物に感染 し て い な い 昆 虫 に 感染 さ せ る に は，
消化管内 の微生物 は 径 口 的に 取 り 込 ま せ る こ と が で き る
が， 体内 に共生す る も の は注射に よ っ て 感染 さ せ る 。 感
染源 と し て の共生微生物の調製や注射手法の確立 (特に
小型昆虫 で は重要) が必要であ る 。 微生物 と 宿主生物 と
の特異性が関係 し て い て ， 簡単に接種

あ る 。 PCR は， 目 的 の 微 生物 の 検 出 や稜類の 推定， 微
生物の定量， 組織 内 分 布 の 調査 な ど に 用 い ら れ て い る
(図-1 ) 。 目 的の微生物だ け を検 出 し た い場合 は ， そ の微
生 物 の 特定 の逃伝子 (例 え ば， リ ボ ソ ー ム RN A 迫伝

子， ftsZ 遺伝子 な ど) の 特徴 的 な 配 列 部 分 を プ ラ イ マ
ー に し て PC R を 行 う ( 表 一 1 ) 。 定 量 PC R の 手 法
(LAlmlじl勺 1 997) を 用 い れ ば， 微生物 の 定量 が で き る 。
微生物の特定の迫伝子の主 を は か る こ と に よ り ， 微生物
の数の多少 を測定す る わ け で あ る 。

PCR で検出 ・ 診断 す る 際， ア ガ ロ ー ス ゲ ル な ど で電
気泳動 を し て ， 地l煽 さ れた DNA の バ ン ド を蛍光染色す
る の が一般 的 で あ る 。 PCR で判定 す る 場 合， ゲ jレ 上 で
DNA が認め ら れ る こ と と ， そ の DNA の サ イ ズ が推 定

どお り で あ る こ と が必要であ る 。 し か し， サ イ ズ は ほ ぽ

同 じ で も 別 の微生物の逃伝子が増幅 さ れて い る か も し れ
な い 。 そ の よ う な場合は， 増幅 さ れた DNA を 制 限酵素
で消化 し て ， 目 的の泣伝子の酵素分解のパ タ ー ン を確認
す る こ と が行わ れ る 。

2 遺伝子の系統解析

一般に共生微生物 は培養で き ず， そ の生理的特徴 を調
べ ら れな い の で， 微生物の種類 を特定す る こ と は， 極 め
て難 し い。 そ こ で， 迫伝子塩基配列 を 解読 し て ， 微生物
自 身 の 系統関係 を推定す る こ と が行わ れて い る 。 近縁な
生物同士の遺伝子配列 は似て お り ， 系統的 に 遠 く 離れた

で き な い場合 も 多 い。 E. coli R. montana Wolbachia in L. s 

既に述べた よ う に ， 共生微生物 は宿
主生物の体外 に 取 り 出 し て維持培養す
る こ と は難 し い の で， 宿主生物 を飼育
し て微生物を維持す る こ と に な る 。 共

生微生物の伝搬経路 を明 ら か に す る こ
と は， そ の微生物の特徴 を解明す る た
め だ り で は な く ， う ま く 微生物を飼育
個体群内 で維持す る た め に も 重要 で あ
る 。 ま た ， 野外で共生微生物の垂直伝
搬 ・ 水平伝搬が どの よ う に起 こ っ て い
る の か を 解明す る こ と も 重要 で， そ の
た め に は， 微生物 の 抗 体 を 使 っ た り
PCR を 利用 し た り す る こ と も 行わ れ
る 。

H 分子生物学的 な研究手法

1 PCR 

PCR ( ポ リ メ ラ ー ゼ ・ チ ェ イ ン ・
リ ア ク シ ョ ン) は非常 に 有用 な手法で

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9  M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

図 ー 1 特典的 な プ ラ イ マ ー を 用 い た PCR に よ る 微生物の検出

左 か ら 大腸菌 ( E. co!i) ， リ ケ ッ チ ア ( R. IJIOηtaJlα) ， ウ ォ ノレ パ キ ア ( ヒ

メ ト ビ感染 1Volbacllia) : M は 7 ー カ ー， 番号 は特定のii:l伝子 を地幅す る た

め に 用 い た プ ラ イ マ ー を 示 す 1 . ミ ト コ ン ド リ ア 1 2 S rONA， 2 真正細

菌 16 S rONA， 3 ・ l'L正細菌 23 S rONA， ，， : リ ケ ッ チ ア citrate synthase， 

5 : リ ケ ッ チ ア 1 7-I<Oa antigen， 6 : リ ケ ッ チ ア 1 90-1、Oa antigen， 7 : リ ケ

ッ チ ア 120-kOa antigen， 8 ウ ォ ノレ パ キ ア 1 6 S rONA， 9 ウ オ ノレ ノ マ キ ア

ftsZ. 
プ ラ イ マ 一番号 l では， 宿主の細胞が入 っ て い る リ ケ ッ チ ア と ウ オ ノレ パ キ

ア で増幅産物が見 ら れ ， 2 と 3 は す べ て の微生物で産物が見 ら れ る . 4�7 は

リ ケ ッ チ ア に だ けm闘が見 ら れ， 8 と 9 は ウ オ ノレ パ キ ア で附幅が見 ら れ る .
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表 - 1 共生微生物の検出 に 用 い ら れ る PCR 用 プ ラ イ マ ー の例

対象の遺伝子 と プ ラ イ マ ー配列

真核微生物 18 5 rDNA ほ ぽ全長

N5 1 GTA GTC ATA TGC TTG TCT C 

N5 8 TCC GCA GGT TCA CCT ACG GA 

原核微生物 16 5 rDNA ほ ぽ全長

fD 1 AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 

rP 2 ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT 

原核微生物 16 5 rDNA 一部

Ec 16 5 GCT T AA CAC A TG CAA G 

CCA TTG T AG CAC GTG T 
原核微生物 23 5 rRNA 一部

E氾 23 5 CCG AA T GGG GAA ACC C 

CCA CCT GTG TCG GTT T 

リ ケ ッ チ ア Citrate synthase 

増幅サ イ ズ (bp)

1 ， 771 

1 ， 498 

1 ， 198 

1 ， 508 

文献

W HITE et al. ( 1990) 

WEISBURG et al .  ( 1991 ) 

O'NEILL et al .  ( 1992) 

ROUSSET et al .  ( 1 992 b) 

RpC5. 877 p GGG GGC CTG CTC ACG GCG G 

RpC5. 1258 n ATT GCA AAA AGT ACA GTG AAC A 

ウ ォ ルパ キ ア 16 5 rRNA 

381 REGNERY et al .  ( 1991 ) 

99 F TTG TAG CCT GCT ATG GTA TAA CT 

994 R GAA T AG GT A TGA TTT TCA TGT 

ウ ォ ルパ キ ア ftsZ homologue 

ftsZ GT A TGC CGA TTG CAG AGC TTG 

GCC A TG AGT ATT CAC TTG GCT 

ウ ォ ルパ キ ア A グ ル ー プ ftsZ homologue 

ftsZAdf CTC AAG CAC T AG AAA AGT CG 

ftsZAdr TTA GCT CCT TCG CTT ACC TG 

ウ ォ ルパ キ ア B グル ー プ ftsZ homologue 

ftsZBf CCG ATG CTC AAG CGT T AG AG 

ftsZBr CCA CTT AAC TCT TTC GTT TG 

ウ ォ ルノ f キ ア groE 

groEf l TGT ATT AGA TGA TAA CGT GC 

groEr 1 CCA TTT GCA GAA ATT A TT GCA 

微生物同士では遺伝子の塩基配列 の 違 い が大 き い， と い

う 一般的な事実 に 基づい て ， 遺伝子系統樹 を作 り ， 微生

物の 系統関係 を 明 ら か に す る の で あ る 。

ま ず， 微生物 を 分離 す る か， 微生物が共生す る 組織 を

磨砕す る か， あ る い は 虫 全体 を つ ぶ し て ， PCR に か け

る 。 用 い る プ ラ イ マ ー は調べた い微生物の遺伝子 に 特異

的な も の を 用 い る と よ い が， 特異性が高 す ぎ る と ， 対象

と し た微生物 に し か用 い る こ と がで き な い。 微生物が複

数混 じ っ て い る 可能性が考 え ら れ る 場合 は ， PCR で増

幅 し た DNA を プ ラ ス ミ ド に ク ロ ー ニ ン グす る 。 ク ロ ー

ン は一つ の一つ の微生物遺伝子 に 由来す る の で， 複数の

ク ロ ー ン の DNA 塩基配列 を 解読 し て ， 何種類の微生物

がい る か を確か め る 。 塩基配列 を 決定す る 方法 に つ い て

は， こ こ で は省略す る 。

次 に ， 得 ら れた 塩基配列 か ら 微生物の種類 を推定す る

に は， 塩基配列 の相向性検索 を行 う 。 配列 の似て い る 微

生物 を探 し 出 す わ け で あ る 。 イ ン タ ー ネ ッ ト を 通 じ て 配

列 を DNA デー タ ベ ー ス に 送 り ， 検索結果 を 受 け 取 る 。

890 O'NEILL et al. ( 1992) 

769 HOLDEN et al. ( 1993) 

約 955 WERREN et al. ( 1995) 

約 955

約 800 MASUI et al. (1997) 

w w w  ( ワ ー ル ド ・ ワ イ プ ・ ウ ェ プ) に よ り ， ブ ラ ウ

ザ ( ネ ッ ト ス ケ ー プ ・ コ ミ ュ ニ ケ ー タ や イ ン タ ー ネ ッ

ト ・ エ ク ス プ ロ ー ラ な ど) を も ち い て 検索 で き る 。 相 向

性検索 ( ホ モ ロ ジ ー サ ー チ ) がで き る サ イ ト に は ， 農水

省の DNA Information and Stock Center (http :// 

www.dna.affrc.go.jp/) ， DDBJ (http ://www.ddbj .nig. 

ac.jp/) ， GenBank (http ://www.ncbi .nlm.nih.gov/) 

な ど が あ る 。 BLAST， FastA， MPSearch な ど の プ ロ

グ ラ ム に よ っ て ， 登録 さ れ て い る 配列 の 中 か ら 似た も の

を 選 び 出 す。 例 え ば， ウ ン カ 類 の 酵母様共生微生物 の

16 S リ ボ ソ ー ム RNA 遺伝子 を 用 い て 検 索 し た 場合，

子 の う 菌類の核菌類 に 属 す る 微生物が リ ス ト ア ッ プ さ

れ， 共生微生物 は核菌類の微生物 で あ ろ う と 推定 で き る

(本特集， 深津 を 参照) 。

さ ら に ， そ の 系統上の位置 を は っ き り さ せ る た め に ，

遺伝子系統樹 を描 く 。 こ こ で扱 う の は遺伝子の 系統樹で

あ り ， 微生物 そ の も の の 系統樹で は な い。 し か し ， リ ボ

ソ ー ム RNA 遺伝子 な ど を も ち い た 系統樹 は ， 生物 の 系
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統関係 を よ く 反映 し て い る と さ れて い る 。 ま ず， デー タ

ペ ー ス か ら 比較 し た い微生物の配列 を取 り 出 す 。 そ の配

列 の う ち 必 要 な 部分 ( 自 分 の 比較 す る 遺伝子 と 同 じ 部

分) を 選 ぴ， そ の配列 を並べ る 。 こ の操作 は 大切で， そ

の 並 び方 に よ っ て は あ と の計算 に 影響が出 て く る 。 筆者

ら は， CLUSTAL W ま た は CLUSTAL X を使 っ て い

る (ftp.bio.indiana.edu， ftp.bchs.uh.edu， ftp.ebi.ac.uk 

ま た は http ://www-igbmc.u-strasbg.fr/Biolnfo/Clus­

talX/Top.htmJ) 。 解 析 用 の ソ フ ト ウ エ ア と し て は，

PHYLIP (http ://evolution.genetics.washington.edu/ 

phylip.htmJ) や PAUP が よ く 使わ れ る 。

3 形態観察 と in situ hybridization 
微生物の識別や同定 は， 上記の よ う に遺伝子 を 見 る こ

と に よ っ て 容易 に な っ て き た が， PCR で培幅 す る と ，

目 的の微生物の遺伝子だ け で な く ， ほ か の微生物の も の

ま で増幅 さ れて く る こ と が あ る 。 そ こ で， 組織切片上で

そ の遺伝子が ど の微生物の も の か を判定す る 手段が必要

と な る 。 そ の た め ， in situ hybridization ( イ ン ・ サ イ

チ ュ ・ ハ イ プ リ ダイ ゼ イ シ ョ ン ) と 呼ばれ る 手法 を 用 い

る 。

細菌の検出 に は， 目 的 の 遺伝子 (普通 は リ ボ ソ ー ム

RNA) に 対 し て く っ つ く (相補的 な 配列 に ハ イ プ リ ダ

イ ズ さ せ る ) 20 塩基 く ら い の プ ロ ー プ と 呼 ばれ る 遺伝

子 に ラ ベル を し て お く 。 蛍光色素で直接 そ の 蛍光 を判定

す る 場合や， 酵素 を 用 い て 基質 を 分解 し て 不溶性の物質

を 沈 着 さ せ る こ と に よ っ て 見 る 場 合 な ど が あ る 。

(FUKATSU et al . ，  1998) 。 細菌が虫 の体の な か で散在 し て

い る と き は， 一つ一つ の微生物 に対す る 反応が十分でな

い場合 も あ る 。

そ の ほ か に ， in situ PCR と い う 方 法 が あ る 。 こ れ

は， ス ラ イ ド グ ラ ス の 上 に 張 り つ け た 組織切 片 上 で

PCR を 行 い ， 微生物 の ゲ ノ ム 遺伝子 を 増幅 し て ， そ の

遺伝子 を検出 す る 方法であ る 。 ウ イ ル ス で使われて い る

が， 共生微生物で は ま だ報告 は な い。

お わ り に

共生微生物 と 病原微生物 と の違 い を 明 ら か に す る こ と

や， 共生微生物の起源の解明 な ど， 多 く の課題が あ る 。

ま た ， 共生 に特異的な遺伝子や そ の産物の解明， ウ ォ ル

パ キ ア が宿主生物の生殖 に 関係 す る 機構 な ど も 重要 な テ

ー マ で あ る 。 こ れ ま で， 多 く の細胞内共生微生物が見つ

か っ て き て い る が， 今後特定 の微生物 に絞 り 込 ん で よ り

深 く 追求 す る 姿勢 も 必要 で あ ろ う 。 既 に ， 10 種類以上

の微生物で全ゲ ノ ム の解読が行わ れ て お り ， 共生微生物

で も ゲ ノ ム の研究がス タ ー ト し て い る (本特集， 石川参

照) 。 こ れか ら は， こ こ で紹介 し た 以外 の 手 法 や 考 え 方

が， む し ろ 研究 を 発展 さ せ る 原動力 と な る こ と も 期待 さ

れ る の で， 識者の ご批判 を賜 り た い。
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