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研究成果の概要（和文）：本研究ではタカサゴシロアリの後腸内に分布する木質付着細菌叢そのものを抗原とし
て、表層タンパク質に対するモノクローナル抗体作製を試み、後腸の木質分解に関わる主要な細菌の同定に挑戦
した。抗体作製の結果、15種類のモノクローナル抗体を得た。本種の後腸内細菌のメタトランンスクリプトーム
において特に発現量の多かったキシラナーゼに対してモノクローナル抗体のスクリーニングを実施したところ、
交差活性を示す抗体が見つかった。蛍光顕微鏡と共焦点レーザー顕微鏡による観察の結果、この抗体は一部のら
せん型形態をした細菌を認識していた。これらの抗体は今後のシロアリ共生系研究の中で貴重な財産となり得る
ものである。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to identify bacteria that produce major 
lignocellulolytic enzymes in the hindgut of higher termites, with the aid of production of 
monoclonal antibodies against proteins on the surface of bacterial community associated with wood 
particles using the wood-feeding termite, Nasutitermes takasagoensis. We successfully obtained 15 
different monoclonal antibodies, while the screening against the predominantly expressed xylanase in
 the wood fiber-associated bacterial community identified one monoclonal antibody cross-reacting the
 xylanase. Indirect fluorescence microscopy using epifluorescence and confocal laser-scanning 
microscopes indicated that this antibody recognized the entire cell surface of some helical bacteria
 associated with the wood-fibers in the hindgut. These antibodies are among valuable property for 
future studies on bacterial symbiosis in termites.

研究分野：昆虫科学
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１．研究開始当初の背景 
シロアリ類は熱帯・亜熱帯域を中心に分布し、
世界規模では年間 30-70億トンのリグノセル
ロース（木質主成分であるセルロース・ヘミ
セルロース・リグニン複合体）を分解してい
ると推計されている（Breznak and Brune, 
1994. Annu. Rev. Entomol. 39, 453-487）。シ
ロアリによる木質分解には、腸内に共生する
微生物が重要な働きを担っている。近年、シ
ロアリの消化管に共生する細菌のメタゲノ
ム解析により、多様な木質分解酵素遺伝子の
存在が明らかになった（Warnecke et al., 
2007. Nature 450, 560-565; He et al., 2013. 
PLoS One 8, e61126; Paulsen et al., 2014. 
PNAS 111, 14500-14505）ものの、この中で
中心的な役割を果たす酵素は未だに明らか
になっていない。これは、シロアリの腸内に
は 1000を超える細菌の phylotypesが存在し
ており、単純なメタゲノム解析からは結果と
して断片的な木質分解酵素の情報が取得で
きているにすぎないからである。さらに、シ
ロアリ共生細菌の持つ木質分解酵素は細胞
表層でセルロソーム様の構造体を作って機
能していると推測されるが（Tokuda and 
Watanabe, 2007. Biol. Lett. 3, 336-339）、セ
ルローム結合タンパク質に相同な配列を含
む遺伝子は食材性シロアリのメタゲノムデ
ータ内に見つかっていない。私たちは近年、
タカサゴシロアリを用い、腸内から木片に付
着した共生細菌だけを分離する方法を報告
した（Mikaelyan et al., 2014. Environ. 
Microbiol. 16, 2711-2722）。現在、私たちの
研究室ではこれら木片付着細菌叢のメタゲ
ノム解析を開始しており（発酵研究所助成）、
さらにその中から木質分解に中心的機能を
果たす分子を新たに同定する方法の開発が
急務となっている。 
 これまでに、ゾウリムシの核内共生系に関
する研究では、近年まで宿主や核内共生細菌
の包括的遺伝子解析が行われてこなかった
にも関わらず、モノクローナル抗体を利用す
ることで共生に関わる多様な分子情報が明
らかにされている（Fujishima, 2009. In 
“ Endosymbionts in Paramecium ” 
Microbiol. Monogr. 12, 201-225. Springer）。
モノクローナル抗体の作成には、精製した抗
原だけでなく、抗原の局在性が明らかであれ
ば、細胞、組織、または、それらのホモジネ
ートをマウスの腹腔に注射し、目的の抗原に
対する抗体を産生するハイブリドーマ細胞
を間接蛍光抗体法と限界希釈法で選択する
ことが可能である。 
 シロアリ類の木材消化生理に関する研究
分野では、モノクローナル抗体を利用して重
要な生体機能を担う分子を解析した研究は
皆無である。そればかりではなく、このよう
な研究手法は昆虫研究分野全体を見回して
もほとんど例がなく、そのような研究計画は
ポストゲノム時代に向けて極めて斬新な方
法論を提案することになるかもしれない。モ

ノクローナル抗体を用いることで、ゲノム解
析やトランスクリプトーム研究によっても
たらされる機能未知の遺伝子に対するアノ
テーションの付与や機能未知分子の研究を
どのように行うかという難題に対して新た
な方法論を展開していくことが強く期待さ
れる。微生物細胞そのものを抗原としてモノ
クローナル抗体作製を試みることで、目的の
抗体以外にも、腸内細菌表層に露出した様々
な分子に対する抗体なども取得できること
が期待される。また、同時に、感作後の脾臓
摘出マウスを用いて、ポリクローナル抗体も
得られる。これらの抗体については本研究で
は深く取り上げないものの、スクリーニング
結果をデータベース化し得られた抗体と共
に保管しておくことで、今後のシロアリ共生
系研究の中で貴重な財産となり得るもので
ある。また、本研究では腸内細菌表層のセル
ロース分解酵素複合体形成に関与する分子
の探索を計画しており、このような構造や酵
素に関する抗体や対応する分子情報はバイ
オエタノールやバイオリファイナリー実現
に向けた効率的な酵素複合体の研究や、将来
的に雑多な廃棄物等から木質系バイオマス
のみを選別するためのデバイスの開発にも
役立つ可能性が有り、本研究は学術的価値の
みならず極めて高い応用的価値を持つと考
えられる。 
 
２．研究の目的 
近年のシロアリ類の消化共生に関する研
究では、メタゲノミクスやメタトラススクリ
プトミクスに代表される包括的遺伝子解析
が盛んに行われている（Watanabe and 
Tokuda, 2010. Annu. Rev. Entomol. 55, 
609-632; Hongoh, 2011. Cell. Mol. Life Sci. 
68, 1311-1325; Ni and Tokuda, 2013; 
Paulsen et al., 2014）。そのような研究は、
これまで知られていなかった生体機能の一
端を解き明かし、各種酵素遺伝子などの有用
な生物資源情報の蓄積に役立っている。しか
し、包括的であるがゆえに、その中には木質
分解に対して本質的に機能しているわけで
はない遺伝子情報も数多く含まれる。したが
って、それらの中から中心的な機能を果たす
遺伝子群を洗い出すことは、応用的視点から
も極めて重要なステップである。ところが、
シロアリの腸内共生細菌は種数が多い上に、
培養が困難であり、標的とする未知遺伝子の
ノックアウトや発現抑制などによって、それ
に伴う現象を追跡することはほぼ不可能で
ある。このような中、本研究は顕微鏡観察で
得られる情報を解析の最初の足がかりとし
て本質的な生体機能を担う分子に迫ろうと
することを当初の目的とした。 
前述の目的を達成するため、本研究では木
質付着細菌叢そのものを抗原として、その各
種表層タンパク質に対するモノクローナル
抗体作製を試み、メタゲノム結果を参照しな
がら細菌表層に露出した木質分解酵素類の



同定を試みた。 
  
３．研究の方法 
（１）シロアリ 
西表島に分布するタカサゴシロアリ
（Nasutitermes takasagoensis）を研究材料
として用いた。研究には全て働きアリを用い
た。 
 
（２）モノクローナル抗体の作製 
これまでに私たちはドイツ・Max Planck 研究
所のBrune教授と共に密度勾配遠心による木
片付着細菌のみの分離方法を確立している
（Mikaelyan et al. 2014）。そこで本研究で
は腸内細菌全体ではなく、本手法によって分
離された木質付着細菌叢のみを抗原として
用い、細菌表層を認識するモノクローナル抗
体作製を試みた。 
抗原接種後、免疫したマウスから感作後の
脾臓を摘出し、ハイブリドーマ用培地（GIT
培地）に移した。摘出した脾臓の脾臓細胞を
調整し、ＮＳ１マウスミエローマ細胞と細胞
融合してハイブリドーマを作製した。調整し
た細胞を 96 穴マイクロプレートに捲き、CO2
インキュベーター中でHAT培地により選択培
養した。上清を間接蛍光抗体法でアッセイし、
陽性穴の細胞を限界希釈して培養し、表層抗
原を認識する抗体を産生するハイブリドー
マのクローニングを行った。得られたクロー
ンの培養上清を一次抗体として用いた。また、
大量培養後のハイブリドーマはディープフ
リーザー内で凍結保存した。  
 
（３）抗体のスクリーニング 
得られた抗体に対する間接蛍光抗体法に
よるスクリーニングは、次のように実施した。
間接蛍光抗体法では、木片付着細菌をカバー
ガラス上で風乾または 4%パラフォルムアル
デヒド固定液に浮遊させて固定し、PBS で洗
浄後、蛍光標識した二次抗体で処理し、再度
洗浄後に蛍光顕微鏡で観察した。固定しない
細胞を観察することで、抗原決定基の細胞表
層外への露出の有無を判定した。また、モノ
クローナル抗体の作製と並行して実施した
タカサゴシロアリの腸内バクテリアが生産
するトランスクリプトームデータについて、
解析を実施したところ、腸内バクテリアは主
にキシラナーゼを発現していることが示唆
されたため、後腸内バクテリアが主要に生産
するキシラナーゼの発現ベクターを構築し、
大腸菌によるキシラナーゼの異種発現を行
った。これを抗原として、現在キシラナーゼ
と反応するモノクローナル抗体のスクリー
ニングを実施した。 
 
（４）主要キシラナーゼ認識抗体のタンパク
質認識部位とキシラナーゼ生産バクテリア
の観察 
大腸菌を用いて主要キシラナーゼの各領
域を発現させ、得られたタンパク質との交差

活性をウエスタンブロッティングにより調
べた。また、腸内容物を蛍光顕微鏡に加え、
共焦点レーザー顕微鏡により観察した。 
 
４．研究成果 
（１）西表島に分布するタカサゴシロアリの
後腸より解剖によって腸内容物を解剖し、こ
れらをMikaelyan et al. (2014)の方法に従っ
てPercoll密度勾配遠心にかけることによっ
て木片付着バクテリアを精製した。得られた
木片付着バクテリアを抗原として、連携研究
者である山口大学理学部の藤島教授の指導
の下、バクテリア細胞表層を認識するモノク
ローナル抗体の作製を実施した。まず、精製
した抗原をマウス 3 個体に免疫した。隔週 3
回の免疫ののち、マウスより脾臓を摘出し、
ミエローマ細胞との細胞融合を行った。これ
を 96 穴プレートに播き、HAT 培地を用いてハ
イブリドーマを培養した。この培養上清を用
いて間接蛍光抗体法により、木片付着バクテ
リアを認識する１次抗体のスクリーニング
を行った。その後、目的抗体を産生するハイ
ブリドーマを限界希釈し、さらに細胞培養を
行った。シングルコロニーの培養上清に 
目的の抗体が確認できるまでスクリーニン
グを行った結果、バクテリア細胞表層を認識
するモノクローナル抗体を産生するハイブ
リドーマを１５種類得ることができた。これ
らを大量培養した後、上清と細胞を液体窒素
で凍結し、極低温フリーザーに保管した。 
 
（２）モノクローナル抗体の作製と並行して
実施したタカサゴシロアリの腸内バクテリ
アが生産するトランスクリプトームデータ
について、解析を実施した。その結果、腸内
バクテリアは主にキシラナーゼを発現して
いることが示唆されたため、タカサゴシロア
リの消化管における酵素活性測定を実施し
た。セルラーゼ及びキシラナーゼの間で酵素
活性の比較を行ったところ、タカサゴシロア
リの後腸内ではキシラナーゼの方が明らか
にセルラーゼよりも高い活性を示した。 
 以上の結果より、これまでに作製したモノ
クローナル抗体の中からキシラナーゼを認
識する抗体をスクリーニングすることで、キ
シラナーゼを生産するバクテリアの種類と
分解酵素作用機序の解明に繋がることが期
待された。そこで、後腸内バクテリアが主要
に生産するキシラナーゼの発現ベクターを
構築し、大腸菌によるキシラナーゼの異種発
現を行った。これを抗原として、キシラナー
ゼと反応するモノクローナル抗体のスクリ
ーニングを実施したところ、1 種類の抗体が
大腸菌による異種発現キシラナーゼと明ら
かな交差反応を示した。 
 
（３）次に大腸菌でキシラナーゼの各領域を
発現させ、得られたタンパク質との交差活性
を調べた結果、このモノクローナル抗体は主
要キシラナーゼの糖結合領域を特異的に認



識することが示唆された。間接蛍光抗体法に
よって腸内容物を観察した結果、主要キシラ
ナーゼはスピロヘータ様の構造をしたらせ
ん型バクテリアの一部に由来することが明
らかとなった。さらに共焦点レーザー顕微鏡
による観察の結果、当初の想定通り、これら
のバクテリアは自由生活よりも木片に付着
して分布する傾向があることが明らかとな
った。別途実施したメタゲノム解析は、本キ
シラナーゼがスピロヘータに由来すること
を示唆しており、モノクローナル抗体を用い
た研究結果とも矛盾しない。これまでスピロ
ヘータがヘミセルロース分解に関与するこ
とはほとんど認識されておらず、このことは
本研究における特筆すべき発見であると言
える（投稿準備中）。本成果により、今後、
高等シロアリの後腸における木質分解系の
研究を進める上で重要なツールとなり得る
抗体を得ることができた。他の抗体が認識す
る抗原についても現在解析中であり、これら
の抗体は今後のシロアリ共生系研究の中で
貴重な財産となり得るものである。 
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