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研究成果の概要（和文）：共生の初期進化過程にあると考えられる細胞内共生スピロヘータ細菌を有するシロア
リ腸内のセルロース分解性原生生物において、細胞内共生細菌のシングルセルゲノム解析を行い、原生生物１細
胞内の共生細菌のゲノム配列は相同性がきわめて高いことを明らかにした。また、細胞内共生スピロヘータ細菌
とその宿主原生生物とシロアリの分子系統を比較解析して、３者間の共種分化関係を明らかにしたが、複数種の
原生生物が１種のシロアリ腸内に生息する場合、比較的高頻度の細胞内共生細菌の交換があったと推定された。

研究成果の概要（英文）：Single-cell genome analyses of endosymbiotic spirochete bacteria of a 
termite-gut cellulolytic protist species, which are considered to be in an initial stage of the 
endosymbiosis, revealed a high-level genome sequence similarity within a single protist cell. 
Cospeciating relationships among the protists, their spirochete endosymbionts, and their host 
termites were inferred, but frequent host switches of the endosymbionts have been likely occurred 
during the evolution in the case that multiple protist species are present in the same gut 
community.
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞内共生は、単細胞の原生生物のみならず、
昆虫などの多細胞生物にも広く見られ、生物
の適応や生存に重要な役割を果たしている。
細胞内の共生細菌は、適応進化の結果、ゲノ
ムの縮小化が普遍的に認められる。これは、
細胞内という環境のみで生育するための遺
伝子セットを残し、それ以外の不要な遺伝子
が排除された結果と考えられる。また、細胞
内共生細菌は、世代を超えて受け継がれてい
く過程で、ボトルネック効果により淘汰され
て、遺伝的にほぼ均一の集団となって宿主と
共種分化していることが多い。 
 
最近、シロアリ腸内のセルロース分解性の原
生生物の細胞内に共生するTreponema属のス
ピロヘータ細菌を見いだし、腸内での共生に
重要な炭素と窒素の代謝の二重の機能を果
たしていることを明らかにした（引用文献）。
興味深いことに、細胞内共生スピロヘータ細
菌のゲノムは、サイズが大きく縮小化が進ん
ではいないが、遺伝子の機能カテゴリー分類
のパターンには別種の原生生物の細胞内共
生細菌の縮小化したゲノムとの類似性が認
められ、細胞内共生が成立したばかりの初期
の段階にあり、ゲノムをダイナミックに適
応・進化させている過程にあると推定した。
このような、機能面で大変重要であるが、共
生の初期進化過程にある細胞内共生の例は
めずらしく、細胞内共生の成立と進化過程を
知る大変興味深いユニークな題材と考えら
れた。 
 
この研究を行なった原生生物種と近縁な原
生生物種が別種のシロアリにも生息してお
り、細胞内共生細菌も近縁な系統であること
も見出していた。複数の系統種の原生生物で
細胞内共生細菌のゲノムを比較解析するこ
とができれば、細胞内共生における共生細菌
のゲノム動態と種分化の関係を理解するこ
とにつながると考えられた。 
 
自然環境中の微生物は、異種の微生物が複雑
な群集を構成しており、多くは難培養なもの
である。群集を丸ごと扱うメタゲノム解析は
盛んに行われているが、一般には群集を構成
する個々の微生物のゲノム情報を得ること
は困難である。しかし、シングルセルでのゲ
ノム情報解析技術の進展もあり、この細胞内
共生スピロヘータ細菌をはじめとして、複数
のシロアリ腸内共生細菌について培養を介
することなく、シングルセルゲノム解析で機
能を解明する成果を挙げられるようになっ
てきた。このようなシングルセルゲノム解析
により、原生生物１細胞内の共生細菌のゲノ
ム多様性も解析できると期待された。 
 
２．研究の目的 
 

(1) このユニークで他に例の少ない成立初
期の過程にある細胞内共生スピロヘータ細
菌について、原生生物１細胞内での共生細菌、
および、複数種のシロアリとそれらの腸内に
生息する複数種の原生生物の細胞内共生細
菌を題材として、シングルセルゲノム解析に
よりゲノムの多様性を調べることで、細胞内
共生成立の初期段階のゲノム進化の理解に
大きなインパクトをもたらす知見が得られ
ると期待される。 
 
(2) また、細胞内共生スピロヘータ細菌を有
する近縁の複数の原生生物について、原生生
物と細胞内共生細菌、および、それらの宿主
シロアリの系統を比較解析して、３者が共種
分化したものであるかを検討する。１種のシ
ロアリに細胞内共生スピロヘータ細菌を有
する原生生物が１種の場合と、腸内に複数種
生息する場合を比較して、細胞内共生細菌の
種分化について考察する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 細胞内共生スピロヘータ細菌を有する
原生生物の１細胞をマイクロマニピュレー
タ装置によって分取して、セルソータ装置を
用いて細胞内共生細菌をシングルセルに分
離・分取した。分取した共生細菌の１細胞を
用いて全ゲノム増幅後に、次世代シーケンサ
ーによりゲノム概要配列情報を決定し、アセ
ンブルと遺伝子機能を推定した。ゲノム概要
配列は、細菌ゲノムに共通に見られる百数十
の遺伝子の有無からゲノム完全率を算出し
て評価した。決定したゲノム配列情報は、複
数のシングルセルサンプル間で相同性等の
比較を行った。 
 
(2) 複数種のシロアリにおいて、細胞内共生
スピロヘータ細菌を有する原生生物をマイ
クロマニピュレータ装置によって1細胞に分
取した。分取した共生細菌を含む原生生物１
細胞から全ゲノム増幅し、原生生物と細胞内
共生細菌の rRNA 遺伝子を、細胞内共生細菌
では gyrB 遺伝子も、それぞれ PCR 増幅して
クローニング後、それぞれの配列を決定した。
宿主シロアリもミトコンドリア遺伝子を PCR
増幅して配列を決定し、シロアリ、原生生物、
細胞内共生細菌の３者で分子系統解析を行
って、３者間での系統関係の比較を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) オオシロアリ腸内には、３または４種
の Eucomonympha属原生生物が生息しており、
それぞれ細胞内共生スピロヘータ細菌を有
していた。細胞内共生細菌の原生生物１細胞
内、および、原生生物細胞間でのゲノムの多
様性を解析するため、原生生物の１細胞内の
複数の共生細菌のゲノム概要配列の解読を
行った。分取した１細胞の原生生物から、セ



ルソータ装置を用いて細胞内共生細菌をシ
ングルセルに分離・分取することに成功し、
４から 12 の細胞内共生細菌のシングルセル
ゲノム解析を実施した。ゲノム完全率を算出
すると１割強から７割程度までと、共生細菌
サンプルによって相当に解読精度が異なり、
単純な比較は困難であったが、単一原生生物
細胞由来の共生細菌では極めて相同性が高
い遺伝子配列が得られた。比較的ゲノム完全
率の高い同一原生生物細胞由来のゲノム配
列情報を合わせてアセンブルすると、９割程
度までのゲノム完全率が得られ、ゲノムの均
一性が確認された。一方で、原生生物細胞間
では、単一原生生物細胞内のものに比べ相同
性は低くなっていた。 
 
(2) 細胞内共生スピロヘータ細菌の種分化
を考察するため、オオシロアリ腸内の３種の
Eucomonympha 属 原 生 生 物 、 お よ び 、
Reticulitermes 属のシロアリ５種のシロア
リ腸内から細胞内共生スピロヘータ細菌を
有する Teranympha 属の原生生物を１細胞に
分離・分取して、原生生物と共生細菌の遺伝
子配列を決定して分子系統学的に解析した。
１細胞の原生生物からは、調べた範囲内では
ほぼ同一の共生細菌の遺伝子配列が得られ、
原生生物１細胞に共生するスピロヘータ細
菌がきわめて均一な系統からなる集団であ
ることを確認した。これらスピロヘータ細菌
が、Teranympha 属原生生物の細胞内に特異的
に共生していることも蛍光 in situ 
hybridization によって確認した。１細胞か
らの解析にもかかわらず、原生生物の遺伝子
配列は２つの異なる遺伝子配列が取得され
たが、転写産物の解析からは片方の遺伝子配
列のみが検出され、片方のみが機能している
と考えられた。 
 
シロアリ、原生生物、細胞内共生細菌のそれ
ぞれで、分子系統解析を行って比較した結果、
各シロアリ腸内に１種のみが生息するとさ
れている Teranympha 属原生生物の系統関係
は、宿主シロアリの系統、および、細胞内共
生細菌の系統関係と有意に一致しており、３
者が共種分化してきたものであることが強
く示唆された（図参照）。Eucomonympha 属原
生生物の細胞内共生細菌は、’Treponema 
intracellularis’と暫定名が付けられてい
たが（引用文献）、Teranympha 属原生生物の
細胞内共生細菌は、これとは異なる種とし
て、’Treponema teratonymphae’と暫定の
学名を提唱した。一方で、Eucomonympha 属原
生生物の系統と細胞内共生細菌の系統は必
ずしも一致せず（図参照）、同一シロアリ種
の腸内に複数種の原生生物が共存すること
から、共生細菌の交換が比較的高頻度に生じ
て き た も の と 考 え ら れ た 。 ’T. 
teratonymphae’についてもシングルセルゲ
ノム解析を実施して、Eucomonympha 属原生生
物の細胞内共生細菌と同様に、水素と二酸化

炭素からの還元的酢酸生成、および、窒素固
定の機能が推定され、腸内で炭素と窒素の代
謝の二重の重要な共生機能を果たしている
と推定された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図上、５種の Reticulitermes 属のシロアリ
の系統関係（左）とそれらの腸内の
Teranympha 属原生生物の系統関係を比較し
た模式図。両者の系統関係は概ね一致してお
り、共種分化してきたものと考えられる。 
図下、左は５種の Reticulitermes 属のシロ
アリ腸内の Teranympha 属原生生物とオオシ
ロアリ腸内の Eucomonympha 属原生生物の系
統関係（左）、および、それらの細胞内共生
スピロヘータ細菌の系統関係（右）を模式的
に示したもの。Eucomonympha 属の原生生物は、
(Hs2EA-b, Hs1EA-a, Hs2EA-a) と (Hs1EB-c, 
Hs3EB-a)と(Hs2EC-c, Hs3EC-c)の３種の系統
に分けられるが、それらの細胞内共生細菌の
系統は原生生物の系統と一致しない場合が
認められる。 
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