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研究成果の概要（和文）：本研究の成果は、Mortierella属菌の菌糸細胞に内生するBurkholderiaceae科細菌
（BRE）を分離培養し、そのゲノム解析から宿主糸状菌における内生細菌の相互作用・機能との関係を解明した
ことである。内生細菌を保有するM. parvispora E1425株から新たにMycoavidus属B2-EB株を分離培養することに
成功し、B2-EB株の全ゲノムを解読した。他のBREとの比較ゲノム解析から、B2-EB株は、分離培養可能な
Mycoavidus属細菌の中で最小のゲノムサイズをもつ新種と同定し、宿主糸状菌内での内生維持に必要な特異的機
能が残されていると推察された。

研究成果の概要（英文）：Endofungal symbiotic bacteria are well characterized in the family 
Burkholderiaceae in class Betaproteobacteria, and these frequently occur in the fungal genus 
Mortierella, which is one of the largest genera in the phylum Mucoromycota. A culturable 
Burkholderiaceae-related endobacterium (BRE), Mycoavidus sp. B2-EB, present in the fungal host M. 
parvispora E1425, was obtained successfully in this study. Its complete genomic sequence was newly 
determined, and the results indicated genomic reduction occurring in the genome of B2-EB (1.88 Mb). 
Comparing with other known Mycoavidus and BRE genomes, the strain B2-EB genome was characterized by 
the loss of genes involved in signal transduction, transcription, energy production, and conversion,
 as well as carbohydrate and amino acid metabolism. This work allowed us to understand the genome 
evolution of the BRE, revealing that the strain B2-EB genome represents the smallest genome among 
cultured endofungal bacteria.

研究分野：土壌微生物生態
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研究成果の学術的意義や社会的意義
土壌糸状菌Mortierella属の菌糸細胞に内生するMycoavidus属細菌を共生系の新奇研究モデルとし，本研究で新
たに分離培養に成功したMycoavidus属の新種内生細菌のゲノム解読と既知のBREとの比較ゲノム解析から，糸状
菌－内生細菌の共生関係，特に共生微生物間の相互作用と機能との関係を解明した。微生物間共生現象の研究か
ら、自然界での微生物の生態の実態がより深く理解され、微生物の生理生態的特徴の一つの物質循環の理解の深
化や微生物間相互作用の応用技術へのさらなる開発が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



1．研究開始当初の背景 

真核生物に細胞内共生する細菌は、自由生活型の近縁な細菌と比較すると縮小したゲノムを保有する

ことが知られている。しかし、そのゲノム縮小化のメカニズムについては未解明な部分が多い。先行研究

において、畑地から分離した土壌糸状菌 Mortierella elongata の菌糸細胞に Betaproteobacteria 綱

Burkholderiaceae科に属する細菌が内生することが明らかとなり、その内生細菌のドラフトゲノム情報か

らシステイン輸送系が欠失していることを見出した。この結果に基づき、システイン含有の BCYEα寒天

培地を用いることで新属・新種の内生細菌Mycoavidus cysteinexigens B1-EBT株を分離培養することに成功

した。そこで、糸状菌－内生細菌の共生関係、特に共生微生物間の相互作用を明らかにするため、分離培

養したM. cysteinexigens B1-EBT株の全ゲノムを解読（2.79M bp）し、植物病原性菌類 Rhizopus microsporus 

に内生する Paraburkholderia（現在は Mycetohabitans と名付けられた）rhizoxinica HKI454T株のゲノム配

列（3.75M bp）とアメリカの森林土壌から分離されたMortierella属菌の内生細菌 AG77（未分離）のゲノ

ム配列（2.63M bp）との比較ゲノム解析により、M. cysteinexigens株におけるゲノム改変の可能性が示唆

された。 

このように土壌に生息する糸状菌に Burkholderiaceae 科に属する内生細菌（Burkholderiaceae-related 

endobacteria, BRE）が報告され、本研究チームでは、これまでに計 305のMortierella 属菌株を分離し，そ

のうち 66菌株に Burkholderiaceae 科に属する内生細菌を検出し、カルチャーコレクションを作製した。

内生細菌を保有するM. elongata 以外のMortierella 属糸状菌における内生細菌の分布とその多様性を 16S 

rRNA遺伝子領域に基づく分子系統で解析した結果、内生細菌は Glomeribacter-Mycoavidusクレードに位

置し、3つのサブクレードを形成することが明らかになった。これまでに確立した手法を用いて、糸状菌

M. parvispora 株から B1-EBT株と系統的に異なる内生細菌 Mycoavidus 株の分離に成功し、生理生態的に

特徴付けるための遺伝子同定解析を進めた。 

 

2．研究の目的 

本研究では、Mortierella 属に内

生する Mycoavidus 属細菌を研究

モデルとし、新たに分離培養に成

功した Mycoavidus 属の新種内生

細菌のゲノム解読と比較ゲノム

解析から、糸状菌－内生細菌の共

生関係、特に共生微生物間の相

互作用とその機能を解明するこ

とを目的とした。 

 

3．研究の方法 

BRE group Aの B1-EBT株とは異なるクラスターに位置するM. parvispora E1425株（Fig. 1）の菌糸体か

ら内生細菌画分を調製し、BCYEα寒天培地で培養することにより、Mycoavidus属細菌の新種と考えられ

Fig. 1. Microscopic observations of BRE dwelling in the hyphae of M. 
parvispora E1425. (A) fluorescent microscopic observation of endobacteria 
within hyphae stained by a LIVE/DEAD™ BacLight™ bacterial viability kit, 
and (B) transmission electron microscopic observation of endobacteria within 
rapid-freezing and freeze-substituted hyphae. Abbreviation: FH, fungal 
hyphae; EB, endobacterium-like structures; L, lipid bodies; V, vacuoles; M, 
mitochondria.  



る B2-EB 株の分離培養に成功した。こ

の B2-EB株から DNAを抽出し、Pacbio 

RS II と HiSeq2500 でシーケンスを行

い、SPAdes を用いたハイブリッド・ア

センブリ解析により全ゲノムを解読し

た。糸状菌－内生細菌の微生物間相互

作用機序を推定するため、Mycoavidus

属細菌を含む BREとの比較ゲノム解析

を行った。さらに、内生細菌保有糸状菌

と非保有糸状菌の比較トランスクリプ

トーム解析で宿主への内生細菌の内生

化条件を検討した。 

 

4．研究成果 

（1）ゲノム改変の特徴 

本研究において分離培養に成功した

B2-EB 株のゲノムサイズは約 1.88 Mb で

あり、これまでに分離培養されている

BRE の中で最小サイズであった。この内

生細菌B2-EB株の種を同定するため、5種

のシングルコピー遺伝子（atpD, gyrB, lepA, 

recA, rpoB）によるMLSA法で分子系統解析を行い、RAxMLを用いた最尤系統樹の結果から，B2-EB株

がMycoavidus属細菌に属するが、最も近縁の標準株であるM. cysteinexigens B1-EBT株と比較して平均相

同性は 93.2%であり，異なる分岐を示した（Fig. 2A）。また、 B2-EB株－B1-EBT株間の全ゲノム相同性

検索（Whole-genome Average Nucleotide Identity，ANI；%）は88.6 %であったことから、B2-EB株をMycoavidus

属の新種と判断した（Fig. 2B）。さらに、ゲノム解読されたMycoavidus属細菌間で比較ゲノム解析を行っ

た結果、B2-EB株のゲノムは、M. cysteinexigensB1-EBT株と比較してシステイン輸送系の欠失だけではな

く、有機物代謝や転写・RNA プロセシング制御、シグナル伝達などに関わる遺伝子群が欠失しているこ

とが見出された。Mycoavidus 属細菌のゲノム解析から 7.2－11.5%程度のトランスポゾンやプロファージ

などの可動遺伝因子領域が見つかっている。B2-EB 株ではシグナル伝達に関与する遺伝子が欠失してい

るが、DNA修復系遺伝子のほとんどが保存されていたことから、ゲノム崩壊に至らないゲノム縮小化が

起きたと考えられる。よって、B2-EB 株には宿主内での内生維持に必要な特異的機能が残されていると

推察された（Fig. 3）。 

Fig. 2. Phylogenetic identification of Mycoavidus sp. strain B2-EB 
according to (A) an unrooted maximum likelihood phylogenetic tree 
constructed by RAxML based on a concatenated sequence (11,460 
positions in total) of the five housekeeping genes, and (B) a boxplot 
of whole genome average nucleotide identity between strain B2-EB 
and M. cysteinexigens B1-EBT. The horizontal lines in (A) show 
genetic distance, which are support values estimated with 100 
bootstrap replicates. 



（2）内生細菌の内生化条件 

 3 つの Mycoavidus 属内生細菌のゲノム解析

から宿主糸状菌内でのゲノム改変進行の特徴

と宿主内での環境適応能および共生系システ

ムに関与する遺伝子群の特徴の差を明らかに

した。また、宿主 Mortierella 属糸状菌－

Mycoavidus 属内生細菌はグリセロールの代謝

活性が高かったことから、共生系を確立する

ためのメカニズムを明らかにするため内生細

菌非保有糸状菌を作製して、内生細菌保有/非

保有糸状菌のメタ・トランスクリプトーム解

析を行った。RNA-seq法で E1425株と内生バ

クテリア除去株の比較トランスクリプトーム

解析から、一次代謝、特にアミノ酸取り込みや

エネルギー生産に内生細菌の関与が示唆され

た（Fig. 4）。本研究で得られたゲノム情報－転

写解析から、内生細菌は宿主糸状菌の代謝系

に関与して、共生体を維持していると推察さ

れた。 

 

（3）共生工学への展開 

微生物ゲノムの網羅的な解析技術は、微生

物間共生系の研究において、微生物の分離・

培養、さらに微生物共生体の相互作用機序の

解明に大きく貢献している。真核生物－原核

生物の共生体を 1 つのモデル微生物として考

えた本研究課題から、自然界での微生物の生

態の実態がより深く理解され、微生物の生理

生態的特徴の一つの物質循環の理解の深化や微生物間共生工学技術へのさらなる開発が期待される。 

 

 

Fig. 3. Model representing metabolic processes and secretion 
system assumed from Mycoavidus sp. strain B2-EB. Purple 
crosses show the genes responsible for the pathways or proteins 
deleted in both B1-EBT and B2-EB genomes, and red crosses 
show those deleted only in the B2-EB genome.  

Fig. 4. Heatmap of significantly expressed genes in the 
presence (wild-type strain) and absence (cured strain) of 
endobacteria. Graduation bar indicates the expression level 
(fold). 
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