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研究成果の概要：地球上の 99％以上の微生物種は培養法が不明であり、その生理・生態はほと

んど未知である。本研究では、シロアリ腸内に共生する培養不能細菌の１種の少数細胞から、

DNA 合成酵素を使用することで全遺伝子情報を 1 千万倍に増幅して完全解読する手法の確立

を試み、世界で初めて成功した。これにより、これまで詳細が不明であったシロアリと腸内原

生生物、腸内細菌の複雑な 3 者共生機構を世界で初めて明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 シロアリは、腸内微生物と共生することで
木材のみを餌として繁栄している。しかし、
それら微生物の大部分が難培養性であるた
め、既存の研究手法は適用できず、個々の微
生物種の機能や相互作用については未知の
ままであった。そこで、それらを解明するた
めの革新的な解析系の確立が希求されてい
た。 
 
２．研究の目的 
（１）難培養性細菌のゲノム完全長を解読す
るための手法を確立する。 

（２）同手法により、シロアリ腸内共生培養
不能細菌の機能を解明する。 
（３）ゲノム解析の前提となる、シロアリ腸
内微生物群集の構造解析を進める。 
 
３．研究の方法 
（１）ゲノム解析 
 シロアリ腸内に共生するセルロース分解
性原生生物の、さらにその細胞の中だけに生
息する細菌をマイクロマニピュレーターを
用いて数百細胞回収し、Phi29 DNA 合成酵素
を使って等温全ゲノム増幅を行なった。これ
により約 1千万倍に増幅されたゲノムを配列



解析し、遺伝子情報からその細菌の機能を予
測した。 
（２）群集構造解析 
 各種シロアリ腸内細菌群集から、PCR 法に
よって 16S rRNA 遺伝子を特異的に増幅し、
配列解析することで、難培養性細菌も含めた
腸内細菌群集の構造を推定した。また、そこ
で得られた遺伝子配列を利用して、各種（群）
細菌を、蛍光 in situ ハイブリダイゼーショ
ン（FISH）法によって蛍光顕微鏡で特異的に
検出し、その配列が由来する細菌細胞の形
態・局在の特定を行なった。 
 
４．研究成果 
（１）ゲノム解析 
①ヤマトシロアリ腸内に共生する、培養でき
ない原生生物トリコニンファ・アギリス１細
胞に含まれる培養不能細菌 Rs-D17（未培養新
門 TG1 所属）の 1.1Mb の環状染色体配列再構
築に成功した。これは、複雑な微生物群集内
の難培養性細菌からの世界初のゲノム完全
長取得であり、培養株が存在しない真正細菌
門からのゲノム完全長取得としても世界初
である。 
 同染色体は 761個のタンパク質コード遺伝
子に加え、121 個もの偽遺伝子（突然変異で
機能を喪失した遺伝子）を含んでいた。これ
らの解析により、Rs-D17 細菌は、細胞壁合成
系、防御系、膜輸送系などの遺伝子群を偽遺
伝子化・消失させる一方、アミノ酸・ビタミ
ン合成に特化していることが初めて明らか
となった。通常の細菌の増殖に必須な染色体
複製開始因子 DnaA の遺伝子まで偽遺伝子化
しており、宿主細胞外では生存できない可能
性が高い。栄養源は宿主の細胞内に存在する
と考えられるグルコース 6リン酸とグルタミ
ンなどに依拠しており、宿主細胞に頼った、
細胞内小器官のような進化を遂げてきたこ
とが示唆された。 
 シロアリは、窒素分が乏しくかつ難分解性
の木質のみを餌としている。その木質を分解
するのがトリコニンファなどのシロアリ特
異的原生生物であることは古くから知られ
ていた。今回の研究成果により、その原生生
物が細胞内に保有する共生細菌が、グルタミ
ンなど窒素化合物の変換を行ない、多様なア
ミノ酸やビタミン類を合成して原生生物や
シロアリに供与していることが示唆された。
つまり、シロアリ・原生生物・細菌が、互い
の弱点を補い合う相利共生機構の一端を、世
界で初めて明らかにできた。 
 今回確立した手法を用いて、以下の②で記
すように、さらに様々な培養不能微生物種の
ゲノムを解析することで、シロアリ腸内共生
系研究は飛躍的に進むはずであり、木材の大
害虫であるシロアリの駆除、また木質バイオ
マスからの次世代バイオ燃料創成へのヒン

トを得る事が期待できる。 
②イエシロアリ腸内に共生する、培養できな
い原生生物シュードトリコニンファ・グラッ
シイ 1 細胞に含まれる培養不能細菌 CfPt1-2 
(‘Candidatus Azobacteroides 
pseudotrichonymphae”と命名、バクテロイ
デス門所属)の 1.1Mb の環状染色体配列再構
築に成功した。 
 同染色体は 758個のタンパク質コード遺伝
子と 22個の偽遺伝子を保有していた。Rs-D17
同様に細胞壁の成分であるリポ多糖合成遺
伝子群を欠き、他のバクテロイデス目細菌で
は多数存在する、細胞外分泌性糖分解酵素群
も全くなかった。一方、バクテロイデス門か
らは見つかった事の無い空中窒素固定遺伝
子群が見出された。また、宿主である原生生
物の窒素老廃物と推定される尿素とアンモ
ニアを再利用し、19 種類のアミノ酸といくつ
かのビタミン類を合成できることも判明し
た。 
 この細菌は、セルロース分解性の宿主原生
生物細胞質に豊富に存在すると考えられる
グルコースなどを炭素・エネルギー源にする
とともに、原生生物の最終代謝産物である水
素を利用して嫌気呼吸を行なうことも示唆
された。つまり、イエシロアリの腸内では、
原生生物細胞内で木質（セルロース／ヘミセ
ルロース）分解と空中窒素固定がカップリン
グして行なわれていることが判明した。 
 この腸内共生微生物複合体が、世界的な木
材害虫であるイエシロアリ属の、巨大なコロ
ニーと破壊的な木質消化能力を支えている
と考えられる。 
（２）群集構造解析 
 上記ゲノム解析実験と平行して、各種シロ
アリ腸内共生細菌の群集構造・局在解析を行
なった。1種類のシロアリから 50 種類以上の
配列が取得され、統計学的に 1000 種以上も
の細菌が 1種類のシロアリの共生すると推定
された。細菌相はシロアリ種内で高度に保存
され、また異なるシロアリ種間では、細菌種
は異なるものの同じシロアリ特異的細菌系
統群に属するものが大多数を占める事が判
明した。つまり、シロアリ腸内細菌群は日和
見的に腸内に生息するのではなく、長い時間
にわたってシロアリと共進化を遂げてきた
系統群であることが示唆された。 
 また各種細菌の局在を FISH 法で決定した
所、多くが腸内原生生物の細胞内あるいは表
面に種特異的に付着することが明らかにな
った。その 1 例が上述の Rs-D17 細菌で、こ
の細菌は原生生物トリコニンファ・アギリス
の細胞内にのみ生息する。 
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