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研究成果の概要（和文）： 
 
	 本研究は、動物の腸管内に存在する細菌と原虫の共生関係を理解する事を目的としている。
本研究により、牛糞便内での新規の原虫（単細胞の寄生虫の仲間）の存在が明らかとなった。
また、その休眠状態の原虫の中には、糞便中では低い存在比率である生きた細菌が、選択的に
存在している事が示唆された。酸素を嫌うお腹の中の細菌の一部は、お腹の中の原虫を乗り物
にして、自然環境中で酸素に触れること無く次の宿主へ伝播する機会を狙っているのかもしれ
ない。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
	 This study aims to understand the symbiosis between bacteria and protozoa in 
animal intestine. In this study, the new parasitic protozoa were detected from fecal 
sample of cattle. And then it was suggested that some viable intestinal bacteria 
selectively existed in the dormant protozoa, i.e. cyst condition, and these bacteria 
accounted for minor population in the whole feces. Some anaerobic intestinal bacteria 
maybe use the intestinal protozoa for a vehicle, and not only defend itself from oxygen 
at natural environment but also may watch for an opportunity to pass on to other 
hosts. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)	 動物の腸管内では、細菌以外に種々の原
生動物も腸管内に寄生している。近年になり、
腸管内の細菌叢解析が行われるようになり、
その全貌が解明されてきている。しかし、腸

管内に存在する原生動物のより詳細な解析
は行われていない。 
 
(2)	 一部の細菌（Campylobacter jejuni等）は、
自然環境中で自由生活型の原生動物内に内
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在し、増殖若しくは長期間生存する事が可能
であるとの報告がある。更に、トロイの木馬
のように自由生活型原生動物の細胞内に潜
んだ一部の細菌は、原生動物をベクターとし
て継ぎの宿主へ感染することも可能である
事が報告されている。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、動物糞便内に存在する原虫叢
および細菌叢を解析する。更に、その原虫内
に存在する細菌を解析し、腸管内における両
者の共生関係、および、腸管内の細菌が原虫
内に存在した状態で次の宿主へと伝播する
能力を保持しているかを解明することを目
的としている。 
 
３．研究の方法 
(1) 生産管理された食鶏の盲腸便 22検体、３
カ所の異なる牧場の放牧牛の糞便 7検体を供
試した。溶菌酵素の Lysozymeおよび
Achromopeptidaseにて処理後、QIAamp DNA 
Stool Mini kit (QIAGEN, Tokyo, Japan)を用い
て糞便中の DNAを回収した。T-RFLP法を行
うため、蛍光標識した 16S rRNA遺伝子の
universal primerである Eub-8f／1492rプライ
マー対および 341f／926rプライマー対を用い
て PCRを行った。得られた増幅産物を精製後、
制限酵素 MspIおよび HhaIにて消化し、ABI 
3730xlを用いてフラグメント解析し、細菌叢
の解析を行った。  
 
(2) 糞便中の原虫を検出するため、原虫の 18S 
rRNA遺伝子全般を増幅可能な特異プライマ
ー (SSU-342F: 5’-ACT TTC GAT GGT AGT 
GTA TTG GAC TAC-3’)および 18S rRNA 
universalプライマー (Medlin_B: 5’-ATG ATC 
CTT CTG CAG GTT CAC CTA C-3’)を用いて
18S rRNA遺伝子を増幅後、クローンライブ
ラリーを作成した。その後、ABI 3730xlを用
いて原虫 18S rRNA遺伝子の塩基配列を決定
し、原虫叢の解析を行った。得られた 18S配
列のキメラ配列の確認には、Mallerdを使用し
た。また、糞便試料を顕微鏡観察し、原虫の
検出および形態観察を行った。更に、ロビン
ソン培地を用いて、糞便中の原虫の分離培養
を試みた。 
 
(3) 原虫内に内在する細菌を効率的に検出す
る為に、糞便を洗浄後、エーテル抽出し原虫
ののう子を回収した。回収したのう子を洗浄
後、溶菌酵素の Lysozymeおよび Achromo 
-peptidaseにて処理後、SDSを添加し、のう子
外に存在する細菌を溶菌させた。更に洗浄し
た後に、DNaseにてのう子外に存在する細菌
由来の DNAを分解後、5 µmフィルターでの
う子を膜上にトラップし、のう子を回収した
（図１）。その後、18S rRNA遺伝子配列決定

により、回収されたのう子の同定を行った。 
 

(4)	 原虫に存在する細菌および糞便中の全
細菌叢を T-RFLP法にて比較した。また、16S 
rRNA遺伝子の可変領域を増幅後、次世代シ
ークエンサー illumine GAII (Illumina, San 
Diego, CA, USA)にて網羅解読し、細菌の属レ
ベルでの比較解析を行った。 
 
(5) 原虫内での細菌の生存を確認する為、生
菌のみを染色する蛍光物質 (CTC) および核
酸を染色する蛍光物質 (Hoechst33342) にて
染色し、形態観察した。 
 
４．研究成果 
(1) 研究の主な成果 
①	 供試した食鶏盲腸便および牛糞便の細
菌叢を T-RFLP 法により解析し、フラグメン
トパターンとそのピークの高さを用いて主
成分分析を行った。食鶏盲腸便は、主に３つ
のクラスターに大きく分類された（図２）。
また、牛糞便は、牧場ごとで共通した細菌叢
を構成することが明らかとなった（図２）。

 
図２	 T-RFLP法による主成分分析 

 

図１	 糞便検体からの原虫のう子の回収法 



特に、牛糞便の細菌叢解析の結果から、使用
している試料に依存して、類似した細菌叢を
構成することが示唆された。 
	 また、食鶏盲腸便のフラグメント解析から、
便全体中の約 1.8%が Campylobacter属である
ことが示唆され、C. jejuniが全盲腸便検体か
ら分離された。しかし、牛糞便からはヒトに
病原性を呈する細菌は検出されなかった。 
 
②	 食鶏盲腸便および牛糞便から原虫を検
出するため、原虫の 18S rRNA遺伝子の増幅
および顕微鏡観察を行った。食鶏盲腸便から
は、原虫は検出されなかった（図３）。これ
は、生産管理された場所で養鶏されていたた
め、原虫が鶏腸管内に生息していなかったこ
とが示唆される。一方、牛糞便からは全検体
で増幅が確認された（図３）。また、牛糞便
をエーテル抽出後、顕微鏡像の確認を行った
ところ、50 x 65 µm ~ 60 x 70 µmの大型の
栄養型の原虫、40 ~ 52 µmの大型ののう子
および 25 ~ 30 µm ののう子が確認された
（図４）。最も多く存在していたのは、大型
ののう子であった。 

	 得られた PCR断片をクローニング後、192
クローンを釣菌し、塩基配列を決定した。78

クローンがBalantidium coliに 96%の相同性を
示す 18S rRNA遺伝子であった。また、26ク
ローンが Blastocyctis hominis および ratii に
92%の相同性を示す 18S rRNA 遺伝子であっ
た。近縁の原虫の配列を取得後、系統解析を
行ったところ、どちらの配列もこれまでに報
告の無い、新規の Balantidium 属および
Blastocyctis 属の配列であることが示唆され
た（図５および６）。顕微鏡観察と 18S rRNA
配列の結果から、今回供試験した牛糞便中に
は、主に新規 Balantidium属原虫が存在してい

ることが明らかとなった。 
	 牛糞便中の原虫のロビンソン培地による
培養も試みた。トリコモナス類と思われる鞭
毛虫が２週間生存していたが、虫体数も少な
く、増殖が確認されず、分離培養までに至ら
なかった。また、Balantidium属原虫の増殖も
確認されなかった。Balantidium属原虫は糞便
検体中の大部分がのう子状態であったため、
培養が不可能であったことが示唆された。 
 
③	 糞便中の原虫内に内在する細菌を効率
的に回収する手法を考案した。尚、食鶏盲腸
便からは原虫が検出されなかったため、以下
の実験からは、牛糞便のみを供試した。原虫
外に存在する細菌および細菌由来の DNA を
除く必要が有るため、1. 遠心による洗浄、2. 
エーテル抽出による原虫のう子の回収、3. 溶

 

図３	 原虫特異プライマーを用いた PCRによる検出 

 

図４	 牛糞便に存在する原虫の顕微鏡像（倍率 x100） 

 

図５	 Balantidium 属及び近縁の繊毛虫の 18S rRNA

遺伝子の系統樹（1-a が今回得られた新規

Balantidium属の配列） 

 
図６	 Blastocystis 属の 18S rRNA 遺伝子の系統樹 

(3-b が今回得られた新規 Blastocystis 属の配

列) 



菌酵素および SDS を用いた細菌の溶菌、4. 
DNase による原虫外に存在する細菌由来
DNA の消化、5. フィルターを用いた原虫の
う子の回収の手法を組み合わせて行った（図
１）。尚、原虫分画中ののう子は、溶菌酵素
および SDSでの処理中に、破壊されないこと
を顕微鏡化で確認している。全糞便、細菌分
画、濾過後の濾液およびフィルター上の原虫
瀘物の DNAを回収後、16Sおよび 18S rRNA
遺伝子の PCRを行った。目的の増幅断片（共
に、約 1.5 kb）をアガロース電気泳動にて確
認することで、各分画に於ける細菌および原
虫由来 DNAの状態を確認した（図７）。細菌

由来の DNA は濾液からは検出されず、全糞
便、細菌分画およびフィルター上にトラップ
された瀘物から検出された（図７）。原虫由
来の DNA は、細菌分画では目的のサイズの
増幅断片（約 1.5 kb）はあまり検出されてお
らず、濾液からは検出されなかったが、全糞
便および瀘物からは検出された。本手法によ
りフィルター上に効率よく原虫が回収され
ていることが示唆され、更に、原虫内に存在
する細菌が効率よく回収されていることが
示唆された。また、濾液から細菌由来の DNA
が検出されなかったことから、溶菌処理およ
び DNase処理により、原虫外に存在する細菌
は効率よく除去されたことが示唆される。 
	 尚、原虫瀘物から得られた 18S PCR断片を
クローニング後、シークンエスした結果、フ
ィルター上にトラップされた原虫のう子は
全て Balantidium属原虫の物であった。 
 
④	 上記手法で得られた検体を用いて、原虫
内に存在する細菌および全糞便中の細菌叢
を T-RFLP法にて比較した（図８）。全糞便検
体および細菌分画のフラグメントパターン
はほぼ共通したが、原虫瀘物は全く異なるパ
ターンを示していた。従って、上記のう子回
収法により、原虫内に存在する細菌が検出さ
れ、その細菌は、全糞便中の細菌叢の構成と
は大きく異なることが示唆された。より詳細
に細菌の検出を行うため、次世代シークエン
サーを用いて全糞便細菌叢および原虫内細
菌の 16S 配列の可変領域を各々約 1000 万リ

ード解読し、網羅的および定量的に属レベル
での比較を行った（図９）。原虫内の細菌は、

Leuconostoc 属の配列の割合が最も多かった
ため、全糞便細菌叢で検出された同属のリー
ド数に合わせて比較を行った。全糞便細菌叢
に於いて最優位な細菌は、原虫内ではほとん
ど検出されなかった。また、全糞便細菌叢で
は検出限界以下であった細菌が、原虫内から
検出されていた。原虫内に存在することが示
唆された細菌は、Bacteroidetes に含まれる
Chryseobacterium、Firmicutes の偏性嫌気性細
菌および通性嫌気性細菌の一部、微好気性細
菌の Arcobacter、通性嫌気性細菌の Betaおよ
び Gammaproteobacteria の一部であった（図
10）。主に、偏性嫌気性細菌および通性嫌気
性細菌が検出されたことから、原虫のう子内
の酸素分圧は非常に少ないことが示唆され、
偏性嫌気性細菌が自然環境中で酸素に曝露
されず生存することが可能であるとことが
示唆される。また、のう子内の細菌は、糞便
全体の細菌叢とは異なり、特異的な種類に限
定されていたため、原虫内に内在可能な細菌
は、細菌叢中の限られたものである可能性が
示唆された。 
 
 

 
図７	 各分画に於ける細菌および原虫由来の DNA の

PCRによる定性的確認 

 
図 8	 各分画における 16S rRNA 遺伝子を標的とした

T-RFLP解析の比較 

 
図９ 次世代シークエンサーを用いた全糞便細菌叢お

よび原虫内細菌の全体像の比較図 



 
⑤	 原虫内に存在する細菌が生存している
かを確認するため、蛍光染色を行い、生菌の
有無および原虫内での局在を観察した（図１
１）。Balantidium 属の原虫ののう子と思われ
る大型ののう子の食胞状の形態内に CTC で
染色された像が確認された。CTC は細胞の
代謝活性に伴い産生される NAD(P)H によ
り還元され、色素を生成し、生菌のみを染
めることが可能であり、真核生物では染色
されない。従って、のう子の食胞状の形態
内に生菌が存在することが示唆された。 

⑥	 以上の結果から、家禽および家畜の細菌
叢は、主に牧場や飼料に依存して同様な構成
を示すことが明らかとなった。また、今回供
試した放牧されている牛の腸管内には、これ
までに報告の無い、新規の Balantidium属原虫
が存在しており、糞便中にはその原虫ののう
子が多く存在していることが明らかとなっ
た。更に、Balantidium 属原虫ののう子には、
腸管内細菌叢の組成比率とは大きく異なっ
た、偏性嫌気性および微好気性細菌を含む限
られた種類の細菌が存在しており、蛍光顕微
鏡観察の結果、それら細菌はのう子の食胞状
の形態内で生存していること明らかとなっ

た。酸素の曝露により死滅し易い細菌が、自
然環境中で酸素に曝されず、原虫のう子内で
生存することが可能であることが示唆され、
それら細菌は原虫ののう子をベクターとし
て利用し、次の宿主へと伝播する可能性があ
ることが示唆された。 
 
(2)	 得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト 
	 本研究により、放牧された牛の糞便から、
これまで国内外でも報告の無い新規の
Balantidium属原虫を検出したことは、寄生動
物学の分野に於いて非常にインパクトが高
いと思われる。また、腸管内の細菌が腸管内
の原虫を“乗り物”として、次の宿主へと伝播
することが可能であることを見いだしたこ
とは、細菌の新たな伝播機構の解明へと繋が
ることと思われ、細菌学と寄生動物学との融
合が期待されるものと思われる。 
 
(3) 今後の展望 
	 腸管内は、細菌だけが“フローラ”を構成
している訳ではない。従って、腸管内に於け
る細菌と原虫の相互関係および共生関係を
より詳細に解明し、それら両者がどのように
宿主に影響を及ぼすかを明らかにする必要
性が有る。最終的には三者間の相互関係を理
解し、“真の共生関係”を理解する必要性が
ある。それに伴い、下記の案件を先ずは解明
して行く必要性がある。 
 
①	 のう子内に内在する細菌には、自然環境
中では生存し難い種類の細菌が検出された。
これら細菌の、のう子をベクターとした新規
伝播機構を解明するため、のう子内の細菌が
新たな個体の腸管内に定着が可能かを解明
する必要性がある。 
 
②	 腸管内にはこれまで報告の無い新規原
虫がまだ多数存在する事が示唆されたため、
より詳細な腸管内の原虫の検出および存在
比率を理解する必要性がある。メタゲノム解
析等による、網羅的な解析も必要であるが、
未だ塩基配列が全く不明な原虫も多く、メタ
ゲノム解析により得られた配列が、どの原虫
の配列由来なのかを見極めるのは不可能で
ある。そのため、新規原虫の分離培養のため
の新たな手法を考案し、分離された原虫のゲ
ノム解析を多数行い、塩基配列データベース
の充実化を図る必要性もある。 
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図 10	 原虫内に存在した細菌と全細菌叢の属レベルの

比較図 

 
図 11	 原虫のう子内の生菌の蛍光顕微鏡像 
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