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研究成果の概要（和文）：本研究は、糸状菌細胞に有用細菌を内生させて有用共生微生物体を作

出する新技術の開発を目的とする。まず、内生細菌保有糸状菌から内生細菌を除去して、細菌

を受容する宿主糸状菌を調製する方法を開発した。また、土壌糸状菌 Mortierella elongata に

内生する細菌のゲノム解析に成功し、硫黄代謝系の遺伝子を欠いている特徴を明らかにした。

微生物細胞内共生のメカニズムとして、細菌側のこのような硫黄代謝系の欠失が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：This study aimed to develop a new technique for the internalization 
of a useful bacterium into fungal cells, contributing to microbial endosymbiosis engineering. 
To provide a bacterium-recipient fungus, a technique of making an endobacterium 
(EB)-free fungus from an EB-possessing fungus was invented. Further, an EB fraction was 
successfully recovered from an EB-possessing soil fungus, Mortierella elongata and its 
genome sequence was determined. Biosynthetic pathway prediction revealed the lack of 
sulfur metabolism pathways, suggesting the strict dependence of this endobacterium on 
the fungus. 
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１．研究開始当初の背景 
 2000 年代に入って、いくつかの糸状菌の
菌糸内に細菌が内生することが分かってき
た。最も良く研究されている例は、Rhizopus 
microsporus（内生細菌は Burkholderia 属）
(Partida-Martinez & Hertweck 2005)と AM
菌根菌（内生細菌は Burkholderiaceae 科の
新属）（Bianciotto et al. 2003）である。我々
は、一酸化二窒素（N2O）を生成する土壌糸
状菌の研究を行ってきたが、そのなかの分離
株（Mortierella elongata と同定）について
顕微鏡観察を行った結果、菌糸内部に細菌様
の構造体を確認した（Sato et al. 2010）。こ

の糸状菌の菌糸体破砕液中からグラム陰性
細菌特有の細胞壁成分であるリポポリサッ
カライドが検出され、同破砕液から抽出・調
製した DNA から原核生物に固有な 16S リボ
ソーム RNA 遺伝子が PCR 増幅でき、その系
統解析の結果、Burkholderiaceae 科に属する
新属の細菌の存在を明らかにした（Sato et al. 
2010）。その他の M. elongata 分離株につい
て、さらに内生細菌の検出を試みたところ、
これまでに、7 株で内生細菌の分布を確認し
た。新たに検出された内生細菌は系統的に
Burkholderiaceae 科に属する菌群であるが、
属レベルで多様であり、生理学的な性質も多



 

 

様であることが推察された。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、糸状菌-内生細菌の相互作用を明
らかにして、糸状菌細胞に有用内生細菌を感
染・安定化させて有用共生微生物体を作出す
る「微生物共生エンジニアリング」という新
しい研究分野の確立を目指すものである。本
研究では、以下の項目の解明を目的とした： 
(1) 様々な土壌糸状菌における内生細菌の網
羅的な調査。 

(2) 糸状菌内での内生細菌の分布様式と内生
細菌の特性の解明。 

(3) 宿主糸状菌への内生細菌の感染（内生
化）・安定化技術の開発。 

 
３．研究の方法 
 「様々な土壌糸状菌における内生細菌の網
羅的な調査」では、土壌からの糸状菌分離株
と他研究機関からの譲与菌株を用いて、糸状
菌に内生する細菌の網羅的な調査を行った。
分離源は、北海道、福島県、茨城県、東京都、
神奈川県、長野県、沖縄県から採取した土壌
を用いた。糸状菌の分離は直接接種法で行い、
原核生物 16S rRNA 遺伝子を標的とした
PCR 増幅によって、内生細菌のスクリーニン
グを行った。 
「糸状菌内での内生細菌の分布様式と内

生細菌の特性の解明」では、当研究室が保有
する M. elongata 株を用いて、その増殖過程
を顕微鏡で観察・分析した。電子顕微鏡観察
は、一般的な手法に従って、超薄切片を作製
して観察した。糸状菌-内生細菌の相互作用を
調べるにあたり、糸状菌から内生細菌を除去
する方法の開発を行った。さらに、内生細菌
を保有する M. elongata 株から内生細菌の
DNA を調製し、内生細菌のゲノム解析を行
った。ゲノムシークエンスは、Roche 454-パ
イロシークエンサーを用いた whole-genome 
shotgun strategy によって行い、ショットガ
ンリードは Phred/Phrap/Consed software
でアセンブリーした。このゲノム解析は、東
京大学大学院の服部正平教授との共同研究
で進めた。 
「宿主糸状菌への内生細菌の感染（内生

化）・安定化技術の開発」では、内生細菌を
除去した菌株と内生細菌画分の共培養を行
って、内生化の条件を探索した。内生化の指
標として、リポポリサッカライドの成分であ
るエンドトキシンを測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 様々な土壌糸状菌における内生細菌の網
羅的な調査 
 まず、Mortierella 属糸状菌に着目して、
各地の土壌から分離した糸状菌株のなかで、
Mortierella 属菌、15 種 21 株と Mortierella

属に近縁なModicella属2種2菌株を選んで、
16S rRNA 遺伝子を標的とした PCR で内生
細菌の保有性を調べた。その結果、4 菌株で
内生細菌が検出された。そのなかの 3菌株は、
Sato et al. (2010)が分離した M. elongata 株
の内生細菌と同じクラスターに属する
Betaproteobacteria であった（図１、２）。
もう 1 菌株は、マダニの細胞内共生細菌と近
縁な Gammaproteobacteria に属する新規の
細菌であった。 
---------------------------------------------------------- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．福島県の土壌から分離した Mortierella 

cf. kuhlmanii 35:113-1 株の蛍光顕微鏡像。    
内生菌は緑色の粒子として検出される。バ

ーの長さは 10 µm を示す。 
--------------------------------------------------------- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．Mortierella 属と Modicella 属の糸状菌

株に内生する細菌の 16S rRNA 遺伝子の
系統樹。 
赤字の菌株名、本研究で検出された内生細

菌；青字、Sato et al. (2010)が発見した内生
細菌；緑字、マダニの細胞内共生細菌。 
---------------------------------------------------------- 
 
 次に、Mortierella 属以外の糸状菌も含め
て調査するために、北海道標津群標津町の牧
草地から、無作為に 116 株の糸状菌を分離し
て、PCR 法で調べた。その結果、9 株で内生
細菌が検出された。その中の 7 株は
Gammaproteobacteria に 属 す る



 

 

Enterobacter属とPseudomonas属の細菌で
あった。2 株は Betaproteobacteria に属する
細菌であった。以上の結果からすれば、糸状
菌に内生する細菌は、Betaproteobacteria と
Gammaproteobacteria に限られると推察さ
れる。さらに、すでに知られている植物病原
糸状菌である Rhizopus microsporus の細菌
内生化の例から、別種の植物病原菌、
Pythium aphanidermatum OPU344 株と
Pythium nunn OPU640及びUZ2041株につ
いても内生細菌の有無を検討した。その結果、
3 菌株とも、unclutured bacterium clone に
近縁な細菌の存在が示唆された。 
 
(2) 糸状菌内での内生細菌の分布様式と内生
細菌の特性の解明 
 内 生 細 菌 を 保 有 す る M. elongata 
FMR23-6 株の電子顕微鏡観察では，糸状菌
の菌糸内部に内生細菌と糸状菌の菌糸内菌
糸（二次菌糸）が観察され、複雑な内部構造
になっていることが明らかになった（図３）。 
---------------------------------------------------------- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．M. elongata FMR23-6 株の菌糸断面の

透過型電子顕微鏡写真(A)と内生細菌（矢
印）の拡大写真（B）。 

---------------------------------------------------------- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．内生細菌を保有する糸状菌株から内生

細菌を除去する方法 
---------------------------------------------------------- 
 

 糸状菌が細菌を内生することによって、糸
状菌にどのような生理・生化学的な影響が表
れるかを調べるために、内生細菌保有株から
内生細菌を除去する方法を開発した。その概
要を図４に示した。また、この方法によって
作出した内生細菌除去株の顕微鏡像を内生
細菌保有株と比較して図５に示した。次に、
内生細菌を保有する Mortierella elongata 株
の N2O 生成活性に着目して、亜硝酸イオンが
糸状菌に与える毒性を調べた結果、NaNO2

を添加して数日間嫌気的に培養することに
よって、内生細菌を保有する糸状菌でのみ細
胞死が起こることを見出した（図６）。この
結果から、内生細菌が亜硝酸イオンを還元し
て、より毒性の強い NO を生成して糸状菌の
細胞死を導くという仮説を考えており、その
検証を現在進めている。 
--------------------------------------------------------- 
     (A)        (B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．内生細菌除去処理前(A)と処理後(B)の

M. elongata FMR23-6 株の蛍光顕微鏡像。 
矢印は内生細菌を示す。 

----------------------------------------------------------- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６．M. elongata FMR23-6 株の内生細菌保

有株と除去株の亜硝酸イオンへの感受性。 
糸状菌は、30℃、7 日間、10 mM NaNO2

の存在下と非存在下で培養し、その後、好気
培養して増殖を判定した。写真は 1 条件 6 連
（ウェル）での結果を示し、白く見えるのが
糸状菌が増殖した菌糸である。 
----------------------------------------------------------- 
 
内生細菌の特性を明らかにするために、M. 

elongata FMR23-6I-B1 株から内生細菌画分
を調製して、DNA を抽出しゲノム解析を行
った。内生細菌画分の調製は、糸状菌菌糸を
破砕し、Nycodenz を用いた密度勾配遠心後、
糸状菌 DNA を DNase で分解して、内生細菌
の DNA を得た。内生細菌のドラフトゲノム
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は 2,795,381 bp からなり、12 のスキャフォ
ールドに分布した。GC 含量は 49%、推定遺
伝子数は 2,285 であった（図７）。ハウスキ
ーピング遺伝子として dnaJ、gyrA、rpoD（全
長  約  4,900 bp ） を 用 い た MLSA 
(Multilocus Sequence Analysis)解析では、
この内生細菌は、糸状菌から分離培養できる
内生細菌である Burkholderia rhizoxinicaよ
りは、分離培養できない内生細菌に近い系統
関係が示された（図８）。 
---------------------------------------------------------- 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図７． M. elongata FMR23-6I-B1 株に内生

する細菌のゲノム構造の模式図。 
ゲノムサイズは 2,795,381 bp、遺伝子は 12

のスキャフォールドに分布した。GC 含量は
49%、推定遺伝子数は 2,285 であった。図中
に示した色分けは COGカテゴリーによる遺伝
子分類を示す。色区分とカテゴリーの関係は
以下の通りである。 
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図８．dnaJ、gyrA、rpoD を用いた MLSA 解
析による M. elongata FMR23-6I-B1 株の
内生細菌と近縁細菌との間の系統関係 

----------------------------------------------------------- 
 
COG カテゴリーを用いた遺伝子カテゴリ

ー解析では、「複製、組換え、修復」カテゴ
リーと「アミノ酸の輸送と代謝」カテゴリー
の遺伝子の割合が高かった。タイプⅡ、Ⅲ、
Ⅳ、Ⅵの分泌系遺伝子が最も大きなスキャフ
ォールドに存在した。遺伝子情報から生合成
代謝経路を推定すると、システイン合成系、
システインと硫酸イオンの輸送系、グルタチ
オン合成系を欠いていた（図９）。この結果
は、内生細菌の宿主糸状菌依存性は、このよ
うな硫黄代謝に関わる遺伝子の欠失に起因
することが推察された。また、我々の知る限
りにおいて、この結果は、糸状菌-内生細菌の
共生関係を遺伝子レベルで示した新しい例
である。 

 
---------------------------------------------------------- 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図９．M. elongata 

FMR23-6I-B1 株
に内生する細菌の
主要な代謝の推定
模式図。 
赤色の×印は欠

損していることを
示す。 
 
 
 
 
 
(3) 宿主糸状菌への内生細菌の感染（内生
化）・安定化技術の開発 
 これまでに Rhizopus microsporus とその



 

 

内生細菌である Burkholderia rhizoxinica で
は、その共生体より細菌を除去した株に内生
細菌を再感染することができるとの報告がさ
れている。またゲノム解析よりこの感染能は
タイプⅢ分泌系によるものであるが推察され
ている。本研究でも、タイプⅢ分泌系が M. 
elongata FMR23-6I-B1 株の内生細菌ゲノム
に見出された。そこで、内生細菌除去糸状菌
株と物理的に分画した内生細菌を共培養によ
って、再導入化実験を行った。さらに、M. 
alpina UM5 内生細菌および R. microsporus
内生細菌（B. endofungorum HKI456）を用
いた再導入化実験も行い、異種および異属由
来の内生細菌でも再導入化が起こるかどうか
を検討した。共培養は、内生細菌分画液を
1.5% NB 寒天培地上に 1 mL 塗沫し、除去株
切片をのせ 30℃で 1 日間培養した。その後、
伸長した菌糸を培地ごと切りだし、1/2CMMY
培地で培養した。23℃で 1 週間以上培養して
行った。再内生化の判定はエンドトキシンの
測定によって行った。残念ながら、これまで
の実験では、再内生化を導く条件はみつかっ
ていない。原因の一つとして、共培養中での
内生細菌画分の生存性の低下が大きいことが
推察された。また、今後は、再生細菌の分泌
系遺伝子の発現も調べることが必要であろう。
内生細菌のゲノム情報から、硫黄代謝系の欠
失が示され、その点を考慮すれば、内生細菌
の分離培養が確立できると考えられる。 
 本研究により、①Mortierella属やRhizopus
属以外の土壌糸状菌においても内生細菌を保
持する場合があること、②調査した範囲では、
そ の 内 生 細 菌 は Betaproteobacteria と
Gammaproteobacteria にほぼ限られること
が明らかになった。また、本研究では、③内
生細菌の除去方法と分画法を開発し、④内生
細菌のゲノム情報を解明した。このような研
究成果から、新分野である「微生物細胞内生
工学」の発展が期待される。 
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