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研究成果の概要（和文）：本研究では北アメリカとアジアという地理的に大きく隔離されたキゴキブリ個体群を
対象に、腸内微生物叢、腸内代謝産物、さらには腸内原生生物間の代謝産物の違いを検討した。その結果、地域
集団間において後腸内代謝物量に明らかな差異が認められた。また、コロナ禍によって研究の中断を余儀なくさ
れたため、シロアリを用いた腸内微生物叢の変化と代謝産物量との関係を検討したところ、特定の腸内微生物の
みがシロアリが摂食する木材に強く依存していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined differences in gut microbiota, gut metabolites, 
and gut protist metabolites in two populations of wood-feeding cockroaches, Cryptocercus punctulatus
 and C. kyebangensis, geographically isolated in North America and Asia, respectively. The results 
showed clear differences in the amount of metabolites in the hindgut between these populations. 
While the study was interrupted by the COVID pandemic, we examined the relationship between changes 
in gut microbiota and metabolite levels using local termites. We found that only certain gut 
microbes were highly dependent on the wood consumed by the termites.

研究分野：昆虫生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は、微量代謝物測定とシングルセルゲノムとの情報を統合して、特定の共生微生物が宿主に
与える影響を捉えることを狙った点にある。すなわち、本研究では最終代謝産物を定量的にとらえることによ
り、ゲノム解析において推定される代謝系の機能や代謝フローをより直接的に特徴づけることが可能である。さ
らに社会的意義として、本研究で期待される微生物代謝系が宿主に与えるインパクトに関する知見は、応用昆虫
学のみならず微生物生態学や反芻動物を扱う畜産学などの関連分野にも学術的に大きな波及効果をもたらすこと
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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
一般的にシロアリ類は木材家屋の重要な害虫と認識されている。これはシロアリ類が微生物
との共生関係に依存しながら消化管内に極めて効率的な木材消化システムを構築すると同時に、
窒素分に乏しい木材を主食としながらも微生物による窒素老廃物のリサイクルや空中窒素固定
を利用したアミノ酸や補因子の生合成を通じて、木材に対して最適化された栄養戦略を進化さ
せたことと密接に関係している。雑食性ゴキブリから分化したシロアリが木材を主食とするよ
うになった因果関係の一つとして、後腸内にセルロースやヘミセルロースを分解する原生生物
を共生させるようになったことが挙げられるが（Ni & Tokuda, 2013;, Watanabe & Tokuda, 2010）、
近年の研究ではこのような原生生物の細胞内に共生する細菌による還元的酢酸生成や空中窒素
固定を介したアミノ酸や補因子の合成が宿主であるシロアリの栄養生理に大きなインパクトを
与えていることが示唆されている（Yuki et al., 2015）。 
シロアリ消化管内に分布する共生微生物の獲得は、シロアリがまだゴキブリから分化する以
前の時代にまで遡ると考えられる。シロアリと姉妹群を形成する Cryptocercus属の食材性キゴキ
ブリも後腸内にシロアリと極めて類似した原生生物叢を有しており（Yamin, 1979）、宿主昆虫・
原生生物・原生生物細胞内共生細菌は概ね共進化関係にあることが示唆されている（Noda et al., 
2007）。他方で、ほぼ全てのゴキブリは脂肪体にも細胞内共生細菌（ブラタバクテリウム）を保
有し、宿主の窒素老廃物をリサイクルしてアミノ酸やビタミン類の合成を行っていることが知
られている（Tokuda et al., 2013）。ところが、キゴキブリと原始的なムカシシロアリの細胞内共
生細菌のゲノムサイズは他のゴキブリ類と比べて著しく縮小しており、ムカシシロアリ以外の
シロアリでは共生細菌自体が消失する（Sabree et al., 2012）。研究代表者は新学術領域研究
（26117722）および基盤研究 B（26292177）による先行研究において、北米及び韓国産キゴキ
ブリの細胞内共生細菌の比較ゲノム解析と腸内アミノ酸量の定量を行った。キゴキブリはアジ
アと北米の一部に隔離的に分布するが、これらのキゴキブリ（北米産 C. punctulatus, C. clevelandi
および韓国産 C. kyebangensis）における細胞内共生細菌のゲノムサイズは著しく異なっていた。
さらに我々は細胞内共生細菌におけるアミノ酸生合成遺伝子の欠失を伴うゲノム縮小と後腸内
遊離アミノ酸量の増加との間に相関関係があることを見出した（Tokuda, 2016）。このことは後腸
アミノ酸量の増加と宿主昆虫で発達した社会性行動による腸内微生物の安定的な受け渡しが、
窒素源を要求する細胞内共生系から空中窒素固定によるアミノ酸供給が可能な腸内共生系へと
宿主の栄養的な依存関係の変化を促していることを示唆している。また、必須アミノ酸量の増加
を含む腸内環境の変化は、キゴキブリの進化における腸内共生細菌叢の変化を反映していると
考えられる。すなわち、同属でありながら腸内代謝物量が著しく異なる北米および韓国産キゴキ
ブリは腸内代謝系の進化を探る上でもっとも適当なモデルであり、昆虫進化における腸内微生
物叢の変化が宿主に与える影響という普遍的な疑問を客観的に評価できる可能性がある。 
腸内細菌のほとんどは培養が不可能であり、これまで研究分担者の本郷はシングルセルゲノ
ミクスを駆使してその役割を明らかにしてきた（Izawa et al., 2016; Kuwahara et al., 2016; Yuki et 
al., 2015; Hongoh et al., 2008a, b）。しかし、北米産キゴキブリの腸内からは 715 種類もの
phylotypesが報告されており（Dietrich et al., 2014）、これら全てを研究対象とすることは困難で
ある。 
キゴキブリにおいて、メジャーな集団を形成する腸内細菌は原生生物に内部・外部共生する
形で分布していると考えられ（Ohkuma & Brune, 2011）、一種類の原生生物に共生する細菌の種
類は１〜数種に限られる。北米産キゴキブリの共生原生生物は 12属 21種が報告されているが、
そのうちの一部の原生生物においては、同属であればほぼ同じ細菌が共生している例も報告さ
れている（Noda et al., 2006）。従って、アジアと北米のキゴキブリにおいて代謝産物量の差異
の原因になっている原生生物を特定できれば、シングルセルゲノム解析は容易になる。なお、原
生生物組成について、本研究対象とする予定の韓国産 C. kyebangensis においては記載報告がな
いものの、ロシアに分布する近縁種のC. relictusから 9属 15種が報告されている(Bobyleva 1975)。
これらを参考に韓国産 C. kyebangensis における原生生物叢の同定と既存種との系統関係につい
ても、本研究計画内で研究分担者の北出と共同で研究を実施する。 
これまで後腸共生系を対象とした包括的なメタボローム解析は、研究代表者と研究分担者の
木原らが共同で実施した１例（Tokuda et al., 2014）以外には世界的に見ても報告例はない。しか
し、従来の解析法ではmg単位のサンプル量を必要とすることから個々の原生生物に焦点を当て
ることはできず、後腸全体の抽出物を解析対象とするメタ・メタボローム解析を行わざるを得な
かった。ところが最近、研究分担者の木原と連携研究者の福田らは先行研究（挑戦的萌芽研究
（25660054））において、シロアリ共生原生生物を用いたシングルセルメタボローム解析技術を
開発した。これはキャピラリー電気泳動質量分析（CE-TOFMS）に基づいた手法であり、現在、
原生生物のような微少単細胞生物を対象に定量的な代謝産物解析を行う唯一の手法である。 
 
２．研究の目的 
本研究では前述の手法を応用し、計画期間内にキゴキブリ宿主間における各種の原生生物に



由来する代謝物の定量的比較を実施することで、アミノ酸生合成系の変化の原因となっている
原生生物種を特定することを試みた。次にその細胞内に共生する細菌叢と分布を明らかにし、シ
ングルセルゲノムシーケンスを実施することで、キゴキブリの腸内共生系と代謝系の進化的な
ダイナミクスとそれが宿主に与えたインパクトを明らかにすることを目的とした。 
本研究の独創性は、微量代謝物測定とシングルセルゲノムとの情報を統合して、特定の共生
微生物が宿主に与える影響を捉えることができる点である。すなわち、本研究では最終代謝産物
を定量的にとらえることにより、ゲノム解析において推定される代謝系の機能や代謝フローを
より直接的に特徴づけることが可能である。これまでは必要サンプル量などの問題点に阻まれ、
このような観点で昆虫の消化共生系の進化と変遷を理解しようとすることは不可能であったが、
本研究では独自の研究手法を取り入れることで新たな研究の展開を可能にした。さらに本研究
で期待される微生物代謝系が宿主に与えるインパクトに関する知見は、応用昆虫学のみならず
微生物生態学や反芻動物を扱う畜産学などの関連分野にも学術的に大きな波及効果をもたらす
ことが期待される。本手法を用いた研究成果により、今後 1 細胞を用いてメタボロームとゲノ
ムやトランスクリプトーム情報を連結することも可能となり、応用的価値も高い。例えば昆虫の
菌細胞など、同じ組織に由来するにもかかわらず特徴的な違いを示すような細胞であれば、これ
まで実験が困難であった系であっても、レーザーマイクロダイセクションやフローサイトメー
タなどで特定部位の細胞を回収すれば、代謝物と発現遺伝子群との情報を比較解析することが
可能となり、広く研究に役立つことが期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）材料 
韓国産キゴキブリ（Cryptocercus kyebangensis）については、本種に関して研究実績の豊富な
江原大学の Yung Chul Park 教授の協力の下、五台山国立公園においてサンプリングを実施した
（図 1a）。北米産キゴキブリ（C. punctulatus）は当該種のフィールド調査を長年実施しているノ
ースカロライナ州立大学 Christine A. Nalepa准教授と Aram Mikaelyan助教の協力の下、ジョージ
ア 州 の Black Rock 
Mountain州立公園にお
いて採集した（図 1b）。 
また、本研究期間
中、コロナ禍による海
外渡航の中断があり、
ス ギ オ シ ロ ア リ
（Neotermes sugioi）を
用いた代替試験を行っ
た。スギオシロアリは
琉球大学構内の上原演
習林において採集し
た。 
 
（２）原生生物標本の作製 
韓国産キゴキブリ（C. kyebangensis）および北米産キゴキブリ（C. punctulatus）より後腸を摘
出した。Kitade et al. (1997)の方法に従い、後腸内の原生生物についてプロタルゴール染色標本を
作製し、原生生物の同定を行った。 
 
（３）代謝産物解析 
中腸及び後腸内代謝産物の測定には、供試虫より摘出した中腸
または後腸をマイクロチューブに集め、代謝産物抽出までディープ
フリーザー内に保管した。代謝産物測定用の原生生物の調整は、次
のように行った。キゴキブリより後腸を摘出し、腸内原生生物を氷
上で冷やした Solution U (Trager, 1934)に懸濁した。顕微鏡を用いて
原生生物種を確認し、目的の原生生物をマイクロマニピュレーター
（セルトラム vario,エッペンドルフ）を用いてマイクロチューブ
に回収した（図 2）。チューブ内の原生生物を超音波破砕した後、デ
ィープフリーザー内に保管した。各サンプルからの代謝産物の抽出
と CE-TOFMSによる測定は Ogawa et al. (2020)の方法に従った。 
 
（４）微生物群集組成解析 
供試虫の後腸より DNA を抽出し、原生生物またはバクテリアの SSU rRNA遺伝子断片を共通
プライマーを用いて PCR により増幅した。インデックス PCR によりインデックス配列とアダプ
ター配列を PCR 産物の両端に結合し、イルミナ社次世代シーケンサーにより（250 bp ペアエン
ド）配列を決定した。デマルチプレックスした配列を Qiime2 パイプライン（DADA2 によるデノ
イズ、ASV 作製、SILVA138 データベースによる微生物群衆の同定、α・β多様性解析）によって
解析した。 
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図 1 キゴキブリの採集地 

図 2 腸内原生生物の
マニピュレーション 



 
（５）酵素活性測定 
スギオシロアリ後腸内酵素活性の測定は、Tokuda et al.(2004, 2005)および Arakawa et al. (2009)
に準じて実施した。 
 
４．研究成果 
（１）韓国産キゴキブリ（C. kyebangensis）の原生生物組成について 
キゴキブリ属ではこれまで、北米東部の C. punctulatusと北米西部の C. clevelandi、ロシア東
部の C. relictus から共生原生生物が記載されているが、韓国の C. kyebangensisについては原生生
物の記載がなかった。韓国産のキゴキブリから調整した標本の検鏡の結果、本種の後腸には
Barbulanympha 属、Trichonympha 属、Eucomonympha 属、Leptospironympha 属、Saccinobaculus属、
Notila 属および、Oxymonas 属の原生生物が共生していることが明らかになった。原生生物の属
組成から判断すれば、本種の原生生物組成は北米の 2 種とは大きく異なり、ロシア東部の C. 
relictusに比較的近いことが明らかとなった。最終的に C. kyebangensisより、11属 15 種の原生生
物の存在が確認された。 
 
（２）キゴキブリ後腸の代謝産物解析 

C. punctulatusおよび C. kyebangensisの後腸全体からの抽出物を調整し、それぞれについて CE-
TOFMS を用いたメタボローム解析を行った。その結果、271 代謝産物が同定され、全体として地
域集団間において後腸内代謝物量に明らかな差異が認められた。特に北米産キゴキブリと韓国
産キゴキブリとの間で細胞内共生細菌が生産できる必須アミノ酸のうち、韓国産キゴキブリの
細胞内共生細菌のみが生産可能なアミノ酸については、韓国産キゴキブリよりも米国産キゴキ
ブリの後腸内により多く存在する傾向が認められた。この結果は両者で進化途上に後腸内また
は原生生物内に獲得したバクテリア叢の違いを反映していることが期待され、結果的に細胞内
共生細菌のゲノム縮小進化に影響を与えた可能性も考えられた。その他のアミノ酸量の違いに
ついては、これらの地域間で明らかな傾向は認められなかった。 
 
（３）キゴキブリ後腸内原生生物の代謝産物解析 
本研究ではキゴキブリ後腸内に分布する各種原生生物の代謝産物について解析を予定してい
たが、令和元年度末よりまん延を始めたコロナ禍の影響により、海外サンプリングの中断を余儀
なくされることになった。そのため、原生生物の代謝産物測定から共生細菌のシングルセルゲノ
ミクス解析までの計画は大幅な遅れを伴うことになり、現時点でもまだ解析が続いている。その
ため、ここでは現時点までの解析結果を概説する。 
韓国産キゴキブリの後腸より、3 属 3 種（Trichonympha sp.1, Eucononympha sp.および

Barbulanympha sp.）の原生生物を単離し、CE-TOFMS を用いて代謝産物を測定した。その結果、後
腸全体の代謝産物の約 25％にあたる合計 66代謝産物が検出された。このうちアスパラギンやト
リプトファンなど一部のアミノ酸については、ほとんどのサンプルから検出されなかった。この
ことから解析に用いた原生生物細胞において、比較的検出の容易なアミノ酸と検出の難しいア
ミノ酸とに大別できることが示唆された。得られた定量データを主成分分析によって解析した
結果、サンプル内のデータのばらつきが大きく、各原生生物間で検出される代謝産物の種類と量
については明確な結果の差異は認められなかった（図 3）。データのばらつきに影響を与えた要
因についてさらに検討したところ、
解析に用いた原生生物の細胞数が結
果に大きな影響を与えている可能性
が示唆された。これらの解析結果を
踏まえて、米国産キゴキブリ（C. 
punctulatus）については、韓国産キゴ
キブリの原生生物と比較可能である
と判断された２種の Trichonympha 属
原生生物について比較解析を行うこ
ととした。最終的に、Trichonympha 
acuta および、T. lata に Barbulanympha 
sp.を加えた 3 種類の原生生物抽出サ
ンプルついて各５～６グループの代
謝産物解析用サンプルを調整した。
これらのサンプルについては現在、
CE-TOFMS による解析を実施している。 
 
（４）キゴキブリの後腸内原生生物に共生するバクテリア叢の解析 
キゴキブリの後腸内原生生物を単離し、16SrRNA 遺伝子のアンプリコン解析を進めたところ、日
和見共生と思われる細胞外共生細菌（Endomicrobium、Deferribacteres、Bacteroidalesなど）が多
く、細胞内共生バクテリアと思われるものについてもシロアリの原生生物で優先しているバク
テリアとは大きく異なる種類（Rickettsiales、Verrucomicrobia、Mycoplasma など）が優占している
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ことが明らかとなった。現在、これらの共生バクテリアについて、シングルゲノム解析を実施し
ている。 
 
（５）スギオシロアリの後腸内微生物の動態 
コロナ禍の影響により研究期間の後半において海外サンプリングが不可能となったため、従
来の研究計画とは異なる角度から共生微生物が宿主に与える影響を解析することにした。ここ
では沖縄県内に分布するスギオシロアリを用いて、共生微生物群集の人工的な改変操作と、共生
微生物群集の変化によって生ずる腸内代謝産物の変化を網羅的に解析した。 
シロアリに木材以外の糖基質（アガロース、デンプン）を摂食させたところ、シロアリ腸内
の原生生物数は木材を摂食するシロアリに比べて有意に低下した。一旦原生生物数が減少する
と、その後の木材の摂食によって原生生物数が回復することはなかったが、元のコロニー由来の
個体との栄養交換によって原生生物数が有意に増加した。そこで、副基体類原生生物用の 18S 
rRNA 遺伝子用プライマーによって増幅された DNA 断片に含まれる各原生生物の配列の相対存在
量を検討したところ、アガロースやデンプンの摂食によって Foania 属及び Devescovina 属原生
生物はほぼ消失した。木材の摂食によってこれらの原生生物の相対存在量が再回復することは
なかったが、元のコロニー由来の個体との栄養交換によってこれらの原生生物は再度獲得され
た。このことから、スギオシロアリ腸内においてこれらの原生生物の多くはシロアリが摂食する
木材に強く依存していることが示唆された。 
その反面、バクテリア組成は原生生物組成に比べると明らかな変化は認められなかったが、
原生生物数と同様な増減があることが qPCR によって示唆された。木質消化酵素の活性は原生生
物の増減と同調した変化をしており、さらに代謝産物解析を行ったところ、無処理の後腸と原生
生物を再獲得した後腸内代謝産物量との間には正の相関関係があり、微生物除去処理によって
失われた代謝機能の少なくとも一部は、栄養交換行動を介した微生物の再獲得によって回復す
ることが示唆された（図 4）。 

 
図 4 中腸・後腸および各処理区間での代謝産物量の相関解析 
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