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研究成果の概要（和文）：Bacteroidales目細菌において、窒素固定あるいは古細菌の水素代謝に関連する遺伝
子をゲノム上に有する細菌種を見出し、培養株で活性を検出した。シロアリ腸内の窒素固定と水素利用還元的酢
酸生成に働く細菌として、セルロース分解性原生生物の細胞内共生スピロヘータを同定した。この細胞内共生細
菌と原生生物の細胞表層に共生するBacteroidales目細菌２種について、シングルセルゲノム解析で機能と共生
機構の解明を行なった。

研究成果の概要（英文）：We found bacterial species in the order Bacteroidales that harbor genes for 
nitrogen fixation or genes homologous to archaea for hydrogen utilization in the genomes, and we 
detected the respective activities in their representative cultured strains. We identified an 
endosymbiotic spirochete species of a termite-gut cellulolytic protist species that contributes to 
the activities for both nitrogen fixation and hydrogen-utilizing reductive acetogenesis in the gut. 
Through single-cell genome sequencing, we investigated functions and symbiotic mechanisms of this 
endosymbiont and two ectosymbiotic Bacteroidales species attached onto cell surface of termite-gut 
protists.

研究分野：微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
Bacteroides、Porphyromonas、Prevotella な
どの属を含む Bacteroidales 目細菌は、人の
腸内や口腔内の常在細菌として多くの分離
株が得られており、健康に関わる細菌として
古くから研究が盛んである。一方で、本目の
細菌は他の動物や様々な自然環境にも多様
なものが生息しているが、人常在細菌に比べ
て研究は決して十分になされていない。 
 
研究代表者らはこれまでに、高効率なセルロ
ース資源の利用機構の解明を目的としたシ
ロアリ腸内共生微生物群集についての研究
において、シロアリ腸内にも新規系統群をな
す多様なBacteroidales目細菌が生息するこ
とを明らかとした。腸内の原生生物の細胞内
や表層に特異的に共生する種も複数解明し
た。これらのうち、セルロース分解性の大型
原生生物の細胞内共生するBacteroidales目
細菌が、宿主シロアリの腸内細菌細胞全体の
６−８割をも占める種で、宿主原生生物と共
種分化してきたものであることを明らかに
し、培養を介さずに完全ゲノムを解読して
Azobacteroides 属と命名した。細胞内共生細
菌は、原生生物がセルロースを分解して生じ
る糖を発酵する代わりに、シロアリの食べる
材に欠乏する窒素源を窒素固定で得て、アミ
ノ酸やビタミンなどの窒素化合物を生合成
して宿主に供給すると推定された。 
 
それまでに、Bacteroidales 目（さらに上位
の分類群の Bacteroidetes 門）において、窒
素固定機能とその遺伝子の存在についての
知見はなく、この Azobacteroides 属細菌が
初めての報告であった。また、高い水素生成
能はシロアリ腸内共生微生物の特徴である
が、水素生成に主に働く原生生物のヒドロゲ
ナーゼの解析の過程で、細胞分画した
Azobacteroides 属細菌に高い水素利用ヒド
ロゲナーゼ活性を検出していた。しかし、解
読ゲノムには既知の典型的なヒドロゲナー
ゼ遺伝子は認められなかった。ゲノム配列を
精査し、候補遺伝子として古細菌の水素関連
代謝に関与する heterodisulfide reductase
と sulfhydrogenaseのホモログ遺伝子群を見
いだした。 
 
２．研究の目的 
 
近年、Bacteroidales 目の分離培養株でも人
常在細菌ばかりでなく、多様な環境由来の分
離株のゲノム配列も数多く解読されるよう
になってきた。Azobacteroides 属細菌のゲノ
ム解析で新しく見いだした窒素固定と水素
利用の新機能について、分離培養株を利用し、
多様なBacteroidales目細菌群におけるこれ
ら遺伝子群の分布とその意義を明らかにす
ることを目的とした。 
 

また、シロアリ腸内の共生微生物における窒
素固定と水素利用の機能について、腸内で主
な 働 き を し て い る 共 生 微 生 物 や
Bacteroidales 目細菌の関与・貢献を明らか
にすること、これら機能に関連した遺伝子を
明らかにすることも目的として研究を行っ
た。 
 
３．研究の方法 
 
Azobacteroides 属で見出された窒素固定遺
伝子と古細菌の水素代謝関連酵素ホモログ
遺伝子と相同なものを分離培養株のゲノム
情報において検索した。研究代表者の所属機
関で整備している微生物株のコレクション
も利用し、一部はゲノム情報も解読して検索
に供した。ゲノム上に見出された窒素固定遺
伝子については、分子系統学的に解析し、そ
の進化について考察した。また、ゲノム情報
からこれらの機能関連遺伝子が認められた
種については、培養可能な微生物株を用いて
活性を測定した。 
 
シロアリ腸内の共生微生物については、窒素
固定活性と、水素利用活性として原生生物の
セルロース分解・発酵過程で生ずる二酸化炭
素を還元して酢酸を生成する反応に注目し
て活性測定を行った。腸内の微生物群集を分
画して活性を測定して、腸内でこれら機能に
働く微生物の局在を推定した。また、原生生
物の細胞内・細胞表層に共生する細菌につい
て、セルソーターを用いてシングルセルに分
離後、全ゲノムを増幅してゲノム解析を実施
した。得られたゲノム情報から共生細菌の機
能を推定した。 
 
４．研究成果 
 
(1) Bacteroidetes 門細菌のゲノム配列情報
を検索して、窒素固定機能に必須と考えられ
ているnifHDKENBの６つの遺伝子をもつ総計
８種の Bacteroidales 目細菌を同定した。こ
れらは、７属にわたる目内の広い系統に分散
しており、分離源も様々な環境であった。こ
れらのうち５種については、培養株にてアセ
チレン還元法で窒素固定活性を検出した。系
統解析の結果、８種の細菌の窒素固定遺伝子
は嫌気性細菌が有する窒素固定遺伝子の系
統の中で単系統となった。窒素固定能は
Bacteroidales 目の祖先が有していた機能が
これら８種に残っているもので、他の多くの
目内の系統では恐らく生態・生息環境と関連
して窒素固定能を失ったものと考えられた。
また、自然環境中から培養を介さずに直接解
析された nifH 遺伝子配列のなかで、シロア
リ腸内から得られた遺伝子配列の多くがこ
れらBacteroidales目細菌の窒素固定遺伝子
に相同であり、Bacteroidales 目の細菌がシ
ロアリ腸内での窒素固定に重要な役割を果
たしていると考えられた。 



 
水素代謝に関しては、ゲノム上に古細菌の水
素代謝関連酵素のホモログ遺伝子を有して
いるが、典型的なヒドロゲナーゼ遺伝子を有
していないBacteroidales目細菌２種を同定
した。そのうち Dysgonomonas hofstadii の
培養株を用いて、ベンジルビオロゲンを電子
受容体として水素利用ヒドロゲナーゼ活性
を検出することができた。活性の検出は再現
性が得られたが、用いた測定条件下で数分間
程度で消失するというものであり、水素から
の電子が細胞内で他の反応に利用されて速
やかに消費されているものと考えられた。 
 
(2) シロアリ腸内の細菌による窒素固定と
水素利用の２つの機能を確認するため、オオ
シロアリ（Hodotermopsis sjoestedti）にお
いて腸内容物を分画して活性を測定した。水
素利用に関しては、シロアリ腸内に特徴的な
活性である水素を利用して二酸化炭素から
還元的に酢酸を生成する活性として測定し
た。その結果、大型のセルロース分解性の
Eucomonympha 属原生生物の細胞内共生細菌
が、窒素固定では腸内のほとんどの活性を、
還元的酢酸生成では腸内の６割程度の高い
活性を担っていた。一般に窒素固定反応は水
素によって阻害されるが、この細胞内共生細
菌ではむしろ水素存在下で活性が増加して
おり、セルロースを分解して盛んに水素を生
成する原生生物細胞内への適応進化と考え
られた。細胞内共生細菌を同定したところス
ピロヘータ門の Treponema 属に分類された。 
 
この細胞内共生スピロヘータ細菌をシング
ルセルに分離してゲノム解析を実施し、これ
ら２つの機能を果たすために適した代謝上
の細胞内共生機構を解明した。細胞内共生に
よって、原生生物のセルロースの代謝で生
じる還元力（水素）が効率良く処理され、
原生生物の分解・代謝が促進されると考え
られた。酢酸はシロアリのエネルギー源と
して利用されるが、原生生物と細胞内共生
細菌により、セルロース由来の炭素源のほ
とんどを酢酸に変換できる。また、窒素固
定と固定窒素をアミノ酸やビタミンに生合
成するためのエネルギーは、セルロース分
解の中間体の糖を利用・代謝することで満
たされていると考えられた。このように、
原生生物と細胞内共生細菌は、それぞれの
代謝の分担と代謝産物の授受を介して効率
的に働いていると考えられた。 
 
細胞内共生スピロヘータ細菌のゲノムは、顕
著な縮小化は認められず、これまでゲノム解
読された原生生物の細胞内共生細菌とは異
なっていた。一方、この細胞内共生細菌は、
スピロヘータに特徴的な螺旋状の細胞形態
ではない桿菌で、実際に形態や運動性に関わ
る鞭毛遺伝子などが認められず、また、ゲノ
ム上の遺伝子の機能カテゴリーの割合も他

の細胞内共生細菌に類似していた。これらの
ことから、このスピロヘータ細菌は、細胞内
共生の比較的初期段階にあるものと考えら
れた。ゲノム上には数多くのトランスポゾン
様配列がみられ、それら可動性因子によって
ゲノムが大きく再編されていく過程にある
のかもしれない。また、原生生物の細胞内に
共生するDesulfovibrio属細菌のゲノムも解
読し、水素利用機能について推定した。 
 
(3) シロアリ腸内のセルロース分解性原生
生物の細胞表層で共生するBacteroidales目
細 菌 と し て 、 Symbiothrix 属 細 菌 と
Armantifilum 属細菌の２種について、シング
ルセルゲノム解析を実施した。これらの細胞
表層細菌は、原生生物の細胞内で窒素固定を
する Azobacteroides 属細菌と姉妹系統関係
にある。 
 
Symbiothrix 属細胞表層共生細菌の場合、予
想に反して、窒素固定遺伝子がゲノム上に認
められなかった。一方で、セルロース・ヘミ
セルロースの分解酵素遺伝子が数多く認め
られ、木質成分の分解への関与が推定された。
これまでセルロース分解性原生生物を共生
させているシロアリ腸内では、細菌は分解に
ほとんど寄与していないと考えられていた。
しかし、ゲノム上には結晶性セルロースの分
解に重要な酵素遺伝子は見られず、この細菌
が細胞表層で木質成分を部分分解したのち
に、原生生物が細胞内に取り込んで完全分解
を果たすという機能分担の可能性が考えら
れた。 
 
Armantifilum 属細胞表層共生細菌のゲノム
には、Symbiothrix 属細菌とは異なり、セル
ロース分解関連酵素遺伝子は乏しかったが、
Azobacteroides 属のものと相同性の高い窒
素固定遺伝子に加えて、金属補因子の異なる
酵素をコードするもう一つの窒素固定遺伝
子（anf）が見出された。以前の研究で、
Armantifilum 属細菌が腸内で優占するシロ
アリでは、この anf 遺伝子が腸内で主に発現
する窒素固定遺伝子であることが判明して
おり、Armantifilum 属細菌が腸内での窒素固
定に主要な役割を果たしていることが確認
できた。 
 
古細菌の水素関連代謝酵素ホモログの遺伝
子は、Azobacteroides 属、Symbiothrix 属、
Armantifilum 属細菌のゲノムに共通してみ
られた。これらの細菌における水素からの電
子受容体については未解明であるが、共通し
た反応である可能性がある。水素利用の古細
菌のホモログ遺伝子と窒素固定遺伝子の両
者をもつ、Bacteroidales 目の分離培養株は
本研究では見出せず、Symbiothrix 属細菌は
窒素固定遺伝子を有していないので、両者の
機能は独立したものである可能性も考えら
れた。 
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