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研究成果の概要（和文）：生物の種分化過程には様々な類型がある。本研究では、シロアリ腸内共生原生生物
（単細胞真核生物）を題材として、原生生物と原核生物（細菌とアーキア）の細胞共生が原生生物の同所的種分
化を引き起こすという仮説を立て、その検証を行った。その結果、材料とした原生生物はこれまで1属1種と考え
られていたが、細胞内にメタン生成アーキアが共生するか否かで明確に2種に分離されることを明らかにした。
また、同共生アーキアのゲノムを解読したところ、自由生活型の近縁種との相違が少なく、比較的最近成立した
共生系であることが示唆された。追加の検証が必要ではあるが、以上によって、細胞共生による種分化の可能性
が強く示された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to test my hypothesis that single-celled eukaryotes 
(protists) can speciate by acquiring symbiotic prokaryotes. For this purpose, I selected a 
termite-gut protist genus as the material to be examined. Although the protist genus has been 
regarded monospecific, I demonstrated that it comprises two distinct species and that the two 
species can be discriminated by the presence or absence of endosymbiotic archaea. The genome 
analysis of the symbiotic archaeon indicated that the genome is very similar to its free-living 
relatives; the symbiosis has emerged relatively recently. Thus, this study strongly suggests that 
cellular symbiosis with prokaryotes can lead to speciation of a protist, though further studies are 
needed to prove this.

研究分野：分子生態学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生物の「種」がどのように形成されたか、というのは生物学上の重要なテーマである。本研究課題では、新たな
種分化過程の仮説を提唱し、該当する可能性のある事例を材料として検証した。その結果、単細胞真核生物であ
る原生生物の場合、細胞内に原核生物（細菌と古細菌）が共生することで種分化を引き起こす可能性が強く示唆
された。これは、多様な原生生物種の存在を（部分的に）説明する、進化学上の重要な成果である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 シロアリは、腸内共生原生生物が木質を分解・発酵して生じる酢酸を主な炭素・エネルギー

源としている。害虫駆除・木質バイオマス燃料開発などの応用面からも、この原生生物群集は

注目され続けているが、培養不能なため生理・生態の多くは未知のままである。その中でも大

きな謎の一つが、なぜ複数種の原生生物が常に同時共生しているのか、である。いずれも木質

分解を行うとされており、競争排除されるか、シロアリ世代間で垂直伝播される際のボトルネ

ック効果で、一部の種類が欠落しても不思議ではない。ところが実際には、シロアリ個体・コ

ロニー間で原生生物群集は保持されており、系統的に近縁な複数種の原生生物を同時に保有す

るシロアリ種も多い。例えばヤマトシロアリは少なくとも 7 種類の Dinenympha 属原生生物

を同一腸内に常に保有している。こうした原生生物の種多様性はどのように形成されてきたの

であろうか。 

 本課題の代表研究者・本郷らは、これまで 1 属 1 種と考えられてきた原生生物種において、

メタン菌が多数細胞内共生している細胞と、全く共生していない細胞の２型があることを発見

した。興味深いのは、メタン菌保有細胞と非保有細胞では、その細胞形態に相違があるように

見えることで、予備的解析では 18S rRNA遺伝子配列にもわずかだが相違があった。即ち、同

原生生物種の一部の系統にメタン菌が共生したことで原生生物が形質置換し、系統間で種分化

しはじめている可能性がある。そこで本郷は、種分化の新たな類型として、「原核生物の細胞共

生による原生生物の同所的種分化」を発案した。 

 

２．研究の目的 

 「原生生物が原核生物との細胞共生によって同所的種分化を遂げる」という、研究代表者・

本郷の仮説を検証することを目的とする。実験材料には、上記のメタン菌保有型と非保有型が

存在するシロアリ腸内原生生物の 1種を用いる。まず両細胞型が形態的・分子系統学的に一貫

した相違をもつことを証明する必要がある。また、メタン菌共生型と非共生型間で比較転写産

物解析ならびに比較メタボローム解析を行い、両者が異なる機能を持つことを実証する。これ

らにより、メタン菌共生によって同原生生物が形質置換してニッチ分化を生じ、同所的に種分

化しつつある、または既にしていることを証明する。 

 

３．研究の方法 

 同原生生物種のメタン菌共生細胞と非共生細胞の光学顕微鏡観察を行い、細胞の長軸と短軸

の長さを計測するとともに、一貫した形態学的特徴の差異を探索した。また、透過型電子顕微

鏡観察を行い、両者の細胞内の構造を比較した。次に、マイクロマニピュレータで 1細胞ずつ

分取し、それぞれのメタン菌保有の有無と形態学的特徴を記録した上で、18S rRNA遺伝子配

列を取得して分子系統解析を実施した。さらに両者の機能的相違を解明するにあたり、同細胞

内共生メタン菌の分子系統解析とゲノム解読も行い、同時共生している細菌叢の群集構造解析

とメタゲノム配列取得も試みた。原生生物自身の機能も予測するため、単離した 1細胞からの

転写産物解析とメタボローム解析も試みた。 

 

４．研究成果 

 2019 年 5月時点で論文未発表の内容を含むため、一部の詳細は省いた。 

（1)メタン菌保有型と非保有型の間での原生生物細胞形態比較および分子系統解析 

 顕微鏡下での計測と特徴比較を行った結果、メタン菌保有型と非保有型で細胞サイズと長
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軸・短軸の比率が明確に異なることを明らかにした。また核の位置にも一貫した差異があった。

18S rRNA 遺伝子に基づく分子系統解析の結果、両群間の配列差異は小さいものの、それぞれが

明確に単系統を形成した。即ち、共生メタン菌の有無と細胞サイズ・形態学的特徴、さらに 18S 

rRNA 遺伝子配列は一貫して異なっており、これまで 1属 1種と考えられてきた同原生生物種が

実際には 2種に分化しており、共生メタン菌の有無が鍵となっている可能性が高いことを実証

できた。 

(2) 細胞内共生メタン菌及び共生細菌叢の分子系統解析とメタゲノム解析 

 両細胞型の相違の鍵となっているメタン菌に着目し、分子系統解析を行った結果、

Methanobrevibacter 属と Methanomassiliicoccus 属が 1種ずつ検出された。それぞれに特異的

なプローブを設計して蛍光 in situ ハイブリダイゼーションを行ったところ、原生生物細胞内

で両者が同時に局在することを確認した。嫌気条件下での共生メタン菌単離培養の試みは不成

功に終わったため、同原生生物細胞内の原核生物叢のメタゲノム配列を取得し、種ごとの仕分

け（ビニング）を試みた。その結果、Methanobrevibacter 属共生メタン菌のドラフトゲノム再

構築に成功した。情報解析によって基本代謝系を予測し、水素と二酸化炭素からのメタン生成

能を保持していることなどを明らかにした。同時に細胞内共生している Endomicrobium 属細菌

のドラフトゲノム配列取得にも成功したが、他の原生生物種に細胞内共生している

Endomicrobium 属細菌種と比較して水素産生を含む解糖・発酵経路に特徴があることが判明し

た。水素を消費するメタン菌との共局在が同細菌の進化に影響した可能性があり、現在追加実

験・解析中である。 

(3) 原生生物の 1細胞機能解析の試み 

 培養不能原生生物種の機能予測には 1細胞ゲノム解読が一つの手段だが、シロアリ腸内原生

生物種は極端にゲノムサイズが大きく、困難である。そこで、1 細胞転写産物解析とメタボロ

ーム解析を試みることにした。前者はモデル真核生物では成功例が多数あるものの、本課題の

ような非モデル生物を使用する場合、モデル生物用のプロトコルでは良好な結果を得られない

ことが多い。実際、本課題でも様々な手法による最適化に時間を要している。現在、取得した

配列の情報解析を実施中であり、今後も解析を継続する必要がある。1 細胞メタボローム解析

はさらに困難であるが、様々な条件検討後、現在、サンプル調製済みで、今後解析していく予

定である。 

 

 以上のように、当初の主目的である、「原核生物との細胞共生による原生生物の同所的種分化」

が実際に生じている可能性を強く示唆する証拠を得ることができた。より詳細な原生生物の機

能レベルでの差異の解析は未達成であるが、方法論の最適化が進んでおり、今後継続していく。 
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