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研究成果の概要（和文）： 
シロアリ腸内の様々なセルロース分解性の原生生物とその細胞共生細菌を同定・検出し、共進
化関係を推定した。細胞内共生細菌２種について、培養を介さずに微量細胞から全ゲノムを増
幅後に完全ゲノムを解読し、窒素栄養の供給に働く共生機構を解明した。また、メタトランス
クリプトーム解析により原生生物の主要代謝を推定し、還元力を水素で効率良く処理する機構
を明らかにした。水素を介した細胞内共生細菌との代謝共生関係も推定した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Various associations between cellulolytic protists and bacteria in the gut microbial 
community of termites were identified, detected, and investigated in terms of their 
co-evolutionary relationships. The complete genome sequences of two endosymbiotic 
bacterial species, determined after the whole genome amplification starting from small 
numbers of the manually isolated cells, disclosed their symbiotic relationship involving the 
provision of essential nitrogenous nutrients. The primary metabolism of the protists that 
efficiently eliminates reducing equivalents as molecular hydrogen was inferred from their 
meta-transcriptomic analysis. 
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１．研究開始当初の背景 
 
シロアリの腸内には高密度に原生生物と原
核生物が共生していて、セルロース資源の効
率良い分解と利用を担っている。共生微生物
群のほとんどは難培養性なので、培養を介さ
ずに腸内の微生物群集構造の解明を行って
きた。 
 
共生微生物の大半は未だ培養されていない
複数の新門を含む新規種であること、原生生
物の細胞内・表層や腸壁など種によって異な
る空間分布を示す複雑な多重の共生系であ
ることを明らかにしてきた。共生微生物の機
能に関しても、原生生物によるセルロース分
解、共生細菌による窒素固定などを機能関連
遺伝子群の解析を中心に解明を試みてきた。 
 
特に、腸内のセルロース分解性の原生生物は
シロアリ体重の１／３までを占めると言わ
れており、腸内で優占する細菌種のほとんど
は原生生物の細胞内・細胞表層に共生する細
菌であった。従って、腸内の主要な代謝は原
生生物とその細胞共生細菌に担われている
と考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
シロアリ腸内の代表的な原生生物と細胞共
生細菌のそれぞれの機能、特に主要な代謝能
の解明をめざし、両者の相互作用も推定して、
腸内共生系における効率的なセルロース資
源の利用機構を明らかにすることを目的と
した。また、様々な原生生物種と細胞共生細
菌を分子系統学的に同定・検出して比較し、
両者の共進化についても考察した。 
 
３．研究の方法 
 
大型原生生物の１細胞から細胞内共生細菌
数百細胞をマイクロマニピュレーターを用
いて単離し、全ゲノムを増幅後にゲノム解析
を行なった。原生生物については、cDNA ライ
ブラリーを網羅的な Expressed Sequence 
Tags (EST)解析を行なった。様々な原生生物
種の細胞を単離し、PCR, RT-PCR により原生
生物と共生細菌の分子系統マーカー遺伝子
を増幅して解析した。特異的なプローブを用
いた in situ ハイブリダイゼーションによる
検出も行なった。 
 
４．研究成果 
 
セルロース分解に重要な原生生物であるヤ
マトシロアリの Trichonympha agilis、およ
び、イエシロアリの Pseudotrichonympha 
grassii の細胞内共生細菌について、完全ゲノ
ムを解読した。前者の細胞内共生細菌は未培

養新門 Termite Group 1 に属するものであり、後
者は Bacteroidales 目の細菌で、いずれも宿主原
生生物と（後者は宿主シロアリとの３者の関係で
も）共種分化してきたものである。どちらのゲノ
ムとも縮小進化過程にあると考えられたが、多く
のアミノ酸・ビタミン類生合成系遺伝子群が維持
されており、後者では窒素固定遺伝子群も見られ
た。シロアリが摂食する枯死材は窒素源に乏しく、
原生生物がセルロースを分解して生じる糖をもら
う代わりに、これら細胞内共生細菌は必須の窒素
栄養化合物を供給する役割を果たすと考えられた。 
 
P. grassii から鉄型ヒドロゲナーゼ遺伝子とその
酵素を解析し、細胞分画も行って細胞内小器官ヒ
ドロゲノソームにおいて高い水素生成能を明らか
にした。一方で解読ゲノムには典型的なヒドロゲ
ナーゼ相同遺伝子は認められなかったが、細胞内
共生細菌に高い水素取込み活性を検出し、生成し
た水素を効率的に利用して原生生物のセルロース
分解を促進する共生関係も推定した。また、T. 
agilis に は い わ ゆ る 硫 酸 還 元 細 菌 で あ る
Desulfovibrio 属の細菌も細胞内共生しており、宿
主原生生物のヒドロゲノソームの密集した近辺に
局在しており、水素の利用性が推定された。実際
にこの細菌は水素利用と硫酸還元に働く遺伝子群
を発現させていたが、腸内の硫酸塩濃度は低く、
水素利用のための他の電子受容体の関与が示唆さ
れた。 
 
原生生物細胞における細菌との共生は、複数種の
細菌が関わるより複雑なものであり、窒素栄養源
ばかりでなく水素の授受という代謝上多面的な共
生関係と考えられた。 
 
イエシロアリの原生生物群の EST 解析も行ない、
特に P. grassii においては、細胞質でセルロース分
解と解糖の過程で生じる還元力をリンゴ酸を介し
てヒドロゲノソームに輸送して最終的に水素とし
て処理することにより、効率良くセルロース資源
を利用する代謝を推定した。 
 
様々な原生生物種と細胞共生細菌種を同定・検出
して分子系統学的に解析した結果、同属の原生生
物種とその特異的な細胞内・表層細菌は、共通祖
先の組み合わせから共種分化により生じたもので
あることを推定した。一方、異なる属の原生生物
では、異なる系統の細菌が共生しており、恐らく
腸内で複数回特異的な共生関係が確立したものと
考えられた。また、シロアリと近縁の Cryptocercus
属のキゴキブリの原生生物を分子系統学的に比較
解析して、これらの昆虫の祖先が原生生物を獲得
し、これら昆虫と共に多様化したものと推定した。 
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