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研究成果の概要（和文）：シロアリは枯死材のみを餌とする昆虫で、地球の物質循環において重要な役割を果た
すと同時に、人間にとっては木材の大害虫でもある。その高効率な木質消化能力の大部分は、腸内に共生する微
生物群集によるものである。本研究では、その腸内共生細菌叢を攻撃する可能性があるバクテリオファージ群集
のゲノム解析を初めて行い、その群集構造とファージが感染する腸内細菌種の同定に、一部成功した。

研究成果の概要（英文）：Termites feed exclusively on dead plant matter. They play important roles in
 the global carbon cycle, although they are also destructive pests of wooden buildings. Their 
ability to digest lignocellulose is mostly attributable to the symbiotic gut microorganisms. In this
 study, a bacteriophage community that infects the symbiotic gut bacteria was comprehensively 
analyzed, and specific bacterial hosts of some phages were successfully identified.

研究分野： 微生物生態学
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１．研究開始当初の背景 
 
 シロアリは植物枯死体のみを摂食する社
会性昆虫で、温帯から熱帯にかけて巨大なバ
イオマスを占める重要な分解者である。人間
にとっては木造建築物の大害虫であり、その
駆除・防除費用は日本だけで年間 1000 億円
に達するとも言われている。 
 シロアリの高効率な木質分解能力は、シロ
アリ自身よりもその腸内に共生する微生物
群集に負う所が大きい。シロアリ腸内微生物
は 1.5 億年以上前から共生していると推定さ
れており、シロアリ腸内に特異的な種群で構
成されている。通常、数種類の原生生物（単
細胞真核生物）と数百種類の細菌、数種類の
アーキア（古細菌）で構成されており、宿主
シロアリによって代々受け継がれている。 
 シロアリ腸内共生微生物は、基礎・応用科
学の両面で長年に渡り注目されてきたが、大
多数の種類が培養不能であるため、詳細な研
究が未だに進んでいない。特に、腸内ウイル
ス群集に関する研究はほとんど行われたこ
とが無い。しかし、一般にウイルスは微生物
生態系において重要な役割を担っており、シ
ロアリ種ごとに特徴的な腸内微生物群集構
造の決定にもウイルスが関与している可能
性がある。したがって、基礎・応用科学両面
で重要なシロアリ腸内共生系を理解するに
は、ウイルスの研究は欠かせないはずである。 
 
２．研究の目的 
 
（１）シロアリ腸内ウイルス群集構造の解明。 
 これまで、シロアリ腸内のウイルス群集を
網羅的に研究した例は全く無い。シロアリ腸
内共生系におけるウイルスの役割を解明す
る上での基盤情報として、まずウイルスメタ
ゲノム解析を行い、ウイルスの種類、保有遺
伝子群のリストを作成する。 
 
（２）シロアリ腸内ファージの宿主細菌特定。 
 シロアリ腸内に存在するウイルスの多く
は、細菌に寄生するバクテリオファージと予
想される。一般にファージは特定の細菌種の
みに感染する性質を持っており、その宿主を
特定する。特に、シロアリ腸内における木質
消化の中心である原生生物の細胞内に共生
する細菌は、共生系で重要な役割を担ってお
り、それら細胞内共生細菌を宿主とするファ
ージの有無と種類を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）ウイルスメタゲノム解析。 
 シロアリ腸内容物からウイルス画分を抽
出した例が無いため、試行錯誤しながら実験
を行った。最終的に、市販のウイルス用 DNA
抽出キットで処理して DNA を取得した。ウイ
ルスにはゲノムが二本鎖DNAのもの以外に一
本鎖 DNA や RNA のものが存在するが、ここで

は二本鎖 DNA ウイルスを標的とした。 
 抽出した DNA の一部を用いて、次世代シー
ケンサー（イルミナ MiSeq）で配列解析を行
った。得られた配列同士を結合（アッセンブ
ル）し、ウイルスゲノムあるいはその一部の
再構築を目指した。再構築したゲノム上の遺
伝子の位置と機能を、コンピュータープログ
ラムによって予測した。 
 
（２）シロアリ腸内ファージの宿主細菌特定。 
 ファージの宿主細菌を推定する方法はい
くつかあるが、シロアリ腸内細菌群が培養不
能であるため、培養に依存した手法は使用で
きない。ここでは、優占的な培養不能腸内細
菌種のゲノム配列を取得し、その配列情報を
用いる方法を採用した。 
 まず、シロアリ腸内原生生物の細胞内ある
いは細胞表面に共生する細菌種に注目した
（腸内での最優占種群でもある）。これら培
養不能細菌種のゲノム配列を、全ゲノム増幅
法を利用して取得し、そのゲノム上の CRISPR
領域のスペーサー配列を探索した。これらの
配列とファージゲノム断片との照合を行う
ことで、ファージと宿主細菌種を対応づける
ことにした。CRISPR/Cas システムは細菌とア
ーキアに見られる対ファージ防衛装置であ
る。細菌にファージ DNA が侵入すると、それ
を検知した CRISPR/Cas システムがそのファ
ージ DNA を切断し、切断した断片を細菌ゲノ
ム上の CRISPR 領域に「スペーサー」として
取り込む。すると、次回に同じ配列を持つフ
ァージが侵入してきた時に、迅速にその配列
を目印として DNA を切断するという、原核生
物版の「免疫」システムである。 
 CRISPR が存在しない細菌種においては、
tRNA 遺伝子などのウイルスとの共有配列か
ら宿主を判定した。 
 
４．研究成果 
 
（１）シロアリ腸内ウイルス群集構造の解明。 
 シロアリ腸内からウイルス画分の分取に
成功した。得られたメタゲノム断片の少なく
とも７割以上がウイルス由来であった。その
多くはファージ由来と推定されたが、全て新
規な配列で、既知の配列とは相同性が低かっ
た。完全長ゲノムと見なせる環状染色体 DNA
も複数再構築できた。現在、詳細な情報解析
を継続している（学会発表①②など）。 
 
（２）シロアリ腸内ファージの宿主細菌種の
特定。 
 
① シロアリ腸内細菌ゲノム配列の取得と
CRISPR 領域の同定。 
 まず、シロアリ腸内細菌のゲノム配列取得
を試みた。本研究課題開始時点で存在したの
は、本郷らが 2008 年に解読したシロアリ腸
内原生生物細胞内共生細菌２種のみ（参考文
献①②）であった。このうちの１種、



“Candidatus Endomicrobium 
trichonymphae”（未培養細菌は正式に命名
することができないため“Candidatus”、つ
まり“候補”とつけて仮命名する）の Rs-D17
系統型で、そのゲノム上には数多くの制限酵
素の偽遺伝子（機能を失った遺伝子のこと）
と、外見上機能的と見られる CRISPR 領域が
存在した。2008 年当時、本郷は、この細胞内
共生細菌の祖先が腸内で自由生活を送って
いた時にはファージの感染を頻繁に受けて
おり、そのため多数の制限酵素（これもファ
ージ DNA を切断する機構）と CRISPR/Cas シ
ステムを保有していたが、細胞内共生体とし
て進化する過程でファージの感染が無くな
り、その結果として制限酵素が不要となって
偽遺伝子化した、と考察していた。同様に、
CRISPR/Cas システムも実際には機能してい
ないと考えていた。 
 ところが、本研究課題で新規に同 Rs-D17
細菌の別株のゲノム完全長配列を取得して
比較したところ、予想外の結果となった。両
ゲノムは別株だが同種同系統型の細菌であ
り、ゲノム構造と配列は酷似していた。とこ
ろが、CRISPR のスペーサー配列（約 120 個、
合計約 4 kb）のみが全く異なっていた。つま
りこのCRISPR/Casシステムは機能しており、
かつ外来DNAの侵入に晒されていることを示
していた。このことから、細胞内共生体では
あっても、ファージの攻撃を受けている可能
性が高くなった（原著③）。 
 こ の “Ca. Endomicrobium 
trichonymphae”に加えて、さらに３種の
Endomicrobium 属の細胞内共生細菌のゲノム
配列を取得したところ、同様に機能的とみら
れるCRISPR/Casシステムを保有していた（原
著③、学会発表②⑦など）。 
 また、Endomicrobium 属細菌の他に、同じ
く原生生物細胞内共生細菌である“Ca. 
Treponema intracellularis”（参考文献③）
と、原生生物細胞表面共生細菌である“Ca. 
Desulfovibrio trichonymphae”（原著②）
及び“Ca. Symbiothrix dinenymphae”（原
著④）のゲノム解析を行ったところ、いずれ
も CRISPR 領域を保有していた。 
 
（３）シロアリ腸内細菌の CRISPR スペーサ
ーとファージメタゲノムの照合。 
 （１）で取得したシロアリ腸内ファージメ
タゲノムと（２）で取得した各種原生生物細
胞内あるいは細胞表面共生細菌の CRISPR ス
ペーサー配列を照合した。もしファージがこ
れらの細菌種に感染するのであれば、スペー
サーとファージメタゲノム断片が一致する
はずである。 
 その結果、ファージメタゲノムを取得した
シロアリ種の腸内細菌の CRISPR スペーサー
の多くが、同ファージメタゲノム断片と合致
した。これにより、シロアリ腸内原生生物の
細胞内共生細菌もファージの感染を受ける
ことが、初めて証明された（論文準備中、学

会発表①⑧など）。 
 
（４）シロアリ腸内原生生物細胞内共生細菌
ゲノムと同時取得されたファージゲノム。 
 上述の各種腸内細菌に加えて、“Ca. 
Azobacteroides pseudotrichonymphae” 
ProJPt-1 系統型のゲノム配列を、シロアリ腸
内原生生物 Pseudotrichonympha sp.の細胞内
から取得した際、同時にファージの環状ゲノ
ム DNA も再構築された。このファージゲノム
上には tRNA 遺伝子が存在し、その配列は同
Azobacteroides 細菌の tRNA に最も高い相同
性を示した。これらのことから、同ファージ
は Azobacteroides を宿主とする可能性が極
めて高い。この tRNA 遺伝子は、宿主
Azobacteroides 細菌のコドン使用頻度とフ
ァージのコドン使用頻度の偏りを是正する
役割があるものと推定された。同ファージゲ
ノム上の遺伝子の多くは機能未知で、宿主細
菌との相互作用についての知見は現時点で
は得られていない。いずれにしても、上述の
Endomicrobium 属細菌の例と並んで、細胞内
に絶対共生（自由生活相を持たず永久に細胞
内のみに生息）する細菌において初めて見つ
かったファージの感染例である（原著①）。 
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