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要  旨 

 シロアリ腸内のセルロース分解性の様々な原生生物について、その細胞内・細胞表層で共

生する細菌を培養を介さない分子生物学的な方法で同定した。これらの細胞共生細菌のなか

には、セルロースの分解によって生じる水素と二酸化炭素から還元的に酢酸を生成し、原生

生物の分解を促進する一方で宿主シロアリにエネルギー源をより多く提供する働きがあるこ

とがわかった。細胞共生細菌による還元的酢酸生成、窒素固定の他、培養を介さない網羅的

な解析により原生生物のセルロース分解、水素生成などの機能に関連した遺伝子群を多数得

た。 

１ 研究のねらい 

 自然界で効率よく資源を利用するシステムを細胞・分子レベルで理解し、資源の有効利用・

バイオリサイクルについて学ぶ。このために、セルロースの高い分解能を有し、得られるエ

ネルギーのほとんどを酢酸に変換して有効利用しているシロアリの腸内共生システムを題材

に、共生微生物群による高効率性の要因を探る。シロアリは特に熱帯地域に圧倒的な量で存

在する土壌昆虫で、陸上生態系での枯死植物から始まる腐食連鎖において大変重要な役割を

果たす昆虫であり、その働きの多くは共生微生物によってもたらされると考えられている［総

説として、M. Ohkuma, Termite symbiotic systems: efficient bio-recycling of lignocellulose. Appl. 

Microbiol. Biotechnol., 61, 1-9 (2003)］。 

 しかしながら、シロアリ腸内の共生微生物は、大半が培養が困難な微生物であり、どのよ

うな微生物がどのような機能を果たしているかはほとんど解明されていない。原生生物につ

いても細胞形態による分類の他は詳細な研究はなされていなかった。そこで、我々は培養を

介さない分子生物学的な方法を適用して共生微生物の研究を行ってきた結果、シロアリの腸

内には多くの未知の微生物が共生していることを明らかとした。また、原生生物の細胞内や

細胞表層に様々な細菌が共生していることも見出し、微生物群が多重に共生しあった関係で



あることも明らかとなった。 

 本研究では、種々の原生生物と細菌の細胞レベルでの共生に注目し、共生の進化過程をも

みすえて、どのような細菌種が細胞共生するかを明らかにする。特に上述の効率性をもたら

す特徴的な機能に着目し、培養を介さない方法で腸内での局在・存在状態と機能をリンクさ

せて統合的にこの多重共生システムを理解する。本研究は、自然界の複合的な共生システム

を微生物機能のレベルで直接詳細に解析する先駆的な研究であると位置づけられる。 

２ 研究成果 

２．１ 原生生物に細胞共生する多様な細菌 

 様々な原生生物種について、細胞レベルで共生する細菌を解析した。これまでに、原生生

物の細胞表層に共生する種々のスピロヘータ細菌、および、細胞内に共生するメタン生成細

菌、シロアリ腸内から見出した細菌の分類体系で最も高次の門（Phylum）レベルで新規の細

菌群（TG１と命名）を明らかとしていた。マイクロマニピュレータ装置とキャピラリー（微

細管）を用いて、顕微鏡下で原生生物種を見分けながら物理的に単離し、共生細菌の rRNA

遺伝子等を PCR 増幅してクローンを解析し、分子系統学的に同定した。さらに、同定した遺

伝子配列に特異的なプローブを作製し、細胞形態を維持したままの蛍光 in situ hybridization

（FISH）法により、原生生物細胞への局在、分布を調べた。 

 その結果、桿菌様のスピロヘータ細菌がいくつかの大型原生生物に高密度に細胞内共生す

ることを見出した。細胞内スピロヘータは、細胞表層のスピロヘータのうちのある種のもの

が、恐らく細胞内へ入って生じたと分子系統学的に推定された。スピロヘータは一般に運動

性をもたらす螺旋状の細胞形態を特徴とするが、細胞内で運動性が不必要となり、螺旋状の

形態も同時に失ったと考えられる。どのような機能的な関係が細胞表層から細胞内への進化

をもたらしたのか興味が持たれた。 

 この他に多くの原生生物種の細胞表層に Bacteroidales 目（門の下位の分類体系）の細菌が

付着共生している例を多く見出した。いずれも良く似た細胞壁構造にもかかわらず、少なく

とも３つ以上の異なる系統群に分れ、宿主原生生物の分類群と細胞形態に与える影響は複雑

であった。ある種の原生生物の細胞内にも Bacteroidales の共生細菌を見出したが、細胞の外

から内への系統関係はこれまで解析した範囲では得られなかった。多くの原生生物で、スピ

ロヘータと Bacteroidales のものが同一細胞の表層に共生しており、さらに、細胞内に別種の

共生細菌を有して３種の細菌と細胞共生する原生生物も見出した。 



 

 

 原生生物とその細胞内・細胞表層に共生するものの他、腸壁に付着するもの、腸内を自由

生活するものなど、シロアリ腸内の微生物群集構造を解明し、それぞれの微生物種がそれぞ

れ特定の場所に局在していることを明らかとした。特に大型の原生生物の細胞内共生細菌は

腸内細菌群の大半を占め、腸内の代謝・機能に大変重要な役割を果たしていると考えられた。 

 

左上、原生生物 Eucomonympha sp.と細胞内共生スピロヘータの TEM 像。左下、Dinenympha porteri

の細胞表層に共生する２種のスピロヘータの FISH。右上、Hoplonympha sp.の SEM 像（scale, 10

μm）と細胞表層に共生する Bacteroidales 細菌の TEM 像。矢印は細胞内に取り込まれた細菌細胞。

右下、Devescovina sp.の SEM 像（scale, 10μm）と細胞表層に共生する Bacteroidales 細菌の

TEM 像。SL, surface layer; OM, outer membrane; CM, Cellular membrane。 



２．２ 原生生物と細胞共生細菌の機能的相互作用 

 シロアリ腸内の特徴的な代謝を参考に原生生物の細胞共生細菌の機能を推定した。シロア

リによって細かくかみ砕かれた木片やセルロース片は、腸内で原生生物に取り込まれ原生生

物の細胞内で分解される。セルロースは酢酸にまで分解され、生じた酢酸はシロアリに吸収

されてシロアリのエネルギー源となる。分解の副産物として水素と二酸化炭素が生じるが、

特に水素は分解によって生じる還元力の処理産物で、効率よく除かれないと分解過程そのも

のが滞ってしまう。実際に、腸内の原生生物は強力なセルロース分解能と同時に高い水素生

成能を有している。 

 腸内にはメタン生成細菌が生息して水素と二酸化炭素からメタンを生成して水素の処理に

働くが、シロアリの場合、メタン生成よりもむしろ、二酸化炭素から還元的に酢酸を生成す

る反応が水素（還元力）の主要な捨て場となっている。メタン生成に比べ還元的酢酸生成は

熱力学的に不利な反応であり、シロアリ腸内におけるこの高い還元的酢酸生成能は、一般の

嫌気的な微生物生態系には見られない特徴である。生じたメタンはシロアリに利用されるこ

となく捨てられてしまうが、酢酸はシロアリに吸収利用されるので、セルロース由来の資源

を実に効率良く利用する理想的なシステムである。 

 そこで、原生生物と細胞共生する細菌が、還元的酢酸生成能を有するか、嫌気性条件下で

微小分画した細胞を用いた生理・生化学的解析と機能関連遺伝子の分子生物学的な研究を通

して検討した。大型原生生物の細胞内スピロヘータ細菌に、水素依存性の二酸化炭素からの

還元的酢酸生成能を検出し、腸内で検出される活性の６割程度を占めることを明らかとした。

これは還元的酢酸生成が関与する新規の細胞共生関係で、シロアリ、原生生物、細胞内共生

細菌の３者にとっての相利共生であった。なぜシロアリでは他の微生物生態系にない高い還

元的酢酸生成能を有するか、この細胞共生関係によって合理的に説明できた。水素を生成す

る原生生物細胞内に共生することにより、メタン生成細菌よりも優先的に基質を利用するこ

とができるからである。さらに、細胞内共生スピロヘータ細菌の分子系統・進化過程を考え

ると、種間の水素伝達を介した共生関係が細胞の外から内への進化を誘起したという大変興

味深い考察が可能となった。 



 

２．３ 腸内共生原生生物の機能へのアプローチ 

 腸内の原生生物混合相から培養を介さず直接遺伝情報を解析する手法を適用した。原生生

物混合細胞から発現 cDNA ライブラリーを構築し、大腸菌においてセルロース分解活性を検

出して、セルラーゼ遺伝子を取得することができた。また、cDNA ライブラリーから2000ク

ローン程度を無作為抽出して部分塩基配列を決定し、相同性検索を行なって、原生生物が発

現する遺伝子を網羅的に解析した（Expressed Sequence Tag [EST]解析）。 

 



 半数のクローンが既知のものと有意な相同性を示さない新規配列（従って機能未知）であっ

たが、セルロース分解に関与する糖質分解酵素群（Glycosyl Hydrolase Family : GHF）のホモ

ログは全クローンのうち３%含まれていた。分解関連遺伝子が高発現してることが、高い分

解能の要因の一つと考えられた。多くを占めていた GHF7をはじめとして、GHF5, 11, 45の遺

伝子群が原生生物のセルロース分解に役割を果たしていることを明らかとした。GHF5のセ

ルラーゼについては大腸菌で発現した組み換え酵素が典型的なエンドグルカナーゼであるこ

とを確かめた。また、嫌気的エネルギー産生器官で水素生成の場であるヒドロゲノソームの

代謝に関わると予測される遺伝子は、全クローンの約１%であり、水素生成酵素遺伝子も複

数得ることができた。EST 解析からは、原生生物の細胞質の解糖系からピルビン酸を介して

直接ヒドロゲノソームに入る代謝経路よりむしろ、リンゴ酸を介したバイパス経路が強く働

くと推定された。これらの発現遺伝子がどの原生生物種由来であるかは、物理的に単離した

細胞を用いて同定する方法を確立した。 

３ 今後の展開 

 シロアリ腸内の共生微生物に特徴的な機能については、多くの機能関連遺伝子群を得るこ

とができた。今後はこれらを大腸菌等で異種発現させて、遺伝子産物を生化学的に解析して

有用性を検討する。シロアリ腸内共生微生物による窒素固定では、通常では認められない高

水素分圧下でも働く酵素であることを明らかとしており，原生生物のセルロース分解酵素、

水素生成酵素と合わせて応用に期待される。 

 真核生物のミトコンドリアなどの細胞内小器官は、細胞内共生細菌が起源と言われており、

また、ミトコンドリアとヒドロゲノソームが同一の細胞内共生細菌を起源とするのかも盛ん

に議論されている。本研究において見出したような多様な細菌群と原生生物の細胞レベルで

の共生関係は、「いにしえ」の細胞共生で何が起こったのかを研究する「現存する」モデルと

して大変興味深い。 

 自然界には莫大な種の生物が生息しており、長い進化の過程で適応・淘汰収斂を繰り返し

て効率良い様々な変換・制御システムを構築してきたのではないだろうか。未だ解明されて

いない自然界の効率的なシステムを深く理解して、それに学ぶことは重要と考える。 
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