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平成 17年度実施海外学術研究

成果概要

陸域編



平成 17-18年度基盤研究 B(海外)rオーストラリアにおける亜熱帯陸海域環境を支える

微生物基盤を支える微生物基盤の比較研究｣ 一 陸域編 -

【は じめに】

熱帯･亜熱帯域に広がる豊かな生物生態系は､多様な微生物によって支えられている｡

陸上で最も繁栄を遂げた生物群は昆虫であり､多種多様な環境において生態系の重要な地

位を占めている｡昆虫類はあらゆる物を餌資源 として利用 してお り､これらの中には生活

に必要な栄養素を欠くものも多く含まれる｡昆虫類の少なくとも10%以上は体内に微生

物を共生させてお り､このことによってそのような餌資源の欠如や過酷な生活環境に適応

していると考えられている｡そこで本調査研究を開始するにあたって､このような昆虫と

微生物との消化 ･栄養共生現象についてこれまでに研究された例を調べ､最新の知見を著

書に解説 した｡

昆虫と微生物との体内共生系において､最も重要な例のひとつはシロアリ類と消化管

内微生物 との消化共生系である｡シロアリ類が微生物との消化共生系によって難分解性の

セルロース系バイオマスを効率よく分解 し､熱帯･亜熱帯生態系の炭素･窒素循環に大きな

図1.オーストラリア熱帯･亜熱帯域の生態系を支え
るシロアリの塚｡野外調査地にて｡

生原生動物除去の影響についても検討 した｡

インパク トを与えていることは周知の事実

である｡このことから本基盤研究の陸域調査

では､オース トラリアと日本に生息するシロ

ア リ類 とその体内に棲息する微生物の炭素

代謝 と窒素代謝に関する役割について比較

対象とした｡そのため､海外学術調査に先立

ち､日本産の各種食材性シロアリ類について

消化管内のセルラーゼ活性 と共生微生物 と

の役割について事前研究を行い､さらにカー

ス ト間におけるセルラーゼ活性の差異と共

これらの結果に基づき､オース トラリア産シ

ロアリについて以下に述べる学術調査研究を行った｡

【海外調査概要】

オース トラリアにおける海外学術調査は平成 17年 12月4日から11日までの日程で行

われた｡海外学術調査に先立ち､シ ドニー大学のDr.NathanLo(海外研究協力者)をカ

ウンターパー トとして､オース トラリア政府に対して採集を計画した各種シロアリ標本等

(固定標本および解剖後の臓器サンプルなど)の国外持ち出し許可申請を行い､許可承諾

書を得た (許可番号 WT2005-12842)｡また､調査地域の選定に際しては､オース トラリア

CSIROのDr.TheoEvansとDr.TracyDawes-Gromadzkiらの助言を得た｡
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図2.ダーウィンにおけるシロアリ類のサンプリング 図3.野外調査中のシロアリ類の選別の様子

当該野外調査は研究協力者である前述のLo氏と日本側の研究協力者であった山田明徳

氏らの協力の下､オース トラリア北部準州ダーウィンにおいて行われた｡シロアリ類の採

集はCasuarina地区のBuffaloCreak道路わきにあるroadreserveを中心として行い (図

2)､採集後､参加者で手分けしてシロアリ類

の選別を行った (図3)0

野外調査実施後､ダーウィンにおいて採集

されたシロアリ類をシドニー大学に輸送し､実

験室内において､実体顕微鏡下で脂肪体 (細胞

内共生細菌研究用)､消化管各部 (微生物セル

ロース分解系研究用)､および頭部 (シロアリ

DNA抽出用)等に解剖した (図4)｡一部につ

いては共生原生動物､腸内細菌､および脂肪体

内菌細胞の顕微鏡観察を現地大学にて行った｡

図4.シドニー大学内でのサンプル調整｡

解剖後､これらサンプルについて適宜､酵

素活性検出､またはDNA抽出のための前処理を施し､処理後のサンプルをシドニー大学実

験室内のディープフリーザーに保存した｡帰国時にはこれら調整済みサンプルを保冷剤入

り発砲スチロール容器に密閉し､日本国内の研究室-持ち帰った｡

【研究成果概要】
1)ムカシシロアリ消化管内共生原生動物がセルロース消化に果たす役割
一般にシロアリ類のセルロース消化は後腸内に共生する原生動物が重要な役割を

果たすと考えられており､このことは国内産シロアリを用いた事前実験でも確認された

(2, 3)｡ところが､オース トラリアに棲息する最も原始的なムカシシロアリについ

てはLietal.(2003)(Eukaryot.Cell2,109111098)の研究により､共生原生動物がもはやセ

ルラーゼを生産しておらず､セルロース消化に関与しないとする見解が示された｡

我々は今回採集されたムカシシロアリを用いて､この説の検証を行った｡ムカシシ

ロアリの原生動物由来セルラーゼが存在すると予想される後腸抽出物とシロアリ由来

セルラーゼが存在すると予想される唾液腺～中腸抽出物をそれそれゲル液過クロマ ト
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図5.ムカシシロアリ後腹抽出物と唾液腺～中腹抽出物のゲル漉過プロフィール

グラフイーにかけて比較したところ､セルラーゼ活性のピークは必ずしもオーバーラッ

プしなかった (図5)｡そこで､後腸から得られたセルラーゼについてアミノ酸配列分

析を行ったところ､明らかに原生動物に由来すると考えられる配列が得られた｡この配

列はすでにムカシシロアリ原生動物で明らかとなっているmRNAと一致しており､こ

の配列を有するセルラーゼは後腸内で唾液腺～中腸 (-シロアリ由来セルラーゼ)と同

程度の活性量を有していた｡したがって､ムカシシロアリにおいてもこれまでの説とは

異なり､共生原生動物が宿主のセルロース消化について重要な役割を果たすことが示唆

された｡

2)シロアリ消化管内共生細菌由来セルラーゼの存在

前述したようにシロアリ類では､後腸内の共生原生動物がシロアリのセルロース分

解に関与していることが良く知られている｡しかしながら､シロアリ全種のうち 75%

はそのような共生原生動物を消化管内に持っておらず､このようなシロアリ類は地球上

の熱帯･亜熱帯域に集中して広く分布していることが知られている｡これらのシロアリ

では中腸壁から分泌されるセルラーゼがセルロース分解の中心的な役割を担うと考え

られてきたが､本調査に先立つ事前実験により後腸内の不溶性画分にセルラーゼ活性が

存在することが確認され､バクテリアがセルロース分解に直接的な関与をする可能性が

浮かび上がった｡

そこで､本研究では､共生原生動物を持たない西表島産タカサゴシロアリ

(Nasutitermestakasagoensis)とオース トラリアに分布する同属のシロアリである N.

walkeriを用いて､後腸不溶性画分に存在するセルラーゼ活性の可溶化を試みた｡今回の

実験では活性を保ったままセルラーゼを可溶化することが必須であり､この目的のため

にSigma･Aldrichより発売されているCelLyticBを用いることにした.この試薬は大

腸菌等を用いた組み換えタンパク質発現実験でしばしば利用され､菌体内に生産された



異種タンパク質を生理活性を保ったまま回収

する目的で使用される｡本研究ではこの試薬を

用いて､後腸不溶性画分から活性を保ったまま

セルラーゼを可溶化する事に成功した｡酵素電

気泳動像から､日本産のタカサゴシロアリなら

びにオーストラリア産N walkeriのいずれに

おいても後腸内に複数のセルラーゼが存在す

ることが示唆された (図6)｡ただし､得られ

たセルラーゼのバンドパターンは､日本のシロ

アリとオース トラリアのシロアリとでは異な

っていた｡また､結晶セルロースを基質として

用いた酵素活性測定の結果､中腸と比べて～

59%のセルラーゼ活性が後腸に存在すること

が明らかとなった｡さらにシロアリに抗生物質

を摂食させた結果､後腸沈殿物に由来するセル

ラーゼ活性は有意に減少した｡これらのことか
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図6.シロアリ中腸および後場可溶性画分ならび

に不溶性画分から抽出されたセルラーゼの電気泳

動 バ ター ン (上 段 :SDS-PAGE､ 下段 .

native-PAGE)t:タカサ ゴシ ロア リ,W:｣V

wa止erl'.Sup:可溶性画分,ppt:不溶性画分

ら､いずれの地域のシロアリ後腸にもこれまでに知られていないセルラーゼが存在して

おり､共生細菌が宿主のセルロース消化系に関与していることが強く示唆された (5)0

3)シロアリ細胞内共生細菌Blattabacteriumのゲノム解析

ほぼ全てのゴキブリ種ならびに､オース トラリアに局在する原始的なムカシシロ

アリは､脂肪体細胞内に多数の細菌を共生させているOこの細菌は Blattabacterium と

呼ばれ､宿主の窒素代謝に関与していると予想されているが､詳細は明らかではない｡

ここでは､細胞内共生細菌 Blattabacterium の機能を明らかにすることを目的として､

本細菌の精製 ･DNA抽出法の確立とゲノム配列解読を試みた｡当初予定していたムカ

シシロアリについては､精製を試みたものの条件検討のために多くのサンプルが必要

となることが明らかとなった｡シロアリ各個体から採取可能な脂肪体量はわずかであ

り今後利用可能な個体数も限られるため､摘出した脂肪体は当面冷凍保存することと

し､まず国内で比較的入手が容易なサンプルを用いて分離 ･精製条件設定を行 うこと

としたOそこで材料 としては比較的大型で扱いやすいオオゴキブ リ (Panesthia

angust'j)ennis)を用いて､バクテリア精製条件の検討を行った.破砕した宿主脂肪体組

織片から細胞内共生バクテリアを分離することは非常に難しく､条件検討には予想以

上の長期間を必要とした｡本実験では虫体より摘出した脂肪体組織を用いて､分画遠

心および密度勾配遠心の条件検討を綿密に行い､ゲノムDNAをパルスフィール ド電気

泳動装置によって分離することによって､最終的にゲノムDNAの精製に成功した｡

図7に示すとおり､本共生細菌のゲノムサイズは約 650kbであり､大腸菌ゲノム



(約 4.6Mb)に比べて約 1/7の大きさであることが明らかとなった｡本実験では､茨

城県つくば市､愛知県瀬戸市､および鹿児島県屋

久島よりサンプルを採集し実験に用いたが､いず

れも同一の結果が得られた (図7)｡このゲノムサ

イズは､エンドウヒゲナガアブラムシの共生細菌

Buchnerasp.とほぼ同じサイズであり､これらの細

菌は進化的にかけ離れた種類であるにも関わらず､

細胞内で同様なゲノムサイズの縮小が起きている

ことが明らかとなった｡

電気泳動後のゲルからDNAのバンドを切り

出し､アガラ-ゼ処理によって目的の DNAを回

収した｡しかし､量的には解析に十分ではなかっ

たため､DNAの回収量を増やす方法を検討した｡

サンプル量を増やすなどの方法も検討したが十分

了 三 言

二 650kb

図7.BlattBbacteTJumゲノムのパルスフイ
ではなく､試行錯誤の未､校正機能を有する -ルド電気泳動像

Phi29DNAポリメラーゼによる人工的な全ゲノム増幅法を採用した｡PCRによる混入

チェックの結果､この方法により得られたDNAには宿主由来のDNAやミトコンドリ

ア由来のDNAの混入がないことが確認された｡

次に用いたDNAポリメラーゼによる非特異的増幅の有無を調べるため､一部をク

ローニングし､部分的にDNA配列の決定を試みた｡その結果､フェレドキシンやDNA

リガーゼ等の配列が得られ､ホモロジー解析により全て目的のバクテリアに由来する

配列である可能性が高いことが確かめられた｡そこで､増幅された DNAを用い､ショ

ットガンライブラリー作製と全ゲノム配列の決定を試みた｡これまでに454-シーケン

スによりのべ47Mb相当 (冗長度約 72)のランダムなシーケンスを終えている｡これら

の配列から､現在 107個のコンテイグ配列 (合計737kb)を得ているが､このうち品質

値の十分に高いものは 613kbであった｡現在､これらの配列についてアッセンブル作

業を進めており､終了後はアノテ-ション作業に移行する予定である｡今回の調査で

採集したオース トラリアに棲息するムカシシロアリの共生細菌についても､並行 して

ゲノム解析に着手する予定である｡前述の理由により､当初の予定期間内に本研究を

完遂するのは困難であったため､当初予定の研究結果は 1年～1年半後をめどに論文に

まとめ公表することを予定している｡

【考察】

前述のように､シロアリ類は沖縄･オース トラリアを含む熱帯･亜熱帯の森林生態系の

炭素循環において中心的な役割を果たしており､森林でもっとも重要な土壌動物である｡

また､シロアリ類は捕食されることによって他の動物にとっての主要な窒素源ともなって



おり､森林生態系における窒素循環においても重要な役割を果たしている｡このような森

林生態系を支えるシロアリ類の微生物基盤を理解することは､熱帯 ･亜熱帯森林生態系の

微生物基盤を理解することと深く関わっている｡

シロアリ類の中でもっとも原始的な種であるムカシシロアリは､オース トラリア北部

にのみ分布することが知られている｡今回､このシロアリにおいても､これまでの説とは

異なり消化管内共生原生動物が宿主のセルロース消化に重要な役割を果たすことが明らか

となった｡今回の研究により､沖縄を中心とした国内に分布する原生動物を有するシロア

リとオース トラリア大陸に分布する最も原始的なシロアリとの間で､共通の微生物基盤に

よるセルロース消化系が存在することが証明された｡このことは､シロアリの進化を通じ

てある段階まではセルロース消化に関与する相同な微生物基盤が普遍的に保存されてきた

ことを物語っており､島喚 ･大陸間に大きな違いはないことを示している｡

さらに､本研究はシロアリ消化管内共生細菌におけるセルロース分解においても､同

様な結論を示唆している｡シロアリは進化のある段階で共生原生動物を欠落し､もはやそ

の後､共生微生物がシロアリ類のセルロース消化に関わることはないと考えられていた｡

しかし､本研究では初めて､このようなシロアリ類においても共生細菌由来と考えられる

セルラーゼが消化管内に存在することを明らかにした｡八重山諸島にのみ分布するタカサ

ゴシロアリと､オース トラリアに分布する同属のシロアリとの間に同様なセルラーゼ活性

が存在することは､共生原生動物を有しないシロアリ類も､一旦共生原生動物によるセル

ロース分解の微生物基盤を失った後､再び共通する微生物基盤を獲得したことを示唆して

いる｡しかし､電気泳動の結果は､後腸内に存在する一連のセルラーゼが日本産シロアリ

とオーストラリア産シロアリとの間で全く異なる組成であることを示していた｡このこと

はセルロース消化系自体がオース トラリア種と沖縄種で同様な基盤によって成り立ってい

ても､ここに関与する微生物の組成は地理的に異なるか､もしくは摂食する餌組成の影響

を色濃く受けることを示唆しており､島喚 ･大陸間での何らかの違いを理解するひとつの

手がかりになりうるかもしれない｡加えて､共生細菌に由来すると思われるセルラーゼ活

性は原生動物を有するシロアリのそれと比べるとはるかに低く､原生動物を有するシロア

リとそれらを持たないシロアリとの間で､時を経て相似的な微生物基盤が発達してきたと

いうわけではないということも示唆された｡

今回､もうひとつの重要なテーマは､ムカシシロアリの窒素代謝に関わると推測され

るBlattabacteriumの実際の機能にメスを入れることであったoBlattabacteriumはほとんどの

ゴキブリ類に共生しているものの､ムカシシロアリ以外のシロアリ体内には見つかってお

らず､シロアリは進化の初期段階でこの細胞内共生細菌を失ったと考えられている｡した

がって､Blattabacleriumの機能を解き明かすことは､森林生態系を支えるシロアリ類の窒素

代謝を考える上で非常に興味深いテーマであるC本調査では､ムカシシロアリのサンプリ

ング自体は順調に進んだものの､その後の研究については多くの困難に直面した｡そのた

め､ムカシシロア リ細胞内共生細菌研究の前段階として､オオゴキブ リを用いて



BlattabacterT'umの単離 ･精製法を確立し､ゲノムのドラフトシーケンスまでを期間内に行っ

た｡今後､これ らの方法をムカシシロアリに応用することで､シロアリに共生する

Blattabacteriumのゲノム解析も可能になると考えられる.またゴキブリ共生Blattabacterium

とシロアリ共生 Blattabacterium の解析結果を比較することで､このような細胞内共生微生

物の変化過程や､シロアリという生物群の成り立ちについて大きなヒントが得られること

が期待される｡そしてなぜオース トラリア以外の地域では､このような細胞内共生細菌を

持ったシロアリ種がいなくなってしまったのか､森林生態系の微生物基盤を考える上では､

もうひとつの重要なテーマを与えるものであると考えられる｡

本研究によって､オーストラリアと日本の南西諸島で重要な働きを担うシロアリ栄養

共生微生物系には､普遍的な微生物基盤が存在することが明らかとなった｡しかし､これ

らは全く同一のものではなく､そこに関わる微生物組成やそれぞれの微生物が発揮する機

能には地域性や環境を反映した差異があることも示唆された｡ごく最近､オーストラリア

大陸において Blattabacterium を持たないゴキブリの一群が存在することが､今回の海外研

究協力者であったLo氏により発見された (Loeta1.,2007,Biol.Left.Inpress).本研究は､こ

のような生物種も含めた今後の栄養共生微生物系研究の発展的な礎となる成果を示すもの

であると考えられる｡


