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Grじ cn 　 dock　leaf　bじetl じ s　 Gastroph．vsa 　 at厂o （ッ anea 　 has　 a　 unique 　 h 驚一style
depending　Qn 　oxalale −rich 　dIet　such 　as 　Ru 〃r8κ obtus ‘folitas　plallts．　A 　rc じcnt

finding　showing 　that σ．　a ’rocya 尸lea 　larva　accumulate 　only　a　bw 　amount 　of

oxalate 　has　promptedus 　to　hypothesize　thatthiergutmi じrDorganisms 　maybe

involved 　in　oxa 且ate 　degradation ．　Our 　feeding 　experirnents 　of 　G．　ati’ec ．vanea
且arva 　 with 　 tetracychne −【reated 　 R．　 obtustYbiius 　 leaves 　 resulted 　 i冂 exalate

accumu 且a 【ion　 in 且arva 　and 　showed 　conoentration −dependcn 亡 ncgativc 　effcct

on 　their　fitness　i．巳．，　low　survivability 　and 　reduced 　pupanon　rates ．且6S　rRNA

gene 　 analyses 　 of 　DNA 　 extracted 　from　 eggs 　 and 　 larva　 of σ．　 arroe 冫
，attea

suggested 　that　the　beetle　larva　harbDr　a　unique 　gut　bactcrial　 community

consisting 　nlainly 　oflactic 　acidbac ［eria ，　which 　has　probably 　been 　acquired

frern宣he　R．　oわ伽 ∫の 〃ε‘∫ ［eaves 　they　vigorously 　feed　on ．　Intriguingly，　one 　of

the 　major 　metaboht ∈s　of （｝．　tttrocJ ・anea ］arva 　has　bccn　showll 　as 　Iactate，　a

metabolic 　end　product　of　lactic　acid 　bac 【eria ．　Our 　findings 　supports 　our

じurrent 　hypothesis 　thatgutbacteriaare 　reponsibleforoxalate 　degradation 　ln

thc　gut　ofG ．　atrocyanea 　larvaand 　may 　therefore 　protect　the　insect　host 　from

thetQxicityofoxala ［e・
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オオ シ ロ ア リ の セ ル 囗
一
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オ オ シ ロ ア リ （HodOtermopsis 　Eipstedti） は 国 内最 大の 食 材 性 の 高 等 シ

ロ ア リ で あ り、セル 囗
一

ス 分 解 に後 腸の 共 生原 生 生物 が深 く関与 して

い る こ とが知 られ て い る。本 研究 で は オ オ シ ロ ア リ に
1
℃標 識 セ ル ロ ー

ス を 摂 食 さ せ た 後、2 次 元 HSQC −NMR に よ っ て 消 化 管内 の 代 謝物 を 同

定 し 、前腸 か ら後 腸 の 消化 管 各部 位 に お い て 代 謝物 の 経 時変 化 を解析

し た 。ま た 、土 壌 と の 接 触 の 有無 に よ る 消 化 管 へ の 微 量 元 素 の 流 入 と

窒 素 安 定同 位体 比 の 変化 に も 着 目 し た。2次元 NMR 解析 の 結 果、46種類

の 消 化 菅 内代 謝物 が 同 定 さ れ た。こ れら は セル ロ
ー

ス 分 解 物 に加 え、
解糖 系中 間代 謝 物、TCA サ イ クル 関連 代 謝 物 や ア ミ ノ酸 な ど か ら 構 成

さ れ て い た e セ ル ロ ース 分 解 物 の 代謝 シ グ ナ ル は 摂 食後 ただ ち に 前腸

に お い て 増 強 さ れ 、遅 れて 中 腸及 び後 腸 に お い て も検 出 さ れ た 。こ の

こ と は前腸 が セ ル ロ
ース の 物 理的 破 砕 だ け で は な く 、内 源 性 セ ル ラ ー

ゼ に よる初 期 酵素 消化 に 関与 して い る こ と を 示 唆 し て い る 。ま た、後

腸 で は 通 常 の 解 糖 系代謝 物 に 加 え て 、グ ル コ
ー

ス 1リン 酸 の 代 謝 シグ ナ

ル が セ ル ロ
ー

ス 分 解 に 同 調 し て 増 加 す る こ とが確 認 され た 。こ の こ と

は原 生生 物 に よる 通 常 の セ ル ロ
ース 分 解 に 加 え て 、共 生 細 菌 に よ る セ

ロ オ リ ゴ 糖 の 加 リ ン 酸 分 解 の 存在 を 示 唆 し て い る と 考 え ら れ る 。い ず

れ の ア ミ ノ 酸 シ グナ ル も消 化 管各 部 の う ち 中腸 で 最 も 強 く 観 察 さ れ た

が 、消 化 管全 体 を 通 じ て 明 ら か な 必 須 ア ミ ノ 酸 シ グナ ル の 増 強 は 認 め

られ なか っ た 。シ ロ ア リ と 土 壌 と の 接触 を 遮 断 し た場 合 に は中腸 ア ミ

ノ酸 の 強度 が 減少 し て お り 、栄養 交換 や 土 壌か ら供 給 され る 有機 物 が

必須 ア ミノ酸 の 重 要な 供給 源で あ る 可能性 が 示 唆 さ れ た 。
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トリミ エ マ原虫の 機能未知共 生体

TC1 の ゲ ノ ム 解析

0 新 里 尚也
1、齋藤 　星耕

1t

青 山　洋昭
1t

長 濱　秀樹
1、砂川　春樹

L1三、
松 井 　徹

Lt

鎌 形 　洋
一1

1

琉 球大 ・熱 生 研、三沖 縄 美 ら 島財 団、産 総研
・生 物 プ ロ セ ス

一 纛 譲
細菌 フラ ンキ ア の 突然

〇 九 町 健
一1、栫 健 太 郎

lt

山浦 　真 稔
lt

上拂 　智 仁
1、玉 利　大樹、

阿 部 　美 紀 子
1、内 海 　俊 樹

鹿 児島 大 ・院理 工 、漉 児島大 ・理

嫌 気 性 繊 毛虫 の
一

種 で あ る トリミエ マ ・コ ン プ レ ッ サム は 、メ タ ン 生

成 ア ーキ ア とTC1 と 呼 ばれ る Firmicutesに 属 す る 真 正 細 菌 の 2つ の 共生 体

を細 胞 内 に 保 持 して い る こ とが知 られ て い る。メタ ン生 成 ア
ー

キ ア は

トリ ミ エ マ 原 虫 の ヒ ド囗 ゲ ノ ソ
ー

ム か ら 生 じる 水 素 をメ タ ン 化 して い

る こ と が 推定 さ れ て い る が 、TC1 に つ い て は 、ト リ ミ エ マ 原 虫の 活 発 な

増 殖 に 必須 で ある こ とが抗生 物 質を用 い た実験 で 示 され て い るも の の、
共生 体 の 基 本 的 な 代 謝様 式 や 宿 主 へ の 寄 与 は 明 ら か とな っ て い な い 。
そ こ で 本 研 究 で は これ ら の 点 を 明らか に ずべ くTCI 共 生体 の 全 ゲ ノ ム 解

析 を 試 み た 。トリ ミ エ マ 原 虫 を 飢 餓状態 に 置 い て 、餌で あ る 乳酸 菌 を

十 分 に 消 化 さ ぜ た上 で 、TC 且の 分 画条 件 の 検 討 を行 っ た。その 結 果、
パ ー

コ
ール を 用 い た 不連 続 密 度 勾 配 遠 心 に よ り本 共 生 体 を ほ ぼ純 粋 に

精 製 する こ とに 成 功 し、こ の 画 分 よ り約200ng の ゲノ ムDNA を得 る こ と

が で き た 。こ の ゲ ノ ム DNA を 直 接、ま た は ゲ ノ ム 増 幅 を 介 し て 、ギ ガ

シ ーケ ン サー　〔ロ シュ GSJr、な らび にイル ミナMiSeq ）で の シ ョ ッ トガ

ン ・ゲ ノ ム シ ーケ ン ス に 供 し た。そ の 結果 、リ ピート領 域 の 問題 等 に

よ り complctc ま で は至 っ て い な い もの の 、コ ン テ ィ グ 数 106、最大 長 約

110kb の 配 列 を 解 読 す る こ と がで き た 。こ の データ よ り 、　TCI の 推定 ゲ

ノム サ イ ズ は約 1．6Mb で あ り、35kb 程度 の プラス ミ ドを 保 持 して い る

こ と が 明 ら か と な っ た 。ま た 、2200 余 りの CDS の 内、約 半数 がORF の 分

断や 末 端 の 欠損 等 に よ りシ ュ
ー

ドジ
ー

ン化 して お り、本 共 生 体 が 著 し

い ゲ ノム縮 退 の 過程 に あ る こ と が示 さ れ た 。本 発表 で は 、こ れ らの ゲ

ノ ム 情報 か ら 推定 さ れ る TCI の 機 能 に つ い て も報告 す る。

フ ラ ン キ ア （Frankia　spp．〉はア クチ ノ リザ ル と 呼ば れ る樹 木 の 根 に 共

生 し 、窒 素 固 定 を 行 う 多細 胞 性 の 放線 菌 だ。フ ラ ン キ ア の 窒素 固 定や

共生 に 関わ る 遺 伝子 の 多 くは 、同様 の 能力 を もつ 他 の バ クテ リア と は

異 な る と 予 想 さ れ る が、そ れ ら に 関 す る 知 見 は極 め て 乏 し い 。胞 子の

発芽 率や ブ囗 トプラス トの 再生 率 が 低 く 、こ れ らを 用 い た 変異 株 の ス

ク リ ー
； ン グ が難 し い こ とが原 因の

一
つ だ。そ こで 私 たち は、菌 糸 断

片を 用 い て 変 異株 ス ク リ ー
ニ ン グ を 試 み た 。ま ず、ウ ラ シ ル 要 求 性変

異 株 を 、S−fluer。 orotic 　acid 〔S−FOA ）に 耐性 を示 ずgain
−of −functlon 変 異株

とし て ス ク リ
ー

ニ ン グ した 。得 ら れ た 7 種の 5−FOA 耐性 変異 株 は ずべ

て 生 育 に ウ ラ シ ル を 必 要 と した。5株 はPyrF遺 伝 子 に フ レ
ーム シ フ ト

変異 を持 ち 、2 株 はPyrE遺 伝子 に 置 換 変 異 が 起 こ っ て い た 。次 に 、
loss−of−fun。 tion変異株 の ス ク リ

ー
ニ ング を 試み た。変 異原 処理 した菌

糸を 超音 波 に よ り断片化 し 、菌糸 末端 の 細 胞 を 分 裂 さ ぜ た 。再 び 菌糸

を断 片化 し 、5 μrnの フ ィ ル タ
ー

を通 す こ とで 短い 菌糸 断片 を集 め た 。
こ の 短い 菌糸断片か ら コ ロ ニ

ーを 形成 さ せ 、次世代 シ ーケ ン サ
ー

によ

りゲ 丿 ム 解析 を行 っ た と こ ろ 、調べ た13株 すべ て に おい て 突然 変異 が

見 つ か っ た 。さ ら に 、3 種 の 色 素異 常 変 異 株 と 、ア ン モ ニ ア 欠損 培地

で の 生育 と窒 素固 定活
’1生とに異 常 を示す 変異 株を単 離 した 。これ ら の

結果 か ら 、私 た ち の 方 法 は loss−of −function変 異 株 を 単 離す る の に 有 効

な こ と が分か っ た 。　 　 　 　 　 ．
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