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　　　　　　　 カメ ム シ が土壌 か ら取 り込 む農 薬分 解 菌の

■一 正 体 ・ 農 薬 散 布 時 に 盤 で 増 え る 菌 と

　　　　　　　 カメ ム シ に感 染 する 菌 の 系統比 較
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　フ ェ ニ ト囗 チ オ ン （MEP ）は様 々 な害 虫を駆 除 す るた め に 幅 広 く 利用 さ

れ て い る 有 機 リ ン 系 殺 虫剤 で あ り 、い く つ か の ±壌 微 生 物 に よ っ て 分

解 資化 さ れ る こ と が知 られ て い る。近 年 我 々 は 、ダ イ ズ の 害 虫 の ホ ソ

ヘ リカ メ ム シ に Burkholderia 属 のMEP 分 解 菌 を感 染 させ る と、その腸 内

共 生器 官 に定着 し、こ れ に よ っ て ホ ソ ヘ リ カ メ ム シ がMEP 抵 抗
「1生に な

る と い う ユ ニ ーク な 現 象 を 発 見 し た。MEP 散 布 に よ っ て 土 壌 中 の

MEP 分 解 菌 が増 殖 し カ メ ム シ に 感 染 す る と考 え ら れ る が、実際 に どの

よ うな 感 染 動態 が 見 ら れ る の か は ほ と ん ど 分 か っ て い な い ．そ こ で 本

研 究で は MEP を 散布 し た 土壌 で カ メム シ を飼 育 し、　 MbP 散布 に よ り 土

壌 で 優 占す る MEP 分 解 菌 と カメ ム シ に 共生 す る MEP 分 解 菌の 系 統 を比

較 解 析 し 、土 壌一力 メ ム シ 間 の MEP 分 解 菌 の 動 態 の 解 明 を試 み た 。
MEP 散 布 後 経時 的 に 土 壌 中 の MEP 分 解 菌 を 単 離 ・同 定 し た と こ ろ 、ほ

と ん ど がBurkhotderia 属 細 菌 で 占 め ら れ て い た。さ らにMiseqシー
ケ ン

サ
ー

を 用 い て 各 土 壌 中 の 16SrRNA 遺 伝 子 を 網 羅 的 に 解析 し た と こ ろ 、
Burkholderia 属 細 菌 に 加 え Methyletrophの 増 殖 が 確認 さ れ た 。単 離 さ れ

たMEP 分解 菌の 16S・rRNA 遺 伝 子 配 列 と Miseq 解 析 か ら得 ら れ た配 列を比

較 し た と こ ろ 、あ る 特定 の Burkholdcriare：細 菌 がMEP 散 布 に 応 荅 し て 増

加 して い る こ とが 示 唆 さ れ た 。本 発 表 で は MEP 散 布 土 壌 で 飼 育 し た ホ

ソヘ リカメ ム シ か ら単 離 さ れ た MEP 分 解 菌 の 系統 に つ い て も合 わ ぜ て

報 告 し 、土壌
一
力メム シ間 の MEP 分解 菌の 動態 に つ い て 考察 す る ．
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ホ ネ ク イ ハ ナ ム シ 類 （多 毛類 ：Siboglinidac 科 、　 Osedaxfi ） は ．死 後 海

底 に 沈 下 し た 鯨 の 骨 上 に 生 息 し 、鯨 の 骨 を食 べ る動 物 と して 2004 年 に

Rouseet．　al ．に よ りは じめて 報 告さ れ た 。こ の 発 見 後 、世 界 各 地 の 鯨 骨

域 か ら 5種 の 記 載 報 告が あ り 、形態 的特 徴や 遺伝 的 な違 い な ど か ら他 に

も 数 十 種 存 在 して い る こ とが 明 らか に な っ て い る （Vrijenhoek　et　al．，
2009 ） 。ホ ネ ク イ ハ ナ ム シ 類 は 菌 根部 と呼 ばれ る組 織 を骨 の 中に 埋没

さ せ 、骨 中の 有 機物 を 栄養 と し て 吸 収 して い る と 言 われ て い る 。ホネ

ク イハ ナ ム シ 類 の 近縁 種 に は 、硫 黄 細 菌を 体 内 に 共 生 さ せ て い る 八 オ

リ ム シ 類 が お り 、成体 に な る と口 や 消 化管 が な い 等 の 点 で 類 似 し て い

る 。しか し 、ホ ネ ク イ ハ ナ ム シ 類 は ハ オ リム シ 類 とは 異な り、鯨 骨 中

の 有機物 を 分 解 する 従 属 栄 養細 菌 を体 内 に 共生 さ せて い る こ と が 報 告

され て い る （Rouscct ．aL ，2004 ）。こ れ ま で に 野 間 岬沖 の 鯨 骨域 か らホ

ネ ク イ 八 ナ ム シ 〔Osedaxy
’
aponic ．us ）の 共 生 細 菌 と 同種 で あ る 可 9E’1生の 高

い 株 の 分 離 に成功 した。しか し 、こ の 分 離 株 はホネ ク イ八 ナ ム シ が 分

離 源 で は な く 、ホ ネ ク イ 八 ナ ム シ が 生息 して い る鯨 骨 周 辺 の 堆 積 物 中

か ら 分 離 さ れ た こ と も あ り 、本 分 離 株 がホ ネ ク イ八 ナ ム シ の
【
共 生

者
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で あ る か どう か は不 確か で あ っ た。そこ で、本研 究で は ホ ネ クイ

八 ナ ム シ 共生 細 菌が 生 息 して い る と 言 わ れ る 菌根 部 か ら 共生 細 菌 を分

離 し 、そ の 分 離 株の 分 類 学 的、生理 学 的性 状 を 明 ら か に す る こ と を 目

的と し た。
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　　　　　　　　環境 微 生物 の 代 謝産 物 を シ ン グ ル セ ル で 観察

■匯 回■ で き るか〜ム カ シ シ ロ ア リの 腸 内 共生 原生 生 物

　　　　　　　　 ミ ク ソ トリカ を例 に〜
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　Kirby （1944）に よ る 発見 以来、多様な シロ ア リ腸内原 生 生物種 に おい

て 、核 内 共 生体 の 存 在 を 示 す 透 過 型 電 子 顕 微鏡 （TEM ＞観 察結 果 が数 多

く 報告 さ れ て き た が、正 体 は 未 知で あ っ た。我 々 は、ヤ マ トシ ロ ア リ

腸 内 原 生 生 物 TFichonymphaagilisの 核 内共 生 体 を 、　 SSU 　rRNA 配 列 に 基

づ き同 定 した 。
　T．　agilis 且細胞 か ら核 を単 離 し、全ゲ 丿ム増 幅 法 でDNA サ ン プ ル を 調

製 し た。PCR 法 で 真 正 細 菌の 16SrRNA 遺 伝子 を 増 幅 し た とこ ろ 、驚 く

べ き 事 に 、配 列 解 析 し た す べ て の ク ロ
ー

ン は 、Vcrrucomicrobia門細菌

且6SrRNA の 偽 遺伝 子 で あ り、しか も数多 く の 配 列 多 型 があ っ た 。単離

した 核 の DNase 処 理 後 に 同 解 析 を 行 う と 偽遺 伝 子 は 検 出 され ない こ とか

ら 、こ れ ら 偽 遺 伝 子 は、細 菌 細 胞 で は な く 宿 主 原 生 生 物 で あ る

T」・ichOnympha の ゲ ノ ム 上 に 水 平 伝 播 し 、そ の 後 に 多 コ ピー化 し た こ と

が示 唆 さ れ た 。得ら れ た 真 正 な 16SrRNA 配 列 はVerrucomicrobia 門 に 属

す る 2新 種 と 同 定 さ れ 、偽 遺伝 子 は 両種 に 由来 して い た 。こ れ ら 2新 種

を 16SrRNA を 標 的 と したFISH で 特 異的 に 検 出 し た と こ ろ 、　 Z 　agilis 核 内

に の み 局 在 し 、2 種 が 同
一

核 内 で 共 存 す る 場 合 も 多 く 見 ら れ た 。
TEM 観 察 で は こ れ ら は 歪 ん だ 球菌 で 、　Kirbyの ス ケ ッ チ に 酷似 して い た 。
両 種 は 、デ

ー
タベ

ー
ス 配 列 と と も に シ ロ ア リ 特 異 的 な 未 培養 単 系 統群

を形 成 し、こ の 系統群 が 多様 な シ 囗 ア リ 腸 内原 生生 物種 の 核 内 共 生 体

で ある こ と も FISH に よっ て 確認 した。
　本 研 究 に よ り、VerrueQmierobia 門 細 菌 が シ 囗 ア リ腸 内原 生 生物 の 核

内 に 広 く共 生 し て お り 、遺伝 子 水 平 伝播 が 宿主 原 生生 物 の ゲ ノ ム の 進

化 に 影 響 を 与え て い る こ とが 示 唆さ れ た 。
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　環境 微 生 物 は 複数 種 が混 在 す る 中で 、種 の 特 性 を反 映 した生 体物質を

消 費生 産 し て い る 。局 所 的微小 領域 で は 異 種 間 で そ れ ら を や りと りし ．
こ の 集 合 が生 態環 境を 創 り出 す源 に なっ て い る。特 に 、サ ンゴ ・ウ ミ ウ

シ ・ク ラ ゲ ・動物腸 内
・バ イ オ フ ィ ル ム と い っ た 共生 系で は、細 胞種 が

占め る 空 間 的 位 置 と 、そ こ に あ る 具体 的 な物 質の 種類 や量 が 共 生 系 の 複

雑 な 種 間 関係 の 鍵 とな っ て い る 。そ の 為 、例 え ば隣 接す る 細 胞 同士 をシ

ン グル セ ル で 観 察 し た り 、同 所 的 に 混在 す る 複数 種 の 細 胞を シ ン グル セ

ル で 観 察 した りす る事 は 、共 生 系 の 相 互 作 用 の 解 明 に つ な が る 。しか し．
微生 物を 集団 と し て 解析 す る現 行の 方法 で は 、微 小 領 域 の 細胞 間相 互 作

用 を 1 細胞 レベ ル で 観測 す る 事 は 難 し い 。　 そ こ で 本研 究 で は、シ ロ ア

リ （Mastotermes　darwiniensis）腸 内 微 生 物 群 に 含 ま れ る 原 生 生 物

（Mixotrichapanadoxa ）を ターゲ ッ トとし、動物 の 腸 内で 複 数種 が混 在 し

緊 密 な 共 生 系 を 構 成 し て い る 1 境 にお い て 、特定 の 原 生生 物 が具 体 的に

どの よう な代謝 産 物 を 保 持 し て い る の か を 、シ ン グル セ ル で 測定 す る 手

法 を 開 発 し た 。顕 微 鏡 下で マ イ ク ロ マ ニ ピュ レ ーシ ョ ン に よ っ て タ ー

ゲ ッ トと す る 細 胞 を採取 し 、細胞破 砕後 に 代 謝産 物 を抽 出、さら にキ ャ

ピラ 1丿一電 気 泳動一飛 行 時間型 質量 分析 計（CE
−TOFMS 〕に よ D 測 定 を 行 っ

た と こ ろ、原 生 生 物 ミ ク ソ ト リ カ 1 匹 か ら20種類 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 約

70種類 の 代 謝 産 物の 検 出 に成 功 した。本 大会 で は こ れ ら の 結 果 か ら見 え

て 来 る シ ロ ア リ 腸 内共生 原 生生 物 ミ ク ソ ト
1
丿力の 共 生 系 に お け る 役 割 に

加 え て 、シ ング ル セ ル メ タ ボ ロ ーム 解 析の 手法 や 、今後 の 応 用 につ い て

議 論 し た い 。
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