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　 Tcrmi 亡es　are 　ecologically 　important　because　oftheir 　abMty 　to　dccompose

lignooe1且uloses 　 and 　 the　 abihty 　 Largely　 depends 　 on 　 the 　 micrQorganisms ，
especiaHy 　flageltated　pl

’
otists ，　in　their 呂u 亡．】n 　addition 　tQ　protists，　symb め tic

bacteria　are 　 known 　as　intracellular　 endosymbionts 　 or 　 surfac ¢ 　attached

ectosymbionts 　ofprotist 　c 已11s，　Our 　purpose　isto 　know 　the 　extent 　ofbacterial

genes 　 having　 been　transferred 　 to　 the　 genomes 　 of 　 gut　 protists　 and 　 the

importance　of 　Horizontal 　Gen ∈Transfer 〔HGT ）fbr　adaptation 　oF 　the　gut

protists　to　this　particular　cnvironment ，　 Based 　on 　morphobgioa ［crlteria，　all
speciesofsymbioticprotistwereisolatedinsingleceTl ，bymicromanipulation
under 　 microscepe 、　 By 　optimizcd 　pro しocols 　fbr　 cDNA 　 synthesis 　from　small

amount 　of 　starting 　matcral ，　 cDNA 　 Iibraries　 wer ¢ succcssfuHy 　 censtructed

frerm　 12protist 　sp じcies 　ofthe 　termite 　Reticulitermes　speratus ，　Actin　genじ is

be童ng 　used 　for　genetical　identification　after　cell　sorting．　And 　as 　a　HGT 　gene

from　bacteria，　 FeFe −hydrogenasc 　 gene　 was 　 identified　in　 the　 gut 　 protists

belonging　 to　 the　 order 　Oxymonadida ．　 Furthermore ，　 to　 develop 　 a 　 high

throughput 　m じthod 　to 　isolate　and 　study　allthose 　protists　w 油 out 　cultivation ，
slnglc 　 cell 　 sorting 　 of 　immunostained　protist　 cells 　 are 　 pcrfbrming 　by　flow

cytometry 　system ．　Following　c 巳【1　sorting ，　whole 　genome 　amplit
’
ication　w 十］1

beperfbrlnedandgenesofinterestw川 bestudicd．
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　　　　　　　 カ メ ム シ 共 生 細菌Burkholderia　sp ．SFA1 株
一　　　　　　　 の 農薬分解機構
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【背 景 ・目 的 】生物 の 中 に は 他 の 生 物 種 と協 力 し て 生 存競 争 を 乗 り越

え る 「共 生 」 と い う 戦 略 を と るもの が い る 。そ の
一

例 と して 、多 くの

動植 物 が そ の 体 内 に 微 生 物 を 保 持 す る 「内部 共 生 」が 知 られ て い る 。
最近 我 々は、農 業害 虫 の カメ ム シ 類 が 土壌 中の フ ェ ニ トロ チ オ ン （有

機 リ ン 系殺虫剤の
一

種 で通 称MEP ）分 解 細菌 （Burkholderia　spp ．） を体

内 に 共生 さ せ 、MEP 抵抗 性を 獲得 す る とい う 興 味 深 い 現 象 を発 見 した。
しか し 、農 薬 分 解 細 菌 の カ メ ム シ へ の 感染 機 構や 農 薬 分解 代 謝過 程 の

全 容 は 不 明で あ る 。本 研 究 で は 、ホ ソ ヘ リ カ メ ム シ 共 生 細 菌 で あ る

Burkholderia 　sp ，　SFA 且株 の MEP 分 解機 構 と分 解 代謝 の 中 核酵 素 の 解 明 を

目指 す。　 【方法 ・結 果 】MEP の カ メ ム シ 体 内 で の 動 態 を 解 明 す る た め 、
安 定 同 位体ラ ベ ル した MEP を、農 薬分 解 菌 を共 生 さ せ たカ メ ム シ に 投

与 し生 育 させ た。カ メ ム シ 共 生器 官 か ら 農 薬 分 解 菌 を 回収 し、RNA 及

び リ ン 脂 質 由 来の 脂肪 酸 を それ ぞ れ 分画 し、同位 体標 識 さ れ た各 分 子

種 を 定 量的 に 評価 し た。そ の 結果、投与した MEP の 大 部 分 は細 菌 に 取

り込 ま れて い ない こ とが 示 唆 され た。こ の 結 果 か ら 、SFA1 株 の 菌 体 外

も し く は 細 胞 壁 上 で MEP 分 解 が 行 わ れ る こ と が推 測 さ れ た。　 MEP を 炭

素 源 にSFA 且株 を培 養 した とこ ろ 、そ の 培養 上 清か ら MEP 分 解 活性 が 検

出 さ れ 、菌 体 外 で の MEP 分解の 可能 性 が強 く示 唆さ れた 。本発 表 で は 、
菌 体 外タ ン パ ク質 の TOF −MS 解 析、菌体 の ト ラ ン ス ク リ プ トーム お よ び

プ ロ テ オーム 解析な ど に つ い て 報 告 し、SFA1 株 に お け る MEP 分 解 過 程

お よびMEP 分 解酵 素 につ い て 総 合的 に 議 論す る 。
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　　　　　　　 ゴ キ ブ リ目 昆 虫 に お け る 宿 主 生 態 の 変化 と

■日匯 目■ 細 胞 内 共 生 細 菌Blattabacteriumと の 共 進 化

　　　　　　　 動 態 の 解 析
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昆虫 に お け る 細胞 内共 生 は 宿 主 と 共 生 細菌 と の 厳 密 な相互 依存 を 背景

に 数 億年 も 前か ら進化 し て き た。こ の よ う な 絶対 的 な 共 生 関係 の 成 立

に よっ て 外 界か ら 隔 離 さ れ た 細 菌 集 団 は 不可 逆 的な進 化圧 に さら され、
著 し くゲ ノ ム サ イ ズ が 縮小 して い く。一

方で 、そ の ゲ ノ ム 、あ る い は

遺伝 子 は構造 的 な安定 性 を維持 し続け て い る。こ の ような 安定性 は共

生 細 菌 の ゲ ノ ム に 対す る 強 力 な縮小 進化 圧 に 対 して 、遺伝 子 発 現 の 効

率お よび 正確 1生、ある い は 翻訳 産物 の 頑 健 性 が そ れ ぞ れ 、塩 基 、タ ン

パ ク 質 レ ベ ル で の 制約 と して 緩 衝す る 事 に よ っ て 保 たれ て い る 。し か

しな が ら、こ れ ら の 相 反 す る 進 化 メ カ ニ ズ ム の 相 互 バ ラ ン スが、宿主

の 食 性や 生 態 の 変 化 に よ っ て ど の よ う に影 響 を受 け るの か は明 ら か に

され て い な い 。我 々 は こ の よ う な細胞 内 共生 関係の 勤 的な進 化 メ力ニ

ズ ム を 解 明 す る た め 、食性 や社 会性 な どの 生 態が 非常 に 多様 化 し た ゴ

キ ブ リ 目昆虫 の 保 有す る 偏性 細 胞内 共生細 菌 で あ る Btatt α bac’terium を

研 究 対象 に し て 、比較ゲ ノ ム 解 析を行 っ た。そ の 結 果、社会性 を 有 す

る 宿 主 系統 群 に お い て 保有 し て い るBlattabacteriumt7
’
ノ ム に ア ミ ノ 酸

生 合成 遺伝 子 群 の 明 ら か な 欠 陥 が み られ 、細 胞 内 共 生 細 菌の 役 割が 腸

内 共 生 微生 物 に よ っ て置 き換 わ りつ つ ある 可能性 が示 唆 さ れ た 。本 研

究 で はさ らに こ れ ら の 共生 ス テ
ー

ジ の 異 な る 系統 群 に つ い て 共 生細 菌

ゲ ノ ム に 対 す る 機 能 的制約 を 遺伝 子の 発 現効 率 ・精度、翻 訳 産 物の 構

造 的頑 健性 に対 す る選 択圧 を網羅的に解析し、各機能 力デ ゴリ
ー

に対

す る そ れ らの 制 約傾 向の 変 化 か ら、宿主
一
細胞 内 共生細 菌間 の 共 生 関係

の 進 化動 態 に つ い て 議 論す る 。

　　　　　　　 ホ ソ ヘ リ カ メ ム シ 共 生 細 菌Burkholderia 　sp ．
−
　　　　　　　 RPE64 株 の 比 較 ゲ ノム 解 析
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多 く の 動 植 物 が そ の 体内 に 共 生 微 生 物 を保 有 し、緊 密な 相 互 作 用 を

行 っ て い る が、共 生の 遺 伝 的基 盤 に つ い て は い ま だ 不 明 な 点 が 多 い 。
大 豆 の 害 虫 で あ る ホ ソ ヘ リ カ メ ム シ （RipterttSS　pedestris ）　は

Burkholderia 属 の 共 生 細菌 を環 境 土壌 中 よ り獲得 し 、共生 器 官で あ る中

腸 盲嚢 部 に 共 生 さ せ て い る 。Burkhotderia 共 生細 菌 は単離 培養 が 容 易で

遺 伝 子 組 み 換 え 技 術も 確 立 され て い る 。加 え て 宿主 で あ る ホ ソ ヘ リ カ

メ ムシ の RNAi が 容易 な こ と か ら 、ホ ソヘ リカ メム シーBurkholderia共 生

系は 宿主 ・
共 生 者 の 双 方 か ら実 験 ア プ ロ

ー
チ が 可 能 な モ デル 系 と して

近 年注 目が集 ま っ て い る 。最 近 、ホ ソ ヘ リ カ メ ム シ 野外 採集 個 体 か ら

単 離 さ れ た Burkhoideria 共 生 細菌 株 （RPE64 株 ）、お よ び土 壌 か ら単 離

さ れた 共 生細 菌 株 （YI23 株 ） の ゲ ノ ム 配列 が 相次 い で 決 定 さ れ た 。本

研 究 で は 、ホ ソ ヘ リ カ メ ム シーBurkholderia モ デ ル 系 に お け る 共 生 の 遺

伝 的基 盤 の 解 明を 目指 し て 、RPE64 株
・YI23 株 の ゲ ノ ム と、既 にゲ ノ

ム 配列 が決 定済 み の 非 共生 性BurkhelderiarrM 細 菌34株 と の 比 較 ゲ ノ ム 解

析 を 行 っ た 。全36株 の 遺伝 子 レ パートリ を 比 較 し た と こ ろ 、共 生細 菌

系統　（RPE64 株 ＋YI23株 ）　 に 特 異 的 な遺 伝 子 が多 数見 つ か っ た。こ れ

ら の 遺 伝 子 に は 、接 着 性 線 毛 の
一

部 を コ
ー

ドす る Tad （tight

adherence ） 遺伝 子 な ど 細 菌の 細胞 表層 構 造 に 関 わ る 遺伝 子 が含 ま れ て

お り、こ れ らが ホ ソ ヘ リカメ ム シ ーBurkhotderia共生 系 にお け る 共生 者

側 の
”
共生 因子

”
で ある 可能 性が 示 唆 さ れ る 。
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