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第1章 緒言  

19世紀から20世紀にかけて、多くの有用微生物が純粋培養技術を用いて分離  

され、微生物産業に急速な発展をもたらした。しかし、純粋培養技術を用いて  

新規な微生物を獲得することは困難になりつつある。様々な分子生物学的手法  

により、自然界に存在する錮燭以上の微生物が、従来の純粋培養技術では分離  

培養できないことが明らかとなっている（AmmaneJαJ．，1995）。この問題を解決  

するための方法の一つとして、新規な微生物スクリーニング法の開発が考えら   

れる。我々は、多くの微生物が自然界においては多種の生物と強固な共生関係   

を築いて存在していることに着目した。そのような共生関係の例としては、シ   

ロアリと腸内微生物叢（Ohkumaetal・，2003），rhizobia－regume（Hirshetal・，2001）  

や地衣類の共生（AbmadjianandJacobes1981）などがあげられる。そこで我々は、  

微生物と他種の生物との共生関係を積極的に利用して、目的の微生物を効率的   

にスクリーニングする方法を考えた。  

我々は昆虫と腸内微生物叢の共生関係に特に着目し、これを餌を介して成立   

している「餌一昆虫一腸内微生物叢」系（Fig．ト1）と考え、下等シロアリのイエシ  

ロアリ（C呼わ妃me∫βmoぶα乃以∫Sb立正i）の職アリをモデル生物として用いて研  

究を行ってきた。昆虫の腸内は、昆虫が食した餌を微生物が連続的に分解し、   

分解物は腸壁からの吸収および月工門からの排出によって除去される、いわば一   

種の連続培養系として考えることができる（Rg．ト之）。連続培養系では、基質を   

分解でき難い増殖速度の遅い微生物は系外にwa5bo血 してしまい、基質を分解   

し増殖速度が速い微生物が腸内に滞留し、高濃度化されることが推定される。   

我々はこのような考え方を基にして、C．摩mo∫α乃以∫に人工餌を与え、餌成分の  

変化に応じた腸内微生物叢の変化をモニターした。その結果、C．β用0∫α乃〟∫（木  
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材摂食昆虫）の餌成分を木材からグルコースに変化させたとき、時間の経過に   

伴い腸内微生物叢が木材分解微生物叢からグルコース分解微生物叢に大きく変   

化し、最終的には木材を摂食させても分解できず、長期間生存できないシロア   

リに変化することを明らかにした（椎名，2001、恥n嶽aefαL2006）。この結果は   

昆虫の食す餌成分を変化させたとき、連続培養系において昆虫の腸内微生物叢   

の構成が変化し、餌成分の分解に適した増殖能の高い微生物が優占種になるこ   

とを示唆している。換言すると、任意の餌成分を炭素源として含む人工餌を昆   

虫に与えることで、もし昆虫が生存するならば、難分解性物質を分解でき、且   

つ増殖能の高い微生物が腸内に優占的に増殖し、且つ濃縮されることが考えら   

れる。  

そこで本研究では、昆虫と腸内微生物叢の共生系を人工餌により積極的に変   

化させ、検出限界以下の低濃度でしか存在していなかった目的の微生物（餌成   

分分解菌）を腸内に検出可能な高濃度に濃縮し、効率的に分離することのでき   

る新たなスクリーニング法の開発を試みた。  

第一に、昆虫の一例として、日本に生息する木材食性昆虫である下等シロア   

リのイエシロアリC．β珊0∫α乃〟∫を用い、新規微生物スクリーニング法の開発を   

行った。C．βmo∫α肋∫は腸内に3穫の原生動物と細菌が共生している。C．   

β澗0∫α乃〟∫が食す餌を、木材に代えて木材成分の中で難分解性のリグニンの関   

連化合物であるフェノールを含む人工餌を与えることで、もともと腸内にわず   

かしか存在していなかったフェノール分解菌が濃縮され、効率よく目的微生物   

（フェノール分解菌）をスクリーニング可能になるかどうか確認を行い、新規   

微生物スクリーニング法を確立した。  

次に、C．β〃乃0∫α乃〟∫で確立した微生物スクリーニング手法が他の様々な昆虫   

でも適用可能な応用性の広い手法であるかどうか確認することを目的として、  
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C．βJ職0∫α乃〟∫とは構成が大きく異なり、腸内微生物叢が細菌のみで構成されて  

いる高等シロアリのタカサゴシロアリ（肋∫以鹿me∫rα血∫αgα乃血S仙波i）を用  

いて検討した。   

本研究を通じて、自然界の微生物の共生系の一つである昆虫と腸内微生物叢   

の共生関係を積極的に制御し利用する、新たな有用微生物のスクリーニング法   

を提案したい。  
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Fig．1－l．Schematicdiagramoftheinterrelationship  

amongfbed，Insect（termite），andintestinalmicroorganisms．  
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Fig・1－2・Schematicdiagramofcontinuousdegradingprocessof  
dietcomponentsbyinsect（termite）andintestinalmicroorganisms．  
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第2章 既往の研究   

本章では、本研究の意義、位置づけを明らかにすることを目的として、1）  

微生物スクリーニング、 2）昆虫（シロアリ）の生態、3）昆虫（シロアリ）  

と腸内微生物叢の共生関係についての代表的な研究について概観した。  

2－1 微生物スクリーニング   

2－1－1 微生物スクリーニングとは  

微生物のスクリーニングとは、地球上のいたるところに生育している微生物   

の潜在能力に期待して、目的にかなう生化学的能力を持つ微生物を自然界から  

探索することをいう（福井、別府1985）。このような考え方を基に、19世紀後   

半から20世紀初頭にかけて、パスツールやコツホらによって微生物の純粋培養   

技術が確立されて以来、多くの有用微生物が自然界から分離されてきた。特に、   

応用微生物学者を中心とする微生物スクリーニングを行う者は、“土壌こそ有用   

物質生産菌の宝庫であり、これを分離源として利用するのが微生物スクリーニ   

ングの本道である”と考え、土壌を主な対象としてスクリーニングが進められて   

きた。  

2－1－2 微生物スクリーニング技術  

次に、微生物のスクリーニングを支えてきた代表的な2つの基本技術に関し   

て概説する  

平板培養   

平板培養とは、微生物スクリーニングにおいて単一の微生物つまり純粋培  

養株を得るために最も広く用いられる手法である。微生物の入った試料（微生  

物懸濁液）を平板培地上に摂取し培養することで、初めに一匹であった微生物  
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が増殖し、目に見えるコロニーと呼ばれる細胞集塊を形成させることで、単一  

のみの微生物細胞を獲得することができる。  

平板培養によって微生物の培養を最初に行った科学者は、コツホである  

（MadiganefαJ．，2003）。コツホは種々の微生物を培養するために、初めはゼラチ  

ンを培地の固定剤として主に用いていた。しかしながらゼラチンは多くの病原  

微生物（コツホは主にヒト病原細菌の分離を目的としていた）の成長に最適な  

温度である370Cでは凝固しないなど、利用性の面で非常に多くの問患点があっ   

た。そこで、コツホは寒天平板培地を用いた微生物分離法を開発した。寒天は、   

多くの微生物の培養に適しており、寒天平板培地によって有用微生物のスクリ   

ーニングのみならず、微生物学研究は飛躍的に発展し、今日でも寒天培地は一   

般的に用いられている。   

集積培養  

特殊な物質を分解、資化する微生物を分離したいとき、通常の試料中にはそ   

のような細菌が多く存在することはないので、集積培養を行う必要が出てくる。   

集積培養とは、目的とする微生物の生育に対応した限定条件下で、特定の微生   

物種の増殖を旺盛にすることである。具体的には、特定の物質を唯一の炭素源   

として用いることが一般的である。微生物が生育するためには、炭素源を摂取   

できなければならないため、培地中の炭素源を分解資化できる微生物のみが増   

殖して優先種となる。たとえば、メタノール資化性菌やセルロース分解菌をス   

クリーニングする時には、メタノールやセルロースを単一の炭素源として用い   

て集積培養を行う。また一般的な集積培養は、フラスコや試験管を用いた回分   

培養によるものである。   

しかし、微生物が種々の物質代謝を行いながら増殖することを考えると、培  
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養の時間経過にしたがって、pHや酸素濃度など限定した培養条件が変化するこ  

とが考えられる。このよう培養環境は、もはや限定条件を保った集積培養とは   

いえない。そのため通常の集積培養は、数回の移植をくりかえして行う。  

W山肌abe らは、連続培養を用いてフェノール分解活性汚泥からフェノール分   

解菌を分離し、回分培養によって得られる微生物とは異なる微生物をスクリー   

ニングできることを見出している（ⅥねtanabeefαJ．，1998）。しかし、連続培養は、   

回分培養に比べて操作が煩雑でありコンタミネーションが起こり易いなど、実   

験系の管理が困難であるため、一般的にあまり行われていない。  

2－1－3 培養困難な微生物の存在とそれらを培養するための試み  

培養できない（困難な）微生物の存在   

1977年微生物の蛍光顕微鏡を用いた計数法が導入されてから（Hobbie eJれ   

1977）、自然界には、生きているが培養できない微生物［ⅥablebutNon－Culturable   

（以下VBNC）］が、自然界全体の微生物の90％以上と極めて多数存在している   

ことが明らかとなってきた。また、16SrDNA解析を初めとする分子生物学的手   

法による解析によっても、環境中には培養できない未知の微生物が存在してい   

ることが明らかとなってきた（Ammane＝才J．，1995）。培養できない微生物が多数   

存在するのは、次に示すような多くの原因によるものと考察されている。（小暮   

1999）。   

1．寒天に添加する栄養基質の種類、濃度が適当でない。   

2．寒天の乾き具合、あるいは水分活性が適当でない。   

3．培地成分、培養容器などに抗菌性物質がある。   

4．培養条件（温度、湿度、光、酸素濃度）などが適当でない。   

5．培地に接種する前に何らかの理由で死滅する。  
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6・寒天培地と空気との接触が増殖を阻害する。  

7・天然で細胞塊を形成した微生物が一つのコロニーを作る。  

8・増殖が遅く、数週間ではコロニーを形成できない。  

9．増殖の早い他の菌に増殖を阻害される微生物がいる。  

10．抗菌性物質を出すほかの菌に増殖が阻害される。  

11．他の菌や生物と共存しなければ増殖できない菌が存在する。  

12．ウイルスが菌を殺す。   

13．先天的にコロニーを作れない菌が存在する。   

14．菌に老化あるいはプログラム化された死がある。   

15．全菌数として計数される中に非生物体粒子が存在する。  

新たな微生物スクリーニングの試み  

現在、これまで獲得が困難であった微生物をスクリーニングするための、多   

くの試みがなされてきた。その数例を下に挙げる。  

Tamakiらは、培地の凝固剤に用いられているゲル化剤として寒天ばかりが慣   

例として用いられていることに問題点を見出し、ゲル化剤を寒天に代えてゲラ   

ンガムを使用して環境中から微生物のスクリーニングを試みたところ、寒天培   

地を用いるよりも環境中から多くの微生物を検出し、さらに多種類の新規微生   

物が獲得できることを見出している（Tam止ieJαJ．，2005）。この研究は、従来一般  

的に用いられてきた寒天培地を用いた平板培養の問題点を明示し、さらにその   

問題点を異なるゲル化剤を用いることでブレークスルーを試みた画期的な研究   

のひとつであるといえよう。  

また、Manomeらは、新規微生物が獲得できない理由として、分離培養困難な  

微生物の中には、スクリーニング系の中の特に増殖能の高い微生物によって生  
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育が阻害されるためであると考え、微生物細胞一つ一つを、個別のゲルビーズ  

に包括して培養することで、新規な微生物を獲得することに成功している（ゲ  

ルマイクロドロップフローサイトメトリー法；ManomeeJαJ．，2001）。   

また、このほかにも新たな発想の下で新規な微生物のスクリーニング法およ  

び微生物利用技術の開発が盛んに行われている（工藤と大艶2004）。   

2－2 昆虫（シロアリ）の生態  

本項では、新規微生物のスクリーニングを行うための対象として捉えた昆虫、   

特に等翔目（シロアリ目）を中心に概説する。   

2－2－1 昆虫  

昆虫とは節足動物門大顎亜門の－綱である。カマアシムシ類、トビムシ類、   

無麹昆虫類および有週昆虫類の4亜綱からなる。昆虫は種類数が生物界の中で   

群を抜いて多く、約77万種と動物の総種類数の70％以上を占めている（桧光ら   

1992）。昆虫の体は、頭・胸・腹の3部分に明瞭に区分される。頭部には一対の   

触角、3対の口器（大顎、小顎、下唇）および一対の複眼と通常3つの単眼があ   

り、胸部は3体節で、3対の脚と一般に2対の麹がある。腹部は7～13体節、   

普通は11体節で、有麹昆虫対の生態では付属肢がない。気管系はきわめてよく   

発達し、呼吸はもっばらこれにより行われる。血管系は開放血管系である。唾   

液腺があり、中腸腺はなく、外胚葉由来のマルピーギ管がある。（生物学辞典 岩   

波）  

2－2－2 シロアリ   

本研究でモデル昆虫として用いたシロアリは、節足動物門、昆虫綱、等翔目  
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（シロアリ目）に属する昆虫である。熱帯および亜熱帯を中心として莫大な種  

数と存在量を誇る昆虫の一つであり、石炭紀頃に、ゴキブリと共通の祖先から  

進化したと考えられている。現在、世界中で7科281属約2600種以上のシロア  

リが知られており、現在も新種の発見が進んでいる（竹松，2001；渡辺ら，2001）。  

このようにシロアリが世界中で繁栄した最大の理由として、木材や植物枯死体  

など他の生物がほとんど利用できないバイオマスを栄養源として利用できるよ   

うになったという点が上げられる。  

シロアリは下等シロアリと高等シロアリの2つに大別することができる。下   

等シロアリと呼ばれるのはムカシシロアリ科、オオシロアリ科、レイビシロア   

リ科、ミゾガシラシロアリ科、シュウカクシロアリ科、ノコギリシロアリ科の6   

科に分類されるシロアリである。高等シロアリと呼ばれるのはシロアリ科の1   

科であるが、シロアリ全種の約70％を占める（安部，1989）。   

2－3 昆虫（シロアリ）と腸内微生物叢の共生関係  

2－2では、昆虫特にシロアリについて概説したが、本項では、本研究で特   

に着目した昆虫と腸内微生物の共生に関する研究について概説する。   

2－3－1 昆虫と腸内微生物叢の共生関係全般  

昆虫の多くの種は、腸内に微生物を共生させており、腸内微生物の果たす栄   

養生理的役割は非常に大きい（清水1995）。昆虫綱は4亜綱で構成されるが、   

そのうち約10日の昆虫から食物の消化に関係した微生物との共生系が報告され   

ているため（東，安部1992）、非常に多くの昆虫が微生物との共生関係を有して  

いると考えられる。いくつか例を挙げると、コオロギ（SantoDomingoetal．，1998）、  

アザミウマ¢hrips）（deVdesetal．，2004）、バッタ（Dilk）nandCharnley1995）、マイ  
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マイガ（Brodericketal・，2004）、ゴキブリ（ZurekandKeddie1996）などがあげら  

れるが、昆虫の中でも最も腸内微生物叢が研究されているのはシロアリである。  

2－3－3 シロアリの腸内微生物叢の共生関係  

ここでは、これまでに報告されているシロアリ腸内の微生物とその機能に関  

して概説する。下等シロアリ（C・舟「椚β∫α乃以∫）および高等シロアリ仰  

fα血∫α卵肌叫の腸の構造の概略図をFig．2－1に示す。シロアリは、後腸部が大き  

く肥大した構造をしており、ここに高密度に微生物が存在している。   

腸内原生動物  

下等シロアリの腸内には、原生動物が存覆している。下等シロアリの腸内原  

生動物は、1856年bspesによって発見された（東正彦，安部琢哉，1992）。シロア  

リ腸内の原生動物は古くから分類研究が行われており、Ⅵ血n（1979）によると  

1979年までにトリコモナス目、オキシモナス目、超鞭毛虫目の原生動物約434   

種に関する記載がされており、シロアリの種類によって原生動物の種類や数が   

異なる。  

シロアリの後腸内で、原生動物は非常に高密度に存在している。ヤマトシロ   

アリを例にあげると、1匹あたりの腸に存在する原生動物は5－12万細胞で、その   

重量はシロアリの体重の約1βも占めている（BruneandFfiedrich，2000）。これらの  

原生動物はシロアリの腸内に特化した絶対共生性の嫌気性原生動物であり、特   

にオキシモナス目と超鞭毛虫目はシロアリの腸管のみから報告されている（井   

上、2001）。これらの原生動物の多くはその細胞内に木片を取り込む事や、セル   

ロースを選択的に取り込むことが確認されているため、原生動物は木材の分解   

において大きな役割を担っていると考えられている（YAmaokaandNag飢a鴎  
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1975；ⅥmaokaandNagatani，1977；Ⅵmaoka，1979）。   

腸内細菌   

また、シロアリ腸内細菌として乳酸菌などが単離され（BauererαJ．，2000）、単  

離株の生理学的特性に関する研究はされているが、その数は決して多くない。  

腸内に存在するほとんどの細菌が培養困難な種類の細菌であり、培養できる細  

菌は顕微鏡下で観察できる細菌の10％に満たないと言われている（TholenefαJ．，  

1997）。一例を挙げると、顕微鏡下では形態的に多様なスピロヘータが非常に多   

く観察でき、自然界においてシロアリの腸内ほど高密度にスピロヘータが存在  

する環境は他に知られていない。唯一の報告として、ka曲etterら（1999）によっ  

てZoo寝m甲∫ねα乃g以∫ガc∂〃ぉからスピロヘータが分離され、それらが水素と二酸化   

炭素から酢酸を生成することが実証されている。しかしながらスピロヘータは   

偏性嫌気性菌であり難培養であるため、分離培養された例は非常に少ない。   

また分子生物学的手法の発展により、直接環境中の細菌叢からDNAを抽出し、   

遺伝子を解析することで培養を介さず腸内微生物叢を解析することが可能とな   

ってきた（AmaneJαL1998）。個々の微生物が有する遺伝子の塩基配列の情報か   

ら、水素生産菌、乳酸菌、硫酸還元菌、酢酸生成菌、窒素固定菌、またメタン   

生成古細菌など多様な微生物の存在が明らかになっている（0址uma2003and   

re鎚rencestberein）。  

シロアリの木材成分分解に関する研究  

自然界において多くのシロアリは、木材などの枯死植物を餌としている。こ   

こでは、まず木材の主成分について簡単に述べた後、シロアリによるそれら木  
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材成分の分解に関する研究に関して概説する。   

木材は主成分としてセルロースを約50乳ヘミセルロースおよびリグニンを  

約20－30％それぞれ含んでおり、それ以外は抽出成分である（中野ら，1983）0また、  

樹種によりこれらの成分の構成比は若干異なる。木材は、セルロースの微細繊  

維（ミクロフィブリル）を中心にヘミセルロース、リグニンが周囲に存在した強固  

な構造をしている。鉄筋コンクリートに例えると、セルロース繊維が鉄筋で、  

周りをヘミセルロース、リグニンというコンクリートで固定されているような   

イメージである。次に3つの主要構成成分であるセルロース、ヘミセルロース、   

リグニンについて概説する。  

セルロース：D－グルコースがβ－1，4結合によって直鎖状に連なった高分子であ   

る。また、その直鎖が複数お互いに水素結合で結合し、強固な構造をとってい   

る。木材をはじめ、植物の主要成分であり地球上に最も多く存在するバイオマ   

スである。  

ヘミセルロース：セルロース以外の多糖成分の総称である。よく知られてい   

るものとしては、主にキシロースからなるキシラン、マンノースからなるマン   

ナンなどが知られている。ほとんどは複数種の単糖が結合したヘテロ多糖とし   

て存在している。  

リグニン：フェニルプロパノイドを基本単位に主に構成され、それらが3次   

元的にC－C結合やエーテル結合など複数の結合様式によって構成された高分子   

であり、難分解性の物質として知られる。  

次にシロアリの木材成分の分解プロセスに関して概説する。  

14   



シロアリのセルロース分解   

下等シロアリのセルロース分解に関しては、1924年Cleavelandらの研究によっ  

て、シロアリの木材（セルロース）分解には、原生動物が大きく関与している  

ことが明らかとなった（Cleaveland，1924）。彼らは36OCでシロアリを24時間処理し  

腸内原生動物を除去すると、シロアリが木材の消化能を失い木材を摂食して長  

期間生存できなくなるという現象を見出し、原生動物が木材分解に関して主要  

な役割を持つと結論づけた。この研究以来、シロアリの木材分解は完全に腸内  

微生物（原生動物）に依存しており、シロアリ自身はセルロース分解能を有し  

ていないという説が一般的になった。  

しかしⅦkoeら（1964）によって、ヤマトシロアリにおいて原生動物だけでなく、  

シロアリ自らもセルラーゼを生産している可能性が示唆された。その後Ⅵmaoka   

やNagataniら（1975）によって、ヤマトシロアリは自らが生産するセルラーゼと原  

生動物由来のセルラーゼという、由来が異なる2種類のセルラーゼの相乗効果  

によって効率的に木材が分解されることが示唆された。さらにⅥ如弧抽eら（1998）  

によって、シロアリの細胞由来のセルラーゼ遺伝子が特定され、シロアリ自身   

がセルロース分解能を有することが明らかとなり、下等シロアリが自ら生産す   

るセルラーゼと、原生動物が生産するセルラーゼの2つの由来のセルラーゼを   

用いてセルロース分解を行っていることが遺伝子レベルで明らかとなった。  

一方、高等シロアリ腸内には原生動物が共生しておらず細菌のみが共生して   

いる。一般にシロアリにおいては、腸内微生物叢が木材中のセルロース分解に   

大きく関わっていると考えられているが、実際には微生物が高密度に存在する   

領域に存在するセルラーゼ活性はわずかである。またセルラーゼ生産細菌が腸   

内より分離された例はほとんどなく、細菌がセルロース分解に関わっているか   

どうかは、不明な点が多い。  
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現在では、高等シロアリの中腸から、シロアリ自身が生産したセルラーゼを  

分泌していることが遺伝子レベルで明らかとなっており（恥kudaefれ1999）、セ  

ルロース分解に関しては高等シロアリ自身が大きく関与していると考えられて  

いる。  

また、高等シロアリの中でもキノコシロアリは、シロアリがコロニー内で栽  

培したキノコ（糸状菌）の生産したセルラーゼを利用していると考えられてい   

る（MartinandMartin1978；Abo－Khatwa，1978；Roulandetal．，1988）。これはキノコ  

シロアリ体内から精製されたセルラーゼと、糸状菌から精製されたセルラーゼ   

の性質、分子量が酷似したという研究結果に基づいた説である。  

シロアリのヘミセルロース分解  

シロアリのヘミセルロース分解に関しては、1997年Inoueらが下等シロアリ   

であるヤマトシロアリの原生動物がキシラン分解能を有することを明らかにし   

ている（Inoueerれ1997）。また、キシラナーゼ生産能を持つ酵母、細菌がシロ  

アリより単離されている（Scha知ど方正，1996）。さらにそれらの菌株を利用した酵  

素生産、水素生産など実用化に向けた研究も行われている（恥糾ChierαJ・，1996）。   

以上のような研究から、下等シロアリがヘミセルロースであるキシラン分解能   

を有することが明らかとなっている。   

シロアリのリグニン分解  

シロアリによるリグニン分解に関しては、あまり明らかになっていない。こ   

れまでの研究では、腸内原生動物の体内にリグニンが取り込まれ、わずかに変  

性されるという報告がある（KyouerαJ・，1996）。各種シロアリで、リグニンモデル  

化合物の分解が行われるという報告はされているが（Hiraietal．，2000）、リグニン  
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分解能を持った微生物の単離例は少なく（Kato et aZ．，1998，KuhnigkT e［aI．，  

1994）、シロアリがリグニン分解を積極的に行っているかどうか明らかとなっ   

ていないのが現状である。しかしながら、シロアリのリグニン消化率が17－24％   

という報告もあるため（It血raefαJ．，1995）、リグニンの分解がシロアリ腸内で   

起こっていることは間違いない。   

以上のように、これまでに多くの微生物スクリーニング法が開発され、多く   

の有用微生物のスクリーニングが試みられてきた。しかしながら、未だスクリ   

ー ニングできない微生物は自然界に膨大に存在している。したがって、今後新   

しい発想のもとで、新規な微生物スクリーニング法の開発が期待されている。   

本研究では、昆虫の腸内を一種の連続培養系として用い、与える餌成分を制御   

することで、目的の餌成分分解菌を腸内に濃縮する方法を開発した。このよう   

なコンセプトで開発された微生物スクリーニング法はこれまでに報告がなく、   

新規性の高い、独創性のある手法といえる。  
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第3章  

仇卿助川捕り加剛頗胴ば凱ira最（イエシロアリ）と腸内微生物羊の共生関係   

を用いた新規微生物スクリーニング法の開発   

3－1 序   

「餌一昆虫一腸内微生物叢」系を用いた微生物スクリーニング法の開発に当   

たり、用いるモデル昆虫の条件として、①実験室での飼育が容易であること、  

②用いる昆虫の餌成分分解と共生する腸内微生物叢の関係がよく知られている   

こと、以上2つを考慮して、西日本以南を中心に生息する木材摂食昆虫のイエ   

シロアリCpptotermesjbrmosaTZuSShiraki（以下C．Jbrmosa17uS）を用いて研究を行   

った。また、目的の微生物を濃縮させるためのモデル餌成分として、難分解性   

で木材の主成分の一つであるリグニンに関連した構造を有する芳香族化合物フ   

ェノールを選択した。フェノールは細胞膜機能の阻害（ⅥpeJdJ．，1999）や、タン  

パク質変性作用など生物一般に毒性を有する物質であるため、フェノールの摂   

食による、Cβn耶∂∫α肋∫自身への影響（生存状態など）にも注目しつつ、腸内  

微生物叢の変化を捉えることを重視した。  

3－2 フェノール人工餌がC伽㈱榊∫自身に与える影響  

3－2－1 材料および方法   

シロアリ   

京都大学生存圏研究所より譲与されたC．仲間0ぶα肋∫の職アリ（Rg．3－1）を用いた。  

C．脚〃乃0∫α〃以∫腸内にはRg．3－1に示す3種の原生動物と多種類の細菌が共生し  

ている。アカマツげinusdbnsqloTuSieb）の木材片を用いて、30士20cで飼育した。  
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人工餌の調製および人工餌を用いたq卸間朋閉購の飼育  

田中ら（2006）の方法を用いて人工餌を調製した。15g〃のアガロース（取払Ra  

Shuzo，Otsu，Japan）を蒸留水に溶解させ、121OC，15minオートクレーブした。50  

gnフェノールをゆ0・22岬1duraporeBlter（Millipore）を用いて滅菌し、滅菌したア  

ガロース溶液と種々のフェノール濃度（50，100，150，200mが）になるように混  

ぜ合わせた0溶液は滅菌シャーレの中で固化させた。コントロールとして、15g／1  

アガロースのみ、およびアガロースとアカマツ木粉（粒径10叫m以下）を含む  

人工餌を調製した。固化したアガロースゲルは25x25x5mmサイズにカットし   

た。25匹のC．沖mo∫α乃〟∫と人工餌を滅菌ポリスチレンケース（30x30×10Ⅱ皿）   

にいれ、300Cで飼育した。またC．βmo∫α乃以∫を飢餓状態で飼育するため25匹   

のC．βJⅦ0∫α〃〟∫のみを入れたポリエチレンケースを十分な湿度を保ち飼育した   

（滅菌水を張った滅菌ガラスシャーレ内に置き蓋をした）。飼育中生存している   

C．β珊0∫α乃以∫の数を経時的に計数し、生存率を算出した。生存率は、その時生   

存しているC．βmo∫α肋∫の数を、初発の生存数（25匹）を100％として表した   

ものである。C．β〃乃0∫α乃〟∫の体重は10匹のC．β珊0∫α乃〟∫をそれぞれのケースか   

らランダムにピックアップし、化学天秤を用いて測定し、一匹あたりの平均値   

として算出した。全ての実験は3連で行った。   

3－2－2 結果  

Figure3－2は人工餌成分がC．β潤0∫α乃〟∫の生存率に及ぼす影響を表している。  

木粉人工餌、アガロース人工餌および飢餓条件で飼育したC．β珊ク∫α仙∫の20   

日後の生存率は、それぞれ95％、78．7％、57．3繋｝であった。一方50m釘1およぴ  

100mg月のフェノールを含む人工餌を摂食したC・βmo∫α乃〟∫の20日後の生存率  

はそれぞれ38．7％、17．3％であった。150mがおよび200m釘1のフェノール濃度  
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の人工餌では、15日以内に全てのC．βm∂∫α乃以∫は死滅した。また、木粉、アガ  

ロース、50mがおよび100m釘1のフェノールを含む人工餌では、それぞれ肉眼  

によって餌の摂食が観察されたが、150m釘1および200mg／lのフェノールを含む  

人工餌でははとんど摂食が観察されなかった。  

Figure3－3は摂食実験期間中におけるC．β珊∂∫α乃〟∫の体重の変化を表している。  

木材を摂食している初期のCβmo∫α仙∫（摂食期間0日目）の平均体重は3月4mg  

だった。木粉、アガロースおよび100mgノ1フェノールを含む人工餌を摂食させ  

た20日後の体重は、それぞれ3．42mg、2．41mg、2．22mgであった。以上の結果  

は、C．βmo∫α乃〟∫の生存がフェノールによって阻害され、木粉人工餌と比較し  

てアガロースおよびフェノール人工餌の両者をそれぞれ摂食することによりシ   

ロアリの体重が著しく減少したことを示している。  
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3－3 フェノール人工餌がCβ珊β新制ぷ腸内原生動物叢に与える影響   

3－3－1材料および方法   

C．β珊0∫α乃〟∫腸内原生動物を経時的に観察および計数した。木材、アガロー   

ス人工餌および100m釘1フェノール人工餌をそれぞれ与えた3匹の職アリをラ   

ンダムに集めた。それらの後腸を鋭利なピンセットを用いて肛門側から摘出し   

て回収した。それらを30plのTragerUsolution（Trager，1934）中に懸濁し、後  

腸を溶液中で穏やかに粉砕し、原生動物を分散させた。原生動物の種類は顕微   

鏡観察によって識別した。それぞれの種類の原生動物をImprovedNeubauer計   

算版（KayagakiIrikakogyoKtd／rbkyo，Japan）を用いて計数した。  

3－3－2 結果   

Fi糾re3－4は木材、アガロースおよび100mがのフェノールを含む人工餌を摂  

食したC．βmo∫α乃〟∫の腸内原生動物の総数の変化を示している。アガロースお  

よびフェノール人工餌を摂食したCノbmo∫α肋∫の両者で急激な腸内原生動物数   

の減少が見 ら れた 脅eudo打γChoTty〝岬ha grassi（1arge protozoa）と  

旅血晰廠如血流∫如「加α乃而（血ddle protozoa）は 5 日間で全て消失し、  

勧m打i血町叩P力αJeゆよ（SmauprOtOZOa）も10日後には全て消失していた。原生動  

物の消失は、Fi卯re3－2に示すC．β珊郎d乃〃∫の体重の減少と傾向が一致していた。  
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3－4 フェノール人工餌がC伽〃甜乃附腸内全細菌数に与える影響   

3－4－1材料および方法  

前述の3－3－1と同様の方法で腸内微生物叢の懸濁液を調製した。懸濁  

液申の全細菌数は、細菌用計算盤（Kaya・gakiIrikakogyoLtd／Ibkyo，Japan）を用  

いて顕微鏡観察により計測した。   

3－4－2 結果  

Figure3－5はアガロースおよび100mg／1のフェノールを含む人工餌を摂食し   

たC．βmo∫α肋∫全細菌数の経時変化を示している。アガロースおよびフェノー   

ル人工餌を摂食したC．βmo∫α仰∫の両者で急激な腸内全細菌数の減少が見られ  

た。実験0日目のC．β冊0∫β乃以∫（木材摂食）の腸内全細菌数は4．0×107cells／糾t  

であったが、アガロース人工餌、フェノール人工餌を摂食することによって、  

Cβ澗0∫β鮎∫腸内全細菌数は5日間でそれぞれ3．1×106と2．5×106と10分の1  

以下まで減少した。  
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3－5 寒天培地を用いたC伽㈲駆g腸内微生物叢中のフェノール分解菌  

の検出およぴコロニーカウントによる定量   

3－5－1材料および方法  

寒天平板培養  

木材、アガロース人工餌およびフェノール人工餌で10日間飼育したC．   

β〃”0∫α〃以∫腸内におけるフェノール分解菌を定量するため、腸内微生物叢を寒天  

培地を用いて培養した。5匹分の後腸を鋭利なピンセットを用いて肛門側から摘  

出して回収した。後腸は1mlの500mg／1フェノールを単一炭素源として含む  

MP500培地（以下の成分を含む（Perliter）2・75gKiHPOヰ、2．25gKHユPOヰ、1．Og  

（NH4）2SO4、0・2gMgC12・6H20、0・1gNaCl、0・02gFeC13・6H20、0．01gCaC12）  

（Ⅵ旭nabeef正，1998）中でホモジェネー卜した。腸懸濁液（100叫を90叫1の  

MP500培地で希釈した。この操作を数回繰り返すことで、適当濃度の腸懸濁液   

を調製した。希釈した腸懸濁液をMP500寒天培地（MP500を1．5％寒天ゲルで  

固定したもの）に接種し、10日間300cで培養した。培養後，MP500寒天培地に  

生じたコロニーを計数し、ColonyFbrmingUnitpergut（CFU／gut）を算出した。実  

験は全て3連で行った。   

微生物のフェノール分解能の判定   

コロニーを形成した微生物のフェノール分解能を確認するため、液体培養によ   

る培養を試みた。コロニーを滅菌した爪楊枝でピックアップし、L字試験管   

（rrhitec，SaitamaJapan）に入った5miのMP500培地に接種し、30Oc、30strokes／min   

で振とう培養を2－7日間行った。培養後、液体培地中のフェノール濃度をPbenol  
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恥stW址0（Ⅵねko，Osaka，J叩弧）を用いて測定し、フェノールの分解が確認された  

微生物をフェノール分解菌と判定した。  

3－5－2 結果  

Figure3－6古ま木材、アガロースおよび100mg月フェノール人工餌をそれぞれ10  

日間摂食させたC．β珊0∫α乃〝∫の腸内微生物叢をMP500寒天培地を用いて平板  

培養することによって得られたCFU／gutを示している。木材、アガロースおよ  

び100mか1フェノール人工餌を摂食したC．βmがα乃〟∫腸内微生物叢のCFU庵ut  

はそれぞれ3・4×104、5．4×104、1．9×105であった。次に100mがフェノール人工  

餌を摂食したC．沖珊0∫α棚∫腸内微生物叢から得られた85の微生物コロニーを   

ランダムにピックアップして、フェノール分解能を調べた。その結果85中83   

のコロニー形成菌がフェノールを分解することができなかった。つまり、100   

m釘lフェノール人工餌を摂食したC．βmo甜乃〟∫腸内微生物叢から非常に高い  

CFU／糾t値が認められたにもかかわらず、ほとんどのコロニー形成菌（97・6％）は  

フェノール分解能を有していなかった。そのため、MP500寒天培地ではフェノ   

ール分解菌以外の微生物もコロニーを形成するため、フェノール分解菌の検出   

および定量には適さないことが明らかとなった。  
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3－6 メンブランフィルター培養法を用いたCJ加仙鳩Ⅲ掴腸内微生物叢中  

のフェノール分解菌の特異的検出および定量   

3－5の寒天平板培地を用いた検討の結果から、MP500寒天培地を用いる従  

来法では、500mg／1のフェノールに耐性を有し、フェノールを分解せずアガーや  

アガー由来のオリゴ糖などを消費するような微生物もコロニーを形成すると考  

えることができた。それゆえフェノール分解菌のみを検出および定量するため   

に、培養系にフェノールのみを単一の炭素源として含むメンブランフィルター   

培養法を試みた。この方法ではアガーは用いず、PVDFメンブランフィルター上   

に腸内微生物叢を捕集し、微生物叢はメンブランを通して供給される液体培地   

成分のみを利用する。そのため、液体培地中に含まれるフェノールを分解し代   

謝できる微生物のみが増殖しコロニーを形成することが考えられる。   

3－6－1材料および方法  

腸懸濁液は3－5－1と同様の方法で調製した。はじめに、Millifkxフィル   

ターファネルユニットHVWPO．45um（MilliporeMAUSA）を吸引ろ過装置にセ  

ットした。5mlのMP500培地をあらかじめファネルユニットのファネル部分に   

注ぎ、そこに100匹1の希釈した腸懸濁液をいれ、腸内容物をMP500培地に均一   

に分散させた。液体画分はろ過することで除去し、腸内微生物はメンブランフ   

ィルター上に回収した。フィルターを液体培地カセットMXLMCO120（Mi11ipore   

MAUSA）にセットし、30Ocで10日間培養した。培養後は、メンブランフィル  

ター上に生じたコロニーを計数し、CFU／gutを算出した。実験は全て3連で行っ  

た。さらに、生じたコロニーのうち50個をランダムにピックアップし、それら  

のフェノール分解能の判定を前述の方法（P29－30参照）で行った。なお木材も  
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しくはフェノール人工餌を摂食したCβ憫刷新研から算出したCⅣ夜ut値と、  

前述の顕微鏡観察によって得られた全細菌数を用いて、全細菌数に対する腸内  

のフェノール分解菌の比率を存在比として概算した。  

3－6－2 結果  

Figure3－7はメンブランフィルター上に形成されたCFU／gut数を示している。  

木材およびアガロース人工餌を摂食したC．β珊0∫α乃〟∫腸内微生物叢からはわ  

ずかなコロニート200CFU／gut）のみしか検出されなかった。叫方、100mがフ  

ェノール人工餌を摂食させたC．βmβ∫α乃〃∫腸内微生物叢からは2．87×103  

CⅣ／糾tのコロニーが検出された。生じたコロニーの中から50コロニーをラン   

ダムにピックアップしてフェノール分解能を調べた結果、50全てのコロニー形   

成菌がフェノールを分解した。Table3－1は木材およびフェノール人工餌を10日   

間摂食させたC．β珊0∫α乃昆∫腸内の全細菌数、メンブランフィルター培養法を用   

いて検出したフェノール分解菌数および全細菌に対するフェノール分解菌の存   

在比を示している。腸内の全細菌数に対するフェノール分解菌の存在比はそれ   

ぞれ5．OxlO■6、1．Ox灯3である。この数値を比較すると、フェノール人工餌を   

摂食させることによって全腸内細菌数に対するメンブランフィルター培養法に   

よって検出されたフェノール分解菌の存在比が200倍高まると考えることがで   

きる。これらの結果から、メンブランフィルター培養法がフェノール分解菌の   

みを検出するために有効であり、100mg／1フェノール人工餌を10日間摂食させ  

たC．β珊0∫α乃以∫腸内には、フェノール分解菌が濃縮されることが示された。  
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3－7 PCR・I）GGE解析   

メンブランフィルター法を用いることで、培養可能なフェノール分解菌がフ   

ェノール人工餌を摂食したC．βm∂∫α乃〟∫腸内に濃縮していることが実証された。   

しかし、多くの培養できない微生物もシロアリ腸内には存在する。それゆえ、   

細菌叢の構成を解析するのに一般的なPCR－DGGE法を用いてシロアリの腸内に   

おける全細菌叢の解析を試みた。さらに、フェノール人工餌を摂食させたC．   

β珊0∫α肋∫腸内細菌叢を、従来の集積培養によって得られる細菌叢と比較した。  

3－7－1 材料および方法  

集積培養  

5匹分の木材摂食Cβ〃乃0∫α軌∫の腸を鋭利なピンセットを用いて肛門から摘   

出し、5miのMP500培地に接種した。腸懸濁液をL字型試験管（恥itec，Saitama，   

Japan）に入れ、300C、30strokeshninで振とう培養した。微生物の増殖は経時的  

にSpectromic20A（ShimadzuJapan）を用いてOD660を測定することでモニタMした。  

培地中のフェノール濃度をPhenolrrbstWhko（W蚊0，Osaka，Japan）を用いて定量し  

た。フェノールが完全に消費された時点で、培養液中の菌体を遠心分離（10，000x  

g，5min）によって回収した。   

DNA抽出およびt㈹dldowmPCR  

それぞれの餌条件から10匹ずつシロアリをランダムに集め、後腸を鋭利なピ   

ンセットを用いて摘出した。後腸および前述の集積培養によって得られた菌体   

からFastDNAkit（BiolOlInc・Ⅵsta，CA，USA）を用いて、全DNAをそれぞれ抽出  

36   



した。得られた全 DNA の抽出液を鋳型と して、F341－GC   

（5’－CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTACGGG   

AGGCAGCAG－3’）、518R（5’－GⅧTACCGCGGTGCTGG－3つ）のプライマーセット   

（Ogino etal・，2001）を用いて、16S rDNAのV3領域を増幅した。PCRreaction  

miⅩture（20pl）の組成は以下の通りである。0．5UEx乃qhotstartversion（TaKaRa  

Shuzo，Otsu，Japan），0．5匹1全DNA，2pllOxPCRbufEer，0．25ドMeachprimerlOO   

匹MeachdNTP。PCR反応はrrbuchdownPCRprogramを用いた。反応プログラ  

ムは以下の通りである：（preheat94OC5min、denature94OClminとannealing   

65OC－550c［2サイクル毎1OC下がる］1min、eXtenSion72OClminを20サイクル行  

い、次に940clmin、55OClmin、720Clminを10サイクル行った。最後に720c   

で7min反応させた（Ogino etal・，2001））。反応生成物をQIAquitk（Qiagen，  

Crawley，UnitedKingdom）を用いて精製し、精製物の0・D・260を測定することで、  

DNA濃度を測定した。  

DGGE解析  

得られたPCR増幅産物250ngをDGGEに供した。DGGEマーカpヒして、   

以下の最近由来の16SrDNA断片の混合溶液を用いた。海水サンプルから得られ   

たArthrobacter atroqaneus ATCC13752 のクローン、Ba玩eatrix abica、   

Agrobacterium geZatinovorum、  MeEhJ，lomicrobium a［bum，Sargasso Sea   

α－PrOteObacterium，S嘩tobacter pontiacus，Efyihrobacter sp・および Emiliania  

huxlq，i。DGGEはD－CodeSystem（Bio－RadLabolarories，Inc・，Hercules，CA）を用い  

て行った。8％のポリアクリルアミドゲルを調製し、0．5xTAE bu駄T（1‖胤已は  

0．04MTtisbase、0．02M酢酸Na、10mMEDTA【pH7・4］を含む）を用いて電気泳動  

を行った。DGGEゲルとしては20～70％の変性剤である尿酸とホルムアミドの  
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濃度勾配がかかったものを用いた。100％変性剤とは40％〔volル01挿ルムアミドと  

7M尿素を含むものであるo DGGE電気泳動は35V600c一定（定電圧定温下）で  

24時間行った0泳動終了後、ゲルはSYBRGold（MolecularProbes．，Eugene，OR）  

を用いて染色し、UVトランスイルミネ一夕を用いてDNAを可視化後、泳動像  

を撮影し、DGGEバンドプロファイルをimage－analyzingsystem（ImageMaster  

AmershamPharmaciaBiotech．，Uppsala，Sweden）を用いて解析し、その結果からバ   

ンドの輝度と移動度を算出した。また、各バンド間におけるバンドパターンの   

類似度（Cs）を（1）式（Sorensen，1948）を用いて計算し、それらの類似度を基に系  

統樹を構築した。  

Cs＝勾（a＋b）  （1）   

jはLaneAとBにおける共通のバンド数であり、aとbはLaneABにおける   

それぞれのトータルのバンド数を表す。   

DGGEバンドのDNAのシーケンシング  

木材摂食、アガロース人工餌摂食およびフェノール人工餌摂食のシロアリ腸   

内細菌叢、さらに集積培養により得られた細菌叢のそれぞれのDGGEバンドプ   

ロファイルを比較し、フェノール摂食シロアリ腸内微生物叢においてのみ特異  

的に見られた、2本のバンド（Rg．3－8）をカミソリを用いて切り出した。切り出  

したバンドを100け1の滅菌超純水にいれ、40C下で3日間静置しDNAを溶出さ  

せた。DNA溶出液0．5ト11を鋳型にしてプライマー GC－2（5’－GAAGTC  

ArCArGACCGTTCTGGCACGGGGGGCCTA－3，）（0ginoetal・，2001）および518r用  

いて上記に示す、tOuChdownPCRを前述の条件と同様（R37参照）に行い、V3  
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領域を再増幅させた0増幅産物をPGem⑧一TEasyVtctorSystern（Promega）を用い  

てクローニングした。ライゲーション産物をコンビテントセル且山砲「ね九ぬc∂Jg  

DH5－αに導入した。白色コロニーをランダムにピックアップし、ベクター由来の  

配列を持つプライマーT7とSP6を用いてインサートチェックした。目的挿入断  

片の入ったプラスミドDNAをQIAprepspinminiprepkit（Qiagen，Crawley，U・K）  

を用いて抽出した。Plasmid DNA中の挿入断片の塩基配列をCEQ2000ⅩL  

（Beckman）を用いて、シーケンシングした。得られた全てのシーケンシングデー  

タをSeqman（DNAstar）を用いて解析した。得られたクローンの全配列について、   

Blastsearch（Adschuletal・，1990，1997）による相同性検索を行い、既知の類似の細  

菌との比較を行った。得られたシーケンシングデータはClustalW（Thompsonet  

αJ．，1994）を用いてアライメントを行った。   

3－7－2 結果  

Figure3－8は3種類の餌を与えて飼育したC．βm∂∫d肋∫の腸内細菌叢と、木  

材摂食シロアリの腸内微生物叢を集積培養することによって得られた微生物叢   

のバンドパターンを示している。Figure3－9はSorensenの式を用いて細菌叢間の   

バンドパターンの差異と類似性を基にした系統樹を示している。木材とフェノ   

ール人工餌をそれぞれ摂食したC．β憫0∫α乃〟∫の細菌叢の類似度は35冤であった   

のに対し、フェノール人工餌とアガロース人工餌をそれぞれ摂食した細菌叢の  

類似度は58％であった。フェノール人工餌を摂食したC．β珊0∫α乃〟∫の腸内微生  

物叢と、集積培養によって得られた微生物叢の類似度は12％しかなかった。こ   

れらの結果はC．β〝乃0∫α〃〟∫の腸内細菌叢の構成は人工餌のタイプに大きく依存   

して変化することを示している。さらに、フェノール人工餌を摂食したC．   

βmo∫α乃以∫の腸内微生物叢はMP500培地を用いた集積培養によって得られる微  
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生物とは異なっていた。Figure3－8に示したバンドAおよびBのDNAシーケン  

スを解析した。BandAおよびBはフェノール人工餌を摂食したC．β仰0∫α乃〟∫  

の腸内微生物叢のみで存在していたバンドである。Figure3－10は、得られたDNA  

シーケンシングのアライメントデータを示している。恥ble3－2はBandAおよび   

Bに含まれるそれぞれのDNAのシーケンスと最も高い相同性を示す細菌の種お   

よびアクセッションナンバーを示している。バンドA中のシーケンスのひとつ   

にj㌔e〟ゐ椚0乃α∫〃よ加柁血ce那匹FlO7515）と98％の相同性を示すものがあった。こ  

の細菌は1，2，4・trichlorobenzene分解菌として報告されている。その他のBandA，   

Bに含まれたシーケンスは培養できないCわ朗γ吉成∽朋やβαC寝相gd郎と高い相同性   

を有していたが、それらの機能は未知である。  

40   



1．乙 3．4．5．‘．  

Fig・3－8・Photographofdenaturinggelelectrophoresis（DGGE）  
Ofpartial16SrDNAofintestinalbacteriainC・βrmSanuSfed  
withvariousarti丘cialdietsforlOdays，andbacteriamenrichment  

CultureofintestinalmicroorganismsinWood－feedingC．Jbrmosanus．   

1・and6・DGGEmarker；2・WOOd；3・Agarose；4・Phenol；   

5．enriclmentculturewithMP500．  
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Fig・3－9・Cluster analysis（UPGAMA method）ofDGGEband  
Pattem Obtained ffomC．Jbrmosanusfedwithvarious artificial  

diets（SCalerepresentthepercentageofdivergence）・  
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BandA－1  1  
BandA－2  1  
BandA－3  1  
BandB  I  

ABO88937  1  
AY571428  1  
EFlO7515  1  
AY953243  1   

BandA岬1  61  

BandA－2  61  
BandA－3  61  
BandB  61  
ABO88937  61  
AY571428  61  
EFlO7515ヱ 61  

AY953243  61   

召andA－1 121  

召andA－2 120  

BandA－3 119  
BandB  120  
ABO88937 120  
AY571428 120  
EFlO7515；119  
AY953243 120  

CGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGAGAGCCTGAACCAGCCAAGTCGCG  
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CGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGACGAGAGTCTGAACCAGCCAAGTCGCG  
CGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGAGAGCCTGAACCAGCCAAGTCGCG  
CGGGAGGCAGCAGTAGGGAATATTGGGCAATGGGAGCAATCCTGACCCAGCCATGCCGCG  
CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCG  
CGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGACGAGAGTCTGAACCAGCCAAGTCGCG  
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 TGAATGAAGAAGGCGATACAACGTTGTAAAGTTCTTTTGCAGGGGAGTAAAAAGAGGCAC120  

TGCAGGAAGACGGCGCTATGC－GTTGTAAACTGCTTTTGTGCGGGAATAAAATATGCTACl19  

TGTGTGTAGAAGGTCTTCGGA－－TTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGl18  
TGAAGGATGACGGCCCTACGG－GTTGTAAACTTCTTTTGTATGGGAGTAAAAAAGACTACl19  

TGAAGGAAGACGGCCCTACGG－GTTGTAAACTTCTTTTGCAGGGGAATAAAAAGCGGGACllg  

TGCAGGAAGACGGCGCTATGC－GTTGTAAACTGCTTTTGTGCGGGAATAAAGTTATCTACl19  

TGTGTGAAGAAGGTCTTCGGAMTTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGl18  

TGAAGGATGACGGCCCTACGG－GTTGTAAACTTCTTTTGTATGGGAGTAAAAAAGACTACl19  
＊‡  ＊ ‡＊ ＊＊  ＊  ‡＊＊＊＊＊＊  ＊＊＊＊  ＊＊＊＊ ＊＊  ＊  

GTG－TGCCTTATTGTATGTACTTTGC－－－…GAATAAGGATCGGCTAACTCCGTG169  

TAG－TAGTGTATTGCAGGTACCGTAA－－－－－GAATAAGCATCGGCTAACTCCGTG168  
TTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTG173  

GCG－TAGTCTATTGCAAGTACCATAC…－－－GAÅTAAGCATCGGCTAACTCCGTG168  
GTG－TCCCGTGTTGCATGTACCTTGC－一一－－GAATAAGCATCGGCTAACTCCGTG168  

GTG－TAGATAGTTGCATGTACCGTAA－－－…GAATAAGGATCGGCTAACTCCGTG168  
TTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTG173  
GCG－TAGTCTATTGCAAGTACCATAC－一一－－GAATAAGCATCGGCTAACTCCGTG168  

＊  ＊＊  ＊‡ ＊  ＊＊＊＊＊＊＊ ＊ ＊＊‡＊＊＊＊＊＊ ＊＊＊＊  

Fig．3・10・A迫gnmentofpartialsequencesof16SrDNAcloAedfrom  

exdsedba皿ds血ⅦmDGGEgel（椚g．3・＄）andre鮎托皿Cebadeda  

hdahbase（GeneBa皿喝．  
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て払bl¢2鎚qⅦ蝕仁山gⅣ和1t50r仙¢pGG老b8ndげ海．3・町．  

Bandna皿e Bacterialstrainswbichhadthehighestsimilarity  AcccssionNo．  

ABO88937   

ÅY571428   

EFlO7515  

BandA－1   Uhculturedbacteroidaceaebacteri11m，CloneRs－E83  

－2  UncultllredbacleritlmCloneRsaHw538  

－3  j㌔g〟do〝柑Ji〃∫〟f加J℃血cg〃∫  

Band B UnculturedanaerobicbacteriumcloneB－4C  AY95324,3 
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3－8 PlateWashqW）PCR・DGGE解析   

メンブランフィルター培養法によって生じたコロニーを計数することで、C．   

β〃乃0∫α乃以∫腸内にフェノール分解菌が濃縮されることが実証された。しかしコ   

ロニーを計数しただけではコロニーを形成した微生物の種数に関しては分から   

ない。そこで、PWPCR（Stevensonetal．，2003）－DGGE法を用いて、プレート上に   

生じた全てのフェノール分解細菌を比較し解析することを試みた。   

3－8－1 材料および方法  

木材摂食C．β珊0∫α仙∫および100m釘1フェノール人工餌を摂食したC．   

βmo∫α乃以∫腸内微生物叢のそれぞれをメンブランフィルター培養法によって培   

養した。メンブランフィルター上に生じた全細菌コロニーを滅菌蒸留水を用い   

て騒濁し、懸濁液を1．5mlチューブに移し遠心分離（12，000×g，10min）して、   

全細菌コロニーを回収した。菌体の全DNAをFastDNAkitを用いて抽出し、前   

述のPCR－DGGE法と同様の方法（R36－39参照）で解析した。  

3－8－2 結果  

Rgu∫e3－11は木材摂食したC．β珊0∫α肋∫および100mがフェノール人工餌を  

摂食したC．β珊0∫α乃〟∫の腸内微生物叢それぞれからメンブランフィルター培養  

法によってコロニーを形成した全フェノール分解菌のバンドパターンをあらわ   

している。Figure3－12は、得られたDNAシMケンシングのアライメントデータ  

を示している。Tぬ1e3－3はそれぞれの全細菌コロニーで検出されたバンド数およ   

び検出されたバンドDNAのシーケンス結果を表している。各レーンで検出され   

たDGGEバンドの数は、スクリーニングされたフェノール分解菌の種類の多さ  
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に対応している。  

木材を摂食したC．βJⅦ0∫α乃以∫から得られた全細菌コロニーから検出されたバ  

ンド数は3本であったが、フェノール人工餌を摂食したC．β珊0∫α仙∫から得ら  

れたバンド数は9本であった。木材を摂食したC．βmo∫α乃〟∫腸内細菌叢から検   

出されたバンドWf・1，Wf・2およびWf13のバンドDNAシーケンスは、Blast検   

索の結果、SalmorzeLlaparaophistrain50973（DQ683179）と99％、Cit］t）bacEe］・SP．   

SVUB3（AM401577）と97％、CitTVbactersp．SVUB3（AM401577）と99％の相同性を  

それぞれ示した。フェノール人工餌摂食したC．β憫0∫α乃〟∫腸内細菌から検出さ   

れたバンド Pト1，P鼻2，Pf・3，Pf・4，PF5，Pf－6からは、Uncultured Pseudomonas   

bacterium（DQ171526）と99％、Pseudbmosas sp・PDI・01（AF125317）と100％、  

UnculturedPseudomonasbacterium（DQ171526）と99％、UnculturedPseudomonas   

bacterium（DQ171526）と100％、PseudomonasaeruginosastrainPDlOO（AY825034）  

と99％、EnterobacterialesbacteriumHO407（DQ822788）と98％の相同性をそれぞれ  

示した。フェノール人工餌を摂食した C．β間0∫α〃〟∫腸内からは、特に   

j㌔g〟（わ肌0乃α∫属の細菌が多種検出されることが明らかとなった。  
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1．2．  

Fig・3－11・Photograph of denaturlng gradient  

gelelectrophoresis（DGGE）of16S rDNA of  
totalbacterialcolonies formed on membrane  

filter fromintestinalmicroorganisms of C．  

JbrmosanusfedwithwoodandlOOmgnphenol・  
1．wood；2．phenol．The arrows show the  

detected bands and DNA of nominated bands  

WereSequenCed．  
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Wト1   1GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCÅAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGT  
Wト2  1GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACTATGGGCGCAAGCCAGATGCAGCCATGCCGCGT  
Wト3  1GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCGGCCATGCCGCGT  
Pf－1   1GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGT  
Pト2  1GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGT  
Pf－3  1GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGT  
Pト4  1GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGT  
Pト5  1G6GAGGCAGCAGTGG6GAATATTGGACAATG6GCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGT  
Pト6  1GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGT  
DQ683179 1GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGT  
AM401577 1 GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGT  
DQ171526 1G6GAGGCAGCAGTGGG6AATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGT  
AF125317 1GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGT  
AY825034 1GGGAGGCAGCAGTGGG6AATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGT  
DQ822788 1GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGT  

‡＊＊寧＊‡＊＊‡キ＊＊‡睾＊＊寒＊＊寒害＊＊＊ ＊‡＊＊＊署＊＊キ キ＊喪＊＊‡＊＊ ＊ ＊阜キ＊ヰ‡＊＊＊‡‡＊  

Wf－1  61GTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCAGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTA  
Wf－2  61GTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGG6GAGGAAGGGGTTGAGGTTA  
Wf－3  61GTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGG6GAGGAAG（氾GTTAAGGTTA  
Pト1  61耶GTGAAGAAGGTCTTCGGATTGCAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGG6CAGTAAGCTA  
Pf－2  61GTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTA  
Pf－3  61GTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGCAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGCTA  
Pf－4  61GTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGCTA  
Pf－5  61GTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAA8CACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTA  
Pf－6  61GTATGAAGAAGGCCTTCGG8TTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGAGGTTA  
I）Q683179 61GTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTA  
AI！40i577 61GTATGAAGAAGGCCTTCG6GTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGG8GTTAAGGTTA  
DQ171526 61GTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGCTA  
AF125317 61GTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTA  
AY825034 61GTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTA  
DQ822788 61GTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGAGGTTA  

‡＊ ＊＊‡＊＊＊＊＊＊ 孝‡事‡＊＊ 睾＊羊 ＊‡‡‡＊‡＊＊＊ ＊‡ ＊＊＊‡＊‡書＊‡‡  ‡‡‡  
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Wト1  121 A7AACCGCAGC血ばTGACGTでACCCGCAGAAGAAGCACCGGCでAACTCCGTG  

Wf－2  121 ATAACCGTAGCCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG  
Vf－3  121 ATAACCTTAGCCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG  
Pト1  121 ATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTG  
Pト2  121 ATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTG  
Pf－3  121 ATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCG8CTAACTTCGTG  
Pf－4  121 ATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTG  
Pト5  121 ATATCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTG  
Pf－6  121 ATAACCTCAGCAATTGACGTTACCCGCAG・AAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG  
DQ683179121 ATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG  
旭401577121 ATAACCTTAGCCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG  
DQ171526121 ATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTG  
AF1253L71ZI ATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGでG  
AY825034121 ATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTG  
DQ822788121 ATAACCTCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG  

‡＊幸 ＊  ＊＊＊＊事＊寒≠＊＊＊ ‡＊事睾璽 ＊＊＊寒＊＊＊＊＊＊＊＊＊‡掌 ＊＊＊＊  

Fig．3・12．Alignmentofpartialseqiencesof16SrDNAclones ●  

fromexci＄edb乳nd＄伽omPWPCR・DGGEgel岬ig．3・ll）  
andr曲reACeOrgamismsindatabase（GeneBank）・  
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恥blc3・3TbhlJ）ⅦbcrsofDGGEb＆bds8tLdtheirscqucnciAgrCSdtsiBRg．3・11．  

Tbtalband Bandname Strainwhichhadthehighestsimilarity Accession Similarity  

nllmber  No．  

Wf  3   Wfql SalmoTZellaparawhistrain50973  DQ683179  

Wf－2  CitTVbactersp・SVUt33  AM401577  

Wf－3   CitTVbactersp．SVUB3  AM401577  
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3－9 第3章の考察  

フェノールを含む人工餌を摂食させた時、C．β珊0∫α〃〟∫の生存率は著しく低  

下したが、これはフェノールが細胞膜の機能などを阻害する毒性物質であるか   

らだと考えられる（Ⅵpgfαム1999）。また、アガロース人工餌や飢餓条件よりフェ  

ノール人工餌を摂食したC．β昭郁呪肌那の生存率の低下が著しいという結果（Fig・  

3－2）も、フェノール人工餌を摂食することによる生存率の低下は、飢餓によるも  

のではなくフェノールの毒性によるものであることを示している。さらに、C   

βr卿∫α乃以∫の20％は10日以内で死滅してしまうのに対し、長期間生き残るC  

βm郎α乃以∫も存在しているという結果は興味深い。つまりこの結果は同じ親から  

生まれ同じ巣に住んでいるシロアリ間でもフェノールの毒性に対する感受性に   

個体差が存在することを示唆している。フェノールを含む人工餌を摂食してC．  

βmo∫α乃〟∫が生き残る場合には下記に示すような段階的なステップが存在して  

いると考えられる：（1）シロアリ自身がフェノールに対してある程度の耐性を   

有していること、（2）木材を食べている元々のCβ珊β∫α乃〟∫腸内に存在するフ   

ェノール分解菌の存在によってフェノールの無毒化がなされること、（3）フェ   

ノール人工餌を摂食したC．声r〝18∫α打払∫腸内にフェノール分解菌が濃縮されるこ  

とでフェノール分解能が強化されること。すなわち、もともとフェノールに耐   

性のあるC．βr椚0∫α乃〟ざだけが初めに生き残り、次にフェノール分解菌が時間経   

過に伴って腸内に濃縮され、それによって、より長期間生き残ることができる   

ようになると考えられる。したがって、本研究で開発した微生物スクリーニン   

グ法は、第一段階として生き残った昆虫（目的微生物叢を腸内に濃縮した昆虫）   

を選抜し、第二段階として生き残った昆虫から目的の難分解性物質分解微生物   

を効率的にスクリーニングする新規な手法であるといえる。  

アガロースおよびフェノール人工餌を食したC．β〝乃0∫都〟∫の体重が減少する  
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と同時に腸内原生動物も消失している。C．β間0∫α乃以∫をはじめとする下等シロ  

アリの腸内において、腸内原生動物はシロアリの全体重の約1βを占めると報告   

されている（BruneandFriedrich，2000）。この研究では、アガロースおよびフェ   

ノール人工餌を摂食したC．沖〃乃0∫α刀〟∫は体重が1β以上減少している。それゆ   

え、原生動物の物理的な重量だけでなく、原生動物の消失によるその他の生理   

学的な影響によってより大きなC．β珊0∫α肋∫の体重の減少が起こったことが考   

えられる。  

本研究では、様々な濃度のフェノール（50，100，150，200mg巾を含む人工餌  

をC．βmβ∫α乃以∫に与えた。しかし、150および200mg／1濃度のフェノール人工   

餌を与えて飼育したC．βmo∫α乃以∫は長期間生存することができなった。さらに、   

肉眼による観察によっても、人工餌の消費量が非常に小さいことが明らかだっ   

た。これは、ほんの少量の人工餌、つまり少量のフェノールしか腸内に取り込   

まれていないことを意味している。また、飢餓条件と同様の方法で、滅菌蒸留   

水の代わりに200mg／1フェノール水溶液を用いたところ、C．β珊♂∫α〃〟∫の生存  

が阻害された（datanotshown）ことから、フェノール人工餌からわずかに揮発した  

フェノールの毒性によってC．β〃乃0∫α乃以∫が死滅したと考えられる。一方、C．  

β珊0∫α〃〟∫は50よび100mがのフェノールを含む人工餌を非常によく摂食して  

いた。50mg月フェノール人工餌と100m釘1フェノール人工餌を摂食させたC．  

β珊0∫α乃〟∫の腸内微生物叢のCFU／糾t（フェノール分解菌のコロニー形成数）を  

比較するため、メンブランフィルター培養培養法を用いた。100mg／lフェノール  

人工餌を与えたC．jbrmosanusのCFU／gut値は高い値を示した（2．83XlO3  

CFU／卯t）が、50mgnフェノール人工餌を与えたC．jbnnosanusからは低い値（5・02  

xlO之cFU座ut）を示した。これは、100mg／1フェノール人工餌のほうが腸内のフ  

ェノールの濃度（つまり毒性）が高いため、それらを除去するためのシステム  
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がより強く働いた結果、腸内におけるフェノール分解菌の濃度が高まったこと  

が原因として考えられる。以上の結果は、フェノール分解菌をC．βmβ∫αW∫の  

腸内に濃縮するためのフェノールの最適濃度として軋100m釘1程度の比較的高  

濃度であるが、摂食活動および生存を阻害しない濃度に抑える必要があること  

を意味している。  

MP500寒天培地を用いた場合、多数のコロニーがフェノールを含む人工餌か   

ら生じたが、コロニーの97％以上がフェノール分解能を有していなかった。   

MP500寒天培地では、500mg／1のフェノールに耐性を有するとともに、フェノ   

ール、アガーもしくはアガー由来のオリゴ糖を分解利用できる微生物がコロニ   

ーを形成したと考えられる。アガーは熱によって分解し、低分子化することが   

知られているため（KbomutoveJαJ．，1994）、オートクレーブ滅菌によってアガー   

の一部が分解され、微生物はその分解物を利用して増殖することが考えられる。   

したがって、寒天培地を用いた方法はフェノール分解菌のみの分離には適さな   

い。一方、メンブランフィルター培養培養法では、フェノールのみが単一の有   

機炭素源として含まれており、フィルターにはタンパク質のような有機物はほ   

とんど吸着されないため、フェノール以外の炭素源となりえる物質の影響が最   

小に抑えられている。それゆえ、メンブランフィルター培養培養法は特定の物   

質を分解する微生物をスクリーニングする方法として、従来の平板培養法より   

適していると考えられる。なお本研究では微生物スクリーニングは全て好気条   

件下のみで行っているため、嫌気条件下での検討を今後行う必要がある。  

PCR－DGGE法によって、フェノール人工餌を食したC．β珊0甜乃〟∫の腸内細菌   

叢が、木材摂食のCJbJ刊0∫α乃以∫の細菌叢とは大きく異なることが示された。つ   

まり、フェノール人工餌をC．βmo∫α乃打∫に与えることによって、腸内細菌叢は   

大きく変化した。脅e〟do別0刀α∫乃i加柁血ce那鱒FlO7515）と98％の相同性を示す  
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BandA（Fig．3－8）に含まれるDNAシーケンスが、フェノール人工餌を摂食した  

C・β仇那α乃揖の腸内に確認された。蝕〟ゐ椚0乃α∫乃加托血ce乃∫（EFlO7515）は1，2，  

4－trichlorobenzeneの分解細菌として報告されている。フェノMルや1，2，  

4－trichlorobenzeneのような芳香族化合物の分解微生物は、木材摂食C．βmosaTMS  

にはわずかにしか存在していないが、そのような分解菌はフェノール人工餌を   

摂食させることで、フェノールの高い分解能および増殖能によってDNAバンド   

として検出可能になるまでC．βmo∫α肋∫腸内に濃縮されたことが考えられる。  

Cわ押通脚乃や月αC妃和んね∫（培養できない偏性嫌気性菌）と高い相同性をもつ細   

菌のDNAがフェノール人工餌を摂食したC．Jbnnosanus腸内のbandAおよびB   

から確認された。これらの細菌の機能は未知であるが、フェノールを分解して   

いることも考えられる。フェノールの分解は主に好気条件下での分解が報告さ   

れているが（FeistandHegeman1969）、嫌気的な分解も報告されている（Heiderand  

軋chs1997）。そのため、Cわ∫わrf肋刑や月αCfemむね∫のような偏性嫌気性菌によ  

って、C．βmo∫α乃〟∫の腸内においてもフェノールの嫌気的な分解が起こってい   

る可能性も考えられる。  

フェノール人工餌を摂食したC．βmoざα乃昆∫腸内細菌叢とアガロース人工餌を  

摂食したC．β珊0甜乃以∫腸内細菌叢の類似度（57％）は、フェノール人工餌摂食した  

Cβn竹0∫胡〟∫腸内細菌叢と木材摂食Cノb〃乃ク∫α乃〟∫腸内細菌叢の類似度（35冤）よ  

り高い。つまり、フェノール人工餌摂食C．β珊0∫α乃〟∫腸内細菌叢は、アガロー  

ス人工餌摂食C．β珊0∫胡〟∫腸内細菌叢と比較的類似していた。両者の餌を食し  

たC．β〃仰Ⅲ乃以∫では、10日後には腸内原生動物が消失し，全細菌数が1／10以下  

に減少した。C．摩昭配偶椚Mをはじめ下等シロアリの腸内では、原生動物と細菌  

との強固な共生関係が存在していることが良く知られている（0址umaZOO3and  

reftrencestherein）。また腸内原生動物の重要な機能の一つとして食菌があげら  
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れる【BruneandFfiedrich（2000）andreftrencetherein］。したがってフェノール人工  

餌摂食によるC・摩珊0∫α乃以∫腸内原生動物の消失は、腸内細菌叢にも大きな影響  

を及ぼしている。つまり、原生動物の消失は、C．βmo∫α乃〟∫腸内にフェノール  

分解菌を腸内に濃縮するための重要な要素の一つであるかもしれない。   

本研究によって、フェノール人工餌を食したC．βmo∫α肋∫の腸内細菌叢は、  

従来の集積培養法（木材摂食C・βmo∫α乃〟∫の腸内微生物叢を人工培地（MP500）  

を用いた集積培養法‡によって得られた細菌叢とは異なることが立証された。   

本研究では、集積培養はL字管を用いて好気条件下で回分培養することにより  

行った。その結果、培地申のフェノール濃度やpHは培養中に変化した。（なお、  

本研究では嫌気L字管（mn止aerαJ．，1993）を用いてC．βmo∫α肋∫腸内細菌叢の  

嫌気培養も試みたが、微生物の増殖およびフェノールの消費が起こらず、フェ   

ノール分解菌を集積することができなかった。）一方、C．β澗0∫α肋∫の腸内では  

栄養源はC．β珊0∫α乃〟∫の摂食活動によって連続的に供給されるが、有機酸など   

の微生物の代謝産物は腸壁からの吸収や肛門からの排出などによって連続的に   

除去される。したがって、C．βmo∫α肋∫の腸は連続培養系とみなすことができ   

る。それゆえ、増殖速度の低い微生物（餌成分を利用できないもしくは利用能   

の低い微生物）はwashoutされる一方、増殖速度の高い微生物（効率的に餌成   

分を利用できる微生物）は保持され、腸内において優占種となることが考えら   

れる。実際にスクリーニングによって得られた微生物として、j㌔e〟血肌0乃α∫に   

近縁な種が検出された（¶ぬIe2）。それらはフェノールをはじめとする芳香属化  

合物分解菌として良く知られているため、木材摂食CJb〃乃0∫α乃以∫では検出限界   

以下の低濃度であったそれらの分解菌が、フェノール人工餌を摂食させること   

によってC．舟m闇馴闇腸内においてフェノールを積極的に分解利用して増殖   

し、優占化したと考えられる。  
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フェノール人工餌を摂食したC．β珊0∫α乃〟∫腸内微生物叢から得られたバンド  

数は、集積培養によって得られたバンド数より多い（Fig．3－8）ことから、フェノ  

ール人工餌摂食したCβJⅦ0∫α肋∫腸内には従来の集積培養より多種類の微生   

物が保持されていることが示された。これは、シロアリの腸内が均一な環境で   

はなく、水素および酸素の濃度勾配が存在していること（BruneefαJ．，1995）が   

原因の一つとして考えられる。つまり、C．βr机0∫α乃以∫腸内には、従来の集積培   

養と比較して、様々な物理化学的環境に適応したより多種の微生物が腸内に保   

持されたことが考えられる。  

また、PWPCR－DGGE解析によってメンブランフィルター培養法を用いること   

でコロニーを形成した全細菌を解析した結果、フェノール摂食C．沖mo∫α肋∫腸   

内からフェノール分解菌をスクリーニングした方が、木材摂食C．β珊0∫α乃〟∫腸  

内からフェノール分解菌をスクリーニングする従来法（3バンド）より、より多種  

類（9バンド）のフェノール分解菌をスクリーニング可能であることが立証され   

た。実際に本研究では、PW？CR－DGGE解析によって、木材摂食C．β〃仰∫α肋∫   

腸内からはスクリーニングできなかったPseudomonas属の細菌が、フェノール   

人工餌を摂食したC．陶moぶα乃以ぷ腸内から多数スクリーニングされた（一触1e2）。   

より多種類の菌がスクリーニング可能になった原因としては、腸内にもともと   

わずか（検出限界以下）しか存覆していないフェノール分解菌が、C．β椚0∫α乃以∫   

にフェノール人工餌を摂食させる連続培養系において、優占種もしくは検出可   

能になるまで腸内に増殖速度が高いため濃縮されたことが考えられる。  

これらの結果から、本研究のスクリーニング法（特定の物質を単一炭素源と   

して昆虫に摂食させることにより昆虫の腸内にその物質を分解する微生物を濃   

縮し効率的にスクリーニングする方法）はより多様な微生物を分離するために   

有効であることが示された。  
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3－9 第3章の要約   

本章では、「餌一昆虫「腸内微生物叢」系を用いた新規微生物スクリーニング  

報の開発を目的として、モデル昆虫として木材食性昆虫のC．舟mo∫α耶の職ア  

リを用いた。C・β珊0∫α乃〟∫腸内には3種の原生動物と多種の細菌が共生してい  

るo C・β珊0∫α乃以∫が摂食する木材（アカマツ）に代えて、難分解性でリグニン  

関連化合物であるフェノールを100mが含む寒天ゲルを人工餌として与えた。  

C・βmo∫α乃以∫はフェノールの毒性に対して個体差があり、全体の約20％は10日  

以内に死滅したが、20日以上生き残る個体も17繋）程度存在した。顕微鏡観察お  

よびPCR－DGGE法によって腸内微生物叢の解析を行った結果、フェノール人工   

餌を摂食することにより、腸内微生物叢が大きく変化することが明らかとなっ   

た。また、その細菌叢の構成は従束の集積培養によって得られる細菌叢とは大   

きく異なっていた。木材あるいはフェノール人工餌を10日間摂食し生存したC．  

βmo∫α乃以∫の腸内微生物叢から、フェノール（500mg／1）を単一炭素源として含む  

寒天培地を用いてフェノール分解菌をスクリーニングした。その結果、木材を  

摂食したC．JbT・mOSanuS腸内からは3．4xlOヰcFU鹿utのコロニーが生じたが、フ  

ェノール人工餌を摂食したC．βmo∫α乃昆∫からは2．3×105cFU／糾tと多数のコロ  

ニーが検出された。しかしながら、これらのコロニーの90％以上がフェノール   

分解能を示さないフェノール耐性菌であった。次にフェノール分解菌のみをス   

クリーニングするため、寒天平板培養法に代えてメンブランフィルター培養法  

を用いた結果、木材摂食C．JbrmosaTMSからは2．OxlO2cFU／gutのコロニMしか  

生じなかったのに対し、フェノール人工餌摂食C．βmo∫α乃以∫からは2．8xlO3  

CFU／糾tのコロニーが生じ、その全てがフェノール分解能を有していた。以上の   

結果からフェノール人工餌摂食によって、フェノール分解菌がC．β珊0∫α乃〟∫腸  
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内に濃縮されることが明らかとなった。さらにメンブランフィルター培養法に   

より得られた全てのコロニーを回収してPCR－DGGE解析（PWPCR－DGGE法）   

した結果、木材摂食のC．β仰0∫α乃揖腸内から直接スクリーニングした場合3種  

類（DGGEバンド数）のフェノール分解菌しか得られなかったのに対し、フェ   

ノール人工餌摂食によって検出限界外の低濃度であった多種類のフェノール分   

解菌を高濃度化し、9種類（DGGEバンド数）の分解菌を効率的にスクリーニン   

グできる事が示された。  
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第4車  

高等シロアリタカサゴシロアリ（肋細別錯如如叩β〃由Sum呵と腸内微  

生物叢の共生関係を対象とした新規微生物スクリーニング法の利用  

4－1 序  

第3章では、下等シロアリであるC．βmo∫α乃〟∫と腸内微生物叢の共生関係を   

用いて、餌成分を木材から難分解性物質のフェノールに代えて与えたとき、長   

期間生き残ったC．βr椚∂∫α刀〟∫腸内には、フェノ…ル分解菌が濃縮されることを   

明らかにした。それにより、本研究で開発した微生物スクリーニング法は、従   

来の集積培養法より多種の目的とする難分解性物質分解微生物（フェノール分   

解菌）を効率的にスクリーニング可能であることを示してきた。  

第4章では、第3章で確立した微生物スクリーニング法が、CJbJⅦβ∫α乃〟∫以   

外の昆虫でも適用可能な応用性の高い手法かどうか確認する第一歩として、C   

β珊0∫α乃以∫とは異なる腸内微生物叢を有する昆虫である、高等シロアリの凡  

ぬ血∫α卵e那ねを用いて同様の検討を行った。C・β珊0∫α刀〟∫と凡ね肋∫α卵e那£∫の  

主な違いは、C．β珊0∫α乃以∫腸内には3種の原生動物と細菌が共生しているのに  

対し、凡ね血叩伊部血腸内には細菌のみが共生していることである。  

4－2 フェノール人工餌が凡ぬ如∬g¢用由自身に与える影響   

4－2－1 材料および方法  

シロアリ  

沖縄県西表島より採集した凡 fα如∫喝Oe乃由の職アリを用いた。凡  

ぬ血∫α卵即血は、Rg．4－1に示すような大型の巣をイタジイの樹上に営巣するの  

が特徴である。  
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西表島で凡ぬ血∫α卵e乃通が生息していた巣と餌木であるイタジイを大型のポリ  

バケツにいれ、十分に湿度を保ち30±之OCで飼育した。  

人工飼の調製および人工餌を用いた凡ぬ伽明野仇由の飼育   

田中ら（ZOO6）の方法を用いて人工餌を調製した。15がのアガロース（TaKaRa  

Shuzo，Otsu，Japan）を蒸留水に溶解させ、12lOc，15minオートクレーブした。50   

gnフェノpルを中0・22pmdurapore丘1ter（Millipore）を用いて滅菌し、滅菌したア  

ガロース溶液と種々のフェノール濃度（50，100mが）になるように混ぜ合わせ  

た。溶液は滅菌シャーレの中で固化させた。コントロールとして、15g月アガロ  

ースのみ、およびアガロースとイタジイ木粉（粒径10叫m以下）を含む人工餌  

を調製した。固化したアガロースゲルは25xZ5x5mmサイズにカットした。25   

匹のⅣfαぬ∫α卵e那ねと人工餌を滅菌ポリスチレンケース（30×30xlOmm）にい   

れ、300Cで飼育した。またシロアリを飢餓状態で飼育するため、25匹の凡   

ね血∫αgOe∫那ぉのみを入れたポリエチレンケースを十分な湿度を保ち飼育した   

（滅菌水を張った滅菌ガラスシャーレ内に置き蓋をした）。飼育中生存している   

シロアリの数を経時的に計数し、生存率を算出した。生存率は、初発の生存数   

（25匹）を100％として、その残存割合として表した。  

4－2－2 結果  

R糾re4－2に人工餌成分が凡ね血∫α㌍e乃∫～∫の生存率に及ぼす影響を示した。ア  

ガロース人工餌および飢餓条件で飼育したⅣ‡α肋∫α卯g那よ∫の7日後の生存率は、  

それぞれ82．7％および72．0％であった。一方、50m釘1のフェノールを含む人工  

餌を摂食した凡ね血御許肌血の7日後の生存率は41．3％であり、その後10日以  

内に全ての凡血払昭脚血が死滅した。100mがのフェノールを含む人工餌で  
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は、7日以内に全ての凡ね血叫紆飢曲が死滅した。以上の結果は、凡ね血叫押印頭  

の生存がフェノールの毒性によって著しく阻害されることを示している。  
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年由  

T  
トー5mm一－－－－－」  

トー50cm－」  

Fig．4－1．Photogrqphsof脇sutitermestakasagvensisShiraki（worker）  
andtheirnest．   

A：NdsutitermestakasagoensisShiraki（worker）   

B：Nest  
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Fig・4－2・SurvivalofNtakasagoensisduringfbedingon  
Variousartificialdiets・Errorbarsare±SD（n＝3）・   

SymboIs：Closedcircle，agarOSe；OPenCircle，50mg／1phenol；  

Closedsquare，100mg／1phenol；OPenSquare，Starvation．  
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4－3 メンプランフィルター培養法を用いた凡如血叩珊曲腸内微生物叢申  

のフェノール分解菌の検出および定量   

種々の餌成分でそれぞれ7日間飼育した凡ね血ばαgOe乃∫i∫腸内から、メンブラ  

ンフィルター培養法を用いてフェノール分解菌のスクリーニングを試みた。   

4－3－1 材料および方法  

木材、アガロース人工餌および50mがフェノール人工餌をそれぞれ摂食した  

凡才αぬ∫αgO錯∫f虜匹分の後腸を鋭利なピンセットを用いて肛門側から摘出し回収   

した。後腸は1mlの500m釘1フェノールを単一炭素源として含むMP500培地  

（第3章R29参照）中でホモジェネー卜した。腸懸濁液（100叫を900匹1の  

MP500培地で希釈した。この操作を数回繰り返すことで、適当濃度の腸懸濁液   

を調製した。MillinexフィルターファネルユニットHVⅥ0．45匹m（Millipore  

MAUSA）を吸引ろ過装置にセットした。5mlのMP500培地をあらかじめファネ  

ル部分に注ぎ、100匹1の希釈した腸懸濁液をいれ、腸内容物をMP500培地に均   

一に分散させた。液体画分はろ過することで除去し、腸内微生物はメンブラン   

フィルター上に回収した。フィルターを液体培地カセット MXLMCO120   

（MnliporeMAUSA）にセットし、300Cで10日間培養を行った。培養後は、メン  

ブランフィルター上に生じたコロニ～を計数し、CFU／gutを算出した。実験は全   

て3連で行った。  

4－3－2 結果   

Figure4－3は、木材、アガロース人工餌およびフェノール人工餌をそれぞれ7日  

間摂食し、生き残った凡才α血∫α卵e乃血腸内細菌叢をメンブランフィルター培養  

法によって培養し、形成されたCFU／gut数を示している。メンブランフィルタ  
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ー培養法で得られるコロニーは、ほぼ全てがフェノール分解菌であることをす   

でに実証している（第3章P33参照）。木材およびアガロース人工餌を摂食し  

たN takasagoensis腸内微生物叢からは、それぞれ6．00xlO2cFU庖ut、2．00xlO3  

CFU夜utと比較的少数のコロニーが形成された。一方100m釘1フェノール人工餌  

を摂食させたⅣぬ肋∫α卵e乃∫f∫腸内微生物叢からは3．91×1がcⅣ／gut（第3章R  

33参照）のコロニーが検出された。さらにランダムに50コロニーをピックア   

ップしてそれらのフェノール分解能を調べたところ、C．β〃乃0∫α〃以∫の場合と同  

様に全てのコロニーがフェノール分解菌であることが確認された。以上の結果   

から、50m釘1フェノール人工餌を7日間摂食させ生き残った凡ね血叫卿訊由腸  

内には、フェノール分解菌が濃縮されることが明らかとなった。  
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4－4 PCR・DGGE解析  

メンブランフィルター培養法を用いることで、培養可能なフェノール分解菌  

がC・β珊0∫α肋∫の場合と同様に、フェノール人工餌を摂食したⅣぬ血叫押肌由  

腸内に濃縮されることが実証された。しかし、多くの培養できない微生物もシ  

ロアリ腸内には存在する。そこでPCR－DGGE法を用いて、NtakasagoensisB％内  

細菌叢全体の変化を解析した。さらに、フェノール人工餌を摂食させた凡  

ぬ血ばα卵e乃∫i∫腸内微生物叢と、木材摂食凡ぬ払α卵e乃∫f∫腸内微生物叢を従来の  

集積培養にすることよって得られる微生物叢とを比較した。  

4－4－1 材料および方法  

集積培養  

5匹分の木材摂食凡ね血∫α卵e那由の腸を鋭利なピンセットを用いて肛門から   

摘出し、5miのMP500培地に接種した。腸懸濁液をL字型試験管（rrbitec）に   

入れ、300c，30strokesノminで振とう培養を行った。微生物の増殖経過を知るため、   

Spectronic20A（Shimad別）を用いてOD660を経時測定した。培地中のフェノール  

濃度はPbenoITestⅥねkoを用いて定量した。フェノールが完全に消費された時点   

で、培養液中の菌体を遠心分離（10，000xg，5min）によって回収した。   

DNA抽出およびタッチダウンPCR  

木材、アガロース人工餌および50mg／1フェノール人工餌それぞれ7日間食し   

た凡ぬ肋∫α卵e那加10匹ずつをランダムに集め、後腸を鋭利なピンセットを用い   

て摘出した。後腸および前述の集積培養によって得られた菌体から、FastDNAkit   

鱒iolOlInc・Vbta，CA，USA）を用いて、全DNAを抽出した。得られた全DNAの  

抽出液を鋳型として、F341－GC（5，－CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGG  
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CGGGGGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG－3’）、518R（5’－GTArTAC   

CGCGGTGCTGG－3’）のプライマーセット（OginoetaL，2001）を用いて、16SrDNA  

のV3領域を増幅した。PCRreactionmixture（20ド1）の組成は以下の通りである。  

0．5U助Ihq hot start version（rrhKaRaShuzo，Otsu，Japan），0．5pl全DNA，2ul   

lOxPCRbufEtr，0・25pMeachprimerlOOpMeachdNTP。PCR反応はTouchdown   

PCR programを用いて行った。反応プログラムは以下の通りである：（Preheat   

940C5min、denature94OClminとannealing650C－55OC【2サイクル毎lOC下がる】1  

min、eXtenSion720Clminを20サイクル行い、次に94OClmin、550Clmin、72OC   

lminを10サイクル行った。最後に720Cで7min反応した（0ginoetaL，2001）。  

反応生成物をQIAquick（Qiagen）を用いて精製し、精製物0・D．260を測定すること  

で、DN■A濃度を概算した。   

DGGE解析  

得られたPCR増幅産物250ngをDGGEに供した。DGGEにはD－CodeSystem  

（Bio－Rad）を用いた。8％のポリアクリルアミドゲルを調製し、0・5×TAE  

bu飴r（1xTAEは0．04MTtisbase、0．02M酢酸Na、10mMEDTA［pH7・4】を含む）を  

用いて電気泳動した。DGGEゲルには20～70％の変性剤である尿酸とホルムア   

ミドの濃度勾配がかかったものを用いた。DGGE電気泳動は35V600C一定（定電   

圧定温下）で24時間行った。泳動終了後、ゲルはSYBRGold（MolecularProbes，  

Eugen8，OR）を用いて染色し、UVトランスイルミネ一夕を用いてDNAを可視化  

し、泳動像を撮影した。DGGEバンドプロファイルをimage－analyzing system  

（hageMasterAmershamPharmaciaBiotech，Uppsala，Sweden）を用いて解析し、バ  

ンドの輝度と移動度を算出した。各バンド間におけるバンドパターンの類似度  

（G）を（1）式（R38参照）を用いて計算し、それらの類似度を基に系統樹を構築  
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した。   

DGGEba皿dのシーケンシング  

木材摂食、アガロース人工餌摂食およびフェノール人工餌摂食凡ね払∫α卯どれ∫ね   

腸内細菌叢、さらに集積培養により得られた細菌叢DGGEバンドのプロファイ   

ルを比較し、フェノール摂食凡紘払叫押肌由腸内微生物叢においてのみ特異的  

に見られた、2本のバンド（Fig．6）をカミソリを用いて切り出した。切り出した  

バンドは100匹lの滅菌超純水にいれ、4OC下で3日間静置しDNAを溶出させた。  

DNA溶出液0．5匹1を鋳型にしてプライマーGじ2および518r用いて上記に示す  

touchdownPCRを前述の条件（R65参照）と同様に行い、V3領域を再増幅させた。  

増幅産物をPGem⑧－TEasy％ctorSystem（Promega）を用いてクローニングした。  

ライゲーション産物をコンビテントセル且．∝漬DH5－αに導入した。白色コロニ   

ーをランダムにピックアップし、ベクター由来の配列を持つプライマーT7と   

SP6を用いてインサートチェックした。目的挿入断片の入ったプラスミドDNA  

をQIAprepspinminiprepkit（Qiagen）を用いて抽出した。PlasmidDNA中の挿入断  

片の塩基配列をCEQ2000ⅩL（Beckman）を用いて、シーケンシングした0得られ  

た全てのシーケンシングデータをSeqman（DNAstar）を用いて解析した0得られ  

たクローンの全配列について、Blast searchによる相同性検索を行い、既知の類   

似の細菌との比較を行った。得られたシーケンシングデータはClustalW   

（TbompsonefαJ．，1994）を用いてアライメントを行った  
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4－4－2 結果  

n糾re4－4は3種類の餌を与えて飼育した凡細血∫α卯e乃∫ねの腸内細菌叢と、木  

材摂食シロアリの腸内微生物叢を集積培養することによって得られた微生物叢   

のバンドパターンを示している。Fig．4－5はSorensenの式を用いて細菌叢間のバ   

ンドパターンの差異と類似性を基にした系統樹を示している。木材とフェノー  

ル人工餌をそれぞれ摂食した凡才α血∫α卵e乃∫よ∫の細菌叢の類似度は86％であった  

のに対し、フェノール人工餌とアガロース人工餌をそれぞれ摂食した細菌叢の   

類似度は90％であった。フェノール人工餌を摂食した凡ね払∫α卯g那ねの腸内微  

生物叢と、集積培養によって得られた微生物叢の類似度は31％しかなかった。   

これらの結果は、Ⅳぬ血∫α卯e乃∫i∫の腸内細菌叢の構成は人工餌のタイプに依存   

して変化することを示している。さらにフェノール人工餌を摂食した凡   

才α肋∫α卵e乃∫王∫の腸内微生物叢は、MP500培地を用いた集積培養によって得られ  

る微生物叢とは大きく異なることを示している。Figure4－6は、得られたDNA   

シーケンシングのアライメントデータを示している。「hble4－1はフェノール人   

工餌摂食した凡ぬ血∫α卵g乃血腸内細菌叢のみに見られた3つのバンド（バンド  

AγC：Figure4－4）のDNAシーケンスと最も相同性の高かった細菌、アクセッ   

ションナンバーおよび相同性を示している。バンド Aからは、Unculturable   

Bactemidales bacterium（AB192156）と 96％およびUncultured Bacteroidetes  

bacteriumcloneISO19B35（AY806836）と85％の相同性を示すDNA計2種類のDNA  

が検出された。バンドBからは、ダたⅣ0ゐαC絶rf〟刑R2－13（AJ876659）と100％および  

Unc山turable7〉印Onema SP．（AB191965）と98％の相同性を示す計2種類のDNA  

が検出された。バンドCからは、UnculturableClostridialesbacterium（AB255917）   

と97％、Uncultured bacterium gene，Clone M－Pl－94（AB188591）と96％および  

瓜動的祓油川腋血血鮎ド12254）と93％の相同性を示す計3種類のDNAが検出  

69   



された。検出されたDNAバンドはそのいずれもが、培養できない微生物もしく   

は偏性嫌気性菌と相同性が高かった。また、Band B－1以外の全てが、Ⅳ   

ぬ放ぎα押e那ねを含むシロアリ腸内から検出された細菌のDNAであった。  
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Fig・4－4・Photograph of denaturlng gradient gelelectrophoresis  
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A，BandC：threeexcisedbandsfbrsequence・  
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Similarity【％】  

Fig．4・5．Chsteranalysis（WGAMAnethod）ofDGGEba皿dpattern  

Obtained打om凡Lakasqgoens由鮎dwithvariousartifidaldiets（SCale  
托preSent仙eperce血geo一心ve】唱enCe）．  
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BandA－11 CGGGAGGCAGC－AGTGAGGAATATTGG－－TCAATGGTCGAGAGACTGAACCAGCCATGCC  
BandA－2 1 CGGGAGGCAGC－CGTGAGGAATATTGG－－TCAATGGGCGGAAGCCTGAACCAGCCATCCC  
BandB－11 CGGGAGGCAGC－AGTGAGGAATATTGG－－TCAATGGTCGCAAGACTGAACCAGCCATGCC  
BandB－2 1 CGGGAGGCAGC－AGCTAAGAATATTCC…GCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCC  
BandC－11 CGGGAGGCAGC－AGTAGGGAATATTGG…ACA－TGGAGGCAACTCTGATCCAGCAACGCC  
BandC－2 1 CGGGAGGCAGC－AGTAGGGAATATTGC－一ACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCC  
BandC－3 1 CGGGAGGCGGCCAGCTAAGAATATTGGCGGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCC  
AB192156 1 CGGGAGGCAGC－AGTGAGGAATATTGG－－TCAATGGGCGAGAGCCTGAACCAGCCATGCC  
AY806836 1 CGGGAGGCAGC－AGTGAGGAATATTGG－一TCAATGGTCGGAAGACTGAACCAGCCATGCC  
AB191965 1 CGGGAGGCAGC－AGCTAAGAATATTCC－－GCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCC  
AJ876659 1  CGGGAGGCAGC－AGTGAGGAATATTGG－－TCAATGGTCGCAAGACTGAACCAGCCATGCC  
AB255917 1  CGGGAGGCAGC－AGTAGGGAATATTGG－－TCAATGGAGGCAACTCTGAACCAGCAACGCC  
AB1885911  CGGGAGGCAGC－AGTGGGGAATATTGC－－ACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCAACGCC  
Y12254  1  CGGGAGGCAGC－AGTGGGGAATATTGC－－GCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCC  

l  ＊＊＊＊＊‡＊‡＊＊ ＊  ＊＊＊＊＊＊＊  ＊＊ ＊‡＊ ＊ ＊ ＊＊＊＊  ＊＊＊ ＊ ＊＊  

BandA－1 58  GCGTGCAGGAAAACAGCCCTATGGGTTTTAAACTGCTTTTGTACCAGAGGT舶AAA－－…  
BandA－2 58  GCGTGCAGGAAGAATGTCTTACAGATTGTAAACTGCTTTTCCATTAGAATAATAAG－－－－  
BandB－1 58  GCGTGCAGGATGACGGTCCTATGGATTGTAAACTGCTTTTGTAC－－GGGAAGAAAC一蠣－－  
BandB－2 58  GCGTGGATGACGAAGGCCGA－AAGGTTGTAAAATCCTTTTGCGG－－GCGAAGAAGAAGGC  
BandC－1 58  GCGTGAATGATGAAGGTCTT－CGGATTGTAAAGTTCTTTTATAC－－GGGAAGAAAA一一－－  
BandC－2 58  GCGTGAGTGATGAAGGTTTT－CGGATCGTAAAGCTCTTTAGTCT－－GGGAAGAA－－－－－－  
BandC－3 61  GCGTGAGGGATGAAGGCCTT－CGGGTCGTAAACCTCTGTCAGAG…GGGAAGAACCTGCG  
AB192156 58   GCGTGAAGGAAGACGGCGCTATGCGTTGTAAACTTCTTTTGTAC－AAGGGTAA兢G－－－－  
AY806836 58  GCGTGCAGGAAGAATGCCTTATGGGTTGTAAACTGCTTTTATAT…GGGAAGAATA－－－－  
AJ876659 58   GCGTGCAGGATGACGGTCCTATGGATTGTAAACTGCTTTTGTAC－－GGGAAGAAAC－…－  
AB191965 58   GCGTGGATGAGGAAGGCCGA－AAGGTTGTAAAATCCTTTTGCGG…GCGAAGAAGAAGGC  
AB255917 58   GCGTGAATGATGAAGGTCTT－CGGATTGTAAAGTTCTTTTATAC－－GGGAAGAAAA－－－－  
AB188591 58   GCATGGGTGATGAAGGTTTT－CGGATCGTAAAGCCCTTTAGTCT－－GGGAAGAA……－－  
Y12254  58   GCGTGAGGGATGAAGGTTTT－CGGATCGTAAACCTCTGTCAGAA－－GGGAAGAAACCGCA  

‡＊‡＊  ‡＊ ＊ ＊  ＊ ＊＊‡＊  ＊＊ ＊  ＊  
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BandA－1114  

BandA－2 114  

BandB－1112  

日andB－2 115  

BandC－1111  

BandC－2 109  

BandC－3 118  

A月192156113  

AY806836 112 

AJ876659 112 

A丑191965115  

A丑255917111  

AB188591 109 

Y12254 115  

一一GCGCGCACGTGTGCCGCATTAAAAGTATTGTACGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTG  
－…－GGGGACGTGTCCTCTGATGCAGGTATAATGGGAATAAGCATCGGCTAATTCCGTG  
－－ACTCCTACGTGTAGGGGCTTGACGGTACCGTAAGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTG  
GCGGAGGGAATGCCGTGCCGGTGACGCCGGCCCGCGAATAAGCCCCGGCTAATTACGTG  
－－”－－AAA－－P－－－…－”－ TGACGGTACCGTATGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTG  

一一－－－－TAAA一一－－－－－－－－－ TGACGGTACCAGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTG  

CCGTTCTAATCAGCGGCGCACTGACGGTACCTTCAAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTG  

－－GCA－GCACGTGTGCTGTTGTGAAAGTATTGTACGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTG  
－－AGGAGTACGTGTACTTTGATGACGGTACCATATGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTG  
－－ACTCCTACGTGTAGGGGCTTGACGGTACCGTAAGAATAAGGATCGGCTAACTCCGTG  
GCGGAGGGAATGCCGCGCCGGTGACGCCGGCCCGCGAATAAGCCCCGGCTAATTACGTG  
－－－－qPCAA”－－－－－－－－… TGACGGTACCGTATGAATAAGCCCCGGCTAACTTCGTG  

－－…－－TAA－－一岬－一一－－－－－ TGACTGTACCAGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTG  

CCGTGCTAATCAGCGGTGCATTGACGGTACCTTCAAAGGAAGCACCGGCTAACTCCGTG  
＊  ＊  ‡ ＊＊＊  ＊＊＊＊＊＊＊ ＊ ＊‡＊‡  
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Ta地心1・鎚q批n亡i喝re和比of仙eDGGEb弧dsh刑g・掴・  

Bandname Bacterialstrainswhichhadthehighestsim追arity  AccessionNo．simi1arity  

BandA －1 Unculturedbacteroidalesbacterium  AB192156  96％  

－2 UnculturedBacteroidetesbacteritl皿CloneISO19B35  AY806836  85％  

BmdB －1ダJαVOVαCおrf〟椚甲・乱し13  AJ876659  100％  

r2 UnculturedTreponemasp．  AB191965  98％  

BandC －1 UnculturedClostridialesbact  

－2 Unculturedbacteriumgene，Clo皿e：M－Pl－94  

－3 βg∫〟的v妨「わざ乃お∫血dJわ  

AB255917   

AB188591  

Y12254  

解
 
穿
 
％
 
 

7
 
一
人
U
 
 
〔
「
－
 
 

q
ノ
 
 
n
フ
 
 
q
ノ
 
 

74   



4－5 PWPCR・DGGE解析  

メンブランフィルター培養法によって生じたコロニーを計数することで、Ⅳ   

ね血∫α卵e乃血腸内にフェノール分解菌が濃縮されることが実証された。しかし   

コロニーを計数しただけではコロニーを形成した微生物の種数に関しては分か   

らない。そこで、PWPCR－DGGE法を用いて、プレート上に生じた全てのフェノ   

ール分解細菌を比較解析することを試みた。   

4－5－1 材料および方法  

木材摂食凡ね血ばα卯g那ねおよび100mg／1フェノール人工餌を摂食した凡  

才α血∫α卵e那f∫腸内微生物叢をそれぞれメンブランフィルター培養法によって培   

養した。メンブランフィルター上に生じた全細菌コロニーを滅菌蒸留水を用い   

て解濁し、懸濁液を1．5mlチューブに移し遠心分離（12，000×g，10min）して、   

全細菌コロニーを回収した。菌体の全DNAをFastDNAkitを用いて抽出し、前   

述のPCR－DGGE法と同様の方法で解析した。  

4－5－2 結果  

Fi糾re4－7に木材摂食した凡ね血叫押肌ぬおよび100mがフェノール人工餌を  

摂食した凡出血∫α卵e乃血の腸内微生物叢それぞれからメンブランフィルター培  

養法によってコロニーを形成した全フェノール分解菌のバンドパターンを示し   

た。Figure4－8は、得られたDNAシーケンシングのアライメントデータを示し  

ているT油1e4－2はそれぞれの全細菌コロニーで検出されたバンド数および検出   

されたバンドのDNAシーケンスの結果を表している。木材摂食凡拍血坤評釧融   

からは、7本のバンドが検出されたのに対し、フェノール人工餌を摂食した凡  

ぬ血∫岬e那f∫からは11本のバンドが検出された。フェノール人工餌摂食凡  
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拍払ぎα卯e乃血腸内から検出されたDGGEバンドの中で、特にバンドの輝度の高  

かったバンド（WH，Wト2，Pf」ト5）のシーケンシングの結果をT油1e4－2に示す。  

WfLlおよびWト2のバンドのDNAシーケンスは、Enterobacter sp．ydwj－5  

（Em28156）と100％、Ac加eわぁαC妃rsp・HX－2006（DQ989375）と99％の相同性をそ  

れぞれ示した。Pト1，Pト2，Pト3，P鼻4およびPト5のバンドのDNAシーケンシング   

は、CたTySeObacteriAumsp．DGR－M7と100％、heudomonasPuorescensstrainost5  

（AF125317）と100乳AcれほわあαCおrsp・HX－2006（DQ989375）と99乳C加古αC絶rsp．  

SVUB3（AM401577）と99％、UnculturablebacteriumcloneCobP5－16（AY160857）   

と96％の相同性をそれぞれ示した。  

Rgure4－9に木材摂食したC．β〃乃0∫α乃叫100mが、フェノール人工餌摂食した   

C．β珊0∫α乃揖、木材摂食した凡ぬ血路α卯e乃∫および50m釘1フェノール人工餌を  

摂食したⅣぬ血∫喝0朗ぉの腸内微生物叢それぞれからメンブランフィルター培   

養法によってコロニーを形成した全フェノール分解菌のバンドパターンを示し   

た。Fig．4－10はSorensenの式を用いてFig．4－9に示した細菌叢間のバンドパタ～   

ンの差異と類似性を基に構築した系統樹を示している。この4種類の細菌叢の   

類似度は、どの細菌叢間においても非常に低く、最も高いもの（100mg／1フェノ   

ール人工餌摂食C．沖mo∫α乃以∫ と50mg〃 フェノール人工餌摂食した凡   

ぬ肋∫α卵e那ね間の類似度）においても35冤一程度しかなかった。  
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Fig．4・7．PhotographoEPWCR・DGGEof16SrDNAof  

tohlbadeddcolonies伽medo皿membra皿e丘1ter肋m  
htes血如microorga血ms oI凡血血叩β〝由鮎dwi仙  
W00damd50m釘1phenolaIゼ丘dal戯et，代Spedi▼ely．  

1．wod，2．phemol．  

AmowsshowsthedetectedbandsatLdDNAofnomhated  

bandswe代Seque皿Cd．  
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Wf－1   1 CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCG  
Wト2  1 CGGGAGGCAGCAATGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCG  
Pト1   1 CGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGACAATGGGTGAGAGCCTGATCCAGCCATCCCGCG  
Pf－2  1 CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCG  
Pf－3  1 CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCÅTGCCGCG  
Pf－4  1 CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCG  
Pト5  1 CGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGTCGGGAGACTGAACCAGCCAATCCGCG  
EFO28156 1 CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCG  
DQ979375 1 CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCG  
EFO33513 1 CGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGACAATGGGTGAGAGCCTGATCCAGCCATCCCGCG  
AF125317 1 CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCG  
AM401577 1 CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCG  
AY160857 1 CGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGTCGAGAGACTGAACCAGCCAAATCGCG  

l ＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊‡‡＊＊ ＊＊‡＊＊＊＊＊‡‡＊＊＊＊＊ ‡ ＊＊ ＊＊‡＊ ＊＊＊＊＊＊  ＊＊＊＊  

Wf－1  61 TGTATGAAGAAGGCCTTCGG－GTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGT  
Wト2  61 TGTGTGAAGAAGGCCTTATG－GTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTTTAGT  
Pト1  61 TGAAGGACGACGGCCCTATGGGTTGTAAACTTCTTTTGTATAGGGATAAACCTACTCTCG  
Pト2  61 TGTGTGAAGAAGGCCTTCGG－GTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGCT  
Pf－3  61 TGTGTGAAGAAGGCCTTCGG－GTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGCT  
Pf－4  61 TGTATGAAGAAGGCCTTCGG－GTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGGTTAAGGT  
Pf－5  61 TGAAGGAAGACGGTATTATGTATTGTAAACTTCTTTGGCAGGGGAGTAAAAAGGATCACG  
EFO28156 61 TGTATGAAGAAGGCCTTCGG－GTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGT  
DQ989375 61 TGTGTGAAGAAGGCCTTATG－GTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTTTAGT  
EFO33513 61 TGAAGGACGACGGCCCTATGGGTTGTAAACTTCTTTTGTATAGGGATAAACCTACTCTCG  
AF125317 61 TGTGTGAAGAAGGTCTTCGG－ATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGT  
AM401577 61 TGTATGAAGAAGGCCTTCGG－GTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGGTTAAGGT  
AY160857 61 TGAAGGAAGACGGTATTATGTATTGTAAACTTCTTTTGCAGGGGAGTAAAGTGAGGGATG  

＊＊  ＊＊ ＊‡＊＊  ＊ ＊ ＊＊‡＊＊＊‡  ＊＊＊＊  ＊＊  ＊  
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Wf－1   120 TAATAACCGCAG－CAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG  
Wf－2  120 TAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTG  
Pf－1   121 TGAGA－GTA－－－－－－ GCTGAAGGTACTATACGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTG  
Pf－2  120 TAATACGCTCAT－CAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG  
Pf－3  120 TAATACGCTCAT－CAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG  
Pf－4  120 TAATAACCTTAG－CCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACTGGCTAACTCCGTG  
Pf－5  120 AGTTGGTTC－－－－－－ CTTGCAAGTACCCTGAGAACAAGCATCGGCTAACTCCGTG  

TAATAACCGCAG－CAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG  

TAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTG  

TGAGAqGTA－－－－… GCTGAAGGTACTATACGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTG  

TAATACCTTGCT－GTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTG  

TAATAACCTTAG－CCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG  

TATCC－TTT…－－－－ ATTGTAGGTACCTTGCGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTG  
＊   ＊＊＊  ＊＊＊ ＊＊＊＊＊ ‡＊＊＊＊＊＊＊ ＊＊＊  

EFO28156 120  
DQ98937j 120 
EFO33513 121  
AF125317 120  
亜‡401577 120  

AY160857 121  

Fig．4・＄．Aはgnmentofpartialseqiencesof16Sd）NAdLones  
伽omeightexdsedbaAds餌ImPWPCR・DGGEgel耶g・4・7）  
amdre鮎代皿CeOrga通mshda也base（GモneBa叫．  
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1払bl亡小三・Ⅶ血1n…n玩rsofI）GGEb弧血仙d仙血DNA呵岬那…紺地・  

Tbtalband Bandname Strainwhi血hadthehighestsimi1arity Accession Similarity  

number No．  

Wf  7 Wf－1  ETltenbacLeT・SPlydwj－5  EFO28156  100解  

Wf－2  Ac血eわbacteT・SP．HX々006  DQ989375  99幕・  

Pf  ll Pト1  

Pト2  

路3  

Pト4  

Pト5  

ChTySeObacLerizLmSP・DGR－M7  

鳥e〟ゐm〃朋∫β〟β柁∫C即‡∫S加host5  

Ac血gわぁαCおrsp．腿2006  

C孟加あαCおrSp．SVl乃3  

UELCⅦ1turedbacteritlmCloneCOBP5－16  

EFO33513  100啄   

AF125317  100解   

DQ989375  98％   

AM401577  99％   

AY160857  96繁  

Wたtotalbacterialcoloniesobtainedby皿embranefiltermethod  

fr0Ⅱ1WOOdfteding凡Adzzsqoems血  

Pf：Tbtalbacterialcoloniesobtainedby皿e皿brane五1termethod   

from凡bkasqgoensikfedwithphenolartificialdiet  
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Fig・4－9・PhotographofPWPCR－DGGEof16SrDNAof  
totalbacterialcoloniesformedonmembranefilterfrom  

intestinalmicroorgamisms ofC．jbrmosanusandN  

takasagoensis fedwithwoodand phenolartificialdiet，  

respectively．   

1・C・Jbmosanus（WOOd），2・C・jbmosanus（Phenol），  

3Ntakasagoensis（WOOd）and4・Ntakasagoensis（Phenol）・  
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4．凡ぬ血叫卵帥由  

伊henol）  

2．C．脚m〃甜〃〟∫  

（pbemol）  

1．C．カ〃和郎α〟〟ぶ  

（W00d）  
3．凡ぬ血叩β耶ね  

（Wood）  

10 20 30 40 50 ‘0 70 ＄0，0100  

Fig．4－10．Cluseranalysis（UPGAMAmethod）ofPWPCR－DGGE  

bandpattern（SCalerepresentthepercentageofdivergence）・  
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4－6 第4章の考察  

（本文中のC・β珊0∫α肋∫との比較に関しては＼3章を参照のこと）   

アガロース人工餌および飢餓条件よりも、フェノール人工餌摂食による生存  

率の低下が著しいことから、フェノールの毒性によってⅣ肋払昭脚血の生存  

が著しく阻害された。また、C．舟mo∫α乃以∫では100m釘1のフェノールを含む人  

工餌を与えた場合20日以上生存する個体が存在したのに対し（鞄3－1）、Ⅳ  

ぬ血ば岬e乃∫ねは7日間で全ての個体が死滅している（Fig．4－1）。この結果から、凡  

ぬ血路α卵e乃血のフェノールの毒性に対する感受性がC．仲間0∫α乃以∫に比べて非常  

に高いことが分かった。凡ね血叫卯飢由はC．βmo∫α〃〟∫に比べて餌の摂食量が  

多かったため、単位体重量あたりのフェノールの暴露量が多かったと考えられ   

る。この単位体重量あたりのフェノールの暴露量の遠いがフェノール毒性に対   

する感受性が高かった一要因として考えられる。アガロース人工餌および飢餓   

条件下においても、凡細血叫卵飢由はC．βmo∫α肋∫より生存率の低下が著しい。  

この結果からは、Ⅳね肋∫α卯e那ねはC．β珊0∫α乃〟∫よりも費栄養状態に弱く（炭   

素源の要求量が大きい）、もしくは本研究で用いた人工餌飼育のストレス対して   

感受性が高いことが考えられる。したがって、本法を様々な昆虫で適用する場   

合、人工餌の餌成分濃度を、昆虫種に応じて個々に工夫する必要があると考え   

られる。  

メンブランフィルター培養法によるフェノール分解菌のスクリーニングの結  

果、木材摂食Ntakasagoensis腸内からは6．OxlOヱcFU／gutの分解菌しか検出さ  

れなかったのに対し、フェノール人工餌摂食凡ね血∫α卵e那由腸内からは、3．9×105  

CFU／gutの分解菌が検出された（Fig．4－3）ことから、フェノール人工餌摂食によ  

って凡ね血瑚脚部血腸内にフェノール分解菌が濃縮されることが明らかとなっ  

た。この結果はC．βmo∫α乃以∫だけでなく、凡ね血御許飢由でも、本スクリーニ  
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ング法が適用可能であることを示している。   

木材摂食凡ぬ血∫α卯e那ねおよびフェノール人工餌摂食凡ね血∫α卯e那ね腸内の  

CFU／gut値を比較すると、フェノール人工餌摂食の方が約650倍大きい。摘出し  

た腸の形態を観察した結果、フェノール人工餌を摂食することにより、腸の大  

きさが縮小していることが確認された。この結果から、少なくとも全細菌数は  

フェノール人工餌摂食によって減少していることが考えられる（全細菌数の計  

数は行っていない）。したがって、フェノール人工餌摂食によって、フェノール  

分解菌が全細菌数に対する存在比として、少なくとも650倍以上は濃縮された  

と考えられる。フェノール人工餌を与えたC．βmo∫α肋∫では、フェノール分解  

菌の濃縮率が200倍であった（第3章R33参照）ため、C．沖m刑0∫α乃〟∫と比較  

して、フェノール人工餌を摂食した凡才α血ばα卵e乃血の腸内に濃縮されるフェノ  

ール分解菌の濃縮率は高いことが明らかとなった。  

フェノール人工餌を摂食した凡ぬ肋∫α卵e乃∫ね腸内からメンブランフィルター  

培養法によって検出されたフェノール分解菌の数（3．9xlO5cFU／g山）は、C．  

βmo∫α乃以∫の場合（2．8×103cFU／卯t：R33参照）と比較して非常に高い。フェ  

ノール分解菌が腸内に濃縮されることで、昆虫体内でフェノールが無毒化され、   

より長く昆虫が生き残ることができるという考え方に対して、この結果は矛盾   

しているように考えられる。フェノール人工餌による飼育下では、シロアリは   

表皮と人工餌が接触する、わずかに揮発したフェノールが気相部に存在する、   

などフェノールが後腸微生物まで運ばれるまでにシロアリ自身がフェノールの   

毒性の影響を受ける。凡拍血∫α卯e那由は、シロアリ自身のフェノール耐性が  

Cβ珊0∫α乃〟∫と比較して小さいためにフェノール分解菌の濃縮することによる   

解毒システムが腸内に構築されても、比較的短期間で死滅したと考えられる。  

フェノール人工餌を摂食させることで、7日間生き残った凡ぬ血ばα卯e那ね腸  
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内細菌叢が変化することが、PCR－DGGE法によって示された。しかし、フェノ  

ール人工餌を摂食した腸内細菌叢のバンドパターンの類似度が、C．β椚0肌0∫α肋∫  

では35％と非常に小さい値であったのに対し、Ⅳね血呵卯肌由では86繋｝であり、  

C・β′Ⅶ0∫α肋∫より細菌叢の変化が小さかった。凡ね血朋伊部血腸内でDGGEバ  

ンドパターンの変化が小さかった理由としては、以下のことが考えられる。①  

C・β珊0∫α乃〟∫の人工餌摂食期間（10日間）より凡ぬ血∫α卯e乃血のほうが短期  

間（7 日間）であったため、腸内の微生物叢の変化が小さかった。②凡  

ね血相α卯e乃∫ねの腸内微生物叢は細菌のみで構成されているため、C．β仰0∫αⅢ∫  

では、腸内原生動物の消失と同時に原生動物と共生関係にある細菌が多く消失   

したが、凡比血朗伊都由腸内ではそれはどダイナミックな変化が起こらなかっ   

た。③腸の大きさが縮小していることから、細菌数全体が減少していることは   

明らかだが、DGGEバンドとして検出されなくなるほど数が減少した種ははと   

んどなかった（DGGEバンドとして検出される検出限界内で各種微生物の増減   

が起こった）。  

フェノール人工餌を摂食したⅣぬ血∫α卵g那f∫腸内細菌叢と、木材摂食凡  

ぬ肋∫αgOe乃血腸内微生物叢を集積培養することによって得られた細菌叢とは大   

きく異なっていた。この結果はC．舟Ⅶ闇馴購と同様の傾向を示した。これは、  

本研究で用いた集積培養がL字管を用いた回分培養で行ったのに対し、3章で述   

べたように、昆虫（凡拍血叫卯肌由）腸内は一種の連続培養系であるため、回分  

培養とは異なる細菌が増殖して滞留することにより、優占種となるからである   

と考えられる。しかしながら、フェノール人工餌摂食凡ぬ血∫α卯e乃血腸内細菌  

叢のみで特異的に見られたバンドをシーケンシングした結果（mle4－2）、培養   

できない細菌、もしくは偏性嫌気性菌のクローンのみが検出された。またBand   

BJl以外の微生物は全て凡ね血∫α卵g乃∫ねも含むシロアリの腸内から検出された  
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細菌のクローンと高い相同性を示していた。既知のフェノール分解菌と高い相   

同性を示すDNAは検出されなかったため、DGGE解析では、フェノール分解菌   

が濃縮されたかどうか論じることはできなかった。PCRMDGGEでは、PCRバ   

イアスなどの欠点があり、存在している細菌を定量的に捕らえることはできな   

い。したがって、細菌数が減少してもある程度の量が腸内に残存していたら   

DGGEバンドとして検出される。〃．ね加α卯e那f∫腸内は、完全混合型の連続培  

養系でもなく、また腸壁に強固に付着して存在する細菌も多数いるため、フェ   

ノール分解菌以外の微生物も多数残留することが考えられる。PCR－DGGE法で   

は解析法として限界があるため、その他のより定量的な解析手法（定量的PCR   

等）を用いた解析を行うことにより詳細な細菌叢の変化をモニターすることが   

できると考えられる。  

PWPCR－DGGE解析によって、木材摂食時には7本のフェノール分解菌の   

DGGEバンドが検出されたのに対し、フェノール人工餌を摂食させることで、   

これまで検出されなかったバンドを含む11本のフェノール分解菌のDGGEバン   

ドが検出された。これらのバンドは、検出限界以下の低濃度で存在していたフ   

ェノール分解菌が、フェノール人工餌摂食によって検出可能になるまで高濃度   

化し、効率的にスクリーニング可能になったために生じたものだと考えられる。   

また、フェノール人工餌摂食シロアリ腸内からア∫g以血別0乃α岬〟∂柁∫Ce那がスクリ   

ー ニングされたが、この細菌は芳香族化合物分解菌としての報告も多数ある  

（HeinaruEetal．，2001；MerimaaMetal・，2006）。そのためこれらの芳香族化合物分  

解菌が、フェノール人工餌摂食によって腸内に濃縮され、効率的にスクリーニ   

ングされたものと考えられる。  

凡 ね血相α卵e乃如からスクリーニングされた全フェノール分解菌の  

pwpcR－DGGEのバンドパターンが、C．摩r〝∽罰α以∫からスクリーニングされたも  
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のとは大きく異なっていた（Rg．4－9，4－10）。この結果は、用いる昆虫種を変化  

させることにより、同じ機能を有する細菌をスクリーニングする場合でも、異   

なる種類の細菌が獲得される可能性を示している。つまり、様々な種類の昆虫  

に、本研究で開発した微生物スクリーニング法を適用することで、より多種の   

目的微生物の獲得の可能性がある。  

以上の検討により、原生動物と細菌から構成される腸内微生物叢を有するC．   

βmo∫α刀〟∫を用いて確立した微生物スクリーニング法が（第3章）、腸内微生物  

叢の構成が大きく異なり細菌のみで構成されるⅣね血∫α卵e那ねでも適用可能な  

より応用性の高い方法であることが明らかとなった。  

4－7 第4草の要約  

本章では、C．β珊0∫α乃〟∫で確立した手法が応用性の高い方法かどうか確認す  

る第一歩として、C．β珊0ぶα肋∫とは異なり、腸内に細菌のみが共生する昆虫Ⅳ   

ぬ血∫d卵e〃∫ねの職アリを用いて検討を行った。Ⅳfα血∫α卵e乃血はC．β〃乃0∫α槻∫   

よりもフェノールの毒性に対する感受性が高く、50mg／lフェノール人工餌を摂   

食させた場合、7日間で全体の60％程度が死滅したが、9日程度まで生存する個   

休も4％程度存在した。次に、木材あるいはフェノール人工餌それぞれを7日間   

摂食し生存した凡ね血∫α卯e乃ぬ腸内からメンブランフィルター培養法を用いて  

フェノール分解菌をスクリーニングした結果、木材摂食の凡ね肋∫α卵e乃∫ねから  

は6．OxlO之cFU庖utのコロニーしか生じなかったのに対し、フェノール人工餌摂  

食のNtakasagoensisb｝らは、3．9×105cFU／gutのコロニーが生じた。このCFU／gut  

値はC．jbrmosanust比較して非常に高い値であった。さらにPWPCR－DGGE解  

析により、木材摂食した凡招舷ばα卵e那王∫から直接スクリーニングした場合DGGE  

バンド数にして7種類の分解菌が得られたのに対し、フェノール人工餌を摂食  
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させた凡ね払α卵e那ねの腸内からは11種類と、検出限界以下の低濃度のフェノ  

ール分解菌を高濃度化し、効率的にスクリーニングできることが明らかとなっ  

た。なお、凡比血朋伊都血からスクリーニングされたフェノール分解菌は、C・  

β珊0∫α乃〟∫からスクリーニングしたフェノール分解菌とは異なるものであった。  

以上の結果より、本法がC．β珊0∫α乃緑ぶだけでなく、異なる腸内微生物叢を有す  

る凡ねぬ∫α卯e〃血でも適用可能な、応用性の高い手法であることが示された0  
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第5章 総括  

現在、従来の純粋培養技術を用いて新規な微生物を獲得する事が困難になり  

つつあり、この現状は微生物関連産業で大きな問題になっている。この解決策   

の一つとして新規な微生物スクリーニング法の開発が切望されている。このよ   

うな現状をふまえ、自然界の複合生物系の中で働く微生物に着目し、それらを  

積極的に制御して利用する事を考案した。本研究では、特に、昆虫と腸内微生   

物（餌成分の分解に大きく関わる）の共生系に着目した。昆虫の腸内微生物に   

よる餌成分分解プロセスは、昆虫の摂食活動によって餌成分が連続的に供給さ   

れ、次にそれらが微生物によって連続的に分解され、分解物が昆虫に吸収され   

るもしくは肛門からの排出によって連続的に除去される。すなわち昆虫の腸内   

は一種の連続培養系ととらえることができる。連続培養系としての昆虫の腸内   

では、餌成分を分解し増殖できる微生物が滞留し、その他の微生物の多くはwash   

O山されることが予想される。上記の考え方を基に、昆虫に与える人工餌成分を   

制御することによって、目的の餌分解微生物を腸内に濃縮し効率的にスクリー   

ニングする新規手法の開発を行った。  

第1章では、本研究の背景と目的について述べた。   

第2章では、従来の一般的な微生物スクリーニング手法、昆虫（シロアリ）   

の生態、シロアリを中心とした昆虫と腸内微生物叢の共生関係に関する既往の   

研究について紹介し、本研究の目的と背景を明らかにした。   

第3章では、「餌一昆虫」陽内微生物叢」系を用いた新規微生物スクリーニン   

グ法の開発を目的として、モデル昆虫として木材食性昆虫のイエシロアリ  
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C呼わ絶珊e∫舟mo∫α肋∫S旭蚊iの職アリを用いて検討した。C．β珊郎α槻∫腸内に  

は3種の原生動物と多種の細菌が共生している。C．β珊0∫α肋∫が摂食する木材  

（赤松）に代えて、難分解性でbg血n関連化合物であるフェノールを100mが  

含む寒天gelを人工餌として与えた。C．βmo∫α〃〟∫はフェノールの毒性に対して  

個体差があり、全体の約20刻ま10日以内に死滅したが、20日以上生き残る個体  

も17％程度存左した。顕微鏡観察およびPCR－DGGE法によって腸内微生物叢の   

解析を行った結果、フェノール人工餌を摂食することにより、腸内微生物叢が   

大きく変化することが明らかとなった。また、その細菌叢の構成は従来の集積   

培養によって得られる細菌叢とは大きく異なっていた。木材あるいはフェノー   

ル人工餌を10日間摂食し生存したC．βmo∫α乃〟∫の腸内微生物叢から、フェノー   

ル（500mが）を単一炭素源として含む寒天培地を用いてフェノール分解菌をス  

クリーニングした。その結果、木材を摂食したC．βmo∫α〃以∫腸内からは3．4xlOヰ  

CFU／糾tのコロニーが生じたが、フェノール人工餌を摂食したC．Jbrmosanusか  

らは2．3×105cFU／卯tと多数のコロニーが検出された。しかしながら、これらの  

コロニー形成菌の90％以上がフェノール分解能を示さないフェノール耐性菌で   

あった。次にフェノール分解菌のみをスクリーニングするため、寒天平板培養   

法に代えてメンブランフィルター培養法を用いた結果、木材摂食C．脚m那α乃昆∫  

からは2．0×10ヱcFU／卯tのコロニーしか生じなかったのに対し、フェノール人工  

餌摂食C．Jbnnosanusからは2．8×103cFU／糾tのコロニーが生じ、その全てがフ  

ェノール分解能を有していた。以上の結果から、フェノール人工餌摂食によっ   

て、フェノール分解菌がC．β潤0∫αれ以∫腸内に濃縮されることが明らかとなった。  

さらにメンブランフィルター培養法により得られた全てのコロニーを回収して   

PCR－DGGE解析（PWPCR－DGGE法）した結果、木材摂食のC．jbrmosaTmS腸内   

から直接スクリーニングすることによりDGGEバンドとして3種類のフェノー  
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ル分解菌が得られたのに対し、フェノール人工餌摂食によって検出限界以下の  

低濃度であった多種類のフェノール分解菌を高濃度化し、DGGEバンドとして9  

種類の分解菌を効率的にスクリーニングできる事が示された。   

第4章では、C．β珊0∫α乃緑∫で確立した方法がより応用性の高い方法であるか  

確認する第一歩として、C廓珊刷脚購とは異なり、腸内に細菌のみが共生する  

昆虫凡才α血相α卯e乃∫ねの職アリを用いて検討を行った。凡才α肋∫岬e那ねはC．  

β珊0∫α〝〟∫よりもフェノールの毒性に対する感受性が高く、50mg／1フェノール  

人工餌を摂食させた場合、7日間で全体の60％程度が死滅したが、9日間程度ま   

で生存する個体も4％程度存在した。次に、木材あるいはフェノール人工餌それ   

ぞれを7日間摂食し生存したⅣfα血びα卵e乃扇∫腸内からメンブランフィルター培  

養法を用いてフェノール分解菌をスクリーニングした結果、木材摂食の凡  

takasagoensisからは6．0×102cFU／糾tのコロニーしか生じなかったのに対し、フ  

ェノール人工餌摂食のNtakasagoensisblらは、3．9xlO5cFU／糾tのコロニーが生  

じた。このCFU／gut値はC．jbrmosanusと比較して非常に高い値であった。さら   

にPWPCR－DGGE解析により、木材摂食したN takasagoensisから直接スクリM   

ニングした場合、DGGEバンド数にして7種類の分解菌が得られたのに対し、   

フェノール人工餌を摂食させた凡ぬ血∫α卯e那孟∫の腸内からは11種類と、検出限   

界以下の低濃度のフェノール分解菌を高濃度化し、効率的にスクリーニングで   

きることが明らかとなった。なお、C．βmo∫α乃〟∫からスクリーニングしたフェ   

ノール分解菌とは異なるものであった。以上の結果より、本法がC．β潤0∫α肋∫   

だけでなく凡ね払∫α卯e乃血でも適用可能な、より応用性の高い方法であること   

が示された。  
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本研究では、新規な有用微生物の獲得が困難になっている現状を打破するた  

めの新規微生物スクリーニング法の開発を目的とした。そのために、昆虫に与   

える人工餌成分を制御することで、目的の餌分解菌（フェノール分解菌）を濃  

縮し効率的にスクリーニング可能になることを、2種類の昆虫C．βmo∫α習昆∫お  

よびⅣ血払昭脚血を用いて証明した。今後は本手法を用いて、様々な昆虫や  

人工餌成分を組み合わせることによって、これまで獲得することが困難であっ   

た有用微生物を効率的にスクリーニングされることが期待される。本法は今後、   

新規な有用微生物の獲得が切望されている微生物関連産業の活性化に大きく貢   

献することが期待される。  
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