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第 1章 序論 

 

腸内微生物との共生 

我々ヒトを含む多くの動物の腸内には非常に多様な微生物が共生している(Ley et al. 

2008)。その数も膨大で、ヒトにおいては腸内細菌は全身の細胞数よりも多い 100 兆個以上

にも達し(Peterson et al. 2014)、40～60 兆個と試算されるヒトの体細胞数の 2～3 倍に相当す

る。これらの微生物は宿主の代謝や消化吸収に大きな影響を与えることが知られている。ま

た近年、マウスなどのモデル生物を用いた研究から、栄養面だけではない貢献も明らかにな

ってきている。その一つに免疫機能への貢献がある。腸内微生物が抗菌物質を生産すること

(Peterson and Scharf 2016a)や宿主の免疫機能を促進するような物質を生産する(Rodrigues et 

al. 2010)ことが知られている。また、多くの微生物が存在することで腸内のニッチを占有し、

病原性の微生物が侵入してくることを防ぐ(Stecher and Hardt 2011)ことも知られている。こ

れは colonization resistance と呼ばれており、腸内に多くの微生物を棲まわせておく意義とし

て着目されている。ヒトにおいては腸内微生物が様々な疾病、例えば炎症性腸疾患

(Hörmannsperger and Haller 2010)や糖尿病(Wang et al. 2012; Karlsson et al. 2013)、さらにはパ

ーキンソン病の原因となる可能性も指摘されており(Sampson et al. 2016)、我々が健康な生活

を送る上でも腸内微生物は重要な存在である。 

腸内微生物は宿主の健康だけでなく、動物の行動においても重要な役割を占めること

が明らかになっている。マウスを用いた実験では、腸内微生物を持たない無菌個体では不安

行動が増える(De Palma et al. 2015)ことや、神経発達が遅れる(Heijtz et al. 2011)ことが知られ

ている。またショウジョウバエでは交尾相手の選択に腸内微生物の群集組成が関わってい

ることが知られている(Gil et al. 2010)。このように、腸内微生物は宿主の生理・行動の両方

に大きな影響を与える存在であることが言える。これらの微生物の群集と、宿主はどのよう

な関係にあるのだろうか。 
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腸内微生物と宿主の関係としては絶対共生関係のような特定の宿主にのみ見られる関

係から日和見感染といった様々な宿主に広くみられるものまで多岐にわたる。特に昆虫に

おいて、その関係性は多様である(Engel and Moran 2013)。昆虫の腸は前腸、中腸、後腸によ

り構成されるが、昆虫の分類群によって共生微生物が棲む場所は大きく異なっている。前・

後腸は外胚葉由来の組織であり、その表面はクチクラに覆われている(Engel and Moran 2013)。

後腸は主に水分の再吸収を行う器官であることが知られている。一方で中腸は内胚葉由来

の組織であり、ここで消化酵素の分泌や栄養分の吸収が行われている。一部のカメムシでは

中腸内にバクテリアが多く存在している(Ohbayashi et al. 2015)が、シロアリの仲間では後腸

に微生物の多くが生息している(Ohkuma and Brune 2011)。宿主との関係性も多岐にわたり、

宿主の生存に必須であるものから、特に生育する上で必要ではない微生物も多く存在する。

前者のような共生関係においては、その伝播方法も重要である。例えば、マルカメムシ

Megacopta punctatissimum は産卵した卵塊の付近に共生細菌を含んだカプセルを産み落とし、

幼虫がそれを摂取する形で垂直伝播させる(Fukatsu and Hosokawa 2002)。ホソヘリカメムシ

Riptortus pedestris においては、腸内に共生細菌である Burkholderia 属のみが通過できる仕組

みを持ち、環境中から選抜することで、盲嚢と呼ばれる器官に微生物を共生させている

(Ohbayashi et al. 2015)。一方で、特定の腸内微生物との共生がみられない分類群もおり、例

えば鱗翅目(Hammer et al. 2017)やナナフシ目(Shelomi et al. 2013)が知られている。これらの

昆虫の腸内には微生物は存在するものの、環境中から偶発的に腸内に侵入したものがほと

んどであり、餌の消化吸収は自身の酵素で行っているとされている。昆虫の中でもシロアリ

は特に腸内微生物群集と絶対共生関係にあることで知られており、その消化・吸収の大部分

を腸内の複数種の微生物に依存している。 
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シロアリと腸内微生物 

シロアリと腸内微生物群集の共生関係は、シロアリの祖先であるキゴキブリから１億

５千万年もの間維持されてきた(Ohkuma et al. 2009)。シロアリ腸内には主に原生生物、バク

テリア、古細菌が生息することが知られている(Brune and Dietrich 2015)。原生生物は下等シ

ロアリと呼ばれる比較的祖先的なグループにおいてみられる単細胞の真核生物で、シロア

リ腸内に生息するものは鞭毛虫（flagellate）と呼ばれている。それらはすべてオキシモナス

綱もしくはパラバサリア綱に属しており(Kitade 2007)、その多くが鞭毛を持ち泳ぎ回る様子

が観察される。それらの原生生物はシロアリ体外では生きていくことができず(Cleveland 

1923; Andrew 1930)、現在知られているシロアリ腸内原生生物はシロアリの腸内特異的であ

る(Ohkuma and Brune 2011)。原生生物が腸内においてどのような代謝を行っているかはその

多くが不明である。というのも、これまでに多くの研究者がシロアリ共生原生生物の培養に

挑んできたが、成功した例はほとんどなく(Yamin 1981; Odelson and Breznak 1985)、単離培養

株は現存していないためである。いくつかの原生生物種では体内に木片を取り込んでいる

様子が見受けられ、木材消化に関与していることが考えられる。また他の細菌や原生生物の

捕食が見受けられることもある(Radek et al. 2019)が、実際に何を餌としているのかはその大

部分がよくわかっていない。ほかにシロアリ腸内の重要な微生物としてバクテリアが挙げ

られる。バクテリアは単細胞の原核生物で、シロアリ腸内には非常に多様に存在する。遊離

しているバクテリアの他にも原生生物の体内や体表面にも多くのバクテリアが存在してい

ることが知られており、宿主の原生生物と様々な物質のやり取りを行っている(Hongoh et al. 

2008)。古細菌については現存する種についていくつかの記載がなされている程度であり、

情報は非常に少ない(Brune and Dietrich 2015)。このように、シロアリ腸内微生物群集は様々

な分類群の微生物を多く含み、それらとシロアリ、さらにそれら同士の相互作用のもとに成

り立っているといえるだろう。 

これらのシロアリ腸内共生微生物は、個体間のやり取りを通じてシロアリの腸内のみ
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で維持されてきた。シロアリは孵化後から腸内に共生微生物を有しているわけではなく、ヤ

マトシロアリでは３齢から原生生物を持つ(Yamaoka et al. 1986)ことが知られている。また、

ワーカーは脱皮前に原生生物を失うため、脱皮直後の個体も原生生物を持たないことが知

られている(Andrew 1930; Nalepa 2017)。このような原生生物を持たない個体は、他個体から

直接腸液を受け取ることで腸内原生生物を得ることが知られている(Andrew 1930)。これは

肛門食(proctodeal trophallaxis, anal-feeding)と呼ばれており、ある個体の腹部の先端にもう一

方の個体が直接口をつけて排出された腸液を摂取する行動である。次世代を担う羽アリに

おいても、巣仲間から腸内微生物の群集を受け取って飛び立ち、次世代に垂直伝播させるこ

とが知られている(Cook and Gold 1998; Lewis and Forschler 2004; Benjamino and Graf 2016)。こ

のようなシロアリ腸内のみでの微生物群集の維持によって、原生生物・バクテリアにおいて

シロアリとの共種分化パターンが生じている(Noda et al. 2007)。 

シロアリと原生生物の共生関係は非常に長い間維持されてきたが、その関係は必ずし

も安定ではない。高等シロアリと呼ばれる、より派生的なシロアリ科(Termitidae)のグループ

においては、原生生物を全く持っていないことが知られている(Ohkuma and Brune 2011; 

Brune and Dietrich 2015)。これは、シロアリと原生生物の共生関係が一度失われたことを表

しており、高等シロアリでは腸内においてバクテリアと共生している。主に木材を主食とす

る下等シロアリに対して、高等シロアリはキノコ栽培、土食、草食などの多様な食性を獲得

していることが知られている。高等シロアリのもつバクテリア群集もそれぞれの種特異的

であり、さらに腸の形態や腸内環境も下等シロアリとは大きく異なることが明らかになっ

ている(Bignell 2011)。このように、シロアリと共生微生物群集の共生関係は維持・崩壊の両

方がみられており、この背景を明らかにすることは生態学的に非常に重要である。 
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図 1.1 シロアリ腸内共生微生物群集 

微生物の種組成はシロアリの種特異的である。黒矢印が原生生物、白矢印がバクテリアを示

す。(A)ヤマトシロアリ Reticulitermes speratus、(B)イエシロアリ Coptotermes formosanus、(C)

ネバダオオシロアリ Zootermopsis nevadensis、(D)オオシロアリ Hodotermopsis sjostedti。 

 

シロアリ腸内微生物が何を餌とし、どのような代謝を行っているかはその多くが謎に

包まれているが、現在、シロアリにとっての栄養面での貢献が主に明らかになっている。最

も重要な機能としては木材の消化である。主に原生生物とその共生バクテリアが、木材の主

要構成成分であるセルロースを二酸化炭素と水素にまで分解し(Yamin 1981)、さらにバクテ

リアがそれらを還元的酢酸生成によって酢酸にする(Leadbetter et al. 1999)。酢酸はシロアリ

にとっての炭素源、エネルギー源であるといわれている。もう一つの重要な機能としては窒

素固定である。木材は非常に窒素の少ない環境であることが知られているため、シロアリは

腸内微生物の代謝を通じて不足している窒素を得る。窒素固定は腸に浸透した空気中の窒
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素をアンモニウムイオンにすることによって行われる(Breznak et al. 1973)。これ以外にも、

間接的な証拠ではあるが脂質の代謝にも関わっていることが示唆されている(Mauldin 1982)。

さらに、微生物そのものも栄養として重要である。肛門食による腸液交換の際に、シロアリ

は中腸で微生物そのものを消化することでタンパク質などの栄養を得るといわれている

(Brune and Dietrich 2015)。 

  シロアリの腸内原生生物は古くから多くの研究者に着目されてきた。形態による種の

記載(Koidzumi 1921; Yamin 1979)から操作実験(Light and Sanford 1928)・遺伝子発現解析(Tartar 

et al. 2009)や、近年では次世代シーケンサーを用いて細菌群集を網羅的に解析する、メタゲ

ノム解析が盛んに行われている(Scharf 2015; Benjamino and Graf 2016; Michaud et al. 2019)。

これまでの研究では、シロアリ腸内微生物群集は、主に木材の消化を通じてワーカーのタス

クを支えるものとしての認識がなされている。だが社会性昆虫として知られるシロアリに

は繁殖を担う王・女王などワーカー以外にも多くのカースト(社会役割)が存在し、それぞれ

の従事するタスクも大きく異なることが考えられる(Wilson 1971)。シロアリと腸内共生微生

物群集の相互作用や維持・崩壊の背景を明らかにするにはワーカーのみならず社会や生活

史全体に着目した研究が必要となるであろう。 

 

シロアリの生活史及びカースト分化 

シロアリのコロニーの多くは巣から飛びたった羽アリが雌雄で創設することにより始

まる(Nutting 1969)。この際には創設虫は二匹で巣の構築、採餌、産卵、幼虫の世話などのタ

スクを行う必要がある。ワーカーの数が増えてくると、繁殖以外のタスクはワーカーに任せ、

王や女王は繁殖に専念する(Hartke and Baer 2011)。これは繁殖分業と呼ばれ、ワーカーや巣

の防衛を担う兵アリはその一生を繁殖せずに終える。このように、シロアリの生活史におい

てそのタスクは時間的・空間的に大きく変動する（図 1.2）。そのため、それぞれの個体が持

つ腸内微生物も、大きく変動することが考えられる。 
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図 1.2 ヤマトシロアリの生活史 

ヤマトシロアリ Reticulitermes speratus の生活史を示す。（上）巣から飛び立った羽アリがペ

アとなって初期コロニーを創設する。創設女王は二次女王に置き換わり、巨大なコロニーを

形成する。（下）左上が羽アリの群飛の様子を、左下が初期コロニーを、右が成熟コロニー

を表す。多くの成熟コロニーには一匹の創設王と多くの二次女王、数万～数十万ともいわれ

るワーカーと兵アリが含まれる。 

 

 

 

  シロアリの巣内において、それぞれの個体はどのような発生過程を経て繁殖虫もしく

はワーカーとなるのだろうか。シロアリの中には 2 種類の発生経路があることが知られて

いる。それは Two-way 経路、One-way 経路と呼ばれる分化経路である(Roisin and Korb 2011;

図 1.3)。 
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Two-way 経路は下等シロアリの一部と高等シロアリに見られる分化経路で、個体の分

化運命が幼虫期の初期に決定される(Noirot and Pasteels 1987)。ニンフ経路とワーカー経路が

存在し、ニンフ経路に入った個体は繁殖カーストとなる。繁殖カーストには、羽アリとなっ

て巣から飛び立ち、新しいコロニーを創設して繁殖を行う個体と、巣内で繁殖虫（neotenic）

となって繁殖を行う個体が存在する。ワーカー経路に入った個体はワーカーとして採餌や

防衛、巣内の清掃などのタスクに従事し、一生を繁殖せずに終える。ワーカーの一部は兵ア

リとなって巣の防衛を担う。一方で One-way 経路は下等シロアリの一部に見られ、個体の

分化運命は終齢まで決定しない。全てのワーカー（擬職蟻、pseudergate と呼ばれる）は繁殖

虫となる分化ポテンシャルを持ち、ワーカーの終齢の一部がニンフとなって羽アリに分化

する、もしくは巣内で繁殖を行う個体(neotenic)となる(Noirot and Pasteels 1987)。 

  これらのカースト分化経路は、それぞれのシロアリにおける採餌戦略と大きく関係し

ている。Two-way 種は巣のエリアと採餌エリアが異なる、foraging 型の採餌を行う(Korb 2007; 

Korb and Hartfelder 2008)。これには central-place-forager と呼ばれるような、王と女王が存在

する場所が決まっており、ワーカーはそこから外に出て採餌を行うものと、multiple-site-

nester という、複数の木材を利用して、その中で繁殖中枢が存在する場所と採餌場所が分か

れているものが含まれている(Shellman-Reeve 1997)。一方で One-way 種は wood-dweller もし

くは one-piece type と呼ばれており、一つの木材を利用し、その中に繁殖中枢と採餌場所が

存在する(Shellman-Reeve 1997)。 

  以上のように、シロアリにおけるタスクは同種内においてカースト・生活史の各側面に

よって異なり、さらに種間でも大きく異なることがいえる。それぞれの宿主のタスクに腸内

微生物はどのように貢献しているのだろうか。 
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図 1.3 シロアリのカースト分化経路 

上図が Two-way 分化経路を表す。個体の分化運命は若齢幼虫の時点で決まり、ニンフ経路

（上）とワーカー経路（下）に分かれる。ニンフ経路の個体は巣内で繁殖虫となるか羽アリ

となって巣から飛び立ち、新しい巣を創設して繁殖を行う。写真はヤマトシロアリ

Reticulitermes speratus。下図が One-way 分化経路を表す。個体の分化運命はワーカー（擬職

蟻と呼ばれる）の終齢まで決まらず、全ての個体は繁殖中へ分化するポテンシャルを持つ。

写真はネバダオオシロアリ Zootermopsis nevadensis。 
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本研究の目的 

本研究の目的は、シロアリにおける様々なタスクに対して腸内微生物がどのように貢

献しているのかを明らかにすることである。 

まず第２章では、シロアリの腸内微生物群集の多機能性という視点から新規機能を明

らかにした。セラチア菌という、赤色色素を生産するバクテリアを用いた実験系を立ち上げ、

シロアリの腸内微生物による巣内衛生維持への貢献を明らかにした。 

続いて第３章から第５章にかけては、シロアリのカーストごとに持つ微生物群集に着

目することでそれぞれの個体のタスクと腸内微生物の関係を明らかにした。第３章におい

てはヤマトシロアリの成熟コロニーに着目し、カースト・性ごとの腸内原生生物、バクテリ

ア群集を明らかにした。さらに繁殖虫分化に伴う原生生物量の変動を追うことで分化やタ

スクの変化と原生生物量の関係を明らかにした。第４章においてはヤマトシロアリの創設

コロニーに着目し、創設時の子への栄養投資に原生生物がどのように貢献しているかを明

らかにした。第５章においては祖先的なシロアリと派生的なシロアリにおける原生生物量

のカースト間差を比較し、原生生物量のカースト間差が生じた進化的プロセスについても

考察を行った。 
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第 2章 シロアリの腸内微生物による巣内衛生維持 

 

2.1 はじめに 

  微生物と真核生物との相互作用は多岐にわたり、あらゆる生物においてみられる。微生

物と宿主の関係は、アブラムシに必須栄養を提供するブフネラ Buchnera aphidicola のような

絶対共生関係(Moran et al. 2008)から植物病原菌(Scott 1972)のような寄生関係まで多岐にわ

たり、共生微生物は宿主の行動や生理に大きな影響を与えている。これまでの多くの研究は

相利共生微生物や病原菌といった、特定の宿主と密接な関係にある微生物に着目してきた。

だが一方で、常在菌と呼ばれる、一般的には特定の宿主にとって有益でも害を及ぼすとも考

えられていない微生物も、様々な宿主の生態に大きな影響を与えることが明らかになって

きている(Casadevall and Pirofski 2000)。生活史の大部分を宿主に依存する絶対共生菌や絶対

寄生菌と異なり、常在菌は環境中に普遍的に存在し、宿主に依存することなく生育できる

(Alekshun and Levy 2006; Anttila et al. 2015)。そのような常在菌の中には、環境中で優占した

際や、免疫力の低下した個体に対しては日和見的に感染を起こす日和見感染菌と呼ばれる

微生物が多く存在する(Klainer and Beisel 1969; Poindexter and Washington 1974)。だが宿主と

常在菌や日和見感染菌との相互作用はあまり着目されてこなかった。 

社会性昆虫は多くの微生物と様々な形での相互作用を持つ (Schmid-Hempel 1998; 

Hughes et al. 2008)。その中でもシロアリと腸内微生物は消化共生系として着目されてきた。

腸内微生物は木材の消化や窒素固定を通じて宿主の生存に必須な炭素・窒素源を提供する。

腸内微生物の多くはシロアリの腸の外では生存できず、両者は絶対共生関係にあることが

知られている(Ohkuma and Brune 2011)。近年、腸内微生物が栄養だけでなく病原微生物に対

する免疫に貢献することが明らかになってきている。シロアリ腸内微生物は真菌類の消化

酵素として β-1,3-グルカナーゼ(Rosengaus et al. 2014)とアミド加水分解酵素(amidohydrolase 

2)を生産(Peterson and Scharf 2016a)することによって病原菌からの防衛に貢献していること

が明らかになった。さらに腸内微生物を除去することで病原微生物に対する感染率が上が
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ることが知られている(Veivers et al. 1982; Sen et al. 2015)。そのような個体免疫だけでなく、

巣内に多く存在する常在菌や日和見感染菌 (Lee and Wood 1971; Holt and Lepage 2000; 

Rosengaus et al. 2003)を抑制し、衛生を保つこともシロアリのコロニーの生存の上で重要で

あることが考えられる。例えばイエシロアリにおいては、巣材の表面に抗菌物質を生産する

バクテリアを付着させて巣内衛生を保っていることが知られている(Chouvenc et al. 2013)。

腸内微生物が病原菌を抑制する効果を持つことを考慮すると、巣内の日和見菌の増殖抑制

にも貢献しているのではないだろうか。本章においては、実験系を確立し、この仮説の実証

を行った。 

本章で用いるネバダオオシロアリ Zootermopsis nevadensis は多くのバクテリアと原生生

物を腸内に持っていることが知られている(Nalepa 1991; Mikaelyan et al. 2016)。ネバダオオ

シロアリの営巣形態はワンピース型と言われており、単一の腐朽材の中に巣を作る(Castle 

1934)。ネバダオオシロアリの巣材の中には多くの病原菌と日和見感染菌が含まれているこ

とが知られている(Rosengaus et al. 2003)。それらの微生物の中でもセラチア菌は典型的な日

和見感染菌で、環境中に普遍的に存在している。シロアリの巣や死体から頻繁に単離され

(Grimont and Grimont 1978)、通常はシロアリに害を及ぼさないが、高濃度のセラチア菌はシ

ロアリに対して致死性を持つことが知られている(De Bach and Mcomie 1939; Osbrink et al. 

2001)。本節の実験においてはネバダオオシロアリの巣からセラチア菌を単離・培養して使

用した。このセラチア菌の系統はプロジギオシンと呼ばれる赤色の色素を生産する

(Dimitrov 1970)。そのため環境中での有無が非常にわかりやすく、さらに色素量を測定する

ことで容易にセラチア菌量を定量することができる。よって、ネバダオオシロアリとセラチ

ア菌を用いた実験系を立ち上げることでシロアリ腸内微生物が巣内日和見感染菌の抑制に

貢献しているという仮説を検証することができる。 

  上記の仮説を検証するために、腸内微生物を除いたシロアリと腸内微生物を保有する

シロアリにセラチア菌を与えて、それぞれのシロアリの周囲で増殖したセラチア菌量を定
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量した。次に、腸内微生物によって生産される酢酸(Hongoh et al. 2008)がセラチア菌の抑制

に貢献しているという仮説を立てた。それを検証するために、腸内酢酸濃度を腸内微生物を

持つシロアリと除去されたシロアリ間で比較した。さらに腸内酢酸がセラチア菌の抑制に

十分であるかを確認するために様々な濃度の酢酸によるセラチア菌の抑制試験を液体培養

により行った。 

 

2.2 材料と方法 

シロアリ 

ネバダオオシロアリは Archotermopsidae 科に属するシロアリで、アメリカ西海岸原産の

種である。本章においては日本の兵庫県川西市に侵入・定着している個体群を用いた(Yashiro 

et al. 2018)。2016 年度に兵庫県川西市においてネバダオオシロアリの成熟コロニーを４個

(GPS333, GPS116, KN160820a, KN160820c)採集した。採集後のコロニーからシロアリを取り

出し、スチロールケース内でベイマツ材をスライスしたチップを用いて飼育し、25℃の全暗

条件で維持した。 

 

セラチア菌の単離 

ネバダオオシロアリから腸内微生物を除去し、長期飼育を行った後に巣内に増殖した

セラチア菌を単離培養した。具体的にはまず、1.0 × 103 mg/L のテトラサイクリンと 2.0 × 

103 mg/L のメトロニダゾールを含む溶液をセルロース粉末に混ぜ、ネバダオオシロアリに

与えた。４日後、蒸留水 5mL、ドライイースト 0.25g、トレハロース 0.25g、ボーキニン B 

50μL を含むタオルペーパー(CONDOR Towel Paper; The Yamazaki Corporation, Japan)を与え

た。２か月飼育した後に、タオルペーパーの赤色変色を確認した。この赤色色素を生産する

バクテリアを単離するために、タオルペーパーを LB 寒天培地上に移した。培地は 0.01%の

antibiotic-antimycotic (GIBCO 15240, Invitrogen Co.)を含み、最終濃度にして 1.0 U/mL の
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penicillin G sodium、1.0 μg/mL の streptomycin sulfate、2.5 ng/mL の amphotericin B を含んで

いた。赤色色素生産バクテリアをこの培地上において 28℃で培養し、増殖した赤色のコロ

ニーを取り出して LB 液体培地内で増殖させた。 

バクテリアの種は 16s rRNA 遺伝子配列を解析することにより特定した。まず LB 液体

培地内において 28℃条件下で７日間培養し、Wilson (1997)の方法にのっとって DNA を抽

出 ・精 製 し た。 プライ マー は以 下の 配列の もの を 使 用し た。 Forward: 5’-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’、Reverse: 5’-AAGGAGGTGATCCAAGCCGCA-3’。これらは

大腸菌の 16SrRNA配列の 8-27, 1521-1540番に相当する(Brosius et al. 1978; Zhang et al. 2009)。

得られた 16SrRNA 遺伝子配列 (1008bp, GenBank accession no. MG770609) から赤色色素生

産バクテリアはセラチア菌 (Serratia marcescens) であることが明らかになった。 

得られたセラチア菌のテトラサイクリン、メトロニダゾール耐性を確認した。テトラサ

イクリン 1.0 × 103 mg/L とメトロニダゾール 2.0 × 103 mg/L、テトラサイクリン 0.5 × 103 mg/L

とメトロニダゾール 1.0 × 103 mg/L を含む LB 液体培地、そして抗生物質の無い培地をコン

トロールとしてそれぞれ５繰り返し用意し、10μL のセラチア培養液を加え、培養を行った。

その結果、テトラサイクリン 1.0 × 103 mg/L とメトロニダゾール 2.0 × 103 mg/L、テトラサイ

クリン 0.5 × 103 mg/L とメトロニダゾール 1.0 × 103 mg/L をそれぞれ含む培地においてコン

トロールと比較してセラチア菌の増殖が抑制されていた (Welch’s t test, テトラサイクリン

1.0 × 103 mg/L とメトロニダゾール 2.0 × 103 mg/L: t = 5.9, df = 4.0, P = 0.004; テトラサイクリ

ン 0.5 × 103 mg/L とメトロニダゾール 1.0 × 103 mg/L: t = 6.2, df = 4.0, P = 0.003)。この結果か

ら、本研究で用いたセラチア菌は薬剤耐性を獲得していないといえる。 

 

シロアリからの腸内微生物除去 

  ネバダオオシロアリの２つのコロニー(コロニーI: KN160820a、コロニーII: GPS333)を実

験に使用した。コロニーI からは 48 匹の擬職蟻を、コロニーII から 24 匹の擬職蟻と 24 匹
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の若齢ニンフを取り出した。それぞれのコロニーから取り出した個体を微生物除去(GM−)・

コントロール(GM+)の２つの処理区に分けた。まず腸内微生物除去個体においては、テトラ

サイクリン 1.0 × 103 mg/L とメトロニダゾール 2.0 ×103 mg/L を含む 1mL の蒸留水を 70mm

ろ紙に含ませて与えた。GM−の個体には抗生物質を含まない蒸留水を同様にして与えた。4

日後、薬剤を取り除くために、不織布を敷いた 90mm シャーレ上にシロアリを移し、２日間

飼育した。 

 

セラチア菌への暴露 

コントロール・微生物除去処理区の個体をそれぞれ２つに分け、片方にはセラチア菌を

与え(S+)、もう一方にはコントロールとして LB 液体培地を与えた(S−)。具体的には、まず

30mm シャーレ内においてろ紙上に栄養液(1%グルコースと 1%イースト抽出物を含む)を含

ませ、そこにセラチア培養液を加えて１晩 28℃で培養したのちにそれぞれのシロアリに与

えた。２日後にシロアリを取り出し、蒸留水でシロアリを軽く洗浄した。24 ウェルプレー

ト(Falcon, USA)に 15mm ろ紙を１枚敷き、50μL の栄養液(上記のものと同組成)を加えた上

にシロアリを１匹ずつ置いた。空気の交換を防ぐために、パラフィルムとキムタオルで上部

を覆った。１日後、シロアリとろ紙を取り出した。シロアリは解剖して腸を取り出し、原生

生物量を測定し、酢酸量を定量した。ろ紙についてはセラチア菌の生産した色素を抽出し、

色素量を定量した。それぞれのコロニーは以下の４処理区に分けられた：（GM−/S+ (colony 

I: N = 11, colony II: N =10), GM−/S− (colony I: N = 10, colony II: N = 11), GM+/S+ (colony I: N = 

11, colony II: N = 12), and GM+/S− (colony I: N = 12, colony II: N = 12)）処理の途中で脱皮した

個体や死亡した個体は取り除いた。セラチア暴露処理に使用されたセラチア量は以下の通

りであった：1.75 × 1010 (colony I, GM+), 2.80 × 1010 (colony I, GM−), 2.35 × 1010 (colony II, GM+), 

and 3.06 × 1010 (colony II, GM−)。 
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セラチア菌量定量 

セラチア菌の増殖量を赤色色素の量から推定するために、540nm の吸光度とセラチア

菌のコロニー形成単位(colony forming units, CFUs)の検量線を作成した。セラチア菌の培養液

の二倍希釈を６回行い希釈系列とし、コントロールに蒸留水を用い、それぞれ３繰り返し用

いた。色素抽出の方法は、まずクロロホルム・メタノール 1:1 混合液 400μL に培養液の希釈

系列を 100μL 加え、混合した。１時間後、分離したクロロホルム層とメタノール・水層のう

ち、セラチア菌の生産する赤色色素(プロジギオシン)を含むクロロホルム層をピペットで取

り出し、クロロホルムをドラフトチャンバー内で揮発させた。チューブ内に残った色素に

120μL のメタノールを加えて溶解させた後に 100μL を取り出して 540nm の吸光度を分光光

度計(Multiskan FC; Thermo Fisher Scientific, China)を用いて測定した。コロニー形成単位につ

いては、LB 寒天培地上に 105希釈したセラチア培養液(2.49 × 1011 CFUs/mL)を播き、１日後

にセラチア菌のコロニー数をカウントした。100μL の溶液中のコロニー形成単位の総量をセ

ラチア菌量として、次の式により推定した：(Serratia abundance) = (OD540)× 1.7 × 1011 +7.0 

×108 (P < 0.001, R2 = 0.9926)。 

次に上記の、シロアリへのセラチア暴露実験で得られたろ紙上のセラチア菌量を色素

量より推定した。まずろ紙を凍結乾燥機(EYELA FREEZE DRYER FD-1000, Tokyo Rikakikai, 

Tokyo, Japan)を用いて乾燥させ、以下の方法で色素を抽出した。まずクロロホルム・メタノ

ール 1:1 混合液 400μL にろ紙を加え、１時間後に 200μL の蒸留水を加えた。これ以後の操

作は上記と同様にして 540nm の吸光度を測定した。セラチア菌暴露に用いたろ紙について

もこの方法でセラチア量を定量した。 

 

腸内酢酸濃度の定量 

シロアリ腸内の酢酸濃度を定量するために、２回目の希釈前の腸液サンプルを用いた

（コロニーI：200μL 中に溶解、コロニーII：1mL 中に溶解）。事前に他個体を用いた測定か
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ら、コロニーII では酢酸濃度が高いことが明らかになっていたため、より薄く希釈した溶液

を用いた。サンプルから上澄みを 10μL 取り出し、酢酸定量キット(Bioassay Systems, USA)と

蛍光プレートリーダーFluoroskan Ascent FL (Thermo Labsystems, China)を用いて酢酸量を定

量した。腸内微生物除去処理区において、酢酸量が検出レベル以下であったために測定値が

負の値となった個体については値をゼロに置換して解析を行った。次にシロアリの後腸の

体積を推定するために、シロアリの生重量と後腸体積の検量線を作成した。３コロニーから

擬職蟻と若齢ニンフをそれぞれ取り出し(GPS333：擬職蟻５匹と若齢ニンフ５匹、GPS116：

擬職蟻５匹と若齢ニンフ５匹、KN160820c：擬職蟻５匹と若齢ニンフ４匹)、体重を測定した

後に後腸を取り出した。取り出した後の後腸は PBS 内で微針を用いて固定し、撮影機付き

の実体顕微鏡を用いて撮影した(SZX7, OLYMPUS)。撮影した後腸については 3-4 つの楕円

回転体に近似することで体積を測定した。それぞれのコロニーにおける後腸の体積は 7.29 ± 

0.83 μL (GPS333)、 8.10 ± 0.69 μL (GPS116)、4.93 ±0.82 μL (KN160820c)(平均値±標準誤差)で

あった。線形回帰の結果、腸の体積は以下の式で推定した。(gut volume [μL]) = (fresh weight 

[mg]) × 0.1734 + 0.4696 (P <0.001, R2 = 0.45)腸内の酢酸濃度については酢酸量を上の式で推

定した腸体積で割ることにより算出した。この実験で使用した個体数は以下のとおりであ

る GM−/S+ (コロニーI: N = 10, コロニーII: N = 10), GM−/S− (コロニーI: N = 10, コロニーII: 

N = 11), GM+/S+ (コロニーI: N = 11, コロニーII: N = 12)、GM+/S− (コロニーI: N = 12, コロ

ニーII: N =12)。 

 

セラチア菌の成長に酢酸が及ぼす影響 

  セラチア菌の成長に酢酸が及ぼす影響を明らかにするため、酢酸濃度がそれぞれ 48、

24、12、6、3、0mM の LB 液体培地を用意し、セラチア菌を培養し増殖量を定量した。ま

た、酢酸を添加することによる pH の低下がセラチアの増殖量に影響を与えることが考えら

れる(Edwards et al. 1985; Davey 1994; Rousk et al. 2009)ため、pH の低下がセラチア菌の増殖
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に与える影響について塩酸を用いて検証した。24mM の酢酸と 12mM の塩酸をそれぞれ用

いて pH を 4.5 に合わせた LB 培地とコントロールとして何も加えていない LB 培地でのセ

ラチア菌の生育を比較した。また、50mM の酢酸と 14mM の塩酸をそれぞれ用いて pH を

4.2 に合わせた LB 培地とコントロールとして何も加えていない LB 培地でのセラチア菌の

生育を比較した。それぞれの処理区について 10 繰り返し行った。培地の pH はコンパクト

pH メーター（LAQUA Twin B-712; Horiba Ltd., Japan）を用いた。それぞれの培地に 10μL の

セラチア培養液(酢酸の dose-response 実験：2.3 × 1011 CFUs/mL、pH 調整実験：5.2 × 1011 

CFUs/mL)を加えて、28℃で 4 日間振とう培養を行った。セラチア菌量は上記の色素測定法

を用いて定量した。 

 

統計解析 

原生生物量、ろ紙上のセラチア量、腸内酢酸濃度についてそれぞれのコロニーにおける

処理区間でペアワイズ t 検定を用いて比較を行った。有意水準 α についてボンフェローニ法

を用いて補正した（α=0.00417）。セラチア菌に対する酢酸濃度の影響は、異なる酢酸濃度下

のセラチア菌量を分散分析と Tukey 法により比較することで明らかにした。同様の方法を

用いて、酢酸と塩酸を使用して pH を調整した培地でのセラチア菌量の比較を行った。セラ

チア菌量を色素量から推定するために、線形回帰を用いて CFU と OD540 の検量線の式を得

た。同様にしてシロアリの腸の体積と生重量の検量線を求めた。これらの解析はバージョン

3.4.1 の R(R Core Team 2017)を用いて行った。 
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図 2.1 腸内微生物によるセラチア菌の増殖抑制 

(a)セラチア菌による日和見感染によって死亡したシロアリ。セラチア菌の生産する赤色色

素、プロジギオシンによって体色が変化している。(b)セラチア菌がろ紙上に広がるとろ紙

は赤く染まる。一方で、(c)増殖が抑制された際にはろ紙は白いままである。(d)プロットは

それぞれの処理区による腸内原生生物総個体数を、棒グラフはろ紙上のセラチア菌増殖量

を表す。エラーバーは標準誤差を表す。異なるアルファベット間で有意差がみられた（ペア

ワイズ t 検定、P < 0.00417、ボンフェローニ補正）。 
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2.3 結果 

シロアリの腸内微生物除去とセラチア菌の増殖 

腸内微生物を除去し、セラチアを暴露した処理区(GM−/S+)では、腸内微生物を持って

いる状態でセラチア菌を暴露した処理区(GM+/S−)と比較して多くのセラチア菌がろ紙上で

増殖していた（図 2.1）。前者ではろ紙が赤く染まっていたのに対して、後者ではろ紙は白色

のままであった（図 2.1）。セラチア菌を与えられていないシロアリの処理区についてもろ紙

は白色のままであった。抗生物質を与えたシロアリは腸内に全く原生生物を持っていなか

ったことから、抗生物質を用いた腸内微生物除去処理は効果的であることが明らかになっ

た。GM+/S−の処理区においてコロニーI のほうが II よりも多くの原生生物を持っていた

(Welch’s t-test, t = − 2.5, df = 20.2, P = 0.018)。腸内微生物除去を行ったシロアリとコントロー

ルのシロアリにおいて生存率は変わらなかった (Fisher’s exact provability test, colony I, GM+: 

23/24, GM−:22/24, P = 1.00; colony II, GM+: 24/24, GM−:21/24, P = 0.23)。セラチアの感染によ

り死亡したと思われる、死体が赤色に変色していた個体は 2 匹のみであった。一方はコロニ

ーI の GM+/S+処理区において脱皮した個体で、もう一方はコロニーII の GM−/S+処理区の

個体であった。残りの 4 匹の死亡個体について死因は不明であった。 

 

シロアリ腸内酢酸濃度 

酢酸濃度は原生生物個体数と同様の傾向を示しており、腸内原生生物を持つシロアリ

では腸内微生物除去個体と比べて酢酸濃度が有意に高かった（図 2.2）。腸内原生生物を持つ

シロアリの酢酸濃度はコロニーI では 40~70mM、コロニーII では 80~130ｍM であった（図

2.2）。コロニーI において、GM+/S+処理区の個体は GM+/S−処理区の個体よりも腸内酢酸濃

度が有意に高かった（図 2.2）。一方でコロニーII においては両者の差はみられなかった。

GM+/S−処理区においてコロニーII の個体のほうがコロニーI の個体よりも有意に腸内酢酸

濃度が高かった。 
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酢酸のセラチア増殖抑制効果 

12mM、24mM、48mM の酢酸はセラチア菌の増殖を強く抑制していた（図 2.3）。一方

で 3mM、6mM の酢酸では抑制効果はみられなかった（図 2.3）。12mM の酢酸を含む液体培

地におけるセラチアの増殖量はコントロールの培地と比べて 1/4 以下であった（コントロー

ル：7.1 ± 1.6 × 1010 CFUs/mL, 12 mM の酢酸を含む培地：1.7 ± 0.36 × 1010 CFUs/mL, 平均値±

標準誤差）。また、塩酸 12mM を用いて pH を 4.5 に調整した培地ではセラチア菌の抑制効

果がみられなかったが、酢酸 24mM を含み同様の pH であった培地ではコントロールと比べ

てセラチア菌の増殖が強く抑制されていた（塩酸 12 mM を含む培地: 2.9 ± 0.71 × 1011 

CFUs/mL, 酢酸 24 mM を含む培地: 7.4 ± 1.3 × 109 CFUs/ mL, コントロール: 2.5 ± 0.23 × 1011 

CFUs/mL, mean ± SE; Tukey’s HSD after ANOVA, コントロールと塩酸を含む培地との比較: P 

= 0.85, コントロールと酢酸を含む培地との比較: P = 0.0012）。同様に、塩酸 14mM を用いて

pH を 4.2 に調整した培地ではセラチア菌の抑制効果がみられなかったが、酢酸 50mM を含

み同様の pH であった培地ではコントロールと比べてセラチア菌の増殖が強く抑制されて

いた(塩酸 14mM を含む培地: 2.5 ± 0.37 × 1011 CFUs/mL, 酢酸 50 mM を含む培地: 4.7 ± 1.2 × 

109 CFUs/mL, コントロール: 2.5 ± 0.33 × 1011 CFUs/mL, mean ± SE; Tukey’s HSD after ANOVA, 

コントロールと塩酸を含む培地との比較: P = 0.99, コントロールと酢酸を含む培地との比

較: P < 0.001)。よって、酢酸によるセラチア菌の抑制効果は pH のみによるものではないこ

とが明らかになった。 
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図 2.2 シロアリ腸内酢酸濃度 

横軸はそれぞれの処理区を、縦軸は腸内酢酸濃度を表す。それぞれのコロニーにおいて、異

なるアルファベット間で有意差がみられた（ペアワイズ t 検定、P < 0.00417、ボンフェロー

ニ補正）。エラーバーは標準誤差を表す。 

図 2.3 酢酸によるセラチア菌の抑制効果 

酢酸によるセラチア菌の抑制作用。異なるアルファベット間で有意差がみられた（ANOVA

後の Tukey HSD、P < 0.05）。エラーバーは標準誤差を表す。 
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2.4 考察 

本章において、シロアリの腸内微生物は巣内の日和見感染菌の抑制に貢献しているこ

とが明らかになった。腸内微生物を除去したシロアリはろ紙上、つまり周囲の環境中におけ

るセラチア菌の増殖を抑制できなかったが、腸内微生物を持つシロアリでは抑制していた。

シロアリがセラチア菌を与えられていない際にはろ紙は白色に保たれていた（図 2.1）こと

から、腸内微生物除去処理区でセラチアがみられた理由としてはセラチアがシロアリの腸

を生きたまま通過し、フンの排泄時に散布されたためであると考えられる。また、腸内微生

物が生産する酢酸はセラチア菌の抑制に十分であることが分かり（図 2.2, 2.3）、これは pH

の低下のみによるものではないことも明らかになった。先行研究ではネバダオオシロアリ

の腸内 pH は 6.5～7.5 であることが知られているが(Bignell and Anderson 1980)、一方でセラ

チアの生育に適した pH は 5～9 である(Grimont and Grimont 1984)ため、pH はセラチアの抑

制要因にならないことが考えられる。よって、本章の研究により腸内共生微生物の消化プロ

セスにおいて生産された物質がシロアリの巣内衛生の維持に貢献していることが明らかと

なった。 

このような酢酸の複数機能はどのように生じたのであろうか。化学物質の合成にはコ

ストがかかるため、一つの物質を多くの目的に使用することが適応的であることが考えら

れ、酢酸についても同様のことが言えるだろう。シロアリと腸内微生物の共生関係において

酢酸は腸内微生物によって生産され、シロアリにとってはエネルギー源であることが知ら

れている(Ohkuma and Brune 2011)。シロアリが摂食した木片は腸内原生生物とその共生バク

テリアによって酢酸と二酸化炭素、水素にまで分解される(Hongoh et al. 2008)。その後に、

スピロヘータのような酢酸合成細菌が還元的酢酸生成により二酸化炭素と水素を用いて酢

酸を合成する(Leadbetter et al. 1999)。微生物にとっては、酢酸は分泌者の他の競争的微生物

を抑制する物質として分泌されることが知られている(Noda and Hayashi 1980; Sharma et al. 

2014)。酢酸は細胞内の酸性化とタンパク質の変性をもたらすが(Ishii et al. 2012)、酢酸合成
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菌は高い酢酸濃度に対して耐性を持つことが知られている(Wood 1992)。それと同様に、シ

ロアリ腸内微生物は高濃度の酢酸環境中で生存しており、さらに酢酸は巣内の日和見感染

菌に対する抑制物質として働くことが明らかになった。したがって、環境中の微生物が他の

微生物の抑制に用いていた酢酸を、シロアリが腸内での共生を始める際に栄養物質として

転用した、というシナリオが考えられる。また、本章におけるデータからシロアリが巣内の

日和見感染菌に対して腸内の酢酸濃度を高め、防衛することが示唆された。原生生物を持つ

シロアリのうちセラチア菌に暴露された処理区では、セラチアに暴露されていない処理区

と比較して高い腸内酢酸濃度を示した（図 2.2）。このことは、効果はコロニー依存的ではあ

るものの、シロアリの腸内に侵入したセラチア菌が腸内酢酸濃度の上昇を引き起こしたこ

とを示唆している。この結果をもたらす要因として、セラチア菌の生産する化学物質が①腸

内微生物の酢酸生成を促進した、②シロアリの酢酸吸収を抑制した、もしくはその化学物質

によって③シロアリが肛門食の頻度を抑えて酢酸を腸内に貯蔵したことが考えられる。こ

の結果が一方のコロニーのみで見られた背景としては、先行研究でも示されていたように

コロニーにおける腸内微生物群集の違いが原因だろう(Boucias et al. 2013; Scharf et al. 2017)。

また、GM+/S−処理区において腸内原生生物の総量についてもコロニー間で異なることを明

らかにした。だが酢酸濃度は逆の傾向を示したため、原生生物の総量のみで酢酸濃度は説明

されないことも明らかになった。どのようにシロアリ腸内微生物が巣内日和見感染菌に応

答するのか、さらにそのコロニー間差がなぜ生じるかということに関してはさらなる研究

が必要であろう。 

社会性昆虫は共生微生物を病原菌からの防衛に用いることが知られている。例えばイ

エシロアリは巣の壁上に抗菌物質を生産する放線菌を棲まわせている(Chouvenc et al. 2013)。

また近年、腸内微生物が病原菌に対する防衛に貢献していることが明らかになった。ヤマト

シロアリと同属である Reticulitermes flavipes においては、腸内微生物の除去によりセラチア

菌と昆虫病原菌のメタリジウムの感染率が上がることが知られている(Veivers et al. 1982; 
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Sen et al. 2015)。ネバダオオシロアリの腸内微生物は β-1,3-グルカナーゼを(Rosengaus et al. 

2014)、R. flavipes の腸内微生物はアミド加水分解酵素(amidohydrolase 2)を生産(Peterson and 

Scharf 2016a)することによって病原菌からの防衛に貢献している。本章においては、シロア

リ腸内微生物が個体免疫に加えて日和見感染菌の巣内での抑制にも貢献していることを明

らかにした。さらに腸内微生物の生産する酢酸がその機能に貢献していることを明らかに

した。腸内微生物がセラチア菌を抑制するメカニズムについては、酢酸による抑制の他にも、

栄養をめぐる競争(Stecher and Hardt 2008)やニッチの占有(Stecher and Hardt 2011)、宿主の免

疫の強化(Ivanov et al. 2009)が考えられる(Peterson and Scharf 2016b)。また、腸内微生物によ

って生産された物質が体外に排出されてセラチア菌を抑制することもありうるだろう。シ

ロアリは多くの種の微生物と腸内で共生しているが、その群集がどのように宿主の防衛に

貢献をするかということについてはさらなる研究が必要となるだろう。 

  シロアリ腸内微生物群集は宿主の生存に必須である栄養を供給している (Brune and 

Dietrich 2015)。この群集の大きな特徴としては原生生物とバクテリアの複雑な相互作用であ

ろう。この腸内微生物群集の多様性や組成は個体やコロニーによって大きく変わり(Cook 

and Gold 1998; Lewis and Forschler 2004)、環境要因やコロニーの状況によっても左右される

(Inoue et al. 1997; Shimada et al. 2013; Inagaki and Matsuura 2016; Lo Pinto et al. 2016)。近年のメ

タゲノム解析技術の発達により微生物群集の網羅的解析が可能になりつつある(Brune 2014)。

さらに遺伝子発現や代謝産物の網羅的解析技術についてもめざましい発展を遂げている

(Scharf 2015)。これからのシロアリと腸内微生物の相互作用研究を進めるうえではこのよう

な網羅的解析に加えて、宿主と微生物の相互作用について栄養のみならず社会免疫、コロニ

ー状況、環境要因などの観点からも微生物群集動態を調べていく必要があるだろう。 
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付録 巣内酢酸量の定量 

本章の付録においては、巣内の酢酸量定量の結果を示す。方法としてはまず 2.2 節と同

様に抗生物質を与えてネバダオオシロアリの擬職蟻から腸内微生物を除去した。腸内微生

物除去個体とコントロールの個体を 2 匹一組にしてろ紙を敷いたシャーレ内で 1 週間飼育

した。ろ紙を取り出して重量を測り、85μL の蒸留水を加えて撹拌した。液中の酢酸濃度を

2.2 節と同様に、キットを用いて蛍光強度を測定することで求め、酢酸の絶対量を算出した。

その後にろ紙を凍結乾燥機(EYELA FREEZE DRYER FD-1000, Tokyo Rikakikai, Tokyo, Japan)

を用いて乾燥させて、ろ紙の重量を計測し、測定前のろ紙の含水量を求めた。酢酸の絶対量

とろ紙の含水量からろ紙上の酢酸濃度を算出した。 

図 2.4 ろ紙上、巣内の酢酸量 

左から腸内微生物を持つ個体、腸内微生物を持たない個体を飼育したろ紙上の酢酸濃度、巣

材の酢酸濃度。ろ紙上の酢酸濃度を比較した。エラーバーは標準誤差を表す。Welch’s t-test, 

t = 3.31, df = 4.04, P = 0.0292 

 

その結果、腸内微生物を持つネバダオオシロアリはろ紙上に酢酸を散布していた。だが、そ

の量は 0.3mM と非常に少なく、セラチア菌の抑制には不十分であった。さらに巣材からは

酢酸は検出されなかった。よって腸内微生物の生産する酢酸は主に腸内においてセラチア
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菌の抑制効果を発揮していることが考えられる。酢酸は揮発性の物質でありその場にとど

めておくことが困難であるため、主に腸内で抑制効果を発揮しているのだろう。先行研究で

はシロアリのフンにおいても抗菌タンパクが含まれることが明らかになっている

(Rosengaus et al. 2014)。腸内微生物によって生産されたそれぞれの物質の特性によって、ど

の場で効果を発揮するかが異なるのかもしれない。 
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第 3章 ヤマトシロアリにおけるカースト特異的腸内微生物群集 

 

3.1 ヤマトシロアリにおけるカースト・性特異的腸内原生生物群集 

3.1.1 はじめに 

多くの動物は体内で多様な微生物と共生している(Ley et al. 2008)。腸内における共生微

生物群集は多様であり、宿主の成長や行動、免疫などに影響を与えることが知られている

(Rodrigues et al. 2010; Heijtz et al. 2011; De Palma et al. 2015)。逆に、宿主の生理状況や環境要

因は腸内微生物群集に影響することが知られている(De Filippo et al. 2010; Muegge et al. 2011; 

Priya et al. 2012)。それだけではなく、宿主の性も腸内微生物群集の組成に影響することが知

られており、哺乳類(Markle et al. 2013; Gomez et al. 2015; Shastri et al. 2015)、魚類(Bolnick et 

al. 2014)や昆虫(Menasria et al. 2014)で近年研究が進められている。腸内微生物群集の性差は

腸の pH(Feldman and Barnett 1991; Prewett et al. 1991; Freire et al. 2011)、ホルモン(Markle et al. 

2013)、免疫(Restif and Amos 2010; Schomburg et al. 2010)の性差に起因すると考えられている。

このように、宿主と腸内微生物の相互作用は種内で一様ではなく、性によっても異なること

が明らかになってきたことで、宿主の性と共生微生物の関係は近年注目されてきている。 

相利共生の最もよく知られる例として下等シロアリと腸内原生生物の関係がある

(Cleveland 1923)。原生生物群集はシロアリの種特異的であることが知られている(Kirby 

1937; Honigberg 1970)。両者は絶対共生関係にあり、腸から原生生物を抜いた状態ではシロ

アリは 3～4 週間しか生きることができず(Cleveland 1923; Andrew 1930)、シロアリを飢餓状

態に置くと原生生物は減少していく(Hu et al. 2011)。これまでのシロアリと原生生物の研究

ではおもに木材の消化や栄養の生産機能に着目されてきた(Ohkuma and Brune 2011)。原生生

物のカースト間差(Cook and Gold 1998; Lewis and Forschler 2004)、コロニー間差(Cook and Gold 

1999)、季節に伴う変化(Lo Pinto et al. 2016)、創設後の変化(Shimada et al. 2013)が研究されて

いるが、これらは宿主の餌の変化が原生生物群集の違いをもたらした結果であると解釈で

きる。社会性の膜翅目とは異なり、雌雄ともに労働に従事するシロアリにおいて、共生微生
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物群集の性差が存在するのだろうか。そもそもこれまで、シロアリのワーカーは不妊である

ため、その性差にはほとんど着目されてこなかった。一部の高等シロアリにおいてはワーカ

ーの雌雄で外部形態が大きく異なるため、行動や生理的な性差に着目されているが(Haifig et 

al. 2011; Toga et al. 2016)、外部形態に大きな差のない下等シロアリでは行動的・生理的性差

に関する研究は少なく(Mitaka et al. 2016; Toga et al. 2016)、化学受容体において非繁殖カース

トでの性差が知られるにとどまっている(Mitaka et al. 2016)。そこで本研究では、ヤマトシロ

アリ Reticulitermes speratus において繁殖虫と非繁殖カーストの原生生物群集を、性差という

観点から調べた。 

ヤマトシロアリの共生原生生物は 8 属 13 種が記載されている(Kitade 2007)。本研究で

は Pyrsonympha spp. (Pyrsonympha grandis、P. modesa)、Dinenympha exilis、D. parva、D. leidyi、

Dinenympha spp. (D. rugosa 、 D. porteri) 、 Trichonympha agilis 、 Teranympha mirabilis 、 

Holomastigotes elongatum を Kitade(2007)に従って判別した。それ以外の原生生物は「small 

protozoa (Trichomonas sp.、Hexamastix sp.、Microjoenica sp.)」としてカウントした(図 3.1.1)。  
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図 3.1.1 ヤマトシロアリで観察される原生生物 

上から(a)Pyrsonympha spp.、(b)Dinenympha exilis、(c)D. parva、(d)D. leidyi、(e)Dinenympha spp.、

(f)Trichonympha agilis、(g)Teranympha mirabilis、 (h)Holomastigotes elongatum、(i)small protozoa  

 

 

 

 

50μm 
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3.1.2 方法 

シロアリの採集 

  ヤマトシロアリの成熟コロニーを 6 コロニー(A-F)、島根(A)、京都(B、C)、愛媛(D)、広

島(E、F)から採集した。樹種はそれぞれマツ(G、H)、スギ(A、C)、ヒノキ(B)であった。創設

王と二次女王、ワーカー、兵アリを取り出し、実験に用いた。さらにワーカーのみのコロニ

ーを 6 つ（G-L）京都から採集した。ワーカーと兵アリは腹板の腹部末端節の観察により雌

雄を判別した(Zimet and Stuart 1982)。 

 

原生生物のカウント、ワーカーの腸の重量測定 

  コロニーA-F から取り出した各カーストの腸内原生生物の個体数を数えた。それぞれの

コロニーにおいて創設王、二次女王 5 匹、ワーカーと兵アリの雌雄それぞれ 5 匹ずつ用い

た。各個体の生重量を測定し、腸をピンセットで取り出した。腸は 0.45%の塩化ナトリウム

水溶液 100µl 中に入れ、ピンセットを用いて細かく引き裂いた。そこから 20µl を取り出し

て血球計算盤(C-chip hemocytometer; NanoEntek, Korea)に流し入れた。血球計算盤上の 16 区

画から 2 区画をランダムに選び、その中の原生生物数を数えた。原生生物の種判別は Kitade 

(2007)を参考にし、Pyrsonympha spp. (P. grandis and P. modesa)、 Dinenympha exilis、 D. parva、 

D. leidyi、 Dinenympha spp. (D. rugosa and D. porteri)、 Trichonympha agilis、 Teranympha 

mirabilis、 Holomastigotes elongatum、の 8 種と、small protozoa (Trichomonas sp.、Hexamastix 

sp.、Microjoenica sp.)の計 9 タイプの個体数を数えた。血球計算盤上の 2 マスは 0.4µl に相当

するので、以下の数式を用いてシロアリ 1 匹当たりの原生生物個体数を推定した[カウント

した原生生物個体数×サンプルを入れた塩化ナトリウム水溶液の体積(100µl)]/[原生生物を

カウントした区画の体積 (0.4µl)] (Lewis and Forschler 2004; Hu et al. 2011)。コロニーG-L か

ら取り出したワーカーの生重量を測定し、腸を取り出した後に腸以外の部位の生重量を測

定した。生重量から腸以外の重量の値を差し引くことで腸の重量を算出した。 
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統計解析 

A-F コロニーにおいて原生生物個体数にカースト間（ワーカー、兵アリ、二次女王、創

設王）、性間で違いがみられるかどうかを二元配置の分散分析を用いて調べた。その後に、

ワーカーと兵アリのそれぞれにおいて総原生生物量と各原生生物種の量がコロニーと性に

よって異なるかどうか、交互作用がみられるかどうかを調べるために以下の解析を行った。

原生生物の個体数を応答変数に、生重量、コロニー、性の効果とコロニーと性の交互作用を

説明変数に、quasi-Poisson 分布を仮定した GLM を用いた。各説明変数の効果が有意だった

かを調べるために尤度比検定を用いた。またワーカーにおいて各原生生物種の存在割合が

コロニーと性によって異なるかどうか、交互作用がみられるかどうかを調べるために以下

の解析を行った。原生生物の割合を応答変数に、生重量、コロニー、性の効果とコロニーと

性の交互作用を説明変数に、quasi-binomial 分布を仮定した GLM を用いた。各説明変数の効

果が有意だったかを調べるために尤度比検定を用いた。G-L コロニーのワーカーにおいて腸

の重量がシロアリの生重量、コロニー、性にどのように影響されるかを調べるために、腸の

重量を応答変数に、生重量、コロニー、性とそれぞれの交互作用を目的変数にとった重回帰

分析を行った。統計解析は R.3.2.2 を用いて行った。 

 

 

3.1.3 結果 

原生生物量解析 

ワーカーと兵アリの推定原生生物総個体数は 1 匹当たりそれぞれ 94833.3 ± 3871.2 (平

均値±標準誤差、N = 60)と 39309.3 ± 1596.2 (N = 59)であった(図 3.1.2)。創設王(N = 6)と二次

女王(N = 30)には原生生物が全く存在しなかった。原生生物個体数には有意なカースト間差

が見られたが性差は見られず、交互作用も有意ではなかった(two-way ANOVA, caste: F2 = 

264.18, P < 0.001, sex: F1 = 0.013, P = 0.91, caste × sex: F2 = 0.63, df =2, P = 0.53, 図 3.1.2)。ワー
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カーにおいて原生生物総量にはコロニーと性の交互作用がみられた(GLM, 尤度比検定, 𝜒5
2 

= 11.84, P = 0.037, 図 3.1.3)。一方で兵アリには有意な性差、コロニーと性の交互作用は見ら

れなかった(GLM, 尤度比検定, sex: 𝜒1
2 = 1.76, df =1, P = 0.185; colony × sex: χ2 = 2.18, df =5, P 

= 0.82)。 

 

 

  

図 3.1.2 ヤマトシロアリにおける原生生物総個体数のカースト間差 

縦軸は推定個体数を、横軸は各カーストを表す。白が雄、黒が雌を表す。エラーバーは標準

誤差を表す。 
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原生生物種ごとの傾向としては、ワーカーで 3 種において有意な性差が見られ、性とコ

ロニーの交互作用は 3 種において有意であった。性差がみられた種は D. leidyi (GLM, 尤度

比検定, 𝜒1
2 = 10.23, P = 0.0014)、 T. mirabilis (GLM, 尤度比検定, 𝜒1

2 = 8.59, P = 0.0034)、small 

protozoa (GLM, 尤度比検定, 𝜒1
2 = 5.84, P = 0.016)であった。コロニーと性の交互作用がみら

れた種は Pyrsonympha spp. (GLM, 尤度比検定, 𝜒5
2  = 18.07, P = 0.0029)、Dinenympha spp. 

(GLM, 尤度比検定, 𝜒5
2 = 17.57, P = 0.0035)、T. mirabilis (GLM, 尤度比検定, 𝜒5

2 = 32.25, P < 

0.001)であった。兵アリにおいては D. leidyi のみで有意な性差が見られた(GLM, 尤度比検定, 

𝜒1
2 = 6.16, P = 0.0131)が、コロニーと性の交互作用はどの種でも見られなかった(GLM, 尤度

比検定, 𝜒5
2 = 1.97–10.08, P = 0.073–0.853)。 

 それぞれのコロニーにおいては、ワーカーでは B、C コロニーにおいて原生生物総個体

数の性差がみられた(GLM, 尤度比検定, Holm correction, B: 𝜒1
2 = 19.54, P < 0.001, C: 𝜒1

2 = 

8.98, P = 0.0137, others: 𝜒1
2 = 0.0016–2.94, 図 3.1.3)。コロニーC では Pyrsonympha spp.の個体

数において性差が見られ(GLM, 尤度比検定; colony C: 𝜒1
2  = 40.06, P < 0.001; others: 𝜒

1
2  = 

0.108–5.98; 図 3.1.3)、コロニーB では D. exilis において(GLM, 尤度比検定, Holm correction; 

𝜒
1
2 = 7.62, P = 0.035; others; 𝜒

1
2 = 0.005–5.762, 図 3.1.3)、コロニーF では T. agilis において性

差が見られた(GLM, 尤度比検定, Holm correction, 𝜒
1
2 = 8.39, P = 0.004; others: 𝜒

1
2 = 0.373–

2.139, 図 3.1.3)。兵アリにおいては、Pyrsonympha spp.ではどのコロニーにおいても性差は見

られなかった(GLM, 尤度比検定, Holm correction, 𝜒
1
2 = 0.17–4.50, 図 3.1.3)。 

コロニーDにおいてD. exilisの個体数の性差が見られ(GLM,尤度比検定, Holm correction; 

𝜒
1
2 = 7.38, P = 0.04; others: 𝜒

1
2 = 0.114–2.834; 図 3.1.3)、コロニーF において T. agilis の個体

数の性差が見られた(GLM, 尤度比検定, Holm correction; 𝜒
1
2 = 13.61, P = 0.001; others: 𝜒

1
2 = 

0.00002–1.211; 図 3.1.3)。 

ワーカーの腸の重量においてはコロニーと性の交互作用が見られ(linear model, F-test; 

colony × sex: F5,120 = 4.00, P = 0.002, 図 3.1.5)、また生重量とは正の相関を持ち(linear model, 
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F-test; weight: F1,120 = 79.36, P < 0.001)、コロニーごとに有意に異なる結果となった(linear 

model, F-test; colony: F5,120 = 2.74, P = 0.022)。一方で性差は有意ではなかった(linear model, F-

test; sex: F1,120 = 1.92, P = 0.169)。重量とコロニー、重量と性、および重量とコロニーと性の

交互作用は有意ではなかった(linear model, F-test; weight × colony: F5,120 = 1.53, P = 0.185, 

weight × sex: F1,120 = 0.45, P = 0.502, weight × colony × sex: F5,120 = 0.47, P = 0.80)。 

 

原生生物の種組成 

ワーカーにおいて、原生生物種の割合は Dinenympha spp.で最も高く、D. exilis、D. parva、

D. leidyi、Pyrsonympha spp.、H. elongatum、small protozoa、T. agilis、T. mirabilis の順に高い

割合を占めていた。ワーカー全体において原生生物種の割合の平均（±標準誤差）は割合の

高いものから 47.93 ± 1.31、33.56 ± 1.28、6.18 ± 0.37、4.07 ± 0.39、2.91 ± 0.20、2.38 ± 0.14、

2.12 ± 0.20、0.76 ± 0.09、0.08 ± 0.02%であった(N = 60)。 

原生生物の種組成においてもコロニー間差とコロニー内における性差が見られた(図

3.1.4)。ワーカーにおける各原生生物種の存在割合をコロニー、性間で比較したところ、有

意な性差が D. parva (GLM, 尤度比検定, 𝜒
1
2 = 6.29, P = 0.012)、D. leidyi (GLM, 尤度比検定, 

𝜒
1
2 = 16.44, P < 0.001)、T. mirabilis (GLM, 尤度比検定, 𝜒

1
2 = 7.41, P = 0.006)、small protozoa 

(GLM, 尤度比検定 ratio test, 𝜒
1
2 = 6.51, P = 0.011)においてみられた。またコロニーと性の交

互作用は Pyrsonympha spp. (GLM, 尤度比検定, 𝜒
5
2 = 18.90, P = 0.002)、T. agilis (GLM, 尤度

比検定, 𝜒
5
2 = 12.08, P = 0.034)、T. mirabilis (GLM, 尤度比検定, 𝜒

5
2 = 33.90, P < 0.001)におい

て有意であった。兵アリにおいては、どの原生生物種においても性差、コロニーと性の交互

作用も見られなかった(GLM, 尤度比検定, sex: 𝜒
1
2 = 0.06–3.23, P = 0.07–0.80, colony × sex: 𝜒

1
2 

= 2.08–9.73, P = 0.08–0.84)。 
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図 3.1.3 ヤマトシロアリのワーカー、兵アリにおける原生生物種ごとのコロニーごと性間比

較 

縦軸はシロアリ１個体あたりの原生生物の推定個体数、横軸はコロニーを表し、白が雄、黒

が雌を表す。ワーカー(a, b, c, d)と兵アリ(e, f, g, h)における Pyrsonympha spp. (a, e)、Dinenympha 

exilis (b, f)、Trichonympha agilis (c, g)、総原生生物量(d, h)の性間比較。エラーバーは標準誤

差を表す。*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, Holm 補正を行った。  
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図 3.1.4 コロニーごとの原生生物組成の性間比較 

縦軸は割合、横軸はコロニーを表し、それぞれのコロニーにおいて左が雄、右が雌のワーカ

ーを表す。 

 

 

3.1.4 考察 

本研究によって初めてワーカーの持つ原生生物量と割合にコロニー依存的な性差が見

られることが分かった。雄の方が雌よりも原生生物を多く持つコロニーもあれば、その一方

で逆の傾向を示すコロニーもみられた(図 3.1.3)。原生生物の種によってもその傾向は異な

り、雄に多く見られる種や雌に多く見られる種もみられた(図 3.1.3)。ワーカーにおいては原

生生物 9 種中 5 種が個体数において有意な性差もしくはコロニーと性の交互作用を示し、

割合において 6 種が有意な性差もしくはコロニーと性の交互作用を示した。よってワーカ

ーはコロニー、性によって異なる原生生物群集を持つといえる。宿主の餌の違いは原生生物

群集の違いを生み出す。そのためコロニー(Cook and Gold 1999)やカースト間(Cook and Gold 

1998; Lewis and Forschler 2004)において原生生物群集が異なることが知られている。本研究
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は同じ餌を食べていると考えられているワーカーにおいてはじめて原生生物群集の性差を

発見したものである。 

兵アリにおいては D. leidyi のみで性差がみられたが他の原生生物種においては性差が

見られなかった。この原因としては、兵アリはワーカーから肛門食によって餌を摂取する

(Cleveland 1925; Su and La Fage 1987)ために餌の影響を直接的に受けにくいことが考えられ

る。ワーカーの性によって肛門食の内容物や頻度は大きく偏らないのではないのだろうか。

また兵アリはワーカーと異なり繁殖虫に分化することがない(Roisin and Korb 2011)ために生

理的な性差が少ないことも原因と考えられる。 

本研究で明らかになったワーカーの持つ原生生物群集のコロニー依存的性差の原因は

いくつか挙げられる。その一つとして個体の腸の大きさ（重量）が原生生物の総量に大きく

関係するだろう。本研究において、ヤマトシロアリのワーカーの腸の重量は雌の体サイズが

大きいという性的二型(Matsuura 2006)に従わないことが明らかになった(図 3.1.5)。腸の重量

のコロニー依存的性差は原生生物総量のコロニー依存的性差が生じる原因の一つであるこ

とが考えられる。腸の重量のコロニー依存的性差の原因は遺伝子型や環境要因であること

が考えられるが、本節の研究からは明らかになっていない。腸の重量だけでなく遺伝子発現

や化学的性質、機能などの面から腸について調べることでその原因が明らかになるだろう。

また、無脊椎動物においては宿主の餌が腸内微生物に与える影響が性によって異なること

が分かっている(Bolnick et al. 2014)。それに加えて、ホルモンや免疫には性差があり(Restif 

and Amos 2010; Schomburg et al. 2010; Markle et al. 2013)、それが腸内微生物に影響する

(Cleveland 1949; Engel and Moran 2013)ことで腸内微生物の性差が生じることもありうる。ま

たコロニー間の、例えば気候や樹種、材の腐朽具合はコロニー間の餌の状態の違いを生み出

す。そのため、本研究で明らかになった原生生物群集のコロニー依存的性差は餌の影響の性

非対称性もしくは免疫やホルモンの性差に起因することが考えられる。 

 多くの動物において、腸内微生物が宿主の行動(Heijtz et al. 2011; Cryan and Dinan 2012; 
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De Palma et al. 2015)、ホルモン分泌(Shin et al. 2011; Storelli et al. 2011)、免疫(Engel and Moran 

2013)、巣仲間認識(Matsuura 2001; Kirchner and Minkley 2003; Minkley et al. 2006)などに影響

することが知られている。シロアリにおいても、原生生物群集の性差がこれらの上で述べた

行動や生理的性差につながることが考えられる。だが原生生物群集を構成するそれぞれの

種の役割としては木材の消化や栄養の生産(Ohkuma and Brune 2011)以外にはよくわかって

いない。原生生物種と群集が環境要因やシロアリの性に対してどのように応答し、逆にシロ

アリの個体や社会にどのように影響するかを明らかにするにはさらなる研究が必要であろ

う。本研究によって、シロアリの非繁殖カーストにおいても性の重要性が示唆された。この

現象の原因とその結果引き起こされる現象について研究することでシロアリにおける宿主

と共生微生物の関係により深く迫ることができるだろう。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.1.5 ワーカーの腸重量のコロニー、性間比較 

縦軸は腸の重量、横軸はコロニーを表し、白が雄、黒が雌のワーカーを表す。エラーバー

は標準誤差を表す。重回帰分析、weight: P < 0.001, weight × colony; weight × sex; weight × 

colony × sex: P > 0.05 
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3.2 ヤマトシロアリにおける腸内バクテリア群集のカースト間比較 

3.2.1 はじめに 

多くの動物の腸内にはバクテリアが生息しており、餌の消化や栄養の生産、免疫機能へ

の貢献、さらに行動や神経発達にも影響を与えていることが知られている(Ley et al. 2008)。

腸内には多様な細菌群集が存在していることが一般的に知られている。腸内に存在する細

菌群集はニッチを占有することで病原性微生物の増殖を抑制する働きがあることが知られ

ている(Engel and Moran 2013)。よって細菌は群集として腸内に存在することで宿主に利益を

もたらす。一方で特定の細菌種の機能にも注目が集まっている。例えばビフィズス菌の一種

が分泌した酢酸が宿主の細胞に取り込まれ、免疫機能を促進することが知られている

(Fukuda et al. 2011)。また、乳酸菌の仲間の多くは腸内環境を整える働きがあるとされ、胃腸

炎に対する薬剤としての効用が示されている(Shornikova et al. 1997)。このように、腸内細菌

は群集としても、それぞれの種単体としても宿主に大きな影響を与える。 

シロアリの腸内共生微生物として代表的なものに原生生物とバクテリアがある。原生

生物は下等シロアリと呼ばれる比較的祖先的なグループで見られるが、高等シロアリと呼

ばれる、派生的なシロアリ科では失われている(Ohkuma and Brune 2011)。一方でバクテリア

はどの分類群においても腸内に共生している。下等シロアリにおいては、原生生物の体内・

体表面に共生しているバクテリアと、遊離しているものが知られている。原生生物共生バク

テリアは宿主である原生生物と物質の交換を行い、木材消化のプロセスにも大きく関与す

る(Hongoh et al. 2008)。遊離バクテリアは窒素固定や、還元的酢酸生成に大きく貢献してい

ることが知られている(Breznak et al. 1973; Leadbetter et al. 1999)。特にスピロヘータ門に属す

る細菌はシロアリの腸内から多く単離され、重要な役割を担っていると考えられている

(Leadbetter et al. 1999)。高等シロアリにおいてはその腸内細菌組成は種ごとに大きく異なり、

土食や草食、キノコ食といった多様なそれぞれの食性を支えていると考えられている。特に

キノコ栽培を行う高等シロアリの仲間では、シロアリ、キノコ、腸内細菌がそれぞれ分担し
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て草本や木材の消化を担っていることが明らかになっている(Poulsen et al. 2014)。腸内の細

菌はそれぞれのシロアリの食性を反映しているが、シロアリ同種内ではそれぞれのカース

トはどのような細菌を有しているのだろうか。それぞれのタスクに適したような微生物を

持っているのだろうか。 

  前節での研究によりヤマトシロアリでは王・女王は全く腸内原生生物を持たず、ワーカ

ー、兵アリのみが持つことが明らかになった。それぞれのカーストにおいて、腸内細菌群集

は大きく異なることが予測される。これまでの研究において、繁殖虫の持つ腸内微生物には

ほとんど着目されてこなかった(Cook and Gold 1998; Lewis and Forschler 2004; Benjamino and 

Graf 2016)。ヤマトシロアリを用いて王・女王を含めた個体の腸内細菌を調べることで、繁

殖虫という、シロアリにおいて最も重要な繁殖を担う個体を支える共生微生物を明らかに

する第一歩となるだろう。 

本節において、ヤマトシロアリのそれぞれのカーストが持つ腸内細菌叢を明らかにす

るために、イルミナ社の次世代シーケンサーMiSeq 用いて 16SrRNA 遺伝子に着目した細菌

群集解析を行った。得られた結果から細菌群集ネットワークを構築し、解析を行うことで繁

殖虫特異的な細菌を明らかにした。さらに、特に顕著な傾向を示した王・女王特異的細菌に

ついては、TA クローニングを用いて 16SrRNA 遺伝子の全長を得て、系統解析を行った。 

 

3.2.2 材料と方法 

シロアリ 

2018 年 5 月に滋賀県においてヤマトシロアリのコロニーを 2 つ(TI016, TI017)採集し、

王、女王、ワーカー、兵アリを取り出した。それぞれの位置情報は以下のとおりである。

TI016: 緯度 35.07806°, 経度 136.08299°, TI017:緯度 35.07411°, 経度 136.08719°。ワーカ

ーと兵アリについては腹部先端の形態をもとに雌雄に分けた(Zimet and Stuart 1982)。創設王

1 匹、二次女王 5 匹、ワーカーのオス 5 匹、メス 5 匹、兵アリのオス 4 匹、メス 4 匹をコロ
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ニーから取り出して使用した。まず滅菌水で体表を軽く洗浄した後に頭部を切り離し、腹部

の先をピンセットでつまんで全腸を取り出した。取り出した腸については 0.6mL チューブ

に入れて－80℃で保管した。 

 

DNA 抽出とシーケンシング 

保存した腸について、PowerSoil DNA isolation Kit(MO BIO Laboratories Inc., Carlsbad, CA, 

USA)を用いて、プロトコルに従って DNA 抽出を行った。抽出した DNA について、16S rRNA

を タ ー ゲ ッ ト と し た 細 菌 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー ( フ ォ ワ ー ド ： 5'-

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3’ 、リバー

ス： 5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC)

を用いてアンプリコン PCR を行った。増幅領域は 16S rRNA の V3-V4 領域で、約 550bp で

ある。1 サンプルにつきゲノム DNA を 2.5μL、1μM フォワード、リバースプライマーをそ

れぞれ 5μL、2×KAPA HiFiHotStart ReadyMix (KAPA Biosystems, Wilmington, WA, USA)を

12.5μL 混合して PCR 反応液を作成した。PCR 条件は以下の通りである。95℃で 3 分間変性

処理し、その後、95℃で 30 秒（変性）、55℃を 30 秒（アニーリング）、72℃を 30 秒（伸長

反応）の処理を 25 サイクル繰り返したのちに 72℃で 5 分間処理した。次に AMPure 

XP(Beckman Coulter, Pasadena, CA)ビーズを用いて PCR 産物の精製を行い、遊離プライマー

とプライマーダイマーを取り除いた。次に、増幅した遺伝子配列にインデックス配列および

シーケンスアダプターを付加するためにインデックス PCR を行った。2ndPCR の反応液は

アンプリコン PCR 産物 5μL、NexteraXT インデックスプライマー1(N7xx) (Illumina, San Diego 

CA)を 5μL、NexteraXT インデックスプライマー2(S5xx)を 5μL、2×KAPA HiFiHotStart 

ReadyMix を 25μL、ミリ Q を 10μL 含んでいた。PCR 条件は以下の通りである。95℃で 3 分

間変性処理し、その後、95℃で 30 秒（変性）、55℃を 30 秒（アニーリング）、72℃を 30 秒

（伸長反応）の処理を 8サイクル繰り返した後に 72℃で 5分間処理した。産物を再びAMPure 
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XP ビーズを用いて精製した。得られた PCR 産物を、東京工業大学の本郷研究室において

MiSeq を用いて 16SrRNA 配列のシーケンシングを行った。 

 

シーケンシングデータ解析 

得られた 16S のリードについてのデータを、統計解析ソフト R のパッケージ DADA2

を用いて解析した。DADA2(Callahan et al. 2016)を用いることでそれぞれのリードを 1 塩基

レベルで区別することができる。それぞれの細菌遺伝子配列は ASV(Amplicon sequence 

variant)と呼ばれる。本研究においては 1 ASV を 1 OTU(Operational taxonomic unit)としてバ

クテリアの種の基準として扱った。得られた各OTUについて、細菌データベース Silva (Quast 

et al. 2013; https://www.arb-silva.de/) を用いて種を決定した。得られた OTU について、まず

真核生物や古細菌として判定されたものを除去した。次に、サンプルごとの低頻度出現 OTU、

すなわち、各サンプルのリード総数に対して 0.1%未満の OTU を除去した。次にサンプルご

とのリード数を合計 1000 になるように希釈化(rarefaction)を行った。得られた細菌群集デー

タについて、各個体から検出された OTU 数とシンプソンの多様度指数について、ペアワイ

ズ U 検定を用いて 2 コロニーのカースト間で比較した。シンプソンの多様度指数 D につい

ては以下の式を使用した。 

𝐷 = 1 − ∑ 𝑝𝑖
2

𝑆

𝑖=1

 

ここで S は群集に含まれる OTU 数で、pi は種 i の個体数が、群集の全個体数に占める割合

である。この値は群集の種多様性が高いほど 1 に近づく。 

また、各カースト・コロニーにおける腸内細菌群集をネットワークの構築・

PERMANOVA・NMDS(非計量多次元尺度法)を用いて比較した。PERMANOVA, NMDS につ

いては統計解析ソフト R 3.5.1(R core team 2018)のパッケージ vegan を用いて行った。ネット

ワークの構築については R のパッケージ igraph を用いてデータを生成した後に GePhi 

0.9.2(Bastian and Heymann 2009)を用いてネットワークを描画した。 

https://www.arb-silva.de/
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繁殖虫特異的バクテリアの系統解析 

  用いたコロニーのうち 1 コロニー(TI016)において、顕著に王、女王に特異的に優占し

ている細菌の配列がみられた。その細菌配列は 16S rRNA 配列の V3-V4 領域のみでは分類

群が不明であったため、16SrRNA の全長配列を得て系統解析を行った。手法としては TA ク

ローニングを用いた。まず、コロニーTI016 の二次女王の腸の抽出 DNA に対して 16SrRNA

をターゲットとしたプライマーを用いて PCR を行った。使用プライマーは Forward: 27F-Mix 

5’ –AGRGTTTGATYMTGGCTCAG-3’, Reverse: 1390R 5’ –ACGGGCGGTGTGTACAA-3’ であ

った。反応液は合計 20μL で、2.5mM dNTP Mix 1.6μL, 10×Ex-taq buffer 2.0μL, 10μM Primer 

mix 2.0μL, Ex taq 0.1μL, DNA template 1.0μL, ミリ Q 13.3μL を含んでいた。反応サイクルは

94℃ 3 分の後に 94℃ 30 秒、60℃ 30 秒、72℃ 1 分 50 秒を 30 サイクル、72℃で 10 分処理し

た。次に産物を電気泳動にかけて、ゲルを切り出した。FAST gene ゲル/PCR 抽出キット

(NIPPON Genetics, Tokyo, Japan)を用いて切り出したゲルから DNA を回収した。次に pGEM-

T-Easy-Vector-Systems(Promega, Madison, WI, USA)を用いてライゲーションを行った。

2×Rapid Ligation buffer 5μL, pGEM-T Easy Vector 1μL, T4 DNA Ligase 1μL, PCR products(2 サン

プル使用、TI016 King: 23.8ng/μL を 5μL, TI016 SQ: 45.2 ng/μL を 3μL 加えた)を含む反応液を

混合して 4℃で一晩インキュベートした。次に、大腸菌の形質転換(トランスフォーメーシ

ョン)を行った。まず大腸菌 Escherichia coli JM109 コンピテントセル(Takara, Tokyo Japan)に

上記の反応液を全量加えて、氷上に 20 分置いた。42℃、50 秒でインキュベートした後に

SOC solution を 90μL 加えて 37℃で 1 時間 30 分インキュベートした。遠心して大腸菌を底

に集めて上澄みを捨て、0.1M TPTG10μL と 20mg/mL X-GAL20μL を混合した。LB 寒天培地

を用意し、培地上に 10mg/mL のアンピシリン 100μL を播き、反応液を 50μL 播いた。37℃

で一晩インキュベートし、培地を冷蔵庫で保管した。寒天培地上に増殖したコロニーのうち、

白色のものを選んでほかの LB 培地に打ちし、ライブラリーの作成を行った。残りについて

colony direct PCR を行い、産物の長さを確認した。産物の電気泳動結果から 1500bp 近くの
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バンドを示すものを選び、ライブラリーから菌体を取り出して 200μL の 100mg/mL アンピ

シリンを含む 20ｍL の LB 培地内で一晩培養した。次に、アルカリ SDS 法を用いて大腸菌

内のプラスミドを取り出した。次に BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems, UK)を用いて 16SrRNA 遺伝子の増幅を行い、得られた産物についてジェネティ

ックアナライザーを用いて配列を決定した。 

  得られた配列について MEGA-X(Kumar et al. 2018)を用いて系統解析を行った。

NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)のデータベースをもとに最尤推定法を用いて系統樹を作

成した。 

 

3.2.3 結果 

シーケンシングの結果 

MiSeq を用いたアンプリコンシーケンスの結果、得られたリード数は合計 559759 リー

ド、OTU は 2576 得られた。ここから低頻度のものを除去し、1 サンプル当たり 1000 リー

ドとなるように希釈化を行い、解析した。最終的に用いられた OTU は 1132 であった。細菌

の遺伝子配列データベース Silva との照合の結果、942 OTU がバクテリアとして検出された。

17 門が検出され、その中でも Firmicutes 門、Spirochaetota 門、Bacteroidota 門、Proteobacteria

門、Actinobacteriota 門、Elusimicrobiota 門の多様性が高かった。属ごとのリード数では、

Treponema 属、Deslfovibrio 属、Endomicrobium 属、Pseudomonas 属が多く検出された。 

カーストごとの OTU 数は大きく異なり(図 3.2.1)、ワーカー、兵アリは多くの細菌を持

っていたが繁殖虫は比較的少ない傾向にあった。特にコロニーTI016 についてはその傾向が

顕著にみられ、中には検出された OTU が 1 種のみである女王も見られた(図 3.2.1)。カース

ト・コロニーにおける細菌ネットワーク構築の結果、兵アリとワーカーは多くの腸内細菌を

共有しているのに対して、王・女王は特有の細菌を多く持つことが分かった(図 3.2.2)。 

それぞれの個体で見られた細菌群集をコロニー、カースト、性、コロニーとカーストの

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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交互作用を説明変数に取った多変量解析(PERMANOVA)により比較したところ、カースト、

コロニーの効果と、カーストとコロニーの交互作用が有意に検出された (PERMANOVA, 

caste: F2 = 15.4, P < 0.001, colony: F1 = 11.0, P < 0.001, caste × colony: F2 = 7.3, P < 0.001)。一方

で性の効果は有意にみられなかった(PERMANOVA, F2 = 1.2, P = 0.25)。NMDS(非計量多次元

尺度法)の結果、どちらのコロニーにおいても王、女王は顕著にワーカーや兵アリと異なる

細菌群集を持つことが明らかになった(図 3.2.3)。王と女王を除いたワーカー、兵アリのみで

の解析の結果、コロニー、カーストごとに細菌群集が大きく異なっていた (図 3.2.3)。 

  腸内細菌ごとの相対量については、両コロニーのワーカー、兵アリは多様な微生物を腸

内に持っていたのに対して、王と女王は非常に少ない種の細菌に優占されている傾向がみ

られた。特に TI016 コロニーにおいて顕著であり、王も女王も 1 種の細菌(OTU 0)が優占し

ていた。一方で TI017 においては王において Pseudomonas 属細菌が優占していたが、女王に

おいては共通の優占種はみられず、TI016 よりも多様性は高い傾向にあった(図 3.2.3, 3.2.4) 

 

王・女王特異的細菌の系統解析 

  王と女王特異的細菌の系統解析の結果、OTU 0 はスピロヘータ門に属していることが

明らかになった(図 3.2.5)。だが、既知種のクレードには属しておらず、シロアリ腸内から単

離されるような細菌とも近縁ではなかった。最も近縁であった種はイスラエルの塩田に生

息するアルテミアの腸内から単離された未培養の細菌(Tkavc et al. 2011)であった。 
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図 3.2.1 カーストごとの腸内細菌の多様性 

上のグラフは各サンプルにおいて検出された OTU 数を、下のグラフは Simpson の多様性指

数を表している。箱ひげ図の中央の太線は中央値を表す。箱の最上端は第 3 四分位数，箱の

最下端は第 1 四分位数をあらわす。外れ値((第 1 四分位数-1.5*(第 3 四分位数-第 1 四分位数))

以上もしくは(第 3 四分位数+1.5*(第 3 四分位数-第 1 四分位数))以下)をプロットで示した。

異なるアルファベットは有意差(ペアワイズ U 検定、Holm correction, P < 0.05)を表す。 
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図 3.2.2 腸内細菌ネットワーク 

灰色の丸は腸内細菌の OTU を表し、青丸はワーカー、橙色の丸は兵アリ、黄色は二次女王、

黒丸は王を表す。丸同士を結ぶ線は、その腸内細菌が各カーストから検出されたことを示し

ており、検出個体が増えるほど線は太くなる。 
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図 3.2.3 カーストごとの腸内細菌群集の比較 

NMDS（非計量多次元尺度法）の結果を示している。赤色がコロニーTI016、水色がコロニ

ーTI017 を示す。黒丸が王、白丸が二次女王、黒四角がオスワーカー、白四角がメスワーカ

ー、黒三角がオス兵アリ、白三角がメス兵アリを表す。(A)全てのカーストを含めた結果と、

（B）ワーカー、兵アリのみの結果を示す。(B)についてはコロニーTI017 のメスワーカーに

おいて極端な外れ値を示したため除外した。 
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図 3.2.5 王・女王特異的細菌の系統的位置 

TI016 コロニーの王、女王の腸内に優占していた腸内細菌(OTU 0：TI016Rep)について系統

解析を行った結果を示す。配列は NCBI データベースより、スピロヘータ門に属する各属の

細菌から 1000bp 以上の配列が記載されているものから選んだ。値はブートストラップ値を

示す。NCBI の Accession No.と種名を記している。 
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3.2.4 考察 

本節の研究により、ヤマトシロアリの腸内細菌群集はカースト・コロニー特異的である

ことが明らかになった。王・女王はワーカー、兵アリと比べて少ない種数の腸内細菌を持っ

ていた。これは、ワーカーや兵アリには原生生物の共生バクテリアが多く含まれており、さ

らに環境中から細菌を多く取り込むためであると考えられる。兵アリは直接木材を摂取し

ないが、ワーカーからの肛門食を受ける(Cleveland 1925; Su and La Fage 1987)ことで腸液に

含まれる環境中の微生物も受け取っていると予測される。コロニーの特異性が強く出た理

由としては、それぞれの巣の環境の違いが挙げられる。3.1 節では腸内原生生物については

どのコロニーでも保有する種は同様であったが、細菌についてはコロニーごとに共通の種

もあればそれぞれに特有の種もあった(図 3.2.2, 3.2.3, 3.2.4)。よって、ヤマトシロアリ腸内細

菌は祖先からの垂直伝播により得られた種と環境中から水平伝播により得た種が混在して

形成している群集であることが言える。 

  本節において、TI016 コロニーから王、女王特異的細菌を特定した。これはスピロヘー

タ門に属する新規の細菌であった。このことは、これまでに明らかになってこなかった、腸

内細菌の新規機能の存在を示唆している。例えば、繁殖に対して何らかの貢献をしているこ

とが考えられる。さらに、最も近縁な種が節足動物の未培養腸内細菌であったことから、環

境中からでなくシロアリ腸内に特異的な種であることも示唆された。また、割合はわずかな

がらもワーカーと兵アリもこの細菌を有していた。このことから、新しく分化した女王がこ

の細菌をワーカーから受け取り、腸内で増殖させていることが考えられる。 

一方で TI017 コロニーからは王、女王特異的な細菌は検出されなかった。王で

Pseudomonas 属の細菌が多く検出されたが、この細菌は環境中からも多く単離されるもので

あるため、シロアリ腸内特異的であることは考えにくい。本節で用いた２つのコロニーは地

理的に近い位置に存在していたが、繁殖虫における腸内細菌叢は大きな違いがみられた。コ

ロニーごとに繁殖虫の持つ細菌が大きく異なる理由は不明であるが、コロニーのサイズや
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年齢が関係しているかもしれない。 

  シロアリの巣は創設王と創設女王の二匹から始まる(Nutting 1969)。創設ペアは腸内原

生生物、バクテリアを持っており、採餌と子育てを 2 匹で行う。創設コロニーから成熟コロ

ニーに至るまで、今回見られたような微生物群集のカースト特異的パターンはどのように

形成されるのだろうか。今回、一部のワーカーからも繁殖虫特異的細菌が検出されたことか

ら、羽アリにおいても繁殖虫特異的細菌を持っていることが予測される。そのようなそれぞ

れのカースト特異的細菌をどの段階で各カーストに再配分するのだろうか。シロアリはコ

ロニーの成熟過程において多くの種からなる群集から数種を取り出してそれぞれの個体で

培養するシステムを持つと考えられる。そのメカニズムを明らかにすることで新たな微生

物培養技術の開発にもつながるのではないだろうか。 
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3.3 ヤマトシロアリにおける繁殖虫分化時の原生生物量変動 

3.3.1 はじめに 

多くの動物において腸内微生物との共生関係が知られている。腸内微生物は宿主の消

化や栄養獲得に大きく貢献するだけでなく、行動や神経発達にも強い影響を与えることが

明らかになりつつある。腸内微生物と宿主の関係は宿主の生活史を通して必ずしも一定で

はないことが分かってきている。宿主の成長に伴って摂取する餌や腸の形態、生理特性が変

化することによってそこに生息する細菌群集も次第に変化していくことが知られている

(Jašarevi et al. 2016)。一方で腸内微生物が必須である宿主は生活史を通じて共生微生物を維

持するメカニズムを持つだろう。例えばカメムシの一種では腸内にポケット状の構造を持

ち、そこに多くの共生細菌を棲まわせていることが知られている(Ohbayashi et al. 2015)。腸

内微生物群集の変化を宿主の生活史を通して追うことで両者の関係をより詳細に明らかに

することができるだろう。 

腸内微生物と宿主との共生関係の中でもシロアリは腸内微生物と絶対共生関係にある

ことが知られている(Cleveland 1923; Andrew 1930)。シロアリは木材の消化を共生微生物に依

存し、共生微生物もシロアリの腸内でしか生存できないものがほとんどである(Cleveland 

1923; Andrew 1930)。そのため、シロアリにとって共生微生物を腸内で維持し続けることは

非常に重要であることが考えられる。だがその一方で、シロアリ巣内には腸内微生物をほと

んど持たない個体も存在することが明らかになった。3.1 節、3.2 節の研究によって、ヤマト

シロアリの王と女王はワーカーや兵アリとは大きく異なった腸内微生物群集を持ち、特に

原生生物は全く持っていないことが明らかになった。このことは、成熟コロニーにおいて王

と女王は木材の消化を完全にワーカーに依存し、繁殖に専念していることを意味している。

このカースト特異的な腸内原生生物量のパターンはどのように生じるのだろうか。王はも

ともと羽アリであり、コロニーから分散し、巣を新しく創設する。この際に木材を消化して

栄養を得る必要があり、腸内原生生物をもとの巣から運んでくる必要がある。もともと原生
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生物を持っていた王はいつ原生生物を失うのだろうか。Shimada et al (2013)により、コロニ

ー創設 1 年後の、ワーカーが十分に存在する時期にほとんどの原生生物を失うことが明ら

かになっている。これは多くのワーカーが存在することで木材の消化を彼らに依存し、自ら

は繁殖に専念するようになったためだと考えられる。一方で、女王はどの時期に原生生物を

失うのだろうか。 

ヤマトシロアリは Two-way 型の繁殖経路を持ち、ワーカー経路と繁殖経路が存在する

（第 1 章シロアリの生活史及びカースト分化参照）。ワーカー経路はワーカーもしくは兵ア

リとしての発生経路であり、一生を繁殖せずに終える。いっぽうで繁殖経路に入った個体は

ニンフと呼ばれる。ニンフはその中から羽アリとなって巣から飛び立ち、新たな巣を創設し

て繁殖を行う個体と、巣内で繁殖虫の跡継ぎとして二次王、二次女王となる個体が存在する。

ヤマトシロアリにおいては野外のコロニーの多くが 1 匹の創設王と複数の二次女王からな

る(Yashiro and Matsuura 2014)。ニンフから二次女王に分化し、繁殖を行うまでのどの時期に

原生生物を失うのだろうか。原生生物量とカースト分化の時期を合わせて解析することで

ニンフが木材の消化をやめ、ワーカーに依存する時期が明らかになるだろう。 

本節において、繁殖というタスクと原生生物量の関係を明らかにするために、メスのニ

ンフの繁殖虫分化に伴う原生生物量の変動を追った。ヤマトシロアリのニンフはウィング

パッドと呼ばれる特殊な中胸、後胸背板の構造を有しており、ワーカーと容易に識別できる。

通常ニンフはコロニー内では繁殖虫への分化は女王フェロモンにより抑制されているが、

巣から単離することで繁殖虫に分化させることができる。そこでコロニーからニンフとワ

ーカーを取り出して、飼育装置内での分化実験を行った。性成熟の度合は卵巣の長さを測定

し、また産卵の有無についても明らかにした。 
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3.3.2 方法 

シロアリ 

2018 年 9 月に京都においてヤマトシロアリのコロニーを二つ採集し、ワーカーと 3 齢

のニンフを取り出した。30 ㎜シャーレに不織布とろ紙を敷き、蒸留水で適度に湿らせた。

それぞれのコロニーについて、1 シャーレあたりワーカー100 匹とオスまたはメスのニンフ

1 匹を入れて、25℃、全暗条件で飼育し、毎日観察した。 

 

解剖 

ニンフが繁殖虫に分化する際、体色の変化がみられる(図 3.3.1)ため、目視で繁殖虫へ分

化した日を知ることができる。それぞれのニンフについて分化日を明らかにし、その中から

ランダムに分化当日、分化一週間後、二週間後のタイミングで繁殖虫を取り出した。繁殖虫

を取り出したシャーレについてはワーカーをオス 3 匹、メス 3 匹取り出した。取り出した

個体については、頭部を切断した後に腸を取り出して原生生物の観察を行った。取り出した

腸を 100μL の 0.45%塩化ナトリウム水溶液中に入れてピンセットで裂いた後にペッスルで

撹拌し、20μL 取り出して血球計算版(C-chip hemocytometer; NanoEntek, Korea)に入れて倒立

顕微鏡(Leica DMIL LED)で観察し、原生生物の数を測定した。同様の操作をコロニーから取

り出したニンフについても行った。繁殖虫とニンフについては腸を取り出した後のサンプ

ルから卵巣を取り出した。その長さについて画像解析ソフト ImageJ を用いて測定した。コ

ロニーごとに各処理区から 5 個体の繁殖虫を回収した。ニンフが分化する前にワーカーが

繁殖虫分化した場合は、その都度取り出して除去した。 
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3.3.3 結果 

メスニンフから繁殖虫への分化にかけて、腹部が肥大化していき、卵巣は次第に長くな

った(図 3.3.1, 3.3.2)。さらに分化後 1 週間から成熟した卵も卵巣内に見受けられた。原生生

物量に関しては、繁殖虫分化時の脱皮の際にほとんどを失い、その後は全く持っていなかっ

た（図 3.3.2）。一方でワーカーのもつ原生生物量はニンフの繁殖虫分化の際にも変化しなか

った(GLM, LRT, quasi-poisson 仮定, 𝜒3
2= 2.94, P = 0.40)。産卵は分化後 2 週間後から観察され

た。 

 

  

図 3.3.1 メス生殖虫の性成熟 

(A)左からメスニンフ、繁殖虫分化時、分化後一週間、二週間経過後の個体。(B)メスニンフ、

繁殖虫分化時、分化後一週間、二週間経過後の卵巣。1、2 週間後には成熟した卵がみられ

る。バーは 1cm。 
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図 3.3.2 繁殖虫分化に伴う卵巣サイズ及び原生生物量の変動 

横軸は左からメスニンフ、繁殖虫分化時、分化後 1 週間、分化後 2 週間。(A)卵巣サイズの

変動を示す。 (B)腸内原生生物総量の変動を示す。エラーバーは標準誤差。異なるアルファ

ベットは有意差を表している(Tukey’s HSD after ANOVA, P < 0.05)。 

 

3.3.4 考察 

本節の結果から、ヤマトシロアリにおけるメスニンフは卵生産の開始時以前の、繁殖虫

分化の際の脱皮時に原生生物を失い、そのままの状態を維持するということが明らかにな

った（図 3.3.2）。繁殖虫分化時に、木材の消化は周囲のワーカーに完全に依存するようにな

ったことが考えられる。分化後から卵巣は徐々に発達していっていた（図 3.3.1）が、この

成長に必要な栄養についてもワーカーからの給餌に依存していることが考えられる。 
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  繁殖虫に分化した直後については、ほぼ原生生物を持たなかったが一部の個体ではわ

ずかに有していた。この理由としては以下の二つが考えられる。分化直後は肛門食を引き続

き受けたために原生生物が後腸に侵入したため、もしくは脱皮を一部の原生生物がやり過

ごしたためと考えられる。シロアリの原生生物は脱皮のたびに失われるが、長翅型のニンフ

が羽アリへと脱皮をする際のみ原生生物が一部残ることが報告されている(Nalepa 2017)。こ

のことが同様にニンフから繁殖虫への脱皮の際に起こったことが考えられるが、巣内にと

どまって繁殖を行う女王の腸内にとどまることは原生生物にとって利益がほとんどないた

め、後者の可能性は低いことが推測される。 

繁殖虫に分化する前のニンフには原生生物が一定量存在していたことから、分化前の

ニンフはワーカー的形質を持つ、つまり木材消化に従事していることが考えられる。分化時

に原生生物を完全に持たなくなるということは、分化直後から繁殖虫として周囲のワーカ

ーに扱われることが考えられる。つまり、ワーカーからの給餌物やグルーミング頻度などに

変化がみられるのではないだろうか。さらに女王フェロモンの分泌についてもこの時期に

変化することも考えられる。分化直後の繁殖虫や周囲のワーカーの行動、化学物質について

も調べることで腸内原生生物を失った背景についても明らかにできるだろう。 

  シロアリは自身の腸内に微生物を持つことで酢酸などの一部の物質を取り込むことが

できるといわれている。繁殖虫が、利益のある原生生物をすぐさま失うのはなぜだろうか。

その理由の一つとして、繁殖器官を発達させるうえでのコストが考えられる。腹部の膨満に

従い、女王の腹部は卵巣で満たされていく。このスペースを確保するには早急に腸内から微

生物を排し、後腸を小さく保つ必要があるのではないだろうか。シロアリにおいて腸内共生

原生生物は利益をもたらす存在であり、そのコストについてはこれまで全く着目されてこ

なかったが、共生関係の維持や崩壊を議論する上ではなくてはならないものであるだろう。  
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第 4章 シロアリ初期コロニーにおける腸内原生生物量の変動 

 

4.1 同性ペアとの比較 

4.1.1 はじめに 

 多くの生物にとって、胞子や種子、羽アリといった分散体の定着は生活史において重要

な期間である。分散体は多くの場合、限られた栄養を用いて新たな生息地に定着する必要が

ある(Bonte et al. 2012)。分散体の持つ資源が限られることの背景として以下の二つが挙げら

れる。まず、分散体の生産数とサイズのトレードオフがある(Lack 1954; Smith and Fretwell 

1974; Roff 1992; Leishman et al. 2009)。これは、親の持つ資源が限られるため多くの分散体を

生産する場合には一つ当たりのサイズ、つまり持つ資源が少なくなる。もう一つはサイズと

飛翔能力のトレードオフである。特に風散布を行うような分散体では重量が小さいほど遠

くに散布される(Levin et al. 2003; Bonte et al. 2012; Clobert et al. 2012)。例えば、タンポポのよ

うに風散布を行うような植物は非常に軽量な種子を多く生産する(Levin et al. 2003)。社会性

昆虫の羽アリにおけるサイズもこれらの選択圧の元で進化してきたことが考えられる。 

シロアリにおいて、羽アリは一夫一妻のペアのみでワーカーの助けなしに巣を創設す

る(Nutting 1969; Nalepa and Jones 1991; Shellman-reeve 1997)。創設虫は腸内微生物により木を

消化するだけでなく、繁殖や子育てに従事する。このような状況においては、羽アリは木材

消化や繁殖のための資源を多く持つことが有利になるだろう。実際に、体サイズの大きい羽

アリは生存率やコロニー創設成功率が高いことが知られている(Matsuura and Nishida 2001; 

Chouvenc 2019)。だが、木材消化や繁殖に用いる資源は分散のための飛翔をするうえで重荷

となるだろう。そのため羽アリはワーカーよりも非常に少ない量の腸内原生生物を持ち

(Cook and Gold 1998; Lewis and Forschler 2004; Benjamino and Graf 2016)、繁殖器官も小さいま

まである(Watson 1972; Afzal and Salihah 1985; Dean and Gold 2004; Shimada and Maekawa 2010; 

Shimada et al. 2013)。分散後は、羽アリは飛翔の制約から解放され、巣の構築や採餌、繁殖、

子育てといったコロニー創設における様々なタスクに従事し始める。彼らは限られた資源
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を用いて、どのようにこれらのタスクをこなし、コロニーを創設するのだろうか。 

ヤマトシロアリ（Reticulitermes speratus）において、新しいコロニーは主に雌雄ペアに

よって創設される。この一夫一妻のペアに加えて、同性ペア（メス同士、オス同士）によっ

てもコロニー創設が行われることが明らかになっている(Kusaka and Matsuura 2018)。メス同

士のペアにおいては、メスは単為生殖によって子孫を残すことができる (Matsuura and 

Nishida 2001)。一方でオス同士のペアにおいては他コロニーとの融合時にそのコロニーのオ

スを殺して巣を乗っ取ることで自らの子孫を残すことが知られている(Mizumoto et al. 2016)。

メス同士のペアにおいては一夫一妻のペアよりも多くの卵を生産するが、雄同士のペアで

は卵は全く生産されない。このように繁殖スケジュールが大きく異なる 3 つのペアを比較

することによって、シロアリの創設虫がどのように栄養を得て、それをどこに配分するかを

明らかにすることができるだろう。 

本節においてはヤマトシロアリのオスメス、メス同士、オス同士のペアにおける繁殖ス

ケジュール、腸内微生物の変動、栄養配分パターンを明らかにした。原生生物量の変動は定

量 PCR を用いて行い、栄養量の変動と卵や幼虫数の変動と合わせて解析を行った。さらに

創設虫の栄養分配パターンを明らかにするために、体のパーツ（頭、胸、腹）ごとのタンパ

ク質・脂質量を調べた。 

 

 

4.1.2 材料と方法 

シロアリ 

2016 年 4 月に、京都市内においてヤマトシロアリのコロニーを１つ採集した。羽アリ

を取り出して雌雄を分け、湿らせた不織布を敷いたシャーレ上に置いた。翅はシロアリ自身

によって、もしくはピンセットを用いることで外した。それぞれの羽アリを用いてオスメス、

メス同士、オス同士のペアを作成し、餌として褐色腐朽材培地（セルロース：褐色腐朽材粉
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末=1:1）を詰めた 15ｍL の遠沈管内に入れた。遠沈管は全暗、25℃で保管した。コロニー創

設後 1 週間ごとにオスメスを 5 ペア、メス同士を 3 ペア、オス同士を 3 ペアランダムに選

び、巣を取り出して卵と幼虫の数を測定した。それぞれの創設虫については体重を測ったの

ちに腸を取り出し、体のパーツを頭、胸、腹に分けた。腸は 0.6mL チューブに入れて－20℃

で保存し、体についてはパーツごとに 20μL の PBS(136.89 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 8.10 mM 

Na2HPO4, 1.47 mM KH2PO4)に入れ、－20℃で保管した。同様の操作を雌雄 5 匹ずつの羽ア

リについても行った。ペアの取り出しはコロニー創設後 1～12、24 週後に行った。 

 

原生生物定量 

本節の研究においては、ヤマトシロアリに生息する原生生物（第 3 章参照）のうち、パ

ラバサリア門に属する原生生物をターゲットとしたユニバーサルプライマーを用いて、定

量 PCR 法により定量を行った。パラバサリア門に属する原生生物のうち、Trichonympha agilis

と Teranympha mirabilis は特に大型であることが知られており(Koidzumi 1921; Kitade 2007)、

T. agilis については木材消化に大きく貢献していることが明らかになっている(Hongoh et al. 

2008)。まず、－20℃で保管している腸のサンプルから、PowerSoil DNA Isolation Kit (MO BIO 

Laboratories Inc., Carlsbad, CA, USA) を用いて DNA 抽出を行った。定量 PCR においてはパ

ラバサリア門原生生物の 18Sリボソーマル RNA をターゲットとしたユニバーサルプライマ

ーを用いた。このプライマーは先行研究においてヤマトシロアリの同属別種である

Reticulitermes flavipes の原生生物定量に用いられており、シロアリの DNA やバクテリアの

DNA では増幅しないことが明らかになっている(Benjamino and Graf 2016)。このプライマー

の 配 列 は Para361F-5'CGCGAAACTTACCCACTCG-3' と Para510R-

5'TTACCGCAGCTGCTGGC-3'となっている。定量 PCRは以下の組成で行った：10μLの Power 

SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, UK)、0.4 µL の 10 µM フォワード、リバー

スプライマー、7.2 µL の ミリ Q、2 µL の DNA テンプレート。反応は StepOnePlus real-time 
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PCR system (Applied Biosystems)を用いて、95°C (10 分)、40 サイクルの 95°C (30 秒)、64°C 

(30 秒)、72°C (30 秒)のサイクルで行った。それぞれのサンプルの Ct 値(Cycle threshold)は増

幅フェーズに測定した。PCR 後に 60℃～90℃における乖離曲線を作成し、非特異的増幅の

有無を確認した。それぞれの反応において、9.004、90.04、900.4、9,004 コピーの DNA を含

むサンプルを用いて Ct 値と DNA のコピー数の検量線を作成し、各サンプルの DNA コピー

数を推定した。得られたデータは StepOne software を用いて解析した。エラーの出たサンプ

ルや解離曲線が複数ピークを示したサンプルについては再度測定を行った。再測定後にも

エラーの出た４サンプルについては解析から除去した（メスの羽アリ、3 週後のメス同士ペ

アのメス、12 週後のオスメスペアのオスとメス同士ベアのメス）。 

 

タンパク質・脂質量の定量 

羽アリと創設虫において、それぞれの体のパーツ（頭・胸・腹）のタンパク質と脂質量

を測定した。まず PBS 内のサンプルをペッスルを用いて破砕し、遠心を行った(10,000rpm、

5 分、4℃)。次に Bradford Protein Assay Kit (TaKaRa, Tokyo, Japan)を用いてタンパク質を測定

した。まず 4μL の上澄みと 200μL のブラッドフォード液を混合し、分光光度計(Multiskan FC, 

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)を用いて波長 595nm の吸光度(OD595)を測定した。タ

ンパク質の希釈系列（0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000 μg/mL）を用いることで OD595 とタンパ

ク質量の検量線を作成した。サンプルの残りの液については、Lipid Quantification Kit

（Colorimetric, Cell Biolabs Inc., San Diego, CA, USA）を用いて脂質量を測定した。まず、サ

ンプルに 18M の硫酸を混合して 90℃10 分でインキュベートした。次にバニリン液と混合

し、37℃で 15 分インキュベートした。分光光度計を用いて 540nm の吸光度を測定すること

により、不飽和脂肪酸量を測定した。脂質の希釈系列（0, 39, 78, 156, 313, 625, 1250, 2500 

mg/dL）を用いて吸光度との検量線を作成し、サンプル液の脂質濃度を測定した。それぞれ

の体のパーツにおけるタンパク質、脂質の量について算出した。 
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統計解析 

それぞれのペアにおいて、原生生物量への週の効果をクラスカルウォリス検定を用い

て調べた。同性内の異なるペア間において生重量、タンパク質総量、脂質総量について t 検

定を用いて比較した。それぞれの体のパーツにおけるタンパク質、脂質量について、創設後

の時間（週）の効果を線形回帰により調べた。オスメスペアにおいては、性の効果と性と週

の交互作用についても調べた。これらの解析は統計ソフト R 3.5.1(R core team 2018)を用いて

行った。 

 

 

4.1.3 結果 

繁殖スケジュールと原生生物量の変動 

オスメス、メス同士、オス同士のどのペアにおいても原生生物量は週ごとに異なってい

た(Kruskal-Wallis rank-sum test; male in MF, χ2
13 = 49.4, P < 0.001; female in MF, χ2

13 = 48.9, P < 

0.001; FF, χ2
13 = 46.7, P < 0.001; MM, χ2

13 = 53.2, P < 0.001, 図 4.1.1)。どのペアにおいても、創

設後５，６週において原生生物量が上昇し、7 週後には急速に減少していた(図 4.1.1)。メス

同士のペアはオスメスペアと比べて産卵量が多く、オス同士では全く産卵はみられなかっ

た(図 4.1.1)。オスメス、メス同士のペアにおいて幼虫の孵化は 6週後から見られた(図 4.1.1)。 
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図 4.1.1 ヤマトシロアリのオスメス、メス同士、オス同士創設ペアにおける繁殖スケジュー

ルと腸内微生物の変動 

(A)ヤマトシロアリにおける 3 タイプの創設ペア。左からオスメス、メス同士、オス同士。

(B)各ペアにおける原生生物量（上）と卵・幼虫量（下）の変動。原生生物量は週ごとに異

なっていた(Kruskal-Wallis rank-sum test, P < 0.001)。黒の逆三角形は原生生物パルスのタイミ

ングを示している。下のグラフにおいて、黄色と灰色のプロットはそれぞれ卵、幼虫を表す。

エラーバーは標準誤差を表す。（C）本節の研究において着目した、パラバサリア門の原生生

物。 
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生重量と栄養量の変動 

オスメスペアのそれぞれの性について、生重量とタンパク質、脂質の総量について同性

ペアとの比較を行った。コロニー創設後 10 週目から 24 週目にかけて、オス同士ペアの個

体の重量がオスメスペアのオスよりも重くなっていた(T-test, Holm correction, P < 0.05, 図

4.1.2)。一方でメス同士ペアの個体とオスメスペアのメスでは差がみられなかった(図 4.1.2)。

コロニー創設後 9 週目から 24 週目にかけて、タンパク質、脂質の総量がオス同士ペアの個

体においてオスメスペアのオスよりも多くなっていた(T-test, Holm correction, P < 0.05, 図

4.1.2)。メス同士ペアの個体とオスメスペアのメスでは、コロニー創設後 4 週目においてタ

ンパク質量がオスメスペアのメスで多くなっていた以外は、タンパク質、脂質共に有意な差

はみられなかった(図 4.1.2)。 

 

創設虫における資源配分パターン 

オスメスペアにおいて、雌雄の創設虫の各パーツ（頭・胸・腹）におけるタンパク質量

は減少傾向にあった(ANOVA; head, β = –0.12 ± 0.037, mean ± SE, F1 = 11.50, P < 0.001; thorax β 

= – 0.57 ± 0.071, mean ± SE, F1 = 65.46, P < 0.001; abdomen, β = – 0.44 ± 0.077, mean ± SE, F1 = 

31.83, P < 0.001, 図 4.1.3)。胸部におけるタンパク質量はメスよりもオスのほうが多かった

が(ANOVA; F1 = 4.02, P = 0.047, 図 4.1.3)、頭部と腹部については雌雄間で有意な差はみられ

なかった(ANOVA; head, F1 = 0.027, P = 0.87; abdomen, F1 = 0.053, P = 0.82, 図 4.1.3)。オスメ

スペアのタンパク量において、どのパーツについても週と性の交互作用はみられなかった

(ANOVA; head, F1 = 0.27, P = 0.60; thorax, F1 = 1.46, P = 0.23; abdomen, F1 = 0.71, P = 0.40, 図

4.1.3)。メス同士のペアにおいても、各パーツにおけるタンパク質量は減少傾向にあった

(ANOVA; head, F1 = 12.5, P < 0.001, β = – 0.20 ± 0.06, mean ± SE; thorax, F1 = 52.0, P < 0.001, β = 

– 0.60 ± 0.08; abdomen, F1 = 13.9, P < 0.001, β = – 0.40 ± 0.10, 図 4.1.3)。 
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図 4.1.2 創設虫における体重と資源量の推移 

創設虫における生重量（上部）、タンパク質量（中部）、脂質量（下部）を、雌雄それぞれに

ついてオスメスペアと同性ペアにおいて比較した。左からオス間比較、メス間比較の結果を

示しており、それぞれのグラフにおいて青丸もしくは赤丸はオスメスペアを、白塗りのプロ

ットは同性ペアのデータを表している。各週においてペアと単独飼育において比較を行っ

た(T-test, Holm correction, *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001)。エラーバーは標準誤差を表す。 
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一方でオス同士のペアにおいては、体のどのパーツにおいてもタンパク質量は増加傾向に

あった(ANOVA; head, F1 = 12.0, P < 0.001; β = 0.22 ± 0.06, mean ± SE; thorax, F1 = 60.2, P < 0.001, 

β = 0.49 ± 0.06; abdomen, F1 = 122.6, P < 0.001, β = 1.23 ± 0.11, 図 4.1.3)。 

脂質量については、オスメスペアの個体の頭と腹においては週の効果はみられなかっ

た(ANOVA; head, F1 = 0.086, P = 0.77; abdomen, F1 = 1.48, P = 0.23, 図 4.1.3)。頭部と胸部の脂

質量はメスのほうがオスよりも有意に多かった(ANOVA; head, F1 = 11.2, P = 0.0012; abdomen, 

F1 = 4.54, P = 0.035, 図 4.1.3)。オスメスペア個体の胸部の脂質量においては、性と週の交互

作用が有意であった(ANOVA; F1 = 9.35, P = 0.0027, 図 4.1.3)。つまり、メスの胸部の脂質量

は増加傾向にあったが、オスにおいてはほぼ一定であった(female, β = 5.29 ± 1.2; male, β = 

0.78 ± 0.83, 図 4.1.3)。メス同士ペアにおいては、胸部の脂質量は増加傾向にあったが、頭部

と腹部の脂質量は週に伴った変化の傾向はみられなかった(ANOVA; head, F1 = 3.35, P = 0.07; 

thorax, F1 = 23.6, P < 0.001, β = 5.88 ± 1.2, mean ± SE; abdomen, F1 = 0.07, P = 0.79, 図 4.1.3)。

オス同士ペアの個体においては、体の各パーツにおける脂質量は増加傾向にあった

(ANOVA; head, F1 = 5.82, P = 0.018, β = 1.06 ± 0.44; thorax, F1 = 63.1, P < 0.001, β = 10.37 ± 1.30; 

abdomen, F1 = 17.00, P < 0.001, β = 7.65 ± 1.86, 図 4.1.3)。 
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図 4.1.3 創設虫における資源配分パターンの推移 

創設虫の頭・胸・腹における(A)タンパク質量、(B)脂質量を示す。上からオスメス、メス同

士、オス同士ペアを表し、左から頭、胸、腹についてのデータである。オスメスペアにおい

て、青丸はオスを、赤丸はメスを表す。それぞれのデータにおいて、週の効果が有意であっ

た場合(P < 0.05)に線形回帰直線を示している。オスメスペアにおける胸部の脂質について

は週と性の交互作用が有意であったためオスの回帰直線を青、メスの回帰直線については

赤でそれぞれ示した。 
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4.1.4 考察 

本節において、シロアリの繁殖スケジュール、腸内微生物の変動、資源分配パターンの

統合的解析を初めて行った。さらに、腸内原生生物量の急激な上昇と減少（以後、原生生物

パルスと呼ぶ）がオスメス、メス同士、オス同士の全てのペアで同時に起こることを見出し

た（図 4.1.1）。幼虫の生まれないオス同士のペアにおいては原生生物パルス後にタンパク質、

脂質量がともに増加していた（図 4.1.2）ことから、原生生物パルスは創設虫に栄養を提供

していることが考えられる。一方で幼虫の存在するオスメスやメス同士のペアにおいては、

タンパク質、脂質量共に減少していた（図 4.1.2）ことから、パルスによって得た栄養を幼

虫に与えていたことが考えられる。また、本節の結果から創設虫は体の各パーツに蓄えた栄

養分を繁殖に用いていることが示唆された。オスメス、メス同士のペアにおいて、頭・胸・

腹のタンパク質量は創設後から減少していた一方で、オス同士のペアでは増加していた（図

4.1.3）。特に、オスメス、メス同士ペアにおける胸部タンパク質の減少は飛翔筋の消化を反

映していることが考えられる(Light and Weesner 1955; Nutting 1969)。また、オスメス、メス

同士ペアにおいて脂質量の部位特異的変動を見出した。その一方でオス同士のペアでは脂

質量はどの部位においても単調増加していた（図 4.1.3）。よって、本節の研究によって、シ

ロアリの創設虫は貯蔵栄養と腸内微生物を繁殖スケジュールに応じてコントロールし、使

用していることが示唆された。 

  ヤマトシロアリにおいて、オス同士のペアにおいても適応的利益が存在する。Mizumoto 

et al. (2016)において、創設コロニーが融合する際にオス同士のペアは融合先のオスを殺して

メスを乗っ取ることで子を残す機会を得ていることが示されている。さらに、ペアのオスの

生存率は単独オスよりも高く、2 年以上は生存できることが飼育コロニーにおいても確認さ

れている。コロニー融合が頻繁に起こらない状況下においても、オス同士でペアを組むこと

は有利に働く。というのも、天敵による捕食圧が非常に高いため、ペアのメスを探して野外

を歩き回ることは死亡リスクが高いからである(Mizumoto et al. 2016)。そのため、オス同士
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ペアの個体において体重を増加させ、栄養を多く得ること（図 4.1.2）はコロニー融合後の

オスとの闘争において有利に働くだろう。 

オスメスペアのオスは幼虫への給餌に貢献しているが、オス同士のペアには幼虫が存

在しない。よって、創設後 24 週目におけるオス同士のペアとオスメスペアのタンパク質・

脂質量を比較することで創設初期のオスの繁殖投資量を明らかにすることができる。本節

における結果から、オスメスペアのオスは 58.7μg のタンパク質と 423.8μg の脂質を幼虫に

投資していることが明らかになった。これは、それぞれオスの羽アリの 1.16 匹と 1.58 匹分

に相当する。つまり創設虫による投資量は羽アリが初期に持つ栄養量を大きく上回ってお

り、このことは腸内微生物による栄養の獲得が創設初期における繁殖投資において大きな

役割を担うことを表している。 

原生生物パルスは創設虫にとって大きな利益をもたらすだろう。その一方で、腸内微生

物群集にとっては大きなボトルネックをもたらすことになることが考えられる。原生生物

パルス以外にも、成熟コロニーからの群飛の際にも腸内微生物群集にはボトルネックがか

かるだろう(Cook and Gold 1998; Lewis and Forschler 2004; Benjamino and Graf 2016)。こうした

ボトルネックは通常、生物種の減少につながる(Barrett and Kohn 1991; Wisely et al. 2002; 

Dlugosch and Parker 2008a, b)。だが、同種のシロアリの腸内原生生物はほぼ同様の種構成で

あることが知られている(Kitade 1993; Kitade et al. 2012, 2013)。このことはシロアリ腸内にお

いて種構成を保存するような仕組み、例えば負の頻度依存選択などのメカニズムが存在し

ていることを示唆している。よって、シロアリと腸内微生物の共生系は生物多様性の維持メ

カニズムを明らかにする上でも良い系となりうるだろう。 
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付録 卵の発生に伴った栄養量の推移 

本付録において、ヤマトシロアリの卵の発生に伴ったタンパク質量・脂質量の推移につ

いて示す。まず、研究室内で維持した成熟コロニーから卵を取り出した。卵は先行研究の基

準をもとに、実態顕微鏡を用いて発生段階ごとに5ステージに分けた(Matsuura and Kobayashi 

2007)。それぞれのステージの卵を 25 個ずつ回収して 5 個ずつにわけ、重量を測定した。

PBS をそれぞれのチューブに加えて、タンパク質・脂質量を上記と同様にして測定し、卵 1

個当たりのタンパク質・脂質量を算出した。 

図 4.1.4 卵の発生に伴った資源量の変化 

一卵当たりの(A)タンパク質・(B)脂質量を示す。横軸は卵の発生ステージを表している。エ

ラーバーは標準誤差を表し、異なるアルファベットは有意に異なることを示す(Tukey’s HSD 

after ANOVA, P < 0.05)。 

 

  結果、産卵直後のステージ I の卵は 1 個あたり 2.41 ± 0.11 µg のタンパク質、16.00 ± 0.82 

µg の脂質を持っていた(図 4.1.4)。これらはメス羽アリの持つタンパク質の 4.44%、脂質量

の 6.23%に相当する。メスの羽アリの持つ貯蔵タンパク質、脂質量は初期にどれほど卵を生

産できるかを決める重要な要素となるだろう。また、タンパク質・脂質量は卵の発生に伴っ

て減少していた(図 4.1.4)。卵の発生に伴って幼虫の体組織が形成されていくことが知られて

いる(Matsuura and Kobayashi 2007)。消費されたタンパク質や脂質は発生過程で幼虫の体組織

を形成するために使用されたと考えられる。  
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4.2 単独創設ペアとの比較 

4.2.1 はじめに 

微生物との共生は多くの生物においてみられる。アブラムシとブフネラのような、単一

種の微生物を共生器官に棲まわせているようなもの(Moran et al. 2008)から、腸内微生物群集

のように複数種の微生物を有しているもの(Engel and Moran 2013)など多岐にわたる。共生微

生物にとっては、その個体数を増やし、次世代へと確実に伝播されることが利益となるだろ

う。したがって、宿主との利害関係が一致する単一種の共生微生物とは異なり、複数種が存

在する微生物群集においては微生物同士の競争が生じる。そのような状況では、宿主や他の

微生物の利益を差し置いて利己的にふるまう微生物が有利であると考えられる(Crespi 2001)。

よって、複数種の微生物と宿主間の相利共生関係は不安定であると考えられてきた(Sachs 

and Simms 2006; Leigh 2010)。こうした関係を安定化させる要因の一つとして宿主による懲

罰(sanction)や褒賞(reward)がある。これは、利己的に増殖する微生物を抑制することや逆に

宿主にとって適した微生物の増殖を促進することにより、利己的な一部の細菌のみが増殖

することを抑えることである(Yu 2001; Kiers et al. 2003)。このように、宿主と微生物群集の

共生関係の維持において宿主側からのコントロールは重要な役割を持つ。 

  シロアリは非常に多様な腸内微生物と共生関係にある。その多くはシロアリの腸内特

異的であり、祖先のキゴキブリから 1 億５千万年もの間群集が維持されてきた。キゴキブリ

は亜社会性昆虫であり、親がペアで子育てを行う(Nalepa 1984)。つまりシロアリと腸内微生

物の共生関係は、個体間の相互作用がほぼ常に存在する状況下で維持されてきたといえる

だろう。若齢の個体や脱皮直後の個体には腸内微生物がほとんど存在しない(Yamaoka et al. 

1986; Nalepa 2017)ため、そのような個体は他個体から肛門食という行動を通じて微生物群集

を受け取る(Andrew 1930)。栄養を得るうえでも個体間の相互作用は重要である。シロアリ

の腸内微生物群集は主に後腸内に生息している(Brune and Dietrich 2015)。後腸は栄養吸収の

主な器官ではない(Engel and Moran 2013)ため、シロアリは他個体の腸液を直接摂取する、肛
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門食という行動を通じて腸内微生物の生産した栄養を中腸で吸収する(Brune and Dietrich 

2015)。シロアリにとって腸内微生物は必須であるが、必ずしもすべての個体に腸内微生物

が存在しているわけではない。特に原生生物に関しては、脱皮直前にいなくなること(Nalepa 

2017)や繁殖虫には存在しないこと(Shimada et al. 2013; Inagaki and Matsuura 2016)が明らかに

なっている。この両者の関係において、どちらに主導権が存在するか、つまり宿主もしくは

微生物によるコントロールの存在については明らかになっていない。 

原生生物の腸からの完全な排除以外にも、シロアリが原生生物量をコントロールして

いることを示唆するデータが得られている。4.1 節の研究において、ヤマトシロアリは創設

後の幼虫孵化タイミングに原生生物パルスを起こすことが明らかになった。これは幼虫の

孵化タイミングにおける原生生物量の急激な増加と減少で、創設虫にとって幼虫に給餌す

る栄養を得る手段となっているだろう。一方でこれは微生物にとってコストとなるため、シ

ロアリ側のコントロールにより生じていることが考えられる。このような原生生物量の変

動は、どのようにして起きているのだろうか。シロアリは基本的にその生活史において 2 匹

以上の集団で生活する。そのような状況下では個体同士の相互作用が生じ、肛門食のような

栄養交換も可能となる。原生生物量を変動させるうえでこのような個体間の相互作用は必

要なのだろうか。さらに栄養を得ることは単独個体でも可能なのだろうか。本研究において

はこの問いに対して、シロアリの創設虫を単独で飼育し、その原生生物量と栄養量の変動を

追うことでアプローチした。 

本節においては、単独個体でも原生生物パルスを起こすことができるのかどうかを明

らかにするために、ヤマトシロアリの羽アリを用いてオスメスペア、メス単独、オス単独個

体の創設コロニーを作成し、繁殖スケジュール、原生生物量、タンパク質量の変動を調べた。

さらにパルスによって得た栄養をどこに蓄積しているかを明らかにするために、創設虫の

部位ごと（頭・胸・腹）におけるタンパク質量の変動を追った。また、各処理区における巣

の創設開始時期が繁殖スケジュールに影響を与えることが考えられるため、コロニー回収
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時に創設虫が存在した場所についても記録し、繁殖スケジュールおよび原生生物量の変動

と照らし合わせて解析した。 

 

 

4.2.2 材料・方法 

シロアリ 

2017 年 4 月に、京都においてヤマトシロアリのコロニーを１つ採集した。4.1 節と同様

にして羽アリから翅を除去して雌雄に分けた。餌として褐色腐朽材培地（セルロース：褐色

腐朽材粉末=1:1）を押し固めて 30 ㎜シャーレに入れ、オスメスペア、メス単独、オス単独

個体をそれぞれシャーレ内に入れた。シャーレは全暗、25℃で保管した。コロニー創設後 1

週間ごとにオスメスを 5 ペア、メス単独個体を 5 匹、オス単独個体を 5 匹ランダムに選び、

巣を取り出して卵と幼虫の数を測定した。取り出す際に、創設虫のいた場所(巣材の内部、

下部、外)を記録した。それぞれの創設虫については体重を測ったのちに腸を取り出し、体

のパーツを頭、胸、腹に分けた。腸は 0.6mL チューブに入れて－20℃で保存し、体について

はパーツごとに 20μL の PBS(136.89 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 8.10 mM Na2HPO4, 1.47 mM 

KH2PO4)に入れ、－20℃で保管した。同様の操作を雌雄 5 匹ずつの羽アリについても行っ

た。ペアの取り出しはコロニー創設後 1～10 週後に行った。 

 

原生生物定量 

4.2 節と同様にしてパラバサリア門に属する原生生物量の定量を、qPCR を用いて行っ

た。本節の研究においては全てのサンプルについてエラーは検出されなかった。 

 

タンパク質の定量 

4.2 節と同様にしてタンパク質の定量を体の各パーツ（頭・胸・腹）について行った。 
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統計解析 

それぞれのペアにおいて、原生生物量が週ごとに異なるかを、クラスカルウォリス検定

を用いて調べた。さらに、回収時に創設虫がいた場所について、外部と内部(巣材の下部と

内部)にいた割合を、二項分布を仮定した GLM を用いてペア間・週間で比較した。同性間の

異なる処理（ペアか単独か）間において生重量、タンパク質総量について t 検定を用いて比

較した。それぞれの体のパーツにおけるタンパク質、脂質量について、創設後の時間（週）

の効果を線形回帰により調べた。オスメスペアにおいては、性の効果と性と週の交互作用に

ついても調べた。これらの解析は統計ソフト R 3.5.1(R core team 2018)を用いて行った。 

 

 

4.2.3 結果 

繁殖スケジュールと原生生物量の変動 

  ペア創設、単独創設の両方において原生生物量は週ごとに変動していた(Kruskal-Wallis 

rank-sum test; male in MF, 𝜒10
2  = 41.8, P < 0.001; female in MF, 𝜒10

2  = 43.7, P < 0.001; Single female, 

𝜒10
2  = 33.1, P < 0.001; Single male, 𝜒10

2  = 39.2, P < 0.001)。オスメスペア、オス単独創設にお

いては 4.1 節の結果と同様に創設後 5，6 週目に原生生物量の急激な増加がみられ、7 週後

に減少していた（図 4.2.1）。一方でメス単独創設においては原生生物量の急激な増加が創設

後 6，7 週目に見られ、8 週目に減少しており、1 週間のずれがみられた。繁殖スケジュール

についてもメス単独創設で 1 週の遅れがみられた（図 4.2.1）。オスメスペアでは 1 週目から

産卵が、6 週目から幼虫の孵化がみられたのに対してメス単独創設では産卵は 2 週目から、

幼虫の孵化は 7 週目からみられた（図 4.2.1）。また、本節においては５，６週目の原生生物

パルスに加えて創設直後にも原生生物の増加がみられた。オスメスペアでは２週目に、メス

単独創設では３週目に原生生物量が増加していた（図 4.2.1）。一方でオス単独創設では創設

初期の原生生物量の増加はみられなかった(図 4.2.1)。 
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図 4.2.1 ペア創設と単独創設における繁殖スケジュールと原生生物量の変動 

左のグラフは創設コロニー内の卵（黄色）、幼虫（灰色）の数を表す。黒矢印は幼虫の孵化

タイミングを示す。右はパラバサリア門に属する原生生物量の変動を表す。上からオスメス、

メス単独創設、オス単独創設。原生生物パルスのタイミングを逆三角で示している。原生生

物量はどの処理区においても週ごとに変動していた(Kruskal-Wallis rank-sum test, P < 0.001)。 

 

 

巣作りのタイミング 

本節においては創設虫が巣作りを開始するタイミングについても観察した。巣作りの

タイミングはペアごとに異なっていたが、週の効果はみられなかった (GLM, binomial 

distribution, pair:χ2
2
 = 25.2, P < 0.001; week: χ2

1 = 0.16, P = 0.69)。オスメスペアについては実験

開始直後から巣材に潜り込み、巣作りを行っていた(図 4.2.2)。一方でオス単独、メス単独創

設においては 1 週目においては多くの個体が巣材の外を歩き回っている様子が観察された

(図 4.2.2)。 
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図 4.2.2 ペア創設と単独創設における創設開始タイミングの比較 

上からオスメスペア、メス単独、オス単独創設。毎週回収した 5 つの創設コロニーにおける

創設虫の場所を示している。灰色は巣材の下もしくは内部を、白色は巣材の外を歩いていた

ことを示している。 
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図 4.2.3 ペア創設と単独創設における体重およびタンパク質量の比較 

上より生重量、総タンパク質量の同性内比較を示す。左からオス間比較、メス間比較の結果

を示しており、それぞれのグラフにおいて青丸もしくは赤丸はオスメスペアを、白塗りのプ

ロットは単独飼育のデータを表している。各週においてペアと単独飼育において比較を行

った(T-test, Holm correction, *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001)。エラーバーは標準誤差を表

す。 
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図 4.2.4 ペア飼育と単独飼育における創設虫のタンパク質配分パターン 

創設虫の頭・胸・腹におけるタンパク質量を示す。上からオスメス、メス単独、オス単独を

表し、左から頭、胸、腹についてのデータを示している。オスメスペアにおいて、青丸はオ

スを、赤丸はメスを表す。それぞれのデータにおいて、週の効果が有意であった場合(ANOVA, 

P < 0.05)に線形回帰直線を示している。 
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タンパク質量及び生重量の変動 

オスメスペアのそれぞれの性について、生重量とタンパク質の総量について単独創設

個体との比較を行った。コロニー創設後 9 週目においては、オス単独創設の個体の重量がオ

スメスペアのオスよりも重くなっていた(t-test, Holm correction, P < 0.05, 図 4.2.3)。メスにつ

いては、コロニー創設後 9、10 週目においてメス単独の個体の性重量がオスメスペアのメス

よりも重くなっていた(t-test, Holm correction, P < 0.05, 図 4.2.3)。コロニー創設後 8 週目から

10 週目にかけて、タンパク質の総量がオス単独創設の個体においてオスメスペアのオスよ

りも多くなっていた(t-test, Holm correction, P < 0.05, 図 4.2.3)。メス単独創設個体とオスメス

ペアのメスでは、コロニー創設後 8 週目においてタンパク質量がオスメスペアのメスで多

くなっていた(t-test, Holm correction, P < 0.05, 図 4.2.3)。 

創設虫の体の各パーツにおけるタンパク質量としては、オスメスペアにおいては頭・

胸・腹どの部位でも減少傾向にあった(ANOVA; head, β = -0.76 ± 0.069, mean ± SE, F1 = 122.1, 

P < 0.001; thorax β = – 1.31 ± 0.11, mean ± SE, F1 = 136.9, P < 0.001; abdomen, β = – 1.18 ± 0.12, 

mean ± SE, F1 = 88.89, P < 0.001, 図 4.2.4)。胸部のタンパク質において性の効果が有意であ

り、オスのほうが多くのタンパク質を持っていた(ANOVA, F1 = 12.63, P < 0.001, 図 4.2.4)。

頭部、腹部のタンパク質は雌雄では有意差は検出されなかった(ANOVA, effect of sex; head:F1 

= 0.0021, P = 0.96, abdomen: F1 = 1.20, P = 0.28, 図 4.2.4)。また、どの部位においても性と週

の交互作用は検出されなかった(ANOVA, interaction effect of week and sex; head:F1 = 0.56, P = 

0.45, thorax: F1 = 0.36, P = 0.55, abdomen: F1 = 0.017, P = 0.90, 図 4.2.4)。メス単独飼育個体に

おいては、全ての部位でタンパク質が減少傾向にあった(ANOVA; head, β = – 0.61 ± 0.11, mean 

± SE, F1 = 33.5, P < 0.001; thorax, β = –1.03 ± 0.13, mean ± SE, F1 = 64.8, P < 0.001; abdomen, β = 

– n0.43 ± 0.17, mean ± SE, F1 = 6.58, P = 0.012, 図 4.2.4)。オス単独飼育個体においては、頭部

と胸部では週との相関はみられなかった(ANOVA; head, F1 = 0.0015, P = 0.97; thorax, F1 = 0.12, 

P = 0.73, 図 4.2.4)が、腹部では増加傾向にあった(ANOVA; abdomen, β = 1.00 ± 0.14 , mean ± 
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SE, F1 = 48.0, P < 0.001, 図 4.2.4)。 

 

 

4.2.4 考察 

本節において、ヤマトシロアリの創設虫は単独でも原生生物の増加と減少、つまり原生

生物パルスを起こすことができることが明らかになった(図 4.2.1)。さらにオス単独個体にお

いては、パルスによって栄養を得られることも明らかになった(図 4.2.2, 4.2.3)。メス単独個

体においては、パルスのタイミングがオスメス、オス単独個体と比較して 1 週間遅れて生じ

ていた。さらに繁殖開始と幼虫の孵化もオスメスと比べて 1 週間遅れていた。その一方でオ

ス単独ペアにおいては、巣の創設開始時期はオスメスペアと比べて 1 週間遅れていたにも

関わらず、原生生物パルスのタイミングはオスメスペアと同時期であった。したがって、メ

ス単独創設でのパルスを起こすタイミングのずれは創設開始のずれではなく、繁殖開始も

しくは幼虫の孵化時期のずれによるものであることが考えられ、シロアリが原生生物パル

スを幼虫の孵化と同調させて起こすメカニズムの存在が示唆された。さらにタンパク質量

の変化から、オス単独個体においてはパルスによって得た栄養を腹部に蓄積していること

が分かった(図 4.2.3)。このことは、オス単独個体はまず腹部に存在する生殖器官に栄養をフ

ローさせることを示唆している。 

ヤマトシロアリの初期コロニーの多くは雌雄のペアで創設される。だがその一方で、異

性のペアを見つけることのできなかった個体は同性ペアもしくは単独でも腐朽材中に潜り

込んで仮の巣を作ることが知られている(Kusaka and Matsuura 2018)。オス同士のペアはコロ

ニー融合の際に融合先のコロニーのオスを殺してメスを乗っ取ることで子孫を残すことが

知られている(Mizumoto et al. 2016)。これは、群飛後の探索行動には大きな捕食リスクを伴

うため、異性のペアが見つからなくても巣を作ることが適応的であるためである。一方で単

独創設個体はペアの個体と異なり、生存率は非常に低く、1 年以上は生きられないことが分
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かっている(Matsuura et al. 2004; Mizumoto et al. 2016)。そのため彼らは巣を作った直後にも

頻繁に出歩き、群飛直後の羽アリを探して出歩く(Mizumoto et al. 2017)。本節の研究におい

ても、単独創設個体はペア個体と比べて巣外に出歩く割合が高かった(図 4.2.2)。特に一週間

後はほとんどの個体が出歩いた。そのため、メス単独個体では産卵開始と幼虫孵化のタイミ

ングが遅れたことが考えられる。群飛の時期が過ぎ、羽アリと出会う機会が失われた後には

単独個体でも繁殖を開始し、他コロニーとの融合の機会を待つのではないだろうか。 

シロアリの腸内共生原生生物は後腸にのみ生存している。後腸は外胚葉由来の器官で

あり、表面はクチクラで覆われている(Engel and Moran 2013)。物質の消化吸収を主に行う中

腸とは異なり、後腸では主に水分の再吸収が行われている。したがってシロアリは腸内微生

物の生産する栄養や微生物そのものを、肛門食を介して中腸で消化・吸収していると考えら

れている。それでは単独飼育個体において栄養の吸収はどのように行われているのだろう

か。一つの可能性としては、肛門食が行われない環境下では、フンを排出し、それを摂食す

ることで栄養を得たことが考えられる。さらに先行研究ではシロアリ後腸には小さな穴の

ようなものが多く観察されており、ここから栄養を吸収する可能性についても議論されて

いる(Breznak and Pankratz 1977)。本研究においてどのようなメカニズムで原生生物パルスを

起こし、その栄養を得たかは不明であるが、肛門食のある状況とない状況を比較することで、

シロアリが共生微生物の生産する栄養を受け取るうえでの個体同士の相互作用の重要性が

明らかになるだろう。 

シロアリの腸内共生原生生物は祖先のキゴキブリから維持されてきた(Ohkuma et al. 

2009)。キゴキブリは亜社会性であり、一夫一妻で子育てを行う(Nalepa 1984)。つまり、シロ

アリ腸内原生生物は、宿主の個体間相互作用が生じる状況でのみ維持されてきたというこ

とである。このように複数個体が存在することは腸内微生物の種組成を維持していくうえ

で役に立つと考えられる。羽アリの持つ微生物量は非常に限られているため(Cook and Gold 

1998; Lewis and Forschler 2004; Benjamino and Graf 2016)、ボトルネック効果により失われた
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種を配偶相手から補うことができるためだ。本節の研究から、シロアリは単独個体でも原生

生物パルスを起こすことができることが明らかになった。このパルス前後やその後の種組

成の変遷を見ることで、シロアリ腸内微生物の種組成の維持において複数個体で創設する

ことの意義が明らかになるだろう。 

 

 

 

  



88 

 

第 5章 腸内原生生物群集のカースト間差の種間比較 

 

5.1 はじめに 

  腸内微生物群集はあらゆる動物においてみられる。その組成は宿主の摂取する餌や、

様々な生理特性を反映する。シロアリにおいても同様で、宿主の餌が主に土食か、草食か、

木材食かどうかで腸内微生物群集は大きく変動する(Dietrich et al. 2014)。さらにシロアリの

種によっては腸の構造や生理活性が大きく異なり、腸内細菌群集の組成にも影響を与える。

例えば高等シロアリにおいては微生物が生息する後腸は複数のコンパートメントに分かれ

ており、それぞれにおける pH が異なり、細菌群集も異なることが知られている(Brune and 

Dietrich 2015)。腸内微生物群集の種間での違いを明らかにすることは、微生物との共進化の

過程を知る上でも重要だろう。 

  下等シロアリにおいて、種間の重要な差異としてカーストの分化経路がある。カースト

分化経路は Two-way と One-way の 2 種類がある（第 1 章シロアリの生活史及びカースト分

化参照）。Two-way の分化経路を持つ種においては、ニンフ経路とワーカー経路の二種類の

分化経路が存在し、個体の分化運命は比較的早い時期に決定する。つまり繁殖虫は特異的な

発生経路を持ち、労働個体（ワーカー、兵アリ）とは大きく異なる発生を経ることが言える。

一方で One-way の分化経路を持つ種では、全ての個体がワーカー（擬職蟻、pseudergate と

呼ばれる）の最終齢まで発生し、そこから一部が繁殖虫へと分化する。よって繁殖虫への分

化はワーカー発生の延長線上であり、両者は発生学上も近い個体であることが言える。One-

way 種よりも Two-way 種のほうが女王の産卵量が多く、ワーカーとの個体差が大きい傾向

がある(Nozaki and Matsuura 2019)。この 2 タイプの発生経路を持つシロアリにおいて、繁殖

虫とワーカーの持つ腸内微生物はどのように異なるのだろうか。両者を比較することによ

って、繁殖虫特異的な腸内微生物群集がシロアリ一般的な形質であるのか、それともシロア

リの進化過程で起源したものであるかを明らかにすることができるだろう。 

本研究において、One-way 種として Archotermopsidae 科に属するネバダオオシロアリ
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Zootermopsis nevadensis とオオシロアリ Hodotermopsis sjostedti を用いた。ネバダオオシロア

リはアメリカ西海岸が原産地の種で、日本の兵庫県川西市に侵入・定着している(Yashiro et 

al. 2018)。オオシロアリは日本原産種で、屋久島や奄美大島に分布している。Two-way 種と

してはミゾガシラシロアリ科 (Rhinotermitidae)に属するヤマトシロアリ Reticulitermes 

speratus とイエシロアリ Coptotermes formosanus を用いた。それぞれの種において、繁殖虫

を容易に視認可能である。繁殖虫、ワーカーにおける原生生物量の比較を行った。 

 

 

5.2 材料・方法 

ネバダオオシロアリ Zootermopsis nevadensis については、野外での採集後に研究室内で

飼育したコロニーを 16 個用いた。採集は兵庫県川西市で行われ、コロニーの解体後に湿ら

せたベイマツのチップを敷いたプラスチックケースを用いて全暗条件で飼育した。擬職蟻

由来の二次王・二次女王と擬職蟻を取り出し、実験に使用した。コロニーから取り出した個

体の体重を測定したのちに頭部を切り離して全腸をピンセットを用いて取り出し、100μL の

Trager Solution U(Trager 1934)内で撹拌した。そこから 20μL 取り出して 10 倍希釈し、希釈液

から 20μL とりだして血球計算版を用いて原生生物の数をカウントした。Trichonympha 属の

大型原生生物については 16 マス内(3.2μL に相当)の数を数え、その他の原生生物については

2 マス(0.4μL に相当)内の数をカウントした。1 個体あたりの原生生物総個体数を算出した。 

オオシロアリ Hodotermopsis sjostedti については、野外での採集後に研究室内で飼育し

たコロニーを 2 個用いた。採集は奄美大島で行われ、野外で採集したコロニーを解体して取

り出し、ベイマツ材とコロニーの巣材をプラスチックケースに入れて 25℃、全暗条件で飼

育した。擬職蟻由来の二次王及び二次女王、兵アリを取り出して実験に使用した。コロニー

から取り出した個体の体重を測定したのちに頭部を切り離して全腸をピンセットを用いて

取り出し、100μL の 0.6%塩化ナトリウム水溶液中で撹拌した。そこから 20μL 取り出して 20
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倍希釈し、希釈液から 20μL とりだして血球計算版を用いて原生生物の数をカウントした。

Trichonympha属と Eucomonympha属の大型原生生物については 16マス内(3.2μL に相当)の数

を数え、その他の原生生物については 2 マス(0.4μL に相当)内の数をカウントした。1 個体

あたりの原生生物総個体数を算出した。 

イエシロアリ Coptotermes formosanus Shiraki (Rhinotermitidae)に関しては、研究室内の創

設コロニーを 5 個使用した。創設の方法としては 2013、2014 年に和歌山県御坊市にて、有

翅虫を含むコロニーを採集し、実験室にて同じコロニー由来の有翅虫の雌雄ペアに巣を形

成させた。褐色腐朽材培地を用いて創設し、必要に応じて砂と餌のベイマツ材を加えた。す

べてのコロニーには羽アリ由来の繁殖虫（創設王および創設女王) が存在していた。巣内の

ワーカー・兵アリを含めた個体数はすべてのコロニーで 1000 を超えていた（1033～3147 個

体）。創設王、女王、ワーカー、兵アリを実験に使用した。個体の体重を測定した後に頭部

を切断し、ピンセットで腹部をつまんで全腸を取り出した。取り出した腸を滅菌済みの

100μL0.6%塩化ナトリウム水溶液内で破砕した。20μL 取り出して血球計算板に入れ、原生

生物の数をカウントした。全ての原生生物について、16 マス内(3.2μL に相当)の数を数え、

1 個体あたりの原生生物総量を算出した。 

ヤマトシロアリ Reticulitermes speratus については、本節においては 3.1 節において示し

たデータと同一のものを比較のため示す。 
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図 5.1 本節で使用したシロアリ 

(A)ヤマトシロアリ。中央の黒い個体が創設王(PK)、周囲の、色が濃く腹部の膨満した個体

が二次女王(SQ)。(B)イエシロアリ。中央下の個体が創設王(PK)、中央上の個体が創設女王

(PQ)。(C)ネバダオオシロアリ。中央左の茶色の個体が二次王(SK)、上の個体が二次女王(SQ)。

(D)オオシロアリ。中央の黄色がかった個体が二次王(SK)、その上の白色がかった個体が二

次女王(SQ)。 

 

 

5.3 結果 

  四種それぞれで原生生物量をワーカー、繁殖虫間で比較した。ヤマトシロアリ、イエシ

ロアリにおいてはどのコロニーの王、女王も原生生物を全く持っていなかった。一方でオオ

シロアリ、ネバダオオシロアリにおいてはどのコロニーでも王・女王は原生生物を持ってお

り、その量もワーカーと変わらなかった(図 5.2)。オオシロアリにおいては女王の卵巣に黄

体が観察されたことから、産卵を経験した女王であることが考えられる。ネバダオオシロア
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リにおいてもほとんどの繁殖虫の卵巣に黄体が観察された。また、原生生物量について繁殖

虫における雌雄差は確認されなかった。 

 

 

 

 

 

図 5.2 繁殖虫とワーカーの原生生物量 

上が左からヤマトシロアリ、イエシロアリを表し、下のグラフが左からネバダオオシロアリ、

オオシロアリを表す。エラーバーは標準誤差を示す。それぞれの種においてカースト間の原

生生物量を比較した。異なるアルファベットは有意差を表す（Tukey’s HSD after quasi-Poisson

分布を仮定した GLM, P < 0.05）。 
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5.4 考察 

  本節の研究により、Two-way 種のシロアリにおいては王・女王は全く腸内原生生物を持

たない一方で、One-way 種のシロアリは王・女王共にワーカーと同様の量の原生生物を持つ

ことが明らかになった。このことから、Two-way 種の繁殖虫はワーカーに木の消化を完全に

依存しているが、それに対して One-way 種の繁殖虫は木材消化能力を有していることがい

える。さらにその量もワーカー有意な差は認められなかったため、ワーカーと同様の能力を

持ちつつ繁殖を行っていることが考えられる。 

  今回使用した４種類のうち、One-way 種であるオオシロアリ、ネバダオオシロアリは

Archotermopsidae 科に属しており、Two-way 種でミゾガシラシロアリ科(Rhinotermitidae)に属

するヤマトシロアリ、イエシロアリよりも祖先的な種である(Bourguignon et al. 2015)。今回

の結果から、シロアリ社会において繁殖虫が原生生物を持たなくなったプロセスが示唆さ

れた。Two-way 種の多くは One-way 種よりも女王とワーカーの形態的差異が大きい(Nozaki 

and Matsuura 2019)ため、原生生物の繁殖虫における喪失と繁殖力が関連していることも考

えられる。祖先的な種において繁殖虫から原生生物を抜くなどの操作実験によりこの問い

にアプローチできるだろう。 

  One-way 種のシロアリでは王・女王はなぜ原生生物を維持しているのだろうか。至近要

因としては、ワーカーと発生上非常に近く、原生生物を排除するメカニズムを持っていない

という生理的制約が考えられる。一方で、繁殖虫自身が原生生物を持つ利益としては、免疫

力の向上が考えられる。第２章において、脱皮直後の原生生物を持たない個体や原生生物を

抜いた個体においてセラチア菌に直接感染する様子が観察された。さらに先行研究から、腸

内微生物を抜くと病原菌に感染しやすくなることが知られている(Veivers et al. 1982; Sen et 

al. 2015)。よって王や女王は自らに原生生物を持つことで免疫力を高めているのではないだ

ろうか。それぞれの種のコロニーを観察すると、ヤマトシロアリやイエシロアリでは繁殖虫

のいる場所は固い木材や巣材に覆われ、特徴的な構造が観察されるが、オオシロアリやネバ
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ダオオシロアリではそのような構造は見受けられなかった。繁殖虫の居場所の衛生環境が

保たれない One-way 種においては、繁殖虫は自らの身を病原菌や日和見感染菌から守る必

要があるのではないだろうか。社会全体として王・女王をどのように扱うかという側面も、

シロアリと腸内微生物群集の共生関係の維持や崩壊を考察する上で重要であると考えられ

る。  
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第 6章 総合考察 

 

多くの原生生物、バクテリアからなるシロアリの腸内微生物群集は１億５千万年もの

間、シロアリの腸内で維持されてきた(Ohkuma et al. 2009)。特に原生生物はシロアリの祖先

であるキゴキブリから宿主と共生関係にあることが知られている(Nalepa 1991; Ohkuma et al. 

2009)。シロアリは個体間で腸液のやり取りをすることにより微生物群集を交換し、維持し

てきた。種内においては非常に安定なこの共生関係であるが、シロアリ全体で見ると必ずし

も安定ではなく、高等シロアリと呼ばれる派生的なシロアリのグループでは腸内から原生

生物を失っている。このような絶対共生関係の維持・崩壊の背景を解明する上で、宿主と共

生微生物の相互作用の全貌を明らかにすることが重要な意味を持つ。本研究では社会性昆

虫のシロアリにおける様々なタスクに着目し、腸内微生物がそれをどのように支えている

かを明らかにすることを目的とした。 

成熟コロニーにおけるシロアリのワーカーは、採餌・巣の構築・子育てなどの様々な労

働に従事する。その中でも、巣内の衛生環境維持は非常に重要である。というのも、シロア

リの巣内には卵や幼虫といった免疫の弱い個体が多く、さらに血縁者が高密度で生息して

いるために日和見感染菌の発症と感染が起こりやすいからである。本研究によって、シロア

リの腸内微生物が日和見菌の増殖を抑制し、巣内衛生の維持に寄与することが明らかにな

った(第２章)。この機能には腸内微生物が木材を消化した結果生産する酢酸が、日和見菌を

抑制することにより貢献していた。酢酸はシロアリにとっての栄養物質として機能してお

り(Ohkuma and Brune 2011)、さらに環境中の微生物にとっては他の競争的な微生物を抑制す

る物質として機能する(Noda and Hayashi 1980; Sharma et al. 2014)ことを考慮すると、シロア

リは環境中の酢酸生成微生物を取り込むことで栄養と他の微生物からの防衛の両方を同時

に手に入れたことが考えられる。このように他の微生物を抑制する機能は様々な腸内微生

物においてみられる(Buffie and Pamer 2013)。また、シロアリにおいても真菌分解酵素を腸内
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微生物が生産することで病原菌の感染を防いでいることも明らかになっている(Rosengaus 

et al. 2014; Peterson and Scharf 2016a)。これらの機能についても、ある微生物における他の微

生物抑制機能をシロアリが二次的に利用することで生じたことが考えられる。環境中の微

生物の様々な性質はこのような複数機能を持つ共生微生物の前適応となりうるだろう。第 2

章の研究から、シロアリ腸内微生物は、ワーカーの多くのタスクを支える重要な存在である

ことが明らかになった。 

  だが、シロアリの巣内にはワーカーのみならず様々なカーストが存在する。王・女王と

いった繁殖カーストである(Wilson 1971)。繁殖カーストは交尾、産卵などの繁殖行動に専念

する個体である。ヤマトシロアリを用いてこれらを含めたカースト間で腸内原生生物を比

較したところ、ワーカーや兵アリと異なり、王・女王は原生生物を全く持っていなかった(第

３章)。これは王や女王は木材の消化を完全にワーカーに依存しているためであると考えら

れる。さらに腸内のバクテリアを調べたところ、王・女王ではワーカーと兵アリと比較して

細菌の多様性が少なかった。特に一方のコロニーでは繁殖虫特異的バクテリアを検出した。

このバクテリアは既存のクレードには属しておらず、腸内細菌の新規機能の存在を示唆す

るものであった(第３章)。さらに成熟コロニーにおいて女王分化プロセスと原生生物量の関

係を調べたところ、女王分化の際に原生生物を失い、その後回復しないことが明らかになっ

た(第３章)。これらのことから、繁殖虫は繁殖に特化した個体へと分化する際に原生生物を

失い、木材消化をワーカーに依存するようになることが言える。繁殖虫から特異的に検出さ

れたバクテリアは、繁殖を支えるものなのかもしれない。繁殖虫特異的な細菌の役割を明ら

かにする上では、シングルセルゲノム解析やカースト間での入れ替え実験など、分子生物

学・生態学の両側面からのアプローチが有効であろう。 

  シロアリの生活史において、一個体が繁殖と木材の消化を同時に行う時期が存在する。

それがコロニー創設期である。巣から飛び立った羽アリは主に雌雄でペアを作り、採餌・巣

の構築・繁殖を２匹で行う。コロニー創設期の繁殖スケジュール、原生生物量、栄養量につ
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いて時系列を追って調べたところ、創設王・女王は繁殖を行いながら原生生物を保有してい

ることが明らかになった。さらに、原生生物量の急激な上昇と下降パターン（原生生物パル

ス）が幼虫の孵化と同期して起こることを発見し、これが幼虫へ投資する栄養に貢献するこ

とを見出した。このことは、シロアリは自らの繁殖スケジュールに合わせて原生生物量をコ

ントロールしていることを示唆する。また、単独個体で巣を創設させることで、原生生物パ

ルスを単独でも起こすことができることが明らかになった。パルス前後の創設虫の腸にお

ける遺伝子発現解析や微生物の種組成の解析を行うことで、シロアリがどのようにして、ど

の微生物をコントロールしているかが明らかになるだろう。先行研究では、コロニー創設１

年後に創設王・女王は原生生物をほとんど失うことが明らかになっている(Shimada et al. 

2013)。創設虫は、ワーカーが十分存在しない時期には原生生物量をコントロールしてその

ものを栄養とし、ワーカーが増えた後に原生生物を受け渡し、完全に繁殖に専念することが

考えられる。 

 第５章では、繁殖虫特異的な腸内微生物保有パターンがシロアリ一般的であるかを明

らかにするために、One-way のカースト分化経路を持つ種と Two-way の分化経路を持つ種

でカースト間の原生生物量の違いを調べた。その結果、前者では王と女王がワーカーと同じ

量の原生生物を持っていたのに対して、後者では王・女王は全く原生生物を持っていなかっ

た。One-way の種が Two-way の種よりも祖先的であることを考えると、社会全体として繁

殖虫に原生生物を分配しないようなシステムを獲得したことが示唆された。この原因につ

いては、ワーカーがそもそも原生生物を与えなくなったことと、繁殖虫が原生生物を排除す

るようになったことの２通りが考えられる。前者の仮説の検証については、ワーカーと繁殖

虫の行動観察が有効であろう。また、後者については、原生生物の培養実験が有効であると

考えられる。現在、シロアリ腸内原生生物の単離培養の成功例はほぼないが、群集そのもの

を短期間維持することは可能である(Rosengaus et al. 2014)。よって繁殖虫の腸内容物を含む

状態で原生生物を培地内で維持し、その量が保たれるかどうかを見ることで、繁殖虫が原生
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生物を排除するような物質を生産しているかどうかを明らかにすることができるだろう。

また、今回使用した４種について、One-way の種よりも Two-way の種のほうが女王とワー

カーの形態的差異が大きく、産卵量も多い(Nozaki and Matsuura 2019)。このことから、原生

生物を持たなくなったことと繁殖力との密接な関係が示唆された。 

  本研究において、腸内微生物の新規機能とカースト特異性に着目し、生態学的アプロー

チ、微生物学的アプローチを行ってきた。腸内微生物の多機能性が明らかになり、シロアリ

にとっての腸内微生物の重要性が強調された一方で、繁殖に特化すると原生生物を持たな

くなるというパターンも見られた。これまでのシロアリ腸内微生物研究においては、繁殖虫

にはほとんど着目されてこなかったため、今回得られた結果は両者の相互作用、共進化を明

らかにする上で重要な知見であるだろう。 

これまでの共生微生物の研究においては、微生物は宿主に必須な栄養を生産すること

で繁殖に貢献するという面が強調されてきた。だが今回の研究において、繁殖への特化に伴

い腸内微生物の多くを失うというパターンを見出した。このことから、繁殖虫自身が原生生

物を持つことによるコストの存在が予測される。この問いにアプローチするには、代謝産物

解析や遺伝子発現解析などの分子生物学的手法を用いて、そもそもそれぞれのカーストの

腸内微生物群集が何を生産しているかを明らかにすることや、カースト間での微生物群集

を入れ替えることで繁殖への影響を見る生態学的手法など、様々な側面からのアプローチ

が必要となるだろう。共生関係の維持・崩壊を考察する上では、共生微生物のベネフィット

のみならずコストについて明らかにすることも重要である。今回得られた、繁殖へのコスト

という視点を持って研究を進めることで、シロアリと腸内微生物の１億年も続きながら崩

壊した絶対共生関係の謎が明らかになるだろう。 
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要約 

 微生物との共生は動植物において普遍的にみられ、共生微生物は宿主の行動・生理に大

きな影響を与える。そのなかでもシロアリ腸内の共生微生物群集は一億五千万年もの間宿

主との共生関係を維持しており、木材消化や窒素固定を通じて宿主に炭素・窒素源を供給す

ることが知られている。両者は絶対共生関係にあり、互いに単独では生存できない。王・女

王といった繁殖カーストとワーカー・兵アリといった非繁殖カーストからなる社会を形成

するシロアリにおいて、共生微生物群集は宿主の様々なタスクに大きく貢献することが考

えられる。本研究では腸内微生物の新規機能として巣内衛生への寄与を明らかにした。また

シロアリの腸内共生微生物群集についてカースト・性間・種間で比較を行った。さらに巣の

創設期に着目し、腸内微生物量の変動からその機能について考察した。本論文は以下のよう

に要約される。 

第１章では、これまでの動物と腸内微生物との共生に関する研究について概観し、社会

性昆虫、特にシロアリにおける腸内共生微生物の機能や宿主との相互作用についての研究

の概要を述べた。 

第２章では、シロアリ腸内微生物の新規機能として巣内衛生維持への貢献を明らかに

した。セラチア菌を用いた、日和見菌測定の実験系を確立し、シロアリ腸内微生物は酢酸を

生産することによりセラチア菌の増殖抑制に貢献していることを明らかにした。このこと

からもともと微生物が他の微生物を抑制するために用いていた酢酸をシロアリが栄養源と

して二次的に利用していることが示唆された。 

第３章では、ヤマトシロアリの腸内共生微生物群集をカースト・性間で比較した。王と

女王では原生生物を全く保有していないことを明らかにした。さらにワーカーにおいて原

生生物量のコロニー依存的な性差を見出した。この結果はワーカーにおける雌雄間分業の

存在を示唆するものとして意義深い。また、繁殖虫特異的な腸内細菌を発見した。このバク

テリアは既存のクレードに属さなかったことから、腸内細菌の新規機能の存在を示唆して
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いる。繁殖虫への分化に伴う原生生物量の変化を調べたところ、繁殖虫に分化する際の脱皮

において速やかに原生生物を失い、その後再獲得しないことで腸内に原生生物が存在しな

い状態を保つことが明らかになった。このことからシロアリは繁殖への特化に伴って腸内

微生物を排除することが示唆された。 

第４章では、シロアリの初期コロニー特異的な腸内原生生物量の変動パターンを明ら

かにした。コロニー創設実験により、幼虫の孵化タイミングと同調した原生生物量の急激な

増加と減少を見出し、これが幼虫に投資する栄養に貢献していることを示唆した。このこと

からシロアリによる微生物コントロールのメカニズムの存在が推測された。 

第５章では、繁殖虫とワーカーの原生生物量の違いについて複数種のシロアリを用い

て種間比較を行った。その結果、祖先的な種であり、繁殖虫とワーカーの形態的差異の小さ

いオオシロアリとネバダオオシロアリでは繁殖虫も原生生物を有していた。比較的派生的

な種であり、繁殖虫とワーカーの形態的差異の大きいヤマトシロアリとイエシロアリにお

いては王・女王共に原生生物を全く持っていなかった。このことは繁殖への特化に伴って原

生動物を排除するようになったことを示唆している。 

第６章では、本研究の総合考察と、シロアリ共生微生物群集研究の今後の展望を示した。  
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