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要旨（和文 2000 字程度） 
Thesis Summary （approx.2000 Japanese Characters ） 

Clostridia 綱は Bacillota 門に属する、土壌や水圏、汚泥、動物消化管等様々な環境から検出される細菌分類群

の一つである。特にウシやヒト、シロアリ等多くの動物種の消化管における優占系統群の一つで、食物の分解

により宿主へ栄養を供給し、また、さまざまな化合物を合成することで腸内環境の恒常性の維持に貢献してい

ると考えられている。しかし、動物消化管内で優占する Clostridia 綱細菌系統群は多くの未培養種を含んでお

り、その多様性や機能については未解明な点が多い。 

これまで多くの Clostridia 綱細菌が発見され記載されてきたが、そのほとんどが自由生活型であった。しかし

シロアリ腸内原生生物の共生細菌叢の解明を目指した先行研究では、いくつかの Clostridia 綱細菌系統が検出さ

れてきていた。そこで本研究では、シロアリ腸内原生生物から検出された Clostridia 綱細菌複数系統を対象にそ

の局在解析とゲノム解析を行うことで、細胞共生Clostridia綱細菌と宿主原生生物の関係を明らかにしClostridia

綱の多様性に関する知見を拡充するとともに、自由生活型から細胞共生体へ至るまでの進化過程の解明を目指

した。 

 まずシロアリ腸内原生生物に共生する Clostridia 綱細菌の系統的多様性と宿主原生生物細胞での局在を明ら

かにした。原生生物 1 細胞をマイクロマニピュレーションにより単離し、細胞を溶解後、原核生物の 16S rRNA

遺伝子を対象とした PCR を行うことで、3 系統の Clostridia 綱細菌を検出した。得られた配列は Eubacteriales 目

Oscillospiraceae 科内の環境由来細菌系統群に属し、単系統群を形成した。これら 3 系統を対象とした FISH

（fluorescence in situ hybridization）解析を行ったところ、これらは原生生物の細胞内に共生していることが明ら

かとなった。その局在は細菌系統によってさまざまで、凝集体をつくるものや、細胞質全体に分散して共生す

るものを発見した。細胞形態も系統ごとに異なり、細胞サイズは小さいものは 0.5–1 µm、大きいものは 1–2 µm

ほどであり、3 系統のうち 2 系統は芽胞を生成していた。同細菌群は共通して日和見共生体であり、シロアリ

コロニーごとに宿主原生生物種への共生頻度が異なっていた。 

次にこれら細胞内共生 Clostridia 綱細菌のゲノム解析を行い、その生理生態を推測した。原生生物 1 細胞内に

共生する Clostridia 綱細菌細胞をマイクロマニピュレーションにより回収し、等温全ゲノム増幅により DNA を調

製後、次世代・第三世代シーケンサーを用いて配列を取得することで、2 系統の完全長ゲノム配列と 1 系統の

ドラフトゲノム配列の構築に成功した。ゲノム解析の結果、同細菌は共通してゲノムサイズが約 1.0–1.3 Mbp に

まで縮小し、自身では核酸もアミノ酸も合成不能な上に ATP 生産もできないことが明らかとなった。またシロ

アリ腸内原生生物の相利共生細菌がよく持つ、窒素固定関連遺伝子や還元的酢酸生成遺伝子、木質分解関連遺

伝子は検出されなかった一方で、補酵素やアミノ酸のトランスポーター、ATP と ADP の交換輸送体である

ATP/ADP translocase を保有していた。よって Oscillospiraceae 科では、ATP を含む、自身で合成できない生体分

子を宿主に頼り生活する偏性細胞内寄生/片利共生体が出現していることが明らかとなった。 

公開データベース上のゲノム配列を用いて大規模な系統解析を行ったところ、シロアリ腸内原生生物の細胞

内共生 Clostridia 綱細菌は、同様にゲノムサイズが小さい MAG（metagenome-assembled genome：メタゲノム由

来再構成ゲノム配列）と単系統群をつくった。その小さなゲノムサイズから、本研究ではこの系統群を small 

genome clade（SGC）と命名した。SGC に属する MAG はヒト、マウス、反芻動物、鳥類、昆虫など多様な動物

種の消化管に由来し、シロアリ腸内原生生物の細胞内共生体と同様に、アミノ酸や補酵素、核酸合成系のほと

んどを欠損していた。また SGC に属する反芻動物由来系統群を対象とした FISH 解析の結果、これらはルーメ

ン繊毛虫の細胞内共生体であることが明らかとなった。これらの結果から、偏性細胞内寄生/片利共生 Clostridia

綱細菌はシロアリ腸内以外の多様な動物種の消化管に分布し、特に反芻動物においては繊毛虫の細胞内共生体

であることが明らかとなった。比較ゲノム解析と gene flux analysis の結果からは、SGC ではその共通祖先の段

階で、ATP/ADP translocase の獲得、数種のアミノ酸合成能や CRISPR/Cas システムの喪失、トランスポーター

の基質特異性の低下が起こったと推測された。また SGC に属する系統はそれぞれ多様な、一般に真核生物に特

徴的とされる遺伝子を有していた。寄生性細菌の多くはこのような真核生物様遺伝子を用いて宿主の細胞プロ

セスに干渉することで、宿主の食作用から逃れ宿主細胞内で増殖することが知られており、細胞内共生Clostridia

綱細菌においても宿主細胞内環境への適応に関して同様の戦略がとられていることが示唆された。 

SGC 細菌は、シロアリ腸内のみならず、反芻動物やヒトの消化管、水環境に生息するアメーバから検出され

たことから、様々な嫌気環境に広汎に生息すると考えられる。特に動物腸内からの検出数が多く、真核生物–細

菌間の寄生関係は、動物消化管生態系を形作る要素の一つであることが示された。 



備考：論文要旨は、和文 2000 字と英文 300 語を 1 部ずつ提出するか、もしくは英文 800 語を 1 部提出してください。 

Note : Thesis Summary should be submitted in either a copy of  2000 Japanese Characters and 300 Words (English) or 1copy of 800 
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要旨（英文 300 語程度） 
Thesis Summary （approx.300 English Words ） 

The Clostridia is a widely distributed bacterial class in environments including soil, water, and the animal gastrointestinal 

(GI) tracts. In particular, it occupies a large part of the GI tract microbiota and is considered to nutritionally contribute 

to the animal host. Although Clostridia are typically free-living bacteria, I and collaborators have identified 

endosymbiotic Clostridia within cellulolytic protists in termite guts. These endosymbionts were observed within the 

cytoplasm of the protists. The endosymbiotic Clostridia were classified into the Clostridium cluster IV within the family 

Oscillospiraceae, and formed a monophyletic group. Their genomes were small in size (1.0–1.3 Mbp) and exhibited 

signatures of an obligately-intracellular parasite, such as a lack of most biosynthetic pathways of amino acids, 

nucleotides, cofactors, and systems to generate ATP. The phylogenetic analysis within the Clostridium cluster IV showed 

that these genomes formed a clade with metagenome-assembled genomes (MAGs) mainly derived from the GI tracts of 

other animals, including humans and ruminants. The MAGs shared the characteristics of parasites and fluorescent in 

situ hybridization showed that the phylotypes derived from ruminants were endosymbionts of rumen ciliate, suggesting 

that endosymbiotic Clostridia are widely distributed beyond termite guts. Comparative genome analysis and gene flux 

analysis revealed that in the last common ancestor of this clostridial clade, several key events occurred, including the 

acquisition of ATP/ADP translocase (an exchanger of ATP and ADP), a reduction in amino acid biosynthesis capacity, 

the loss of the CRISPR/Cas system, and a relaxation of substrate specificity in transporters. In addition, the MAGs 

possessed various regulatory genes typically found in eukaryotes, which may play a role in disrupting the host cellular 

processes and adaptation to their respective host cell environments. These findings provide new insights into the 

diversity of Clostridia, and the evolutionary processes that led to the emergence of energy parasites. They also highlight 

the presence of parasitism within a symbiotic system in animal GI tracts. 
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