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【総合序論】 

 カブトムシ類はコガネムシ科に属しており、幼虫の時期に腐葉土や朽ち木などの腐敗し

た植物を食べて成長し、完全変態する仲間に分類される大型の昆虫である。卵、幼虫、蛹、

成虫の 4つのライフステージをもち、幼虫期には 3つのステージ（2回加齢する）を得て蛹に

なる (Karino et al., 2004)。 

カブトムシ類はペットとして非常に人気があり、成虫の体が大きい個体は付加価値が高

い。昆虫の仲間は成虫になると体が大きくならないため、幼虫の時期に体を大きくすることが

大きな体を持つ成虫を誕生させるために重要である(Mirth and Riddiford, 2007)。 

 

カブトムシ幼虫の餌となる腐葉土や朽ち木は微生物の代謝によって部分的に分解されて

おり(Sánchez et al., 2017)、それを餌とするカブトムシの幼虫においても腸内細菌叢を通じ

て難分解木質バイオマスの分解が行われており、結果として生態系における炭素と窒素の循

環に関与していることが知られている(Miyamoto et al., 2022)。また、東南アジアに生息して

いるサイカブトムシ Oryctes rhinoceros幼虫の腸内細菌叢は、朽ち木を食べることから、似

たような食性をもつシロアリの腸内細菌叢と類似している(Shelomi et al., 2019)。サイカブト

ムシ O. rhinoceros 幼虫の腸管内には木質バイオマスの分解に関わる Elusimicrobium

属の細菌が生息していることが確認されているが、この細菌はシロアリの後腸及びコガネム

シの仲間である Pachnoda ephippiata でも同様に腸内で生息していることが報告されてい

る (Shelomi et al., 2019)。一方で、一部のカブトムシにおいて腸内細菌叢により、餌である

腐植物の分解に加えカブトムシ宿主自体も腐食物を分解する酵素を有していることが示唆さ

れている。実際に、O. rhinocerosは植物由来の難分解性多糖を分解することができる酵素

である β-1,4エンドグルカナーゼを分泌する(Shelomi et al., 2019)。 
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昆虫腸内細菌(あるいは共生菌)が、餌である腐植物を分解する過程においてさまざまな有

機酸を産生することが報告されている。例えば、前述の Elusimicrobium属は腐植物を分

解する過程で得られる単糖類の代謝を行い様々な有機酸を産生することができると報告され

ている(Geissinger et al., 2009 ; Zheng et al., 2015 ; Zheng et al., 2016 )。コガネムシの

仲間である Pachnoda ephippiataは腸内が高アルカリに保たれており、腸内微生物が腐植

物を分解し酢酸やプロピオン酸を生産している(Andert et al., 2007)。高アルカリの環境は

難消化性多糖の溶解度が増すことから(Isizu ,1973)、餌である木質バイオマスが分解され

易くなると考えられる。同じく腐食物を食べるシロアリの腸内も phがアルカリ条件になってお

り、腸内微生物が有機酸を生成している（Brune et al., 1995; Inagaki and Matsuura, 

2018）。さらに、微生物由来の酢酸がシロアリ病害菌である Serratia marcescensの増殖を

抑制している(Inagaki and Matsuura, 2018)。酢酸はシロアリのエネルギー源となってお

り、腸管内の酢酸で呼吸に必要な要求量を 100％賄うことができる（Tholen et al.,  

2000）。以上を踏まえ、腸管内に到達した木質バイオマスは宿主腸管内の高アルカリ条件下

で溶解度が高まることで、腸内細菌により分解が促進され、得られた単糖類から産生された

有機酸が昆虫の発育に関与していると考えられる。 

 

幼虫の生育においては栄養面における生育の促進に加え、前胸腺から分泌されるホルモ

ンにより、幼虫や蛹の脱皮や成虫の分化が制御されることにより幼虫の大きさが調整されて

いる(Thummel, 2001)。昆虫の脱皮と変態は、エクジステロイドと幼若ホルモン（Juvenile 

Hormone : JH）の作用と相互作用によって複雑に制御されている（Kayukawa et al.,  

2016）。完全変態の昆虫では、20-ヒドロキシエクジゾン（20E、主要な活性エクジステロイド）

は JHが存在している状態では、幼虫から幼虫への脱皮を誘導する。JHの力価が最終幼

虫期に低下すると、20Eは幼虫-蛹および蛹-成虫の脱皮（変態）を誘導する。このように、JH

は幼虫の早熟変態を防ぐ上で重要な役割を果たしている（Kayukawa et al., 2016）。加え
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て、東南アジア原産のメタリフェルホソアカクワガタムシ Cyclommatus metallifer において

成虫のオスの大きさは、蛹になる前の形態である前蛹前期の段階の幼若ホルモンの分泌量

に正の相関があることが報告されている(Gotoh et al ., 2011)。一方でカブトムシ類の幼虫で

は経験的に発酵度が高い餌をあげることで幼虫が大きくなることがわかっているが、餌による

幼虫の大きさと JHの役割についての報告はほとんどない。 

私の所属する研究室では、好熱菌発酵産物（図１）が動植物に及ぼす機能性に関する評

価研究を進めている。好熱菌発酵産物は、港で陸揚げされる商品価値の少ない小エビやカ

ニ、小魚などの未利用海産資源を原料とし、好気条件・自己発酵熱による高温下で行う 

repeated fed-batch 方式によりコンポスト (堆肥) 化した資材である(Niisawa et al., 

2008) 。 

 

以前の先行研究より、好熱菌発酵産物が家畜豚や魚の生産性を向上することを明らかに

してきた（Tanaka et al.,  2015 ; Ito et al., 2016）。好熱菌発酵産物が脊椎動物に及ぼす

影響とその変化をもたらすメカニズムは少しずつ明かされつつあるが、好熱菌発酵産物が昆

虫にもたらす影響について調査されたことはない。しかしながら、事例として好熱菌発酵産物

を肥料として利用している農家の方から、好熱菌発酵産物を施肥した後に積み上げていた土

壌からヤマトカブトムシの幼虫が多数確認されている報告が上がっていた。カブトムシ類の食

性や上記の報告を踏まえると好熱菌発酵産物をカブトムシ類の幼虫が摂取することによって

有益な影響をもたらしている可能性があると考えられる。 

 

本研究ではヘラクレスオオカブトムシ幼虫に好熱菌発酵産物を給与することによって及ぼ

される影響とその原因を解明するべく研究をおこなった。 

 第１章では、ヘラクレスオオカブトムシ幼虫の腸内細菌叢の解析及びヘラクレスオオカブト

ムシ幼虫に好熱菌発酵産物を給与することによる生理的影響及びその変化をもたらす因子
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について調査を行った。その結果、好熱菌発酵産物給与区においてヘラクレスオオカブトム

シのメス幼虫の成長促進効果が確認された。また、糞便中の細菌叢解析から、好熱菌発酵

産物を含む腐葉土で育ったメスの幼虫では、健康なツシマヒラタクワガタムシ（Dorcus 

titanus castarnicolor）の幼虫の腸管内で優先的に存在している（病原体に感染したクワガ

タムシ幼虫では存在量が減少している）モリクテス綱が増加していることが明らかになった

(Kwak et al., 2019)。 

第２章では、ヘラクレスオオカブトムシの幼虫において、好熱菌発酵産物の給与による成

長促進効果のメカニズムを宿主の腸管内の物質並びに遺伝子発現に焦点を当てて解析を試

みた。49日間の給与実験において、好熱菌発酵産物を給与したメス幼虫の成長が促進さ

れ、再現性が得られた。49日目において幼虫の解剖を行なって腸管内の物質の変化と脂肪

体由来の遺伝子発現の変動を調査した。解析の結果、ヘラクレスオオカブトムシ幼虫の腸管

内のカリウムイオンの濃度が好熱菌発酵産物の給与によって中腸に対する局在性を高め

た。また、腸管内の有機酸の濃度が好熱菌発酵産物の給与によって増加していた。さらに、

幼虫の脂肪体から RNAを抽出し、トランスクリプトーム解析を行なった結果、好熱菌発酵産

物を与えたメス幼虫においてのみ、幼虫の成長を促進する幼若ホルモン（JH）と結合して体

内で輸送するタンパク質である、幼若ホルモン結合タンパク質（Juvenile Hormone Binding 

Protein : JHBP）の遺伝子発現が増加し、免疫活性の指標であるディフェンシンなどの発現

が減少していた。この結果は好熱菌発酵産物というプロバイオティクスが腸管内のイオン濃

度の調節により餌である腐葉土の分解効率を高め、JHBPの発現上昇による JHの運搬効

率の向上がヘラクレスオオカブトムシのメス幼虫の生育に影響を与えていることを示唆してい

る。 
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【図一覧】 

  

図１. 千葉大学大学院 園芸学研究科 生物化学研究室で取り扱っている好熱菌発酵産物の

製造工程 

商品価値がないエビ、小魚を主原料とし、三段階の発酵段階を経て堆肥化している。  
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第１章「好熱菌発酵産物の給与が引き起こすヘラ

クレスオオカブトムシ幼虫の腸内細菌叢の

変化」 

【序論】 

 ほとんどの動物には、宿主の健康状態や発育に影響を与える微生物が定着している。 ア

ブラムシ類の Aphididaeは、バクテリオサイトとして知られる宿主の特殊な細胞内に偏性細

胞内共生細菌であるブフネラ Buchnera aphidicolaが定着しており、アブラムシとブフネラ

の内部共生はアブラムシの成長と繁殖において必須である（Douglas、1998）。 ブフネラ種

に近縁な共生細菌はミナミアオカメムシ Nezara viridulaの腔腸に定着しており、これらの

共生細菌を除去すると、宿主昆虫の成長遅延と不妊を引き起こすことが判明している

（Hosokawa et al., 2006）。 ほとんどの細胞内共生細菌は、義務的共生または条件的共生

に関係なく、母体を介して垂直感染する（Moran et al., 2008）。 対照的に、オナガカメムシ 

Riptortus clavatus は環境土壌から Burkholderia と呼ばれる共生細菌を獲得すること

が判明し、このカメムシと Burkholderia の共生は宿主の環境適応に有益な効果をもたら

す (Kikuchi et al., 2007)。 これらの共生細菌は、宿主昆虫の微生物叢を支配しており

（Moran et al., 2008；Kikuchi et al., 2005）、共生微生物と宿主昆虫の間に相利的有益な

関係が確立されていることを示している。 

 

  木食性甲虫の幼虫は腸管内に微生物が豊富に存在しており、そこで多様な微生物種が

定着し、セルロースとヘミセルロースが代謝によって異化される。 したがって、木材を食べる

昆虫の腸内微生物叢は、リグノセルロース資材の分解のための天然資源として研究されてき
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ている（Watanabe and Tokuda., 2010）。 好気性微生物と通性嫌気性微生物が、木材を

食べる甲虫 Anolophora glabripennis の幼虫で優勢であることが判明し、中腸における酸

素依存的リグニン分解が微生物の酵素によって触媒されることが判明している (Scully et 

al., 2013)。 ほとんどのコガネムシ幼虫は草食性または腐食性であり、その細菌群集がセル

ロース分解の原因となっている (Bayon and Mathelin, 1980; Huang et al., 2012)。 細菌

のセルロース分解酵素に加えて、サイカブトムシ Oryctes nasicornis は内因性の β-1,4-

グルカナーゼを持っており、宿主と微生物が連携して腐食物の分解を行なっていると考えら

れる（Shelomi et al., 2019）。 

 家畜や人間では、腸管にラクトバチルス属およびビフィズス菌のようないくつかの細菌が定

着しており、一部の細菌はプロバイオティクスとして使用されている。 FAO/WHO によれ

ば、プロバイオティクスは「適切な量で投与された場合に宿主に健康上の利益をもたらす生き

た微生物」と定義されている (Hill et al., 2014)。 私の所属する研究室では近年、経口投与

することにより、従来のマウスの飼料効率を改善できるプロバイオティクス細菌である

Bacillus hisashii（Caldibacillus hisashiiに改名（Gupta et al., 2020））を同定した

（Miyamoto et al., 2013;Nishida et al., 2015）。  この細菌は、海洋動物資源から生成さ

れた好熱菌発酵産物から分離され、フィルミクテス属の菌種が優先している (Niisawa et 

al., 2008)。 好熱菌発酵産物は発酵飼料添加物として使用されており、魚 (Tanaka et al., 

2010、Tanaka et al., 2016)、鶏 (Ito et al., 2016)、および豚の繁殖力を向上させる 

(Miyamoto et al., 2012; Ito et al ., 2016）。 この成長改善効果はマウスでも観察されてい

る (Miyamoto et al., 2013)。      

 

  本研究では、ヘラクレスオオカブトムシ Dynastes hercules の幼虫における好熱菌発酵

産物による成長促進効果について研究をした。 ヘラクレスオオカブトムシは世界最大のカブ

トムシであるためペットとして非常に人気があり、体が大きい成虫の個体は付加価値が高い
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ため大型個体の産出のためのモデルとして有益であると考える。 ヘラクレスオオカブトムシ

の幼虫は、腐葉土からなる枯れて腐った木材や落ち葉を食べ生育する。 72日間の給餌実

験中に、好熱菌発酵産物を給与したメスの幼虫の成長を促進することが判明した。 また、糞

便中の腸内細菌プロファイルから、好熱菌発酵産物を含む腐葉土で生育させたメス幼虫では

モリクテス綱に属する細菌の相対存在量が好熱菌発酵産物を給与していないメス幼虫と比

較して、増加していることが明らかになった。 
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【実験材料と方法】 

1 ヘラクレスオオカブトムシ幼虫に対する好熱菌発酵産物の給与試験 

好熱菌発酵産物がヘラクレスオオカブトムシ D. hercules herculesに与える影響を調査す

るためにヘラクレスオオカブトムシ幼虫を生育させて、好熱菌発酵産物の給与試験を行った。 

 

1-1 ヘラクレスオオカブトムシの入手と飼育条件 

D. hercules hercules (Linnaeus) の未後食（羽化してから餌を摂取していない状態）のオ

スとメスの成虫ペアを、Lumber Jack Co. Ltd (東京、小金井) から購入した。 これらの成

虫は日本国内で育種されて得られたものである。 羽化したばかりの成虫は約 1~2 ヶ月間

餌を与えず、その後市販のカブトムシゼリーを与え飼育した。 30 日間の給餌期間の後、ペ

アの成虫を交配させた。 餌となる腐葉土は月夜野きのこ園株式会社（群馬県）から購入し、

いくつかの止まり木を入れた容器（43×26×31.5cm）に投入した。 腐葉土の高さは１８ｃｍに

セットした。 交配確認後、メス成虫を上記の容器内で飼育し、バナナを与えた。 メス成虫が

産卵を行ったあと、孵化後２週間前後の１齢幼虫をブロー容器（容積２Ｌ）に移した。 オスとメ

スの幼虫は、2齢幼虫期後期または 3齢幼虫期初期（孵化後 90±10日）で、以前に先行研

究で記載されているヘロルド器官の有（オス）または無（メス）によって区別された（Morita、

2018）。 これらの幼虫は、好熱菌発酵産物の有無にかかわらず、腐葉土で満たされたブロ

ー容器（容積２Ｌ）内で単独飼育を行った。 

 

 



 19 

1-２ 幼虫飼育条件と排出糞の保存 

好熱菌発酵産物は、以前に記載された先行研究のプロトコルに基づいてに製造された 

(Niisawa et al., 2008)。 好熱菌発酵産物の成分分析の結果は、炭素約 40%、窒素 4%、

リン 2%、カリウム 1%、カルシウム 4% であった (Ishikawa et al., 2013)。 好熱菌発酵

産物を腐葉土とよく混合し、次にブロー容器に、1% (w/w) の好熱菌発酵産物を含む腐葉

土、または好熱菌発酵産物を含まない腐葉土を充填した。 腐葉土は蒸留水で加湿され、2 

か月ごとに交換した。 幼虫の表面の腐葉土をブラシで除去し、好熱菌発酵産物の有無にか

かわらずブロー容器に幼虫を移してから０日、１４日、２８日、４２日、７２日後に幼虫の重量を

測定した。 好熱菌発酵産物の有無にかかわらず、試験開始後の 0日目と 46 日目に糞便

を回収した。 秤量用プラスチック皿の表面をエタノールで滅菌し、その上に各幼虫を置き糞

便の排泄を待った。 皿上に排泄された糞便は、排泄後 1時間以内に液体窒素中で凍結し、

使用するまで-80℃で保存した。 

 

２ 次世代シーケンサーを用いたヘラクレスオオカブトムシ幼虫の腸内細菌叢変化の解析 

  カブトムシ類の幼虫の腐食物の分解は腸内細菌と連携して行なっていると考えられるた

め、腸内細菌叢の解析は宿主の健康状態をはじめとする内外環境の指標になり得ると考えら

れる。ヘラクレスオオカブトムシ幼虫の腸内細菌叢の特性を明らかにするため、次世代シーケ

ンサーの一種であるMiseq を用いて解析を行った。 
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2-1 排出糞の DNA抽出 

DNeasy PowerSoil Pro Kit (Qiagen、CA、USA) を使用して約 0.25 g の新鮮な糞便

から全 DNA を調製し、Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit (Invitrogen、USA) を

使用して定量を行った。 

2−2 細菌の 16S rRNA遺伝子の配列解析 

細菌の 16S rRNA遺伝子の V4領域（515F-806R）は、以前の先行研究に従って

Illumina MiSeqで配列決定をした（Fu et al., 2020; Wang M et al., 2020）。 得られた

配列を、Trimmomatic (http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic) を使用

してフィルタリングした。 トリミングされたサンプルあたり 10,000 リードは、以前に記載さ

れた先行研究のプロトコルに従って、 QIIME 1.9.1 を使用して分析した (Caporaso et 

al., 2010)。 フィルタリングされた配列は、97% の類似性で定義された分類単位 

(Operational Taxonomic Unit : OTU) にクラスター化した。 α 多様性と β 多様性は、

R ソフトウェア (バージョン 3.6.2 および 4.0.5) を使用して可視化した。 観測された 

OTU の数と、α多様性として Chao1、Shannon、および Simpson indexの値を評価し

た。 β 多様性は、サンプル全体の OTU 分布に基づいて重み付けまたは重み付けされ

ていない UniFrac 解析を用いた主座標分析 (PCoA) によって推定された。 門および

属の細菌集団の相対存在量は、大部分 (検出された集団の > 1%) から選択され、表示

された。 2 つのグループ間のスチューデントの t 検定を使用して、平均値間の差異を調

べた。 すべての 16S rRNA 遺伝子データセットは、DDBJ Sequence Read Archive 

(アクセッション番号: DRA012196) に寄託された。 

線形判別分析 (Linear Discriminant Analysis : LDA) 効果サイズ (LDA Effect 

Size : LEfSe) 分析（以下、LEfSe解析）は、オンライン Galaxy バージョン 1.1.2 
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(https://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/) を使用して実行された。 属レベルで

の有意差のある細菌存在量は、ノンパラメトリック要因のクラスカル・ウォリス検定 (p < 

0.05) を使用して検出され、生物学的一貫性はペアワイズ ウィルコクソン検定 (p < 0.05) 

を使用して評価した。 最後に、それぞれの腸内細菌叢の異なった特徴が LDA を使用し

て推定され、LEfSe 解析に基づく樹形図を LDA スコアを使用して視覚化した。 識別特

徴の対数 LDA スコアの閾値は 2.0 に設定した。 
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【結果】 

1 ヘラクレスオオカブトムシ幼虫に対する好熱菌発酵産物の給与試験 

 生後約 90 日のヘラクレスオオカブトムシの幼虫の雌雄を判別し、好熱菌発酵産物の有無

にかかわらず腐葉土中で 72 日間生育させた。 好熱菌発酵産物給与区では終濃度 1% 

(w/w) で腐葉土とよく混合させた。 腐葉土への好熱菌発酵産物の給与はメス幼虫の成長を

特異的に促進させ (図２)、給与後 14 日目で幼虫の体重の増加が観察された。 72 日目

に好熱菌発酵産物を給与したメス幼虫の相対体重は、0 日目の幼虫の体重と比較して最大 

1.65 倍増加したが、給与していない腐葉土で飼育した幼虫の体重は 1.25 倍の増加にとど

まった 。 オス幼虫の体重は、好熱菌発酵産物の有無にかかわらず、72 日間の飼育期間

中で最大 1.8 倍と急速に増加した。 これらの結果は、好熱菌発酵産物を腐葉土に添加す

るとメス幼虫の成長が促進されることを示している。 

 

２ 次世代シーケンサーを用いたヘラクレスオオカブトムシ幼虫の腸内細菌叢変化の

解析 

2−1 ヘラクレスオオカブトムシの成長によって伴う腸内細菌叢の変化 

ヘラクレスオオカブトムシ幼虫の体重増加は、0 日目から 42 日目までの飼育期間中に

特に観察され、その後平衡に達した (図２)。 次に、糞便サンプルを 0日目と 46日目に収集

した。 オスとメス幼虫の 0 日目の糞便サンプルを、それぞれ 0-MC および 0-FC (好熱菌

発酵産物を給与しない「対照区」)、および 0-MT および 0-FT (好熱菌発酵産物給与する

「好熱菌発酵産物給与区」) と設定した。 同様に、46-MC および 46-FC という記号は 46

日目の対照区のサンプルに対応し、46-MT および 46-FT は 46日目の 好熱菌発酵産物
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給与区のサンプルを示している。 各グループは 4 匹の幼虫を用いており、各糞便サンプル

の細菌組成は 16S rRNA 遺伝子の配列を解析することによって OTU に基づいてクラスタ

ー化した。 

すべての配列データを組み合わせると、放線菌、フィルミクテス、プロテオバクテリア、バク

テロイデスの 4 つの門が糞便中で優勢であり、糞便細菌の 90%以上を占めることがわかっ

た (図３)。その中で、糞便細菌全体の約 50% を占める、最も豊富な 10 種類の細菌を抽

出した。その操作によって キシラニミクロビウム属、シュードキサントモナス属、パルディバク

ター属、ツリシバクター属、バチルス属に属する細菌の同定に成功し、放線菌目、ルミノコッカ

ス科、コマナモス属、クロストリジウム属に属する細菌も糞便中に豊富に存在していることが

わかった（図３）。 

次に、対照区のデータを使用して、試験開始 46日目の糞便細菌組成の増減に関連した

腸内細菌叢の変化を測定した (0-MC 対 46-MC; 0-FC 対 46-FC)。 オス幼虫では、α多

様性指数は 46 日間の飼育期間中に変化を示さなかった。 しかし、メスサンプルの OTU 

数は増加し (p < 0.1)、α 多様性指数 (Chao 1 および Shannon) は 46 日目の飼育期間

後に増加傾向を示した (p < 0.1) (図４A)。 46-MC サンプルと 46-FC サンプル間で多様

性指数を比較すると、OTU 数は増加傾向を示し (p < 0.1)、メス幼虫のサンプルでは Chao 

1 指数が増加した。 UniFrac PCoA プロットでは、オスとメス幼虫の糞便中の腸内細菌叢

の違いは有意ではなかったものの、0 日目のサンプルの糞便細菌組成が 46 日目の糞便

サンプルの糞便細菌組成とは異なってクラスター化されていることを示した (図４B)。 これら

の結果は、糞便の細菌組成が幼虫の成長に関連して変化するが、幼虫の性別が細菌プロフ

ァイルに及ぼす影響は限られていることを示した。 

次に、LEfSe 解析を使用して、成長に伴い増減している細菌のプロファイルを特徴付け

た。 LEfSe解析は、統計的有意性に関する標準検査と生物学的一貫性および効果の関連

性に関する検定を組み合わせることにより、2 つの細菌集団間の差異を示すことができる 
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(Segata et al., 2011)。 今回は 0-MC と 0-FC サンプルの配列データ、および 46-MC と 

46-FC サンプルの配列データをそれぞれ組み合わて比較した。 LEfSe 解析は、対照区の 

0 日目と 46 日目の配列データを比較することによって実行された。 綱レベルでは、バクテ

ロイディア綱、バチルス綱、クロストリジウム綱、ベータプロテオバクテリア綱、およびモリクテ

ス綱の存在量が、0日目のサンプルと比較して 46日目のサンプルで増加していた。 対照的

に、いくつかの綱、すなわち、アシドバクテリア綱、フラボバクテリア綱、サプロスピラエ綱、サ

ーモミクロビア綱およびガンマプロテオバクテリア綱の存在量は、46 日間の飼育期間中に減

少していた（図５）。 次に、46 日目のサンプルまたは 0 日目のサンプルで LEfSe 解析に

よって、高い LDA スコア (>|2.0|) を示した細菌種を選択した (図５B)。 これらの細菌種

のほとんどの集団は、オスとメスの両方のサンプルで 46 日間の飼育期間中に同様の傾向

を示したが、いくつかの種はオスまたはメスのサンプルのみで高い LDA スコア (>|2.0|) 

を示した。 (図６と図７)。 次に、オスとメスのサンプル間で高い LDAスコアを示した細菌種

を選択し、色付きの丸でマークをした(図５B)。 オスサンプルにおけるバチルスおよびラクトバ

チルス属の存在量の増加、およびメスサンプルにおけるパルディバクターおよびクロストリジ

ウム属の存在量の増加は、LEfSe 解析によって示された。（図６）。 クリセオバクテリウム、

ルチバクテリウム、ハイレモネラ、ストレプトコッカスなどのいくつかの属の存在相対比は、メ

ス幼虫の成長に伴って著しく減少した（図７）。 これらの結果は、オスとメス幼虫両方の幼虫

の糞便細菌数が幼虫の成長中に劇的に変化し、いくつかの細菌種の存在量が性別に依存し

て変化したことを示している。 

 

2-3 好熱菌発酵産物の給与によって伴う腸内細菌叢の変化 

メス幼虫の成長は、腐葉土に好熱菌発酵産物を添加することによって促進された (図２)。 

次に、46日目の糞便サンプル（46-MC対 46-MTおよび 46-FC対 46-FT）の細菌群集を比

較することにより、ヘラクレスオオカブトムシの腸内細菌叢に対する好熱菌発酵産物の影響
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を評価した。 α多様性に対する好熱菌発酵産物の成長促進効果は、オス幼虫サンプルでは

有意ではなく (46-MC vs 46-MT)、Chao 1指数は 46-FC サンプルと比較して 46-FT サ

ンプルで減少した (図８A）。 UniFrac PCoA プロットでは、好熱菌発酵産物の給与による

細菌集団の明確な違いは示されなかったものの (図８B)、好熱菌発酵産物給与区 (46-MT 

および 46-FT) からの UniFrac PCoA データは、対照区 (46-MC および 46-FC) と比

較して互いに密接にクラスター化されていた。したがって、好熱菌発酵産物が細菌プロファイ

ルに及ぼす影響は非常に限られていたが、好熱菌発酵産物給与区の細菌プロファイルは相

互に似通っていることを示している。 

次に、好熱菌発酵産物非給与の対照区と好熱菌発酵産物給与区の間の細菌種の違いを

調べるために LEfSe 解析を実行した (図９)。 オス幼虫では、好熱菌発酵産物の添加によ

り、フィルミクテス門の割合が増加したが、これは主にルミノコッカス科の存在量の増加によっ

て引き起こされた。 メスの幼虫では、モリクテス綱が高い LDA スコアで検出されたため、

好熱菌発酵産物の給与によってメス幼虫の腸内でその存在量が顕著に増加したことを示し

ている。 このモリクテス綱の個体数の増加は、アコレプラズマ科の存在量の増加によって説

明された。 メス幼虫では、好熱菌発酵産物の給与によって、ガンマプロテオバクテリア綱の

数が減少した。 興味深いことに、腐葉土に好熱菌発酵産物を混合することにより、オスメス

両方の幼虫でプランクトミケス門の存在量が減少した。 この結果は、好熱菌発酵産物給与

によるメス幼虫の成長促進に関連する細菌群が LEfSe 解析によって同定されたのは、ごく

少数であることを示している。 
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【考察】 

1 ヘラクレスオオカブトムシ幼虫に対する好熱菌発酵産物の給与試験 

今回の研究では、好熱菌発酵産物を給与することでヘラクレスオオカブトムシの成長に影

響をもたらすのか、またもたらした場合はそのメカニズムの一端を解明するために腸内細菌

叢の視点から研究を進めた。結果として、ヘラクレスオオカブトムシのメス幼虫において対照

区と比較して好熱菌発酵産物給与区では、相対比で約 1.35倍もの成長促進効果がみられ

た。オスの幼虫はもともとメスと比べて急速に生育するため、好熱菌発酵産物を給与してもそ

の成長速度の違いを見ることがメス幼虫と比較するとはっきりとした結果に現れない可能性

が伺える。しかしメス幼虫の場合はオスに比べてもともとの成長が緩やかなので、発酵産物

を給与したことによる影響が現れやすい可能性がある。次項で次世代シーケンサーを用いた

ヘラクレスオオカブトムシ幼虫の腸内細菌叢を解析する事で、好熱菌発酵産物給与区のメス

のみに増減の変化が確認できた細菌の特性を加味してメス幼虫の成長促進の原因を考察す

る。 

 

２ 次世代シーケンサーを用いたヘラクレスオオカブトムシ幼虫の腸内細菌叢変化の解析 

今までの先行研究には、腸内細菌群集に対する幼虫齢の影響を記載した報告はわずかし

かなかった（Hu et al., 2017; Wang et al., 2020）。 ある研究では、マツマダラカミキリ 

Monochamus alternatusの幼虫の 1齢から 5齢までの段階的な成長に応じた、各齢の細

菌組成について報告している。 門の組成は 5齢すべてで同様であったが、腸内で優勢な細

菌種は、 M. alternatusの 1齢から 5齢までの幼虫の発育中に変化した(Hu et al., 

2017)。 多くの昆虫で観察されたように、4つの門、プロテオバクテリア、フィルミクテス、アク

チノバクテリア、バクテロイデスがM. alternatusの腸内で優勢であった(Douglas, 2015)。 
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これらの 4 つの門は、本研究におけるヘラクレスオオカブトムシ幼虫の糞便細菌群集の主

要構成要素でもあった (図３)。 

カブトムシ類の幼虫の優勢な細菌種は餌の影響を受けているという報告がある (Kim et 

al., 2017)。 実際、 M. alternatusの腸内で優勢な細菌種は、ヘラクレスオオカブトムシの

幼虫の糞便で見つかった細菌種とは異なっていた。 M. alternatusの幼虫は木食性であ

り、ヘラクレスオオカブトムシの幼虫は腐食性であるため、これら 2 つの甲虫の餌に含まれ

る環境細菌常在菌は完全に異なると予想され、その結果、それぞれの幼虫の腸内微生物叢

が異なることに繋がった。 私の飼育環境では、飼育期間中同じ腐葉土を幼虫に与えたが、

腐葉土自体は「発酵」したものである。 実験期間中、腐葉土は 23℃に維持されたが、保存さ

れた腐葉土中の細菌組成も 46日間の飼育期間中に変化すると予想された。 したがって、

46 日間の飼育期間中の糞便細菌組成の変化は、幼虫の腸状態の時間依存的変化、およ

び/または腐葉土の細菌組成の変化によって引き起こされる可能性がある。 

本研究において、糞便中に最も豊富に存在する腸内細菌の属はキシラニミクロビウムであ

った（図３）。 この OTU の配列の BLAST 検索により、最も近い Xylanimicrobium 

pachnodae であることが示された。 この細菌は、セルロース分解性およびキシラン分解性

細菌としてコンゴに生息しているハナムグリの一種 Pachnoda marginata 幼虫の腸から分

離され (Cazemier et al., 2003; Stackebrandt and Schumann, 2004)、

Cellulosimicrobium variabile と密接な関連を示している (Bakalidou et al., 2002）。 後

者の細菌は、セルロース分解性およびキシラン分解性微生物としてシロアリの後腸から分離

されたものである。 X. pachnodae は高レベルのキシラナーゼとエンドグルカナーゼを分泌

するため、この細菌はリグノセルロースの分解に重要である可能性が高く、最終的にはヘラク

レスオオカブトムシの幼虫の栄養補給に関与していると考えられる。 
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  また、腸内細菌群集が宿主幼虫の性別によって影響を受けることも観察された。 オスとメ

スの幼虫は同じ腐葉土で飼育されたが、46日間の飼育期間中に属レベルでメス幼虫に特有

の変化、クロストリジウムとパルディバクターの割合が増加し、クリセオバクテリウム、ルチバ

クテリウム、ハイレモネラ、およびストレプトマイセスの割合が減少したことが観察された（図

５、図７）。 オス幼虫では、ラクトバチルスとバチルス属の 2 つの属種が、成長に伴って存在

量の増加を示した (図５、図６)。 興味深いことに、クロストリジウム属とラクトバチラス属は、

人間と家畜において有益なプロバイオティクスとしての特徴を持っている（Reid, 1999; Guo 

et al., 2020）。 以上を踏まえ、これら 2 つのプロバイオティクスとして作用する可能性があ

る細菌は、オスとメス幼虫の間で異なっている可能性がある。 

好熱菌発酵産物の給与により、メス幼虫の成長が促進されていた。 UniFrac PCoA 分

析では、対照区と好熱菌発酵産物給与区の間に明確な差異が示されなかったため、限られ

た数の細菌が好熱菌発酵産物から誘発された変化を示し、メス幼虫の生育を促進する可能

性がある。 LEfSe 解析による 46-FC サンプルと 46-FT サンプル間の細菌群集の比較

では、モリクテス綱の割合が増加しているが、プランクトミケス門とガンマプロテオバクテリア

綱の割合が減少していることが示された。 好熱菌発酵産物の添加後、46 日サンプル中の

プランクトミケス門の割合は、ヘラクレスオオカブトムシのオスおよびメス幼虫の両方で減少し

た。 対照的に、好熱菌発酵産物を含む腐葉土中で生育したメス幼虫では、ガンマプロテオバ

クテリア綱の割合の減少とモリクテス綱の割合の増加が優先的に観察されていた（図９）。 0 

日目と 46 日目の対照区間で細菌プロファイルを比較した場合 (0-FC 対 46-FC)、メス幼

虫の成長に伴ってガンマプロテオバクテリア綱の割合が減少し、モリクテス綱の割合が増加

することが判明した。 したがって、好熱菌発酵産物の給与により、ガンマプロテオバクテリア

綱とモリクテス綱の個体数の成長に伴う変動が増幅され、最終的にメス幼虫の成長が促進さ

たと考えられる。 モリクテス綱に属するアネロプラズマ属およびアコレプラズマ属と、ガンマプ

ロテオバクテリア綱に属するシュードモナス属、ルテイモナス属およびステノトロフォモナス属
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が、それぞれモリクテス綱およびガンマプロテオバクテリア綱の高い LDA スコアに寄与する

可能性のある微生物として同定された。 興味深いことに、これら 2 つの分類群は、ツシマヒ

ラタクワガタムシ Dorcus titanus castarnicolor の幼虫の健康状態と関連していた 

(Kwak et al., 2019)。 ガンマプロテオバクテリア綱に属する Pseudomonas knackmussii

の割合は病気の幼虫で増加し、モリクテス綱に属する Acholeplasma brassicaeは健康な

幼虫でのみ見つかった。 報告されているモリクテス綱のほとんどはヒトと家畜の片利共生生

物であるが(Razin et al., 1998)、モリクテス綱のいくつかの種は健康な節足動物で優先的に

見られる。 実際、モリクテス綱は真菌を育てるアリの中で相利共生生物として維持されてい

る(Sapountzis et al., 2018)。 好熱菌発酵産物中ではモリクテス綱の細菌は検出されなか

ったため（Niisawa et al., 2008）、モリクテス綱はヘラクレスオオカブトムシの中で相利共生

生物として作用し、好熱菌発酵産物はメス幼虫の成長を促進するプロバイオティクス材料とし

て機能する可能性が高く、腸内共生菌がモリクテス綱の増殖をサポートしていると想定され

る。 結論として、腐葉土に対する好熱菌発酵産物の給与は腸内細菌叢を変化させ、ヘラクレ

スオオカブトムシのメスの幼虫の環境適応力を高めたと推測される。 
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【図一覧】 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２.  好熱菌発酵産物を腐葉土に給与することによる、ヘラクレスオオカブトムシのメス幼

虫の成長促進効果 

 生後約 90 日の幼虫を、好熱菌発酵産物の有無にかかわらず (0 日) 腐葉土に

移し、その後 72 日間飼育した。 実験開始時の体重の平均値の相対値を示す。 

*p < 0.05。 
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 図３.  ヘラクレスオオカブトムシの幼虫の糞中に見られる優勢な門 (A) と属 (B) 

すべての配列データ (0-MC、0-FC、0-MT、0-FT、46-MC、46-FC、46-MT、46-

FT) を結合した上で属をわけて表示した。 最も豊富な 10 属の相対的な存在量を

示す。 

 



 41 

 

 

図４.   試験開始から 0 日目(0-MC および 0-FC) および 46 日目 (46-MC および 

46-FC) に収集された好熱菌発酵産物を含まない腐葉土（対照区）で飼育した幼虫

糞便中の細菌群集の豊富さと多様性の指数 

 

 

46-MC        46-MT 

46-FC         46-FT 
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 (A) α-多様性指数。 * p < 0.1、** p < 0.05。 (B) 重み付けまたは重み付けされて

いない UniFrac 距離を使用した PCoA プロットによって示された β ダイバーシ

ティ インデックス。 95% 信頼区間は、0 日サンプルと 46 日サンプルの周囲の楕

円として表示される。 
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図５ 
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図 5.   試験開始から 0 日目と 46 日目に採取された糞便で確認された有意差のある細

菌分類群の LEfSe 解析 

 (A) 好熱菌発酵産物を含まない腐葉土で育てたオスとメスの幼虫から得られた糞便

細菌 16S rRNA 遺伝子配列の組み合わせデータを使用して、樹形図を構築した。 

(B) 高い LDA スコア (>|2.0|) を持つ細菌分類群。 オス幼虫サンプルとメス幼

虫サンプルによって差次的に寄与した高い LDA スコアは、それぞれ青とオレンジ

の丸で示した。 
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図６ 
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図６.   試験開始後 46日目の好熱菌発酵産物非給与区（対照区）または、好熱菌発酵産

物給与区（好熱菌発酵産物給与区）のオス幼虫から採取された糞便で確認された有

意差のある細菌分類群の LEfSe 解析 

(A) 樹形図 (B) 高い LDA スコア (>2) を持つ細菌分類群 
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図７ 
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図７.   試験開始後 46日目の好熱菌発酵産物非給与区（対照区）または、好熱菌発酵産物

給与区（好熱菌発酵産物給与区）のメス幼虫から採取された糞便で見つかった有意

差のある細菌分類群の LEfSe 解析 

 (A) 樹形図  (B) 高い LDA スコア (>2) を持つ細菌分類群 
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図８.  好熱菌発酵産物非給与区（対照区）(46-MC および 46-FC) または、

好熱菌発酵産物給与区の (46-MT および 46-FT) 46 日目に収集さ

れた糞便中の細菌群集の豊富さと多様性の指数 

(A) α-多様性指数。 ** p < 0.05。 (B) 重み付けまたは重み付けされていない 

UniFrac 距離を使用した PCoA プロットによって示された β ダイバーシティ 

インデックス。 95% の信頼区間は、対照区と好熱菌発酵産物給与区の周囲の

楕円として表示されている。 

46-MC        46-MT 

46-FC         46-FT 

 

control          compost 
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図９.  好熱菌発酵産物非給与区（対照区）(46-MC および 46-FC) または、好熱菌発酵産

物給与区の (46-MT および 46-FT) 46 日目に採取された糞便で見つかった有意

差のある細菌分類群の LEfSe 解析 

オスのカブトムシ幼虫 (A、B) とメスのカブトムシ幼虫 (C、D) から糞便を収集し

た。  

(A、C) 樹形図。 (B、D) 高い LDA スコア (>|2.0|) を持つ細菌分類群。 
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第２章「好熱菌発酵産物のメス特異的な成長促進

をもたらすメカニズム」 

【序論】 

カブトムシ類やクワガタムシ類はペットとして人気の高い種類が多く、特に大型の成虫は

魅力的である。 完全変態甲虫の成虫の体の大きさは、蛹になる直前の幼虫の体の大きさに

よって決まるため（Chafino et al., 2019; Karino et al., 2004）、幼虫の生育を促進するた

めの繁殖技術が長年研究されてきた。 例えば、クワガタムシの幼虫は腐植した木材を食べ

て成長するが、キノコ菌糸を蔓延らせたおがくず（菌糸瓶）で飼育されることがよくある。この

繁殖技術はクワガタムシの幼虫の成長に非常に効果があり、日本のクワガタムシ飼育者の

間で非常に人気がある。 ヘラクレスオオカブトムシ Dynastes herculesやヤマトカブトムシ 

Trypoxylus dichotomusなどのコガネムシの場合、幼虫は腐植性であり、幼虫の成長には

より発酵が進んだ餌が好まれている（Miyamoto et al., 2022）。 最近、私は、好熱菌発酵産

物を腐葉土に混合して給与させることにより、ヘラクレスオオカブトムシのメス幼虫の成長が

促進されることを示した (Asano et al., 2023)。 したがって、発酵したおがくずや腐葉土を使

用するとカブトムシの幼虫の成長を促進することができ、生息環境の微生物や腸内微生物に

よって食餌の木質バイオマスが分解されると、カブトムシ類やクワガタムシ類の幼虫の成長

が促進されることが示唆された。 さらに、好熱菌発酵産物の給与により、性依存的に幼虫の

成長が促進されたため、腸内微生物叢が宿主幼虫の生理学的反応に影響を与えている可

能性もある（Asano et al., 2023）。 

哺乳類の腸とは異なり、甲虫の腸は極度のアルカリ性条件を有している（Andert et al., 

2008; Bayon, 1980; Hobbie et al., 2012）。 餌である木質バイオマスはアルカリ条件下で

膨潤し、その結果セルロースの重合と結晶化度が低下する（Zborowska et al.、2022）。 実
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際、食餌としての木質バイオマスの利用可能性は、カブトムシの幼虫の腸のアルカリ度と相

関していた(Grayson、1958)。 腔腸内のアルカリ度が高いことは、カリウムイオンの供給に

よって単純に説明することができる (Dow、1992)。 次に、膨潤した木質バイオマスは腸内

細菌によって発酵され、ギ酸、酢酸、プロピオン酸、乳酸などの有機酸に変換される（Andert 

et al., 2008; Lemke et al., 2003）。 これらの有機酸は幼虫の成長エネルギーとして使用さ

れている (Schroeder et al., 2022)。 木食性のシロアリ Reticulitermes flavipesにおい

て、酢酸はセルロースとヘミセルロースの主要な代謝産物であり、シロアリの主要な呼吸源で

ある（Odelson and Breznak、1983）。 したがって、腸内のカリウムイオン濃度と食物の木

質バイオマスからの有機酸の生成は、幼虫の成長を決定する重要な要素である可能性があ

る。 

 昆虫では、幼若ホルモン (Juvenile Hormone : JH) とエクジステロイドという 2 つのホ

ルモンが、発生 (幼虫の脱皮と蛹への変態) と幼虫の成長期間を制御している。 完全変態

の昆虫では、主要な活性エクジステロイドである 20-ヒドロキシエクジソン (20E) が、JH の

存在下で幼虫間の脱皮を誘導する (Kayukawa et al., 2016)。 幼虫の最終齢では、20E 

は JH 発現レベルの低下後に幼虫と蛹の脱皮を誘導し、JH が幼虫の早熟変態を妨げるこ

とを示している (Kayukawa et al., 2016)。 JHは分泌器官であるアラタ体によって産生さ

れ、アラタ体の切除によりショウジョウバエ Drosophila melanogasterの幼虫の成長速度

（実験期間中の幼虫の体重の増加）が低下した(Mirth et al., 2014)。 タバコスズメガ 

Manduca sexta では、その体の大きさは JH とエクジステロイドのレベルによって制御さ

れ、餌の質による体の大きさの可塑性は幼虫の成長速度によって決まる (Davidowitz et 

al., 2004)。 したがって、食事の質が JH レベルを調節する可能性がある。 さらに、性依存

性の JH 効果がいくつかの昆虫で報告されている。 オス成虫のサイズと前蛹期の JH レ

ベルの間に正の相関関係がメタリフェルホソアカクワガタムシ Cyclommatus metallifer で

見つかっている (Gotoh et al., 2011)。 コナカイガラムシ Planococcus kraunhiae の成虫
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は極端な性的二型を有しており、幼体と形態があまり変わらないメス成虫と翅を有するオス

成虫に分かれている。 オスの翅の形成は、2齢幼虫および前蛹期の幼虫の高レベルの JH

に依存しているが、そのような高レベルの JHはメス幼虫では観察されなかった（Vea et al., 

2016）。 

 

ここでは、好熱菌発酵産物の給与によるヘラクレスオオカブトムシ Dynastes hercules 

の幼虫の成長促進のメカニズムについて研究した。第１章の研究によりヘラクレスオオカブト

ムシの幼虫を 1% (w/w) の好熱菌発酵産物を混合した腐葉土で飼育すると、メスの幼虫の

成長促進効果が観察された (Asano et al., 2023)。 好熱菌発酵産物によるこの性特異的な

成長速度の促進のメカニズムを解明するために、私は好熱菌発酵産物を給与して飼育した

幼虫と給与しない幼虫の腹腔内 pH、カチオンおよび有機酸の濃度を測定した。 さらに、脂

肪体の RNA プロファイルを決定した。 本研究の結果は、好熱菌発酵産物の給与により、

中腸内容物中のカリウムイオン濃度が増加し、メス幼虫で幼若ホルモン結合タンパク質

（Juvenile Hormone Bindig Protein : JHBP）をコードする遺伝子が発現したことを示し

た。 
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【実験材料と方法】 

1 ヘラクレスオオカブトムシ幼虫に対する好熱菌発酵産物の給与試験 

好熱菌発酵産物がヘラクレスオオカブトムシに与える影響を調査するためにヘラクレスオオ

カブトムシ幼虫を生育させて、好熱菌発酵産物の給与試験を行った。 

 

1-1 昆虫の入手と飼育条件 

昆虫と飼育状況 

国内で繁殖した D. hercules hercules (Linnaeus) の成虫は、Lumber Jack Co. Ltd 

(東京、小金井) から購入した。 腐葉土の準備と成虫の飼育条件については、第１章並びに

以前の先行研究に準じている（Asano et al., 2023）。 交配後、メスの成虫を腐葉土（月夜野

きのこ園株式会社、群馬県）を入れた容器で飼育した。 2 齢後期または 3 齢初期 (孵化後 

100 ± 10 日) で得られたオスとメスの幼虫を、1% (w/w) の好熱菌発酵産物を含むまたは

含まない腐葉土を充填した 2 L 容積のブロー容器内で単独飼育を行った。 好熱菌発酵産

物を腐葉土に混合した餌を幼虫に与えた直前を 0日目とし、49 日間飼育をおこなった。 好

熱菌発酵産物には、約 40% の炭素、4% の窒素、2% のリン、1% のカリウム、および 

4% のカルシウムが含まれている (Ishikawa et al., 2013)。 
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2  ヘラクレスオオカブトムシ幼虫の解剖と体内組織のサンプリング 

好熱菌発酵産物が宿主（ヘラクレスオオカブトムシ幼虫）に及ぼす直接的影響を確認す

るために、腸内容物の組成及び遺伝子発現比較を行うために解剖並びに臓器のサンプ

リングを実施した。 

 

２−1 試験内容および好熱菌発酵産物の給与 

幼虫の体重を 0、14、28、42、49日で測定するために、幼虫の表面の腐植をブラシで除

去した後、各幼虫の重量を測定した。 49日目の体重測定後、幼虫を滅菌皿上に置いた。 

排便後、糞便を 1時間以内に液体窒素中で凍結し、-80℃で保存した。 糞便の収集後、幼虫

の解剖は基本的に 後述の先行研究に記載された方法（Ogata and Iwabuchi, 2017)に従

って実行した。 各幼虫を、5 mL の 70% (v/v) エタノールの入った 100 mL ビーカーに 

30 分間入れた。 幼虫をエタノールに浸すと、前腸にあった未消化の腐葉土が吐き出され

た。 幼虫の表面を 1% (v/v) 食器用洗剤 (ママレモン、ライオン株式会社、東京、日本) を

使用して洗浄し、その後幼虫を 100% エタノールで 30 分間麻酔した。 次いで、幼虫を滅

菌濾紙上に置き、解剖した。 幼虫の腹部の側面の皮膚を、眼科用ハサミを使用して縦軸に

沿って切り開いた。 脂肪体をピンセットで除去し、組織をリン酸緩衝生理食塩水で 1回洗浄

し、1.5mlエッペンチューブに移し、使用するまで-80℃で保管した。 次に、中腸と後腸全体を

除去し、各臓器を使用するまで 50 mL の遠心管に -80 ℃で保存した。 

 

３ ヘラクレスオオカブトムシ幼虫腸管内のカチオン濃度ならびに有機酸濃度 

カブトムシ類幼虫の餌である腐葉土の主成分であるキシランやセルロースはアルカリ条件

下で可溶化されやすいため、カブトムシ類の幼虫の腸管内はアルカリ性に保たれていると考
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えられている。また、腸管内の腐葉土は微生物などによって酢酸をはじめとする有機酸に変

換され宿主の恒常性の維持などに重要な役割を担う可能性が示唆されている。好熱菌発酵

産物の給与がヘラクレスオオカブトムシ幼虫のカチオン及び有機酸の分布にどのような変化

を及ぼすか調査した。 

 

３−1  pH、カチオンおよび有機酸の濃度の測定 

 凍結した中腸および後腸サンプルを氷上で解凍した。 腸内容物をよく混合し、直接 pH測

定機（HM-20J、東亜 DKK、東京、日本）に供した。 次に、腸内容物 0.1 g を 900 μL の

蒸留水に懸濁し、10 分間ボルテックスした。 この混合物を 13,000×gで 2分間遠心分離

し、得られた上清をイオンクロマトグラフィーおよび液体クロマトグラフィーを用いて分析した。 

カチオン濃度を測定するときは、0.2 μm シリンジフィルター (ジーエルサイエンス株式会

社、東京、日本) を使用して上清を濾過した。 濾液中のカチオンをイオン分析装置 (IA-

300、東亜ディーケーケー株式会社、東京、日本) で定量した。 

有機酸の濃度を測定するとき、上清を 0.4μmシリンジフィルター(Advanced 

Microdevices Ltd.、アンバーラー、インド)で濾過した。 得られた濾液を Amicon Ultra 0.5

（分子量 3 kDa以上を除去可能; Merck Millipore、ビレリカ、マサチューセッツ州、米国）に

通した。 濾液中の有機酸のレベルは、Shim-pack SCR-102H カラム を備えた HPLC 

Prominence システム (島津製作所、京都、日本) を使用して測定した。 
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４ ヘラクレスオオカブトムシ幼虫の脂肪体における遺伝子発現比較 

  好熱菌発酵産物によるメス特異的な成長促進は宿主の腸内細菌叢の変化だけではなく、

遺伝子発現の変動など複数の要因によるものだと考えられる。解剖時に摘出した脂肪体から

RNA抽出を行い、トランスクリプトーム解析を実施することによって好熱菌発酵産物の影響

を評価した。 

 

4−1  RNA抽出とトランスクリプトーム解析 

脂肪体の凍結サンプルを Sepasol-RNA Super-G (ナカライテスク、京都、日本) の溶液

に移し、製造業者のプロトコールに従って全 RNA を抽出した。 DNase 処理と得られた全 

RNA の精製は、FavorPrep Plant Total RNA Mini Kit (Favorgen Biotech Corp.、屏

東市、台湾) を使用して実行された。 

抽出された脂肪体からの全 RNA は、mRNA ライブラリーの調製と mRNA 配列決定

のために Eurofins genomics (東京、日本) に委託された。 mRNA をポリ (A)+ RNA と

して精製し、NovaSeq 6000 プラットフォーム (Illumina、サンディエゴ、米国) を使用してペ

アエンド 150 bp 配列データを生成した (BioProject ID: PRJDB16153、RUN ID: 

DRR489622-37)。 fastp (バージョン 0.23.2) を使用してアダプター配列をトリミングし、長く

連続する N 配列および/または長さが 50 bp 未満の配列を含む低品質のリードを廃棄し

た。 読み取られたデータはトリミングされ、Trinity (バージョン 2.15.1) を使用して新たに組

み立てられた。 得られたコンティグ配列は、Universal Single-Copy Orthologs (BUSCO 

バージョン 5.4.7、遺伝子セット) のベンチマークによって評価され、Bowtie2 (バージョン 

2.4.2) および RSEM を使用して各サンプルの読み取りデータをアライメントすることによっ

て各遺伝子の発現レベルが計算された。 (バージョン 1.3.3)。 クラスター分析は、R (バージ

ョン 4.3.1) を使用して、100 万あたりの転写産物 (TPM) として正規化された発現データを
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使用して実行された。 カウントデータは、edgeR (バージョン 3.42.4) によって差次的に発現

された遺伝子 (DEG) を特定するために使用した。 DEG には、UniProt (Swiss-Prot お

よび UniProtKB (昆虫分類学)) データに対する Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST バージョン 2.13.0) 検索によって注釈が付けられた。 
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【結果】 

1 ヘラクレスオオカブトムシ幼虫に対する好熱菌発酵産物の給与試験 

 

 生後約 100 日のヘラクレスオオカブトムシの幼虫の雌雄判別を行い、腐葉土の中で好熱

菌発酵産物の有無にかかわらず 49 日間飼育した (図 10)。 第１章および以前の先行研

究（Asano et al., 2023）に報告されているように、好熱菌発酵産物を給与したメス幼虫の成

長促進効果が観察され、この効果は好熱菌発酵産物を混合した腐葉土へ幼虫を移してから 

14 日後に観察された。 49 日後、好熱菌発酵産物を混合した腐葉土で飼育されたメス幼虫

の相対体重は、0 日の幼虫の体重と比較して最大 2.5 倍増加したが、好熱菌発酵産物なし

の腐葉土で飼育された幼虫の体重は 1.8 倍増加した。  オス幼虫には好熱菌発酵産物に

よる明確な成長促進効果は確認されなかった。 そして、これらの幼虫について以下の分析

を行った。 

 

2ヘラクレスオオカブトムシ幼虫腸管内の pH,カチオン濃度ならびに有機酸濃度 

 

  カブトムシ類の幼虫は成虫になると体が大きくならないため、体の大きさは餌となる腐葉土

を幼虫期間の間にどれだけ多く食べることができ、効率よく消化することができるかによって決

定づけられる。メス幼虫の成長促進は腸管内の環境が変化していることが推測されたため、腸

内 pH,カチオン濃度,有機酸濃度に焦点を当てて分析を行った 
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  2-1中腸と後腸内容物の pH 

好熱菌発酵産物を介したメス幼虫の成長促進について考えられる説の 1 つとして、メス

幼虫の腸内の pH の増加による木質バイオマスの利用効率の増加が挙げられる。 中腸内

容物の pH は 8.6 から 9.5 の範囲であり、予想通り、中腸の管腔液がアルカリ性を示し

ている。 後腸液の pH は中性だった (図 11)。 好熱菌発酵産物の給与による pH のわ

ずかな上昇がオス幼虫の中腸で観察された。 しかし、好熱菌発酵産物を給与したメス幼虫

では、中腸と後腸の両方の管腔内容物の pHは、対照区の pH と比較した場合、差異を示さ

なかった。 これらの結果は、好熱菌発酵産物給与区と非給与区（対照区）と比較した場合、

メス幼虫の腸菅 pH 値に明確な差がなかったことを示している。 

 

2-2中腸および後腸のカチオン濃度 

イオンクロマトグラフィーにより、以下のカチオン、アンモニウムイオン、カルシウムイオン、

リチウムイオン、マグネシウムイオン、カリウムイオン、ナトリウムイオンの濃度を測定した。 

中腸および後腸の内容物中に最も豊富なイオン種はカリウムイオンであり、好熱菌発酵産物

を給与したメス幼虫の中腸におけるその濃度は対照区の 2.8 倍まで増加し、約 8,500 

ppm に達した。 メス幼虫の後腸では、好熱菌発酵産物給与区のカリウム濃度が減少し、対

照区のカリウム濃度が顕著に増加した（図 12）。 同様に、好熱菌発酵産物給与区のオス幼

虫のカリウムイオンは、対照区と比較して中腸で増加し、後腸で減少した（図 13）。 これらの

結果は、中腸と後腸の間のカリウムイオンの腸内分布が好熱菌発酵産物の給与によって劇

的に変化したことを示している。 興味深いことに、好熱菌発酵産物を給与したメス幼虫の後

腸ではナトリウムイオンが特異的に増加した。 好熱菌発酵産物を与えることによって誘発さ

れる他の顕著な変化は、腸内のアンモニウムイオン濃度である。 中腸では、対照区の雄雌
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幼虫の両方で約 300〜400 ppmのアンモニウムイオンが検出され、その濃度は好熱菌発酵

産物給与区では 5〜10 ppmに減少した（図 12、図 13）。 したがって、好熱菌発酵産物で育

てた幼虫ではカリウムとアンモニウムのイオン濃度が変化したが、性依存的な変化を示すカ

チオンは存在していなかった。 

 

2-3中腸および後腸の有機酸濃度 

腸内容物の HPLC 分析によるクロマトグラムは、 7 つの異なるピークを示し、5 つのピ

ークは、コハク酸、乳酸、ギ酸、酢酸、プロピオン酸として検出された (図 14)。 最大ピークの

保持時間は約 17.5 分で、これはイソ酪酸の保持時間と同様である。 しかし、カラム温度を

下げると、このピークがイソ酪酸のピークから分離されることが観察された。 これまでこのピ

ークの化合物を同定することができなかったため、今後はこの同定できていない有機酸を 

RT-17 と呼ぶ。 RT-17 のピークの面積が全測定サンプルの中で最も大きかったため、イソ

酪酸を標準物質として RT-17 を定量した。 メスとオス幼虫の腸内容物の有機酸濃度をそ

れぞれ図 15 と図 16に示した。 

イソ酪酸を標準物質として計算された RT-17 の量は、対照区のメスの中腸では約 

3,000 mg/L であったが、好熱菌発酵産物を給与したメス幼虫では最大 4,700 mg/L まで

増加した。 その後、後腸内の RT-17 の量は 73% (対照区)、84% (好熱菌発酵産物給与

区) と大幅に減少し、1,000 mg/L 未満まで減少した (図 15)。 コハク酸とギ酸の濃度は、

オスとメスの両方の腸の後腸で著しく減少した（図 15、図 16）。 メスの中腸内の酢酸と乳酸

との量は、対照区の幼虫と好熱菌発酵産物給与区の幼虫間で同じであった。 メスの後腸に

おけるこれら 2 つの有機酸の濃度は、中腸に比べて 25 ～ 50% 減少した。 オスの腸で

は、後腸のプロピオン酸は対照区では検出されず、好熱菌発酵産物給与区の後腸の酢酸濃
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度は、好熱菌発酵産物給与区の幼虫の中腸の濃度と比較して増加した（図 16）。 おそらく、

好熱菌発酵産物給与区のオス幼虫の後腸では木質バイオマスの発酵がまだ活発に行われ

ていたと思われる。 糞便中には、酢酸と RT-17が検出された（図 17）。 RT-17 の糞便濃

度は後腸の濃度と同様であった。 糞便中の酢酸濃度は、後腸の濃度と比較すると顕著に減

少した。 糞便中の有機酸濃度には性差は確認されなかった。 

腐葉土中の有機酸を測定したところ、乳酸、ギ酸と酢酸が低濃度で検出され、RT-17 は

検出されなかった（図 18）。 これらの結果から、RT-17 は中腸の主要な発酵産物であり、後

腸で大幅に異化または吸収されることから、RT-17 がヘラクレスオオカブトムシ幼虫の栄養

にとって重要であることが示唆された。 

 

３ ヘラクレスオオカブトムシ幼虫の遺伝子発現比較 

 

 好熱菌発酵産物の給与によりメス幼虫が効率よく成長する仕組みを解明するために、脂肪

体中のmRNAプロファイルを測定した。 好熱菌発酵産物給与区のオス、好熱菌発酵産物

給与区のメス、非給与区（対照区）のオス、対照区のメスの 4 つのグループの mRNA 配

列から生成されたリード データは、それぞれ 8,460 万、8,480 万、8,420 万、8,730 万リ

ードであった。 これらすべてのリードデータを使用した de novo アセンブルの結果、コンティ

グ数は 76,145 配列、配列長加重平均 (N50) は 2,309 bp となった。 この組み立てられ

たデータについて、インセクトデータセット (insect_odb10) による BUSCO 評価は、完全な

遺伝子の BUSCO が 95.0%、断片化された遺伝子の BUSCO が 1.8%、欠落している 

遺伝子の BUSCO が 3.2% であった。 次に、読み取ったデータをこの組み立てられたデー

タと位置合わせして、各サンプルの発現レベルを導き出した。 その結果、すべてのサンプル

の配列率は約 96%であった。 de novoアセンブルデータとのアライメントにより得られた発
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現データを用いて階層的クラスタリングにより樹形図を描画したところ、メスにおける好熱菌

発酵産物の有無により遺伝子発現プロファイルが変化することが示唆された(図 19)。 対照

的に、オス幼虫の好熱菌発酵産物の有無の間には有意な差はなかった。 したがって、

mRNA プロファイルに対する好熱菌発酵産物の効果は、好熱菌発酵産物給与区と対照区

のメス幼虫サンプル間の mRNA プロファイルを比較することによって、より明確に示され

た。 組み立てられた各配列は DN 番号として表示され、Uniprot データベースを使用して

注釈が付けられた。 

好熱菌発酵産物給与区のメス幼虫の脂肪体では、合計 110 個の遺伝子が DEG として

検出され、そのうち 49 個の遺伝子が上方制御され、61 個の遺伝子が下方制御されていた

（表 1）。 最も上方制御されている遺伝子 (DN1122_c1_g1_i4) は、血リンパ幼若ホルモン

結合タンパク質 (JHBP) をコードしている。 好熱菌発酵産物給与区のメス幼虫における下

方制御された遺伝子は、ディフェンシン（DN1324_c0_g1_i5）、すなわち誘導性抗菌ペプチド

をコードしている（Hwang et al., 2009; Ishibashi et al., 1999）。 好熱菌発酵産物給与区

の幼虫の下方制御遺伝子の機能的に分類された 2 つのカテゴリーを発見した (表 2)。 1 

つのカテゴリには、数種類のペプチダーゼ/プロテアーゼをコードする 6 つの遺伝子が含ま

れている。 別のカテゴリーには、キチン結合タイプ 2 ドメイン含有タンパク質など、栄養周囲

基質 (PM) に関連するタンパク質をコードする 7 つの遺伝子が含まれている。 次に、

JHBP、プロテアーゼ (DN2668_c0_g1_i1)、PM 関連タンパク質 (DN5996_c0_g1_i1)、

ディフェンシンの 4 つの代表的な遺伝子を選択し、オスとメスのトランスクリプトーム データ

から TPM として計算されたそれらの発現値を示した (図 20）。 JHBPの機能は JHの結

合・運搬をしており、JHを標的細胞に送達するには JHの JHBPへの結合が必要である

(Kramer et al., 1974; Ritdachyeng et al., 2012)。 JH-JHBP の複合体は、血リンパを

介して標的細胞に送達される。 JHBP 遺伝子の発現は、対照区と好熱菌発酵産物給与区

のオス幼虫の両方で検出された。 JHBP遺伝子の発現は対照区メス幼虫では検出されな
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かったが、好熱菌発酵産物給与区のメス幼虫ではオス幼虫とほぼ同レベルの発現レベルに

達した(図 20)。 ディフェンシン遺伝子は、対照区のメス幼虫では高レベルで発現していた

が、好熱菌発酵産物給与区のメス幼虫では、その発現はオス幼虫で見られるのと同様のレ

ベルまで減少した（図 20）。 推定上のトリプシン様セリンプロテアーゼをコードする遺伝子

（DN2668_c0_g1_i1）は、対照区のメス幼虫で優先的に発現され、その発現はオスおよびメ

スの好熱菌発酵産物給与区の幼虫でも低かった（図 20）。 ペプチダーゼ/プロテアーゼのカ

テゴリーにある 6つの遺伝子のうち、4つの遺伝子（DN5342_c0_g2_i1、

DN27482_c0_g1_i1、DN28385_c0_g1_i1、および DN37931_c0_g1_i1）は、推定上のトリ

プシン様セリンプロテアーゼと同様の発現パターンを示した（図 21）。 PM は、腸管の内層と

して見られるミクロフィブリル構造である。 PM の主成分はキチンとタンパク質であり、PM 

自体は昆虫に特有のものである (Peters, 1992)。 ペリトロフィンのような PM タンパク質の

ほとんどはキチン結合ドメインを持っている (Zhao et al., 2016; Rodríguez-de la Noval et 

al., 2019)。 キチンデアセチラーゼは、PM の強度を維持すると考えられている (Han et 

al., 2015)。 キチン結合タイプ 2 ドメイン含有タンパク質をコードする遺伝子 

(DN5996_c0_g1_i1) は、対照区のメス幼虫のみで高い発現を示し、オスの対照/好熱菌発

酵産物給与区の幼虫およびメスの好熱菌発酵産物給与区の幼虫では発現していなかった 

(図 20)。 PM タンパク質のカテゴリーにある他の 6つの遺伝子（表 3）も同様の発現パター

ンを示した（図 22）。 これらの結果は、好熱菌発酵産物を腐葉土に混合した後、メス幼虫の

脂肪体において JHBP遺伝子が高度に発現していることを示している。 ディフェンシン、ペ

プチダーゼ/プロテアーゼ、および PM タンパク質は病原体感染に対する防御システムに関

連していると考えられているため、メス幼虫は好熱菌発酵産物給与下で飼育することにより

健康な状態で成長した可能性がある。 
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【考察】 

1 ヘラクレスオオカブトムシ幼虫腸管内の pH とカチオン濃度の関係 

この研究の注目すべき発見の 1 つは、好熱菌発酵産物を含む腐葉土を与えることによる

ヘラクレスオオカブトムシ幼虫の腸管全体のカリウムイオン分布の変化である。 腸（中腸＋

後腸）内のカリウムイオンの総量を推定し、中腸と後腸のカリウムイオンの各割合を計算した

（図 23）。 カリウムイオンの総量は、オス幼虫の腸の方がメス幼虫の腸よりわずかに高かっ

たが、対照区と好熱菌発酵産物給与区の幼虫の腸内容物の間では同じであった。 好熱菌

発酵産物給与区では、総カリウムイオンの 68% と 56% がそれぞれメスとオスの幼虫の中

腸に局在していた。 対照的に、対照区のメスおよびオスの幼虫の中腸には、総カリウムイオ

ンのわずか 18% および 13% しか見つからなかった。 したがって、好熱菌発酵産物を含

む腐葉土での飼育は、特にメス幼虫において、中腸内のカリウム濃度の上昇制御を引き起こ

した。 腸管内のアルカリ度は過剰なカリウムイオンによって確立され（Dow、1992）、腸のア

ルカリ度と幼虫の成長の間には相関関係がある（Grayson、1958）ため、中腸内の高カリウ

ムイオン濃度の維持がおそらく 腐葉土の分解促進に関係している。これは好熱菌発酵産物

を介したメス幼虫の成長促進効果に部分的に関連している。 腸上皮およびマルピーギ管

は、血リンパから腔腸内へ、およびその逆の上皮輸送を介してカリウムイオン濃度を調節す

る（Pacheco et al., 2014; Silva et al., 2019; Kapoor et al., 2021）。 腸上皮およびマルピ

ーギ管におけるカリウムイオン輸送の機能に対する好熱菌発酵産物の影響はまだ解明され

ていない。 

この研究で使用された腐葉土にはアンモニアがほとんど含まれていなかったため（図

18）、アンモニアは中腸で生成され、性別に関係なく対照区幼虫の濃度は 300〜400 ppmに

達した。 対照的に、好熱菌発酵産物給与区の幼虫の中腸では、アンモニアのレベルが大幅

に減少した（図 12、図 13）。腐食性の餌を食べるコガネムシ Pachnoda spp.の幼虫では、腐



 66 

葉土中のペプチドが中腸で分解され、生じたアミノ酸が宿主または腸内細菌によって同化さ

れると考えられる。 宿主または腸内細菌によって利用されなかった残りのアミノ酸は発酵し

てアンモニアとなり、後腸では高レベルのアンモニアが観察される (Andert et al., 2008)。 

Pachnoda属の中腸にはアミノ酸発酵細菌の数が少ないため、アミノ酸発酵によるアンモニ

ア生成の主な器官は後腸であると考えられている（Andert et al., 2008）。 Pachnoda とは

対照的に、ヘラクレスオオカブトムシの対照区幼虫の中腸内容物中に高レベルのアンモニア

が存在することは、アミノ酸発酵によるアンモニア生成が主に中腸で起こることを示唆してい

る。 一方、好熱菌発酵産物給与区の幼虫の中腸内のアンモニアは雌雄の幼虫ともに顕著な

低下し、腐葉土に好熱菌発酵産物を加えることで宿主や腸内細菌によるアミノ酸の吸収効率

が向上することが示唆された。 中腸上皮によるアンモニアの取り込みがタバコスズメガ 

Manduca sexta で報告されているため (Blaesse et al., 2010)、好熱菌発酵産物を介した

宿主によるアンモニア取り込みの強化が腸内のアンモニア濃度の低さの原因である可能性

もある。 興味深いことに、家畜豚に好熱菌発酵産物を補給した後、家畜豚の糞便中のアン

モニア濃度も減少した(Ito et al., 2016)。 ほとんどの昆虫の窒素化合物の異化された廃棄

物は尿酸である。 北米のシロアリの一種 Reticulitermes flavipesでは、尿酸は後腸に分

泌され、アンモニアに変換され、最終的には腸内微生物叢によって同化される（Brune et al., 

2014）。 対照区のヘラクレスオオカブトムシ幼虫の後腸ではアンモニアレベルが減少してい

るため、後腸でアンモニアの同化が起こっている可能性がある。 

 

2 ヘラクレスオオカブトムシ幼虫腸管内の有機酸濃度 

腐食性甲虫の幼虫では、腐植質中の多糖類の発酵分解が宿主の栄養にとって重要な経路

である(Egert et al., 2005)。 酢酸、プロピオン酸、酪酸などの短鎖脂肪酸は哺乳動物の腸

内での炭水化物の主な発酵生成物であるが、腐食性甲虫の幼虫や木食性のシロアリ R. 
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flavipesの腸内では酢酸が優勢な脂肪酸である(Egert et al., 2005; Hobbie et al., 

2012)。 シロアリ R. flavipes では、酢酸が呼吸の主な基質と考えられている (Hobbie et 

al., 2012)。 酢酸もヘラクレスオオカブトムシ幼虫の腸内で主要な脂肪酸であるが、その濃

度は中腸内容物と後腸内容物の両方で濃度に大きな変化はなかった（図 15、図 16）。これ

は、酢酸が宿主の栄養において役割は限定的であることを示唆している。 酢酸の代わりに、

別の主要な有機酸である RT-17 がヘラクレスオオカブトムシ幼虫の主な栄養源を占めてい

る可能性がある。 オスとメスの好熱菌発酵産物給与区の幼虫の腸内容物中で RT-17 が

約 1,000 ～ 1,500 ppm 増加したため、好熱菌発酵産物給与区の幼虫の中腸で観察され

たカリウムイオンの増加による潜在的な pH 上昇が、RT-17 の濃度の増加によって中和さ

れる可能性がある。  

 

3 ヘラクレスオオカブトムシ幼虫の脂肪体における遺伝子発現比較 

ディフェンシンおよびセリンプロテアーゼは甲虫の自然免疫系を構成していることが示され

ている。 これらのタンパク質の産生は、昆虫の体内に病原性細菌を注入することによって誘

導できる。 PM は宿主昆虫の腸を病原体の侵入から保護し、また植物由来の抗栄養素によ

って引き起こされる損傷も防ぐ (ying et al., 2014)。 PM関連タンパク質とディフェンシンや

プロテアーゼなどの防御タンパク質をコードする遺伝子は、メスの対照幼虫の脂肪体で優先

的に発現され、好熱菌発酵産物給与区の幼虫では発現が減少した。 これらの結果は、好熱

菌発酵産物を含む腐葉土で成長したメス幼虫が健康な状態を維持し、それが成長の改善に

関連していることを示唆している。 別の可能性としては、これらの防御遺伝子が JH レベル

の増加によって下方制御されているということである。 ディフェンシン、プロテアーゼ、および

PM タンパク質をコードするほとんどの遺伝子（図２０、２１、２２）は、オス幼虫および好熱菌
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発酵産物給与区のメス幼虫では低レベルで発現し、JHBP遺伝子はより高いレベルで発現

していた。 後者の可能性についての研究例はまだ報告されていない。 

注目すべきことは、好熱菌発酵産物給与区のメス幼虫の脂肪体における JHBP遺伝子の

発現が、対照区のメス幼虫における発現レベルよりも高かったことである。 JHBP遺伝子は

主にオオタバコガ Helicoverpa armigera（Zhang et al., 2019）およびタケノコ穿孔虫

Omphira fuscidentalis（Ritdachyeng et al., 2012）の幼虫脂肪体で発現している。 鱗翅

目の幼虫では、JH 分子の 99% 以上が JH-JHBP 複合体として存在している (Hidayat 

および Goodman、1994)。 JHBP遺伝子の発現は基本的に JH力価の変化と一致してお

り、急速な成長を示す幼虫段階で上方制御さていた（Zhang et al.、2019）。 したがって、好

熱菌発酵産物の給与による JHBP 発現の上方制御は、ヘラクレスオオカブトムシのメス幼

虫における JH 力価の一貫した上方制御を示唆しており、これが最終的にメス幼虫の成長

速度の加速に寄与すると考えられる。 最後に、私の以前の報告では、好熱菌発酵産物を含

む腐葉土での飼育による糞便微生物叢の変化が示された。 メスの幼虫では、モリクテス綱

に属する細菌が好熱菌発酵産物によって特異的に増加した (Asano et al., 2023)。 好熱菌

発酵産物によって引き起こされる腸内細菌叢の変化と、JHBP の発現または JH 力価の

変化との関係を調査することは価値がある。 
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【図表一覧】 

 

図１０. 好熱菌発酵産物の給与によるヘラクレスオオカブトムシメス幼虫の成長促進効果 

 幼虫を好熱菌発酵産物の有無にかかわらず腐葉土に移し（0日）、その後 49日間飼

育した。 実験開始時の体重の平均値の相対値を示す。 バーは標準偏差を意味す

る。  

*p < 0.05。 n = 4。 
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図１１. ヘラクレスオオカブトムシ幼虫の腸内容物の pH 

Ct と Cp はそれぞれ対照区と好熱菌発酵産物給与区を示す。  

中央の線は中央値、「×」は平均値を示す。 ひげの上端と下端は、それぞれデータの

最大値と最小値を示す。 n = 4。 

 

 

 

 

 

 



 81 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１２.  メスのヘラクレスオオカブトムシ幼虫の腸液中のカチオン濃度 

 バーは標準偏差を意味する。 *p < 0.05。 n = 4。 
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図１３. ヘラクレスオオカブトムシのオス幼虫の腸液中のカチオン濃度 

バーは標準偏差を意味する。 *p < 0.05。 n = 4。 
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図１４.   対照区のメス幼虫の中腸内容物を分析した、主要な有機酸を示す HPLCのクロ

マトグラム 

保持時間約 17.5 分のピークは未同定である。 本論文ではこの未同定のピーク

を RT-17 と呼ぶ。 
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図１５. メスの腸内容物の有機酸 

 RT-17 は確認された化合物で、その保持時間は約 17.5 分である。 N.D.は検出さ

れないことを意味する。 バーは標準偏差を意味する。 *p < 0.05。 n = 4。 
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図１６. オスの腸内容物に含まれる有機酸 

RT-17 は確認された化合物で、その保持時間は約 17.5分である。 N.D.は検出さ

れないことを意味する。 バーは標準偏差を意味する。 *p < 0.05。 n = 4。 
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図１７. ヘラクレスオオカブトムシのオスとメスの幼虫の糞便中の酢酸と RT-17の濃度 

  N.D.は検出されないことを意味する。 バーは標準偏差を意味する。 *p < 0.05。                 

  n= 4。 
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図 18. 腐葉土中のカチオン、リン酸、有機酸濃度  

(a) 腐葉土中のカチオンの濃度。 (b) 腐葉土中のリン酸と有機酸の濃度。 N.D.は検

出されないことを意味する。 バーは標準偏差を意味する。 n = 3。 
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図１９. ヘラクテスオオカブトムシのオスとメスの幼虫によって発現される遺伝子の階層クラス

ター階層分析 

対照区の腐葉土で飼育された 4 匹の幼虫 (Ct1 ～ 4) と好熱菌発酵産物を混合し

腐葉土で飼育された 4 匹の幼虫 (Cp1 ～ 4) をトランスクリプトーム解析に供した。 

性別ごとの 8 つのサンプルのうち少なくとも 1 つで発現された 74,571 個の遺伝子

から樹形図を生成した。 
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図２０. メスの対照区幼虫と好熱菌発酵産物給与区の幼虫との比較で見つかった 4 つの代

表的な DEG の発現パターン 

 DEG は表 1 に示した。 このデータは、オスとメスの幼虫から得られた 100 万マッピ

ング リードあたりの転写産物 (TPM) をまとめて示している。 データは以下の遺伝子

の発現パターンを示している。 (a) 血リンパ JHBP 遺伝子 (DN1122_c1_g1_i4)、(b) 

デフェンシン (DN1324_c0_g1_i5)、(c) トリプシン様セリン プロテアーゼ 

(DN2668_c0_g1_i1)、(d) キチン結合 2 型ドメイン含有タンパク質 

(DN5996_c0_g1_i1)。 バーは標準偏差を意味する。 n = 4。 
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図２１ 
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図２１.  メス対照区幼虫と好熱菌発酵産物給与区幼虫との比較で見つかった 4 つの代表

的な DEG の発現パターン。 

 これらの DEG は、ペプチダーゼ/プロテアーゼのカテゴリーとしてリストされている 

(表 2)。 オスとメスの幼虫から得られた 100 万マッピング リードあたりの転写産物 

(TPM) をまとめて示した。 この図は、以下のタンパク質をコードする遺伝子の発現

パターンを示している。 (a) ペプチダーゼ (DN1598_c1_g1_i20)、(b) 推定トリプシ

ン様セリンプロテアーゼ (DN2668_c0_g1_i1)、(c) セリンプロテアーゼ 6 

(DN5342_c0_g2_i1)、(d) セリンプロテアーゼ 12 (DN27482_c0_g1_i1)、(e) ペプ

チダーゼ S1 ドメイン含有タンパク質 (DN28385_c0_g1_i1)、および (f) セーヌプロ

テアーゼ (DN37931_c0_g1_i1)。 バーは標準偏差を意味している。 n = 4。 
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図２２ 
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図２２. メス対照区幼虫と好熱菌発酵産物給与区幼虫との比較で見つかった 4 つの代表的

な DEG の発現パターン 

 これらの DEG は、栄養性マトリックス関連タンパク質のカテゴリーとしてリストされ

ている (表 3)。 オスとメスの幼虫から得られた TPM をまとめて示している。 この

図は、以下のタンパク質をコードする遺伝子の発現パターンを示している。 (a) 推定

周栄養性マトリックスタンパク質 (DN961_c0_g1_i1)、(b) 推定周栄養性マトリック

スタンパク質 (DN961_c0_g1_i4)、(c) キチン結合 2 型ドメイン含有タンパク質 

(DN2259_c0_g2_i3)、(d) キチン結合 2 型 ドメイン含有タンパク質 

(DN2259_c0_g3_i5)、(e) キチン結合 2 型ドメイン含有タンパク質 

(DN5996_c0_g1_i1)、および (f) 推定キチンデアセチラーゼ 

(DN46633_c0_g1_i1)、および (g) ペリトロフィン (DN51506_c0_g1_i1) バーは 

標準偏差 を意味している。  n = 4。 
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図２３. 各幼虫の腸内カリウムイオン量 

腸内の総カリウムイオン量はさらに中腸量と後腸量に分けられる。 Ct と Cp はそ

れぞれ対照区と好熱菌発酵産物給与区の幼虫を意味する。 バーは標準偏差を意味

する。 n = 4。 
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表１ 好熱菌発酵産物給与区のメス幼虫の DEG 
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表１ 続き 
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表２ 好熱菌発酵産物給与区のメス幼虫の DEG中のタンパク質分解酵素関連遺伝子 
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表 3 好熱菌発酵産物給与区のメス幼虫の DEG中の PM関連遺伝子 
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【総合考察】 

 本研究ではヘラクレスオオカブトムシに焦点を当て、宿主-微生物の相互作用及びそれに付

随する影響に関する内容について研究を行った。その結果として、ヘラクレスオオカブトムシ

幼虫の腸内細菌叢にはセルロースを分解する Ruminococcaceae科に属する細菌が存在し

ており、それが成長期である第３齢幼虫初期から中期にかけてその割合が増加すること、さ

らに好熱菌発酵産物を給与したメス幼虫においてはモリクテス綱が増加していることが明ら

かになった。モリクテス綱は、ツシマヒラタクワガタムシ（Dorcus titanus castarnicolor）の幼

虫の健康状態と関連していることがわかっている（Kwak et al., 2019）。よって、腸内細菌叢

の違いによってメス特異的に生育差が生じる結果はカブトムシ類の幼虫の生育に適した餌で

あっても、性差に依存する生育メカニズムがあることを示している。 

 

 好熱菌発酵産物の給与により、メス特異的成長促進効果と、幼虫の腸内のカリウムイオン

の分布が調節された。 また、ヤマトカブトムシの幼虫の中腸の pHは 10.7 と高アルカリ条

件である事が報告されており（Wada et al., 201４）、ヘラクレスオオカブトムシ幼虫において

も中腸管内の pHは９とアルカリ条件下であった。セルロースはアルカリ条件下で可溶化が

進むことから（Ishizu,1973）、カブトムシ類の幼虫の腸管内は餌である木質バイオマスの分

解に適した特性を有している事が推測される。好熱菌発酵産物給与区の幼虫の中腸内のカ

リウムイオン濃度が雌雄に関係なく上昇することにより腐植質の発酵・分解が促進され、その

結果未確認の有機酸と思われる、RT-17が生成される。 この未確認の有機酸は、後腸内

の宿主または腸内微生物叢によって急速に同化されると考えられる。 脂肪体の RNA プロ

ファイルは、幼若ホルモン結合タンパク質（Juvenile Hormone Binding Protein : JHBP） 

遺伝子が対照区と好熱菌発酵産物給与区の両方のオス幼虫、および好熱菌発酵産物給与

区のメス幼虫で発現していることを示した。 これらの結果は、中腸におけるカリウムイオンの
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増加により腐葉土からの栄養源の利用効率が改善された条件下で、メス特異的な幼虫の成

長の促進が JHBP遺伝子の発現の増加と関連していることを示唆している。 

 

 昆虫においてプロバイオティクスあるいはプレバイオティクスの給与が性特異的に寿命を

伸ばすという報告はいくつかされている（Zou et al., 2009, Wang et al., 2013）が、性特異

的に成長促進効果をもたらすという研究内容は私が調べた限りでは確認できなかった。よっ

て昆虫におけるプロバイオティクスの給与による性特異的な影響が生育にも及んでいる可能

性があることを示した。好熱菌発酵産物の給与によりどのようなメカニズムで腸管内のカチオ

ンの勾配が変動するのか、JHBP と JHの変動と腸内細菌叢の変動がどのように関連して

いるのかなど更なる研究が必要であるといえる。 

 

本研究ではヘラクレスオオカブトムシの好熱菌発酵産物によるヘラクレスオオカブトムシ幼

虫の成長促進を引き起こす原因について追求していった。ヘラクレスオオカブトムシは日本国

内では愛玩動物としての価値があるため、大型の個体を生み出すメカニズムの解明は昆虫

ファンのニーズを満たす価値のある個体を安定して生み出すために有益な情報になると考え

られる。また本研究の内容を応用し、資源としてカブトムシ類を活用するための生産効率向

上においても役立てられる可能性が期待できる。現在養魚の飼料（タンパク源）として一般的

に用いられている魚粉（マイワシの乾燥粉末）は高騰し続けているため、養殖魚の値段も高

騰している。また、日本におけるマイワシの漁獲量は資源保護の観点から減少の一途を辿っ

ておりピーク時の平成 3年と比較して平成２９年度の漁獲量が 1/10程度に低下している（農

林水産省、2017）。そのため代替飼料として植物由来のタンパク質の研究が進められている

が、動物が体外から摂取する必要性がある必須アミノ酸のバランスの問題で植物タンパク質

だけでは代替するのが厳しい現状である（山本、2010）。現在新たなタンパク源として昆虫タ

ンパクが注目されつつあり、コオロギなど一部の昆虫において研究が進められている。カブト
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ムシ類の資源利用の観点より、私はヤマトカブトムシ幼虫 Trypoxylus dichotomus の体組

成やアミノ酸、脂肪酸組成をケルダール法及び HPLC、ガスクロマトグラフィーによって計測

をした（表４、表５、表６）。カブトムシ類幼虫の餌である木質バイオマスは大部分が難消化性

多糖でありタンパク質の含有量は少ないのにも関わらず、ヤマトカブトムシ幼虫乾燥粉末はタ

ンパク質が 51％と豊富に存在していた（表４）。養魚飼料のタンパク源となっているマイワシ

の乾燥重量あたりのタンパク質量は約 60％（日本食品標準成分表）であるが、マイワシは動

物性プランクトンをはじめとする動物由来の物を食べるため、カブトムシ類とマイワシの食性

を考慮するとカブトムシ類はタンパク源として生産効率が優れていると考えられる。また、植

物タンパク質では不足しがちなリジンが豊富に存在していた（表５）これは、代表的な植物タン

パク質の一つである小麦の 2.2%(日本食品標準成分表）と比較すると高水準である。脂肪酸

組成はオレイン酸及びパルミチン酸が豊富に検出された（表６）が、この脂肪酸組成は肉類に

近い値であった(日本食品標準成分表）。よってカブトムシ幼虫をタンパク源として効果的に使

用できる可能性がある。実際にマルハニチロ株式会社協力のもとヤマトカブトムシ幼虫乾燥

粉末をサクラマスに給付、新江ノ島水族館協力のもとカブトムシ類幼虫乾燥粉末並びに幼虫

液状ペーストをカタクチイワシ、ハタハタ、シロギスに給付したところ餌と認識し、摂取している

ことが観察できた。 

 

カブトムシ幼虫のタンパク源は餌から摂取している可能性を考慮し、餌となるキノコ廃菌床

(キノコ栽培後に排出されるおがくずの塊)並びに排出糞の成分分析を実施した。その結果予

想と反して、カブトムシ糞の窒素含量は餌となる廃菌床と比較すると減少するどころか増加傾

向にあり、土壌中の炭素と窒素の割合を示す C/N比もカブトムシ糞では減少している（表７、

表８）ため、糞中で微生物代謝が活発に行われていることが推測される。さらに、食性が似て

いるクワガタムシにおいても空気中から窒素固定を行っているという報告がある（蔵之内、

2012）。以上を踏まえ、カブトムシの幼虫も同じく大気中の窒素を取り入れ、タンパク質を腸
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内細菌、あるいは自身で合成している可能性があると考えられる。このことからカブトムシ幼

虫は自然界において朽木やおがくずを栄養源に生育し、窒素源を豊富に含む糞を排出する

ことにより、土壌の栄養分の豊富さを維持し、生態系の安定に対して重要な分解者としての

役割を担っていると考えられる（図２４）。 

 

 カブトムシ類は日本国内では最も一般的な昆虫として広く認知されているが、学術的な知見

および昆虫を活用した社会実装の研究両方において他の昆虫と比較すると未だに謎が多く

取り残されている。今後はカブトムシ類が生態系においてどのような役割を持つかその見識

を深めていく事が必要であると言える。 
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【図表一覧】 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 24 カブトムシ幼虫の生態系における位置づけ 
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表４ Trypoxylus dichotomusの幼虫の栄養成分の割合 

 

  分析値（％） 
 

粗蛋白 51  

粗脂肪 12.2  

粗灰分 6.1  

水分 17  
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表５ Trypoxylus dichotomusの 3齢幼虫のアミノ酸組成 

 

  アミノ酸組成（%） 

アスパラギン酸 9.1 

グルタミン酸 15.4 

セリン 7.1 

ヒスチジン 2.7 

グリシン 6.4 

トレオニン 5.4 

アルギニン 4.8 

アラニン 6.6 

チロシン 8.5 

システイン 0.6 

バリン 0.4 

メチオニン 0.7 

フェニルアラニン 4.2 

イソロイシン 5.1 

ロイシン 7.3 

リジン 5.9 

プロリン 9.9 
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表６ Trypoxylus dichotomusの 3齢幼虫の脂肪酸組成 

 

脂肪酸 
カブトムシ幼虫  

ヘキサン抽出 

カブトムシ幼虫  

エタノール抽出 
参考 たばこ葉 

 16:0（パルミチン酸） 34.2 20.3 14.5 

 16:1（パルミオレイン酸） 12.8 12 2.5 

 16:2 0.3 0.4 0.9 

 16:3 0 0.4 8.5 

 18:0（ステアリン酸） 2.4 6.4 2.3 

 18:1（オレイン酸） 46.1 43.9 2 

 18:2（リノール酸） 4.2 16.2 6.5 

 18:3（α-リノレン酸） 0 0.3 62.8 
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表７ 廃菌床の成分分析値 

 

  数値 単位 

灰分 13.8 % 

pH 5.9 - 

電気伝導率 1.53 mS/cm 

窒素全量(N) 2.56 % 

リン酸全量(P2O5) 2.94 % 

加里全量(K2O) 1.28 % 

石灰全量(CaO) 3.8 % 

苦土全量(Mg0) 1.18 % 

C/N比 13 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 110 

表８ カブトムシ糞の成分分析値 

  数値 単位 

灰分 13.65 % 

pH 6.4 - 

電気伝導率 2.18 mS/cm 

窒素全量(N) 2.78 % 

リン酸全量(P2O5) 2.78 % 

加里全量(K2O) 1.41 % 

石灰全量(CaO) 3.42 % 

苦土全量(Mg0) 1.01 % 

C/N 比 11 - 
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ご指導、ご注意をしていただいた宮原平講師に深く感謝いたします。また、6年半にわたり研

修生として私を引き受け、恵まれた環境にて研究をさせていただき、次世代シーケンサーに

よる解析など実験にご協力いただきました理化学研究所総合生命医科学研究センター粘膜

システム研究グループ大野博司グループディレクター、加藤完研究員、テクニカルスタッフの

朝倉三貴様、新奈緒子様、環境資源科学研究センターバイオマス研究基盤チーム守屋繁晴

専任研究員、環境代謝分析研究チーム坪井亜里沙客員研究員、並びに理化学研究所およ

び横浜私立大学生命医科学研究科生命医科学専攻細胞医科学部門免疫生物学研究室（鶴

見キャンパス）の皆様、株式会社サーマステクニカルスタッフの石井千歳様、辻直子様、中熊

映乃様、松浦真紀子様、皆様、ケルダール法による粗タンパク質の定量にご協力していただ

いた食品栄養学研究室の江頭祐嘉合教授、藤盛萌夏様、カブトムシ幼虫飼料の成分分析、

並びに幼虫飼料給付試験にご協力していただいたマルハニチロ株式会社の森脇俊尚様、新

江ノ島水族館の北田貢様、スタッフの皆様、木耳バガス廃菌床の提供にご協力していただい

た日本リファイン株式会社の坪井誠様、濱本祥吾様、皆様、椎茸おがくず廃菌床の提供にご

協力していただいた高橋きのこ園の高橋夏樹様に心より深くお礼申し上げます。また、9年間

ご指導賜りました園芸学研究科の先生方、卒業・修了された先輩方を含む生物化学研究室

の皆様には、研究だけでなく様々な面において見守り支えていただきました。最後に 9年間

学びの環境を与えてくださり、私を育ててくれた両親に心より深く感謝し、御礼申し上げます。 




