
北海道大学・薬学研究院・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(B)（一般）

2017～2015

海綿共生細菌Entotheonella属による多様な生物活性物質生産機構の解明

Bioactive secondary metabolites produced by sponge symbiont Entotheonella

７０３６３９００研究者番号：

脇本　敏幸（WAKIMOTO, Toshiyuki）

研究期間：

１５Ｈ０３１１２

平成 年 月 日現在３０   ５ ２２

円    13,400,000

研究成果の概要（和文）：　海洋無脊椎動物の中でもとりわけ海綿動物は天然生物活性物質の宝庫として知られ
ている。海綿動物が保有する多様な生物活性物質の多くは共生微生物によって生産され、化学防御物質として機
能すると考えられている。それらの中には強力な生物活性を示し、医薬品のリード化合物として有望視されるも
のが複数存在する。本研究では海綿共生微生物Entotheonellaが有する物質生産能をさらに詳細に検証するため
に、様々な種の海綿動物を対象に生合成遺伝子の取得や新規代謝産物の探索を進めることで、Entotheonella属
バクテリアの海綿共生細菌としての普遍性や生産菌としての重要性を明らかにすることを目的とした。

研究成果の概要（英文）：Marine sponges are prolific sources of bioactive molecules as well as highly
 complex consortia, including significantly large populations of symbiotic bacteria. The symbiotic 
bacteria often cannot be cultured under normal laboratory conditions. To access the gene clusters 
responsible for the biosynthesis of sponge-derived bioactive natural products, homology-based 
screening of the sponge metagenome library has been implemented.  We successfully obtained the 
biosynthetic gene clusters of cytotoxic compounds, calyculins isolated from the Japanese sponge 
Discodermia calyx by a metagenome mining approach. The single cell analysis revealed that all these 
gene clusters were encoded by the same filamentous bacterium, which was identified as Candidatus “
Entotheonella sp.” based on the 16S rRNA sequence. In this study, we investigated new metabolites 
as well as other gene clusters responsible for the biosynthesis of bioactive peptides derived from 
Discodermia kiiensis and Theonella swinhoei.

研究分野：天然物化学
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１．研究開始当初の背景 
海洋無脊椎動物の中でもとりわけ海綿動物
は天然生物活性物質の宝庫として知られて
いる。海綿動物は付着性で大量の海水をろ過
することで、有機物を摂取して生きており、
この際に一過性に取り込む微生物とともに、
多種多様な微生物が共生している。海綿動物
が保有する多様な生物活性物質の多くは共
生微生物によって生産され、化学防御物質と
して機能すると考えられている。それらの中
には強力な生物活性を示し、医薬品のリード
化合物として有望視されるものが複数存在
する。中でも、halichondrin Bは海綿由来の
生物活性物質をもとに抗がん剤開発に成功
した例として記憶に新しい。 
	 我々は先行研究において、Theonellidae科
に属する海綿 Theonella swinhoei 及び
Discodermia calyxの２種おいてメタゲノム
解析を行った。その結果、二次代謝産物生合
成遺伝子を取得し、それら遺伝子をコードす
る共生細菌の同定に成功した。同定した生産
菌は新門 Tectomicrobia門に属する難培養性
Entotheonella 属細菌であり、ポリケタイド
からペプチドなど多様かつ複雑な生物活性
物質の生産を担う、極めて物質生産に秀でた
バクテリアであった。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では海綿共生微生物 Entotheonella
が有する物質生産能をさらに詳細に検証す
るために、Discodermia、Theonella に属す
る様々な種の海綿動物を対象に生合成遺伝
子の取得や新規代謝産物の探索を進める。現
段階では２種海綿動物にとどまっている知
見をさらに拡張することで、Entotheonella
属バクテリアの海綿共生細菌としての普遍
性や生産菌としての重要性を明らかにする
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
Discodermia 属の海綿として伊豆半島や紀
伊半島に生息するDiscodermia kiiensisを研
究対象とし、その新規二次代謝産物の探索や
生合成遺伝子の取得、生産菌の同定を試みた。
さらに Theonella属海綿は、Discodermia属
の海綿動物に比較して温帯から熱帯に至る
世界各地の海に生息している。先行研究にお
いては、八丈島産の T. swinhoeiについて共
生菌Entotheonellaや生合成遺伝子の解析を
行ってきた。しかし、八丈島以外の海域に生
息する T. swinhoeiに関しても多種多様な生
物活性天然物が見出されており、それらの探
索や生合成経路の解明が待たれている。特に
亜熱帯からフィリピンやインドネシアなど
の熱帯太平洋域に生息する T. swinhoeiは八
丈島産とは異なる代謝産物を有することが
知られており、本研究では沖縄以南に生息す
る T. swinhoeiについて代謝物や遺伝子の解
析を進めた。 
	

４．研究成果	
	 伊豆半島や紀伊半島沿岸に生息する
Discodermia kiiensisには環状デプシペプチド
である discodermin 類が主要な二次代謝産物
として含まれていることが知られている。ま
た、よりマイナーな成分として紀伊半島産
D. kiiensisより discokiolide類が報告されてい
る。我々は 2014年に伊豆半島産 D. kiiensisよ
り新規リポペプチド lipodiscamide 類を単離、
構造決定した。環状構造内に２つのエステル
結合を有し、シトルリン、ウレイドアラニン、
デヒドロノルバリンなどの異常アミノ酸を
含む特異な環状デプシペプチドであった。 
	 日本産 D. kiiensisからは上記３つの特異な
環状デプシペプチドが見出されている。しか
し、それらの生合成遺伝子や生産菌の報告例
はこれまで皆無であった。そこで、これら代
謝産物の生合成遺伝子を取得し、その生産を
担う共生微生物の同定を試みた。D. kiiensis
の組織を人工海水に懸濁し、光学顕微鏡によ
って観察した結果、フィラメント状の特徴的
な形態を有するバクテリア細胞が多数認め
ら れ た 。 こ の 形 態 は 海 綿 共 生 細 菌
Entotheonella 属の特徴でもあることから、そ
れらを密度勾配遠心法によって分画し、エン
リッチした画分からゲノムを抽出し、次世代
シークエンサーによって解析した。その結果、
discodermin及び lipodiscamideの生合成遺伝子
クラスターの取得に成功した。Discodermin
に関してはNRPSのA domainの基質特異性を
検討した結果、構成アミノ酸と良い一致を示
した。現在、各 A domainの基質特異性の検証
を行っている。 

Lipodiscamide に関してはクラスター内に
予想外の硫酸基転移酵素がコードされてい
たため、硫酸化 lipodiscamideの存在が示唆さ
れた。そこで実際に海綿抽出液中の探索を行
った。硫酸化体は比較的極性が高いこと予想
されたため、海綿抽出液を液液分配して得ら
れたブタノール層を Spehadex LH-20 カラム
クロマトグラフィーによって分画し、網羅的
な解析を進めた。その結果、lipodiscamide よ
りも分子量 80 大きい化合物を検出した。80
マスユニットは硫酸基１個分に相当する。 
	 Lipodiscamide の構造には水酸基は一つも
ないことから、硫酸化される部位として考え
られる官能基は分子内に２つ存在するウレ
ア残基のみであった。しかし、これまでに硫
酸化ウレア構造を持つ天然物の報告例は皆
無であったため、実際にそのような官能基が
天然物として存在するかどうかは不明であ
った。そこで、各種２次元 NMR スペクトル
の詳細な解析を行い、sulfolipodiscamide のシ
ト ル リ ン 残 基 の ケ ミ カ ル シ フ ト が
lipodiscamide と大きく異なっていることが判
明した。したがって硫酸基はシトルリンのウ
レア基に結合していることが分かった (図
１)。マウス白血病細胞 P388に対する細胞毒
性試験の結果、新規化合物 sulfolipodiscamide
の IC50値は lipodiscamideより約 2倍程度低濃



度であった。以上の結果より D. kiiensis由来
の discodermin類、lipodiscamide類はいずれも
海綿共生微生物Entotheonellaによって生産さ
れていることが明らかになった。 

 
図１ Sulfolipodiscamide Aの構造 
 
 沖縄およびインドネシア産の T. swinhoei に
特徴的な化合物として theonellapeptolide類が
あげられる(図２)。Theonellapeptolide 類は、
1986 年に大阪大学の北川らによって海綿
Theonella swinhoeiより初めて単離された大環
状デプシペプチドである。Theonellapeptolide 
Id は N-メチルアミノ酸や D アミノ酸の含有
率が高いデプシペプチドであり、ウニ卵割阻
害活性、Na+,K+イオン輸送活性、ATPase阻害
活性、骨髄腫細胞に対する細胞毒性などの生
物活性を示す。さらに、脂肪族アミノ酸や N-
メチルアミノ酸に富む大環状構造は免疫抑
制剤である cyclosporin Aとも類似しており、
実際に混合リンパ球反応において抑制効果
が認められている (図２ )。このように
theonellapeptolide 類は多様な生物活性を示し、
新規免疫抑制活性も期待できる化合物であ
るが、その希少性ゆえに詳細な作用機序は未
解明であり、さらに化学合成による構造確認
および量的供給の報告例もない。 
 

 
図２ Theonellapeptolideと cyclosporin A 

 

そこで我々は theonellapeptolide Id (図２)の
全合成を試み、Fmoc ペプチド固相合成法に
よって効率的な全合成を達成した。さらに
theonellaprptolide 類には構造未解明な３つの
類縁体 theonellapeptolide IV, V, VIの存在が知
られている。インドネシア産 Theonella 
swinhoei よりそれらの単離精製を試み、
theonellapeptolide IV, V, VI およ び 新規
theonellapeptolide 類縁体 VII を得ることに成
功した。これら類縁体の 1H NMRスペクトル
はシグナルのブロード化が激しく、その上、
２つ以上の配座異性体が混在していたため、
各種 NMR スペクトルのみを用いた構造解析
には限界があった。そこで、メタノリシスに
よってエステル部位を開裂し、得られた鎖状
ペプチド構造をMS/MS分析に供することで、
アミノ酸配列を解析し、平面構造を決定した。
さらに部分加水分解によってペプチド断片
を取得し、構成アミノ酸の立体化学をMarfey
法により決定した。さらに、沖縄産 T. swinhoei
よりメタゲノム DNA を抽出、ライブラリー
を作製し、theonellapeptolide 類の生合成遺伝
子クラスターの取得を試みている。 
本研究で得られた新規化合物はいずれも
海綿共生微生物によって生産されることが
予想される。引き続き生合成遺伝子を解析し、
生物活性天然物の生産能に秀でた新規微生
物の性状を明らかにしていく。特に本研究で
対象としたEntotheonellaは他の微生物には見
られない特異な二次代謝産物を生産するこ
とがわかってきた。しかし未だ培養条件が確
立できていないために、その有効利用を目指
す上で解決しなければならない課題が多い。
可培養化や生合成遺伝子の異種発現系の構
築を通して、Entotheonella 由来の多様な生物
活性物質を探索、利用していく技術基盤を確
立することが今後の重要な課題であり、引き
続き検討を進めていく。 
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