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研究成果の概要（和文）：本研究では、サンゴ体内外の代謝産物を網羅的に把握し、ストレス耐性を特徴づける
要因を浮き彫りにすることを目的としている。ストレス耐性が異なるサンゴ系統でRNA-seqとメタボロームデー
タの統合解析を実施し、ストレス耐性と関連があると思われる機能遺伝子・代謝産物群の抽出に成功した。ハイ
スループットかつ直接メタボローム解析が可能な新規の分析プラットフォーム、"PiTMaP"を確立し、リアルタイ
ム・メタボローム計測の基盤を構築した。一斉産卵時にサンゴポリプを取得して栄養塩負荷実験を行い、PiTMaP
で解析した結果、褐虫藻有無・ストレス有無で顕著に異なる代謝産物を数十同定することに成功した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to comprehensively understand the metabolites 
inside and outside the coral and to highlight the factors that characterize stress tolerance. We 
conducted an integrated analysis of RNA-seq and metabolomic data from coral strains with different 
stress tolerance, and successfully extracted a group of functional genes and metabolites that may be
 related to stress tolerance. We established a new analytical platform, "PiTMaP", which enables 
high-throughput and direct metabolome analysis, and built a foundation for real-time metabolome 
measurement. As a result of nutrient loading experiments using coral polyps acquired during 
simultaneous mass spawning event and analyzed by PiTMaP, dozens of metabolites were identified that 
differed significantly depending on the presence or absence of zooxanthellae or stress.

研究分野：生態学

キーワード： サンゴ　ストレス耐性　メタボローム　エクスポソーム
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られた成果は、今後ストレス耐性の異なるサンゴ系統の選抜や、ストレスを受けた際のサンゴの状態
を把握するためのマーカー作成につながり、サンゴ群集の回復・保全技術の高度化につながることが期待され
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

地球的規模、地域的規模の環境変
化によって、サンゴ礁生態系の基盤構
成種・サンゴが世界的に衰退している
ことが知られている。特にサンゴ体内
に共生している褐虫藻との共生関係が
崩壊してサンゴが死滅する、サンゴ白
化現象が世界的に頻発しており、問題
視されている。サンゴ白化現象は主に
夏季の高水温ストレスによって引き起
こされるが、高水温ストレスに対して
は、種間・種内でその応答に幅広い変
異が見られることが知られている。特
に近年注目されているのは、サンゴ種
内における高水温ストレスに対する変
異である。大規模なサンゴ白化現象が
起きた際に野外調査を実施すると、図
1 のように同じ種の群体がほぼ同所的
に分布していても、ストレス耐性に明確な差が見られることがよく観察される。しかしこの種内
のストレス応答を特徴づける生物要因はまだ未解明の部分が多い。褐虫藻を対象とした遺伝子
解析によって、褐虫藻の遺伝子型の違いで高水温耐性が異なることが知られてきたが、同じ遺伝
子型の褐虫藻を持つサンゴでも白化の度合いが異なることも次第に明らかとなってきている。
そのため、ホストであるサンゴ側の要因を探っていく必要がある。サンゴ種内のストレス応答変
異を説明する要因を特定する主要な手法としては、網羅的遺伝子発現解析（RNA-seq）と、アミ
ノ酸や脂肪酸、糖類などの代謝物を網羅的に把握できるメタボローム解析があるが、後者のメタ
ボローム解析は、サンゴにおいてはまだ適用例が少ないのが現状である。メタボローム解析は、
現在技術的な高度化が進んでおり、分担者の財津の研究チームではメタボロームの連続的な測
定も可能になっている（Zaitsu et al. Anal Chem 2018他）。時系列でのメタボロームデータが
取得できれば、非線形時系列解析による各要素の因果関係の把握も可能となる。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、飼育実験で得られたサンゴサンプルを対象に網羅的にメタボロームデー
タを取得し、ストレス耐性を特徴づけるコアとなる要因・要因群に着目して、ストレス耐性と関
連のある生物要因を特定することである。 
 
３．研究の方法 

代表者らが選別した、ストレス耐
性が異なるサンゴ系統を、琉球列島で多
く見られるコユビミドリイシを対象に
選別し、液体窒素で粉末にした後、メタ
ノールを用いて代謝産物の抽出を行っ
た。メタノール溶液から一定の抽出処理
を行い、凍結乾燥および誘導体化処理を
行った後、ガスクロマトグラフィータン
デム質量分析を用いて代謝産物の同定
を行った。一方、1 ポリプのメタボロー
ム解析を実施するために、質量分析計に
よるデータ採取から、ソフトウェア Rを
用いたデータパイプラインによる自動
解析を組み込んだ新たな代謝解析用プ
ラットフォーム PiTMaPを開発した（Zaitsu et al. Anal Chem 2020）。PiTMaPによるメタボロー
ム解析には、PESI イオン源を設置したタンデム型質量分析計を用いた（図 2）。質量分析計の測
定モードを「Scheduled SRM法（分析対象を次々と切り替えるモード）」に設定し、多成分の検
出条件を最適化した。イオン化は PESI ポジティブモードおよび PESI ネガティブモードで行っ
た。対象成分は、解糖系、クエン酸回路、尿素回路、ペントースリン酸経路などを構成する 72
成分を対象とした。質量分析計の取り込み時間と PESIの探針駆動周期の最適化を実施した。多
変量解析・時系列解析手法の開発：統計解析言語 Rを用いて、得られたデータの時系列解析手法
の構築を試みた。サンゴの幼生（ポリプ）は凍結した試料を氷上で融解したのち、専用のサンプ
ルプレートにセットして PiTMaPを実施した。 

図 2 本研究で用いた PiTMaP用質量分析計 

図 1 サンゴ白化時に見られる高温耐性の種内変異 



 

 

４．研究成果 
琉球列島のサンゴ礁域に優占す

るサンゴ種、コユビミドリイシを対象
に、ストレス耐性が異なるサンゴ系統
を選抜し、メタボローム解析を行っ
た。その結果、ストレス耐性が異なる
系統間でメタボロームの組成が明確
に異なることが確認された（図 3）。さ
らに RNA-seq とメタボロームデータ
の統合解析を実施し、ネットワーク解
析によるコミュニティ抽出を行った
結果、ストレス耐性と関連があると思
われる機能遺伝子・代謝産物群のモジ
ュールの抽出に成功した（図 4）。しか
しこの時得られたメタボロームの結
果は、ホストであるサンゴと褐虫藻の
両方が混在しているため、分離して解
釈するのが困難であった。 

ハイスループットかつ直接メタ
ボローム解析が可能な PESI/MS/MS
と、ソフトウェア R によるデータ処
理を合わせた新規の分析プラットフ
ォーム、"PiTMaP"を確立し、リアルタ
イム・メタボローム計測の基盤を構
築した。マウスを対象に予備的に得
られたリアルタイムメタボロームデ
ータを用いて、非線形時系列解析を
実施し、各種メタボロームの因果関
係の把握を行うための解析パイプラ
インを構築した。しかし上記のサン
ゴ片は硬い炭酸カルシウム骨格があ
ることや、サンプルの輸送の問題か
ら、ストレス暴露して PESI/MS/MSに
よるデータ取得は進まなかった。そ
こで初夏のサンゴ一斉産卵期にサン
ゴ幼生を確保して、褐虫藻のいない
サンゴポリプと、人為的に褐虫藻を
添加し共生させたサンゴポリプを取
得して、代表的な栄養塩である硝酸
とアンモニアを加えた負荷実験を行
った。そして得られたポリプサンプ
ルを用いて、PiTMaPによる網羅的な
メタボロームデータの取得を行い解
析した。その結果、褐虫藻有無・スト
レス有無で顕著に異なる代謝産物を
数十同定することに成功した。褐虫
藻を含まないサンゴポリプにおいて
は、各処理間でのクラスタリングの
パターンがより顕著であり（図 5）、
周辺環境の物質の変化とサンゴ体内
の代謝産物の変化がより強く関連し
ていることが示唆された。PiTMaP を
用いたサンゴを対象としたメタボロ
ームデータ取得・解析手法の確立に
成功し、さらには一次代謝物以外の
化合物も取り入れつつある。室内実
験で扱いやすいサンゴポリプを用い
ることで、ストレス暴露を実施して網羅的に代謝産物を取得してエクスポソーム解析として評
価していく下地も整えることができた。また、LC-Q-TOFMS による網羅的解析に向けた拡張のた
めの装置の立ち上げと予備試料を用いた条件検討も進めた。今回の研究で確立しつつあるリア
ルタイムメタボローム解析を継続して行うことで、サンゴのストレス耐性を特徴づける生物要
因の詳細がさらに明らかになることが期待される。 

図 3 ストレス耐性の異なるサンゴ系統間のメタボ

ローム解析のヒートマップ図 

図 5 褐虫藻を含まないサンゴポリプを用いて海水

中の栄養塩濃度を変えて行ったメタボローム解析の

主成分分析の結果 

図 4 ストレス耐性の異なるサンゴ系統の RNA-seq
データとメタボロームデータをまとめたネットワー

ク図 
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