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研究成果の概要（和文）：海洋カイメンからは多くの有用天然化合物が発見されており、本研究

では、これらの化合物を作成しているバクテリアを探索・同定するために、新たなアプローチ

として、単一細胞解析技術を基盤とした研究を試みた。結果、Onnamide A 化合物の生産菌の

同定に成功し、難培養微生物からの化合物の同定を初めて達成した。更に、ゲノム解析を行っ

た結果、この細菌は Pseudomonas、Bacillus や放線菌に並び、数十種類以上の化合物合成遺

伝子クラスターを保有していた。

研究成果の概要（英文）：Marine sponges are considered as the largest producers of highly significant
natural compounds. In this research, the goal was to apply the single cell analytical approach to identify
the real producers of such important compounds. Targeting the compound Onnamide A, the research was
successful in identifying the true producer and reported the first identification of a natural compound
producer from uncultivated bacteria. Further genomic analysis also revealed that this bacterium harbored
numerous biosynthetic pathways, similar to that of its cultivable counterparts such as Pseudomonas,
Bacillus and actinomycetes.
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１．研究開始当初の背景

環境中には多くの微生物が存在し、そし

て、それぞれの環境で生息している微生物が

ユニークまた多様で有り、その環境に重要な

役割を担っている。更に、環境中のみならず、

生物の腸内や体内に共生している微生物も多

く報告され、宿主と共生関係を保っている。

海にも海洋生物から多くの微生物が発見され

ており、これらの微生物は様々な活性物質や

有用化合物の遺伝子資源として注目されてい

る。海洋生物中、特に無脊椎動物であるカイ

メン（ポリフェラ門､約 15,000 種）からは、

産業や医療分野において非常に重要な生理活

性を持つ二次代謝産物であるポリケチド、抗

生物質、抗腫瘍物質、免疫抑制剤が多く発見

されている。カイメンは身体的な防衛機構を

欠如しているが珊瑚礁等のような競争的や厳

しい環境で生息しており、このような生態系

に生き残るためには化学防衛機構を備えてい

る事が知られている。カイメンが多数の細菌
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と共生関係にあることから、近年ではカイメ

ンの化学防衛機構に関わっている生理活性物

質や二次代謝産物が共生細菌由来であると考

えられており、実際にメタゲノム解析により

多くの有用物質やこれらを合成する新種のポ

リケチドシンターゼ（PKS）がカイメン共生

細菌から発見されつつある。そのため、これ

らの共生微生物の特定および培養は、様々な

アプローチ（メタゲノム研究、スクリーニン

グアッセイ等）によって行われてきたが、い

ずれの手法においても非効率である。

２．研究の目的

共生細菌を取得にあたり、新たな手法が

必要とされている。この課題をチャレンジす

るために、新たなアプローチとして単一細胞

解析に着目した。単一細胞解析とは細胞集団

内の個々の細胞における状況や機能を解明す

る解析アプローチであり、今ではフローサイ

トメトリーやマイクロ流体デバイス等を用い

た解析法が主流になっている。しかしながら、

単一細胞解析技術を用いた研究のターゲット

は多くが酵母や動物細胞で有り、微生物、特

にバクテリアでの応用はそれほど盛んに行わ

れていない。

そこで、本研究では、より高効率にカイ

メン内の共生微生物の特定や培養を行うため

に、単一細胞技術を用いたアプローチを提案

した。単一細胞解析技術を用いる事によって、

より迅速にターゲットとしている強制微生物

の特定が可能になる。更に、単一細胞レベル

での解析を行うことで、遺伝子解析などがよ

り簡便になり、特定した微生物の特徴および

培養条件などを見いだしやすくなる

３．研究の方法

本研究では、Theonella swinhoei（黄色お

よび白ケモタイプ）をモデルカイメンとした

（図１）。また、このカイメンからすでに多く

のポリケチドが発見されており、特に T.

swinhoei からは抗腫瘍物質である Onnamide A

または Misakinolide A が検出されている。また、

メタゲノム解析を用いた近年の研究で、これ

らの化合物がカイメン共生細菌由来であるこ

とが判明した。

これを基に、初年度は Onnamide A を生

産する共生細菌の探索および同定を行った。

まず、T. swinhoei 内部組織を破壊し、遠心分

離によってバクテリア画分を取得した。得ら

れたバクテリア画分をフローサイトメーター

で解析した後、単一細胞を 96 穴ウェルプレー

トにソートした。続いて、ソートした単一細

胞 に 対 し 、 細 胞 破 砕 を 行 い 、 Multiple

displacement amplification（MDA）法によりホ

ールゲノム増幅を行った。ここで、Onnamide A

生産共生細菌の探索や同定を行うために、ゲ

ノム増幅後のサンプルに対し、先に、

Nested-PCR により Onnamide A 合成 PKS 遺伝

子断片の増幅を行った。最後に Onnamide A 合

成 PKS遺伝子断片が確認されたサンプルに対

し、16S rRNA 解析を行い、Onnamide A 生産

共生細菌を同定した。Misakinolide A 生産菌の

探索においては上記と同様に行った。

次年度では Onnamide A 生産菌の培養条

件を見いだすためには、次世代シーケンサー

を用いて、バクテリアのゲノムの解読を試み

た。

４．研究成果

図 1 モデルカイメンとなった Theonella
swinhoei



初 年 度 に は 、 Onnamide A お よ び

Misakinolide A の生産菌の同定を行うために

は、T. swinhoei から得られたバクテリア画分

に対し、フローサイトメーターを解析した事

で、T. swinhoei には数十マイクロメーターの

フィラメントバクテリアや数マイクロメータ

ーの単一バクテリア集団が生息することが確

認された。ここで、それぞれの細胞集団に対

し、フローサイトメーターで単一細胞をソー

トした後、MDA 法および Nested-PCR で

Onnamide A 合成 PKS 遺伝子断片の増幅を行

った。その結果、48 ウェル中、16 ウェルから

PCR 産物の増幅が確認され、また、シーケン

ス解析により、全ての増幅断片が Onnamide A

合成 PKS 遺伝子の配列と一致した。Onnamide

A 合成 PKS 遺伝子のポジティブウェルを 16S

rRNA 解析で確認した所、全てのウェルから

“Candidatus Entotheonella sp.”であるフィラメ

ントバクテリアが同定された。このように、

単一細胞解析を行うことで Onnamide A を生

産する菌体に直接関連付ける事に成功し、ま

た、16S rRNA 解析により、その生産菌の同定

にも成功した（図２）。しかしながら、

Misakinolide A の生産菌の探索は本研究期間

中に未だに見つかっておらず、本化合物を作

成しているバクテリアはおそらく T. swinhoei

バクテリア画分内の非常に小さな割合を占め

て い る 事 が 考 え ら れ る 。 現 在 で も 、

Misakinolide A の生産菌の探索を継続してい

る。

次年度には、Onnamide A の生産菌が同定

されたことにより、次世代シーケンサーを用

いて、この細菌のゲノムの解読を行った。本

解析の結果から、驚くことにこの細菌は T.

swinhoei から検出されている、天然化合物の

多くの合成遺伝子クラスターを保有していた

ことが示唆された。難培養微生物から、

Bacillus, Pseudomonas や放線菌に並ぶ、多く天

然化合物合成遺伝子クラスターを保有してい

るバクテリアの発見は初めてである。

本研究では、単一細胞解析技術を導入す

ることで、より迅速に細胞のスクリーニング

を行う事が可能になっただけではなく、細胞

からの遺伝子情報も取得することが可能であ

る。今後の展望としては、解読したゲノム情

報を基に、本研究で発見した Onnamide A の

生産菌の性質を見いだし、培養を試みる予定

である。
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