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研究成果の概要（和文）：近年カリブ海産のホヤTrididemnum solidumより見出された抗腫瘍性ペプチド、ジデムニン
が世界各地で採集された海洋細菌Tistrella mobilisより相次いで発見された。しかしホヤにおける真の生産者や生合
成に関する知見は皆無である。そこで、培養T.mobilis及びカリブ海産のT. solidumについて、化学的・生化学的な比
較分析を行った。その結果、ホヤと細菌ではジデムニン類の生産パターンが異なり、また、ホヤには共生生物として大
量のシアノバクテリアが含まれるがT.mobilisは極僅か検出されたのみであったことから、ホヤと細菌での生合成経路
は異なっていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The antitumor peptide didemnins originally found from the Caribbean tunicate Tridi
demnum solidum were recently identified in the cultured marine bacterium Tistrella mobilis collected in va
rious regions in the world. We thus compared the production and genetic profiles between the tunicate and 
the microbe. We found that the metabolic pattern in the bacteria differed largely from that of the tunicat
e. Analysis of microbial fauna in the tunicate indicated that a genus of cyanobacteria is a main associate
 of the tunicate, but T. mobilis was found as only a minor microbe that associate with the host.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

近年、海洋生物由来の生理活性物質が医薬

品として開発・実用化される例が相次ぎ、

海洋天然物の本格的な医療への応用が現実

のものとなっている。カリブ海産の群体ボ

ヤ Trididemnum solidum、抗腫瘍環状デ

プシペプチド didemnin 類を含むが、その

一つである didemnin B は海洋生物由来の

抗腫瘍物質として初めてヒトでの臨床試験

が行われた海洋天然物として知られる。さ

ら に 最 近 そ の 誘 導 体 で あ る aplidin 

(dehydrodidemnin B)は臨床試験で有効性

が認められており、現在開発が進められて

いる。このような生理活性物質を効率よく

産生することができれば海洋天然物の応用

研究が加速すると期待される。 

我々は，2011 年に千葉県館山湾の海砂から

単離されたα -proteobacteria の Tistrella 

mobilis が didemnin B を生産することが見

出された報告 1 に着目し、細菌及びホヤにお

けるジデムニン類の生合成研究を行う本研

究計画を策定し、研究費の申請を行った。し

かし、研究開始直前の 2012 年に紅海株 T. 

mobilis（K 株）の全ゲノム配列および

didemnin B 生合成遺伝子が中国/米国の共同

研究グループにより発表され、NRPS や PKS

が組み合わさった 10 のクラスター(Did A～

J)によって構成されることが報告された．2  

その後，伊豆諸島産の海綿、そしてインド洋

で採集された T. mobilis が didemnin B を産

生しているという報告（私信及び学会発表）

が相次いだ。しかし、ホヤにおけるジデムニ

ンの生合成に関する報告は皆無でそれが T. 

mobilis によるものなのか、他の共生微生物

もしくはホヤ自身によるものか等の疑問は

未解決であった。 
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２．研究の目的 

この背景を受け、本研究では特に海産ボヤ

Trididemnum solidum において didemnin

類を産生している真の生産者と生合成機構

について、海洋細菌の生合成情報と比較しな

がら解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

千葉県沿岸およびタイの排水（理研より分

譲）で採集した海洋細菌 T. mobilis（それぞ

れ T 株、R 株とする)の培養を行い、ジデム

ニン類の産生を確認した。次に両者のジデム

ニン生合成遺伝子を、報告されている紅海株

の生合成遺伝子の情報を基に PCR 法を用い

て探索した。 

 

カリブ海で採集した T. solidum について、遺

伝子の抽出およびジデムニン類の分離・分析

を行った。Didemnin 類のおおよその含量は

MALDI-TOF-MS のピークを比較すること

で推定した。T. solidum の微生物叢解析を

行うために 16srDNA を増幅し、DNA シーケ

ンサを用いて網羅的な解析を行った。また、

ホヤの組織内に観察される微生物を分離し、

その成分を調べた。 

 

４．研究成果 

T. mobilis  T 株，R 株 それぞれの培養液抽

出物(IT3-7-1、IT3-7-2)，および菌体抽出物 

(IT3-7-3、 IT3-7-4) について didemnin 含

量の比較を行った結果、T 株 R 株共培養液抽

出物には didemnin B，nordidemnin B が、

菌 体 抽 出 物 に は didemnin B,X,Y ，

nordidemnin B が含まれていた（図１）。 
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図 1．Didemnin 類の構造 
 

報告例では培養液抽出物に didemnin X,Y

が含まれているとされていたが、今回それ

らは培養液抽出物ではなく菌体に含まれて

いた（図 2）。Didemnin 類はポリケチド合成

酵素（PKS） と非リボゾーマルペプチド合

成酵素（NRPS）により産生されているので

次に、それらのジェネラルプライマーを作

成し、遺伝子の増幅を試みたが特定の遺伝

子の増幅は見られなかった。 

 
図 2．T. mobilis の菌体及び培養液に

おける didemnin 類の組成 
 

そこで公表された Didemnin 生合成遺伝子

の保存性の高いことで知られるアデニルド

メインの配列を基に作成したプライマーで

生合成遺伝子クラスターの増幅を試みたと

ころ（図 3）、生合成遺伝子クラスターの一

部分である did A~didE ドメインのクロー

ンがそれぞれの株で得られた。 

 
図 3．T. mobilis（K 株）より見出され

た didemnin の生合成遺伝子クラスタ 
 

この部分は株間で 93~96%の配列相同性を

持っていた。これらの結果から細菌の

didemnin 生合成遺伝子の配列は採集地が

大きく異なるものの保存されていることが

示唆された。 

 

次に、ホヤ T. solidum の試料を用いて

didemnin 類の組成分析を行った（図 4）。そ

の結果、ホヤにおける didemnin の組成はバ

クテリアのそれと大きく異なり didemnin A

を主成分としていることが分かった。また、

未同定ではあるが、didemnin D,E,G に相当

する分子イオンも質量分析で観察された。

Didemnin X の存在が確認された個体もあっ

たがその量は僅かであった。個体間の差は

見られたものの顕著ではかった。 

 

図 4．T. solidum の抽出物における

didemnin 類の組成 
 

この結果は、細菌とホヤにおける didemnin

類の生合成経路が大きく異なることを示唆

している。しかしこれまでの背景から

dideminin 産性能を持つ T. mobilisは世界



各地広く分布していることから、ホヤにも

T. mobilisが含まれており、didemnin の生

合成に関与している可能性も否定できない。

そこで、ホヤの微生物叢の解析を行いこの

点を解明することとした。 

まず、ホヤの遺伝子を抽出し、16SrDNA

増幅用プライマーを用いて増幅・クローニ

ングを行い、得られた 32 クローンの遺伝

子配列を Blast により検索したところ、

Didemnidie 科のホヤに共生することが知

られているシアノバクテリアと相同性の高

い配列を持つ 5 クローンに加え、

Clostridium, Achromobater 等の細菌と相

同性の高いクローンが多数得られた。そこ

で、さらに精密かつ網羅的な解析を行うた

め次世代シーケンサを用いて PCR 産物の

解析を行った。その結果、9900 個の遺伝子

より約 83 種の微生物の遺伝子が同定され

た。（図５） 

図５ 次世代シーケンサにより解析

された T. solidum の微生物叢．緑

Synechosystis；青 Clostridium；ピン

ク未同定． 
 
 

その結果、微生物叢のほとんど（68％）は

Synechosystis 属のシアノバクテリアであ

り、それに続き Clostridium（14％）が観

察された。一方 Tistrella と相同性を持つ

クローンは 3 個（0.03%）であった。これ

らの結果から、T．solidum に含まれる微

生物は主にホヤに共生することで知られて

いる Synechosystis および偏性嫌気性グラ

ム陽性菌の Clostridium からなることが分

かった。Clostridium 属の細菌には窒素固

定能を持つものもあるので、そのホヤにお

ける役割は興味深い。 
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Genus Abiotrophia Achromobacter
Actinomyces Afifella
Aggregatibacter Ahrensia
Anabaena Anaeromyxobacter
Aquabacterium Atopobium
Bosea Burzellia
Campylobacter Candidatus Liberibacter
Candidatus Microthrix Candidatus Puniceispirillum
Caulobacter Chroococcidiopsis
Clostridium Corynebacterium
Coxiella Cyanobacterium
Cyanobium Dechloromonas
Dehalococcoides Devosia
Dichotomicrobium Escherichia
Eubacterium Finegoldia
Fusobacterium Gemella
Geopsychrobacter Granulicatella
Haemophilus Haliea
Halomonas Ilumatobacter
Ilyobacter Legionella
Leptothrix Leptotrichia
Marispirillum Mesorhizobium
Methylobacterium Methylocaldum
Microbulbifer Micrococcus
Mogibacterium Natronocella
Neisseria Nisaea
Nitrospira Oribacterium
Paracoccus Pedomicrobium
Phenylobacterium Photobacterium
Phycisphaera Pirellula
Planctomyces Porphyromonas
Prevotella Propionibacterium
Prosthecomicrobium Pseudomonas
Rhizobium Rhodopirellula
Roseobacter Ruegeria
Shigella Solobacterium
Sphingobium Sphingomonas
Staphylococcus Streptococcus
Synechococcus Synechocystis
Thioprofundum Tistrella
Varibaculum Veillonella
Vibrio no_rank


