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研究成果の概要（和文）：カイメンに共生する難培養性微生物を直接遺伝子資源として利用するメタゲノム法を
発展させ、効率のよいスクリーニング法を開発し、新規化合物を単離することを目的とする。ライブラリーを
BAC化、シャトルベクター化しメタゲノム法を改良した。SDS-PAGE解析を導入して新たな天然物の解析法を開発
した。また、天然物を抗原とした免疫染色法とフローサイトメトリーを組み合わせた天然物の生物オリジン探索
法を開発した。さらにSymbiodinolideの立体構造解析を進展させた。改良したメタゲノム法により新規化合物を
単離構造決定すること、その生物オリジンを特定することで共生システムを解明することが期待される。

研究成果の概要（英文）：We improved the metagenomic method by converting the library into BAC, 
shuttle vector. An analysis method of new natural products using SDS-PAGE analysis was constructed. 
In addition, we developed the origin search method for natural products combining immunostaining 
method using natural products as antigen and flow cytometry. We further advanced the structural 
analysis of Symbiodinolide. It is expected to elucidate the symbiotic system by determining the 
isolation structure of the novel compound by the improved metagenomic method and identifying the 
origin of these natural products.

研究分野： 天然物化学、ケミカルバイオロジー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)海洋天然物化学の分野は近年非常に発展
し、多くの天然物がカイメン類から単離・構
造決定されてきた。例えばクロイソカイメン
Halichondria okadai からは分子量 805 のオ
カダ酸などが単離されている。私達もクロイ
ソカイメンよりハリコンドリン B（分子量
1,110）の単離・構造決定に成功している
（Uemura et al. Pure Appl. Chem. 1986, 58, 
701）。近年ハリコンドリン Bをもとに新規抗
がん剤ハラヴェンが開発され、既にアメリカ、
日本等で上市され、カイメン由来天然物の医
薬リードとしての価値が強く認識されてい
る（Uemura et al. Pure Appl. Chem. 2012, 
84, 1297）。 
近年こうした天然物の幾つかは共生微生

物が産生していることが報告されている
(Piel et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 2004, 
101, 16222) 。しかし、こうした共生関係に
ある微生物がなぜこのような特異な構造と
強烈な生理活性を有する天然物を生産する
のかは依然不明であった。というのも環境中
の細菌の大部分は難培養性であり、しかもカ
イメンの菌叢は多様でごく少数の天然物生
産菌を単離・解析することは難しかったから
である(Amman et al. Microbiol. Rev. 1995, 
59, 143)。 
このような難培養性細菌を解析する方法

としてメタゲノミクス法が利用されている。
メタゲノム法は単離・培養をせずに直接環境
からゲノム DNA を抽出し、大腸菌などの宿主
に導入してメタゲノムライブラリーとする
方法である。メタゲノム法は遺伝子を網羅的
に解析できるため未知遺伝子の探索に適し
た方法である。 
 
(2)私達は基盤研究（S）においてメタゲノム
研究を始め、以下のような成果を挙げた。ゲ
ノムの抽出方法を工夫することでクロイソ
カイメンより Fosmid をベクターとして
150,000 クローンのメタゲノムライブラリー
の構築に成功している。これは初めてクロイ
ソカイメンからメタゲノムライブラリーを
構築した報告となる（Biosci. Biotechnol. 
Biochem. 2012, 76, 633）。また天然物化学
的手法を用いて新規化合物 halichrome A（分
子量 276）の単離に成功した。これはカイメ
ン由来のメタゲノムライブラリーから初め
て新規化合物の単離に成功した点で非常に
重要な研究といえる（Chem. Lett. 2012, 41, 
728）。このようにメタゲノム研究を大幅に前
進させることができた。 
一連の先行実験により、私達はメタゲノム

法によるアプローチが有効なことを確認し
た。一方で、ポリケチド化合物などの高分子
量の生理活性物質の生合成遺伝子は 30～
90kb のクラスターを形成しており、これらの
遺伝子群をクローニング可能な、Fosmid（最
大 30kb）ベクターより高分子量のゲノム DNA
ライブラリーを構築する必要性も確認した。

またクロイソカイメンのような極めて多様
な菌相を持つサンプルを用いて効率的に天
然物をスクリーニングするためには、メタゲ
ノム法に新たなアプローチを導入する必要
性も明らかとなった。 
 
２．研究の目的 
前述の背景より、私達はクロイソカイメン

に共生する難培養性微生物に注目し、これら
共生微生物を単離・培養せず、直接遺伝子資
源として利用するメタゲノム法をさらに発
展させ、効率のよい難培養性の共生微生物の
遺伝子ライブラリーを構築し、新規化合物の
スクリーニングを行うことにした。具体的な
目的としては、天然物を生産する微生物の持
つ生合成遺伝子は一般的に巨大なクラスタ
ーを形成しており、それら生合成クラスター
を効率的にスクリーニングできるライブラ
リーを構築する。またライブラリーを構成す
る宿主も大腸菌以外に拡大し、多様なライブ
ラリーを構築する。スクリーニング方法に関
しても、抗菌活性以外のアプローチを試みる。
生理活性を指標とした探索以外にも、天然物
そのものの物性に着目し、新しいスクリーニ
ング方法を開発する。また、クロイソカイメ
ンは次世代シーケンサーによる解析の結果、
多様な微生物を含んでいることが明らかと
なっているが、天然物の真の生産者はその中
のごく一部にしか過ぎない。この、極めてマ
イナーな微生物の遺伝子を効率的に利用す
る方法を開発する。 
本研究のもうひとつの目的は、天然物を通

して、その生産者である微生物と宿主である
クロイソカイメンの関係を明らかにし、共生
システムを解明する事である。具体的には、
クロイソカイメンから単離された天然物の
生物オリジンを明らかとすることである。ク
ロイソカイメンに共生する微生物が天然物
を生産することでどのように宿主とのコミ
ュニケーションをとっているのか知見を得
ることが期待される。 
 
３．研究の方法 
(1)メタゲノムライブラリーの改良 
先ず、クロイソカイメンの共生微生物ライ

ブラリーの改良を行った。前述のとおり、私
達は既にクロイソカイメンから微生物画分
を分離し、メタゲノムライブラリーを構築す
ることに成功している。そこで本研究では、
Fosmidより高分子量のゲノムDNAをクローニ
ング可能なBACをベクターとしたライブラリ
ーを用いてライブラリー構築を行った。具体
的には微生物画分をアガロースで固めた状
態（PLUG）で制限酵素処理をした。制限酵素
処理をしたサンプルはパルスフィールド電
気泳動を用いて 100kb 付近のゲノム DNAを抽
出し、ライブラリー構築に供した。 
次にライブラリーの宿主を拡大するため

のシャトルベクター構築を行った。宿主とし
ては、Streptomyces lividansを宿主とした。



具体的には大腸菌用のBACプラスミドをベー
スとして、放線菌ファージ由来インテグラー
ゼ及びその認識配列、マーカーとして抗生物
質耐性遺伝子、及びそれらの上流に放線菌で
恒常的に発現するプロモーターを挿入し、シ
ャトルベクターを構築した。スクリーニング
は宿主が大腸菌の時は枯草菌および酵母を
用い、放線菌を用いたときは酵母を用い、抗
菌活性を指標にスクリーニングを行った。 
また、次世代シーケンスの結果、クロイソ

カイメン中では、放線菌等の天然物生産能を
もつ微生物種がマイナー種であることを確
認した。これら難培養性の微生物を基にした
メタゲノムライブラリーから効率的に天然
物のスクリーニングを行うためには、メタゲ
ノムライブラリー作製の元となる微生物画
分から単離・培養を経ずに放線菌を分離する
必要があると私達は考えた。そこで放線菌を
単離・培養せずに回収するため 16S rRNA を
指標に FISH 法を用いて共生放線菌の選択的
分離を行った。先ず放線菌に高度に保存され
ている 16S rRNA 配列を参考に蛍光タンパク
を付加したオリゴ DNA プローブを合成した。
S. lividans をコントロールとして、このプ
ローブをハイブリダイズ可能な条件を検討
した。次にフローサイトメトリーでの分離を
進めた。クロイソカイメン破砕液を、コント
ロールを参考にした条件で染色しフローサ
イトメーターで分析を行った。 
 
(2)パリトキシンの SDS-PAGE 解析 
ライブラリーが生産する天然物を効率よ

くスクリーニングするために、私達は安価で
迅速な天然物の検出システムの構築を計画
した。具体的にはアクリルアミドゲルを用い
た SDS-PAGE 法を応用することで迅速に天然
物のバンドを検出する。本研究では基礎的な
知見を得るため、化学的手法で単離したパリ
トキシンをサンプルとして用いた。パリトキ
シンの抽出と分離は定法に基づいて行った。 
沖縄の石垣島の海岸から、イワスナギンチャ
ク（Palythoa tuberculosa）を採集した。 イ
ワスナギンチャクを EtOH で抽出し、抽出物
を濾過し、濃縮した。 抽出液を逆相オープ
ンカラムクロマトグラフィー（ODS シリカゲ
ル、EtOH-H2O）により分画した。次いで、逆
相 HPLC（三菱化学、GEL CQP30; EtOH-H2O）
によりさらに単離し、精製されたパリトキシ
ンを得た。 
単離されたパリトキシンを蒸留水に溶解

した。この試料に 2 X サンプル緩衝液
（Tris-HCl pH6.8 0.25M、グルコース 20％、
SDS 8％、ブロモフェノールブルー0.02％）
を添加した。試料を 95℃で 5分間加熱し、次
いで氷中で 15 分間冷却した。今回 SDS-PAGE
において、精製パリトキシンは非還元条件下
（β-メルカプトエタノールなし）で分析し
た 。 精 製 さ れ た パ リ ト キ シ ン を
Tricine-SDS-PAGE ゲル上に流した。 パリト
キシンは T5 / C3 スタッキングゲル上で分離

し、T18 / C6 分離ゲルは 3 X ゲル緩衝液
（Tris-HCl pH8.45 3M）で分離した。分離ゲ
ルに4M尿素を添加した。緩衝液はそれぞれ、
陰極緩衝液（Tris-HCl pH8.30 100mM、Tricine 
100mM、SDS 0.1％、TEFCO、Japan）および陽
極緩衝液（Tris-HCl pH8.9 200mM）を用いた。
低分子量タンパク質の分解能を高めるため
に、トリシンをグリシンに置き換えた。尿素
はより低分子量のバンドを鮮明にし、小分子
化合物の電気泳動移動度を減少させるため
に重要である。電気泳動条件は、最初に 50V
に設定し、試料が完全に分離ゲルに達するま
でこの電圧に維持した。ブロモフェノールブ
ルーがゲルの終わりに達するまで、次の電圧
は 150V に設定した。標準的なプロトコール
を用いてゲルを銀染色した。 
 
(3)オカダ酸生物オリジンの探索 
この膨大な種類の微生物群の中から天然

物の真の生産者を見つけ出すことは、クロイ
ソカイメンとそれら微生物との共生システ
ムの解明につながるものと私達は期待して
い る 。 オ カ ダ 酸 に 関 し て は 渦 鞭 毛 藻
Prorocentrum lima 等で生産が報告されてい
る。しかしながら、クロイソカイメンにおけ
るオカダ酸の生物オリジンに関する報告は
未だなされていない。その生合成経路に関し
ても依然不明な点が多く、クロイソカイメン
内でのオカダ酸の働きを明らかにするため
にも、オカダ酸の真の生産者を明らかとする
ことは学術上重要である。クロイソカイメン
は神奈川県の三浦半島で採取を行った。採取
したクロイソカイメンはオートクレーブで
滅菌した海水中で破砕し、石や貝類等はデカ
ンテーションで除去した。先ず４％パラホル
ムアルデヒド溶液でカイメン破砕液の固定
を行った。各サンプルをパラホルムアルデヒ
ド溶液で 1時間処理した。その後リン酸緩衝
生理食塩水（PBS）で洗浄を行った。免疫染
色は Vector Laboratories 社の VECTASTAIN 
ABC Kit 及び Vector Red を用いて、ABC 法で
行った。一次抗体はモノクローナル抗オカダ
酸抗体（マウス）を購入し、100 倍以上希釈
して用いた。染色後サンプルを顕微鏡で観察
した。 
次にセルソーターを用いたオカダ酸生物

オリジンの単離を試みた。一次抗体は免疫染
色で用いた抗オカダ酸抗体を用いた。二次抗
体はそれぞれ異なる蛍光を示す Dylight488
と Dylight650（フナコシ）を用いた。クロイ
ソカイメン破砕液をパラホルムアルデヒド
で固定し、洗浄後 PBS で希釈した一次抗体溶
液で処理した。洗浄後 PBS に希釈した
Dylight488 と Dylight650 で処理した後、PBS
で洗浄した。洗浄後 PBS に再懸濁したサンプ
ルをメンブレンフィルターでろ過した物を
実験に供した。クロイソカイメンの破砕液に
は夾雑物が多く含まれるため、先ず標準物質
として市販されている蛍光ビーズを用いて
回収する微生物の大きさを決定し、極力夾雑



物を除去するようにゲーティングした。 
 
(4)  Symbiodinolide の立体構造決定 
Symbiodinolide は渦鞭毛藻から単離した

ポリオール化合物である。本化合物はカルシ
ウムイオンチャネル開口活性およびCOX-1阻
害活性を有していることが明らかとなって
いる。私達は基盤研究 Sにおいてその立体構
造の解析をスタートし、大きく研究を進展さ
せることができた。そこで私達は基盤研究 A
において引き続き本化合物の立体構造を解
析し、その構造を完全に解明することを目指
し、化学的なアプローチを行った。（岡山大
学、門田功教授との共同研究） 
 
４．研究成果 
 (1)メタゲノムライブラリーの改良 
私達は制限酵素処理した PLUG をパルスフ

ィールド電気泳動にかけ100-150kb付近を切
り出した後、向きを逆にして再度パルスフィ
ールド電気泳動にかけることで低分子量ゲ
ノムDNAを極力除去し、高分子量のゲノムDNA
を用いたBACライブラリーの構築に成功した。
さらに RNase・DNase 阻害用バッファーにカ
イメンを漬け込むことで高分子量のゲノム
DNA を回収することに成功した。 
また、放線菌への組み込みを行うインテグ

ラーゼとインテグラーゼの認識配列および
マーカーとして薬剤耐性遺伝子を放線菌用
プロモーターと共にBACベクターに組み込み
放線菌―大腸菌シャトルベクターを構築し
た。スクリーニングは酵母への抗菌活性を指
標として進めたが、強い活性を示す株は得ら
れなかった。原因としては、放線菌の形質転
換効率が低いこと、クロイソカイメン共生菌
の大部分がアルファプロテオバクテリアで
あることが考えられる。そこで以下のように
計画を修正した。 
放線菌への形質転換法をPEG法からより効

率の良い接合法を導入するため接合遺伝子
保持株を導入した。さらに大腸菌内でメタゲ
ノム DNA の分解を防ぐため、Dam,Dcm 遺伝子
破壊株を購入した。現在ライブラリーを構築
し、生理活性物質の探索を進めている。 
またクロイソカイメン破砕液中から生理

活性物質生産菌として期待される難培養性
の放線菌を分離するため FISH 法とフローサ
イトメトリーを組み合わせることにした。
FISH 法では、先ず S. lividansをコントロー
ルとして条件検討を行った結果、ホルムアミ
ドバッファーを用い、反応温度を 40℃とする
ことで、放線菌の 16S rRNA を染色できるこ
とを蛍光顕微鏡で確認した。次に本条件でク

ロイソカイメン破砕液を染色し、フローサイ
トメトリーで解析した（図１）。解析は非染
色クロイソカイメン破砕液と比較しつつ行
った。自家蛍光を示す範囲（R17）を極力排
除し、回収範囲（R19）を決定してゲーティ
ングした。結果、染色した破砕液において、
放線菌と予想される蛍光を確認することが
できた。また、クロイソカイメン破砕液を
1000G、3000G、8000G と段階的に分画しそれ
ぞれフローサイトメトリーで解析した結果、
放線菌の反応は 1000G 画分に最も強く出た。
これは通常の細菌と異なり、放線菌が糸状菌
形態をとるためと考えられる。現在さらに詳
細な解析を進めている。メタゲノムを作製す
る際、真核生物であるカイメン細胞の混入は
極力避ける必要がある。フローサイトメトリ
ーでの特定微生物の分離法を確立すること
はメタゲノムへカイメンのゲノムDNAの混入
を防ぐという目的でも有効と考えられる。今
後はフローサイトメトリーで回収したサン
プルからのライブラリー構築を進める。 
 

(2)パリトキシンの SDS-PAGE 解析 
パリトキシンはポリオール化合物であり、

ポリペプチドを含まない。 したがって、
SDS-PAGE解析で一般的なCBB染色はパリトキ
シンの染色には適切ではない。 一方、パリ
トキシンには多くの水酸基が存在する。私達
はその水酸基を標的として銀染色法を用い
ることでアクリルアミドゲル上のパリトキ
シンを検出することに成功した。今回銀染色
法が利用可能であることを確認できたこと
で、CBB 染色と組み合わせることで、未知サ
ンプルがペプチドを含むかどうかを確認す
ることが可能となった。 

図 1 フローサイトメトリーによる放線菌の 

16S rRNA を指標とした破砕液の解析 

染色していない破砕液 

染色した破砕液 

自家蛍光 

放線菌の 16S rRNA プローブ

の蛍光を示すドロップの数 



銀染色によりバンドを確認できたため、次
に私達はタンパク質マーカーと比較して分
子量から予測される位置にパリトキシンの
バンドが存在するかどうかを確認した。 結
果、精製パリトキシンサンプルを用いたにも
かかわらず、この Tricine-SDS-PAGE 分析で
は、アクリルアミドゲル上に分子量の異なる
2つのバンドが検出された（図２）。 

一方のバンドは3.5〜6.5kDaの範囲にあり、
他方のバンドは1.4〜3.5kDaの範囲であった。
私達は以前に、X 線小角散乱（SAXS）による
パリトキシンの形状を調べたところ、パリト
キシンが水溶液中に二量体を形成すること
が明らかにしている。したがって、本研究の
結果はパリトキシンがその形態に従って2つ
の異なる分子量を示すことが現れた結果だ
と予測した：パリトキシン一量体は 2680、パ
リトキシン二量体は 5360 である。実際に、
低分子量側のバンドの分子量は、タンパク質
マーカーによって計算された近似曲線を使
用して予想される一量体型のパリトキシン
の分子量に非常に近い値を示した今後この
仮説を明らかにするために、さらなる検討を
進める。具体的にはパリトキシンをアセチル
化する。アセチル化したパリトキシンは二量
体を形成しないため、アセチルパリトキシン
を SDS-PAGE 解析することで確認する。 
この SDS-PAGE 法をさらに改良すれば、粗

抽出物を分離することができ、化学分析と組
み合わせて使用することで、ライブラリー由
来のサンプルをより容易に同定することが
できると私達は考えている。 
 
(3)オカダ酸生物オリジンの探索 
Vector-Red を用いた染色は染色部分が赤

色を示すため可視光下肉眼で確認でき、さら
にローダミン様の蛍光パターンを示すため、
可視光及び蛍光での観察を行った。先ず免疫
染色をしていないクロイソカイメン破砕液
と比較しながら可視光での観察を行った。結

果、1000G 画分を処理したサンプルにおいて、
赤色に染色された10-20ミクロンの微生物を
確認することができた。さらに本プレートを
蛍光で観察した結果、赤色に染まった微生物
がローダミン様の蛍光を示すのを観察する
ことができた。本研究によって、染色を受け
た微生物は極めて希少にしか存在せず、更な
る解析を進めるためには効率的に微生物を
回収する必要があることが明らかとなった。 
セルソーターで回収したサンプルを蛍光

顕微鏡で観察した。Dylight488の蛍光はFITC
の、Dylight650 は Cy5 のフィルターで観察し
た 。 観 察 の 結 果 、 Dylight488 お よ び
Dylight650両方の蛍光を示す10-20ミクロン
の微生物を確認することができた（図３）。
ただ観察の結果、この微生物以外にも蛍光を
示さない複数の微生物が確認されており、目
的の微生物を単離できていなかった。これは
検出時に同時通過するサンプルをアボート
する条件を低く設定して回収を行ったこと
が原因と考えられる。 
そこで現在セルソーターで回収したサン

プルを試料として、マニュピュレーターによ
るオカダ酸の生物オリジンの単離を進めて
いる。単離後はゲノムを抽出し、生物種の特
定、オカダ酸の生合成経路の解明を進めてい
く。また、本研究で得られた知見を元に、オ
カダ酸以外の天然物の生物オリジンの探索
も進めていく。 

 

(4) Symbiodinolide の立体構造決定 

私 達 は 培 養 し た 渦 鞭 毛 藻 か ら
Symbiodinolide を単離し、その平面構造を既
に決定している(図 4)。そこで私達は本化合
物の立体構造を完全に解明することを目指
し、化学的なアプローチを行った。本研究は
順調に進捗しており、絶対構造を含めて全構
造 が 決 定 さ れ つ つ あ る 。 具 体 的 に は
C1’-C25’、 C14-C24 、 C23-C34 、および
C33-C42 の各フラグメントに関して各種立体
合成異性体を含めた合成を完了し、各々の絶
対立体配置の決定および確認を行うことが
できた。そこで次に C1–C13 と C91–C99 の部
位の立体構造を解析した。具体的には、合成
品と分解生成物とのNMRデータの比較を行う
ことで、C1–C13 フラグメントの相対立体構
造を決定した。またジアステレオマーを立体
発散的に合成することで、C91–C99 部位の相
対立体配置を決定することができた(図 5) 
本化合物は 64 個の不斉中心を持つが、その
うち 50 個まで決定することができており、
残り 14 個の不斉中心に関して研究を進めて

回収したサンプル 488 の蛍光顕微鏡写真 650 の蛍光顕微鏡写真 

図 3 蛍光顕微鏡による回収したサンプルの観察 
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図 2 パリトキシンの SDS-PAGE 解析 
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図 4  Symbiodinolide の平面構造 

 

図 5 (a) C1-C13 fragment, (b) C79-C104 
fragment of Symbiodinolide 
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