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研究成果の概要（和文）：内部が黄色のカイメンTheonella swinhoei (TSY)および内部が白色のT. swinhoei 
(TSW)を、それぞれ解離後分画して、いずれからも互いに異なる３種類以上の共生微生物Entotheonellaを取得
し、本微生物の多様性を初めて明らかにした。カイメンのケミカルシグナルの存在下、種々条件を変えて
Entotheonellaの培養を試みたが、増殖は認められなかった。また、Mycale属カイメンから分離した微生物叢を
メタゲノム解析に付し、5種の共生微生物の全ゲノムデータを取得し、mycalolideの生合成遺伝子を含むバクテ
リアを同定した。

研究成果の概要（英文）：Marine sponge Theonella swinhoei with yellow interior (TSY) and T. swinhoei 
with white interior (TSW) was each dissociated and fractionated to give more than three species of 
the symbiotic bacteria Entotheonella from each sponge sample, demonstrating the unreported diversity
 of the Entotheonella. The fractionated Entotheonella was each subjected to cultivation under a 
variety of conditions in the presence of the "chemical signal" of the host sponge, but the growth of
 the bacteria was not observed. On the other hand, the microbiota prepared from a marine sponge 
Mycale sp. was subjected to the metagenomic analysis, which gave the whole genome data of five 
symbiotic bacteria, permitting us to identify the bacteria which contained the biosynthetic gene 
cluster of mycalolides.

研究分野：天然物化学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
カイメンTheonella swinhoeiおよびMycale sp.に含まれる生物活性物質の生産者と目される共生微生物の分離お
よび同定をおこなった。T. swinhoeiから多数のEntotheonellaを初めて見出し、カイメンにおける化合物生産の
原点を明らかにした。また、Mycale sp.から目的化合物の生合成遺伝子を保有するバクテリアの同定をおこなっ
た。これらの発見は、カイメン由来の有用物質の生産機構の解明の一助となり、共生微生物を用いた物質生産へ
の道を開くものである。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）カイメン中のバクテリアによる化合物生産 
海洋生物から発見される天然物は、植物や土壌微生物由来の化合物とは化学構造上の特徴が異
なるため、新規骨格をもつ生物活性物質の探索資源として注目されている。とりわけ、海綿動
物からは数多くの生物活性物質が発見されている。例えば、クロイソカイメン由来の抗腫瘍物
質ハリコンドリンBの部分構造を用いて、転移性乳がんの治療薬（商品名ハラベン）が開発さ
れている。ある種のカイメンでは、体内に存在する微生物がカイメンの体積の40％を占めるこ
とが知られている。カイメンには1000種以上の微生物が共生することも稀ではなく、これらの
微生物がカイメン由来の多様な二次代謝産物の生産者と考えられてきたが、その詳細は明らか
にされていなかった。 
（２）イシカイメン目カイメンの化合物生産に関与する微生物 
研究代表者はスイス工科大学の Piel教授との 10年に及ぶ共同研究の結果、八丈島産の内部が黄
色のカイメン Theonella swinhoei (TSY)に含まれる 30種以上の化合物が、短い数珠状の形態を
取る共生微生物 Entotheonella により生産されることを、遺伝子レベルで明らかにした。
Entotheonella は 16S rRNA の塩基配列が他の微生物とは大きく異なるクレードを形成するこ
とから、新たな微生物門として提唱した Tectomicrobia 門に属することを明らかにした。その
後、イシカイメン目の別種カイメンに共生する Entotheonella が calyculin, swinholide, 
misakinolide, theonellamideなどの、構造が複雑で顕著な生物活性を示す化合物を生産するこ
とが明らかにされ、Entotheonellaが示す化合物生産能の高さが証明されている。Entotheonella
が生産する化合物の多様性は、医薬品の重要な供給源である放線菌に匹敵するとの見方もある。
さらに、研究代表者らは、Entotheonellaがイシカイメン目以外のカイメンにも広く分布するこ
とを見出しているが、それらの Entotheonellaの化合物生産への関与の度合いは不明である。研
究代表者らは、TSY に含まれる抗真菌物質 aurantoside の生産者（微生物 X）を見出したが、
この微生物は Entotheonella とは異なる、カイメンに特有の新規微生物であった。微生物 X の
TSY以外のカイメンにおける分布ならびにその化合物生産能を現在解析中である。このように、
カイメン由来のユニークな海洋天然物は、新規性が高い微生物により生産されるという知見が
集積してきた。とりわけ、Entotheonella には顕著に高い化合物生産能を示すものがあるため、
放線菌に続く次世代の産業用微生物として期待されている。 
（３）カイメンに特有の成分であるトリスオキサゾールの生産生物の謎 
Kabiramide および mycalolide は、環内に３連結したオキサゾール環を含むマクロライド（ト
リスオキサゾールマクロライド）であるが、このような構造上の特徴を有する化合物は、海洋環
境中に生息する生物だけから見出されている。これらの化合物は、カイメンによって生産され、
その捕食者のミカドウミウシに食物連鎖を通して移行する。ミカドウミウシの体表に高濃度で
分布することで肉食魚からの攻撃を防ぎ、他方では、放出卵塊中に高濃度で分布させることによ
って、卵の捕食を逃れていると考えられている。トリスオキサゾールマクロライドは顕著な生物
活性を示すため、有効利用が求められているが、化学構造が複雑なため化学合成による供給には
限界がある。部分構造がシアノバクテリア由来のマクロライドによく似ているため、微生物起源
と考えられているが、カイメン中での生産機構は不明である。 
 
２．研究の目的 
以下の５項目の研究を通して、本研究の目的を達成する。 
（１）Entotheonellaならびにその他の共生微生物が生産する可能性がある二次代謝産物の探索 
過去に Entotheonellaの培養に成功したとの報告はない。これまでに入手された Entotheonella
が難培養性であったとしても、可培養性の Entotheonella を発見できる可能性がある。
Entotheonellaはイシカイメン目以外のカイメンにも含まれることが知られている。そこで、カ
イメンの含有成分を広く調べることを通して、Entotheonellaによる生産の可能性が高い化学構
造上の特徴を有する成分を含むカイメンを探す。有望なカイメンを特定できれば、それらのカイ
メンを採集直後に分画実験に付して、共生微生物の調査を行う。 
（２）カイメンに含まれる Entotheonellaの生物学的研究 
Entotheonellaは幅広い分類群のカイメンから検出されているが、イシカイメン目以外のカイメ
ンから分離された例はなく、イシカイメン目からもこれまでに Theonella 属カイメンから 4 種
類、Discodermia属カイメンから 1種類が知られるのみである。そこで、本研究では、TSYに
加えて、内部が白色の Theonella swinhoei (TSW)の Entotheonellaを分画して、含有成分およ
びゲノム配列などを調べることで、それぞれの Entotheonella の生物学的特性を調べることを
目的とする。 



（３）カイメン中の化学シグナルを利用した Entotheonellaの可培養化 
カイメン中で Entotheonellaが安定に存在して増殖していることは疑いようのない事実である。
しかし、カイメンの体外では Entotheonellaの寿命は短く、増殖が観察されたことはない。カイ
メンの体内に近い条件を再現することによって、Entotheonellaを人工培養することを目的とす
る。 
（４）TSY中の抗カビ成分である aurantosideの生産機構の解析 
Aurantosideの生産者を特定し、その生合成機構を明らかにすることを目的とする。 
（５）カイメンMycale sp.におけるトリスオキサゾールマクロライドの生産機構の解析 
Mycalolide の生産者を特定し、その生合成機構ならびに化合物の存在意義を明らかにすること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）Entotheonellaならびにその他の共生微生物が生産する可能性がある二次代謝産物の探索 
南西諸島の深海においてドレッジによりカイメンを採取し、抽出物を LCMS分析および生物活
性スクリーニングに供して、活性成分の単離・構造決定を行う。Entotheonellaまたはそれ以外
の微生物による生産の可能性が疑われる成分を含むカイメンについて、サンプルを再度取得し、
共生微生物の調査を行う。 
（２）カイメンに含まれる Entotheonellaの生物学的研究 
解離カイメンを濾過、遠心分離、密度勾配遠心分離などに付して、数珠状に短く連結した微生物
を精製する。得られた微生物を LCMS分析やゲノム解析に付して、それぞれの微生物の性状を
調べる。 
（３）カイメン中の化学シグナルを利用した Entotheonella可培養化 
カイメンは、解離後再集合して、カイメンが再生されるとの報告がある。再集合は共生微生物を
含めて達成されると考えられる。すなわち、再集合させたカイメンを成長させることができるな
ら、その内部に含まれる共生微生物のカイメンの化学シグナル存在下での可培養化につながる。
そこで、解離カイメンの再集合を試みる。 
人工培養に供する Entotheonellaは良好な状態で取得する必要がある。すなわち、解離後速やか
に、短段階で Entotheonellaを調製することが求められる。そのようにして Entotheonellaを調
製し、培養に供する。カイメンの化学シグナル存在下（カイメン体内での培養およびカイメンエ
キス添加培地での培養）、ならびに、難培養性の海洋微生物の培養条件を参考にする。 
（４）TSY中の抗カビ成分である aurantosideの生産機構の解析 
Aurantosideは赤色を呈するため、その生産菌は赤色を呈することが予想される。そこで、TSY
から赤色を呈する微生物を探し出してその性状を調べる。 
（５）カイメンMycale sp.におけるトリスオキサゾールマクロライドの生産機構の解析 
熊本県上天草市および三重県鳥羽市に生息するMycale sp.を研究対象とする。まず生殖活動
の時期に放出される胚および幼生を取得する。ついで、カイメンの成体、胚および幼生から
微生物画分を得て、それぞれからメタゲノムを抽出する。得られたメタゲノムを Illumina 
HiseqおよびMinionによるメタゲノム解析に付す。解析で得られたリードをアセンブルし、
二次代謝産物の生合成遺伝子解析ソフト antiSMASHにて解析をおこなう。微生物叢解析は
メタゲノムを抽出後、16S rRNA の V3-V4 領域を PCR で増幅し、アンプリコンを Illumina 
Miseqにて解析をおこなう。 
 
４．研究成果 
（１）Entotheonellaならびにその他のカイメンの共生微生物が生産する可能性がある二次代謝
産物の探索 
共生微生物起源の化合物として、油壺産 Mycale sp.からトリスオキサゾールマクロライドの

miuramide類、TSYから theonellamide Iを見出した。また、深海産カイメンから、poecillastrin類、
stellatolide H、microsclerodermin 類、metachromin 類、myrindole A、 calyxoside B、および
homophymamide Aなどを見出した。これらの化合物は、その化学構造式の特徴から、Entotheonella
を含む共生微生物起源が予想される。Miuramideに関しては、カイメンが浅海性であるため、再
度取得した同種カイメンをメタゲノム解析に付し、生合成遺伝子クラスターの取得に成功した。
しかし、化合物を生産する微生物の同定には到っていない。Theonellamide Iの生産者については
後述する。これら以外の化合物は南西諸島でドレッジによって採取されたものであった。
COVID19 の感染拡大のため航海が実施されず、新鮮なカイメンの取得を行えなかった。したが
って、化合物の生産微生物に関する研究に着手できなかった。 



 
（２）カイメンに含まれる Entotheonellaの生物学的研究 
TSYを解離後、ナイロンメッシュを用いる分画、分画沈殿、および、密度勾配遠心分離に付し、
短い数珠状の共生微生物である Entotheonella を複数種取得した。分画した Entotheonella を
抽出後、LCMS 分析に付すことにより、各カイメン個体に共通に含まれる onnamide を生産す
る種類と、およそ１割のカイメン個体にだけ含まれる theonellamide Iを生産する種類を分ける
ことができた。さらに、TSW 中の Entotheonella についても、分画と LCMS 分析を同様に行
い、マクロライドのmisakinolideを高濃度で含有する種類と theonellamideを高濃度で含有す
る種類が異なることを明らかにした。現在、それぞれの Entotheonellaのゲノム解析を行なって
いる。また、calyculin Aを含む Discodermia calyxに含まれる Entotheonellaのゲノム解析を
おこない、calyculin Aおよび kasumigamideの生合成遺伝子を含むゲノム情報を取得した。 
 
（３）カイメン中の化学シグナルを利用した Entotheonella可培養化の試み 
T. swinhoeiの解離物の再集合・再生が可能となれば、その中に存在する Entotheonellaのカイメン
由来のシグナルの解明につながる、との仮定のもと、TSYと TSWの再集合を条件を種々変えて
試みたが、解離カイメンを安定してシャーレの底に定着させることはできなかった。そこで、わ
が国沿岸の浅海に生息し、過去にカイメンが再生するとの報告がある、クロイソカイメン、ムラ
サキカイメン、ダイダイイソカイメンおよびホソナガザラカイメンを用いて、再集合実験をここ
ろみた。首尾よく実施できれば、Entotheonella を添加して再集合実験を行うことを想定した。
いずれのカイメンの場合も、解離物はシャーレの底に付着し、ゆるい集合体を形成したが、時間
の経過とともにはがれ、カイメンが再生することはなかった。このような結果から、再集合を経
た Entotheonella の増殖は不可能と判断し、Entotheonella 単体の増殖を試みることとした。
TSYおよび TSWをそれぞれを解離後、遠心分離によって Entotheonellaを高濃度で含む画分を得
た。カイメン中に"diffusion chamber"や中空糸膜を挿入し、カイメンの体液に接触する条件を設定
した。その中に Entotheonella 画分を添加した。経時的に装置内の Entotheonella を調べたが、そ
の増殖は認められず、数週間後には添加した Entotheonellaは消失した。ついで、カイメンの抽出
物の有無および様々な栄養素の添加・不添加など、培地の組成を変化させて、人工培地を用いた
Entotheonellaの培養を試みた。いずれの条件であっても、増殖の早い小型微生物が爆発的に増え
たため、純度の低い Entotheonella画分を用いる培養を断念した。そこで、密度濃度勾配遠心分離
により分画した純度の高い Entotheonella 画分を用いて培養を試みた。固体培地、液体培地、二層
培養、軟寒天培地など、種々の条件下で培養を行ったが、Entotheonella の増殖は認められなかっ
た。 
 
（４）TSY中の抗カビ成分である aurantosideの生産機構の解析 
アシルテトラミン酸とクロル化された長鎖脂肪酸が縮合した構造の、aurantosideの生合成遺伝
子は、Entotheonella中に見出されなかった。Entotheonella以外に、赤色を呈する数珠状の微
生物が見出されたため、これを分離してゲノム解析に付したところ、aurantosideの生合成遺伝
子を見出すことができた。 
 



（５）カイメンMycale sp.におけるトリスオキサゾールマクロライドの生産機構の解析 
カイメンMycale sp.のメタゲノムデータをもとに、mycalolide類の生産微生物および生合成遺
伝子の探索をおこなった。各遺伝子のモジュールを詳細に解析した結果、約 110 kbからなる遺
伝子クラスターがmycalolide類の生合成に関与していることを明らかにした。さらに、Minion
を用いた長鎖 DNA 解析をおこない、Illumina Hiseq で得られたリードで補正をおこなったと
ころ、微生物叢に含まれる複数の微生物の全ゲノム解析に成功し、mycalolide の生合成遺伝子
と微生物 Aの 16S rRNAが同一ゲノム上に存在したことから、微生物 Aが mycalolide生産菌
であると決定した。なお、微生物 Aは blast解析で Coraliomargalita akajimensisと最も近い
相同性を示したが、その一致度が 86%であった。ついで、カイメンの成体、胚、および幼生にお
ける微生物叢解析をおこなったところ、生活環の全てのステージで微生物Aの存在を確認した。
また、幼生に含まれる微生物叢のメタゲノム解析においても、mycalolide 生合成遺伝子を検出
した。これらの結果から、mycalolide生産菌は親から子へ垂直伝播することが明らかとなった。
すなわち、カイメンの生体防御を担う化合物を生産する微生物は、水平伝播によって移行するの
でなく、代々子孫へ受け継がれるシステムが確立されていると考えられた。現在、胚と幼生の切
片を透過型電子顕微鏡による観察をおこなうことで、そのメカニズムの推定を試みている。 
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