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研究成果の概要（和文）：海綿動物は多種多様な共生微生物を宿す付着性の多細胞動物である。世界中の海に生
息し、１万種が現存するといわれる海綿動物からは、これまで２万以上の生理活性物質が単離、報告されてき
た。ランダムスクリーニングに由来するため細胞毒性物質の数が多く、pM程度の濃度で強力な細胞毒性を示す化
合物も少なくない。一方で、それら海綿由来細胞毒性物質のほとんどは共生微生物によって生産されることが示
唆されている。本研究では医薬品資源として有望な海綿由来稀少生理活性物質の生合成遺伝子を探索し、生産菌
や生合成経路を解明し、可培養化や異種生産を目指した基礎的知見を得る。

研究成果の概要（英文）：Marine sponges are sessile animals harboring vast array of symbiont 
microorganisms. They inhabit in global oceans and the number of species are estimated to be 10,000. 
More than 20,000 bioactive natural products have been isolated from the marine sponges thus far. The
 search based on the randam screening is so common that cytotoxic compounds has been dominated and 
some of them exhibit significantly potent cytotoxicity with pM range of concentration. However, due 
to the scarcity and highly complex structure, most of them had not been developed to clinically 
useful anti-cancer agents. On the other hand, it has been suggested that many sponge-derived 
cytotoxins are produced by symbiont bacteria. In this study, we implanted the search for 
biosynthetic gene cluster of sponge-derived bioactive molecules and detailed analysis of 
biosynthetic pathway, and identification of producer symbiont.

研究分野： 天然物化学

キーワード： 生合成　遺伝子クラスター　海洋無脊椎動物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
二次代謝産物生合成遺伝子は生合成経路の詳細にとどまらず、生物活性天然物の起源や分布を高感度に解析する
ための重要な研究ツールである。さらに近年では、希少生物資源に依存しない合成生物学的な物質生産系の構築
が可能になりつつあり、生合成遺伝子の有用性がさらに高まっている。特に海洋生物にはアクセスや栽培、培養
が困難な生物資源が多いため、海洋天然物を基にした医薬品開発において、生合成遺伝子取得の意義は極めて高
い。稀少かつ医薬品資源として有望な海洋無脊椎動物由来生理活性物質の生合成遺伝子および生産菌を同定し、
可培養化や異種生産を目指した基礎的知見を得ることができる。

※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 
 海洋無脊椎動物を対象とした生物活性物質の探索はこれまで盛んに行われてきた。その成果
によって陸上の動植物とは異なるユニーク構造と薬理作用を示す化合物群が多数見出されてき
ている。実際に海産毒の多くは陸上の研究からは得られたことのない極めて重要な薬理作用を
示す。近年、遺伝子配列解析技術の目覚ましい発展によって、微生物代謝産物の生合成遺伝子に
関しては、容易に取得が可能な時代になった。さらにモルヒネやタキソール、アルテミシニンな
ど高等植物由来の医薬品資源においても生合成経路が明らかになり、大腸菌や酵母を利用した
合成生物学的な供給法の確立が進んでいる。しかし一方で、海洋無脊椎動物由来の生物活性物質
に関する生合成研究は未だに世界的に難航している。このような状況において、我々は様々な思
考錯誤を経て、メタゲノムマイニング法による海綿由来生物活性物質の生合成遺伝子の取得に
成功してきた。我が国は幅広い気候帯に属する多様な海洋環境を有するため、海洋医薬品資源の
生合成遺伝子の取得において世界に先駆けて解決策を見出す意義は大きい。 
 海綿—共生微生物系が生み出す二次代謝産物の生合成研究は、放線菌などの単一バクテリアに
よる生合成研究とは大きくことなり、対象が複雑系なために、単なるゲノム解析だけでは遺伝子
を突き止めることはできない。また、生産菌の多くは未培養微生物であるために、遺伝子破壊実
験や同位体ラベル実験も不可能な研究対象である。そのため、海綿二次代謝産物の生合成研究は
遅れており、生合成遺伝子の取得ですら困難な状況である。我々が行ったカリクリン A 生合成
遺伝子の探索は海綿由来代謝物の生合成遺伝子としては数少ない成功例の１つである。したが
って本研究の独自性は世界的にも高く、海綿由来生物活性物質の産生機構を明らかにする先駆
的な研究成果となる。 
 
２．研究の目的 
 二枚貝や海綿動物などの海洋無脊椎動物からはこれまで数多くの生理活性物質が報告され

てきた。その理由の一つはともに濾過食性であり、生物濃縮を経て海中の有機物や微生物を極め
て効率的に濃縮・利用が可能なためだと考えられる。そのため、生物活性物質の多くは海洋無脊
椎動物によって摂取された微生物、あるいは共生する微生物によって生産されている場合が多
い。海洋無脊椎動物に含まれる二次代謝産物の生合成遺伝子は、突き詰めれば微生物ゲノムにコ
ードされることになる。しかし、研究対象が複雑系であり、生産微生物の多くが不明であるため、
海洋無脊椎動物由来二次代謝産物の生合成研究は著しく遅れており、生合成遺伝子の取得すら
困難な状況にある。一方で、海洋生物には生物資源へのアクセスや栽培、培養が困難な生物資源
が多いため、海洋天然物を基にした医薬品開発において、生合成遺伝子取得の意義は極めて高い。
そこで、本研究では海洋無脊椎動物由来の生物活性天然物の中で、医薬品資源として稀少かつ有
望な化合物を選別し、それらの生合成遺伝子を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
申請者は伊豆半島産、チョコガタイシカイメンに含まれる強力な細胞毒性物質であるカリク

リン A の生合成遺伝子の探索を行った。メタゲノムライブラリーに基づく試行錯誤を経て、約
150 kbp に及ぶ生合成遺伝子の取得に成功している。その遺伝子の大部分は非リボソーム依存型
ペプチド合成酵素とⅠ型ポリケタイド合成酵素をコードしており、海綿共生微生物である未培
養バクテリア Candidatus Entotheonella sp.に由来することを明らかにした。本研究では同様の手
法を踏襲する。一方で対象はより稀少かつ医薬品資源として有望視されながら、これまで開発の
手が及ばなかった海綿由来生理活性天然物である。そのため、カリクリン A の場合とことなり、
本研究で対象とする天然物は稀少化合物であるため、その生合成遺伝子の海綿メタゲノム中の
存在量も少ないことが予想される。そのため、より詳細なメタゲノム解析技術によってこの課題
を克服する必要がある。 
 
４．研究成果 
(1) スポンジスタチン生合成遺伝子の探索 
スポンジスタチン（spongistatin）は、アリゾナ州立大学 G. R. Pettit らがモルジブ近海の海綿

Spongia sp.より見出した細胞毒性物質である。約 400 kg もの海綿から 10 mg の化合物の精製に
成功し、1993 年にその構造を報告している。興味深いことに全く同じ骨格を有する化合物が異
なる海綿から見出され、同年、日本の２つの研究グループから報告された。大阪大学薬学部の北
川らは沖縄産海綿 Hyrtios altum 112 kg から 0.5 mg の altohyrtin(= spongistatin)を精製し、構造決定
した。また東京大学農学部の伏谷らは伊豆諸島産海綿 Cinachyra sp. 6.6 kg より cinachyrolide A (= 
altohyrtin = spongistatin) 1.1 mg を単離、構造決定した。これらはいずれも同時に報告されたため
に、同じ化合物に対して３つの異なる名前が付けられた。またいずれの海綿も系統的に異なる海
綿であり、その生産者は異なる海綿動物に共生する共通の微生物である可能性を示唆している。
しかしいずれの海綿においても含有量が低く、稀少な化合物であるため、生産菌は共生微生物叢
の主要種ではない可能性が高い。スポンジスタチンの細胞毒性活性は極めて強力であり、各種が



ん細胞に対して数十 pM の IC50値を示す。微小管重合阻害
作用が作用機序として明らかになり、抗がん剤として有望
視されているため、ペンシルベニア大学の A.B. Smith とエ
ーザイ株式会社が有機合成を基盤とした臨床開発に着手
し、グラムスケールの合成に成功している。しかし、複雑
な構造を有するため化学合成による供給は容易ではない。
本研究では生産菌を同定することで、spongistatin の量産化
へ向けた基礎的知見を得る。 
 我々は伊豆半島産、海綿 D. calyx から calyculin 生合成

遺伝子クラスターの取得に成功しているが、spongistatin の
海綿中の含有量は極めて僅かである点が、これまで我々が
取り組んできた先行研究例とは大きく異なる点である。従
って、spongistatin 生合成遺伝子の探索はより困難なことが
予想された。Spongistatin の構造にはβ-branch 構造やピラン環が含まれることから、calyculin A
と同様に trans-AT PKS によって生合成されることが予想できる。まず初めに、海綿に含まれる
細胞を分画することを目的に、海綿破砕液を段階的に遠心分離（200 x g、600 x g、1,500 x g およ
び 20,000 x g）に供し、これによって得られた H. altum の細胞画分を用いて、spongistatin の生産
菌叢の絞り込みを行った。各画分をテンプレートに PCR スクリーニングを行った結果、β-branch
の生合成に関わる KS ドメイン特異的プライマーを用いた場合にのみ遺伝子断片の増幅が見ら
れた。そのため、ライブラリーのスクリーニングにはβ-branch をターゲットとしたプライマー
を用いることにした。また、20,000 x g の分離画分のみにて増幅断片が得られたことから、
spongistatin 生合成遺伝子は 20,000 x g の遠心にて得られる比較的小さい微生物に由来すると考
えられる。また、得られた DNA 断片をシーケンス解析に供した結果、増幅断片には、難培養性
バクテリアの産生する psymberin の 20,000 x g の分離画分より抽出した DNA を鋳型とした PCR
により、spongistatin 1 に特徴的なβ-branch 構造の生合成に関わる遺伝子の増幅が見られた。本
画分は過去に海綿由来天然物の生産菌として報告されている Entotheonella sp.が含まれる 200 x g
画分とは異なるため、新たな有用化合物生産菌の発見につながることが期待される。 
ゲノムライブラリーの PCR スクリーニングの結果、spongistatin 1 生合成遺伝子を含んだコス

ミド DNA を得られた可能性が高いと考えられる。今後は、得られたコスミドクローンが含む挿
入配列のサブクローニングと、周辺領域をコードするクローンの探索によって spongistatin 1 生
合成遺伝子クラスター全体の取得が可能になると考えられる。生合成に関与する PsyA（GenBank 
accession number ADA82581.1）の KS ドメインに相同性（identity 82%）を示すタンパク質がコー
ドされていた。 
次に H. altum よりメタゲノム DNA を抽出し、H. altum メタゲノムライブラリーを作製し、3D-

gel 法によりゲノムスクリーニングを行った。3D-gel 法は、室温で半固体状態を維持できるアガ
ロースを含んだ LB 培地（3D-ゲル LB 培地）を用いることで、大量の候補の中から目的の遺伝
子をもつクローンを効率的に選別できる方法である。50,000 cfus (colony forming units) の H. altum
メタゲノムライブラリーを 1,000 cfu となるよう希釈・分割し、これらをテンプレートに PCR を
行った結果、2 つの画分にて遺伝子断片の増幅が見られた。それぞれの画分に対し、さらに PCR
スクリーニングを行い、コロニーPCR の結果から増幅が見られた単一コロニーからフォスミド
DNA を抽出した。現在挿入配列のシークエンス解析を行っている。 

 
(2) フラン脂肪酸生合成遺伝子の探索 
 紅色光合成細菌の一種であるRhodobacter sphaeroidesは一重項酸素への防御センサーとして

アンチσ因子 ChrR を有する。酸化ストレスを感受した ChrR はσ因子と乖離し、下流遺伝子群
の転写が促進される。2015 年に ChrR によって転写制御される遺伝子産物の一つが３置換フラン
環を有するフラン脂肪酸であることが報告された。一方で、３置換フラン脂肪酸よりも強力な抗
酸化活性を示す４置換フラン脂肪酸の生産菌は未だに報告例がない。そこで、R. sphaeroides で
見出された生合成酵素のホモログをデータベースで検索した結果、放線菌 Streptmyces 属や
Burkholderia 属においても R. sphaeroides と同様の推定生合成遺伝子クラスターが見出した。さ
らに、それらの遺伝子配列の上流もしくは下流にはメチル基転移酵素をコードする UfaM ホモロ
グがもう一つ存在すること
が分かった。この２つの
UfaMの働きによって４置換
フラン脂肪酸が生産される
可能性を探るべく、放線菌
Streptmyces 属 及 び
Burkholderia 属の培養菌体か
ら脂質を抽出し、脂肪酸メチ
ルエステルを調製し、GCMS
による分析を行った。 
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