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研究成果の概要（和文）：海綿動物からは、生理活性の高いそして有望なリード化合物が数多く単離されてい
る。そこで、近年の研究では、海綿動物から発見された多くの化合物は共生細菌由来と示唆され、これらの細菌
の単離および培養に注目が集まっている。よって、本研究課題では、海綿動物内の細菌叢から有用細菌を予測・
特定可能な新規細菌形質解明システムの開発を行った。本研究で作成した予測システムは細菌のゲノム情報に基
づいて細菌の形質や有用性を明らかにすることだけではなく、研究担当者の細菌識別・単離手法と組み合わせる
ことでより多くの有用性細菌の発見や単離を促進できると期待される。

研究成果の概要（英文）：Marine sponges are rich resources for countless natural compounds applicable
 for drug development. In recent years, these compounds are known to be produced by bacterial 
symbionts residing within these sponges. However, current technologies are insufficient to fully 
identify the true producers of these natural products, thus the necessity for new approaches to 
efficiently identify the true producers is required. In this work, with the aid of bioinformatics, 
we established a novel approach to elucidate the characteristics of bacteria, hence allowing us to 
identify the true natural compound producers within a bacterial population. Coupling this approach 
with a recent techniques for bacterial isolation established by the principal investigator, we 
believe that we can promote the exploitation of talented bacteria not only from marine sponges but 
also from the environment.

研究分野：バイオテクノロジー、微生物生態学、生物工学（微生物）

キーワード： 細菌形質解明システム　難培養微生物　有用性細菌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
産業および医療分野においては、プロセスの加速化・最適化あるいは新薬開発には微生物は不可欠である。ま
た、次世代シーケンサーの解析により海綿動物内を初め、環境にはまだ開拓されていない有用性細菌が多く生息
している。しかし、環境微生物の多くは未知あるいは難培養性であることから、従来の技術ではこれらの有用性
細菌はアクセスできない。この問題を解決すべく、研究担当者が2018年度から科研費研究を通して、微生物を識
別・単離できる手法の開発を開始した。しかし、本手法は環境から有用性細菌の特定できないため、本研究では
環境細菌叢から有用性細菌を特定できる技術の開発を目指した。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
海綿動物からは、生理活性の高いそして有望なリード化合物が数多く単離されている。しか

し、天然に存在している海綿動物から直接にこれらの化合物を獲得するには物量的・時間的に限
りがある。さらに自然環境変化による種絶滅の進行が天然からの採集をますます困難とし深刻
な問題となってきている。一方で、メタゲノム解析技術により、多くの有用化合物の生合成遺伝
子クラスターが海綿動物の細菌叢から発見され、これらの有用化合物の真の生産者は海綿動物
内の共生細菌であることが示されてきた。すなわち、これらの化合物の産生菌を単離し、さらに
人為的制御下で保存・増殖利用を可能とする培養ができれば、天然資源に頼らない有用化合物の
安定生産や重要資源の確保と長期的保存が可能である。 
しかし、海綿動物内の共生細菌は多種多様であり、また多くが未知そして難培養性であるこ

とから、細菌叢から有用化合物産生菌を特定し単離培養することは非常に困難である。つまり、
環境中に生息する難培養性微生物をより有効に利用するには、その有用微生物を 1) 探索、単
離そして最終的に 2) 培養して生きたまま保存することが極めて重要である。しかし、これら
の課題を直接解決できる技術は未だに開発されていない。そこで研究担当者はいち早くこれら
の問題の解決を目指し、独自のアプローチで、難培養性細菌叢から、生細胞そして種特異的細菌
を識別できる手法を開発した。 
この発明により、研究担当者は細菌を識別可能な新規ブレークスルー技術の開発に成功し

たが、本手法を実際環境サンプルに応用する際には、ひとまず、環境サンプルからどの細菌が有
用性を示すか、つまり有用性細菌の特定ができない問題に面した。さらに、研究担当者の細菌識
別手法は多様多種な細菌への汎用性を欠けており、より多くの有用性細菌の識別・単離ができる
よう、本手法のさらなる改良が求められている。 
 
２．研究の目的 
 
上記を踏まえ、本研究では海綿動物内の難培養微生物叢からより多くそして効率的に有用

細菌の獲得・培養化に向けて、有用細菌を予測・特定可能な新規細菌形質解明システムの開発を
試みた。本システムは研究担当者が開発した細菌識別手法の応用性を活かした独自のシステム
であり、1)環境中から難培養細菌の単離および長期保存に向けた菌体ライブラリーの樹立、2)単
離した難培養細菌をゲノム・遺伝子レベルで解読、データベース化、そして 3)単離細菌の遺伝
情報や公開ゲノム情報を統合させた性質・特性予測できる系の構築、から構成されている。次に、
研究担当者の細菌識別手法は多様多種な細菌への汎用性を高めるために、本手法の簡略化およ
びマルチプレックス化の可能性を探った。 
 
３．研究の方法 
 
（1） 環境中から微生物の単離・長期保存に向けた菌体ライブラリーを樹立および遺伝情報のデ
ータベース化。 
環境中から微生物の単離・長期保存に向けた菌体ライブラリーを樹立するには、研究担当者
が開発した種特異的細菌を識別できる手法を実際に環境サンプルへの汎用・応用性の検証が必
要だった。そのため、ひとまず、本研究では、海綿動物である Halichondria okadai の共生細菌
叢をモデルとし、H.okadai 内に共生している細菌の単離を試みた。H.okadai に共生している微
生物を特定するため、ナノポアシーケンシング技術を用いて、16S rRNA 解析を行った。共生細
菌を特定後、それぞれの細菌に対する特異的プローブを合成し、H.okadai の微生物画分の染色
を行った後、フローサイトメーター（FACS）を用いてそれぞれの目的の細菌を単離した。単離し
た生細菌の一部をゲノム解読用に採集し、残りのサンプルは細菌ライブラリーの樹立用に凍結
保存した。次に、種特異的細菌を識別できる手法で単離したそれぞれの細菌種からゲノム DNA 
および RNA を抽出し、上記と同様次世代シーケンサーを用いて解読を進めた。本研究では最終
的に高い（＞20％）、中程度（5-20%）そして小さい（<5%）割合を占める菌種をターゲットとし、
得られた遺伝情報のデーターベースを作成した。 
 
（2） 細菌形質解明・予測システムの開発。 
従来の多くのオンラインデータベースまたは予測ソフトウェアは細菌のゲノム上の遺伝子

情報や保有する一次、二次代謝経路についての情報のみを提供する。そこで本システムを独創・
次世代のシステムとして特徴付けるために、遺伝的情報に加え、細菌の形質および培養化に繋が
る情報（利用する代謝経路など）を予測可能なシステムの構築を試みた。本システムは、メイン
となる情報処理のパイプラインはバイオインフォマティクス手法を用いて in-house で立ち上げ、
ゲノム解読、トランスクリプトーム解析ツールなどは既存のオープンソースファイルを用いて
メインのパイプラインに組み込む形式でプロトタイプ版を構築した。本システムの検証方法と



して、すでに培養可能、そして形質がわかっている有用性細菌である Cereibacter sphaeroides
および Synechocystis sp. PCC6803 の全ゲノム情報に基づいて行った。最終的に環境から単離
した細菌のゲノム情報を利用し、それぞれの細菌の形質を予測した。 
 
（3）新規細菌識別手法の簡略化およびマルチプレックス化の可能性 
研究担当者が開発した細菌識別手法は特異的プローブを利用し、特定の細菌を染色できる

といった原理からなる。現在、本手法はモデル細菌や環境サンプルに対して実証されており、特
定の細菌の特異的識別・単離には優れているが、用いたプローブの細菌への導入効率はまだ悪く、
その導入率が低いことが大きな欠点が挙げられる。そこで、本系で用いたプローブの簡略化が必
要となっており、本研究項目では、用いたプローブに使用している蛍光物質に着目し、プローブ
の合成方法の再検討および新しく改良された系の可能性を探った。 
 
４．研究成果 
 
（1） 環境中から微生物の単離・長期保存に向け
た菌体ライブラリーを樹立および遺伝情報
のデータベース化。 
本研究項目は初年度から開始し、研究担当者

の種特異的細菌を識別できる手法を利用し、環境
サンプルである H.okadai の微生物画分から多様
多種の微生物の単離の実証を試みた。本検証の結
果、計画した目的の細菌を識別可能である 16S 
rRNA 遺伝子をターゲットにした特異的プローブ
の設計および微生物の染色を行ったが、安定的に
目的の細菌種の識別をできなかった。そこで研究
担当者は環境サンプルに含まれる夾雑物が本手法
の安定性に大きく影響していると考え、新たに細
菌のペプチドグリカンの染色や誘電泳動を利用し
た、サンプル浄化方法を考案した。本浄化方法の
導入により、H.okadai の細菌叢に含まれる微生物
種が明確になったことだけではなく、今まで検出
できなかった細菌種の検出も可能となった（図
1）。さらに、上記に加え、新たな細菌を識別可能
な領域も探索を行い、最終的に目的の細菌を選別
できるように成功した。新たな細菌を識別可能な
領域を探索し、最終的に安定的に目的の細菌を選
別できるように成功した。次に、単離した細菌か
ら得られるゲノム・遺伝子情報のデーターベース
作成に向けて、次世代シーケンサーであるナノポ
アシーケンシング技術をベースとした解析パイプ
ラインを樹立した。このように、上記のきれいな
微生物の画分の獲得方の考案、細菌の識別する新
条件やゲノム・遺伝子情報の解析パイプラインを
開発することで環境サンプルから希少・難培養性
微生物の単離がより確実になった。 
本研究項目は最終年度まで継続行い、環境からの微生物のサンプル収集およびその遺伝的

情報のデータベース化を進めた。現在、複数種の海洋海綿内の共生細菌群を初め、無脊椎動物や
エビ等からも共生細菌群を収集し、菌体ライブラリーや微生物のデーターベースの遺伝情報を
拡大する。 
 
（2） 細菌形質解明・予測システムの開
発。 
本研究項目では開発した細菌形質・

予測システムのプロトタイプ版を利用し、2種
のモデル細菌や環境から単離した 10 種の
細菌に対してその形質および有用性を特定
可能であることを確認した。その結果、それ
ぞれの細菌のゲノム情報から一次及び二次
代謝に関わる経路が多く検出され、また各
細菌において特徴となる形質も確認できた
（図2）。さらに本システムにより完全あるいは
未完全な代謝経路を特定することができ、
各細菌における進化経路や細菌間の関連

図 1 細菌のペプチドグリカンの染色や誘
電泳動を利用した、サンプル浄化方法か
ら検出した細菌種。 

図 2 本研究で開発した細菌形質解明・予測システ
ムの実施例 



性も見いだせることも示唆された。そして、本システムを環境サンプルに対して試しに実証し、イワガニの
表面から単離された Kangiella sp. TOML190 株のゲノム情報から本細菌のイワガニとの共生関係の可
能性を見いだせることができた。今後、本システムのさらなる改良を重ね、最終的に代謝経路と栄養源
そして栄養源と培養条件の関連性を予測できるシステムの開発を目指す。 
 
（3） 新規細菌識別手法の簡略化およびマルチプレックス化の可能性 
研究担当者が開発した細菌識別手法は今まで 5,6-

Carboxylfluorescein（5,6-FAM）を蛍光物質として使用したが、本
研究項目では、新たな性質を持つ蛍光物質に変更することで、
本手法で用いる特異的プローブの分子量低減可能かどうかを検
証した。その結果、新規特異的プローブの合成に成功し、図3で
示唆されたようプローブの導入が認められた。今後、新規合成し
た特異的プローブを用いて、引き続き、本細菌識別手法の簡略
化やマルチプレックス化の可能性を探っていきたい。 
 
上記の様に本研究課題で計画したほとんどの研究項目

の目標を達成したが、研究項目(3)である特異的プローブの
簡略化では、新規プローブの合成に苦戦した結果、その改良
した効果は研究期間中に検証できなかった。本研究項目に関
しては本研究課題が終了後、継続的に検証する予定である。
また、本研究課題で構築した細菌形質解明・予測システムは
今後環境サンプルへの応用が期待され、そのさらなる改良および最適化も行う。 
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図 3 新規特異的プローブの細
菌への導入結果 
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