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研究成果の概要（和文）： 

 海洋無脊椎動物、特に海綿動物の体内には多くの共生微生物が存在し、多様な二次代謝産物

を生産することが知られているが、これらの共生微生物は難培養であると考えられている。本

研究では、難培養微生物を培養可能にするべく、微生物生育に必要な宿主由来の因子、もしく

は微生物間における新たなシグナル分子を探索すべく研究を開始した。スクリーニングをおこ

なったところ、クロイソカイメン中の共生微生物から生育誘引、もしくは生育補助作用を示す

株を複数単離することに成功した。現在、複数の株から活性物質の単離を試みている。また、

放線菌 Streptomyces sp.JAMM992からは５種の新規環状ペプチドを単離し、構造決定に成功し

た。これらの化合物は同種もしくは異種放線菌の生育に関与するタンパク質に作用することが

示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Sponges are one of the most important marine sources of biologically active natural 

products.  These natural products have been thought to be produced by symbiotic bacteria 

in the marine sponges because structural frameworks of some natural products resemble 

those derived from terrestrial bacteria.  However, there are few evidence that natural 

products are really produced by symbiotic bacteria since they are unculturable.  In this 

project, we are searching compounds, which enhance cell growth, from the host sponge 

(Halicondria okadai) or another symbiont.  In the related project, we isolated five novel 
cyclic peptides from marine-derived Streptomyces sp. JAMM992 and determined their 
structures including absolute configurations.  Preliminary experiment implied that 

these peptides interacted one protein involving in cell growth of Streptomyces species.  
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１．研究開始当初の背景 

近年、海洋無脊椎動物から数多くの有機化

合物が医薬品のシード物質として発見され

ているが、これらの化合物の多くは、海洋無
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脊椎動物自身が生産するのではなく、共生微

生物による産物であると考えられている。し

かしながら、共生微生物が難培養性であるこ

とから、天然物が共生微生物によって生産さ

れているという、実験的な証拠は少ない。ま

た、長年の土壌微生物中の抗生物質研究にも

関わらず、近年の 16S rDNA解析では、人類

が環境中の数パーセントの微生物しか利用

できていないという報告もあり、他の多くは

難培養性であると考えられている。(Barer M. 

R. et al. Adv. Microb. Physiol. 1999, 41, 

93–137.) 

難培養である一つの理由として、環境中も

しくは生体内では、無数の微生物が共存して

おり、同種、異種間で様々なシグナル物質を

放出、受容していると考えられるが、この共

生関係を実験室では完全に再現できないこ

とに起因していると考えられる。これを示唆

する研究として、土壌環境中で菌の培養をお

こなったところ、通常培養では出現できない

微生物を多く発見したという報告例がある。

(Kaeberlein T. et al. Science 2002, 296, 

1127–1129.) 

実験室で共生状態の完全な再現は難しい

ものの、同種、異種間のシグナル物質の存在

を仮定し、より共生に近い状態になるよう環

境を整えることで、新たな共生微生物の発見

と単離につながると考えている。微生物では

これまでに、同種間のシグナル物質として、

土壌中の放線菌が放出するエーファクター

や、グラム陰性菌のクオラムセンシング物質、

N－アセチルホモセリンラクトンなどが知ら

れている。また、異種間では、海洋細菌由来

のシデロフォアが報告されている。

(D'Onofrio A. et al. Chem. Biol. 2010, 17, 

254-264.) 

 

 

２．研究の目的 

 

上記のような背景のもと、本研究では海洋

無脊椎動物中の共生微生物を用いて、宿主－

微生物、微生物－微生物間における生育誘引

物質の解明を目指し、活性試験を構築すると

ともに、生育誘引物質を単離し、各種機器分

析を用いて化学構造を決定することを目的

とした。 

 

 

３．研究の方法 

 

（１）カイメン Halicondria okadai 由来の

共生微生物を用いた生育誘引物質の探索 

神奈川県三浦半島でクロイソカイメンを

採集し、大型ブレンダーを用いて、水で抽出

した。抽出液は メッシュでろ過後、

遠心機を用いてバクテリア及び残渣を沈澱

させた。さらに上清を のフィルター

を用いて粗めにろ過した後、最終的に 0.25 

のフィルターを用いて滅菌ろ過をおこな

った。得られた滅菌済み水抽出液は、オート

クレーブ後の培地に添加して使用した。宿主

依存的に生育する微生物の探索をおこなう

ため、クロイソカイメン抽出液を含む培地に

生育した微生物を、再度、カイメン抽出液を

含む培地、含まない培地での生育を比較検討

した。 

また、生育を相補する微生物を探索するた

め、比較的高濃度で共生微生物を含む試料を

寒天プレートに播き、生育した菌株のうち近

距離に生育する２つの菌株を選択し、別の寒

天プレートに画線することで、生育誘引、生

育補助作用を評価した。得られた候補株のう

ち、化合物供給側の菌株を液体培地にて培養

したのち、メタノールにて抽出し、粗抽出物

を得た。その後、二層分配、ODS フラッシュ

クロマトグラフィーで分画した。 

 

（２）Surugamide類の単離、構造解析と生物

活性 

 

①� Surugamidesの培養と精製 

放線菌の培養は 5 Lの PC1培地（1%スター

チ, 1%ポリペプトン, 1% 肉エキス, 1% モラ

セス）を用いて 30℃で５日間おこなった。培

養後、培養上清は酢酸エチルで、菌体はアセ

トンでそれぞれ抽出した。抽出物を合一後、

二層分配、ODS カラムクロマトグラフィーで

分画した後、最終的には HPLCで精製した。 

 

②構造解析 

高分解能 MSスペクトルは ESI-TOFMSによ



 

 

り測定した。NMR解析は 1H NMRに加え、COSY, 

TOCSY, HSQC, HMBCスペクトルを測定するこ

とで、部分構造を決定した。また、アミノ酸

配列は NOESYスペクトルにより決定した。 

 

③絶対配置の決定 

化合物に 6N HClを加え、110℃で一晩加水

分解した後、Marfey法により各アミノ酸の絶

対配置を決定した。また、部分加水分解の際

には 4N HClを用い 100℃で 4時間加水分解し

た。部分加水分解によって得られたペプチド

断片は LC-MSにより分析と分画を同時におこ

なった。すなわち、LCと MSの間にスプリッ

ターを設置し、溶出液の 20％を MSに導入し、

残りの 80％はフラクションコレクターによ

り分画した。LC-MS/MSにて各ペプチド断片の

アミノ酸配列を同定することで、任意のペプ

チド断片を得た。ジペプチドの合成は、各ア

ミノ酸のメチルエステルを調製し、Bocアミ

ノ酸を縮合した後に Boc基を脱保護し、さら

に DAA誘導体とした。一方で、Ile-Ileを含

む部分加水分解画分もメチルエステルに変

換後、DAA誘導体とすることで合成標品との

保持時間を比較した。 

 

 

４．研究成果 

 

（１）カイメン Halicondria okadai 由来の

共生微生物を用いた生育誘引物質の探索 

 カイメン H. okadaiの抽出物を含む培地

(GE培地)に生育する微生物を、再度、GE培

地およびカイメン抽出液を含まない培地(G

培地)での生育を検討した結果、G培地で明ら

かに生育しない株を数株発見した（Figure 1a

および 1b）。また、互いに生育を促進する株

も複数ペア確認することができた（Figure 

1c）。前者に関しては、H. okadaiの抽出物

を用いて、後者に関しては化合物提供側の株

を液体培養し、その抽出物を用いて、二層分

配および各種クロマトグラフィーを用いて、

活性物質の単離を試みているが、未だ単離に

は至っていない。 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1  寒天プレート上の共生微生物の生

育 

 

（２）Surugamide類の単離、構造解析と生物

活性 

 

関連研究より海洋放線菌 Streptomyces sp.

から surugamides A-Eと命名した 5つの新規

環状ペプチドを単離した。Surugamide Aの平

面構造は NMRおよび MSを主体とした機器分

析により cyclo 

[-Ile-Ile-Lys-Ile-Phe-Leu-Ile-Ala-]であ

ることが明らかとなった。各構成アミノ酸の

絶対配置を決定するために Marfey法をおこ

なったところ、L-Lys, D-Phe, D-Leu, D-Ala

が存在することが明らかとなった。一方で、

分子中の４残基の Ileは L:D=3:1で存在した

ため、分子中の D-Ileの位置を特定する必要

があった。そこで、微量の天然物を部分加水

分解し、LC-MS/MS-guided separationを用い

て、複数のペプチド断片を精製することに成

功した。そのうち Ile-Ile-Lys断片を Marfey

法により分析したところ、L:D=1:1で Ileが

含まれており、他の Ileを含むペプチド断片

からは L-Ileのみが検出された。そこで、全

ての絶対配置の組み合わせを持つ Ile-Ileを

化学合成し、天然物由来のペプチド断片との

保持時間を比較することにより、

L-Ile-D-Ileであると決定した。 

 Surugamides B-Eは化合物 Aに含まれる４

つの Ileがそれぞれ Valに置換したペプチド

であることが、各種機器分析により明らかと

なった。また、構成アミノ酸の絶対配置につ

いて調べたところ、Valの置換位置に関わら

ずアミノ酸の絶対配置は化合物 Aと同じであ

った（Figure 2）。この結果および抽出物中

に化合物 B-Eがほぼ等量含まれていることか

ら、surugamidesは非リボソーム依存性ペプ

チド合成酵素(NRPS)によって生合成され、

A-domainの基質認識の特異性の低さから一

定の割合で Val残基を取り込んでいることが

示唆された。現在、生合成遺伝子の解明を試



 

 

みている。 

 Surugamides は転移性がん細胞の浸潤に関

与する酵素 cathepsin Bを弱いながら阻害し

た。また、更なる生物活性の評価をおこなっ

たところ、放線菌の生育に関与するタンパク

質を活性化する可能性が示唆されたため、現

在、その詳細を検討している。 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 Surugamides A-Eの化学構造 
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