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研究成果の概要（和文）：

海洋無脊椎動物はユニークな化合物の宝庫であり、これらの化合物の多くが、海洋無脊椎動
物に共生している微生物由来であることが明らかとなってきた。そこで本研究では、マーカー
となる海洋天然化合物 calyculin A とそれらを含む海綿 Discodermia calyx の共生微生物の分離・
同定を試み、calyculin A を含む微生物画分の濃縮に成功し、ついで、この微生物濃縮画分から
ゲノム DNA を抽出してメタゲノムシーケンス解析を行った。この結果、本画分に含まれる主
要な微生物の同定・ゲノム DNA マッピングを行い、ポリケチド合成酵素の遺伝子群について
13 個のコンティグを確認した。

研究成果の概要（英文）：
It has been disclosed that most of the marine secondary metabolites originate from the

symbiotic microbes. In this research project, we focused on an unique marine metabolite,
calyculin A from a marine sponge Discodermia calyx, and tried to separate and identify the
calyculin A producing microbe. We have succeeded to obtain the fraction with concentrated
microbes thought to produce calyculin A and extraction of genomic DNA from this assembly of the
concentrated microbes. The metagenomic DNA sequencing analysis of the extracted genomic
DNA and the following DNA mapping allowed us to identify the major microbe constituents and
13 contigs of PKS gene clusters.
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１．研究開始当初の背景
海綿に含まれる海洋天然化合物の多くは、

共生微生物によって生合成され何らかのシ
グナル分子として機能していると考えられ
るものも多い。これらのシグナル分子は、二
次代謝産物の生合成を制御して、海綿と共生
微生物のように種特異的共生関係を成立さ
せている可能性が考えられた。そこで、シグ
ナル分子を産生する微生物の特定と同定、二
次代謝産物の生合成遺伝子の特定、および共

生微生物系の中でのこれらの生合成遺伝子
の発現調整機構の解明が、海洋無脊椎動物に
おける共生微生物系の理解に必要不可欠で
あると考えた。

２．研究の目的

本研究では、具体的な研究項目として、①

宿主海綿からマーカーとなる二次代謝産物

の産生微生物の分離・同定、②分離した共生
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微生物のメタゲノム解析および

子の同定、③単離した共生微生物

に作用するシグナル分子の同定

ついて明らかにすることを目的

３．研究の方法
本研究は、
① 宿主海綿からマーカー化合物

生物の分離・同定
② 単離した共生微生物のメタゲノム

および化合物の生合成遺伝子
③ 単離した共生微生物の二次代謝

するシグナル分子の同定
の３つの研究項目から成り立
と③については研究代表者（
②は分子生物学が専門の研究分担者
と研究代表者が共同で行うこととした

４．研究成果
①宿主海綿からマーカー化合物
物の分離・同定
宿主海綿として Discodermia calyx

主要な二次代謝産物である calyculin
カーとして、この化合物を産生
物の分離・同定を試みた。

および生合成遺伝
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つ。このうち①
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化合物の産生微生
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海綿を海水中で破砕後、各ポアサイズのメッ
シュを通して共生微生物をサイズごとに
画した。

②単離した共生微生物のメタゲノム
よび化合物の生合成遺伝子の
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一方、calyculin A の生合成酵素の候補と考
えられるポリケチド合成酵素の遺伝子群に
ついて 13 個のコンティグが確認できた。
さらに、明らかになった主要な微生物

Pseudomonas 属のバクテリアの公表されてい
るゲノム配列に対して、得られた DNA ライ
ブラリーをマッピングしたところ、全ゲノム
の 94%をカバーすることができた。

③単離した共生微生物の二次代謝に作用す
るシグナル分子の同定

Calyculin A について共生微生物間で働く
シグナル分子としての機能を調べるために、
海綿 D. calyx に含まれる共生微生物について、
calyculin A の有無で培養した際の違いを比較
した。まず、好気性／嫌気性、寒天培地／セ
ルロース培地振り分けた 4 つの培養条件に対
して、calyculin A の有無による微生物コロニ
ーのでき方を比較した。

」

Fig. 3 microbial culture (8 conditions)

その結果、calyculin A の存在下では明らか
に生じる微生物コロニーの種類が抑えられ
ていることが認められた。現在、コロニーか
らの抽出物を MS 分析し、calyculin A 生成微
生物の探索を行っている。
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