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研究成果の概要（和文）：本研究では伊豆半島、伊豆諸島沿岸に生息するTheonellidae科の海綿類、特にDiscodermia
属およびTheonella属について二次代謝産物の生産を担う共生微生物を特定し、そのゲノム解析を試みた。Theonellida
e科の仲間には多様な生物活性物質が含まれており、それらの生産菌を明らかにすることは未利用医薬品資源の供給方
法の確立にも繋がる。今回Theonellidae科の３種の海綿動物を対象として解析を進めた結果、すべてにおいて、Entoth
eonella属の共生微生物が物質生産を担っていることが明らかとなり、多様な海綿由来生物活性物質の生産機構の解析
へ向け、重要な糸口を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to identify the bacterial symbiont producing 
sponge-derived secondary metabolites. Theonellidae family sponges are well known to contain diverse 
secondary metabolites. However, the real producer of them had been unknown, though it had been supposed 
to be symbiont bacteria. The identification of such bacteria could be a key issue to pave the way for the 
supply limitation of medicinally important sponge-derived compounds. Three Theonellidae sponge species 
were therefore subjected to genetic evaluation, cell separation and single cell analysis. As a result, 
the Entotheonella was identified to be the real producer of almost all secondary metabolites of three 
sponge spieces. Our findings provide not only the proof of a sponge-specific molecule synthesized by the 
unique and uncultured bacterium rather than sponge itself, but also useful insights into the supply of 
sponge-derived medicinally important compounds.

研究分野： 天然物化学
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１．研究開始当初の背景 
	 海綿動物からはハリコンドリン B をはじ
めとする医薬品リード化合物等、様々な生物
活性物質が見出されており、天然医薬品資源
として貴重な生物である。一方で、海綿由来
生物活性物質には微生物由来の二次代謝産
物に類似する構造を有する化合物が複数見
出されてきたことから、その真の生産者は海
綿に共生する微生物であることが長年疑わ
れてきた。1990 年代後半になり、カリフォ
ルニア大学サンディエゴ校の D. J. Faulkner
らは、海綿動物の中でも最も多様な二次代謝
産物を含む仲間である Theonella 属、
Discodermia 属を含むイシカイメン目
（Lithistida）の仲間に着目し、その生産者
の解析を試みた。彼らは密度勾配遠心法を駆
使してパラオ産海綿 Theonella swinhoei の
細胞分画を行い、海綿細胞、フィラメント状
バクテリア、単一細胞バクテリア、シアノバ
クテリア画分に分け、それぞれの画分に含ま
れる化合物を分析した。その結果、環状ペプ
チドの theopalauamideをフィラメント状バ
クテリア画分に、ポリケタイド swinholide A
を単一細胞バクテリア画分に検出した。本研
究では化合物の局在をもとに、海綿以外の生
産者の存在を明示するとともに、見出された
フィラメント状バクテリアは、光合成に必要
なチラコイドが含まないため、シアノバクテ
リアではないことが示された。したがって、
イシカイメン目海綿類の多様な二次代謝産
物の生産者はシアノバクテリア以外の共生
細菌である可能性が高くなった。その後、
2000 年になり、同グループが、この新規バ
ク テ リ ア の 16S rRNA 解 析 を 行 い 、
“Candidatus Entotheonella palauensis”と
命名した。この際、彼らはこのバクテリアの
培養を試みているが、倍加時間が極端に遅い
ために、培養による物質生産の確認には至ら
なかった。 
	 そのため、培養方法に頼らず、真の生産者
であることを明らかにするには、生合成遺伝
子に基づく解析が求められた。2000年以降、
遺伝子配列解析技術の革新にともない、海綿
由来二次代謝産物の生合成遺伝子の取得も
実現の可能性を帯びてきた。そこで J. Piel
（現在、ETH）は昆虫と海綿動物に共通に見
出される骨格を有する pederin および
onnamide に着目した。まずハネカクシの仲
間である Paederus fuscipes の毒、pederin
の生合成遺伝子を取得し、イントロンを含ま
ない原核生物由来の遺伝子であることを明
らかにした。同様に八丈島産海綿 Theonella 
swinhoei より onnamide 生合成遺伝子クラ
スターの取得に成功し、やはり原核生物由来
の遺伝子あることを明らかにした。この研究
は海綿由来二次代謝産物の生合成遺伝子の
取得に成功した初めての報告例である。しか
し、遺伝子レベルでの生産菌の解析は本研究
課題を開始するまで報告例がなかった。 
 

２．研究の目的 
	 放線菌やカビなどの微生物が産生する二
次代謝産物からは、数多くの医薬品や医薬品
リード化合物が見出されているため、重要な
生物資源として位置づけられる。一方で、そ
のような培養可能な微生物群は地球上の微
生物の中でごくわずかであり、99%以上は従
来の培養方法によっては培養できない難培
養微生物であることが明らかになってきた。
このことは物質生産に秀でた未知難培養微
生物群がまだまだ存在する可能性を示唆し
ている。実際に、難培養微生物による物質生
産が顕在化している事例として、海綿動物の
事例が挙げられる。およそ一万種が現存する
といわれる海綿動物から、すでに多様な生理
活性物質が発見されており、高等植物や土壌
微生物とともに重要な天然有機化合物資源
として注目されている。中でもイシカイメン
目の海綿動物にはポリケタイドやペプチド
などの複雑な構造を有する二次代謝産物が
数多く見出されており、その種類は数百種を
超える。さらにそれらのほとんどは高等植物
や土壌微生物には見られない、海綿動物特有
の化合物である。 
	 海綿動物はなぜ多様な生物活性物質を生
産するのか？本研究ではこの問いの答えを
探る。これら海綿二次代謝産物の実際の生産
者は海綿に共生する難培養微生物であるこ
とが長年疑われてきている。しかし、明確な
データによって示された報告はほとんどな
い。そこで本研究ではホスト（海綿動物）と
共生者（微生物）との関連を二次代謝産物を
鍵として紐解くことを目的とした。海綿由来
生物活性物質の生合成遺伝子を取得し、その
遺伝子を含有する共生微生物を同定するこ
とによって、生産菌を特定するとともに、ゲ
ノム解析を試みる。 
 
３．研究の方法 
	 本研究では以下の海綿動物を研究対象と
して選んだ。伊豆半島産チョコガタイシカイ
メン、Discodermia calyxおよびDiscodermia 
kiiensis。八丈島産 Theonella swinhoei。い
ずれも Theonellidae科に属する。 
(1) PKS-NRPSハイブリッド生合成遺伝子ク
ラスターの探索 
	 採集した海綿動物よりフェノール／クロ
ロホルム抽出によってメタゲノム DNA を抽
出した。抽出したメタゲノム DNA を鋳型と
して I型 PKSの KS domainに対する縮重プ
ライマーを用いて PCRを行った。PCR産物
の配列解析から、 trans-AT PKS および
cis-AT PKSの KS ampliconに分類し、それ
ぞれに特異的なプライマーを設計した。一方
で、抽出したメタゲノム DNA より、さらに
約 35 kbの DNA断片を精製後、市販のフォ
スミドベクター（pCC1FOS、Epicentre）に
組み込み、大腸菌を宿主とするメタゲノムラ
イブラリーを作製した。メタゲノムライブラ
リーより、上述の特異的プライマーを用いて



スクリーニングを行った。得られたポジティ
ブクローンの末端配列をもとに、さらにスク
リーニングを繰り返し、PKS-NRPS ハイブ
リッドな遺伝子クラスターのクローニング
を行った。得られたクローンの挿入配列を次
世代シークエンサー（Illumina Analyzer II
および Ion PGM）によって解析し、約 150 kb、
40 kbと 24 kb、合計３つの PKS-NRPSハイ
ブリッド生合成遺伝子クラスターを取得し
た。 
(2) CARD-FISH法 
	 海綿を calcium/magnesium-free の人工海
水中で破砕し、4% パラホルムアルデヒドに
よって固定した。得られた細胞固定液をスラ
イドガラスへ塗布し、50%、70%、および 96%
エタノールに順次浸漬し、脱水、風乾させた
後に、proteinase Kによって処理した。生合
成遺伝子クラスターの配列に特異的な
Biotin ラベル化 DNA プローブを BioNick 
Labeling System (Invitrogen)によって調製
した。バクテリア細胞を固定化したスライド
ガラスと調製したプローブ（2 ng/μL）をハ
イブリダイゼーション緩衝液中（0.9 M NaCl、
20 mM Tris-HCl pH 7.4、0.01% SDS、30% 
ホルムアルデヒド）で 46 °C、４時間イン
キュベートした。その後に、洗浄バッファー
（0.7 M NaCl、20 mM Tris HCl pH 7.4、50 
mM EDTA、0.01% SDS）によって３回洗浄
した。Tyramide signal amplification (TSA)- 
FISH 法 に よ る 検 出 は 、 TSA Plus 
Fluorescein Kit（PerkinElmer）用いて行っ
た。 
(3) Laser microdissectionによるシングルセ
ル解析 
	 CARD-FISH法の際に調製した細胞懸濁液
を membrane slide (PEN-Membrane 2.0 μ
m, Leica)に塗布し、50%、70%、および 96%
エタノールに順次浸漬し、脱水、風乾させた。
Laser microdissection (Leica LMD7000)を
用いてバクテリア細胞を PCR tubeに回収し
た。さらに Lysis buffer (10 mM Tris-HCl pH 
8.0、0.1 mM EDTA、0.1% Tween 20)を加え
た後に、凍結融解によって溶菌し、生合成遺
伝子クラスターに特異的なプライマーを用
いて PCRを行った。 
 
４．研究成果	 
(1)	 Discodermia calyxについて	 
	 まず伊豆半島、伊豆諸島に生息するチョコ
ガタイシカイメン（Discodermia calyx）に含
まれる主要な細胞毒性物質 calyculin A の生
合成研究に着手した。calyculin A は分子量
1008、tetraene、5,6-spiroketal、phosphate、
oxazole等を含み、その構造的特徴から PKS
と NRPS のハイブリッド経路によって生合
成されることが予想できる。しかし、単純な
I型PKSの生合成機構では説明できない部分
構造がいくつか認められる。その一つに
tetraene 部分に２ヶ所存在する β-branch 構
造が挙げられる。これまで β-branch 構造を

有する多くの I型 PKS産物が trans-ATタイ
プの PKS によって生産されることが知られ
ていることから、我々は trans-AT PKS の
KS ドメインの配列を足掛かりに海綿メタゲ
ノムより PKS-NRPS hybrid遺伝子クラスタ
ーの探索を進めた。その結果、全長 150 kbp
に及ぶ PKS-NRPS hybrid生合成遺伝子クラ
スターを取得することに成功した。その
module の並びより推定される生合成産物の
構造は calyculin A の構造と良い一致を示し
た。また cis-AT PKSに配列相同性を示した
KS ampliconをもとに screeningを行ったと
ころ、２つの NRPS-PKS ハイブリッド遺伝
子クラスターを取得した。それぞれの大きさ
は約 40 kbpと約 24 kbpであった。40 kbp
の遺伝子クラスターは８つの NRPS module
と２つの PKS moduleからなり、遺伝子配列
の詳細な解析から calyxamide の生合成遺伝
子クラスターである可能性が示唆された。ま
た、もう一方の 24 kbp の生合成遺伝子クラ
スターの産物は未知であったが、遺伝子配列
の解析から、その生合成産物は淡水性の藍藻
Microcystis aeruginosaより単離報告例のあ
る kasumigamide に類似する化合物である
ことが示唆された。しかしながら、海綿から
の kasumigamide の単離例はこれまで皆無
であることから、海綿 D. calyxより探索を進
め た 。 そ の 結 果 、 実 際 に 海 綿 よ り
kasumigamideを単離、構造確認するに至っ
た。 

	  
	 図１	 D. calyx由来二次代謝産物の構造 



	 次に生産菌の特定を目指した。海綿共生菌
のほとんどは難培養性であることが予想さ
れたことから、その解析手法は培養に依存し
ないシングルセル解析法が必要になる。そこ
でまず、海綿由来の細胞画分に対し、生合成
遺伝子クラスター特異的なプローブを用い
た CARD-FISH （ catalyzed reporter 
deposition-fluorescence in situ 
hybridization）解析を行った。その結果、顕
微鏡下、特徴的な形態を有するフィラメント
状バクテリアを特異的に蛍光検出した。さら
に確証を得るために、レーザーマイクロダイ
セクションを用いてシングルフィラメント
を取得し、特異的プライマーを用いた PCR
検出を試みたところ、やはり単菌したフィラ
メント状バクテリアのみが陽性を示した。
16S rRNA解析の結果、このフィラメント状
バクテリアは T. swinhoeiにおいて見出され
た新規バクテリアと同様に  “Candidatus 
Entotheonella” sp.であることが判明した。 
 

 
図２	 Calyculin生産菌の特定 
a; Discodermia calyx (Scale bar, 5 cm) b; 
Filamentous bacteria (微分干渉、Scale bar, 10 
mm) c; Filamentous bacteria (CARD-FISH) d; 
海綿懸濁液  (位相差、Scale bar, 20 mm) e; 
Calyculin A生産菌の特定, 鋳型 DNA (F1-4; F x 
1, F5-7; F x 4, S1-4; S x 4, S5-7; S x 8, P; D. calyx 
metagenomic DNA, N; Negative control 
 
(2)	 Discodermia kiiensisについて	 
	 伊豆半島に生息する Discodermia kiiensis
においても海綿懸濁液中にフィラメント状
バクテリアの存在を確認した。そこで Percoll
を用いた密度勾配遠心法によって、フィラメ
ント状バクテリア細胞を分画、濃縮した。得
られた画分よりゲノムを抽出し、次世代シー
クエンサーによるゲノム解析を試みた。その
結果、PKS および NRPS をコードする複数
の二次代謝産物生合成遺伝子クラスターを
見出した。それらのいくつかは推定生合成産
物が既知二次代謝産物と一致する一方で、未
知の生合成遺伝子も複数見出された。そこで、

新規生合成遺伝子に基づく推定産物の構造
から、D. kiiensis抽出物より候補化合物の探
索を行った。その結果、新規化合物
lipodiscamide を単離構造決定した。現在、
詳細な生合成経路の検討を行っている。また、
これら生合成遺伝子をコードする D. 
kiiensis 由来フィラメント状バクテリアを
16S rRNA 解析に供した結果、やはり
Entotheonella 属のバクテリアであることが
明らかになった。 

 
図３ D. kiiensis由来二次代謝産物の構造 
 
(3)	 Theonella swinhoeiについて	 
	 八丈島産 Theonella swinhoei については
スイス ETHの Pielらを中心とした国際共同
研究によって遂行した。Discodermia属と同
様に膨大なフィラメント状バクテリアが存
在しており、それらを密度勾配遠心法によっ
て分画し、ドラフトゲノム解析に供した。そ
の結果、本海綿より報告されている二次代謝
産物のほとんどの生合成遺伝子クラスター
が“Candidatus Entotheonella factor”にコ
ードされていることを明らかにした。本バク
テリアの系統学的な位置づけとして
candidate phylum “Tectomicrobia”を提唱
している。Discodermia属と Theonella属は
ともに Theonellidae 科に属する。これらの
研究成果は、少なくとも Theonellidae 科の
海綿動物においては Entotheonella属の海綿
共生バクテリアが二次代謝産物の生産者で
ある可能性を示唆している。このバクテリア
は未だ難培養性であるが、可培養化あるいは
適切な異種発現系の開拓によって、稀少生物
資源である海綿由来の有用天然物の供給法
の確立が期待できる。 
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