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研究成果の概要（和文）：　カナミエナミドを産生する海洋シアノバクテリアMoorea bouilloniについて全ゲノ
ム増幅を行った。吸光度・鎖長とも十分な質のゲノムサンプルが得られたことが確認できたので、次世代シーク
エンサーによる網羅的配列解析を行った。バイオインフォマティクス的手法によりメチルエノールエーテル構造
をもつ鎖状ペプチドlyngbyapeptin Bの生合成に関与すると思われる遺伝子を見出した。現在、モデル基質を用
いた酵素反応と機能解析について検討している。また、カナミエナミドの全合成を達成し、その真の生物活性を
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Whole genome amplification of marine cyanobacteria Moorea bouillonii which 
produces kanamienamide were conducted. Amplified genome DNA had good quality and purity, its 
sequence analysis was performed and biosynthetic gene clusters of lyngbyapeptin B  with enol ether 
moiety were found. Enzymatic reaction with model substrates have been investigated. In addition, 
total synthesis of kanamienamide was achieved. The several assays of synthetic kanamienamide 
revealed its real biological activity

研究分野： 天然物化学
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１．研究開始当初の背景 
	 海洋シアノバクテリアは、様々な海洋天然

物の真の生産者であると考えられている。し

かしながら海洋シアノバクテリア自体を対

象とした生物活性物質探索は世界的に例が

少なく、年間発見される海洋天然物のうち、

わずか  1% 程度にとどまっている  [Nat. 
Prod. Rep. 2015, 32, 116.]。 
	 このような背景の下、申請者は日本近海の

海洋シアノバクテリアに着目し、その二次代

謝産物の探索研究を行った。その結果、二次

代謝産物の生産能が非常に高い数種のシア

ノバクテリアを発見し、10種を超える有用な
新規生物活性物質を発見した [Org. Lett. 
2015, 17, 652. など]。これらの研究を通じて、
申請者は日本近海の海洋シアノバクテリア

の二次代謝産物の重要性を示した。その一方

で、これらの化合物の生合成経路の解明や、

遺伝子資源としての海洋シアノバクテリア

の重要性は明らかにされていない。 
	 本研究は、これらのシアノバクテリアを培

養株化し、その全ゲノム解析を行う。それに

よって、生物活性物質探索における海洋シア

ノバクテリアの有用性を、生合成遺伝子の観

点から明らかにすることができる。 
 
２．研究の目的 
(1) 二次代謝産物生産能が高い海洋シアノバ
クテリアの培養株化 
	 海洋シアノバクテリアの多くは難培養性

である。このことは発展的な研究を進める上

で障害となる。そこで本研究では、海洋シア

ノバクテリアの培養株化を目指す。培養株の

確立により、生物種の安定した供給が実現す

る。 
(2) 二次代謝産物生産能が高い海洋シアノバ
クテリアの全ゲノム解析法の確立 
	 海洋シアノバクテリアの表面には、多量の

夾雑生物が付着しているため、純度の高い遺

伝子を得ることが困難である。それが、全ゲ

ノム解析の障害となっている。本研究では、

温和な条件下での夾雑生物の除去法を開発

することで、海洋シアノバクテリアの全ゲノ

ム解析法を確立する。 
(3) 二次代謝産物生産能が高い海洋シアノバ
クテリアの生合成遺伝子の評価 
	 全ゲノム解析の結果を基に、海洋シアノバ

クテリアの物質生産能を評価する。具体的に

は、当研究室で見出した生物活性物質の生合

成経路の解析、および未知の生合成遺伝子ク

ラスターの発見とコードする化合物の探索

を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)	二次代謝産物生産能が高い海洋シアノ

バクテリアの培養株化	

	 二次代謝産物生産能の高い海洋シアノバ

クテリアの採集を行った。従来の探索研究に

おける知見から、研究対象の海洋シアノバク

テリアを沖縄県中部～北部、および鹿児島県

の奄美群島を中心とする地域において採集

した。	

海洋シアノバクテリアの培養株の作成	

	 二次代謝産物生産能の高い海洋シアノバ

クテリアの培養株作成を検討した。培養装置

として照明付き低温インキュベータを用い

潮間帯の環境を実験室で再現し、培地成分で

ある微量金属やビタミン、無機塩、土壌抽出

物等の種類・濃度について網羅的に検討した。

増殖能については、乾重量もしくは光合成色

素（フィコビリン類）の蛍光強度から定量し

た。	

	 培地中のビタミン濃度、培養スケール、夾

雑生物の除去が重要な要因であることがわ

かったため、これらの要因を中心に検討を行

った。	

(2)	二次代謝産物生産能が高い海洋シアノ

バクテリアの全ゲノム解析	

	 本研究で用いた繊維状のシアノバクテリ

アは、多糖質の鞘に包まれていた。この鞘は

ゲノムの抽出を妨げるとともに、バクテリア

を大量に含むため、コンタミの原因となる。

シアノバクテリアは微細な生物であるため、

この鞘の物理的な除去は困難であった。そこ

で、界面活性剤と酵素で処理することにより、

温和な条件での化学的な手法による鞘の除

去を検討した。しかし、その効果は限定的で

あった。種々検討の結果、シアノバクテリア

を液体窒素により凍結したのち破砕し、ゲノ

ム抽出中に遠心操作を複数回組み込むこと

によって、鞘の大部分を取り除くことができ

た。	

	 シアノバクテリアの培養について種々検

討したが、その増殖速度は非常に遅かったた

め、全ゲノム解析に充分な量の DNA を確保す

ることができなかった。そこで、生物量に依

存しない全ゲノム解析法の開発を目指して、

数個～数百個の細胞の遺伝子を鋳型とした

全ゲノム増幅法を試みた。	



	 少量の鋳型	DNA	をもとにした全ゲノム増

幅には、Phi29	ポリメラーゼを用いた	

Multiple	Displacement	Amplification	(MDA)	

法を利用した。増幅したゲノムの純度は吸光

度測定	(A260/280	値)	により確認した。鎖長は

電気泳動により確認した。目的とする生物由

来の遺伝子が得られていることは、16S	rDNA	

の配列解析で確認した。	

	 以上の評価のもと、適切なサンプルが得ら

れたカナミエナミド産生シアノバクテリア

Moorea	bouillonii については、次世代シー

クエンサーによる網羅的配列解析を実施し

た。	

	 海洋シアノバクテリア Moorea	bouillonii

の配列情報に対して、バイオインフォマティ

クス的手法によりカナミエナミドや関連物

質の生合成遺伝子クラスターの探索を行っ

た。	

	 また、カナミエナミドの全合成研究を行っ

た。市販の光学活性原料を出発物質に用い、

大環状構造を光延法により構築し、エノール

エーテル部分を最終段階で導入し、全合成を

達成した。合成品を用いて生物活性試験を実

施した。	

	
４．研究成果	

(1) 海洋シアノバクテリアの培養株化 
	 沖縄や奄美地方で最終した二次代謝産物

生産能の高い海洋シアノバクテリアについ

て、照明付き低温インキュベータを用いで培

養条件について種々検討したが、今のところ

培養株の確立には至っていない。しかしなが

ら、増殖速度が遅いながらも小規模な培養が

可能なシアノバクテリアも少数あった。今後、

培養の成否には何が重要な要因であったの

かを精査することで、培養株化に繋がる知見

を得たい。	

(2) 海洋シアノバクテリアMoorea bouillonii
の全ゲノム増幅・解析 
	 カナミエナミドを産生する海洋シアノバ

クテリアMoorea bouilloniiについて、Phi29	
ポリメラーゼを用いた全ゲノム増幅を行っ

た。吸光度・鎖長とも十分な質のゲノムサン

プルが得られたことが確認できたので、次世

代シークエンサーによる網羅的配列解析を

行った。バイオインフォマティクス的手法に

よりカナミエナミドの生合成遺伝子クラス

ターを探索したが、今のところ目的の生合成

遺伝子を見つけることはできていない。しか

し、チアゾール環およびメチルエノールエー

テル構造をもつ鎖状ペプチド lyngbyapeptin	

B の生合成に関与すると思われる遺伝子を見

出した。現在、モデル基質を用いた酵素反応

と機能解析について検討している。メチルエ

ノールエーテルはカナミエナミドにも含ま

れる部分構造であり、関連性を今後検討する。 
(3)	カナミエナミドの全合成	

	 市販の光学活性原料、Roche エステルを出

発原料として、最長直線工程 23 段階、総収

率 6.4%でカナミエナミドの全合成を達成し

た。環化の位置・条件は種々検討したが、光

延ラクトン化により最もよい結果が得られ

た。論文投稿中に、Heらによりカナミエナミ

ドの初の全合成が達成されたため、本研究は

２例目の合成となった。合成品を用いて生物

活性試験を実施したところ、天然品に比べて

増殖阻害活性が約 10 分の 1 と弱く、ネクロ

ーシス様の細胞死であった。天然品で見られ

たアポトーシス様の細胞死は、極微量含まれ

る不純物に由来すると思われる。全合成を達

成したことで、カナミエナミドの真の生物活

性を明らかにすることができた。	
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