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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

海洋は地球表面の約 7割を占め，その平均深度は
3,700 m 程度といわれている。深海は一般的には水深
200 m 以上，近年では太陽光が到達する有光層 1,000 m
以深とされる。体積比では約 70％に達する広大な生物
圏と言える。太陽光が到達しない暗黒の環境では，太陽
光による一次生産の恩恵を直接受けることがないため，
海洋表面や陸域由来の有機物の沈降（マリンスノー）や
地殻内からの化学エネルギーに支えられている。地殻内
からのエネルギーフラックスの総エネルギー量は 9×
1012 W 程度と見積もられており，太陽光由来のエネル
ギーフラックス（1.2×1014 W）と比べて 2オーダー以
上少ない 1)。エネルギーフラックスからの推定では，エ
ネルギーで支えられるバイオマス量は地球全体の
0.001％程度にすぎない。また，化学エネルギーを利用
できる微生物の多くは難培養であり，既存のバイオプロ
ダクト生産には適用が困難であるものがほとんどであ
る。一方，深海の大部分の生命圏を支える光合成エネル
ギーを基盤とする従属栄養微生物に関する研究は意外と
少ない。上記のごとく，深海生命圏の大部分がマリンス
ノーのように表層からの有機物流入に支えられていると
仮定すると，沈降する有機物はその最中に易分解性のも
のから順に分解され，深海環境へ到達する際は難分解性
の物質が増加していることが推定される。難分解性多糖
の分解菌については研究が進められており，駿河湾の深
海底（深度 2,406 m）から分離された Microbulbifer sp. 
A94株が生産する耐熱性 b-アガラーゼはネオアガロ 4
糖（ガラクトースとアンヒドロガラクトースが交互に結
合した構造）を特異的に分解するため，アガロースゲル
からの DNA 抽出用試薬として，実用化されている 2–4)。
その他にも，耐熱性菌が生産する多糖分解酵素が報告さ
れており，配糖体の合成に利用できる可能性がある 5–6)。

著者らは，これまで探索例が非常に少ない二次代謝物
の生産菌の分離，利用の可能性を調査するために，深海
で特に難分解性の基質を分解利用し，二次代謝産物とし
て，界面活性物質を生産する微生物について探索してき
た。本稿では，得られた分離株の特性を紹介するととも
に更なる高度利用を目指し，ドラフトゲノム解析を積極
的に取り入れた解析，育種手法を検討している。これら
の取り組みについて，概説したい。

2.　深海由来微生物株による糖脂質生産

2.1　 マンノシルエリスリトールリピッド

相模湾の海底環境サンプルから分離された SY62株
は，植物油を炭素源とする培地で，よく増殖し，糖脂質
を生産することがわかっている 7)。リボゾーマル RNA
の部分配列（D1/D2領域）の DNAシークエンスに基づ
く分子系統解析から，SY62株は Pseudozyma hubeiensis
に属する菌株であることが明らかとなっている。P. 
hubeiensis は陸域でも分離されている株であるが分離例
が非常に少ない 8)。また，運動性を持たず，耐冷性を示
すため，近縁種は南極等からも分離されている。従っ
て，本菌株は陸域からの流入種であることが推測される。
しかしながら，糖脂質の生産性が非常に高く，陸域分離
株の数倍の糖脂質生産能力を示し，1週間の培養で
129 g/L の糖脂質を生産することがわかっている 9)。こ
の株の生産性は報告のある MEL 生産の論文の中でも，
最大であった（表 1）。生産された糖脂質の構造解析を
行った結果，主要な生産物はマンノシルエリスリトール
リピッド（MEL）と呼ばれる糖脂質であることがわかっ
ており，マンノースの 6位のアセチル基がない MEL-C
に分類されることがわかった。脂肪酸組成が陸域のもの
と若干このなるものの，陸域由来の P. hubeiensis KM-59
株と同様の代謝産物を生産する（図 1）。Pseudozyma属，
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Ustilago 属に含まれる多くの種で MEL を合成できるこ
とがわかっているが，その分子種は種ごとに異なること
がわかっており，多様な生産株を収集することで，多様
な MEL を選択的に生産することも試みられている 8)。
MEL は自己集合特性に優れており，化粧品材料やヘア
ケア素材として利用できる 16,17)。生産性を向上し，価格
を抑えることができれば，より幅広い分野で利用でき
る。また，界面活性物質の界面活性と分子構造の相関関
係があることはよく知られており，代謝制御により様々
な代謝中間体を効率的かつ選択的に生産できれば，有用
性を高めることが可能である。

2.2　 グルコトリオースリピッド

沖縄トラフの伊平屋北フィールドの熱水噴出域で採取
された環境サンブルから分離された放線菌 Rhodococcus 
sp. BS15株はアルカンや植物油から糖脂質を生産できる
ことを指標に分離された糖脂質生産菌である 18)。rRNA
の DNA 配列に基づく系統解析を行った結果，面白いこ
とに，植物病原菌の Rhodococcus faciansに近縁であっ
た。最も近縁の株は北極圏で分離されたアルカン分解菌
Rhodococcus sp. 5/1株（Accession no. AF181689）であ
り，本菌株も SY62株同様，耐冷性を持つことが示唆さ
れた。海洋性の Rhodococcus 種 NPO-JL-61株や南極で
の分離株 Rhodococcus sp. R37551株も近縁であった。
最適増殖温度は，一般的な Rhodococcus 属細菌の 30°C
より若干低く 20°C付近で最も増殖することがわかった。
核磁気共鳴スペクトル（1H-, 13C-NMR），マトリックス
支援レーザーイオン化質量分析法（MALDI-TOF-MS），
ガスクロマトグラフ質量分析法（GC-MS）を用いて，
主要生産物を解析した結果，2分子の a-glucoside，1分
子の b-glucoside，1分子のコハク酸，3分子のカプロン
酸もしくはカプリル酸，2分子の 3ヒドロキシカプロン
酸もしくはカプリル酸が 1つの分子内に存在することが
わかり，図 2に示すようなグルコトリオースリピッド

（GTL）構造であることが推定された。3分子の糖を親
水基として保持する 3糖型の分泌型の糖脂質の報告例は
我々の知る限り初めてであった。表面張力を測定した結
果，臨界ミセル濃度は 2.3×10–6 M であり，表面張力は
29.5 mN/m まで低下し，高い界面活性を保持している
ことがわかっている。
植物病原菌（輸入防疫規制株）との近縁があり，植物
病原性の保持が疑われた，しかしながら，深海由来株が

表 1．報告されている MEL生産菌の生産性

Strains MEL濃度（g/l） 培養時間（days） 生産性（g/l/day） 参考文献

P. hubeiensis SY62 129 7 18.4 9)
P. hubeiensis KM-59 76.3 16 4.8 10)
P. aphidis DSM 14930 165 11.8 13.9 11)
Candida sp. SY16 95 8.3 11.4 12)
P. tsukubaensis 1E5 73.1 7 10.4 13)
P. antarctica T-34 140 30 4.6 14)
U. maydis DSM 4500 30 7 4.3 15)

図 1．MELの分子構造（A）MEL-A，（B）MEL-B，（C）MEL-C

図 3．fas遺伝子群の PCR増幅試験結果。M: Wide range ladder 
(Takarabio), A: fasA, B: fasB, C: fasC, D: fasD, E: fasE, F: 
fasF, R: 16S rRNA V4 region.

図 2．グルコトリオースリピッド（GTL）の分子構造
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高等植物への寄生性や病原性を保持している必要性は感
じられない。そこで，よく調べられている R. facians 
NBRC 12155株の fas 遺伝子に対する PCR プライマー
を設計し，PCR増幅をおこなった結果を図 3に示す。R. 
facians NBRC 12155株のゲノム DNAを鋳型にした場合，
200 bp 程度の PCR 産物が検出された。一方，BS-15株
から分離したゲノム DNA を鋳型にした場合は，PCR
産物が検出されなかった。このことから，Rhodococcus 
sp. BS-15株は R. facians NBRC 12155株と同様の植物病
原性遺伝子を保有していないことが示唆された。NBRC 
12155株で fas 遺伝子はプラスミド上に保持されている
ことがわかっている。陸生の非植物病原性宿主にプラス
ミド伝播により，病原性が付与された。もしくは，深海
関環境の高等植物が存在しない環境に適応するため，植
物病原性遺伝子が欠落したことが示唆された。いずれに
せよ，陸生の植物病原性株と深海由来株は別の進化系統
をたどってきたことが推定された。

3.　ドラフトゲノム解析の活用

3.1　�Pseudozyma hubeiensis SY62

SY62株の近縁種であるUstilago maydis 19)とPseudozyma 
antarctica 20) のドラフトゲノム解析はすでに実施されて
おり，MEL 合成に関わる遺伝子も同定されている。し
かしながら，いずれの宿主も MEL-A を主に合成する株
であり，MEL-Cを主に生産する P. hubeiensisのゲノム
情報は存在しなかった。筆者らは，ハイスループットで
MEL関連遺伝子を推定し，MEL 合成の選択性を遺伝レ
ベルで議論するために，SY62株のドラフトゲノム解析
を行った 21)。Illumina HiSeqを用い，400 bpのペアエン
ドライブラリーを解析し，62,228,512 readのシークエン
スを得た。Augustus v1.2.08を用いて，アセンブルした
結果，160 contig，74 scaffoldsにアセンブルできた。ゲ
ノムサイズは 18,442,938 bp，G+C 含量は 56.5％であっ
た。SY62株のゲノムサイズと G+C 含量は U. maydis 
521株 19) や P. antarctica T-34株 20) のものとほぼ同等で
あった。

Open reading frames（ORFs）のアノテーションには，
MetaGenomeAnnotator 1.0ならびに NCBI BLAST 2.2.18
を用いた。rRNA と tRNA 領域の推定には，RNAmmer，
tRNAscan を用いた。7,523個の ORF，26個の rRNA，
121個の tRNA が推定された。MEL 合成に関わる遺伝
子クラスター（emt1, mac1, mac2, mmf1, mat1）に相当
する ORF が推定でき，近縁種のそれらとの相同性は表 1
に示す通りであった。MELの合成経路は図 4に示すよう
にエリスリトールを出発物質とし，glycosiltransferase
（Emt1）によりマルトースが結合し，2種の acyltransfer-

ases（Mac1, Mac2）によるアシル化，acetyltransferase
（Mat1）によるアセチル化により，合成されると推定さ
れている 17)。アセチル化に関与する Mat1の相同性が特
に低いことから，選択的に生産される MEL分子種の違
いは Mat1の多様性に起因することが推定された。

3.2　 Rhodococcus sp. BS-15

Rhodococcus sp. NS-15株についても，植物病原性に
関与する fas 遺伝子群の同質遺伝子（isogene）の存在を
確認するため，ドラフトゲノムシークエンスを行ってい
る 18)。Ion Torrentシステムならびに Ion 316 chip kitを
用いてショットガン解析した結果，平均 173.78 bp の
リードを 1,975,325 read シークエンスできた。全長
5.5 Mb，652 contig にアセンブルできた。コンティグ中
には，6,235個の ORF，40個の tRNA，2個の rRNA が
検出された。近縁種の R. fascians DSM 20669と R. 
fascians D188のゲノムサイズはそれぞれ 5.6 Mb，5.8 Mb
であることから，94.8％程度のカバー率で解析できてい
ると考えられた。BLAST による fas 同質遺伝子の検索
の結果，RC006g027番遺伝子が fasB との相同性が 53％
であり，同質遺伝子と考えるほど相同性が高くなく，同
質遺伝子ではないと考えられた。7個の fas 遺伝子とも
相同性の高い配列は検出されなかったため，同質遺伝子
による植物病原性をもつ可能性も極めて低いことが示唆
された。一方，TGL は新規性が高く，遺伝子情報が全
くないため，現在のところ関連遺伝子の推定には至って
いない。

図 4．MEL合成代謝経路　Emt1: glycosyltransferase, Mac1, Mac2: acyltransferase, Mat1: acetyltransferase
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4.　分子デザインのための代謝工学

4.1　 分子デザインコンセプト

界面活性物質のような分子構造－物理化学機能の相関
が高い物質については，野生株が生産する天然型の代謝
物のみならず，代謝工学を利用し，特定の代謝中間体を
選択的かつ効率的に生産できれば，特定の分子構造をも
つ代謝産物を容易に入手することが可能となる。しかし
ながら，これまで遺伝情報が十分でない種の微生物に対
して代謝工学を適用するためには，代謝関連遺伝子の特
定やクローニングに大変な時間と労力を要し，網羅的に
人工的な代謝産物を得ることは大変困難であった。昨今
のシークエンス技術の向上と次世代シーケンサーの一般
化により，遺伝情報の網羅的取得が可能となり，非常用
の微生物の遺伝情報不足が解消できるようになりつつあ
る。ドラフトシークエンス技術により，ゲノム情報を活
用することで，任意の代謝産物（デザインされた代謝産
物）を取得し，機能解析することで，新たな代謝物の機
能を探索できるだけでなく，比較可能な類似の分子構造

を持つ代謝物の機能を比較することにより，構造―機能
相関についても深い検証が可能となる。このように代謝
産物側からみた代謝工学は分子デザイン技術とも捉える
ことができる。非常用酵母（non-conventional yeast）の
生産する二次代謝産物のデザイン技術のケーススタディ
として，上記の P. hubeiensis SY62株の MELについて
分子デザインを進め，知見が不足している MELの詳細
な構造―機能相関について，研究を進めている。分子デ
ザインを行う上で，ゲノムデータの他，遺伝子導入技
術，網羅的な遺伝子破壊法などが必要になる。

4.2　 遺伝子導入法の検討

Ustilago 属，Pseudozyma 属真菌に導入可能なプラス
ミドはいくつか開発されている 23,24)。中でも，pUXV プ
ラスミド 24) は ATCC から入手可能であり，Ustilago 
maydis 由来の複製領域 ARS 領域を持つため，Ustilago
属，Pseudozyma 属の細胞内で自己複製可能である 25)。
このプラスミドを利用することで，Pseudozyma 属酵母
の一種である P. hubeiensis への遺伝子導入法の検討が
可能である。pUVX1はハイグロマイシン耐性遺伝子を
真菌用選択マーカーとしてもち，Ustilago 由来の
glycelaldhyde-3-phosphate dehydrogenase プロモーターで
ドライブされるシングルクローニングサイト（BamHI
サイト）を含んでいる。BamHIサイトに pPRSET-emG-
FP（Invitrogen）から PCRで取得した emGFP 遺伝子を
導入したベクター pUXV1-emGFP を作成し，遺伝子導
入すると，GFP由来の蛍光を発する細胞が得られる（図
5）。pUXV1-emGFP を用いて，SY62への遺伝子導入の
検討を行ったところ，前培養の条件次第で，薬剤耐性を
持つ擬陽性株が出現しやすいことや，エレクトロポー
レーションの条件により導入効率が大きく変化すること
を確認している。GFP を導入することで，陽性クロー
ンと擬陽性クローンを容易に区別できる。詳細について
は，今後報告したい。

4.3　 遺伝子破壊コンジュゲートの作成

Ustilago maydis の遺伝子組換えには，目的遺伝子の

図 6．In Fusion反応を利用した遺伝子破壊用 conjugate の作成方法

図 5．蛍光顕微鏡観察写真（400倍）　A：野生株（微分干渉像），
B：野生株（蛍光観察），C：GFP導入株（微分干渉像），D：
GFP導入株（蛍光観察）
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上流と下流の 1 kb 程度の配列（5’ and 3’ franking 
regions, 5’FR, 3’FR）の間に抗生物質耐性遺伝子カセッ
トが挿入された DNA を合成する必要がある。Fusion 
PCR 26) や各フラグメントを Ligation 後，目的配列を
PCR で増幅する方法などが報告されている 27)。筆者ら
は，In-fusion 反応を用いた conjugate の作成を行ってい
る。使用している kitは In-fusion kit（Clontec）であるが，
Life Technologies 社の GneArt や New England BioLabs
の Gibson Assembly kit も同等である。末端に 15 bp の
相同配列を付加した franking regionと耐性遺伝子カセッ
トならびに BamHI で直線化した pUC19を試薬と混合
し，50°C で 15～60 min 反応させることで，遺伝子破壊
カセットを合成することができる。得られたベクターは
大腸菌に形質転換し，目的の配列が挿入されたクローン
を得る。挿入配列は制限酵素処理する必要がないため，
破壊したい遺伝子の franking region を PCR 増幅できれ
ば，ほぼ同じシステムで遺伝子破壊カセットを合成でき
るメリットがあり，網羅的な遺伝子破壊実験のスルー
プット向上に寄与する。筆者らもこの方法で，遺伝子破
壊カセットを合成し，遺伝子破壊を検討している。

5.　終 わ り に

地球生命圏で最も広大であると考えられる熱水，メタ
ン冷湧水域以外の深海環境から得られた微生物の利活
用，特に二次代謝産物の生産菌としての界面活性物質生
産菌の分離と機能評価，さらにゲノム情報を利用した代
謝物デザイン技術への展開について，筆者の取り組みを
中心に紹介した。系統的には必ずしも新規性が高くない
分離株についても，詳細に性能を評価することで，
SY62株のように陸域分離株では得られない高生産性が
見出されたり，BS-15株のように新規の界面活性物質を
生産する菌が見出されたりすることがわかった。深海環
境における微生物について，熱水噴出孔付近の超高温環
境やメタン冷湧水域の化学物質に依存した微生物，好圧
微生物など比較的環境と微生物機能の関係がわかりやす
い微生物の機能もしくは進化系統などに注目が集まるこ
とが多いが，深海には環境との関連がわかりにくいもし
くは一見系統的に特徴がない微生物も多く生息してい
る。基礎研究の観点からは，微生物探索の意義付けや機
能解析の動機付けが難しいが，調べてみたら興味深い微
生物や新しい機能が発見されるかもしれません。
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