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研究成果の概要（和文）：乾ノリ（寿司海苔やおむすび海苔など）の原藻となる紅藻スサビノリは、潮間帯に生
育するアマノリ属の一種で、強い乾燥耐性をもつ。これまでに、本種の乾燥耐性に関与する諸因子は未同定であ
り、乾燥耐性の分子機構は不明である。本研究では、乾燥変性保護作用をもつタンパク質がスサビノリ葉状体の
熱可溶性画分に含まれていることを見出し、高等植物の後期胚形成主要(LEA)タンパク質と弱い配列相同性を有
する２種のLEA様タンパク質を同定した。これらのLEA様タンパク質発現レベルは、アマノリ属の潮間帯生育種に
おいて顕著であったが、漸深帯生育種においては極めて低かった。

研究成果の概要（英文）：The red alga Pyropia yezoensis, which is used to prepare nori-sheets 
(sushi-nori, omusubi-nori, etc.), inhabits the intertidal zone and is highly tolerant to 
desiccation. By far, factors involved in the desiccation tolerance of this species have been 
unidentified, and molecular mechanisms of the desiccation tolerance are still unclear. In this 
study, we found that heating-soluble fraction extracted from the thalli of P. yezoensis contains 
protective activity against dehydration-induced inactivation of desiccation-sensitive enzymes, and 
identified two LEA (late embryogenesis abundant)-like proteins that showed weak sequence similarity 
with higher plant LEA proteins. The expression levels of these LEA-like proteins were prominent in 
the intertidal species of Pyropia, whereas those were very low in the subtidal species.

研究分野：水圏生命科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
紅藻スサビノリは、我が国の伝統水産加工
食品“海苔”の原藻となるアマノリ属の中
でも強い乾燥耐性をもつ。本種は、乾燥下
で強い凍結耐性や熱耐性も有し、多収性で
栄養価や呈味性にも優れるため養殖・加
工・流通に適している。近年は、養殖ノリ
生産量の 99％以上を本種が占める。一般に
はあまり知られていないが、高品質のスサ
ビノリは“畑の肉”といわれるダイズにも勝
る大量のタンパク質を含んでおり（乾重量
の 40%以上）、食用海藻の中で傑出してい
る。その豊富なタンパク質の大部分は、巨
大に発達した葉緑体中の多量体酵素（集
光・光化学系、炭酸固定酵素ルビスコ、お
よびタンパク質合成装置リボソーム）に由
来する。一般に多量体酵素は脱水や熱によ
り崩壊・変性しやすいが、不思議なことに
80℃の熱処理を受けた乾ノリ中で、これら
多量体は安定性を保っている。我々は、高
等植物の葉緑体リボソームが耐熱菌の
rRNA 安定化タンパク質ホモログや葉緑体
特異的リボソームタンパク質をもつことか
ら、スサビノリの葉緑体リボソームが乾燥
や熱に耐えるための安定化タンパク質をさ
らに付加的にもつ可能性を考え、バイオフ
ィンフォマティクスとプロテオミクスによ
る組成解析を行った。しかし予想に反し、
解析結果は常温菌（大腸菌）のオーソログ
のみから成るシンプルな組成を示唆した
（Yamaguchi, 2017）。また、200℃で焙焼さ
れた乾ノリにアデニル酸デアミナーゼが失
活せずに保存されており、咀嚼時に酵素反
応でイノシン酸が生じ、遊離アミノ酸のグ
ルタミン酸と相乗した旨味が現れるという
驚くべき「焼ノリの呈味発現のからくり」
があるが、水和した酵素は 45℃で失活する
（Nakashima et al., Fish. Sci. 2000; Minami et 
al., Mar. Biotechnol. 2011）。このようなこと
から、ノリの多量体酵素そのものが安定性
をもつのではなく、多量体酵素を乾燥下で
安定化させる未同定の可溶性因子が存在す
ると考えるに至った。緑色植物では、LEA
とよばれる一群のタンパク質が乾燥耐性に
重要な鍵因子であり、脱水中の生体分子の
変性・凝集を防ぐと考えられている。LEA
の名は、ワタ種子の胚発生後期、乾燥に伴
い発現する LEA遺伝子(Late Embryogenesis 
Abundant)の発見に因む。LEAの多くは、親
水性アミノ酸に富み疎水性コアをもたない
ため、熱可溶性である。水中でランダムに
延びた “天然変性”状態であるが、脱水下で
は αヘリックスや β構造をとるという、タ
ンパク質の一般的概念とは正反対の性質を
もつ。紅藻スサビノリにおいては、これま
でに LEA タンパク質が見いだされたとい
う報告はない。また、乾燥耐性の強い昆虫
（ネムリユスリカ）では乾燥過程での LEA
タンパク質の発現に加えて大量に蓄積する
非還元糖のトレハロースが脱水耐性に大き

く寄与するが、スサビノリはトレハロース
をもたず、乾燥中に蓄積もしない。我々は、
スサビノリの熱アルコール可溶画分から、
緑色植物の LEAとは配列相同性がないが、
N末端 20残基に LEA様の天然変性領域と
化学保護作用（薬物誘導性肝細胞傷害抑制
作用）をもつタンパク質 PYP1 を見出して
いる（Choi et al., 2015）。そこで、ホモロジ
ー検索が困難な新規性の高い LEA 様タン
パク質が他にも複数種存在するのではない
かという着想に至り、スサビノリ葉状体の
熱水抽出により LEA 様タンパク質の分画
が可能かを試みたところ、80〜120℃で加熱
し て も 熱 凝 集 し な い 熱 可 溶 性
(Heating-soluble：HES)タンパク質が大量に
あることを見出した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、HESタンパク質群について、
（１）抽出条件の最適化、（２）乾燥変性保
護試験、（３）HESタンパク質の同定、（４）
主要 HES タンパク質のアミノ酸配列解析、
（５）乾燥感受性のアマノリ属数種を用い
た比較生化学的解析を行い、スサビノリ特
有の乾燥耐性付与タンパク質を同定するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）抽出条件の検討 
乾ノリ（全型 3 g）をミル粉砕（IKA Mill 
control, 25,000 rpm, 1 min）し、300 mLの超純
水で抽出を行った（4℃, 60 min）。抽出液を遠
心分離（15,000 ×g, 4℃, 30 min）後、得られた
上清を加熱処理（20〜100℃, 60 min）し、再
度同遠心操作により上清を得て、これを HES
画分とした。HES画分中に含まれる酸性多糖
（ポルフィラン）は、塩化セチルピリジニウ
ム (CPC) の終濃度が 0.33%となるように
2%(w/v) CPC溶液を添加し、遠心分離（15,000 
×g, 4℃, 30 min）により沈殿物として除去し、
得られた上清を HESタンパク質画分とした。 
（２）乾燥変性保護試験 
乾燥変性保護作用が知られている BSA(牛血
清アルブミン)をコントロールとして、HES
画分および HESタンパク質画分について、脱
水感受性の LDH(乳酸脱水素酵素,ウサギ筋肉
由来)に対する保護作用を観察した。サンプル
の終濃度が 0.1〜500 mg/mL となるように希
釈系列を作製し、96穴プレートのウェルに各
濃度のサンプルと 25 nM LDH酵素溶液 (140 
kDaの 4量体酵素として、25 mM Tris-HCl, pH 
7.5にて調製)をそれぞれ 25 μL加え、10分間
振盪撹拌した。その後 Speed-vac により乾燥
させた(20℃, 1 h)。乾燥後、50 μLの超純水を
加えて再水和させ、10 分間振盪撹拌した。
LDHの活性測定は、LDHアッセイ混合液(0.44 
mg/mL NBT, 0.54 mg/mL β-NAD＋, 40 U/mlジ
アホラーゼ, 50 mM lactic acid lithium salt in 10 
mM Tris–HCl, pH 8.5)を調製し、各ウェルに 50 
μL加えて振盪撹拌し、プレートリーダーを用



いて 560 nm の吸光度を測定することにより
求めた。 
（３）HESタンパク質の同定 
HES タンパク質画分の二次元電気泳動によ
る分離は、Khandakar et al. (2013) の方法に
従った。ゲル内トリプシン消化と
MALDI-QIT-TOF 質量分析計を用いた
MS/MS イオンサーチ法によるタンパク質
同定は Choi et al. (2015)の方法に従って行
った。 
（４）HESタンパク質の化学構造解析 
MS/MS イオンサーチ法により特定された
コンティグの塩基配列を基に、RACE 法に
よって遺伝子クローニングを行い、塩基配
列の解析から全アミノ酸配列を推定した。 
（５）比較生化学的解析 
大腸菌発現系(pCold ベクター)により HES タ
ンパク質の組換えタンパク質を発現させ、ウ
サギ免疫によりこれらの抗体を作成した。ア
マノリ属の潮間帯生育種と漸深帯生育種か
ら調製したHES画分を SDS-PAGEで分離し、
抗 HES タンパク質抗体を用いたウエスタン
ブロット法により HES タンパク質の発現量
を比較した。 
 
４．研究成果 
乾海苔（スサビノリ）の水抽出液を 30〜100℃
で加熱処理（60分）して得られた水溶性タン
パク質をSDS-PAGE分離および質量分析した
ところ、90℃以上の高温処理によっても熱凝
集・沈殿しない熱可溶性 (Heating-soluble: 
HES)タンパク質があることがわかった（図
１）。HESタンパク質のうち、71 kDaと 46 kDa
のタンパク質をそれぞれ HES1 および HES2
と命名した。100℃の処理では、HES2の分解
により生じたと考えられるフラグメント
（HES2 frag.1,2）が増加する傾向が見られた
ので、90℃で 60 分間処理した可溶性画分を
HES画分として、以後の実験に用いた。 

図１ 加熱処理後の水溶性タンパク質 
HES: 熱可溶性タンパク質; PBP: フィコビリ
タンパク質; RBCL: ルビスコ大サブユニッ
ト; RBCS: ルビスコ小サブユニット 
 
HES画分の LDHに対する in vitroの乾燥変性
保護作用を調べたところ、BSAよりも強い保
護作用を示した（図２）。また、CPC 処理に

よって、酸性多糖成分を除去した HESタンパ
ク質画分においても HES 画分と同程度の保
護作用を示したことから、乾燥変性保護作用
をもつ成分は HES タンパク質であることが
強く示唆された。 

図２ HES 画分と HES タンパク質の乳酸デ
ヒドロゲナーゼ(LDH)に対する乾燥変性保護
作用 
 
二次元電気泳動により HES タンパク質を分
離し、主要なスポットについて MS/MS イオ
ンサーチ法による同定を行なった。LEA様タ
ンパク質として、新たに 22 kDaのタンパク質
が同定され、これを HES3と命名した（図３）。 

図３ HES タンパク質の二次元電気泳動に
よる分離と質量分析によるタンパク質の同
定 
 
HES タンパク質には、LEA 様のタンパク質
(HES1, HES2,および HES3)の他、葉緑体翻訳
関連タンパク質（PRPL12や RRF; Yamaguchi, 
2011；Yamaguchi, 2017）、光合成装置安定化
タンパク質(PsbU/PYP2; Choi et al., 2015)が含
まれていることがわかった（図３）。MS/MS
イオンサーチ法では遺伝子の特定ができな
かったケースも多くあった（NIと示されたス
ポット）。これは、アマノリのゲノム情報が
現状ドラフトレベルであること（ペプチドの
観測質量がゲノム配列から算出された理論
質量に帰属しないこと）に起因しているか、
翻訳後修飾により複雑な構造をもつタンパ
ク質の可能性があり、今後の研究が必要であ
る。 



HES1 と HES3 については、PSI-BLAST によ
り、高等植物（ニンジン）のグループ３ LEA
タンパク質(DC8)と弱い配列相同性を有する
ことが示された。HES2 については、既知の
LEA タンパク質とは配列相同性を示さなか
ったが、その物理化学的特性（Ala, Gly, 
Asx/Glx, Lys/Arg, Thr/Serに富み、Cysおよび
Trpを欠く）が LEAタンパク質や天然変性タ
ンパク質と類似しており、新規性の高いアマ
ノリ特有の LEA様タンパク質と考えられた。 
 
HES1 と HES3 は、アマノリ属の潮間帯生育
種において顕著に発現しており、漸深帯生育
種においては全く発現していないか低い発
現レベルであることがわかった（図４）。一
方、HES2 では、潮間帯生育種と漸深帯生育
種との間にその発現量の差は見られなかっ
た（図４）。以上のことから、アマノリの乾
燥耐性には、LEA様のタンパク質（少なくと
も HES1 と HES3）が寄与しているものと推
察した。 

図４ アマノリ属の潮間帯生育種（Intertidal）
と漸深帯生育種 (Subtidal)における HES1, 
HES2, および HES3の発現量の比較 
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