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研究成果の概要（和文）：乾燥耐性をもつ紅藻スサビノリの葉状体世代は、産業上重要な乾海苔（板ノリ）の原料とな
る。代表者らは、乾燥加工された板ノリに70S型の粒子を保った葉緑体リボソームが大量に含まれていることを最近見
出した。本研究では、プロテオミクスの手法を用いて葉緑体リボソームに乾燥耐性や熱安定性を賦与する可能性のある
タンパク質性因子を探索した。その結果、葉緑体のストロマに局在すると考えられる新規なLEA様タンパク質が見出さ
れた。また、スサビノリの葉緑体リボソームと葉緑体翻訳因子のタンパク質組成は常温菌（例：大腸菌）のものとよく
似ていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Desiccation-tolerant leafy gametophyte of the red alga Pyropia yezoensis is 
commercially important marine crop for the major source of dried Nori (Nori sheets). We recently found 
that dried Nori contains abundant chloroplast ribosomes as 70S-type particles. In this study, we explored 
proteinaceous factors, which may confer desiccation-tolerance and heat-stability, by means of proteomic 
approaches. Consequently, we found novel LEA-like proteins that are likely localized in the chloroplast 
stroma. We also suggest that the protein composition of P. yezoensis chloroplast ribosome and its 
translation factors resembles that of mesophilic bacteria (e.g., E. coli).

研究分野：水圏生命科学
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１．研究開始当初の背景 
 我が国の伝統水産加工食品“海苔”の主
原料である紅藻アマノリ属スサビノリはア
マノリ属の中でも乾燥や凍結による脱水ス
トレスに強い抵抗性をもつ特徴がある。緑
色植物においては、LEA(Late Embryogenesis 
Abundant)と呼ばれる脱水ストレス発現誘
導性のタンパク質ファミリーが脱水耐性に
重要な役割を果たすと考えられているが、
スサビノリにおいては LEA の存否が不明
で乾燥耐性因子は特定されておらず、脱水
耐性の分子機構についての知見が極めて乏
しい。 
 スサビノリと同じウシケノリ科の
Porphyra columbina においては、乾燥に伴
ったフィコエリスリン(PE)とフィコシアニ
ン(PE)の顕著な増加と活性酸素(ROS)消去
酵素群の活性上昇が観察されており、PE、
PC、および ROS 消去酵素群が乾燥時の酸
化ストレス耐性に関与するタンパク質因子
であることを示唆する報告がなされている
(Contreras-Porcia et al., JXB, 2011)。 
 一方、代表者らは、緑色植物からの葉緑
体リボソームの迅速・簡易調製法
(Yamaguchi, Methods Mol. Biol., 2011)を紅藻
向けに改良し、タンパク質含量の高い上級
品の市販乾海苔からリボソーム単離を試み
たところ、ほぼ無傷と思われる 70Sの形状
を保った葉緑体リボソームが大量に得られ
ることを見出した。市販の乾海苔は、その
製造工程において、高温（60〜80℃）で数
時間脱水処理されている。それにも関わら
ず、超分子複合体の葉緑体リボソームが
70S の形状を保った状態で得られたことか
ら、代表者らはスサビノリ葉緑体タンパク
質合成系の乾燥耐性メカニズムに興味を抱
いた。 
 原始紅藻スサビノリは、植物系統進化と
ゲノミクスの観点から、シアノバクテリア
に近いプロトタイプの葉緑体リボソームを
もつと推定されるが、タンパク質組成の実
態は不明である。植物の葉緑体リボソーム
が耐熱菌由来 rRNA 安定化タンパク質 Thx
のホモログ(PSRP-4)や葉緑体特異的リボソ
ームタンパク質 PSRPs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
加的にもつ可能性もあると考えた。そこで、
葉緑体リボソームの乾燥耐性に関与する可
能性のあるストロマ局在性タンパク質の探
索と葉緑体リボソームの安定化に寄与する
リボソームタンパク質の探索を試みること
とした。 
 
２．研究の目的 
 スサビノリにおいても P. columbina 同様
に、乾燥に伴うフィコビリタンパク質（PC
や PE）の顕著な増加が観察されるのか、ま
た ROS 消去酵素のタンパク質レベルの発

現上昇が見られるのかを検証すること。ま
た、スサビノリの葉緑体タンパク質合成系
の乾燥耐性に寄与するタンパク質性因子を
探索すること。 
 
３．研究の方法 
（１）スサビノリ葉状体の乾燥過程のディ
ファレンシャルプロテオミクスおよび葉緑
体リボソームの乾燥耐性に関与する可能性
のあるストロマ局在性タンパク質と葉緑体
翻訳因子の探索 
 材料として、有明産の支柱式養殖ノリを
用い、非干出・非乾燥の対照に培養株 TU-1
を用いた。乾燥前後の細胞の生存はエリス
ロシン染色により確認した。フィコビリタ
ン パ ク 質 の 比 較 定 量 は 分 光 法 と
SDS-PAGE のバンド強度比較により行っ
た。タンパク質の発現プロファイリングは、
TRIzol 試薬を用いて調製したトータルタ
ンパク質の二次元電気泳動(2DE)パターン
を取得後、Prodigy SameSpotsを用いた定
量比較解析により行った。主要スポットに
ついては、MS/MS イオンサーチ法による
同定を行った。 
（２）スサビノリ葉緑体 70Sリボソームの
プロテオミクス 
 ショ糖密度勾配超遠心により分離した
70S 画分のタンパク質を SDS-PAGE 後、
MS/MS イオンサーチ法によるタンパク質
の同定を行った。 
（３）スサビノリ葉緑体 70Sリボソームを
用いた無細胞翻訳系の構築 
 再構成型無細胞タンパク質合成キット
PUREflexを用い、大腸菌リボソームをスサ
ビノリ葉緑体 70Sリボソームに置換して翻
訳活性を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）スサビノリ葉状体の乾燥過程のディ
ファレンシャルプロテオミクスおよび葉緑
体リボソームの乾燥耐性に関与する可能性
のあるストロマ局在性タンパク質と葉緑体
翻訳因子の探索 
 P. columbina での報告(Contreras-Porcia 
et al., JXB, 2011)とは異なり、乾燥過程での
フィコビリタンパク質(PE および PC)の量
は一定であった。また、ROS消去酵素を含
め、その他のタンパク質においても有意な
発現量増加は認められなかった (Fold 
change, >1.5; ANOVA, p < 0.05)。一方で、主
要な 2DEスポットのMS/MS解析により、
ニンジン胚のグループ３LEA タンパク質
DC8 と弱い配列相同性を有する新規な
LEA 様タンパク質（71 kDa）を同定した。
また、釜慶大学の Nam博士らとの共同研究
において、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
変性領域をもつタンパク質 PYP1（6 kDa）
を見出した（図１）。これらの LEA様タン
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より帰属した領域を示す。
アスタリスク（＊）は、同一のアミノ酸、
コロン（：）は、
ピリオド（.）は、保存性の低いアミノ酸を
示す。C末端側に示された数値は、成熟タ
ンパク質のアミノ酸残基数、括弧内に前駆
体タンパク質のアミノ酸残基数を示す。
配列相同性。I: 
Ppu_hypo: 紅藻
能未知タンパク質
ツノマタの機能未知タンパク質
Ehu_hypo: ハプト藻
能未知タンパク質
huxleyiのフルクトース
ーゼアイソフォーム
ドメイン。 

図２ ショ糖密度勾配超遠心による葉緑体
Sリボソームの分離

a, 緑藻クラミドモナス；
ビドプシス；c, 
クラミドモナスとアラビドプシスにおい
ては、細胞質リボソームの
ボソームの主要成分であるが、スサビノリ
（乾ノリ）では、
体リボソームが主要成分である。フラクシ
ョン番号５の画分のプロテオーム解析によ
り、21 種の葉緑体リボソームタンパク質

S3, S4, S5, S7, S19, S20, L1, L2, L3, L4, L5, 

インシーケンサにより配列を決定した領域。
グレーボックスは、MS/MS
より帰属した領域を示す。
アスタリスク（＊）は、同一のアミノ酸、
コロン（：）は、保存性の高いアミノ酸、

）は、保存性の低いアミノ酸を
末端側に示された数値は、成熟タ

ンパク質のアミノ酸残基数、括弧内に前駆
体タンパク質のアミノ酸残基数を示す。

I: 配列同一性。
紅藻パープレアアマノリの

能未知タンパク質。Ccr_hypo:
機能未知タンパク質
ハプト藻 Emiliania huxleyi

能未知タンパク質。Ehu_FBPA1N:
フルクトース-1,6

アイソフォーム A1の

ショ糖密度勾配超遠心による葉緑体
リボソームの分離 
緑藻クラミドモナス；

c, 紅藻スサビノリ。
クラミドモナスとアラビドプシスにおい
ては、細胞質リボソームの
ボソームの主要成分であるが、スサビノリ
（乾ノリ）では、70S粒子に相当する葉緑
体リボソームが主要成分である。フラクシ
ョン番号５の画分のプロテオーム解析によ

の葉緑体リボソームタンパク質
S3, S4, S5, S7, S19, S20, L1, L2, L3, L4, L5, 

インシーケンサにより配列を決定した領域。
MS/MSイオンサーチに

より帰属した領域を示す。 
アスタリスク（＊）は、同一のアミノ酸、

保存性の高いアミノ酸、
）は、保存性の低いアミノ酸を
末端側に示された数値は、成熟タ

ンパク質のアミノ酸残基数、括弧内に前駆
体タンパク質のアミノ酸残基数を示す。

配列同一性。 
パープレアアマノリの

_hypo: 紅藻ヤハズ
機能未知タンパク質

Emiliania huxleyi
_FBPA1N: Emiliania 
1,6-ビスホスファタ
の機能未知 N

ショ糖密度勾配超遠心による葉緑体

緑藻クラミドモナス；b, 高等植物アラ
紅藻スサビノリ。 

クラミドモナスとアラビドプシスにおい
ては、細胞質リボソームの 80S粒子が全リ
ボソームの主要成分であるが、スサビノリ

粒子に相当する葉緑
体リボソームが主要成分である。フラクシ
ョン番号５の画分のプロテオーム解析によ

の葉緑体リボソームタンパク質
S3, S4, S5, S7, S19, S20, L1, L2, L3, L4, L5, 

インシーケンサにより配列を決定した領域。
イオンサーチに

アスタリスク（＊）は、同一のアミノ酸、
保存性の高いアミノ酸、

）は、保存性の低いアミノ酸を
末端側に示された数値は、成熟タ

ンパク質のアミノ酸残基数、括弧内に前駆
体タンパク質のアミノ酸残基数を示す。S: 

パープレアアマノリの機
ヤハズ

機能未知タンパク質。
Emiliania huxleyiの機

Emiliania 
ビスホスファタ

N末端

ショ糖密度勾配超遠心による葉緑体

高等植物アラ

クラミドモナスとアラビドプシスにおい
粒子が全リ

ボソームの主要成分であるが、スサビノリ
粒子に相当する葉緑

体リボソームが主要成分である。フラクシ
ョン番号５の画分のプロテオーム解析によ

の葉緑体リボソームタンパク質
S3, S4, S5, S7, S19, S20, L1, L2, L3, L4, L5, 



L6, L9, L13, L14, L16, L18, L27, L28, L31, 
および L32）を同定できた。 
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