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研究成果の概要：紅藻スサビノリ葉状体の栄養塩類の取込みに重要な役割を果たすと考えられ

る 4種類のトランスポーター遺伝子を同定し，栄養環境変化に対する各遺伝子の発現応答性を

明らかにした．また，スサビノリ葉状体の環境応答や葉状体栄養細胞の生殖細胞への分化に関

与していると考えられる 5種類の候補遺伝子を同定し，環境（水温および光周期）変化にて生

殖細胞分化を誘導した葉状体における各遺伝子の発現変動を明らかにした． 

 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 2,400,000 0 2,400,000 

2008 年度 900,000 270,000 1,170,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,300,000 270,000 3,570,000 

 
 
研究分野：海洋生物化学 
科研費の分科・細目：水産学・水産化学 
キーワード：紅藻・スサビノリ・環境応答・トランスポーター・窒素同化・栄養塩・生殖細胞・

細胞分化 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 日本人にとって馴染み深い海藻類は，古く
から食糧あるいは工業原料として利用され
てきた．食用海藻の中で，産業上最も重要な
藻種が紅藻スサビノリ（Porphyra yezoensis）
である．養殖スサビノリの生産量は，近年の
養殖技術の発達・改良，多収穫性品種の選抜
育種，加工工程の全自動化などにより飛躍的
に増大した．しかしながら，スサビノリの養
殖は気象・海況に大きく左右されるため，依
然として養殖には多くの病障害が伴い，生産
量や品質は不安定である． 

 近年，日本各地のスサビノリ養殖場におい
て，スサビノリの生産量や品質を著しく低下
させる色落ち現象が毎年発生し，養殖業に甚
大な被害をもたらしている．色落ちは，海水
中の栄養塩類（特に無機窒素）の減少により
スサビノリ葉状体が退色・黄褐色化する現象
で，その原因として，養殖期の降雨量減少に
よる陸地からの栄養塩類の供給量減少，植物
プランクトンの大量発生による海水中の栄
養塩類の減少，などが考えられている．これ
までに，養殖場の水質（栄養塩濃度，植物プ
ランクトン量など）と色落ち発症との関連性
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が調べられている．また，色落ちスサビノリ
では，紅藻特有のタンパク質色素フィコビリ
ンの含量が著しく減少していることが明ら
かにされている．しかしながら，スサビノリ
の色落ち発症の生理・分子機構や，栄養塩類
の代謝特性は未だ明らかにされておらず，養
殖場における色落ち現象発生の予測・予防を
困難なものとしている．したがって，養殖場
におけるスサビノリの色落ち発生の予測や，
低栄養塩耐性品種の効率的な選抜育種など
を行うためには，スサビノリの栄養塩類の代
謝特性と色落ち発症機構を分子レベルで解
明することが必要不可欠である． 
 また，近年の海水温の上昇傾向により，養
殖スサビノリの生産量や品質の低下が懸念
されている．特に養殖スサビノリの採苗・育
苗が海水温の上昇傾向により大きな影響を
受け，養殖初期の生産量低下や種網の品質低
下などが起こっている．スサビノリ葉状体は，
低水温，短日条件では成熟することなく成葉
まで生長するが，高水温，長日条件では葉状
体栄養細胞の単胞子や生殖細胞への分化（成
熟）が誘導・促進され，葉状体から単胞子，
精子，果胞子が放出されるに伴い葉状体は崩
壊する．このようなスサビノリ葉状体の生長
特性は，スサビノリの養殖期間・海域を限定
する要因であると共に，海水温上昇による養
殖初期の生産量や種網の品質に与える影響
にも深く関係している．したがって，近年の
海水温の上昇傾向がスサビノリ葉状体の生
長特性に与える影響を把握し，養殖法の改
善・改良や高温耐性品種の効率的な選抜育種
などを行うためには，葉状体が海水温変化を
認識して成熟応答する一連の分子機構の解
明が必要不可欠である． 
 
２．研究の目的 
 スサビノリ色落ちの発症は，海水中の栄養
塩類のうち，特に無機窒素の減少によるとこ
ろが大きい．藻類や陸上植物が一般に利用で
きる無機窒素源は主に硝酸イオンとアンモ
ニウムイオンであり，これらの取込みはそれ
ぞれ，硝酸イオントランスポーター（NRT）
とアンモニウムイオントランスポーター
（AMT）により行われる．我々は既に，海水
中の無機窒素量の変化により発現変動する
遺伝子の単離・同定を進め，これまでに海水
中の無機窒素の有無で発現変動する遺伝子
由来の cDNA 断片を 24 個単離しており，その
うちの19個は窒素源の取込みに関与するNRT
と尿素トランスポーター（UT）をコードして
いた．そこで本研究では，スサビノリの NRT
（PyNRT），UT（PyUT），AMT（PyAMT）に着目
し，各トランスポーターの cDNA を単離して
各分子の一次構造を明らかにする．さらに，
スサビノリ葉状体の色落ち過程や，色落ちス
サビノリに対して種々の窒素源を添加して

色落ちを回復させる過程における PyNRT，
PyAMT，PyUT 遺伝子の発現変化を調べ，無機
窒素の取込みに関わる分子の特性を把握し，
葉状体の無機窒素の代謝特性と生長特性を
明らかにする． 
 また，我々は既に，スサビノリ葉状体が水
温や光周期の変化を認識して成熟応答する
一連の分子機構に関与する遺伝子の単離・同
定も進めている．これまでに，環境認識や成
熟応答に関与すると考えられる遺伝子由来
の cDNA 断片を多数単離し，これらの中には
環境応答，代謝制御，形態形成，細胞分化へ
の関与が示唆されている heat shock protein 
82 （ HSP82 ）， HSP90 ， mitogen-activated 
protein kinase （ MAPK ）， SNF1-related 
protein kinase（SNF1PK），低分子量 G タン
パク質（SGTP）をコードしているものが含ま
れていた．そこで本研究では，スサビノリの
HSP82（PyHSP82），HSP90（PyHSP90），MAPK
（PyMAPK），SNF1PK（PySNF1PK），SGTP（PySGTP） 
cDNA を単離して各分子の一次構造を明らか
にする．さらに，スサビノリ葉状体栄養細胞
が生殖細胞へ分化する過程における各遺伝
子の発現変化を調べ，葉状体の環境認識や成
熟応答と各遺伝子機能との関連性を明らか
にする． 
 
３．研究の方法 
(1)スサビノリ葉状体における窒素源取込み
の分子機構解析 
①窒素源の取込みに関与するトランスポー
ター遺伝子の cDNA クローニング：スサビノ
リ葉状体の窒素源取込みに重要な役割を果
たす PyNRT，PyAMT，PyUT をコードする cDNA
の単離を行った．まず，濾過天然海水培地で
低水温（10℃），短日条件（明期 10 h，暗期
14 h）で 72 h 培養した葉状体から全 RNA を
抽出・精製し，RACE PCR 用 cDNA を合成した．
既に得られている部分 cDNA の塩基配列情報
を基に PyNRT および PyUT cDNA に対する RACE 
PCR 用プライマーを，スサビノリ EST データ
ベースの塩基配列情報を基に PyAMT cDNA に
対する RACE PCR 用プライマーを作製した．
各プライマーを用いて RACE PCR 用 cDNA を鋳
型とした RACE PCR を行い，増幅 cDNA をクロ
ーン化して塩基配列を決定した． 
②葉状体の色落ち誘導試験：室内培養におけ
るスサビノリ葉状体の色落ち誘導条件を明
らかにするため，室内培養試験を行った．栄
養補強海水培地を用いて低水温，短日条件に
て生長させた葉状体を濾過天然海水培地に
移し，培地交換せずに低水温，短日条件で培
養を続けて色落ちを誘導した．24 h 毎に葉状
体色ならびに海水培地中の溶存無機態窒素
（DIN）を測定し，葉状体の色落ちが始まる
までと，完全な色落ち状態になるまでの培養
時間を調べた． 



③葉状体の色落ち過程におけるトランスポ
ーター遺伝子の発現解析：PyNRT，PyAMT，PyUT 
cDNA の塩基配列情報を基に，各 cDNA を特異
的に検出するリアルタイム PCR 用プライマ
ー・プローブセットを作製した．葉状体の色
落ち誘導には濾過天然海水培地を用い，培地
交換せずに低水温，短日条件で葉状体を168 h
培養した．培養期間中，24 h 毎に葉状体を回
収し，各葉状体から全 RNAを抽出・精製した．
得られた全 RNA から合成したリアルタイム
PCR 用 cDNA を鋳型として，PyNRT，PyAMT，PyUT 
cDNA に特異的なプライマー・プローブセット
を用いたリアルタイム PCR を行い，各遺伝子
の発現変化を調べた． 
④葉状体の色落ち回復過程におけるトラン
スポーター遺伝子の発現解析：濾過天然海水
培地を用い，培地交換せずに低水温，短日条
件で葉状体を 72 h 培養して色落ちを誘導し
た．次いで，窒素源として硝酸ナトリウム，
亜硝酸ナトリウム，塩化アンモニウム，硫酸
アンモニウム，尿素，アミノ酸（アルギニン，
グルタミン酸，グリシン）を低濃度（0.15 mM）
あるいは高濃度（1.5 mM）で添加し，各窒素
源添加後 2 h と 26 h の葉状体を回収した．
各葉状体から抽出・精製した全 RNA からリア
ルタイム PCR 用 cDNA を合成し，リアルタイ
ム PCR により各遺伝子の発現変化を調べた． 
 
(2)スサビノリ葉状体における環境認識およ
び成熟応答の分子機構解析 
①環境認識および成熟応答に関与する遺伝
子の cDNA クローニング：スサビノリ葉状体
が環境（水温，光周期）変化を認識して成熟
応答する一連の分子機構に関与していると
考えられる PyHSP82，PyHSP90，PyMAPK，
PySNF1PK，PySGTP の cDNA 単離を行った．栄
養補強海水培地を用いて低水温，短日条件で
培養したスサビノリ葉状体を高水温（15℃），
長日条件（明期 14 h，暗期 10 h）に移して
培養し，葉状体栄養細胞の生殖細胞への分化
を誘導した．生殖細胞の形成が認められた時
点で葉状体を回収し，全 RNA を抽出・精製し
て RACE PCR 用 cDNA を合成した．既に得られ
ている部分 cDNA の塩基配列情報を基に
PyHSP82，PyHSP90，PyMAPK，PySNF1PK，PySGTP 
cDNA に対する RACE PCR 用プライマーを作製
した．各プライマーを用いて RACE PCR 用 cDNA
を鋳型とした RACE PCR を行い，増幅 cDNA を
クローン化して塩基配列を決定した． 
②葉状体の成熟誘導試験：室内培養における
スサビノリ葉状体の成熟誘導条件を明らか
にするため，室内培養試験を行った．栄養補
強海水培地を用いて低水温，短日条件にて生
長させた未成熟葉状体を，高水温，長日条件
での培養に移し，成熟を誘導した．24 h 毎に
葉状体栄養細胞を観察し，栄養細胞が生殖細
胞に分化するまでの培養時間を調べた． 

③葉状体の成熟過程における候補遺伝子の
発現解析：PyHSP82， PyHSP90， PyMAPK，
PySNF1PK，PySGTP cDNA の塩基配列情報を基
に，各 cDNA を特異的に検出するリアルタイ
ム PCR 用プライマー・プローブセットを作製
した．栄養補強海水培地を用いて低水温，短
日条件にて生長させた未成熟葉状体を高水
温，長日条件に移して培養し，葉状体の成熟
を誘導した．葉状体の成熟が十分に進むまで
24 h 毎に葉状体を回収し，各葉状体から全
RNA を抽出・精製した．得られた全 RNA から
合成したリアルタイム PCR 用 cDNA を鋳型と
して，PyHSP82，PyHSP90，PyMAPK，PySNF1PK，
PySGTP cDNA に特異的なプライマー・プロー
ブセットを用いたリアルタイム PCR を行い，
各遺伝子の発現変化を調べた． 
④候補遺伝子産物に対する抗体の選定：大腸
菌用発現ベクターに PyHSP82，PyHSP90，
PyMAPK，PySNF1PK，PySGTP cDNA を組込み，
各分子の大腸菌発現ベクターを構築した．各
ベクターを用いて発現用宿主大腸菌を形質
転換させ，組換えタンパク質を調製した．ま
た，PyHSP82，PyHSP90，PyMAPK，PySNF1PK，
PySGTP の演繹アミノ酸配列情報を基に，各分
子に対する市販の一次抗体を選定した．
PyHSP82，PyHSP90，PyMAPK，PySNF1PK，PySGTP
の大腸菌組換えタンパク質と選定した一次
抗体との反応性をウエスタン・ブロット解析
により調べた． 
⑤葉状体の成熟過程における候補遺伝子産
物の同定：低水温，短日条件にて生長させた
未成熟葉状体と，高水温，長日条件で培養し
て成熟誘導した葉状体を回収し，4%パラホル
ムアルデヒド，0.4 M NaCl を含む 10 mM リン
酸緩衝液（pH7.4）（PBS-PFA 固定液）に浸漬
した．次いで，葉状体をエタノール浸漬によ
り脱水・脱色し，アクリル樹脂に包埋後，回
転式ミクロトームにて葉状体を 10 μm に薄
切した．樹脂包埋切片をスライドガラスに固
定後，選定した市販一次抗体およびアルカリ
フォスファターゼ（AP）結合二次抗体を用い
た免疫染色を行った．なお，抗体反応の検出
には NBT/BCIP による発色法を利用した． 
 
４．研究成果 
(1)スサビノリ葉状体における窒素源取込み
の分子機構解析 
①窒素源の取込みに関与するトランスポー
ター遺伝子の cDNA クローニング：RACE PCR
により，PyNRT および PyAMT についてはそれ
ぞれ，479 および 483 アミノ酸残基をコード
する約 1.9～2.0 kbp の cDNA が得られた．一
方，PyUT については異なるアミノ酸残基をコ
ードする約2.4～2.5 kbpの2種類のcDNA（740
アミノ酸残基をコードする PyUT1 cDNA と 680
アミノ酸残基をコードする PyUT2 cDNA）が得
られた． 



②窒素トランスポーターの一次構造解析：
PyNRT，PyAMT，PyUT1，PyUT2 の演繹アミノ酸
配列の疎水性分布を調べたところ，PyNRT は
12 回，PyAMT は 11 回，PyUT1 は 15 回，PyUT2
は 16 回の膜貫通ドメインをもつ膜タンパク
質であることが明らかとなった．NRT には，
一次能動輸送体（ABC 型 NRT）と，プロトン
との共輸送によって硝酸イオンを輸送する 2
種類の二次能動輸送体（NRT1 と NRT2）が存
在する．PyNRT の演繹アミノ酸配列には，NRT2
に特徴的な major facilitator superfamily
（MFS）モチーフと nitrate-nitrite porter
ファミリーモチーフが保存されており，
PyNRT は NRT2 に分類されると推察された．ま
た，PyNRT の C 末端にはリン酸化配列が認め
られ，他生物種 NRT2 と同様に PyNRT もリン
酸化による活性調節を受けることが考えら
れた．AMT も構造や機能によって 3 つのファ
ミリーに分類されるが，陸上植物や藻類の
AMT は AMT1 ファミリーに属している．PyAMT
の演繹アミノ酸配列は AMT1 のそれと高い相
同性を示し，他生物種 AMT1 で高度に保存さ
れている MFSモチーフ様配列も認められたた
め，PyAMT は AMT1 ファミリーに分類されると
推 察 さ れ た ． 陸 上 植 物 や 酵 母 で は ，
sodium-solute symporter スーパーファミリ
ーに属する高親和性プロトン-尿素共輸送体
DUR3 が尿素の取り込みを行っている．PyUT1
および PyUT2 の演繹アミノ酸配列は，陸上植
物 DUR3のものと比較的高い相同性を示した．
しかしながら，PyUT1 と PyUT2 の演繹アミノ
酸配列の同一率が約 56%であること，両分子
の膜貫通ドメイン構造が異なること，陸上植
物の DUR3 に保存されている walker A モチー
フ様配列が PyUT2にのみ認められることから，
PyUT1 と PyUT2 の細胞内機能は大きく異なる
ことが推察された． 
③葉状体の色落ち誘導条件：葉状体（平均 5 
cm）5枚を 500 mL の濾過天然海水培地で培養
して色落ちを誘導し，24 h 毎に葉状体色と海
水培地の DIN を測定した．その結果，色落ち
誘導後 24 h で海水培地の DIN は最小値とな
り，誘導後 72～96 h で葉状体は色落ち状態
となった． 
④葉状体の色落ち過程におけるトランスポ
ーター遺伝子の発現変化：色落ち誘導前後の
葉状体における PyNRT，PyAMT，PyUT1，PyUT2
遺伝子の発現量を調べたところ，各遺伝子発
現は色落ち誘導後 48 h で急増し，その後も
高い発現レベルを維持し続けていた．なお，
色落ちにより PyUT2遺伝子発現が特に著しく
誘導され，色落ち誘導後 48 h での発現量は
色落ち誘導前の約 75 倍であった．したがっ
て，スサビノリ葉状体は PyNRT，PyAMT，PyUT1，
PyUT2 遺伝子を高発現して貧栄養環境に対応
していること，PyUT2 遺伝子が貧栄養環境に
対する応答・適応に特に重要な役割を果たし

ていることが考えられた． 
⑤葉状体の色落ち回復過程におけるトラン
スポーター遺伝子の発現変化：色落ち誘導後
72 h で PyNRT，PyAMT，PyUT1，PyUT2 遺伝子
発現は色落ち誘導前の約 5～50倍に増加した．
窒素源添加後 2 h および 26 h で最も顕著に
発現抑制されたのは PyNRT 遺伝子で，硝酸ナ
トリウム以外の窒素源添加により PyNRT遺伝
子の発現レベルは，色落ち誘導前の発現レベ
ルにまで抑制された．PyAMT，PyUT1，PyUT2
遺伝子発現は，無機態窒素源の添加により大
きく抑制されたが，有機態窒素源の添加に対
して顕著な変動を示さなかった．したがって，
PyNRT 遺伝子は硝酸イオンを除く窒素源に対
して，PyAMT，PyUT1，PyUT2 遺伝子は有機態
窒素源よりも無機態窒素源に対して顕著な
発現応答性を示すこと，貧栄養状態の葉状体
はアンモニウムイオンを優先的に取込むこ
とが明らかとなった．なお，PyUT1 と PyUT2
遺伝子は DUR3 遺伝子とは異なる発現特性を
示し，両 PyUT の細胞内機能は DUR3 のそれと
異なると考えられた．貧栄養条件下で高発現
する PyUT の細胞内での機能特性や局在性を
明らかにするためには，酵母変異株を用いた
遺伝子相補試験や，Anti-PyUT 抗体を用いた
免疫染色を行う必要がある． 
 
(2)スサビノリ葉状体における環境認識およ
び成熟応答の分子機構解析 
①環境認識および成熟応答に関与する遺伝
子の cDNA クローニング：RACE PCR により，
PyHSP82，PyHSP90，PyMAPK，PySNF1PK，PySGTP
についてそれぞれ，757，887，387，417，203
アミノ酸残基をコードする約 0.8～3.0 kbp
の cDNA が得られた． 
②環境認識および成熟応答に関与する分子
の一次構造解析：PyHSP82 および PyHSP90 の
演繹アミノ酸配列中には HSP90ファミリーモ
チーフが存在し，各分子の C末端部にはそれ
ぞれ，細胞質局在モチーフおよび小胞体局在
モチーフが認められた．したがって，PyHSP82
は細胞質型 HSP90 に，PyHSP90 は小胞体型
HSP90 に分類されると推察された．PyMAPK の
演繹アミノ酸配列には，MAPK に特徴的な ATP
結合領域，Ser/Thr キナーゼ活性部位，活性
化領域（T-loop），CD ドメインが保存されて
いた．なお，T-loop 内に存在するリン酸化モ
チーフ“TxY”は多くの場合“TEY”であるが，
PyMAPK のそれは“TAY”であった．PyMAPK と
同様，PySNF1PK の演繹アミノ酸配列には ATP
結合領域，Ser/Thr キナーゼ活性部位，T-loop
が保存されていた．また，PySNF1PK の T-loop
内のリン酸化部位は，他生物種 SNF1PK と同
様に Thr 残基であった．SGTP は構造と機能に
より大きく Ras，Rab，Arf，Rho，Ran に分類
される．PySGTPはRabファミリーに分類され，
GTP 結合領域や GTP 結合に伴って構造変化す



る Switch I/II 領域は他生物種 SGTP 同様，
高度に保存されていた． 
③葉状体の成熟誘導条件：低水温，短日条件
にて生長させた未成熟葉状体（平均 5 cm）5
枚を 500 mL の栄養補強海水培地に移し，高
水温，長日条件で培養して葉状体の成熟を誘
導した．24 h 毎に葉状体を顕微鏡で観察した
ところ，成熟誘導後 72 h の葉状体先端部で
生殖細胞の分化が認められ，誘導後 168 h で
生殖細胞は葉状体の半分以上を占めた． 
④葉状体の成熟過程における候補遺伝子の
発現変化：低水温，短日条件で培養し，生殖
細胞が認められない葉状体を未成熟葉状体，
成熟誘導後 48 h で生殖細胞が認められない
葉状体を成熟誘導葉状体，成熟誘導後 72 h
で葉状体先端部に生殖細胞が認められた葉
状体を成熟初期葉状体，成熟誘導後 168 h で
生殖細胞が葉状体の半分以上を占めるもの
を成熟葉状体とし，各葉状体における
PyHSP82，PyHSP90，PyMAPK，PySNF1PK，PySGTP
遺伝子の発現量を調べた．その結果，PyMAPK
および PySNF1PK遺伝子は成熟初期葉状体で，
PyHSP82，PyHSP90，PySGTP 遺伝子は成熟誘導
および成熟葉状体で高発現していることが
明らかとなった．各遺伝子産物は環境変化を
認識して成熟応答する一連の分子機構にお
いて，重要な役割を担っていることが考えら
れた． 
⑤候補遺伝子産物に対する抗体の選定：大腸
菌内で PyHSP82，PyHSP90，PyMAPK，PySNF1PK，
PySGTP を発現させたところ，予想される分子
量の組換えタンパク質の発現が確認された．
各組換えタンパク質につき，選定した市販一
次抗体および AP 結合二次抗体を用いたウエ
スタン・ブロット解析を行ったところ，
Anti-ERK1/2抗体がPyMAPKを認識することが
明らかとなった．しかしながら，他の組換え
タンパク質は選定した市販一次抗体と反応
せず，これらタンパク質の免疫染色には特異
抗体を独自に作製する必要がある． 
⑥葉状体の成熟過程における PyMAPK の同
定：未成熟葉状体，成熟誘導葉状体，成熟初
期葉状体，成熟葉状体のアクリル樹脂包埋切
片に対して Anti-ERK1/2 抗体および AP 結合
二次抗体を反応させ，発色法による免疫染色
を行った．その結果，PyMAPK は成熟初期葉状
体の細胞内で多く蓄積されている傾向が認
められた．しかしながら，栄養細胞（未分化
細胞），雌雄生殖細胞の間で PyMAPK の蓄積量
に顕著な差は認められず，生殖細胞形成初期
における PyMAPK の機能特性を明らかにする
ことはできなかった．細胞内シグナル伝達に
関与する MAPK は，リン酸化（活性化）後に
細胞質から核内に移行し，他の遺伝子発現を
制御することが知られている．生殖細胞形成
期における PyMAPK の細胞内機能を明らかに
するためには，PyMAPK をより特異的に認識す

る一次抗体や，リン酸化（活性型）PyMAPK を
特異的に認識する一次抗体を独自に作製す
る必要がある． 
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