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研究成果の概要（和文）： 
 植物は温度や乾燥などの環境ストレスにさらされると、数多くの遺伝子の発現を誘導するこ
とが知られている。中でも顕著に誘導されるのが、LEA（Late Embryogenesis Abundant）タ
ンパク質やハイドロフィリンに代表される親水性タンパク質である。本研究では LEA 様タン
パク質のひとつである Cor15am に着目し、その機能を解析した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 When plats are exposed to abiotic stress, they induce the expression of a number of 
genes. Among them, some genes encode highly hydrophilic polypeptides, such as late 
embryogenesis abundant (LEA) proteins.  In this study, we characterized a LEA-related 
protein, Cor15am, using various approaches.  
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１．研究開始当初の背景 
 それまでの代表者らの研究により、ストレ
ス誘導性の親水性タンパク質 Cor15am にタ
ンパク質に対する凍結保護活性があること、
さらに基質タンパク質と直接相互作用でき
ることが明らかになった（Nakayama et al., 
Plant Physiol., 144, 513-523）。特筆すべきこと

に、組み換え型 Cor15am のタンパク質凍結保
護活性は、一般的に安定化剤として用いられ
ているウシ血清アルブミン（BSA）よりも高
かった。また、Cor15am は極めて熱に安定で
あり、100 度で 10 分間加熱しても沈殿するこ
となく可溶性タンパク質として存在できた。
このような性質は、凍結保護活性のみならず、
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熱処理などに対しても保護活性を発揮でき
ることを示唆していた。 
 以上のような背景を踏まえ、代表者は
Cor15am による基質タンパク質保護機構の解
明に関する研究を提案するに至った。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、Cor15am タンパク質による基
質タンパク質保護機構の解明とその応用を
目指し、研究を行った。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）Cor15am によるタンパク質リフォール
ディング活性の調査 
（２）熱及び乾燥ストレスに対する Cor15am
の保護活性の検証 
（３）Cor15am によるタンパク質凝集の抑制
効果の検証 
（４）酵母ツーハイブリッド法を用いたタン
パク質間相互作用に関与するドメインの探
索 
（５）ザゼンソウ及びミズバショウからの
Cor15am 様タンパク質遺伝子の単離 
 
４．研究成果 
（１）Cor15am によるタンパク質リフォール
ディング活性の調査 
 まず、試験管内でのタンパク質リフォール
ディングアッセイ系を用い、Cor15am に変性
したタンパク質を巻き戻す活性があるか調
べた。その結果、Cor15am にはリフォールデ
ィング活性は無いことが明らかになった。 
 

 
 
（２）熱及び乾燥ストレスに対する Cor15am
の保護活性 
 研究項目１の結果から、Cor15am によるタ
ンパク質保護活性はリフォールディング活
性ではなく、酵素を失活から保護する活性で
あると考えた。そこで次に、酵素失活のタイ
ムコースをモニターできる系を開発し、これ
を用いて仮説が正しいか検証した。 
 まず、LDH を含む溶液を脱水処理すると、
脱水の程度により酵素の失活の程度が異な
ることが判明した。同様に、高温（43℃）で
処理すると、LDH は徐々に失活することが明
らかになった。そこで、これらの系を用いて
Cor15am によるタンパク質保護活性を調べた。 
 Cor15am を含む LDH 溶液を脱水あるいは
高温処理すると、酵素の失活は顕著に抑えら
れた。その効果は、ポジティブコントロール
の BSA と同等かそれ以上であった。このこと
から、Cor15am はその保護活性により、酵素
の失活を遅延させていることが明らかにな
った。 
 

 
 
 

 

 
 
図 1：Cor15am のリフォールディング活性の調査

 熱失活させたルシフェラーゼを基質に、

Cor15am のリフォールディング活性を検証した。

ウサギ網状赤血球抽出液（RL）を加えるとルシフ

ェラーゼ活性が回復するが、Cor15am のみでは回

復しない。 

 
図 2：熱及び乾燥ストレスに対する Cor15am の

保護活性 
 Cor15am を含む LDH 溶液を脱水（A）及び

熱処理（B）し、Cor15am の影響を調べた。そ

の結果、Cor15am はポジティブコントロールの

BSA と同等か、それ以上の保護活性を持つこと

が明らかになった。 



 

 

（３）Cor15am によるタンパク質凝集の抑制
効果の検証 
 研究項目 1 及び 2 の結果から、Cor15am に
よるタンパク質保護活性は凝集抑制効果で
あると仮説を立て、その検証を行なった。 
 脱水により容易に凝集沈殿する乳酸脱水
素酵素（LDH）に Cor15am を加えて脱水処理
した。その後、再度水を加えたところ、大部
分の LDH は凝集沈殿していたが、Cor15am
を加えた溶液では大部分の LDH が可溶性画
分に検出された。このことから、Cor15am に
よるタンパク質保護活性は、凝集の抑制によ
るものであることが明らかになった。 
 

 
 
（４）酵母ツーハイブリッド法を用いたタン
パク質間相互作用に関与するドメインの探
索 
 これまでの研究で、Cor15am がホモ多量体
を形成することが明らかになっていた。そこ
で、酵母ツーハイブリッド法を用いて
Cor15am の多量体形成に関与するドメインの
探索を行った。その結果、少なくともこの方
法では全長 Cor15am 同士の相互作用が検出
できないことが示唆された。一方で、Cor15am
の相互作用は化学架橋法では検出できたこ
とから、今後はこの方法を用いてさらに分子
間相互作用を解析する予定である。 
 
 
（５）ザゼンソウ及びミズバショウからの
Cor15am 様タンパク質遺伝子の単離 
 Cor15am は低温誘導性タンパク質であるた
め、寒冷地に生息する植物は、より保護活性
の高い類似タンパク質を持っている可能性
が考えられる。そこで、寒冷地に生息するザ
ゼンソウ及びミズバショウからCOR15A関連
遺伝子のクローニングを試みた。 
 ザゼンソウ肉穂花序 cDNAライブラリーの
中で配列が明らかになったクローンから、

LEA 様タンパク質を探索した。さらに、
degenerate primer を用いて、ミズバショウか
らの遺伝子単離を試みている。 
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図 3：Cor15am によるタンパク質凝集の抑制効果

 Cor15amを含むLDH溶液を脱水処理したとこ

ろ、コントロールに比べ著しく凝集が抑えられ

た。P：沈殿（凝集）, S：可溶性画分 
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