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緒言 

 

カロテノイドは主に植物、海藻などの光合成生物や菌類、酵母などの微生物

が産生する赤色から黄色の脂溶性色素であり、クロロフィル、フラボノイドと

ともに植物の多様な色調を構成する主要成分である。一方で、動物においては

水平伝播で獲得した少数の昆虫の例外を除き[1]、カロテノイド合成は認められ

ないが、サケ類や甲殻類などは餌由来のカロテノイドを蓄積し、赤色の体色を

示す種が多い。 

カロテノイドは光合成生物中で主に光合成アンテナとして機能し、光合成複

合体でクロロフィルに光エネルギーを渡す役割を果たしていると考えられてい

る。一方、カロテノイドはクロロフィル a の一重項励起状態の消去能や活性酸

素除去能といった過剰な光エネルギーからの細胞保護機能も持つ[2-6]。これら

の生物機能はカロテノイドの分子構造に依存するところが大きく、構造中に共

役二重結合鎖が長いほどクロロフィル a の一重項励起状態の消去機能が強い。

多くの光合成生物はこのようなカロテノイドの構造的特徴を利用し、可逆的に

カロテノイドを変換することでキサントフィルサイクルと呼ばれる光制御機構

を有している。代表的な例として、陸上植物では zeaxanthin⇔antheraxanthin

⇔violaxanthinのサイクルを持ち、暗所下では zeaxanthin epoxydaseにより、

zeaxanthinをviolaxanthinに変換することで光補修を亢進し、逆に強光下では、

violaxanthin deepoxydase により光防御能の高い zeaxanthin の含有量を増加

させる(Fig. 1)。また、近年他のカロテノイドによる新たなキサントフィルサイ

クルが報告されており、 lutein と lutein-5,6-epoxyde[7,8]、珪藻や褐藻の

diadinoxanthinと diatoxanthinのサイクルなどが報告されている[9]。 

カロテノイドはこのような光制御能に加えて、植物ホルモンの一種である
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strigolactoneや abscisic acidの前駆体として知られており、光合成生物の成長

に重要な成分である[10]。 

また、食品中に含まれるカロテノイドは、栄養学的に様々な健康機能が知ら

れており、-caroteneや-carotene、-cryptoxanthinの provitamin A活性や

lutein、zeaxanthin の加齢黄斑変性に対する改善効果が知られている[11-13]。

近年、様々なカロテノイドの新たな健康機能が報告されており[14]、健康食品や

化粧品の素材として広く利用されている。 

このようなカロテノイドの分子構造は、8個のイソプレノイドが直鎖状に結合

した C40 構造をしており、メバロン酸回路、あるいは非メバロン酸回路で生産

される isopentenyl diphosphate (IPP)から生合成される。IPPは head to tail

型縮合することで炭素数が増加し、C20 である geranylgeranyl diphosphate 

(GGPS)を経て、もっとも単純なカロテノイドである C40の phytoeneが合成さ

れる。Phytoeneは共役二重結合が少ないため無色をしているが、不飽和化を受

け phytofluene、-carotene、neurosporene を経て lycopeneになると黄色の色

調を呈するようになる[15]。その後、lycopene は両端に環状構造を形成するこ

とで caroteneが合成されるが、環は二重結合の位置により環、環の二種類が

あり、両端が環の構造 (-carotene(-carotene))または、環と環を両端にそ

れぞれ持つ構造 (-carotene(-carotene))に変換し、レタスなどの例外を除い

て両端が環の,-caroteneは合成しない[16]。 

さらに下流に進むと-/-caroteneの両端の環はヒドロキシル基、エポキシ基、

ケト基などの修飾を受けキサントフィルが生合成される。一部のカロテノイド

ではイソプレノイド骨格がアレン構造、アセチレン構造などに変換されること

で、生物種特有のカロテノイドを生合成する経路もある。このように多くの官

能基や分子構造がカロテノイド構造の多様性に寄与しており、現在までに天然
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から 750種類を超えるカロテノイドが同定されている[17]。 

多数のカロテノイドが発見されている中、多彩な構造は主に藻類やカビ、細

菌などによって合成されるものが多く、陸上植物は比較的共通したカロテノイ

ド組成を持つものが多い。多くの陸上植物のカロテノイド組成は-carotene お

よびその誘導体である violaxanthin、neoxanthin と-carotene 誘導体である

lutein が主成分である。一方で、海藻のカロテノイド組成は緑藻、紅藻、褐藻

でそれぞれ異なる特徴を持つ。まず、緑藻は陸上植物に含まれるカロテノイド

に加えて siphonaxanthinやastaxanthinなどのケトカロテノイドを合成する種

が多く存在する[18,19]。また、褐藻は-carotene 誘導体を持たず-carotene 誘

導体のみ合成し、アレン構造を持つ fucoxanthin を顕著に合成する特徴がある

[18,19] (Fig. 2)。さらに、紅藻については-carotene誘導体のみを産生するタイ

プ  (-carotene タイプ )と-/-carotene 誘導体の両方を産生するタイプ 

(-/-carotene タイプ)の両方が存在する[18,19]。-carotene タイプの紅藻は主

に、-caroteneとzeaxanthinを蓄積し、-/-caroteneタイプの紅藻は-carotene

と zeaxanthin に加えて-carotene、lutein が主要な成分で、種によっては

antheraxanthin を豊富に蓄積する[20]。しかしながら、紅藻からは緑藻で検出

される neoxanthin以降の誘導体は見つかっていない。 

これらの海藻は海中に生息する共通点はあるが、陸上植物のように共通祖先

をもつ単系統の生物群ではないため、上記のようなカロテノイド組成の違いが

生じたと考えられる。最近の分類によると[21,22]、一次共生由来の葉緑体を持

つ生物群を Archaeplastida とし、Glaucophyta (灰色植物)、Chloroplastida (緑

色植物)、 Rhodophyta (紅色植物)の 3群に分類されている。緑藻および陸上植

物はChloroplastidaに含まれ、紅藻は一般にRhodophytaと同義で扱われるが、

褐藻は紅藻由来の二次共生の葉緑体を持つと考えられているため、
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Archaeplastidaではなく Sarの Stramenopilesに分類されている。このように、

系統学的に近縁の陸上植物と緑藻はカロテノイド組成が類似しており、二次共

生由来の葉緑体を持つ褐藻は独自の性質を獲得したと考えられる。 

紅藻は上述した通り２種類のカロテノイド組成のタイプ（-carotene、

-/-carotene タイプ）が存在するため、さらに詳細な分類をすると、従来、原

始紅藻と真正紅藻に分けられていた分類が、現在は分子系統学的手法により

Cyanidioschyzon merolae を含む Cyanidiophytina (イデユコゴメ亜門)を独立

の分類群とし、残りを Eurhodophytina (真正紅藻亜門) と Proteorhodophytina 

(原始紅藻亜門)に分けることが提唱されている (Fig. 3)[22-24]。カロテノイド組

成は、現在提唱されている分類に良く一致し、 Cyanidiophytina と

Proteorhodophytina は -carotene タイプのカロテノイド組成を持ち、

Eurhodophytinaは多くが-/-caroteneタイプのカロテノイド組成を持つ[19]。 

このように、海藻のカロテノイド組成は陸上植物と異なり多様性に富むため、

合成経路についての詳細な検討が進んでいない。特に、陸上植物と共通点が多

い緑藻と異なり、紅藻と褐藻については未解明な点が多く存在する。褐藻は紅

藻由来の二次共生の葉緑体をもつと考えられているため、紅藻のカロテノイド

合成経路の解明は、紅藻のみならず褐藻を含む二次共生光合成生物の系統学的

分類に貢献し、光合成生物進化の解明に寄与する有益な知見となる。 

P. yezoensis (スサビノリ)はウシケノリ目ウシケノリ科アマノリ属の海藻で、

日本食の食材であるノリの主要な原料であり、日本を始め東アジアで大規模に

養殖されている。国内で食用とされるノリは 28 種類存在するが[25]養殖される

品種は P. tenera (アサクサノリ)や P. yezoensisなど数種類しか存在しない。か

つてはP. teneraが養殖の代表的品種であったが、近年では多収性、成長の良さ、

色艶の良さなどから P. yezoensisがノリ養殖全体の 99%以上を占めている。 
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P. yezoensisは、配偶体である葉状体と胞子体である糸状体とが交互に世代交

代を繰り返す生活史を持ち、ノリとして食用とされる葉状体は数～数十 cm の

大きさになる一方、糸状体は顕微鏡的な大きさで、太さ 5 m程度の枝分かれす

る構造である。葉状体は冬から春にかけて潮間帯から漸深帯の岩や構造物、他

の海藻などに着生するのに対して、糸状体は夏に貝殻などの石灰質の物に穿孔

して生育している。我が国のノリの養殖は約 300 年前から行われていたが、食

用とされる冬から春の形状と夏の形状が大きく異なるため、長らく夏期のノリ

の存在場所は不明であった。ノリの生活史が明らかになったのは、1949年にイ

ギリスの Drewによって糸状体が発見されたことによる功績が大きい。Drewは

Porphyra kurogii (チシマクロノリ)の雌から放出された胞子を貝殻に付着させ

たところ長年Conchocelis roseaと呼ばれていた藻類と同様の菌糸状になること

を Nature 誌に報告[26]し、ノリが糸状体期 (conchocelis-phase)を持つことを

明らかにした。これにより、ノリの夏期の存在形態が明らかになり、現在の貝

殻に糸状体を付着させる養殖技術が開発され、ノリ養殖が大きく発展した。現

在では、養殖ノリは国内だけでも年約 30 万トン(湿重量)生産されており[27]、

日本で最も重要な養殖水産物の一つである。 

大量養殖が可能となった一方で、近年ノリ養殖で問題となっているのが色落

ちである。色落ちとは、窒素塩などの栄養成分が不足することによりノリの色

素が減少することで本来濃紫色の藻体が薄緑色に変化する現象であり、色落ち

したノリは商品価値が損なわれるため養殖生産地域で大きな問題となっている。 

P. yezoensisにおいてカロテノイドは、上述したような光制御因子であるばか

りでなく、最近、植物ホルモン前駆体の可能性が報告され注目される。また、

食品として利用する際の栄養価や、ノリの主要な香り成分であるイオノンの前

駆物質であり[28]、さらにはノリの等級は色艶によって決められるため、品質に

5



も関わる重要な成分である。 

また、P. yezoensisは産業的に重要な生物であるだけでなく、研究室レベルで

培養可能な点や、ゲノム情報が解析されている点[29]など、他の紅藻と比較して

研究対象としての優位性が高く、紅藻のモデルとしての活用がなされている学

術的に有用な生物である[30]。以上から、本研究では P. yezoensisを用いて、紅

藻のカロテノイド合成経路に関する研究を試みた。 

カロテノイド合成経路を明らかにするためには、中間代謝物の同定と変換酵

素の探索が必要である。そのような中間代謝物に関して、陸上植物ではおおむ

ね共通した経路が明らかにされており、Fig. 4 に示す通り-carotene 代謝物は

単一の経路で、-carotene は２経路で lutein を合成することが明らかになって

いる。一方で、P. yezoensisを含む紅藻においては、上述した主要なカロテノイ

ド以外のカロテノイドについて、含有量が極めて微量であることや、異性体の

構造が酷似していることから分離が困難であるために十分な解明が進んでいな

い。また、近年P. yezoensisからカロテノイド代謝物である植物ホルモンabscisic 

acidが検出された[31]。陸上植物において abscisic acidは、-carotene誘導体

である zeaxanthinを経て、antheraxanthinから violaxanthin、neoxanthinへ

と代謝される経路の中で、violaxanthinまたは neoxanthinから生合成されるこ

とが明らかになっている。このことから、P. yezoensis 中にも abscisic acid 前

駆体である antheraxanthin以降の代謝物の存在が予想されるが、これまでにそ

れらのカロテノイドが P. yezoensisから検出された報告はない。 

また、同じカロテノイド合成経路においても、異なる生物間ではカロテノイ

ド合成酵素は必ずしも同一ではないことが分かっている。たとえば、phytoene

から lycopene までの合成酵素は、多くの原核生物では単一の酵素(CrtI)で行わ

れるが、シアノバクテリア、緑色硫黄細菌と葉緑体では 3 または 4 種の酵素に
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分けられている[32]。また、lycopene cyclaseについても葉緑体のもつ CrtL以

外に、主に原核生物では CrtY、CruA/CruP、ヘテロ二量体型(グラム陽性菌の

CrtYc+CrtYd など )の 3 種類の酵素が知られている [33]。続く carotene 

hydroxylase については、葉緑体生物間においても多様性が認められる。まず、

酵素の種類として、非ヘム型二鉄水酸化酵素である BHY とシトクローム P450

型酵素である CYP97 の二種類が存在する。BHY は陸上植物、緑藻で見つかっ

ており、これまでに-ring carotene hydroxylase 活性のみが認められ、主に

-carotene誘導体のヒドロキシル化に寄与すると考えられている。一方、CYP97

を含むシトクローム P450 タイプの酵素は 40%の類似性で共通のファミリー、

55%の類似性で共通のサブファミリーで分類される酵素群で[34]、これまでに

CYP97で見つかっている主要なサブファミリーは CYP97A、CYP97B、CYP97C

である。陸上植物の CYP97Aは BHY同様-ring carotene hydroxylase活性を

もつが、特に-carotene 誘導体に関与していると考えられている[35]。また、

CYP97C は-ring carotene hydroxylase 活性をもち[36]、これらの酵素により

-carotene の両環がヒドロキシル化され、lutein が合成される。陸上植物は

CYP97Bも持つが、その酵素機能はよくわかっておらず、CYP97Aと CYP97C

で酵素機能の解析報告がある一方で、陸上植物と緑藻の CYP97Bの酵素活性が

認められた報告はない[37]。 

さらに、陸上植物と緑藻以外の光合成生物の carotene hydroxylaseについて

はほとんど明らかになっていない。特に緑藻以外の藻類からは CYP97B以外の

carotene hydroxylaseのホモログが見つかっておらず[38]、解析が進んでいない

状況にある。 

これまでに CYP97Bの活性が明らかになった報告は 2報しかなく、１報目が

Po. umbilicalis の CYP97B(PuCHY1)に関する報告で、-carotene を合成する
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大腸菌に PuCHY1 遺伝子を形質導入し、PuCHY1が-caroteneを zeaxanthin

に変換する-ring carotene hydroxylase活性を持つことが示されている[39]。さ

らに、-ring carotene hydroxylase活性を有することも示唆されたが、大腸菌

中で活性は認められなかった。２報目は珪藻 Phaeodactylum tricornutum の

CYP97B に関する報告で、2 個の CYP97B(Ptrcyp97b1、Ptrcyp97b2)が見つか

ったうち、Ptrcyp97b2 のみに-ring carotene hydroxylase活性が認められたも

のであった[40]。しかしながら、これら 2 報以外の報告はなく、特に lutein 合

成に必要な紅藻の-ring carotene hydroxylaseは未解明である。そこで、本研

究では紅藻 P. yezoensis を用いて、第一章で紅藻のカロテノイド組成について

詳細な検討を行い、カロテノイド中間代謝物や、誘導体を LC/MS や 1H-NMR

で同定することで、P. yezoensisにおけるカロテノイド合成経路を明らかにした。 

続いて、第二章では P. yezoensis ゲノム情報からカロテノイド合成酵素の遺

伝子情報を入手し、得られた塩基配列を用いてほかの生物のカロテノイド合成

酵素とアライメント比較を行い、その活性を推定した。さらに、得られた

carotene hydroxylase配列を P. yezoensisから単離し、carotene合成大腸菌に

形質導入することでその解析を行った。 

第三章では、ノリ養殖の現場で近年問題となっている P. yezoensis の色落ち

とカロテノイドの関係を評価するため、得られたカロテノイド合成遺伝子配列

を用いてリアルタイムPCRで色落ち現象中のカロテノイド合成遺伝子発現量を

評価した。さらに、遺伝子発現量と藻体中のカロテノイド含有量と比較し、色

落ちに対する P. yezoensisのカロテノイド制御機能を評価した。 
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第一章 

Pyropia yezoensisに含まれるカロテノイドの同定 

 

序論 

Pyropia yezoensisは、糸状体と葉状体を交互に繰り返す生活環を持つ。糸状

体は P. yezoensis の夏の形態で、顕微鏡で見ることのできる小さなのサイズで

あり、自然界では貝殻などに穿孔するため採取は困難である。一方、実験室レ

ベルでは培養容器中に浮遊させながら培養することが可能であるため、年間を

通じて適宜サンプリングが可能である。しかし、増殖速度は遅く、培養に時間

を要するため、大量に藻体を入手することは容易ではない。 

葉状体は我々が食用のノリとして普段目にする形態であり、海面養殖されて

いるため大量に入手可能である。一方で、採取可能な季節は冬から春に限られ

ているため採取時期が限られる。また、海上養殖された藻体には大量の微細藻

類が付着しており、成分分析のためにはその除去が必要となる。 

カロテノイド合成経路を探索するために経路中の中間代謝物や代謝物の探索

が必要である。これまでに P. yezoensis に含まれるカロテノイドとして、含有

量の多い-/-carotene、zeaxanthin、lutein の報告があるが[20]、微量なカロ

テノイドについてはNMRやLC/MSによる精密な構造解析がなされておらず未

解明といえる。特に、-/-carotene から lutein や zeaxanthin への変換におけ

る中間代謝物には 3 種類の monohydroxy carotene が存在する可能性があり、

生合成酵素も異なることが予想される。また、P. yezoensis から abscisic acid

が同定されていることから、その前駆体となる epoxycarotenoid の存在が予測

されるが、これまでに報告はない。その大きな要因として、上記の中間代謝物

13



が微量であることが想定される。そこで、効率よくカロテノイドを探索するた

め、大量に入手可能な葉状体の P. yezoensis と、付着微生物のコンタミネーシ

ョンの恐れがない糸状体の両形態で合成経路の検討を行った。 

まず P. yezoensis から総脂質を抽出した後、そこから微量に含まれるカロテ

ノイドを分画し、機器分析に供することで微量中間代謝物の同定を試みた。同

定に際し、第一節では純粋培養した糸状体を用いて、微量成分の中でも比較的

含有量が多いmonohydroxy carotenoidについて、LC/MS、1H-NMRを用いて

構造決定を行った。 

さらに第二節では第一節の糸状体では正しい同定が困難であった微量カロテ

ノイドに関して、海面養殖された葉状体を入手し、そこから抽出した総脂質か

ら分画・精製をおこない、P. yezoensis中のカロテノイド合成経路の全容の把握

を試みた。 
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第一節 

P. yezoensis糸状体のカロテノイドの抽出・精製および同定 

 

実験方法 

 

1.1.1 試料および試薬 

 本節では愛知県水産試験場漁業生産研究所より分与された P. yezoensis U-51

株の糸状体を用いた。 

培養には、日本海水（株）より購入した人工海水（SEA LIFE）に栄養源を含

んだ ESS2（Enriched Seawater of Saga-2）原液を 10 ml/l 添加した ESL

（Enriched Sea Life）培地を用いた（Table. 1-1-1）。 

ESS2 の調製に用いた HEPES、inositol は Sigma-Aldrich から購入した。

NaNO3、disodium glycerophosphate 5.5 hydrate、KI、FeCl3・6H2O、H3BO3、

MnCl2・4H2O、CoCl2・6H2O、cyanocobalamin（Vitamin B12）、biotin、

thiamine-HCl、Ca-pantothenate、p-aminobenzoic acidは和光純薬工業（株）

より購入した。Fe-EDTA・3H2O、2NA（EDTA・2Na）は同仁化学研究所（株）

から購入した。ZnCl2、nicotinic acid、thymineは、東京化成工業（株）から購

入した。一級 chloroform、特級 acetone、特級 ethyl acetate、特級 n-hexane、

特級methanol、特級 petroleum ether、HPLC用 dichloromethane、HPLC用

acetonitrile、HPLC用methanol、LC/MS用methanolは、和光純薬工業（株）

より購入した。薄層クロマトグラフィー（TLC）で用いた厚さ 0.5 mm および

0.25 mmシリカゲル TLCプレートはMerckより購入した。カロテノイドの標

品である-carotene、-carotene、-cryptoxanthin、lutein、zeaxanthinはCarote 
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Nature 社より購入した。Zeinoxanthin は、標品が市販されていないため神戸

薬科大学から提供された合成 zeinoxanthin[41]を標品として用いた。 

 

1.1.2 P. yezoensisの培養 

 簡易式培養容器であるポリエチレン製の培養バッグ（共和コンクリート株式

会社 海藻技術研究所アルガテックKyowa）に滅菌したESL培地1.5 lを入れ、

光量 40 mol photon・m-2・s-1、温度 15°C、長日条件（明期 14時間・暗期 10

時間）の下で、孔径 0.22 µmの滅菌フィルター（Merck Millipore）を介して通

気培養を行った。また、培地は 7日毎に交換した。 

 

1.1.3 P. yezoensis総脂質の抽出 

 培養した P. yezoensisをろ過して重量を秤り、20倍量のmethanol（v/w）に、

室温、暗所下で 24時間浸漬した。得られた抽出液をロータリーエバポレーター

で溶媒を留去し、さらに Folch法（chloroform：methanol：water（10：5：3，

v/v/v））による溶媒分画を行った。海藻残渣は再度 20 倍量の methanol（v/w）

に浸漬し 2 回抽出を行った。下層の chloroform 層を回収後、溶媒を留去し P. 

yezoensis総脂質を得た。 

 

1.1.4 P. yezoensis総脂質の HPLC分析 

 1.1.3で得た P. yezoensis総脂質について、以下の条件で HPLCを用いて含ま

れているカロテノイドの分析を行った。カロテノイドの同定は、Carote Nature

社より購入した、-carotene（合成）、-carotene（合成）、lutein（抽出）、

zeaxanthin（合成）標品とのリテンションタイムと吸収スペクトルを比較する

ことで行った。 
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HPLC条件 

ポンプ：     HITACHI PUMP L-2130（日立製作所（株）） 

検出器：      HITACHI Diode Array Detector L-2455（日立製作所（株）） 

オートサンプラー：HITACHI Autosampler L-2200（日立製作所（株）） 

カラムオーブン： HITACHI Column Oven L-2350（日立製作所（株）） 

システム：    EZChrom Elite 

カラム：     Develosil C30-UG-5(4.6×250 mm)（野村化学（株）） 

検出波長：    250-700 nm 

移動相：     A：Methanol(MeOH) 

         B：Dichloromethane 

カラム温度：   25°C 

流速：      1.0 ml/min 

 

Table.1-1-2 HPLC solvent gradient pattern for carotenoid analysis 

Time MeOH(A) Dichloromethane(B) Flow 

[min] [%] [%] [ml/min] 

0 100 0 1.0  

20 100 0 1.0  

40 50 50 1.0  

60 50 50 1.0  

 

1.1.5 Thin layer chromatography （TLC）を用いたカロテノイドの分画 

 P. yezoensis 総脂質を 0.5 mm 調製用シリカゲル TLC プレートに負荷し、

petroleum ether：acetone（7:3，v/v）で展開した。展開後のプレートから、lutein

17



の黄色のバンドを基準とし、高極性の画分と、可視下で黄色を呈した低極性の

画分を搔き取った（Fig. 1-1-1(a)）。後者の画分を acetone によりシリカゲルか

ら溶出し、溶媒をロータリーエバポレーターで留去した後、ethyl acetate：

n-hexane（6:4，v/v）の溶媒で再度展開した(Fig. 1-1-2(b))。黄色を呈したバン

ドをクロロフィルから分離し、搔き取ったシリカゲルから、acetoneで色素成分

を溶出した。 

 

1.1.6 HPLCを用いたカロテノイドの分取 

 1.1.5で得られた luteinより低極性の黄色を呈した画分を、以下の条件のもと

HPLCにより分離精製を行った。 

 

HPLC条件 

ポンプ：      HITACHI PUMP L-2130（日立製作所（株）） 

検出器：      HITACHI Detector L-2400（日立製作所（株）） 

カラム：      Develosil ODS-5(20×250 mm) （野村化学（株）） 

検出波長：     450 nm 

移動相：      Methanol：Acetone（6：4, v/v） 

カラム温度：    室温 

流速：       8.0 ml/min 

 

精製後の画分を再び HPLC に供し、更なる分取と精製を行った。その際の

HPLC条件を以下に示す。 

 

HPLC条件 
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ポンプ：      HITACHI PUMP L-2130（日立製作所（株）） 

検出器：      HITACHI Detector L-2400（日立製作所（株）） 

カラム：      Mightysil Si60(4.6×250 mm) （関東化学（株）） 

検出波長：     450 nm 

移動相：      n-Hexane：Acetone（9：1, v/v） 

カラム温度：    室温 

流速：       1.0 ml/min 

 

1.1.7 カロテノイドの構造解析 

 CDCl3 に溶解したカロテノイドの 1H-NMR スペクトル解析は、UNITY 

INOVA-500 NMR system（Varian）を用いて、周波数 500 MHzにて行った。

ポジティブイオンモードの ESI-MS（ Electro-Spray Ionization Mass 

Spectrometry）スペクトルは、Aquity LC Xevo G2-S Q time-of-flight MS 

spectrometer（Waters）および LCMS8040(Shimadzu)を用いて測定した。 

 

LC/MS分析条件 

ポンプ：      SHIMADZU LIQUID CHROMATOGRAPH LC-20AD 

（島津製作所（株）） 

検出器：      SHIMADZU UV/VIS DETECTOR SPD-20A 

（島津製作所（株）） 

オートサンプラー： SHIMADZU AUTO SAMPLER SIL-20AC HT 

（島津製作所（株）） 

カラムオーブン：  SHIMADZU COLUMN OVEN CTO-20AC 

（島津製作所（株）） 
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質量分析計：     SHIMADZU LIQUID CHROMATOGRAPH MASS  

SPECTROMETER（島津製作所（株）） 

システム：     LabSolutions 

カラム：      Develosil HB ODS-UG-3(2.0×100 mm)（野村化学（株）） 

検出波長：     445 nm 

移動相：      Methanol 

カラム温度：    25°C 

流速：       0.1 ml/min 

イオン化：     ESI（ポジティブイオンモード） 
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結果と考察 

 

P. yezoensis 主要なカロテノイドは、-/-carotene、lutein、zeaxanthin で

あることが分かっているが[20]これらの中間代謝物については報告されていな

い。 

本章ではまず、P. yezoensis糸状体からmethanolで総脂質を抽出し、HPLC

で主要なカロテノイドの存在を確認した。その結果、既報[20]通り-/-carotene、

lutein、zeaxanthinが検出された(Fig. 1-1-2)。次いで、これらの中間代謝物の

同定のため TLCで総脂質を展開したところ、クロロフィルの緑色のバンドのほ

かに、３つの黄色のバンドが確認された(Fig. 1-1-1(a))。 

最も低極性側(上部)のバンドは-/-carotene であり、最も高極性側のバンド

は lutein、zeaxanthin であったため、それらの中間のバンド(Fraction A)を回

収した。Fraction Aについて精製を行った後、HPLCで分析したところ 3つの

ピークが検出された(Fig. 1-1-1(c))。そこで、それらのピークについてそれぞれ

HPLCで分取を行い、LC/MSによる詳細な分析を行った。 

まず、比較的含有量が多かった Peak 3(10.92 min)について LC/MS分析を行

ったところ、さらに Peak 3-1と Peak 3-2に分かれた(Fig. 1-1-3(a))。それらの

リテンションタイムをカロテノイド標品と比較したところ、それぞれ Peak 3-1

が zeinoxanthin、Peak 3-2が-cryptoxanthinと一致した(Fig. 1-1-3(b,c))。さ

らに、マスクロマトグラムを比較したところ、m/z 552.40[M]+のピークは Peak 

3-1と Peak 3-2のいずれでも検出された。一方で、m/z 535.40[MH-H2O]+のピ

ークはいずれも検出されなかった(Fig. 1-1-3(d,e,f))。環の第 3 位にアリルアル

コールを持つカロテノイドの特徴として、イオン化の際に、ヒドロキシル基が

水(-H2O)として脱離しやすいことが知られており、水が脱離した[MH-H2O]+の
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ピークが検出されなかったことからも、Peak 3-1と 3-2は同分子量の構造異性

体である-cryptoxanthinでないことが支持された。 

次に、Peak 1 について LC/MS分析を行った結果、m/z 552.4337[M]+のピー

クよりもm/z 535.4299[MH-H2O]+のピークが強い強度で検出された(Fig. 1-1-4)。

このことは、上述したとおりヒドロキシル基が水として脱離したことを示して

おり、構造中に第 3位にヒドロキシル基が結合した環を持つことが示唆された。

さらに、1H-NMRで分析した結果、Peak 1 は-cryptoxanthinであることが構

造決定された(Fig. 1-1-5、Table 1-1-3)。なお、Peak 2については、同定を試み

たが微量であったため同定には至らなかったが、同定した monohydroxy 

caroteneのいずれかの cis体の可能性が考えられる。 

Lutein、zeaxanthinはそれぞれ-carotene、-caroteneの両端の環構造にヒ

ドロキシル基が結合した構造を有している。Zeaxanthin は両端が環を持つ対

称構造のためモノヒドロキシル化した-cryptoxanthin が唯一の中間代謝物で

あるが、 lutein は環と 環を持つため、モノヒドロキシル化の部位で

zeinoxanthin(環)と-cryptoxanthin(環)の 2 種類の中間カロテノイドの存在

が考えられる(Fig. 4)。本結果により、P. yezoensis の lutein 合成経路は

-cryptoxanthin を介する経路と zeinoxanthin を介する２つの経路が存在する

ことが明らかとなった(Fig. 1-1-6)。紅藻類において、-cryptoxanthinはこれま

で に Antithamnion plumula(Ceramiales)[42] と Jania rubens 

(Corallinales)[43]で報告があったが、Bangialesでは本研究が初めての発見とな

った。さらに、zeinoxanthin についてはこれまでに紅藻で発見された報告はな

く、本研究により初めて同定された。 

Lutein 合成経路について、高等植物は-carotene から-cryptoxanthin と

zeinoxanthin の 2 経路があることが知られており、P. yezoensis も同様の合成
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経路を持つことが明らかとなった。一方、原始的な陸上植物であるゼニゴケで

は zeinoxanthin を介する経路のみ報告されており[44]、このようなカロテノイ

ド合成経路の違いは、それぞれの生物が持つカロテノイド変換酵素の違いによ

るものである可能性がある。 

本節では lutein、zeaxanthin より高極性のカロテノイドについて、サンプル

量が微量で検証を行うことができなかった。そこで、第二節では海面養殖され

ている豊富な葉状体からカロテノイドを抽出することで高極性成分の同定を試

みた。 
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Fig.1-1-4  TOF-ES-MS spectrum and absorption spectrum of Peak 1 

isolated from P .yezoensis. 
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第二節 

 P. yezoensis葉状体のカロテノイドの抽出・精製および同定 

 

実験方法 

 

1.2.1 試料および試薬 

P. yezoensis葉状体は宮城県七ヶ浜町で養殖されたものを入手した。藻体は分

析まで-20℃で保存した。 

カロテノイド標品として antheraxanthin、lutein-5,6-epoxide は Carote 

Nature 社より購入した。その他の分析に用いた試薬は 1.1.1 と同様のものを用

いた。 

 

1.2.2 P. yezoensis葉状体総脂質の抽出 

 塩や微細藻類等の共雑物を除くため、P. yezoensis葉状体を蒸留水で 10回程

度洗浄を行った。その後、ろ過して水分を十分に除いた後重量を秤り、1.1.2と

同様に、総脂質を抽出した。 

 

1.2.3 P. yezoensis葉状体総脂質の HPLC分析 

 1.2.2 で得た P. yezoensis 葉状体総脂質を用い、1.1.3 と同様の条件で HPLC

を用いて含まれているカロテノイドを分析した。 

さらに、藻体中のカロテノイド量について、標品を用いて作成した検量線に

より定量を行い、1.1.4 で分析した糸状体中のカロテノイド量と比較を行った。 
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1.2.4 シリカゲルカラムを用いたカロテノイドの分画 

 P. yezoensis葉状体総脂質をシリカゲルカラムに供し、n-hexane：acetone（7:3，

v/v）で展開し、溶出順に、濃黄色画分(-/-carotene画分)、濃緑色画分(クロロ

フィル画分)、濃オレンジ色画分(lutein、zeaxanthin 画分)、淡黄色画分の４層

を得た。その後、極性の最も高かった淡黄色画分について、溶媒をロータリー

エバポレーターで除去し高極性画分を得た。 

 

1.2.5 HPLCを用いたカロテノイドの分取 

 1.2.4で得られた高極性画分を、以下の条件のもと HPLCにより精製を行った。 

 

HPLC条件 

ポンプ：      HITACHI PUMP L-2130（日立製作所（株）） 

検出器：      HITACHI Detector L-2400（日立製作所（株）） 

カラム：      Develosil C30-UG-5(4.6×250 mm) （野村化学（株）） 

検出波長：     450 nm 

移動相：      Methanol 

カラム温度：    室温 

流速：       1.0 ml/min 

 

1.2.6 カロテノイドの構造解析 

 LC/MS、1H-NMR によるカロテノイドの構造解析は 1.1.7と同様に行った。 

 

1.2.7 統計計算の方法 

得られた数値は、その平均値および標準誤差を算出した。統計的検定は、

34



Studentの t検定を用いて行った。その際、有意水準は P<0.05 とした。 
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結果と考察 

 

第一節では P. yezoensis 糸状体を用いて低極性のカロテノイドの同定を行っ

たが、高極性カロテノイドについてはその含有量が極めて微量なため、同定に

至らなかった。そこで、大量に入手可能な葉状体の養殖ノリを用いて、高極性

カロテノイドの同定を試みた。 

まず、糸状体と同様に脂質を抽出後、葉状体総脂質について HPLC 分析を行

った結果、糸状体と同様に 4 種の主要なカロテノイド(-/-carotene、lutein、

zeaxanthin)が同定された。さらに、乾燥重量当たりのカロテノイド含有量を糸

状体と比較したところ、糸状体の方が優位に高い含有量を示した(Fig. 1-2-1)。 

次に、カラムクロマトグラフィーで高極性画分を分離後、HPLC 分析を行っ

た結果、zeaxanthin、luteinより極性の高いピークが3つ検出された(Fig. 1-2-2)。

Peak 4(19.80 min)と Peak 5(22.18 min)を既知のカロテノイド標品と比較した

ところ、それぞれ、lutein-5,6-epoxide と antheraxanthin の標品と同じリテン

ションタイムと吸収スペクトルを示した(Fig. 1-2-3,1-2-4)。続いて LC/MS分析

を行った結果、Peak 4 は lutein-5,6-epoxideの標品と同様にm/z 585.40 [MH]+

と 567.40 [MH-18]+が検出されたことから(Fig. 1-2-3)、構造中に第 3位にヒド

ロキシル基が結合した環を持つことが予想された。さらに 1H-NMR分析から、

Peak 4 の構造が lutein-5,6-epoxide であることが明らかとなった(Fig. 1-2-5、

Table. 1-2-1)。 

Peak 5は antheraxanthin標品と同様にm/z 585.35[MH]+が検出された一方

で、[MH-18]+は検出されなかった(Fig. 1-2-4)。また、1H-NMR分析の結果から、

Peak 5 の構造が antheraxanthin であることが明らかになった(Fig. 1-2-6、 

Table. 1-2-1)。Antheraxanthin はこれまで Florideophyceae の Corallinales, 
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Ceramiales, と Gracilariales で蓄積が報告されていたが[20]Eurhodophytina 

の Bangiales ではこれまでに報告がなく本研究が初めての同定となった。さら

に、lutein-5,6-epoxideについても Bangialesではこれまで報告がなく、新規の

同定となった。 

これまでに、熱帯に生息する木本植物(woody plant)では、植物で一般的に見

られる zeaxanthin⇔antheraxanthin⇔violaxanthin(VAZサイクル)の機構に加

えて lutein⇔lutein-5,6-epoxide(LxL サイクル)によるキサントフィルサイクル

が存在することが報告されている[7,8]。さらに、lutein-5,6-epoxideの蓄積は光

捕集効率を上げることや熱帯植物の陰葉(shade leaves)に多く含まれることが

知られている[7,8]ことから、紅藻は光捕集能向上のために lutein-5,6-epoxide

を蓄積している可能性がある。 

また、P. yezoensis からは植物ホルモンの一種である abscisic acid が検出さ

れており[31]、abscisic acidは violaxanthinまたは neoxanthinから合成される

(Fig. 1-2-7)ためP. yezoensis中に zeaxanthin以降の代謝物の存在が予想されて

いたが、極めて微量であったためこれまで検出されていなかった。今回

violaxanthinは検出されなかったものの、antheraxanthinが同定されたことで、

P. yezoensis中に zeaxanthin epoxydase活性を持つ酵素が存在することが明ら

かになった。そこで次章では、P. yezoensisのゲノム情報からカロテノイド合成

にかかわる遺伝子の探索および酵素機能の解析を試みた。 
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第二章 

P. yezoensisカロテノイド合成遺伝子の探索と 

CYP97Bの酵素機能解析 

 

序論 

近年、次世代シーケンサーの普及により様々な生物のゲノム情報の解析が急

速に進み、P. yezoensis ゲノムについても 2013 年に国立研究開発法人水産研

究・教育機構 中央水産研究所により部分的であるが解析が行われ、その情報が

公開されている[29]。P. yezoensisのカロテノイド変換酵素については一部報告

されているものもあるが[45]、包括的な検証は行われていない。さらに、P. 

yezoensis以外の一部紅藻においてもゲノム情報が公開されており[46-48]、紅藻

間での遺伝子情報の比較が可能になってきた。そこで、本章では P. yezoensis

ゲノム情報からカロテノイド合成酵素の探索を行い、さらにその酵素について

他の紅藻とアライメント比較を行うことで、紅藻間のカロテノイド合成酵素の

系統学的な比較を行い、その酵素機能を推測した。 

第一章では P. yezoensis の lutein 合成経路として、 zeinoxanthin と

-cryptoxanthin を介する経路の二種類が存在することを明らかにした。

zeinoxanthin、-cryptoxanthin は-caroteneのそれぞれ環と環にヒドロキシ

ル基が結合した構造をしている。そのため lutein 合成には-ring carotene 

hydroxylase と-ring carotene hydroxylase の両方が必要である。Carotene 

hydroxylase は陸上植物では-ring carotene hydroxylase を BHY と CYP97A

が担い、-ring carotene hydroxylaseを CYP97Cが担うことが大腸菌を用いた

評価系等で明らかにされている[49-51]。しかしながら、これまでに紅藻の遺伝

47



情報からは BHY、CYP97A、CYP97C いずれのホモログも発見されていない。

代わりに紅藻からは CYP97B のみが報告されている[39]。陸上植物においても

CYP97B は見つかっているが、その遺伝子産物の活性を明らかにした報告はな

い[44,51]。 

一方、近年 Po. umbilicalisで見つかった CYP97B(PuCHY1)の酵素機能解析

の結果、PuCHY1 は-ring carotene hydroxylase活性を持つことが明らかにさ

れている[39]。さらに、2019 年に珪藻 Phaeodactylum tricornutum CYP97B

の-ring carotene hydroxylase活性が報告された[40]ことから、CYP97Bが、

陸上植物を除く様々な光合成生物で主要な carotene hydroxylaseとして機能し

ている可能性が推察される。 

特に、珪藻や褐藻の二次共生型葉緑体は紅藻由来であると考えられているた

め、紅藻 CYP97Bの酵素活性を明らかにすることは紅藻のみならず二次共生型

光合成生物のカロテノイド合成経路の解明につながる知見となり得る。 

これまでにカロテノイド変換酵素の活性を評価する手法として、大腸菌の形

質導入が広く行われている。本来大腸菌はカロテノイドを合成しないが、1990

年にMisawa らは Erwinia uredovora からカロテノイド合成酵素を単離し、大

腸菌に形質導入を行うことでカロテノイドを合成させることに成功した[52]。そ

の後、様々な生物種のカロテノイド変換酵素が大腸菌を用いて評価され、カロ

テノイド合成経路の解明に大きく貢献した[37,39,44,53,54]。 

本章では、第一節で P. yezoensis ゲノム情報に対して他の生物で報告されて

いるカロテノイド変換酵素の配列情報と相同性解析を行うことで P. yezoensis

のカロテノイド合成酵素の探索を行った。第二節では、第一節で見つかったカ

ロテノイド合成酵素のうち、carotene hydroxylase に着目し、その酵素機能に

ついて大腸菌の形質導入による評価系で検討を行った。さらに第三節では、第
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二節の結果を踏まえ、大腸菌に形質導入するインサートの配列を最適化し、P. 

yezoensisの carotene hydroxylase活性を明らかにすることを試みた。  

49



第一節 

P. yezoensisゲノム中のカロテノイド合成遺伝子の探索 

 

実験方法 

 

2.1.1 P. yezoensisゲノム情報によるカロテノイド変換酵素の探索 

ま ず 、 既 知 の 紅 藻 カ ロ テ ノ イ ド 変 換 酵 素 の 塩 基 配 列 情 報 を

KEGG(https://www.kegg.jp/kegg/kegg2.html)の Carotenoid biosynthesis(map 

00906)あるいは NCBI データベース(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)で検索を

行い、塩基配列情報を入手した。 

紅藻で未報告の酵素については、Arabidopsis thaliana の配列情報を

NCBI(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)で BLAST を行い、紅藻のカロ

テ ノ イ ド 変 換 酵 素 を 探 索 し た 。 次 に 、 P. yezoensis ゲ ノ ム 情 報

(http://nrifs.fra.affrc.go.jp/ResearchCenter/5_AG/ genomes/nori/)[29]に対して

スタンドアローン型 BLASTを行い、相同性のある配列を探索した。さらに配列

から Open Reading Frame(ORF)で探索し、遺伝子の全長配列を得た。 

スタンドアローン型BLAST検索にはBioEdit[55]を用い、ORFの探索はORF 

finder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/)を用いた。 

 

2.1.2 カロテノイド変換酵素の系統解析 

 2.1.1で検出した P. yezoensisカロテノイド変換酵素について、酵素活性の検

証のため NCBIのウェブサイト (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)で BLAST検

索を行い他生物の配列と相同性を比較した。 
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次に、P. yezoensis の carotene hydroxylaseについて、他の生物の carotene 

hydroxylaseと ClustalWでアライメント検索を行った。比較に用いた配列は

NCBIのウェブサイトよりダウンロードし、ClustalWはBioEdit[55]で行った。

さらに、これまでに報告されている保存領域(conserved reagion)として鉄結合

ドメインと酸素結合ドメインの配列比較を行った。また、紅藻の carotene 

hydroxylaseについて BioEdit[55]で類似性(identity)を比較し、酵素機能の推定

を行った。 
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結果と考察 

 

カロテノイドの合成はメバロン酸回路または非メバロン酸回路で作られた

isopentenyl diphosphate(IPP)から geranylgeranyl diphosphate(GGPP)を合成

されることから始まる [15]。GGPP は phytoene synthase(PSY)によって

phytoeneに変換され、phytoene desaturase(PDS)、-carotene desaturase(ZDS)

によって二重結合が付与され-carotene、neurosporene に変換される。さらに

CRTISO により cis 二重結合が trans に異性化されることで all-trans 体の

lycopeneが合成される[15]。 

Lycopene 以降の変換は両端を環化する反応であるが、環構造の違いにより

-carotene(,-carotene)と-carotene(,-carotene)の二種類のカロテノイドに

分岐する。-Caroteneはその分子構造上、対称性を持つので、lycopeneから一

つの変換酵素(lycopene -cyclase(LCYb))で両端の環化が可能であり、その後の

zeaxanthin 合成にはヒドロキシル化も一つの酵素 (-ring carotene 

hydroxylase)で修飾できる。一方で、-carotene は両端の構造が異なるため

LCYbおよび lycopene -cyclase(LCYe)の二種類の変換酵素が必要と考えられる。

さらに lutein 合成には-ring carotene hydroxylase および-ring carotene 

hydroxylaseの両方が必要と考えられる。 

本節では caroteneを合成する PSYから lycopene cyclase(LCY)の各酵素に加

えて、官能基の付加に寄与する carotene hydroxylase および zeaxanthin 

epoxidase(ZEP)、violaxanthin de-epoxydase(VDE)の探索を行った。 

P. yezoensis のゲノム情報と Arabidopsis thaliana のカロテノイド変換酵素

と相同性を持つ遺伝子を BLAST で探索した結果、carotene 合成までの遺伝子

については ZDS 以外のカロテノイド変換酵素のホモログが検出された(Table. 
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2-1-1)。すなわち、PSY、PDS、CRTISO ならびに二個の LCY が発見された。

ZDS については、他の紅藻(Gracilariopsis chorda(GenBank: PXF43369.1)、

Chondrus crispus(NCBI Reference Sequence: XP_005712997.1))の塩基配列で

再度探索を試みたが ZDSは見出されなかった。 

また、ZEPについても相同性のある遺伝子が見つかった(Table. 2-1-1)。この

ことは、第一章でエポキシ基を持つカロテノイドである lutein-5,6-epoxide、

antheraxanthinが同定されたことと合致する。一方で、多くの陸上植物に存在

する VDEは検出されなかった。これまでに紅藻からは VDEが発見された報告

はないことから、陸上植物と異なり紅藻はキサントフィルサイクルを持たない

ことが示唆される。実際に、複数の紅藻において光刺激に対しキサントフィル

サイクルによるカロテノイド変換が起こらないことが報告されている[56,57]。 

次に、carotene hydroxylaseについても検索したが BHYのホモログは見つか

らず、CYP97 のホモログが１コピーのみ見つかった。この配列と他生物の

CYP97配列と比較を行ったところ、CYP97Aと CYP97Cより CYP97Bとの類

似性が高かった。 

そこで、既知の CYP97Bサブファミリーに特徴的なドメインについて探索を

行ったところ、CYP97B にのみ存在すると報告されている LRFLVDXR、

LYPXE[54]の配列がいずれも保存されていた。さらに鉄結合ドメインと酸素結

合ドメインは CYP97A、CYP97B、CYP97C でアミノ酸配列が異なることが報

告されていることから[35]、各ドメイン配列を確認したところ、CYP97B の配

列と共通していた(Fig. 2-1-2)ことから CYP97B サブファミリーに分類し

PyCYP97Bと名付けた。 

今回の P. yezoensisのように、紅藻において carotene hydroxylaseのホモロ

グとして CYP97Bのみが見つかる特徴は、過去の Po. umbilicalisでも同様の結
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果が報告されており[39]、他の複数の紅藻（Po. purpurea、Gracilariopsis chorda、

Chondrus crispus, Porphyridium purpureum）においても同様であることを本

研究でも確認した。上述した通り、 lutein 合成には-/-ring carotene 

hydroxylase の両方が必要である。しかしながら、紅藻からは CYP97B のみが

存在したことから、lutein を合成する紅藻の CYP97B は-/-ring carotene 

hydroxylase活性の両方を持つ可能性が示唆された。 

近年分子系統学的な手法により、Eurhodophytina(真正紅藻亜門 ) と

Proteorhodophytina(原始紅藻亜門)の両方から分けられた Cyanidiophytina の

一種である Cyanidioschyzon merolae では CYP97の遺伝子が存在せず、シア

ノバクテリアに存在する CrtRのみ存在することが分かっている[38]。このこと

は Cyanidiophytina が carotene ヒドロキシル基導入酵素として他の紅藻と異

なる合成酵素を持つことを示している。 

さらに、多くの Eurhodophytina の紅藻が -carotene とそれに続く

lutein(-/-carotene タイプ)を合成するのに対し、Proteorhodophytina の紅藻

では -carotene タイプのカロテノイドのみ生合成することから、

Eurhodophytina の紅藻は-/-ring carotene hydroxylase 活性を併せ持ち、

Proteorhodophytinaの紅藻は-ring carotene hydroxylase活性のみを持つ可能

性が考えられる。 

そこで CYP97Bのアライメント及び類似性比較を行ったところ(Table. 2-1-3)、

-caroteneタイプの紅藻(Por. purpureum)の CYP97Bは、P. yezoensis含めた

-/-carotene タイプの紅藻と 41-44%の類似性を示し、これは他の光合成生物

（陸上植物、緑藻、褐藻、珪藻）と同程度であった。 

一方で、-/-carotene タイプの紅藻間では 49%以上の高い類似性を示した。

このことは、紅藻の進化の過程において、-caroteneタイプ紅藻の CYP97Bは
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-ring carotene hydroxylase 活性のみを持ち、-/-carotene タイプ紅藻の

CYP97Bは luteinを合成するために-/-ring carotene hydroxylase活性を併せ

持つように変化した可能性がある。実際に、各配列を用いて系統樹解析を行っ

た結果(Fig. 2-1-1)、Por. purpureumは他の紅藻より先に分岐していることから、

CYP97B が-ring carotene hydroxylase 活性を取得したのちに-/-ring 

carotene hydroxylase活性をもった可能性がある。 

続いて、本節の結果に基づくカロテノイド合成酵素の活性について、実際に

確認する必要がある。PuCHY1の研究で Yangら[39]は、大腸菌の形質導入を用

いて PuCHY1 が-ring carotene hydroxylase 活性をもつことを示し、さらに

A. thalianaを用いた実験で-ring carotene hydroxylase活性を持つことを示唆

している。PuCHY1 と P. yezoensis CYP97Bは極めて高い類似性(82%)を示し

たことから、PuCHY1 で予想されているように P. yezoensis CYP97Bも

-/-ring hydroxylase 活性の両方を併せもつことが示唆されるが、これまでに

紅藻のみならず他生物においても、CYP97Bの-ring carotene hydroxylase活

性が認められた報告はない。 

そこで、第二節では得られた P. yezoensis CYP97Bを単離し、カロテノイド

合成大腸菌に対して形質導入することで、カロテノイド合成機能の評価を行っ

た。 
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第二節 

大腸菌を用いた P. yezoensis CYP97Bの酵素機能解析 

 

実験方法 

 

2.2.1 cDNAライブラリーの作製 

P. yezoensis total RNAの抽出は、RNeasy Plant Mini Kit(QIAGEN)を用い

て添付の使用説明書の方法に従って抽出操作を行った。すなわち、P. yezoensis

藻体を培養バッグから回収後、キムタオルで水分を除去し約 0.1 gをエッペンチ

ューブに回収し、液体窒素で急冷凍結した。回収した藻体は、液体窒素中で冷

却しながら乳鉢で摩砕し、2-mercaptoethanol 4.5 lを含む 450 l Buffer RLC

に加え、撹拌した。その後、QIA shredder spin columnに移して、15,000 rpm

で 3分間遠心分離した。Collection tubeに分離された溶液をエッペンチューブ

に移し、200 l ethanol を加えてピペッティング後、RNeasy mini columnに移

し、12,000 rpmで 15秒遠心分離した。下層を捨て、Buffer RW1を 700 l加

えて、12,000 rpm で 15秒、Buffer RPEを 500 ml 加えて、12,000 rpm で 15

秒、再度 Buffer RPE を加えて 12,000 rpm で 2 分間遠心分離した。次に、

collection tube を新しいものに替え、15,000 rpm で 1 分遠心分離した。再度、

collection tubeを新しいものに替え、RNase-free waterを 40 l加えて、10分

静置した。12,000 rpm で 1分遠心分離し、total RNAを得た。 

 

2.2.2 DNA除去 

得られた total RNAを TURBO DNA free-kit(Invitrogen)を用いて、使用説明
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書の方法に従って DNA 除去を行った。すなわち、エッペンチューブに Table. 

2-2-1の組成の通り反応液を調製し、37°Cのヒートブロックで 30分インキュベ

ート後、DNase Inactivatoin Reagent を 4 l 加えた。室温で 5 分間静置後、

10,000 rpmで 2分間遠心分離し、上清をエッペンチューブに移した。回収した

RNAは、total RNA 1 lを RNase-free waterで 10倍に希釈し、波長 260 nm

の吸光度を分光光度計で測定することで RNA濃度を算出した。 

 

2.2.3 逆転写反応 

逆転写反応は Prime Script 1st STrand cDNA Synthesis Kit (Takara)を用い

て、使用説明書通りに行った。すなわち、Table. 2-2-2に示した混合液を調製後、

逆転写効率向上のため Table. 2-2-3の条件で加温・冷却をおこなった。その後、

Table. 2-2-4の反応液を調製し、Table. 2-2-5の温度条件で逆転写反応を行い、

cDNAライブラリーを作製した。 

 

2.2.4 PyCYP97Bの単離 

P. yezoensis CYP97B (PyCYP97B)の cDNAは Phusion High Fidelity DNA 

Polymerase (New England BioLabs)を使用して RT-PCR 法で単離した。

RT-PCR に は フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー と し て 、

5’-ACATATGGCCCCTCCCGCGTTTG-3’、リバースプライマーとして

5’-TGGTACCTACTTGGAAAGCTTGGC-3’の配列を用いた。その後、電気泳動

で PCR産物である cDNAを精製し、QIAGEN II Gel Extraction Kit (QIAGEN)

でゲルから cDNAを回収した。 
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2.2.5 PyCYP97Bの形質導入 

回収した PyCYP97Bの cDNAを pCR Blunt II TOPO vector (invitrogen)に

結合させ、コンピーテントセルに導入した。その後、カナマイシン含 LB培地に

播種し、10個コロニーを平板培地に移し、37°Cで一晩培養した。 

増殖したコロニーをカナマイシン含 LB培地に播種し、一晩 37°C、300 rpm

で振とうしながら培養を行い、 Zyppy Plasmid Miniprep Kit (ZYMO 

RESEARCH)でプラスミドを回収し、DNAシーケンサーで配列を確認した。 

正しい配列のインサートが結合したプラスミドを制限酵素NdeI,KpnIで切断

後、CDF vector (Merck Millipore)とライゲーションした後、大腸菌 DH5に形

質導入した。 

平板培地に播種後、コロニーを数個選び、プラスミド DNAを回収した。回収

したプラスミド DNA を NdeI,KpnI で切断し、電気泳動でインサートの挿入を

確認した。その後、DNAシーケンサーで配列を確認した。 

次に、CDF-PyCYP97B を 4 種類の大腸菌 (-carotene 合成菌(M13[58])、

-carotene合成菌 (M5[58] + pETD-MpLCYb/Mp-LCYe[59])、-carotene合成

菌 + CYP97C (M5 + pETD-MpLCYb/MpLCYe + pRSF-MpCYP97C[44])、

zeinoxanthin合成菌 (M5 + pETD-MpLCYb/MpLCYe + pRSF-MpBHY[44]))

に形質導入した。 

 

2.2.6 大腸菌のカロテノイド合成分析 

 2.2.5で形質導入した大腸菌を、21°C、200 rpm、±0.05 mM IPTG で 2日間

培養し、8,000 rpmで 5分間遠心分離し、STE buffer(10mM Tris(pH 7.5)、1 mM 

EDTA、150 mM NaCl)に溶解した。菌体に methanol 200 lを加え 2分間撹拌

した。その後、50 mM Tris-HCl (pH 7.5)を50 l、1M NaClを 150 l、chloroform
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を 200 l加えて撹拌した。8,000 rpmで 5分間遠心分離し、下層を回収し、遠

心エバポレーターで乾固した。Ethyl acetateで溶解し、下記の条件で HPLCに

供した。 

 

HPLC-PDA   ：Waters Alliance 2695-2996 system 

カラム      ：TSKgel ODS-80Ts(4.6×150 mm, 5 m,Tosoh, Japan) 

カラム温度   ：25°C 

流速       ：1.0 ml/min 

溶媒       ：(Solvent A)methanol：H2O (95：5, v/v) 

(Solvent B)methanol：THF (70：30, v/v) 

注入量      ：10-100 l 

測定波長     ：280-550 nm 

 

Table.2-2-6 HPLC solvent gradient pattern for carotenoid analysis 

Time Solvent A Solvent B Flow 

[min] [%] [%] [ml/min] 

0 100 0 1.0  

5 100 0 1.0  

10 0 100 1.0  

18 0 100 1.0  

 

なお、回収したカロテノイドは、既知のリテンションタイムおよび吸収スペク

トルと比較することで同定した[44,59,60]。 
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結果と考察 

 

カロテノイド遺伝子の酵素機能解析については Misawa ら[52]がカロテノイ

ド合成遺伝子を Erwinia uredovora (後に Pantoea ananatisに再分類)から単離

し、大腸菌を用いて機能解析したことから始まる。これにより Misawa ら[52]

は lycopene、-carotene、zeaxanthinなどのカロテノイド合成経路の変換酵素

をはじめて特定し、合成経路を明らかにした。その後、様々な生物からカロテ

ノイド合成酵素が単離され、大腸菌の形質導入により、多数のカロテノイド合

成酵素の活性が明らかになっており、現在でも主要な解析手法となっている

[39,44,46,53,54]。 

本研究で用いたM5プラスミドは P. ananatisの crtE、crtB、crtI遺伝子を導

入して lycopene を生産するように設計されたプラスミド(pACCRT-EIB)であり、

M13はさらに crtY遺伝子を導入し-caroteneを合成するように設計されたプラ

スミドである(pACCAR16crtX)[58]。また、同時に導入した LCY、BHY およ

びCYP97遺伝子はTakemuraら[44,59]によりMarchantia polymorpha(ゼニゴ

ケ)より単離し酵素機能解析されたプラスミドを使用した。 

PyCYP97B をインサートとして作製したプラスミド (CDF-PyCYP97B)を

-carotene合成菌(M13)、-carotene合成菌(M5 + pETD-MpLCYb/MpLCYe)、

-carotene 合 成 菌  + CYP97C(-ring carotene hydroxylase)(M5 + 

pETD-MpLCYb/MpLCYe + pRSF-MpCYP97C)に導入した菌では、いずれの菌

においてもカロテノイドの新たな変換は認められなかった(Fig. 2-2-1,2-2-2A)。 

一方、PyCYP97Bを zeinoxanthin合成菌(M5 + pETD-MpLCYb/MpLCYe + 

pRSF-MpBHY)に導入した菌では、新たに lutein が合成された(Fig. 2-2-2B)。

このことから、PyCYP97Bが-ring carotene hydroxylase活性をもつことが明
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らかとなった。これまでに紅藻の CYP97Bが-ring carotene hydroxylase 活性

を有することが示唆されてはいたが[39]、大腸菌発現系を用いて明確に酵素機能

を明らかした例はなく、本研究により初めて証明された。 

しかしながら、本評価系では-ring carotene hydroxylase活性は認められな

かった。緒言で述べたとおり、紅藻 Po.umbilicalis と珪藻の CYP97B で-ring 

carotene hydroxylase活性が明らかになっている[39,40]。このことから、本来

PyCYP97Bが持つ-ring carotene hydroxylase活性が大腸菌による評価系の影

響により、カロテノイド変換が発現していないことが推察される。その要因と

して、P. yezoensisは GC含量が高い生物であり(PyCYP97B:GC含量(61.5%))、

大腸菌は低 GC 含量生物であることから(約 50%[61])、GC 含量の大きな差が遺

伝子発現に影響している可能性が考えられた。 

さらに、他生物の CYP97 には N 末端に葉緑体移行シグナルが存在することが

報告されており[44]、シグナルペプチドが切断されないために酵素活性が制限さ

れている可能性も考えられる。そのため、次節では PyCYP97B遺伝子配列のコ

ドンを大腸菌に最適化した配列と葉緑体移行シグナルを除去した配列の

PyCYP97Bを合成し、カロテノイド変換機能をさらに検証した。 
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第三節 

大腸菌を用いた PyCYP97Bの酵素機能解析における 

コドン最適化と葉緑体移行シグナル除去の検討 

 

実験方法 

 

2.3.1 PyCYP97Bコドンの最適化 

PyCYP97Bの塩基配列に関して、大腸菌のコドン偏位(codon bias)に最適化さ

せるため、大腸菌のコドン使用率[62]を参考にコドンを選択し、大腸菌 GC含量

に最適化した配列を作成した (Table. 2-3-1)。 

さらに、葉緑体移行シグナルを ChloroP  (http://www.cbs.dtu.dk/services/ 

ChloroP/)で検索し、コドン最適化に加えて葉緑体移行シグナルを除いた配列を

作成した。 

作成した配列は GENEWIZ社に委託し DNA合成を行った。 

 

2.3.2 コドン最適化 PyCYP97Bの形質導入 

 2.3.1で作製した 2種類のPyCYP97B配列を 2.2.5と同様に大腸菌に導入した。 

 

2.3.3 大腸菌のカロテノイド合成分析 

 2.2.6と同様に大腸菌のカロテノイド合成を評価した。 
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結果と考察 

 

P. yezoensisは GC含量が高い生物であることが報告されており[29]、GC含

量の低い大腸菌とはコドン偏位(codon bias)が大きく異なる。コドン偏位が大き

く異なる塩基配列で形質導入を行うと、使用頻度の低い tRNA を用いる影響に

より、翻訳量の低下、アミノ酸の置換などの翻訳エラーが増加することが知ら

れている[63,64]。さらに、RNAの減衰も早くなることが明らかになっているこ

とから[65]、コドン選択は異種タンパク質発現における重要なファクターである。 

そこで、本研究では PyCYP97Bの酵素活性を明らかにするため、大腸菌のコ

ドンに最適化したインサート(PyCYP97B-opt)を作製し、Wild Type(WT)の配列

(PyCYP97B-WT)と同様に検討を行った。 

さらに、PyCYP97B配列の葉緑体移行シグナルを検索したところ、N末端の

13 アミノ酸が葉緑体移行ペプチドであることが予測された(Table. 2-3-2)。P. 

yezoensis の細胞内と異なり、大腸菌内では葉緑体移行シグナルの切断が遅く、

酵素機能に悪影響を与えた可能性を考え、移行ペプチドを除いた mature 

protein配列(PyCYP97B-opt-mat)についても酵素機能の解析を行った。 

コドン最適化の結果、PyCYP97B-WTと比べ、PyCYP97B-optでは GC含量

は 61.54%から 52.56%に減少し、大腸菌のゲノム GC 含量(約 50% [61])に近づ

いた。 

続いて、PyCYP97B-opt のカロテノイド変換活性を評価したところ、いずれ

の条件においても合成されたカロテノイドの種類は WT と変化はなかった(Fig. 

2-2-1,-2, 2-3-1,-2,-3,-4)。しかしながら、それぞれのピーク面積を比較すると、

lutein などの変換後カロテノイドの比率が、WT より PyCYP97B-opt で増加し

たことから、コドンの最適化によりカロテノイド変換効率が向上したことが明
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らかとなった。 

さらに、葉緑体移行ペプチドを除いた PyCYP97B-opt-mat では、-carotene

合成菌に導入することで、非常に微量ではあるが zeaxanthinが検出され、極大

吸収波長によっても確認された(Fig. 2-3-1,2-3-5)。これらのことからPyCYP97B

が-ring carotene hydroxylase活性をもつことが示唆された。 

また、-carotene 合成菌についても PyCYP97B-opt-mat 導入により

zeaxanthin 合成が確認された(Fig. 2-3-2)。-Carotene 合成菌は lycopene 

-cyclase を持つため、すべての lycopene が-carotene に変換されず一部

-caroteneが合成される。よって、-caroteneから zeaxanthinが合成されたと

考えられる。 

紅藻のカロテノイド合成酵素に関する知見は少なく、これまでに C. merolae

の LCY の lycopene--cyclase 活性を示した報告[66]や、Po. umbilicalis の

CYP97B (PuCHY1)について報告がある[39]。PuCHY1の報告の中で Yangらは、

PuCHY1 の-ring carotene hydroxylase 活性について明らかにするとともに、

さらに-ring carotene hydroxylase活性についても示唆している。さらに 2020

年に、P. yezoensisと Po. umbilicalisの lycopene cyclase(LCY)について、大腸

菌を用いた解析が行われた[67]。そのなかで、本研究では部分配列にとどまって

いた P. yezoensisの LCY2配列について、RACE法で全長配列を明らかにし、

Po. umbilicalis LCYと併せて P. yezoensis LCY(本研究における LCY1、LCY2)

の lycopene -cyclase、lycopene -cyclaseの活性をそれぞれ明らかにした。 

第一節で述べた通り、これまでに P. yezoensis を含む複数の紅藻は

Po.umbilicalis と同様に、植物で主要な carotene hydroxylase である BHY、

CYP97A、CYP97C を持たず、CYP97B のみ見つかっている。このことから、

PuCHY1と同様に PyCYP97Bもまた-ring carotene hydroxylase活性、さら
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には-ring carotene hydroxylase活性も持つと予想し、大腸菌を用いて酵素機

能の解析を行った。 

結果として、PyCYP97Bは明確な-ring carotene hydroxylase活性を示した。

このことは、これまで紅藻で明らかになっていなかった lutein 合成経路の変換

酵素が発見されたことを示している。一方で-ring carotene hydroxylase活性

は PyCYP97B-WT では活性を示さなかったが、PyCYP97B-opt-mat でわずか

ではあるが活性が認められた。このことは、PyCYP97B が弱いながらも-ring 

carotene hydroxylase 活性をもつことを示している。PyCYP97B の-ring 

carotene hydroxylase 活性が弱かった原因は、その酵素活性が弱い可能性のほ

かに、大腸菌内で転写やタンパク質のフォールディングがうまく機能しない可

能性や、補酵素などの共存物質がないために活性が弱いことなどが考えられる。

実際に、GC 含量を下げるようにコドン最適化を行った結果 lutein 合成量が増

加したことから、大腸菌内では本来の PyCYP97B活性より弱い活性しか発現し

ないことが示唆される。そのため、本研究で発見に至らなかった lutein 合成に

おける-carotene から zeinoxanthin への変換は、PyCYP97B の基質特異性が

高いために、その経路の-ring carotene hydroxylase活性をもたない可能性と、

大腸菌評価系の影響で活性が認められなかった可能性が推察される。今後、他

のモデル生物(酵母、コケ、陸上植物)への遺伝子導入や、PyCYP97B のノック

ダウンによる解明が必要であり、今後の研究が期待される。 
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第三章 

P. yezoensisにおける栄養ストレスに対する 

カロテノイド量とカロテノイド合成遺伝子発現量の変化 

 

序論 

P. yezoensisはノリの主要な養殖品種として、日本で最も養殖されている水産

生物である。ノリは産業的に重要な食品であるが、ノリの養殖地域では藻体の

色が薄くなり商品価値が著しく損なわれる現象、いわゆる「色落ち」が問題と

なっている。 

例えば、有明海では 2000年にノリ養殖が大不作となり、その原因として考え

られているのが赤潮による色落ちである。赤潮は栄養塩吸収量の多い Eucampia 

zodiacus や Coscinodiscus wailesii、Rhizosolenia imbricata などの珪藻が大

量発生することにより、ノリの生育に必要な栄養塩が減少することで色落ちを

引き起こしたと考えられている[68]。しかしながら、近年は珪藻 Asteroplanus 

karianusによる被害が発生するなど[68]、発生原因は完全には解明されていな

い。 

さらに、瀬戸内海では、高度経済成長期に海水が富栄養化したことで赤潮が

頻繁に発生したことから、1973年に瀬戸内海環境保全臨時措置法を制定し、環

境改善に努めた。その結果、水質は大きく改善したものの、栄養塩が不足する

ことになり 1990年代からはノリの色落ちが発生し始めた。そこで近年いわゆる

「きれいな海」から「豊かな海」に方針転換がなされ、兵庫県では窒素濃度の

下限値をもうけることが検討されるなど[69]、ノリ養殖を含めた水産業に対する

対策が進められている。 
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また、東京湾では窒素塩濃度が比較的高水準であるにもかかわらず色落ちが

発生し、リン酸塩濃度が重要であることが示唆されている[70]。 

このように色落ちの現状や要因に地域差はあるものの、P. yezoensis退色の生

物学的原因は窒素塩などの栄養塩が不足することによるものであると考えられ

ている[68]。P. yezoensisの主な色素成分は、クロロフィル a、フィコビリン(フ

ィコエリスリン、フィコシアニン、アロフィコシアニン)、カロテノイドであり

これら成分の減少が退色を引き起こす。これまでに、栄養塩の不足がクロロフ

ィル aやフィコビリンを減少させることは報告されてきたが[68,71]、カロテノ

イドに関する報告はほとんどない。カロテノイドは光ストレス防御や光受容体

としての役割を持つ光合成生物の生育に重要な成分であるため、光合成色素と

してのクロロフィルやフィコビリンの減少とカロテノイドの関係を明らかにす

ることは、色落ち現象中の生体反応を明らかにするための重要な知見となる。 

そこで、第三章では P. yezoensisの色落ちとカロテノイド合成の関係を評価

するために、栄養欠乏条件下で培養した P. yezoensis中のカロテノイド量の経

時変化を測定することで、色落ち現象中におけるカロテノイド量の変化を評価

した。さらに、カロテノイド生合成に対する影響を、第二章で発見したカロテ

ノイド合成遺伝子を指標として定量 RT-PCR法で遺伝子発現量を測定すること

で、検証した。 
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第一節 

栄養ストレス環境下における P. yezoensisのカロテノイド合成 

 

実験方法 

 

3.1.1 試料および試薬 

 P. yezoensis糸状体は 1.1.1と同様に愛知県水産試験場漁業生産研究所より分

与された P. yezoensis U-51株の糸状体を用いた。培養には、1.1.1 と同様の試

薬を用いた。 

 

3.1.2 P. yezoensisの培養 

 藻体約 5 g を 250 ml フィルターユニット付試薬ビン（柴田科学）に移し、

ESL培地 200 ml を加えた。インキュベータ内で、光量 40 mol photon・m-2・

s-1、温度 15°C、長日条件（明期 14時間・暗期 10時間）下で、孔径 0.22 mの

滅菌フィルター（Merck Millipore）を介して通気を行った。 

ESL 培地で前培養を 1 週間行ったのち、栄養欠損群は初めの 2 週間は ESL

培地中の ESS2を添加せずに培養を行い、その後 ESS2を加えた通常の培地に戻

し 5 週間培養を行った。培地交換はコントロール群、栄養欠損群いずれも 7 日

おきに行った。 

 

3.1.3 P. yezoensisのサンプリング 

 コントロール群および栄養欠損群の藻体約0.3 gを一週間おきに同時刻に回収

し、回収した藻体からただちにキムワイプで余分な培地をふき取り 1.5 mlチュ

ーブに回収後、液体窒素で急速凍結した。 
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3.1.4 カロテノイド量の分析 

凍結保存した藻体約 0.1 gを試験管に秤量し、約 20倍量のmethanolに一晩

浸漬し、methanol 抽出物を回収した。藻体残渣を再度methaolに浸漬し、２回

抽出を行った。得られたmethaol抽出物を窒素で留去し、chloroform : methanol 

= 2:1(v/v)を 7.5 ml 加え、撹拌し抽出物を再度溶解させた。その後、蒸留水 1.5 ml

を加え撹拌した後、10,000 rpm、10 minで遠心分離し、二層に分け、下層の

chloroform層を別の試験管に回収した。回収した chloroform層は窒素で溶媒を

留去し、総脂質を得た。その後、methanolで再溶解後、1 mlメスフラスコでメ

スアップしHPLC分析に供した。 

 

3.1.5 総脂質の HPLC分析 

HPLC条件および定量は、1-1-4と同様の方法で行った。 

 

3.1.6 RNA抽出および cDNAの調製 

RNAの抽出は、RNeasy Plant Mini Kit(QIAGEN)を用いて 2.2.1と同様の方

法で行った。 

 

3.1.7 DNAの除去 

DNA除去は TURBO DNA-free Kit(Thermo Fisher Scientific)を用いて 2.2.2

と同様の方法で行った。 
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3.1.8 逆転写反応 

逆転写反応は Prime Script 1st Strand cDNA Synthesis Kit(TaKaRa)を用い

て 2.2.3と同様の方法で行った。 

 

3.1.9 カロテノイド変換酵素のプライマー設計 

カロテノイド変換酵素のプライマーはプライマー設計ソフト Prime3[72]を用

いて作成した。 

RT-PCRに使用した配列を以下に示した。 

Py18S-F 5'-CGACCGTTTACTGTGAAG-3' 

Py18S-R 5'-GACAATGAAATACGAATGCC-3' 

PyPSY-F 5'-CTTGGCGTTTGCAGGTG-3' 

PyPSY-R 5'-AAGACCGCCGACGACTC-3' 

PyPDS-F 5'-CGCAACACGGACATGCT-3' 

PyPDS-R 5'-ACCCACTCGGACCAGGA-3' 

PyCRTISO-F 5'-ACCGTCGCTGACCCTTC-3' 

PyCRTISO-R 5'-CGCCTTGAGGGCTTTGT-3' 

PyLCY1-F 5'-TAGATGCGGACGCGGTA-3' 

PyLCY1-R 5'-GAGCGTGAGCAGGTCCA-3' 

PyLCY2-F 5'-TCTTCGCCGCCTTTTTC-3' 

PyLCY2-R 5'-CCCGGATGCGGTTAGAG-3' 

PyZEP-F 5'-AGCGGTGGCTTCCAGTC-3' 

PyZEP-R 5'-GCCCATCAAGGCTGTCC-3' 

PyCYP97B-F 5'-GTGTCGGACCCGTCCAT-3' 

PyCYP97B-R 5'-TGCAGCCGTTGTTTCGT-3' 

 

プライマーは、RNase free waterにて 10 Mに調製し、使用まで-40°Cで冷凍

保管した。 

 

3.1.10 RT-PCR 

PCRは、ABI PRISM® 7500 を用いて real time RT-PCR法にて行った。3.1.8
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に従い調製した cDNAをそれぞれRNase free waterにて適当な濃度に希釈した。

反応試薬として SYBR Premix Ex Tag GC(Perfect Real time) (TaKaRa)を用い、

添付の説明書に従い操作した。すなわち Table. 3-1-1の組成となるように調製し

た反応液を 96-well Optical Reaction Plateに移し、ABI PRISM® 7500 にて

PCR 反応を行った。なお、反応条件は Table. 3-1-2 に示した。反応後 ABI 

PRISM®7500 添付の使用説明書に従いmRNAの発現量の定量を行った。 

 

3.1.11 統計計算の方法 

得られた数値は、その平均値および標準誤差を算出した。統計的検定は、

Studentの t検定を用いて行った。その際、有意水準は P<0.05、P<0.01 とした。 
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結果と考察 

 

本章では、簡易的な色落ちモデルとして、人工海水中に添加する栄養塩を総

合的に欠如させることで P. yezoensisの色落ちを誘導した。 

実験に先立ち、色落ちの培養条件を検討したところ、遮光あるいは弱光条件

下では本研究と同様に栄養を欠如させているにもかかわらず、ほとんど色落ち

が発生しなかった(データ未掲載)。このことから、色落ちの発生には栄養塩の欠

如に加え光ストレスが重要な要因であると考え、光防御能をもつカロテノイド

と色落ちの関係を評価した。 

結果として、栄養塩欠如培地で培養を行った P. yezoensisは光照射 40 mol 

photon・m-2・s-1での培養 2週目にはコントロールの藻体と比較し、明確な退

色を示した(Fig. 3-1-1)。さらに、3週目から栄養塩を添加して培養したところ、

5週目には色調が概ね回復した。このことから、P. yezoensisは光量 40 mol 

photon・m-2・s-1下の栄養塩欠如により色落ちと同様の色調変化を示すことが明

らかになった。また、その色調変化は不可逆的な藻体の死滅ではなく、可逆的

な状態変化であることが確認された。 

培養期間中のカロテノイド含有量を評価したところ、培養期間中にコントロ

ール群のカロテノイド量が減少した(Fig. 3-1-2)。その原因として、培養バッグ

から試薬ビンに培養条件を変更したことによる藻体密度の変化や、光量の変化

が考えられる。このような環境要因の影響を排除するため前培養を 1週間行っ

たが不十分であった可能性がある。 

しかしながら栄養塩欠乏で培養中(Starved)、2週目で栄養塩欠乏群のカロテ

ノイド量は-carotene と zeaxanthinで増加し、luteinと-caroteneにおいても
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コントロール群と比較して相対的に増加した(Fig. 3-1-2)。さらに回復期

(Recovery)ではいずれのカロテノイドもコントロール群と同程度まで減少した。 

このことは、色落ちの進行に対して、コントロール群と比較してカロテノイ

ド量が増加したことを示しており、さらに、色落ちの回復とともにカロテノイ

ド量がコントロール群と同程度まで低下したことを示している。 

このような色落ちによるカロテノイド量増加の詳細なメカニズムを検証する

ため、カロテノイド合成酵素の遺伝子発現量を測定したところ、カロテノイド

量と同様に、色落ちによるカロテノイド合成酵素の遺伝子発現量の増加と、回

復期の低下が認められた(Fig. 3-1-3)。 

以上の結果から、栄養塩の欠如は、P. yezoensisのカロテノイド合成を促進す

ることが明らかになった。 

栄養塩欠如による色調変化の研究はシアノバクテリアで古くからおこなわれ

ている[73,74]。シアノバクテリアは体内のタンパク質の約 40%が色素タンパク

質であるフィコビリタンパク質であり、栄養塩欠乏時に分解することで、不足

した栄養素を補うことが示唆されている[73,74]。紅藻もシアノバクテリアと同

様にフィコビリタンパク質を蓄積しているため、紅藻においても同様に栄養を

補填する目的でフィコビリタンパク質を分解するために、色落ちが発生するこ

とが示唆されている[74,75]。 

一方で、フィコビリタンパク質はチラコイド膜上でフィコビリソームと呼ば

れる構造体を形成し、光合成においてクロロフィルに光エネルギーを受け渡す

光捕集機能を持つと考えられている。紅藻は海藻では最も深くまで生息できる

海藻であるが、それは名前の通り赤色の光捕集色素(フィコビリタンパク質の一

種であるフィコエリスリン)を有することで、深海まで減衰しづらい青色や緑色

の光エネルギーを吸収できるためであると考えられている。このように優れた
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光補修能を持つ一方で、光防御能は他の光合成生物と比べて脆弱である。すな

わち、緑色植物のようにキサントフィルサイクルを持たず、シアノバクテリア

のように過剰な光ストレスから防御する orange carotenoid protein(OCP)をも

たない[76]。これまでに中温域の紅藻では、フィコビリソームの構造を変化

(mobility)させることで光合成制御を行うことが示唆されているが[77]、紅藻に

おける過剰な光ストレスに対する防御機構の詳細は明らかになっていない。 

本研究で、色落ちに伴いカロテノイドが増加したメカニズムとして、カロテ

ノイドによる光ストレス防御機構である可能性が考えられる。実際に、緑藻で

ある Dunaliella salina では窒素を欠乏させることでカロテノイド量の増加とカ

ロテノイド合成遺伝子の発現量上昇や[78,79]、酸化ストレスに対するカロテノ

イドの防御能が報告されている[80]。これらのことから紅藻においても窒素減少

に伴うカロテノイド増加について、同様のメカニズムを持つ可能性が考えられ

る。 
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総合考察 

 

P. yezoensisは、日本で最も養殖されている水産物であると同時に、実験室レ

ベルで培養可能であり、ゲノム情報が整備されている点から近年紅藻のモデル

としても注目されている。本研究では、紅藻 P. yezoensis のカロテノイド生合

成経路について、中間代謝物の同定および変換酵素の探索、酵素機能解析の両

視点から検討を行い、これまで部分的にしか明らかにされていない紅藻のカロ

テノイド合成経路の解明をはかるものである。 

カロテノイド合成経路の特徴として lycopeneからの環化において、、環が

形成されることやヒドロキシル基がどのような構造に特異的に導入されるかな

どを考察する必要があり、その解明には中間代謝物の同定が不可欠である。P. 

yezoensis のカロテノイドについては、これまでに含有量の多い-/-carotene、

lutein、zeaxanthinのみが報告されていた[20]。第一章では、P. yezoensisのカ

ロテノイド組成について詳細な分析を行い、P. yezoensis の lutein 合成経路は

zeinoxanthin を介する経路と-cryptoxanthin を介する２つの経路があること

を明らかにした。さらに、高極性画分のカロテノイドを詳細に検証した結果、

従来 lutein、zeaxanthinまでしか見つかっていなかった P. yezoensisカロテノ

イド合成経路において、新たな代謝物としてエポキシ基を持つ

lutein-5,6-epoxideと antheraxanthinを同定した。 

第二章では、カロテノイド生合成経路の変換酵素の探索を行った。まず、P. 

yezoensisについてこれまでに明らかになっている他生物の遺伝情報から、複数

の変換酵素の遺伝子の探索を行った。その結果、生物間で比較的酵素が共通し

ている lycopeneまでの合成酵素と LCY、carotene hydroxylase、ZEPの遺伝子

が見つかった。一方で、-carotene desaturaseの遺伝子が発見できず、CRTISO
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と LCY2 の遺伝子に関しては部分配列しか見つからなかった。P. yezoensis は

GC含量が高く全配列を解読することは困難であるため、中央水産研究所の報告

でも全ゲノムの解読はできていない[29]。-Carotene desaturase 遺伝子につい

ては他の紅藻では見つかっている (Gracilariopsis chorda (GenBank: 

PXF43369.1) 、 Chondrus crispus (NCBI Reference Sequence: 

XP_005712997.1))ことから、未解読部分に存在することが考えられる。 

また、Dautermann and Lohr[81]は、紅藻の一種である Madagascaria 

erythrocladioides の ZEP 遺伝子について、ZEP 欠損タバコに導入した結果、

antheraxanthin の蓄積を確認した。その報告のなかで、P. yezoensis ZEP は

M. erythrocladioides ZEPと配列が大きく異なり、さらには P. yezoensisがエ

ポキシ基を持つカロテノイドを蓄積しないこと、葉緑体移行ペプチドを欠損し

ていることから P. yezoensis ZEPは酵素活性を持たないことを示唆している。

しかしながら、これまでの研究においてviolaxanthin代謝物であるabscisic acid

が P. yezoensis から見つかっていること [31]に加え、本研究において P. 

yezoensis から antheraxanthin、lutein-5,6-epoxide が同定されたことは、P. 

yezoensis の ZEP が epoxydase 活性を持つことを支持する結果となった。この

ような違いの要因として、分析手法の違いによる影響が考えられる。前者は主

にHPLCの 447 nmによる検出がなされていた[82]。一方、本研究では LC/MS

を用いた高感度精密分析を行った。実際本研究においても、総脂質による分析

では十分な検出が困難であったのに対し、高極性画分を分画、濃縮して分析す

ることで同定に至った。 

次に、検討した CYP97はシトクローム P450タイプの酵素で、ヘム鉄を含有

する carotene hydroxylase である。陸上植物と緑藻は CYP97A、CYP97B、

CYP97C に加えて BHY を持ち、生合成経路における各酵素が明らかになって
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いる。一方で紅藻はこれまでに数種のゲノム情報が明らかになっているが、CrtR

を持つ Cyanidioschyzon merolae と Galdieria sulphuraria (NCBI Reference 

Sequence: YP_009051169.1)を除けば P. yezoensis を含めたすべての紅藻で

CYP97B のみが見つかっている。第一章で明らかになった通り、P. yezoensis

の lutein の合成経路は２経路あり、-ring carotene hydroxylase と-ring 

carotene hydroxylase の両方の活性が必要であるにもかかわらず、単一の

CYP97B しか見つかっていない。よって、CYP97B は-/-ring carotene 

hydroxylaseの両方の活性を持つ可能性が示唆された。 

本研究では、大腸菌を用いて PyCYP97Bの酵素機能解析を行った結果、-ring 

carotene hydroxylase活性が明らかになった。これまでに、CYP97Bは様々な

植物からホモログが報告されているが、植物では-ring carotene hydroxylase

活性を含めて、これまでに CYP97Bの酵素活性が明らかになった例はない[44]。

一方で、近年になって、藻類では Po. umbilicalis と珪藻 Phaeodactylum 

tricornutumで CYP97Bの-ring carotene hydroxylase活性が明らかになって

いる[39,40]。しかしながら、CYP97Bの-ring carotene hydroxylase活性が機

能解析された報告はなく、本研究で初めて CYP97B の -ring carotene 

hydroxylase活性を見出した。さらに、詳細な検討を行うためにコドンの最適化

および葉緑体移行シグナル除去を行ったインサートで大腸菌に形質導入し、活

性評価を行ったところ、わずかではあるが zeaxanthinが検出された。このこと

は CYP97Bが-ring carotene hydroxylase活性を併せ持つことを示している。

Po. umbilicalis の報告では大腸菌による活性評価で、 -ring carotene 

hydroxylase活性が認められた一方で、-ring carotene hydroxylase活性は認め

られなかった。この P. yezoensisと Po. umbilicalisの違いは、藻体内に蓄積す

るカロテノイド組成に関連するものかもしれない。すなわち、P. yezoensisは、
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-carotene タイプのカロテノイド (lutein、-carotene)が全カロテノイドの約

80%を占める[19]。その一方で、Po. umbilicalisでは約 45%であり、-carotene

タイプのカロテノイド (-carotene、zeaxanthin)を約 55%蓄積する[39]。以上

のことから、P. yezoensis は比較的多く蓄積している lutein を合成するために

-ring carotene hydroxylase活性が高く、Po. umbilicalisは-caroteneタイプ

のカロテノイドを効率よく変換するため-ring carotene hydroxylase活性が強

い可能性が考えられる。 

また、本研究では Marchantia polymorpha の CYP97C[44]と同様に、

-caroteneから-cryptoxanthin、zeinoxanthinに変換する反応は認められなか

った。その要因として、大腸菌による評価の実験系による可能性と未発見の酵

素が存在する可能性がある。評価系については本研究でコドンを最適化するこ

とで活性が強くなったことや葉緑体移行シグナルを除去することで新たな活性

が認められたことから、藻体内では大腸菌の評価系では認められない活性が存

在することが考えられる。一方、未発見の酵素については、上記の相同性解析

で示した通り P. yezoensis のゲノムは完全に解読されていないことから、相同

性解析で検出されなかった可能性と、原核生物では異なる-ring carotene 

hydroxylase が見つかっていることから [83]、植物の -ring carotene 

hydroxylaseと異なるタイプの遺伝子が存在する可能性がある。 

紅藻の分類は近年の分子系統学的分類により、Cyanidiophytina (イデユコゴ

メ亜門)をはじめに分岐した別の亜門とし、残りを Eurhodophytina (真正紅藻亜

門)と Proteorhodophytina (原始紅藻亜門)に分けることが提唱されている

[22-24]。その際に、Eurhodophytinaに近縁である Bangiophyceae (ウシケノリ

綱)は従来の原始紅藻(亜)鋼から Eurhodophytina に移された。このような分子

系統学的分類に則り、紅藻のカロテノイド組成を比較すると、まず、
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Cyanidiophytina および Proteorhodophytina は-carotene タイプであり、

Eurhodophytinaは多くが-/-caroteneタイプである[20]。さらにカロテノイド

合成酵素に着目すると Cyanidiophytina の紅藻はシアノバクテリアの持つ

carotene hydroxylase(CrtR)を持つが、Proteorhodophytinaと Eurhodophytina

の紅藻は CYP97Bを持つ点で共通している。 

紅藻のCyanidiophytinaがBHYの由来と考えられるCrtRを持つことは興味

深い。Cyanidiophytina を除く紅藻と緑色植物が CYP97B を持ち、緑色植物が

BHYを持つことから、緑色植物と紅藻の共通祖先は CYP97B と CrtR(BHY)の

両方を持つことが推測される。緑色植物が CrtR(BHY)と CYP97B の両方を保存

し、Cyanidiophytinaが CrtR を選択し、その他紅藻が CYP97Bを選択した理

由は不明であるが、Cyanidiophytina は温泉藻と呼ばれ高温酸性に生息するこ

と、その他紅藻は深海まで生息できる種も多いことから光強度や温度により保

存する遺伝子を選択した可能性が考えられる。紅藻の進化の過程と陸上植物や

緑藻では CYP97Bの酵素機能が認められていないことから考えられる仮説とし

て、初期の CYP97B は酵素機能を持たず陸上植物と緑藻に保存され、次に

Proteorhodophytinaで-ring carotene hydroxylase 活性を獲得し、次に

Eurhodophytinaで-ring carotene hydroxylase 活性を併せ持ったのかもしれ

ない。今後、紅藻のゲノム情報の解明が進み、未検討の CYP97Bの機能解析が

進むことで紅藻の carotene hydroxylaseの進化が明らかになることが期待され

る。 

第三章では、ノリ養殖で長年問題となっている色落ちとカロテノイドの関連

性について検証を行った。色落ちは、窒素やリンなどの栄養塩が不足すること

により発生すると考えられている。色落ち発生のメカニズムは、従来は富栄養

化により発生した赤潮が海水栄養を大量に消費することにより引き起こされて
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いたが[64]、近年は水質改善による貧栄養化が原因の色落ちが増えてきている。

そのため、これまでに栄養塩供給による色落ちの改善研究などが行われており

[84]、実際に下水処理水の窒素濃度を高める運転を試行したり[85]、下限を設定

することが検討されている[69]。 

本研究では P. yezoensis を培養し、栄養塩ストレスを与えることで、近年問

題となっている P. yezoensisの色落ちを再現し、実際に色調の減衰を確認した。

色落ちした P. yezoensis 藻体中のカロテノイド量とカロテノイド合成遺伝子発

現量を測定した結果、カロテノイドの増加と遺伝子発現量の増加が明らかにな

った。窒素欠乏によるカロテノイド量の増加は緑藻でも報告されており[78,79]、

光ストレスに対する防御機構であることが示唆されていることから、紅藻にお

いても光ストレスに対する防御機構として機能している可能性がある。 

 

カロテノイドの研究は、1831 年ドイツの Wackenroder がニンジン果汁に対

してエーテル抽出を行い、赤い結晶を得たことに端を発する。Wackenroder[86]

はこの赤い結晶をニンジン (carrot) にちなみカロテン (carotin) と名付けた。

その後、1837 年に紅葉から抽出された黄色成分が発見され、キサントフィル 

(xantho:黄色+phyll:葉)と名称がつけられると、1911年からはカロテンとキサン

トフィルを合わせてカロテノイド (carotene -oid) と呼ばれるようになった。現

在では、カロテンは炭素と水素のみで構成されたカロテノイドを示し、酸素が

結合したカロテノイドをキサントフィルと呼び区別している。 

生物にとってカロテノイドは、単に色調を与えるだけでなく光合成における

光捕集、光防御機能といった成長に重要な成分であることはすでに述べた。ま

た、近年カロテノイドの多様な生理機能が報告されており、lutein、zeaxanthin

の加齢黄班変性に対する改善機能[87]、astaxanthin、lycopene の抗酸化作用
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[88,89]、fucoxanthinの抗肥満作用[18]などが報告されており、機能性食品や化

粧品としての利用が拡大している。さらに、カロテノイドは一次産業でも魚養

殖や養鶏卵の色上げ剤として使われており、食品産業においては、-carotene、

アナトー色素 (bixin)、マリーゴールド色素 (lutein)、パプリカ色素 (capsanthin、

capsorubin) など着色料として多用されている。 

このような産業における高い需要に対して、カロテノイドは-carotene、

canthaxanthin、astaxanthinなどの主に動物飼料向けの需要の高い種類は化学

合成で生産される。一方、それ以外のカロテノイドは天然物から抽出されるた

め、品種、生育条件による含有量の増加などの研究がおこなわれている。この

ような、カロテノイド生産にむけた研究において合成経路の探索は重要な役割

を果たす。すなわち、合成経路における中間代謝物の含有量や合成遺伝子の発

現量を把握することは、原料生物の合成経路の活性化の有用な指標となる。さ

らに近年、希少なカロテノイドあるいは新規のカロテノイドを遺伝子工学的手

法で生産する手法が注目を集めている。本研究で得られた P. yezoensis カロテ

ノイド合成経路に関する中間代謝物および遺伝子情報は、紅藻を含めた光合成

生物の進化におけるカロテノイド合成経路の進化の解明に寄与するとともに、

カロテノイド合成産業に有益な情報となることを期待する。 
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