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タンパク質分析を用いた造礁性サンゴの熱ストレス指標の作成 

○名村 有史, 久保田 賢（高知大学 大学院 総合人間自然科学研究科） 

 

【背景と目的】熱帯・亜熱帯に生息する造礁性サンゴ（以下サンゴ）は海の生態系を支える上で重要

な役割を担っている．近年海水温上昇によるサンゴの大規模白化後の大量死滅が問題となっている．

これまでこれらを再現する熱ストレス実験が多く行われてきた．サンゴのストレス応答は主に網羅的

な mRNA発現などに基づいて議論されていることが多い．これらはアノテーションが行われているも

のの，タンパク質の機能までは調べられていないものは少ない．そこで本研究では温帯に生息するク

シハダミドリイシ（Acropora hyacinthus）の熱ストレスによるタンパク質の網羅的な発現検出を行い，

熱ストレス応答関連タンパク質の性質について調べた． 

【材料と方法】高知県大月町西泊で 5群体のクシハダミドリイシを採取した．群体を枝分けし，計 2週
間馴化させた．対照区を 20℃に設定し，実験区は 1℃/日と 2℃/日で温度を上げ，その後 32 ℃を維持し
た．0，2，4，6，9，12，15日目に枝の採取を行った．枝は液体窒素で瞬間冷凍または TRIzol溶液に浸
した．写真と Junior-PAM を用いて，明度を示す L*値と Fv/Fm を測定した．サンゴ断片重量 の 4 倍量
の“50 mM pH 6.8 Tris-HCl（未変性条件）”で抽出し．その沈殿を等量の“6 % SDS，6M 尿素，50 mM pH 
6.8 Tris-HCl（変性条件）”を用いて再抽出した．SDS-PAGEで分離後，CBB染色で増減がみられたバン
ドの質量分析を行い，アミノ酸配列に基づくタンパク質の推定を行った．そのうち，他生物においてス

トレス時のバイオマーカーとして期待されている allene oxide synthase lipoxygenase protein（AOS-LOX）
に注目した．アミノ酸配列と RNA-Seq で得られたコンティグを参考に AOS-LOX 様の特異的プライマ
ーを設計した．TRIzol溶液から全量 mRNAを精製し，cDNAを合成した．増幅断片を pGEM-T easy Vector
に組み込み，AOS-LOX様の全長のクローニングを行い，1次構造の比較を行った． 
【結果および考察】対照区と比較して，L*値の増加および Fv/Fmの減少が 1 ℃/日は 12日目以降，2 ℃/
日では 6日目以降に観察された．未変性試料では，対照区と比較して 2 ℃/日のみ 25 kDaのバンドが 4
日目までに減少し，質量分析により，“cyanおよび green fluorescent protein（蛍光タンパク質）”の配列と
の類似が示された．変性試料の 20 kDaのバンドは 1 ℃/日で，35 kDa以上の複数のバンドについては両
実験区で，4日目をピークに増加した。これらからは，それぞれ“α-actinin1-like（細胞骨格）”と“AOS-
LOX様（ストレス応答）”（20 kDa），“nuclear anchorage protein like-1（核の固定）”と“golgin subfamily A-
member4-like（小胞体輸送）”（35 kDa以上）と似た配列が検出された。20 kDaの位置には，対照区のみ
15日目に濃いバンドも見られ，“myosin regulatory light polypeptide 9-like（細胞骨格）”，”Histone H2A（ク
ロマチン）”の類似配列を示した．熱ストレスに伴い発現が増加した AOS-LOX様は，クシハダミドリイ
シの RNA-Seq解析によるコンティグおよびハイマツミドリイシの EST解析で得られた塩基配列と類似
配列を示した． 
水槽実験では，実験区では 32℃に達する前に白化と光合成活性の低下が始まったと思われる．25 kDa

の蛍光タンパク質は，急激な熱ストレスで発現の減少が促進されたと思われる．クローニングを行った

AOS-LOX様は Blast検索からミドリイシ属で共通して発現していると思われた．機能の報告があるソフ

トコーラルの AOS-LOXとは多くの部分で配列に不一致がみられたが，ウェブサイト等の結果から LOX

ドメインであると推測された．そのうち動物 LOXではなく，植物 9-LOXと類似したことから褐虫藻由

来であると思われた．LOXは多くの動植物で報告がありストレス応答，細胞死，老化などに関わってい

る．今後 9-LOX様の機能を明らかにすることで，サンゴのストレス応答に関与していることを示すこと

ができ，新たな熱ストレス指標として用いることができると考える． 
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