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ノリプロトプラストの生残と生長に有効なアミノ酸の探索
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Screening of effective amino acids in survival and growth 
of Neopyropia yezoensis protoplasts
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and Noboru Murase1

 

Abstract : In order to identify effective amino acid species, survival and growth of Neopyropia yezoensis 
protoplasts cultured using 18 amino acids were examined. Survival rates of each protoplast cultured for 1 week 
with arginine, asparagine, ornithine and tyrosine were similar to that of the control condition. Other amino 
acids significantly reduced the survival rates than the control. Growth of each protoplast cultured for 2 weeks 
with β-alanine, arginine, glutamine, histidine, lysine, ornithine and phenylalanine were significantly higher than 
that of the control. Histidine might be useful to make only thallus grow, although survival rate was very low. 
Arginine and ornithine had potentials to be able to promote the growth without negative influences on the 
survivals of nori cells.
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緒　　言
　陸上植物では，アンモニアや硝酸などの無機態窒素に加

えて，有機態窒素の利用に関する研究が行われている1）。

特に，有機態窒素の中でもアミノ酸類は液肥などで効果的

に利用され，安定生産に貢献している2）。また，アミノ酸

の種類や濃度によって，効果のある生育ステージが異なる

こと3）や作物の地上部と地下部の生長が異なること1），植

物における病害抵抗性を高めること4）も報告されている。

これまでにノリ葉状体を用いた室内培養試験において，他

の窒素源と比較して吸収は少ない5）ものの，アミノ酸添加

が陸上植物同様に，生長促進に関係があると報告されてい

る6–8）。また，寺本・木下7）や野田ら9）では，アミノ酸が赤

腐れ病の防除に有効であることも報告されている。した

がって，海藻類においてもアミノ酸を含む有機態窒素は，

生長の促進という位置づけだけでなく，器官分化の誘導や

病害抵抗性の増強などに活用できる可能性がある。しかし，

これまでの研究では，報告によって効果のある有機態窒素

種が異なっている。陸上植物においては，無菌培養実験を

始めとして，有菌状態での実験，生育ステージを踏まえた

実験を行い，最終的に有効な窒素源を見出している。その

ため，ノリにおいても陸上植物の場合と同様に，無菌的な

培養試験を実施した上で，有機態窒素の絞り込みや活用を

図っていく必要がある。

　藤田・山下10）は，無菌的なノリプロトプラストを使用し，

プロトプラストの再生（発生）に対して，アミノ酸の添加

が発生率に影響を与えることを報告している。また，阿部

ら11）は，ノリの無菌プロトプラストを用い，4種類の有機

態窒素の異なる濃度下での生残と生長に及ぼす影響を調べ

たところ，アルギニンに生長促進効果が認められ，グルタ

ミン酸やタウリンは生長を停滞させることも確認された。
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本研究では，ノリの生長に有効なアミノ酸をさらに絞り込

むために，アルギニンを含む18種類のアミノ酸を用いて，

ノリプロトプラストの生残と生長に及ぼす影響を調べた。

材料と方法

ノリ葉状体の培養　
　実験には，兵庫県漁業協同組合連合会兵庫のり研究所に

おいて陸上採苗されたナラワスサビノリNeopyropia 

yezoensis f. narawaensis HG-4株の葉状体を用いた。葉状体

は網上で全長約1 cmまで育苗した状態で，乾燥・凍結さ

せて水産大学校に送付され，実験開始まで-20℃で凍結保

存された。凍結保存した葉状体を適宜とりだし，予備培養

を行った。予備培養は，葉状体表面に付着している珪藻や

微生物を除去するために，濾過滅菌した抗生物質混液（ペ

ニシリンGカリウム 10 mg mL－1，スプレプトマイシン硫酸

塩 5 mg mL－1）を培地100 mLあたり1 mLおよび二酸化ゲ

ルマニウム（1 mg mL－1）を培地100 mLあたり0.1 mL添加

した1/2SWM-III改変培地12，13）に3日間通気しながら浸漬し

た。その後，培地を3日間隔で換水しながら，約1ヶ月間通

気培養し，葉長15～20 cmまで生長させた。培養条件は温

度20℃，光強度60 µmol photons m－2 s－1，明暗周期12時間

明期：12時間暗期とした。

ノリプロトプラストの分離　
　ノリ葉状体は湿重量で50～100 mg 使用し，ノリプロト

プラストの分離方法は既報に準じつつ10，11，14–16），細胞の

状況を確認しながら時間を調整した。0.5%クエン酸（クエ

ン酸一水和物，和光純薬工業株式会社）を含む滅菌海水（pH 

2.0～2.5）による除菌処理は120秒とし，2%パパイン溶液

（CALBIOCHEM社）処理に続く細胞壁溶解酵素の処理で

は，β-1, 4-マンナナーゼ，β-アガラーゼおよびβ-1, 3-キ

シラナーゼ（ヤクルト薬品工業株式会社）のそれぞれが8 

mLの酵素液中に1unitずつになるように調製した。細胞壁

溶解酵素による処理時間は，プロトプラストの分離状況を

確認しながら，60～90分間とした。

　分離したプロトプラスト懸濁液におけるバクテリアの有

無を確認するために，阿部ら16）と同様の無菌化チェック

を行った。プロトプラスト懸濁液から100 µLを採取し，

滅菌海水で10倍希釈後，2分間激しく撹拌した。その後，

希釈した懸濁液から100 µLを採取し，Marine Agar（Difco

社）プレート上に塗抹した。プレートは温度20℃で1週間

培養し，バクテリアのコロニー形成数を観察し，バクテリ

アのコロニーが形成されなければ，無菌状態と判断した。

バクテリアのコロニーが確認された場合，直ちに実験は中

止し，再度プロトプラストの分離を行った。

アミノ酸の添加試験　
　分離したプロトプラストは104 cell mL－1に密度調整し，

6ウェル平底マイクロプレート（IWAKI社）に100 µLを分

取した。本研究で使用したアミノ酸は，β-アラニン（β

-Ala），L-アルギニン（Arg），L-アスパラギン一水和物

（Asn），L-アスパラギン酸（Asp），L-グルタミン（Gln），

グリシン（Gly），L-ヒスチジン（His）， L-イソロイシン（Ile），

L-ロイシン（Leu），L-リシン（Lys），L-メチオニン（Met），

L-オルニチン一塩酸塩（Orn），L-フェニルアラニン（Phe），

L-プロリン（Pro）， L-セリン（Ser），L-トリプトファン

（Trp），L-チロシン（Tyr）および L-バリン（Val）の18

種類のアミノ酸（すべて和光純薬工業株式会社製）とした。

各アミノ酸は100 mM水溶液（pH 7.8～8.0）を調製後，0.20 

µm フィルター（Sartorius stedim biotech.）により濾過

滅菌した。各アミノ酸の実験濃度は，阿部ら11）の報告を

参考に生残と生長の双方で影響を確認できる1.0 mMとし

た。ノリプロトプラスト懸濁液，1.0 mMに調製した各ア

ミノ酸溶液およびf/2（Sigma社）を添加した1%寒天培地

を1.5 mL加え，よく混釈して，冷却，静置した。寒天には，

低温ゲル化寒天末（ナカライテスク株式会社，ゲル化温度

30～31°C）を使用し，プロトプラストを包埋する際には，

あらかじめ滅菌し，40°Cまで冷却してから使用した。ノ

リプロトプラストを包埋したプレートは，温度20℃，光強

度50 µmol photons m－2 s－1，明暗周期12時間明期：12時

間暗期の条件下で3週間静置培養した。また，コントロー

ルとしてアミノ酸無添加の試験区も作成した。各試験区は

4ウェルずつとした。

プロトプラストの生残と生長の測定　
　生残細胞の計測は，細胞の破裂や萎縮などによる枯死お

よび細胞壁の形成が判別できる培養1週間後に行った。顕

微鏡下で100～200細胞を観察し，細胞壁が形成されている

ものを生残細胞とし，生残率を算出した。

　生長の観察は，培養2週間後に行った。生長は面積によっ

て評価した。デジタルカメラで各試験区においてランダム

に細胞を6～21個体撮影し，画像データをパソコンに取り

込んだ。取り込んだ画像データは，画像処理ソフト
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（Photoshop Adobe）を用いて葉状部の細胞を黒く塗りつ

ぶし，面積測定ソフト（LIA for Win32）を用いて黒い部

分の面積を求めた。生長比較には，各試験区において測定

した全細胞を用いた。

　生残および生長における統計処理は，各アミノ酸試験区

においてコントロールに対するDunnett testを行った。

　

結　　果

　Fig. 1に，培養1週間後のノリプロトプラストにおけるコ

ントロールとアミノ酸18種の生残率を示した。コントロー

ルの生残率は57.1 ± 3.7 %（平均値 ± 標準偏差）であった。

アミノ酸の添加によるプロトプラストの生残率は，コント

ロールと比較して有意な差は認められなかったが，アルギ

ニンが62.7 ± 5.7 %と高かった。その他，コントロールに

対して有意差が認められなかったアミノ酸は，β-アラニ

ン，アスパラギン，リシン，オルニチン，トリプトファン

およびチロシンであった。その他のアミノ酸の生残率はコ

ントロールに対して有意に低い値となった（p < 0.05）。特

に，ヒスチジンの生残率は，10 %以下であり，ノリプロ

トプラストはほとんど生残しなかった。

　Fig. 2に，培養2週間後におけるコントロールと各アミノ

酸試験区のノリプロトプラスト葉状部の面積を示した。培

養2週間後のコントロールの葉状部の面積は，1237.5 ± 

222.3 µm2であった。アルギニン，グルタミン，ヒスチジン，

オルニチンおよびフェニルアラニンは，1621.9 ± 419.3 ～ 

2294.2 ± 590.7 µm2の範囲にあり，コントロールに対して

有意に高い値を示した（p < 0.05）。一方，トリプトファン，

チロシンおよびバリンは，687.2 ± 140.3 ～ 784.3 ± 187.9 

µm2の範囲にあり，コントロールに対して有意に低い値を

示した（p < 0.05）。その他のアミノ酸は，コントロールに

対して有意な差は認められなかった。

　Fig. 3に，培養2週間後におけるノリプロトプラストのコ

ントロールおよび各アミノ酸試験区の代表的な再生体を示

した。コントロールにおける葉状部は，5～14細胞程度で

構成されていた。コントロールと比較して葉状部の生長が

良好であったβ-アラニン，アルギニン，グルタミン，リ

シン，オルニチンおよびフェニルアラニンの葉状部は，8

～60細胞程度であり，葉状部だけでなく仮根の発達も良好

であった。一方，ヒスチジンの葉状部は8～50細胞程度が

観察され，葉状部の生長が良好であったが，仮根が発達し

ていない再生体が多く認められた。葉状部の生長がコント

ロールよりも低かった試験区のうちセリン，トリプトファ

ン，チロシンおよびバリンは葉状部の分裂が停滞していた
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Fig. 1   Survival rates of axenic Neopyropia yezoensis protoplasts cultured for 1 week with eighteen amino 
acids.β-Ala, Alanine; Arg, Arginine; Asn, Asparagine; Asp, Aspartic acid; Gln, Glutamine; Gly, Glycine; 
His, Histidine; Ile, Isoleucine; Leu, Leucine; Lys, Lysine; Met, Methionine; Orn, Ornithine; Phe, 
Phenylalanine; Pro, Proline; Ser, Serine; Trp, Tryptophan; Tyr, Tyrosine; Val, Valine. Vertical bars 
indicate SD. *, ** and *** indicate significant different of p < 0.05, p < 0.01 and p < 0.001, respectively.
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り，正常に分裂していなかった。また，これらの試験区で

は，仮根が未発達の再生体が多かった。葉状部の生長がコ

ントロールと有意差がなかった試験区では，グリシンを除

き葉状部と仮根のいずれの発達もコントロールと同程度で

あった。グリシンは，多くの再生体で仮根が未発達であっ

た。

考　　察

　本研究において，ノリプロトプラストのコントロールの

生残率は57.1 ± 3.7 %であった。この値は過去の文献値10，

11，16）と同程度であった。本研究で使用した18種のアミノ

酸において，ノリプロトプラストの生残率が高く，かつ生

長が良好となったものは，アルギニンおよびオルニチンで

あった。β-アラニンは，生残率がやや低くなったものの，

生長においてはコントロールに比べて良好であった。また，

ヒスチジンは特に強い阻害効果が認められた。藤田・山下10）

では，本研究と同じ添加濃度1.0 mMの発生率において，

ヒスチジンはコントロールに対して90.8 %と比較的高い値

を示した。しかし，10 mM添加時には，ヒスチジンの発

生率もコントロールに対して1.8 %と急激に低下した。ま

た，メチオニンは，0.1 mM添加時でコントロールに対し

て29.0 %と低く，1.0 mM以上の添加では発生率は0 %で

あった。藤田・山下10）は，材料に野生のスサビノリを用

いているため，本研究で用いたナラワスサビノリの場合と

は，アミノ酸の感受性に違いが生じていると考えられる。

ノリ葉状体の生長に及ぼすアミノ酸の影響について，金沢・

柏田6）では，アラニン，システインおよびトリプトファン

を含むカゼイン加水分解物の添加で生長の促進が確認され

た。寺本・木下7）では，β-アラニン，アスパラギン，リ

シンおよびセリンで生長が良好であった。今田・齋藤8）で

はアルギニン，アスパラギン酸，ロイシン，リシン，オル

ニチン，フェニルアラニン，トリプトファン，チロシンな

どが生長促進効果を有していると報告しているが，グルタ

ミン，ヒスチジン，バリンもリシンと同程度の生長率を示

している。寺本・木下7）と今田・齋藤8）では，11種のアミ

ノ酸が共通しているが，そのうち結果が一致したアミノ酸

は，生長が良好となったリシンと抑制されたグルタミン酸

のみであった。これは，上記した研究が生菌状態での実験

であることから，アミノ酸添加により培地中に存在する微

生物やその代謝物の増加が生長に影響を与えた可能性が考

えられる。また，本研究で生長が良好であった7種のアミノ

酸（β-アラニン，アルギニン，グルタミン，ヒスチジン，

リシン，オルニチン，フェニルアラニン）は，寺本・木下7）

または今田・齋藤8）のいずれかの研究で良好な生長が得ら

れており，混菌状態でも生長促進に有効となり得ることを
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Fig. 2   Thallus area regenerated from axenic Neopyropia yezoensis protoplasts cultured for 2 weeks with 
eighteen amino acids. Abbreviations see as Fig. 1. Vertical bars indicate SD. *, ** and *** indicate 
significant different of p < 0.05, p < 0.01 and p < 0.001, respectively.
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Fig.3
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Fig. 3   Photographs of the regenerated thalli of axenic Neopyropia yezoensis protoplasts cultured for 2 
weeks with eighteen amino acids. Abbreviations see as Fig. 1. 
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示している。

　本研究では，葉状部の生長のみを測定したが，生長が良

好であったβ-アラニン，アルギニン，グルタミン，リシ

ンおよびオルニチンは仮根も十分に発達していた。仮根の

発達は，ノリの網への活着（ヒキ）を強めるため，これら

のアミノ酸は芽落ち防止などにも有効と考えらえる。ヒス

チジンは，生残率は低かったものの，生残した再生体にお

いては仮根がほとんど発達せず，葉状部の生長が良好で

あった。阿部ら16）では，抗生物質のアンピシリンが仮根

形成に良好と報告されている。ヒスチジンは添加するタイ

ミング等は検討する必要はあるが，葉状部の分裂を促進す

るため，ノリの器官分化に関する研究において有効な物質

になると思われる。

　今田・齋藤8，17）は，培地に添加したグルタミン酸，リシ

ン，チロシンについて，同位体を用いた実験により葉状体

内部への取り込みを確認するとともに，一部は直接タンパ

ク質合成に用いられている可能性を指摘している。一方，

野田ら18）では，ヒスチジン浸漬によって葉状体内の不飽

和脂肪酸の生産が活発になり，耐病性を高めていることを

示唆している。本研究で効果の見られたアミノ酸について

は，体成分として利用しているのか，あるいは薬理効果に

より代謝系等に影響を与えているのか，今後明らかにして

いく必要がある。また，これらのアミノ酸を養殖現場で活

用していくためには，海域への環境負荷を考慮しつつ，生

長促進や収量増大に繋がる技術を開発していく必要もある。
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