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１．研究計画の概要 
 円石藻は、ハプト藻植物門に属す微細藻類で、
細胞表面に精巧な形態の石灰化された鱗片(円
石)をもつ。本研究では、その形成機構を解明す
ることを目的としてマクロアレイ解析を行い、円石
形成関連遺伝子の単離･同定を行う。具体的に
は、種々の円石欠損変異株や生理条件（石灰
化促進条件や抑制条件）でのアレイ解析により
候補遺伝子を絞り込み、それらの遺伝子産物の
機能や局在性について同定を進める。 
 
２．研究の進捗状況 
（１） 研究室で作製した円石藻 Pleurochrysis 
haptonemofera の cDNA マクロアレイを用いて、
①核相の異なる円石形成細胞と非形成細胞、
②石灰化促進条件下の細胞と抑制条件下の細
胞、及び③近縁種 P. carterae の野生株と円石
欠損変異株（PS2-、PS3-）で発現している遺伝子
の比較を行った。 
 ①③円石形成細胞で発現比が高く（３倍以上）、
かつ PS3-株で発現比が低い遺伝子として、カー
ボニックアンヒドラーゼやケラチン結合タンパク
質の遺伝子ホモログを含む１８個が見出された。
このうち１２個はPS2-株でも発現比が低く、これら
の遺伝子が円石形成に関与している可能性が
示唆された。     
 ②石灰化に対する Ca2+、Mg2+などの濃度の影
響を検討し、石灰化促進・抑制条件を設定した。
石灰化抑制条件で発現比が低い遺伝子のうち、
低Ca条件で発現比が低いものは光合成関連遺
伝子などであったのに対し、円石の形態及び酸
性多糖(Ph-PS-1, 2, 3)の量比に異常がみられる
低 Ca 高 Mg 条 件 で は 、 GFP-mannnose 
3,5-epimerase 遺伝子などの発現比が低くなっ
ていた。 
（２） 円石形成に重要な働きをしていると考えら

れる酸性多糖の円石における局在性についても、
検討を行った。様々な pH で CaCO3の結晶を溶
解させた後ウレア処理を行うことにより、Ph-PS-1
は円石の表面に、Ph-PS-3 はそのやや内側に、
Ph-PS-2 は結晶内部にも存在していることが明
らかとなった。また、Ph-PS-2 抗体を用いた検出
により、Ph-PS-2 は結晶内部にも円石表面にも
存在し円石に強く結合していることが示された。
これらの結果により、Ph-PS̶2 は結晶核の形成
に、Ph-PS-3は結晶の成長に関与しているという
変異株の観察に基づく仮説（Marsh 2003）が強く
支持された。 
 
３．現在までの達成度 
	
 ②おおむね順調に進展している。 
（理由） 
 核相の異なる円石形成細胞と非形成細胞、及
び、野生株と円石欠損変異株、石灰化促進条
件と抑制条件においた細胞でのアレイ解析によ
り、円石形成関連遺伝子の候補を絞り込むこと
ができた。また、酸性多糖の円石内における局
在性の検討も行い、EST データベースの構築に
ついてもほぼ完成させることができた。 
 
４．今後の研究の推進方策	
 
 これまでのマクロアレイ解析により得られた、円
石形成株及び円石形成条件で特異的に発現し
ている遺伝子の中からカーボニックアンヒドラー
ゼを含む数個の遺伝子を選び、その翻訳産物
の機能と細胞内局在性の推定を行う。具体的に
は、EST 配列を基に cDNA の全長を含むクロー
ンを単離し、その翻訳産物のN末端とGFP融合
タンパク質を発現させ局在性の推定を行う。その
際先ず形質転換が可能な珪藻で検討を行うとと
もに、円石藻においても一過的な発現が可能か
どうか検討する。また、大腸菌で発現させた遺伝
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子産物の機能を in vitro で推定、抗体を作製し
抗体を用いた局在性の検討も行う。 
	
 
５.	
 代表的な研究成果	
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