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研究成果の概要（和文）：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、核相の異なる円石形成細胞と非形成細胞、石灰化促進条件下の細胞と抑制
条件下の細胞、及び近縁種 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。その結果、カーボニックアンヒドラーゼやケラチン結合タンパク
質等の遺伝子ホモログを含む遺伝子が、円石形成に関与している可能性が示唆された。  
 
研究成果の概要（英文）： cDNA macroarray analyses were performed in a pair of 
coccolith-bearing and naked strains of Pleurochrysis haptonemofera, cultures grown under 
various conditions to alter calcification rate, and wild type and coccolith-deficient mutants, 
PS2- and PS3-, of P. carterae. The results suggested that genes including those for carbonic 
anhydrase and keratin-associated protein are involved in coccolith formation.  
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１．研究開始当初の背景 
 円石藻は海洋に広く分布し、中生代白亜紀
の石灰岩の形成に寄与したことで知られて
いるが、現在においても海洋全体で年間約１
億トン以上の CO2 を炭酸カルシウムとして
沈着していると見積もられている。このよう
に円石藻は生態学的にも地球科学的にも重
要な意味をもつ藻類である。 
 円石形成機構については、主に Emiliania
と Pleurochrysis を材料として電子顕微鏡観
察に基づく細胞学的研究が行われてきた。円

石に含まれる酸性多糖類については、オラン
ダ･ライデン大 Westbroek、U.S.A.･テキサス
大 Marsh、東京学芸大 尾崎氏（現東京大）、
岡崎氏らにより構造と性質･局在性に関する
研 究 が 行 わ れ て き た 。 申 請 者 ら も
Pleurochrysis の酸性多糖に着目し、蛍光標
識レクチンとセルソーターを用いて細胞表
面上の酸性多糖を検出する系を作り、種々の
株で分析を行ってきた。また円石形成機構解
明へのアプローチは微化石学者のグループ
(U.K.･国立歴史博物館 Young ら)においても
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なされているが、遺伝子レベルでの解析はこ
れまでほとんど行われていなかった。 
 申請者らは、石灰化関連遺伝子を同定する
ことを目的として、Pleurochrysis から円石
形成細胞と非形成細胞（生活環の中の異なる
stage の細胞）を単離し、これらの細胞の
poly(A)+ RNA mixture を用いて均一化 cDNA 
ライブラリーを作製し、9,550個のランダム･
クローンからなるマクロアレイを作製した。
そして先ず、円石形成細胞と非形成細胞のマ
クロアレイ解析により、円石形成細胞特異的
発現遺伝子の探索から着手したところであ
った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、海産性微細藻類による石灰化
機構の解明とその利用を目指し、円石藻の円
石形成機構に関与する遺伝子の単離･同定を
行なう。具体的には、さらに種々の円石欠損
変異株や生理条件（石灰化促進条件や抑制条
件）でのマクロアレイ解析を行い、円石形成
関連遺伝子を絞り込んで行くとともに、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。 
 
３．研究の方法 
(1) 種々の細胞を用いたマクロアレイ解析: 
これまで用いてきた円石形成細胞と非形成
細胞は、円石藻の生活環の中の stageの異な
る細胞(①)であるので、円石形成以外の
stage 特異的遺伝子発現も含めて検出してい
る可能性がある。そこでこれら以外の種々の
細胞(②、③)もあわせて用いることにより、
石灰化関連遺伝子の絞り込みを行った。 
② 石灰化促進条件もしくは抑制条件におい
た細胞：NaHCO3を添加した場合やリンなどの
栄養塩を欠乏させた場合の石灰化速度に対
する影響を調べ、影響を受ける生理条件下に
おいた細胞を用いて解析を行った。 
③ 円石欠損変異株：３タイプの酸性多糖
（PS-1, -2, -3）のうち、２タイプについて
は欠損株が報告され円石の形態異常も報告
されている（ Marsh and Dickinson,1997; 
Marsh et al. 2002）。Marsh から入手したこ
れらの株について解析を行った。 
 そして、円石形成株もしくは円石形成条件
で特異的に発現している遺伝子の塩基配列
を決定し、相同性検索から機能の推定、発現
パターンの解析を行なった。 
 
(2) 酸性多糖の円石内における局在性、結合
の強さに関する解析：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
ア等の変性剤で処理を行い、抽出される酸性
多糖の定量、電気泳動、抗体（Ph-PS-2抗体）

による検出、及び円石の形態の観察（走査型
電子顕微鏡観察、ナノサーチ顕微鏡観察）を
行った。 
 
４．研究成果 
(1) 種々の細胞を用いたマクロアレイ解
析：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 ①で得られた円石形成細胞で発現
比が高い（３倍以上）遺伝子 54 個のうち、
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) 酸性多糖の円石内における局在性、結合
の強さに関する解析：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-PS—2 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。 
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