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研究成果の概要（和文）：海洋生物の中でもサンゴや円石藻など代表的な石灰化生物の石灰化組

織に存在する微量の有機物を抽出・精製し、それらの構造と石灰化における機能を明らかにす

ることによって石灰化機構の解明を試みた。その結果、10 種を超える新規タンパク質および既

知化合物を同定し、天然物および組換え体を用いた機能解析や電子顕微鏡観察から、石灰化に

おける生物種を超えた有機基質の存在部位と役割に関する共通のモデルを提案した。 

 

研究成果の概要（英文）：We tried to clarify the mechanism of calcification by 

characterizing organic compounds extracted and purified from calcified tissues of some 

representative marine organisms including corals and coccolithophores. As a result, more 

than 10 novel proteins and some known compounds related to calcification were identified. 

On the basis of the results of functional analyses and microscopic observation, we 

proposed a common model for calcification in terms of distribution and function of organic 

matrices. 

 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2010年度 44,200,000 13,260,000 57,460,000 

2011年度 36,100,000 10,830,000 46,930,000 

2012年度 37,200,000 11,160,000 48,360,000 

年度    

  年度    

総 計 117,500,000 35,250,000 152,750,000 

 
 

研究分野：農学 

科研費の分科・細目：境界農学・環境農学 

キーワード：海洋生物、石灰化、地球環境保全、電子顕微鏡観察、二酸化炭素、有機基質 

 
１．研究開始当初の背景 

二酸化炭素の炭酸カルシウムへの固定反

応は生物が無機鉱物を形成する反応（バイオ

ミネラリゼーション）の主要なものであり、

地球環境の維持に貢献してきた。しかし、そ

の機構の詳細は不明である。これまで、その

反応機構には、バイオミネラルに含まれる微

量の有機物（有機基質）が重要な役割をして

いると考えられてきた。最近になって、これ

らの有機基質の構造が少しずつ明らかにな

ってきたが、それらの機能については不明の

ものが多いのが現状である。 

 

２．研究の目的 

石灰化反応を有する代表的な海洋生物と

して、円石藻、サンゴ、軟体動物、甲殻類、
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魚類を選び、それぞれの石灰化組織から、石

灰化に関わっていると考えられる有機基質

を抽出・精製・構造解析を行い、機能を推定

することによって石灰化の制御機構を解明

することを目的とする。また、有機基質のバ

イオミネラル中における分布を電子顕微鏡

を用いて観察・解析し、生化学的データと総

合することによって石灰化のメカニズムの

共通性を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 石灰化組織の電子顕微鏡を用いた種々の
観察による結晶学的解析および石灰化組織
中の有機基質の構造と機能解析を行う。石灰
化組織を酸または EDTA溶液を用いて脱灰し、
可溶性画分と不溶性画分に分離する。不溶性
画分から界面活性剤を含む溶液で処理する
ことによって抽出する。それぞれに含まれる
有機基質を、石灰化阻害活性、炭酸カルシウ
ム結晶多形認識活性などを指標にして精製
し、有機基質を単離し、構造解析、機能解析
を行う。機能解析には、石灰化阻害活性、試
験管内での結晶形成に対する効果、RNA干渉、
抗体を利用した局在解析等を行う。 
 
４．研究成果 

この３年間で、学術的に最もインパクトの
ある研究成果は、非晶質炭酸カルシウム
(ACC)を安定に保つために利用されているリ
ン含有化合物の同定である（Sato et al., 
Nature Chem. Biol., 2011）。これは、結晶
多形の制御に関することで、バイオミネラリ
ゼーション研究における主要な課題の一つ
である。炭酸カルシウムには 3つの結晶多形
が存在し、生物は必ずしも最安定なカルサイ
トを利用しているわけではなく、準安定なア
ラゴナイトやバテライトを利用しているも
のもいる。さらに、これらよりさらに不安定
な非晶質炭酸カルシウム(ACC)を利用してい
る生物もいる。その代表が甲殻類であり、甲
殻類では脱皮のたびに体内で炭酸カルシウ
ムを移動させ、再利用しているが、そのため
に最も溶けやすい ACCを外骨格や胃石に用い
ている。外骨格および胃石から ACC 誘導活性
を指標にして、可溶性有機基質を精製解析し
た結果、ACC を安定化する因子として、ホス
ホエノールピルビン酸（PEP）および 3-ホス
ホグリセリン酸（3-PG）を同定した。以前か
ら ACC形成とリンの関連が指摘されていたが、
本研究によって長年の懸案が解決された。 
 その他の個々の生物種における研究進展
状況は以下のとおりである。 
(1)円石藻のココリス形成－円石藻類は海洋
の主要な二酸化炭素固定生物の一つである。
これまでココリスの可溶性画分から酸性多
糖を同定し、さらにココリスを支えている有
機基板から 2種類の新規タンパク質（CSAP-1, 

-2）を同定した。これらのタンパク質の機能
を知るために、まず、ココリス基質タンパク
質の機能を解析する一般的方法として、円石
藻に直接外来遺伝子導入する方法を検討し
てきた。その結果、円石藻を低張液で処理し
てプロトプラスト化したのち、ポリエチレン
グリコール法により外来遺伝子を導入する
方法を確立した。2 種類のタンパク質の cDNA
をクローニングし、発現を調べた結果、
CSAP-2 の発現時期がココリス形成と同調し
ていることから CSAP-2 がココリス形成に関
与していると推定された。CSAP-2 遺伝子を
RNAiによりノックダウンしたところ、ココリ
スの形態に異常が認められたことから、
CSAP-2 が正常なココリス形成に必須である
ことが推定された。 
(2)軟体動物－アコヤガイの真珠層形成に関
わるタンパク質 Pif 80 が炭酸カルシウムの
アラゴナイト結晶により特異的に結合する
ことに注目し、その性質がタンパク質のアミ
ノ酸配列のどの部分に由来するかを調べた。
近縁種の Pifホモログとの配列との比較から
類似している部分を２箇所、類似していない
部分を１箇所選び、それらの組換え体を調製
し、活性を調べた。その結果、類似している
２箇所の組換え体はいずれもアラゴナイト
により特異的に結合する可能性が示された。
また、稜柱層における結晶格子の歪みが有機
基質によることを示唆した。また、アコヤガ
イを材料にして、殻皮という貝殻を覆ってい
るキチンを主体とした膜組織に含まれる２
種類のタンパク質をはじめて同定した。 
 ムラサキイガイから Pifと類似の基質タン
パク質を得ることに成功した。これは、Pif
タンパク質が真珠層を形成する種に置いて
普遍性を持って機能していることを示唆し
た。Pif のタンパク質としての起源を、アコ
ヤガイと近縁種の Pif の cDNA をクローニン
グし、配列を詳細に比較することによって調
べた結果、ラミニンと呼ばれる細胞外マトリ
ックスタンパク質であると推定された。Pif
関連タンパク質は分子進化の過程でかなり
大きく変異を受けていることが分かった。 
 アコヤガイには真珠層が輝きを持たない
白化真珠が存在し、産業上問題であるが、そ
の原因は不明である。われわれは正常な貝の
真珠層と白化真珠の真珠層の可溶性画分を
SDS-PAGE 上で比較したところ、白化真珠抽出
物中に正常な貝にはないバンドを認めた。こ
のバンドのタンパク質はＮ末端アミノ酸配
列からナクレイン（炭酸脱水酵素）の分解物
であることがわかった。これが白化の原因か
どうかをさらに検討中である。 
 真珠形成の過程で最も重要で、最も不明な
部分は真珠袋形成過程である。これを解析す
るために、外套膜の in vitro 培養を試みた。
種々の培養条件を検討したが、培養条件下で



 

 

石灰化を引き起こすことはできなかった。培
養に伴って石灰化関連遺伝子の発現を調べ
たところ、培養開始から 1週間までは細胞の
活性はある程度保たれていることが分かっ
た。真珠袋形成には外套膜細胞が分裂する必
要があるが、そのための内因性因子が必須で
あると推定された。 
(3)サンゴ骨格の形成－サンゴの骨格は炭酸
カルシウムのアラゴナイトで作られている。
以前にわれわれはアザミサンゴの骨格から
酸可溶性画分から galaxinと名付けた基質タ
ンパク質を同定したが、その機能は不明であ
った。そこで、全長を含む組換え体を融合タ
ンパク質として作製し、タグを切除した後、
in vitroで炭酸カルシウム結合活性及びキチ
ン結合活性を調べた。その結果、アラゴナイ
トとカルサイトの両方に結合すること、およ
びキチン結合能を有することが推定された。
また、in vitro で組換えタンパク質存在下で
結晶形成実験を行ったところ、アラゴナイト
結晶は誘導できなかったが、バテライト結晶
を含む結晶が生成したことから、サンゴの石
灰化において重要な役割を果たしていると
推定された。 

一方、アザミサンゴ骨格の不溶性画分から
界 面 活 性 剤 を 用 い て 抽 出 し た 画 分 に
SDS-PAGE 上で明瞭な 2 本のバンドを認めた。
MS/MS 解析によって部分配列を得たが、タン
パク質全体の構造を出すには至っていない。
これまでサンゴの有機基質は galaxinしか知
られていないことから、これら不溶性の有機
基質の研究は今後のサンゴの石灰化研究に
重要な意味を持つことが期待される。 
(4)魚類の鱗の石灰化－キンギョの鱗から石
灰化に関与していると考えられる高度にリ
ン酸化された新規基質タンパク質（GSP-37）
を単離した。このタンパク質のリン酸化修飾
が石灰化の制御に重要であることを示した。
免疫組織化学からこのタンパク質は骨芽細
胞や破骨細胞とは異なる細胞で作られるこ
とがわかった。当初は、鱗にしか存在しない
と推定されたが、さらに検討した結果、主要
な石灰化組織である骨や歯にも発現してい
ることが明らかとなり、石灰化組織において
石灰化の過程を制御していると推定された。 
(5)有機基質の石灰化における役割と石灰化
組織中の分布モデル－われわれはすでにバ
イオミネラリゼーションにおける有機基質
の分布と役割についてより一般的なモデル
を提出している。上述の代表的生物材料を用
いた研究をもとにして、このモデルを再検討
した。その結果、可溶性有機基質の役割に ACC
形成を追加する必要があることがわかった。
すなわち、有機基質は大きく 3つに分類され、
1 つ目は生理条件下では不溶な高分子化合物
であり、コラーゲン、キチン、セルロースが
含まれ、石灰化の足場を形成する役割を持つ。

2 つ目は 1 つ目の不溶性有機基質と結合して
結晶形成の初期過程を制御する役割をもつ。
主にはタンパク質であり、無機結晶の核形成、
結晶方位、結晶多形などを制御する。3 つ目
は可溶性の有機基質で、さらに 2つに分けら
れ、一方は結晶成長を制御する高分子化合物、
他方は低分子化合物で多量に存在し、非晶質
炭酸カルシウム（ACC）を維持する役割を持
つ。このような実験に基づいた有機基質の分
類は初めての試みであり、多くの例に適用可
能と考えている。 
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