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研究成果の概要（和文）：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、その石灰化の分子機構の解明を目的とし、Pleurochrysis haptonemoferaを
用いて以下の結果を得た。1. PleurochrysisのRNAi による円石形成関連遺伝子のスクリーニング系を確立し、
cDNA マクロアレイ解析・転写産物データベースを活用して得られた候補遺伝子のスクリーニングを行った。2. 
in vitro石灰化実験により、円石の基板（ベースプレート）上のSDS・DTT可溶性タンパク質と酸性多糖Ph-PS-2
が石灰化の開始に重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Coccolithophorids are haptophyte algae which have calcified scales with 
elaborate morphologies, called coccoliths, on the cell surface. In this study, we aimed to clarify 
the molecular mechanism of calcification, and obtained the following results, using a 
coccolithophorid Pleurochrysis haptonemofera: 1) A screening system of calcification-related genes 
by RNAi has been established. Using the system, candidate genes which had been obtained from cDNA 
macroarry analysis and transcripts database were screened. 2) In vitro calcification experiments 
indicated that an SDS-DTT extracted protein and acidic polysaccharide Ph-PS-2 play an important role
 in crystal nucleation.

研究分野：バイオミネラリゼーション、植物生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マイクロアレイ解析とRNAiを組み合わせたスクリーニングによって円石形成関連遺伝子を選抜・同定することに
より、石灰化機構の全容を分子レベルで解明するための糸口が得られた。その遺伝子群のうちの一つは実際に円
石に含まれるタンパク質をコードしており、そのタンパク質は石灰化の最初の重要なステップである結晶核形成
に関与していることをin vitro実験からも示すことができた。また、ゲノム解析についてもPleurochrysisのド
ラフトゲノムを向上させ、２大系統であるEmiliania系統との比較による円石藻の一般性と特異性の理解のため
の足掛かりが得られたものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 円石藻は海洋に広く分布し、ドーバー海峡の白亜の岸壁に見られるような中生代白亜紀の石
灰岩の形成に寄与したことで知られる。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 属と Pleurochrysis 属を材料として、電子顕微鏡観
察に基づく細胞学的研究や、円石に含まれる酸性多糖類の生化学的研究が行われてきた（de Jong 
et al. 1972, Marsh et al. 1992, Young et al. 1992）。近年、Emiliania では遺伝子レベルで
の解析も盛んに行われるようになり、リン欠乏細胞(石灰化促進細胞)と通常の細胞を用いて、
EST 解析、cDNA マイクロアレイ解析などが行われ（Quinn et al. 2006 など）、ゲノム配列も報
告された（Read et al. 2013）。これらにより、石灰化に関与する因子の候補が幾つか挙げられ
たが、Emiliania では遺伝子導入が困難なため、関与候補遺伝子の機能解析ができない状況にあ
る。 
 一方、Pleurochrysis においては、de Jong 、Marsh らと、日本のグループ（申請者、筑波大・
井上、東京学芸大・岡崎、東京大・長澤ら）が研究ツールの開発を先導してきた（Fujiwara and 
Tsuzuki 2011 など）。申請者らは、まず、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）の単離に成功し、円石形成機構の全容解明に向けて、これらの２種の細胞を用いた様々
なツールの開発を行って来た。すなわち、(1)フローサイトメトリーによる円石形成の視覚化・
検出系の確立（Takahashi et al. 2002）、(2)円石成分の解析（Hirokawa et al. 2005, 2013）、
(3)ベースプレート上での in vitro 石灰化系の確立、(4)情報ツールの確立（cDNA マクロアレイ
の作製・解析、転写産物データベース“Pleurochrysome”の構築・公開 [連携研究者矢野博士
との共同研究]）（Fujiwara et al. 2007, Katagiri et al. 2010）、(5)プロトプラスト作製法
の開発（Takayanagi et al. 2007）である。そして、このプロトプラストを用い、ついに、連携
研究者である遠藤博士（東京大学）により、Emiliania では未だなされていない RNAi、形質転換
系が確立された(Endo et al. 2016)。 
 
２．研究の目的 
 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。しかし、その形成の分子機構はほぼ未解明である。本研究では、円石藻の石灰化機
構の解明を目的として、まず、自作の cDNA マクロアレイ解析・転写産物データベース（2015 年
9 月完成・公開）を活用して得られた円石形成候補遺伝子の、RNAi によるスクリーニングを行
う。得られた円石形成遺伝子に関して、できる限り多く、最近確立された形質転換系を利用して
機能解析を行い、円石形成カスケードにおける分子機序の全容の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 円石藻 Pleurochrysis において、cDNA マクロアレイによる比較解析から得られた石灰化遺
伝子候補の RNAi 解析を行い、石灰化（円石形成）遺伝子のスクリーニングを行った。 
石灰化遺伝子候補の選定は、以下の３パターンの cDNA マクロアレイ解析により行った。 
① P. haptonemofera の円石形成細胞と非形成細胞 
② P. haptonemofera の石灰化促進条件と抑制条件（培地中の Ca2+、Mg2+濃度を変えた条件） 
③ P. carterae の野生株と円石欠損変異株（酸性多糖 PS-2、PS-3 の欠損株 [Marsh and 
Dickinson,1997; Marsh et al. 2002]）］ 
RNAi による石灰化遺伝子のスクリーニングは、P. haptonemofera において以下の方法で行った。
① 候補遺伝子に関して、データベースの配列を基に dsRNA をデザインした。② ポリエチレング
リコール存在下でプロトプラストに dsRNA を導入した。③ １日後に一度脱灰処理して円石を溶
かし、RNAi 効果を判断しやすくした。④ さらに２日後にフローサイトメトリーにより、クロロ
フィル蛍光と側方散乱を解析し、石灰化に対する効果を検出した。⑤ RNA を抽出後、定量的 RT-
PCR により標的遺伝子の発現における RNAi 効果を確認した。 
 
(2) P. haptonemofera の円石から調製したベースプレートを用いて、in vitro 石灰化実験を
行った。円石に含まれる酸性多糖（Ph-PS-1, -2, -3）の影響を調べるために、酸性多糖を全部
保持したベースプレートだけではなく、全部除く処理（EDTA 処理）をしたものや、Ph-PS-2 のみ
を残す処理（低 pH 脱灰後ウレア処理）をしたものも用いて石灰化を行わせ、経時的に走査型電
子顕微鏡で観察を行った。また、各酸性多糖添加条件下、酸性多糖を除去したベースプレート上
でも同様の実験を行った。 
円石結合タンパク質の影響を調べるために、SDS、DTT によりタンパク質を抽出したベースプレ
ート上でも石灰化を検討した。 
タンパク質の同定は、トリプシン消化したものについて nano LC-MS/MS 解析を行い、P. 
haptonemoferaのトランスクリプトームから予想されるアミノ酸配列に対してMascot searchを
行うことにより行った。cDNA のクローニングは、トランスクリプトームのデータを基に RACE 法
により全長 cDNA クローンを調製し、発現用プラスミドに導入してリコンビナントタンパク質を
調製した。 
 



(3) P. haptonemofera の円石形成細胞のプロトプラストより DNA を抽出・生成し、次世代シー
ケンサーのゲノムデータを得た。ショートリードデータ（Illumina HiSeq）とロングリードデー
タ（Oxford Nanopore MinION と Pac Bio Sequel II）を複合させることにより、ドラフトゲノム
の向上を図り、ゲノムデータベースの構築を目指した。上述の候補遺伝子群についてのゲノム情
報も取得した。 
 
４．研究成果 
(1) RNAi による円石形成関連遺伝子のスクリーニング系を確立し、cDNA マクロアレイ解析・
転写産物データベースを活用して得られた候補遺伝子のスクリーニングを行った。 
具体的には、先ず、円石形成細胞特異的発現遺伝子の一つであるカーボニックアンヒドラーゼ
（CA）遺伝子 ConC1 の ds RNA をプロトプラストに導入したところ、コントロールと比較して、
mRNA 量の減少が確認されるとともに、偏光顕微鏡観察、フローサイトメトリーにより円石量の
減少が認められた。このことから、CA の中でも円石形成細胞特異的に発現する ConC1 遺伝子産
物が円石形成に関与することが示唆され、スクリーニング系の確立にも成功した。 
この系を用いて他の円石形成細胞特異的発現遺伝子についてスクリーニングを行ったところ、
13 遺伝子の RNAi でコントロールと比較して円石形成の少ない細胞が多く確認できた。特に 4遺
伝子では顕著であり、これらの遺伝子が Pleurochrysis において円石形成に重要な役割を果た
していることが示唆された。 
 
(2) ベースプレート上での in vitro 石灰化系の確立に成功し、酸性多糖（Ph-PS-1, -2, -3）
のうち Ph-PS-2 が石灰化開始に重要な役割を果たしていることを実証した（Sakurada et al. 
2018）。具体的には、Ph-PS-2 のみを残す処理（低 pH脱灰後ウレア処理）をしたベースプレート
や、Ph-PS-2 のみを添加したベースプレート上でも、石灰化が起こることを明らかにした。 
この in vitro 石灰化系を用い、SDS、DTT によりタンパク質を抽出したベースプレート上で石灰
化を試みたところ、石灰化が抑制されることが明らかになった。このことと上述の酸性多糖添加
実験の結果から、このタンパク質に酸性多糖 Ph-PS-2 が結合し、ベースプレートの縁で石灰化が
始まる可能性が示唆された。 
さらに、このタンパク質の同定と全長 cDNA のクローニングを行った。同定については、このタ
ンパク質をトリプシン消化したものについて nano LC-MS/MS 解析を行い、P. haptonemofera の
トランスクリプトームから予想されるアミノ酸配列に対して Mascot search を行ったところ、
RNAi 法によりスクリーニングされていた円石形成関連候補遺伝子の産物の１つに一致すること
が示唆された。そこで、RACE 法により全長 cDNA を増幅してクローニングを行い、現在リコンビ
ナントタンパク質の解析を進めている。 
 
(3) P. haptonemofera ゲノムデータベースの構築を目指し、次世代シーケンサーのショートリ
ードデータ（Illumina HiSeq）とロングリードデータ（Oxford Nanopore MinION と Pac Bio Sequel 
II）を複合させることにより、ドラフトゲノムの向上を図った。上述の候補遺伝子群について正
確なゲノム情報を得ることができた。 
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