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研究成果の概要（和文）：本研究では炭酸カルシウムを主成分とする殻を持つ，海洋に生息する

原生生物である石灰質有孔虫の石灰化過程とカルシウムの取り込みについて検討した．市販さ

れているカルシウムプローブ(Fluo-3AM)を海産無脊椎動物に初めて応用し，細胞内のカルシウ

ムイオン分布を観察した．その結果，細胞内に取り込まれた海水からカルシウムを取り込んで

いることが示唆された．また，チャンバー形成時にはカルシウムイオンが細胞質と共に石灰化

部位に輸送される様子が明らかになった． 

 
研究成果の概要（英文）：Calcium uptakes and usages of calcareous foraminifera, unicellular 

marine protist, are investigated. This is the first application of fluorescent calcium probe 

Fluo-3AM on a marine organism. The Fluo-3AM experiment revealed the intracellular 

calcium distributions. The observations suggest that foraminiferal organism uptake 

calcium from vacuolized seawater. This study show the vacuolized calcium was transported 

to the calcification site by moving of the cytosol during chamber formation. 
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１．研究開始当初の背景 

 石灰質有孔虫類は海洋における主要な炭
酸塩生産者であり，その炭酸塩の殻は地層中
に保存される．特に近年では，殻のマグネシ
ウムｰカルシウム比 (Mg/Ca 比) 古水温計に
代表される，海洋の環境によって変化する殻
の化学組成に着目した古環境指標の開発・応
用が盛んである．そのため石灰質有孔虫の炭

酸塩殻の形成過程の解明は，海洋化学的，古
海洋学的に重要なテーマである． 
 従来の研究では，カルシウムの同位体を用
いたトレーサー実験が行われ，有孔虫細胞内
のカルシウムイオンの滞留時間や，量が明ら
かになっている(Anderson and Faber, 1984; 
Lea et al., 1995; Erez, 2003) ．また，殻
の成長過程については偏光顕微鏡を用いて，
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炭酸塩の沈着について詳細な観察例が多数
報告されている (e.g. Angell, 1979)．しか
し，トレーサー実験では，ボックスモデルと
してカルシウムのバジェットが見積もられ
たに過ぎず，それがどのような過程を経て炭
酸塩として沈着しているかは，未だ十分に理
解されたとはいえない．特に海水からのカル
シウムイオンの取り込みや，石灰化中の細胞
内におけるカルシウムイオンの挙動につい
ての仮説や議論はあるが，実際には殆どわか
っていない (Bentov and Erez, 2006)． 
 
２．研究の目的 
 有孔虫が石灰化する際のカルシウムの挙
動を明らかにするために, これまで予察的
に行っていた fluo-3 を用いたカルシウムの
可視化手法を発展させ，海水から有孔虫細胞
への，カルシウムの取り込み-貯蔵-消費を計
測し，石灰質有孔虫のカルシウムサイクルを
明らかにすることを目的とする． 
 
３．研究の方法 
 本 研 究 で は 市 販 の Fluo-3 

(1-[2-Amino-5-(2,7-dichloro-6-hydroxy-3

-oxo-9-xanthenyl)phenoxy]-2-(2-amino-5-

methylphenoxy)ethane-N,N,N',N'-tetraace
tic acid, C51 H50, C12N2O23)というカルシウム

蛍光試薬（プローブ）を用いた．Fluo-3 は，

カルシウムが存在すると，青色光（488nm）

による単波長励起によって，黄緑色(525nm)

の蛍光を発する(Minta et al., 1989)．蛍光

の強度は溶存するカルシウムイオンの濃度

に依存する．一方で， Fluo-3 自身や，エス

テル結合でアセトキシメチル修飾された

Fluo-3AMは蛍光を発さない．また，Fluo-3AM

はカルシウムと結合しない．アセトキシメチ

ル修飾された蛍光試薬は脂溶性で，細胞膜を

透過できる．そのため，蛍光試薬を細胞内に

取り込ませる手法として，簡便で失敗も少な

いため，一般的によく使われている．

Fluo-3AMは有孔虫に取り込まれた後，細胞内

の酵素（エステラーゼ）によって速やかに分

解を受け，Fluo-3 の形になる． そして，細

胞内のカルシウムイオンとキレートとなり，

蛍光を発するのである．Fluo-3はキレートに

なったときだけ蛍光を発するが，石灰化して

炭酸塩になったカルシウムとは反応しない．

そのため，石灰化した後は蛍光を示さない． 
 
４．研究成果 
  観察の結果，Fluo-3AMを取り込ませた 

個体では，特徴的な黄緑色の蛍光が，細胞質

全体で観察された．一方で，カルシウムを含

まない人工海水で培養した個体では，

Fluo-3AM を取り込ませたのにもかかわらず, 

蛍光は観察されなかった．以上の結果から，

観察されている蛍光は有孔虫内部に取り込

まれた Fluo-3 が，カルシウムイオンに反応

したものだと考えられる．また，Fluo-3はカ

ルシウム以外の陽イオンが存在していても，

蛍光を示さないことが確かめられた．また，

いずれの条件においても，炭酸塩殻からは，

蛍光は観察されなかった．蛍光が観察された

個体では，細胞質全体がぼんやりと蛍光を発

する中に，粒子状(直径 1〜5μm)に蛍光の強

い部分があった．この見え方の異なる二種類

の蛍光は，それぞれ細胞質基質中のカルシウ

ムイオンと，カルシウムを含む小胞や，細胞

内小器官を示していると考えられる．一般に，

ミトコンドリアには，多くカルシウムが含ま

れている事が知られており，観察された蛍光

の一部はミトコンドリアに対応すると考え

られる. 今後，細胞内小器官を特異的に検出

できるプローブを用いて，多重染色を行うこ

とで，対応が付けられるようになると考えて

いる． 

 石灰化中のカルシウムイオンの挙動を時

系列的に観察を行った. 最初, チャンバー

が形成される予定の場所に, 有機膜が展開

された. その後, 徐々に炭酸塩が沈着され, 

チャンバーが形成されていった. その間, 

細胞内のカルシウムを示す蛍光は小胞様の

形態を示していた. 蛍光の強度は増減した

ことから, カルシウムが消費される一方で

はなく, 石灰化中も海水中から取り込まれ

ていることがわかった. カルシウムを含む

小胞は, 新たなチャンバーの内部に侵入し

より効率的にカルシウムを輸送しているこ

とが示唆される.   

 カルシウムを含まない人工海水で培養し

た 5 個体のうち，4 個体がチャンバーを付加

した．これらのチャンバーはカルシウムが含

まれない人工海水中で沈着したことになる．



 

 

カルシウム枯渇環境下で付加したチャンバ

ーは不完全で，穴が見られた．これは，有孔

虫が貯蔵していたカルシウムを使って，新た

なチャンバーを付加したものの，石灰化中に

海水からカルシウムを取り込むことが出来

ず，材料が不足し，完全なチャンバーを沈着

することができなかったものと考えられる．

このことは，有孔虫は種類によってはチャン

バー形成に先だって，ある程度のカルシウム

を貯蔵するが，その量は一つのチャンバーを

完成するには不足しており，チャンバー付加

の間も，海水からカルシウムを取り込んでい

る可能性を示唆している．一方で，既存のチ

ャンバーを溶解して，新たなチャンバーにカ

ルシウムを供した可能性も否定できない．石

灰化に平行して，海水からカルシウムを取り

込んでいることは明らかであり，石灰化中の

カルシウムの系は閉じていない可能性がこ

の観察からも示唆された.  

 以上の観察結果と, 先行研究, 平行して

研究を行った細胞内 pH 分布などを考察し, 

現在までにわかっている石灰化モデルを以

下に図示する. 有孔虫は海水を細胞内から

取り込み, リソソームなどを使って小胞の

pH を下げる. また何らかの方法で海水から

カルシウム濃度を増加させる. カルシウム

は一定量細胞内に蓄えられ, チャンバー形

成時に備えられている. その量はチャンバ

ー一つを完成させるには不足しており, 形

成中も海水からカルシウムの取り込みが続

けられている. チャンバー形成にはカルシ

ウムイオンと反応する炭酸イオンが必要で

ある. 炭酸イオンは取り込んだ海水の pH を

上昇させ, 重炭酸イオンや呼気中の二酸化

炭素から得ているものと考えられる.  
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