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Acid-insoluble residues were prepared from various kind of algae by treating the dried 

fronds with 2 M hydrochloric acid， and their 45Ca-binding activity and the contents of uronic 
acid and O-ester sulfate were determined. The algae tested covered 14 species of brown， 
red and green algae including 7 species of calcareous algae. The 2 M potassium chloride-

extractable materials were obtained from the residues， and examined for their 45Ca-binding 
activity on 4 species of red algae containing 3 calcareous species. Remarkable Ca-binding 

activities were found in all the residues tested. The activities were， however， not necessarily 
higher in calcareous species than in non-calcareous ones. Furthermore， no direct relation-
ship was observed between the Ca-binding activity and the contents of acidic group of 

residues. Particular Ca-binding substances were solubilized with 2 M potassium chloride 

from the acid-insoluble residues of 2 calcareous species， Serraticardia maxima and Galaxaura 
fastigiata， but not from non-calcareous Chondrus verrucosus and slightly calcified G. falcata. 
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最近，石灰藻の石灰化部位もしくは石灰化開始部位

から抽出される Ca結合物質が注目されるようになっ

た (DEJONGet al. 1976; BOHM 1973)。すなわち，

藻体の石灰化開始部位に存在する Ca結合物質が，そ

の場に供給された Ca2+， C032ーイオンを分子上に濃

縮し炭酸カルシウムの結晶型を反映するような特定の

位置関係に配列して，炭酸カルシウムの最初の核を形

成するというエピタキシー的綴の役割を演ずる可能性

が考えられるからである。

著者らも藻類の石灰化機構を解明するためにこのよ

うな機能をもった Ca結合物質に焦点をあてて研究を

進め， 先の論文(御園生他19即)では種々の海藻を放

射性カルシウム (45Ca)を含んだ海水中で培養すると，

石灰藻・非石灰藻を問わず pH8.3の緩衝液では抽出

できない 45Caが藻体抽出残澄に結合して残存するこ

とを報告した。しかし石灰藻においては，この抽出残

澄中の炭酸カルシウム函分にとり込まれる 45Caがあ

るので，この残澄中の有機化合物にどの程度 Caが結

合したかを知ることがで・きなかった。そこで本論文で

は，先の研究を一歩進め，種々の海藻から酸不溶性画

分(脱灰残澄)を調製して， この画分の Ca結合能力

を比較検討し，またこの函分から Ca結合物質を可溶
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化することを試みたので報告する。

材料及び方法

1.酸不溶性画分の 45Ca結合能とエステ'j，硫酸及び

ウロン酸量

(1) 材料実験に用いた海藻は，紅藻ではオオシコ

ロ(Serraticardiamaxima (YENDO) SILV A)，ガラ

ガラ (Galaxaurafastigiata DECAISNE)，ヒラガラ

ガラ (Galaxaurafalcata KJELLMAN)， タンパノ

り(GratelouPiaelliptica HOLMES)，イポツノマタ

(Chondrus verrucosus MIKAMI)の5種， 褐藻では

オキナウチワ (Padinajaponica Y AMADA)，コナウ

ミウチワ (Padina crassa Y AMADA)， ウミウチワ

(Padina arborescens HOLMES)，ウミトラノオ (Sar-

gassum thunbergii (MERTENS) O. KUNTZE)，ア

ラメ (Eiseniabicyclis (KJELLMAN) SETCHELL)の

5種，緑藻ではカサノリ (Acetabulariaryukyuensis 

OKAMURA et Y AMADA)，ウチワサボテングサ

(Halimeda discoidea DECAISNE)，ヒラミル(Codium

latum SURINGAR)，アナアオサ (Ulvapertusa 

KJELLMAN)の4種で，合計14種である。 このうち

オオシコロ，ガラガラ，ヒラガラガラ，オキナウチワ，

コナウミウチワ，カサノリ，ウチワサボテングサの7

種は石灰藻である。

オキナウチワ，コナウミウチワ，カサノリ以外の海

藻は静岡県下回市鍋田湾，爪木崎および白浜にて 1977

年5月から 1978年8月にかけて採集したものである。

またオキナウチワ，コナウミウチワは1977年8月に金

沢大学能愛臨海実験所付近で採集したものを同実験所

の池森雅彦博士の御厚意により提供していただいたも

のであり，カサノリは1976年12月沖縄県石垣島にて

採集したものである。

(2) 酸不溶性画分の調製採集後海水で・洗った藻体

を400Cで乾燥した。これを乳鉢中で磨砕し， この乾

燥藻体粉末に約 10倍量の 2N-HClを加え20時間

200Cで放置した。次に5，000rpm， 10分間の遠心分離

により残澄を集め0.01M Tris-HCl 緩衝液 (pH8.2) 

で充分に洗浄し，再度5，∞Orpm10分間の遠心分離を

行なって残澄を回収した。 この沈殿した残撞を400C

で乾燥させたものを酸不溶性画分として，以後試料と

して使用した。

(3) 45Ca溶液の調製 1m Ciの45CaをCaC12と

して含む溶液を0.01M Tris-HCl緩衝液 (pH8.2) 1 t 
中に加え，この溶液100mtに一定量の CaCl2を溶解

して終濃度3mMと30mMの CaC12を含む2穫の

溶液を調製した。

似)45Ca結合量の経時測定各種藻体から得た酸

不溶性画分の粉末100mgを2mtの 0.01M Tris-

HCl 緩衝液 (pH8.2)中で1時間以上膨潤させてから，

上記の 45Caを含む30mMの CaC12溶液を lmt加

え終濃度10rriMのCaC12溶液 (45Caを 1μCi含む)

とした。この反応液を時々振滋しながら 200Cで5，

10，30，60分間反応させたのち， 3，OOOrpmで5分間遠

心分離し，沈殿物をlOmMの非放射性 CaC12溶液の

充分量で2回洗浄した。このようにして得た沈殿物に

2N-HClをlmt加えて藻体残撞に結合した 45Caを

遊離させ，残澄を遠心分離 (3，000rpm， 5分間)により

沈殿させた。その上清O.lmtをステンレスの試料皿

にとって乾燥させ，ガスフローカウンターで放射能を

測定した。

(5) 酸不溶性画分の 45Ca結合能力の測定酸不溶

性画分l00mgを一定量の 0.01M Tris-HCl 緩衝液

(pH8.2)で膨i問させ，これに 45Caを含む3mMCaC12 

溶液を一定量加えて CaC12の終濃度がそれぞれ0.05，

0.1，0ムlmMになるように調整した。また 45Caを

含む30mMCaC12溶液を用いて，同様に CaC12の

終濃度が1，5， 10， 20 mMとなるように調整した。こ

れらを200Cで10分間振歯しながら反応させた。即広

後各試料を3，OOOrpmで5分間遠心分離し，沈殿物を

反応液と等濃度の非放射性 CaC12溶液で2回洗浄し，

沈殿物に 2N-HCllmtを加えて結合した 45Caを

遊離させた。これを3，000rpm 5分間遠心分離し，

上清O.lmtをとって前述と同様に放射能を測定し

た。

(6) 酸不溶性画分中のエステル硫酸およびウロン酸

の定量 Ca2+を結合し得る官能基としてエステル硫

酸基とカルポキシル基(ウロン酸)が考えられるので，

試料中のこれらの量を定量した。硫酸基の定量にあた

っては， まずl00mgの酸不溶性画分に5mtの 2N-

HClを加え沸騰水浴中で2時間加水分解し， 固体

NaOHで中和後東洋瀦紙 No.2でi慮過した。その櫨

液の一定量につき生じた遊離硫酸基を DODGSON-

PRICEの比濁法 (DODGSON1961)により定量した。

ウロン酸量については，試料100mgに5mtの lN-

NaOHを加え200Cで24時間ウロン駿を抽出し，抽

出液を濃 HClで中和して同様にi慮過した。その溶液

の一定量につき抽出された全ウロン酸量をカルパゾー

ル硫酸法 (KNUTSON& JEANES 1968)で定量し，グ

ルタロン酸量として算出した。
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2. 酸不溶性薗分中の 45Ca結合物質の可溶化とゲJj，

認過による分函

(1) 材料および酸不溶性画分の調製実験に使用し

た海藻は前記14種のうち石灰紅藻オオシコロ，ガラガ

ラ，ヒラガラガラおよび非石灰紅謀イポツノマタの4

種で，紅藻に|浪って実験した。

これらの海藻を前述1(2)に従って 2N-HClで処理

し，酸不溶性画分を調製した。

(2) 酸不溶性画分からの Ca結合物質の抽出および

そのゲルi慮過分画 上記海藻の酸不溶性画分から Ca

結合物質を溶出するために 2MKClを含むO.OIM

Tris-HCl緩衝液(pH8.2)による抽出を行ない 45Ca

と反応させた後，さらにこれを SephadexG-75でゲ

Jレ鴻過し，各分画の全タンパク質，全糖量と 45Caを測

定した。すなわち，まず酸不溶性画分500mgをとり

2MKClを含む緩衝液25meを加えて20'Cで20時間

撹狩しながら抽出を行なった。反応液を5，OOOrpmで

10分間遠心分離を行ない，上清をセロファンチュープ

に入れ蒸留水中で透析してKClを除いた。透析後の抽

出液に終濃度 lNになるように HClを加え一夜200C

で放置し，その後70%になるようにエタノールを加え

た。これを3，000rpmで5分間遠心分離して沈殿物を
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集めた。この沈殿物を80%エタノールで-数回洗浄し，

最終的に沈殿物を2meの蒸留水に溶解した。そのう

ちの1meを 45CaCI2を含む CaC03飽和溶液 (0.1m

Ci/me) 1 meと混合し， 15秒間激しく撹持してから

Sephadex G-75カラム(1.5X40cm)にのせて蒸留水

で流出し，5meずつ分画した。その後各分画の0.1me

をとり，前述1(4)の方法により 45Ca量を測定した。

また各分画中の，全糖をフェノール硫酸法により，タ

ンパク質を280nmの吸収でそれぞれ定量した。

結 果

1. 酸不溶性函分の 45Caとり込み能

45Caを含む盗化カルシウムのlOmM溶液(海水の

Ca濃度に等しし、)中で，各種藻体の酸不溶性画分がと

り込んだ 45Ca量を経時的に測定した結果が Fig.1で

ある。 45Caのとり込み量は全ての試料において一定

時間後に飽和に達し，その時聞はほぼ5分から 10分で

あることがわかった。また 45Caのとり込み飽和量は

種によって異なり，最も高い値を示す石灰褐藻コナウ

ミウチワは最も低い{直を示すタンパノリのおよそ 20

倍に及んだ。しかし，石灰藻の全てが特に高い45Caと

り込み能を示すといった傾向はみられなかった。

10 30 
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Fig. 1. 

T 1例E (阿 1N ) 

Time course of 45Ca uptake into the acid-insoluble residues from 、arious
maring algae. The acid-insoluble residues (100 mg) were incubated at 200C 
in 3 me of 0.01 M Tris-HCl bu任er(pH 8.2) containing 10 mM  CaCl2 and 45Ca. 

Solid marks (・， A ，・)， calcareous algae; open marks (0，ム，口)， non-
calcareous algae;一一一 redalgae，一一一 brownalgae，一一-green algae. 
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ミウチワはそれらに比べて 3-5倍程度の著しいとり

込み能を示した。

全体的にみると，低 Ca濃度領域ではどの Ca濃度

においても特に石灰藻が高い 45Caとり込み能を示す

わけでもなく，また紅藻・褐藻・緑藻のいずれかが特

に目立った45Caとり込み能を示す結果でもなかった。

高濃度領域 (Fig.3)では 45Caのとり込みパターン

から試料を3つのグループに大別できる。すなわち，

カサノリ，タンパノリ，イポツノマタのように殆んど

そのとり込み量に変化がなくグラフが平坦なもの，ヒ

ラミル，ヒラガラガラ，オオシコロ，ウミウチワ，コ

ナウミウチワ， オキナウチワのように 5-1OmMCa 

でとり込みが飽和し，それ以上増加しなくなる傾向を

もつもの，ガラガラ，ウチワサボテングサ，アラメ，

ウミトラノオ，アナアオサのように5mMでー且増加

が止まり， 10mMで再び始まるものである。全体的に

みると渇藻が高い 45Caとり込み能を示す傾向がみら

れたが， 石灰藻のそれは20mMCa存在下でもカサ

ノリを除けば3，000-5，000cpm/0.1 mf!のような中間

的な値を示し，特に高い{直は示さなかった。カサノリ

は， 1，000 cpm/0.1 mf!前後という低いとり込み能しか

108 

次に，反応、液中の Ca濃度を変化させた時の 45Caの

とり込み量を比較した。結果を低濃度領域 (0-1mM  

Ca)においては Fig.2に，高濃度領域 (1-20mMCa) 

においては Fig.3に示した。反応時間は全て 10分間

とした。

まず低濃度領域 (Fig.2)においては，試料によって

45Caとり込み量に大きな差はあるが，凶の示すとり込

みのパターンに注目すると， Ca濃度が高くなるに従っ

て途中で 45Caの酸不溶性画分へのとり込みが一時飽

和する傾向にあるウチワサボテングサ，アラメ，カサ

ノリ，タンパノリなどと，とり込みが飽和せずにほぼ

Ca濃度に比例して増加するウミウチワ，アナアオサ，

ウミトラノオ，オオシコロなどの2つのグループに分

かれることがわかった。例えば前者に属するタンパノ

リは， 0.05mM Caでとり込みが一時飽和した後0.5

mMで再びとり込み量の噌加がみられた。

また，紅藻の同一属である石灰藻ガラガラとヒラガ

ラガラは殆んど同じとり込み量を示した。しかし，補

藻の同属に属すオキナウチワ，コナウミウチワおよび

ウミウチワにおいては，石灰事主である前2者はほぼ同

様の 45Caとり込みパターンを示すが，非石灰藻のウ

GrateZoupia elZiptica 
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Table 1. Contents of ester sulfate and 
uronic acid (as glucuronic acid) 
in the acid-insoluble residues 
from various marine algae 

* 

Anion 
(mg/100 mg dry wt.) 

ester uromc 
sulfate acid 

0.33 

2.88 

3.82 

3.24 

6.47 

0.38 

0.55 

0.21 

3.53 

0.55 

0.40 

0.40 

0.56 

1.01 

0.55 

0.38 

2.20 

0.65 

0.10 

0.15 

4.35 

0.13 

1.40 

1.15 

7.75 

0.45 

0.15 

2.60 

Selγ-aticardia lIlaxima* 

Galaxaura fastigiata* 

Galaxaura falcata* 

GratelouPia ell砂tzca

ChondrllS verrllCOSllS 

Padina japonica* 

Padina crassa* 

Padina arborescens 

SargasSlllll thunbergii 

Eisell ia bicyclis 

Acetabulariaり'ukYllensis*

Halimeda discoidea本

Codillm latulll 

Ulva pertusa 

Species 

Calcareous algae. 

示さなかった。

また，この高濃度 Ca領域において褐藻ウミウチワ

属の石灰藻オキナウチワ，コナウミウチワと非石灰藻

ウミウチワの3種を比較してみると，低波度領域にみ

られた程の差はなく 3者ともほぼ一致した飽和値を

示した。逆に低濃度領域においては 45Caとり込み能

には殆んど差がみられなかった石灰紅藻ガラガラとヒ

ラガラガラの聞においては著しい差が現われた。これ

らの事実は，同一属においても石灰藻と ~I'石灰藻，ま

た石灰藻で‘も石灰化量の異なるものでは Caをとり込

みまたは結合する物質あるいは酸不溶画分の組織に差

異があることを強く暗示している。

Figs.2および3からもわかるように， Caのとり込

み能は種によって著しい差がみられるが，これは試料

中の酸性基(エステル硫酸とウロン酸)に関係するの

ではなし、かと考え，これらの量を測定した。 Table1 

はその結果を示す。ウロン酸量に注目するとオキナウ

チワを除いた褐藻4種(アラメ，ウミウチワ，ウミトラ

ノオ，コナウミウチワ)と緑藻アナアオサが高い値を示

すが，これらは Caの高濃度領域で高い 45Caとり込

み能を示すものであり (Fig.3)，ウロン酸最と 45Caと

り込み能はある程度の平行関係をもつように思われ
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んどが遊離の形で存在することがわかった。これらの

結果についてはこの論文には示さなかったが，藻体の

酸不溶性画分に結合していた 45Caが2Mもの高い塩

化カリウム濃度下で溶液中の K+とイオン交換されて

遊離してきたためと思われる。従って，この実験条例こ

では高分子の Ca結合物質が溶出されたか否かを決定

できないので，次に藻体残澄をあらかじめ2M塩化カ

リウムで抽出しておき，可溶化された物質を70%エタ

ノーノレで、沈殿させて集め，その物質の 45Ca結合能を

調べた。他のイオンの影響を除くために 45Caを結合

させる反応は蒸留水中で行ない，ゲノレ滅過の際の流出

液も蒸留水を使用した。その結果， Figs.4および 5

に示すような 45Caの放射能と糖質の流出パターンを

得た。

これらからまずわかることは，石灰紅藻のオオシコ

ロ，ガラガラの2種において2M塩化カリウム抽出物

中に明らかに高分子 Ca結合物質が存在することであ

る (Fig.4)。このような Ca結合物質はヒラガラガラ，

イボツノマタにはみられなかった (Fig.5)。

オオシコロの場合は Voの位置 (FractionNo. 4)よ

りも多少遅れた画分 (FractionNo. 7-9)に 45Caの

ピークがみられたが， これは V。に流出してくるガラ
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る。しかしエステJレ硫酸量は 45Caとり込み能とはあ

まり関係がなさそうで-あった。また，これら2種の酸

性基の総和と試料の 45Caとり込み能を比較しても，

両者の聞には平行関係はみられなかった。

このように石灰藻は酸性基含量および Caとり込み

能が特に大きいとはいえないことが明らかになった。

これらの結果は，石灰化機構に Ca結合物質が関与し

ているとしても，その役割を解明するためには単にCa

とり込み能を検討するのみでは不充分であり，そのと

り込みの本質に注目する必要があることを強く示して

L 、る。

2. 酸不溶性画分の Ca結合物質の可港化とゲル溜過

による分画

藻体酸不溶性画分中の Caとり込み能に関し，まず

Caと結合する物質を知るために，特に紅藻の4種に限

って検討した。抽出には2M塩化カリウムを含む緩

衝液を使用したが，これは海藻の細胞間物質の各種の

酸性多糖類が溶出されるものと考えたからである。

まず 45Caを結合させた自主不溶性画分を2M塩化

カリウム溶液で抽出し，その抽出液をゲJレi慮過で分画

したところ 45Caの放射能は殆んど全てが分子量の非

常に小さな Viの位置にみられ，抽出液中の 45Caは殆
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灰藻・非石灰藻を問わずCaとり込み能がみられるこ

と， (2)この Caとり込み能は石灰藻が特に高いとは

いえないこと， (3)石灰紅藻オオシコロと同ガラガラ

には2M極化カリウムによって可溶化される多糖類

と恩われる Ca結合物質が存在する。

これらの結果は，石灰化機構における Ca結合物質

の役割を否定するものではないが，藻類の石灰化機構

は藻体が単に Caを結合すれば石灰化がおこるとL、っ

た単純なものではないことを示している。

また，石灰化機構を解明するにあたっては石灰化開

始i制立の形態学的な知見が重要な手掛りを与えるもの

と盟、われる。最近，岡崎 (1979)は藻類の石灰化の場は

全て海水とは直接連絡をもたない特殊な閉鎖もしくは

半閉鎖空間であることを指摘するとともに，石灰紅藻

オオシコロやガラガラの石灰化開始部位は細胞間隙で

あり，その部位に存在する有機物質は石灰化の開始と

密綾な関係があることを示唆した。このことに関連し

て，オオシコロとガラガラには， 2M塩化カリウムで

抽出される細胞聞物質と忠われる Ca結合物質が特異

的に存在する事実は大変興味深く，あるL、はこれらの

物質が藻の石灰化機構と何らかの関係をもつのかもし

れない。

これに似た Ca結合多糖は既に単細胞石氏藻である

円石藻の炭酸カルシウムから成る殻 (coccolith)の中

ガラの Ca結合物質 (4万以上の分子量をもっと推定

される)よりも分子量が小さいものと思われる。著者

ら(御園生他1980)は，生藻体に 45Caをとり込ませて

から2M極化カリウムで藻体を抽出すると，オオシコ

ロの場合 Voの位置に 45Caを結合する物質が存在す

ることを既に見い出している。しかし，今回発見され

た Ca結合物質は，分子量の点や Caに対する緩和性

の点において先のものとは異なる物質ではないかと忠

われる。

また，同には示していないがタンパク質は全II!ij分で

殆んど検出できない程度てあった。これは，試料調製

の際2N塩酸で処型しており，またhhll:l後エタノール
で沈殿させていることからも当然考えられるが，この

ことから上述の Ca結合物質は多糖類であると思わ

れる。

なお， オオシコロから得たこの Ca結合物質は5

mM塩化カルシウム中でゲル状の沈殿を形成し，トル

イジンブルー染色によりメタクロマジーをおこした。

これらの性質と抽出条件からみて，この物質は一種の

酸性多糖であるように考えられる。

海藻の酸不溶性画分を用いた一連の実験で次の事が

明らかになった。すなわち， (1)餓不溶性画分には石

察考
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に発見され (DEJONGet al. 1976)，また大型石灰藻

では BOHM(1973)が石灰緑藻サボテングサで報告し

ている。しかし，これらの物質と石灰化現象を関連づ

ける実験は行なわれておらず，今後に残された課題で

ある。
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