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序論 
ナンキョクオキアミは南極海に分布し、巨大な群れ

を作って群泳する。エビ類と外見が似ているが、エ

ビ類が属する十脚目とは異なり、オキアミ目に属す

る甲殻類である。ナンキョクオキアミは南極の生態

系のキーストーン種であり、鯨類や鳥類などの重要

な餌資源となっている。ナンキョクオキアミのバイ

オマスは数億トンと見積もられており、地球上で最

も多いと考えられている 1)。ナンキョクオキアミ由

来のタンパク質は、すべての必須アミノ酸を含んで

おり、栄養的に優れている 2)。これらのことから、

ナンキョクオキアミは家畜用飼料や養殖用飼料の原

材料として、また人類のための食料として有望な資

源と考えられている。しかし、ナンキョクオキアミ

の外骨格には高濃度のフッ素が含まれていることか

ら、そのまま餌料や食料として使うことは不適であ

る 3-6)。そのため、漁獲直後のナンキョクオキアミの

外骨格を船上で除去する必要があり、脱殻するため

の機械が 1970 年代に開発された 3)。しかし、脱殻機

の性能が低く、ナンキョクオキアミのむき身に殻が

残存することが問題となった。これらの理由から、
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Total RNA の濃度はナノドロップ（Thermo Fisher 
Scientific）を用いて測定した。抽出および精製した

total RNA が分解していないことをアガロース電気

泳動で確認した。

RNA-seq解析
ナンキョクオキアミの遊泳肢と尾扇から抽出・精製

した total RNA から cDNA ライブラリーを構築し

た。そして、イルミナ社の NextSeq システムを用

いてペアエンド法で各ライブラリー約 1000 万リー

ドずつ解析した。得られた塩基配列を de novo アセ

ンブルすることによりコンティグを作製した。アセ

ンブルした塩基配列を CLC Genomics Workbench
（QIAGEN）に取り込み、相同性検索（tblastn 解析）

を行った。

結果
ナンキョクオキアミの表皮で発現している遺伝子
の網羅的解析
RNA-seq 解析で得られた配列の新規アセンブルによ

り、N50 長が 558 b の 155,099 個のコンティグが構

築された。総塩基配列は約 75 Mb であった。相同性

検索を行った結果、アメリカザリガニProcambarus 
clarkii の Calcification-associated peptide-1 (CAP-1)
と 80 ％、CAP-2 と 75 ％、Calcification-associated 
soluble protein-2 (CASP-2) と 92 ％、Strong chitin-
binding protein-1 (SCBP-1) と 80 ％、クルマエビ

Marsupenaeus japonicus の Crustocalcin と 55.6％、

ア メ リ カ ン ロ ブ ス タ ーHomarus americanus
の Exoskeletal protein HACP127 と 51.2 ％、

Exoskeletal protein HACP188 と 82.4 ％、 ア オ ガ

ニ Callinectes sapidus の Arthrodial cuticle protein 
AMP8.1 と 56.6％、ヨーロッパイチョウガ二Cancer 
pagurus の Cuticle protein AM/CP1114 と 63％の相

同性を示す配列が見つかった（表 1）。

討論
CAP-1
CAP-1 はアメリカザリガニの外骨格から精製された

基質ペプチドである 10)。アメリカザリガニ CAP-1 は、

炭酸カルシウムの結晶形成を抑制し、キチンとの結合

活性を有していた。また、アメリカザリガニ CAP-1
は、外骨格の石灰化が起こる脱皮後期に、表皮で特

異的に発現していた 11)。そして、大腸菌発現系を

用いて組換えアメリカザリガニ CAP-1 が作製され、

それを用いてカルシウム結合活性が調べられた 12)。

その結果、CAP-1 の C 末端領域がカルシウムとの結

合に重要であることが明らかにされた。これらの研

ナンキョクオキアミの膨大な資源は有効に利用され

ているとはいえない状況にある。

　ナンキョクオキアミの外骨格にフッ素が高濃度で

存在していることは古くから知られていた 7)。しか

し、外骨格に存在するフッ化物の正体は永らく不明

であった。ナンキョクオキアミが脱皮した直後の外

骨格のフッ化物含有量は 100 ppm 以下であるが、外

骨格が硬化するにつれ含有量が急激に増加する 8)。

この結果は、フッ素の取り込みは外骨格の石灰化と

連動していることを示している。そのため、ナンキョ

クオキアミの外骨格にはリン酸カルシウムのフルオ

ロアパタイト結晶が存在し、外骨格の硬化に役立っ

ているのではないかと考えられるようになった。一

方、エビやカニなどの甲殻類の外骨格は、炭酸カル

シウムのカルサイト結晶で構成されているため、ナ

ンキョクオキアミの外骨格にフルオロアパタイトが

本当に存在しているのかを疑問視する見方もあった。

しかし、ごく最近、ナンキョクオキアミの外骨格に

含まれるフッ化物の主成分はフルオロアパタイトで

あることが明らかにされた 9)。

　以上の背景から、ナンキョクオキアミのフッ素の

取り込みには外骨格に存在して石灰化を制御してい

る蛋白質が重要な役割をしていると考えられた。本

研究では、ナンキョクオキアミのフッ素取り込み機

構に関わる分子基盤を明らかにすることを目的とし

て、ナンキョクオキアミの表皮で発現している遺伝

子の網羅的な解析を行った。

材料と方法
ナンキョクオキアミ
名古屋港水族館で継代飼育されているナンキョクオ

キアミを実験に用いた。2018 年 3 月 14 日、ナン

キョクオキアミの雌 6 尾と雄 4 尾から遊泳肢と尾扇

を摘出し、使用するまで RNAlater ™ Stabilization 
Solution（Thermo Fisher Scientific） 中 で 保 存 し

た。2018 年度は、ナンキョクオキアミの脱皮周期

の同定は行わなかった。2019 年度は 6 月 12 日か

ら 10 月 22 日にかけてナンキョクオキアミの雌 7 尾

と雄 8 尾から遊泳肢と尾扇を摘出し、使用するまで

RNAlater ™ Stabilization Solution 中で保存した。

2019 年度は、サンプリングした 15 個体を個別に飼

育し、脱皮間隔を観察することで脱皮周期の同定を

行った。

Total RNAの抽出
ナンキョクオキアミの遊泳肢と尾扇の Total RNA は

ISOGEN II（ニッポンジーン）を使用して抽出し、

RNeasy Micro Kit（QIAGEN）を用いて精製した。
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究により、アメリカザリガニの CAP-1 は、外骨格に

おいてキチンと結合し、カルシウムと結合すること

で、炭酸カルシウム結晶の核形成を誘導し、結晶成

長の制御を行っていると考えられた。本研究により

見出されたナンキョクオキアミの CAP-1 は、アメリ

カザリガニ CAP-1 と 80% という高い配列相同性を

有することから、アメリカザリガニ CAP-1 と同様の

活性を有すると推測される。今後、ナンキョクオキ

アミ CAP-1 がフッ素の取り込みに関与しているのか

を明らかにしていく必要がある。

Crustocalcin
甲殻類の外骨格の石灰化は脱皮後期に特異的に起こ

る。Crustocalcinは脱皮後期にのみ特異的に発現して

いる遺伝子の一つとしてクルマエビで同定された 13)。

クルマエビの Crustocalcin は、ショウジョウバエ

の Ca2+ 結合タンパク質であるカルフォチンと類似

していた。大腸菌発現系を用いて組換えクルマエビ

Crustocalcin を作製し、それを用いて Ca2+ 結合活

性を調べたところ、実際にクルマエビ Crustocalcin
は Ca2+ 結合活性を有していた 13, 14)。また、クルマ

エビ Crustocalcin は他の節足動物のクチクラタン

パク質で保存されている Rebers & Riddiford コン

センサス配列と似た配列を有していた。そのため、

クルマエビの Crustocalcin はキチンに結合する可

能性が示唆された。これらの結果より、クルマエ

ビ Crustocalcin は、アメリカザリガニ CAP-1 と同

様に外骨格の石灰化に関与している分子と考えられ

た。本研究により見出されたナンキョクオキアミの

Crustocalcin はクルマエビ Crustocalcin と 55.6% の

相同性を示した。しかし、クルマエビ Crustocalcin
との相同性はそれほど高くないことから、ナンキョ

クオキアミの Crustocalcin が同様の機能を果たし

ているかどうかは分からない。そのため、ナンキョ

クオキアミの Crustocalcin の場合は、フッ素の取

り込みとの関わりを調べるのではなく、石灰化へ

の関与を調べる研究からスタートする必要がある。

その他の外骨格蛋白質
アメリカザリガニの CAP-215)、CASP-216)、SCBP-
117)、アメリカンロブスターの Exoskeletal protein 
HACP127 と HACP18818)、アオガニの Arthrodial 
cuticle protein AMP8.119)、ヨーロッパイチョウガ

ニの Cuticle protein AM/CP1114 は 20)、全ての外骨

格から抽出・単離され、構造決定された蛋白質であ

る。これら外骨格蛋白質が外骨格の石灰化を直接制

御しているかどうかは分かっていないが、外骨格の

形成に何かしらの役割を演じている可能性が高い。

本研究で見出したナンキョクオキアミの CAP-2、
CASP-2、SCBP-1、Exoskeletal protein HACP127、
Exoskeletal protein HACP188、Arthrodial cuticle 
protein AMP8.1、Cuticle protein AM/CP1114 の 機

能について今後解析していきたいと考えている。
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表 1．トランスクリプトーム解析で同定したナンキョクオキアミの外骨格蛋白質遺伝子
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