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クロム硫酸脱灰法の無脊椎動物硬組織への適用

Nautilus真淵冒を例にして－

田圭示＊岩

I まえがき

従来，現生及び化石の脊椎動物のリン酸石灰質

硬組織，無脊椎動物の炭酸石灰質の硬組織の脱灰’

腐蝕法として，エチレンジアミン酢酸ナトリウム

を用いるキレート脱灰法が広く用いられてきたO

この脱灰法の特徴は，希酸による脱灰過程と異な

り，カルシウムとの錨イオン形成により脱灰が緩

慢に進行するため, CO2の発泡が生ぜず，有機基

質の損傷がきわめて小さいものと考えられてきた。

そのため，基質の超微構造の研究の立場からも,

この方法が推奨されてきたo しかし，キレート試

薬は，本来，有機物質の固定作用をもたず’かえ

って，有機基質の一部を可溶化するのではないか

という懸念が抱かれていた。事実，脊椎動物の歯

牙組織や軟体動物の貝殻においても，キレー|､脱

灰を施すと基質の一部は可溶化することが知られ

ている(Gr6goireeta1 . , 1955;塩田, 1969)。

基質の微細購造を損傷させず’また基質タンパク

を保存するためには，脱灰と同時に’基質タンパ

クの固定を行なうことが望ましいが’中性キレー

ト脱灰液にホルマリンを加えても超微構造には差

異がみられない。

最近, Sundst6m(1966)は，エナメルの新た

な脱灰法としてクロム硫酸を用い脱灰と固定を同

時に行なう方法を考案し良好な結果をえている。

筆者は， これまで，キレート脱灰法を用いて軟体

動物貝殻の基質タンパクの超微構造の比較研究を

進めてきたが，今回， クロム硫酸脱灰法を軟体動

物の貝殻に適用し，基質タンパクの超微構造なら

びにその生化学的組成についてしらべたので，そ

の結果の一部について簡単に報告する。
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Ⅱ研究材料および方法

今回は，頭足類のNautiluspompilius_Linneの

住房部位の真珠層を材料として用いた。クロム硫

酸脱灰液を作製するには，まず，結晶性クロム硫

酸(Ⅲ)の5％旛液をつくり， これに5NNQOH

をゆっくりと加えpHを3.6になるよう調整する。

脱灰液のpH調整には， とくに慎重を期す必要が

あり，脱灰液は作製直後に使用せず， 1週間ほど

放憧LpHが安定化した後に使用することが大切

である。クロム硫酸による脱灰の速度は，キレー

ト脱灰に比しきわめて緩慢であり, 10"/dayほど

である｡ l In,iのブロック試料でも1ケ月以上を要

し， しかも， これ以上の大きさの試料では，表面

のみが脱灰されても，内部が脱灰されず，キレー

トにも不溶性の沈澱物が生じることがある。

したがって，サンプルは，できるかぎり小さくす

ることが必要で，また，長期間の脱灰によってpH

が変化するので， しばしば，新液を注射器などを

用いて交換することが肝要である。

脱灰してえられたコンキオリンは，水洗後，オ

スミック酸(4.0)で1時間固定し, =~)づいて，

エタノールあるいは，水溶性エポキシ樹脂で脱水

し，ゼラチンカプセルを用いて，スチレンあるい

は，エポキシ樹脂に包埋，硬化させる。その後，

ガラスナイフを用い， ウルトラミクロトームによ

り，超薄切片をつくり，酢酸ウラニル(pH7.0)

による踊子染色を施し検鏡した。また一部は，

Mutvei (1969)の方法に従い，細い針を2本用

いて静かに水中でコンキオリンの薄膜片を双眼顕
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微鏡下で，電子線を透過させるに充分な厚さにな

るよう剥離した(handtearingmethod)｡その

後， フォルムバール支持膜を貼ったメッシュに試

料をすくい，乾燥後,Pt-Pdを蒸着機を用い低角

度（30度以下）でシャドウイングし検鏡した。さ

らに--部は，超音波発生装置（ビット先端振巾約

2”）を用い， 2～3秒間，超音波を照射し，同

様にシャドウイングを施し検鏡した。

第1表EDTA及びクロム硫酸で脱灰したコンキオ
リンのアミノ酸組成の比較（残基/1000)

クロム硫酸で
脱灰したコン牛オリン

EDTAで脱灰した
コンキオリン

Lysine 8

51

104

18

104

68

226

283

0

37

26

7

Argmine 52

Asparticacid 76

Thrmnine
-

Serine

13

91
Ⅲ結 果

（1） コンキオリン膜の超微織造

Nalltilusの貝殻真珠層のキレート不溶性のコン

キオリンは, inier-lamellar,infr-crystalline

の二種類の基質膜を織成している。このうち，ア

ラゴナイト結晶薄板を水平的に仕切るintel=lame-

llarconchiolinmembraneには，電子顕微鏡下で

顕著な微小孔(openings)が観察され,Grdgoire

（1960)は, nautiloidの微小孔の形態，分布頻度

等が，腹足類及び斧足類のそれらとは明瞭に異な

ることを指摘し，頭足類型模様となずけた。

inter-lamellarconchiolinmembraneに認められ

る微小孔は，超音波を用いて剥離したコンキオリ

ンだけでなく，超薄切片の観察によっても見い出

されており (Mutvei, 1969;Iwata, 1975),微小孔

部分には，特別な物質は見い出されていない。

しかし， クロム硫酸で脱灰してえられるコンキ

オリンにおいては，第1図に示す超薄切片の観察

からも, inter-lamellarconchiolinmembraneの

いずれにも微小孔の存在は認められない。さらに，

剥離したinFr-lamellarmnchiolinmembIaneの

観察によっても，第2図に示すように，小突起

(protulZrances)が全域に発達する綴密かつ平坦

な膜構造を示し，微小孔は観察できない。このコ

ンキオリン膜では, EDTA脱灰コンキオリンで明

瞭に認められる脊梁部(trabeculae)及び脊梁間

領域(inter-trabmulararea)の区分は識別困難

である。このコンキオリン膜からは，電子回折及

びX線マイクロアナライザーによる元素分析を行

なったが，不純無機物質は検出されなかった。一

方，このコンキオリンに超音波を数秒間照射した

後に観察すると，第3図のように顕著な微小孔が

出現し，この多孔模様は，キレート脱灰によりえ

られるコンキオリンの模様に酷似している。従っ

て， クロム硫酸により脱灰してえられるコンキオ

リン膜の構造は，キレートで脱灰してえられる．

Qutamicacid 50

Glycine 340

Alanine 250

Cystein 10

Valine 16

Isdeucine 14

Lemine 3220

Tyrosine 8 0

54Phenylalanine 43

ンキオリンとは異なり， ，，微小孔”部分には，な

んらかの有機物質（おそらくはタンパク質）が充
填あるいは被っていると推察された。

（2） コンキオリンのアミノ酸組成

NautilusのEDTA不溶性， クロム硫酸不溶性

のコンキオリノンのアミノ酸組成の差異についてし

らべた。その結果，第1表に示すように両者間に
は，顕著な差異が認められた。

EDTAで脱灰したコンキオリンでは，グリシン

が最も多く，次いで,アラニン,セリン等が多い。

一方， クロム硫酸で脱灰したコンキオリンでは，
アラニンが最も多く,次いで，グリシン，セリンの

順である。酸性アミノ酸（アスパラギン酸，グル
タミン酸）は， クロム硫酸で脱灰してえられるコ

ンキオリンに特徴的に多く,バリン,イソロイシン，

ロイシンなども多く含まれている。みかけ上は，

グリシンの減少分を，アラニン，アスパラギン酸，
グルタミン酸，バリン， イソロイシン， ロイシン

等のアミノ酸が補なっているようにみうけられる。

Ⅳ考 察

以上の結果から，従来, EDTAで脱灰してえ

られたinter-lameilarconchiolinmembraneには
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して考案されたものであるが，無脊椎動物の炭酸

石灰質硬組織の脱灰法としても適用でき，化石の

脱灰にも有効である。Mutvei (1970)は， この

方法を走査電子顕微鏡観察のための腐蝕法として

利用し，良好な結果をえている。この脱灰法は，

各種の石灰質硬組織の微細構造の研究に活用でき

ると思われる。

多孔模様が識別されてきたが， クロム硫酸で脱灰

したコンキオリンでは，微小孔部分は，キレー|、

可溶のタンパク質が周囲にゆるく結合して充填あ

るいは被覆しているものと考えられる。このタン

パクは，アミノ酸組成の比較により，おそらく，

アラニン，酸性アミノ酸，バリン， イソロイシン，

ロイシン等のアミノ酸からなると推察される。

1hre(1963)は,Mytiluscaifornianusの貝殻
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ると思われる。これまでは，有機基質のどのよう

な部位が石灰化に関与しているかについてはっき

りと判っていなかったが，もしも， ‘'微小孔”部

分の可溶性タンパクが関係をもっているとすれば，
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述の結果からも， キレート可溶のタンパクの一部

を逸散させずに脱灰を進行させることができる。
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た方法であると思われる。しかし，アミノ酸組成

からみて，酸性アミノ酸の保存性は良好であるが’

グリシン等の保存には問題があるとみられ，生化

学的にもなお検討の余地がある。このクロム硫酸

脱灰法は，本来， リン酸石灰質硬組織の脱灰法と
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図版説 明

図版I

第1図． クロム硫酸脱灰後の真珠層コンキリオンの電子顕微鏡写真（超薄切片)。 層状に発達する

inter-lamellarconchiolinmembraneと垂直に仕きるinter-crystallineconchiolinmembrane

に囲まれた空隙には, intra-cIystallmeconchiOlinと思われる基質膜が観察される。

第2図.Hand tearingmethodで分離した一枚のinter-lamellarconchiolino微小孔は見られず順

粒状小突起が膜全体に発達している。

図版Ⅱ

第3図．超音波照射後のコンキリオン。微小孔が生じはじめている。

第4図. EDTAで脱灰し,handtearingmethodで分離したコンキリオン。樵円形のnautiloid

patternがみられる。

’

(論文紹介）

J.L.Sim.PgOnandCh.A.VaCCaro

AnUltragtructural Studyof

FreshwaterSpongSpongilla

(1974）

SilicaDepogition in the

lac皿8trig.

J・Ultrastr・Res, vol .47, 296-309

生体鉱物として石英を分泌するものは珪藻，カ

イメンなどあまり多くないが，筆者らは淡水性の

カイメンの1種Spongillalacustrisについて，そ

3つの部分に区分される。すなわち,1)axial fila-
O

ment(軸部) :幅約3500～5500A,おもに有

機質よりなると思われる。 100．000倍ぐらいに

拡大しても，内部に明りょうな構造は見られない。

2)DenseSilica:軸部に近いところは，石英が

かなり密に存在する。 3)GranularSilica:軸部

からはなれると，石英はまばらになり,HF処理

によっても，すぐに消失する。外側は，膜状にな

って，これら1）～3）をとりかこんでいる。こ

の単位を, Silicalemmaとよぶ。

その他，いろいろな観察をもとに，このカイメ

ンにおける石英の分泌は, axial filamentによる

のではなく，外側の"membrane "によって行な

われるもので, "membranephenomenon"のひ

とつにほかならない。

（神谷英利）

の骨針(spicule)の初期段階における分泌と沈着

を，光学顕微鏡と電子顕微鏡で観察している。ま

た，数日間の飼育を行ない，水槽中にゲルマニウ

ムの溶液を加えて，それによって生じる骨針の形

成障害についても観察している。

まず，光顕によれば骨針の初期の分泌には， 2

つの段階がある。 α）石英を含まない中軸部

(axial filament)をもつ分泌細胞, b)最初から

石英があるように見える中軸部をもつ細胞，の2

つである。

ゲルマニウムの溶液を加えた水槽で飼育したも

のは，通常の8～20本に対し, 2～5本程度しか

観察できず，石英の沈着は阻害されている。

電顕による観察では，初期のspiculeはおよそ
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岩田：図版I
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