
１．緒言
アコヤガイの殻体は炭酸カルシウムで構成され，殻

体形成には外套膜から分泌される有機基質タンパク質

が関与している．有機基質タンパク質には，可溶性と

不溶性のタンパク質の２種類が存在している．とく

に，殻体形成との関連では，多くの種類の可溶性有機

基質タンパク質が存在している．軟体動物殻体形成機

構 の 研 究 で は，こ れ ま で，走 査 型 電 子 顕 微 鏡

（SEM）やエネルギー分散型 X 線分光分析（EDS）

などを用いた殻体微細構造の解析や，バイオテクノロ

ジーを用いた殻体形成遺伝子や有機基質タンパク質の

解析が進められており，In vivo と in vitro での研究と
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Abstract
In this study, we elucidated the process of calcification in the in vitro and in vivo experimental

systems focusing on the relationship between the biomineral and organic substances secreted from

the mantle epithelium tissue of Pinctada fucata .

In vivo experiment, ten days after cover glass had inserted in inside of shell , membranous

organism was formed on the cover glass . Afterwards , the crystal was confirmed by means of

scanning electron microscopy.

In vitro experiment, the samples of dissected mantle pallial were cultured in２４well plates. The

cultured tissues were observed under the light microscope at the intervals of two days. Organic

substances secreted from mantle pallial with cellular proliferaiton seem to take part in the induction

of biomineralization and eventually shell formation. After ten days culture, a pulsating movement

was observed for the cells proliferated from the tissue of mantle pallial followed by the formation of

thin membranous structure. Then, crystal-like granules appeared around the membrane.

Similar process was observed in the in vitro experiment and we estimate that the initial stage

of molluscan shell formation might occur as follows ; secretion of the soluble component, formation of

the basement membrane and nucleation of crystals.
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図１．殻体再生実験開始から１０日目の膜状有機物．

して殻体再生実験（和田，１９９９），in vitro における結

晶形成実験（Zaremba et al .,１９９６），細胞培養による

石灰化実験（Machii，１９８９）などが試みられている．

殻体再生過程での石灰化実験では，殻体と外套膜の

間に挿入したカバーガラス上に結晶を認め，硫酸含有

糖タンパク質が結晶形成を誘導することが報告された

（和田，１９９９）．また殻体の形成の前に膜状の有機物

ができ，その後結晶が形成されることが指摘された

（小川，２００６）．

細胞培養による石灰化実験では，Machii（１９８９）に

よってアコヤガイの組織培養法が考案され，稜柱層プ

リズム間壁の形成や結晶形成などが報告されている．

Samata et al .（１９９４）も Machii（１９８９）と同じ培地を

用い，SEM 観察下で結晶の形成を認めた．また，最

近，長期間の組織培養を可能にする培地が開発され，

この培地中での組織培養により，SEM 観察下での結

晶の形成が観察されている（Gong et al .,２００８）．

本研究では，アコヤガイ殻体の石灰化過程を in

vivo と in vitro で経時的に観察し，殻体形成過程の解

明を試みた．in vivo での実験では殻体再生実験を行

い，カバーガラス上で結晶形成の有無を観察し，in

vitro での実験では外套膜上皮組織の培養方法を検討

し，培養過程での組織の形態変化を観察すると共に，

培地中に分泌される有機物および生鉱物の形成に関し

て考察を行った．

２．試料と実験方法
１）試料

実験試料としては，三重県科学技術振興センター水

産研究部より提供された殻長５～６cm の日本産アコ

ヤガイを使用した．またアコヤガイは三重から送られ

た後，研究室の水槽で餌を与えながら１～２週間ほど

飼育したものを実験に使った．

２）実験方法
� In vivo での殻体再生実験

アコヤガイの殻体にドリルで孔を開け，孔の部分に

カバーグラスを挿入した後，孔を上からパラフィルム

で密封し外套膜外液が漏れないようにした．施術後，

水槽中で飼育し，５日目，１０日目，１５日目のそれぞれ

のカバーグラスを摘出して，微分干渉顕微鏡および

SEM にて観察した．

� In vitro での外套膜上皮組織の培養実験
�）培地の作製

滅菌蒸留水１�に NaCl を１８．８７５g 加え，高圧蒸気滅

菌機で滅菌した．滅菌後，１×Leibovitz－１５medium

（GIBCO, Invitrogen）と１×Medium１９９（GIBCO,

Invitrogen）を 添 加 し，４０mg/�Ascorbic acid，

１２８．９mg/�Taurine，１０mg/�ATP，４００mg/�
Lactalbumin hydrolysate を添加した後，濾過滅菌を

した．その後，上記を添加された培地９０m�に対して

FBS（BLG，コスモ・バイオ）を１０m�添加し，抗生

物質としてカナマイシン（Wako）１００μ�，ペントシ

リン（富士山化学工業）１００μ�を添加した．

なお今回作製した培地は，Gong et al .（２００８）が考

案した Pf-CM２．５培地に，塩濃度を海水の塩濃度に上

げ，HEPES 等の細胞毒を除去したものである．

�）外套膜の切り出し
水槽から取り出したアコヤガイを水道水で洗った

後，貝を開き外套膜を中心にヨードチンキを塗り，そ

の後エタノールを塗った．外套膜を約５mm 幅で切除

し真珠層形成に関与する組織を切り出し，切除した外

套膜を MMBSS（Machi and Kawai，１９８０）に６回浸

し洗浄した．洗浄後，外套膜を約２mm 角の大きさに

細切し，組織の殻体に面していた側と２４well plate

（TPP，ビーエム機器）の底が向かい合うように２４穴

シャーレに入れ，培地を４００μ�添加した．

�）培養方法
組織を入れた plate は，２４℃の低温インキュベータ

で培養し，その培地は，切り出しを行った翌日に半量

液換えをおこない，それ以降も一日おきに半量液換え

を行った．

３．結果
１）In vivo での殻体再生実験結果

SEM による観察の結果，挿入後１０日目以降のカ

バーガラス上に膜状の有機物が形成された（図１）．

その後，結晶が SEM 観察により確認された（図

２）．観察結果より，膜状の有機物が形成されてから

結晶が形成されるものと考えられる．
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４．考察
In vivo での殻体再生実験では，カバーガラス挿入

から１０日目以降に膜状の有機物が形成され，その後，

結晶が形成された．この結晶は Samata et al .（１９９４）

が行った組織培養で形成された結晶と，その形態が類

似していた．

In vitro での組織培養実験で観察された膜状の有機

物は，微分干渉顕微鏡での観察の結果，殻体再生実験

の過程で生じた膜状有機物と，その形態が類似してい

た．Gong et al .（２００８）も組織培養の長期化に成功し

ているが，本実験で認められたような膜状有機物に関

する言及はない．今回作成した培地の組成は，Gong

et al .（２００８）が考案した組成に塩濃度を海水の塩濃度

に上げ，HEPES 等の細胞毒を除去しており，また，

組織の切り出し方も，Gong et al .（２００８）は抗生物質

を添加した溶液中に数時間浸け，微生物の混入を処理

しているのに対し，本実験ではヨードチンキとエタ

ノールを使い，短時間で処理している点が異なる．こ

れら２点の差異が，膜状の有機物の形成に関係してい

ることが考えられる．この膜状有機物は，組織に拍動

様の動きが観察されると同時，あるいはその直後に形

成された．このことから膜状有機物は，組織からの分

泌成分から生成されたと考えられる．また，本研究で

in vitro で確認された膜状有機物が，本研究で行った

in vivo 実験で確認された成分とその形態が類似して

いることから，この膜状有機物が可溶性有機基質成分

とともに，結晶形成に関与していることが強く示唆さ

れる．

２）In vitro での外套膜上皮組織の培養実験結果
今回の培養方法では，約５０日間の組織の生育が確認

された．微分干渉顕微鏡による観察では，組織培養を

はじめて２週間目以降に外套膜組織が plate に貼りつ

き，組織の一部が伸びていくのが観察された（図

３）．組織の一部が伸びるに伴い，組織に拍動様の動

きが認められた．そして拍動様の動きと同時に膜状の

有機物の形成が観察された（図４）．この膜状の有機

物は殻体再生実験でカバーガラスに観察された有機物

と形態が類似していた（図５）．また，組織周辺部に

結晶の形成が認められた．結晶は組織を入れた well

plate では形成されたが（図６），培地のみでは結晶の

形成は生じなかった．

図２．殻体再生実験開始から１５日目の結晶の SEM像（a，b）．

図３．組織培養開始から３４日目の組織． 図４．組織培養開始から３６日目の膜状有機物．
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図５．組織培養開始から３６日目の膜状有機物（a，b矢印）と殻体再生実験開始から１０日目の膜状有機物（c矢印）の比較．

図６．組織培養開始から４０日と４２日目の結晶（サークル内）．
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本研究で用いた培地中では，組織の生育は５０日間の

培養の長期化に成功した．しかし，５０日目には，それ

まで伸長していた組織が凝集し，最終的には，plate

から剥がれて死滅した．今後，より長期の培養を可能

にする培地のさらなる改良が必要とされる．

今後は，膜状有機物のアミノ酸組成分析や FT-IR

分析などの生化学的解析を行い，膜状有機物がこれま

でに報告されている MSI６０などの殻体形成に関与す

る成分であるかどうかの比較や，また培養後期に形成

される結晶の SEM 観察，EDS 解析，XRD 解析（X

線回折）などを通じて，形成された結晶の結晶形など

の解明と，この結晶と殻体形成に関して検討を加え

る．
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