
１．まえがき
生物石灰化機構は，材料創製や医療分野等，様々な

分野への応用の可能性を秘めることから，大いに脚光

を浴びている研究分野である．近年では，その二酸化

炭素固定能や殻体に含まれる成分の薬理活性などに注

目が集まり，炭酸カルシウム殻体をもつ海生軟体動物

の石灰化について，水産学・農学・考古学・古生物

学・鉱物学など，様々な方面から研究が行われてい

る．

軟体動物の殻体を形成する炭酸カルシウム結晶は，

アラレ石と方解石という２つの多形を取ることが知ら

れている．Mg２＋イオンの豊富な海洋環境中ではアラ

レ石，Mg２＋イオンがほとんど含まれない淡水環境中

では方解石が形成されやすい．

しかしながら，海生であるにもかかわらず方解石

を，あるいは，淡水生でありながらアラレ石を形成す

る軟体動物も存在する．

また，軟体動物の殻体を形成する炭酸カルシウム結
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要旨
RNA 干渉（RNA interference : RNAi）は，二本鎖 RNA によって引き起こされる転写後遺伝子サイ

レンシング機構で，それを応用した発現抑制実験が近年盛んに行われている．RNAi を利用した発現抑

制実験は，ターゲット mRNA の配列と，その相補鎖からなる二本鎖 RNA を用いるが，長さ約数百 bp

の 二 本 鎖 RNA（double-stranded RNA : dsRNA），あ る い は２０bp 前 後 の 低 分 子 干 渉 RNA（small

interfering RNA : siRNA）のいずれかを選択する．とくに，軟体動物殻体形成遺伝子での RNA 干渉実

験では，その結果が殻体の形態に直接反映されることから，解析が容易であり，今後，軟体動物殻体形

成過程の解析に有効であると思われる．

本報告では，予察的に siRNA を注入した生体での殻体形成の検索を行った．siRNA の殻体形成への

影響については，殻体再生実験における再生殻体について確認した．その結果，mRNA の発現量の減

少が確認できたこと，および再生殻形成不全が認められたことなどから，アコヤガイ殻体形成遺伝子に

ついて，siRNA による RNA 抑制効果が確認できた．本実験に用いた Prismalin-１４および Shematrin-２

は，従来より共に稜柱層形成への関与が示唆されていたが，本研究から，それを裏付ける結果を得るこ

とができた．

このような軟体動物殻体形成遺伝子の発現抑制実験への siRNA の適用は，その特異性の点から

dsRNA の使用が適さないものに対して非常に有用であり，本研究は，軟体動物殻体形成機構解明への

一つの新しい手段を示したものと考える．
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晶は，規則正しく厳密に配列しており，この配列構造

は殻体の微細構造と呼ばれる．並び方によって，真珠

構造，稜柱構造，葉状構造，均質構造，交差板構造な

どに分類される．結晶多形と微細構造の組み合わせに

よって種々の異なる外観の殻体が形成される．

この軟体動物殻体の結晶多形と微細構造は，タンパ

ク質を主成分とする有機基質が制御していると考えら

れており，軟体動物石灰化機構の解明のために殻体有

機基質成分についての解析が盛んに行われている．

２．軟体動物の殻体形成成分の in vitro，in vivo での
解析
軟体動物の殻体形成機構に関する研究は，SEM，

TEM 等による殻体の微細構造の観察やアミノ酸組成

分析を中心とした有機基質タンパク質の解析から開始

された．その後，アコヤガイ真珠層の主要な有機基質

成分である Nacrein をコードする遺伝子が同定されて

以降（Miyamoto et al .，１９９６），新規殻体形成遺伝子

の同定を中心として，分子レベルで発展してきた．分

子レベルでの分析は，タンパク質の N 末端配列分析

や LC/MS 解析などから得られたアミノ酸配列情報

と，cDNA クローニングとを組み合わせた手法を中

心に進められて来ている．これらの研究の結果，アコ

ヤガイについては，その真珠層や稜柱層中の主な有機

基質成分およびそれらをコードする遺伝子の構造が明

らかにされている．ただし，これまでの分析対象はア

コヤガイに集中しており，アコヤガイ以外の種や真珠

層と稜柱層以外の殻層に含まれる，分析がより困難な

成分の解析が残されている．また，新たに，サブトラ

クション法や EST 解析などの網羅的な cDNA 解析が

行われ始めている．

一方，同定された有機基質タンパク質の機能解析に

関しては，人工的な炭酸カルシウム結晶形成母液に殻

体から抽出したタンパク質を添加し，それらの成分の

結晶形成への関与を結晶形態や結晶形の検索から推定

するという，in vitro 結晶形成実験が進められている

（図１）．しかし，この系では，生体内で起きている

現象をそのまま再現するには至っておらず，その結

果，有機基質タンパク質の機能に関する情報はきわめ

て限定されたものにとどまっているのが現状である．

これに対して，軟体動物の生体に遺伝子操作を加え

て生体内での有機基質タンパク質の発現を人為的に促

進あるいは抑制することにより，その殻体形成過程で

の働きを推定する in vivo での実験系が開発されてい

る．これらの実験系は，種々のモデル動物などですで

に盛んに行われている遺伝子導入法を用いた過剰発現

実験や，RNAi 法を用いた発現抑制実験などである．

このうち RNAi 法は，実験結果が殻体の形態に直接反

映されるため，殻体形成過程の解析にとくに有効であ

ると思われる（図２）．

図１：殻体形成タンパク質の機能解析１ in vitro 結晶形成実験
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３．RNAi の原理
RNAi は，二本鎖 RNA によって引き起こされる転

写後遺伝子サイレンシング機構で，それを応用した発

現抑制実験が近年盛んに行われている．この実験は，

導入遺伝子の種類，一本鎖 RNA および二本鎖 RNA

などの様々な因子により発現抑制効果に違いが認めら

れる．Fire ほか（１９９８）が二本鎖 RNA が最も効果的

に発現抑制したことを示して以来，現在では，主に二

本鎖 RNA による RNAi 干渉実験系が普及している．

発現抑制は，転写後，核外に出た mRNA を標的と

して二本鎖 RNA が作用することにより引き起こされ

る．まず，生体中に存在するダイサー（Dicer）と呼

ばれる酵素が二本鎖 RNA を認識・切断して，約２０塩

基対（bp）前後の siRNA を生成する．その後，RISC

と呼ばれる RNA を切断するタンパク質複合体と

siRNA が結合する（図３）．RISC と結合後の siRNA

はアンチセンス鎖のみになるとされており，このアン

チセンス siRNA がガイド役となって，それと相補の

配列をもつ mRNA に RISC が結合する．RISC が結合

した mRNA は，この結合部位で切断され，その後分

図２：殻体形成タンパク質の機能解析２ in vivo 機能解析実験

図３：RNA抑制の原理
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人工二本鎖RNAを導入する

1 dsRNAの導入 2 siRNAの導入
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解される．以上のような機構でタンパク質の発現が阻

害される．この過程で，RNA 依存性 RNA ポリメ

ラーゼが新たに dsRNA を生成する．その際に，二本

鎖 RNA の mRNA に相同な配列を持つ側（mRNA へ

の結合に関与しない方の鎖）も新たな dsRNA 合成に

寄与するため，一本鎖 RNA よりも二本鎖 RNA によ

る発現抑制効果の方が大きいとされている．RNAi を

用いた発現抑制実験では，ターゲット mRNA の配列

とその相補鎖からなる人工合成二本鎖 RNA を生体に

注入することから開始される．注入した二本鎖 RNA

は細胞内に取り込まれ，上記の反応が起こる．人工合

成 す る 二 本 鎖 RNA に は，長 さ が 約 数 百 bp の

dsRNA，あるいはダイサーに切断された後の二本鎖

RNA を模した２０bp 前後の siRNA のいずれかを選択

する（図４）．長鎖の dsRNA を用いた場合，１種類

の dsRNA から複数の siRNA が生成されるため，そ

のうちのいずれかがターゲットに作用すると考えられ

ることから，抑制効率の面での利点がある．これに対

して，siRNA を用いた RNA 抑制実験は，dsRNA 注

入によりインターフェロン応答が起きてしまう哺乳類

などの高等生物を対象に開発された手法である．

RNAi 分子のサイズの小ささにより，インターフェロ

ン応答を誘起しないことが本来の利点であり，その配

列によってはターゲット mRNA に結合しづらいこと

もあるので，用いる siRNA の塩基配列の選択を慎重

に行う必要があることや siRNA を数か所設定する必

要があるなどの不利な点も存在する．

４．二枚貝の殻体形成遺伝子の発現抑制実験
近年，Suzuki ほか（２００９）により dsRNA を用い

た RNAi による殻体形成遺伝子の発現抑制実験が行わ

れた．真珠層形成に関与すると推定される Pif 遺伝子

をターゲットとした dsRNA を注入したアコヤガイの

殻体では，通常の真珠層の表面に比べて結晶表面の溶

解あるいは異常形成を示す真珠層が形成された．ま

た，RNA 抑制を行ったアコヤガイ殻体の殻体断面を

ストロンチウム層をマーカーとして観察し，殻層の形

成が阻害されていることを確認した．

塩基配列上の相同性が高い遺伝子間では，dsRNA

の利点である標的部位の広さが欠点となり，対象外の

成分まで発現抑制されることも多い．とくに，軟体動

物の殻体形成タンパク質では，グリシン，セリン，ア

ラニンなど特定のアミノ酸に偏った組成，特定のアミ

ノ酸からなる繰り返し配列などが多くの成分に共通に

存在する特徴があり，そのため，殻体形成タンパク質

をコードする殻体形成遺伝子の塩基配列における部分

的な相同性も高くなりがちである．例えば，アコヤガ

イの稜柱層形成に関与する Prismalin１４遺伝子はコー

ディング領域が３６３bp と短く，ほぼ全長を用いて

dsRNA を設計せざるを得ない．しかし，図５に示す

ように，Prismalin１４遺伝子の塩基配列には，Aspein

遺伝子と相同性をもつ部分が多く，dsRNA から無作

為に作られた siRNA では，Aspein の発現をも抑制し

てしまう可能性が高い．同様のことが，Prismalin１４

遺伝子と Shematrin 遺伝子の間でも言える．これに

対 し て siRNA は，そ の サ イ ズ が 小 さ い た め に，

図４：RNAi を用いた発現抑制実験
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Prismalin１４遺伝子に特異的な塩基配列部位に標的を

絞って作成することができる．このようなことから，

siRNA は，軟体動物の殻体形成遺伝子での RNAi 実

験には dsRNA よりも適していると考えられる．

５．siRNAを用いたアコヤガイのRNAi による発現抑
制実験
アコヤガイ生体を用いた RNA 干渉実験は，次のよ

うな手順で試みられた．まず，閉殻筋へ蒸留水に溶解

した siRNA を注入した．閉殻筋へ siRNA を導入した

理由は，RNAi の効果が下等生物では全身性に認めら

れることが多いこと，殻体形成成分が合成される外套

膜への直接の注入は試料個体へのダメージが大きすぎ

ること，食紅を用いた予察的な実験において閉殻筋へ

注入した食紅が外套膜まで移動することが確認されて

いることなどによる．また，Suzuki ほか（２００９）に

よる RNAi 実験に際しても，閉殻筋への注入によりそ

の効果が認められている．一方，siRNA を注入した

個体での殻体形成の確認には，Wada（１９７０）により

開発されたスライドグラス上での石灰化実験と，Li

ほか（２００９），および日高（２００９）による殻体再生実

験を組み合わせた実験系を用いた．siRNA 注入後の

殻体での遺伝子発現抑制の殻体への影響を確認するに

は，形成時期が特定できる切断後の再生殻が適してい

る．殻体再生実験では，殻体の一部を，切断面の幅が

１．５cm になること，真珠層形成部位に切断面が届く

こと，外套膜を傷つけないことに留意して切断した

（図６）．

切断後の再生殻では，まず有機膜が切断面に接して

形成され，その上に粒状構造からなる結晶層が形成さ

れる．再生実験開始後５日目にこの粒状構造上に稜柱

層が形成される．siRNA 注入，及び殻体の切断後，

試料生体を水槽中で５日－７日飼育し，その後，外套

膜の RNA 抽出を行い，リアルタイム PCR で mRNA

量を確認した．リアルタイム PCR はサイクルごとに

増幅する遺伝子断片量を確認することができ，その増

幅量と速度によって鋳型となる元の mRNA 量を推定

することができる．また，それと同時に再生殻の

SEM 観察を行い，発現抑制が殻体に及ぼす影響の確

認を行った．

発現抑制の標的殻体部位としては稜柱層を，標的成

分として Prismalin１４と Shematrin-２の２種類の成分

を選択した．アコヤガイ稜柱層の形成は，枠組みとな

る不溶性膜上にイオンの濃集を行うタンパク質が結合

することにより，板状に整列した方解石結晶構造が構

築されると考えられている．稜柱層中から同定された

Prismalin１４は，稜柱層間壁の重要な構成成分である

とともに結晶と不溶性膜の間を取り持つ成分であると

考えられている（Suzuki, et al .，２００４）．Shematrin

は，チロシンやロイシン，イソロイシンなどの疎水性

図５：Prismalin１４遺伝子と Aspein 遺伝子の相同性
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アミノ酸と，グリシンからなる繰り返し配列をもつ７

種類のタンパク質からなるファミリー成分である

（Yano et al .，２００６）．本研究では，そのうちで最も

発現量の多い，Shematrin-２を選択した．

また，siRNA の標的２成分以外の殻体形成成分へ

の影響を確認するために，稜柱層形成に関与するとさ

れる Nacrein 遺伝子と Aspein 遺伝子を比較対象とし

た．Nacrein はアコヤガイ真珠層から同定された可溶

性タンパク質で，後に稜柱層中にも存在することが明

らかとなっている（Miyamoto et al .，１９９６）．Carbonic

anhydrase（CA）Ⅱの活性部位モチーフと，NG 繰り返

しドメインからなり，CA ドメインで�����を濃集す

ると同時に，NG 繰り返しドメインが結晶表面に吸着

することにより結晶成長を制御するとされている．ま

た，近年，シアル酸を持つ N 型糖鎖の存在が明らか

となっており，この部分でのカルシウムイオンの濃集

が推測されている（Takakura et al .，２００８）．Aspein

は，アコヤガイ稜柱層から同定された Asp が分子全

体の６０％以上を占める強酸性タンパク質であり，Asp

のカルボキシル基が Ca２＋を引き寄せると推定されて

いる（Tsukamoto et al .，２００４）．

siRNA のコントロールとしては，オワンクラゲの

GFP をターゲットとして設計した siRNA を用いた．

アコヤガイからは GFP のホモログは報告されていな

いため，配列に依存せず，異物として影響を与えるの

か否かを確認するために用いた．また，リアルタイム

PCR の際の個体間の誤差の影響を減らすため，発現

量の増減が少ないとされる１８S rRNA の量で各サンプ

ル間の補正を行った．図７は，１８S rRNA 量をリアル

タイム PCR で確認し，１６個体間の相対比で示したも

ので，縦軸は最も遺伝子量の多い４番目のサンプルを

１とした時の相対値である．すべてのサンプルにおい

て４番目のサンプルの１８S rRNA 量の７０％以上の範囲

に収まっており，１８S rRNA は個体間の誤差の補正に

使用するのに妥当であるということを示している．

６．siRNAを用いたアコヤガイの殻体形成遺伝子の
RNA抑制実験結果
コントロールとして，１）溶媒である蒸留水を注入

した個体群と，２）GFP 遺伝子を対象とした siRNA

を注入した個体群を用い，実験試料として siRNA-

Prismalin１４，siRNA-Shematrin-２をそれぞれ注入した

個体群，各８個体ずつを使用し，それぞれの発現

mRNA 量を計測した．まず，これらの外套膜から抽

出 し た RNA と タ ー ゲ ッ ト で あ る Prismalin１４，

Shematrin-２，標的成分以外の発現抑制を確認するた

図６：実験方法 殻体の切断方法

図７：リアルタイム PCRにおける内在性コントロール
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めの Nacrein と Aspein，補正のための１８sRNA の配

列をもとに設計したプライマーセットを用いてリアル

タイム PCR を行った．

リアルタイム PCR による各遺伝子の発現量を図８

上段に示す．このグラフは，全て１８s rRNA の値で補

正後の各個体群の平均値を，蒸留水注入個体群の値を

１とした場合の相対値で示している．第一に，蒸留水

注入個体群と比較して siRNA-GFP 注入個体群では発

現量にほとんど変化が認められないのに対して，

Prismalin１４の mRNA 量は，蒸留水注入個体群と比較

して標準誤差を超えて，顕著な減少を示した．また，

Shematrin-２の mRNA 量にも顕著な減少が認められ

た．こ れ に 対 し て，siRNA -Prismalin１４，siRNA -

Shematrin -２注 入 個 体 で の Nacrein と Aspein の

mRNA 量には，標的成分の mRNA で認められたよう

な大きな減少は確認されなかった．この結果は，

siRNA-Prismalin１４と siRNA-Shematrin-２が，そ れ ぞ

れ特異的に各々のターゲットを抑制している可能性が

高いことを示している．

再生殻体への影響は，図８下段に示す．断面長につ

い て は，siRNA-Prismalin１４と，siRNA-Shematrin-２

注入個体群について，コントロール群である蒸留水，

あるいは，siRNA-GFP 注入個体群よりも有意に薄く

なっていることが観察された．siRNA-Prismalin１４注

入個体群での水平面長は siRNA-GFP 注入個体群より

大きく，抑制作用が認められなかったが，断面長につ

いては有意の減少が認められた．これに対して，

siRNA-Shematrin-２注入個体群では，水平面長には有

意の減少が認められたが断面長については有意の減少

が認められなかった．このため，断面長と水平面長を

かけた数値について比較検討したところ，２種類の殻

体形成成分の抑制個体群で，コントロール群に比べて

この数値が明らかに低下していた．

７．考察とまとめ
mRNA の発現量の減少が確認されたことと再生殻

形成不全が認められたことは，アコヤガイ殻体形成遺

伝子について siRNA による RNA 抑制効果が認めら

たことを示している．従来より，Prismalin１４および

Shematrin-２は共に，稜柱層形成への関与が示唆され

ていたが，本研究から，それを裏付ける結果を得るこ

とができた．

本研究では，siRNA の効果が明瞭に確認された試

料群の結果のみを示したが，siRNA の配列によって

は，試料中の標的成分以外の mRNA 量も低下したも

のや標的 mRNA 量に低下が認められないものも含ま

れていた．このように十分に機能しない siRNA があ

る一方で，その効果が明瞭に確認される siRNA も存

在したことは，siRNA の配列による抑制効果の違い

が存在することを示している．長鎖の dsRNA では，

siRNA をこのように何種類も個別に作成することが

不可能なため，siRNA は殻体形成成分の解析法とし

図８：siRNA 注入による遺伝子発現の抑制効果
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て非常に有用であると思われる．

以上より，軟体動物殻体形成遺伝子の発現抑制実験

への siRNA の適用は，その特異性の点から dsRNA

の使用が適さないものに対して非常に有用であり，本

研究は，軟体動物殻体形成機構解明への一つの新しい

手段を示したものと考える．今後は，さらに，試料生

体の個体差や飼育環境の影響などの考察も検討課題と

して考慮する必要がある．
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