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軟体動物と大型有孔虫の殻体有機基質の結晶形成に関わる機能
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Abstract

HardtisSuefbrmationbyorgamsms iscommonlyl･egulatedbymanykindsofmacromoleculesconstituting

organicmatrix(0M). OMofmolluscanshell isoneofthebeststudiedofalICaCO3biominerals,and

considerable infOrmationhasbeenaccumulatedregardinglheshellmicrostmctul･e,chemical compositionalld

histochemicalpropel･tyofit.

Theotherinvestigationscamehom"〃""studiesofcrystallizationinwhichmatrixactivitiesrelatedtocrystal

fOrmationweremeasured・ Howevel･,bythemethodofexperiment, theresultwereremarkablydifibrent, and

therefbl･e,theprecisefilnctionofOMremainsuncleareven"2zﾉ"”、

Were-exammdtheseveral typesofassayscommonlyencountered,andwenewlydevelopedallexperimental

systemtoelucidatethespecificroleoftheOM-componentsexcludingtheinorganiceffectofthecrystallization

solution. Forthispurpose,weusedthreekindsofthepurifiedOM-components, alreadyi(lentifiedbygene

analysisasadditivesClearly, thisapproachwillyielduseiill infbrmationinestablishingthefIInctionoftheOM-

componentsaswell.

Inaddition,wecarriedoutbiochemicalanalysisandcryslallizationexperimentbyusingtheOMisolate(lfi･om

theshelloflargel･fbl･aminifera,andcomparediheresultwiththatofmolluscanOM.

Keywo1･ds:molluscanshell,fbraminiferashell,01･ganicmatl･ix,crystallizatioll

一方，アコヤガイの真珠層を構成する有機基質成分の

構造解析が終了したため，個々の成分ごとの機能の検

討も行った

また，軟体動物の結晶形成実験との比較・検討のた

め，原生動物の大型有孔虫類の有機基質タンパク質の

機能について，その予察的な実験も行ったため，その

結果についても報告する

1 ． はじめに

バイオミネラリゼーションの分野において，軟体動

物の殻体形成機構の解明は長年の課題であるこの機

構には，殻体中に含まれる有機基質タンパク質(0M)

が深く関与すると考えられ, 0Mを用いた”〃"γ0での

多様な実験が行われてきたしかし，実験系を椛成す

る種々の要素の違いから，得られた結果が研究者ごと

に大きく異なっている(Belche'･師α/. , 1996;Falini"

"l., 1996;Samata""1, 1999) このため，これまでに

行われた実験系の再検討を行い，あわせて0Mの機能

を明らかにするための新しい実験系の開発を試みた

2．分析試料

【軟体動物】
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物殼体真珠層（アラレ石）から抽出したWSMと

WISMの両成分を種々の組み合わせに加えて実験を行

った結果，両成分単独でも，両成分を混合した場合で

も，アラレ石結晶は形成されなかった．一方，無機的

にアラレ石のみを形成する母液を用いて実験を行った

場合には,WSMとWISMの両成分が存在する場合に，

真珠層に特有の六角形平板上の結晶が形成された． こ

のためSamata""は， 「真珠層（アラレ石）中の有機

基質タンパク質は，結晶多形の制御には関与せず，結

晶の形態を規制する働きを持つ」と結論づけた．

本研究では， これらの3種類の実験系について再実

験を行った．それぞれの実験系に用いられた実験方法

と同条件で実験を行ったところ，すべての実験系で報

告と同様の結果を得ることが出来た． また，有機基質

タンパク質を添加せずに実験を行ったところ，

Belcher"",Falini""の実験系ともに，無機的にア

ラレ石結晶が形成されることが明らかになった．

上記の実験において得られた結果を明らかにするた

めに，それぞれの実験系での母液のpH変動，および

結晶形成開始時間を測定した．その結果を表lと表2

に示す．
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3．結果と討論

1）従来の結晶形成実験の再検討の結果について

Belcher""I. (1996)は，無機的に方解石のみを形

成する母液に，軟体動物殻体真珠層（アラレ石）から

抽出した水可溶性有機基質(WSM)を添加した場合

にアラレ石結晶が形成されたことから， 「真珠層（ア

ラレ石）のWSMは，結晶をアラレ石に誘導する能力

を持つ」と結論づけた．

一方、 Falini""l. (1996)は, Belchel･らが用いたの

と同じ組成の母液に，軟体動物殻体真珠層（アラレ石）

から抽出したWSMと，水不溶性有機基質(WISM)

を添加した場合,WSMとWISMの両成分が存在する

場合に限ってアラレ石結晶が形成されたことから

｢真珠層（アラレ石）中の有機基質タンパク質は，

WSMとWISMの両成分が存在する場合にのみ，結晶

をアラレ石に誘導する」と結論づけた．

これに対してSamata"αI, (1999)は，上述の2つ

の報告で用いられたものと同じ組成の母液に，軟体動

Belchel･""とFalini〃〃､の実験系では，実験開始10

分間で母液のpHが急激に上昇する（表l) と共に，

実験開始30分間で結晶形成が開始されていることが判

明した（表2）．

北野(1990)は，無機的にアラレ石結晶が形成され

やすい条件として, (1)溶液中にMgz手が存在する場合

表1 各実験系における母液のpH変動

I
BIankllO分後30分後| 60分後| 3時間後 | 6時間後 | 24時間後|48時間機

Belcheretaﾉ.(1996 8．32 8．46 862 8．667．23 8．00 804 8，15

Faliniefa/.(1996) 9.97 1 1017 1 1056 1 10．71
671 1 6．82 1 7．31 1 8.196．82 7．31 8．19

9.88 9．80 9817．23

6．20Samataeia/.(1999) 6．21 6．43 6．52

表2各実験系における結晶形成開始時間

Blank llO分後| 30分後| 60分後| 3時間後 | 6時間後 | 24時間後| 48時間後

○○ ○ ○ ○ ○Belcherefa/.(1996) × ×

○ ○ ○
’
○

○ ○
｜
×

○
｜
×

Falinietaf(1996) ××

× ’ ○× I × ×SamataeraL(1999)

’
○：結晶形成

×：結晶未形成

へ
．



ぴつける"receptor"的な働きが考えられる．

2) nacrein

nacreinは分子の中央付近にNGNNGの繰り返し配列

が存在し，その両端に炭酸脱水酵素(carbonic

anhydrase:CA)類似配列が存在するという特異的な構

造を持つ(Miyamoto""1,1996) .

鯵方解石系母液を用いた実験

①方解石系母液+nacrein

アラレ石結晶の形成は認められなかったnacreinの

添加量の増加に従って結晶数は減少し，結晶形態も，

アラレ石の標準形では半透明で平行四辺形を示すのに

対し，黒色で凹凸の多い不均一な結晶が形成された．

②方解石系母液+nacreill+WISM

nacreinのみを添加した場合と同様，アラレ石結晶の

形成は認められなかったしかし，形成された方解石

結晶のサイズが, 11acrelllの添加により大きくなる特徴

が認められた． また，有機基質タンパク質の添加量が

一定量(20"加ﾉ）以上になると結晶形成は完全阻害
された．

鱗アラレ石系母液を用いた実験

①アラレ石系母液+1'acrein

無機的に形成される黒色球状のアラレ石結晶と同じ

形態の結晶が形成された. 11acreinの添加量の増加に従

って結晶サイズが大きくなる一方,結晶数が減少した．

②アラレ石系母液+nacrein+WISM

真珠構造に特徴的な円盤状の結晶がWISM上に形成

された．

以上の結果から, nacreinの持つ機能としては，結晶

を成長させる4ipl･omoter"的な働き，及び結晶の成長

方向を制御する"rcgulator"な働きが考えられる．

と， （2）結晶の形成速度が著しく早い場合を挙げてい

る．今回の再実験の結果は, Belcher〃αﾉ.，及びFalmi

〃“の実験系でアラレ石結晶が形成されたのは，有機

基質タンパク質の機能によるものではなく，不適切な

実験条件により結晶が著しい早さで形成されたことに

起因することを暗示している．

2）新しい実験系での結晶形成実験の結果

従来の結晶形成実験では，軟体動物殻体から抽出し

た未精製の有機基質タンパク質を用いていたが，今回

の研究では，有機基質タンパク質をSDS-PAGE等で分

離・精製し，結晶形成実験系に添加することにより，

個々の成分の機能を明らかにすることができた．

(1)アコヤガイ真珠層中の有機基質タンパク質を用い

た実験

アコヤガイ真珠層中の有機基質タンパク質には，

WSMとして, nacrein (Miyamoto〃αﾉ., 1996) と, N16

(Samata〃αﾉ., 1999) と命名された2成分と， フイブ

ロインに類似の構造を持つMSI60の重合体である膜状

の不溶性タンパク質のWISMが存在する．

l)N16

N16はCys,芳香族アミノ酸，酸性アミノ酸に富む

球状タンパク質であり，分子表面にAsllとGlyの繰り

返し配列からなるGlyループ部分が露出している．

WISMと複合体を作り，アラレ石結晶形成に関与する

と考えられている(Samata""1., 1999) .

鯵方解石系母液を用いた実験

①方解石系母液+Nl6

NI6のみを添加した場合，アラレ石結晶の形成は認

められなかった．方解石結晶に関しては添加量に関わ

らず，結晶に変化はほとんど見受けられず，過剰に添

加した場合（20"創"zﾉ以上）でのみ結晶形成の阻害傾
向が認められた．

②方解石系母液+N16+WISM

N16とWISMを混合して添加した場合も, Nl6のみ

を添加した場合と同様の結果が得られた．

蟻アラレ石系母液を用いた実験

①アラレ石系母液+Nl6

無機的に形成される黒色球状のアラレ石結晶と同じ

形態の結晶が形成されたN16の添加量の増加に従っ

て結晶サイズが大きくなる一方，結晶数は減少した．

②アラレ石系母液+N16+WISM

N16のみを添加した場合と同じ形態の結晶が形成さ

れた．結晶はWISM膜外のみならず，膜上にも形成さ

れた．

以上の結果から, NI6の持つ機能としては，結晶核

をWISM上に誘導する働き，及びWISMと結晶核を結

N16,nacrein,WISMのどの成分に関しても，無機

的に方解石を形成する溶液中で，アラレ石結晶を誘導

する働きは認められなかった．つまり、 これらの成分

には，結晶をアラレ石に誘導する炭酸カルシウム結晶

多形制御の働きがないか，あっても極めて弱い活性し

か持たないことが明らかになった．

(2)イケチョウガイ真珠層中の有機基質タンパク質を

用いた実験

イケチヨウガイは淡水中でアラレ石からなる真珠層

を形成する．淡水生軟体動物の外套膜外液は，海生種

のものとは異なり，無機的に方解石が形成されやすい

組成をもつ．それに,も関わらず，淡水中に生息するこ

の貝がアラレ石からなる真珠層を形成する機構は不明

である．我々は，有機基質成分中にアラレ石結晶核を

誘導するいわゆる"aragonite-nucleator"成分が存在し，

この成分の働きでアラレ石殼体が形成される可能性を
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考えている．

本研究ではこの可能性を確認するための実験を行っ

た．その結果,無機的に方解石のみを形成する母液に，

イケチョウガイ真珠層中から抽出したWSM及び

WISMを同時に添加したところ，アコヤガイ真珠層中

に見られる円盤状のアラレ石と形態的に非常によく類

似した結晶が形成された． この結晶を粉末状にしたも

のを, X線を照射する領域を20#籾まで絞ることが出

来る微小領域X線回折分析を行った．その結果，方解

石，バテライトと共にアラレ石が検出された．このこ

とは,イケチョウガイの有機基質タンパク質成分には，

結晶をアラレ石に誘導する機能を持つ可能性を示唆し

ており， より詳細な追加実験の必要があろう．

以上の研究結果を基にした，結晶形成実験における

今後の課題は以下のようになる． まず､海水生で方解

石殻体を持つホタテガイなどの有機基質タンパク質中

に存在する可能性がある､$calcite-nucleator"の機能を

解明することであるこれに対して，淡水生でアラレ

石殻体を持つイケチョウガイなどの有機基質タンパク

質中に存在する可能性がある"aragonite-nucleator"の

機能について， さらに詳しい検討を行う必要がある．

第2に，今回実験に用いた有機基質成分は，殻体を

EDTA脱灰して抽出したものである． このため，有機

基質タンパク質にEDTAで溶解せずに残った炭酸カル

シウム結晶が存在する可能性を完全に否定できない．

この問題を解決する一つの方策として，遺伝子から発

現させた組み換えタンパク質を用いて実験を行うこと

も計画する必要がある． さらに，今回〃"j"で得られ

た結果を，伽〃"0で確認するための新しい実験系を考

察する必要もある．

と思われるものが形成されたが, C)'cﾉ"""sspでは

WSMを多量に添加すると，結晶形成が阻害されると

いう結果が得られた．

大型有孔虫は軟体動物と比較して，生体が微小であ

ることから，殻体中に含まれる有機基質タンパク質の

量が非常に少ないと考えられる． このため，有機基質

タンパク質の構造解析や機能解析を行う際には試料の

採取方法に何らかの工夫が必要である．上記の簡単な

予察的実験で，軟体動物の有機基質タンパク質で得ら

れた結果から有機基質タンパク質の添加量や，結晶形

態などに関しての異なる結果が得られたことから，今

後， より詳細な実験を行うことで， これまでにない新

たな知見を得られる可能性があると考えられる
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3）大型有孔虫の殻体形成機構解明に関する予察的実

験結果

今回の報告では，軟体動物での実験結果と比較する

ため，石灰化を行う動物の中で最も下等な種類の1つ

である原生動物の1種の大型有孔虫を用いた実験を行

った．

まず，有孔虫の殼体中から有機基質タンパク質を抽

出し, SDS-PAGEを行い，銀染色を行った結果，

Mz埋加"""sp.ではスメア状のバンドが, CycIoc""s

Sp・では37kDa近傍に1本のバンドが確認きれた． しか

し, CBB染色やStainsAll染色では明瞭なバンドが観察

出来なかったことから， これらの種の殻体中に含まれ

る有機基質タンパク質の量が極めて少ないことが推測

された．

次に同試料を用いて結晶形成実験を行った．その結

果， 』WIz増加”0γasp･では,WSMを多量に添加(20IIg
/柳ルしたところ，方解石結晶上にさらに円形の結晶
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