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有機基質タンパク質の in vitro 結晶形成実験による機能解析
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Functional analysis by the in vitro crystallization experiment on
the organic matrix protein included in the shell of Crassostrea nippona
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Abstract
Molluscan shell consists of complicated structure called shell microstructure , which is

composed of two polymorphisms of calcium carbonate crystals, aragonite and the calcite together

with a tiny amount of the organic matrix（OM）secreted from the mantle tissue. Experiments have

been conducted specifically to investigate the nacreous layer, which mainly comprises aragonite, and

has a specific geometry, in order to gain an understanding of the effect of OM on shell formation.

Several hypotheses of the nacreous structure formation have been demonstrated such as the

compartment hypotheses（Bevelander & Nakahara , 1969）, the template hypotheses（Degens , 1976,

Weiner , 1979）and the epitaxy hypotheses（Neuman & Neuman , 1958, Crenshaw & Ristedt , 1976,

Wada,1980）.In contrast to the nacreous layer, information about mineralization of the calcitic foliated

layer is very limited. In spite of the recent report on the genes encoding the OM components in the

foliated layer（Sarashina and Endo,2001 ; Samata et al . , in press）,the process of the foliated layer

formation is left a matter open.

In the present study, we attempted to elucidate the process of the microstructure formation of

the foliated layer, focusing on the function of the specific molecules in the oyster organic matrix by in

vitro crystallization experiment. After decalcification by acetic acid, the soluble and insoluble organic

matrices were extracted from the foliated layer of C.nippona . The insoluble organic fraction was

further treated by alkaline and 2-mercaptoethanol, resulting in separation of the mercaptoethanol

soluble fraction（MESM）.

The crystallization experiment was performed by adding OM components in the supersaturated

crystallizing solution. When the MESM and the WISM were added to the crystallizing solution ,

calcite crystals with similar morphology of thin plate to those of the foliated layer of C.nippona were

inducted on the WISM.

These results may present new concepts that we think may well have implications to the

biomineralization process of oyster shell.
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１．序文
生物は自らの体を支えるため，外的から身を守るた

めや捕食の道具などとして，様々な無機鉱物からなる

硬組織，すなわちバイオミネラル（biomineral）を形

成する．それらには，殻体（貝殻），甲殻，骨，歯，

卵殻などがある．生物による硬組織の形成をバイオミ

ネラリゼーションと呼び，その現象は，原核生物から

真核生物にいたるまで多くの生物に見られる．

軟体動物の二枚貝類は，海生種，淡水生種を問わ

ず，炭酸カルシウム（CaCO３）の結晶で硬組織の形成

を行う．CaCO３結晶には，方解石（calcite），アラレ

石（aragonite）及びバテライト（vaterite）の３種類

の結晶多形が存在する．このうち，方解石は最も安定

した結晶で，アラレ石，バテライトの順に不安定な結

晶になる．CaCO３結晶は，カルシウムイオン

（Ca２＋）と炭酸イオン（CO２－３ ）が飽和状態のとき

に形成されやすく，その際に，マグネシウムイオン

（Mg２＋）が多く含まれるほど，アラレ石が形成され

やすいことが実験的に証明されている（北野，１９９０）．

軟体動物の殻体では，カキ（Crassostrea nippona），

ホタテガイ（Patinopecten yessoensis），アコヤガイ

（Pinctada fucata）の外層などには方解石が局在し，

残りの大半の殻体はアラレ石から構成されている．殻

体は，殻体微細構造と呼ばれるCaCO３結晶の集合し

た複雑な構造から形成されている．殻体微細構造

は，１９２０～１９３０年代にかけての Schmidt（１９２３，１９２４），

Bφggild（１９３０）の古典的な研究に始まり，Kobayashi
（１９６４，１９９４），Dauphin（２０００）により，アラレ石結

晶からなる真珠構造（nacreous structure），交差板

構造（cross lamellar structure），複合稜柱構造

（composite prismatic structure），方解石結晶から

なる葉状構造（ foliated structure ），稜柱構造

（prismatic structure）など，現在までに，約１８種類

の殻体微細構造が定義されている．

軟体動物の殻体の形成は，殻体中に含まれる有機基

質タンパク質（organic matrix = OM）が殻体形成の

制御に関与していると考えられている（Crenshaw,

１９７２）．OMには，２種類の形態のものが存在する．

第一のものは，可溶性のタンパク質である可溶性有機

基質（soluble organic matrix = SM）であり，他方は

不溶性のタンパク質である不溶性有機基質（insoluble

organic matrix = ISM）である．真珠構造中のOM

は，SMとして nacrein（Miyamoto et al .,１９９６），N

１６（Samata et al . , １９９９），N６６/N１４（Kono et al . ,

２０００），Mucoperlin（Marin et al ., ２０００），ISM では

MSI６０（Sudo et al .,１９９７）が報告されており，稜柱

構造中のOMは，SMとしてAspein（Tskamoto et

al .,２００４），Prismalin-１４（Suzuki et al .,２００４），ISM

ではMSI３１（Sudo et al .,１９９７）が報告されている．

他にも，葉状構造では，ホタテガイ（P.yessoensis）の

MSP-1（Sarashina and Endo，１９９８，２００１）とイワガ

キのMF４４（Samata et al ., in press）が SM中から報

告されている．

真珠構造，稜柱構造，葉状構造などの殻体微細構造

の形成機構は，未だ不明である．しかし，真珠構造の

殻体形成機構に関しては，有機基質により微小な空間

を作り，結晶を成長させ，真珠構造を形成するコン

パートメント説（Nakahara,１９８０），ISM上の特定の

部位に結晶の形成を誘導するOMが存在し，その部

位に結晶が形成され，真珠構造を形成する鋳型説

（Kalisman et al .,２００１），ISM上で結晶が成長する時

に，OMが結晶構造や結晶多形を制御するエピタキ

シー説（Weiner and Hood,１９７５）などのような仮説

が提示されている．一方，葉状構造では，未だにOM

の報告が少なく，in vitro 実験における葉状構造の形

成の成功例の報告もない．

本研究では，葉状構造を持つイワガキを試料とし，

殻体中のOMを分離し，外套膜外液類似の結晶化母

液を用い，in vitro 環境中でOMの機能を推定するこ

とを試みた．また，その機能から，葉状構造殻体形成

機構の追及を試みた．

２．試料および実験方法
１）有機基質タンパク質（OM）の抽出・精製
イワガキの殻体は，グラインダーにより殻体表面を

クリーニングした後，葉状層とチョーク層をスパーテ

ルで分離した．有機性汚染物質除去のため，分離した

殻体は１％sodium hypochlorite 水溶液に３０分間浸し，

流水洗浄，蒸留水で洗浄し，乾燥した．その後，殻体

はステンレス乳鉢で粉末状にした．粉末化した殻体２０

gを２００ml の蒸留水に攪拌し，５％酢酸溶液で pHを

４．０に調整し，４℃で２日間脱灰した．脱灰後，脱灰

液を定性濾紙No.1（ADVANTEC, Tokyo, Japan）で

ろ過し，濾液を透析用セルロースチューブ（三光純薬

株式会社，Tokyo, Japan）に移し，溶液中の酢酸が除

去されるまでイオン交換水中で透析を行った．透析終

了後，抽出した全OMを，９，６００×G，３０分，４℃で

遠心を行った．遠心後，上清の酸可溶性有機基質

（WSM）と酸不溶性有機基質を分離した．

酢酸脱灰で得られた ISMを，１％アンモニア水溶

液を用いて pHを８．０～９．０に調整したアルカリ溶液中

で，一晩，スターラー上で撹拌しながらアルカリ処理

を行った．この処理溶液の遠心後，上清のアルカリ可

溶性有機基質（ALSM）と沈殿のアルカリ不溶性有機

基質を分離した．

アルカリ抽出で得られた ISMを，６２．５mM Tris-
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HCL（pH６．８）/2-mercaptoethanol 溶液４００μl に 溶解
し，１分間加熱処理を行った．この溶液をアトプレッ

プMF（ATTO, Tokyo, Japan）で，１５，０００×g，３０

分，２４℃で遠心し，上清のメルカプトエタノール可溶

性成分（MESM）と不溶性成分（ISM）とに分離し

た．MESMは，マイクロコン－３（Nihon Millipore,

Tokyo, Japan）にて脱塩した．

２）SDS-PAGE
１０％ Polyacrylamide gel と e-パジェル（ATTO,

Tokyo, Japan）を用いて，MESMおよび ISM中の成

分の分離を行った．分析試料を乾固後，泳動用

Sample Buffer（０．５M Tris-HCl/１０％ SDS/５％２-Mer

/１０％ Glycerol）２０μl に溶解して，１分間加熱処理を
行った．加熱処理終了後，氷水で急冷したものを泳動

用試料として用いた．泳動は２０mAの定電流にて９０分

間行った．泳動後，全ての分析試料についてCBB

（Coomassie Brilliant Blue）染色，Negative 染色

（Fernandez-Patron et al ., １９９５），Methyl Green 染

色（Cutting and Roth,１９７３）および Alcian Blue 染

色を行った（Wardi and Michos,１９７２）．

３）ISMに含まれる糖の分離
ISM 中でのキチンの有無を確認するため，

Horowitz et al .（１９５７）のキチン分離法（図２）を基

礎に，WISMを２N NaOH，５０℃，２．５時間加水分解

後，３３，９００×Gで遠心し，上清と沈査（キチン画分）

を分離する方法を用いた（堀田，１９７２）．上清は，

ISMに結合するキチン以外の糖の確認のため，

SupelcleanTM ENVITM -Carb（SUPELCO, Bellefonte ,

PA, USA）を用い，精製した．

４）FR-IR 分析
分離したOMのうち，MESMと ISMの糖成分につ

いて，キチン画分後の上清の糖成分をFT-IR Magna-

IR７５０（Thermo Fisher Scientific, Kanagawa, Japan）

で分析した．試料は，１００倍量のKBr と混合してペ

レットを作り，４０００－４００cm－１の波長で解析した．比

較対象として，キチン標品（和光純薬工業株式会社，

Osaka, Japan）も同様の方法にて解析した．

５）X線回折解析
X 線回折装置 JDX８０１０型（日本電子，Tokyo,

Japan）を用いて，乾燥させた ISMとキチンの X線

回折を行った．分析条件は，スタート角度２５．００度，

ストップ角度４０．００度，スッテップ幅０．０５度，計測時

間３．００秒，管電圧４０．００kV，管電流２０．００mA とし

た．

６）in vitro 結晶形成実験
in vitro 結晶形成実験では，下記の３種類のアッセ

イ系にて行った．�Ca２＋を含む溶液に対し，炭酸ア
ンモニウムでCO２を常時供給し，OMの作用を解析す

る実験（Belcher et al . , １９９６; Wada et al . , ２００４）．

�無機的にアラレ石と方解石が９：１の割合に形成さ
れる母液中にOMを添加することで，OMのアラレ

石と方解石の多形制御への関与を確認する実験．

�CaCO３が無機的に形成される溶液にOMを添加し
て，溶液の pHの変化を追跡して，石灰化に及ぼす

OMの作用を解析する実験（Wheeler et al .,１９９２）．

アッセイシステム１）：２４穴マイクロプレートのB－
１と C－１に ammonium bicarbonate を各２５０mg 入

れ，ウェルを密閉してから，直径５mmの穴を開け

た．５mM CaCl２，１．５ml を母液として，A－２，B－

２，C－２，D－２のウェルのみを使用した．試料は，

SMを２ml の母液と混合して，カバーガラス上で乾

燥させた ISMとともに添加した．

アッセイシステム２）：１０mM CaCl２/１０mM MgCl２/
１２mM NaHCO３水溶液をFilter Papers No.４４でろ過し

たものを，母液として準備した．試料はアッセイシス

テム１）と同様の方法にて添加した．

アッセイシステム３）：Wheeller ら（１９９２）の in vitro

炭酸カルシウム沈殿形成実験の手法に基づいて実験を

行った．２０mM NaHCO３水溶液を２０mM Na２CO３水溶

液で，pHを８．７に調整した．この溶液３ml と１０mM

CaCl２水溶液３ml を混合し，D.W.または SMを添加し

た．試料添加後の pHの変化を経時的に測定した．

試料の添加方法
MESMを，結晶形成実験のそれぞれの母液に添加

した．添加量は，０．０４μg/２ml，０．２μg/２ml，０．６μg/２
ml とした．ISMは，カバーガラス上で乾燥させて母

液中に静置した．

結晶の観察手法
形成された結晶は，透過型ノマルスキー微分干渉顕

微鏡BHS（OLYMPUS Co., Tokyo, Japan）にて観察

した．鏡検による結晶の同定では，形成された結晶の

結晶数，結晶サイズ，結晶の形，結晶の種類を測定し

た．

結晶形の確認
in vitro 結晶形成実験で形成された結晶の形の同定

には，X線回折装置 JDX８０１０型（日本電子株式会社，

Tokyo, Japan）を用いた．分析条件は，スタート角度

２０．００～２５．００度，ストップ角度４０．００～５０．００度，スッ

テップ幅０．０５度，計測時間３．００秒，管電圧４０．００kV，

管電流２０．００mAで行った．比較対象として，イワガ

キ殻体に関するX線回折分析も行った．

３．結果
１）SDS-PAGE
試料殻体より抽出されたMESMについて，それぞ

れ SDS-PAGEを行った結果，Negative 染色，Methyl

Green 染およびAlcian Blue 染色により，５２kDa 近傍

に明瞭なバンドが確認された（図１）．
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図 1 イワガキ葉状構造から抽出したMESM画分の SDS-PAGE像。Lane M : マーカー
タンパク質，Lane A : Negative 染色，Lane B : Methyl Green 染色，Lane C :
Alcian Blue 染色，Lane D : Stains All 染色

図 2 FT-IR 分析によるWISMと chitin の比較

図 3 X線回折分析によるWISMと chitin の比較

a b

a b

２）FT-IR
葉状層のMESMおよび ISM試料では，ほぼ同様の

ピークパターンが得られた．すなわち，１６８０～１６００

cm－１にアミドⅠ，１５８０～１５１０cm－１にアミドⅡ，１２００

～１２５０cm－１にアミドⅢ，１０００～１１００cm－１に糖に相当

するピークが認められた．ISMを加水分解した試料

では，沈査は得られなかった．上清から得られた成分

をFT-IR で分析した結果，１０００～１１００cm－１に糖に相

当するピークが認められた（図２－a）．比較対象とし

たキチン標品では，１０００～１１００cm－１に糖に相当する

ピークと８９５cm－１の位置に chitin に特有のピークが認

められた（図２－b）．

３）X線回折分析
キチンでは，２θ＝９．６，１９．６，２２．５にピークが認め
られた（図３－a）．カキの ISM試料については，明

瞭なピークは認められなかった（図３－b）．

４）結晶形成実験
in vitro 結晶形成実験で無機的に形成されるアラレ

石は，針状結晶の集合で，球状，鉄アレイ状の形態を

呈する．また，無機的に形成される方解石は，扁平な

平行四辺形の結晶である．

アッセイシステム１）
CO２濃度を一定に保つ条件下での方解石形成母液に

よる無機的に形成された結晶は，平行四辺形ないし，
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図 4 in vitro 結晶形成実験でMESMとWISMを
添加した場合に形成された結晶の SEM像

立方体の形状を呈した．X線回折分析の結果から，こ

の結晶は方解石であることが確認された．この母液

に，MESM を，それぞれ０．０４μg/２ml，０．２μg/２
ml，０．６μg/２ml 添加した場合には，添加量が増加す
るにつれ，ISM上に形成される結晶は増加したが，

結晶の形態は不規則なものになり，結晶同士の結合が

認められた．これらの結晶は，X線回折分析の結果か

ら，方解石であることが確認された．

アッセイシステム２）
アラレ石／方解石共存母液中で無機的に形成された

結晶は，鏡検下では，アラレ石：方解石が９：１の割

合で存在していた．これらの結晶は，X線回折分析の

結果から，アラレ石と方解石であることが確認され

た．アラレ石／方解石共存母液に，MESMを，それ

ぞれ０．０４μg/２ml，０．２μg/２ml，０．６μg/２ml 添加した
場合には，添加量の増加とともに，球状のアラレ石と

平行四辺形状の方解石の形成が認められなくなった．

また，ISM 上に MESM を，それぞれ０．０４μg /２
ml，０．２μg/２ml，０．６μg/２ml 添加した場合には，添加
量の増加とともに，平板状の結晶が形成された．この

結晶を SEMで観察すると葉状構造に特有の形態を持

つことが明らかになった（図４）．さらに，この結晶

は，X線回折分析から方解石であることが証明され

た．一方，WISMとMESMを方解石形成母液に添加

した場合（初期CO２濃度を過飽和にする条件下での

実験）には，MESMを添加した場合に形成された結

晶と同様の平板状の結晶と，花弁状の結晶が形成され

た．これらの結晶は，X線回折分析の結果から，方解

石であることが確認された．

アッセイシステム３）
比較対象としてD.W.を添加した場合，添加時点で

の pHは約８．０であった．DW添加３分後に pHは下

降し始め，１５分後には pHは約７．３まで下降した．

MESMを添加した場合には，pHの急激な変動は起こ

らず，１５分後には，実験開始時とほぼ同じ pH８．２で

あった．

４．考察
OMについて
軟体動物の殻体形成に関与するとされるOM中か

ら，これまでに，およそ２０種類の成分が報告されてい

る（Sarashina and Endo.,２００６）．その中には，Aspein

（Tsukamoto et al .,２００４）のように，OMを分泌す

る外套膜中でのそのmRNAの発現が確認されている

ものの，殻体中での存在が確認されていないものもあ

るが，それらの多くは殻体中に存在することが報告さ

れている．これらのOM成分は，真珠構造と稜柱構

造中の SM成分に集中しており，それら以外の殻体か

らのOM成分についての報告の数は数えるほどしか

ない．すなわち，ホタテガイとイワガキの葉状構造中

から，MSP-１（Sarashina and Endo.,２００１）とMF４４

（Samata et al ., in press）が，また，ビノスガイの均

質構造と複合稜柱構造中から，それぞれ，MHG１８と

MCP１６が報告されている（Ikeda et al., in press）だけ

である．これまでに軟体動物で報告されたOM成分

の中には，MSP-１，Aspein，Asprich などのように，

Aspに富む強い酸性タンパク質が存在している．興

味深いことに，これらの酸性タンパク質は，アラレ石

から形成される真珠構造などの殻体微細構造中からは

発見されておらず，方解石から形成される葉状構造や

稜柱構造中からのみ発見されている．最近，Samata

et al .（in press）は，イワガキの殻体形成に関与する

OMの一種であるMF４４の一次構造を決定したが，そ

の組成にもAspが多量に含まれていた．これらのこ

とは，方解石殻体の形成に，Aspに富む酸性タンパ

ク質が特異的に関与していることを暗示している．

一方，Wheeler（１９９２）は，カキ（Crassostrea virginica）

の殻体中のOMが，多量のリン酸化された Ser 残基

およびAsp残基を含み，この酸性成分が，CaCO３結

晶の特定面へと吸着し，結晶成長の制御をすること

で，殻体形成に関与していると考えた．ホタテガイ

（Patinopecten yessoensis）のMSP-１でも，９～１０ヶ

所のリン酸化モチーフが確認されており，リン酸化の

可能性が示唆されている．しかし，アコヤガイなどの

真珠構造の形成に関与するOM成分に関しては，高

度なリン酸化を伴うタンパク質成分は報告されていな

いため，リン酸化アミノ酸の存在は方解石系殻体に特

有の現象である可能性が示唆される．

これまでに発見されている殻体形成に関与する SM

成分の多くは，CBB染色や銀染色などの通常の染色

法で染色されるが，OMタンパク質の中には酸性アミ

ノ酸含有量が非常に高いために，CBB染色や銀染色

で染色されない成分も存在する（Gotliv et al . ,

２００３）．CBBは，非共有結合でタンパク質に結合する

ため，タンパク質の負電荷部位には結合できない．銀

― 41 ―

ｖｅｒ／化石研究会会誌　ＰＤＦ化／０７０７００４２　化石研究会誌４０巻１号／本文／５　３７‐４４　４Ｃ  2007.08.03 11.46



染色もまた，硝酸銀イオンがタンパク質の負電荷部位

に結合できないため，酸性アミノ酸含有量が極端に多

い成分の検出には適していない．本研究で用いたイワ

ガキの葉状層のMESMの５２kDa 近傍成分も，CBB染

色では染色されなかった．このため，シアル酸含有糖

タンパク質やリン酸化タンパク質などの負電荷部位を

もつタンパク質を染色するのに適した Stains All 染色

を行うことにより，葉状層中からMESM中の５２Da

成分を検出することに成功した．この成分は，リン酸

を染色するMethyl Green 染色と酸性ムコ多糖類を染

色するAlcian Blue 染色に対して，高い染色性が確認

されたことから，高度にリン酸化された，酸性ムコ多

糖類を含む糖タンパク質であると考えられる．

ISM成分とキチンとの関連性
イワガキの葉状層中の ISMは透明なゲル状を呈す

る．このゲルをカバーグラス上で乾燥させると，アコ

ヤガイ真珠層中の ISMの膜に類似の，薄くて表面が

滑らかな膜状に変化する．Weiner and Traub

（１９８４）は，Atrina rigida の真珠層中の ISMの主成

分が β－キチンであり，ここに絹－フィブロイン様タ
ンパク質と酸性タンパク質が結合するモデルを提唱し

ている．Kwonら（２００２）は，キチンをX線回折で

分析すると，α－キチンは２θ＝９．６，１９．６に特異的な
ピークが出現するのに対して，β－キチンでは，２θ
＝９．１，２０．３に特異的なピークが認められるとしてい

る．また，堀田（１９７２）は，キチンをFT-IR で分析

すると，８９０cm－１付近に特異的なピークが認められる

ことを報告している．このため，本研究では，イワガ

キの葉状層中の ISMにキチンが含まれるかどうかを

検討するために，２ME処理後の ISMを，X線回折

とFT-IR にて解析した．しかし，X線回折分析から

は，顕著なピークは得られなかった．FT-IR 分析から

も，キチンに特異的とされる８９０cm－１付近のピークは

認められなかった．このことから，イワガキの ISM

は，キチンが主成分としては構成されてはいないと推

定された．一方，イワガキの ISMのアミノ酸組成は，

アコヤガイの真珠層の ISMの主要成分とされるMSI

６０とは大きく異なるとされている（Samata et al ., in

Press）．このことは，葉状構造と真珠構造の ISMは，

形態が類似の膜状の構造を持つものの，組成は全く異

なる成分から構成されていることを示している．

ISMのゲル状から膜状への形状変化は，アコヤガ

イなどの真珠貝では見られないイワガキに特有のもの

である．しかし，Addadi ら（２００６）は，A.rigida の

真珠層の中には，キチンを主体とする ISMと ISMの

間をシルクゲル状の物質が充填しており，結晶が形成

されるにつれ，脱水されて ISMに吸着する可能性を

示唆している．このため，葉状層のWISMもこのシ

ルクゲルに類似の形態変化を起こす成分であるとも考

えられる．

in vitro 結晶形成実験から考えられるイワガキのOM
の機能
アラレ石／方解石形成母液での結晶形成実験では，

ISM上に葉状構造に特有の形態を持つ方解石結晶に

類似の結晶が形成された．元素分析の結果，この結晶

の表面からリンが多量に検出されたため，この方解石

結晶の形成にリン酸化されたMESMが関与している

可能性が示唆された．この成分の機能としては，葉状

構造に特有の微細構造を形成する際に，その形態を誘

導すると推定された．葉状層のMESMは，SDS-

PAGEの結果より，５２kDa 近傍に泳動される単一の

成分から成ることが明らかである．また，アミノ酸組

成分析の結果より，葉状層のMESMとWISMが同一

成分の可能性が高いことも示されている（Samata et

al ., in Press）．以上より，２ME処理によって ISMか

ら抽出される５２kDa 近傍成分が，葉状構造の殻体微

細構造を形成する上で重要な成分であると考えられ

る．

一方，X線回折により，結晶形成実験で誘導された

平板状の結晶が，方解石のみから構成されていること

が明らかになった．このことは，MESMには，方解

石の形成を誘導する機能があることを示唆しており，

非常に注目される．

一方，CO２濃度を一定に保つ条件下での方解石形成

母液による結晶形成実験では，アンモニアの影響によ

るタンパク質の変性で，ISM上に平板状の結晶は形

成されなかった．この事実は，タンパク質が変性した

状態では平板状の結晶が形成されにくいことを意味し

ていると考えられ，タンパク質の立体構造がOMの

機能の発現にとって重要である可能性が示唆される．

ISMは，in vitro 結晶形成実験の結果から，葉状構

造の微細構造を形成する上で，結晶核形成にとっての

土台として関与していると思われる．

本研究により，イワガキの ISMを構成する葉状層

のMESMの５２kDa 成分が葉状構造を形成する上で重

要な成分であることが示唆されたが，葉状層の

WSM，ALSMの分画が未だに十分に行われておら

ず，複数のタンパク質が混在していると思われるた

め，それぞれの画分の各成分を分離して，in vitro 結

晶形成実験で本研究と同様の機能解析を行う必要があ

る．
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