
１．はじめに
軟体動物の殻体は，主に炭酸カルシウム結晶と，タ

ンパク質や脂質，糖などから成る有機基質で形成され

ている．殻体中の炭酸カルシウム結晶にはアラレ石，

方解石の２種類の結晶多形があり，それらが様々な微

細構造をとることにより，種や殻層によって多様な形

状の殻体が作られる．この結晶多形や，微細構造の決

定・制御に有機基質が関与していると考えられている

（Watabe and Wilbur，１９６０；Lowenstam，１９８１；

Weiner and Traub，１９８４）．これまで，殻体形成有機

基質の解析は，産業価値のあるアコヤガイ真珠層中の

成分を中心に行なわれており，これまでに Nacrein

（Miyamoto et al . , １９９６），N１６（Samata et al . ,

１９９９），MSI６０（Sudo et al .,１９９７）などの有機基質タ

ンパク質が同定されている．一方，方解石からなるア

コヤガイ稜柱層中の成分についても研究が進み，MSI

３１（Sudo et al .,１９９７）や Prismalin１４（Suzuki et al .,

２００４）などの有機基質タンパク質が発見されてきてい

る．しかし，それらの多くは可溶性成分であり，不溶

性成分としては真珠層から発見された MSI６０と稜柱

層から発見された MSI３１のみである．不溶性成分は

殻体中からの単離，解析が困難ということもあり，依

然として，その全容の解明はなされていない．また，

近年，新たに遺伝子解析から報告された成分には，殻

体中に一致する成分が確認されていないものも多い．

一方，殻体中での存在が確認され，既知成分との一致

が見られず，構造解析のなされていない成分（佐藤，

未発表）も多数存在する．

このように，最も研究の進んでいるアコヤガイ殻体

中の成分についてさえも，さらなる研究をする余地が
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図１ nacrein の特徴
Ａ：nacrein の一次構造の模式図，N末端側とC末端側に炭酸
脱水酵素（CA）ドメインを持ち，炭酸イオン農集に関与し
ている（Miyamoto et al .,１９９６）．

Ｂ：溶液散乱法による nacrein の立体構造推定（Norizuki and
Samata，２００８）

依然として残されている．殻体形成機構を解明する上

で重要な鍵となる問題には，同一個体中でのアラレ石

と方解石の作りわけ，特にアラレ石を作りやすい海水

中での方解石形成のメカニズムというものがある．そ

のためには，さらには多くの微細構造特異的あるいは

異なる微細構造間での共通成分の構造解析を進める必

要がある．

一方，軟体動物の in vitro, in vivo での石灰化の分子

レベルでの研究は，これまで，殻再生実験（Wada，

１９８０），外套膜外液中の有機基質成分の分泌順序に関

する解析（Moura et al .,２００１），アコヤガイの上皮組

織や細胞の培養実験（Machii，１９８５；Awaji，１９９１）

が行われているものの，軟体動物の石灰化との関連で

企画された総合的な実験は試みられていない．とく

に，in vivo での石灰化の研究は，非常に立ち遅れて

いる．

本論文では，軟体動物バイオミネラリゼーションに

おける有機基質の作用に関する研究の紹介を行う．そ

の中で，従来より行われている分子レベルでの有機基

質タンパク質の構造解析の研究の成果を紹介した後

で，in vitro と in vivo での最新の研究成果の紹介を行

う．

２．軟体動物での有機基質の発見から遺伝子解析まで
１）軟体動物殻体形成遺伝子発見以前の有機基質の研
究
アコヤガイ真珠層中から不溶性有機基質（insoluble

organic matrix）が Frémy（１８５５）により発見され

た．この不溶性有機基質は，膜状もしくは繊維状の構

造を持ち，真珠層形成の土台となり，可溶性有機基質

と結合すると考えられている．この成分について，

SEM/TEM 観察，アミノ酸組成分析，FT-IR 分析な

どにより，その構造の解析が試みられた（Samata，

２００４）．

一方，Crenshaw（１９７２）は，ビノスガイ殻体中か

ら酸性糖類を含む可溶性有機基質（soluble organic

matrix）を発見した．可溶性有機基質は，通常の溶媒

に可溶性のため，その分析にタンパク質の一般的な精

製操作や種々の生化学的な分析手法が適用された．そ

の結果，この成分は，石灰化の場を提供する膜状の不

溶性有機基質に結合して，HCO３―イオンや Ca２＋イオ

ンの濃集や結合に関与すると考えられた．

この時期の研究成果として，１）ナノテクノロジー

を利用して，殻体中での有機基質成分の構造と分布に

関する情報，および２）バイオテクノロジーを利用し

て有機基質成分の構造に関する情報が得られた

（Wada，１９６４；Bevelander and Nakahara，１９６９；

Gregoire，１９７２；Weiner，１９７５）．しかし，有機基質

タンパク質を構成するタンパク質の一次構造などの全

容解明には至らなかった．

２）軟体動物殻体形成遺伝子の構造解析
１９９６年にアコヤガイ真珠層中から Nacrein 遺伝子が

発見されて以来，真珠層や稜柱層を中心として３０種類

以上の有機基質タンパク質とそれらをコードする遺伝

子が報告されている．

Nacrein の特徴（Miyamoto et al .,１９９６）
アコヤガイ真珠層から初めて発見された可溶性高分

子有機基質タンパク質で，N 末端と C 末端側に炭酸

脱水酵素（CA）ドメインを持ち，炭酸イオン濃集に

関与している（図１）．

MSI６０の特徴（Sudo et al .,１９９７）
クモの糸や絹糸の構造に類似したアミノ酸配列から

構成されていて，真珠層形成の基盤膜を構成する．

N１６の特徴（Kono et al .,２０００）
アコヤガイ真珠層から発見された低分子量糖タンパ

ク質．MSI６０膜に強固に結合して，アラレ石結晶形成

に関与する．その後，Norizuki and Samata（２００８）

により，溶液散乱法によるその構造解析が行われ，

NG 繰り返し配列部位が２つの CA ドメインを結合す

る部位に存在し，この部位が溶液中で常に形を変え，

他の分子や結晶と反応していることが推定された．

これらの成分の骨格中での分布に関しては，

Nacrein のみが，アコヤガイからサンゴまでの多くの

生物種に普遍的に分布するものの，Nacrein 以外の成

分は，軟体動物の系統，生息域，殻体微細構造，結晶

形などに関連して特異的な分布を示すことが明らかに

された（Norizuki and Samata，２００８）．

３）有機基質に含まれる糖成分の分析
Nacrein に結合している N－型糖鎖の構造解析が

LC/MS を用いて行われ，糖鎖の非還元末端側に SO３―
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とシアル酸が存在することが明らかにされた．その結

果，バイオミネラリゼーションの過程における

Nacrein の機能として，１）CA ドメインによる炭酸

イオン生合成と２）糖鎖末端に結合した硫酸基による

カルシウムイオン濃縮作用が推定された（図２）．

これに対して，O－型糖鎖の構造解析は未だ行われ

ていない．

３．有機基質の機能解析（in vitro, in vivo でのバイオ
ミネラリゼーションの研究）
１）in vitro でのバイオミネラリゼーションの研究
� in vitro 結晶形成実験による有機基質成分の機能
解析
slow evaporation の系（Kitano，１９６８）での実験か

らは結晶成長に関する情報が得られる．添加した有機

基質成分の種類や量により，形成される結晶の形態や

結晶形に違いが出るため，それを比較して有機基質成

分の機能を解析する．

これに対して，fast diffusion（Wheeler et al .,１９８１）

の系での実験からは結晶核形成に関する情報が得られ

る．すなわち，有機基質タンパク質の添加により，結

晶核形成に要する時間が遅延することから，これらの

成分に結晶形成阻害機能が推定されている．

� 上皮組織・細胞の培養過程での石灰化の解析
アコヤガイ上皮組織の培養は，町井による培地の開

発の結果（Machii，１９８５；Machii and Wada，１９８９），

大きく進展してきた．さらに最近，アコヤガイ上皮組

織培養用の新しい培地が開発されたため，５０日間を超

える長期間の培養が可能になっ た（Gong et al .,

２００６）．この培養系を用いて，アコヤガイ上皮組織の

培養過程での石灰化現象の観察を行う実験が行われて

いる．石灰化は，MSI６０と思われる膜の形成に始まり

（図３），この膜上での結晶の形成までが確認されて

い る（図４，Samata et al .,１９９４）．興 味 深 い の は，

Wada（１９８０）が殻体再生実験で確認したように，最

初に形成される結晶中にイオウが濃集している点であ

る．

２）in vivo でのバイオミネラリゼーションの研究
� 個体発生と石灰化

卵から孵化させた軟体動物の成長過程での殻体形成

遺伝子の発現と殻体微細構造等との関係の解析であ

る．リアルタイム PCR と SEM，XRD 解析を組み合

わせた実験を行った．その結果，個体発生過程で，ア

コヤガイ殻体は，複合稜柱層―稜柱層―真珠層の順に

形成され，それに伴って，各殻層に特異的な遺伝子の

発現が確認された．

� 殻体形成遺伝子発現の日周期変動
殻体形成遺伝子の発現と潮汐等の環境要因との関係

の解析である．冬季と夏季のそれぞれ３日間に渡って

サンプルを採集し，遺伝子発現をリアルタイム PCR

による解析を行った結果，遺伝子発現と潮汐との間に

有意な関係があることが示された（図５）．

� 殻体再生実験
殻体の一部を破壊し，殻体が再生される過程での石

灰化の解析を行う実験である．

殻体に孔を開け，カバーグラスを絹糸で固定するか

殻体の一部分を除去するかする．カバーグラスは数日

間固定した後，順次摘出し，付着物質をアリザリン

レッド S 等で染色し，検鏡する．その結果，再生殻

体では，破壊された真珠層の上に複合稜柱層に類似の

粒状構造が形成され，その上に稜柱層が形成されるこ

とが確認された（図６）．

� 生体内での殻体形成遺伝子の機能解析実験
ａ）RNAi を用いた殻体形成遺伝子の機能阻害

mRNA を分解する RNAi を貝柱に注入し，特定の

遺伝子の働きを止める．その結果，形成される殻体の

微細構造・結晶形に生じる変化の観察を行う．この手

法により，当該遺伝子の機能の推定が可能となる

（Jiang et al .,２００６）．

図２ アコヤガイ殻体形成過程における nacrein の機能
CAドメインによる炭酸イオンの濃集と糖鎖末端に結合した硫酸基によるCaイオンの濃集作用
（Norizuki and Samata，２００８）
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図３ アコヤガイ上皮組織・細胞の培養過程で出現する膜状有機物
真珠層関連上皮組織を切り出し，Gong et al .（２００６）の培地中で培養する
� 培養開始後７日目の増殖細胞
� 培養開始後１４日目に分泌された有機膜

図４ アコヤガイ培養上皮組織上に形成された結晶（Samata et al .,１９９４を改図）
Ⅰ：細胞上に形成された結晶の SEM像
Ⅱ：当該領域（I の赤枠部位）の EDS解析データ，
Ａ：培養開始後７日目，Ｂ：培養開始後１０日目，Ｃ：培養開始後１４日目
Wada（１９８０）の殻体再生実験で，初期に形成される結晶に類似の結晶が培養細胞上に形成されていた
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図５ 遺伝子発現量と発現量に影響を与える可能性のある外的要因（水温・日照時間・潮位）との関係
（Miyazaki et al .,２００８）

図６ アコヤガイの殻体再生実験結果
再生殻体Ⅰ：アラレ石からなる粒状の構造が観察された
再生殻体Ⅱ：方解石からなる典型的な稜柱層が形成された
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ｂ）遺伝子導入による殻体形成遺伝子の機能解析
特定の遺伝子をジーンガンなどで貝の上皮組織に導

入し，その結果，形成される殻体の微細構造・結晶形

に生じる変化の観察を行う．この手法は，RNAi を用

いた実験とは反対に殻体形成遺伝子を過剰発現させて

その遺伝子の機能を推定するものである．この実験に

より，真珠層形成遺伝子を導入した場合には，真珠層

の過剰形成が，稜柱層形成遺伝子を導入した場合に

は，真珠層形成阻害が起こることが確認された．

４．有機基質成分の医療・再生医療への応用
有機基質成分により骨再生が誘導されるという多く

の報告がある（Westbroek and Marin，１９９８；Lopez

et al .,２０００；Pereira et al .,２００２）．我々は，ラットの

頭骨の一部を剥離し，その部分にコラーゲンとともに

有機基質成分を導入し，一定期間飼育後に，手術部位

の薄切―染色―検鏡を行うという手法で実験を行っ

た．そ の 結 果，BMP（Bone Morphogenetic protein

family）を導入した場合に繊維状骨の再生が，アコヤ

ガイ可溶性有機基質を導入した場合に，骨様組織の形

成が確認された．

５．バイオミネラリゼーションの学説
１）テンプレート説（ハイドロゲル説）；Levi-
Kalisman et al .（２００１）
真珠層の形成機構に関する学説で，MSI６０を含むゲ

ル状の領域中で，キチン膜上に可溶性の酸性高分子量

タンパク質が結合し，これがテンプレートとして機能

して石灰化が開始されるとするものである．

２）白血球中での石灰化
Mount et al .（２００４）により提示されたもので，アメ

リカガキの葉状層の石灰化が白血球細胞中で開始され

るというものである．ある種の白血球細胞中に複屈折

性を示す炭酸カルシウム顆粒を含む顆粒球が形成さ

れ，この顆粒球が石灰化前線まで運搬されて，そこで

結晶粒を放出する．この放出された結晶顆粒が葉状層

として再構成される．

３）イワガキ葉状層の形成機構（Samata et al .,
２００８）
強酸性リン酸化タンパク質である MPP１とこのコ

アタンパク質に結合した GAGS（グリコサミノグリカ

ン類）により形成される強い負電荷のゲル状の領域の

中で，MSI６０膜上で石灰化が起こる．この領域に Ca

イオンが引き寄せられ，それが MPP１の Asp のカル

ボキシル基にトラップされる．一方，Nacrein により

供給される CO３イオンがカルボキシル基にトラップ

された Ca イオンとイオン結合して CaCO３結晶核が形

成される．その後は，この過程が繰り返されて，結晶

が成長する．MPP１と Nacrein はその分子中にある

NG 繰り返し配列部位で MSI６０膜と結合するため，結

晶核形成と結晶成長はこの膜上でのみ起こる（図

７）．

図７ イワガキ葉状層の形成機構
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