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研究成果の概要（和文）：スッポンとニワトリの卵殻中有機物に対する抗体を使って、爬虫類と

鳥類について免疫反応の強さを調べ、カメ類よりも有鱗類が系統として外側に来るという結果

が得られた。爬虫類と鳥類の卵殻の結晶形をラマン分光法により特定し、カメの卵殻はアラゴ

ナイト、有鱗目、ワニ目、鳥綱の卵殻はカルサイトであることが確認された。ニワトリのメス

の卵管内液を抽出し、そのイオン組成を測定した。その結果、カメ類の卵殻の鉱物多形のコン

トロールは卵殻内のタンパク質によるものであることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：We performed immunological assays on the extracts from eggshells of reptiles 

and birds. The results support that the archosaurian affinity of turtles. Raman measurements showed that 

eggshells of turtles are aragonite, whereas those of snakes, lizards, crocodiles and birds are calcite. We 

examined the ion composition in the secretions of the oviducts of soft-shelled turtles and hens. Under 

both the conditions, not aragonite but calcite is expected to be formed, suggesting that the switch 

between the polymorphs may be controlled by proteins. 
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１．研究開始当初の背景 

爬虫類の中でのカメの系統学的位置につ
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えていた。しかし最近の分子系統学的研究で
は、カメ類の方が外側に位置することを支持
していた。 
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また、爬虫類は一般にカルサイトの卵殻を
持つが、カメ類のみがアラゴナイトの卵殻を
持つ。そのアラゴナイトの形成はタンパク質
にコントロールされているという論文が出
版されたが、イオン組成によってコントロー
ルされている可能性は検討されていなかっ
た。 

 

２．研究の目的 

 卵殻内有機物の免疫反応により、カメ類の
系統学的位置の二説のどちらが正しいかを
検討する。また、カメ類の卵殻のアラゴナイ
ト形成がイオン組成によってコントロール
されているかどうかを検討する。 

 

３．研究の方法 

(1) スッポン（Pelodiscus sinennsis）および

ニワトリ(Gallus gallus)の卵殻中に含まれ

る生体高分子の粗抽出物に対してポリクロ

ーナル抗体を作成した。その抗体を用いて

免疫学的アッセイを行った。 

 

(2)爬虫類の卵殻の結晶形を確認するため、

ラマン分光法により結晶形を特定した。 

 

(3)卵を体内に持っているスッポンおよび

ニワトリのメスを解剖して、卵管内液を抽

出し、そのイオン組成を測定した。 

 

(4)スッポン（Pelodiscus sinennsis）のメスを

解剖し、卵管の組織を摘出した。卵管組織

から Isogen を使用して、トータル RNA を

抽出した。このトータル RNA を鋳型にし

て、complementary DNA（cDNA）を合成し

た。PCR 法によって Pelovaterin 遺伝子を増

幅するため、Pelovaterin のアミノ酸配列を

もとにセンスプライマーを 2 種、アンチセ

ンスプライマーを 1 種作成した。これらの

プライマーを使用して PCR 法を行った。ア

ニーリング温度などの条件を変えて、複数

回 PCR 法を行った。増幅された PCR 産物

を T ベクターに組み込み、大腸菌によって

クローニングしたうえで、PCR 産物の塩基

配列を明らかにした。 

 
４．研究成果 

(1)スッポンとニワトリの卵殻中に含まれ

る生体高分子に対する抗体を使って、カメ

類 10 種、ワニ類 8 種、鳥類 5 種、トカゲ・

ヘビ類（有鱗類）2 種の合計 25 種について

免疫反応の強さを調べた。その結果、スッ

ポン抗体はカメ類に次いで、鳥類とワニ類

に強く反応し、有鱗類と一番弱く反応した。

ニワトリ抗体は鳥類に次いで、ワニ類、カ

メ類の順に強く反応し、有鱗類と一番弱く

反応した。これらの結果は、カメ類は有鱗

類よりも鳥類やワニ類に近いことを示して

いる。従って、系統学的位置としては、カ

メ類よりも有鱗類が外側に来るという最近

の分子系統学的研究による系統仮説が支持

されることを明らかにした。 

 

(2)爬虫類の卵殻の結晶形を確認するため、

ラマン分光法により結晶形を特定した。対

象としたのは、カメ目については 6 上科中

4 上科にわたる 4 種、有鱗目については 2

亜目両方にわたる 2 種、ワニ目については

3 科全てにわたる 3 種、鳥綱については 2

下綱両方にわたる 3 種である。その結果、

カメ 4 種の卵殻は全てアラゴナイト、有鱗

目、ワニ目、鳥綱の卵殻は全てカルサイト

であることが確認された。 

 

(3) 卵 を 体 内 に 持 っ て い る ス ッ ポ ン

（Pelodiscus sinennsis）のメスを解剖して、

卵管内液を抽出し、そのイオン組成を測定

した。また、ニワトリ卵の卵殻はカルサイ

トでできているので、スッポンと比較する

ため、ニワトリについても同様に卵管内液

を抽出し、イオン濃度を測定した。

Mg
2+

/Ca
2+の値はニワトリでは 0.51-0.56 で

あるのに対し、スッポンでは 0.78-1.17 と高



 

 

かった。しかしこの条件下ではともにカル

サイトが沈殿するものと考えられるので、

カメ類の卵殻のカルサイト/アラゴナイト

の鉱物多形のコントロールは卵殻内のタン

パク質によるものであることが示唆された。 

 

(4)スッポンのメスの卵管の組織から抽出

した RNA により cDNA を合成した。スッ

ポンの卵殻に基質として含まれるタンパク

質 Pelovaterin は、卵管から分泌されている

可能性が高いため、この卵管組織由来の

cDNA を使って、PCR 法により Pelovaterin

の mRNA を増幅することを試みた。センス

プライマーを 2 種、アンチセンスプライマ

ーを 1 種作成し、アニーリング温度などの

条件を変えて、複数回 PCR 法を行った。増

幅されたPCR産物をTベクターに組み込み、

大腸菌によってクローニングしたうえで、

PCR 産物の塩基配列を明らかにしたが、求

める配列、つまり Pelovaterin をコードして

いる cDNAの配列を同定することはできな

かった。理由としては、作成した cDNA の

純度が低い可能性が考えられる。ポジティ

ブコントロールとして EF-1遺伝子を増幅

した場合、増幅はされるが、ほかのタンパ

ク質も増幅されていた。したがって、(4)に

関しては結果を得ることが出来なかった。 
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