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研究成果の概要（和文）： 

マベガイ(Pteria penguin)の真珠層アラゴナイト結晶形成に関わるタンパク質、26kDa ADP リ

ボシルトランスフェラーゼ様タンパク質（ARTL26P）およびジャッカリン様レクチンのバイオミ

ネラリゼーション機能を明らかにした。２種の ARTL26P 、HSC2 および HSC3((ART26P-1 および

ART26P-2 と命名)は４アミノ酸残基のみが異なるが、炭酸カルシウム結晶化反応において、

ART26P-2(HSC3)が結晶核形成を促進（結晶数増加）するのに対して、HSC2 は結晶形態を制御し、

それぞれ異なる分布動態と機能をもつことがわかった。また、ART26P-2 のみではカルサイトを

形成するが、ART26P-1 と ART26P-2 両者の存在下でアラゴナイトを形成することが判明した。 

 一方、ジャッカリン様レクチン PPL2A, PPL2B,PPL3 および PPL4 のバイオミネラリゼーション

機能について、PPL2A がアラゴナイト様結晶形成促進作用を示し、結晶粒界面に分布するのに

対して、PPL3 は結晶形成を制御（抑制）することがあきらかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Novel 26 kDa ADP rybosyl transferase-like proteins (ARTL26Ps) and Jacalin-related lectins (JRLs) were 

isolated from the muntle of Pteria penguin pearl shell.  To investigate the molecular mechanisms of 

ARTL26Ps in biomineralization, we achieved in vitro crystal growth experiments using 

fluorescent-labeled ARTL26P-1 and -2, resulting these two proteins showed the different distribution and 

functions although their primary sequences were identical except for only 4 amino acids.  ARTL26P-2 

promoted the nucleation and increased the number of crystals, while ARTL26P-1 regulated the 

molphologies of CaCO3 crystals.  Thus the ART-like 26 kDa proteins regulate the aragonite crystal 
formation via nucleation and growth of aragonite crystals in P. penguin nacre shell.  On the other hand, 

JRLs showed the sequence similarities, interestingly they had quite different carbohydrate binding 

specificities.  Furthermore, CaCO3 crystalization in vitro indicated that PPL2A affected on the 

biomineralization of Pteria penguin with increasing crystals, while PPL3 inhibited the crystalization.  
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１．研究開始当初の背景 

ナノテクノロジー分野で従来の半導体加工

技術に代表される“トップダウン法”に対

して、近年自己組織化・自己集積化する原

子や分子を用いてナノ構造体を構築する

“ボトムアップ（ビルドアップ）法”が注

目されている。特に、生物が創り出す硬組

織化「バイオミネラリゼーション」におい

て、例えば液晶素子にも応用可能なクモヒ

トデの一種であるブリトルスターの光受容

体中のマイクロレンズアレイ構造や円石藻

ココリスのつくる微細な構造体など、機能性

ナノ構造体の構造を厳密に制御する“ビル

ドアップ型ナノテクノロジーのシステム” 

が存在し、これら「バイオミネラリゼーシ

ョン」の特性を利用あるいは模倣して新規

の機能性ナノ材料を作製する試みがおこな

われている。 

 真珠層は、炭酸カルシウムの一つの結晶

型であるアラゴナイトの平板状ナノ結晶と

有機マトリックス成分が 緻密に積層して

できた有機−無機ナノコンポジットである  

が、高い構造強度と干渉作用による真珠光

沢にみられるように可視光域のフォトニッ

ク結晶となる。近年、アコヤガイやアワビ

などの真珠アラゴナイト、カルサイトから

有機マトリックス成分として様々なタンパ

ク質が単離・構造決定されており、それら

のカルシウム結合能やin vitroでの結晶成

長阻害など一部機能について明らかにされ

ている。しかしながら、真珠バイオミネラ

リゼーションのメカニズムは未だ不明な点

が多く、アラゴナイト『有機−無機ナノコン

ポジット』フォトニック結晶の再構成など

ナノ構造体の精密な構造制御は未だ成功し

ていない。 
 申請者らはこれまで、マベガイ真珠アラ
ゴナイト結晶の光学特性および材料特性に
ついて、分光測色計を用いた分光反射率測
定、Ｘ線回折装置による結晶配向性評価、走査型
および透過型電子顕微鏡を用いた結晶構造
の解析を行った。その結果、真珠の個体品質
によってアラゴナイト結晶配向性が異なる
ことを示し、Ｘ線回折法による（111）極点
図から結晶配向性の定量化に成功した
（Yoshimi ら  Mat. Trans., 45, 999-1004 

(2004), 吉見ら特願 2004- 305646 号）。ま
た、結晶配向性とサイズ、厚さおよび光学
特性（反射分光曲線）に相関があることを
見いだした。 

一方、マベガイ外套膜分泌液からアラゴナ
イト結晶形成に関わるタンパク質成分の解
析をおこない（Naganuma ら Mol. Div., 10, 

607-618(2006)）、他の真珠貝にはない新たな
バイオミネラリゼーションに働くタンパク
質としてジャカリン様レクチンや、26 kDa 
ADP リボシルトランスフェラーゼ様タンパ
ク質がアラゴナイト結晶形成に関与するこ
とを明らかにした。また、これらの一次構
造についてもすでに明らかにしている。 
 

２．研究の目的 

本研究では、マベガイバイオミネラリゼー
ションに関わるジャカリン様レクチンおよ
び 26 kDa ADP リボシルトランスフェラーゼ
様タンパク質の立体構造と機能、アラゴナ
イト結晶形成反応での動態を明らかにし、
結晶の３軸配向性を制御しているメカニズ
ムをはじめマベガイ真珠バイオミネラリゼ
ーションの機構を解明する。さらに、「タン
パク工学」で結晶の３軸配向性や厚さ特性
を制御し新規機能材料の創製を目指す。 
 
３．研究の方法 

(1)マベガイマトリックスタンパク質，ジャ
カリン様レクチンの自己組織化およびバイ
オミネラリゼーション反応解析 

 マベガイ外套膜ジャカリン様レクチン
PPL2A, PPL2B, PPL3 および PPL4 を精製後、
自己組織化およびバイオミネラリゼーショ
ン反応を（１）それぞれ蛍光標識（多重蛍光
標識）したサンプルをもちいて結晶化をおこ
ない、蛍光顕微鏡システムにより観察した。 
 
(2)マベガイ 26 kDaADP リボシルトランスフ
ェラーゼ様タンパク質のバイオミネラリゼ
ーション反応解析 

 ジャカリン様レクチンと同様に、マベガイ
外套膜より 26 kDaADP リボシルトランスフェ
ラーゼ様タンパク質を精製後、バイオミネラ
リゼーションにおける動態反応を①それぞ
れ蛍光標識（多重蛍光標識）したサンプルを
もちいて結晶化をおこない、蛍光顕微鏡シス
テムにより観察した。また、 
②生成した炭酸カルシウム結晶の微細構造、
および構造変化を顕微ラマン分光により解
析し、明らかにする。ラマン分光では、カル
サイトおよびアラゴナイト結晶系に特異的
な構造に着目し測定した。 
 
(3)マベガイ外套膜ジャカリン様レクチンお
よび 26 kDaADPリボシルトランスフェラーゼ
様タンパク質の立体構造解析 



 マベガイ外套膜ジャカリン様レクチンタ
ンパク質および 26 kDa ADP リボシルトラン
スフェラーゼ様タンパク質の立体構造をX線
構造解析により明らかにする。そのため、そ
れぞれのタンパク質の結晶化条件の探索を
行い、高分解能での X線構造解析に適した結
晶を得る。得られた結晶をもちいて、放射光
施設で X線露光実験を行い、データを取得し
た。 
 

(4)マベガイマトリックスタンパク質のタ
ンパク質工学による機能解析 
 
４．研究成果 
(1)マベガイマトリックスタンパク質，ジャ
カリン様レクチンの自己組織化およびバイ
オミネラリゼーション反応解析 

 マベガイ外套膜ジャカリン様レクチン
PPL2A, PPL2B, PPL3 および PPL4 を精製後、
自己組織化およびバイオミネラリゼーショ
ン反応をそれぞれ蛍光標識（多重蛍光標識）
したサンプルをもちいて結晶化をおこない、
蛍光顕微鏡システムにより観察した。 
 
(2)マベガイ 26 kDaADP リボシルトランスフ
ェラーゼ様タンパク質のバイオミネラリゼ
ーション反応解析 

 ジャカリン様レクチンと同様に、マベガイ
外套膜より 26 kDaADP リボシルトランスフェ
ラーゼ様タンパク質を精製後、バイオミネラ
リゼーションにおける動態反応を ①それ
ぞれ蛍光標識（多重蛍光標識）したサンプル
をもちいて結晶化をおこない、蛍光顕微鏡シ
ステムにより観察した。また、②顕微ラマン
分光により、生成される炭酸カルシウム結晶
の微細構造、および構造変化を解析し明らか
にする。ラマン分光では、カルサイトおよび
アラゴナイト結晶系に特異的な構造（波数
1630 cm-1，1063 cm-1，856 cm-1）に着目し測
定した。マベガイ外套膜分泌液から 2段階の
陽イオン交換クロマトグラフィーで精製し
た26 kDaADP リボシルトランスフェラーゼ様
タンパク質、HSC-2 および HSC-3（３アミノ
酸残基のみ異なる）を２種の異なる蛍光標識
試薬で修飾し、多重蛍光標識による反応追跡
を倒立蛍光顕微鏡システムでおこなった。 
 図１に26 kDaADP リボシルトランスフェラ
ーゼ様タンパク質（HSC）の炭酸カルシウム
結晶の数および結晶形（結晶系）に与える影
響について示した。その結果、26 kDaADP リ
ボシルトランスフェラーゼ様タンパク質の
濃度依存的に結晶数が増加することがわか
った（図１a）。さらに、26 kDaADP リボシ
ルトランスェラーゼ様タンパク質濃度依存
的にアラゴフナイト様の結晶割合が増える
ことが明らかとなった（図１b）。 
 また、興味深いことに HSC-2 は結晶中心部

に分布して核形成に働くのに対して、HSC-3
は、結晶の周辺部に分布して形態制御に働き、
２つのイソタンパク質が異なるバイオミネ 

図１ マベガイ 26kDa ADP リボシルトランスフェ

ラーゼ様タンパク質の炭酸カルシウム結晶化に及

ぼす影響 (a)結晶数，（b）結晶形態 

 

 

図２ 蛍光標識した２種の 26kDa タンパク質の動

態(A)および顕微ラマン分光による解析(B) 

 



ラリゼーション機能をもつことが判明した
（図２A）。また、顕微ラマン分光による解
析では、HSC-2 あるいは HSC-3 のみではカル
サイトを形成するのに対して、HSC-2と HSC-3
の両者が存在する場合にはアラゴナイトが
優先的に形成されることも判明した（図２B）。  
 
(3)マベガイ外套膜ジャカリン様レクチンお
よび 26 kDaADPリボシルトランスフェラーゼ
様タンパク質の立体構造解析 
 マベガイ外套膜分泌液から２段階の陽イ
オン交換クロマトグラフィーにて精製した
26P-1(HSC2)と 26P-2(HSC3)についてタンパ
ク質結晶化条件探索を行い、１条件で 26P-1
のタンパク質結晶を得た。ついで放射光施設
でX線露光実験を行い3.0 Å分解能のデータ
の取得に成功した(図３)。しかし、最も近縁
な既知構造であるラットの mono-ADP- 

ribosyltransferase（配列一致度 17%）を用いた
分子置換法では、構造決定することができな
かった。これは、まだ分解能が 3.0 Åと十分
でないことと、既知構造との配列一致度が
17%と低過ぎることが原因と考えられた。ま
た、ホモロジーモデルした構造を用いた構造
解析を試みたが、R 値が低下せず、構造モデ
ル作成には至っていない。 
 一方、ジャッカリン様レクチン PPL2A の X
線構造解析についても、結晶化後，放射光施
設でX線露光実験を行い3.5 Å分解能でのデ
ータ取得に成功した。まだ、得られたタンパ
ク質結晶が小さいためか、構造決定に十分な
分解能ではない。 その他にマベガイレクチ
ンPPL-1と相同性をもつCSL3の立体構造をX
線構造解析によりはじめて明らかにした。 
 
    図３ 26P-1 の放射光による X線露光 

 
(4)マベガイマトリックスタンパク質のタ
ンパク質工学による機能解析 
 26kDaADP リボシルトランスフェラーゼ様
タンパク質のリコンビナント発現系構築の
ため、His タグ融合タンパク質 pET ベクター
系をはじめとする市販のベクター（pET, 
pGEX）、さらに毒タンパク質の機能発現に応
用例があるガレクチン融合タンパク質発現
系ベクター（Set et al., Prot. Exp. Purif., 58 (2), 

194-202.）をもちいて発現したが、26kDa タン
パク質の細胞毒性（ADP リボシルトランスフ
ェラーゼ活性によるポリペプチド鎖伸張因

子への作用）のため、変異や塩基の欠失が起
こり、全長を含むリコンビナントを得ること
ができなかった。これは、宿主として耐毒性
をもつ BL21(C41)株などでも同様であった。 
 また、ジャッカリン関連レクチンについて
も、まだリコンビナント発現に成功していな
いが、PPL-1 と相同性を示す魚類卵レクチン
ファミリーである CSL1 の糖鎖認識ドメイン
部分の His タグをもちいた大腸菌での大量発
現に成功した。 
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