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研究成果の概要（和文）：　軟体動物の貝殻形成機構を解明するため、巻貝類のモノアラガイ、セイヨウカサガイ、ク
サイロアオガイ、二枚貝類のアコヤガイ、および頭足類のオウムガイ等を用いたゲノム解析、トランスクリプトーム解
析、プロテオーム解析を行うとともに、胚への遺伝子導入技術の開発や各種阻害剤による遺伝子産物の機能解析を行っ
た。その結果、貝殻の初期発生に関連した遺伝子経路と貝殻成長における巻きと捩れを制御するタンパク質を発見した
ほか、貝殻基質タンパク質を網羅的に同定し、それらの機能や進化プロセスを推定するとともに、軟体動物における遺
伝子導入実験系を確立するなどの成果を得た。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the mechanisms of shell formation in molluscs, genome 
sequencing, transcriptome analysis, proteome analysis, functional analysis of gene products using various 
inhibitory chemicals, and development of transgenic techniques were done using the gastropod Lymnaea 
stagnalis, Patella vulgata, and Nipponacmea fuscoviridis, the bivalve Pinctada fucata, as well as the 
cephalopod Nautilus pompilius. As a result, a gene regulatory pathway responsible for the initial 
development of the shells and proteins responsible for the control of curvature and torsion of shell 
growth were discovered. Outcomes of this project also include exhaustive identification of shell matrix 
proteins, elucidation of possible mechanisms and evolutionary processes for those shell matrix proteins, 
and establishment of an experimental system with which to carry out transgenic studies in molluscs.

研究分野： 進化古生物学

キーワード： 貝殻形成　軟体動物　形態形成　進化発生学　バイオミネラリゼーション
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１．研究開始当初の背景	
	 化石としてよく保存される軟体動物の貝殻
は、単なる分泌物でありながら、種ごと、分
類群ごとに決まった外形、決まった材質、決
まった内部形態を示す。つまり、貝殻形成は
明らかに遺伝的に制御されており、それは時
とともに変化してきた。この変化は、貝殻の
形態や材質の進化という形で化石記録に残さ
れている。逆に古生物における貝殻の進化を
理解する上で、貝殻形成の遺伝的基盤を理解
することは欠かせないと考えられる。	
	 貝殻形成に関与する遺伝子は、便宜上以下
の三つのカテゴリーに分けて考えることがで
きる。すなわち、(1)貝殻の初期発生、(2)貝
殻の後期発生（成長）、(3)貝殻の石灰化（バ
イオミネラリゼーション）にそれぞれ関与す
る遺伝子である。(1)は、貝殻形成のマスター
制御遺伝子（親玉遺伝子）を含む。特に
Engrailed	と呼ばれる転写因子は、腹足類、
二枚貝類、多板類、頭足類など調べられた全
てのグループにおいて、貝殻腺の形成される
時期に貝殻腺の形成される場所で発現するこ
とが明らかにされており、貝殻形成プログラ
ムの最初のスイッチの一つであると目されて	
いる。また増殖因子（シグナル因子）BMP2/4	も
貝殻腺の形成時に、貝殻腺の周囲で発現する
ことが腹足類や二枚貝類で示されている。(2)
の貝殻成長に関与する遺伝子として、最近申
請者の研究グループは、増殖因子BMP2/4	がモ
ノアラガイ（巻貝）の外套膜の特定の部位（巻
貝の右巻き系統では右側、左巻き系統では左
側）にのみ発現していることを発見した。こ
の増殖因子の働きを阻害する薬剤（ドーソモ
ルフィン）で胚を処理したところ、貝殻がら
せんに巻かず円錐状の形態を示す直角貝のよ
うな変異体が生じたことから、BMP2/4	は貝殻
のらせん成長に関与していることが疑われた。
(3)のバイオミネラリゼーションに関しては、
貝殻に基質として含まれるタンパク質の遺伝
子が近年内外の研究者によって数多く同定さ
れるようになった。申請者の研究グループで
も、二枚貝類のアコヤガイにおいて、アスパ
ラギン酸を60％含む酸性貝殻基質タンパク質
（アスペイン）を同定した。アスペインのin	
vitro（生体外）における機能解析実験から、
アスペインは、カルサイトの選択的沈殿に関
与していることが示唆された。	
	 以上のように最近の10	年で貝殻形成への
関与が示唆される数多くの遺伝子が同定され
るようになってきた。しかしながら、それぞ
れの遺伝子産物の生体内での実際の働きにつ
いては、まだ確実なことがほとんど何も言え
ない状態にある。これは、遺伝子ノックアウ
ト（特定の遺伝子のみのゲノムからの除去）
や遺伝子ノックダウン（特定の遺伝子の発現
阻害）などの手法を用いたin	vivo（生体内）
での遺伝子機能解析の系が軟体動物で確立し
ていないことによる。貝殻形成機構を解明す
る上で、これらの系の確立は急務である。	
	

２．研究の目的	
	 本研究は、これまでに軟体動物の貝殻形成
への関与が強く示唆されてきた遺伝子につい
て、遺伝子ノックダウンの手法を用いて、そ
れらの遺伝子産物の貝殻形成における実際の
機能を明らかにすることを目的とする。具体
的にはアコヤガイ（二枚貝）のカルサイト殻
体の形成に関わっていると考えられる酸性基
質タンパク質アスペインと、モノアラガイ（巻
貝）の貝殻らせん成長に関わっていると考え
られる増殖因子BMP2/4	のそれぞれの生体内
での機能を解明する。さらに、貝殻形成に関
与する遺伝子の網羅的探索を行い、総合的、
体系的に遺伝子産物の機能解析を行うことで、
貝殻形成の遺伝的基盤の全体像を明らかにす
る。最終的には、得られた知見を基に、貝殻
形成の進化過程、進化機構の解明を目指す．	
	 具体的には、上述の新しいアプローチによ
って、モノアラガイ(巻貝)では、増殖因子
BMP2/4	の機能、特に貝殻らせん成長への関与
を明らかにする。同様にアコヤガイ（二枚貝）
では、貝殻基質タンパク質アスペインの機能
を解明し、「カルサイト－アラゴナイト問題」
の最終的な解決を目指す。さらに、貝殻形成
の遺伝的基盤を総合的に理解するために、貝
殻形成に関与する遺伝子の探索を続けて行い、
巻貝、二枚貝それぞれについて、体系的に生
体内での機能解析を行う。なお、遺伝子探索
の作業は、沖縄科学技術研究基盤整備機構の
佐藤矩行教授と共同で現在進行中のアコヤガ
イのゲノムプロジェクトと並行して網羅的に
行う。また、貝殻形成の進化プロセス、進化
メカニズムを明らかにするため、異なる分類
群間での比較研究も行う。特にBMP2/4	が貝殻
らせん成長に関与していることが明らかにな
った場合には、オウムガイ（頭足類）におい
て同様のメカニズムが見られるかどうか比較
検討する予定である。	
	
３．研究の方法	
	本研究は、5	年計画である。最初の3	年間に、
まず貝殻形成に関与する遺伝子産物の生体内
での機能を明らかにするために、二本鎖RNA	
を発現するDNA	の配列をゲノムに導入し、RNA	
干渉を持続的に起こさせる系をモノアラガイ
（巻貝）とアコヤガイ（二枚貝）でそれぞれ
確立する。これと並行して、これらの種にお
いて貝殻形成遺伝子の網羅的探索を行う。最
後の2	年間では、それまでに確立された方法
と得られた遺伝子を基に、体系的な機能解析
実験を行い、貝殻形成の遺伝的基盤の全体像
の解明を目指す。さらにオウムガイや翼形類
他種など、関連する種における機能解析も行
い、理論形態学や分子進化学などの知見とも
合わせて、貝殻形成の進化を総合的に考究す	
る。なお、遺伝子導入変異体の形態的観察は
研究分担者と協力して行う。また、貝殻形成
遺伝子の網羅的探索は、研究協力者と共同で
進行中のゲノムプロジェクトを動かしつつ行
う。	



	
４．研究成果	
（1）貝殻初期発生でレチノイン酸経路が最
初のスイッチとなっていることの発見	
	 巻 貝 類 のセイヨウカサガイ (Patella 
vulgata)とタケノコモノアラガイ(Lymnaea 
stagnalis)を用いて、貝殻形成の貝殻形成への
関与が予想される engrailed とその上流と考
えられるレチノイン酸(RA)経路の関連遺伝
子（レチノイン酸合成酵素 cyp26、レチノイ
ン酸分解酵素 Aldh1a2、Hox2、3、4、5）およ
び、その他の初期発生時の形態形成に重要な
数多くの遺伝子（soxB、goosecoid、brachury、
pitx）の単離を行い、発現解析を行った。ま
た，レチノイン酸経路を詳しく調べるために、
セイヨウカサガイの胚をレチノイン酸ある
いはレチノイン酸合成酵素阻害剤で処理し、
代表的な発生ステージ（胞胚期、原腸胚期、
トロコフォア期、ベリジャー期）で胚を固定
し、in situ ハイブリダイゼーション法による
遺伝子発現解析を行なった。その結果、RA
経路が無脊椎動物で機能していることを初
めて明らかにするとともに、RA 分解酵素
(Cyp26)の発現が貝殻形成領域の RA 濃度の
低下を引き起こすことで engrailed 遺伝子を
発現させ、貝殻形成を制御している可能性が
高いことを明らかにした。	
	
（2）貝殻のらせん成長に dpp と Wnt が関与
していることの発見	
	 巻 貝 類 のセイヨウカサガイ (Patella 
vulgata)とタケノコモノアラガイ(Lymnaea 
stagnalis)を用いて、これまでの研究から貝殻
腺や外套膜における貝殻の成長勾配を生み
出し，規則的な螺旋成長への関与が示唆され
る dpp遺伝子の発現解析と機能解析を行った。
その結果、dpp 遺伝子が笠型の貝殻を持つカ
サガイでは左右両側で発現するのに対し、右
巻きのモノアラガイでは外套膜の右側の、左
巻き突然変異体のモノアラガイでは左側の
特定の部位でのみ発現していることを明ら
かにした。さらにリン酸化 Smad に対する抗
体を用いた解析により、dpp 遺伝子産物の受
容体も同様に、貝殻の左右性に対応した左右
非対称（もしくは左右対称）の働き・発現を
していること、すなわち dppが貝殻の後期発
生（成長）において左右非対称な成長を調節
している可能性が高いことを明らかにした。	
	 また、Dppと並んで重要なシグナル伝達因
子であり、動物の体軸形成において Dppと直
交方向に働いていることが知られる Wnt に
注目し、Wnt 阻害剤および促進剤を用いて、
Wntの貝殻形成への関与について、タケノコ
モノアラガイを用いて調べた。その結果、貝
殻形成が進むベリジャー期において Wnt の
機能促進実験を行うと、殻が立体螺旋では
なく平巻きで成長する個体が生じることが
分かった。 
	 これらの結果から、立体らせん成長の 3
要素である、延びる、曲がる、捩れるのう

ち、曲がると捩れるは、それぞれ Dpp と
Wntが制御している可能性が高いことを初め
て明らかにした。 
 
（3）オウムガイにおける pSmadの発現解析 
	 頭足類のオウムガイ(Nautilus pompilius)を
用いて、pSMAD の発現解析を行ない、前後
方向に螺旋成長をするオウムガイの成体外
套膜では pSMAD が前方でより強く発現し
ており、Dppシグナルの分布パターンが貝殻
の成長勾配と一致していることを明らかに
した。このことから、腹足類と頭足類の共通
祖先ですでに Dpp による貝殻螺旋成長の制
御機構が獲得されていたことが示唆された。
また、外套膜における Dppシグナルの濃度勾
配の変更により、絶滅種であるアンモナイト
類などの多様な貝殻形態の進化が説明でき
る可能性があることを明らかにした。 
 
（4）貝殻基質タンパク質の網羅的同定 
	 巻貝類のタケノコモノアラガイ(Lymnaea 
stagnalis)を用いて、貝殻基質タンパク質の
プロテオーム解析と外套膜のトランスクリ
プトーム解析を行い、203 種の貝殻基質タ
ンパク質を同定した。また、貝殻に含まれ
るタンパク質のうち、貝殻形成のために機
能しているものと、たまたま貝殻に取り込
まれてしまったものとを区別するため、右
巻きの貝殻をつくる成貝 3個体の外套膜を
左右に分け、それぞれの合計 6サンプルに
ついてトランスクリプトーム解析・発現量
解析を行った。その結果、貝殻形成で機能
していると目されるタンパク質（Pif 等）
は、常に右側で強く発現しているのに対し、
たまたま取り込まれたと目されるタンパク
質（アクチン等）ではそのようなパターン
が見られないことが分かった。この方法に
より、機能している貝殻基質タンパク質の
選別を進めることが可能であることを明ら
かにした。 
 
（5）冠輪動物における殻体形成メカニズ
ムと進化の解明 
	 冠輪動物における殻体形成メカニズムと
その進化を明らかにするため、腕足動物の
ゲノム解読と殻体トランスクリプトーム・
プロテオーム解析を行った。その結果、腕
足動物は軟体動物と意外に近縁であり、環
形動物ではなく軟体動物と姉妹群を形成す
ることが明らかとなった。また、軟体動物
と腕足動物の初期発生において同一の発生
遺伝子を用いて殻体の形成を制御している
ことが示唆され、これらの異なる門間で骨
格形成が進化的に同一の起源を持つ可能性
が示唆された。その一方で、腕足動物の殻
体タンパク質は、軟体動物の貝殻タンパク
質とあまり似ていないことも明らかとなり、
骨格の硬化（バイオミネラリゼーション）
については、各門で独立に進化したことを
裏付ける結果が得られた。 



 
（6）軟体動物におけるトランスジェニッ
ク実験系の確立 
	 アコヤガイ（二枚貝類）とクサイロアオ
ガイ（巻貝類）を用いて、マイクロインジ
ェクションとエレクトロポレーションによ
る受精卵への遺伝子導入を試みた。その結
果、卵サイズの大きいクサイロアオガイに
おいて、より確実に遺伝子導入ができるこ
とを明らかにした。一方、アコヤガイでは
卵サイズが小さく遺伝子導入が困難である
こと、また、エレクトロポレーションで遺
伝子導入ができたとしても、アコヤガイで
はゲノムサイズが大きいため、ハウスキー
ピング遺伝子プロモータのサイズも大きく、
遺伝子を発現させることが困難である可能
性があることを明らかにした。今後はクサ
イロアオガイ等遺伝子導入が容易な系を用
いて CRISPR/Cas9等の遺伝子ノックアウ
トの手法を用いた貝殻形成遺伝子の機能解
析を進めることが急務であることを確認し
た。	
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