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研究成果の概要（和文）：軟体動物の様々なグループの貝殻の微細構造を詳細に観察し、微細構造を分類した。その結
果を分子系統解析に基づく系統仮説と比較し、系統と微細構造の対応を検証した。各微細構造は、走査型電子顕微鏡に
よる観察結果に加えてアラゴナイトとカルサイトの決定を行い、結晶方位解析の比較を行うことにより特徴を明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：Molluscan shell microstructures were observed and compared in detail across 
various taxonomic groups. Phylogenetic correspondence is evaluated between molecular phylogenetic trees 
and taxonomic distribution of microstructures. Each microstructure is characterized by a combination of 
electron microscopy, distinction of aragonite and calcite, and crystallographic analysis.

研究分野：分類学
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１．研究開始当初の背景 
 大部分の絶滅生物は貝殻のように石灰化
した部分が化石として産出する。その化石か
ら系統学的情報を得るためには硬組織に注
目した研究が必要であるが、その精度を向上
させるためには硬組織をよりミクロに研究
することが重要であると考えられる。 
 貝殻構造の研究は古くから行われており
Bøgild (1930)が軟体動物の貝殻の断面を光
学顕微鏡で観察した研究が出発点である。そ
の後 1970 年代以降は走査型電子顕微鏡が導
入され、微細構造の比較と記載が行われてき
た。その結果、貝殻は稜柱構造、真珠構造、
葉状構造、交差板構造などの微細構造からな
ることが明らかにされ、それらの形質の組み
合わせが系統推定や上位分類群の同定に有
効であると考えられてきた(Carter et al., 
1990など)。 
 一方、21世紀に入り、バイオミネラリゼー
ションの観点から生体鉱物の研究が盛んに
行われるようになっている。その結果、結晶
の構造から殻の有機物、タンパク質の配列か
らゲノムまで精度の高い研究が行われるよ
うになっているが、その大半は真珠の形成メ
カニズムの解明を目指したものであり、系統
分類学的研究に用いられた例はほとんどな
い。そこで、最先端の鉱物学的手法を組み合
わせて殻体の比較研究に応用すれば微小な
系統学的新規形質を抽出できると考えたこ
とから本研究計画の着想を得た 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、ナノスケールの微細構造
に注目し、軟体動物の硬組織の微細構造から
系統学的研究に有用な新しい形質を発見す
る手法を確立し、化石種の系統学的研究に応
用することである。具体的には、(1)貝殻を構
成する結晶を高解像度かつ効率的に観察す
る手法を確立する、(2)様々な分類群で比較を
行い新規形質を発見する、(3)有機物と殻の関
係にも注目する、(4)化石から情報を抽出する
ための研究法を模索する、の４つのサブテー
マからなる。これらの研究を組み合わせるこ
とにより、貝殻からより多くの系統分類学的
情報を得ることを目指す。 
 
３．研究の方法 
 (1)殻層の巨視的構造の確認：ナノスケー
ルの研究に入る前に、マイクロメートルスケ
ール以上の構造の確認を行う。貝殻は複数の
殻層からできており、その数と分布を確認す
る。貝殻をダイヤモンドカッターで切断し、
アセテートピールを作成し、光学顕微鏡で撮
影する。 
 (2)走査型電子顕微鏡(SEM)による撮影：ま
ず、簡易型の SEM(Hitachi S-2250N, Keyence 
VE-8800)を用い低倍で全体像を撮影する。次
に電界放射型 SEM(FE-SEM: Hitachi S4500)
を用い、微小領域の高倍率撮影を行う。最高
倍率は 10 万倍である。この過程で、微細構

造の２次構造以下の構造を明らかにする。サ
ンプルの処理は、酸処理（エッチング）、ア
ルカリ処理(有機物除去)、無処理のものを作
成する。さらに、撮影の方向は、成長方向に
垂直、成長方向に平行、および殻の内表面の
３通方向から行い、３次的に立体構造を明ら
かにする。 
 SEM-EBSD：FE-SEM に装着された後方散乱電
子回折装置(EBSD)(Thermo Noran PhaseID:)
を用いて微細構造の撮影と同時に結晶方位
解析を行う。EBSD によって得られるパターン
映像(菊池パターン)を撮影し、小暮研究室が
開発したプログラム(Kameda et al., 2007)
を用いて結晶方位を特定する。また、貝殻は
炭酸カルシウムからなっているが、アラゴナ
イト、カルサイトの多形があり、各微細構造
がそれぞれどの多形からなるかを決定する。 
 FIB-TEM：結晶の内部構造の詳細を明らか
にするために透過型電子顕微鏡(TEM)(JEOL 
JEM-2010)を用いて撮影する。TEM 用のサンプ
ルは電子線を透過する程度まで薄くする必
要があり、集束イオンビーム装置(FIB) 
(Hitachi FB-2100)を用いてアルゴンイオン
による削り出しにより作成する。さらに、集
束入射ビームを用いて菊池パターンの解析
(Saruwatari et al., 2008)を行い、小暮研
究室が開発したプログラムを応用して結晶
方位を決定する。菊池パターンが明瞭に得ら
れない場合は、電子回折パターンを用いて結
晶方位を決定することができる。 
 結晶方位の分析は多数の結晶に対して行
い、結晶軸、格子面の極点の分布はステレオ
投影図に表す。結晶全体の形態は立体図とし
て表現する。様々な微細構造の結晶について、
結晶方位を精密に測定し比較することが有
効であると考えられる。 
 有機物分析：殻には有機物が含まれており、
その存在は脱灰後の殻を SEM 撮影するか、あ
るいはTEM像によっても確認することができ
る。有機物の存在形態が結晶の形態と対応す
ると予想されるため、有機物の SEM 撮影を試
みる。 
 
４．研究成果 
 (1)腹足綱カサガイ類：カサガイ類は腹足類
中で最も初期に分岐したクレードであると考
えられており、腹足類における貝殻の進化を
考える上で重要な存在である。8科25属55種の
カサガイ類の貝殻微細構造を比較検討した結
果、稜柱構造、葉状構造、交差板構造に18の
微細構造が識別され、それぞれアラゴナイト、
カルサイトの分布を特定した。それらの形質
状態の分布を近年発表された分子系統樹と対
比させた結果、カサガイ類の貝殻微細構造の
進化について下記のような仮説が考えられる。
(1)カサガイ類の殻層の数は３層から６層ま
で様々である。最も原始的な状態では４層の
殻層を持つ。(2)カサガイ類の共通祖先はM+1
層に共心状方向の交差板構造を持っていたと
推定される。(3)多くの属が特異的な組み合わ



せの微細構造を持っている。属レベルでみら
れる特異性は固有派生形質である。(4)祖先的
なカサガイ類はアラゴナイトとカルサイトを
両方持っており、カルサイト層をアラゴナイ
ト層の外側に作る。 
 (2)腹足類異鰓類：異鰓類は、軟体動物門腹
足綱に属し、陸貝やウミウシ類を含むクレー
ドである。その系統関係と上位分類体系は依
然流動的な部分があるが、10以上のサブグル
ープに分類されてきた。これらのグループの
うち代表的な種の貝殻微細構造を走査型電子
顕微鏡で撮影し比較した。その結果分かった
ことは以下のように要約される。(1)異鰓類の
貝殻は交差板構造を主体としており、他の構
造はほとんど見られない。 (2)交差板構造は複
数の層からなり、多いものでは5層ある。(3)
最外層は薄い均質構造に覆われている。(4)浮
遊性の翼足類のみ螺旋構造を持ち、交差板構
造が変化したものであると考えられる。(5)貝
殻が退化的なグループでは、殻が薄くなり、
殻層の数も少ない。異鰓類の進化の過程では
微細構造は極端に大きく変化することなく、
生態や生存戦略の違いによって、貝殻のマク
ロな形態に差が生じているものと考えられる。 
 (3) 二枚貝綱翼形亜綱フネガイ科アカガ
イ：アカガイの外層は外側に混合稜柱構造，
内側に交差板構造が形成され，これら構造
の外層に占める割合は周期的に変化する．
酸素同位体比から復元された水温記録と対
比すると，高水温期に交差板構造が厚く発
達し，低水温期には混合稜柱層が厚く発達
することがわかった．本種は冬の低水温期
と夏の高水温のピークの直後に成長障害輪
を形成しており，断面で微細構造を観察す
ることで，夏・冬の障害輪を見分けること
ができる．日本近海，韓国，ロシア産のア
カガイの対比より，南域の貝ほど高水温期
が長いために，交差板構造を厚く発達させ
ている期間が長いことがわかった． 
 (4)二枚貝綱原亜綱：原鰓類の貝殻微細構
造を評価するために分子系統解析を行った。
系統解析には、ミトコンドリア遺伝子（COI, 
16S）と核遺伝子（H3, 18S, 28S rDNA）の計 5
領域の塩基配列の解読を行ったほか、Sharma 
et al. (2012) による核遺伝子 4種のデータを
追加し、計 6725 塩基対について系統推定を
行った。その結果、４つある原鰓亜綱の上科 
(Solemyioida,  Manzanelloidea, Nuculoidea, 
Nuculanoidea) の単系統性は、高いブートスト
ラップ値で支持された。ただし、形態形質に
よる過去の分類によりNuculoideaとされてい
た Sareptidaeは Nuculanoideaのクレードに含
まれることが明らかになった。このため
Sareptidae は上科レベルで分類を改める必要
があることを指摘した。 
 次に、原鰓類の貝殻微細構造を記載し、分
子系統解析の結果と照合することにより系
統学的な再評価を行った。走査型電子顕微鏡
(SEM)による微細構造の観察の結果、各分類
群の微細構造組み合わせは、上科ごとにはっ

きりと異なる傾向を示した。キヌタレガイ科
では微細構造の組み合わせが従来の分類体
系と整合ではないこと、従来二枚貝 では知
られていなかった新しい構造である網 目 状
構造を持つことを報告した。Nuculoidea は全
ての種の殻の内層にシート状真珠構造があ
り、Solemyioidea は外層に特異な稜柱構造を
持つ。また、Manzanelloidea と Nuculanoidea
は均質構造を有することで特徴づけられた。
そしてこのような貝殻微細構造組み合わせ
に基づいたグルーピングと分子系統樹の結
果は整合的であった。 Sareptidaeの系統上の
位置が上科レベルで改められるという分子
系統解析の結果は、貝殻微細構造の形質でも
支持された。 
 (5)結晶方位解析：原鰓類を対象に結晶方
位解析に基づき貝殻微細構造の分類の再評
価を行った。従来の研究では、SEMによる形
態と鉱物種の対応関係だけを根拠に分類さ
れることが多かったが、結晶方位解析を併用
することで、各微細構造の類似度をより詳細
に評価できることを確認した。単結晶 XRD
の回折パターンから(111)面と(012)面の結晶
方位を再構築したところ、Solemyioidea と
Nuculanoidea は上下の殻層で結晶方位があま
り変化しないのに対して、Nuculoidea は外
層・中層・内層で全て結晶方位パターンが異
なっていることが明らかとなった。また、
Solemyioideaと Nuculoideaでは、科・属レベ
ルで結晶方位に違いがみられた。 
 (6)アラゴナイト双晶の密度の比較: 様々
な軟体動物の貝殻のアラゴナイトの{110} 双
晶の密度を XRD を用いて決定し、比較した。
その結果、双晶の密度は貝殻の微細構造に 
よって大きく異なっていることが明らかに
なった。真珠層は腹足綱、二枚貝綱ともに
双晶の密度が低い。一方、交差板構造では、
双 晶の密度はグループによって異なってい
る。TEM 観察の結果から軟体動物の双晶には
2 つのタイプが存在することが明らかになっ
た。 
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