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研究成果の概要： 

 貝殻は炭酸カルシウムを主成分とする鉱物であるが、炭酸カルシウムの単純結晶である方解

石やあられ石とはことなり、5%程度の有機物を含んでいる．貝殻形成の分子機構については長

く不明のままであったが、本研究においては、申請者はマガキを用いて、貝殻中に新たに申請

者らによって見出されたクモ糸様タンパク質の貝殻形成における機能ならびにこのタンパク質

の産業応用について研究を行い、ナノテクノロジーや水質浄化剤への貝殻の応用の可能性を提

示した． 
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2008 年 2,600,000 780,000 3,380,000 
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総 計 15,800,000 4,740,000 20,540,000 

 

 

研究分野：海洋生物学 
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１．研究開始当初の背景   

貝殻などのバイオミネラルの研究の歴史

は 100 年近くに及ぶが，その大半は鉱物学

者による構造観察であった．1990 年代以降，

生化学者がバイオミネラル合成機構の研究

に着手し始めたが，今日に至るまで，その

研究は貝殻などの硬組織を酸などの化学処

理により分解し，残った微量成分を分析す

るという方法によっている．しかし、この

ような方法では，貝殻に含まれるほとんど

の有機成分が酸処理などで変性・分解され

てしまい，酸などに安定なために残った極

微量の一部のタンパク質が分析の対象とな

っていたにすぎないと考えられる． 
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申請者らが外套膜に注目した研究を行っ

た結果，クモの牽引糸及び粘着糸と同一の

ドメイン構造をもつタンパク質をコードす

る遺伝子の断片を得ることができた．牽引

糸タンパク質はGPGDGDGPTGL/IGPDGGSGPYの

繰り返し配列からなり，粘着糸タンパク質

はGQNAという配列にはさまれた8-10個のア

ラニンからなるポリアラニンをもつ特徴的

な構造をもつことが明らかとなった．また，

貝殻の再生過程における両遺伝子のmRNAの

発現誘導を詳細に検討した結果，両遺伝子

とも，外套膜の中でも特に貝殻形成に重要

な役割を果たすとされている外套膜辺縁部

において，特に強く発現されることが明ら

かとなった． 

さらに再生過程の外套膜辺縁部において,

ブロック状の炭酸カルシウム結晶が結合・

配向し，貝殻が形成される様子を始めて撮

影する事に成功した． 

しかし、これらのタンパク質の貝殻形成

における役割や貝殻中での分布、oySLP2の

全構造などは不明であった． 

２．研究の目的 

細菌から植物，動物に至るまで，地球上

の多くの生物は「バイオミネラル」と総称

される硬組織を作る．たとえば，動物の歯

や骨，卵の殻，造礁珊瑚，真珠，貝殻など

は，身近なバイオミネラルである．これら

のバイオミネラルの主要成分は炭酸カルシ

ウムであり，その合成反応は次式で表され

る． 

 Ca2++HCO3
-→CaCO3+H

+ 

しかし，本研究で対象とする「貝殻」で

は，同じ炭酸カルシウムを主成分とするに

もかかわらず種によってその形態は様々で

あり，また同一種でも貝殻の外側と内側で

性状が大きく異なる．この原因は，炭酸カ

ルシウム結晶の配向の違いにあることがわ

かっているが，結晶の配向を決定する因子

については不明であった． 

申請者は，マガキの貝殻の一部を破壊す

ると 12 時間以内に薄い透明なプラスチッ

ク状の貝殻を形成すること，その際，貝殻

合成を行う外套膜が貝殻の直下に張り出し

てくることを見出した．そして，この観察

から着想し，再生過程の貝殻直下の外套膜

に特異的に発現している遺伝子の特定を試

み、クモの牽引糸（命綱）タンパク質，及

びクモの巣の粘着糸タンパク質の遺伝子と

それぞれ高い相同性を示す 2 種類の遺伝子

断片（oySLP1 と oySLP2）を得た．これまで

のクモ糸に関する研究から，牽引糸タンパ

ク質は粘着性に欠けるが強度に富む（直径

1mm の牽引糸は 1．5t の重量に耐える）一

方，粘着糸タンパク質は強度では务るが強

い粘着性を持つことが知られている．クモ

と二枚貝という系統分類学上遠く離れた 2

種の生物が作り出す体外分泌物質である

「クモ糸」と「貝殻」に共通のタンパク質

が用いられているという事実は，分泌性の

体外組織を形成するメカニズムが生物種を

超えて広く保存されている可能性を示唆す

る，きわめて重要な発見であったが、分子

レベルの検討はなされていなかった．  

一方、人工バイオミネラルの合成は，特

に工学・医学分野において大きな関心を集

めているが，いまだ成功には至っていない．

それは，微小な炭酸カルシウムの結晶を適

切に結合・配向するタンパク質因子が特定

されていなかったことに起因する．申請者

らはクモ糸様タンパク質がこの点で重要な

役割を果たしていると考え，試験管内で人

工的に貝殻様素材を合成する技術を開発し，

軽量で強固，かつ生分解可能な新規工業素

材への応用を図ることを試みた． 

３．研究の方法 



 

 

（１）遺伝子クローニング 

 RT-PCR ならびに RACE 法を用い、常法に

従って、oySLP1 と oySLP2 の遺伝子のクロ

ーニングを行った． 

（２）組換え体の作製 

 oySLP1 の機能解析のために、N 末端、C

末端にそれぞれ GSTタグ、6×His タグの融

合した Front 領域から Silk 領域までの

oySLP1 組換えタンパク質（r-oySLP1）を作

製した．ベクターには pGEX 6P-1 を、発現

用大腸菌株には Rosetta gami B（DE3）を

それぞれ用いた 

（３）合成ペプチド 

 oySLP1 のクモ横糸と高い相同性を示す

領 域 内 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 基 に し た

oySLP1-peptide を委託合成し、これを用いて

以下の実験を行った． 

 

（４）結晶形成への影響 

①走査型電子顕微鏡観察 

oySLP1 ペプチドが炭酸カルシウム結晶の

形態に与える影響を検討するために、oySLP1 

ペプトドを用いて形成させた炭酸カルシウ

ム結晶の形態を、走査型電子顕微鏡を用いて

観察を行った．95μl の 20 mM NaHCO3溶液を

1．5ml tube に加えて、10μl の 10mM 

Tris/HCl(pH7.5)に各々の濃度で溶解した

oySLP1 ペプチド溶液に加えた．その後に 95

μlの 20 mM CaCl2溶液を加え、母液の入った

1.5ml tube を 20℃で 72時間インキュベート

した．インキュベートした後、母液を取り除

き、空気乾燥させた炭酸カルシウム結晶を観

察した．比較対象として、10μl の 10 mM 

Tris/HCl(pH7.5)に oySLP1-peptideと同じ質

量で溶解させたポリアラニンを用いた． 

②濁度測定 

oySLP1 ペプチドの炭酸カルシウム結晶形

成における阻害能を測定するために以下の

実験を行った．95μl の 20 mM NaHCO3溶液に

10μl の 10 mM Tris/HCl(pH7.5)に各々の濃

度で溶解したoySLP1ペプチド溶液に加えた．

その後に95μlの20 mM CaCl2溶液を加えた．

分光光度計を用いて吸光度 570 nm で、この

溶液の濁度の変化を 1分間隔で 5分間測定し

た．比較対象として、10μl の 10 mM 

Tris/HCl(pH7.5)に oySLP1と同じ質量で溶解

させたポリアラニンを用いた． 

 

４．研究成果 

(1) oySLP1 

①組換え体による検討 

pGEX6P-1 ベクター及び菌株に Rosetta 

gami B（DE3）を用いて、oySLP1 の N 末端か

ら flagelliform silk protein と高い相同性

を示す Silk 領域までの組換えタンパク質を

作製し、アフィニティー精製により r-oySLP1

を得た． 

CaCO3の結晶形成に与える r-oySLP1 の影響

を調べるために、飽和 CaCO3に r-oySLP1 を混

和し、その溶液の濁度を経時的に測定した．

飽和 CaCO3 溶液では CaCO3 の結晶形成に伴っ

て溶液の濁度は上昇したが、r-oySLP1 は濃度

依存的に濁度上昇を抑制した．次に、45Ca を

用いて r-oySLP1 が Ca2+結合能を有するかを

調べた結果、r-oySLP1 は Ca2+と結合すること

が明らかとなった．以上のことから、oySLP1

は Ca2+と結合することで CaCO3 の結晶形成を

抑制することが示唆された． 

さ らに 、 CaCO3 の 結晶形 態に 及ぼ す

r-oySLP1 の影響を調べるため、貝殻が形成さ

れる外套膜外液の組成を模した溶液中に

r-oySLP1 を混和し、形成された CaCO3の結晶

を走査型電子顕微鏡により観察した．その結

果、r-oySLP1 は CaCO3の結晶形態を針状結晶

から多角体結晶に変化させることが明らか

となった（図 1）．また、CaCO3の 2 つの結晶



 

 

多形であるアラゴナイトとカルサイトのう

ち、マガキの稜柱層はカルサイト結晶からで

きていることが知られているが、r-oySLP1 の

添加によって形成された結晶もＸ線結晶構

造解析の結果カルサイト様の結晶であった．

以上のことから、oySLP1 は CaCO3の結晶形態

を制御し、稜柱層におけるカルサイト結晶の

形成を誘導することが示唆された． 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 上図は oySLP1 の組換え体非存在下、下

図は存在下で生成された構造体の走査型電

子顕微鏡写真．Ｘ線結晶構造解析の結果、前

者はアラゴナイト、後者はカルサイトであっ

た． 

 

この結果は oySLP1 はカルサイト構造を誘導

する活性を有することを示していた． 

また、組換え体を抗原として oySLP1 の抗

体を作製し、免疫走査型電子顕微鏡観察を行

った．その結果、図２に示すように oySLP は

文字通りクモの巣のような網状構造で貝殻

の最外殻を覆っていることが明らかとなっ

た． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 oySLP1のマガキ貝殻における局在性を

免疫走査型電子顕微鏡観察したもの． 

 

②合成ペプチドを用いた検討 

クモの横糸タンパク質と高い相同性を示

す領域内において特徴的な繰り返し配列を

形 成 す る 20 ア ミ ノ 酸 か ら な る

YGPGDGPGPYGLGPDGGSGP が炭酸カルシウム結

晶形成に及ぼす影響を検討したところ、この

合成ペプチドは炭酸カルシウム結晶形成を

濃度依存的に抑制することが分光光度計に

よる濁度測定により明らかとなった．この20

アミノ酸からなるペプチド内においてアス

パラギン酸は Ca2+結合に重要であると推測さ

れたので、アスパラギン酸を含む 7アミノ酸

からなるYGPGDGP とさらに短い 5アミノ酸か

らなる YGPGD について検討した結果、いずれ

のペプチドも濃度依存的に炭酸カルシウム

結晶形成を抑制することが明らかとなった． 

さらに 7アミノ酸からなる YGPGDGP と 5ア

ミノ酸からなる YGPGD を用いて、炭酸カルシ

ウム結晶の形態観察を行った結果、これらの



 

 

ペプチドはこれまでに例がない貝殻様構造

の結晶形成を誘導する機能を示した．また

YGPGD の活性部位を検討するため、YGPGA と

AGPGD を用いて同様の実験を行った結果、

AGPGD は貝殻様構造の結晶形成を誘導したが、

YGPGA は貝殻様構造の結晶形成を誘導しなか

った（図 3）． 

 以上の結果から、oySLP1 のクモ糸様配列中

のアミノ酸配列YGPGDは炭酸カルシウム結晶

形成に影響を及ぼし、結晶構造の成長を抑制

するとともに、その内部のアスパラギン酸が

Ca2+と反応して貝殻特有の層状構造形成に重

要な機能を果たしている可能性が示唆され

た． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

図３ 上図は YGPGA ペプチド、下図はAGPGD

ペプチドの結果を示す．この結果から、花び

ら状の貝殻構造を誘導するためには、C末端

のアスパラギン酸が重要であることがわか

る．なお、５残基のみのアミノ酸からなるペ

プチドでこのような複雑な構造を誘導する

ことができたのは世界で初めてのことであ

る． 

研究計画に記したように、本研究において

はアコヤガイへの挿核実験を行った．Ａは対

照としてポリアラニンを塗布した核を挿入

した場合、Ｂは YGPGD ペプチドを塗布した核

を挿入した場合の結果を示す．それぞれ最も

高品質な真珠光沢を示した真珠球と、反対に

最も品質の悪い真珠球の結果を示している．

この結果からYGPGDペプチドを塗布した場合

には、やや黄色を帯びた真珠光沢を示す傾向

があること、また対象のように全く石灰化が

起こらないという例はなかったことが特筆

される．図 4に YGPGD ペプチドを塗布した真

珠の真珠層の走査型電子顕微鏡写真を示す．

挿入した核の上に真珠光沢層が成長してい

る様子がわかる． 

 

 
 
 
 
 
 
 

図４ アコヤガイへの挿核実験．Ａは対照と

してポリアラニンを塗布したもの、Ｂは

YGPGD ペプチドを塗布したもの． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５ YGPGD ペプチドを塗布した真珠の真珠

層の走査電子顕微鏡観察 



 

 

 
（2）oySLP2 

本研究の最大の成果は、長年の懸案であっ

た oySLP2 の全長クローニングに成功したこ

とである．得られた遺伝子の塩基配列から

oySLP2 の中に、新規なアミノ酸モチーフが見

つかった．それらはクモの糸などに多く見ら

れる poly(Ala)構造を有していたが、FASTA

によるアミノ酸配列解析の結果、相同性のあ

る配列についての報告はなかった． 

 軟体動物由来のタンパク質について、

poly(Ala)構造を有するものには「MSI60」が

良く知られている．このタンパク質は、分子

内に「高密度 Asp領域」と、11回の poly(Ala)

の繰返しが共存している．しかし、今回我々

が見つけた poly(Ala)タンパク質は、Sudo ら

により発見されていたタンパク質と異なり、

Caとの相互作用が疑われる高密度Asp領域は

分子内に存在せず、8－10 回の poly(Ala)配

列の繰返しと、3回のPYYGFNL配列の繰返し

から構成されていた．特徴的なことは、これ

らの poly(Ala)配列が、主に 2種類の配列；

GS(A)nおよびGQN(A)nから成り立っているこ

とで、これらの配列は交互に繋がることもあ

れば、タンデムまたは 3つ以上連なっている

場合もあった．いずれの配列も、poly(Ala)

領域は 8－10 個の Ala から構成されており、

内部または C末端側の Alaは Ser に置換され

ていることもあった．今後さらに、組換えタ

ンパク質や合成ペプチドを用いて oySLP2 の

機能を検討する計画である． 
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