
三重大学・生物資源学研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４１０１

挑戦的研究（萌芽）

2020～2019

貝殻の貝柱接着面で形成される光輝層における筋タンパク質の機能解析

Functional analysis of muscle proteins in the myostracum formed on the shell 
surface attached to the adductor muscle

００３３５１５０研究者番号：

舩原　大輔（Funabara, Daisuke）

研究期間：

１９Ｋ２２３３１

年 月 日現在  ３   ５ １１

円     5,000,000

研究成果の概要（和文）：二枚貝の閉殻筋と貝殻の接着面には、光輝層という柱状の炭酸カルシウム結晶構造が
形成されるが、その形成メカニズムは不明である。光輝層に含まれるタンパク質を解析したところ、パラミオシ
ンやトロポミオシンカルポニンといった筋肉タンパク質が存在することが分かった。パラミオシン存在下で炭酸
カルシウム結晶を形成させたところ、柱状のアラゴナイト結晶が生じた。貝殻を抗パラミオシン抗体を用いて免
疫染色したところ、光輝層のみにパラミオシンが存在することがわかった。本研究の結果、パラミオシンが光輝
層形成に関与している可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Myostracum, columnar calcium crystals, is formed on shell surfaces attached 
to adductor muscles. It is unknown how the myostracum is formed. We revealed that the myostracum 
contains some muscle proteins, such as paramyosin, tropomyosin, and calponin.  In vitro calcium 
crystallization analysis in the presence of paramyosin produced columnar aragonite crystals like 
myostracum. Immunostaining using the anti-paramyosin antibody against the shells showed that 
paramyosin is localized only in the myostracum. Our study raised the possibility that paramyosin 
participates in the formation of myostracum.

研究分野： 生体高分子化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
二枚貝は強い力で貝殻をとじ続けることができるが、これは閉殻筋が貝殻に強力に接着しているからである。閉
殻筋と貝殻の接着面に形成される光輝層が両者の接着に重要であると考えられているが、光輝層の形成メカニズ
ムは分かっていない。本研究では光輝層の形成に筋肉タンパク質であるパラミオシンが関与している可能性が明
らかとなった。これは閉殻筋と貝殻の接着メカニズムの解明につながるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 アサリやハマグリ、カキなどの二枚貝はとても強い力で殻を閉じつづけることができる。これ
は貝柱（閉殻筋）が強力に収縮して２枚の殻を固く閉じているためである。この収縮機構はキャ
ッチ収縮と呼ばれ、このとき閉殻筋は 10 kg/cm2以上の力を発揮している。そのような大きな力
で閉殻筋は収縮しているのにもかかわらず、閉殻筋は貝殻から剥がれることはない。閉殻筋は貝
殻と強力に接着しているからである。 
 閉殻筋と貝殻との接着面に関する研究は、材料学的見地から
1980 年前後に盛んに行われた。閉殻筋を剥離した貝殻面には凹凸
があること、貝殻からはがした閉殻筋の剥離面にも凹凸があるこ
となどから、閉殻筋のコラーゲンを主体とする結合組織が貝殻の
凹部に入り込む、いわゆる投錨効果によって、閉殻筋と貝殻が接
着していると考えられている（図１）１。投錨に加えて、タンパク
質由来のカルボキシ基と貝殻由来のカルシウムイオンとの静電結
合が寄与している可能性も示されているが、これまでに実験的な
証拠はない。 
 貝殻の閉殻筋の接着面下には、特別な炭酸カルシウム結晶層（光
輝層）が形成されている。光輝層は数百 nm の太さの柱状結晶が
密に並ぶ構造をしている 2。光輝層が閉殻筋との接着に重要な役割
をしていると考えられているが、そのメカニズムは不明である。
貝の成長に伴って閉殻筋が移動することによって、光輝層の場所
も移動し、貝殻中には閉殻筋が移動した痕跡として光輝層が埋もれている（図２）。 

 貝殻は炭酸カルシウム結晶からなるが、その
形成は外套膜から分泌されるタンパク質によっ
て制御されると考えられている。したがって、
貝殻にはタンパク質が含まれている。予備実験
においてアコヤガイ貝殻真珠層と光輝層に含ま
れるタンパク質を比較解析したところ、明らか
にそれぞれに含まれるタンパク質の組成は異な
っていた。光輝層タンパク質を分析すると、筋
肉タンパク質であるパラミオシン、トロポミオ
シン、カルポニンが含まれていることが分かっ
た。これらの知見は、筋肉タンパク質が光輝層
の形成に何らかの関与をしている可能性を示唆
していた（図３）。  

 
２．研究の目的 
 本研究の最終的な目的は、光輝層の形成メカニズムを解明し、
閉殻筋と貝殻の接着メカニズムを明らかにすることである。そ
のために、光輝層に存在する筋肉タンパク質のうち、特にパラ
ミオシンに注目し、パラミオシンが光輝層形成にどのように関
与するのかを明らかにする。 
 パラミオシンは、無脊椎動物に広く存在するタンパク質で、
特に二枚貝閉殻筋に多く存在する。パラミオシンは古くから知
られたタンパク質であるが、その役割についてはよく分かって
いない。本研究で、光輝層形成メカニズムを明らかにすること
を通じて、パラミオシンの新しい役割についても明らかにする
ことができると考えている。 
 
３．研究の方法 
 本研究では実験対象としてアコヤガイを選んだ。アコヤガイ
は我が国で真珠養殖の母貝として用いられている重要種である
とともに、ゲノム解読が終了しており、ゲノムデータベースを
活用したトランスクリプトーム解析などが世界的に精力的に進められていることなどで、事実
上の二枚貝のモデル生物となりつつあるためである。 
 本研究では次の３つの方法を実施した。 
（１）光輝層パラミオシンの解析 
 光輝層に含まれるパラミオシンの性状について解析した。まずパラミオシンの C 末端側配列
をもとに合成したペプチドを用いてウサギ抗アコヤガイ・パラミオシン抗体を作製した。光輝層
から抽出したタンパク質に対して抗パラミオシン抗体によるウェスタンブロッティング解析を
行った。 
（２）光輝層におけるパラミオシンの局在解析 
 アコヤガイ貝殻に対して抗パラミオシン抗体を用いた免疫染色を行った。光輝層を含むよう

 
 

図２：アコヤガイ貝殻の光輝層を含む領域の断面構造．

真珠層の中に光輝層が存在している 



に貝殻の切片を作製し、常法に従って一次抗体に抗パラミオシン抗体を、二次抗体に蛍光標識抗
ウサギ IgG 抗体を使用して、反応を行った。検出には落射蛍光顕微鏡を用いた。 
（３）パラミオシン存在下での炭酸カルシウム結晶形成 
 パラミオシンをアコヤガイ閉殻筋から精製した。精製パラミオシンの存在下で、炭酸カルシウ
ム結晶化実験を行った。生成した炭酸カルシウム結晶の形状を、走査型電子顕微鏡を用いて観察
した。 
 
４．研究成果 
（１）光輝層パラミオシンの解析 
 アコヤガイ貝殻から光輝層のみを注意深く削り出し、界面活性剤と還元剤存在下でタンパク
質を抽出した。抽出した成分をウェスタンブロットに供したところ、複数のバンドが検出された。
最も強く検出されたバンドは約 55kDa であった。筋肉中のパラミオシンの分子量は約 90kDa で
あることから、光輝層からタンパク質を抽出する過程で分解したか、あるいはアイソフォームで
ある可能性が考えられた。 
（２）光輝層におけるパラミオシンの局在 
 光輝層は閉殻筋と貝殻の接着領域に形成されるが、貝の成長に伴う閉殻筋の移動とともに光
輝層は貝殻内部に埋もれ、閉殻筋の移動の痕跡として残っている。そこで貝殻内部の光輝層を対
象として、抗パラミオシン抗体を用いた蛍光免疫染色を行った。蛍光顕微鏡による観察の結果、
蛍光は真珠層には検出されず、光輝層にの
み検出された。これはパラミオシンが真珠
層には存在せず、光輝層にのみ存在するこ
とを示した。また、光輝層中の蛍光強度に偏
りがあり、光輝層の陵柱層側の領域に強く
蛍光が認められたことから、光輝層におけ
るパラミオシンの分布が一様ではないこと
が分かった（図４）。 
（３）パラミオシン存在下での炭酸カルシ
ウム結晶形成 
 閉殻筋から精製したパラミオシン存在下
で、かつアラゴナイト形成条件下で炭酸カ
ルシウム結晶を形成させた。その結果、柱状
の結晶が多数形成された。その形態は、パラ
ミオシン非存在下において同様に実験を行
って得られた結晶とは全く異なるものであ

った。これらの結果は、パラミオシンが光輝
層の形成に関与している可能性を示唆する
ものであった（図５）。 
 
 本研究の結果、閉殻筋と貝殻の接着面に
形成される光輝層に筋タンパク質であるパ
ラミオシンが存在すること、パラミオシン
が光輝層形成に関与する可能性があること
が明らかとなった。これらの成果は、光輝層
の形成メカニズムの解明への一助となるだ
けでなく、パラミオシンの機能の解明にも
つながるものである。 
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図５：パラミオシン存在下での結晶形成。パラミオシン有の場合

で柱状の結晶が形成された 

 

図４：アコヤガイ貝殻の蛍光免疫染色。左、光輝層を含む貝

殻断面の明視野観察。右、同じ貝殻断面の蛍光観察。光輝層

のみが染色されている。 
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