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研究成果の概要（和文）：　貝殻のカルサイト結晶には有機物ナノファイバーが含まれるが、これがキチンとキ
チン分解酵素の複合体であることを明らかにした。キチン分解酵素を作用させたキチンナノファイバーやキチン
分解酵素の阻害剤を用いた研究により、カルサイト結晶の成長の過程でナノファイバーがしたキチンが結晶欠陥
を誘導することを明らかにした。本研究において申請者は貝殻に含まれるキチン分解酵素がキチンの繊維をナノ
化することで、カルサイト結晶の欠陥を増幅し、強度を高めるという役割があることを初めて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The organic nanofiber in the molluskan shells consists with chitin and 
chitinolytic enzymes. Studies using chitin nanofiber prepared by chitinolytic enzymes and inhibitor 
of chitinases revealed that chitin nanofiber induced the crystal defects in the process of calcite 
crystal growth. In this study, we showed that the nanofiber of chitin by chitinolytic enzymes 
increased the number of crystal defects and toughness of shells. 

研究分野：生物無機化学

キーワード： アコヤガイ　炭酸カルシウム　結晶欠陥　ナノファイバー　バイオミネラリゼーション

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究の成果により、アコヤガイの貝殻における有機物ナノファイバーの形成機構と機能が明らかとなった。
有機物ナノファイバーを有効利用することができれば、真珠養殖後に大量に廃棄される貝殻の付加価値を高めた
再利用法に開発に役立つ可能性が考えられる。また、キチン分解酵素を用いて繊維をナノ化し、結晶欠陥を制御
することで新たな材料合成の開発に繋がる可能性が考えられる。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９，ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

日本では真珠養殖に利用される貝として知られているアコヤガイは，産業的重要性から多く

の研究がなされている．アコヤガイ貝殻の内側は真珠光沢を持つ真珠層と呼ばれ，タブレット

状の炭酸カルシウムの霰石結晶から構成される．一方，外側は光沢を持たない稜柱層と呼ばれ，

柱状の炭酸カルシウムの方解石結晶から構成される．また，蝶番部分には靭帯と呼ばれる繊維

状の霰石結晶から構成される微細構造が存在する．方解石および霰石は炭酸カルシウムの結晶

多形の種類を表し，常温常圧の条件では方解石が最も安定で，霰石は準安定である．このよう

にアコヤガイは一つの貝殻内に安定性の異なる多形を同時に形成し，さらに様々な形態の微細

構造を作り分けるという非常に高度な石灰化制御機構を有している．そのためアコヤガイの貝

殻には石灰化を制御する様々な機能性の有機基質が含まれていると考えられているが，多くの

研究は含まれる主要成分を明らかにするものであり，近年では次世代シーケンサや質量分析に

よる網羅的解析が主流になりつつあるが，それぞれの有機基質の機能に着目して詳細な構造お

よび機能の解析を行うという研究はほとんど行われていない．申請者は単なる無機化学反応で

は再現が困難な特徴を有する炭酸カルシウム結晶の形成に関与する有機基質の構造と機能を明

らかにしてきたが，未だ結晶の多様な形態の制御，結晶欠陥の制御，方位の統一性，結晶子サ

イズの小さいナノ結晶の形成，結晶形成前の不定形状態の持続などの詳細なメカニズムは不明

のままである．本研究では特に炭酸カルシウム結晶の欠陥の制御とナノ結晶の形成に関与する

有機物ナノファイバーに着目して研究を行うこととした． 

２．研究の目的 

 アコヤガイの貝殻稜柱層は方解石結晶と有機基質から構成され，有機物から構成されるフレ

ームワークの内部に稜柱状の方解石結晶が埋まった蜂の巣のような構造をしている．この稜柱

状の方解石結晶の内部には有機物のナノファイバーがネットワーク状に広がっている．方解石

結晶はこのナノファイバーを貫通して連続した構造となっているが，このナノファイバーの両

側ではしばしば結晶の方位が僅かにずれた小角粒界となり，そこには高密度の結晶欠陥や結晶

歪みが発生していることが明らかとなっている．そして高密度の小角粒界は方解石結晶をナノ

オーダーの微結晶の集合体とし，方解石の構造に由来した{104}面における劈開の連続した伝播

を防ぐことで結晶の断裂を阻止し，貝殻の強度を増していると考えられている．そこで，貝殻

内のキチン分解酵素がどのようにナノファイバーを形成するのか，ナノファイバーがどのよう

に小角粒界を形成するのか，それらの詳細なメカニズムを解析することを目的とした． 

３．研究の方法 

アコヤガイ貝殻稜柱層から単離した方解石結晶内の有機物ナノファイバーの詳細な成分の解

析を行った．単離したナノファイバーから LC-MS/MSを用いたアミノ酸配列および翻訳後修飾

の解析および cDNA cloningの手法により，キチン分解酵素が含まれることを明らかにし，それ

らの完全な一次配列の決定を行った．さらにナノファイバーにはキチン分解酵素以外に酸性の

基質タンパク質の断片も含まれていたことから，その全一次配列の決定も同様に行った．有機

物ナノファイバーの主成分を明らかにするため，キチン染色法および赤外分光法（IR）を用い

て繊維の主成分にキチンが含まれることを明らかにした．キチンは N-Acetyl-D-glucosamine の

重合体であるが，非常に強固な 3次元構造をとることで水に不溶の繊維となり，通常の in vitro

の合成系ではナノファイバー化しない．このような取り扱いの困難な繊維をアコヤガイは貝殻

内でどのような仕組みで緻密に配置し，ナノファイバー化しているのかは，これまで明らかに

されてこなかった．そこで，キチンの分解酵素がキチンの繊維を細くすることでナノファイバ

ー化し，ナノファイバーの表面に酸性基質タンパク質等が存在することで高密度の小角粒界を



含む結晶ができるのではないかと仮説を立て，in vitroでの結晶形成実験およびキチナーゼの阻

害剤であるアロサミジンを用いた in vivoでの実験を行った． 

４．研究成果 

結晶欠陥形成に関与していると考えられる有機基質ネットワークの構成成分を調べた．結晶

内の有機基質を抽出するために，稜柱層を次亜塩素酸で処理することで結晶間の有機基質のみ

を溶かして個々のカルサイト結晶を得た．その後，カルサイト結晶を酢酸で脱灰することで，

結晶内有機基質として酸可溶性成分と酸不溶性成分を得た．有機基質ネットワーク成分である

酸不溶性成分からはさらに，SDS（Sodium Dodecyl Sulfate）と DTT（Dithiothreitol）を混

合した変性剤で煮沸することで有機基質の架橋を壊し，タンパク質を抽出した．大部分は不溶

物として残り，この不溶物をフーリエ変換型赤外分光法（FT-IR）で測定したところ，多糖の

キチンであることが判明した．キチンは N-アセチル-D-グルコサミンを構成糖としたポリマー

であり，生物界に広く分布している．また，酸可溶性成分と，変性剤で抽出した成分を

SDS-PAGEに供したところ，変性剤抽出成分に特異的に多く含まれるタンパク質が存在してい

た．このタンパク質をトリプシンで消化後，LC/MS/MSに供し，アコヤガイゲノムデータベー

スから一致する遺伝子を調べたところ，キチン分解酵素であるキチナーゼであることが判明し

た．軟体動物においてキチナーゼは免疫機構以外にも貝殻の石灰化に関わっているのではない

かとの考えもあるが，具体的な機能は分かっておらず確かなエビデンスは得られていなかった．

しかしここで我々の研究において，実際に貝殻の炭酸カルシウム結晶内から有機基質ネットワ

ークの構成成分としてキチナーゼを同定し，さらに活性を有していることを確認することがで

き，キチナーゼが石灰化に何らかの機能を担っていることが示唆された．そこで次にキチナー

ゼの阻害剤を用いて，生体のアコヤガイに阻害剤を注射しながら飼育することで，キチナーゼ

活性の抑制が稜柱層の形成に影響を及ぼすかを調べた． 

 キチナーゼの阻害剤は放線菌の二次代謝物質であるアロサミジンを用いて，アロサミジンを

4 日ごとに軟体部に注射して海水で 1 ヶ月間飼育した．1 ヶ月後の個体の外套膜抽出成分から

キチナーゼの活性を測定すると，コントロール個体と比較して有意に活性が下がっており，キ

チナーゼが抑制されていることが確認できた．稜柱層表面構造を SEM で観察したところ，ア

ロサミジン注射個体では，部分的にではあったが柱状結晶の形が歪になり，微細構造の乱れが

見られた．さらに結晶の断面を調べるために，集束イオンビームを用いて結晶の薄片を作製し

て TEM で観察したところ，結晶内部のキチン繊維が太くなっていることが分かった．キチナ

ーゼ活性を抑制したことで，結晶内のキチン繊維が太くなり，さらに微細構造が乱れていたこ

とから，通常のアコヤガイ稜柱層ではキチナーゼがキチンを分解して，細くナノファイバー化

しているのではないかと考えられた．細くなることが結晶化にどのような影響を及ぼすかは次

項で述べるが，本実験によって初めてキチナーゼが貝殻の石灰化に関与していることを示す結

果が得られた． 

 in vitroの実験によって，キチンとキチナーゼがどのように炭酸カルシウムの結晶化に影響を

与えるかを調べることとした．まず，キチンゲルを作製した．稜柱層では結晶間の有機基質の

枠組みが作られた後に，キチンや炭酸カルシウムを含むゲル状の溶液が分泌されて石灰化が行

われると考えられている．そのため，水に不溶のキチンをゲル化させるため，塩化カルシウム

二水和物を飽和させたメタノール溶液に溶かし，そのキチン溶液を水に加えて，メタノールと

水を置換させることでキチンゲルを得た．キチンゲルに市販のキチン分解酵素を添加して，24

時間反応させた後に酵素を洗浄除去して，炭酸アンモニウムガス法を用いてキチンゲル内で炭

酸カルシウムを結晶化させた．酵素濃度は 0，0．12，1．2 mg/mLとした．酵素を加えていな

A 



いキチンゲル内では，通常の炭酸カルシウムのみで形成させた際に見られる典型的な菱面体結

晶が観察され，キチンは影響を与えていなかった．しかし，酵素濃度が上昇するにつれて形が

変化していき，最も濃い濃度では丸みを帯びた結晶が観察された．キチン繊維はキチン分子鎖

が水素結合して凝集した構造をしており，キチン分解酵素はキチン繊維の表面のキチン分子鎖

から分解していくため，キチンは酵素処理によって細くなっていくと思われる．従って，キチ

ン繊維が分解されて細くなったことが結晶化に影響を及ぼしたと考えられた．そこで，酵素処

理ではなく，物理的・化学的にキチン繊維を解繊して細くしたキチンナノファイバーを用いて，

キチンナノファイバー溶液内で炭酸カルシウムの結晶化を同様に行った．その結果，結晶の表

面構造は変化し，多角体の結晶が見られた．また，これらの結晶内に結晶欠陥がどの程度生じ

ているかを調べるために X線回折測定を行った．X線回折測定によって得られた各回折スペク

トルから，Williamson-Hallの式を用いて，結晶欠陥の指標として結晶格子歪み値を算出した．

結果として，酵素濃度が濃いと値が高く，またナノファイバー溶液で形成した結晶においても

高い値が見られ，細いキチン繊維は結晶欠陥をより生じさせることが判明した．結晶欠陥を生

じさせる理由としては，キチンが分解されて細くなるほど表面積が大きくなり，炭酸カルシウ

ムと相互作用する領域が多くなるために，結晶が成長する過程で方位を歪める頻度も高くなっ

たのではないかと考えた．以上より，アコヤガイ稜柱層では，キチンを分泌後，キチン分解酵

素によってキチンの細さを調節しているという新たな可能性が示唆された． 
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