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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。） 
 

本研究は、軟体動物の殻体（貝殻）形成－すなわち(1)殻体分泌細胞の分化、(2)殻体の分泌（石灰化）、

そして(3)殻体の形態形成－に関与する遺伝子および遺伝子産物の機能を網羅的に探索し、軟体動物にお

ける殻体形成機序を解明するとともに、古生物学・進化学的な知見と合わせて殻体発生プログラムの進化

過程を考究し、さらに軟体動物ゲノムプロジェクトの日本における研究拠点を形成することを目的とす

る。研究対象として、淡水生の巻貝であるモノアラガイ Lymnaea stagnalis を選定し、本種の貝殻形成

への関与が疑われる全ての遺伝子のリストアップを行う。また、上記(1)から(3)に示した殻体形成の３つ

の局面それぞれで鍵となる主要な遺伝子群、すなわち(1)殻体形成のマスター遺伝子（それが機能しない

と巻貝がナメクジのようになってしまうもの）、(2)殻体結晶の沈着、阻害、結晶多形制御などの結晶成

長制御因子、そして(3)殻体の左右非対称性の制御因子（巻貝が立体等角らせんで正確に巻くことをコン

トロールしている因子）については、本研究計画期間中における単離・同定を特に目指し、詳細な発現・

機能解析、殻体進化との関連の考察を行う。 
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⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。）

 

これまでに研究目的に掲げた3種類の遺伝子群[(1)殻体形成のマスター遺伝子、(2)殻体の結晶沈

着の制御因子、(3)巻貝の巻きの制御因子]の単離・同定を中心に以下の研究を行ってきた。  
（1）殻体形成のマスター遺伝子 
当該遺伝子の探索法として、(a)貝殻形成への関与が知られている遺伝子(engrailed，BMP，Hox)のホモ

ログ探索と(b)EST 解析による探索を計画した。Hox 遺伝子については、軟体動物を代表する７種の Hox
遺伝子を PCR 法により増幅し、遺伝子組成を推定することにより、軟体動物の最終共通祖先が最低 12
個の Hox 遺伝子を持っていたこと、体制の複雑さと Hox 遺伝子の数は相関しないこと、そして貝殻形成

に関連するとされた Hox4 の有無と貝殻の有無が対応していないことを明らかにした（Developmenmt, 
Genes and Evolution 誌投稿中）。一方 engrailed と BMP については殻体形成期の幼生での cDNA の増

幅が認められないことから、モノアラガイでは殻体形成に関与していない可能性が示唆された。(b)につ

いては幼生段階での cDNA ライブラリーの作成を試みたが、必要量の RNA を得ることができなかった。

後述のように、殻体形成のマスター遺伝子の探索については、今後変異体の作出によるアプローチに方

向転換する予定である。 
（2）殻体の結晶沈着の制御因子 
当該遺伝子に関しては、今回の主たる研究対象であるモノアラガイ（巻貝）と同時に、真珠産業との関

連で貝殻形成の研究が進んでいるアコヤガイ（二枚貝）についても解析を行っている。モノアラガイに

ついては、近縁のヒラマキガイにおいて構造が決定されている殻体基質タンパク質 Dermatopontin の遺

伝子ホモログの単離と発現解析を行った。その結果、モノアラガイの dermatopontin には最低 3 種類の

パラログがあり、そのうちの一つのタイプのみが殻体基質タンパク質として機能しており、このタイプ

のみが糖鎖結合モチーフを持つことから、このモチーフが殻体基質タンパク質としての機能上重要な可

能性が高いことを明らかにした（Journal of Molecular Evolution 誌投稿中）。一方、アコヤガイにおい

ては、著しくアスパラギン酸に富んだ新規の可溶性殻体基質タンパク質 Aspein の構造を明らかにした

（特記事項の項で後述）。また、これを含めた 6 種類の貝殻基質タンパク質の遺伝子の発現解析を行い、

外套膜全体で発現する炭酸脱水酵素の nacrein を除く 5 種類の遺伝子が、外套膜の外側（aspein, MSI31, 
prismalin 14）と内側(N16, MSI60)にきれいに分かれて発現していることを明らかにし、それぞれが稜

柱層と真珠層の作り分けに関与している可能性が高いことを示した（Marine Biotechnology 誌投稿中）。 
（3）巻貝の巻きの制御因子 
巻貝の殻が等角らせんで規則的に巻くのは、体の左右

で殻の分泌量に規則的な偏りがあるためであり、殻を

分泌する外套膜の左側と右側で発現している何らかの

遺伝子の発現量に偏りがあると予想できる。そこで、

モノアラガイの左巻き個体の外套膜の左側と右側で非

対称的に発現している遺伝子を HiCEP (high-coverage 
expression profiling)法を用いて網羅的に探索した（右

図）。合計 11588 個の遺伝子の発現を比較し、そのうち

左側と右側のそれぞれで特異的に発現している遺伝子

で最大の変動幅を示すものについて RACE 法による相

補的 DNA の単離と配列の決定と同定を行った。その結

果、左巻きの個体の左側と右側でそれぞれ特異的に発

現している遺伝子として、それぞれ銅イオン受容体の

ホモログ（ctct40）と発生・分化への関与が知られる

galectin のホモログ(gggg102)を同定した。現在 RNA
干渉法による機能解析の準備を行っている。 

図の説明：HiCEP 法によるモノアラガイの外套膜の

左側（L:横軸）と右側（R:縦軸）での遺伝子発現量

の包括的な比較．一つの点が一つの遺伝子に対応し，

縦軸横軸の数字はそれぞれの発現量に対応する． 
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⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパク

ト等特記すべき事項があれば記入してください。） 

 
これまでの研究において単離・同定されたアコヤガイの殻体基質タンパク質Aspeinは、その配列の 60%

が酸性アミノ酸のアスパラギン酸で構成され、これまでに知られているすべてのタンパク質の中で最も低

い等電点(1.45)を示す非常に特異な酸性タンパク質である。このタンパク質は少なくとも 2 つの理由で大

きな学問的インパクトを持つ。 
一つは、これが 1970 年代より 30 年以上に亘って生体鉱物学で重要性が指摘されてきた高度にアスパ

ラギン酸に富む軟体動物の殻体基質タンパク質について、そのアミノ酸一次配列を世界で始めて決定した

例であるということ。貝殻の基質タンパク質にアスパラギン酸が多く含まれていることは貝殻抽出物のア

ミノ酸組成分析によって 1960 年代より知られていた。さらに 1970 年代には、負に荷電したアスパラギ

ン酸（の側鎖のカルボキシル基）がカルシウムイオンと相互作用し、またベータシート構造に折りたたま

れた仮想的なタンパク質においてこれらアスパラギン酸が一つおきに配置し、それによって炭酸カルシウ

ム結晶沈着の鋳型として働いているのではないかという理論が提唱された（炭酸カルシウム結晶内のカル

シウムイオン間の距離とタンパク質内のカルボキシル基間の距離はうまく対応する）。その後、世界の複

数の研究室でこのタンパク質を精製し、構造を決定しようという試みが精力的に行われてきたが、その特

異な電気的性質ゆえにタンパク質の単離がなされることはなかった。研究代表者の実験室では、1990 年

代後半に貝殻抽出物の脱塩方法を改良するなどの工夫によりアスパラギン酸を約 20%含む酸性殻体基質

タンパク質 MSP-1 を単離・精製してアミノ酸配列を決定することに世界に先駆けて成功し、さらに今回

この MSP-1 の配列をもとに分子生物学的な手法を用いることで Aspein 遺伝子を単離した。配列を読む

ことによって初めてタンパク質分子内でのアスパラギン酸の（必ずしも一つおきになっていない）配置が

明らかとなり、鋳型説の理論的予想が覆される結果となった。 
もう一つの理由は、Aspein が少なくとも 1920 年代より 80 年以上に亘って研究者を悩ませてきた生体

鉱物学上最大の難問の一つ、「カルサイト－アラゴナイト問題」の解決の重大な鍵を握っていると考えら

れること。生体鉱物としてよく知られる炭酸カルシウムにはカルサイト（方解石）とアラゴナイト（あら

れ石）という大きく二つの（組成は同じだが結晶構造が違う）結晶多形が存在する。これら二つの結晶多

形を生物は作り分けており、しかも同一個体の隣接した領域で作り分けている場合すら知られる（たとえ

ば、アコヤガイ殻体の外側の稜柱層はカルサイトから、内側の真珠層はアラゴナイトからできている）。

この作り分けのメカニズムが数十年来の謎であった。1996 年には貝殻に含まれる可溶性の殻体基質タン

パク質がこの作り分けに直接的に働いていることを示す実験結果が世界的な複数の研究室から相次いで

報告されたが、その殻体基質タンパク質の実体は不明であった。今回、本研究で行った発現解析の結果と

すでに行われているポリアスパラギン酸（人工物）を使った実験の結果を合わせ考えると、Aspein がそ

の作り分けをしているタンパク質そのものである可能性がきわめて高いと思われる。最終的な解明は、現

在進行中のリコンビナント Aspein（組換え体）を用いた in vitro の結晶合成実験の結果と、現在計画中

の RNA 干渉法を用いた in vivo での機能解析の結果を待たなければならないが、もし確認されれば、学

問的にインパクトがあるのみならず、産業面での応用など社会的な影響、将来性も小さくないであろう。
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⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含む。）の全

著者名、論文名、学協会誌名、巻（号）、最初と最後のページ､発表年（西暦）、及び国際会議、学会等に

おける発表状況について記入してください。なお、代表的な論文3件に○を、また研究代表者に下線を付し

てください。） 
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