
 

 

 

 

 

貝殻形成における二種類のクモ糸相同タンパク質の機能 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

髙橋 潤 

（2020 年） 

 

  



目次 

 

 

序論 ・・・ 1 

    

第１章 二種類のクモ糸相同タンパク質の構造比較 ・・・ 6 

第 1 節 マガキ shelk2 遺伝子配列およびその演繹アミノ酸配列の決定 ・・・ 6 

第 2 節 マガキ Shelk2 タンパク質の相同配列検索 ・・・ 12 

第 3 節 Shelk1 および Shelk2 の一次構造比較 ・・・ 16 

    

第２章 マガキ近縁種におけるクモ糸相同タンパク質の探索 ・・・ 19 

第１節 マガキ近縁種における shelk2 遺伝子のクローニング ・・・ 20 

第２節 クモ糸相同タンパク質と貝殻構造の関連性 ・・・ 24 

    

第３章 二種類のクモ糸相同タンパク質の機能解析 ・・・ 29 

    

総括 ・・・ 41 

    

引用文献 ・・・ 42 

    

謝辞 ・・・ 49 

    

本論文に関する公表済み文献 ・・・ 50 

 



1 

序論 

 

軟体動物門は二番目に大きい後生動物の分類群であり、その多くはバイオミ

ネラリゼーションによって形成された硬組織を持つ。バイオミネラリゼーショ

ンには有機物が関与し、生物が常温常圧の下、溶液からの析出反応により鉱物の

ような無機結晶を生み出すという特徴がある。バイオミネラルは、その 90％以

上が炭酸カルシウムやリン酸カルシウムなどの結晶で構成される無機成分と、

多糖類やタンパク質を含む 10％以下の有機マトリックス成分とで構成されてい

る (渡部, 1997)。 

最も広く研究されているバイオミネラルに、巻貝や二枚貝の貝殻やカタツム

リの殻が挙げられる。中でも二枚貝は、殻皮層、葉状層、チョーク層 (または層

板層やクロスラメラ構造とも呼ばれる)、稜柱層、真珠層などのさまざまな種類

の層構造で構成されることが従来研究により明らかとなっている (Mann, 2001; 

Marin et al., 2008; Wilt et al., 2003)。これらの層構造は、軟体動物に特有の組織

である外套膜の上皮細胞により形成され維持されているが、貝殻の炭酸カルシ

ウム結晶形成とその制御には様々な有機マトリックスが関わり、それら有機マ

トリックス成分が貝殻層構造や貝殻形状の多様性に影響を与えていると考えら

れている。 

これまでに様々な有機マトリックスが、貝殻の結晶化および／または貝殻骨

格の形成に関係していると報告されている。代表的な有機マトリックスとして

は、ACLS40 (Pokroy et al., 2006)、AP7 および AP24 (Michenfelder et al., 2003)、

AP8 (Fu et al., 2005)、Aspein (Tsukamoto et al., 2004)、Asprich (Gotliv et al., 2005)、
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caspartin および calprismin (Marin et al., 2005)、KRMP (Zhang et al., 2006b)、

Lustrin A (Shen et al., 1997)、MPSPS (Lee et al., 2006)、MSI31 および MSI60 

(Sudo et al., 1997)、MSI7 (Zhang et al., 2003)、MSP-1 (Sarashina and Endo, 1998)、

MSP-SC (Noguchi et al., 2007)、MPP1 (Samata et al., 2008)、Mucoperlin (Marin 

et al., 2000)、N16 (Samata et al., 1999)、N14 および N66 (Kono et al., 2000)、

nacrain (Miyamoto et al., 1996)、p10 (Zhang et al., 2006a)、Pearlin (Miyashita et 

al., 2000)、perluctin および perlustrin (Weiss et al., 2000)、perlwapin (Treccani et 

al., 2006)、Pif (Suzuki et al., 2009)、並びに Prismarin-14 (Suzuki et al., 2004; Suzuki 

and Nagasawa, 2007)などが挙げられる。また、これらのうち Aspein、Asprich、

caspartin、calprismin、KRMP、MSI31 および Prismarin-14 は稜柱層形成に関与

していると考えられている。一方、これまでに報告されたほとんどの貝殻由来タ

ンパク質は、興味深いことに一部を除いて生物種間で相同性がほとんど無く、い

まだその理由は判明していない。 

これらほとんどの有機マトリックスの同定は、主にキレート剤または酸を使

用した貝殻炭酸カルシウム結晶の脱灰の後、残存する成分からの特定の溶液に

よる抽出によって行われてきた。しかしながら、この方法は比較的豊富なタンパ

ク質の同定には適している一方で、抽出に使用される溶液への溶解度や当該溶

液中での安定性が原因で、特定の重要なタンパク質が得られていない可能性が

考えられる。 

そこで、貝殻形成に関与する他の必須タンパク質を特定するために、Takagi 

(2007) はマガキ (Crassostrea gigas) を対象に、貝殻ではなく軟体部である外套

膜に注目した研究を行った。外套膜は、貝殻の稜柱層形成に関与することが既に
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報告されている (Miyamoto et al., 1996)。Takagi は、外套膜に発現しマガキ貝殻

の稜柱層形成に関与するタンパク質の探索を、外套膜辺縁部 (mantle edge) と外

套縁膜 (mantle pallial) との間のサブトラクティブ・ハイブリダイゼーションに

より行った結果、外套膜辺縁部に特異的に発現する数十種類の mRNA から

cDNA がクローニングされた。得られた cDNA の配列情報から、その少なくと

も二種類は新規遺伝子に由来すると考えられ、また興味深いことに、それらの演

繹アミノ酸配列は節足動物が作り出すシルクタンパク質 (またはシルク・フィブ

ロインや、単にフィブロインとも呼ばれる) と比較的高い相同性を持つことが判

明した (図 1)。 

  

 

 
 

図 1. Shelk1 と Shelk2の特徴 

マガキの外套膜辺縁部に特異的に発現している mRNA から見つかった二種類のタンパク

質 Shelk1および Shelk2の特徴。なお、発見当時の名称は oySLP1 と oySLP2 とされた。 

Shelk1（oySLP1）は、N. clavipes （ジョロウグモの一種）の作る巣の横糸を構成するタンパ

ク質の flagelliform silkの配列と類似していた。Shelk2（oySLP2）は、全長構造は不明だが部

分配列での相同性検索から、L. geometricus （ゴケグモの一種）の牽引糸の構成タンパク質

dragline silkの配列と類似していた。 

 

Shelk1の相同タンパク質：
N. clavipsの flagelliform slik

（クモの巣の横糸を構成）

Shelk2の相同タンパク質：
L. geometricusの dragline silk

（クモの牽引糸を構成）
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そのうち片方の演繹アミノ酸配列は、ジョロウグモの一種である Nephila 

clavipes の作る巣の横糸を構成する flagelliform silk タンパク質の配列と類似して

おり、もう一方は、全長構造は不明だったが予想される断片配列での相同性検索

から、ゴケグモの一種である Latrodectus geometricus の牽引糸の構成タンパク

質 dragline silk の配列と類似していることが判明した。 

これら二種類の遺伝子はその後、「貝殻中のシルクタンパク質」の遺伝子とい

う意味でそれぞれ shelk1、shelk2 と名付けられた (Takahashi et al., 2012)。これ

までに、shelk1 はその遺伝子の全長配列が決定され、外套膜辺縁部での mRNA

発現が確認された (図 2; Takagi, 2007)。また、貝殻稜柱層内部における Shelk1

タンパク質の局在もその後の研究により確認された (Takagi, 2007; 竹村, 2008)。

しかしながら、Shelk1 タンパク質の機能については、その部分配列ペプチドや断

片タンパク質による炭酸カルシウム結晶形成への影響についての解析が進めら

れたのみであり (川村, 2009; 外岡, 2009)、貝殻形成に対する Shelk1 タンパク質

の機能全容は未だ判明していない。 

  

 

 

 

図 2. マガキ外套膜辺縁部における shelk1および shelk2のmRNA発現部位 

shelk1 と shelk2は共に外套膜辺縁部の外摺（outer fold）で発現していることが、in situハ

イブリダイゼーション解析の結果から判明した。貝殻および軟体部の模式図に示すようにそれ

ぞれの遺伝子のmRNA発現部位は異なっていた。 
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一方で、断片情報ではあるが shelk2 も外套膜辺縁部での mRNA 発現が実験的

に示唆されたものの (図 2; 沖花, 2006)、遺伝子全長が未解明であり、貝殻形成

における Shelk2 タンパク質の機能は一切分かっていなかった。 

そこで本研究では、shelk1 とほぼ同時に発見されたものの殆ど解析が進んでい

ない shelk2 遺伝子およびそのタンパク質の構造を決定し、その詳細な解析を行

った。また、shelk1 遺伝子及び shelk2 遺伝子のノックダウンにより、それぞれの

タンパク質 Shelk1、Shelk2 の発現を抑制することで、これら二種類のタンパク

質の貝殻形成における機能を明らかにした。 
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第１章 二種類のクモ糸相同タンパク質の構造比較 

 

本章では、shelk1 とほぼ同時に発見されたものの殆ど解析が進んでいない

shelk2 について遺伝子の全長配列の決定を行い、shelk2 がコードするタンパク質

Shelk2 の演繹アミノ酸配列について詳細に解析した。さらに、Shelk1 と Shelk2

を比較し、それぞれのクモ糸相同タンパク質と実際のクモ糸構成タンパク質と

の配列相同性について検討した。 

 

第 1 節 マガキ shelk2 遺伝子配列およびその演繹アミノ酸配列の決定 

 

1.1.1. 材料と方法 

すべての操作は一般的な分子クローニングの手法に基づくか、またはキット

商品付属の操作指示プロトコルに従い行った。 

マガキのゲノム DNA は、Takagi (2007) により抽出され保存されていたサン

プルをそのまま用いた。 

ポリメラーゼ連鎖反応 (PCR) 用のサーマルサイクラーには、主に T-Gradient 

Thermoblock (Biometra) を用いた。また PCR 用の酵素には Advantage 2 PCR 

Enzyme System (Clontech) または TaKaRa Ex Taq (TAKARA) を使用し、標準的

な反応条件により PCR 産物を得た。PCR 産物は外部サービス (Fasmac) を利用

して配列情報の決定を行った。 

アミノ酸配列の一次構造解析において、シグナル配列の予測にはウェブ公開

プログラム SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) を使用した。 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
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shelk2 cDNA のクローニングと shelk2 遺伝子全長の決定 

Rapid amplification of cDNA ends (RACE)-PCR による shelk2 cDNA のクロー

ニングには、SMART RACE cDNA 増幅キット (Clontech) を使用した。5' RACE-

PCR および 3' RACE-PCR に用いた配列特異的プライマー情報を表 1 に示す。 

ゲノムウォーキング法による shelk2 遺伝子のクローニングには、得られた

shelk2 cDNA 配列に基づいて設計したプライマーを用い(表 1)、マガキのゲノム

DNA (250 ng) を鋳型として GenomeWalker Universal Kit (Clontech) により

shelk2 遺伝子を取得した。配列を決定後、公的データベースに配列情報を登録し

た (GenBank ID: AB474183)。 

 

表 1 各プライマー配列． 

 

 

cDNA cloning (RACE-PCRs)

5'-CTAATGGTCCATACGGTTTGTGATAATAG-3'

5'-CGTCATACTTGGAATAGTGACTATAAGTG-3'

5'-GATCACCCGACCAAGTCCAGTGACAC-3'

5'-GTTCTATAAAAACCAAGCAAAAGACGAC-3'

shelk2 cloning

5'-ATGCTGAAGCTTGTCTCCATCGTTTGCCTT-3'

5'-TTAATAGGTCTTTTTATGTCTGATGCCACC-3'

Southern blotting

5'-GTCATTGGAGGACTCGTCGG-3'

5'-TGGGACTGATCCGAATCCAC-3'
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ゲノムサザンブロッティング 

マガキのゲノム DNA は、3 種類の制限酵素 BamH I、EcoR I および Hind III 

(TOYOBO) で切断したものをそれぞれ用いた。Digoxigenin UTP で標識された

サザンブロッティング用の DNA プローブ は、shelk2 cDNA の部分配列 (231 

bp; 図 3) を基にデザインし、表 1 に示すプライマーおよび alkali-labile DIG-11-

dUTP (Roche) を用いて PCR により調製した。DNA の転写・固定用メンブレン

には Biodyne Plus 0.45 µm (PALL) を用い、DIG High Prime DNA Labeling and 

Detection Starter Kit I (Roche) によりサザンブロッティングを行った。なお、洗

浄条件はキットの標準プロトコルに従った。検出には、CDP-star (GE Healthcare)、

Hi-RENDOL (FUJIFILM) および Hi-RENFIX (FUJIFILM) を用いた。 

 

1.1.2. 結果と考察 

shelk2 の完全長 cDNA 配列は、オープンリーディングフレーム (ORF) が 891 

bp で構成され、想定される Shelk2 タンパク質の演繹アミノ酸配列は 297 残基

であった (図 3)。RACE-PCR およびゲノムウォーキングの結果から、shelk2 の

cDNA はすべて単一のエクソンにマッピングされ、イントロンレスであること

が判明した。 

Shelk2 の一次構造のうち N 末端の 16 残基の配列 (MLKLVSIVCLFACTFA) 

はシグナルペプチドと予想され、これらは分泌シグナルであると考えられた。ま

た、Shelk2 の演繹アミノ酸配列には合計 12 か所の反復ポリアラニン (poly-Ala) 

モチーフが認められた。これらの poly-Ala モチーフは、どれも単独では存在せ

ず、2 つ以上のモチーフ単位で Shelk2 の全体に渡って分布していた。 
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各 poly-Ala モチーフは、GSAn(S) および GXNAn(S) (X = Q, R, none) の 2 群

に大別でき、いずれも 6-10 個の連続したアラニン残基で構成されていた。また

 

 

 

 

図 3. shelk2の cDNA配列および Shelk2 タンパク質の演繹アミノ酸配列 

シグナルペプチドと推定される N 末端の 16 残基のアミノ酸 (1 文字表記) を斜体で示す。

またストップコドンの位置はアスタリスクで示す。矢印で示す配列部分は、ゲノムサザンブロッ

ティングに使用したプライマーの結合部位を表す。 

模式的に表した Shelk2の 1次構造と、その特徴的なモチーフの分布図に示すとおり、合計

12 か所の poly-Ala モチーフが存在し、それらは GSAn(S)と GXNAn(S)の 2 種類に大別でき

る (X＝Q, R, none)。 

1  GAT CAC CCG ACC AAG TCC AGT GAC ACC CAT TCA AAC GAA GAG AAA ATG CTG AAG CTT GTC 

M   L   K   L   V 

61  TCC ATC GTT TGC CTT TTT GCC TGT ACA TTC GCA GGT GAT TAT AAC ACT TAT AGT CAC TAT 

S   I   V   C   L   F   A   C   T   F   A G   D   Y   N   T   Y   S   H   Y  

121  TCC AAG TAT GAC GAC TAT TAT CAC AAA CCG TAT GGA CCA TTA GGT GGA GTC GGT GGA GTA 

S   K   Y   D   D Y   Y H   K   P   Y   G   P   L   G   G V   G   G V  

181  GGC TCA GGA ATT GTT GGC TCT GGT GGT GTC ATT GGA GGA CTC GTC GGT CTG GGT GGT GGA 

G   S   G   I   V   G   S   G   G V   I   G   G L   V   G   L   G   G G

241  TCT GCA ACT GCT AGT GCC GCC GCT GCA GGA AAT AGC GCA GCA GCA GCT GCT GCT GCT GCA 

S   A   T   A   S   A   A A A G   N   S   A   A A A A A A A

301  GCT GGT CGA AAT GCT GCC GCC GCT GCT GCA GCT GCT GTA GGA CAA AAT GCT GCC GCC GCC

A   G   R   N   A   A A A A A A A V   G   Q   N   A   A A A

361  GCT GCA GCT GCC GCC GCT GGA CAA AAT GCT GCT GCC GCC GCT GCT GCT GCA TCT GCA AGT 

A   A A A A A G   Q   N   A   A A A A A A A S   A   S  

421  GGA TTC GGA TCA GTC CCA ACC TTT CCA TAC TAT GGT ACT CCC TAC TAT GGA TTC AAT TTA 

G   F   G   S   V   P   T   F   P   Y   Y G   T   P   Y   Y G   F   N   L  

481  GGA GGA GGA TCA GCT GCT GCC GCC GCT GCT GCT GCA AGC AGT GGC TCA GCT GCC GCC GCT 

G   G G S   A   A A A A A A A S   S G   S   A   A A A

541  GCC GCC GCC GCT GCA TCT GCC AGC GGA CTT GGA TCA TTC CCA ACG TTT CCA TAC TAT GGT 

A   A A A A S   A   S   G   L   G   S   F   P   T   F   P   Y   Y G  

601  GTC CCC TAC TAT GGA TTC AAT CTG GGA GGA GGA TCA GCT GCT GCT GCC GCC GCT GCT GCC 

V   P   Y   Y G   F   N   L   G   G G S   A   A A A A A A A

661  AGT GGT GGT TCT GCT GCT GCC GCT GCT GCT GCA TCT GCC AGT AGA TTT GCA TCA TTC CCC 

S   G   G S   A   A A A A A A S   A   S   R   F   A   S   F   P  

721  TAT TAT TAT GGA AAC CAA GTT AGC TTT CCT TAC TAT GGA TTC AAT CTA GGA GGT GGA TCG 

Y   Y Y G   N   Q   V   S   F   P   Y   Y G   F   N   L   G   G G S  

781  GCT GCT GCA GCC GCC GCT GCC GCT GCT GGA CAA AAT GCT GCC GCT GCC GCC GCC GCC GCC

A   A A A A A A A A G   Q   N   A   A A A A A A A

841  GCT GGA CAA AAC GCC GCT GCT GCC TCC GCT GCT GCT GCA TCC GGA AGT ATA TTC AAC GGA 

A   G   Q   N   A   A A A S   A   A A A S   G   S   I   F   N   G  

901  CCT ATT TTT GGT GGC ATC AGA CAT AAA AAG ACC TAT TAA AGA AAA GTG ACG TCG TCT TTT 

P   I   F   G   G I   R   H   K   K T   Y   *  

961  GCT TGG TTT TTA TAG AAC TTA TAA AAA ATA AAA CTG ATT AAT GCT AAA AAA AAA AAA AAA

1021  AAA AAA AAA AAA
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その連続アラニン配列部分 (An) の一部は他のアミノ酸で置換されている場合

もあり、その多くはセリン (S) やスレオニン (T) であった。さらに、GSAn(S)

モチーフのうち 3 か所には、その N 末端側に PYYGFNLGG という特徴的な別

のモチーフが確認できた。 

マガキのゲノム DNA における shelk2 の存在を確認するため、サザンブロッ

ティングを行った結果、どの制限酵素で切断したゲノム DNA においても少なく

とも 8 本のバンドが得られた (図 4)。このことから、マガキゲノム中には複数

の shelk2 遺伝子またはその相同遺伝子の存在と分布が示唆された。また、マガ

キのゲノム DNA に対しあらためてゲノムウォーキングを行った結果、1-12 塩

基が置換された 7 つの異なる shelk2 様の遺伝子をクローニングすることができ

た (GenBank ID: AB526832–AB526838)。 

 

 

図 4. サザンブロッティングの結果 

 

マガキのゲノム DNA をいずれの制限酵素で切断した場

合にも、複数のバンドが確認された。 
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これまでの報告によると、shelk2 mRNA は外套膜辺縁部に常に発現が認めら

れるほか、貝殻を破損させた場合にはその修復期において経時的に発現量が増

加することが確認されており (沖花, 2006)、マガキにおいて shelk2 遺伝子は常

に一定量以上の発現が必要な遺伝子であると予想されていた。実際、サザンブロ

ッティングの結果および Shelk2 がイントロンレスのタンパク質であるという事

実からも、shelk2 遺伝子および Shelk2 タンパク質がマガキにとって重要な因子

であるという可能性が示唆された。 
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第２節 マガキ Shelk2 タンパク質の相同配列検索 

 

マガキ shelk2 遺伝子の全長が特定され、コードする Shelk2 のタンパク質配列

が判明したことから、データベースを用いて相同性タンパク質を探索すること

とした。 

 

1.2.1. 方法 

データベースによる相同性タンパク質の探索 

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) および初期分岐後生動物のタンパク質

に特化した Compagen (http://compagen.zoologie.uni-kiel.de/) の両ウェブサイト

にて、初期設定の検索条件 (期待閾値 E ≤ 10) でマガキ Shelk2 のタンパク質配

列相同性検索を実施した。対象データベースは利用可能なすべての非冗長タン

パク質データベース (all non-redundant GenBank coding sequence translations, 

RefSeq proteins, PDB, SwissProt, PIR および PRF) とした。また、マガキ Shelk2

の典型的な poly-Ala モチーフについては、protein blast (BLASTP 2.2.26+) およ

び pattern-hit initiated (PHI)-BLAST の両アルゴリズムを用い、アラニン連続配

列長は 8 残基 (A8) として検索を実施した (Altschul et al., 1990, 1997)。 

 

1.2.2. 結果と考察 

マガキにとって Shelk2 は重要なタンパク質だと考えられたが、タンパク質デ

ータベースによる検索では、Shelk2 の全長配列と相同な既知の配列は特に何も

見つからなかった。一方、poly-Ala モチーフによる検索では、クモやガなどの昆

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://compagen.zoologie.uni-kiel.de/
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虫のタンパク質や哺乳動物の HOXA13 などにおいて、アラニンの連続配列の存

在が確認された (表 2)。 

表 2 poly-Alaモチーフを有するタンパク質のデータベース検索結果． 

 

Description Organism Species Protein ID DB Reference

Elastin, Cattle Bos taurus AAA30498 GenBank Cicila et al (1985)

Tropoelastin Human Homo sapiens P15502 Swiss-Prot Indik et al (1987)

Mouse Mus musculus AAA80155 GenBank Wydner et al (1994)

Rat Heterocephalus glaber EHB08298 GenBank Kim et al (2011)

Rattus norvegicus AAA42269 GenBank Pierce et al (1990)

Silk, Bee Bombus terrestris ABW21697 GenBank Sutherland et al (2007)

Fibroin, Hornet Vespa simillima xanthoptera BAF95003 GenBank Sezutsu et al (2007)

Spidroin Moth Actias selene ADA59934 GenBank Cao et al (Unpublished)

Antheraea mylitta AAN28165 GenBank Datta et al (2001)

Antheraea pernyi AAC32606 GenBank Sezutsu and Yukuhiro (2000)

Cricula trifenestrata AEC46903 GenBank Suriana et al (2011)

Hepialus californicus ADE58103 GenBank Collin et al (Unpublished)

Rhodinia fugax BAG84270 GenBank Sezutsu et al (2008)

Spider Araneus diadematus AAC47009 GenBank Guerette et al (1996)

Araneus ventricosus AEV46833 GenBank Lee et al (Unpublished)

Argiope amoena AAR13812 GenBank Pan et al (Unpublished)

Argiope aurantia AAK30591 GenBank Gatesy et al (2001)

Argiope trifasciata AAK30595 GenBank Gatesy et al (2001)

Avicularia juruensis ACF71408 GenBank Bittencourt et al (Unpublished)

Bothriocyrtum californicum ABW80566 GenBank Garb et al (2007)

Deinopis spinosa ABD61593 GenBank Garb et al (2006)

Diguetia canities ADM14315 GenBank Garb et al (2010)

Dolomedes tenebrosus AAK30599 GenBank Gatesy et al (2001)

Euagrus chisoseus AAK30600 GenBank Gatesy et al (2001)

Euprosthenops australis CAJ00428 GenBank Stark et al (2007)

Gasteracantha cancriformis AAK30601 GenBank Gatesy et al (2001)

Latrodectus geometricus AAK30602 GenBank Gatesy et al (2001)

Latrodectus hesperus AAY28936 GenBank Garb and Hayashi (2005)

Nephila clavata AAL32472 GenBank Ma et al (Unpublished)

Nephila clavipes P46804 Swiss-Prot Hinman and Lewis (1992)

Nephila inaurata madagascariensis AAK30607 GenBank Gatesy et al (2001)

Nephila senegalensis AAK30608 GenBank Gatesy et al (2001)

Nephilengys cruentata ABR37275 GenBank Bittencourt et al (2007)

Plectreurys tristis AAK30610 GenBank Gatesy et al (2001)

Tetragnatha kauaiensis AAK30614 GenBank Gatesy et al (2001)

Uloborus diversus ABD61596 GenBank Garb et al (2006)

HOXA13 Cat Felis catus AAD54640 GenBank Mortlock et al (2000)

Dog Canis lupus familiaris AAD54641 GenBank Mortlock et al (2000)

Echidna Tachyglossus aculeatus ABR32178 GenBank Lehoczky and Innis (2008)

Human Homo sapiens AAC50993 GenBank Mortlock and Innis (1997)

Opossum Monodelphis domestica AAD54642 GenBank Mortlock et al (2000)

Peroxidase Cuttlefish Euprymna scolopes AAA16244 GenBank Tomarev et al (1993)

Sepia officinalis CAA72331 GenBank Gesualdo et al (1997)

MSI60 Pearl oyster Pinctada fucata BAA20466 GenBank Sudo et al (1997)
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序章でも述べたように、先行研究において Shelk2 との類似性が予想されてい

た L. geometricus (ゴケグモの一種) の dragline silk タンパク質や (Gatesy et al., 

2001)、Antheraea pernyi (ヤママユガ科サクサン) のフィブロイン (Sezutsu and 

Yukihiro, 2000) も poly-Ala モチーフとの相同性検索でヒットすることから、こ

れらのタンパク質との類似性は主に poly-Ala モチーフの存在と相同性によるも

のと考えられた。これら検索結果で見つかった対象の poly-Ala モチーフの多く

は、Shelk2 に見られる 6-10 残基よりも多いアラニンを有している一方で、poly-

Ala モチーフの長さが Shelk2 に最も類似するものは、ジョロウグモの一種であ

る N. clavipes の Spidroin2 (GenBank ID: M92913) であることが判明した (図 5)。 

軟体動物における poly-Ala 配列は他に、アコヤガイ (Pinctada fucata) のタン

パク質である MSI60 に存在が確認された (Sudo et al., 1997)。MSI60 と Shelk2

のアミノ酸配列の相同性は高くはないものの、MSI60 の分子内にも計 13 か所の

poly-Ala モチーフ様の配列が認められた。そのうち 4 つは Shelk2 にも存在する

GSAn(S)モチーフと類似したものだったが、Shelk2 で見つかった GXNAn(S) (X = 

Q, R, none) というモチーフと類似したものは MSI60 には見つからなかった。

また、各 poly-Ala モチーフ内で連続するアラニンの数も、MSI60 では 9-13 個と

Shelk2 の 6-10 個よりも多いことから、MSI60 と Shelk2 の poly-Ala モチーフはそ

れぞれ異なる機能を有している可能性も考えられる。 
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図 5. Shelk2 と Spidroin2の poly-Alaモチーフを含む部位のアライメント比較 

N. clavipes (ジョロウグモの一種) の Spidroin2（GenBank ID: M92913）と、マガキの

Shelk2 とのアライメント結果を示す。poly-Ala モチーフの長さが両者でほぼ一致する箇所を複

数確認できた。 

 

Spidroin2  348 GPGSASAAAAAAGPGQQGPGGYGPGQQGPSGPGSASAAAAAAAAGPGGY
(M92913) * *** ******                    *** *******

Shelk2     146 GGGSAAAAAAAASS------------------GSAAAAAAAAASAS---

Spidroin2  397 GPGQQGPGGYAPGQQGPSGPGSASAAAAAAAAGPGGYGPGQQGPGGYAP

* *      *          *  *********                 

Shelk2     174 GLGSFPTFPYYGVPYYGFNLGGGSAAAAAAAASG---------------

Spidroin2  446 GQQGPSGPGSAAAAAAAAAGPGGYGPAQQ

********* *      *   

Shelk2     208 --------GSAAAAAAASASRFASFPYYY
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第 3 節 Shelk1 および Shelk2 の一次構造比較 

 

図 6 に、Takagi (2007) により解析された Shelk1 の一次構造と、本研究により

新たに同定した Shelk2 の一次構造を模式的に比較する。 

Shelk1 と Shelk2 は、共にイントロンレスの遺伝子に基づくタンパク質である

点、分泌シグナルと想定されるシグナル配列を N 末端に保有する点、それぞれ

特徴的なモチーフを持ちそれらがクモ糸構成タンパク質との相同性に寄与して

いる点で共通していた。また、両クモ糸相同タンパク質において、それぞれに特

徴的なモチーフ構造は、Shelk1 では GPGGY と GSGPY、Shelk2 では GSAn(S)と

GXNAn(S) (X = Q, R, none) というように、僅かな配列の違いで 2 群ずつに分類

できるという点でも類似していた。 

  

 

 

 

図 6. マガキ Shelk1 と Shelk2の一次構造比較 

両者に特徴的なモチーフ構造を、それぞれの一次構造の模式図中に示した。 
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Shelk1、Shelk2 共に上記とは別の特徴的なモチーフを含む 20 残基のアミノ酸

の繰り返し配列が、いずれも分子内に 3 か所確認されたという点も興味深い。

これら 20 残基の分子内 3 回繰り返し配列に着目した Shelk1、Shelk2 それぞれの

分子進化的な解析検討は、本研究と同時期に行われた研究において既に実施さ

れ、分子内でどの順番に遺伝子複製が起きた可能性が高いのか考察されている 

(竹尾, 2007; 上田, 2010)。また、クモ糸タンパク質に見られるモチーフ構造との

比較により、軟体動物のマガキと節足動物のクモという離れた動物門の生物間

で収斂的に進化しそれぞれで獲得したものだと結論付けられている。 

一方で、両タンパク質で異なる点としては、Shelk1 はクモ糸タンパク質と相同

性の高い領域が「シルクドメイン」と名付けられた 124-225 残基の位置に集中し

ているのに対し (Takagi, 2007)、Shelk2 ではクモ糸タンパク質と相同な poly-Ala

モチーフが配列のほぼ全体に渡って存在することが挙げられる。また、Shelk1 の

GPGGY または GSGPY モチーフは 1 か所を除いてそれぞれ独立して分布してい

るのに対し、Shelk2 の各 poly-Ala モチーフは最低 2 つ以上が隣接して存在する

という違いも認められた。 

さらに異なる点として、Shelk1 の内部にはシルクドメインを中心にアスパラ

ギン酸 (D) やグルタミン酸 (E) といった酸性官能基を側鎖に持つアミノ酸が

分子内に点在し、おそらくそれらの酸性アミノ酸が Ca2+イオンと相互作用する

ことで炭酸カルシウム結晶形成に影響していると考えられているが (Takagi, 

2007)、一方で Shelk2 は酸性アミノ酸に乏しくアスパラギン酸が N 末端側付近

の領域に僅か 3 残基存在するのみであった (図 3)。 
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これらの事実から、Shelk1 と Shelk2 はそれぞれ別々の機能を有しているもの

と予想された。Shelk1 に類似したクモ糸タンパク質である flagelliform silk と、

Shelk2 に類似したクモ糸タンパク質である dragline silk とが、それぞれクモの巣

における横糸とクモの牽引糸という別々の役割を担っているのと同様に、Shelk1

と Shelk2 が貝殻 (稜柱層) の形成において異なる機能を担っている可能性が考

えられた。 
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第２章 マガキ近縁種におけるクモ糸相同タンパク質の探索 

 

現在知られている牡蠣は世界中に60種以上あり、その43種以上がOstrea属、

Crassostrea 属、Saccostrea 属のいずれかに分類されている（飯塚と荒西, 2008）。

マガキとイワガキ (Crassostrea nippona) は、共に日本の漁業と文化において特

に重要であるが、どちらも Crassostrea 属に分類される種である。マガキは、北

極圏と南極圏を除く河口を含む沿岸地域に世界的に広く分布しているのに対し 

(Matthiessen, 2000)、イワガキは日本近海で潮間帯より深い岩礁に着生して生息

することが確認されているのみで、他の地域での報告例は見られない。 

前章で述べたとおり、Shelk2 の相同タンパク質のデータベース検索を行った

ものの何も見つからなかった。序論でも触れたとおり、貝殻形成に関わる有機マ

トリックスだと考えられているタンパク質の多くは生物種間で配列が殆ど保存

されておらず、一部を除き相同の遺伝子やタンパク質が見つかっていないとい

う事実を踏まえると、この結果は妥当なのかもしれない。しかしながら一方で、

shelk1 は先行研究によりマガキの近縁種であるイワガキでも相同遺伝子が報告

されている (竹尾, 2007)。そのため、イワガキや他のマガキ近縁種であれば

shelk2 の相同遺伝子も見つかることを期待し、マガキと同じ Crassostrea 属の近

縁種を対象に shelk2 の探索を行った。 
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第１節 マガキ近縁種における shelk2 遺伝子のクローニング 

 

2.1.1. 材料と方法 

マガキ shelk2 の cDNA がイントロンレスであることから、マガキ shelk2 の

ORF 全長のクローニングが可能なプライマーを用いることで、マガキ近縁種の

ゲノム DNA から shelk2 遺伝子が見つかることを期待し、マガキ shelk2 遺伝子

の全長プライマー (shelk2 のクローニングに用いたものと同じもの／表 1 参照) 

を用いて近縁種のゲノム DNA に対し PCR を行うこととした。 

マガキおよびイワガキのゲノム DNA は、先行研究において調製され保存され

ていたサンプルをそのまま用いた (Takagi, 2007; 竹尾, 2007）。バージニアカキ

（Crassostrea virginica）は市場で購入し、シカメガキ（Crassostrea sikamea）は

熊本県水産研究センターの荒木氏から稚貝を提供いただき、それぞれ実験に供

した。シカメガキとバージニアカキのゲノム DNA は、先行研究に倣い抽出した 

(Asahida et al., 1996)。 

各マガキ近縁種由来の shelk2 遺伝子を得た後、外部サービス (Fasmac) を利

用して遺伝子配列情報の決定を行った。 

 

2.1.2. 結果と考察 

シカメガキの shelk2 遺伝子と予想される ORF 領域の長さは、マガキとほぼ

同じ長さの 897 bp であり、またイワガキおよびバージニアカキの予想される

ORF 領域の長さも非常に類似しており、それぞれ 984 bp と 981 bp であった。 

得られた各 shelk2 遺伝子の情報から、マガキとその近縁種での演繹アミノ酸
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配列をアライメントしたものを図 7、またそれぞれの一次構造と Shelk2 に特徴

的な poly-Ala モチーフの分布を模式的に図 8 に示す。マガキとシカメガキの

Shelk2 は、全長のみならず一次構造も類似しており、またイワガキとバージニ

アカキの配列同士も同様に類似していた。この結果から、いずれの種の Shelk2

もマガキと同様にイントロンレスである蓋然性が高い。 

 

 

図 7. マガキ近縁種間での shelk2遺伝子の演繹アミノ酸配列比較 

Crassostrea属のマガキ近縁種間における Shelk2 のアライメント比較結果を示す。Shelk2

の一次構造は、マガキとシカメガキの間、およびイワガキとバージニアカキの間で、それぞれ

非常に類似していた。 

 

CCCCCCC

CCCCCCC

CCCCCCC

マガキ
シカメガキ
イワガキ
バージニアカキ
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各 poly-Ala モチーフ部分における特徴として、モチーフの数の違いには近縁

種間で差があるものの、モチーフ内部にはアミノ酸置換の変異が非常に少ない

ことが分かった。逆に、poly-Ala モチーフ構造ではない部分には相対的にアミノ

酸が置換される変異が多く認められた。このことから、Shelk2 タンパク質にと

って poly-Ala モチーフの保存と維持が特に重要であると推察された。 

さらに詳細な情報を得るために、各マガキ近縁種の Shelk2 の poly-Ala モチー

フに用いられているすべてのアラニン残基のコドン使用頻度を比較した (表 3)。

アラニンは GCT、GCC、GCA、GCG の 4 種類のコドンによりコードされるが、

各マガキ近縁種の Shelk2 における poly-Ala モチーフでは生物種によらず GCT

の使用頻度がおよそ半分を占めていた。一方で、GCG コドンはマガキとシカメ

ガキの poly-Ala モチーフでは全く用いられておらず、イワガキとバージニアカ

キでも 1 か所でしか使用されていなかった。 

図 7 および表 3 からも明らかなように、イワガキとバージニアカキの poly-

 

 

 

図 8. マガキ近縁種間での Shelk2 タンパク質の一次構造比較 

Crassostrea属のマガキ近縁種間における Shelk2の一次構造比較した模式図。 
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Ala モチーフを比較した際、イワガキに 1 か所のアラニンの挿入が認められるの

みで他はすべて相同であるが、マガキとシカメガキ poly-Ala モチーフ内のアラ

ニンのコドンには多くの変異が入っていることが分かる。このことからも、やは

り Shelk2にとっては poly-Alaモチーフ中のアラニンのアミノ酸置換は好ましく

なく、アミノ酸変化を伴わない変異のみが許容されていると考えられる。 

 

表 3 マガキ近縁種 Shelk2の各 poly-Alaモチーフに含まれるアラニンのコドン． 

 

C. gigas Ala C. sikamea Ala

num. GCT GCC GCA GCG num. GCT GCC GCA GCG

GSATASAAAA 6 2 2 2 0 GSAAASAAAA 7 3 2 2 0

GNSAAAAAAAAA 9 5 0 4 0 GNSAAAAAAAAA 9 5 0 4 0

GRNAAAAAAAA 8 5 2 1 0 GRNAAAAAAAA 8 5 2 1 0

GQNAAAAAAAAAA 10 4 5 1 0 GQNAAAAAAAAAA 10 3 6 1 0

GQNAAAAAAAASA 9 5 2 2 0 GQNAAAAAAAASA 9 5 2 2 0

GSAAAAAAAAS 8 5 2 1 0 GSAAAAAAAAS 8 6 1 1 0

GSAAAAAAAAASA 10 3 6 1 0 GSAAAAAAAAASA 10 3 6 1 0

GSAAAAAAAA 8 5 3 0 0 GSAAAAAAAA 8 5 3 0 0

GSAAAAAAASA 8 5 2 1 0 GSAAAAAAAAASA 10 7 2 1 0

GSAAAAAAAAA 9 5 3 1 0 GSAAAAAAAAA 9 5 3 1 0

GQNAAAAAAAAA 9 3 6 0 0 GQNAAAAAAAAA 9 4 5 0 0

GQNAAAASAAAA 8 5 2 1 0 GQNAAAASAAAA 8 5 2 1 0

Average 8.5 4.3 2.9 1.3 0.0 Average 8.8 4.7 2.8 1.3 0.0

Frequency 0.51 0.34 0.15 0.00 Frequency 0.53 0.32 0.14 0.00

C. nippona Ala C. virginica Ala

num. GCT GCC GCA GCG num. GCT GCC GCA GCG

GSAAASAAA 6 3 2 1 0 GSAAASAAA 6 3 2 1 0

GNSAAAAAAAAA 9 5 1 3 0 GNSAAAAAAAAA 9 5 1 3 0

GQNAAAAAAAAA 9 6 2 1 0 GQNAAAAAAAAA 9 6 2 1 0

GQNAAAAAAAAA 9 3 4 1 1 GQNAAAAAAAAA 9 3 4 1 1

GRNAAAAAAAA 8 5 0 3 0 GRNAAAAAAAA 8 5 0 3 0

GQNAAAAAAAAA 9 3 5 1 0 GQNAAAAAAAAA 9 3 5 1 0

GRNAAAAAAAASA 9 4 2 3 0 GQNAAAAAAAASA 9 4 2 3 0

GSAAAAAAAAA 9 5 3 1 0 GSAAAAAAAAA 8 5 2 1 0

GSAAAAAAAAASA 10 4 5 1 0 GSAAAAAAAAASA 10 4 5 1 0

GSAAAAAAAAA 9 4 4 0 1 GSAAAAAAAAA 9 4 4 0 1

GSAAAAAAAAA 9 5 4 0 0 GSAAAAAAAAA 9 5 4 0 0

GSAAAAAAAASA 9 4 4 1 0 GSAAAAAAAASA 9 4 4 1 0

GSAAAAAAAAA 9 5 4 0 0 GSAAAAAAAAA 9 5 4 0 0

GQNAAAASAAAA 8 5 2 1 0 GQNAAAASAAAA 8 5 2 1 0

Average 8.7 4.4 3.0 1.2 0.1 Average 8.6 4.4 2.9 1.2 0.1

Frequency 0.50 0.34 0.14 0.02 Frequency 0.50 0.34 0.14 0.02

Ala codons Ala codons

Ala codons Ala codons
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第 2節 クモ糸相同タンパク質と貝殻構造の関連性 

 

Shelk1 は、既に先行研究によりイワガキにも存在することが確認されている

が、マガキ Shelk1 で見られた GSGPY モチーフはイワガキ Shelk1 では確認さ

れず、また GPGPY モチーフも減少し、シルクドメイン全体ではクモ糸タンパ

ク質に類似したモチーフが半減することが判明している (竹尾, 2007)。また、

本章第 1 節で述べたように、Shelk2 にとって poly-Ala モチーフの保存・維持が

重要であることが示唆された一方で、マガキとイワガキの poly-Ala モチーフの

数と分布は大きく異なっていた。 

  

 

 

 

図 9. マガキとイワガキにおける Shelk1 と Shelk2の一次構造比較 

それぞれのタンパク質に特徴的なモチーフ構造を図中に示した。 
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マガキとイワガキの Shelk1 と Shelk2 の一次構造および特徴的なモチーフの

情報を図9に模式的に示す。クモ糸タンパク質の持つモチーフに類似したShelk1

または Shelk2 に特徴的な各モチーフ構造の数や分布の差が、わずかな違いとな

ってマガキとイワガキの貝殻形成に影響し、それが両者の貝殻の形状や物理特

性に反映されている可能性を考慮し、まずマガキとイワガキの貝殻 (特に稜柱

層) の構造や物理特性に差が見られないか検討した。 

 

2.2.1. 材料と方法 

市販のマガキおよびイワガキを各 15 個体ずつ購入し、それぞれの貝殻を右殻

と左殻に分けた上で、それぞれの空気中および水中での重さを SANKO 500-g 

バネ式手秤 (三光精衡所) で秤量した。貝殻の比重は以下の計算式により求めた。

なお、水の密度は 1.0 g/mL として計算した。 

 

比重  =  
貝殻の質量

貝殻の体積と同じ量の水の質量
 =  

空気中での重量

空気中での重量 − 水中での重量
 

 

秤量したマガキとイワガキの左右の殻は、ダイヤモンドカッターを有する岩

石切断機 Bench Saws 8L (ニチカ) により切断し、走査型電子顕微鏡 (SEM) で

の観察に用いた。各貝殻断面の SEM 観察は Miniscope TM3000 (日立ハイテク

ノロジーズ) により行った。 
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2.2.2. 結果と考察 

マガキおよびイワガキの左右の殻の比重を比較した結果、マガキは左殻の比

重が 1.59 ± 0.12、右殻が 1.68 ± 0.11、イワガキは左殻の比重が 1.56 ± 0.15、右

殻が 2.02 ± 0.12 となり、興味深いことにイワガキの右殻のみ他と比べて有意に

比重が大きかった (図 10)。 

この結果は予想していなかったが、おそらくは生息環境の違いが影響してい

るものと考えられる。すなわち、マガキは主に泥地の上に生息しているため、泥

に埋もれないよう貝殻全体を軽くする必要があると考えられる。一方、イワガキ

は岩礁や沖合に生息するため、波に流されないようにマガキとは逆に貝殻が重

くなるように進化したものと考えられる。マガキもイワガキも左殻は他の貝殻

 
 

図 10. マガキおよびイワガキの左右の貝殻の比重測定結果 

イワガキの右殻は、左殻や、マガキの左右の貝殻と比較し比重が有意に大きかった。グラフ

は各 15個体で試験した結果。 

 



第２章 マガキ近縁種におけるクモ糸相同タンパク質の探索 

27 

や岩礁などに固定し生息するため、固定化される左殻よりも蓋の役割を兼ねる

右殻の重量を制御する必要性が生じ、イワガキでは右殻の比重が他と比べて大

きくなったのではないかと予想される。 

  

 

 

 

図 11. マガキおよびイワガキの右殻断面の SEM観察結果 

イワガキの稜柱層とチョーク層は共に、マガキと比較し密な構造であることが観察された。ス

ケールバーは 100 µm を表す。 

 

Bar: 100 μm

マガキ：チョーク層

イワガキ：稜柱層マガキ：稜柱層

イワガキ：チョーク層
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マガキとイワガキの左右の貝殻断面の SEM 観察の結果、それぞれの左殻同士

に顕著な差は見られなかったが、右殻では明らかにイワガキの方がマガキより

も密な構造が観察された。それらは稜柱層とチョーク層において顕著であり、特

に稜柱層はイワガキの方が個々の稜柱が細く、数が多かった (図 11)。 

Shelk1 も Shelk2 も、外套膜辺縁部に発現する遺伝子がコードするタンパク質

であるため、どちらも稜柱層形成に関わっている可能性が高い。比重測定と SEM

観察の結果から、マガキとイワガキの右殻の物理特性の差に稜柱層の構造の違

いが少なからず影響していることは明らかであり、この違いにマガキとイワガ

キにおける Shelk1 や Shelk2 の機能の差が影響しているのかもしれない。もち

ろん、貝殻形成に関わる他の有機基質がより強く影響していることも考えられ

るため一概には言い切れないが、非常に近縁な 2 つの生物種で見つかった相同

タンパク質の僅かな構造と機能の違いが、このような近縁種間の貝殻の物理特

性の差に影響している可能性は十分に考えられる。 

 



29 

第３章 二種類のクモ糸相同タンパク質の機能解析 

 

クモ糸相同タンパク質 Shelk1 および Shelk2 の有無または増減が貝殻形成に

どのような影響を与えるのかを直接的に調べるために、貝殻の一部を人為的に

損傷させた状態でマガキの shelk1、shelk2 遺伝子発現をそれぞれノックダウン

し、貝殻形成への影響を SEM 観察により確認した。 

 

3.1. 材料と方法 

市販のマガキ成体 (殻長 5-7 cm、殻高 7-11 cm) は、実験に使用する前に人

工海水で 1 日間馴化した。なお、二枚貝を用いた RNA 干渉 (RNAi) 実験の手

法は先行研究を参照した (Suzuki et al., 2009; Funabara et al., 2014)。 

 

RNAi 実験用の二本鎖 RNA (dsRNA) の調製 

shelk1 および shelk2 それぞれの全長 dsRNA 合成、並びに対照実験用となる

マガキとは無関係な緑色蛍光タンパク質 (EGFP) の遺伝子 (以下、本論文では

EGFP と記載) の全長 dsRNA 合成には、T7 RiboMAX Express RNAi System 

(Promega) を使用した。dsRNA 合成用の PCR プライマーは、マガキ shelk1 お

よび shelk2 の cDNA 配列と、EGFP の配列に基づいて設計した (表 4)。また、

それぞれの dsRNA 合成用の鋳型となる各二本鎖 DNA (dsDNA) は、shelk1、

shelk2 および EGFP の各遺伝子を TaKaRa Ex Taq DNA Polymerase (TaKaRa) 

または PrimeSTAR GXL DNA Polymerase (TaKaRa) を用いて PCR で増幅さ

せ、それぞれの PCR 産物を予め pTAC-2 プラスミドベクター (BioDynamics 
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Laboratory) にクローニングし調製したものを用いた。なお、PCR には、サーマ

ルサイクラーT-Gradient Thermoblock (Biometra) を主に用いた。 

 

マガキ成体を用いた RNAi による遺伝子ノックダウン 

shelk1 および shelk2 遺伝子をノックダウンするため、調製した各 dsRNA (10 

µg または 30 µg) を溶解させた PBS 溶液 (200 µL) 用意した。対照実験用の

EGFP dsRNA は、PBS 200 µL に対し 30 µg 溶解させたものを用いた。マガキの

殻の閉殻筋の近くの腹側部分をニッパーにより約 3 cm の幅で切断し、その切断

部位から注射針を差し込み、閉殻筋内に準備した各濃度の dsRNA の PBS 溶液

を注射した。例外的に 1 個体だけ、ニッパーで貝殻を切断しただけのものも準

表 4 RNAi実験用の dsRNA調製および qPCRに用いたプライマー． 

 

shelk1 dsRNA synthesis

S1-201 Fw 5'-ATGTCGTTACTGTGGTTCTGTG-3'

S1-202 Rv 5'-TTATTGGTAGGTGGTCACTGTG-3'

T7 S1-203 Fw 5'-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGATGTCGTTACTGTGGTTC-3'

T7 S1-206 Rv 5'-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGTTATTGGTAGGTGGTCACTGTGGG-3'

shelk2 dsRNA synthesis

S2-101 Fw 5'-ATGCTGAAGCTTGTCTCCATCGTTTGCCTT-3'

S2-102 Rv 5'-TTAATAGGTCTTTTTATGTCTGATGCCACC-3'

T7 S2-117 Fw 5'-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGATGCTGAAGCTTGTCTCC-3'

T7 S2-121 Rv 5'-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGTTAATAGGTCTTTTTATGTCTGATGCC-3'

EGFP dsRNA synthesis

EGFP-903 Fw 5'-ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG-3'

EGFP-904 Rv 5'-TTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC-3'

T7 EGFP-901 Fw 5'-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGATGGTGAGCAAGGGCGAG-3'

T7 EGFP-902 Rv 5'-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGTTACTTGTACAGCTCGTC-3'

S1-681 Fw 5'-TGGGCTAAGTGGATCTGGAC-3'

S1-835 Rv 5'-GACCACCGAAATCACCAAAC-3'

S2-126 Fw 5'-CTCCATCGTTTGCCTTTTTG-3'

S2-127 Rv 5'-AGTCCTCCAATGACACCACC-3'

Cg_EF1a-802 Fw 5'-AAGTCTTGGAAGAGGCACCA-3'

Cg_EF1a-803 Rv 5'-CAGCCTTCTCAACCTCCTTG-3'

qPCR analysis
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備した。なお、ノックダウン実験に用いたマガキ成体は dsRNA 溶液 1 種類あた

り対照実験用のものは 3 個体、shelk1 用には 2 個体ずつ、shelk2 用には 10 個体

ずつを用いた。処置したマガキは直ちに人工海水中に戻し、無給餌の状態で 7 日

間飼育した。その後、新たに再生した貝殻原器と外套膜を回収し (図 12)、それ

ぞれ定量 PCR (qPCR) 実験と SEM 観察に供した。 

 

新生貝殻原器の SEM 観察 

新生した貝殻原器の SEM 観察には、第 2 章と同様に Miniscope TM3000 を

用い、2 種類の倍率 (500 倍および 2,000 倍) で観察した。 

 

外套膜組織での shelk1 および shelk2 mRNA 発現量の確認 

Handy Sonic UR-20P (トミー精工) を用いてサンプリングした外套膜組織を

 

 
 

図 12. マガキ成体を用いた遺伝子ノックダウン実験の手技 

閉殻筋近くの貝殻をニッパーで切断し、調製した遺伝子ノックダウン用の dsRNA 溶液を閉

殻筋に注射した（Day 0）。人工海水中で１週間飼育後、貝殻切断部付近に確認できる新生貝

殻原器（矢じり部分）および外套膜組織を回収した。 

 



第３章 二種類のクモ糸相同タンパク質の機能解析 

32 

ホモジナイズした後、Sepasol-RNA I Super G (ナカライテスク) を用いて total 

RNA を抽出した。PrimeScript RT Reagent Kit (TaKaRa) および gDNA Eraser 

(TaKaRa) を使用し、逆転写反応および 1 本差 cDNA の合成を行った。qPCR

用のプライマーは、shelk1、shelk2 および内部標準として用いたマガキの伸長因

子 EF-1α (GenBank ID: AB122066) の配列に基づいて設計した (表 4)。qPCR

反応には、KOD SYBR qPCR Mix (TOYOBO) を使用し、StepOnePlus Real 

Time PCR System (Life Technologies Japan) を用いた比較 Ct 法 (ΔΔCt 法) を

使用した。 

 

3.2. 結果と考察 

 

新生貝殻原器の稜柱層部位の SEM 観察結果 

新生貝殻原器の稜柱層部位 (より正確には、これから炭酸カルシウム結晶が

沈着して稜柱層となる部分だが、特に断りのない限り本論文では以降も同様に

表記する) の SEM 観察結果を以下に示す。 

貝殻を切断し何も注射しなかった場合（Natural）の 500 倍観察像では、偶然

にも稜柱層の最先端部分が形成されつつある様子が観察できた (図 13 a)。すな

わち、図 13 a において視野の左下が最先端部で、最も新しく稜柱の初期構造が

形成されている部位であり、視野の右上付近は少し時間が経過して稜柱断面が

成長し隣接する稜柱にまで達した状態が観察できた。視野の左下から右上にか

けて、稜柱同士の隙間を埋めるように徐々に成長し稜柱が太く「成熟」していく

ものと思われる (図 13 b は図 13 a の視野の左下部分を拡大したもの)。 
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対照として、マガキの遺伝子とは無関係な EGFP 遺伝子の dsRNA を注射し

た場合 (Control) では、Natural と同様に正常な稜柱が新たに形成されたと考え

られる (図 13 c, d)。 

一方、shelk1 および shelk2 の dsRNA を閉殻筋に注射した場合、初期の稜柱

の観察結果は対照実験の結果と比較して著しく異なった (図 14, 15)。いずれも

遺伝子ノックダウンが成功した結果だと考えられるが、まずは shelk1 のノック

ダウンの効果について詳述する。 

 

 

 

図 13. 初期稜柱形成部位の SEM観察像｜RNAi対照実験の結果 

貝殻を切断したのみで閉殻筋には何も注射しなかった場合（a, b）と、対照実験用にマガキ

の遺伝子とは無関係な EGFP 遺伝子の dsRNA を閉殻筋に注射した場合（c, d）のそれぞれ

における、初期稜柱層形成部位の 500倍および 2,000倍での SEM観察結果。スケールバー

はいずれも 30 µm。 

 

x 500 x 2,000

Natural

Control

EGFP dsRNA

(30 μg)

Bar: 30 μm

a b

c d
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図 14. shelk1遺伝子ノックダウン後の稜柱層形成部位の SEM観察像 

shelk1遺伝子ノックダウンによる稜柱層形成部位への影響の SEM観察像。対照実験の結

果の SEM画像は、図 13 c, d と同一のもの。スケールバーはいずれも 30 µm。 

 

x 500 x 2,000

shelk1 dsRNA (30 μg)

c d

e f

Bar: 30 μm

x 500 x 2,000

EGFP dsRNA (30 μg): Control
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shelk1 遺伝子をノックダウンした場合には、初期稜柱の形状が対照と比べて

大きく変化した。具体的には、稜柱の一部で角がとれて丸みを帯び、その結果と

して正常な稜柱形成時のように稜柱同士が密に接することが出来ていない様子

が観察された (図 14 e, f)。また、稜柱の断面積も対照と比較して大小様々なも

のが形成されている様子が観察された。さらに、稜柱の上面部分の粗さも対照よ

り増しているようにも観察された。先行研究において、貝殻を酸で脱灰し、金コ

ロイド粒子で標識した抗 Shelk1 抗体による免疫電子顕微鏡法の結果、Shelk1 は

稜柱を取り囲むように分布していることが報告されているが (竹村, 2008)、遺

伝子ノックダウンにより Shelk1 の発現が抑制された結果、稜柱の成長制御に支

障が出て大きくなりすぎる稜柱が形成された可能性が考えられる。また、その結

果として相対的に大きく成長できずに稜柱断面が小さいままの稜柱が観察され

たのかもしれない。 

一方、shelk2 のノックダウンの結果としては、各稜柱の初期構造の断面が対照

実験の結果と比較して著しく小さくなった (図 15)。その断面積の縮小度合は注

射した dsRNA の量に依存するようで、10 µg よりも 30 µg の場合の方がより断

面が小さくなる明らかな傾向が確認できた (図 15 g, h, i, j)。加えて、shelk1 の

場合と同様に稜柱の初期構造の断面は丸みを帯び、その結果として稜柱同士が

密に接することが出来ていない様子が観察された。しかしながら、shelk1 のノッ

クダウンでは一部の初期稜柱構造にその影響が確認できたのに対し、shelk2 の

ノックダウンでは稜柱層の全体に渡って影響し稜柱の断面が小さくなるという

結果が観察された。 
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図 15. Shelk2遺伝子ノックダウン後の稜柱層形成部位の SEM観察像 

shelk2遺伝子ノックダウンによる稜柱層形成部位への影響の SEM観察像。対照実験の結

果は、図 13 c, d と同一のもの。スケールバーはいずれも 30 µm。 

 

c d

x 500 x 2,000

EGFP dsRNA (30 μg): Control

shelk2 dsRNA (10 μg)

g

x 500 x 2,000

h

Bar: 30 μm

shelk2 dsRNA (30 μg)

i

x 500 x 2,000

j
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外套膜組織での shelk1 および shelk2 mRNA 発現量の定量 

ノックダウン実験の結果、稜柱層形成のフェノタイプに影響が見られたこと

から、実験そのものは成功したと考えられるが、念のため外套膜組織における

shelk1、shelk2 の mRNA 発現量についても qPCR により検討した。 

遺伝子ノックダウンの結果、shelk1 をノックダウンした個体群の外套膜では

いずれも、shelk1 mRNA の発現量が減少していたが、投与した dsRNA の量依

存性があるかどうかは確認できなかった (図 16)。今回、shelk1 のノックダウン

実験は 2 個体ずつの結果であるため考察は難しいが、さらに詳細に追試するこ

とで量依存性の有無についても判明する可能性はあると思われる。 

  

 

 

 

図 16. shelk1遺伝子ノックダウン後の qPCRの結果 

RNAi実験での遺伝子ノックダウンにより、外套膜における shelk1 mRNAの発現量の減少

が確認できた。dsRNAの投与量依存性は確認できなかった。 
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一方で、shelk2 をノックダウンした個体群の外套膜では、予想に反していずれ

も shelk2 mRNA の量が極端に増加していた (図 17)。 

個体差はあるものの、対照実験である EGFP の遺伝子の dsRNA を注射した

場合の shelk2 mRNA と比較し、驚くべきことに多いものでは 100 倍以上も

mRNA の発現量が増加していた。一般的には、ノックダウン実験が成功した場

合は標的遺伝子の mRNA 発現量は減少すると考えられる。アコヤガイのタンパ

ク質である Pif や Nacrein のノックダウン実験でも、本研究と同じくノックダウ

ン用の dsRNA を投与後 7-8 日後の組織で確認しているが、対象遺伝子の mRNA

 

 
 

図 17. shelk2遺伝子ノックダウン後の qPCRの結果 

RNAi実験での遺伝子ノックダウンにより、外套膜における shelk2遺伝子の発現は、予想に

反しどの個体でも大幅に増加し、多いものでは数百倍に及ぶものも見られた。横軸は個体識

別番号。 
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発現量は減少していた (Suzuki et al., 2009; Funabara et al., 2014)。実際、shelk1

も mRNA 発現量は減少していることから、実験操作上のミスではないと考えら

れ、おそらく shelk2 mRNA の発現量も一般的なノックダウン実験のように一度

は減少し、その後に過剰発現された可能性が考えられる。しかしながら、dsRNA

注射の数日後や、あるいは注射数時間後の組織での mRNA の発現量の確認はで

きていない。 

このような結果となった理由として、Shelk2 がヒストンなどの重要タンパク

質と同じくイントロンレスである点や、サザンブロッティングの結果から判明

したマルチコピーの遺伝子である点から、Shelk2 は貝殻形成にとって非常に重

要なタンパク質であり、shelk2 遺伝子のノックダウンにより過剰にレスキュー

された結果として mRNA の発現量が増加した可能性が考えられる。 

shelk2 のノックダウンにより、マガキは貝殻損傷部位の修復のために shelk2 

mRNA の発現量を著しく増加させた結果、Shelk2 タンパク質も大量に合成され

たと考えられる。そして、その大量の Shelk2 こそが初期貝殻の稜柱層形成にお

いて稜柱断面が小さくなった要因である可能性が高いと考えられる (図 15)。先

行研究により、Shelk1 は個々の稜柱を取り囲むように存在することが報告され

ているが (Takagi, 2007; 竹村, 2008)、Shelk2 の分布も同様だと仮定すると、本

来は稜柱同士の僅かな隙間に存在するタンパク質があまりに大量に発現したこ

とで、稜柱の断面方向の成長が抑制され、各々の稜柱断面積が小さくなったと考

えられる。あるいは、Shelk2 が炭酸カルシウム結晶形成の核になるようなタン

パク質であった場合には、それら大量の核ごとに非常に多くの稜柱形成が生じ

た結果、稜柱が断面方向に成長しようとしても隣接する稜柱同士ですぐに接触
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してしまい、そのまま融合することもなく断面方向に大きく成長できていない

結果という可能性も考えられる。 

これらの予想の裏付けのために、Shelk2 タンパク質の発現量やその経時変化

について検証したかったが、残念なことに抗 Shelk2 抗体の調製を試みたものの

未だにそれを得ることはできていない。抗体取得が難しい理由には、Shelk2 の

アラニンに富む配列が原因だと考えられ、poly-Ala モチーフを含まない領域で

の抗体調製も試みたが、ウェスタンブロッティングにより Shelk2 の同定が可能

な抗体も取得できなかった。もしかすると Shelk2 は、翻訳後修飾により断片化

されて存在するのかもしれず、いつの日か Shelk2 について研究が進み、その貝

殻中での局在やさらなる機能の詳細が解析されることを期待する。 
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総括 

 

本研究を通じて、マガキの shelk1、shelk2 遺伝子は共に、ノックダウンされる

ことで貝殻新生時の稜柱層形成に影響することが判明した。Shelk2 については

考察が予想の域を出ない部分はまだあるものの、これまで機能が未解明だった

Shelk1、Shelk2 という二種類のクモ糸相同タンパク質が、貝殻の稜柱層形成に

重要な役割を担っていることが実験的に示された。 

マガキで見つかったこれらのタンパク質は、その極めて近縁な種においても

存在が確認された一方で、分子内の特徴的なモチーフ構造の数や分布に違いが

見られることから、この違いが稜柱層形成に影響し、さらには近縁な種において

も形状の異なる貝殻の多様性に寄与している可能性があると推察された。 

節足動物門と軟体動物門という、系統分類学上離れた動物門に属する生物が

作り出すそれぞれの体外分泌タンパク質において、その一部に共通するアミノ

酸配列モチーフが用いられているという点も非常に興味深い点であり、これら

のモチーフを有するタンパク質を持った共通祖先の存在が示唆された。 
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