
(57)【要約】

【課題】真珠層の炭酸カルシウム結晶形成能を増大する

とともに、使用し易い変異型nacreinとその遺伝子など

と、アコヤ貝の外套膜の中から真珠養殖のピースとして

使用するのに適した領域を特定する特定方法を提供する

。

【解決手段】この発明の変異型nacreinは、アコヤ貝のn

acreinからGly-X-Asn repeat ドメイン（ここで、Xは任

意のアミノ酸を示す。）を除去したポリペプチドであっ

て、炭酸脱水酵素活性を有するポリペプチドである。ま

た、この発明の特定方法は、アコヤ貝の外套膜でnacrei

nに記載のDNAの転写産物を検出することによって、アコ

ヤ貝の外套膜の中から真珠養殖のピースとして使用する

のに適した領域を特定する。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ア コ ヤ 貝 の nacreinか ら Gly-X-Asn repeat ド メ イ ン （ こ こ で 、 Xは 任 意 の ア ミ ノ 酸 を 示
す 。 ） を 除 去 し た ポ リ ペ プ チ ド か ら な り 、 炭 酸 脱 水 酵 素 活 性 を 有 す る 変 異 型 nacrein。
【 請 求 項 ２ 】
　 下 記 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 変 異 型 nacrein、
　 （ ａ ） 配 列 番 号 １ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 表 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 １ に お い て 1個 又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 又 は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ
酸 配 列 か ら な り 、 炭 酸 脱 水 酵 素 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 下 記 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 変 異 型 nacrein、
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 表 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ２ に お い て 1個 又 は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 又 は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ
酸 配 列 か ら な り 、 炭 酸 脱 水 酵 素 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 に グ ル タ チ オ ン － S－ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ が 融 合 し て い る 請 求 項 １
か ら ３ の 何 れ か に 記 載 の 変 異 型 nacrein。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ 請 求 項 ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 変 異 型 nacreinを コ ー ド す る DNA。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ５ に 記 載 の DNAを 、 そ の DNAの 遺 伝 子 機 能 が 発 現 可 能 な 状 態 で 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ５ に 記 載 の DNA又 は 請 求 項 ６ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 、 そ の DNAの 遺 伝 子 機 能 が 発
現 可 能 な 状 態 で 含 む 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 nacrein遺 伝 子 の DNAの 全 部 又 は 一 部 か ら な る DNAを 含 む DNAプ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ９ 】
　 nacrein遺 伝 子 の DNAの 全 部 又 は 一 部 か ら な る DNAの 転 写 産 物 を 含 む RNAプ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 nacrein遺 伝 子 の DNAの 一 部 か ら な る DNAを 含 む DNAプ ラ イ マ ー 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 ８ に 記 載 の DNAプ ロ ー ブ 、 請 求 項 ９ に 記 載 の RNAプ ロ ー ブ 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の DN
Aプ ラ イ マ ー の 少 な く と も 何 れ か 一 つ を 使 用 し て 、 ア コ ヤ 貝 の 外 套 膜 で nacrein遺 伝 子 の 転
写 産 物 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 ア コ ヤ 貝 の 外 套 膜 の 中 か ら 真 珠 養 殖 の ピ ー ス と し て 使 用
す る の に 適 し た 領 域 を 特 定 す る 特 定 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 こ の 発 明 は 、 変 異 型 nacreinに 関 し 、 特 に 真 珠 層 誘 導 能 を 増 大 し た 変 異 型 nacreinに 関 す
る 。 ま た 、 こ の 発 明 は ア コ ヤ 貝 の 外 套 膜 の 中 か ら 真 珠 養 殖 の ピ ー ス と し て 使 用 す る の に 適
し た 領 域 を 特 定 す る 特 定 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 真 珠 養 殖 は 、 貝 殻 を 球 状 に 加 工 し て な る 核 と 、 ア コ ヤ 貝 （ ピ ー ス 貝 ） の 外 套 膜 の 細 胞 片
（ ピ ー ス ） と を 、 母 貝 と な る ア コ ヤ 貝 に 挿 入 し 、 こ れ を 約 １ 年 に 渡 っ て 海 中 で 養 殖 す る こ
と に よ っ て 行 う 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ の よ う に 、 真 珠 養 殖 に は 、 母 貝 及 び ピ ー ス 貝 の 両 方 が 必 要 で あ り 、 母 貝 と ピ ー ス の 組
み 合 わ せ が よ く な け れ ば 良 品 は で き な い 。 そ の た め 、 真 珠 の 養 殖 に お い て は 、 形 成 さ れ た
膨 大 な 真 珠 の 中 か ら 、 良 品 を 選 択 す る た め に 膨 大 な 選 抜 作 業 を 必 要 と し 、 か つ 、 良 品 は 少
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な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 良 品 の 割 合 を 高 め る た め 、 従 来 か ら 優 れ た 母 貝 と ピ ー ス 貝 が 求 め ら れ て お り 、 特 に ピ ー
ス の 性 質 が 真 珠 の 品 質 に よ り 大 き く 影 響 す る こ と か ら 、 優 れ た ピ ー ス 貝 が 求 め ら れ て い る
。 な お 、 ピ ー ス の 性 質 は 、 ピ ー ス 貝 の 遺 伝 的 性 質 に よ っ て 決 ま る の は も ち ろ ん 、 外 套 膜 の
ど の 領 域 を 使 用 す る の か に よ っ て も 決 ま る た め 、 外 套 膜 の ど の 領 域 を ピ ー ス に 使 用 す る か
は 養 殖 業 者 の 企 業 秘 密 で あ る と と も に 、 現 在 で も そ れ を 明 確 に 特 定 す る 方 法 は 確 立 さ れ て
い な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 一 方 、 真 珠 貝 の 養 殖 に よ る 現 行 の 真 珠 生 産 で は 、 手 間 と 時 間 が か か る （ 核 を 入 れ る ま で
貝 が 生 ま れ て か ら 約 ３ 年 、 核 を 入 れ る 前 段 階 の 作 業 で あ る 「 仕 立 て 作 業 」 に １ 年 、 核 を 入
れ た 真 珠 貝 の 養 殖 に 約 １ 年 ） 割 に は 、 良 品 が 少 な く 利 益 が 少 な い た め 、 こ れ と は 違 う 方 法
、 具 体 的 に は 、 化 学 的 、 生 化 学 的 な 方 法 に よ る 真 珠 生 産 を め ざ し て 、 様 々 な 研 究 が な さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 そ の 結 果 、 真 珠 の 表 面 を 形 成 す る 真 珠 層 は 、 蛋 白 質 か ら 構 成 さ れ た 少 量 の 有 機 基 質 と ア
ラ レ 結 晶 （ 炭 酸 カ ル シ ウ ム ） か ら 構 成 さ れ て い る こ と が 分 か っ て お り 、 前 記 蛋 白 質 の 主 要
成 分 で あ る nacreinに つ い て も 研 究 が 行 わ れ て い る （ 特 許 文 献 １ を 参 照 。 ） 。 ま た 、 こ の
研 究 に よ り 、 nacreinは 、 真 珠 や 貝 殻 形 成 に 関 係 す る 炭 酸 脱 水 酵 素 で あ る こ と が 分 か る と
と も に 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 及 び そ の 遺 伝 子 を 構 成 す る DNAの 塩 基 配 列 も 決 定 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 し か し 、 前 記 研 究 で は 、 nacrein遺 伝 子 の 塩 基 配 列 等 と そ の 製 造 法 こ そ 報 告 し て い る も
の の 、 nacreinの 機 能 的 役 割 に 関 し て は 何 ら 述 べ て お ら ず 、 こ の 遺 伝 子 や 蛋 白 質 の 有 効 利
用 に 関 し て 具 体 的 な 手 法 を 提 起 し て い な か っ た 。 ま た 、 こ の 蛋 白 質 は 、 そ の 分 離 精 製 が 複
雑 で 手 間 が か か る た め 利 用 し 難 か っ た 。
【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 第 ９ ６ ／ ３ ５ ７ ８ ６ 号 パ ン フ レ ッ ト
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 そ こ で 、 こ の 発 明 は 、 変 異 型 nacreinを 作 製 し 、 そ の 性 質 を 調 べ る こ と に よ っ て nacrein
の 機 能 的 な 役 割 を 明 ら か に す る と と も に 、 nacrein遺 伝 子 の 有 効 な 利 用 方 法 を 提 供 す る こ
と を 課 題 と す る 。 具 体 的 に は 、 真 珠 層 の 炭 酸 カ ル シ ウ ム 結 晶 形 成 能 を 増 大 す る と と も に 、
使 用 し 易 い 変 異 型 nacreinと そ の 遺 伝 子 、 nacrein遺 伝 子 の 全 部 又 は 一 部 を 利 用 し た DNA、 R
NAプ ロ ー ブ 又 は DNAプ ラ イ マ ー 、 ア コ ヤ 貝 の 外 套 膜 の 中 か ら 真 珠 養 殖 の ピ ー ス と し て 使 用
す る の に 適 し た 領 域 を 特 定 す る 特 定 方 法 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 発 明 者 は 、 前 記 nacreinに つ い て 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら Gly-X-Asn r
epeat ド メ イ ン が nacreinの 炭 酸 脱 水 酵 素 活 性 を 低 下 さ せ て い る と 推 定 す る と と も に 、 精
製 が 容 易 な た め 使 用 し 易 い nacreinを 思 い つ い た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 す な わ ち 、 こ の 発 明 の 変 異 型 nacreinは 、 ア コ ヤ 貝 の nacreinか ら Gly-X-Asn repeat ド
メ イ ン （ こ こ で 、 Xは 任 意 の ア ミ ノ 酸 を 示 す 。 ） を 除 去 し た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 炭 酸
脱 水 酵 素 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 ま た 、 そ の N末 端 に グ ル タ チ オ ン － S－ ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ （ 以 下 、 GSTと 省 略 す る 。 ） を 融 合 す る こ と に よ り 、 ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性
を 高 め る こ と が で き る 。 な お 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と し て は 、 配 列 番 号 １ 又 は ２ に 示 す も の
な ど が 例 示 で き る 。 な お 、 こ の 発 明 の DNAは 、 前 記 変 異 型 nacreinを コ ー ド す る DNAで あ り
、 こ の 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー や 形 質 転 換 体 は 発 現 可 能 な 状 態 で 前 記 DNAを 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
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　 ま た 、 発 明 者 は nacreinが 真 珠 層 の 形 成 に 関 わ っ て い る こ と か ら 、 母 貝 に 挿 入 し た ピ ー
ス 中 の nacreinも 真 珠 層 の 形 成 と 関 係 し て お り 、 そ の 酵 素 活 性 が 高 い も の 、 す な わ ち ピ ー
ス 中 で nacrein遺 伝 子 が 発 現 し て い る も の は 良 品 を 生 み 出 す 確 率 が 高 い と 推 定 し た 。 そ し
て 、 nacrein遺 伝 子 の 転 写 産 物 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 nacrein遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 し 、
こ れ に よ っ て ピ ー ス 貝 の 外 套 膜 の う ち 、 ピ ー ス と し て 使 用 す る の に 適 し た 領 域 を 特 定 す る
こ と を 考 え 出 し た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 す な わ ち 、 こ の 発 明 の 特 定 方 法 は 、 ア コ ヤ 貝 の 外 套 膜 で nacreinに 記 載 の DNAの 転 写 産 物
を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 ア コ ヤ 貝 の 外 套 膜 の 中 か ら 真 珠 養 殖 の ピ ー ス と し て 使 用 す る の
に 適 し た 領 域 を 特 定 す る 。 な お 、 こ の 発 明 の プ ロ ー ブ や プ ラ イ マ ー は 、 nacrein遺 伝 子 の
全 部 又 は 一 部 か ら な る DNAや そ の 転 写 産 物 で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ の 発 明 の 変 異 型 nacreinに よ り 、 高 い 酵 素 活 性 、 す な わ ち 高 い 炭 酸 カ ル シ ウ ム 形 成 能
力 を 備 え る と と も に 、 容 易 に 精 製 す る こ と が 可 能 な nacreinを 得 る こ と が で き た 。 そ の た
め 、 養 殖 に よ ら な い 真 珠 生 産 の 可 能 性 が よ り 高 ま っ た 。 反 対 に 、 nacrein遺 伝 子 を ア コ ヤ
貝 個 体 に 導 入 す れ ば 、 養 殖 で も 今 ま で よ り 効 率 的 に 真 珠 生 産 を 行 え る 可 能 性 が で て き た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 こ の 発 明 の 特 定 方 法 に よ り 、 核 と と も に 母 貝 に 挿 入 す る ピ ー ス 貝 の 外 套 膜 の ど の
領 域 を ピ ー ス と し て 使 う べ き か に つ い て 、 理 論 的 に も 正 し く 、 か つ 正 確 に 特 定 す る こ と が
可 能 と な っ た 。 こ れ に よ っ て 、 真 珠 養 殖 に お け る 良 品 率 が 向 上 す る 可 能 性 が 高 ま っ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の 発 明 は 、 変 異 型 nacrein、 そ れ を コ ー ド す る DNA、 そ れ を 含 む 発 現 ベ ク タ ー や 形 質 転
換 体 、 及 び nacreinか ら 作 ら れ る プ ロ ー ブ や プ ラ イ マ ー 、 こ の プ ロ ー ブ や プ ラ イ マ ー を 使
用 し て ア コ ヤ 貝 の 外 套 膜 の 中 か ら 真 珠 養 殖 の ピ ー ス と し て 使 用 す る の に 適 し た 領 域 を 特 定
す る 特 定 方 法 で あ る 。 そ こ で 、 こ れ ら に つ い て 以 下 に 詳 説 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
（ 変 異 型 nacrein）
　 こ の 発 明 に か か る 変 異 型 nacreinは 、 ア コ ヤ 貝 の nacreinか ら Gly-X-Asn repeat ド メ イ
ン を 除 去 し た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 炭 酸 脱 水 素 活 性 を 備 え て い る も の で あ る 。 こ こ で 、
ア コ ヤ 貝 の nacreinは 炭 酸 脱 水 酵 素 で あ っ て 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 や 塩 基 配 列 は 前 記 特 許 文
献 １ に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 図 １ は 、 野 生 型 nacrein（ NacW） と 変 異 型 nacrein（ Nac233， Nac△ R） の 構 造 を 模 式 的 に
示 す 図 で あ り 、 こ の 図 に 示 す よ う に 、 Gly-X-Asn repeat ド メ イ ン は nacreinの ア ミ ノ 酸 配
列 の 中 ほ ど に 位 置 す る ド メ イ ン で あ る 。 ま た 、 Gly-X-Asn repeat ド メ イ ン の 除 去 は 、 Nac
233の よ う に こ れ 以 後 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 除 去 し た も の で あ っ て も よ く 、 Nac△ Rの よ う に Gly
-X-Asn repeat ド メ イ ン の 前 後 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 連 結 し た も の で あ っ て も よ い 。 な お 、 Na
cRは 参 考 の た め に 作 製 し た Gly-X-Asn repeat ド メ イ ン で あ る 。 ま た ア ミ ノ 酸 Xは 、 蛋 白 質
を 構 成 す る 通 常 の 20種 類 の ア ミ ノ 酸 で あ れ ば な ん で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 変 異 型 nacreinの 具 体 例 と し て は 、 配 列 番 号 １ 又 は 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 で あ
る 。 な お 、 配 列 番 号 １ 又 は 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 又 は 数 個 の ア ミ ノ
酸 残 基 を 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る と と も に 、 炭 酸 脱 水 酵 素 活 性 を
有 す る ポ リ ペ プ チ ド も 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 変 異 型 nacreinは そ の N末 端 側 に GSTが 融 合 し て い て も よ い 。 GSTは 、 そ の ア ミ ノ 酸
配 列 及 び コ ー ド す る DNAの 塩 基 配 列 が 周 知 の 蛋 白 質 で あ り 、 例 え ば 日 本 住 血 吸 虫 （ Schisto
ma japonicum） 由 来 の GSTを 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 GSTは 反 応 基 質 で あ る グ ル タ チ
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オ ン と 基 質 特 異 的 に 反 応 す る の で 、 グ ル タ チ オ ン を 担 体 に 固 定 す れ ば GST部 分 を 含 む 蛋 白
質 は 簡 単 に 分 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 な お 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 選 択 す れ ば 、 こ の 発 明 の 変 異 型 nacreinの ポ リ ペ プ チ ド 部 分 （ Nac
233， Nac△ R） と GSTと の 境 目 に Thrombin、 Factor Xa、 PreScission Proteaseな ど の プ ロ
テ ア ー ゼ に よ っ て 認 識 さ れ る 切 断 部 位 を 設 け る こ と が で き 、 GST部 分 と を 除 去 し て 、 ポ リ
ペ プ チ ド 部 分 だ け を 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
（ DNA、 発 現 ベ ク タ ー 及 び 形 質 転 換 体 ）
　 こ の 発 明 の DNAは 、 こ の 発 明 の 変 異 型 nacreinを コ ー ド す る DNAで あ る 。 そ し て 、 こ の 発
明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 に お い て 自 立 複 製 が 可 能 、 ま た は 染 色 体 中 へ の 組 込 み が 可
能 で 、 前 記 DNAの 転 写 に 適 し た 位 置 に プ ロ モ ー タ を 含 有 し て お り 、 前 記 DNAを 発 現 可 能 な 状
態 で 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ま た 、 こ の 発 明 の 形 質 転 換 体 は 公 知 の 手 段 に よ り 、 こ の 発 明 の DNAま た は 発 現 ベ ク タ ー
を そ の 遺 伝 子 機 能 が 発 現 可 能 な 状 態 で 宿 主 細 胞 に 導 入 し て 得 ら れ る 形 質 転 換 体 で あ る 。 な
お 、 形 質 転 換 体 の 宿 主 と し て は 、 前 記 DNAの 遺 伝 子 機 能 が 発 現 可 能 な 状 態 で 含 む こ と が で
き れ ば 、 特 に 限 定 す る こ と な く 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 具 体 的 に は 、 宿 主 細 胞 と し て は 、 細 菌 な ど の 原 核 細 胞 、 糸 状 菌 、 酵 母 等 の 微 生 物 細 胞 、
貝 な ど の 軟 体 動 物 を 含 む 動 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 な ど 、 目 的 と す る 遺 伝 子 を 発 現 で
き る も の で あ れ ば い ず れ も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 な か で も 、 nacreinを 大 量 に 発 現 さ せ て そ の 性 質 を 調 べ る 、 試 験 管 内 で 真 珠 の 生 産 を 試
み る 場 合 に は 大 腸 菌 な ど が 好 ま し く 、 真 珠 養 殖 な ど に 使 用 す る 場 合 に は 、 貝 、 特 に ア コ ヤ
貝 の 細 胞 や 卵 な ど が 好 ま し い 。 な お 、 「 遺 伝 子 機 能 が 発 現 可 能 な 状 態 」 と は 、 当 該 遺 伝 子
の 産 物 （ 酵 素 ） が 酵 素 活 性 を 有 す る 状 態 で 発 現 す る こ と を い う 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
（ 変 異 型 nacrein、 DNA、 発 現 ベ ク タ ー 及 び 形 質 転 換 体 の 作 製 方 法 ）
　 変 異 型 nacrein、 DNA、 発 現 ベ ク タ ー 、 形 質 転 換 体 は 、 す で に 公 知 に な っ て い る 任 意 の 方
法 に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 例 え ば 、 GSTを 含 む 変 異 型 nacreinは 、 こ れ を コ ー デ ィ ン グ す る DNAを 含 む 発 現 ベ ク タ ー
を 構 築 し て 、 こ れ を 適 当 な 宿 主 細 胞 に 導 入 し て 培 養 し 、 こ の 宿 主 細 胞 が 生 産 し た 変 異 型 na
creinを 、 グ ル タ チ オ ン を 固 定 し た ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 例 え ば グ ル タ チ オ
ン sepharoseビ ー ズ を 詰 め た カ ラ ム に よ っ て 精 製 す る こ と に よ り 、 簡 単 に 生 産 す る こ と が
で き る 。 な お 、 発 現 ベ ク タ ー の 種 類 及 び 内 容 、 宿 主 細 胞 の 種 類 、 宿 主 細 胞 の 培 養 条 件 に つ
い て は 必 要 に 応 じ て 決 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 GSTを 含 ま な い 変 異 型 nacrein及 び 野 生
型 nacreinの 分 離 ・ 精 製 方 法 に つ い て は 、 塩 析 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 既 存 の
方 法 を 組 み 合 わ せ て 利 用 し 、 精 製 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ま た 、 前 記 DNAは 、 例 え ば 、 対 象 と な る 塩 基 配 列 を 含 む プ ラ イ マ ー セ ッ ト と 、 野 生 型 nac
rein遺 伝 子 を 含 む DNA鋳 型 と を 使 用 す る PCR反 応 に よ る PCR産 物 、 又 は 適 当 な 制 限 酵 素 認 識
部 位 が あ れ ば 、 野 生 型 nacreinの 部 分 消 化 物 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 そ し て 、 こ の よ う な DNAを 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー の 発 現 プ ロ モ ー タ の 下 流 に 配 置 す る こ と
に よ り 、 前 記 発 現 ベ ク タ ー を 製 造 す る こ と が で き る 。 な お 、 予 め GST遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ
ク タ ー 、 例 え ば pGEX-6P-1 （ ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 、 ア メ リ カ ） の 適 当 な 制 限 酵 素
認 識 部 位 に 、  前 記 PCR産 物 な ど を 組 換 え れ ば 実 験 の 効 率 を 高 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
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　 ま た 、 形 質 転 換 体 は 、 宿 主 に 応 じ て 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 具 体
的 な 方 法 と し て は 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 法 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
法 、 パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 共 沈 法 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン 法 、 エ レ ク ト ロ
ポ レ ー シ ョ ン 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 ／ リ ポ ソ ー ム 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
（ プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー ）
　 野 生 型 nacrein遺 伝 子 の DNAは 、 そ の 全 部 又 は 一 部 を プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と が で き
、 そ の 一 部 を プ ラ イ マ ー と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ こ で 、 一 部 と は 、 プ ラ イ マ ー 又
は プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る DNAが 、 野 生 型 nacrein遺 伝 子 の DNAに 含 ま れ る 少 な く と も 10個
、 好 ま し く は 15個 、 さ ら に 好 ま し く は 約 20～ 30個 の 塩 基 配 列 に 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド を か
ら な る こ と を 意 味 す る 。 な お 、 プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る 場 合 に は 、 さ ら に 高 分 子 の も の 、
例 え ば こ の 発 明 の DNAそ の も の で あ っ て も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ れ ら の プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー は 、 例 え ば 、 DNA合 成 装 置 に よ っ て 合 成 し た DNA、 こ の
発 明 の DNAを 制 限 酵 素 に よ り 部 分 消 化 し た DNA、 こ の 発 明 の DNAや そ の 部 分 配 列 を 組 み 換 え
た 発 現 ベ ク タ ー か ら T7 RNA polymerase等 の RNA polymeraseを 使 用 し て 作 製 し た RNAプ ロ ー
ブ な ど で あ る 。 ま た 、 プ ロ ー ブ や プ ラ イ マ ー に つ い て は 標 識 物 質 に よ り 標 識 し て あ る ほ う
が よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ こ で 、 標 識 物 質 と し て は 、 例 え ば ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン （ DIGシ ス テ ム 、 Boehringer Mannhe
im） 、 蛍 光 物 質 、 放 射 性 同 位 体 な ど の 検 出 可 能 な も の が 挙 げ る こ と が で き 、 標 識 は 、 例 え
ば 標 識 物 質 を 化 学 的 に DNAに 結 合 さ せ る 、 DNAを 合 成 す る 際 に す で に 標 識 し た ヌ ク レ オ チ ド
を 使 用 し て DNAを 合 成 す る な ど に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
（ 特 定 方 法 ）
　 こ の 発 明 の 特 定 方 法 は 、 前 記 DNAプ ロ ー ブ 、 RNAプ ロ ー ブ 又 は DNAプ ラ イ マ ー の 少 な く と
も 何 れ か 一 つ を 使 用 し て 、 nacrein遺 伝 子 の 転 写 産 物 を 検 出 す る こ と に よ り 、 ア コ ヤ 貝 の
外 套 膜 の 中 か ら 真 珠 養 殖 の ピ ー ス と し て 使 用 す る の に 適 し た 領 域 を 特 定 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 具 体 的 に 、 こ の 発 明 の プ ロ ー ブ を 使 用 し て nacrein遺 伝 子 の 転 写 産 物 を 検 出 す る に は 、
例 え ば 、 同 じ 系 統 の ア コ ヤ 貝 か ら 選 ば れ た 一 つ の ア コ ヤ 貝 の 外 套 膜 組 織 を パ ラ フ ィ ン な ど
で 固 定 し て 組 織 標 本 と し 、 こ れ に 対 し て in situ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 適 用 す る こ と
で 行 う こ と が で き る 。 そ し て 、 形 成 し た ハ イ ブ リ ッ ド の 有 無 は 、 目 視 よ っ て 直 接 検 出 し て
も よ く 、 X線 フ ィ ル ム や 蛍 光 顕 微 鏡 な ど を 介 し て 間 接 的 に 検 出 し て も よ い 。 な お 、 各 組 織
を 摘 出 し て 、 そ の 組 織 か ら total RNAを 抽 出 し た の ち 、 こ れ を こ の 発 明 の プ ロ ー ブ を 使 用
す る ド ッ ト ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン や ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し 、 ハ イ
ブ リ ッ ド の 有 無 を 検 出 す る こ と も で き る が 、 手 間 を 考 え る と 前 記 の 方 法 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 以 下 、 こ の 発 明 を 実 施 例 に よ っ て よ り 詳 細 に 説 明 す る が 、 以 下 の 実 施 例 に よ り こ の 発 明
の 特 許 請 求 の 範 囲 は い か な る 意 味 で も 限 定 的 に 解 釈 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ま ず 、 （ １ ） 野 生 型 nacreinの 遺 伝 子 で あ る NacW、 Gly-X-Asn repeatド メ イ ン を 除 去 し
た 変 異 型 Nac233遺 伝 子 、 Nac△ R遺 伝 子 、 Gly-X-Asn repeatド メ イ ン か ら な る NacR遺 伝 子 を
作 製 し 、 （ ２ ） そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 を GST遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド に 組 換 え て 、 大 腸 菌 中 で
発 現 さ せ た の ち 、 そ の 遺 伝 子 産 物 を 精 製 さ せ 、 （ ３ ） Gly-X-Asn repeatド メ イ ン の 除 去 変
異 が nacreinの 炭 酸 カ ル シ ウ ム 結 晶 形 成 誘 導 能 に 与 え る 影 響 に つ い て 調 べ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
（ １ ） nacrein遺 伝 子 の 増 幅
　 ア コ ヤ 貝 外 套 膜 の cDNA ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た cDNAを プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー pBlue
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scritp SKII（ ス ト ラ タ ジ ー ン 、 ア メ リ カ ） の Not I部 位 に 挿 入 し た も の を 鋳 型 に し て 、 PC
R反 応 に よ っ て 、 各 遺 伝 子 を 含 む DNA断 片 を 増 幅 し た 。 な お 、 こ の 組 換 え プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ
ク タ ー は 野 生 型 nacrein遺 伝 子 の 全 塩 基 配 列 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ こ で 、 NacW遺 伝 子 の 増 幅 に は 、 Nac5-1:5′ -GCCTCCATGTTTAAA-3′ （ 配 列 番 号 ３ ） と 、
Nac3-3:5′ -CTATTTGAAGCTTTT-3′ （ 配 列 番 号 ４ ） と の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 使 用 し た 。 Nac2
33遺 伝 子 の 増 幅 に は 、 Nac5-1と 、 Nac3-1:5′ -GTGATGTCCCTTTAA-3′ （ 配 列 番 号 ５ ） と の プ
ラ イ マ ー セ ッ ト を 使 用 し た 。 さ ら に 、 NacR遺 伝 子 の 増 幅 に は 、 Nac5-2:5′ - CCTGATAATAAC
GAG-3′ （ 配 列 番 号 ６ ） と 、 Nac3-2:5′ -TCCGTGTTTGTGACC-3′ （ 配 列 番 号 ７ ） と の プ ラ イ
マ ー セ ッ ト を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 そ し て 、 Nac△ R遺 伝 子 に つ い て は 、 そ の 5'末 端 側 と 3'末 端 側 と を 別 々 に 増 幅 し て 、 両 PC
R産 物 を リ ガ ー ゼ に よ っ て 連 結 す る こ と に よ り 、 Gly-X-Asn repeat ド メ イ ン を 除 去 し た 一
つ な が り の DNA断 片 と し た 。 具 体 的 に は 、 5'末 端 側 の 増 幅 に は 、 Nac5-1と 、 Nac3-1と の プ
ラ イ マ ー セ ッ ト を 使 用 し 、 3'末 端 側 の 増 幅 に は 、 Nac5-3:5′ -AAACACGGATGTCGG-3′ （ 配 列
番 号 ８ ） と 、 Nac3-3と の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 な お 、 前 記 PCR反 応 に は 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ と し て Pyrobest DNA polymerase （ Takara）
を 使 用 し 、 反 応 装 置 と し て GeneAmp PCR system 9700(ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ 、 ア メ
リ カ )を 使 用 し た 。 ま た 、 PCR反 応 は 、 94℃ で 2分 間 ホ ッ ト ス タ ー ト し 、 94℃ 、 30秒 の 変 性
工 程 、 55度 、 30秒 の ア ー ニ リ ン グ 工 程 、 72℃ 、 60秒 の 伸 張 工 程 か ら な る 反 応 サ イ ク ル を 30
サ イ ク ル 行 っ た の ち 、 72℃ で 10分 間 放 置 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
（ ２ ） nacrein遺 伝 子 の 大 腸 菌 で の 発 現 と 精 製
　 PCR反 応 に よ り 増 幅 し た 各 変 異 型 nacrein遺 伝 子 を pGEX-6P-1 (ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ
ン ス 、 ア メ リ カ ) の Not I部 位 に 制 限 酵 素 Not I及 び DNA リ ガ ー ゼ  (イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 、 ア
メ リ カ )を 使 用 し て 組 換 え た 。 そ の の ち 、 コ ン ピ テ ン ト セ ル 法 に よ っ て 大 腸 菌 XL1-blueに
形 質 導 入 し た 。 そ し て 、 こ の 形 質 転 換 体 を 30℃ で 1時 間 培 養 し た の ち 、 0.5 mM IPTG (タ カ
ラ バ イ オ )を 添 加 し て 30℃ 、 5時 間 で 培 養 す る こ と に よ り nacreinと GSTと の 融 合 蛋 白 質 の 合
成 を 誘 導 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 IPTGに よ る 誘 導 の の ち 、 大 腸 菌 を 遠 心 分 離 に よ り 集 菌 し 、 蛋 白 質 抽 出 緩 衝 液 [50 mM Tri
s (pH7.5), 0.1 M NaCl, 0.5% Triton X-100, 5μ g/ml leupeptin]に 懸 濁 し た 。 こ の 懸 濁
液 を 超 音 波 発 生 機  (ブ ラ ン ソ ン 、 ア メ リ カ )で 処 理 す る こ と に よ り 菌 体 を 破 壊 し た の ち 、
遠 心 分 離 に よ り 沈 殿 を 除 い た 。 そ の 後 、 上 清 を glutathione-sepharoseビ ー ズ に 通 す こ と
に よ り 、 GST-nacrein融 合 蛋 白 質 を 精 製 し た 。 蛋 白 質 の 純 度 は 、 SDS-PAGEに よ り 検 討 し た
。 そ の 結 果 を 図 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 図 ２ か ら も 明 ら か な よ う に 、 野 生 型 又 は 変 異 型 nacreinと GSTと の 融 合 蛋 白 質 に つ い て は
、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 計 算 し た 値 の 付 近 に バ ン ド が 一 つ の だ け あ る こ と か ら 、 目 的 の 蛋
白 質 が 高 い 純 度 で 得 ら れ て い る こ と が 分 か る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
（ ３ ） 変 異 が nacreinの 炭 酸 カ ル シ ウ ム 結 晶 形 成 誘 導 能 に 与 え る 影 響 の 検 討
　 通 常 の 貝 殻 形 成 や 真 珠 形 成 過 程 に お い て は 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム が 沈 殿 し 、 そ れ に 伴 っ て 溶
液 の pHは 低 下 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 そ こ で 、 nacreinに 変 異 を 加 え る こ と が 、 そ の 炭
酸 カ ル シ ウ ム 結 晶 形 成 誘 導 能 に 与 え る 影 響 に つ い て 調 べ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 具 体 的 に は 、 10 mM NaHCO 3 及 び 10 mM CaCl 2 を 含 む 水 溶 液 、  野 生 型 又 は 組 換 え 蛋 白 質 を
そ れ ぞ れ 含 ん だ 溶 液 を 準 備 し 、 こ れ ら の 溶 液 を 混 合 し た 時 点 を time0と し て 、 野 生 型 nacre
inの 濃 度 を 2μ g/ml, 4μ g/ml, 10μ g/mlと 変 え て pHの 変 化 を 調 べ た 。 そ の 結 果 を 図 ３ に 示
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す 。 ま た 、 同 様 の 方 法 に よ り 、 野 生 型 及 び 各 変 異 型 nacreinの 濃 度 を 10μ g/mlに 固 定 し て
、 同 様 の 方 法 に よ り pHの 変 化 を 調 べ た 。 そ の 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 な お 、 pHの 変 化 は pHメ ー
タ ー （ F-22、 堀 場 製 作 所 ） を 使 用 し て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 図 ３ か ら も 明 ら か な よ う に 、 野 生 型 nacreinの 濃 度 を 上 昇 さ せ る と 、 そ れ に 伴 っ て pHの
低 下 が 著 し く 阻 害 さ れ た 。 ま た 、 野 生 型 nacrein を 含 ま な い GST単 独 で は pHが 急 速 に 低 下
し た 。 こ の こ と か ら 、 野 生 型 nacreinは こ の 反 応 の ネ ガ テ ィ ブ レ ギ ュ レ ー タ ー で あ る と 考
え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ま た 、 図 ４ か ら も 明 ら か な よ う に 、 Gly-X-Asn repeat ド メ イ ン を 含 ま な い Nac233及 び N
ac△ Rと GST蛋 白 質 と を 融 合 し た 変 異 型 nacreinの 場 合 に は 、 混 合 液 の pHは 経 時 的 に 低 下 し
て い た 。 言 い 換 え る な ら ば 、 野 生 型 nacreinが 備 え て い た pH低 下 抑 制 作 用 は 前 記 の 変 異 型 n
acreinで は 低 下 し た 。 反 対 に 、 Gly-X-Asn repeat ド メ イ ン （ nacR） と GSTと を 融 合 し た 変
異 型 nacreinで は 、 野 生 型 と ほ と ん ど 変 わ ら な い レ ベ ル の pH低 下 抑 制 作 用 が 観 察 さ れ た 。
こ の こ と か ら 、 変 異 型 nacreinの 炭 酸 カ ル シ ウ ム 結 晶 形 成 作 用 は 、 野 生 型 nacreinの そ れ と
比 べ て 増 大 し て い る こ と が 確 認 で き た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 さ ら に 、 以 上 の 結 果 は 、 Gly-X-Asn repeat ド メ イ ン の 長 さ を 調 節 す る こ と に よ り 、 nac
reinの 炭 酸 カ ル シ ウ ム 結 晶 形 成 能 力 を 自 由 に 操 作 で き る 可 能 性 を 示 し て お り 、 自 然 界 に お
い て も 、 真 珠 層 形 成 が こ の よ う な 操 作 に よ っ て 厳 密 に 制 御 さ れ て い る 可 能 性 を 示 唆 し て い
る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
（ ４ ） In situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る nacrein遺 伝 子 の 外 套 膜 で の 発 現 解 析
　 nacrein遺 伝 子 の 外 套 膜 で の 発 現 領 域 を 特 定 す る た め に 、 野 生 型 nacrein遺 伝 子 を プ ロ ー
ブ と し た In situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ま ず 、 成 体 ア コ ヤ 貝 か ら 外 套 膜 を 採 取 し 、 人 工 海 水 で 洗 浄 し た の ち 、 4％  パ ラ ホ ル ム ア
ル デ ヒ ド を 含 む 人 工 海 水 中 で 6時 間 固 定 し た 。 固 定 し た 外 套 膜 を PBS溶 液 で 洗 浄 後 、 エ タ ノ
ー ル シ リ ー ズ に 通 す こ と に よ り 脱 水 し 、 キ シ レ ン に 2回 通 し 、 パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し た 。 ラ
イ カ 社 の ミ ク ロ ト ー ム を 用 い て パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク か ら 7μ mの 厚 さ の 切 片 を 作 製 し 、 伸 展
後 、 In situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 の 切 片 と し た 。 各 切 片 は キ シ レ ン 、 エ タ ノ ー ル シ
リ ー ズ を 通 し た あ と 、 37℃ で 30分 間 proteinase K (10μ g/ml)処 理 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 つ ぎ に 、 野 生 型 nacrein遺 伝 子 を マ ル チ プ ル ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト に 含 む pGEM発 現 ベ ク タ
ー （ プ ロ メ ガ 社 、 ア メ リ カ ） か ら T7 RNA polymeraseに よ り 作 製 し た nacreinリ ボ プ ロ ー ブ
を 使 用 し て 、 42℃ で 一 晩 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 な お 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 溶 液 と し て は 、 Hybridization buffer（ ニ ッ ポ ン ジ ー ン 社 ） を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 さ ら に 、 50％  ホ ル ム ア ミ ド -2X SSC溶 液 で 洗 浄 し た の ち 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 結
合 し た anti-digoxigenin抗 体 （ ロ ッ シ ュ 、 ス イ ス ） を 加 え （ 5000倍 希 釈 ） 、 100 mM Tris 
(pH7.5), 150 mM NaClを 含 む 溶 液 で 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 NBT (4-nitroblue tetrazoliu ch
loride)/BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate)溶 液 （ ロ ッ シ ュ 、 ス イ ス ） を 添
加 す る こ と に よ り 、 プ ロ ー ブ の 存 在 領 域 を 可 視 化 し た 。 そ の 結 果 を 図 ５ に 示 す 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 図 ５ か ら も 明 ら か な よ う に 。 外 套 膜 の 貝 殻 に 面 す る 一 層 の 上 皮 細 胞 で の nacrein遺 伝 子
の 発 現 が 認 め ら れ た 。 そ し て 、 こ の 結 果 は 、 貝 殻 形 成 や 真 珠 養 殖 に お い て 外 套 膜 の 上 皮 細
胞 が 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る と す る 以 前 か ら 知 ら れ て い た 事 実 と 一 致 す る 。 ま た 、 上 皮 細
胞 領 域 で 均 一 に シ グ ナ ル が み ら れ る と い う わ け で は な く 、 mantle pallial領 域 の 背 側 で の
発 現 は 比 較 的 弱 く 、 mantle pallialと mantle edgeの 境 界 領 域 で 強 く 発 現 す る こ と が 明 ら
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か と な っ た 。 す な わ ち 、 外 套 膜 の 上 皮 細 胞 の う ち 、 mantle pallialと mantle edgeの 境 界
領 域 を 切 り 取 っ て ピ ー ス に 使 用 す れ ば よ い こ と が 分 か っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ４ 】
【 図 １ 】 野 生 型 nacreinと こ の 発 明 で 構 築 し た 変 異 型 nacreinの 模 式 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 野 生 型 及 び 変 異 型 nacreinを 精 製 し 、 SDS-ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り そ の 分 子 量 及 び 精
製 度 を 確 認 し た 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 野 生 型 nacreinの 添 加 濃 度 が 炭 酸 カ ル シ ウ ム 結 晶 の 形 成 に 与 え る 影 響 を 示 す 図 で
あ る 。
【 図 ４ 】 nacreinへ の 変 異 が 炭 酸 カ ル シ ウ ム 結 晶 形 成 に 与 え る 影 響 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 nacrein遺 伝 子 の 外 套 膜 で の 発 現 を RNA probeを 使 用 し て 調 べ た 結 果 を 示 す 図 で あ
る 。 な お 、 Aは 100倍 拡 大 図 で あ り 、 図 中 の ス ケ ー ル バ ー は 200μ mで あ る 。 ま た 、 Bは 400倍
拡 大 図 で あ り 、 図 中 の ス ケ ー ル バ ー は 50μ mで あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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【 図 ５ 】

【 配 列 表 】
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