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 フジツボは、永久付着の際、キプリス幼生のセメント腺からセメントを分泌し、

幼生の体を、基盤に固定する。我々の目的は、この付着に必要なセメント物質を同

定することである。本研究では、セメント遺伝子が、セメント腺に特異的に、かつ

多量発現しているという仮定のもとに、セメント腺に特異的に発現する遺伝子群の

網羅的解析を試みた。 

 変態終了直後 2 日以内のキプリス幼生からセメント腺（100 個）を単離し、トー

タル RNA を抽出し、SMART システム（BD 社）を用いて、完全長 cDNA ライブラ

リーを作製した。一方、セメント腺とカラパス殻からそれぞれトータル RNA を抽

出し、SSH 法（BD 社）によりプローブを作製した。セメント腺全長 cDNA ライブ

ラリーから、ランダムに 576 クローンを選択し、5’-one pass sequence による EST を

作製した。各プラスミドはそれぞれのプローブを用いてデファレンシャルスクリー

ニングを行い、特異的発現遺伝子クローンを選択した。得られた配列情報と特異的

発現パターンを元に、相同性、ORF、発現頻度、シグナルペプチド配列の有無の解

析を行った。さらにデータベース検索により、セメント腺の SDS-PAGE で検出され

たタンパク質から得られた部分アミノ酸配列を含むクローンを選択した。 

 その結果、１）セメント腺の全長 cDNA ライブラリーの約半数が、セメント腺に

特異的に発現していた。２）シグナルペプチド配列を持つものが多く、相同性検索

で、他の生物の既知遺伝子の認められないものが多かった。３）セメント腺の特異

的発現タンパク質 36k, 57k, 110k のうち、36k, 57k タンパク質をコードする遺伝子が

発見された。 

セメント腺の全長 cDNA ライブラリーは、ユニークな分泌タンパク質をコードす

る遺伝子を多く含む可能性が明らかとなりつつある。それらの遺伝子の、完全長配

列をできるだけ多く決定し、組換えタンパク質を発現し、個々のタンパク質の構造、

性質、および発現タンパク質間の相互作用を明らかにすることで、セメント固化、

分泌機構の謎にせまっていきたいと考えている。 
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 フジツボなどの付着生物は、船底や発電所、工場の取水口などに一度固着すると除去に多

大な労力と費用が必要となる。付着生物の防除に掛かる費用は一説には世界全体で１年間に

10億ドルを超えると試算されている。Fig. 1 は共同研究者である野方博士から贈与いただい

た写真である。国内のある電力発電所のフジツボ除去作業の様子を写したものである。赤く

見えるのは、我々が対象としているアカフジツボの殻である。アカフジツボはコスモポリタ

ンのフジツボで、わが国を含め多くの国で、特に発電所などの取水口や船底に付着し、大き

な被害をもたらす元凶とされている。Fig. 1 は如実にアカフジツボ被害の実態、産業的な重

要性を物語っている。 

 フジツボはどのように付着するのであろうか。フジツボは２つのライフスタイルを持って

いる。遊泳型の幼生期と付着して生活する成体期である。（Fig. 2）。受精卵は親の外套腔内

で発生が進み、甲殻類に特徴的なノープリウス幼生となると孵化し、プランクトン生活を開

始する。ノープリウス幼生は 6回の脱皮を行い、６回目の脱皮と同時にキプリス幼生(Fig. 2

と Fig. 3A)へと変態する。キプリス幼生は付着可能な状態となると、正にキプリス幼生の手

というにふさわしい形をした付着器官の先端で付着場所を探る行動、すなわち探索行動を繰

り返す。そして、適切な付着場所をみつけると接着剤を分泌し(Fig. 3B)体部を固定した後、

付着生活に適した形態をした成体へと変態していく(加戸,1991; Anderson, 1994)。 

 これまで、もっとも有力な付着防除法は有機スズ化合物の塗布であった。しかし、その毒

性、および環境ホルモン作用から、2008 年度までには、世界中での使用が完全に禁止される。

新しい原理に基づく有効な付着防除法が待望されている。一方、逆の意味で考えると、フジ

ツボ幼生接着剤はいわゆる合成接着剤が苦手な塩水環境で実に効果的に接着力を発揮する生

分解性接着剤である。この成分が明らかになり、作用機作を解明できれば、塩水環境下で機

能する新たな接着剤デザインが可能になるだろう。我々は新しい概念に基づいた付着防除法

の開発と新規接着剤開発をめざし、本研究を行った。 
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      Fig. 1. Barnacles cause serious problems in electric power station. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       Fig. 2. Schematic diagram of the life cycle of barnacles 
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    Fig. 3. Cement gland was manually isolated from Megabalanus rosa cypris 

larva. A: A cypris larva of M. rosa. B: Cement is synthesized, stored and exocytosed 

from the cement gland. The exocytosed cement passes through the cement duct and 

released at the tip of the attachment organ. C: An isolated cement gland and a cement 

secreting cell.   

 

①研究目的  

 本研究の目的は、アカフジツボのキプリス幼生（Fig. 3A）が分泌する接着剤（セメント）

の構造を明らかにし、新たな付着防除法の開発、塩水環境で働く新規接着剤の分子デザイン

に役立てることである。セメントはキプリス幼生に特有のセメント腺(Fig. 3 C)という器官で

合成される構造タンパク質（複数のタンパク質の混合物）で、セメント腺細胞の分泌顆粒に

蓄えられていると考えられている(Walley, 1969; Walker, 1971)。言い換えると、セメント遺

伝子は分泌顆粒が活発に合成される時期のセメント腺（細胞）に特異的に発現し、分泌シグ

ナルを有し、発現量が多いはずである。そこで、本研究では、アカフジツボキプリス幼生の

セメント腺に特異的に発現する主要遺伝子を網羅的に探索することを試みた。 

 
②研究方法 

実験材料（アカフジツボキプリス幼生） 

 アカフジツボ幼生は、共同研究者である電力中央研究所野方博士グループ（千葉県我孫子市）

から供与されたものを使用した。すなわち、宮城県志津川湾で採集した成体から孵化したノー

A

B C 
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プリウス幼生を 7－8日間、電力中央研究所で飼育し、当日 1－３割程度キプリス幼生に変態し

つつある状態で餌を洗浄し、宅急便で秋田県立大学に輸送した。状態が良い場合は、約 20 時

間の運搬中に 5-8 割程度がキプリス幼生となる。到着後、0.2 ミクロンの膜ろ過を行った自然

海水でよく洗浄し、15℃で一晩飼育後（翌日にほぼ９割がキプリス幼生）、特に状態の良い完

全なキプリス幼生を選び出し、セメント腺の単離実験を行った。したがって、RNA 抽出用の

セメント腺の単離は、ノープリウス-キプリス変態後 2日以内のキプリス幼生から行った。ただ

し、タンパク質分析用には、そのままろ過自然海水中で飼育した完全に成熟したキプリス幼生

（3日目以降）を用いた。 

 

セメント腺と殻の解剖、トータルRNAの抽出 

 すでに記載されている方法（Okano et al., 1996,; Okano & Hunter 2000）に従った。す

なわち、電解研磨したタングステン針を用い、実体顕微鏡下で、アカフジツボキプリス幼生か

ら、セメント腺および殻を単離した。単離したセメント腺と殻は、別々に手早くピペットで、

エッペンチューブへ移動した。セメント腺は合計100個（50個体分）、殻は合計50個（50個体

分）を集積した後、注意深く単離用リンガー液を除き、 NucleoSpin RNA Ⅱ

kit(MACHEREY-NAGEL社)のRA1溶液300μlを加え、使用まで、-８０℃のディープフリーザ

ー中で保存した。トータルRNA抽出には、NucleoSpin RNA Ⅱkit (MACHEREY-NAGEL社)を使

用した。 

 
全長cDNAライブラリーの構築 

 キプリス幼生セメント腺の全長cDNAライブラリー構築のためには、Creator SMART cDNA library 

construction kit (DB Clonthech)を使用した。しかし、出発のtotal RNAの濃度が低かったため、１stスト

ランドcDNA合成には、Super SMART PCR cDNA synthesis kitの手法を応用した。すなわち、30μl(5-8 ng/

μl)のRNAサンプルを用いて、大容量の逆転写反応を行ったのち、得られたss cDNAをNucleospin Extraction 

kit(MACHEREY-NAGEL社)を用いて精製濃縮し、Creator SMART cDNA library construction kitのLD-PCR反

応に供した。得られたds cDNAはproteinase K消化、精製、Sfi I消化後、ゲルろ過により、サイズ分画され、

方向性を有した形でpDNR-LIB vectorのSfi IA, Sfi IB制限酵素部位にライゲーションされた。得られたリコ

ンビナントプラスミドは、大腸菌DH5α(Takara electrocompetent cell DH5α)にGene Pulser Xcell(BIO-RAD)

を使用してトランスフォームされた。得られたプラスミドライブラリーを、cg1f(Cement Gland #1 series Full 

length libraryの頭文字をとった)ライブラリーと名づけた。このライブラリー から、ランダムに 576クロ

ーン（96穴プレートによるので96 x 6、それぞれのプレートを順にcg1f#1～6 と命名）を選択し、EST解析、

サブトラクションプローブを用いた特異的発現解析に供した。 

 

プラスミド抽出、シークエンス、データベース化： 

 cg1f#1～6 の576クローンは、EST解析と特異性解析用のデファレンシャルスクリーニングの
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ため、プラスミド抽出とそれに続くシークエンスされた。プラスミド抽出とインサート配列の

シークエンスは、秋田県立大学生命科学支援センターに依頼して行われた。シークエンスプラ

イマーにはインサートの 5’末端側の配列を効果的に読むように設計されたものを使用した。 

 

サブトラクション用プローブの作製： 

 キプリス幼生のセメント腺と殻のトータル RNAから、ds cDNAを合成するためには、Super 

SMART PCR cDNA synthesis kit (BD Clontech社)を使用した。セメント腺と殻の ds cDNA

を用いて、Suppression subtractive hybridization法（Diatchenko et al., 1996）により、セメ

ント腺と殻のサブトラクションプローブを作製するためには、Clontech PCR-select cDNA 

subtraction kitを使用した。セメント腺、殻の非サブトラクションプローブを作製するために

は、Clontech PCR-select cDNA subtraction kitのマニュアルに指示されているとおりに行っ

た。ハイブリダイゼーションに必要な DIG 標識プローブは、PCR DIG probe synthesis kit 

(Roche Diagnostics社) を使用して作製された。ハイブリダイゼーション終了後の 1st PCR増

幅産物（それぞれのサブトラクテッド cDNA 対応する）をテンプレートとし、PCR 条件はラ

イゲーション終了後の 2nd PCRと同一条件を使用した。 

 
サザン法によるデイファレンシャル スクリーニング： 

 576(96 x 6 ＝ cg1f#1A1～cg1f#6H12)クローンからそれぞれ抽出されたプラスミドは、0.6N 

NaOHで変性した後、Hybond N+膜(Amersham Pharmacia Biotech) に４連でブロティング

された。ついで、セメント腺 subtracted プローブ、セメント腺 unsubtracted プローブ、殻 

subtracted プローブ、殻 unsubtracted プローブ（DB社マニュアル、Fig. 5）とのハイブリ

ダイゼーションを実行した。ハイブリダイゼーションは、プローブを 5 μg/ml の濃度で DIG 

Easy Hyb溶液（Roche Diagnostics社）中に溶解し、42℃、オーバーナイトの条件で実行し

た。洗浄は２X SSC, 0.1% SDS、５分間、室温で 2回、ついで、0.1XSSC, 0.1%SDS、１５分

間、68℃で 2 回行った。ハイブリダイゼーションの検出は DIG Luminescent Detection kit

（Roche Diagnostics）による発光定量により行った。発光の検出は LAS1000(Fuji film)で行

い、データの定量化には Image Gauge software(ver 3.12, Fuji film)を使用した。 

 

DNASIS Pro によるグループ分けと ORF 検索 

得られた配列情報は DNASIS Pro(Phred/Phrap option付き、日立ソフト社)を用いて in-house

データベース化、相同性検索、ORF検索、相互の類似配列の検索、グループ化された。シグナ

ル ペ プ チ ド の 検 索 の た め に は 、 WEB サ イ ト を 用 い た

（http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）。さらなる相同性検索を含めその他の解析には、

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ と http://ebi.ac.uk/ の両サイトを利用した。 
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③研究結果 

全長 cDNA ライブラリーの構築とランダムにその EST 解析 

 pDNR-LIB vectorにクローニングされたセメント腺の全長 cDNAライブラリーからランダ

ムに 576クローン(cg1f#1~#6)の 5’側 1方向のシークエンス（5’-one pass sequence）を blastx

検索した結果、シークエンスの QV値 50以上の 460クローンのうち、何らかのホモロジーが

検出されたクローン数は 249、まったくホモロジーがヒットしなかったクローンは 211であっ

た。既知遺伝子とホモロジーの高い遺伝子のうち、セメント分泌に特に関係すると思われる遺

伝子として、14-3-3 タンパク質、receptor for activated protein kinase C (G protein β 

subunit)のホモローグがヒットした。またセメント腺の分化に関係する可能性のある遺伝子と

して、QM protein のホモローグが認められた。既知のクローンのうち、クローン数の多い、

すなわち発現量の多い遺伝子は、タンパク質合成に関するタンパク質をコードする遺伝子群

（ribosomal proteins, elongation factor-1など）であった。いくつかのエネルギー代謝に関与

する遺伝子（mitochondrial proteins など）も見出された。トータル RNA を取得した時期の

セメント腺は細胞分裂とセメント腺細胞への分化がほぼ完了し、最終段階である分泌顆粒数の

増加と分泌顆粒サイズの増大が急激に起こる時期、すなわち、細胞はセメントタンパク質の合

成工場となっていると考えられる。そのため、タンパク質合成とエネルギー代謝に関する遺伝

子の発現が高いことは充分理解できる。 

 

サブトラクションプローブによる発現パターンの解析 

 発現パターンから上記 ESTクローンを分類するため、セメント腺と殻の間でサプレッション

サブトラクティブハイブリダイゼーション法を用い、サブトラクションプローブを作成し、サ

ザンハイブリダイゼーションによって、特異的発現遺伝子を探索した。Fig. 4は、アカフジツ

ボセメント腺 cDNAライブラリーのプレート中の 96クローン (cg1f#3)について、ドットブロ

ット サザンハイブリダイゼーションした一例である。上段が SSH 法により、サブトラクト

されたプローブ（左：殻からセメント腺をサブトラクト、右：セメント腺から殻をサブトラク

ト）による結果、下段が非サブトラクトプローブ（左：殻、右：セメント腺）による結果であ

る。 
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発現パターン クローン数 割合

セメント腺で特異的に発現 305 53%

殻で特異的に発現 8 1%

セメント腺・殻の両者で発現 191 33%

セメント腺のほうがスポットが濃い 116 20%

殻のほうがスポットが濃い 19 3%

どちらも同じくらい 56 10%

セメント腺・殻の両者で発現せず 72 13%

Total 576 100%

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         Fig. 4. An example of differential screening  
    (See details in the text) 

 

 

 

 

           Table 1. Summary of the differential screening 
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 これらから明らかなように、セメント腺の全長 cDNAライブラリーの多くのクローンはセメ

ント腺に特異的に発現している。576 クローンをスクリーニングした結果を Table 1に示す。

殻での発現が見られず、セメント腺でのみ発現が見られたクローンは 305クローンで 53％に達

した。このうち、既知の遺伝子とホモロジーが認められたクローンは 133クローン、ホモロジ

ーが検出できなかったクローンは 172クローンであった。 

 以上をまとめると、セメント腺の全長 cDNAライブラリーからランダムに選ばれた 576クロ

ーンの実に約 30％(172/576)はセメント腺に特異的かつ未知の配列の遺伝子ということになる。

この時期のセメント腺がセメント合成工場であるならば、これらの中、すなわち、発現量の多

い未知セメント腺特異的遺伝子群の中にセメント遺伝子が見出される可能性が高い。そこで、

さらに未知遺伝子群の性質を明らかにするために、２つの手法を採用した。 

 

セメント腺特異的たんぱく質をコードすると推定されるクローンの同定 

成熟したキプリス幼生からセメント腺を単離し、その発現タンパク質を SDS-PAGE で分析

した。さらに他の組織（殻、胸肢）に発現するタンパク質と比較することで、セメント腺に特

異的に発現するタンパク質の同定をめざした。その結果、セメント腺特異的な主要なバンドは

36k, 57k, 110kに見出された（Fig. 5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5. Genes encoding two cement gland specific proteins, 57k and 36k were 
determined. A. SDS-PAGE (11%) profile comparison of cypris organs. Car: carapace. Tl.: 
Thoracic limb. Cg.: cement gland. B: Hydropathy profiles and some characteristics of 

57k (top) and 36k (bottom) cement gland-specific proteins deduced from the sequence of 

the cDNA clones.   
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1

2

0

-1

hydrophobicity: Hopp & Woods, Average=0.3761472F5aa 親水性・疎水性

1 549aa100 200 300 400 500

*
*

*

110k

57k

36k
36k

380 aa. 1-16 Signal peptide
Hydrophobic protein SDS-PAGE 11%

57k

548 aa.  1-24 Signal peptide
Hydrophilic protein 

Car.     Tl.        Cg.   
A                                B

平成１５年度助成研究報告集Ⅰ（平成１７年３月発行）



- 221 - 

これらのタンパク質に関するアミノ酸配列情報を取得するため、理化学研究所の松本、大西

両博士の助力を得て、リシルエンドペプチダーゼ、およびトリプシンで切断されたペプチドを

精製後、そのＮ末端配列の決定をおこなった。その結果、36k タンパク質については、5 個、

57k タンパク質については 1 個、110k タンパク質については 5 個の部分配列を得ることがで

きた。この取得配列を DNASIS-Pro プログラムによって作成された全長 cDNA ライブラリー

データベースに対し、インハウス検索したところ、36ｋタンパク質をコードすると推定される

５クローン、57kタンパク質をコードすると推定される４クローンが見出された。全長配列を

決定したところ、両者はＮ末端にシグナルペプチド配列を有し、それぞれ 380, 570 のアミノ

酸からなるタンパク質をコードする遺伝子と推定された(Fig. 5)。これらは有力なセメントタン

パク質候補と考えられる。110kタンパク質をコードすると推定されるクローンは未発見である。 

 
未知クローンのバイオインフォマチィックスを用いた解析 

セメントタンパク質はセメントから分泌される構造タンパク質である。特別な構造を持つと

考えられるため、他の組織には発現しないセメント腺特異的遺伝子である可能性が高い。さら

にこの時期に盛んに翻訳されているため、ランダムに選んだクローン中の頻度が高いはずであ

る。加えて分泌タンパク質であるため、ORF の N 末端部分にシグナルペプチド配列を有する

可能性がきわめて高い。 

 以上の条件を持つクローンを、バイオインフォマティックスを利用して選択した結果、少な

くとも８グループが該当した。酸性ペプチド、塩基性ペプチド、特有の繰り返し配列を有する

タンパク質などさまざまなであるが、比較的塩基性を示すタンパク質またはペプチドが多いこ

とが現在までの特徴である。 

 
④考察 

 フジツボキプリス幼生のセメント腺には多数を占めるα細胞と数の少ないβ細胞という 2種

類の分泌細胞が存在することが知られている（Walker, 1971; Okano et al., 1998; 2000）。興味

深いことに主要な細胞であるα細胞は、組織化学的研究から塩基性の顆粒を多く含むとされる

（Walker, 1971）。それと対応するかのように、これまで、cDNA 塩基配列から推定されるセ

メント腺特異的主要タンパク質（ペプチド）の多くは塩基性を示す。一方、数の少ないβ細胞

は酸性の顆粒を含むとされるが、それに対応するかのように、酸性を示すタンパク質（ペプチ

ド）を示す配列も得られている。それぞれの分泌性タンパク質をコードする遺伝子がどちらの

細胞に発現するのかを決定することは、現在もっとも重要な問題である。 

 
⑤今後の課題 

セメント腺の全長 cDNAライブラリーは、ユニークな分泌タンパク質をコードする遺伝子を

多く含む可能性が明らかとなりつつある。それらの遺伝子の完全長を１つずつ決定し、組換え
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タンパク質を発現し、個々の構造、性質とタンパク質間の相互作用を明らかにすることで、セ

メント固化、分泌機構の謎にせまっていきたいと考えている。 
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The permanent attachment of the barnacle cyprids is initiated by the release of special 

adhesives, the so-called cement. The cement is stored in the large secretory granules found 

in the cells of the cypris cement glands.  Although the cement has been thought to be 

composed of proteinaceous mixture, no group has ever been purified. No gene related to 

them has been cloned. To identify cement genes, we have characterized clones expressed 

specifically in the cement glands of the cypris larvae of the barnacle Megabalanus rosa. 

   Total RNA was extracted from 100 cement glands isolated from 0-2 days old M. rosa 

cypris larvae with NucleoSpin RNA II kit (Macherey-Nagel). A directional plasmid cDNA 

library was constructed using Creator SMART cDNA library construction kit (BD  

Biosciences) with SUPER SMART cDNA construction technology (BD) for preparing ds 

cDNA. SSH probes were constructed from the cement glands (tester) and carapace (driver) 

of the cypris larvae of M. rosa with PCR-select cDNA subtraction kit (BD). 

   5’-one pass sequencing and differential screening by SSH probes, of 576 randomly 

picked clones from the full-length cement gland cDNA library, revealed the unique nature 

of expressed genes in the cement glands: 1) About half of the clones were found to be 

cement gland-specific. 2) Some highly expressed, cement gland-specific clones have so far 

no homology to known genes with potential signal peptide sequence. 3) The two groups of 

clones, potentially encoding cement gland specific proteins, 36k and 57k respectively, were 

found. 

   Identification of cement genes and elucidation of cement hardening mechanism will be 

beneficial for the development of new adhesives working in salt water environment and 

anti-biofouling. 
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