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貝殻中に含まれる不溶性蛋白質のアミ/酸組成について

川原 鳳策事・米田 義昭市

A皿inoAcid Composition of the Insoluble Protein in Some Molluscan Shells 

Ho自akuKAw AHARA and Yoshiaki MAITA 

Abstract 
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緒 雷

貝類の殻は炭酸カルシウムを主成分とする無機物質と少量の有機物質とを含むことが知られている。

貝殻を構成する炭酸カルシウムにはCalciteとArag∞i句の異なる 2種類の結晶構造が知られおり，
貝の種属によってCalciteより成るもの， Arag叩 iteより成るもの， および同一個体の外層と内層と

で白lciteとAragoniteの異なる結晶構造を有しているものがある。

著者は貝殻の形成機構を明らかにする端緒としていろいろの貝殻中の有機成分を検索して，種によ

る特異性，結晶形の異なる種の不溶性蛋白質であるコンキオリン構成アミノ酸の組成上の変化および

貝殻の寸国体での変化(貝殻の内層，外層，腹縁部分，関殻筋痕および弾帯など)を明らかにしよう

と試みた。

- 北海道大学水産学部海洋化学講座

(Labol'atol'y 01 Mal'初eChe仰 stη，Faculty 01 Fishel'ies， Hokkaido Univel'sity) 
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1968J 川原・米田: 貝殻中の不溶性蛋白質

貝殻形成には有機基質のコンキオ事ンがある種の役割を持ワと言われている!)，~>， すなわち外套被

Kカルシウムが有機基質と結合した形で運ばれて，殻形成11:際してと結合が酵素作用によって切れて，

別に存在している炭酸イオンと結合する。有機基質は炭酸カルシウムに先行して構造単位を決め，乙

の基質上に炭酸カルシウムが沈着すもしたがって有機基質の構造はCalc加をもつものと AragatIite

をもっ貝殻とでは異な勺ている ζとが推測される。 ζのような観点より有機基貨の構造や化学的性質

に関して研究が行われ，以下に述べるように多くの成果が報告ぎれている。 Roclreち"は数種の員綾

コンキオリンのアミノ酸を定量し，結晶構造の変化を構成ア Eノ酸と関連きぜて検討を加えた。

Tanaka'>，のちは真珠に関する一連の生化学的研究の中で，コンキオリンを酢酸などの化学処理によっ

て分劃して各分劃区分の末端アミノ酸を検討し， きちに真珠および真珠貝のコンキオリン構成アミノ

酸を Slarchcobmnを用いて定量した。 Watabeらのは Cal::ite結晶形を有するカキ貝の外套と殻11:

Aragoniteの貝畿の脱灰した有機基質の小片を挿入し，あるいは重炭朝食カルシウム溶液11:有機基質を

入れるという invivoおよび invitroの条件下でArag∞恨の形成の有無を検討し， 蜜白基賓が結

晶形を決定する一因子となることを指摘した。 Hare7}は Mytilt晒岨lif町凶抽出の臼，1cite層および

Ara宮:oniもe層から得fこコンキオリンアミノ酸組成をしらべfこ。 De宮命sのは Gyr創 lust1'吋liformi邑の

殻中の有機基質の進化と貝の分類学上の適用を目的とした比較生化学的研究を行ったd Wadil.¥l)!O) 11 

臼lci刷出蹴の鉱物化11::関する一連の研究を行い，数種の貝殻の鉱物化組織と非鉱物組織中の蛋白

質のアミノ酸組成をしらぺた。

本報はホタテガイ， ウバガイおよびクロアワピ(エゾアワピ)三種貝殻より得たヨンキオンのアミ

ノ酸組成，全窒素およびアミノ糖の定量を試み若干の知見を得たのでその結果を報告するe

材料および方法

本研究に用いた試料はホタテガイ Patir暗記蜘 (M包油opecten)y'田30釦 sis(JAY)， ウバガイ;

Spisula (Ps如 d∞ardium)田，mali間四is(SCHRENCK)，およびエゾアワピ Haliotis(Noidotis) disC1.臆

(REEVE)の三種貝殻である。ホタテガイは北海道紋別布沙留沖，ウパガイは北海道上磯沖，エゾア

ワピは函館市山背泊沖にで採取した。

信料の翻桜一貝殻を流水中で十分水洗して附着している軟組織. 角質層およびぞの他の異質部分を

完全に除去した後風乾する。試料はハンドクラッシャー， 季L鉢などを用いてそれぞれ Table1 11::示

す部分11:分けた。

コンキオリンー磁製乳鉢で粉砕した貝殻および弾帯の一定量をとり，苛性ソーダで pH5.2~5.3 1ζ 

調節した 0.25MEDTA-2Naを加えて脱灰した。脱灰中11::有機基質の変質を防ぐためトルエンを少

量加えた。脱灰中は時々撹伴して泡の発生が無くなると，逐次 EDTA溶液を加えて脱灰を完全に行

わせた。脱灰終了後遠心分離 (3000r. p. m.， 15 min.)して不溶性残査を分荷量し，水で3回繰り返して

水洗して酸を除きシリカゲル入りデシケーター中で乾燥した。以後の実験にはこの乾燥粉末を用いた。

X線回折京料一分離した試料を磁製乳鉢， メノウ乳鉢で粉砕し， 100メッシュの飾を通過したもの

を集めた。 乙の粉末 20mgをスライドガラス板1(.少量の水に懸濁させて塗布し，乾燥後 X線回折を

行った。

分析方法

アミノ厳組員覧ーコンキオリン lOmgを精秤してアンプルに入れ， 6N-塩酸 1mlを加えた後封管レ，

1100Cの電気恒温器中で24時間加熱して加水分解を行った。分解終了後不溶性残溢を遠心分離して

除乞上澄を硫酸デシケ{ター中で減庄乾闘した.乾間後水 1~2 滴を加えて溶かし，ふたたびデシケ

ーター中で乾燥する。 ζの操作を3回繰り返して塩酸を可及的除去した。分析に際レては pH2.2の

0.2Mークエン酸緩衡液に溶かして 10ml とし.この内の 1~2血l をアミノ酸分析に供したe 分新はア

ミノ酸自動分析装置(日立製作所K.K. KLA-IIおよびKLA-III型)を用い匂ilckmsnらu)の方
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法にしたがった。加水分解物中の Cy戸s

求めfたこ。 Try.は酸加水分解中の損失を考慮し定量しなかった。定量値の計算は HW法および吸光度

法12)を用いた。

金量自民一貝殻，弾帯中のコンキオリンの全窒素量はミクロケルダーJレ法に従って定量した。

アミノ槍ーコンキオリン 20mgを 4N-塩酸で 1100C，9時間加水分解した。分解条件については

いろいろ検討した結果この条件下で加水分解を行うのが最適で， その後減圧乾固い次いで一定量の

水に溶かして稀釈し Elson-Morg佃 13)，1')によって比色定量した。

結果

1. X績回折による員般結晶構造

貝殻および弾帯の X線による結晶構造の回折結果は Fig.lIr.示す通りである。ホタテガイの腹縁

部は Calciteのみより成るが，閉殻筋痕および前・后耳には Aragoniteの少量が含まれている。 d=

3.394， 29=26.20 の小さなピークは Arag∞iteの最強ピークを示す反射角である乙とにより判定し

た。弾帯は貝殻部分Ir.比べると鉱物化が顕著でなく，結晶構造の同定がむずかしかったので，次亜塩

素酸ナトリウムによって有機物を分解した後 X線回折を行った。結晶構造は Arag∞iteを示した
(Fig.l)。ウバガイについては貝殻の各部分や弾帯のいづれも Aragoniteより構成されているつウバガ

イの弾帯部分もホタテガイのそれと同様に次亜塩素酸ナトリウム処理を行った。エゾアワピは Arago-

nite争示したがCalciteの痕跡が面間隔 d=3.035，29=29.40 の Calciteの最強ピークを示す反射角

にのみ検出された。

Table L Materials used for阻ti.noacid組晶lysisand mineral phωe 

iderrもi宣.edby玄・rayan乱ly目is

Species 

Patinopecten 
yessoensls 
(JAY) 

Spisula 
sacharinensis 
(SCHRENCK) 

Haliois discus 
(REEVE) 

Unit of shell 

ventral margin (腹縁)

adductor rnuscle 

scar (閉殻筋痕)

anterior and 

posterior ear (前，后耳)

resiliurn (弾帯)

ventral rnargin 

adductor rnuscle 

scar 

nyrnph (歯丘)

resiliurn 

growing edge (生長鳩辺)

central part (中央部分)

紳本文においては次の略語を使用する。

1 Mineral ph蹴

Calcite 

Ca¥cite 

Calcit巴

Aragonite 

Aragonite 

Aragonite 

Aragonite 

Aragonite 

Aragonite 

Aragonite 

Cysteic acid: CySO.H， Hydroxyproline: Hypro.， Aspartic acid: Asp.， Threonine: Thr.， 

Serine: Ser.， Glutarnic acid: Glu.， Proline: Pro.， Glycine: Gly.， Alanine: Ala.， Cysteine: 
Cys/2.， Cystine: Cys.， Valine: Val.， Methionine: Met.， Isoleucine: I1eu.， Leucine: Leu.， 
Tyrosine: Tyr.， Phenylanine: Phe.， Tryptophan: i'げ・， Ly百ine:Lys.， Histidine: His.， 
Arginine: Arg. 
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⑤ Spi剖Ia:ventraI margin 

⑥ Spisula: adductor muscle scar 

⑦ Spisula: nyrftph 

:;t~ }ー:し-
fLl 
OL。

⑬ Haliotis: .celltral part 

6b 

Fig. 1. X-my diffraction p叫句rnof tho alrell自and位1Orosiliu濯国spr唱社闘志edby sodium 
hypochlori句 solu事ion

App晶，ra;も田:R恕晶kuDenki 00. Ltd.， '‘Geigorflox"・。ondiもiOIl:C証(Kα)radi抗ion(Ni-
fil加吋)， Volぬge;35kV， &rr鮒 l~mA， Scale伽加 16，Mul色iがier;1， Timo con凶 1，
Divorgonco slit; 10， Scatto由19slit; 10， R品C6おings出 0.4mm， Scanning speed; 20fmin. 
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2. 貝般および弾帯部分のコンキオリンのアミノ厳組成

塩酸加水分解物の構成アミノ酸の全残基数 (Try.とAmmoniaを除く)を 1000とし，各アミノ酸

の残基の g数をもって示した。

ホタテガイーホタテガイ貝殻コンキオリンのアミノ酸組成の大きな特徴としては， Asp.が多量に含

まれていて全体の約 3096 以上を占めている。次いでSer. は 18~2396 ， Gly.が 20-2596を占め，

ζれら 3種のアミノ酸で全残基数の約 7096を占めている。弾帯部分は貝殻のアミノ酸組成と比較す

ると大きな差異が認められる。貝殻コンキオリンの主成分である Asp.とSer.がわずか 5可 696を

占めるに過ぎなドのに対しGly.が約 5096に増加し， さらに貝殻では痕跡程度しか含まれていない

Met.と CySOsHの2種のいわゆる硫黄含有アミノ酸が著しく増加している。一方塩基性ア Eノ酸

区分では貝殻，弾帯共に Lys.が主成分であるが，量的にみると弾帯の方が少量であった。

ウバガイー貝殻コンキオリンの主成分はホタテガイと同様K Asp.であり，全体の 43、4696を占

めていて量的にはホタテガイよりむしろ多い。一方Ser.と Gly.は比較的少ない傾向であるがPro.，

Leu.， l1eu.， Tyr.および Phe.がホタテガイよりも多い。特に芳香族アミノ酸の Tyr.とPhe.が多

量に含まれているのが特徴で，両アミノ酸の合計はホタテガイの約3倍Kも達した。

弾帯部分はGly.(約4896)，Met. (約 2396)が著るしく多く含まれている事， CySusH(約 1596)も

多量にあり硫黄含有アミノ酸が多い傾向である事， さらに塩基性アミノ酸区分が減少している点はホ

タテガイ弾帯部分の持っている特徴とよく一致している。

ヱゾアワビー乙の貝殻は二枚貝のように形態的な特徴から分割できなかったので，本実験では生長

T晶，ble2. Amino剖 idcompo叫 ionof conchiolin prepa.red fromもhe
Aminoacids晶，represen飴dωgra.mof amino a.cid rωiduesper 1倒的gofproぬin

Patinopecten yessoensis 

Amino acid Ventral lAdductor 
margm muscle and Poste-I Resilium 

scar nor ear 

Cysteic acid Trace Trace Trace 17.8 

Hydroxyproline 

Asparlic acid 392.7 324.3 345.8 52.6 

Threonine 48.0 15.9 12.4 9.6 

Serine 205.5 206.2 252.1 61.3 

Glutamic a.cid 22.5 57.1 40.8 31.7 

Proline 44.4 29.8 34.1 33.7 

Glycine 157.5 190.6 180.6 518.3 

Alanine 27.8 36.9 22.6 35.5 

V必ine 6.8 14.7 4.7 45.0 

Methionine Trace 3.8 2.5 129.1 

lsoleucine 8.2 10.0 3.3 5.4 

Leucine 18.8 26.1 13.9 2.5 

Tyrosine 4.1 7.7 5.5 0.8 

Pheny1alanine 6.9 10.7 2;8 38.6 

Tryptophan + 十 + + 
Lysine 44.9 43.3 59.7 15.8 

Histidine 8.8 3.9 3.0 Trace 

Amide Nitrogen (3.7) (8.5) (14.5) (4.3) 

Arginine 3.1 19.0 16.2 2.3 
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端辺，中央部の2つの部分に分けてみた。

構成アミノ酸をみると，主成分が Asp. (約 2596)であり，次いて Gly.，Ala.， Ser.および Arg.

が多量であった。ホタテガイおよびウパガイと比較すると Gly.，Ala.， Val.， Leu.および 11釦.のい

わゆる中性アミノ酸が多量に含まれており，酸性アミノ酸のAsp.が減少している ζと，塩基性アミ

ノ酸区分の Lys.が少なし Arg.が増加している乙とが特徴である。

アミノ種，全竃察および灰分

貝殻部分と二枚尽の弾帯のアミノ糖，全窒素量および灰分をしらぺfこ。貝殻は一個体全体を試料と

してコンキオリンを調製した。弾帯は 20~30 個体より得た試料よりコンキオリンそ調製した。結果

をTable3 Ir.示した。アミノ糖定量の際，試料の酸加水分解条件をアワピコンキオリンを用いて検討

した。塩酸濃度を6規定と 4規定とし，試料 20mgIr.対してそれぞれ 2ml争加え， 1l0oCで 3，6，
9，12および 15時間封管中で加水分解したものの 50倍稀釈液を Elson-Morgan法1とより比色定量し

た (Fig.2)。

コシキオリン中のアミノ!糖含有量は全蜜棄に対するグルコザ Eン態窒棄の割合でもって示した。全

窒素量はコンキオリン 10mgをケルダールフラスコ中で硫酸分解したのち常法適り行った。分析は繰

り返し3回行い，その平均値をとった。二枚貝の貝殻試料の全窒素量が弾帯とアワピ貝殻に比しでか

なり低い値を示した。灰分は試料 1伺mgについて重量分析した結果を示したが，二枚貝の貝殻部分

ではいちじるしく多量に認められた (Table3)。

約四cturalunits of色hreespecies of mollusc阻 shells

excludin菖ofも.ryp七oph叩 and晶.mmonia.

Spisula saccharinensis Haliotis discus 

Ventral Adductor 
Nymph Resilium Ventral Central manz一in muscle margm part scar 

Trace Trace 5.7 15.7 1.2 3.8 

+ 
466.8 439.1 430.7 31.2 251‘2 252.9 

29.6 32.7 29.1 13.1 18.5 20.4 

25.5 28.5 29.2 18.4 93‘9 90.6 

38.8 46.3 45.0 22.2 51.5 57.5 

112.9 83.9 76.8 47.7 31.7 55.8 

81.4 91.9 83.8 482.2 145.4 143.2 

21.0 23.4 22.3 40困5 148.6 156.3 

31.1 36.7 32.2 16.0 28.8 25.9 

6.1 7.4 56.5 230.8 3.3 4.8 

21.6 27.4 23.2 24.5 12.0 16.8 

24.8 27.2 21.4 11.1 28.0 34.9 

40.7 44.2 46.2 Trace 30.0 18.7 

29.7 31.7 25.7 23.2 33.4 41.1 

+ + 十 + + + 
59.3 58.4 53.7 12.8 23.3 21.3 

2.5 3.1 3.1 0.8 1.0 2.0 

(8.5) (18.8) (19.6) (5.9) (15.8) (9.1 

8.1 18.0 15.4 9.8 98.2 53.9 
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T晶，ble3. Total niも.rogen，amino sug晶rand品目hcon句，ntin conchiolins 
prep晶redf.rom shells and r悶liums

P. yessoensis 

shell 

r国語lium

S. sacharinensis 

shell 

resilium 

H.disiscus 

shell 

Tota1 N 
(96) 

10.65 

15.41 

12.65 

15.07 

15.25 

Protein'" I Glucosamine I 
(96) (96) 

66.56 

96.31 

78.50 

94.18 

95.31 

0.26 

0.38 

1.11 

0.25 

3.58 

事 Protein(96)=Total Nitrogen x 6.25 

。儲

005 

0.04 

← 
宮0;侶
」

002 

0.01 

。 3 6 9 12 15 
Time in Hours 

Ash 
(96) 

18.09 

1. 70 

11.12 

0.52 

3.47 

[XIX， 1 

Fig.2 Rel姉ionbe色ween晶mino自ugarin色he油晶loneshell conchiolin 
and period of hydrolysis at llOoC in dilu句 hydrochloric品。id
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考察

貝殻の中に存在する有機基質が殻の鉱物化にある役割を持っと考えられているが， ζれが結晶の同

質異像，配向，さらに貝殻の形態を左右するか否か， もしとれがその一因子であると考えるならばそ

れが有機基質のどのような構造の差異に基くものか， ζれらの点について明らかにする必要がある。

現段階では無機質の鉱物化がいかなる有機基質の構造に依存しているか明確でないので，貝殻の同質

異像を調節する生物学的因子をコンキオリンの構成アミノ酸の差異より其の手懸りを見出すととは必

ずしも容易な ζとではない。 しかし有機基質コンキオリンのアミノ酸組成の検索は技術的に比較的容

易に行いうるので，乙の方向より上述の重要な問題11:一歩接近する手段として有効であろうと恩われ

る。 Rocheらめによれば Gly.とTyr.の二種類のアミノ酸がCalciteとAragoni.teの閣で相違のある

一時一
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ことを報告しており， Tar叫切ら吟の真珠貝の研究においてもPhe.と Pro.が真珠層に少く， A1a.が

多量Ii::存在する ζとを述ぺ，両結晶構造において構成アミノ酸に顕著な相違の存在することを示唆し

ている。アミノ酸をグループ別にまとめて比較すると (Fig.3)， Ca1citeより成るホタテ貝殻と Arago-

nIteよる成るエゾアワピとウバガイ貝殻コンキオリンの組成上の変化は， オキシアミノ酸が顕著に多

く含まれ (2~4倍)，芳香族アミノ酸が後者fr.多くまれている (4~5倍)。貝の種属相互聞の変化はアミ

ノ酸全般に亘って認められるが，特にエゾアワピにおいて中性アミノ酸と塩基性アミノ酸のArg・がい

ちじく多い。ウバガイは芳香族アミノ酸，硫黄含有アミノ酸が多く含まれ，中性アミノ酸とオキシアミ

ノ酸が少ない@ホタテガイはオキシアミノ酸が多く，芳香族アミノ酸，塩基性アミノ酸，硫黄含有アミノ

酸が少ない傾向であった。 Han!'>は構成アミノ酸の中で酸性アミノ酸と塩基性アミノ酸の含有比に着

目して， ζの比が結晶構造の肉質異像と何らかの関係がある乙とを示唆した。 Fig.3K見られるように

乙の比は結晶構造によって必ずしも特異的な値を示さなった。たとえば二枚貝の二種類では，ホタテ

ガイが5.68，ウバガイが6.47であるが，ウパガイと同じくArag∞iteより成るエゾアワピが2.58とい
う低い値を示した。 乙の酸性アミノ酸と塩基性アミノ酸の比は結晶形の同質異像を説明する典型的な

値を示すものではなく， むしろ種属聞の蛋白基質の特異性を示す上fr.重要な意味をもっ可能性がある。

弾帯部分のX線回折による結晶形の同定には次亜塩素酸ナトリウム処理により有機質を除去したも

のについて行いホタテガイおよびウパガイ共に結晶構造はArag，∞iteを示した。 StenzePO)はカキ貝
の弾帯部分が Aragoniteより出来ている ζとを X線回折により明らかにし， Hareは Myti1usの靭

帯の結晶が同じくAragぽliteであることを報告したが， ここでも二種類の二枚貝の弾帯が Arag∞ite
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結晶を有する ζとを明らかにした。アミノ酸組成は貝殻部分と比較すると全般的1<::大きな相違を示し

Asp.， Ser.， Gly.の変化が大きいζと， Met.などの硫黄含有アミノ酸の著るしい増加が貝殻コンキオ

リンとの大きとt相違であった。弾帯の蛋白基質の殻のそれとは全く異質の性質を有するものと推測さ

れる。特1<::硫黄含有アミノ酸の CySOsHがいちじるしく滑加している ζとは蛋白質の立体構造K何

らかの変化があるものと考えれる。

全窒素量，アミノ!糖および灰分量の測定結果では殻と弾帯，種属商，結晶形の違いによる変動が認

められる。全蜜棄は弾帯とエゾアワピ貝般で 1596のほぼ一致した値を示したが，二枚貝の値はとれ

より若干低い値であり， 6.25を乗じた蛋白質の概算健はコンキオリンの約 94-9696に対して，二枚

貝の殻では 66~7896 を占めるに過ぎない。一方灰分量は二枚貝の殻が大きな値を示し (11~1896) ，

弾帯とエゾアワピ貝殻は 0.5-2.596の範囲であった。灰分量の変化が蛋白基質と結合した無機イオ

ンの存在を示すものなのか否かは，灰分の化学分析を行っていないので明白に述べる乙とができない。

アミノ糖の全窒素量1<::対する割合は二枚貝よりも巻貝の方が高い値を示し， Arag∞iteより成る殻中
のアミノ糖はCalciteのものよりも多量に含まれている。アミノ糖の同定はアワピコンキオリンにつ

いて，イオン交換クロマトグラフィー (D阿保5OX8，2∞4∞m匂h，H型)を行い，溶出区分をペ
ーパークロマトグラフィーで定性分析した結果， イオン交換による溶出位置，ペーパークロマトグラ

ム上の Rf値よりグルコサミンを確認した。他の溶出区分より 3ケの小さいピークを認めたが，乙れ

らについてはさらに詳しく検討を加えてから報告したい。アワピコンキオリン中のアミノ糖中のグル

コザミンの含有比は概算で約 8096を占めて居り，グルコサミンがアミノ糠の主成分である。

要約

三種類の貝殻(ホタテガイ[IJ，ウバガイ口I]，およびエゾアワピ [IIIJ)の結晶構造および有機

基質コンキオリンの化学成分を検討し次の結果を得た。

(1) X線廻折lとより貝殻結晶構造をしらべ， (1)はCalcite，(II)および (IH)はAragonite結晶

形を示した。二種の二枚貝(I)および(II)の弾帯は Aragonite結晶形を示した。

(2) 貝殻コンキオリンの構成アミノ酸は貝殻の結晶形の差異による変動がオキシアミノ酸と芳香

族アミノ酸K認められる。すなわち Calcite型の貝般は Aragonite型のものに比較してオキシアミノ

酸 (Ser.，Thr.) が 2~4 倍量多く含くまれてるいるが，芳香族アミノ酸 (Tyr. ， Phe) は 1/4~1I5 程

度であった。

(3) 種属関の差異は(I)がオキシアミノ酸を多量に含み，芳香族アミノ酸が少量である。(II)は芳

香族アミノ酸，イミノ酸.酸性アミノ酸を比較的多量K含み，中性ア占ノ酸が少量である。(I1I)は中
性アミノ酸と塩基性アミノ酸の Arg.が多い傾向であった。

(4) 弾帯のアミノ酸組成は貝殻のそれとは全般的にいちじるしい差異がある。特に Gly.とMet.

の含有量がいちじるしく多く，一方貝殻部分の主成分である Asp.が減少している。

(5) 塩基性アミノ酸に対する酸性アミノ酸の比は結晶の同質異像との関速において意味を有する

値を示きず，種属聞で大きな変動を示した。

(6) アミノ糖の含有量は Aragoniteの貝殻に多く含まれている傾向を示し，特に (III)においてそ

の含有量が顕著であった。
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