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ABSTRACT

The predominant hemoglobin (Hb) component was purified from river lamprey

Lampetra japonica using DEAE-Toyopearl column chromatography. At least five
types of Hbs were observed. The most major component, named HbI, was contained

78.13% of total Hb.

The amino acid sequence of HbI was determined by Edman method. HbI consisted

of 149 amino acid residues and its molecular weight was calculated to be 16,524Da.

The amino acid sequence of HbI was the same as that of other species of river lamprey

Lampetra fluviatilis. Comparing the amino acid sequences of the HbI and sea lamprey
Pertromyzon marinus HbV, 4 residues were substituted, respectively. The HbI has
an extension of 8 residues at the N-terminal region and deletion at GH loop comparing

with human Hb α chain or β chain.

Ⅰ .  はじめに

　ヤツメウナギ（lamprey）は，メクラウナギ（hagfish）と共に魚類からヒトに至る脊椎動物の中

で最も原始的な部類である無顎類の円口類に属しており，現存している貴重な動物種の一つに数え

られている．それゆえ，欧米を中心に多くの研究報告が出されており，動物進化の研究や我々人体

の機能解明のために貴重な情報を与えてくれている1－4)．

　Hbを持つ最も原始的な動物はヤツメウナギであり，ヤツメウナギHbは，電気泳動での移動度の
違いにより幾つかのアイソフォームがあることが知られており，ウミヤツメP. marinusでは６個の
アイソフォームを持ち，そのうちの一つのアイソフォームが全Hb量の40％を占めていると報告さ

れている5)．カワヤツメL. fluviatilis Hb では 3個のアイソフォームが確認され，2つのメジャー成
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分と 1つのマイナー成分から成るという報告がなされている6)．

そこで本研究では，カワヤツメLampetra Japonica (L. japonica) の Hb に焦点を当て，まず，Hb
のアイソフォームの数を確認し，それらを分離精製することを試みた．さらに，分離精製したHbⅠ

のアミノ酸配列をエドマン法により決定し，ヒトHbで報告されている結果と比較検討した．

Ⅱ . 実験方法

材料

　カワヤツメL. japonica は石狩川に生息する，生きた新鮮なものを江別市漁業協同組合および石
狩市漁業組合の水産漁業会社より購入した．

カワヤツメHbの調製

　Hbの調製過程での変性を避けるため，以下の操作はすべて4℃以下の条件で行った．5mlあるい
は 10ml のディスポーザブルシリンジに少量の抗凝固剤（Acid Citrate Dextrose =ACD液：113mM

クエン酸ナトリウム，15.5ｍMクエン酸，16ｍMリン酸ナトリウム，129ｍMグルコース）を加

えてシリンジ内を湿らせたあとにカワヤツメの心臓に穿刺して直接採血後，遠心分離機にかけて血

漿と血小板，白血球を取り除き，赤血球を分離した．その赤血球に生理的食塩水を加えて洗う作業

を3回繰り返した後，赤血球の5倍容の溶血溶液（10ｍM Tris-HCl buffer (pH7.6)，0.1ｍM EDTA，

0.125mM MgCl2，0.1mM ATP，0.1mM PMSF）を加えて氷上で 30 分放置後，10,000rpm で 10 分
間遠心分離した．その上清を溶血液として，5ｍM Tris-HCl buffer (pH8.0)で一晩透析した．

　翌日，溶血液を陰イオン交換カラムであるDEAE-Toyopearlカラムにかけて，各Hbアイソフォー

ムを分離調製した．10ｍM Tris-HCl buffer (pH8.0)で溶出した後，0－ 0.3M NaCl の直線濃度勾配

をかけて溶出した．

SDS- ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）

　分離精製したHbのアイソフォームの数と分子量を測定するために，Laemmliの方法7) に従って，

13％ポリアクリルアミドゲルでSDS-PAGEを行った．20mAで約1時間半泳動させ，0.2％CBB，50

％エタノール，7.5％酢酸を含む染色液でゲルの固定・染色を20分間行い，続いて5％エタノール，

7.5％酢酸を含む脱染色液でタンパク質以外の部分を脱染色した．

タンパク濃度の測定

　Hbの濃度は 575nm での吸光度およびLowry 法8)を用いて測定した．

アミノ酸配列の決定

分離精製したHbⅠを lysyl endopeptidase で特異的に分解し，Edman 法9)を用いてアミノ酸配列
を決定した．その後，cDNAによってその配列の正当性を確認した．lysyl endopeptidase はリジン

のカルボキシル側で分子を切断するタンパク質分解酵素であり，Edman 法は phenyl isothiocyanate
(PITC)をタンパク質あるいはその断片と反応させて，分子のN末端側から１つずつアミノ酸を切り

取って配列を決めていく方法である．

HbⅠと lysyl endopeptidase を 20：1の割合で混合し，50 ｍM Tris － HCl (pH8.4)，4M Urea 中
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で，37℃で4時間インキュベート後，凍結乾燥し，HPLCにかけてHbⅠ分子の断片を得た．この断
片を，Edman分解によるアミノ酸配列の決定を自動化して行う配列決定装置（sequenator）にかけ，

HbⅠ分子のアミノ酸配列を決定した．

Ⅲ.結果と考察

カワヤツメHbの分離精製

　DEAE-Toyopearl カラムにかける前のカワヤツメ溶血液の SDS-PAGE パターンでは，およそ

17kDaの分子量の位置に幅の広いバンドが見られた（データは示していない）．Hbを精製するため

に溶血液をDEAE-Toyopearl カラムにかけ，10mM Tris-HCl (pH8.0)を流した後，0－ 0.3M NaCl

の直線濃度勾配をかけて溶出した．Fig.1にその溶出曲線を示した．最初に大きなピーク，Fraction

No.54 に非常に小さなピーク，No.68 付近に小さなピークと3つのピークが観察された．最初の大

きなピークはDEAEイオン交換樹脂には吸着せず，NaCl 濃度勾配をかける前に溶出され，No. 54
は 0.08M NaCl，3 番目のピークは 0.25M NaCl で溶出された．なお，この調製でのHbは分光光度

計による吸収曲線の測定により酸素結合型であることがわかった．

　最初のピークを SDS-PAGE にかけた結果，わずかな分子量の差が見られ，２種類のHb アイソ

フォームが確認された (Fig.2-(a))．分子量の小さい方のHbがこのピークの前半部分に溶出し，大

Fig.1　L. japonica 溶血液のDEAEカラムクロマトグラフィー．タンパク
量：42.9mg/ml × 140ml=6000mg，カラムサイズ：4.5 × 17.0cm，溶出液：
10mM Tris-HCl(pH8.0)，No.48 より 0－ 0.3M NaCl の直線濃度勾配をか
けた．1Fraction：No.1-12=17ml，No.13-47=8ml，No.48-78=15ml．
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きい方のHbがピークの後半部分に溶出していた．これらを溶出される順序に従ってHbⅠ，HbⅡ

と名付けた．この段階で，Fraction No.11 － 17 にかけてHbⅠが，No.41 － 44 で少量のHbⅡが分
離精製され，HbⅡの多くはHbⅠとの混合物として溶出された(No.18 － 40)．
Fig.2 (b)は，Fraction No.54 と 3 番目のピークの SDS-PAGEパターンである．0.08M NaCl で溶

出されたNo.54は，溶出曲線ではピークが確認できない程タンパク濃度が低いが，薄い赤色が観察

され，自記分光光度計によってHb特有の吸収パターンを示したため，Hbのアイソフォームと確認

された．DEAEカラムからの溶出順に従いこれをHbⅢと名付けた．HbⅠとHbⅡをこのHbⅢと並

べて SDS-PAGEにかけると，HbⅠとHbⅡの中間のあたりにバンドが観察された（Fig.4）．

３つめのピークは 2種類のHbアイソフォームの混合物であり(Fig.2 (b),Fraction No.68-70)，分

子量はHbⅠ－Ⅲよりも大きく，わずかに分子量の小さい方をHbⅣ，大きい方をHbⅤと名付けた．
以上の結果から，カワヤツメL. japonica の血液には５種類のアイソフォームが含まれているこ

とが明らかになった．溶出曲線，電気泳動の結果と，デンシトメーターを用いた測定により，5種

類の各Hbアイソフォームの組成比を算定した（Table 1）．最も高い含有量を示したHbⅠが全体の
78.13％であり，次いでHbⅡが 17.88％を占めており，全Hbの約 96％がこの２つのアイソフォー

Fig2　L. japonica Hb の SDS-PAGE パターン．0.1％SDS 中で 13％のアクリルアミド
ゲル濃度で行った．Fraction No. は Fig.1 のDEAEカラムクロマトグラフィーに対応す
る．(a)は 1つめの大きなピーク，(b)はNo.54 と 3つめのピークのパターンである．5つ
のHbアイソフォーム，HbⅠ，HbⅡ，HbⅢ，HbⅣ，HbⅤが示されている．
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ムによって構成されていた．HbⅢ以下HbⅣ，HbⅤは順次0.23％，2.58％，0.64％と，いずれも全
Hb 量に対する割合は小さいものであった．

また，HbⅠとHbⅡを更に精製するために，HbⅠとHbⅡの混合物 (Fig.1，Fraction No.18－40)
を集め，DEAE-Toyopearl カラムで再クロマトグラフィーを行った．得られた吸収曲線(Fig.3)では

前半部分に肩を示す１つのピークが観察された．ピークの前半部分を SDS-PAGE にかけた結果

(Fig.4)，その部分(Fraction No.16 － 22)で HbⅠが分離精製されていた．ピーク後半の裾の部分

Fig3　L.japonica HbⅠと HbⅡ混合物の DEAE 再クロマトグラ
フィー．カラムサイズ：4.5 × 22.5cm，タンパク量：23.2mg/ml ×
148ml=3430mg，溶出液：10mM Tris-HCl (pH8.0)，1Fraction=10ml．

 Fig.4　Fig.3 の調製で得られたL.japonica HbⅠと
HbⅡのSDS-PAGE．右側の2レーンはFig.1 で得
られたHb Ⅲ．13％ポリアクリルアミドゲル．
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(Fraction No.28 － 34)では HbⅡが分離精製された．このようにDEAE カラムを用いて再クロマト

グラフィーを繰り返すことで，より多くのHbⅠ，HbⅡを単離することに成功した．

HbⅠのアミノ酸配列

分離精製したL. japonica HbⅠを lysyl endopeptidase で特異的に分解し，Edman 法を用いてアミ
ノ酸配列を決定した(Fig.5)．その結果，HbⅠは 149 個のアミノ酸から成り，分子量は16,524Da と

算定された．このHbⅠとウミヤツメP. marinus HbⅤ，ヒトHbα鎖，β鎖とのアミノ酸配列を比
較したものが Fig.6 である．

L. japonica HbⅠの配列は，カワヤツメのもう１つの種であるヨーロッパ産のL. fluviatilis の Hb
と同一であることがわかった10)． これら両カワヤツメHbとP. marinus HbⅤ 11)はいずれも149個の

アミノ酸から成っていた．HbⅠとP. marinus HbⅤは非常に似ており，4つのアミノ酸が置換して
いるだけであった(Fig.6，○囲み文字)．HbⅠのSer5，Asn29，Met58，Ser60 が，P. marinus HbⅤ
ではThr5，Thr29，Leu58，Thr60 になっており，その配列の相同性は 97％であった .

ヒトHbα鎖・β鎖のアミノ酸配列とHbⅠでは配列が大きく異なっていた．Fig.５に示してある
Hb全てに保持されているアミノ酸は27残基だけであり(Fig.6，四角で囲んで示してある)，その中

には近位・遠位ヒスチジン※が含まれていた．HbⅠでは105番目に近位ヒスチジン，73番目に遠位
ヒスチジンがあり，α鎖では87番目と 58番目，β鎖では 92番目と 63番目にそれぞれ近位・遠位

ヒスチジンが保持されていた（Fig.6）．

また，β鎖では置換しており，α鎖とHbⅠの間で保持されているアミノ酸は18残基あり（Fig.6，
濃い網掛け文字），逆にα鎖では置換しており，β鎖とHbⅠ間で保持されているアミノ酸は8残基
のみであった（Fig.6，薄い網掛け文字）．

※ 近位･遠位ヒスチジン：Hb内部にある唯一の極性残基でヘム鉄の結合部位として重要な役割を

担う．近位ヒスチジンはヘム鉄に直接結合し，遠位ヒスチジンはヘム鉄の近傍にあるが結合し

ていない．また，ヘム鉄の酸素結合部位は遠位ヒスチジン側にある．
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さらに，それらHbの相同性に基づいて並べたアミノ酸配列の比較から，L. japonica HbⅠでは，
ヒトHbα鎖，β鎖に比べて，N末端が8残基長く，C末端付近に９残基の欠損があることがわかっ
た．

要　　約

1.　L. japonica 溶血液の SDS － PAGEパターンでは，およそ 17 ｋDa の分子量の位置に幅の広い
バンドが見られた．溶血液をDEAE－Toyopearl カラムにかけ，10ｍM Tris-HCl で溶出した後，0

－0.3M NaClの直線濃度勾配をかけて溶出した．その溶出曲線では３つのピークが見られ，各ピー

クをSDS－PAGEにかけた結果，５つのHbアイソフォームが確認され，溶出順序に従いHbⅠ，Hb

Ⅱ，HbⅢ，HbⅣ，HbⅤと名付けた．各アイソフォームの組成比はHbⅠ－Ⅴの順に78.13％，17.88
％，0.23％，2.58％，0.64％であった．

2.　分離精製したHbⅠのアミノ酸配列をEdman法により決定した．HbⅠは149個のアミノ酸から

成り，分子量 16,524Da と算定された．P. marinus HbⅤのアミノ酸配列との比較では，4種類のア
ミノ酸が置換しているだけで，その相同性は97％であった．また，ヒトHbα鎖，β鎖との比較で

は配列が大きく異なっており，P. marinus HbⅤを含めた4つのHbサブユニット間で保持されてい
るアミノ酸は27残基だけであった．さらに，HbⅠはヒトHbα鎖，β鎖に比べ，N末端が8残基長
く，C末端付近に９残基の欠損が見られた．
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