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Abstract

Myoglobin (MbI) was purified from skeletal muscle of river lamprey, 
Lampetra japonica, by using DEAE-Toyopearl column chromatography. 
The amino acid sequence of MbI was determined by Edman method. MbI 

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 river 
lamprey HbI reported by us, previously. These results obtained by our group 
are the first report of the cyclostomes Mb.

Ⅰ．はじめに

ヤツメウナギ（lamprey）は，メクラウナギ（hagfish) と共に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，現存している最も貴重な動物達の中に数えられ，生きている化石
の一つとされているが，現在の主な生息域は北半球側にある．それゆえ，欧米を中心に多くの研究報
告が出されており１），動物の進化の研究や我々人体の機能解明に貴重な情報を与えてくれている．
しかし，ヤツメウナギを用いた研究は，我が国では非常に少ない．我が国に生息しているカワヤ
ツメ（Lampetra japonica）は，北海道と本州中部以北の日本海沿岸等の河川に生息する長さ 50～
60cmの世界で最大級のウナギとして知られており，特に北海道には石狩川を含めた河川に多く生
息している．一方，本州の東北地方や日本海沿岸の河川における生息は，絶滅寸前の状態となって
おり，今や北海道の河川でしか捕獲できなくなった．その北海道も，近年は漁獲量が大巾に落ちて
きていることが我々の調査でも明らかとなっている２）．この原因は護岸工事などの河川改修にある
ことは我々の調査で判明してきた．我々は，北海道でしか手に入れることの出来ないこの貴重な動
物に関して研究を続けてきている２）～７）．
ヤツメウナギで最も研究されているものの１つにあげられるヘモグロビン（Hemoglobin=Hb）は，
生体内で酸素を運搬するタンパク質としてすべての動物及び多くの植物その他の生物にその存在が
知られており，多数の研究が報告されている．我々も，このヤツメウナギ（カワヤツメ lamprey, 
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Lampetra japonica = L . japonica) の５種のHbアイソフォームの存在を明らかにし，そのうち最も
多量に存在するHbI の単離精製に成功し，そのアミノ酸配列（149 個のアミノ酸から成っていた）
を決定した５）．この精製HbIの結晶化を行い，Ｘ線回析法により，その立体三次元構造を決定した６）．
一方，脊椎動物の筋肉中にはHbによく似たミオグロビン（Mb）というタンパク質が含まれて
いる．このMbは，酸素を結合できるのみであり，HbのようにCO2やＨ＋と結合することは出来ず，
Hbよりも原始的なタンパク質であると考えられている．ヒトHbは，Mbによく似たαタイプと
βタイプの 2種類のポリペプチド鎖の２個ずつの集合である事が知られている（ヒトHb＝α鎖 2
個＋β鎖 2個）．
脊椎動物の中で最も原始的である円口類には，ヤツメウナギとヌタウナギ（メクラウナギ）の 2
種類しか存在しない．これらのHbは，Mbに似た 1種類のタンパク質から成り，Mbと同じ祖先
から進化した，ヒトHbなどよりも原始的なHbであると考えられている．すなわち，今から数億
年前（脊椎動物が誕生するより以前）に現在のHbやMbの祖先タンパクが存在しており，それが
進化して，Mb，円口類型Hbさらには，軟骨魚類から人に至る 4個のサブユニットから成るHb
に進化していったと考えられている．
円口類の血液Hbについては多くの研究報告があるにもかかわらず，筋肉中のO2 貯蔵タンパク
質Ｍｂに関する報告はまったく出されていない．これは他種の脊椎動物のHbの分子量がMbの 4
倍であるに対してMbとHbの分子量がほぼ等しい円口類ではその分離精製が困難であったためで
あると考えられる．
今回，我々はカワヤツメの骨格筋よりMb成分の 1つであるMbI を単離するのに成功し，さら
にアミノ酸配列を決定することが出来たので報告する．

Ⅱ．実験材料と方法

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より購入
した．

カワヤツメＭ bの調製
Mb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．
カワヤツメの骨格筋を小さく切り刻んで重量をはかり，その 5倍容の 10ｍM Tris（pH8.0）溶液
を加えてミキサーにかけて均質化した後，8,000rpmで１０分間遠心にかけた．上清をサラシ布でこ
した後に，60～ 95％飽和硫安で沈殿してくる分画を 12,000rpmの遠心にかけて溶液に透析した．

SDS- ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）
分離したMb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８）に従って，
13％ポリアクリルアミドゲル SDS-PAGEを行った．20 ｍＡ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．

タンパク質濃度の測定
Mbの濃度は 575nmでの吸光度およびLowry 法９）を用いて測定した．
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アミノ酸配列の決定
分離精製したMbI を lysyl endopeptidase で特異的に分解し，Edman 法 10）を用いてアミノ酸配
列を決定した．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 isthiocyanate (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．
MbI と lysyl endopeptidase を 20：１の割合で混合し，50mM Tris-HCl (pH8.4), 4M Urea 中で，

37℃で 4時間インキュベート後，凍結乾燥し，HPLCにかけてMbI 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，Mb
１分子のアミノ酸配列を決定した．

Fig. 1　カワヤツメ骨格筋抽出物（60～95%飽和硫安沈殿物）のDEAEカラムクロマトグラフィー 
タンパク量 18mg ／ml × 10.2ml ＝ 183.6mg，カラムサイズ：1.6 × 9.5cm　溶出液 ： 10mM Tris 
HCl（pH8.0），No. 9 より 0‐0.3M NaCl の直線濃度勾配にかけた．1fraction ＝ 5.2ml　　

Ⅲ．結果と考察

カワヤツメＭ bの分離精製
DEAE-Toyopearl カラムにかける前のカワヤツメ骨格筋の硫安分画の SDS-PAGEパターンで

は，数本のバンドが見られた（Fig. 2, レーン 1）．Mbを精製するために骨格筋の抽出物を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．575nmの吸収を測定した所，2つのピーク（赤
色を呈していた）が観察された．fraction No. 4 ～ 7 に小さなピークが出現した．さらに fraction 
No. 9 ～ 35 までのＮaCl の直線勾配により，0.08M NaCl 濃度の位置に大きなピークが溶出してき
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た．各試料について 13% SDS-PAGEにかけたところ，10mM Tris-HCl（pH8.0）で溶出してくる
fraction No.5 のみが約 17kDa の 1本のバンドを示しており，Mbが精製されていることがわかった
（Fig. 2 , レーン 2）．このMbをMbI と名づけた．
0.08M NaCl で溶出してくるメインピークには，17kDa の複数のMbのほかに数種類のバンドが

観察されており，このカラム操作による分離精製は成功しなかった（Fig. 2，レーン 4, 5）．なお，
Fig. 2 のレーン 6は分子量のマーカーとしてマガキ貝柱筋タンパク質であるミオシンを用いた．

酸素化MbIの吸収曲線
Fig. 3 に酸素を結合したMbIの吸収曲線を示した．今まで知られているMbやHbと同様に 540nm
と 575nm近辺に吸収極大を示す典型的な吸収曲線を示した．

Fig. 2　カワヤツメ骨格筋抽出物の SDS－PAGE パ 
ターン
0.1％ SDS中で 13% ポリアクリルアミドゲル濃度で
行った．
レーン１；骨格筋抽出物（60̃95% 飽和硫安沈殿物）
レーン２； DEAE‐トヨパールカラム　 fraction No.5
レーン３；　同　　　　　　　　　　　　  No.6
レーン４；　同　　　　　　　　　　　　  No.15
レーン５；　同　　　　　　　　　　　　  No.16
レーン６；マガキ貝柱筋天然アクトミオシン

Fig. 3　カワヤツメ骨格筋 O2MbI の吸収曲線
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MbIのアミノ酸配列
分離精製したL. japonica MbI を lysyl endopeptidase で特異的に分解し，Edman 法を用い
てアミノ酸配列は決定した（Fig. 4）．その結果，MbI 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MbI のアミノ酸配列を先に報告したカワヤツメ赤血球HbI と一致し
ていた．円口類のMbに関する今回得られた結果が初めての報告であり，MbI と HbI が同じであ
ることから，脊椎動物が誕生する前（今から６億５千万年前？）の祖先型から，まず，筋肉中の
Mbタイプのものが分化し，それが円口類（カワヤツメ）で血液の赤血球中に入りこみ，その後，
軟骨魚類から人類に至る 4量体型のHbへと進化していったと我々は考えている．すなわち，Fig. 
5 に示した一般的に認められている酸素結合タンパク質の進化分岐の過程段階 に我々の得た今回
の結果を加えてまとめてみると，

Fig. 5　Mbと Hbの進化分岐図 11）

4 個の●は祖先の遺伝子が複製され
たと推定された位置である．各点か
ら新しい遺伝子の線ができている．
進化過程の系統樹を逆にして示し
た．α， β, γ,δ はヒトHbのサブユニッ
トを示す．

Fig. 4　カワヤツメ骨格筋MbI のアミノ酸配列
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祖先型O2 結合タンパク質 → Mb（筋肉中）→ Mb（円口類赤血球中） → Hb（軟骨魚類から哺乳
類に至る 4量体タイプ）
ということになると考えている．この点については，今後，円口類のヌタウナギ（メクラウナギ）
を用いてカワヤツメと同様にMbとHb研究を試みる予定である．

Ⅳ．要　約

1. カワヤツメ骨格筋抽出物より硫安分画とDEAEカラムクロマト法を用いてMbI を精製した．酸
素を結合した精製MbIは今まで知られているMbやHbと同様に540nmと575nmに吸収極大ピー
クを持つ典型的吸収を示した．

2. Edman 法により精製したMbI のアミノ酸配列を決定した．それは 149 個のアミノ酸から成って
おり，分子量 16,524kDa と算定された．これは我々が先に報告したカワヤツメ赤血球HbI とまっ
たく同じであり，原始脊椎動物のカワヤツメ筋肉内でもHbI がMbI として合成されており，酸
素貯蔵の機能を果たしていると考えられる．
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