
Ⅰ. はじめに

フィブリノゲン（Fbg）は血液凝固反応系の
最終段階（ゲル化）に直接関わる凝固因子であ
り、最も原始的な脊椎動物である円口類のヤツ
メウナギから存在することが報告されている1)。
また、ヤツメウナギFbgの構造はヒトFbgと同様
にAα、Bβ、γの３種類のポリペプチド鎖が存
在し、これらのポリペプチドがジスルフィド結
合（S-S結合）し、アミノ基末側をE領域、また
カルボキシル基末側をD領域と呼ぶ球状構造を
形成していることが明らかとなった2-6)。

しかし、円口類に分類される動物種はヤツメ
ウナギ以外にヌタウナギ7)が存在し、これら２種
の動物の系統的位置関係は現在でも論議されて
いる。したがって、Fbgの進化上の起源を解明
するためには、ヤツメウナギとヌタウナギの
Fbgの構造を比較することは極めて重要である。
したがって、我々は、以前よりヌタウナギ
（hagfish、Eptatretus burgeri）のFbg遺伝子の解析
を行い、ヌタウナギFbgγ鎖遺伝子の部分的な
塩基配列を、既に報告した8)。今回、我々はFbn
重合に重要なアミノ酸配列を含むFbg Bβ鎖を
コードする遺伝子配列を同定し、円口類のFbg
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とヒトFbgとの相違について、Fbgの機能との関
係をふまえて考察する。

Ⅱ. 方法

1. cDNAの合成
東京大学三崎臨海実験所から供与された３体
のヌタウナギ（Eptatretus burgeri）から肝臓を摘
出した。これらの肝臓からRNeasy Mini Kit
（QIAGEN）を用いて、RNAを精製した。精製し
たRNAを鋳型として、Cloned AMV First-Strand
Synthesis Kit（Invitorogen）を用いて逆転写反応
9)を行い、cDNAを合成した。

2. PCR
1) ヌタウナギフィブリノゲンBβ鎖インナー領
域
ヒト10)、ニワトリ11)、ヤツメウナギ3)で同定さ

れているFbg Bb鎖の塩基配列を比較して相同性
の高い領域を選択し、プライマー[Forward primer
（inner primer forward: CCAGGYGARTAYTGGC-
TRGG）とReverse primer（inner primer reverse:
CCAKGASCCCTTCCARTTCATC）]を合成し、
PCRに使用した。PCRはSaikiらの方法12)に準じ
て行った。すなわち、1.5 mM MgSO4の存在下
で、0.1μ gの cDNAに 0.02 U/ml Taq DNA
polymerase、0.2 mM dNTPsと0.3μMプライマー
でPCRを行った。反応条件は、96℃ 20秒、54℃
30秒、72℃ 90秒のサイクルを35サイクル行っ
た。その後、PCR産物は1.5％アガロース電気泳

動を行い、エチジウムブロマイド（EtBr）で可
視化した。

2) ヌタウナギフィブリノゲンBβ鎖のRACE法
① 3'-RACE法
Frohmanらの方法13)に準じて、ヌタウナギ肝臓
より抽出したRNAを鋳型として、5'/3' RACE Kit,
2nd Generation（Roche）を用いて、アダプター
配列（GACCACGCGTATCGATGTCGAC）が付
加されたcDNAを合成した。そしてAnchor Primer
（GACCACGCGTATCGATGTCGAC）と、イン
ナー領域の塩基配列結果をもとに合成した遺伝
子特異的な3'RACE Primer 1（GTACAAC-
CGCTGTCACTCTG）を用いてPCRを行った。さ
らに必要に応じて、PCR産物を鋳型として、
Anchor Primerと複数の3'RACE Primerによるnested
PCRを行った。反応条件は、いずれも96℃ 20
秒、58℃ 30秒、72℃ 90秒のサイクルを35サイ
クルで行った。その後、PCR産物は1.5％アガロ
ース電気泳動を行い、EtBrで可視化した。

② 5'-RACE法
3'-RACE法と同様に、ヌタウナギ肝臓より抽

出したRNAを鋳型として、5'-RACE法のcDNAを
5'/3' RACE Kit, 2nd Generation（Roche）を用い
て合成した。すなわち、インナー領域の塩基配
列結果をもとに合成したプライマーと5'RACE
Primer 1（GTACAACCGCTGTCACTCTG）を用
いて逆転写反応を行いcDNA合成した。その後、
High Pure PCR Product Purification Kitを用いて
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Fig. 1 Products of PCR or 3- / 5-rapid amplification of cDNA end. 



cDNAの純度を高めた。この未知配列を含む
cDNAの3'末端にアンカー配列を付加し、アダプ
ター配列の付いたオリゴ（dT）プライマーと、
遺伝子特異的な5'RACE Primer 2（CAGAGT-
GACAGCGGTTGTAC）を用いてnested PCRを行
った。さらに、このPCR産物を鋳型として
Anchor Primer（ 3'RACE法 同 様 の 配 列 :
GACCACGCGTATCGATGTCGAC）と複数の
5'RACE Primerによるnested PCRを行った。反応
条件は、いずれも96℃ 20秒、58℃ 30秒、72℃
90秒のサイクルを35サイクルで行った。その後、
PCR産物は1.5％アガロース電気泳動を行い、
EtBrで可視化した。

3. 塩基配列分析
PCR産物を回収した後、direct sequence法14)を

用いて、sequence 反応を行い、Genetic Analysis
system CEQ8000（Beckman Coulter）を用いて、
塩基配列を同定した。

Ⅲ. 結果

1. cDNAの合成
３個体のヌタウナギの肝臓（約30 mg）から、
約20～30μgのcDNAを合成した。

2. PCR
インナー領域のプライマーを用いたPCRから、
約500bpのPCR産物をえることに成功した（Fig.
1-A）。また、3'-RACE法では、約1400bpのPCR
産物が確認でき（Fig. 1-B）、5'-RACE法では、約
1300bpのPCR産物（Fig. 1-C）をえることに成功
した。

3. 塩基配列分析
インナー領域の塩基配列（221塩基）、と3'領

域の塩基配列（1495塩基数）を同定した。さら
に、5'-RACE法の解析で、開始コドンまでの塩
基配列を同定し、これらの結果を組み合わせた
配列をFig. 2に示した。なお、３個体のヌタウナ
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Fig. 2 Nucleotide sequence of the fibrinogen Bb chain of hagfish. The PCR primer sites are indicated by arrows. The stop
codon is denoted by a dash box, the polyadenylation signal sequence AATAAA is indicated by a gray background,
and the poly(A) addition site is shown as a double underline.



ギの肝臓より合成したcDNAは、いずれも同一
の塩基配列であった。

Ⅳ. 考察

今回の検討で、ヌタウナギ肝臓より、開始コ
ドンからpoly(A) tailを含む2816塩基の遺伝子を
同定した。また、真核動物にはpoly(A) tailの数
10塩基上流にpoly(A)付加シグナル配列である
AT-rich配列（AATAAA、ATTTAT、TAATAA、
ATTAAAやTTAAAT）が存在することが知られ
ている15, 16)。したがって、今回、同定したヌタウ
ナギ遺伝子のpoly(A) tailより24塩基上流の2769
位から2774位のAATAAA配列はpoly(A)付加シグ
ナル配列と思われる。このことから今回の検討
で完全長のヌタウナギFbg Bβ鎖遺伝子の同定
に成功したことが強く示唆された。
ヌタウナギFbg Bβ鎖の翻訳領域の塩基配列

をアミノ酸配列に翻訳し、ヒトおよびヤツメウ
ナギのFbg Bβ鎖のアミノ酸配列と比較した結

果をFig. 3に示した。ヌタウナギFbg Bβ鎖のア
ミノ酸数は480個で、ヒトまたはヤツメウナギ
Fbg Bβ鎖を構成するアミノ酸数は各々461個と
479個であり、ヌタウナギFbg Bβ鎖はいずれの
動物種のFbg Bβ鎖と著しい違いは認められな
かった。また、３種の動物種のFbg Bβ鎖の相
同性を比較すると、ヒトとヤツメウナギでは
46.1％、ヒトとヌタウナギでは43.5％、ヌタウ
ナギとヤツメウナギでは53.3％の相同性が認め
られた。また、Fbg構造の高次構造を担うシス
テインの位置（●）は、ヌタウナギFbgも種々
の脊椎動物同様に保存されていることが明かと
なった。
さらに、ヒトFbg Bβ鎖のカルボキシル基末

領域に存在するゲル化に関わるFbn重合基'b' site
は、他分子のFbgまたはFbnと直接結合する６個
のアミノ酸（βGlu397、βAsp398、βArg406、
βCys407、βHis408、βAsp432、βMet438）と、
緊密なFbn塊形成に重要なカルシウム結合部位
の３種のアミノ酸（βAsp381、βAsp383、β
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Fig. 3 Comparison of the fibrinogen Bb chain amino acid sequences of several species. Identical amino acid residues are
indicated as an asterisk (*). Conserved cysteine residues are in bold. The arrow denotes the thrombin attack 
point, and the double box indicates fibrin polymerization site 'B'. The glycosylation point is indicated by a single
box, the fibrin polymerization site 'b' is shown by a dash box and Ca2+ binding sites are denoted by closed 
triangles.



Trp385）（▲）が知られている17-23）。これら９種
のアミノ酸ついて、ヒト、ヤツメウナギおよび
ヌタウナギの各々のFbg Bβ鎖カルボキシル基
末領域のアミノ酸配列を比較したところ、これ
ら９種の全てのアミノ酸が、３種の動物種でい
ずれも保存されていた。また、ヒトFbgで認め
られる糖鎖結合の共通配列は同じアミノ酸部位
に存在することも明らかとなった。
したがって、今回、ヌタウナギより同定され
た遺伝子は、Fbg Bβ鎖をコードする遺伝子で
あることが強く示唆された。さらに、Fbgの構
造の安定化にかかわるシステインや機能部位に
関わる９種のアミノ酸が保存されていることか
ら、高等動物で認められるフィブリン重合反応
は、進化の過程でヌタウナギの段階にも維持さ
れていることが考えられる。
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