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研究成果の概要（和文）：ハブ毒に含まれる血液凝固Ⅸ因子／Ⅹ因子結合蛋白質（Ａ鎖とＢ鎖の

２つＣ型レクチン様ドメインからなる二本鎖抗凝固蛋白質）をコ－ドする遺伝子の構造を解明

した。 
 
研究成果の概要（英文）：I have determined the structure of genes that encode habu IX/X-bp, 
an anticoagulant protein consisted of two C-type lectin-like chains. 
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：ゲノム科学・基礎ゲノム科学 
キーワード：動物ゲノム 
 
１．研究開始当初の背景 
 カルシウム存在下糖鎖に結合するＣ型レク

チンは、カイメンからヒトまで動物界に広く

分布する蛋白質で、分子進化を考える上でも

興味深い材料である。Ｃ型レクチン蛋白質は

ドメイン構造の違いに基づいて、Drickamer

により７つのグループに分類されている。多

くのＣ型レクチンはマルチドメインプロテ

インであるが、第ⅦグループはＣ型レクチン

ドメインのみで構成されている蛋白質で、ヒ

ト由来の蛋白質では、膵臓の増殖因子あるい

は膵石形成を阻害する因子と考えられてい

るリトスタチン（別名 REG protein）がこの

グループに分類されている。申請者がハブ毒

より見出した血液凝固Ⅸ因子／Ⅹ因子結合

タンパク質(IX/X-bp)は第Ⅶグループに分類

されているヘテロな二本鎖蛋白質で、それぞ

れの鎖がＣ型レクチンの糖鎖認識ドメイン

(CRD)と一次構造上は高い相同性を有すが

（15%～40%）、糖鎖に対する結合能は無い。 

 ヘビ毒には多種多様な生物活性を有する

蛋白質が含まれ、神経成長因子の例の様に、

その単離や構造解析、作用機序の解明により、

生命現象のメカニズム解明に寄与したもの



も多い。 

 
また、ヘビ毒由来蛋白質には薬として用いら

れているものや、創薬の基になったものも少

なくない。IX/X-bp は血液凝固因子の構造・

機能解析に貢献してきた。しかも図 1に示す

ように、この蛋白質と高い相同性を持ちなが

ら、生物活性の全く異なる数多くの蛋白質が

ヘビ毒から単離され、臨床検査薬や研究用試

薬として汎用されているものもある。この図

に示した IX/X-bp 様蛋白質の CRD 様ドメイン

は、何れも一次構造上 IX/X-bp の各鎖と 50

～60%の相同性を持つにもかかわらず、リガ

ンドや生物活性が全く異なっている。すなわ

ち、CRD 様構造はヘビ毒蛋白の基本的モチ－

フの一つであり、その多様化により、色々な

機能を作り出してきたと考えられる。 

ヒトにとって医薬品開発シ－ズとしての

意義を持つ毒蛋白質は、ヘビにとっては捕食

や護身という目的に使うものであり、進化の

歴史の中で、様々な相手に対応できるよう適

応し、進化を遂げてきたと考えられる。ヘビ

毒ホスホリパ－ゼA2やメタロプロテア－ゼに

おいては、cDNAクロ－ニングの結果などから、

蛋白質に翻訳される領域の方が他の部分よ

りも速やかに変化しているといういわゆる

「加速進化」の存在が示されている。IX/X-bp

に関しても同様の結果が得られており、元来

糖結合蛋白質をコ－ドする遺伝子として持

っていた遺伝子を、現在のところ未知の機構

により変化させ、糖鎖に対するものとは別の

結合特性を持つものを作り出すことによっ

て、多様性を獲得してきたと思われる。 

 

ヘビ毒由来のＣ型レクチンやＣ型レクチ

ン様蛋白質（IX/X-bp様蛋白質）をコ－ドす

る遺伝子の構造は未だ報告されていないが、

他の動物（ヒドラからヒトまでの）Ｃ型レク

チン遺伝子のうち、ゲノムDNAの構造が知ら

れているものについて、遺伝子のエキソン－

イントロン構造の違いに基づいて分類した

ものが表１である。すなわち一つのCRDが唯

一つのエキソンでコ－ドされているもの（マ

ンノ－ス結合蛋白質など）から、３つのイン

トロンによって分断されているもの（リトス

タチン）まで、４種に分けることができる。

これらの遺伝子グループでのイントロン挿

入部位は、それぞれのグループ内で高度に保

存されており、４つのグループの祖先遺伝子

が分かれた後に、それぞれが産生する蛋白質

の機能を多様化させつつ進化してきたと考

えられる。ヘビ由来のＣ型レクチン遺伝子は、

ハブの血液中に存在するホスホリパ－ゼA2イ

ンヒビタ－の遺伝子構造が報告されている

に過ぎず、IX/X-bpのゲノムDNAについて解析

を進めてきた。図２に、これまでに判明した

IX/X-bp A鎖遺伝子の構造の概略を示す。 

 
 この他、申請者は種々のヘビ毒から VEGF

様の蛋白質（VEGF-F と命名）等を単離し、構

造・機能解析を行ってきた。それら一連の研

究から、蛋白質が微量にしか精製できないも

のや、遺伝子レベルでのみ同定できるものに

多数遭遇し、毒蛋白質 cDNA ひいては毒ヘビ

ゲノムを網羅的に解析することにより、新規

な蛋白質及びその遺伝子に到達する可能性

を考えるに至った。 

 

２．研究の目的 
本研究は、蛇毒蛋白質の分子進化や機能多

様化のメカニズムの解明、CRD 様ドメイン・

ヘテロダイマーの産生機序の解明等を経て、

医薬シ－ズとしてより有用な新規蛋白質を

発見あるいは作製することを目標とする一

連の研究の一歩である。すなわち、ハブ毒に

含まれ、我々が既に cDNA 及び蛋白質レベル

で構造や機能を明らかにしたＣ型レクチン

様蛋白質（IX/X-bp や IX-bp 等）のゲノム DNA

の塩基配列を解析する。また、ハブ毒腺 cDNA

ライブラリ－よりハブ毒腺に発現している

蛋白質の cDNA を網羅的にクロ－ニングし、



それらのゲノム DNA塩基配列の解析に繋げる。 

 

３．研究の方法 
(1) ハブ毒タンパク質Ｃ型レクチン様ドメ

インをコ－ドするゲノムDNAの構造解析

 ハブゲノム DNA を鋳型とし、PCR による DNA

断片を合成し、ベクター（pCT4-TOPO 等）へ

の挿入後塩基配列を解析した。 

・IX-bp Ａ鎖遺伝子について ----- X/X-bp

とIX-bpはＢ鎖が完全に同一で、Ａ鎖のアミ 

ノ酸配列が 129 残基中 19 残基のみ異なるホ

モロガスな蛋白質であり、一つの遺伝子が重

複により多様化した好例と考えられる。(H. 

Atoda et al., Thromb. Res. 87, 271-278, 
1997) そこで、IX-bp Ａ鎖のcDNAの配列をも

とに設計・合成したプライマ－を用いて遺  

伝子構造を解析した。 

 

(2) ハブ・ゲノムライブラリ－の構築および

ライブラリ－からのスクリ－ニング 

類似遺伝子の存在や、PCR による断片の配

列解析では解析し難い遺伝子間の構造解析

を目的として、ハブゲノム DNA を新たに調製

し、その断片をフォスミド・ベクタ－に挿入

してハブ・ゲノムライブラリ－を構築し、

IX/X-bp Ａ鎖等の cDNA 配列を用いた PCR に

よりスクリ－ニングした。 

 

(3) ハブ毒に含まれる蛋白質cDNAの構造解

析

 ハブ毒腺 cDNA ライブラリ－をプレート上

に植え拡げ、独立したクローンを無作為に

pick up し、塩基配列を解析した。ライブラ

リ－は、cDNA を大きさに従っていくつかに分

画し、ベクターpSPORT-1 に挿入することによ

り作製した。解析の容易さを考慮し IX/X-bp

等と同程度の大きさ（700-800 bp）のものか

ら順次解析し、Ｃ型レクチンに限定せず、可

能な限り多様な毒蛋白質 cDNA を解析した。 

 
４．研究成果 

(1) IX/X-bp Ｂ鎖をコ－ドするゲノムDNAの

PCRを用いた構造解析

 IX/X-bp Ｂ鎖のcDNAの配列をもとにプ

ライマ－を設計・合成し、ハブゲノムDNA

を鋳型として、PCRによりB鎖遺伝子DNA断片

の合成とベクター（pCT4-TOPO等）への挿入、

塩基配列の解析を行った。エキソンI～II

間のエキソン－イントロン構造や、エキソ

ン部分とイントロン部分の塩基配列の変異

度等を、既に解析したハブIX/X-bp Ａ鎖遺

伝子と比較した。その結果、イントロン１

の挿入部分は両遺伝子間で保存されている

こと、および類似の遺伝子（偽遺伝子も含

め）が多数存在する可能性が考えられ、PCR

による部分的な断片作成では毒蛋白質コ－

ド遺伝子全体の構造解析は困難と思われた。 

 

(2) ハブ・ゲノムライブラリ－構築 

 新たにハブの組織を調達し、ゲノムライブ

ラリ－（total 約72万 cfu）を構築した。 

 

(3) ハブ・ゲノムライブラリ－からのIX/X-bp

遺伝子のスクリ－ニング 
ハブゲノム フォスミドライブラリ－

から目的遺伝子をクロ－ニングする方

法を種々検討し、PCRを用いた基本的な

スクリ－ニング手法を確立した。 

ハブIX/X-bp Ａ鎖の配列を含むクロ

－ンを得るため、約165000cfuのフォス

ミドクロ－ンについて、これまでに得ら

れていたIX/X-bpＡ鎖cDNA及びイントロ

ンの配列を基に作成したプライマ－を

用いたPCRにより、陽性クロ－ンを検索

した。PCRで得られたバンドの塩基配列

を解析し、IX/X-bp遺伝子の塩基配列と

一致あるいは相同性を示したものを陽

性とした。 

得られた陽性クロ－ンの全塩基配列

を解析した結果、１つのフォスミドクロ

－ンに IX/X-bp A 鎖遺伝子と B 鎖遺伝子

が隣り合わせに、逆向きに存在すること

が明らかになった（図３）。これら２つ

の遺伝子は同一部位にイントロンが挿

入され、それぞれ６つのエキソンからな

る（CRD 部分のみについてみると４つの

エキソン）ことが解った。このフォスミ

ドクロ－ン上には、もう一つ別のＣ型レ

クチン様ドメインをコ－ドする遺伝子

が存在していることが解った（図３）。 

 

このことから、様々なＣ型レクチン様

蛋白質をコ－ドする遺伝子が１つの染

色体上に複数存在することが明らかに

なり、Ｃ型レクチン様蛋白質をコ－ドす

る遺伝子がクラスタ－を形成している

可能性が示された。ここで新たに見出し

た遺伝子がコ－ドする蛋白質のアミノ

酸配列は、ハブ以外のヘビ毒から単離さ

れている血小板凝集惹起蛋白質と相同

性を示した。この蛋白質がハブ毒から単



離された報告は無く、新規蛋白質の遺伝

子と考えられた。 

また別の陽性クロ－ンの塩基配列を

解析した結果、IX/X-bp A鎖遺伝子－

IX/X-bp B鎖遺伝子に続き、IX-bp A鎖遺

伝子に似た別の遺伝子を見出した。配列

解析を行ったところ、exon I及びexon Ⅱ

の配列がIX-bpタンパク質のアミノ酸配

列と一致せず、IX-bp A鎖類似の別遺伝

子であることが判明した。 

 

(4) PCRによるIX-bp Ａ鎖遺伝子の構造解析 

IX-bpのＡ鎖をコ－ドする遺伝子について、

ハブゲノムDNAを鋳型とするPCRにより増幅し

たDNA断片の塩基配列解析により、IX-bp Ａ鎖

コ－ド領域の構造を明らかにした（図４）。 

 
その結果IX-bp Ａ鎖遺伝子もIX/X-bp Ａ鎖

遺伝子と同様、５つのイントロンにより分断

された６つのエキソンからなることが明らか

になった。IX-bp Ａ鎖遺伝子におけるイント

ロン挿入部位はIX/X-bp Ａ鎖遺伝子における

イントロン挿入部位と相同であり、イントロ

ン同士の配列にも高い相同性がみられたが、

その大きさはかなり異なることが解った。 

 

(5) ハブ毒に含まれる蛋白質cDNAの構造解析

 ハブ毒腺cDNAライブラリ－をプレート上

に植え拡げ、独立したクローンを無作為に

pick upし、塩基配列を解析した。ライブラ

リ－は、cDNAを大きさに従っていくつかに分

画し、ベクターpSPORT-1 に挿入することによ

り作製した。解析の容易さを考慮しIX/X-bp

等と同程度の大きさ（700-1000 bp）のもの

から約 40 クロ－ンを順次解析した結果、ホ

スホリパ－ゼA2類、メタロプロテア－ゼ類、

BPP/CNP前駆蛋白質等の配列が得られた。 
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