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研究成果の概要（和文）：無顎類クロヌタウナギから、RhBG-like、RhBG-like2およびRhCGを得た。また、軟骨魚類ア
カエイのRhCGとネコザメのRhBGの配列も決定した。系統解析では、クロヌタウナギの2つのRhBG-likeは、他の脊椎動物
のRhBGとRhCGとの共通祖先の枝に位置した。これは、クロヌタウナギのRhBG-likeにおいての収斂アミノ酸置換による
ものであると考えられた。Rh遺伝子族は、脊椎動物の共通祖先ではアンモニウム排出に関与する器官で発現しており、
2回の全ゲノム重複後に、RhBGやRhCGが本来の機能を担っているのに対し、RhやRhAGが血球系での発現に限定されてき
たと考えられた。

研究成果の概要（英文）：RhBG-like, RHBG-like2, and RhCG were obtained from brown hagfish species (Cyclosto
mata). RhCG and RhBG were determined from Red stingray and Japanese bullhead shark species (Condrichthyes)
, respectively. A phylogenetic tree shows that RhCG-like of brown hagfish formed a cluster with other vert
ebrate RhCG, though two RhBG-like genes were located on the common ancestral branch of vertebrate RhBG and
 RhCG. This is probably due to convergent amino acid substitutions occurred on RhBG-like genes of brown ha
gfish. During the evolution of the RH blood group gene family in vertebrates, the common ancestral gene of
 RH and RHAG, and the common ancestral gene of RHBG and RHCG had diverged by the first round of whole geno
me duplication. It is hypothesized that the former gene had begun to express erythrocytes in addition to o
riginal tissue, while the latter gene had kept expression in original tissue.
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１．研究開始当初の背景 
1990年に発見されたRh式血液型遺伝子は、

赤血球細胞表面に発現する 12 回膜貫通型タ
ンパク質をコードしており、ヒトでは
1p34-p36 に位置している。このタンパク質
の細胞膜外でのアミノ酸の差異が、表現型と
して抗体によって同定されて、Rh 式血液型
として認識されている。また、Rh は血液型
抗原としての役割だけではなく、RhAG
（Rh50）というタンパク質とヘテロ四量体を
形成し、アンモニウムイオンのトランスポー
ターとしての働きも持つ。RhAG（Rh50）は、
50kD の糖タンパク質をコードする遺伝子で、
ヒトでは 6p21.1-p11 に位置し、Rh とはアミ
ノ酸レベルで約 35%の相同性がある。 
これら遺伝子の研究は、しばらくの間、霊

長類においてのみ行われていた。1998 年に
なって、申請者らが初めて、マウスとラット
における Rh と RhAG（Rh50）遺伝子を決定
し、進化学的研究を行った。その 1 年後に、
海外のいくつかのグループが同様の研究を
発表し、これら遺伝子の齧歯類における研究
が大きく進展した。また 2000 年には、申請
者らが、アフリカツメガエルとメダカの相同
遺伝子の塩基配列を決定し、Rh 式血液型遺
伝子族の長期進化研究の糸口を開いた。 
その後、多くのゲノム配列解析が進むにつ

れて、Rh と RhAG（Rh50）以外にも RhBG
と RhCG（ヒトではそれぞれ 1q21.3 と
15q25）の存在が明らかになってきた。また
申請者は、2006～2008 年度に科研費・若手
研究（B）の補助を受け、スナヤツメとナメ
クジウオの Rh 関連遺伝子を決定して解析に
加えた。その結果、脊椎動物の Rh、RhAG
（Rh50）、RhBG、RhCG の 4 遺伝子はそれ
ぞれクラスターを形成した。また血液型遺伝
子であるRhは他よりも進化速度が2～3倍速
いことも示された。一方、これらの 4 クラス
ターは、脊椎動物の進化の過程で、2 回のゲ
ノム重複によって生じたということが示唆
されたが、遺伝子近傍の明確なシンテニーが
確認されておらず、それを裏付けるには更な
る解析が必要であった。 
脊椎動物の初期に分岐した遺伝子の進化

を解析するためには、分岐点前後の生物の遺
伝子を多く決定して、解析することが必須で
ある。そこで、申請者は、脊椎動物の分岐直
前に位置する無顎口上綱において、ヤツメウ
ナギ類以外の動物であるヌタウナギや、脊椎
動物の分岐直後で最初に分岐した軟骨魚類
から、Rh 式血液型遺伝子族の塩基配列を決
定し、これら遺伝子の確かな系統関係を構築
して、その進化を解析しようと考えた。また、
これら遺伝子の発現場所は、Rh と RhAG
（Rh50）が赤血球表面に限定しているのに対
し、RhBG と RhCG は腎臓などアンモニウム
イオンを排出する器官に広く分布している。
この違いは、遺伝子重複後に生じた機能分化
によるものと考えられ、そのため、Rh 式血
液型遺伝子族は、新機能の獲得と機能分化を

経験した重複遺伝子の好例として考えられ
る。そこで、この遺伝子族の重複と分岐のタ
イミングを明確にしたのち、それぞれのプロ
モーター領域の配列を解析することによっ
て、これら遺伝子族の配列変化に伴う機能的
変化の進化的機構を明らかにできると考え
た。 
 
 
２．研究の目的 
脊椎動物の Rh 式血液型遺伝子族には、本

来の血液型遺伝子である Rh 以外に、RhAG
（Rh50）、RhBG、RhCG といった遺伝子が
存在する。本研究では、無顎類であるヌタウ
ナギや軟骨魚類といった脊椎動物の初期に
分岐した生物の相同遺伝子を決定すること
によって、Rh 式血液型遺伝子族の重複と分
岐のタイミングを明らかにする。その結果に
基づき、さらにプロモーター領域の配列解析
することによって、Rh と RhAG（Rh50）が
赤血球特異的発現パターンを獲得した進化
的機構を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
静岡県駿河湾沖で採取された無顎類クロ

ヌタウナギ（Eptatretus atami）の鰓から、
TRIzol（Invitrogen）を用いて total RNA を
抽 出 し た 。 得 ら れ た total RNA を
SuperScript II 逆転写酵素（Invitrogen）に
よる逆転写反応を行って 1st Strand cDNA
を作製した。脊椎動物の主な種を用いた Rh
式血液型遺伝子族の CDS 配列の多重整列か
ら、比較的保存されている領域を選択し、い
くつかの degenerate（縮重）プライマーを作
製した。作製したプライマーを用いて、PCR
による増幅および塩基配列決定を行った。そ
の結果、クロヌタウナギの Rh 式血液型遺伝
子族の遺伝子の部分配列を得ることができ
た。次に、得られた部分配列をもとに、
5’RACE法および 3’RACE法を用いて、得ら
れたクロヌタウナギの Rh 式血液型遺伝子族
の遺伝子の部分配列の上流部分と下流部分
の塩基配列決定を行った。その後、この遺伝
子の開始コドンよりも上流の位置に作製し
たプライマーと終止コドンよりも下流の位
置に作製したプライマーを用いて、クロヌタ
ウナギの Rh 式血液型遺伝子族の遺伝子の
CDS 全体の塩基配列を PCR 法およびダイレ
クトシーケンス法を用いて決定した。 
茨城県那珂川河口で採取された軟骨魚綱

アカエイ（Dasyatis akajei）の鰓から、TRIzol
（Invitrogen）を用いて total RNA を抽出し
た。得られた total RNA を SuperScript II
逆転写酵素（Invitrogen）による逆転写反応
を行って 1st Strand cDNA を作製した。魚類
からヒトに至るまでの主な脊椎動物の
RhCG 遺伝子の CDS 配列の多重整列から、
比較的保存されている領域を選択し、いくつ
かのプライマーを作製した。作製したプライ



マーを用いて、アカエイの RhCG 遺伝子の部
分配列について、PCR による増幅および塩基
配列決定を行った。得られた部分配列をもと
に、5’RACE 法および 3’RACE 法を用いて、
アカエイの RhCG 遺伝子の上流部分と下流
部分の塩基配列決定を行った。その後、アカ
エイの RhCG 遺伝子の開始コドンよりも上
流の位置に作製したプライマーと終止コド
ンよりも下流の位置に作製したプライマー
を用いて、アカエイの RhCG 遺伝子の CDS
全体の塩基配列を PCR 法およびダイレクト
シーケンス法を用いて決定した。 
一方、茨城県日立沖で採取された軟骨魚綱

ネコザメ（Heterodontus japonicus）の鰓か
ら抽出した total RNA を用いて、アカエイの
ときと同様の方法で、ネコザメの RhBG の
CDS 全体の塩基配列を決定した。 
さらに、クロヌタウナギの肝臓と鰓から抽

出した total RNA を用いて、次世代シーケン
サーによる RNA-seq 解析を行った。まず、
抽出した total RNA は、DNase I 処理を行っ
た後、Agilent 2100 バイオアナライザを用い
て RIN（RNA Integrity Number）値を測定
した。得られた RIN 値は、8.5～9.0 と、品
質の良い total RNAが得られているというこ
とを示していた。次世代シーケンサーによる
塩基配列解析は、Illumina HiSeq 2000 によ
る de novo トランスクリプトーム配列解析に
よって、肝臓サンプルと鰓サンプルについて、
別々に行った。 
 
 
４．研究成果 
無顎類クロヌタウナギの鰓から得られた

total RNA を用いて、5’RACE 法、3’RACE
法、PCR 法およびダイレクトシーケンス法を
用いて決定した Rh 式血液型遺伝子族の遺伝
子の CDS 全体の塩基配列は、DNA データベ
ースに登録されている他の生物の RhBG と
最も相同性があったので、仮に RhBG-like
とした。 
クロヌタウナギの肝臓と鰓から抽出した

total RNA を用いて行った de novo トランス
クリプトーム配列解析では、配列決定した
Raw reads からアダプターなどの不要な配
列を除去し、Clean reads とした。Clean 
reads は肝臓サンプルから 44,603,820、鰓サ
ンプルから 47,144,366 が得られた。次に、
それぞれの clean reads を解析することによ
って、肝臓サンプルから 104,126（平均 314 
bp）と鰓サンプルから 115,795（平均 378 bp）
の contigs を得ることができた。得られたこ
れらの contigs について、相同性検索を用い
た解析を行ったところ、28,520の既知のCDS
配列とヒットし、これらのアノテーションを
付けることができた。 
得られたクロヌタウナギの cDNA 配列全

体の GC 含有量は 46.1%であり、ヤツメウナ
ギ類と比較しても、それほど高い GC 含有率
ではなかった。また、アリル間での塩基置換

数を比較したところ、転位置換は全体の
66.0%であり、転換置換（34.0%）よりも多
くみられた。 
一方、今回の次世代シーケンサーによって

配列決定された contigs には、他の脊椎動物
の RhBG と相同性のある配列が 2 つ
（RhBG-like, RhBG-like2）と RhCG と相同
性のある配列が 1 つ（RhCG-like）得られた。 
今回、配列決定されたアカエイの RhCG、

ネコザメの RhBG、クロヌタウナギの
RhBG-like、RhBG-like2、RhCG-like を含
めて、脊椎動物全体における Rh 式血液型遺
伝子族の系統樹を作成した。他の脊椎動物の
Rh 式血液型遺伝子族の塩基配列は DNA デ
ータベースに登録されている主な生物のも
のを用いた。また、外群には、カタユウレイ
ボヤ（Ciona intestinalis）の 3 配列とナメク
ジウオ（Branchiostoma floridae）の 2 配列
を用いた。Rh 式血液型遺伝子族の各遺伝子
は、ヒトの RhD 遺伝子のエクソン 2 から 7
までに相当する領域の配列が、比較的良く保
存されており、またそれらのエクソン-イント
ロン境界のphaseも良く保存されているので、
その領域のみを抽出して、系統解析に用いた。
多 重 配 列 は 、 MUSCLE 、 ClustalW2 、
T-COFFEE および MAFFT の 4 つのプログ
ラムを用いて、エクソンごとに行った。各プ
ログラムによって得られた多重整列につい
て、TrimAl プログラムを用いて、系統解析
に適した保存領域を検出し、4 つのプログラ
ム結果で共通して得られた部分だけを抽出
して以降の解析に用いた。系統解析を行う際
の最適な置換モデルを選択するために、
MEGA5、MrBayes および Modelgenerator
の各プログラムを用いてモデルテストを行
った。系統樹作成法は、近隣結合法、最尤法
およびベイズ法を用いて行った。さらに、複
数の樹形を同時に示すことのできる系統ネ
ットワーク法も用いて系統解析を行った。 
各種系統解析の結果、アカエイの RhCG は、

他の脊椎動物の RhCG とクラスターを形成
した。また、ネコザメの RhBG は他の脊椎動
物の RhBG とクラスターを形成した。これら
は期待される系統的に位置に位置していた。
一方、クロヌタウナギの RhCG-like は、他の
脊椎動物の RhCG とクラスターを形成した
が 、 ク ロ ヌ タ ウ ナ ギ の RhBG-like と
RhBG-like2 は、脊椎動物の RhBG と RhCG
の共通祖先の位置に位置した。つまり、RhCG
からみると、クロヌタウナギを含む無顎類は、
脊椎動物の共通祖先における 2回の全ゲノム
重複を受けている系統関係を示しており、一
方、RhBG からみると、クロヌタウナギを含
む無顎類は、脊椎動物の共通祖先における全
ゲノム重複は 1回しか受けていないというこ
とを示唆することになる。なお、クロヌタウ
ナギのRhBG-likeとRhBG-like2はクラスタ
ーを形成しているため、これらはヌタウナギ
の系統で独自に遺伝子重複によって形成さ
れたものであると考えられた。 



クロヌタウナギの RhCG-like が他の脊椎
動物の RhCG と比較的高い信頼度でクラス
ターを形成するのに対し、クロヌタウナギの
RhBG-like と RhBG-like2 が脊椎動物の
RhBG と RhCG の共通祖先の位置に位置す
るという樹形は、必ずしも信頼度が高いわけ
ではない。そのため、クロヌタウナギを含む
無顎類は 2回の全ゲノム重複を経験している
と考えられる。もし、無顎類が 2 回の全ゲノ
ム重複を経験していると考えると、無顎類の
RhBG-like は、本来は、他の脊椎動物の Rh、
RhAG、RhBG のどれかとクラスターを形成
す る はずで あ る。そ こ で、無 顎 類 の
RhBG-like が、他の脊椎動物の Rh、RhAG、
RhBG のうち、どれとクラスターを形成した
とき最も尤度が高いか、推測される 3 つの樹
形における尤度比較を行った。その結果、無
顎類の RhBG-like は、他の脊椎動物の RhAG
もしくは Rh とクラスターを形成する樹形の
方が、RhBG とクラスターを形成するよりも、
統計的に有意ではないが、より高い尤度で支
持されるということが示された。 
各種系統解析の結果、無顎類の RhBG-like

は、他の脊椎動物の RhAG もしくは Rh とク
ラスターを形成する可能性があるものの、明
確な結果が得られなかった。その原因として、
無顎類の RhBG-like の配列は、領域ごとに異
なる系統的シグナルを持っているというこ
とが考えられた。そこで、多重整列を部分ご
とに解析する Window 解析を行った。その結
果、配列のある一部分以外のほとんどの領域
で、無顎類の RhBG-like が他の脊椎動物の
RhAG とクラスターを形成した場合の尤度
が最も高かった。そのため、今回得られたク
ロヌタウナギの 2 つの RhBG-like は、実際に
は RhBG のオルソログではなく、RhAG のオ
ルソログである可能性が考えられた。 
系統解析において真の樹形が得られない

原因として、クロヌタウナギの 2 つの
RhBG-like には、一部分の領域中に他の脊椎
動物の RhBG に類似するような変異がある
と考えられた。そこで、今回系統解析に用い
た ア ミノ酸 配 列にお い て、無 顎 類 の
RhBG-like と、他の脊椎動物の RhAG と
RhBG とのサイトごとの比較を行った。その
結果、複数のアミノ酸サイトで、無顎類の
RhBG-like と他の脊椎動物の RhBG におい
て、同じアミノ酸残基が観察された。これら
のうちのいくつかのアミノ酸サイトはトラ
ンスポーターとしての機能に重要とされる
サイトであり、そのようなサイトで起こった
収斂的なアミノ酸置換が、真のクラスターを
得ることを妨げている原因ではないかと考
えられた。 
一方、RT-PCR による、クロヌタウナギの

RhBG-like、RhBG-like2、RhCG-like の発
現解析を行ったところ、 RhBG-like 、
RhBG-like2 および RhCG-like の 3 遺伝子は、
鰓で多く発現しているということが示され
た。鰓以外の組織では、RhBG-like は胆のう

や筋肉、肝臓で、RhBG-like2 は肝臓で、
RhCG-like は胆のうと腸での、やや少ない発
現がみられた。RhAG、RhBG および RhCG
は硬骨魚類では、鰓において発現し、アンモ
ニアの排出を行っているということが知ら
れている。そのため、無顎類と他の脊椎動物
が分岐する以前の脊椎動物の共通祖先では、
これらの遺伝子がすでに鰓で発現していた
と考えられる。また、クロヌタウナギの血液
においては、RhBG-like と RhBG-like2 の発
現がみられた。他の多くの脊椎動物において
一般に、血球系で発現している Rh 式血液型
遺伝子族の遺伝子は、Rh や RhAG であるこ
とが知られており、RhBG の血液での発現は、
今のところ確認されていない。そのため、上
記の系統解析の結果と同様に、今回得られた
クロヌタウナギの 2 つの RhBG-like は、実際
には、他の脊椎動物 RhBG のオルソログでは
なく、Rh もしくは RhAG のオルソログであ
る可能性が考えられた。さらに、硬骨魚類の
RhAG においては血球系以外の、鰓や腎臓な
どでも発現がみられている。そのため、無顎
類の RhBG-like は、Rh よりも RhAG のオル
ソログである可能性の方が高いと考えられ
た。 
脊椎動物の RhAG は、ヒトでは赤血球膜表

面で発現しているのに対して、硬骨魚類にお
いては赤血球膜表面以外でも、鰓や腎臓など
さまざまな組織で発現している。そのため、
RhAG は脊椎動物の共通祖先においては、さ
まざまな組織で発現していたが、進化してい
くうちに、発現場所がより限定されていった
と考えられた。過去の 2 回の全ゲノム重複を
経験していない脊椎動物の共通祖先におい
て、Rh 式血液型遺伝子族の共通祖先遺伝子
がどこで発現していたかは明らかではない
が、硬骨魚類においては、RhAG、RhBG、
および RhCG が鰓や腎臓などのアンモニウ
ム排出に関与するような器官で発現してい
るので、恐らく、2 回の全ゲノム重複を経験
していない脊椎動物の共通祖先においても、
鰓や腎臓などでアンモニウムイオンのトラ
ンスポーターとして働いていたと考えられ
た。まず、1 回目の全ゲノム重複後に、Rh
と RhAG の共通祖先と、RhBG と RhCG の
共通祖先となる遺伝子が形成され、RhBG と
RhCG の共通祖先の遺伝子は、重複前と同様
に、えらや腎臓などで発現していたのに対し、
Rh と RhAG の共通祖先の遺伝子は、血球系
にも発現場所を広げていったと考えられた。
次に、2 回目の全ゲノム重複後に、Rh、RhAG、
RhBG、および RhCG の 4 つの遺伝子が形成
され、そして、Rh の発現場所は赤血球膜表
面に限定的になったと考えられた。Rh タン
パク質は赤血球膜表面に存在するために、膜
外に位置するアミノ酸が抗原となり、その多
型が Rh 式血液型として検出されるようにな
ったと考えられた。Rh 式血液型遺伝子は、
ホスト-パラサイト相互作用タイプの正の自
然淘汰を受けていると考えられており、



RhAG、RhBG、および RhCG と比べて進化
速度が速いのは、この淘汰によるものである
と考えられる。また RhAG は、硬骨魚類では
鰓などにおいての発現がみられるが、ヒトや
マウスにおいては、赤血球特有に発現してい
るので、もともとは鰓や腎臓、赤血球で発現
していたが、硬骨魚類と四足動物の分岐後、
四足動物の系統において発現場所が赤血球
に限定していったと考えられた。一方、鰓や
腎臓、肝臓などで発現している RhBG と
RhCG は、恐らく本来の役割を担ったまま現
在に至っているのではないかと考えられた。 
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