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目的

湖沼や海洋に生活する植物 プランク トンは、好適 な条件下では数時間か ら数 日の世代時

間で分裂 を繰 り返 し個体密度を増加 させるが(1,2(番 号 は参考文献 と対 応))、 不適 な

条件下 では捕食 や沈 降な どにより個体密度 を急速に減少 させる。このため、(種 ご との性

質の違 い に よりその時期は異なるが、)自 然環 境 中の植物 プラ ンク トン各種の個体密度に

は著 しい増加 と減少が認め られる(3)。 個体 密度 の増 減の中で植物 プラ ンク トン種の多

様性は変化すると考えられる。密度が減少す る際に多様性 は低下す るが、そればか りでな

く、密度が増加する際に も特定の環境 に適 した個体が選択 されることにより、多様性 は低

下 している可能性が高い。このため、植物プランク トン種 は個体密度の激 しい増減の中で、

種内の多様性 を保持することが困難であると考えられる。それにも関わらず、自然環境中

の植物プランク トン種 は絶滅することな く、好適条件 になると個体密度 を増加 させている。

植物プランク トン種が低い多様性のままで存続 しているのか、何 らかの機構により多様性

を保持 しているのか を明らかにすることは、植物 プランク トン種 の存続を考える上で極 め

て重要であると考えられる。 しか し、形態による同種内の個体識別の難 しい植物プランク

トン種 では多様性 を検出す る方法が無 く、 このため、植物 プランク トン種の存続 を多様性

に着 目して解析することは難 しかった。
一方、分子生物学的技術(バ イオテ クノ ロジ ー)の 普及 に伴 い、旧来、高価 で熟練 を要

していた技術が近年、比較的安価で容易 に利用で きるようになってきた。これらの技術は

植物プランク トンにも応用 され、同 じ形態 を持 ち同種 に分類 される植物プランク トン種で

も、異なるDNAを 持つ様 々な個体 にわけ られ るこ とが明 らかになって きた。 しか しなが

ら、植物プランク トン種 内の遺伝 的多様性の解析 には、多数の個体の解析が必要であ り、

旧来の時間と手間のかかる方法での解析 は、実際上、不可能であった。解析 を省力化 し、

多数の個体の解析 を行 うためには、極めて少量の試料か ら簡便に目的のDNAを 増幅 し、

分析 に必要 な量 のDNAを 提 供す るpolymerasechainreaction(PCR)に よるDNA増 幅技術

の適 用が有効 で ある。PCRに よるDNA増 幅技術 を利用 し、植物 プ ランク トンの各個体の遺

伝子 を増幅、これを分析す ることでDNA塩 基配 列 を指標 に植 物 プ ランク トンの各個体 を

識別することがで きれば、 自然環境中の植物 プランク トン種の遺伝的多様性の解析が可能

になる。本研究では、PCRを 利 用 した遺伝 的多様 性 モニ タリング技術 を開発 し、 この技術

を自然環境中の植物プランク トン種に適用することを目指す。このために、1.植 物 プラ ン

ク トン各個体 の持つ少量のDNAよ り分子生 物学 的解析 に足 りる ような大量のDNAを 増 幅

す る技 術 を開発 し、2.個 体識別 に適当 な 「個体 間 に違 いの認め られるDNA」(指 標DNA)

を選択 す る。 さ らに、3.自 然環境 中で の植 物 プ ラ ンク トン種の個体密度の時間変化 と種内
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の遺伝的多様性の変化 を解析することを目指す。 このうち、 「1.植物 プランク トン各個体

の持 つ少量 のDNAよ り分子生 物学 的解析 に足 りる ような大量のDNAを 増 幅す る技術 の開

発」 は1998度 、総合理 学研 究所産学協 同 プロジェク トの助成を受け完了 している。本年

度は、 「2個体識 別 に適 当 な 「個体 間に違 いの認められるDNA」(指 標DNA)の 選 択」 を

行 った。

材料 と方法

材 料

珪 藻種 数種 につ い て指 標 遺 伝 子 の 解析 を行 い 、比 較 検 討 す る た め 珪 藻 種 単 離 株 を用 い た 。

「3.自然 環 境 中 で の植 物 プ ラ ン ク トン種 の個 体 密 度 の 時 間 変 化 と種 内 の 遺伝 的 多 様 性 の 変

化 の解 析 」 の 実 施 を予 定 して い る 、 海域 に しば しば 出現 す る、 珪 藻類5種5株

(Skeletonemacostatum(Grev.)Cleve(東 京 湾 試水 よ り単 離)、Thalassiosira

nordenskioeldiiCleve、Detonulaconfervacea(Cleve)Gran(サ ロマ 湖 試 水 よ り単 離)(1)、

Chaetocerossp.(カ ナ ダ北 方 準 州 レゾ リュ ー一ト海 峡 海 氷 よ り単 離)、Coscinodiscussp.(大

西 洋 グ リー ン ラ ン ド沖 ノ ース ウ ォ ター ポ リニ ア試 水 よ り単 離))を 実 験 に使 用 した 。

GuillardandRyther(1962)(4)の 組 成 で栄 養 塩 を強 化 した 濾 過 海 水(F/2培 地)中 で

50～150μmolphotonsm'2s'1の 光 強 度 の 連 続 照 明 下 で25℃(S.costatum)と5℃(残 り

の4種)で 培 養 を行 っ た 。対 数 増 殖 期 にあ る細 胞 を静 置 して沈 降 させ 、 上 澄 み を 吸 引 し濃

縮 した後 、 滅 菌 済 み 遠 心 管 中 で 、4℃ 、3000rpmで10分 間 遠 心 し回収 した 。細 胞 は遠 心 管

中 ご と液体 窒 素 で 凍結 し、-84℃ で 保存 した。

プ ラ イ マ ー の設 計

珪 藻 類 の 葉 緑 体 ゲ ノ ム上 に コ ー ドされ て い る リブ ロ ース ニ リ ン酸 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ ・オ

キ シ ゲ ナ ーゼ(RuBisCO)の 大 サ ブユ ニ ッ ト遺 伝 子(rbcL)と 小 サ ブユ ニ ッ ト(rbcS)及

びrbcLとrbcSの 間 に介 在 す る非 コ ー ド領 域(本 報 告 書 中 で はrbcLSと 呼 ぶ こ とに す る)を

指 標 遺伝 子 の 候 補 と した 。 高 等 植 物 のrbcL、rbcSの 解 析 結 果 か ら、 反 応 中 心 領 域 を含 み保

存 性 が 良 く種 間 で あ ま り違 い の 認 め られ な いrbcLに 対 して 、rbcSは 変 異 が大 きい こ とが 明

らか にな っ て い る甲。 また 、珪 藻 類 で はrbcLとrbcSが 葉 緑 体 ゲ ノ ム上 に連 続 して 配 置 さ れ

てお り、 こ の 間 に酵 素 タ ンパ ク 質 を コ ー ドしな い100残 基 ほ どの 領 域 が 存 在 す る こ とが 、

最 近 の 知 見 か ら明 らか に な っ て い る'。 酵 素 を直 接 コ ー ドしな いrbcLSに は 、rbcSよ り も さ

らに大 きな変 異 が予 測 さ れ る 。 この よう に変 異 の程 度 の 異 な るrbcL、rbcS、rbcLSを 解 析

す る こ とで 、 いず れか の 遺 伝 子 が 個 体 識別 に適 当 な 「個 体 間 に違 い の 認 め られ るDNA」

と して 利 用 可 能 で あ る可 能 性 が 高 い 。rbcL、rbcS、rbcLSを 増 幅 す る た め に、 珪 藻 類 、紅

藻類 、褐 藻類 の 既 知 のrbcL、rbcSの 塩 基 配 列(図1)を 参 考 に、 保 存 性 の 高 い領 域 を推 定

し、 以下 の よ うな四 ヶ所(rbcL-F・rbcL-R・rbcS-F・rbcS-R)の 領 域 につ い て六 種(LF・

LR・LF・SR・SF・SR)のPCR反 応 の プ ラ イ マ ー を設 計 した(図2)。
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S.costotum

Cylindrothecasp.
Unidentified

1

1

C G n AC G A A-TCT-一 一G-G

1:TATAATTAA(MTAAGGTTGTTAATTAA7TTA(T…T「r⊂AA(⊂AG(AGAACTAATTTTAGATGAAAATTAGTTAAATAT(TATTATAτATTG((二TTTTTATTCTAAGGA(武 へAT⊂AAT

T15

AT2

120
0

S.costatum
Cylindrothecosp.

Unidentified

16=G--T-AA-一 一。T-T(一(A-一 一一T-一一一A-(一 一一一GCG--AAハ 。AT{」GGTT戯CTGGG《TG(TT(IATA(二A(AGTAAAAGA-TACTGATGTT-

3:GT⊂T⊂AATCTGTAT⊂A㎝ ⊂㏄A(T⊂GAAT⊂ …GTGA(⊂GTTA⊂GAAT(TGGTGTAAT((⊂TTACG⊂T《 …TGGGTTACTGGGATG(TT⊂ATATG(AGT… 。A(TA(丁GATGTT-

121:GTCTCMTCTGTATCAGMCGGACTCGMTTAAAAGTGACCGTTACGMTCTGGTGTMTCCCTTACGCTAAMTGGGTTACTGGGATGCTTCATACGCAGTAMA-ACTACTGATGTTC
■ ゆ ■ゆ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■o■ ■ ■ゆゆ■■■●●■■o■■●■■●■■■■ゆ■■■■ ゆ■o●■ゆゆ■o■ ■■■■嘩■■■●

78
120

239

S.⊂05totu鵬

Cylindrothecosp.

Unidentified

79:TTAGU丁rA↑T(二CGTATTA(A((A(二M(CAGG丁GTAGATC(AGTAGAAGCTG(TGCTG〔TGTAG(AGGTGAATCTT⊂M(TGCAA(T丁GG《(丁GTTGTATGGA⊂A6A丁nATTAAC《G(T

121:TTAGCTTTATTCCGTATTACACUCAACCTGGTGTAGATCCAGTAGAAGCTGCTGCGGCAGTAGCGGGTGAATCTTCTACAGCAACCTGGAUGTTGTATGGACTGATTTATTAAUGCT

240=T了 一G(TTTATT((GTATτA(T⊂(T(《 亀(CAGGTGTAG《TC(AGTAGAAG(AG(AG⊂AG〔 二AGTAG⊂TGGTGAAT(TT(TA(AG(ハAC「 「GG亀⊂AGTTGTATGGA(TGATTTATTAA⊂AG(T
◎■ ■■ ●●辱■■ゆ■■■■■■■oゆ ■ ゆ●■■■ ■ゆ●■■■■■■ゆ●■o■o■◎ゆoゆ ゆ■ ゆゆ ◎■ ■■ゆ●■ ■■■■■■.■■■■ ■■ ゆゆゆ■■ ●■◎■o■ ゆ■ゆゆ■s■■ゆ■ ■■●●■ゆ■ゆ■o■■■■◎

198

240

358

S.costotum

Cylindrothecosp.

Unidentified

199:TGTGAG(GC了AC(GTG(T…GCr了A(⊂GTGTAGAT⊂(AGTA((TAA-TT(A-一 一G-一(AGA↑GTATT⊂T丁TG(A一 丁TCAT(G(ATATGAATGTGATTTATTTGMGAAG(TT⊂ τTTAG(

241:TGTGACCGTTACCGTGCTMGGCTTACCGAGTAGATCUGTTCC-MATGCAGUGATCA-A--TA--CTTTGC-TTTCATCGCATACGAATGTGATTTATTTGMGMGGTTCGTTAGC

ヨ59:TGTGA⊂ ⊂GTTA((GTG⊂ ハAAAG(TTA(⊂GTGT《GAT⊂(AGTT((一 《AAA(A⊂ ⊂TGA((A-A--TA-一(TT(G(ATTT-AT(G(ATA⊂GAATGTGATTTATT(G《AGAAGGTT(ATTAG(
■■●ゆ■ ■●o■ ■■■■■■ ■■ ◎■■■■◎■■ ■ゆ■o■ゆゆゆ■●■ ■■ ●■ ゆo■ ゆo■ ■ ゆ■o■ ■ ■● ゆゆ ■....・ ■oo■ ゆ■o■oゆ■■■■●■ ●ゆゆ■ゆ■■ ■ゆ■ ■ゆ■■■

311

353

471

S.costatum

Cylindrothecosp.

Unidentified

ヨ12:TM(TTAAC《GC《T(TATTATTGGT…GTTTTTGGATTT-…G(二AGT-T-T〔TG⊂TTTA⊂GTTTAG八AGATATG(GTN"N…NNNNNN剛NNNNNNNNNN-NNNNNNNNNNN-NN

354:TAA(TTA((AG(AT(=GATTA丁 了GGTAATGTTTTTGG(TTT-…G(一 一TGTAGG亀G(TTTA(GTTTAGAAGATATGCGTATT((T⊂A⊂T⊂ATA(TTAAAAA⊂ATTT(AAGG了 ⊂CTGCTA(

472:TAA(TTM(AGくGT⊂TAT(ATTGGTA《(GTATT⊂GG-TTT〔AAAG⊂ 一一TAT(T⊂TG(GTTA⊂GT了TAGAAGATATG⊂GTATT⊂ 【T(ACτ ⊂AτA(TT…A(ATT((AAGGT⊂ ⊂TGくAA(
■●ゆ●■■■■■■◎◎ ■■ ●o■ ■■◎■■o■ ■■ ■■ ゆ■ ■傘■ ■■■■o■ ■o■ 嘩 ■■■■ゆ■■ゆ■■ゆ■ゆゆ■■o■●■■

426

470

588

S.costatum

Cylindrothecasp.

Unidentified

427:NN囲N旧 尉㎜ 網咽瞳●●N酬 一髄鱒一NN9●引閲H輔N-NMIN制 一9帽一髄一"剛 一髄障"㎜9…N-h酬NN網NNN…Nh隅 … 卜網輔N…TT《GGT(TTTCTGGT… くTA(GGT(GTGT《GTTT

471:AGGTAT--TGTA6TAGAA(GG6AG(Gr「T…T…TATGGG《(T((A了 丁ATTA6GTG(AA⊂AGT…(二CAAAALTTAGG-一 一一T-一一T-TAT(TGGT～ …TTATGGT(GTGTAGTAT

589:AGGTAT(二 《T-T-GTAGA《(GTGAA⊂GTTTAAAC…TA⊂GGTATT((TTTATTAGGTG((議 ⊂AGTAAAAC(ンU】 へ《TTAGG-一 一一T-一一T-TAT⊂AGGTAAAへ 《くTA(GGT(GTGTAGTAT
◎o■o■ ◎●ゆ●oゆo■ ■ゆ ■麟o■■●傘◎■■■o

538
580

698

S.costatum

Cylindrothecasp.
Unidentified

539:AT6A《GGTTT… 《GGTGGTTTAGA⊂TT⊂TT…GGATGATG《AAATATTA《(T(TCへA(CA↑7(ATG⊂G了TGGAGAGAA(G丁TTC「 「…(TGTATGGAAGGTA了TM⊂(GTG(AT-(A

581:ACGMGGTTTAAMGGTGGTTTAGACTTTTTAAAAGATGATGAAAACATTMCTCACMCCATTTATGCGTTGGAGAGMCGTTTCTTAMCTGTATGGMGGTATTMCCGTGC-TTCT

699:A(GMIGGTTT《 …GTGGTTTAGACTTCTT…GATGA7GAGM⊂ATTAA(T(ACM((=ATT(二A了G(G丁TGGAGAGへA(GTTTC「 「…CTGTATGGAAGGTATTM((GTG(-TG⊂A
r・rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr・rrrrfsrrrrrr…rrrrrrr・ ・rrrrrsrｺ・rrrrrrrrr・rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr・rr

657
699

817

S.COstotuの ●

Cylindrothecosp.

Unidentified

658:G(TG⊂AA⊂TGGTGAAGTT…GGTT(TrA〔r「AA《 ⊂ATτACT6(TG(T《CAATGGAAGAAGTATA(… ⊂GTG(TGAGTA-TG(TA《 ハG⊂TG丁TGGTT(丁AT(GTTGTTATG幽T(6ATTT

700:GCTGCTACAGGTGAAGTTAAAGGTTCTTATTTAAACGTTACAGCTGCTACTATGGAAGAAGTATACAAACGTTCTGAGTA-TGCTAMGAAGTAGGTTCTATCATTATCATGATCGATTT

818:GCTGCAACAGGTGAAGTTAAAGGTTCTTACTTNIACATTAUGGTGCTACAATGGAAGACGTTTACGAACGTGCTGAGTACAG-TAMGAAGTAGGTTCTGTAATTGTTATGATCGATTT
■●■■oゆ ■ ■■■ooゆ ■■■●■■◎o■ゆ■■●o..■ ●o■ooゆ ■ ゆ ■■ゆゆo■ ■ゆo■■■■■ ■◎ ■■串 ゆ■■oゆ ■●■ゆゆ●■ ■ ■■o■◎ ■■o■ ●■◎■8ゆ ■ ■ ■o■■■■■■o■■

776

818
936

S.⊂05totu繭

(ゾlindrothecosP.

Unidentified

777:AGT《 儀TGGGTTハ(A(TG⊂AATT(AATCA-一ATTG(一ATACT{ヨ5G(T(GTGAA-AA⊂6A丁ATG-TTATTA(ACTT《(A(⊂GTG⊂TGG↑A《CT(TA⊂ATACG(T(GT(A…GMT⊂ATGGT

819:AGTTATGfiGTTACAUG(MTTUA-一AGTA7GGC「 「「A-TGGG('「 ⊂GTGAA-A《TGATATG(TT-TTA⊂A7TTA(A((GTG(AGGT貞 《TTCTAく 丁TATG(T(GT(A… 《T(ATGGG

937:AGTTATGGGTTA(ACAGCAAT((二A《 一一AGTATTG(-TTACTG《 謁(TCGT-MCM(GA了A了G-T7ATTACA〔=TTACA(CGTG⊂ ハGGTMGT⊂AA(TTA〔G(T⊂GTO… 】… ⊂〔A⊂GGT
■ゆ■oゆ ■■ゆo■■■■◎ ■■ゆゆ■ ゆ◎■ ■ ●■ ■ゆo■ ■■■ゆ■■oo■ ■ゆ ゆゆ ■R摩◎ゆ■ ■● ■◎■ゆo■ ■■■●■■oo■■ ■■■ゆ● ■■ ■◎ ■■ ■oゆゆ■●●oゆゆ●o■ ■● ■o

891

933
1051

S.costotum
Cylindrothecasp.

Unidentified

89Z:ATTA角(TT(⊂GTGTTATCTGT…TGGATG(GTATGTCTGGTGTAGAT(AC《T(⊂ACG(TGGTA⊂AGTTGTTGGTA《GTT《GA《G6TG《T(CTTTAATGへ 了了…GGTTT(TA-(GATA-

934:ATTAA(丁 了((GTGTA《TTTGT…TGGATG(GTATG『r(AGGTGTAGAT(ATATTCA(G(TGGTA(AGTTGTAGGT…TTAGA《GGGGA了C⊂TTTAATGATTAAAGGTTTTTAT⊂ 一ATA⊂

105Z:ATTAA(n((GτGTハAT〔TGTAAATGGATG(GTATGTCTGGTGTAGAT(二ATAT⊂ ⊂A(G(TGGTACAGTTGTAGGT…TTAGAAGGTGAT(⊂TTTハATGATT… ㏄TTTCτA-⊂GATAT
●■■■■..●■oゆ■ゆo■ ゆ ◎oo● ■ゆ■■■oゆゆ■ゆ■ゆ■■■■ 章●◎o■●●ゆ■■■..■ ■■ゆ●■◎ゆゆゆ■ゆ■ゆ■ゆ■ ゆ■oゆ■ ■■ゆゆ■.■ゆ ●ゆ.■ゆゆ●..■■■■■■o■ゆ■■■●■ ■■ ■ ■ゆ■

1009

1052

1170

S.costotum

Cylindrothecosp.
Unidentified

1010:TCTTACGTTTAACTGA--ATTAGAAGTAMCTTACCTTTCGGTA-TCTTCTTCGAMTG-GATTGGGCTAGTTTACGTCGTTGTATGCCAGTAGCTTCTGGTGGTATCCACTGTGGTCM

1053:T-TTA(GGTTAA(一 一」LACATTAGAτGTTAACTTA((TTATGGT-TTG丁TC丁T(G…TGT(A-TGGG(TAGTTT《{GT⊂GTTGTAT6(⊂TGTTG(TT⊂TGGTG6τAT((二A⊂TCTGGT⊂AA

1171:T-TTACGTTTMC--ATCATTAGATGTTAACTTACCTTACGGTATT-TTCTTCGAAATGCU-TGGGCTAGTTTACGTCGTTGTATGCCAGTTGCTTUGGTGGTATCCACTGTGGTtAA
t・t・t・ …RRt・tt・tf…t・ ・t・・H・ ・ｺf・ ・1-・t・ ・t・・t・R・1・t4・M・Mｺ・A4ｺ1・1*・t・ｺｺ・ …111・1ｺftf1・ｺ1*ｺｺｺｺ・11t・ｺ・

1125

1167
1285

S.costot口 銅

Cylindrothecasp.

Unidentified

1126:ATG(A(⊂AA丁TAATTCACτATTTAGGTGATGATGTTGτATTA(MTTTGGTGGTGGTAU、ATTGGT⊂A⊂ ⊂⊂TGATGCTAT(〔AAG(TGGTG(TA-⊂-TG(G…(GTGTTG⊂TTTAGAA-

1168:ATGUCCAATTMTTCATTATTTAGGTGATGATGTTGTATTACAATTTGGTGGTGGTACAATTGGTCACCCTGATGGTATTCMGCTGGTGCTA-CA-GCTAACCGTGTTGCTTTAG-AG

1286:ATGCACCAATTAGTACACTACTTAGGTGATGACGTAGTATTACAATTCGGTGGTGGTACAATTGGTCACCCGGATGGTATTCAAGCAGGTGCGACCATG--AACCGTGTTGCTTTAGAAG
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S.costatum
Cylindrothecosp.

Unidentified

1243:TCMTGGTATTAGCTCGTMCGAAGGTGTTGACTACTTCGATCMCAAGTAGGTCCTCMATCTTACGTGATGCGGCTAAMCATGTGGTCCTTTACAMCAGCTTTAGATTTATGGMA

lZ85:TC八ATG6了ATTAGC「CGTAA(GAAGGTGCfGAC「AくTT(《AT(A《GA《GτTGC「((A(… ↑(r「ACGTMTGCTG(T…A(TTGTGG(C(TTTA(A《T(《G(了 丁TAGATTTATGGAAA

1494:一 ⊂AAτGGTT丁TAGCT⊂GTAA(GAAGGTGCAGA⊂TAくTTC《A(⊂ ▲《G《AGTTGGT((ACAAATTTTA⊂GTAATG(TG(T…A⊂ATGTGGτ 〔(ATTA(…CAG(TTTAGATTTA丁GG～ へA
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Unidentified

136ヨ:GATATTTC了TT⊂GACTATACTTCT《(AWTAUG(AGI11-rTTGCTG《AA(《((二MCTG(…(一 一A-GA-

1紛5:GA了A"妬m蝋T蝋ATσACAGATAuGCTGIITTT(G(TG(焔T⊂ 脳 蝋GTAT晶 一

1523:(ATATTAGTTTCAA(TN⊂a(了T(TA(ニ ハ6AT《(AG(TGハTTT(G(TG… ⊂A((Aハ(AG(二 …(GTATAAT
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1592

rbcLの 塩 基配列

Cylindrothecasp.

Unidentified
1:GTGA(璃(TTAくA(二AAGGTTGTTTCT(GTTCT了A(CAGII丁TT《 《⊂了GATGMC…TTGA…G⊂AAGTTAA丁 丁ハCGCA《T(-T(T…G(… 丁TGGG⊂AATGAA⊂GTTGA《TGGA(AWTGA119

1:GTGAWCTTAGAGMGGTTGTTTCTCGTTCTTACUWTTTMCTWTUu1CAMTTGAAAMCAAATCACGTACGCAATCAAC-MIIGGTTGOOOWTGMCGTTGAATGWCAWTGA119

Cylindrothecasp.

Unidentified
120:T(二 ⊂(⊂AT((ACGTAATAA⊂TATTGGGAATTATGGGGTTTACC「TTATT⊂GA⊂ATT…GAT〔=(TG(=AT(:TGTAATGTTTGMTTACAAGAAG(TCGTMAG⊂(TGTG(ハG(TGGTTATAT239

120:T(CA⊂A((U(GTMCA《(TA⊂TGGGA《T「 「ATGGGGTT了A((TTTATT⊂GATATT…GATC(AGCATC「GTAATGTT(GMTTA(二G7GA《G(T(GTAAAT(ATGTGひG(TGG(TACATZ39
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Unidentified

240:TCGTATGMTGC丁TTTGATG(A《GTTハ(GG丁A(AGAAAGTTGTGTTATGT(-TTT(AT⊂GT… ⊂⊂GTCC-AG(TA《CGAG(CTGGTTTCTA(二CTAGAA(Cr-G(TGAAGGT…GGT(G356

240:(=(二GTTT…TG〔AT丁TWTG(MGTTACSTA(二AGAMGTTGTGTTATGT⊂ATTT-AT(6TTA《 ⊂CGTC⊂TA-CTAGTGMC(TGGTTTCTAσTAGAG(GTAG-TW《G⊂T(AAGG((G356
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Cylindrothecasp.

Unidentified
357:TG醜 一GATTA盈TTA(AUATT…T⊂ATA了 ハ石TGTハ(AAG(了AAT⊂(1ｺGMGGTGG((GTTACTA《

357:T-ATG《 丁丁(G了TA(AC「ATT…TC「T《 ⊂ハ(ヨTGTA(AAG(TAAT(CAG《AGGTGGTCGTTA⊂TA《
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rbcSの 塩基 配列

図1.珪 藻類 数種 のrbcL、rbcS塩 基 配 列
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rbcL rbcS

rbcL-F rbcL-R rbcS-FrbcS-R

LF
→ rbcL断 片

LSF
ゆ

4--rbcLS断 片

Lft

rbcL+rbcS断 片

SFSR
-一 幽卜4__

4一 一rbcS断 片

LSft

→
LF

←
SR

図2.PCR用 プライマー を設計 した領域 と増幅された断片

鋳 型DNAの 精 製

設 計 した プ ラ イマ ー に よ り、5株 でrbcL、rbcS、rbcLSの 増 幅 条 件 を検 討 す る た め 、5株

の 全 遺伝 子 を精 製 した 。 先 ず 、160℃ で4時 間 乾 熱 滅 菌 を行 い 他種 のDNAの 混 入 を排 除 し

た 乳鉢 を準 備 し、液 体 窒 素 で 冷 却 す る 。 この 乳鉢 中 で 液体 窒 素 を加 え なが ら各 株 の 凍 結 試

料 を粉 末 に した 。 この粉 末 を50℃ に保 温 した 試料 の5倍 量 の抽 出緩 衝 液(50mMTris-HC1

10mMNaCl2mMMgCl2最 終 濃 度)に 加 え 、 さ らにSDS溶 液 を最 終 濃 度1%に な る よ うに加

え た 。 これ にProteinaseKを0.05mg/ml(最 終 濃 度)と な る よ う に添 加 し、50℃ で1時 間 静

置 した 。 さ らに、ProteinaseKを 添 加 し(0.1mg/ml(最 終 濃 度))50℃ で1時 間 静 置 し後 、

再 度ProteinaseKを 添加 して(最 終 濃 度0.2mg/ml)50℃ で12時 間静 置 した 。 そ の 後 、

3000rpmで 室 温 で10分 間 遠 心 し、 上 清 を フ ェ ノ ー ル ・ク ロ ロ フ ォル ム抽 出 法(Sambrook

他1987)で 処 理 し、遊 離 したDNAを 精 製 した 。 凍 結 試 料19あ た り1mg以 上 のDNAが 精 製

され た 。DNA試 料 は 、蒸 留水 で 適 当 な濃 度 に希 釈 され 、PCRの 鋳 型 と して用 い た 。

PCR反 応 条 件 の決 定 精 製DNAを95℃ で20分 処 理 後 、急 冷 し1本 鎖DNAと した 。 こ

のDNA5～10ngを 鋳 型 と し、 合 成 ペ プチ ド(サ ワデ イ ー テ ク ノ ロジ 、カ ラ ム精 製 グ レー ド)

20～30μM(最 終 濃 度)とDNAポ リ メ ラ ー ゼ((PremixTaqDNAPolymerase(TAKARA))

を様 々 な温 度 条 件 で 反応 させ た 。 反 応 温 度 条 件 はPCRサ ー マ ルサ イ ク ラ(Cycler

PERSONAL(TAKARA))に よ り制 御 した 。 反 応 後 、 反 応 生 成 物 を含 む 反応 液10μ1を

1.0%の ア ガ 「ロー ス ゲ ル 中 で 電 気 泳 動 し、 エ チ ジ ウム ブ ロマ イ ドで染 色 して 、DNA断 片 の

増 幅 の確 認 を行 っ た 。PCR反 応 に よ り 目的 のDNAが 増 幅 した と きに生 成 され る と予 想 され

る分 子 量 のDNA断 片 の み が 認 め られ た反 応 条 件 を 、 良好 な 反応 条 件 と した 。PCR反 応 産 物

の確 認 さ らに、 このDNA断 片 の う ち以 下 の 方 法 で ク ロー ニ ン グが 容 易 なrbcL断 片 ・rbcS

断 片 につ い て 塩 基 配 列 の 確 認 を行 った 。 先 ず 、 グ ラ ス ミル ク法(GENECLEANIIKit

(TAKARA))で ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中 よ りDNA断 片 を 回収 し、TACloning法 に よ り

pCR2.1ベ ク ター(Invitrogen)に 組 込 み 、 こ れ を大腸 菌OneShotCell株(Invitrogen)に 導

入 した(TACIoningKitJr.(lnvitrogen))。DNA断 片 を導 入 した大 腸 菌 を培 養 後 、 ア ル

カ リSDS法 で プ ラス ミ ドを精 製 、 さ らに 、DNA吸 着 カ ラ ム(ス ピ ン カ ラム(TAKARA))
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を用 い て 不 純 物 を取 り除 い た 。 こ れ を鋳 型 と し、先 のPCR反 応 に用 い た プ ラ イ マ ー を用 い

て 、 シー クエ ン ス 反応 を行 い(dRhodamineTerminatoreCycleSequencingFSReady

ReactionKit(パ ー キ ンエ ル マ ー))、 電 気 泳 動 を行 っ た(ABIPRISM310Genetic

Analyzer)。1DNA断 片 に対 し、独 立 に遺 伝 子 を導 入 した3株 の大 腸 菌 を用 意 し、 そ こか

ら得 られ た プ ラ ス ミ ドにつ い て 塩 基 配 列 を決 定 した 。決定 され た塩 基 配 列 を解 析 ソ フ ト

(GENETIXMAC9.0(ソ フ トウエ ア 開発 株 式 会 社))を 用 い て解 析 し、 さ らに 、解 析 ソ

フ ト(CIUStalX)を 用 い て分 岐 図 を作 製 、rbcL断 片 ・rbC∫断 片 の種 間 の 変 異 を比 較 した 。

結果と考察

PCR反 応 条 件 の 決 定

六種(LF・LR・SF・SR・LSF・LSR)の プ ライ マ ー(図2)を 以 下 の よ うに設 計 した(表

1)・ 滅 菌水22μ1に 鋳 型DNA1μ1(5～20μ9/μ1)、 二種 類 の プ ラ イマ ー(図2の 四種 の

組 み合 わ せ;rbcL領 域 ・rbcS領 域 ・rbcLとrbcSを 両 方 を含 む領 域 、rbcL・rbcS間 の非 コ0

ド領 域 を増 幅 す るた め の プ ラ イマ ー の組 み合 わせ 、(以 後rbcLプ ラ イマ ーセ ッ ト ・rbc∫プ

ラ イマ ーセ ッ ト ・rbcL+rbcSプ ラ イマ ー セ ッ ト ・rbcLSプ ラ イマ ー セ ッ トと呼 ぶ))を 各1

μ1(20～30μ1)を 反 応 系 に加 え、 さ らに 、DNAPolymelrase(PremmixTaqDNA

Polymerase(TAKARA))25μ1を 反 応 チ ュ ー ブ に入 れ て 反 応 を開 始 した。95℃5分 ・ア ニ

リ ン グ2分 ・72℃2分 の 温 度 制御 を1周 期 行 った後 、94℃1分 ア ニ リ ン グ1分72℃2分 の 温 度

制 御 を29周 期 行 い 、 最 後 に72℃10分 の温 度 制御 を行 い 酵 素 を反応 させ た 。 ア ニ リ ング の

温 度 は60℃ 、55℃ 、50℃ で 行 い 、予 想 され た分 子 量 のDNA断 片 の み が 増 幅 され た 温 度 条

件 の うち、 最 も高 い 温 度 を以 後 の実 験 で ア ニ リ ン グ反 応 に用 い る こ と と した 。 そ の 結 果 、

全 て の種 の 鋳 型DNAに つ い て 全 て の プ ラ イマ ー セ ッ トで55℃ お よび50℃ の ア ニ リ ン グ温

度 で 、 予 想 され た分 子 量 のDNA断 片 の増 幅 が確 認 さ れ た 。

T.nordenskioedi似 外 の4種 で は 、rbcL・rbcS・rbcL+rbcSプ ラ イマ ー セ ッ トにつ い て 、55

℃ アニ リ ン グ で そ れ ぞ れ約1500・500・2000塩 基 対 のDNA断 片(rbcL断 片 ・rbcS断 片 ・

rbcL+rbcS断 片 と呼 ぶ)の 増 幅 が 認 め られ た 。 この4種 のrbcLSに つ い て は55℃ で は増 幅 が

認 め られ ず 、50℃ で 約100塩 基 対(rbcLS断 片 と呼 ぶ)の 増 幅 が 認 め られ た 。 こ れ は 、

rbcLSプ ラ イマ ー セ ッ トが 他 の プ ライ マ ー セ ッ トに比 べ て 、鋳 型DNAと の相 同性 が 低 か っ

た た め と考 え られ る。 一 方 、T.nordenskioediiで は55℃ の ア ニ リ ング温 度 で はDNA断 片 の

増 幅 が 認 め られず 、50℃ で初 め て そ れ ぞ れ 約1500塩 基 対 、 約500塩 基 対 、約2000塩 基 対

のDNA断 片 の 増 幅 が 認 め られ た 。T.nordenskioediiの 鋳 型DNAは 他 種 に比 べ て プ ラ イマ.___

セ ッ トとの 相 同性 が 低 か っ た た め と考 え られ る。 他 種 で も増 幅 の難 しか ったrbcLS断 片 の

プ ラ イマ ー セ ッ トを用 い たPCRに つ い て 、本 種 で は50℃ で も増 幅 が 認 め られ なか った 。

この た め 、 反 応 に先 立 ち反 応 系 の温 度 を95℃ に上 昇 させDNAPolymeraseを 添 加 す る

HotStar法 を試 み た と こ ろ 、初 め て約100残 基 のDNA断 片 の増 幅 が 認 め られ た 。 これ は 、

プ ラ イマ ー と鋳 型DNAの 低 い 相 同性 に よ り生 じて い た 反応 開始 時 の非 特 異 的 ア ニ リ ン グ

が 、HotStar法 に よ り解 消 され た た め と考 え られ る 。
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表1.プ ライマーの名称 と配列

名称 塩基配列

LF AAT GGG TTA CTG GGA TGC TTC ATA

LR ... TCT GCT GTA TCT GTA GAA GTA TAG T

SF TTA CAC AAG GTT GTT TCT CGT TCT TAC C

SR CCA CCT TCT GGA TTA GCT TGT ACA CT

LSF ACT ATA CTT CTA CAG ATA CAG CAG ATT T

LSft GGT .. AAC GAG AAA .. CCT TGT GTA A

PCR産 物 の確 認

全 ての 鋳 型DNAに つ い て 全 て の プ ラ イマ ー セ ッ トで 予 想 され た分 子 量 のDNA断 片 の増

幅 が確 認 され た 。得 られ たDNA断 片 がrbcL・rbcS・rbcLS・rbcL+rbcS断 片 で あ る こ と を確

認 す るた め に、rbcL断 片 とrbcS断 片 をTAク ロ ー ニ ン グ法 に よ りプ ラス ミ ドベ ク ター に組

み 込 み 、大 腸 菌 を用 い て この プ ラス ミ ドDNAを 大 量 に調整 した 。 さ ら に この プ ラス ミ ド

DNAを 用 い て 断 片 の塩 基 配 列 を決 定 した 。DNATaqPolymeraseの 読 み 間違 い を考 慮 し、

独 立 にプ ラス ミ ドベ ク タ ー を組 み 込 ん だ3株 の 大腸 菌 につ い て 解析 し塩 基 配 列 を求 め た 。

そ の結 果 、rbcL断 片 の 一 部(プ ラ イマ ーか ら約400塩 基 対)とrbcS断 片 の全 長 の 塩 基 配 列

が 決 定 さ れ た。rbcL断 片 の 一 部 に つ い て 決 定 され た 塩 基 配 列 は珪 藻(Cylindorothecasp.)

の既 知 のrbcLの 塩 基 配 列 と高 い相 同性(90%以 上)を 示 した 。 これ に よ り、rbcL断 片 が鋳

型DNAのrbcLの 一 部 を増 幅 した物 で あ る こ とが 明 らか に な っ た 。 この 領 域 はrbcLの 中 で も

比 較 的変 異 の大 きい領 域 で あ る こ とが 高 等 植 物 や 藻類 のFbcSか ら予 想 され て い た 。 そ れ に

も関 わ らず 高 い 相 同性 を示 した こ とは、rbcLを 指 標 遺 伝 子 に用 い る と、個 体 間 の み な らず

種 間 の違 い を解 析 す る こ と も難 しい と予 想 され る。 一 方 、rbcS断 片 につ い て は、 決 定 した

全 長 約500塩 基 対 の塩 基 配 列 の う ち、珪 藻(Cylindorothecasp.)の 既 知 のrbcSの 塩 基 配 列

に相 同性(83%以 上)を 示 す 部 分 が確 認 さ れ た 。 こ れ に よ り、rbc5断 片 が鋳 型DNAのrbcS

の 一 部 を増 幅 した物 で あ る こ とが 明 らか に な っ た 。 これ らの部 分 はCylindorothecasp .の

rbc3一 部 を増 幅 した物 で あ る こ とが 明 らか に な っ た 。 こ れ らの部 分 はCylindorothecasp.の

rbcSの うち 、下 流 側 の プ ライ マ ー一領 域 とそ の 外 側 を除 く部 分(約380塩 基)の 塩 基 配 列 に

相 当 して い た(図3)。Cylindorothecasp.のrわc∫ の 相 当 部 分 との 相 同性 は塩 基 配列 お よ び

ア ミノ酸 配 列 で 、S.costatumのrbcS断 片 で85%、88%、T.nordenskioeidii断 片 で83%、85

%、D.confervaceaで84%、87%、Chaetocerossp.で83%、85%で あ った 。 今 回求 め た

rbcS断 片 の塩 基 配 列 よ り求 め た ア ミノ酸 配 列(図4)に つ い て 、 解 析 ソ フ ト(clustalx)を

用 い て類 猿 関 係 を数 値 化 し、 分 岐 図 を求 め る と図5の よ う に な っ た 。 この 結 果 は 、 形 態 か

ら求 め られ た現 在 の 分 類 と良 く一 致 して お り、rわc∫断 片 の 塩 基 配 列 を用 い る こ とで 、 少 な
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く と も、種 間 の 変 異 の 大 小 を比 較 で き る こ とが 明 らか に な った 。rbcL断 片 、rbcS断 片 を増

幅 した同 じプライマーにより、予測 された分子量のDNA断 片が得 られた こ とを考 え る と、

rbcS+rbcL断 片 もrbcS、rbcLの 部 を増幅 した物 と考 えられる。この断片について も、

プラスミドベクターへの導入が終了 してお り、現在解析中である。
昼

S.costatum

T.nordenskioeidii

D.confervacea

Chaetocerossp.

Coscinodiscussp.

1GTGAGACTTACACAAGGTTGCTTCTCTTTCTTACCTGATTTAACTGACGCACAAATTGAA

lGTGAGACTTACACAAGGTTGCTTCTCTTTTTTACCTGATTTAACTGACACACAAATTGAA

lGTGAGACTTACACAAGGTTG(TTCTCTT丁 ⊂T丁ACCTGATTTAA⊂TGACGAA(川TTGAA

lGTGAGACTTACACAAGGTTGCTTCTCTTTCTTACCAGATTTAACAAACGAACAAATTGAG

lGTGAGAC丁TA⊂ACAAGGTTG(二TTCTCTTT(TTACCAGATTTAACTGA⊂CAACAAATTGAA
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61AAACGAGTAGCTTGCG⊂TATG-一 一一TCTAGAGG-TTTAG⊂GATGAACG丁AGAGTGGACAG

61AAA⊂AAGTTGCTTACGCAATGAA⊂A-一 一A-AGG-TTGGG(二AATGAA⊂GTAGAGTGGACAG

61AAACAAGTTGCATATGCAAT-TTCA-一 一AGAGGCTT-GGCAATGAATGTTGAATGGACGG
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Z84CT-ATGT(TCT(二AT--CGTTAA-(CGTく ⊂-GGTTA-ATGAGCCAGG(TTCTACTTAGAA(
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ゆ 申ゆ■◎串■ 申■ゆo■ ゆゆ ゆ■■ゆ●■ ■ ■辱 ■■ 申寧串■■ 癖■ゆゆ■ ■ゆ寧,■ ■
...........

337

337

337

337

337

S.costatum

T.nordenskioeidii
D.confervacea

Chaetocerossp.

Coscinodiscussp.

338GTAC-AGATGGTC-CAGGTCGTCA-一 一AATCGTTTACAGCATTA-AGAGCTAC

338GTAC-TGAAGG-CCCAGGTCGTCAGGTTATC-一 一TACAGTAGTA-AGAGCTAC

338GTAC-AGAAGG-CGTAGGTCGTCA-一 一AATCGTGTACAGTATTA-AGAGTTAC

338GT-CAAGAAGGTC-CAGGCCGTC-AA--A-一 一一一T-C-C-A-TACACAACTAA

338GTAC-AGAAGGAC-CAGGTCGTCAAATTAT--T-TACTCTATTA-AGAGTTAT
■■ ゆ ■零 ゆ■ ■ ■ゆ● ■嘩◎ゆ 寧 ゆ ゆ ■ 寧■ ゆ ■ ゆゆ.................

384

384

384
376

384

図3. rbcS断 片 につい て決定 された塩 基配列
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S.costatum

T.nordenskioeidii

D.confervacea

Choetocerossp.

Coscinodiscussp.

1VRLTQGCFSFLPDLTDAQIEKQVAYAMNKGWAMNVEWTDDPHPRNNYWELWGLPLFDIKD

lVRLTQGCFSFLPDLTDTQIEKQVAYAMNKGWAMNVEWTDDPHPRNNYWELWGLPLFDIKD

lVRLTQGCFSFLPDLTDEQIEKRVACAMSRGLAMNVEWTDDPHPRNNYWELWGLPLFDIKD

lVRLTQG(FSFLPDLTNEQIEKqVAYAMNKGWAMNVEWTDDPHPRNSYWELWGLPLFDIKD

lVRLTQGCFSFLPDLTDQQIEKQVAYAISRGLAMNVEWTDDPHPRNSYWELWGLPLFDIKD
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61PATVMFELNEARKSCAAGYIRMNAFDASYGTESCVMSFITNRPVSEPGFYLDRTEGVGRQ

61PASVMFELNEARKSCAAGYIRVNAFDASYGTESCSMSLIVNRPVNEPGFYLERQEGPGRQ

61SGSVMYELNEARKACPNGYIRMNAFDASYGTESCVMSFIASRPSNEPGFYLDRTEGPGRQ
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図4. rbcS断 片 について決定 されたア ミノ酸 配列 と

求め られた分岐図
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今後 の展望

本研究では、rbcL、rbcS、rわcLS、r-bcL+rbcSの 領域 を増幅す るPCRに つい て、 プライ

マ ーの設計 に成功 し、反応条件 を決定 した。 さらに、本研究では珪藻類のrbcLとrbcSに つ

いて 、種 間の比較 に よ り変異の大 きさを検討 した。その結果、rbcLの 種 問差 は小 さいが、

rbcSは 比較 的大 き く、種 間の差 を検討 するのに十分 な変異が認め られることが明 らかにな

った。個体識別に適当な 「個体間に違いの認められるDNA」(指 標DNA)と してrbcLよ

りrbc∫の方が有望 である と考 え られ る。

増 幅された断片が短す ぎるため、プラス ミ ドベクターへの組込みが難 しいrbcLSに つ い

ては、本研 究 では解析 を行 わなかった。 しか しなが ら、r-bcLやrbcSに 比 べ て よ り大 きな変

異の予 想 され るrbcLSは 指標遺 伝子 として有 望 であ る。本研究で増幅に成功 しなが ら未解

析のrbcLS断 片 お よびrbcL+rbcS断 片 には、 このrbcLSの 全領域 が含 まれて い る(図2)。 今

後、 これ らの断片 をダイ レク トシークエ ンス等の方法 を用いて解析することで、rbcLS領

域 が指標遺伝 子 として適 当か どうか を明 らか にで きる。rbcL、rbcS、rbcLSの うち適 当な

領域 が決定 すれ ば、これまでの実験結果か ら自然環境中の個体群へ適用す ることが可能に

なっている。現在、サ ロマ湖試水 よりD.confervacea等 の珪 藻種 を100株 程 度単離 中であ り、

適 当な領域 が明 らかにな りしだい、これ らの株 を用いて 「3.自然環境 中での植物 プランク

トン種 の個体密度の時間変化 と種内の遺伝的多様性の変化の解析」 を行 う予定である。

参 考 文 献

1.Suzuki,Y.andTakahashi,M.1995.Growthresponsestotemperatureofseveraldiatom

speciesisolatedfromvariousenvironments.J.Phycol.31:880-888.

2.Kudoh,S.,Robineau,B.,Suzuki,Y.,Fujiyoshi,Y.andTakahashi,M.1997.Photosynthetic

strategyandanestimationofprimaryproductionoficealgaeundertheenvironmental

characteristicsofSaromako.J.Mar.Sys.11:93-109.

3.Suzuki,Y.,Kudoh,S.andTakahashi,M.1997.Photosynthesisandrespiration

characteristicsofArcticicealgalcommunityinhabitingunderpoorlightandlow

temperatureenvironments.J.Mar.Sys.11:111-121.

4.Guillard,R.R.L.andRyther,J.H.1962.Studiesofmarineplanktonicdiatoms.1.

CyclotellananaHustedtandDetonulaconfervacea

Cleve)Gran.Can.J.Micr-obiol.8:229-39

一125一


