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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。自然環境中の

植物プランクトン各種の個体の集まり(個 体群)は 、個体密度を著しく変化させなが

ら存続している(3)。 この個体群の中には少しずつ異なる遺伝子を持つ様々な個体

が含まれており、その多少を一定の基準で定量化したものを、一般に 「遺伝的多様性」

と呼んでいる。密度が減少する際には、一部の個体が死滅するために遺伝的多様性は

低下する。また、密度が増加する際にも、特定の個体が選択されることにより偏 りが

生じ、多様性は低下すると考えられる。個体密度の著しい増減の中では個体群内の遺

伝的多様性は低下することが予想される。遺伝的多様性の低下した個体群は・様々な

環境変動に対して脆弱であることが知 られている。それにも関わらず、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る植物プランク トン個体群には・多様性

を保持する機構や、多様性が低下しても存続する機構を持つ可能性が高い。植物プラ

ンクトン個体群の存続機構を考える上で、個体群内の遺伝的多様性を解析することは

重要である。

本研究では、サーマルサイクラーを用いたpolymerasechainreaction(PCR)に

よるDNA増 幅技術を利用し、植物プランクトン個体群の各個体のDNA塩 基配列の
一部を増幅し、Y.L.れを指標として個体群内の異なる遺伝子を持つ個体を識別すること

で、 「個体群内の多様性の変動を解析すること」を目指す。本研究では・温帯海域に

普遍的に出現するSkeletonemaoos亡a如mを 材料に、1.植 物プランクトン各個体

(単細胞)由 来のDNAを 増幅する技術の開発2.植 物プランクトン各個体の識別

に適当な(個 体間に違いの認められる)指 標DNA塩 基配列の選択3・ 指標DNA

塩基配列を用いた個体群内の多様性の測定 の三段階を経て実施する。このうち・第

1・2段 階は、総合理学研究所産学協同プロジェクトの助成を受け終了している。昨

年度より同研究助成を受け、第3段 階である 「指標DNA塩 基配列を用いた個体群内

の多様性の測定」に着手している。本年度は、さらに長期間、広範囲にわたる個体群

多様性の解析を行った。
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材 料 と方 法

雌

相模湾(小 田原港 、岩 漁港)と 東 京湾 よ り単 コ ロニー 由来 の珪藻種Skeletonema

costatum株 を申請者 らが単 離 した。

幽

表 層水 をφ10μmの プ ランク トンネ ッ トで穏 やか に濾過 し、1000倍 に濃縮 した 。

実体顕 微鏡 下で、パ スツール ピペ ットを用いて試水 中のSke!e亡oηemaoos彪 亡umを1

コ ロニーず つ に単離 し、各 コ ロニーをlmlのF/5培 地(4)に 移 した。 これ を、現場

海水温(15℃)、14h/10hの 明暗周期 で培養 し増殖 させた。

一

増 殖 した各株 を1.5m1チ ュー ブに移 し、13000rprnで5分 間遠 心 し細胞 を集 めた。

これ に、5%Chelex溶 液 を100μ1加 え、 よ く混ぜ た後 、-20℃ に30分 間静置後 、

95℃ に30分 間置 いた。 この 間何 回か溶液 を撹搾 し、DNAの 溶 出 を促 した。そ の後 、

氷 中で急冷 し、ゲノムDNAを 変性 した 。13000rpmで5分 間遠 心 した後 の上澄 み を

変性済 みtotalDNA溶 液 とし、新 しい1.5m1チ ュー ブに移 した。

PCR・ 一 ・PCRの'

精 製 したtotalDNAを 鋳 型 としてPCRを 行 った。昨年度使 用 した リブ ロースニ リ

ン酸カルボキシラ0ゼ オ キシゲ ナーゼ(RuBisCO)の 大サ ブユ ニ ッ ト(rbcL)用 プ ラ

イ マー3(LF3;TCTGGTAAAAACTATGGTCGTGTAGT)と 小 サ ブユニ ッ ト(rbc

S)用 プ ライ マー1(SRI;CCACCTTCTGGATTAGCTTGTACACT)を 用 い、

指標遺伝 子 であ るrbcL-rbcS間 配列(以 下1RLSと 呼ぶ)を 含 む配列 を増 幅 した 。PCR

はサー マルサイ クラ(PCRThermalCyclerPERSONAL、M・)を 用 い、total

DNA溶 液 にTaq酵 素(PremixExTaq、T吾KaRa)規 定 量加 えた後 、95℃120秒 と

53℃ ×30秒 、72℃ ×1秒 の反応 を1サ イ クル 、そ して94℃ ×30秒 、53℃ ×30秒 、

72℃ ×60秒 の反応 を29サ イ クル 、72℃ ×10秒 を1サ イ クル の条 件で行 った(Premix

ExTaq(TaKaRa)、TaKaRaPCRThermalCyclerPERSONAL)。

シー クエ ンス

ガ ラス ミル ク吸着法(GENECLEANIIKit、 フナ コシ)に よ り精L製したPCR産 物

を鋳型 として ダイ ター ミネ ータ法(dRhodamineTerminat。rCycleSequencingFS

ReadyReactionKit、 パ ーキ ンエルマ0社)に よ りシー クエ ンス反応 を行 った。予想

されるPCR産 物 の両端 よ り内側 に存 在す る配列 に対応 したLSFO(GGTCCTTTA

CAAAGAGCTTTAGATTTATGG)とLSRO(TTACGTGGATGTGGATCATCT

GTCCA)を プライマー として反応 を行 った。反応条件は、96℃ ×1分 処 理 した後 、

96℃ ×10秒 、53℃ ×5秒 、60℃ ×4分 を30サ イ クル行 った。反応 後 、エ タ ノール沈

殿 を行 い、泳動緩衝液(TSR、 パ ーキ ンエルマー社)に 溶か し、95℃ で2分 間熱変 性

した。塩 基配列 を決定 はABIPRISM310GeneticAnalyzer(ABI社)で 行 い、 ソ フ

トウエ ア(GEN㎜ 一MAC9.o)に よ り解析 を行 りた。
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結 果 と考察

PCR反 応後 、全て の試料 につ いてDNA断 片の増幅が確 認 され た。1%ア ガ ロー ス

ゲル電 気泳動 によ り分子量 を確認 した ところ、1RLS部 の増 幅時 に予想 される約1kbp

の分子 量 のDNA断 片 のみ が増幅 してた。 さ らに、 シ0ク エ ンス によ り塩基 配列 を決

定 した結果、両側 にrbcLとrbcSの 既 知 の塩基 配列 を含 む38塩 基対 のIRISの 増 幅

が確 認 され た(図1)。

これまで の 申請者 らの研 究 で、S.COS亡a亡amの 種内で は、rbcL及 びrbcSに 違

い は認 め られなか った。 しか しなが ら、1RLSを 東京湾 由来 のScos亡aぬm株 と相 模

湾(小 田原港 、真 鶴 ・岩漁 港)由 来 の株 で比 較す る と全塩基対 の5%、2塩 基 で違 い

が 認 め られ る ことが明 らかになった(図3)。 この結果 は1RLSが 同種 内 の個体 群 に

識別 有効 で ある ことを示唆している。

さ らに、IRISを 同 じ海域 よ り単離 された 個体 群 内で比較した。小田原港 より単 離

した72株 を比較 した ところ、IRLSに 違 いは認 め られなか った。また、同じ相模湾の

真鶴 ・岩漁港由来の株 にも全 く同じ配列が認められた(図1)。 この結 果 は、隣 接 し

た海 域で はIRISを 指標 とした単 一の 同 じ個体 群が 出現す ることを示唆している。さ

らに、検 出限界 を超え る レベル まで の個体 密度が減少 した時期 を挟む異 なる時 期

(1999年3月 及び12月)に 真鶴 ・岩 漁港 で単離 され た株 を比較 した ところ、双方 の

個体群に同じ配列 しか認め られなかった(図2)。S.costaium個 体 群 は一次的 な密

度 の低 下 に も関わ らず絶滅する ことな く、好適条件 になると再び同じ個体群が密度を

増加させていた。これ らの結果 は、植物プランク トン種が個体密度の激 しい増減 の中

で種内の多様性を保持する仕組みを持つ分けではな く、種内の多様性が低下 しても生

存 してゆける何 らかの仕組みを持っている可能性 を示唆 している。

一方 、東京湾 由来の株 と相模湾由来の株 に違いが認め られた ことか ら、異なる海域

では異なる遺伝的組成 を持つ個体群が存在すると考 えられる。S.Costatumな ど

多 くの藻類が 、汎世 界的な分布 を持つことを考えると、海域 ごとに異なる遺伝的組成

は、種全体 としての高い多様性 を強 く示唆していた。多様性が低下して も存続 してゆ

けるプランク トン種ではあるが、万一、多 くの個体群が絶滅するような大 きな変動が

あって も、種全体 としての多様性によ り、絶滅 を免れるのかも知れない。

0連 の研 究 によ り開発 された指標DNA塩 基 配列 によ り同種 内の個体 を識別する新

規技術 は様々な生物 に応用可能であり、形態による識別の難 しかった様々な生物の個

体群動態や遺伝的多様性 の解析 を可能 にす ると考え られる。開発 された技術 による環

境 中での生物の遺伝 的多様性のモニタリングは、生物資源の保全 を考えるうえでも極

めて有効な手段 となるであろう。
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図1 それぞれの自然環境中でのIRLSの 塩基配列の比較
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D小 田原港(相 模湾)1999.12
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図2同 一地域での季節による比較

岩 漁 港1999.3

岩 漁 港1999,12
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1TAAATTACTTTAATACACATTTAAGGAGTATTTGAATA38
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図3東 京湾と相模湾の比較

東 京 湾1999

岩 漁 港(相 模 湾)1999.3

岩 漁 港(相 模 湾)1999.12

小 田 原 港(相 模 湾)1999,12
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注)図1、2、3の ・印は塩 基配列 が相 同で ある ことを意味 してお り、

いることを意味 している。
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