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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(SuzukiandTakahashi,1995;

Kudohetal.,1997)、 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(Suzukietal.,1997)。 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0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、 これ 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Skeletonemacostatum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。1999
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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、RubiscOを コー ドする遺伝子の塩基

配列を珪藻11種 について決定し、第2段 階で決定した指標DNA塩 基配列の個体群

識別の指標 としての有用性を再検討 した。個体群の多様性を検出するために必要で

あると考えられる微量試料からのDNA抽 出とPCRに よる増幅を検討 し、この方法

を用いて多数の個体を対象とし、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。

材料 と方法

、DNAのDNA 1に つ 1の 一・

珪 藻11種(ThalassiosiranordenskioeldiiCleve、ThalassiosiraantarcticaComber、

ThalassiosiraPacificaGran,Detonulaconfervacea(Cleve)Gran,Coscinodiscussp .,

Cheatocerossp.、OdonCellasp.、Nitzchiafrigid「a(Grun.)Cleve、Naviculasp .、

Fragilariopsissp.とSkeletonemacostatum(Greville)Cleve)の 培 養 株 を 実 験 に 用 い た 。

そ れ ぞ れ の 珪 藻 培 養 株 か ら キ レ ー ト剤(Chelex・100)を 用 い る 方 法(Walshetal .

1991)に よ り全DNAを 抽 出 した 。TnordenskioeldiiのrbcLとrbcSの 既 知 塩 基 配

列(Tomizawa,1999a)を 他 の 珪 藻 種(Detonulaconfervacea(Tomizawa,1999b)、

Cylindrothecasp.(HwangandTabita ,1991))のrbcLとrbcSの 既 知 塩 基 配 列 と比 較

し 、 保 存 性 の 高 い 領 域 を 選 びPCRプ ラ イ マ ー(LF1とSR1)を 設 計 した 。 こ れ ら の

プ ラ イ マ ー とTaqDNApolymerase(TaKaRaPremixExTaq)を 用 い 、 抽 出 し たDNA

を鋳 型 と して 、 ポ リ メ ラ ー ゼ チ ェ ・一ン 反 応(PCR)を 行 い 珪 藻11種 のrbcL 、rbclLS

とrbcSの 全 領 域 を 一 度 に 増 幅 し た 。PCR産 物 を鋳 型DNAと し て 、dyeterminator法

(SangeretaL,1977)に よ りrbcL、rbclLSとrbcSの 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 決 定 し

た 珪 藻 各 種 の 塩 基 配 列 を比 較 し、 ま た 様 々 な 領 域 に つ い て 遺 伝 距 離(imura
,1980)

を計 算 し近 隣 結 合 法(SaitoandNei,1987)に よ り分 岐 図 を 制 作 す る こ とで 、指 標DNA

領 域 を検 討 し た 。
一'か ら

のDNAとPCRに よ る 盲

簡便なDNA抽 出法 として知 られるキ レー ト剤(Chelex・100)を 用 い る方法(Walsh

etal.,1991)を 適用 しThalassiosira'nordenskioeldii珪 藻培養株 を用 いて微量試料 か

らの高収率のDNA抽 出 と、 これ を用 いたDNA断 片 の増幅 を検討 した。培 地中の細

胞密度が一定 になるように希釈 し、十分 に撹絆 した各培地の1mlを 用 い るこ とで一

定 数の細胞 を集 めた。少数の細胞 を用いる場合には、実体顕微鏡下で細胞数 を確認

した単 コロニーを直接 ピペ ッテ ィングで取 り出 し、正確 に一定数の細胞 を集めた。

一定数の細胞か らDNAを キ レー ト剤 を用 い る方法 に よ り抽出 した
。これを鋳型 とし

てPCRを 行 い、反応 産物 を1%ア ガロー一スゲルで電気泳動後 、エチジウムプロマイ
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ドで染色 し増幅を確認 した。

指標DNA領 域 を用 いた個 体群識別

東京 湾木 更津沖(96年12月)、 真鶴 町岩 漁港(99年3月 、12月)、 小 田原市小

田原港(99年12月)で 採 取 した海水試料 を各現場 で プランク トンネ ット(φ=10

μm)を 用 い て約500倍 に濃 縮 した。 これ を保 温 して実験室に持 ち帰 り1日 以 内に

実体 顕微鏡 下 でSkeletonemacostatumの 各個 体 を ピペ ッテ ィングに よ り単離 し実験

に用いた。これらの各個体か ら、キレー ト剤 を用いる方法により全DNAを 抽 出 し、

PCR法 に よ り指 標DNA領 域 を含 むDNA断 片 を増 幅 し、反応 産物 を鋳型 としてdye

terminator法 に より指標領域 の塩基 配列 を決定 した後、個体群内および個体群間で指

標領域の塩基配列 を比較 した。

結 果 と考察

、 のDNAb 1に つ
ヨ1の ロ の

・

T.nordenskioeldiiの 既 知 塩 基 配 列 との 比 較 に よ り、珪 藻11種 に お い てrbcLの 一

部(rbcL'と す る)、rbc1L∫ とrbcSの 一 部(rbcS'と す る)の 塩 基 配 列 を決定 した 。

プ ラ イマ ー の外 側 で あ るrbcLの 開始 か ら102塩 基 とrbcS終 止 コ ドン とそ の上 流33

塩 基 は決 定 で きな か っ た。Tnordenskioeldiiに 対 す る全 領 域 で の 塩 基 配 列 の 相 同性

の平 均 は90.1±3.1%で あ った 。rbcL'とrbcS'の 塩 基 数 は全 種 で 同 じで あ り、 そ れ

ぞ れ1371塩 基 と384塩 基 で あ った が 、rbclLSの 塩 基 数 は種 に よっ て異 な り37～40

塩 基 で あ っ た 。珪 藻 種 のrbclLSは 、紅 藻 亜 綱 の77～113塩 基(ValentinandZetsche,

1990)や 褐 藻 綱 の112～280(AssalietaL,1990)に 比 べ 短 い が 、 変 異 が 大 き く種

に よ っ て塩 基 数 が 異 な る こ とは 共 通 して い た。T.nordenskioeldiiの 塩 基 配 列 に対 す

る各 領 域(rbcL',rbclLS、rbcS')の 相 同性 の平 均 はそ れ ぞ れ91.2±2.8%、89±3.9%、

87.0±6.3%(平 均 ±標 準 偏 差)と な り、相 同性 はrbcS'で 低 く、rbcL'とrbclLSで

は そ れ よ り も高 い相 同性 が 認 め られ た 。 こ れ は酵 素Rubiscoの 補 助 的 役 割 を担 っ て

い る小 サ ブ ユ ニ ッ トを コ ー ドす るrbcSの 方 が 、 反応 中 心 を持 つ大 サ ブユ ニ ッ トを コ

ー ドす るrbcLに 比 べ 変 異 が 大 きい こ とが多 くの生 物 で 知 られ て い る こ と と一 致 す る
。

また 、rbclLSは 非 コー ド領 域 で あ りなが らア ミノ酸 を コ ー ド して い るrbcS'よ りも

相 同性 が 高 くな っ て い た 。 こ れ はrbclLSの 塩 基 配列 中 の リボ ゾ ー ム結 合 部 位 で あ る

Shine-Dalgarno配 列(ShineandDalgarno,1974)と そ れ に続 く配 列 で 相 同性 が 高 く

な っ て い た た め で あ る。 これ を 除 い た領 域(r6clLS'と す る)の 塩 基 配 列 の相 同 性 は

どの領 域 よ り も低 くな っ て い た 。 また 、変 異 の分 布 はrbcL'、rbclLS、rbcS'の いつ

れ の領 域 に お い て も一様 で は な く、特 定 の 領 域(S1～S13領 域)に 集 中 して お り、

特 定 の 領 域(G1～G8領 域)は 保 存 性 が 高 くな っ て い た 。 この 特 徴 的 な各 領 域 の 個

体 群 識 別 の 指 標 と して の有 用 性 を 、塩 基 配 列 か ら計 算 した 遺 伝 距 離 に基 づ い て分 岐
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図 を制作す ることで検討 した。識別の明瞭性 を遺伝距離の和で、正確性 を中心 目 ・

羽状 目の識別 とThalassiosira属3種 の識別 の2点 で検討 した。その結果 、系統 関係

を正 しく解析 するためには、十分な数の塩基か らなる領域が必要であ り、各種 を明

瞭に区別するためには、変異の大 きな領域が必要であることが示唆された。極 めて

近縁 な同種個体群の違い を検 出するためには、高い明瞭性が必要である と考 えられ

る。これ らの結果 は、少数の塩基で も変異の大 きい領域 を用いれば、高い明瞭性だ

けなら得 られることを強 く示 している。そのため、遺伝距離の和が大 きかった領域

rbclLS'やS4領 域 の塩 基配列 を用 いれば、近縁 な同種個体群の解析 を行えると考え

られる。
一 ・ のDNAとPCRに よる 盲

少量 の抽 出緩衝 液 を用 いて少数の細胞か らDNAを 抽 出す るこ とで、800～80細

胞 か ら抽 出 したDNAを 鋳型 として用 いたPCR法 に より目的 のDNA断 片 を増幅す る

こ とに成 功 した。 さ らに細胞数 を減 らすために実体顕微鏡下で細胞数を確認 し、一

定数の細胞 をピペ ッティングで取 り出す方法を用いたところ、最少10細 胞 か らの抽

出 とPCRに よる 目的のDNA断 片の増幅 に成功 した。 このPCR産 物 を直接 シー クエ

ンス反応 に用 いることで、珪藻種の各個体か ら抽 出したDNAを 鋳型 と してPCRに

よ り増幅 し、指標領域 の塩 基配列 を決定することが可能になった。

、DNAい た'

指標DNA領 域 として、遺伝距 離 の和が大 きかったrbclLSとS4領 域 の うち種 内で

の大 きな変異が予想 されるア ミノ酸 をコー ドしていないrbclLS領 域 に着 目し、天然

同種 個 体群 のDNA塩 基 配列 の 解析 を行 った。 同 じ海域で採取 した個体群内では

rbclLS塩 基配列 に変異 は認 め られ なか った。特に、72個 体 を用 いて解析 した小 田原

港の個体 群での結果は、同一個体群中の各個体ではrbclLS塩 基配列 に変異 が生 じて

いない ことを示 している。また、最 も大 きな変異が予想 されるrbclLS塩 基配列 に変

異 が認め られない こ とか ら、rbcLとrbcS塩 基 配列 にも変異 が生 じてい ないことが予

想 される。異なる海域か ら採取 した個体群間でrbclLS塩 基 配列 を比較 した ところ、

岩漁 港 と小田原港での個体群間では変異は認められなかったが、これ らと東京湾の

個体群 との比較ではrbclLS塩 基 配列 に変異 が認 め られた(図1-A)。 これは岩 漁港

と小 田原港 の個 体群 が同一の個体群 に由来 し、東京湾の個体群はそれ とは異なる別

の個体群に由来することを示 している。また、同 じ海域に出現 したS .costatum個 体

群が個体群 の増殖 時期 に よって異なるかを調べた。岩漁港において、1999年3月 と

12月 に出現 したS.costatum個 体 群 を用 いてrbclLS塩 基 配列 を比較 したが 、3月 と

12月 の個 体群 間のrbclLS塩 基 配列 に変異 は認 め られなか った(図1-B)。 珪藻種 は、

好適 な条件下 では数時間か ら数 日の間隔で分裂を繰 り返 し個体密度を増加 させ るが、

不適 な環境の もとでは捕食や沈 降などにより海中の個体密度を急速 に減少 させる。
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3月 の個体密度の増加 か ら12月 の個体 密度の増加 の間には、S.costatum個 体群 は個

体密度 を大 きく減少 していた と考えられる。実際に、この期間にはs.COS亡a加mは 採

取 で きなか った。 この こ とか ら、異なる増殖時期 の同所での個体群は個体密度が極

端に減少す る時期 をはさんで増殖 を繰 り返 した同一個体群であると考え られる。こ

のように、rbclLS塩 基配列 は、形態 に よる識別が 困難な微細藻類の同種個体群を識

別することができる指標DNA領 域 として用 いる ことが で きる と考えられる。

今回、地球規模 の気温異常 に起因す ると思われる海水温の異常のために、各海域

での再三の採集にも関わらず2000年 のS.costatum個 体群 は残念 なが ら採 取で きな

か った。 しか しなが ら、一連の研究によ 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。

A海 域 問の比較

単離場所 単離年月

東京湾1999.12

岩漁港1999.3

小 田原港1999.12

B増 殖時期 による比較

岩漁港1999.3

岩漁港1ggg.12

塩 基 配 列

1TAAATTACTTTCATAAACATTTAAGGAGTATTTGAATA38

1...........A...0......................38

1...........A...0......................38

料 ◎解**************************料 切1****

1TAAATTACTTTAATACACATTTAAGGAGTATTTGAATA38

1......................................38

図1.rbclLS塩 基配列の比較

Aは 全 海域 間の個体群 のrbclLS塩 基配列 の比較。Bは 岩漁港の1999年3

月 と12月 の個体群 のrbclLS塩 基配列の比較 。"."は 上段 の塩基 と相 同で

あるこ とを示 し、"*"は 全個体群 で塩基が相同であることを示 している。
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