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【は じめ に 】

脊索動物 に属 する シロボヤ科 は、 群体 を作 る種 と単体 で棲 息 する種 を共 に含 む興 味深い科で、 日本近海

では約20種 が知 られてい る。 ミサ キ マメイ タボヤPolyandrocarpamisakiensisは,群 体性で あ るマ メ

イタボ ヤ属Polyandrocarpaの 一種 で、我が国では相模湾以南の大平 洋岸 に棲 息す る(Nishikawa1991)。

ミサ キマメイ タボ ヤ には、各個 虫の入水 口 と出水 口の間に、不定 の大 きさの 白色班 を一つ も しくは左右一

対現 れる系 統 と、 全 く現れ な い系統が あ り、 そ れぞれWhiteSpot(WS)とSpotless(SL)と 呼ば れて い

る(西 川1995)。 最近 この他 に もWSと 同様 の位 置に黄榿色 を呈 した班 を もつ系 統が発見 され、 この

系統 はOrengeSpot(OS)と 呼 ばれてい る。

本研 究では この ような色彩 変異 を持 つ ミサキマメイタボヤ3系 統 間に、遺伝的変異 が どの程度生 じてい

るか を推定 する ため,ミ トコ ン ドリアDNAに コー ドされ て い るチ トク ロームb遺 伝子(Cytb)を 指標

とし、 ミサ キマメイ タボヤ3系 統間の遺伝 的分化 を検 討 した 。

【実験 試料 と方法 】

実 験試料 ミサ キマメイタボヤPolyandrocarpamisakiensis:3系 統 とも筑波大学下 田臨海セ ンター に

おいて飼育保持 され、横 浜国立大学教 育人間科学 部附属理科教 育実習施 設、実習船 「たちばな」に恵与 さ

れた もの を使 用 した。

実験方法

「DNAの 抽 出」

液体窒素 を用い て個 虫を粉末 状 に し、Easy-DNAKitを 用い 全DNAを 抽 出 した 。一つの群体 を形 成

す る個 虫はク ロー ン発生であ るため、同 じ群体の複数 の個 虫 を用 いた。

「PCR」 増 幅反 応 は10～100ngのDNAに 対 し、exTaqpremixregent25,ul(TAKARASyuzo

Co.)、 プラ イ マー は各50pgを 使 用 し、反応溶液 が全量で50μ1と な るよ うに滅 菌水 を加え た。PCR

プライマーは マポ ヤmtDNA全 塩基 配 列(横 堀1994)と5種 の動物 のCytb領 域 を比較 し、保 存性 の 高

い 領 域 を 参 考 に 設 計 し たHCf35'-CCNACWTTRANTCGNTTTTA-3'とHCr1、5。-

GCRAANTRRAARTAYCAYrCNGG・3電 を用 いた 。増幅 は94℃30秒 、48～52℃(WS;52℃ 、SL;

48℃ 、OS;51℃)30秒 、72℃1分 、 の条件 で35サ イクル行 った。

「塩基 配列の決定 」

増 幅 され たPCR産 物 はUltracleanKit(MoBioLab.hlc.)で 精製 を行い、PCR産 物 か ら直接塩基 配

列決定 法で塩基 配列 を決定 した 。反応 にはdRhodaminedyeterminatorsequencingKit(ABDを 用 い、

96℃10秒 、48～52℃(WS;52℃ 、SL;48℃ 、OS;51℃)5秒 、60℃4分 、 の条件で25サ イクル

行 った。塩基 配列決定 の際 のブ ライマーには、forwardプ ライマーであ るHCf3を 用いた。

「塩 基配列 のアラ イメ ン トお よび分 子系統解 析」

決定 され た塩 基配列 はclustalX(Thompsonetal.1997)を 用 いてア ラ イメン トを行 い、3系 統 間 で

比較 を行 った。

【結果 と考 察 】

ミサ キマメ イ タボヤ3系 統のcytbの 一部領 域337塩 基 の配列 を決定 し、比較 を行 った結果、3系 統

間の塩基配 列 に違 いは全 く見 られなか った。
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1GGGTTTGGGGGGGATTTTCTGTTGGTGCTCCTACATTAACTCGCTTTTATACTTTTCACT

1
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61TTTTG丁TTCCTTTTTTATTAATTGTGTTAAGTATTATTCATTTAGTATT了TTACATCGAA
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121AGAGAAGTACTAACCCTTTAAAAATTTCTAGTTATTTAAAAATTAATTTTTGACCATATA
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181GTAGAGTAAAGGATATTTTAGGTTTCATGTTAGτGTTAACTTTTTTTTTATTτAT丁AGTT
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241TTTTTACTCCTTTTGTATTTATAGATCCTGAGAATTTTATAAATGCTAATCCAATAGTTA
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301CTCCTATTCACATTAAACCCGAATGATACTTCCACCT
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図1ミ サキマ メイ タボヤ3系 統 のmtDNAcytb一 部領 域の配列
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ws、SL、OSは 各系統を表す。曹は各系統の配列で同じ塩基であることを示す。

mtDNAの 進化速度は核DNAよ り5～10倍 も速いことが報告されてお り(Brownetal1979)、 こ

の進化速度の速さから、mtDNAの 塩基配列の比較による解析は、近縁である考えられる様々な動物間に

用いられている。今回の ミサキマメイタボ ヤ3系 統 のmtDNA、Cytb一 部領域の比較では、3系 統間に

おいて全 く違いは見 られなかった。これは3系 統が遺伝的に分化 してお らず、水孔間の班の有無は同種内

での色彩変異である可能性が強いことを示唆すると考える。このことは、SL系 統 とWS系 統間で断片癒

合することにより、キメラ個虫が発生すること(種 田1987)か らも支持される。 ミサキマメイタボヤに

は色彩変異だけでなく、胃壁のパターンや、個虫の体長、体幅などの形態的特徴に違いの見られるFatと

呼ばれる系統も存在 し、他系統とはかなり異なることが期待される。今後も詳細な形態観察とともに遺伝

子解析を進めることで、 ミサキマメイタボヤの変異のバ リエーシヨンと近縁種の関係が明らかになってい

くと考える。
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