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論 文 内 容 の 要 旨

本論文は,赤潮原因種として,また麻痔性貝毒の産生種としての水産業の分野で重要視されている渦堰

毛藻類について,その塩基性核タンパク質HCcおよび葉緑体型フェレドキシンをコードする遺伝子のク

ローニングとその塩基配列の決定を行い,渦鞭毛藻類の遺伝子構造ならびに分子系統に関して解析すると

共に,渦鞭毛藻類の核構造,染色体構造,さらには葉緑体構造との関連性について考察したものである｡

第二章において,渦鞭毛藻 Crつゆthecodiniumcohniiの塩基性核 タンパク質HCcをコー ドする遺伝子

hcclの遺伝子構造について検討 している｡ C.cohniiの全 DNAからPCR法,inversePCR法を用いて

hcclを増幅し,その塩基配列を決定した.得られた塩基配列を既に報告のあるcDNAの配列と比較する

ことにより,hcclが4ヶ所にイントロン様の介在配列を有すること,hcclがゲノムDNA上に複数コピ

ー存在 し,タンデムに並んでgenefamilyを形成 していることを明らかにした｡ hcclのイントロンには

スプライセオソームイントロンで指摘されている保存性領域が認められない一方,エクソンとの境界領域

にイントロンのスプライシング-の関与が予想されるdirectrepeatの存在が確認された｡このことから

hcclのイントロン構造が特殊であること,イントロンスプライシング機構が他の真核生物とは異なるこ

とを示 したOまた,プロモーター領域についてプロモーターモチーフ配列を検索 した結果,真核生物に一

般的に存在するボックス配列が認められず,プロモーター構造における hcclの特殊性を指摘 した0

第三幸においては,葉緑体型フェレドキシンのアミノ酸配列から見た渦鞭毛藻類の真核生物内における

分子系統的位置と,葉緑体型フェレドキシンをコードする遺伝子fedQの遺伝子構造,葉緑体-のタンパ

ク質輸送シグナルであるトランジット配列について検討を行っている｡ Peridinium属,Alexandrium属,

Gonyaukzx属の渦鞭毛藻類数種よりPCR法,TAIL-PCR法を用いてfedQを増幅 し,その塩基配列を

決定した｡得られた塩基配列から予想されるアミノ酸配列を他の真核生物と比較することにより分子系続

樹を構築した結果,渦鞭毛藻類は単独でクラスターを形成すること,渦鞭毛藻類がゼニゴケや一部の緑藻

類と近縁であることを明らかにした｡この結果は,リボゾームRNAの塩基配列や葉緑体の色素組成によ
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る分類とは異なるため,渦鞭毛藻類の進化的位置を決定するにはさらに多くの分子進化の指標を用いた解

析の必要性をも指摘している｡また,プロモーター領域についてプロモーターコンセンサス配列を検索し

た結果,ハウスキーピング遺伝子に一般的に存在するGCボックス様配列は認められたものの,真核生

物に共通して見出されるモチーフは認められなかった｡第二章での hcclのプロモーター領域の解析の結

果も含め,渦鞭毛藻類におけるプロモーター配列の特殊性は,渦鞭毛藻類の転写制御機構の特殊性,ひい

ては転写制御に関与しているとされる染色体高次構造の特殊性に由来する可能性を指摘している｡また,

葉緑体型フェレドキシンはその発現が光により制御されていることから,光転写制御に関与するシス因子

を検索した｡その結果,Gボックス,Ⅰボックス,GATAボックスが認められ,渦鞭毛藻類の葉緑体型

フェレドキシンが光による転写制御を受ける可能性が示された｡更に,葉緑体型フェレドキシンを細胞質

から葉緑体内へと輸送するためのシグナルであるトランジット配列について解析 した結果,そのアミノ末

端にシグナル配列が存在すること, トランジット配列のアミノ酸組成,疎水性プロフィールなどが他の真

核生物とは異なる性状を示すことを明らかにしている｡ この特殊な構造は渦鞭毛藻類の葉緑体の起源が真

核光合成生物であることによる葉緑体膜構造の特殊性に由来する可能性を指摘した｡

以上,塩基性核タンパク質HCc,葉緑体型フェレドキシンを用いた分子系統解析,遺伝子構造解析を

行った｡葉緑体型フェレドキシンのアミノ酸配列からは渦鞭毛藻類と緑藻類が共通の祖先に由来すること

を示したが,リボゾームRNAを指標にした分子系統樹からは渦鞭毛藻類が緑藻類よりはむしろアピコン

プレクサや繊毛虫類と近縁であるという報告や,緑藻類,アピコンプレクサや繊毛虫類の何れも渦鞭毛藻

類に見られるような特殊な遺伝子の高次構造を示さないという報告もあり,結論として,渦鞭毛藻類の進

化系統関係を明確にするためには,遺伝子構造やより多くの遺伝子の塩基配列情報からの多面的な解析が

必要であると指摘している｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

渦鞭毛藻類は赤潮原因種,麻捧性貝毒産生種を含むことから,水産増養殖業において注目されている｡

また,その核構造,染色体構造が極めて特殊であることから,進化系統的位置についても議論されてきた｡

本論文は,渦鞭毛藻類の遺伝子構造と分子系統について明らかにし,核構造,染色体構造の特殊性との関

逮,さらには葉緑体構造について考察したものである｡ 評価すべき点について以下に挙げる｡

1.渦鞭毛藻類数種から塩基性核タンパク質HCc,葉緑体型フェレドキシンをコードする遺伝子 hccl,

fedQをPCR法,inversePCR法,TAIL-PCR法を用いて増幅し,その塩基配列を決定した｡

2.hcclの遺伝子構造について解析 した結果,hcclはゲノムDNA上に複数コピー存在 し,タンデム

に並んでgenefamilyを形成することを初めて明らかにした｡また,4ヶ所にイントロン様介在配列の挿

入が認められたが,その何れにも一般的な真核生物に認められるコンセンサス配列が存在しないことを示

した｡また,hccl,fedQ各遺伝子についてプロモーター領域の解析を行った結果,真核生物に共通なコ

ンセンサスモチーフが認められないことも示し,このような特殊な遺伝子構造が染色体構造の特殊性に起

因する可能性について指摘した｡fedQに関しては,光による転写制御に機能するシス因子様配列がプロ

モーター領域に確認され,渦鞭毛藻類の葉緑体型フェレドキシンが光発現制御を受けている可能性を示し
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た｡

3.fedQより推測される葉緑体型フェレドキシンのアミノ酸配列を指標に,渦鞭毛藻類の進化系統に

ついて解析し,ゼこゴケと一部の緑藻類に近縁であることを示した｡この結果は葉緑体の色素組成に基づ

く分類体系,リボゾームRNAの塩基配列を指標にした分子系統樹とは異なるものであり,渦鞭毛藻類の

進化系統関係に関してはより多くの遺伝子を用いた総合的な解析が必要であることを指摘 した｡

4.fedQについてはさらに,葉緑体-の移行シグナルであるトランジット配列を解析 し,アミノ末端

にシグナル配列が付加されていること,他の葉緑体タンパク質には認められない性状を有すること,また

これらの特性は,渦鞭毛藻類の葉緑体が光合成真核生物に起源を持つことに由来する,特異な膜構造に起

因する可能性を指摘 した｡

以上のように,本論文は渦鞭毛藻類の遺伝子構造と分子進化系統の特殊性をタンパク質をコードする遺

伝子を解析することにより明らかにした論文であり,海洋分子微生物学,海洋微生物生態学ならびに藻類

学の発展に寄与するところが大きい｡

よって,本論文は博士 (農学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,平成 9年 1月22日,論文並びにそれに関連した分野にわたり試問した結果,博士 (農学)の学位

を授与される学力が十分あるものと認めた｡
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