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第 1章 緒言

渦鞭毛藻類は赤潮形成花や麻神性貝毒産生穏を含み、水産増益殖業に多大な被害を及ぼ

していることから、その防除という 面で産業的に重要視されている。その一方で染色体や

DNAも含めてその核構造に注目すると他の真核生物と大きく異なる特徴的な性質が数多く

認められる。例えば、渦鞭毛藻煩は真核生物の中でも({(径5.110 μ mと比較的大きな核を

持ち、そのDNA拡も極めて多く、 Gonyaulaxpolyedraでは200pg/nuc1cusと、ヒトの約100

倍ものDNAを有する (Sigcc，1986)。染色体数も施によ っては数100を数える (Shyamet al.， 

1978， Holt et a1.・ 1982)。また、核DNA中においてはthymincの修飾庖基

hydroxymcthyl uraci 1 (HOMcU ra)への置換もしくは修飾が認められる (Rae，1973， Rae and 

Steele， 1978， Stcelc and Rac， 1980， Herzog and Soyer， 1982， Gallcron， 1984， Davies et al.， 

1988， larvis et a1.， 1992)0 HOMeUraは一部のパクテリオファージにおいてのみ存花が確

認されている極めて特異な修飾塩基で (Kallenct a1.， 1962)、渦鞭毛藻瀬においてはThyの

10・70%が置換されていることが権認されている (Rae，1976)。

しかし、渦鞭毛藻類の抜構造の特殊性がより顕著に認められるのはdinom i tosi sと呼ばれ

る体細胞分裂に伴う核分裂機構と染色イ本J構造である。 渦鞭毛藻類の核分裂ではM期におい

ても核膜の消失が認められず (Hall，1924)、核外動原体微小管が核を貫通する形で分裂方

向に伸長し (Leadbeaterand Dodgc， 1967)、その微小管は核膜を通じて染色体の動原体株構

造につながっている (Oakleyand Dodge， 1974， 1976)。核は微小管の万向に従って分裂す

るが、染色体は核膜に付着した状態、で娘核に分配される (Kubaiand Ris， 1969)。

また、渦鞭毛藻類の染色体は細胞周期を通じて常に凝集したままで、その高次構造は2

価の金属イオン (Herzogand Soyer， 1983)と構造RNA(Soyer-Gobillard and Herzog， 1985) 

により安定化されていることが示唆されているo染色体を光学顕微鏡、電子顕微鏡を用い

て観察すると、頼粒状領域と繊維状領域が交互に現れるバンドパターンが認められ、これ

は真核生物におけるヘテロクロマチンに山来するバンド構造とは異なる。染色体の高次構

造に関しては多くのモデルが提唱されたが (Haapalaand Soyer， 1973， Soyer and Haapala， 

1974， Livolant and Bouligand， 1980)、Giesbrecht(1961， 1965)はアーチ型のヌクレオイド

梯構造を認め、渦鞭毛藻類とバクテリアの染色体構造の類似性を指摘している。 Spector

et a1. (1981)はPeridiniumcinctumにおいてDNA復製途中の染色体を観察し、スーパーコイ
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ルを形成する染色体DNAと繊維状骨格より成る渦鞭毛藻類特布のクロモネマ構造を報告し

た。またHaapalaand Soyer (1974)はProroccntrummicansの染色体DNAが閉環状のスー

パーコイル構造を取ることを示している。実際の染色体構造は更なる形態学的、生化学的

な情報の品積を待たなければならないが、渦鞭毛藻類の染色体が真核生物において示され

ているクロマチンのループ状ドメインにより形成される染色イ材存造と全く異なっているこ

とは明らかである。

よl.!:に特徴的なが例として、渦鞭毛藻類の核はヒストンタンパク質を欠き、従って染色体

の日次構造の基本惟位であるヌクレオソーム構造が渦鞭毛深海1の染色体には認められない

ことが与さげられる (Bodanskyet al.， 1979， Rizzo， 1981， Herzog and Soyer， 1981， Rizzo and 

Burghardt， 1980， Shupe and Rizzo， 1983)。しかしながらその染色体は前述の通り明らかに

高次行titiをイiしていることから、何らかの形でDNAのパッキングを行っていることは間違

いない。このような観点からヒストンに代わるDNA結合タンパク質が検索され、数種の渦

鞭毛球類からヒストン織核タンパク質が見出された (Rizzo and Nooden， 1974， Rizzo， 

1981， Rizzo ct al.， 1984)。しかし、その性状やアミノ酸配列、 DNAとの結合パターンなど

から渦鞭宅藻類のDNAパッキングはヒストンによるヌクレオソーム構造、さらにより高次

の構造であるヒストンH1によるクロマチン構造の形成とは全く異なるものであることが

f示唆された。

これら渦鞭毛深頬の核僻造と核分裂様式、染色体機造の特殊性は渦鞭毛藻類のたどって

きた進化の道筋を考察する上で興味深い。原核生物は、其核生物へと至る進化の過程にお

いて細胞内区画としての核構造を獲得し、その核の娘細胞への分配システムである核分裂

と、それに付随する染色体の分配機構に働く紡錘体と動原体微小管を構築したo また、長

大になった染色体DNAを効率よく核内にパッキングするために、ヒストンタンパク質とそ

れに伴うヌクレオソーム構造を基本単位とする染色体榊造を構築した。一方渦鞭毛藻類

は、 Jl校生物とfuJ様明確な核構造を持ちながらその分裂の過程では染色体DNAが核膜に付

着して娘般に分配され、その様子は原核生物の細胞分裂に纏めて酷似している上に、より

原始的とされる磁では紡錘体の形成が認められず、動原体微小管は核外に存在して染色体

とは結合せず分裂方向を抱示しているのみであることなど、一般的な真校生物と比べて未

発注な筏分裂の機械が見て取れる。また、染色体におけるヒストン、ヌ クレオソーム構造

の欠如、クロマチン繊維の直径が3・6nmとバクテリアと類似していること (Hamkaloand 
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Rattner， ] 977， Bodansky et al.， 1979， Rizzo and Burghardt， 1982)、電子顕微鏡で観察され

る染色体断面のアーチ型のヌクレオイド様の偽造は何れも渦鞭毛藻類の染色体構造が兵妓

生物というよりはむしろ原核生物的であることを示している。 Dodge(1965)は渦鞭毛深頬

が示す原校生物的な性状から、渦鞭毛藻類を原校生物が点核生物へと進化を遂げる過程の

中間に位置する生物であるとし、 mcso kar yotcと分類することを提唱した。またLoeblich

(1976) は原妓生物的な性状に加えて認められる渦鞭毛深知独同の核分裂機構や染色体惜

造に基づき、渦鞭毛藻類は単なる"mesokaryotc"ではなく、原核生物が真抜生物へと進化す

る過程の極めて初期の段階で真核生物から分岐し独1"1の進化を遂げた生物群であると捉え

fこo

このような研究に対し、近年、生物の進化系統関係をi論じる手法として、 DNAの温法配

列に高税された変異から生物間の進化の道筋を般定する、いわゆる分子進化学を応用した

研究も進められ、渦鞭毛藻類においても分子進化の指椋として信頼度の高いリボゾーム

RNA (rRNA)をコードする遺伝子の塩基配列と、それに基づく渦鞭毛藻類の真核生物内に

おける進化系統関係が示されたo Maroteaux et al. (1985)はP.micansとCrypthecodini UD1 

coJmiiの5.8S rRNAをコードする遺伝子の塩基配列から渦鞭毛藻類が真核生物の中でも極

めて初期の段階に分岐したことを示す分子系統樹を符・た。しかし、 18S rRNAの塩基配列

から作成された分子系統樹からはむしろ渦鞭毛謀績が兵核生物の中でも比較的最近分岐し

た生物群で、しかもアピコンブレクサや繊毛虫矧と類縁関係を持つことが指摘された

(Gajadhar et al.， 1991， MacNally et al.， 1994， Lcipe et al.， 1994， McFadden et al.， 1994)。

Cavalier'Smith (1993) は生物8界説を提明した'1 1 で、 i~'b鞭毛深類とアピコンプレクサ、繊

宅虫類をこれらに共通に存在するアルベオールと呼ばれる小胞に基づきアルベオラータ群

としている。また、渦鞭毛藻類、特にC.cohniiにおいてはその細胞周期が極めて特殊であ

ることから研究が進められてきたが (BhaudetaJ.， 1991)、細胞周期の制御に真核生物にお

いてM期促進因子として機能するCDC2とサイクリンBが関うしている可能性が指摘され、

なおかつ他の真技生物との互換性が示された (Rodoriguezet al.， 1993. Bhaud et al.， 1994， 

Barbier et al.， 1995， Van Dolah et al.， 1995)。さらに兵核生物において染色体の高次構造

の形成に機能している核マトリックス構造が渦鞭宅保郊においても確認され、また他の兵

篠生物と同線マトリックス内にラミン様タンパク質とトポイソメラーゼEの存在が確認さ

れた (Minguezet al.， 1994)。
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これら rRNAの塩基配列、 CDC2やサイクリンB、核マトリックス構造の解析から示され

た渦鞭毛藻類の性状は明らかに真核生物のものであり、 DodgeやLoeblichが提唱した、渦

鞭毛藻類が原核生物から真核生物への進化の過程の初期に分岐したとする仮説は支持しな

い。 Hinnebuschct a1. (1981)は渦鞭毛藻類の染色体構造の特殊性に関して、渦鞭毛藻類は

本来典型的な真核生物タイフ。の染色体構造を持っていたが、進化の過程でヒス トンを失い

独自の染色体構造をとるに至ったとしている。但し渦鞭毛藻類の複雑な染色体高次構造を

ヒストンの欠如のみで説明するのは困難であると思われる。

染色体の高次構造と遺伝子の転写は互いに密接な連係を保っていることが知られてい

る。一般的な真核生物においてはヌクレオソーム構造は遺伝子の転写に阻害的に働くが、

転写因子のプロモーター領域への結合がトリガーとなってプロモーター領域におけるヌク

レオソーム構造の破壊とそれに伴う他の基本転写因子群と転写装置のプロモーター領域へ

の結合が開始される (WoJffe， 1994， WaJlrath et a1.， 1994)。また、染色体DNAはSAR

~caffold 主.ttachmentr.egion)を介して核内の骨格構造である核マトリックスと結合すること

によりループ構造を形成し、機能的ドメインとして働く(飯 哲夫I 1996)。このループ構

造は遺伝子のドメイン単位での発現制御に必須であることが明らかにされている。染色体

レベルにおいても、染色体上の転写活性の高い領域においてはコアヒストンのアセチル化

によりクロマチンの凝縮度が低下し (Wolffe，1995)、いわゆる活性クロマチンを形成する

ことが知られている。場合によってはこういった構造の変化、もしくは染色体構造を司る

ヌクレオソーム構造や核マトリックス中の因子が積極的に遺伝子の発現を制御している可

能性があることも示唆される。しかしながら渦鞭毛藻類においてはヒストンやヌクレオ

ソーム構造の欠如、 Spectoret a1. (1981)の報告したクロモ不マ構造といった染色体構造の

特殊性からこのような転写制御システムと染色体構造との相互作用は適用できない。即

ち、渦鞭毛藻類においては、その核、染色体構造のみならず転写制御システムについても

一般的な真核生物と異なっている可能性が示唆される。渦鞭毛藻類の転写制御に機能する

因子についての報告は皆無に等しいが、 G.poJyedraではルシフェリン結合タンパク質LBP

をコードする遺伝子のプロモーター領域の塩基配列が報告されている (Leeet al.， 1993)。

この配列を見る限り、真核生物にユニバーサルなプロモーターコンセンサス配列が認めら

れず、渦鞭毛藻類の転写システムの特殊性を支持する結果が得-られている。

そこで本研究では、渦鞭毛藻類の核構造、染色体構造の特殊性と遺伝子構造との関連に
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ついて検討すると共に、渦鞭毛藻類の進化系統関係について分子進化学の見地から解析す

ることを目的として、染色体構造への関与が示唆されている塩基性核タンパク質HCc

也istone'likeprotein of♀rypthecodiniuD1三ohnii)をコードする遺伝子hcc1、生物群の分子系

統関係を検討するマーカーとして用いられている葉緑体担フェレドキシンをコードする遺

伝子!edについて渦鞭毛藻類からのクローニングを試み、その塩基配列を決定、解析する

ことにより遺伝子の発現を制御するプロモーターやシス因子、イントロンといった遺伝子

構造について解析した。
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第2章 Crypthecodinium cohniiからのヒストン機塩基性核タンパク質HCcをコードす

る遺伝子のク口一ニングとその遺伝子情造解析

渦鞭毛藻類は、第 1章で述べたように、体細胞分裂に伴う核分裂の様式や染色体構造が

他の真核生物と比べて極めて特殊であることが知られている。なかでもヒストンタンパク

質の欠失とそれに伴うヌクレオソーム構造の欠如は特徴的である。

真核生物は進化に伴い長大化した染色体DNAを核に納めるため、核の主要構造タンパク

質であるヒストンによりDNAをパッキングしている。一般に真核生物のヒストンはH2A、

H2B、H3、H4それぞれ2分子ずつでヒストン八量-体を形成し、ヒストンの塩基性を利用し

てDNAと結合し、クロマチン構造の基本単位であるヌクレオソームを形作る。またヒスト

ンH1がヌクレオソームの凝集を行い、いわゆる30nmクロマチン繊維(ソレノイド)を形

成する。クロマチン繊維は核マトリックスにSARを介して結合し、ループ構造を形成する

が、細胞周期のM期前期に核マトリックスが染色体軸 (chromosomalscaffold)を形成して

凝縮し、染色体を形作る。ヒストン、特にヒストン入量体を形成するH2A、H2B、H3、

H4はその機能的重要性から真核生物内においてアミノ酸配列が極めて高度に保存されて

いる。

一方、渦鞭毛藻類においても染色体構造の特殊性からDNAのパッキング機構に興味が持

たれたこともあり、そのヒストンタンパク質とヌクレオソーム構造について研究が重ねら

れた。その中でDodge(1964)はファストグリーンを用いた染色法により渦鞭毛藻類がヒス

トンタンパク質を欠いている可能性を指摘したo またクロマチンの電子顕微鏡による観察

から、渦鞭毛藻類にヌクレオソーム構造に典型的なビーズ構造が認められないこと

(Hamkalo and Rattner， 1977， Bodansky et a1.， 1979， Rizzo and Burghardt， 1982)、クロマチ

ンのmicrococcalnuclease処理により認められるヒストンにより保護される200bpのDNA断

片が渦鞭毛藻類では認められないこと (Bodanskyet al.， 1979， Herzog and Soyer， 1981)な

どから、渦鞭毛藻類がヌクレオソーム構造を持たないことが明らかとなったo しかしなが

ら渦鞭毛藻類は明らかに染色体構造を有する。そこでその基本単位としてのヒストン様の

塩基性タンパク質の存在を仮定し、塩基性核タンパク質のSDS-アクリルアミドゲル電気泳

動による検出が試みられた。その結果、何れのヒストンとも泳動度の異なる分子量

10，000程度の塩基性核タンパク質がC.cohni i (Rizzo and Nooden， 1974)、Gymnodinium
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ne1soni、GymnodiniuDlbreve、Peridiniumtrochoideum (Rizzo， 1981)、P.micans (Hcrzog and 

Soyer， 1981)において見出された。中でもC.cohniiの埴基性核タンパク質HCc也iston-like

protein of三rypthecodiniumfohnij， Rizzo and Morris， 1984)に関しては詳細に調べられてい

るo HCcは分子量約14KDaで、分子閥、もしくは分子内でこ量体を形成する α、3、yの

3種のvariantから成り (Vernetet a1.， 1990)、各variantは異なる遺伝子に由来することが示

されている (RizzoPJ， 1991)0 HCcはその塩基性という性質から、渦鞭毛藻類においてヒス

トンにかわりDNAのパッキングに関与しているとされた。しかし、この温基性核タンパク

質とDNAの核内におけるモル比が真核生物においては1.0以上であるのに対してC. cohnii 

は0.03と非常に少ないこと (Rizzoand Nooden， 1974)、HCcの二本鎖DNAとの親和性がヒ

ストンに比べて低いこと (Vernetet a1.， 1990)、さらにHCcが被写活性の高い領域とされて

いる染色体表面のnucleofilament領域と核小体のnucleolarorganizer region (NOR)にのみ局

在していること (Geraudet a1.， 1991)から、HCcの機能はDNAのパッキングというよりは

むしろDNAの転写活性の制御因子ではないかとも考えられる。

Sala-Rovira et a1. (1991)はC.cohniiのcDNA発現ライプラリーから抗HCcホ・リクローナ

lレ抗体を用いて2種類のHCc遺伝子をクローン化したプラスミドpHClとpHC2を得たo

各々のコードするポリペプチドHCcl、HCc2のアミノ酸配列から、 HCcがDNA結合タンパ

ク質であることは示唆されたが、ヒストンや他の既知のDNA結合タンパク質との相向性を

示さず、その機能は明確にはされていない。また、 cDNAからの情報であるため、その遺

伝子構造に関しては言及されていない。

本章では、渦鞭毛藻類における遺伝子構造の特殊性、転写制御機械の特殊性と染色体構

造との関連について明らかにすることを目的に、 C. cohniiのゲノムDNAよりHCc1をコー

ドする遺伝子hcc1をクローニングし、その遺伝子構造について解析したo

2.1 方法

Crypthecodinium cohniiの培養と全DNAの抽出

C. cohnii e30021株 (AmericanType Culture Collection)を栄養強化海水培地 (0.2% yeast 

extract、2.0% gl ucose in seawater)に接種した後25
0

C、暗条件にて5日間培養した。この

培養液(細胞密度約1010cells/ml、対数増殖期後期)を6，000gにて10分間違心すること

7 



により集藻した。得られた藻体ベレットを液体窒素中で乳鉢により破砕し、 NETパツ 一一一一一一一一- rably-Nucleotide ~cqu川CS 01" primers for HCcI gene a町 lifi.a巾 n

ファー (150mM NaCl、 100 mM EDTA、10mM Tris-HCl、pH8.0)に懸濁後、終濃度で

それぞれ1.0 mg/ml、].0 %となるようプロテナーゼK (Mcrk)、 ドデシル硫酸ナトリウム

(SDS) を加え、 65'Cで1時間インキュペートし、細胞を可溶化した。この反応液を15，000

gにて10分間遠心して細胞残溢を除き、得られた上清をTEパッファー飽和フェノール、ク

ロロホルム:イソア ミルアルコール (24:1) にて抽出することにより除タンパク質操作を

行った後、常法に従いエタノール沈殿に供した (Sambrooket al.， 1989)。沈殿商分を逮心

により回収した後TEパッファーに溶解し、終濃度で100 μg/mlとなるよう RNase A 

(Sigma Chemical) を加え、 37'Cで1時間インキュベートすることにより RNAを除いたoこ

の反応液を再びフェノール、クロロホルム:イソアミルアルコールにて抽出してRNaseを除

き、エタノール沈殿に供した後、得られた沈殿画分をTEバッファーに溶解し、全DNAと

して以降の実験にmいた。

また、必要に応じ、除糖操作として界面活性剤セチルトリメチルアンモニウムプロミド

(CTAB) を用いたDNAの精製を行った (Rogers and Bendich， 1988)。全DNA溶液に2X

CTABノてッファー (2.0% cetyltrimethylammoni um bromidc、100mM Tris.HCl、pH8.0、

20 mM EDTA、1.t1M NaCl、1.0% polyvinylpyrrolidone)を等比加えて65'Cにて30分間イ

ンキュベートした後、クロロホJレム:イソアミルアルコール (24:1) にて抽出したo 遠心に

より有機溶媒層を分離して水層を回収した。 1/10容量の10 % CTAB溶液 (10 % 

cctyltrimethylammonium bromide、0.7 M NaCl) を加えて混介した後、 CTAB沈殿バッ

ファー(1.0 % cctyltrimethylammonium bromide、50mM Tris' HCl、pH 8.0、10 mM 

EDTA) を加え、 1時間インキュベートした。遠心によりDNA沈殿凶分を回収して1 M 

NaCI-TEバッファー(10mM Tris-HCl、pH8.0、1mM EDTA、1.0M 1、~aCl) に溶解した

後、常法に従いエタノール沈殿を行ったo 1~} られた沈殿画分をTEバッファーに溶解し、

以降の実験に用いた。

PCRによるHCcl遺伝子の増幅

hcclのタンパク質コード領域のPCR(Qolymerase c_hain r.caction)による増幅を目的に、プ

ライマーHCC1.A、HCCl.B、HCC1-C、HCC1-DをSala-Roviract al. (1991)により報告さ

れたhcc1のcDNAt塩基配列の↑育報をもとに1没定した (Table1)。各プライマーの5'末端には

8 

pnmers 

5'・
I-ICCI・A

I-ICCI-B 

I-ICCI-C 

HCCI-D 

HCCI-AR 

I-ICCI-DR 

pnmer sequences 

CccrGC八GATGGCCCCCAAG ATGAAGGCl 
」一一」

PSII 

CCGCATGCTG CAGAAGGGC八八GGCCATGACG八八G
sphl--rJpssl 

CCGAA TTCGT CGACGACGTC 1寸GGCAGCTGGCCTT 
L _回一ーム白ーー

E(oRI S剖I

CCGTCGACTC AGAAGTCTGT CTTGAGGGC 
Sall 

CCGCA TGCTG C八GAGCCTTC八TCTTGGGGGCCA T 
」ーーピー l 
Sphl PSII 

CCGGA TCCGT CGACGCCCTC AAGACAGACT TCTG八
l _J  J 

samlll Sall 

he sequtnces of Iinker Sil白山 lhe5' lcrmini of primers 3re 31so sh。桃n.
The posil.ons of primers 3同 reprcscntcdb) lhc nucleOl.de numbcrs Jccording 10 lhc cD"IA of HCcl genc. 

positions on cDNA. 

-3' 
64-84 

115-215 

358-338 

4∞-380 

84-64 

380-4∞ 

プラスミドベクタ ーへのクローニングを日的に制限酵素認識部位を合むリンカー配列を付-

110した。 PCRは2.0mM MgC12、200μMdNTP、1.0μMプライマー、 25units/ml Taq 

DNAポリメラーゼ(クラボウ)、 50ng/ml C. cohnii全DNAの反応条件で、また温度条件

は94'C、 2分間のブレヒートを行った後、 94'Cで1分、 50'Cで2分、 72'Cで3分のサイクル

で25回行ったo

また、 inversePCRに用いる鋳型DNAは、 C.cohniiの全DNAをHindIIIにて消化した後、

DNAライゲーションキット(宝酒造)を用い、 DNA終濃度10 ng/ /1. 1の条件で自己環状化

反応を行うことにより調製したoこの鋳型に対しcDNAの温基配列の情報をもとにして設

定したプライマーHCC1-AR、HCC1-DR(Table 1)を用い、 上記と同様の条件でPCRを行っ

た。

PCRの増幅産物はPCR反応液を2.0%アガロースゲル屯気泳動に供することにより確認

した。

PCR増幅産物のクローニングと塩基配列の決定

PCR増幅産物はベクタープラスミドpUC18もしくはpT7Bluc (R) (Novagen， USA)、pCR11 
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C 

迄
さ
'
ヒ
と
-a

B A 
を用いてクローン化した。 pUC18へクローン化する際にはPCR産物、USA) (1 nvi trogcn. 

ーー恥CMV

ー唖恥cs
8∞ー

4∞ー
切

4870-

一
…
制
的
山
一
郷
一
闘

制

-tlC乱

267-
旬

(宝酒造)pUC18をそれぞれ適当な制限醇素で消化した後にDNAライゲーションキット

を用いてライゲーションを行い、 1fI;i去に従いEscherichiaco1i JM 1 09コンピーテントセルに

アルカリ SDS法による形質転換体からのプラ形質転換し、形質転換体のスクリーニング、

pCR IIへのクローン化は付スミドの回収を行った (Sambrook ct a1.， 1989)0 pT7Bl ue (R)、

1以)()-属のマニュアルに従いPCR産物とのライゲーションを行った後E.coJi JM109、INVαF'各
質泊0.... 

同様にプラスミドを回収した。コンビーテントセルに形質転換し、

民)()TO

旬

ドはチェーンターミネーター法に基づくPCRm幅産物をクローン化したプラスミ

DyeDeoxyTM Terminator Cyclc Sequcncing Kit (Applied Biosystems. Inc.. USA)を用いてサイ

Fig. 1. Agarose gel elCClrophoresis of PCR-ampliticd fragments from lhe tOlal DNA of C. collll;i. 

A， PCR-amplified prodUCIS with primers HCCI-A and HCCI・0.1∞bpladdcr marker is a1so sh例 n.D. PCR・amphhedproduct凶 ilhprimers 
HCC1-D and HCC-C， pHY marker is a1so shown; C， [目、erscPCR.amphftcd prodUCIS制 thprimers IICCトARand IICC1-DR. I∞bp ladder 
markcr is also shown. 

クルシーケンシング反応に供し、全自動DNAシーケンサー373A(Applied Biosystcms， Inc.. 

USA)にて解析することによりその海基配列を決定したo

(目立エ ンジニアリング)を用い得られた塩基配列はDNA塩基配列解析ソフトDr、JAsis

て解析し、塩基配列のアラインメントを行った。

八TG

~pacer reg1oJ;! hcc1 

ATG 

T3 ~ 

ES4， 5.7.8 

A 

B 

結果

HCcl遺伝子のPCRによる増幅

2.2 

al， a2.泊.a4i

sl. s5 

hcc1をターゲットとしたプライマーのうち外側に設定しC. cohniiの全DNAを鋳型とし、

C 
たプライマーセットHCC1A、HCCl.Dを用いてPCRを行った結果、 330bpと1030bpの増

幅産物が得られた (Fig.lA)o 330bpの増幅産物はPCRにおけるアニーリング温度を60'Cに

以降の実験cDNAから予怨される断片長より煩いことから、上げると地幅されないこと、

~ )JI030 bpの増幅産物、 hccLはcDNA猛基配列から予

想、される断片長 (3t13bp)より約3倍ほど長い断片長を持つことから、非特異的な附幅に由

来する可能性も与えられたohccLが確かにhcclに由来することを確認するため、 hccLを鋳

においては考慮しないこととしたo

Fig. 2. Structural organization of出etandemly arranged HCcl genes. 
A. Tandemly a汀祖gedHCcl genes. Bold and light lines indiωte出eHCc1 coding regions 
釦 d出espacer regions， respecti veJy. B. Gene strucωre of出eHCc 1 gene. The exon and 
intron regions are shownぉ solidand open boxes. Arrows indicate出eprimer regions姐 d
their directions，組drestriction enzymes PstI and Sas recognition sites are also shown. C. 
Regions of each clone derived from the PCR-amplified products. 

PCRを行っ型により内側に設定したブライマーセッ トHCCl.B、HCCI-Cをmいてnestcd

た。その結果、 770bpの単一の増幅産物 (hccS)が得られ (Fig.] B)、hccL、hccSが共にhccl

11 

bp) しかしながらhccSもcDNAから予怨される断片長 (250に由来することが確認された。

より長く、 hcclに介在配列が存在することが子忽されたo

一一一
一
一一一一一一一一一一一一一一…………一一
一一一一一一一一一一日
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10 20 30 40 50 

ATGGC仁仁仁CAAGATGAAGG仁 TGC仁ATGAAGGCGATGAAG~.Ç~ATGAAGGT 

HCC-A t.圃.intron 1 

60 70 80 90 1∞ 
TIT仁GAATAT仁ATG仁AATGTTTGG仁GAATGGC仁TITCTITTGC仁仁了AζGG

1 10 1 20 1 30 1 40 1.50 
GTGGTGCAGT TTGTGGACGζζTG仁ACTTζCAGAAGζ了TGTGAAAζCCCGT 

1剖 170 180 190 2∞ 
仁仁TTG仁TTG仁 GGTTTGG内~ç;..GÇ_GA仁TGCGA TGAAGGGCAA GG仁仁ATGA仁G

intron'....f HCC・8
210 220 230 240 2.50 

AAGACTGGTT TGG仁GGAGG仁仁TTγAT仁TζATCGAGTGAAG CTGT仁GAAT仁
L intron2 

2ω270  280 290 3∞ 
TTA仁仁仁A了rT仁AATATT仁GAGAGAAAAGGA 仁TTATITGTGGATATTCAζG 

310 320 330 340 3.50 
TGTAA仁GCATTζζATAT仁T仁仁A仁TGAGCA仁 TTGGT仁TG仁TCGAGTCAGAT 

3ω370  380 390 4∞ 
仁ATCGATTITA仁TTGAGG仁工 TTGG仁GT仁GT仁GAC仁GAG仁TTT仁了AAGAAG

intron2・4
410 420 430 440 4.50 

GACTG仁GGGGCAGTCTTGGA GAGCTTGGC仁 ACGATCTTG仁 GCTGCGGAGA

L-intron3 
4伺 470 480 490 .5∞ 

仁TT仁TTCTITT仁ζTTGAGAGTTGTGAGATG AAGA仁仁G仁仁TG仁G仁AGATG仁

510 .520 530 540 550 
TCGAζGGTTG GCTAζATITC TCGT仁GATG仁 TCGGCGGCζ仁 T仁仁TIT仁T仁仁

5印 570 580 590 6∞ 
TITGTG仁CTCTCTCTCTCA仁 TCTACTCTATGT仁TTITG仁GCTTGCGAGGA. 

intron3・4
610 620 630 640 650 

AGTGAAGAAG ACTGGCAAGT TGA仁亡ATCC仁 TGG仁TTGGTGATGGT仁AAGA

6ω670  680 690 7∞ 
仁仁CG仁AAGAAむ仁CTG仁CAC仁 AAGG仁ζGGAAAGCGCGAGAT GTT仁GGCAAG

』圃 intron4
710 720 730 740 750 

G仁仁AG仁仁AGCT寸GCAGATA仁 ATCATAATGA AGTTCAGCAC ATT仁仁TTG仁A

?曲 770 780 790 8∞ 
TAGTG仁ATGTGTTCTTG了TGGTGGGTCT仁TGAGAGGAGAG GTG仁ATT了仁T

島10 820 830 840 8.50 
GTGAAAGAAG GCATAG仁AGTTGAGGTGTGT GAAGTGTTGG AACTGTCGTT 

8 ω 8 7 0  880 8切 9∞
GGTGTζGAAG TTITG仁TGζTTG仁TG仁TGGTGA(~Ç;~TζGT 仁仁TTGTGß仏

intron4・4
910 920 930 940 950 

G仁仁AG仁TGCCAAGA仁GTCGTGAAGG仁仁TA仁 仁仁GGTGAAGG仁仁仁T仁AAGAC

HCC-C HCC-O 

9ω 
AGA仁了T仁TGA

Fig. 3. Nucleotide sequence of clone T3. 
Primer regions are underlined and intron-exon junction sites are shown 
by arrows. Dotted lines are repeated田 quencesof the both termi ni of 
Introns. Nucleotide position I coincides with position 64 of cDNA 
<Sala-Rovira et al.， 1991). 
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Table 2. Scqucncc ∞mpan回 nof thc Cryplhecodinium cohllii hccl. Euglena gracilis rbcS. and cab 

5' bordcr 3' border 

HCc1遺伝子に存在する介在配列

PCRj:{9 IP~産物hccSはプラスミドベクターpT7Bluc (R)にクローン化し、プラスミドクロー

ンa1、a2、a3、a4を得た (Fig. 2C)。また、 PCR地幅産物hccLはその配列の中に制限酵素

PstI、SalIのサイトを有するため、制限酵素にて消化後各々の断片を別例にクローニング

し、クローンsl、s5、L2、L3を得た。またそれと同時にベクタープラスミドpCR IIを用

いてhccL全長のダイレクトクローニングを行い、その結果クローンT3、4、5、7、8を得

た (Fig. 2C)0 クローンT4、5、7、8に関してはお1Iサイトより 5・ぷ端側をサプクローニン

グし、それぞれサプクローンES4、5、7、8を得た (Fig.2C)。

hccS、hccLB:l来の各プラスミドクローンとクローンT3、サプクローンES4、5、7、8の

塩基配列をチェーンターミネーター法により決定し、 lJcclのcDNA塩基配列 (Sala Rovi ra 

et aJ.， ] 991)と比較した結果、 hcc1のタンパク質コード領域上1ケ所にcDNAには認められ

ない配列の挿入が見出され、イントロン様の介在配列の存在が示された (Figs. 2B、3)。

エクソン領域ではクローン問、また各クローンと cDNA塩基配列との間では配列に述いは

認められなかったが、イントロン領域においてはクローン間で塩恭の柿人、欠失が認めら

れ (Fig.4)、特にイントロン1と2で配列の差異が顕著であった (Figs.4A、48)0イントロ

ン3、4においてもクローン間での塩基置換が認められた (Figs.4C、4D)。このようなイン

トロン領成における塩基配列のheterogenei tyから、 hcc1がゲノム上に桜数コピー存在する

ことが示唆されたo

また、各イントロンのエクソンとの境界領域には其核生物において共通して認められる

GT-AGコンセンサス配列、またイントロンのスプライシングに機能するスプライセオソー

ムが認識する領域のコンセンサス配列は認められなかった。その一方で、イントロン間で

の相向性は認められないものの、各イントロンのエクソンとの境界付近にはdi rect repea t 

が見出された (Table2)。

Inlron 

hccJ 

tnt1 AGGCGATGAaggcgotgooggttt...... ... ..ttgcggtttggoaggcGACTG日ATGAA<i_GGCAAGGC._._._.・ v

¥nt2 TGGCG日盟主主主totcgcotc...............ottttoctt但血豆ZGGEGTCGTCGACCGAGCTTT

int3 TTGCG(TGCgg勾oct包主主主主主t............ttgcgc_ttgcgoggaAGTG坐草地主ACTGGCAAGγrG
一一一ー+

¥nt4 TGTIζGGCAaggccog_ccogcttg............gctgctggtgocaggTCGTCCTTGTGAAGGCCA~ζTG 
.W:;._._.・ ._.ー・咽Fτ.

rbcS of Euglena gracilisa 

h

u

r
・、

n

u

p

E

r

r

r

u

H
円
、
J

b
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m 

n 

伍亘IT(jCg主主cogottocctct.......... ..oggtttcctgoooci品位低姐立正

TACTATgtcco~且g_~主勾..~臼位以包主gccotcccGA仁AAC

TGCCAT伊豆C09~tt単位!Cl... .主主姐匹目姐主主主主gggcotGACGGG

TACTACoCCCQ9単位g主主盟主主....gg主位wgg主主主gccotcctGACAAC

TATTI¥CQ♀E三QggCcttttcc...........・ggog三ζ主g主主9士cccGACAAC

TACTACoccÇ<旬単組gtttt............~広主gccotcccGACAAC

TCTÇC臼ggcttg主g~ttost..... tRggç広田弘低gggctctccCCTGCC

ACGGACCOQocoottatltQa.... .主四9>PQllQ.iQ.主銅cocggacGCCAGC

TGCCGCaao三四民主主主主~t. ・・・・・・・・・・ 9三盟姐包旦ggtggcAGGGCC

TTTγ円aac由民盟主.Çt~主主主・....... ..Q.Q四回虚弱主tctcccTTCCAT

A益金五企匹9>0-'阻止土cç位~.・・・・・・・・伺負担g姐旦包主邸主~GTG

p TT伍.G.CQ9四gg鉱区tggtt............広岡c9.tçç_~tHITCA

cab of Euglena gracilisb 

1 品館C9三_çcag~広皇位主位.... .....g皿QQg_~卸四民cAACC工mc

2 GGCCCCaQ豆_çQ~弘主主gg_g_g土 .g主主t豆ggg_g主主g豆主主99主gccGACCGT

3 GGTGGTgccgtac主主c_ctg主主主tt... ...ggg旦gccgggagctcctGTCCCG

4 TGTTCCooctgg主gg!ttttt...........co~αç_ÇQ主主ctgcccAGCGCT

5 AAGGCC匹g_cç~tcccttc但S匹弘主主... .姐t~tgtgocc錨工~CC

6 GGCCCTgacco~土Wg主主......... .0ottaaacttagggccGACCGT 

7 GTACCTg土包9邸主主主♀臼ag ・・・・・・・・・・・ gcogogcctg姐旦~TGG

8 GACCT匂g主主並区目位rtc..........四回otatataocctciiA仁CCC

Spilccosomal intron conscnsusc 

AGgtragt. . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 'YnαgG 

a From L. H Tesslcr el al (1995). 

b From U. S. MuchhaJ aod S D. Schwanbach (1労2)・

c From M R Green (1991) 
The nuc1eotldcs from lhe cxons arc In capi凶 Icltersand lhosc from the introns are in lower case Icttcrs. 
The arrows IOdicatc directωpcats and underlined s叫uc即時 indicatclhe陀gionspotentiaJly ablc to 
aOD叫 Theilalics Indlcatc lh閃 pcatcdscqucnccs found at thc intron-exon junction site. 

HCc1遺伝子周辺領織の塩基配列

hcc1の非翻訳、非転写領域も合めた周辺領域の塩必配列を決定するためにプライマー

HCC1-AR、HCC1-DRを釧訳領域両末端に設定し (Table1)、invcrsePCRを行った。その結

果得られた450bpの増幅産物hccINV(Fig. lC)を先と同様にプラスミドベクターに組み込

みプラスミドクローンh1、h3を得 (Fig.2C)、各々についてその右足基配列を決定した (Fig.

15 
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50 
cDNA 3・ 1 

麗~
50 

hl 1 50 
h3 1 50 

60 70 80 90 100 
仁DNA3・ 51 

醇図画 圏 100 
h1 51 100 
h3 51 100 

110 120 130 140 150 
cDNA 3・ 101 

!IIIII園噛 輔翻
150 

h1 101 150 
h3 101 ーーーーーーーー

-・b ・・F ・・p ・・F ・・.--圃圃' ‘. - 150 

160 170 180 
cDNA 3' 151 

醐翻腫翻
200 

h1 151 200 
h3 151 200 

210 220 230 240 250 
仁DNA3・ 201 

ー-闇盤h1 201 ー・- 250 
h3 201 TA 250 

260 280 290 300 
h1 2515ATGE:圏 E圏圏-一一一一一 一一一一一 300 
h3 251 f.MCAT C CTTTCATACA CTAAGGGGCC 300 

310 320 330 340 350 
hl :;; 圏~~~~~~ ~~~~~1~~H ~~~~~~圏 邸調~9~ iII掴~I 350 
h3 350 

360 370 380 390 400 
cDNA 5・

iii 瞥臨1臨~~19I翻欄l園調:
40。

h1 400 
h3 400 

，.‘ 
410 420 440 

cDNA 5・
401盤翻臨調 iE副

450 
h1 401 450 
h3 401 450 

460 470 
cDNA 5' 

451櫨翻 500 
h1 451 500 
h3 451 500 

Fig. S. Nucleotide sequence comparison of non-coding regions of hccl with two clones of inverse 

PCR-amplified products hcclNV. 

Primer positions are underlined and non-transcribed region is indicated by double-headed aηows. 

16 

5)。クローンh1、h3にはその両末端にcDNAで報告されている非翻ぷ領域の配列が認めら

れることから、 hcc1の周辺領域に由来することが確認された。しかしながらInvcrsc PCR 

の原理上存在するはずのHindIIIの認識部位がh1、h3共に見出されないことから、hccINV

はllcclの各コピーの少なくともその一部がタンデムにコー ドされているために琳幅された

/Jccl tandem repeatのスペーサー領域であることが示された (Fig. 2)。またhcc1が複数コ

ピー存在することに由来すると忠われる塩基配列の差異がイントロンと同様周辺領域にお

いても認められた (Fig. 5)。またh1とh3にはJ'i核生物のプロモーター領域に共通して認め

られるプロモーターコンセンサスモチーフであるTATAボックス、 CAATボックス、また

mRNAの3・ぷ端にポリ (A)を付加するシグナル配列であるポリ (A)+付加シグナJレは共に認め

られなかったo

2.3 考察

本章では、嵐基性核タンパク質HCc1をコードする遺伝チhcc1の遺伝子構造を明らかに

するため、 PCR、inversePCRを用いて周辺領戚も含めたhcclの増幅とその塩基配列の決定

を行った。得られた塩基配列を既に報告のあるhcc1のcDNA塩基配列 (Sala'Rovira et al.， 

1991) と比較する ことにより、 hcc1にcDNAには認められないイントロン様の介在配列が

存在することが示されたo また介在配列においてその塩基配列がプラスミドクローン問で

異なることから、 hcclがゲノム上に複数コピー存在することが明らかとなった。更に

lnverse PCRにより得られた増幅産物の塩基配列から、 hcclの各コピーは少なくともその

一部がタンデムに並んでコードされていること、またそのスペーサー領域に真核生物に普

遍的に認められるプロモーターコンセンサス配列が認められないことが明らかとなったo

これらの結果から以下のことが考察できる。

(1 )HCcl遺伝子はmultigenefamilyを形成する

PCR、inverse PCRにより得た嶋幅産物の塩基配列から、 hcc1はゲノムDNA上に複数コ

ピー存在し、また複数コピー存在するhcc1の少なくとも一部はtandem repea tを形成してい

ることが示された (Fig. 2)。このような遺伝子構造の場合、遺伝子の転写、翻訳は以下の

いずれかのパターンで行われる。
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(1)各々のコピーがそれぞれプロモーターを有し、個々に転写、翻訳される。

(2)ポリシストロニックに転写された後、各々の翻訳開始点から個々に翻訳される。

(3)最初のコピーから最後のコピーまで一気に転写、翻訳されてポリタンパク質前駆

体を合成した後、プロセシングを受けて成熟タンパク質となる。

渦鞭毛藻類においてタンパク質をコードする遺伝子の情報はまだ少ないが、 G.polyedraの

ルシフエラーゼ結合タンパク質LBP遺伝子 (Lccet al.， 1993)、Amphidiniumcarteraeのクロ

ロフィルa/c結合タンパク質遺伝子cab(Hiller et al.， 1995)、Symbi odi ni um spp.のリプロー

スニリン酸カルボキシラーゼ/オキシゲナーゼ遺伝子rbcA(Rowan et al.， 1996)において報

告されている。これらは何れもコード領域がゲノムDNA上にtandem repeatを形成してい

る。 cabとrbcAは何れもポリタンパク質として翻訳された後プロセシングを受けて成熟タ

ンパク質となるが、 LBPは個々の遺伝子が独立して転写、翻訳されていることが確認され

ているo hcc1の場合は各コピーに翻訳終始コドンが存在し、またcDNAライプラリーから

スクリーニングにより得たクローンは何れも1コピーのみを持つことから、 LBP遺伝子同

様各コピーがそれぞれ独立して転写、翻訳されていると思われる。

(2)HCcl遺伝子に存在するイントロンの特殊性

真核生物におけるスプライセオソームイントロンの構造と、そのスプラ イシング機構に

ついては詳細に検討され、ほぽ明らかにされている (Green， 1991)。スプライセオソーム

イントロンは5'末端にGT、3・末端にAGのコンセンサス配列がほぼ例外なく認められるこ

とから、 GT-AGルールと呼ばれている。スプライシングにはスプライセオソームと呼ばれ

る、 snRNP~mall !!_uclear r_ibo旦ucleo .Q.ro tci n)により構成されるRNA.タンパク質複合体が作

用する。スプライシングはスプライセオソームの構成成分の一つであるU1 snRNPのイン

トロン5'末端領域の認識により開始される。続いてU2 snRNPがイントロンの分岐部位

(branchpo i nt)に結合し、これをきっかけにU1、U2、U4/U6/U5snRNPが複合体を形成す

ることによりイントロンの5'末端は切断され、それに伴い5'末端のグアニンは分岐部位の

アデニンのリボースの2'部位のOH基に求核反応によりリン酸ジエステル結合を形成し、

いわゆるラリアート構造が形作られるo 最終的にイントロンの3'末端が切断され、エクソ

ン同士が連結される。スプライシングにおいてはsnRNPによるイントロン配列の認識が極

めて重要であり、そのためイントロン3・末端の(Y)nNYAG↓Gに加え、 U1snRNPが認識する
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イントロン5・末端の(C/A)AG↓GT(A/G)AGT、U2 snRNPが認識する分岐部位のTNCTRAC

の各配列は厳密に保存されている (Table2)。また、これらのコンセンサス配列はsnRNPの

構成成分であるsnRNA(立mlluclearE立b)上の配列と相補性があり、 snRNAがコンセン

サス配列にアニーリングすることにより各snRNPはその領域を認識する。

C. cohniiにおいてもU1、U2、U5、U6snRNAの部分配列が報告されており、ラットや

ヒトと極めて高い相同性を示すことが確認されている (Reddyet al.， 1983， Liu et a1.， 

1984)。しかしながらC. cohniiのhcc1に見出されたイントロンにはsnRNAとの相補性を示

すコンセンサス配列は全く認められない。その一方で、 hcclのイントロンとエクソンとの

境界領域には共通配列としてAGGCモチーフが、また、この境界領域付近には7.9 bpの

di rect repea t配列が認められる (Table2)0 snRNPがhcclイントロンのスブライシングにお

いてスプライセオソームとして機能するのか、またAGGCモチーフやdirect repeatがhcc1イ

ントロンのスプライシングにどのように関与するのかを配列から特定するのは困難であ

る。しかし、同じく渦鞭毛藻類であるSymbiodiniumspp.のrbcAに見出されたイントロンに

おいてもsnRNP認識部位の配列が保存されていない (Rowanet a1.， 1996)ことは渦鞭毛藻

類におけるイントロンスプライシング機構の特殊性を示唆する興味深い事例と考えられ

るo また、ユーグレナ植物の一種Euglenagracilisはその染色体が細胞周期を通じて凝集し

ている、体細胞分裂時に核膜が消失しないなど、核構造において渦鞭毛藻類との共通性が

存在することが知られている。更にこの程においては、イントロン構造においてもリプ

ロース二リン酸カルボキシラーゼ小サプユニット遺伝子rbcS、クロロフィルa/b結合タン

パク質遺伝子cabに存在するイントロンにおいてスプライセオソームイントロンのコンセ

ンサス配列が認められない。その上エクソンとの境界領域に互いにアニールが可能な15

bp前後の配列が見出される (Table2， Tessier et al.， 1995， Muchhal and Schwarzbach. 1992) 

など、渦鞭毛藻類との共通性がみられるo E. graci1isのイントロンはスプライセオソーム

イントロンとは異なる未知のグループに属するイントロンであると推測されているが

(Tessier et a1.， 1995)、渦鞭毛藻類においても、少なくとも独自のスプライシング機構を有

する可能性が指摘できる。

(3)HCcl遺伝子のプロモーター領域の特殊性

真核生物の遺伝子コード領域の上流には、転写因子との相互作用により転写開始に極め
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て重要な働きをするプロモーターが存在しているo ほとんどの遺伝子には転写開始点より

19 bpないし27 bp上流にTATAボックスが存在するoTATAボックスには転写因子TFIID

が結合し、転写開始点の決定に機能する。そのほかに多くの遺伝子においてCAATボック

ス、 GCボックスが存在し、特にGCボックスはTATAボックスの存在しないハウスキーピ

ング遺伝子においてTATAボックスに代わり転写開始を司っていることが知られている。

hcclはタンデムに並んでmultigenefamilyを形成しているが、各遺伝子は独立して転写さ

れているため、 hcclの転写開始を指示するプロモーターは遺伝子間の非転写スペーサー領

域に存在するはずであるo しかしながらhcc1には真核生物のプロモーター、 TATAボック

ス、 CAATボックス、 GCボックスのコンセンサス配列は何れも見出されない。また、

mRNAの3・4ミ端にポリ (A)を付加するシグナルであるポリ (A)+付加シグナlレAATAAAも認め

られない。 ι polyedraのLBP遺伝子においても同様にTATAボックス、ポリ(A)+付加シグ

ナルが認められず (Lecet al.， 1993)、渦鞭毛藻類の転写制御システム、プロモーターやそ

れに相互作JlJする転写因子の特殊性を示唆している。このシステムについては渦鞭毛諜類

におけるゲノムDNAからの遺伝子塩基配列情報の蓄積とプロモーター領成を欠失、塩基置

換した突然変異遺伝子における転写活性、プロモーター領域に特異的に結合する転写因子

の検索といった、より詳細な解析を待たねばならないが、典型的なプロモーターの欠如は

逃伝子の転写制御が染色イ材持造と密接に相互作用していることを考えると極めて興味深い

事象である。
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第3章 渦糠毛藻類の葉緑体型フェレドキシンをコードする遺伝子の泡基配列から見た渦

鞭毛藻類の分子系統とその遺伝子構造の解析

フェレドキシンは原級生物、真核生物を問わず広い生物種に分布する低分子モノマータ

ンパク質であり、様々な電子伝達系において電子の授受に機能し、酸化還元電位が 310か

ら-455mVと比較的低いことが特徴的である (Arnonand Buchanan， 1971)。分子中にはシ

ステイン残基をリガンドとする非ヘム鉄と酸に不安定な硫黄より成る鉄-硫黄クラスター

を持ち、鉄イオンの遜移により H1[-の俊受を行う。欽-硫黄クラスターの構造により、

14Fe・4S]ないしは[3Fc・4S]のクラスターを有する細前瑚フェレドキシン、 [2Fe-2S]のクラス

ターを有する葉緑体型フェレドキシンに分類される。

中でも葉緑体型フェレドキシンは純物や藻類の策総体、シアノバクテリアに分布し、光

合成における電子伝述タンパク質として機能する。光エネルギーを受けてクロロフィルよ

り放出された電子は光化学系 Eから光化学系 Iへと伝達される際にATPの合成を行い、最

終的に葉緑体型フェレドキシンへと波され、この還元型フェレドキシンはサイクリック光

リン酸化、 NADP+の先還元、亜硝般還元、グルタミン酸合成 (Knaffand Hirasawa， 1991) 

、フェレドキシン・チオレドキシンシステム (Dela Torre et al.， 1979， Lara et al.， 1980)に

おける電子供与体として機能する。

葉緑体型フェレドキシンはアミノ般残基100前後からなり、その精製も比較的容易で

あったことから、シアノバクテリア (Matsuiet al.， 1988)や紅藻類 (Haseet al.， 1978)も含

めて70種を越える生物種においてそのアミノ酸配列並びにDNA温基配列が報告されてい

る (佐伯和彦、松原 央、 1993)。そのアミノ酸配列は比較的保存性か鳴いため、主に属

レベル以上の分子系統解析に利用され、光合成生物の進化系統関係について議論されてい

る (Uchidaet al.， 1988， Alonso et al.， 1995， Dutton ct al.， 1980)。すべての葉緑体JS'1フェレ

ドキシンにはCys-(X)4・Cys-(X)z-Cys-(X)n-Cysの構造が保存されており、この4残基のシステ

インが12Fe-2S)クラスターに配位する。また多くの地物や藻類において複数種のフェレド

キシンの存在か鴻認されている (Duttonet al.， 1980， Takahashi et al.， 1983)。特にダイコ

ンのイソフェレドキシンはその機能的役割について詳細に検討されており (Wada et al.， 

1989)、光合成組織と非光合成組織における機能分担を行っていることが予想されてい

るo またシアノバクテリアの一種Anabaenaではヘテロシストで特異的に発現する fdxH遺
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伝子山米のイソフェレドキシンが存在し(Schrauterncicrand Bohrne， 1985， Bohrne and 

Hasclkorn. 1988)、笠索開定に働くニトロゲナーゼに対する電チ供与体として機能してい

る。

'~紋体Wl フェレドキシンによる電子の授受が光合成における電子伝達に密接に関係して

いることもあり、葉紋体型フェレドキシンは光によりその発現が制御されることが知られ

ている。この発現凋節は特にフィトクローム系による転写制御に由来する (Dobreset a1.， 

1987)。またイソフェレドキシンにおいてはその各々が特定の組織においてのみ発現す

る、いわゆる組織特異的発現も認められる (Vorstet al.， 1990)。このような発現制御に関

与するシス凶 rについては葉緑体型フェレドキシン間での比較、葉緑体型フェレ ドキシン

と同械先による発現制御を受けるリプロース三リン酸カルポキシラーゼやクロロフィル

a/b結合タンバク質をコードする遺伝子の転写制御モチーフとの頬似性から検討されてい

る (Casparand Quail. 1993. Vorst et al.. 1993. Somcrs. 1990)。

長核生物の葉緑体型フェレドキシンは葉緑体内に存在するストロマタンパク質である

が、その遺伝チは校ゲノム上にコードされている。そのため核ゲノムにコードされている

他の来総体タンバク質と同様葉緑体への移行シグナルであるトランジット配列がアミノ末

端に付加されている。高等擁物ではトランジット配列のアミノ酸配列が多数報告され (de

Bocr and Wcisbcck. 1991)、その疎水性ブ'ロフイーJレや予怨されるこ次構造、人為的に突

然変異を導入したトランジット配列を用いた研究からその機能ドメインが推測されている

(Smcckcns et a/.， ] 985， von Heijne et a1.， 1989， de Bocr and Wcisbeck， ] 991， Pilon et al.. 

1995)。また、 トランジット配列の認識と葉緑体内への輸送に来線体膜タンパク質複合体

が機能していること (Solland Alefsen， 1993， Pcrry and Kccgstra， 1994， Schnell et al.， 

1991. Kessler et a1.. 1994)、トランジット配列のプロセシングを行うシグナルペプチダー

ゼがストロマに存在すること (Robinsonand Ellis. 1984， Su and Boschetti， 1993)が明らか

にされている。

業紋体型フェレドキシンに認められるこれらの性質は、渦鞭毛藻類の進化系統関係につ

いてぷぬする仁で俺めて有用な指標となり得る。 渦鞭毛i業績はその絞構造、染色体構造の

特殊性からJl核生物内での進化系統関係について議論されてきたこともあり、 rRNAもし

くはそれをコードするrRNA遺伝子を用いてその進化系統的な位置が分子進化学的見地か

らぷされた (Hinncbuschet al.， 1981. Maroteaux ct al.. 1985， Hcrzog and Maroteaux， 1986， 
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Gunderson et al.， 1987. Gajadhar et al.， 1991. McNally l't al.. 1994)。しかしながら光合成

生物の分チ進化の良いマーカーとされているリブロースニリン酸カルポキシラーゼ小サブ

ユニット遺伝子、伸長因子EF1をコードする泣伝fなどについては、渦鞭毛藻類における

遺伝fクローニングが困難であることもあり全く検ii;Iされていない。そのため、渦鞭毛i薬

類における分子進化学的な解析は一面的であると Jわざるを符ない。そこで分子進化マー

カーの一つである葉緑体型フェレドキシン遺伝子の塩必配列、もしくはアミノ酸配列を渦

鞭毛謀類において知ることは渦鞭毛藻類の進化系統をより多面的に捉える一助となり符

る。

また、渦鞭毛藻類の染色体構造の特殊性はそれらと街媛な関係にある転写制御系の特殊

性を予怨させるo 渦鞭毛i菜類ではタンパク質をコードする遺伝 fにおけるプロモーターや

エンハンサーといった転写制御領域に関する情報に関してはG.polyedraのルシフエラーゼ

結合タンパク質遺伝子 (Leeet al.， 1993)において報告されている。また第2章において、

塩基性絞タンパク質HCc1遺伝子hcc1のプロモーター領域について報告した。何れの場合

も其核生物にユニバーサルなコンセンサス配列は認められず、 j品鞭毛藻類のプロモーター

の特殊性が指摘できる。更に、光合成生物においては光による光合成関連のタンパク質、

酵点群の発現制御系の存在が強く示唆される。よって、葉緑体型フェレドキシン遺伝子の

プロモーター領域の解析は、プロモーター構造の解析のみならず、渦鞭毛藻類の光発現制

御に関与するエンハンサ一、もしくはシス困チ榊逃の、他の兵核生物との比較という意味

からも俺めて興味深い。

-);、業-緑体の膜構造に着目すると、陸上高等地物はこifi:朕構造を有し、葉緑体が光合

成以抜生物の共生に由来するとする、いわゆる共生説の根拠のーっとされている。しかし

ながら褐藻類、ラフィド藻類、クリプト藻類、クロララクニオ藻類においては葉緑体膜の

外側に小胞体膜 ~ndoplasrnic .r.eticulurn， ER)に由来する二重膜構造の葉緑体ERが、渦鞭毛

議煩やユーグレナ藻類では同じく 一重膜構造を持つ策総体ERが認められる (Lee，1989)。

このことは、これらの微細藻類の葉緑体の起源が原核生物ではなく真核光合成生物である

とする、いわゆる多重共生に由来することを示唆している (Gray，1989)。特にクリプト藻

類、クロララクニオ藻類においては共生生物に由来するとされる核検構造、ヌクレオモル

フが葉緑体膜と小}]包体膜の間隙に認められ (Gillott and Gibbs， 1980， Morrall and 

Grcenwood， 1982)、その18SrRNAの塩基配列から来総体が原始紅藻に由来することが示
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された (Douglasct a1.. 1991. Maier ct a1.. 1991)。渦鞭毛藻額をはじめ多重共生により葉

緑体を獲得したと考えられる生物種においては、朕構造の特殊性から葉緑体タンパク質の

葉緑体内への輸送において高等植物とは異なるシステムを機能させている可能性が指摘で

きる白特に葉緑体型フェレドキシンのトランジット配列の解析はこのシステムの指標とし

て布用である。

以上のことから、本章では渦鞭毛藻mの真核生物内における進化系統関係、渦鞭毛藻類

内の系統関係を解析するための分子進化マーカーとしての有効性、プロモーター領域をは

じめとする遺伝子構造、多量共生に白米する渦鞭毛藻類の葉緑体膜構造とトランジット配

列との相関について明らかにすることを U的に、渦鞭毛藻類より葉総体型フェレドキシン

をコードする逃伝子fedQのクローニングとその塩基配列の決定を行い、 i品鞭毛藻類の進化

系統関係の検討並びにプロモーター領域、 トランジット配列の解析を行う。

3.1 方法

渦鞭毛藻類の培養

本市においてmいた渦鞭毛謀類は以下に示す5穏である。

Pcridinium bipes 

A1exandrium tamarensc OF151株、 OF181株

Alcxandrium catenella OFX072株

Gonyaulax polyedra 

P. bipesは和歌山県合川ダム貯水池において発生した赤潮プルームをプランクトンネッ

トにより集藻してDNAの抽出実験に供したo 集藻した藻体は光学顕微鏡観察によりほぼ単

藻であることを確認した。また当研究室において分離されたA. tamarense OF151株、

OF181株、 A. catcnella OFX072株、また道旗氏(広島大学)より分譲していただいたG.

polycdraはSWIIm培地に接精し20"C、 14L:10DのゆJI暗条件で培養した後、対数増殖後期に

達した培養液を5.000gにて10分間遠心することにより集藻し、 DNAの抽出に用いた。

渦純毛藻類からの全DNAの抽出

全DNAの抽出は第2章の方法に従った。また、必要に応じてDNA抽出キットSepaGene
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(三光純薬)を用い、イナ属のマニュアルに従いDNAの精製を行った。

Gonyaulax polyedraからの全RNAの抽出

SWIIm指先l!に接種し、 20"C、 14L:10Dの明限条件で、培接したG.polyedraの培長波を培養

開始後20n (対数増殖後期)に回収し、 5.000 gにて10分間違心することにより集藻し

たo 藻体ペレットを液体型素中乳鉢にてホモジナイズし、 GTC溶液 (4 M guanidium 

thioisocyanate、25mM sodium citrate)に懸濁した。懸渇液を5.7M CsCl溶液 (5.7M 

ccsi um chloride、0.1M ethylenediamine tetraacctate)に京1¥'1し、 1X] 05 gにて2{1U年間超遠

心に供した。沈殿回分に阿収されたRNAをH20にて洗浄した後、 1.0% SDSを合むTEパッ

ファーに溶解した。 RNA溶液をフェノール・クロロホルム抽出に供し除タンパク質を行っ

た後、エタノール沈殿により RNA阿分を回収し、終波j支1.0μg/p.lとなる操TEバッ

ファーに溶解した。このRNA溶液に1/5容の10 M塩化リチウム溶液を加えて1時間氷冷

し、沈殿画分にRNAを回収することによりRNAの精製を行ったoRNA はTEパッファーに

溶解後エタノール沈殿に供し、そのまま.20"Cで保存した。使用の際にはH20に終解し

たo

PCR、RT-PCRによる葉緑体型フェレドキシン遺伝子の増幅

P. bipes 

Uchida et a1. (1988)により報侍されたP.bipes葉緑体捜フェレドキシンのアミノ酸配

列をもとにdegenerateprimer FXDTP-1、FXTCV-RIをデザインし (Table3)、P.bipes全

DNAを鋳型にPCRを行った。 PCRの条件は、サイクル数を35同とする以外第2章の

HCcl遺伝子の増幅において用いた条件に従ったo

A. tamarenseOF151株

P. bipesのPCR地l脂産物PBFDDTの塩基配列をもとにプライマーP BFDCSS、

PBFDMGNRを設定し (Table3)、全DNAを鋳型にPCRを行った。 PCRの条件はP.bipes 

の場合に従った。

A. tamarense OF181株、 A.catenella OFX072株
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A. tamarcnse OF151株のTAIL.PCR用に設計したプライマーATFDTAIL5、6、7、

1R (後述)を用い、各々全DNAを鋳砲にPCRを行った。 PCRの条件はP. bipesの場合

に従った。

Table 3. Primer sequences used for PCR and TAIL-PCR 

Primers 

Peridinium bipes 
for PCR 

FXDTP-I 

FXTCV-RI 

for TAIl.rPCR 
PBFDTAILl 

PBFDTAIL2 

PBFDTAIL3 

PBFDTAIL4 

PBFDTA工L5

PBFDTAIL6 

Primer毘 quen句 s(5'→ 3') 

GA(C/T)AC工CCIGA(C/T)GGlAA(A/G)Aν

GTIGG(A/G)TAIGTIAC(A/G}CA工GT*

CCCTGGGCACTCAAA(A/G/T) (A/G) (A/G)CTTCTTC 

TGAωACCTTTCCTGCGCA(A/G)CTCGA 

GATC(A/G) (A/C/T}ACCCGTGAGGACCTTTC 

CTCGAG(C/T}TGCGCAGGAAAGGTCCTCA 

GTCCTCACGGGT(A/G/T} (C/T)GATCGACCA(A/G) 

AACGGCTA(C/T)TGCCTCACCTGCGTCA 

ALexandriumωmαrense OF151， OF181， A. calenel/a OFX072 
PBFDCSS TGCTC(A/G)TCCGATCAGGCATTCTTG 

PBFDMGNRωTGA'ωCA(A/G)TAGCCGTT∞CCAT 

ATFDTA工L2R CTGGTC(A/G}ATGGA(G/T)CCGGAGAGGACC 

ATFDTAIL3R CCTGGTCAGACTGGTC(A/G)ATGGA(G/T}CC 

ATFDTAIL4R GGTGAGGCAGTAGCCGTTGCCCATC 

ATFDTA工L5 CTC(A/C/G/T)TGCCG(C/T)GC(A/G/T)GGCTC(C/T)TG(C/T)TCC 

ATFDTA工L6 (A/G)(C/T)TGCC(A/G)TACTC(A/C/G/T)TGCCG(C/T)GC(A/G/T)GGC 

ATFDTAIL7 CT(C/G/T)GA(C/T)CAωC(C/G/T)GA(A/G)GAGGA(G/T)GGC 

Gonyaulax polyedra 
for PCR 

PBFDY工L

PBFDQAFR 

forTAIレPCR
GPTAIR 

GPTA2R 

GPTA3R 

* 1 indicates inosine. 

TACATCC(A/T)GG(A/T)CAAGGC(C/T}GAGGAG 

CTGGTC(A/G)TCGTCCAAGAATGCCTG 

CA(A/G)ACCCTCCTCCTC(A/G)GCCTTGACC 

CAGCTCGAGCAGGAGCC(A/C)GCGCGGC 

GAGCC(C/T)GAGAGCACCTT(C/T)CCCGC(A/G)C 
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G. po1yedra 

G. polyedraからのたdQの地附はRT-PCR (reverse transcriptional PCR) により行っ

たo 5.0 μgの全RNAを70"Cで10分間熱処理してランダムに形成されるー二次情造の変

性を行った後、 first strand buffer存在下2.5 μ.M random hexamer、0.5 mM 

dithiothreitol、10mM dNTP mixtureの条件で25"C、 10分間インキュベートすることに

よりプライマーのアニーリングを促したo その後逆恥'ry.酵素Superscript II (Gi bco BRL) 

を終波皮10 units/μiとなる様加えて42"Cで1時間インキュペートし、逆E伝写反応を

行った。反応液はフェノール:クロロホルム抽出することにより除タンハク質操作を

行った後エタノール沈殿に供し、合成されたcDNAを沈殿回分に阿収したo これをH20

に溶解し、 PCRの鋳型として用いた。

PCRによるfedQの増幅は、 cDNAを鋳型にP. bipesのPCR梢州産物PBFDDTの塩基配

列をもとにデザインしたプライマーPBFDYIL、PBFDQAFR (Table 3) を川いて行っ

た。 PCRの条件はP.bipesのそれに従った。

TAIL-PCRによる葉緑体型フェレドキシン遺伝子周辺領域の増幅

TAIしPCR(!.hermal ~symmetric i.nterlaced PCR)はLiuand Whittier (1995)、Liuet a1. 

(1995)の方法に準じた。各渦鞭毛深類に対して用いたspecificprimerの設定については以

下に示すo

P. bipes 

P. bipesのPCR!M幅産物PBFDDTの温基配列をもとにブライマーPBFDTAILl、2、3

、4、5、6を設定した (Table3)。

A. tamarense OF151株

PCR増幅産物ATFDCMlの塩基配列をもとに 5'末端側増幅月]プライマー

ATFDTAIL2R， 3R， 4Rを設定した (Tablc3)。また、 5'末端側のTAIL-PCRの結果得ら

れた増幅産物ATFDTAIL2R.2、ATFDTAIL2R.3の駈必配列をもとに3・末端側増幅用プ

ライマーATFDTAIL5、6、?を設定した (Table3)。
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A. catcnella OFX072~米

A. tamarenscOF151株に対して用いた5・ぷ端側増幅用プライマーATFDTAIL2R、3R

、4Rを用いた。

G. polyedra 

RT-PCR増幅産物GPFDRTYQ160の温基配列をもとに5・末端側増幅用プライマー

GPTAIR， 2R、3Rを設定した (Tablc3)。

Table 4. Thermal cycle settings used for TAILrPCR 

reactlon 

pnmary 

secondary 

tertIary 

thermal settings 

93・C(1 mi n)， 95 .C (1 min) 

94 .C (1 mi n)， 62 .C (1 min)， 72 .C (2.5 min) 

94 .C (1 min)， 25 .C (3 min)， ramping to 72 .C over 3 min， 
72 .C (2.5 mi n) 

94・C(30 sec)， 68・C(l min)， 72・C(3 min) 

94・C(30 sec)， 68・C(1 min)， 72・C(3 min) 

94・C(30 sec)， 44 .C (l min)， 72・C(3 min) 

72・C(7 min) 

94・C(30 sec)， 64 .C (1 m in)， 72・C(3 min) 

94・C(30 sec)， 64 .C (1 min)， 72・C(3 min) 

94・C(30 sec)， 44・C(l min)， 72・C(3 min) 

72・C(7 min) 

94・C(30 sec)， 64・C(1 min)， 72・C(3 min) 

94・C(30 sec)， 64 .C (1 min)， 72・C(3 min) 

94・C(30 sec)， 44 .C (1 min)， 72 .C (3 min) 

72 .C (7 min) 
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cycle number 

5 

15 

12 

10 

PCRは3段階で行った。各段階のPCR?hld支サイクル条{午はTablc ，1にぷすo 1段附日の

PCR は全DNAを鈎型に2.0m~l MgCI2、20011̂-1 dNTP l1lixturc、0.211T-l spccific primcr、

1.0μM  arbitrary dcgcncratc primcr (Liu ct al.. 1995)、25unitぉ/mlTaq DNAポリメラーゼ

(Pcrkin Elmcr)、0.5μg/ml全DNAの以!必条件で行った。 2段|情11のPCRは鋳明としてその

反応液祉の]/20日を1段階日のPCR以!必液から取り、 1段階HのPCRと同条{午で行ったo 3 

段階目も [új織に2段階日の増幅産物をUH1'~に PCR を行った。科られた哨幅産物は1.5 %アガ

ロースゲjレ沼会ti永良bにより確認した。

PCR増幅産物のクローニングと塩基配列の決定

PCR増幅産物のプラスミドベクターへのクローニングはTACloning Kit (Invitrogcn) を

用いた。すべての持作は付属のマニュアルに従ったo

PCR増幅産物をクローン化したプラスミドの塩基配列の決定は第 2章のHCc1 J引ムrの

場合とruJ級に行った。

葉緑体型フェレ ドキシンアミノ酸配列のアラインメン卜と系統樹の作成

アミノ隊配列の多重整列(マルチプルアラインメント)はJIigginsによるツリーベース

法に基づくコンヒュータープログラムClustalW Version ].5 (Thornpson ct al.， ] 99りにて

行った。多 if(放列からの遺伝距離の71111、遺伝距離からの系統樹の構築はそれぞれ

Kimura (1980)の)j法、 Saitouand Nci (1987)の近隣結合法に必づくコンピュータープロ

グラムパッケージPHYLlPVersion 3.5c1のPROTDIST，NEIGIIBOUR、DRAWTREEにより

行っfこ。

葉緑体型フェレ ドキシン トランジット配列の解析

トランジット配列の疎水性プロフィールはKyteand Doolittlc (1982)のJJWに従いDNA

境基配列解析ソフトDNAsis(f I )/.エンジニアリング)を)IJいて批測した。シグナル配列

のプロセシング部位はPSORTn1[-メーJレサーバ (psort@nibb.ac.jp) により McGcoch(1985) 

1 Felsenstein J: PHYLIP (Phylogcny InIercnce Package) vcrsion 3.5c. Distributcd by thc 

author. Departmcnt o( Genctics， Univcrsity of Washington， Scattlc (1993) 
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A 

とvonI!cljnc (1983)の)jiょに従いJ作測した。

3.2 結果

葉緑体型フェレドキシン遺伝子のPCR、TAIL-PCRによる増幅

P. bipcs 

-'f'tDN Aを鈴型にフライマ-FXDTp.I、FXTCV'RIをJllいてPCRを行った結決、 22.1

bpのIRtI隔応.物PBFDDTを何た(Fig.6A)0また、その周辺領域のj盆碁配列情報を得るた

め、 5'側)，vJJ!l領域川にPsFDTAILl、2、3を、 3・側1M辺領域用にPBFDTAIL4、5、6を

設定しTAIL.PCRを行った紡来、何れも3段IWfnのPCRより約700 bpの5'1f!1J周辺領域J村

B 
1 2 2 3 

4・E
>- 4・E

5trclrぷJ止まRamplified prod州 derived from恥 Peridiniumb仰-

A.円ごRamplined product PBFDDT-Lane i，iOObp ladder marker;lane2，PBFDDT 

(arrowhead)・ B.TAIL-I℃R amplified products PBFUrAIL3and PBFDTAIl五
(arrowheads)・Lanel，I∞bp ladder marker;land-PBFDTAIlJ;lane 3，PBFDTAIL6. 
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l幅h陥Isj)股E物PBFDTAI凡L3払、 向掠に約700bpの3'11官iリj川1J川I可d辺i官飢江引'UJl域免I増骨|州h何陥川;h品tdωω¥1戸)

6B)0 

A 2 B 
1 2 

C 

4・K
4・K

2 

4・E

Fig. 7. p(ごR and TAIしPCRamplified products derived from the Al釘 and，.ium
lamαrense OF151 chloroplast-type ferredoxin. 

A. PCR amplified product ATF以ごMl.Lane 1， 1∞bp ladder marker; lane2， 

ATFOCM1. B. TAIし陀Rampl出edproducts ATFUTAIL2R.2and ATFDTAIL2Ri 
Lanel， I∞bp ladder m訂 keηlane2，ATFDTAlL2R.2 and ATFDTAIL2R.3 
(arrowheads)・ C TAIL-RごRanlpl出edproduct ATFDTA5-4.7.350. Lane 1， 1∞bp 
Jadder marker; lane 2， ATFDTA5-4.7.350 (arrowh伺 d).

A. taIJ1arcnse OF151株

P. bipcsr11米のPCR産物PBFDDTの邸)t~配列をもとに設計したプライマー PBFDCSS、

PBFDf..fGNRを用いて全DNAを鈴砲にPCRを行い、 99 bpの地幅産物ATFDCMlを待た

(Fig. 7 A)。また、 ATFDCMlの周辺飢域の塩基配ダ11を決定するため、 ATFDCMlのjL〔
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五年配列をもとに5・末端側周辺領域mブフイマーATFDTAIL2R， 3R， lRをデザインし

TAIL-PCRをffった結果、約550 bp、]050 bpの片山10m物ATFDTAIL2R.2、

ATFDTAIL2R.3を刊た (Fig. 78)。民に5・ぷ端側のTAIL.PCR1{1J~ílî版物の塩基配列から

3' *yftJ側川フライマーATFDTAIL5、6、7をデザイ ンしてTAIL-PCRを行い、321bpの

!{71~Íî1産物ATFDTA5 '1.7.350を得た (Fig. 7C)。なお、 ATFDTAIL2R.2、

ATFDTAIL2R.3の出必配列に関しては3・ぶ端側のそれぞれ579旬、 514bpについての

み決定したo

1¥. tamarcnse OF181株

A. talJJarcnsc OF151株のTAIL-PCR)IJブラ イマーATFDTAIL7、'IRを用いて令DNA

を鋳瑚にPCRを行い、 156 bpの明郎産物OF181.7・4を、またフライマーATFDTAIL6

とIRをmいて]27 bpの増幅産物OF181.G・1を得た(Fig.8)0

2 3 

町g.8.PCR創npμ凶li凶ficωdproduωctωs derived [rom the AIμe 
chl oroplast-t ype [，向erηredoxi川11.

Lane 1， PCR producl OF18J .7-4; lane 2， J∞bp laddcr marker; lane3， PCR product 
OF181.6-4. 
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.4.. catcncJJa OFX072t* 

A. ta III a ]'('I1SC OF 151株のTAILPCR)IJプライマーATFDTAIL5、1Rを)fJいて全DNA

を鋳別にPCRを行い、]19 bpの1¥1J~IJ~ J}'(:_物OFX072.5 Iを{!?た(Fig. 9A)。また、この5・

側周辺1Ji域を1i1J~，6するため、[，，'J じく A. tamarCl1SC OF151株のTAIL-PCRJIJブヲイマー

ATFDTAIL2R、3R、4Rをj日いてTAIL.PCRを行った紡米-、 I26 

OFX072TA I R.3R・<1.7.'150を符た (Fig.98)。

A 2 B 2 

4・K

日g.9. PCR and TAIL-PCR ampl出edproducts dcrived from theAle，λ制 drium

cafencl/a OFX072 chloroplast-type ferrcdoxin gcne. 

A. p(ごRamplified product OFX072.5・4.Lane 1， 100 bp ladder marker; lane 2， 

OFX072.5-4. B. TAIレPCRamplified product OFX072TA4R.3R-4.7.450. Lane 1， 
i∞bp ladder markcr; lane 2， OFX072TA4R.3R-4.7.450 (arrowhead). 

G. polyedra 

P. bωJpeωslω;1刊州11山11，>米|伝己3のコPCRj産]宝益物PBFDDTの品1υ'

bpの1N$i，¥i>'(:物

P8FDQAFRを川いてRT-PCRをf行tい、 ] 38 bpのI地幹削Jpu~山凶u~j陀可存摂;::!物l助刻GPFDRTYQ160 を f引:}た (伊Fiほg.

1ωOA刈)0 また 、 GPFDRTYQ160の5・木端側周辺領域を!r:J~i，\するため 、 GPFDRTYQ1 60の

坦基配列をもとにプライマーGPFDTA1R，2R、3Rを1没定し、全DNAをSJy}引にTAIL.

PCRを行った。その結果、約]100 bpの附幅産物GPTA3Rtl.7Rを符-た(Fig. 108)。な
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お、 GPTA3R 1.7Rのr~)た配列は3・ぷ端側の609 bpについてのみ決定したo

A 2 B 2 

4・E

4・E

Fig. 10. PCR and TAIしPCRampl出edproducωderi ved from the GOl1yaulax 
polyedra chloropl ast-type f erredoxi n gene. 

A.RごRamplified product GPFDRη'Q160. Lane 1， 1∞bp ladder marker; lane 2， 
G PFDRTYQl 60 (arrowhead). B. TAIL-PCR amplified product GPTA3R-4.7R. 
Lane 1， 100 bp laddcr marker; lane 2， GPTA3R・4.7R(訂rowhead).

葉緑体型フェレドキシン遺伝子の塩基配列の解析

PCR、TAIL-PCRによりf!rたI首脳旅物はプラスミドベクターpCR 11にクローニングした

後そのJ弘法配列を決定した。その紡来、最終的にP. bipcsからは922 旬、 A. tamarensc 

OF151株からは80，1bp、A.tamarcnsc OF18J株からは156旬、 A.catencJJa OFX072株か

らは'-180bp、G.polycdraからは673bpの塩基配ダtl情報が符られた。このrrut~~配列からアミ

ノ般配列を推測し、 Uchidact al. (1988)により報告されたP.bipcsのアミノ酸配ダIJや1高等

柏物の来総体型フェレドキシンのアミノ酸配列と比較したところ、そのfUIれとも械めてお
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い相向性を示し、 PCR、TAIL-PCR増幅必物がフェレドキシン遺伝子に由来することが確

認された。また、このアミノ酸配列の比較から来紋体型フェレドキシン成熟タンパク質の

コード領域を決定し、 P.bipes、A.tamarcnse OF 151株からは成熟タンパク質全長を合む

領域が、 A.catenella OFX072株、 G.polycdraからは5'末端側周辺領域を含む部分配列が、

またA.tamarense OF181株からは成熟タンパク質中央部の部分配列が得られていることが

確かめられた。

また、 トランジット配列領域の決定は、 高等純物において報告されているトランジット

配列のアミノ末端が常にMet-Ala-で始まる (Pilonct al.， 1995)ことを参考に、成熟タンパ

ク質コード領域の上流にin flameで、存在するMet-Ala-を検索すること により 行い、その結

果P.bipes、A.tamarensc OF151株、 A.catenella OF072株、 G.polycdraにおいてそれぞれ

塩基昏号1-6に確認された。よって、塩基喜子号lを鰯訳開始点とし、ここから成熟タンパク

質コード領域アミノ末端まで、それぞれ77、80、83，79アミノ酸により構成される領域

をトランジット配列とした。

以上の結呆はFig. 11からFig. 15にまとめた。尚、 fedQ中には介伝配列の存在は認めら

れなかった。
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5・AGGACC TTT CCT GCG CAG CTC GAG AAG CCA CTA GCA CGG CAT AAG CCG ACA GAG ・220

TTT AT仁 ATCAGT TGT CGA TCA TTT CAA GTC GCA TTA GTC AAC AGG CGG GTC ATG -166 

仁CCGAT CCC CAC ATT TCA CTT CCC AGT CTG CGA CGT AGC TTA AGC TTC ACA CAT -112 
CCAC G 

TTT AGC AGG AAG TCG GCC GGG TGT GTG GGC AGG CAA CTC AGG GGA TGC GTT GCG -58 
GC 

ATG TGG TAC AAG CCC CCT TTT TGA AAG GCT GNC ACA ATC TTG ATT TGC AAG CCT -4 

GC仁 ATGGCG TCC AAG AGC ATT CTG GCC CCA ACT CTG CTC GTG GCG GCG CTC GGC 50 

M A 5 K 5 I L A P T L L VA  A L G 

A仁TGTT CTC CTC CGC CGC T仁仁 ATG CTG GCG CCG ACC TTC ATT GCA CCT CAC TCA 104 

T V L  L RRSML  A P TFIA  PHS  

AGC AGC ACT TTG AGT CTA CA仁仁AGGGC TGC GTT CAT GTG GCT GGC GGC GGC GAC 158 

55  T L 5 L H Q G C V H VA  G G G 0 

AC仁 GCCACC CTT GCC GGT GCT GTG CCG GCG ATC GTG AGC AGC GTG CCT ACG CGA 212 

TA  T L  A GA  VPA  1 V5  5 VP  TR  

CAA GGA GTC GCA GCA CAC TTC AAA GTG ACT TTG GA仁 A仁仁仁仁GGA仁 GGCAAG AAG 266 

Q G VA  A HF  K V T L 0 T P 0 G K K 

TCC TTC GAG TGC CCA GGG GAC TC仁TACATC CTC GAC GAG GCG GAG GAG GAG GGC 320 

5 F E C P G 0 5 Y 1 L 0 E A E E E G 

仁TGGAG CTG CCG TAT TCG TGC CGC G仁AGGC TCG TGC TCG AGC TGC GCA GGA AAG 374 

L E L P Y 5 C R A G 5 C 5 5 C A G K 

GT仁仁T仁ACGGGT GTG ATC GAC CAG TCC GAT CAA GCA TT仁TTGGAC GAC GAC CAG 428 

V L T G V 1 0 Q 5 0 Q A F L 0 0 0 Q 

ATG GGC AAC GGC TAT TGC CTC ACC TGC GTC ACC TAC仁CCA仁ATCC GAC GTG A仁G 482 

M G N G Y C L T C V T Y P T 5 0 V T 

AT仁 ATGACA CAC TGC GAG AGC GAA CTT TGA GCG GGG GTG GCG CGT CCG GAG GGA 536 

1 M T H C E 5 E L ・
GAA ATA AAT TCT ATG A了TGCG GCC仁AAAAA ATA TAT ATA AAA TAC AGA ACA TTT 590 

TGG GGG GCT TGT T仁AA仁ATTT TGA ATT ATT GAC CAA GAT CCT TCC ATA TTC ACC 644 

GTA T 3・

Fig. 11. Nucleotide and deduced aminOt acid 田 quenαsof Peridinium b伊es
chloroplast咽 typeferredoxin gene. 

N ucleotide posi tion 1 is agreed w池山epredicted translation ini tiation si te. The 

predicted transit peptide region is indicated as italics. Nucleotide s伺uencemotifs 

similar to cis-elements G box， 1 box， GC box， and CCAC box are underlined. 
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5・CACA GAG ACG TAC ACA GAA ACG CAιA工ACAG AGA CAG AG.ムエACAGA AAT TGA GG仁・94
ARL GATA GATA一一一て貯一 oc  

siA GAA G仁T 包工~CA GAG AAG CTG ACA CAG AGG CAT CTT TGC ATC AGA CAG TCT -40 
GATA 

TTC TGT GCC ATT TGG GTA TTG TGC GCC GCT AGC TCC ATC ATG GCG TCC AGC ACG 15 

M A 5 5 T 

AGG GTG CTC CCA G了TATT CTT GTG GTA ACG CTG GGT GCT ATG TTC TTG CGC AGC 69 

R VL  P VI  L V VTL  GAMFL  R S  

TTC CTG ATG CCA GGC CAC ATC AAT GAT GC仁 GCCTTC ACC ATA TCA AAG CTT GCA 123 

F L M P G H I N 0 A A F T I 5 K L A 

ACG CAC TCA GTT CAC CAC GGC TGC CGA CCA GTG CAA AGC TCC AGA GCA CTC CTT 177 

T H 5 V H H G C R P V Q 5 5 R A L L 

GCC CAG GGG GGT TTG T仁仁 GCA GTT GTA AAT GGG GTA CCT GCC CGC CAG GGT GTT 231 

A Q G G L 5 A V V N G V P A R Q G V 

GCG GCG CAC TTC AAG GTG A仁GTTG GAG ACC CCT GAT GGC ACA CAG GAG TTT GAG 285 

A A H F K V T L E T P 0 G T Q E F E 

TGC CCC GAG GAT GTG TAT ATC CTC GAC CAG GCC GAA GAG GAG GGC CTT GAG仁TG 339 

C P E 0 V Y 1 L 0 Q A E E E G L E L 

CCA TAC TCT TGC CGT GCT GGC TCT TGC TCC AGC TGT GCT GGA AAG GTC CTC TCC 393 

P Y 5 C R A G 5 C 5 5 C A G K V L 5 

GGA TCC ATC GAC CAG TCT GA仁 CAGGCC TTC TTG GA仁GATGAT CAG ATG GGT GAT 447 

G 5 1 0 Q 5 0 Q A F L 0 0 0 Q M G 0 

GGC TAC TGC CTC ACA TGC GTC ACG TAT GCC ACC TCT GAT GTT ACC ATT AAG A仁T 501 

G Y C L T C V T Y A T 5 0 V T 1 K T 

CAC TGT GAG GAT GAG CTG TGA GTG GGT GCG GTT CTC CAT TTC CTT GGC ATT CGA 555 

H C E 0 E L ・
GAT CTT TGC TAC AGC CGA TGT GAG GTA TAC GCT CAG TCA TGC GTA CGT ACC GG仁 609

GTG CGC ACA AA仁ACACAT CGA CAT GCA CGG GCG TAA ATG 3' 

Fig. 12. NucJeotide and deduced amino acid鈍 quenαsof Alexandriumωmarense 
OF151 chloroplast-type ferredoxin gene. 

Nucleotide position 1 is agreed wi出 thepredicted translation initiation site. 

Nucleotide sequence motifs similar to cis-elements GATA box， ARL， and GC box 
are underlined. 
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5・CTT GAC CAG G仁仁 GAA GAG GAG GGC CTT GAG CTG CCG TAC TCT TGC CGT GCG GGC 

L 0 Q A E E E G L E L P Y S C R A G 

T仁TTGC T仁CAGC TGT GCT GGC AAG GTC CTC TCC GGT TCG ATT GAC CAG TCT GAC 

s C S S C A G K V L S G S 1 0 Q S 0 

仁AGGCC TTC CTG GAC GAT GAT CAG ATG GG仁 AACGGC TAC TGC CTC ACC 3' 

Q A F L 0 0 0 Q M G N G Y C L T 

日g. 13. Nucleotide and deduced amino acid sequen回 5 of Ale.xandl叩m

ωmarense OF181 chloroplast-type ferredoxin gene. 

5・CGCGCC ATG GCC TCA AAG ACG AAG GTG TT~ CCA CTG ATC CTG GCT GGA GCG GCT 48 

MA  5 K TK  VL  P L 1 L A GA  A 

TGT GCA CTC CTC仁TGCAC AGC TTG TTT GCA ACC AAC GGC AGC AGT GG仁GCTGCT 102 

CA  L L L HS  L FA  TNG55  GA  A 

TT仁 GCC ACA CCA CAA GTC A仁GTCG CAG ACt(j GTG CAC CGC AAC TGC CAG 仁仁AGTG 156 

F A T P Q V T 5 Q T V H R N C Q P V 

CAA A仁仁 TCC GGT GCA CTA GCT GCA GGA CA( CAT GCA GGG GTT ATG CCT GCC ATT 210 

Q T 5 G A L A A G H H A G V M P A 1 

GAC AGT GGA GTT CCG GCC CGC CGA GGC GTlC GCG GCG CA仁 TTCAAG GTG ACG TTG 264 

05  G VPA  RR  G VA  A HF  K VT  L 

GAG ACC CCA GAT GGC GCA CAG GAG TTC GMj TGC CCT GAG GAT GTT TAC ATC TTA 318 

E T P 0 G A Q E F E C P E 0 V Y 1 L 

GAC CAG GCA GAG GAG GAA GGC TTG GAG TCtG CCC TAC TCC TGC CGT GCC GGC TCT 372 

o Q A E E E G L E S P Y S C R A G S 

TG仁 TCAAGT TG仁 GCTGGC AAG GTC TTG TCI~ GGT TCA ATC GAC CAG TCT GA仁 CAG 426 

C 5 S C A G K V L 5 G 5 1 0 Q 5 0 Q 

GC仁 TTCTTG GAT GAC GAC CAG ATG GGC AAC GGC TAC TG仁仁TCACC 3・
A F L 0 0 0 Q M G N G Y C L T 

Fig. 14. Nucleotide and deduced amino aci d sequences of Alιxandrium catenella 
OFX072 chloroplast-type ferredoxin gene. 
NucJeotide position 1 is agr伐 dwith the predicted translation initiation site. The 
predicted甘ansitpeptide region is indicated as italics. 

38 

5'A CAG CAA CAG CAA CAG CAA CAG CAG CAG CAG CAG CAG仁AACAG CAA CAG CAA CAG -184 

CAA CAG CAG CGT仁AGCAC CAG CAC CAG GAA CGA ACA CAA TAA CAA CAC CAA CAG -130 

仁AACGC CAG CAC CAA CAA CAA CAC CAA AAT CAA仁ATCAA CAC CAA CAC CAA GAA -76 

仁AACAC CAA TCC GTA GC仁 ATTTTG GCT CAA GGT TCA AGC CCA GCA GCA GGG AAA ・22

GTG CTT CGA ATT GTG GCC GGA ATG GCG TAC AGA CTG AAG ATG ATC仁CCACA CTG 33 

M A  YR  L KMI  P TL  

ATG GCC GCC GTG G仁GTG仁 A仁ACTT仁T仁仁TGCGG AAT ATA CTG GCG CCG CAG TCG 87 

M A A V A  C T L L L R N 1 L A P Q 5 

TTT GTC TCA CCG CAG CTC CGC AGC ACT GCG GCG GCA CAA ACT GTG CAC CAG CAG 141 

F V S  P Q  L R S  TA  A A Q TVHQQ  

TGC AGG CTG GTT GGC GGC AGC AGC GAA GCA GGT CTζGCA CCG AGC ATG CCG G仁A 195 

C R  L V G  GSS  EA  GL  A P SMPA  

GTC ATC AGC GGA AAG CCT GCA CGT GGG GAC GTG GC仁 GCGCAC TTC AAG GTC ACG 249 

VIS  G K PA  R G D  VA  A H F K V T 

CTG GAG ACT CCA GAC GGC ACG CAG GAG TTC GAG TGC CCT GAG GAC GTC TAC GTC 303 

L E T P 0 G T Q E F E C P E 0 V Y V 

TTG GAC仁AGGCC GAG GAG GAG GGC CTT GAG TTG CCG TAC TCC TGC CGC GCG GGC 357 

L 0 Q A E E E G L E L P Y S C R A G 

TCC TGC TCG AGC TGT GCG GGG AAG GTG CTC TCG GGC TCC ATT GAT CAG TCT GAC 411 

S C S S C A G K V L S G S 1 0 Q 5 0 

CAG GCA TTC TTG GAC GAC GAC CAG 3・
Q A F L 0 0 0 Q 

Fig. 15. Nucleotide and deduced amino acid田quencesof Gonyaulαxpolyedra 
chloroplast-type ferredoxin gene. 
Nucleotide position 1 is agreed with the predicted translation initiation site. The 
predicted仕組sitpepti de regi on is indicated as italics. 
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葉緑体型フェレドキシン遺伝子の糧基配列を用いた渦鞭毛藻類の分子系統

渦鞭毛藻#iの真教~t物内での進化系統関係について葉緑体型フェレドキシンを指標に解

析することを[j的に、成熟タンパク質領域について完全長のアミノ酸配列が得られている

P. bipcsとA.tamarcnse OF 151株について、陀上高等植物、緑藻類を含む緑色柏物18種、

紅色植物3将、褐色杭物2柄、ユーグレナ他物1種、シアノバクテリア8と比較することに

より分子系統樹の桃築を試みた。
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まず各生物犯のアミノ酸配列についてHigginsによるツリーベース法に基づき多重幣列
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(マルチプルアラインメント)を行った (Fig.16)。参与-として部分配列のみ得られている

A. tamarense OF181株、 A.catene/la OF072株、 G.poJyedraも含めて整列すると、 j品鞭毛

i巣類内では他の生物種間と比較して極めて高い相向性を示した。部分配列を用いて渦鞭毛

i築類の属内と属問のアミノ微量換本を比岐したところ、 P. bipesとAJexandriuDJ婦との1mの

アミノ酸置換唱が7%であるのに対し、 AlexandriuDl胤内では02%を/}，し、属問に比べて

以内では高い相向性が得られることがぶされたo AJexandrium属と G. polyedraでは配ダIJに

差異は認められず、 AJexandriuDl婦とGonyaulax属のZ5い相IIIJ't'l:.が不された。また、渦鞭宅

i菜類は他の生物群とも比較的高い相向性を示したo特に、欽・硫黄クラスターのリガンド

として機能するCys残基を中心とするモチーフCys-(X).I・CYS-(X)2・Cys.(X)n'Cysは渦鞭毛法額

においても保存されていること、特にこのモチーフ周辺の領j或のアミノ限配列の保存件が

渦鞭毛藻類においても極めて高いことが雌認された。

Table 5. Gmetic distance matrix deduced仕omthe amino acid sequence 

alignment of chloroplast-type ferredoxins 

At pb Cr Sq h Os At 町 Cc  Sp 

dlnoflagellates 

Alexarrlrium tamarena 0.0ω。
Perid初 旬mbipes 0.1570 0.0000 

chlcro帥ytes

C hlamydomonas rei marddi 0.38.99 0.3498 0.'ω ∞ 

Scenedesmus q凶 driωuda 0.38.99 OA024 0.11g) 0.0ω。
Plsum saivum 0.3721 OA207 0.363) 0.33)2 0.0000 

Ori'lll sativa 0.38.99 0.4585 0.49倒 0.4213 0ユ740 0.0000 

A rabedopsis thaliana 0.4458 OA981 0.363) 0.3202 0.2592 0.3045 O.∞ 00 

chromophytes 

B 11m iJleriopsis fuiformis 0.4邸2 0.5186 0.3968 0.4213 0.5572 0.5161 0.5785 0.0000 

内odoJs戸es

CyaTUci 1111 caldariu m 0.5481 0.5397 0.3125 0.3362 0.4213 0.5364 O.釘61OA275 0.0000 
cyanobecterla 

0.4邸 2 0.5186 0.29“0.3例5OA962 0.4962 0.4394 0.3761 0.3121 0.0∞ o 

An 

SpiruJina platensis 
Anacystis nidu/ans 0.5481 0.5397 0.3125 0.2740 0.3362 0.3525 0.3362 0.3435 0.3121 0.2112 0.0000 

多重整列の結果から、 Kimura (1980) の方法に従い各生物種間での遺伝距離を算出し

(Table 5)、更に得られた遺伝距離から近隣結合法 (Saitou and Nei， 1987)により分子系統

樹を作成した (Fig.17)。浩干の例外はあるものの、各生物群はそれぞれクラスターを形成

した。特に、渦鞭毛藻類は単独でクラスターを形成すること、渦鞭毛深穿lはMarchantia
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Medicαgo sαliνα 
Pisum satiνumFdI 

Spinacia olerαcea FdI 

Silene pralensis 
-Pelroserinum sativum 

0η'za sativa FdI 

Triticumαestivum 
Arαbidopsis thαliana 
Raphanus sαtivus FdA 

Brassicαnapus 
Spinαcia olerαc.ea FdII 

Equisetum telmateia FdI 

一一一Raphanussαtivus FdBl 

一-Euglenαviridis 
Nostoc muscorum FdII 

Gleichenia jα:ponica 
一-Alexandrium tamarense 
-一一一一 Peridiniumbipes 

Marchanlia polymorpha 
Chlamydomonas reinhardtii 

Scenedesmus quadricaud，α 

DunαlieUa salinαFdI 
Palmariαpαlmata 

Anabαena. vanαbilis FdII 

Aphanizomenon flos・αquaeFdI 

Spirulinαplatensis 

Anacysfis nidulans 
Nostoc muscorum FdI 

Aphanothece sαcrum FdI 

Bryopsis maxima 

Synechococcus lividus 
Bumilleriopsis filiformis 

Ochromonas danicα 

Cyαn idium caldarium 
一一一一 Porphyr，αumbilicalis

ト
0.1 subsutitutionJposition 

Fig. 17. Phylogenetic relationships inferred from chlo.roplast-type ferredoxin amino acid sequence 
similarities. 

Chl 

Cya 

polymorphaとシスターグループを形成すること、!Jfに渦鞭毛藻煩.M. polymorphaのグルー

ブは緑色植物の一部、特にChlamydomonas rcinhardtiiやScenedesmus quadricauda、

Dunaliel1a salinaといった緑藻類とシスターグループを形成することが明らかとなった。

業総体型フェレドキシンから見た渦鞭毛深鎮のM. polymorphaや緑藻類との近縁関係は、

緑藻類以外との遺伝距離が0.48-0.55であるのに対し、紋~菜類とは0.30・ 0 .4 5 と低い値をぶ

していることからも支持された (Table5)。

葉緑体型フェレドキシン遺伝子のプロモーター領織の解析

P. bipes、A.tamarense OFl 51株、 G.po1ycdraでは5・末端側の非翻訳領域の塩基配列が符

られていることから、プロモーターコンセンサス配列の検索を試みた。その結果、転写装

置の転写|井j始点認識に関与する配列であるプロモーターコンセンサス配列、 TATAボック

ス、 CAATボックスは何れの種からも見出されなかったo 一点、ハウスキーピング泣伝子

においてしばしば見出され、 TATAボックスにかわり機能していると考えられているGC

ボッ クス織の配列がP.bipesとA.tamarense OF151株において認められた (Figs.11、12)。

Table 6. Nucleotide s句uencemotifs of cis-elements 

cis-element consensus motif gene function 

G box (AIC)(C/G)ACGTGGC rbcS， chs， adh photoregulation 
1 box GATA(A/G)G cab， rbcS， Caル1V35Spromoter photore gulation 
GATA box GATA rbcS， cab， CaMV35S promoter photore gulation 
CCAC box (C/A)8・TTT-(CIA)8 Jed unknown 

ARL ACAAAA Jed unknown 

また、葉緑体型フェレドキシンはその転写が一般的に光により制御されることが知られ

ている (Dobreset a1.， 1987)ことから、陸上高等純物の葉緑体型フェレドキシン遺伝チの

プロモーター領域に見出されている光発現制御シス囚 !-Gボックス、 Iボックス、 GATA

ボックス (Table6. Vorst et a1.， 1990. Somcrs ct al.. ] 990)について検索を試みた結果、P.

bipesにおいてGボックスとIボックス様配列が、またA. tamarense OF 151株からはGATA
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ボックスが見出された(Figs. 11、12)。また、陀上高等植物の葉緑体型フェレドキシン遺

伝子に共通して見出されるモチーフ配列であるCCACボックス、 ARL(Table 6， Somers et 

aJ.， 1990， Caspar and Quail， 1993)についても検索した結果、 P.bipcsからはCCACボック

ス線モチーフが、またA.tamarense OF151株からはARL機配列が認められた(Figs. 11、

12)0 G. poJyedraからは何れのモチーフも見出されなかったが、特徴的な配列として.240

bpから.70bpに梅めてAC'richな領域が認められた (Fig.15)。

葉緑体型フェレドキシン遺伝子のトランジット配列

今川島正法配列を決定した渦鞭毛藻類のうち、翻訳領j或のアミノ末端まで情報の得られて

いるP.bipes、A.tamarcnse OF151、A.catcnelJa OFX072、G.polyedraに関して、葉緑体

摺フェレドキシンのトランジット配列を陸上高等植物のそれと比較した (Fig.18)。高等植

物のトランジット配列が50・55アミノ酸で構成され、一次構造の保存性がある程度認めら

れる(Fig. 18A)のに対し、渦鞭毛藻類は高等柏物との相向性がほとんど認められず、ま

た80アミノ酸前後と向等航物と比較して長いトランジット配列を持つことが示された

(Fig. 18B)。

A 

A. thaliana MAS--・-T-ALSSAIVGTSP'IRRSPAPISLRHLPSANTQSLFGLKSGTARGGRY:rdM

S. oleracea MAA---T-TτTMMGMATTFVPKPQAPPMMAIほ.PSNTGRSLP'GLKTGS-RGGRMT-M

S. pratensis MAS---T--LSTLSVSASLLPK-QQPMVASSLPTNMGQALFGLKAGSR--GR芝主込M

P. sativum MAT---TPALrGTAVSTSFLRTQPMPMS~~・TKAFSNGFLGLKTSLKRGDLAVAM

Z. mays MATVLGSPRAPAFFFSSSSlぷAA~APTAV-'~PAAKV-GIMGRSASSRR--R~Q

.... 合 * ... ... 

8 
Y 

A. tam OFl51 
A.cat OFx072 
P.bipes 
G.polyedra 

MASSTRVLpVILVVTLGAMFLRSFLMPGij工Nt>AAFTISKLATHSVHHGCRPVQ--SSRAL

A.tam OF151 

A.cat OFX072 

P.bipes 

G.polyedra 

MASKTKVLPLILAGAACALL~SLFATNGSS(注AFATPQVTSQTVHRNCQPVQ--TSGAL

胤SKSlLAPTLLVAALぽVLLRRSM1f-ー --I~FIAP8SSSTLSLBQGCVBVA郎DTAT

MA YRLKMIPTLMAA VACTLLlぷNlLAP-QSFVSPQLRSTAAAQTVBQQCRLVGG-SSEAG
合食 .. 

LA---QGGLSAVVNGVPARQG芝丞会H

AAGBHAGVMPAIDSGVPARRG主主~H

LAG--A--VPAIVSSVPTRQG芝込会H

LAP--S也・MPAVISGKPARGD芝込全日

合 唱雪合会合....
1・・

会合会・.. 可除

Fi耳.18.Tran日t似こpluJc，t.ligulIlcnls of land planl (A) and dlllonagcllOllc (8) dlloroplasl.lype fcπcdo，(1I1 

Thc h~ùro\) auuno aClu、‘IfC111lhC;tICU as加，IuJcllCr.， Thc hch¥.hrt'aklllg rCSIlluc prohnc and pr∞c~slllg ¥)IC 
1110uf IIc "aJ.;'¥-"¥la C)~ arc undcr!tncd川 th¥mglc hncs and uOlublc hncs. rcspecLJ¥'cly DcducαI slgnaJ 
、cqllcnωCIω¥'agcSllc~ arc II1dlCillCd h) arro帆 hcads.
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Fig. 19. Hydrophobicity profiles of dinof1agellates and a higher plant chloroplast-type 
ferredoxin transit sequences. 
A， Alexandrium famarense OF151; B， A. catenella OFX072; C， Gonyaulax po収dra;D， 

Peridinium bipes; E， Silene platensis. The hydrophobicity profiles are constructed according 
to Kite and Doolittle's hydrophobicity table. In the case of dinof1agellate transit sequences， 

the deduced signal sequence regions are omitted. 



トランジット配列の機能を予怨することを目的に、渦鞭毛藻類の各トランジット配列を

シグナル配列予測プログラムPSORTを用いて解析した。その結果、渦鞭毛藻類のトラン

ジット配列のアミノ末端に小胞体膜の通過を指示するシグナル配列が見出された (Fig. 

18B)。このシグナル配列様領域にはシグナル配列の特徴であるアミノ末端付近の電荷を持

つアミノ酸、カルボキシ末端付近の非荷電の極性側鎖を持ったアミノ酸、中央の高い疎水

性を示す領域 (Gierasch，1989)が認められ、またシグナル配列のプロセシング部位に優先

的に認められる-3部位のvaline、-1部位のalanine (von Heij nc， 1983， 1986)が渦鞭毛藻類の

シグナル配列様領域においても存在することから、一般的なシグナル配列との共通性が確

認された。

葉緑体型フェレドキシンのトランジット配列では疎水性プロフイールが保存されている

ことが知られている (Pilonet al.， 1995)。また、 トランジット配列はアミノ酸組成、疎水

性プロフイール、二次構造予測などからアミノ末端ドメイン、中央ドメイン、カルポキシ

末端ドメインの3ドメインの存在とその機能的分担が予想されている (vonHeij ne et al.， 

1989， de Boer and Weisbeek， 1991)。渦鞭毛藻類のトランジット配列についても、推測さ

れるシグナlレ配列の領域を解析から除いた上でこれらの点を検討した。高等植物ではアミ

ノ末端10残基ほどの疎水性領域が保存されており(Fig.19E)、また疎水性領域と親水性領

域のサイクルが機能的に重要であることが指摘されているが (Pilonet al.， 1995)、渦鞭毛

藻類のトランジット配列(シグナル配列領域は除く)においてはその何れも明瞭には認め

られなかった (Figs. 19A -19D)。一方、ドメイン構造に関しては、中央付近にハイドロキ

シアミノ酸が比較的多く認められる点、ヘリックス構造の分断に機能するとされるプロリ

ン残基が渦鞭毛藻類内で保存されている点、プロセシング部位モチーフとされる

日le/Val)-X-(Ala/Cys) が渦鞭毛藻類のカ jレボキシ末端にも認められる点で高等植物のトラ

ンジット配列との共通性が認められた (Fig.18')。

3_3 考察

本章では、渦鞭毛藻類数種から葉緑体型フェレドキシン遺伝子fedQをクローニングし、

その塩基配列を決定した。その塩基配列、もしくは塩基配列から予想されるアミノ酸配列

より、渦鞭毛藻類が分子系統学的にM. polymorphaと緑藻類に近縁であること、遺伝子の
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発現を司るプロモーター構造が他の真級生物と異なり特殊であること、光発現制御に機能

するシス因子が認められること、また葉緑体への移行シグナルであるトランジット配列に

渦鞭毛藻類の葉緑体膜構造を反映したシグナル配列の付加が認められることが明らかと

なったo各々について以下に考察する。

(1 )葉緑体型フェレドキシンから見た渦鞭毛藻類と緑藻類の類縁関係

渦鞭毛藻類はその核構造、染色体構造が他の真核生物と極めて異なった性質を有してい

ることから、その進化系統関係について議論され、原核生物から真核生物への進化の途上

の段階にとどまっている生物群としてmesokaryoteが提唱された (Dodge， 1969)。近年で

は、 DNAの塩基配列に蓄積される変異から生物問の進化系統を解析する手法、いわゆる分

子進化学の確立に伴い、渦鞭毛藻類においても分子進化の指標としての信頼度が高い

rRNAの塩基配列が決定され、その分子進化系統に関する考察が成されている (Hinnebusch

et a1リ 1981，Maroteaux et al.， 1985， Herzog and Maroteaux， 1986， Gunderson et a1.， 1987， 

Gajadhar et a1.， 1991. McNally et a1.， 1994)。現在では18SrRNAの塩基配列から構築した

分子系統樹をもとに、渦鞭毛藻類は繊毛虫類やアピコンブレクサとシスターグループを形

成するごく最近分岐した生物群と考えられており (Gundersonet a人 1987，Gaj adhar et a1.， 

1991)、細胞膜直下の特徴的な小胞(アルペオー Jレ)を共有している点をもとにして、こ

の3生物群をアルベオラータと総称している (Cavalier-Smith.1993)。

しかしながら渦鞭毛藻類の特殊な核構造、染色体構造はこの分類体系からは説明できな

い。繊毛虫類、アピコンブレクサ何れもその核構造、染色体構造、遺伝子構造には渦鞭毛

藻類に見られる特殊性は認められず、典型的な真核生物と同様の性状を示している。この

事実はrRNAによる渦鞭毛藻類の分子進化系統学的な位置づけが一面的であることを示唆

しており、渦鞭毛藻類の進化の道筋を議論するためにはより広範囲の分子進化マーカーを

用いての検討が必要と考えられるo

本章では、渦鞭毛藻類の真核生物内での進化系統関係について検討するための分子進化

マーカーとして葉緑体型フェレドキシンのアミノ酸配列を用いた。 一般的に分子進化マー

カーとして用いられるrRNA、伸長因子EF1、marate dehydrogenase (MDH)、lactate

dehydrogenase (LDH) などの遺伝子はその起源が核ゲノムDNAに由来するとされている。

一方、葉緑体内で機能するリボゾームや光化学系、炭酸国定回路を構成する葉緑体タンパ
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ク質の多くも核ゲノムDNAにコードされているが、これらの遺伝子はシアノバクテリアが

共生した後宿主の光合成、炭酸回定装置として特化し葉緑体へとその立場を変えていく過

程で宿主の核ゲノムに移行した葉緑体ゲノムDNAに由来するo 従ってリプロース二リン酸

カルボキシラーゼ小サプユニット遺伝子rbcS、クロロフィルa/b結合タンパク質遺伝子cab

、葉緑体型フェレドキシン遺伝子fedに代表されるこれらの遺伝子の塩基配列、もしくは

アミノ酸配列を分子進化の指標として進化系統を議論する際には注意を要する。一般に葉

緑体DNAの進化速度は核ゲノムDNAに比べて遅いことが知られており、生物種により遺

伝子の葉緑体から核への移行時期に差がある場合や、種によって核への移行が認められな

い遺伝子を分子進化の指標として用いる際には進化速度の差異を考慮に入れなければなら

ない。また、葉緑体の多重共生が指摘されている褐藻類、ラフィド藻類、クリプト諜類、

クロララクニオ藻類、ユーグレナ藻類や渦鞭毛藻類では、葉緑体DNA上にコードされてい

た遺伝子群が核ゲノムDNAへ移行する際にたどった経路、即ち、真核光合成生物が共生し

た後、その葉-緑体にコードされていた遺伝子は一旦共生者の核ゲノムDNAに移行した後に

宿主の核へ移ったのか、もしくは直接宿主の核へ移行したのかという点について把握して

おくことは、これらの遺伝子を用いて分子進化を議論する際に極めて重要である。この問

題点は葉緑体ゲノムDNA、宿主の核ゲノムDNA、共生者の核ゲノムDNAにコードされて

いる遺伝子を用いて分子系統学的に解析し、その結果を比較検討することで、遺伝子の移

行に由来する影響について知ることが出来る。しかしながら現段階では共生者の核として

存在が確認されているのはクリプト藻類とクロララクニオ藻類のヌクレオモjレフを除いて

なく、またヌクレオモルフのゲノムDNAに関しても 18S rRNAを除いて遺伝子の塩基配列

に関する情報は得られていない。渦鞭毛藻類においても共生者であることが予想される光

合成真核生物の核もしくはその名残と思われる構造は確認されておらず、また葉緑体ゲノ

ムDNAに関する境基配列情報についても全く報告されていない。ただし今回分子進化の指

標として用いた!edに関しては、核に移行せずに葉緑体にコードされたまま維持されてい

る生物種が現段階では確認されていないことから、おそらく光合成生物が共生した極めて

初期の段階でfedは核に移行したと考-えられる。そのためfedで示される系統関係は葉緑体

というよりはむしろ核DNA、即ちその生物種自体の進化系統を反映していると考えられ

る。よって葉緑体ゲノムDNA、核ゲノムDNAにおける進化速度の差異による影響は生物

種間で比較的小さいものと判断され、更に系統樹の構築法として進化速度の影響を受けに
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くい近隣結合法を用いていることから、比較的信頼度の高い樹形が得られていると思われ

る。

得られた!edのアミノ駿配列に基づく系統樹の樹形は従来考えられていた渦鞭毛藻類の

分類学的な位置関係とは異なる結果を示したo 葉緑体の色素組成に基づく光合成生物の分

類体系では、緑藻類はクロロフィ Jレaとbを持つのに対し渦鞭毛藻類は褐色植物と同様クロ

ロフィルaとCを持つことから、渦鞭毛藻類は褐色縞物門と近縁であるとされていた。しか

しながら [edから得た分子系統樹からは褐色植物との類縁性は認められず、むしろ一部の

緑色植物、特に緑藻類やM.polymorphaとの近縁関係が示された。またIglesias'Prieto et a1. 

(1993)はクロロフィルa/c-キサントフィルタンパク質複合体の免疫学的解析を行い、渦鞭

毛深植物と褐色横物は異なる性状を示すことを報告している。これらの結果から渦鞭毛藻

植物と褐色植物との近縁関係については疑わしい。また、渦鞭毛藻類と幾つかの点で共通

の性状を示す藻類としてユーグレナ藻類が注目される。 j品鞭毛藻類とユーグレナ藻類との

近縁関係は18SrRNAやfedからは示されていないが、ユーグレナ藻類はその染色体が細胞

周期の間期においても凝集したままで、細胞分裂の際に核膜が消失しないといった染色体

構造、核分裂上の特徴、さらに前輩で考察したhcc1のイントロン構造などの点で渦鞭毛藻

類に酷似している。ユーグレナ藻類の進化系統的な位置付けは、遺伝子の塩基配列情報が

十分でないこと、 18S rRNAのGC ratioが極端に偏っており、系統樹の樹形の信頼性に乏

しいことから未だに混乱しているo そのため、渦鞭毛藻類とユーグレナ藻類の系統関係に

ついての議論は現段階では困難であるo しかしながら染色体構造や核分裂の機構、イント

ロン構造は渦鞭毛藻類の進化系統を考察する指標のひとつとして興味深い。ここで示した

幾つかの分子進化の指標に加え、より多くの遺伝子やタンパク質、転写、翻訳装置やDNA

複製機構などについてその進化系統関係が渦鞭毛藻類も含む生物種において明らかにされ

ることにより、渦鞭毛藻類の進化系統的な位置が更に明確に示されることが期待される。

(2)葉緑体型フェレドキシン遺伝子プロモーターの特殊性

fedQにおいても、 C.cohnjjのhccl、G.polyedraのLBP遺伝子と同様真核生物のプロモー

ターコンセンサス配列であるTATAボックス、 CAATボックスは認められない。しかしな

がらハウスキーピング遺伝子においてTATAボックスにかわり機能しているGCボックス

様配列がP.bipesとA.tamarense OF151株において確認されたo GCボックスはG.poJyedra 
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のLBP遺伝子・においても認められている (Leeet a1.. 1993)。しかしながらG.poJyedraの

fedQやC. cohniJのhcclでは確認されず、渦鞭毛藻類にユニバーサルに存在するモチーフで

はない。このことはhcc1同様渦鞭毛藻類の転写開始システムが他の真核生物とは異なる可

能性を示唆している。 GCボックスが実際にプロモーターとして機能しているのか、また

GCボックスを持たない遺伝チにおいてどのようなプロモーターが機能しているのか、今

後の解析が待たれる。

一般に来総体型フェレドキシン遺伝子の転写制御に闘うするシス困子に関しては、その

発現が光により調節されることから、光合成装置をコードする他の遺伝子と問機比較的詳

細な研究が成されている。葉緑体型フェレドキシン遺伝チのl伝写はリプロース二リン酸カ

jレボキシラーゼ遺伝 j勺bcやクロロフィ jレa/b結合タンパク質泣伝子cabと同様、光レセプ

ターであるフィトクロームにより制御される (Dobrcsct al.. 1987)。光制御に関与するシ

ス凶チについてはrbcやcabにおいて詳しく調べられ、 GT-1ボックス (Greenet al.. 1987)、

Gボックス、 Iボックス (Giulianoet al.， 1988)、GATAボックス (Donaldand Cashmore， 

1990)などが報告されており、各々のシス因子に結合する転写制御タンパク質、 トランス

因子も同定されているo 陸上高等植物の葉緑体型フェレドキシン遺伝子においてもGボッ

クス、 Iボックス、 GATAボックスが見出されている (Vor討 eta1.. 1990， Somers et aJ.， 

1990)。また陸上純物内での葉緑体型フェレドキシン遺伝子上流領域の比較から、共通し

て見出されるモチーフとしてCCACボックス ((C/A)s-TTT-(C/ A)8・Somerset a1.， 1990)、

ARL 込~!.1 ch Lcadcr， ACAAAA， Caspar and Quail， 1993)が報告されている。また、

Arabidopsis thalianaのfedAで、はその発現が転写後レベルでも制御されており (Vorstet a1.， 

1993)、緑色組織特異的な発現も認められている (Vorstct a1.， 1990)。

渦鞭毛深績の葉緑体型フェレドキシン遺伝子においてこれらのシス因子のモチーフ配列

を検索した結果、 A. ta01arense OF151からGATAボックスとARL、またP. bipesからはG

ボックス、 Iボックス、 CCACボックス、 ARLとそれぞれ相向性を示す領域が見出されたo

またG.po 1 yed raからはこれらのボックスのモチーフ配列は見出きれなかったが、その一方

で・240-・70 bpに極めてAC-richな領域が見出された。これらのシス因子様モチーフが実

際にfedQの，岳写調節に機能しているか否かについては確認できていない。しかし、渦鞭毛

藻類においても葉緑体型フェレドキシンが光合成における電子伝達系における電子受容、

供与体として機能していることはおそらく間違いない。そのため光による転写調節が行わ
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れている可能性は高く、これらのモチーフいずれかがその凋節に関与している可能性が予

想される。欠失突然変異遺伝子を用いた転写制御領域の予測、各領域と相互作用するトラ

ンス凶子の検索、光による転写、発現パターンの変化についての詳細な解析によりこれら

のシス因子モチーフの関与について明らかにされることが期待される。

(3)葉緑体型フェレドキシンのトランジッ ト配列と渦線毛藻類の葉緑体膜構造との関係

葉緑体は自身のゲノム構成がより単純化するのに伴い、 fedを含むその遺伝子の一部を

核ゲノムに移行し、その発現に関わる転写、初訳はすべて細胞質、即ち宿主の装置を利用

するようになった。しかしながらそのために核ゲノムにその遺伝子が移行した葉緑体タン

パク質を何らかの形で葉緑体内に輸送する必要に迫られた。そのシステムとして業総体タ

ンパク質のアミノ末端には葉緑体への輸送を指示するタグであるトランジット配列が付加

されている。トランジット配列は葉緑体膜上の朕タンパク質抜合体中のレセプタータンパ

ク質に認識された後、複合体中の主にチャンネルタンパク質の働きにより前駆体は葉緑体

内へと輸送される(Schnellet aJ.， 1994)。トランジット配列はストロマに存在するシグナ

ルペプチダーゼ (Robinsonand Ellis， 1984， Su and Boschctti， 1993)によるプロセシングを

受けて除去され、成熟タンパク質が形成される。このようにトランジット配列は葉緑体タ

ンパク質を正確に葉緑体内へとソーテイングする極めて重要な役割を担っているo

今回渦鞭毛深類の葉緑体型フェレドキシンにおいても付加されているトランジット配列

と考えられるDNA塩基配列が明らかとなり、渦鞭毛深煩内ではその一次構造の相向性があ

る程度認められた。その一方で、渦鞭毛t菜類と陀上高等植物問での一次構造の相向性は全

く見られず、なおかつ渦鞭毛藻類のトランジット配列は高等植物に比べて20・25アミノ酸

ほど長いことが明らかとなったo これは渦鞭毛深類のトランジット配列のアミノ末端に小

胞体朕通過シグナル配列が付加されていることによる。このようなトランジット配列中に

複数のシグナル配列が含まれる事象は高等柄物のチラコイド膜中の膜タンパク質やチラコ

イドルーメン内に存在するタンパク質でも認められる (deBoer and Weisbeek， 1991)。例

えば、プラストシアニンやチトクローム fでは、 トランジット配列のカルポキシ末端にチ

ラコイド膜通過シグナル配列が付加されている (Vorstct al.， 1988， Willey et a1.， 1984)。

トランジット配列とチラコイド膜通過シグナルは、それぞれチラコイドタンパク質が葉緑

体!民、チラコイド膜を通過する際に機能しているとされている (Hagcman et al.， 1986， 
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James ct aJ.， 1989， Ko and Cashmore， 1989， KirwlI1 ct al.， 1988， Smcckens et aJ.， 1986)。こ

れらのす~:たから類推すると、渦鞭毛藻類のトランジット配列におけるシグナル配列の付加

が渦鞭毛深鎖の葉緑体朕俄造に関連している可能性が指摘できる。渦鞭毛藻類の葉緑体の

起源は、多if(共ll:，説に基づき兵核光合成生物であると推測されているが、その根拠のひと

つとして準げられるのが業総体の膜構造である。渦鞭毛藻類においては2重膜構造を持つ

葉紋体朕の外側によ~舷藻頒の食作用 (phagocytosi s)による取り込みと、その共生に由来す

るとされる来総体ERと呼ばれる小胞体様の膜構造が認められる。従って渦鞭毛藻類の葉

緑体タンパク質は、~紋体へ輸送される際に葉緑体朕に加えて葉緑体ERを通過しなけれ

ばならない。渦鞭宅保知.のトランジット配列に認められるシグナル配列はおそらくこの葉

緑体ERの通過に関与していることと考えられる。同械に業総体ERが認められる珪藻類や

ユーグレナ泳煩からもフコキサンチン-クロロフィルa/c結合タンパク質FCPやポルフォピ

リノーゲンデアミナーゼPBGDのトランジット配列にシグナル配列が存在することが示さ

れ、実際に来総体ERの通過に機能していることが示されている (Bhaya and Grossman， 

1991， Kroth・Pancic，1995， Shashidhara et al.， 1992)。また、渦鞭毛藻Symbiodiniumsp.の

ベリデイニンクロロフィ lレa結合タンパク質PCPで報告されているトランジット配列

(Norris and Millcr， 1991)においても、 PSORTによる解析からシグナル配列の存在が予想

される。以とのことから、 トランジット配列へのシグナル配列の付加は、葉緑体ERを持

つ生物群に共通するトランジット配列構造と考えられる。

葉緑体型フェレドキシンのトランジット配列は、板性アミノ酸の分布や疎水性プロ

フィール、予怨される三次構造について検討することにより、そのドメイン構造が示され

ている (vonHcijnc ct aJ.， 1989， de Boer and Weisbeek， 1991)。アミノ末端ドメインは極性

アミノ般の出現頻度が低く、高い疎水性を示す。中央ドメインはハイドロキシアミノ酸に

富み、ヘリックス構造を分断するとされるプロリン残基が保存されていることが特徴的で

ある。またカルポキシぷ端ドメインはβ-strand構造を取る傾向にあり、またプロセシング

部位には(Ile/Val)X (Ala/Cys)のモチーフが認められる。人為的にトランジット配列領域

に欠失もしくは絡位突然変異を導入した突然変異前駆体タンパク質を用いた解析から、ア

ミノぷ端ドメインは葉緑体へのターゲティングと葉緑体膜上のレセプターとの結合に、中

央ドメインは来総体内への輸送に、またカ lレボキシ末端ドメインはトランジット配列のプ

ロセシングに関与していることが示され、これらのドメインがトランジット配列の機能上
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極めて重要であることが指摘されている (Pilonct al.， 1995)。渦鞭毛藻類のトランジット

配列において以上の点を検討した結果、中央部のハイドロキシアミノ酸、プロリン残基の

保イ子性、プロセシング部位モチーフに関しては陸上高等他物と同様認められた。しかしな

がら、アミノ末端付近の疎水性領域、トランジット配列のニ次構造に関わると予想される

プロリン残基のトランジット配列上での位置といった点に関しては陸上植物との明瞭な類

似性は確認出来ない。また、葉緑体型フェレドキシンのトランジット配列間である程度保

存されている疎水性プロフィールに関しても、陸上向等柏物と渦鞭毛i菜類の間で相向性は

認められない。葉緑体型フェレドキシンのトランジット配列自体の情報も乏しく、捉・明さ

れているドメイン構造の性状に関しての信頼性に疑問が残ること、また渦鞭毛i菜類の来総

体!段上の輸送装置や朕構造、膜タンパク質に関する研究は皆無に等しいことから、現段階

で渦鞭毛猿類のトランジット配列についての議論を行うのは困難ではあるが、少なくとも

渦鞭毛藻類のトランジット配列が高等植物と比べて特異であることは指摘できる。この特

異性が渦鞭毛藻類の葉緑体膜構造に由来するのか否か、渦鞭毛藻類の葉緑体の起源を考え

るとで興味深い。
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第 4章 総 括

j品鞭毛凍頬は赤潮形成種や麻痔性員毒産生種を含むことから、その防除という面で産業

的にif(:&f1Jlされている。またその細胞構造、特に核椛造に注目すると、他の真核生物には

認められない抜分裂級式や染色体構造を有することから、その系統学的、進化的位置付け

が議論されてきた。近年渦鞭毛藻類においてリポソームRNAの塩基配列が報告され、分子

進化学的凡地からその進化系統関係を構築する試みがなされている。しかしながら、機能

タンパク賀、もしくは構造タンパク質をコードする遺伝子の温法配列についての報告は極

めて乏しい。特に染色体の高次精進が極めて特異であることを#え合わせると、遺伝子の

発現制御に大きく関わっていると考えられるイントロンやプロモータ}、エンハンサーと

いった遺伝f榊近も他の真核生物とは異なっている可能性もあり、緩めて興味深い。本研

究では、渦鞭毛探知の点核生物内における進化系統関係を明らかにするとともに、 その遺

伝子構造の特徴について解析することを目的に、渦鞭毛藻類数種より塩基性核タンパク質

HCcをコードするill伝 j乙hcc1と葉緑体型フェレドキシンをコードする遺伝子fcdQ各領域の

塩基配列を決定した。以下にその概要を示す。

Crypthecodinium cohniiからのヒストン様塩基性核タンパク質ト-{Ccをコードする遺伝子

のクローニングとその遺伝子情造解析

既に報告されているCrypthecodini um cohni iのヒストン機核タンパク質HCc1をコードす

る遺伝 jこhcclのcDNA塩法配列をもとにプライマーを設定し、 PCR、invcrse PCRによりゲ

ノムDNAから)~辺領域を合むhcc1 の増幅とその塩基配列の決定を行ったo その結果、 hcc1

はゲノム上に波数コピー存在し、その各々がタンデムに~þ.んだmultigenc familyを形成す

ること、 1箇所にイントロンの挿入が認められることが示された。イントロンには真核生

物のスプライセオソームイントロンに認められるエクソンとの境界領域やbranchpointのコ

ンセンサスモチーフが認められないこと、またgencfamilyの非転写スペーサー領域にプロ

モーターコンセンサス配列か存在しないことから、 hcc1のイントロンスプライシング機

構、転写開始システムの特殊性が指摘されたo

渦純毛藻類の葉緑体型フェレドキシンをコードする遺伝子の塩基配列から見た渦鞭毛藻類

54 

の分子系統とその遺伝子構造の解析

渦鞭毛藻Peridiniumbipes、AlexandriuD1 tamaJ'ensc OF151株、 OF181株、 Alexandrium

catenel1a OFX072株、 GonyaulaxpolyedraのゲノムDNAからPCR、TAIL-PCRにより葉緑体

型フェレドキシン遺伝子fedQをその周辺領成も合めてクローニングし、その塩基配列を決

定した。 [cdQの温基配列から予惣されるアミノ般配列を用いて渦鞭毛藻類と他の真核生物

との分チ系統を解析した結果、従来の色ぷ組成に法づく分類体系やリボゾームRNAを用い

た分子系統樹とは異なり、渦鞭毛藻類の緑色村i物、特にある種の緑藻類とM. polymorpha 

との近縁関係が示された。また、 5・末端側非翻訳領域にはプロモーターコンセンサスモ

チーフとしてGCボックスは認められたが、 TATAボックス、 CAATボックスは確認され

ず、プロモーター構造の特殊性が予想された。転写制御を司るシス因子を検索した結果、

フェレドキシンに共通して見出されるARL、CCACボックスに加えて光発現制御に機能す

るシス因子GボックスとIボックスが確認され、渦鞭毛ij長類のフェレドキシンも光によりそ

の発現が制御されていることが示唆された。業総体への移行シグナルであるトランジット

配列が渦鞭毛藻類のフェレドキシンにおいても認められ、それに加えてそのアミノ末端に

シグナル配列の付加が予想され、渦鞭毛藻類の葉緑体多量共生に由来する葉緑体膜構造と

の関述が示唆された。

以ヒ、機能タンパク質のアミノ酸配列から見た渦鞭毛藻類の分子系統、遺伝子構造から

見た渦鞭毛藻類の特殊性についてhcc1と[edQを指標に解析したo葉緑体型フェレドキシン

を指標にした分子系統関係の解析は従来から行われてきたが、そのアミノ酸配列の保存性

が極めて高いことから比較的近縁な生物群の11-0の系統関係について表現し得ない可能性が

ある。渦鞭毛藻類のたどった進化の道筋をより明確に示すために、より多くの分子進化

マーカー遺伝子をmいた解析が期待される。また、遺伝子併進に関しては、本研究も合め

て現住までに報告されている渦鞭毛藻類の遺伝子機造、例えば、 tandemrepeatによるgcnc

familyの形成、イントロン構造、プロモーターの特殊性は、 18S rRNAの分子系統樹から

渦鞭毛謀類と近縁であると指摘されているアピコンプレクサや繊毛虫類には認められな

い。むしろ渦鞭毛i菜類はユーグレナ藻類に類似の特性を示している。渦鞭毛藻類の遺伝子

榊造についてその特殊性を結論づけるにはより多くの機能タンパク質、構造タンパク質を

コードする遺伝子の塩基配列情報の蓄積とその解析が待たれるが、少なくとも渦鞭毛藻類
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の系統関係についてはその校榊造、 遺伝子構造も含めてよ り多面的な解析が必要であり、

またそのf拝析を進めることによって渦鞭毛謀知の特殊性がより明確に指摘出来る可能性が

ある。
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Summary 

The dinoflagel1ate is noticeable出atcertain species periodically cause both toxic and non-toxic 

algal blooms. The tax.onornical釦 devolutional relationships between dinoflagel1ates and other 

eukaryotes have been controverted because of their peculiar features of the nucJear division at mitosis 

and the chromosome structure suggesting the prokaryotic s凶tes.In this thesis，出egenes coding the 

histone-like protein HCcl and chloroplast-type ferredoxin were cJoned and sequenced.加 d

phylogenetic relationships創nongeukaryotes， and gene organizations of dinot1agellates were analyzed 

in relation to出epeculiarity of the nuclear and chromosomal structures. 

The HCcl gene hccJ was amplified by the PCR and inverse PCR techniques and its nucleotide 

sequences were decided. Comparing with the nucleotide sequence of hcc1 cDNA， four intervening 

sequences were found. They contained no conserved sequences whicb are existed at both intron-exon 

junction sites and the branchpoints of 印刷yoticspliceosomal introns. hccl was coded as a tandemly 

arranged gene family in出egenomic DNA and may be transcribed each other. In the non-transcribed 

spacer regions of the hccJ gene family， no promoter consensus motifs such as TATA box， CAAT 

box， and GC box were found. These facts suggest白紙 dinot1agellateshave the戸culiarintron 

splicing mechanism and transcription starting mechanism， which may correlate witb their nuclear and 

chromosomal structures. 

Using the PCR and TAIL-PCR methods，the chloroplast-type feπedoxin genes fedQ were 

amplified from dinot1agellates Peridinium bipes， Alexandrium tamarense (OF151， OF181)， A. 

catenella OFX072， and Gonyau似xpolyedra， and sequenced. Phylogenetic analysis between 

dinot1agellates and other eukaryotes inferred from the chloroplast-type ferredoxin amino acid 

sequences suggest the c10se relationship of dinoflagellates and chlorophytes. The 5' terrninus t1ank.ing 

regions of dinof1agellate fedQ genes contained GC box consensus motif-like sequences. In addition， 

cis-elements such as G box， 1 box， and GATA box， which function for the photoregulatory gene 

expression， and ARL and CCAC box which are found in fed of land plants， were also rccognized. 

From this fact， t肘hep帥向h加Oωtωor陀egμu叫la泊tio∞nof din∞O州f1a棺g似el1aωt旬efe訟凶d必Qe飢xp附r問es矧s幻ionare exp附e伐ct附eωd.The transit 

peptides of the dinof1agellate ferredoxin had the similar characteristics to land plants. However， their 

length were very different from that of land plants which is derived from the signal peptide-like 

sequences added at amino-terrnini. These diversities are likely to be associated with the 3 membrane 

structure of dinoflagellate chloroplasts. 
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