
計画 :12-1
リボソームRNAiA伝子の変異に基づく霊長類

の系統分類

給水 に (TR荊慾.Ti(医大 ･医科研)

我々は簡便法であるリポソームDNA (rDNA)

のスペーサー上の制限酵素断片長の多型性

(RFLP)を指標とし,霊長類の系統分頬を幅広

く行うことを目指しているが,今回はまずこの手

法が妥当ならのであるかどうかを確認するために,

すでに系統関係が比較的明らかになっているヒト

上科の霊長頬に適用し.その妥当性を確認した.

さらにこれまで系統関係のあまりはっきりしなかっ

たテナガザル3種についても解析し,それらの系

統関係を明らかにした｡

rDNAのスペーサー上のRFLPの分類学への

応用にあたり有利な点としては, 1)進化逆圧が

早く,近縁種間を比較可能,2)ゲノム内でのコ

ピー数が多いので,-個体から得られる情報屋は

多い,3)同一交配集団内で協調進化をしている

ので,同一集団内での変異は少ない,したがって

調べる個体数は少なくてもよい,4)ミトコンド

リアDNAの場合とは異なり,核ゲノムの変異を

反映している,5)簡便な方法なので多くの種を

短時間でサーベイ可能である,などが挙げられる｡

12種の制限酵素を用い,サザンブロット解析を

行い.制限酵素地Elを作成した.それをもとに塩

基置換皮を推定した｡ヒトに対するチンパンジー,

ゴリラ.オランウータン,シロテテナガザル,ア

ジルテナガザル.ニホンザルの塩基置換皮はそれ

ぞれ2.7%,3.8%.7.3%.6.8%,7.8%,14.1%
であった｡これらの結果は他の分子系統樹とおよ

そ一致するものであるが,オランウータンの進化

速度が他の種よりも速い傾向が認められた｡これ

がオランウータンのrDNAの染色体座位数が他

の種よりも2-3倍多いことによるのか否かは今

後の課題である.また,ピグミーチンパンジーと

チンパンジーそして上記2極のテナガザル間の塩

基置換脚 ま両者とも0.3%であった0-万,7タ

ロテナガザルと他2種のテナガザル間では2.4%
であり.この分岐がヒト,チンパンジーの分岐と

同時代に起きたものであることを示唆した｡

計@ :12-2
ミトコンドリアDNA変異に基づくマカカ属サ

ルの系統

針原伸二 (究京大 ･理)

木田克也 (信州大 ･医)

竹中 修 (京都大 ･霊長研)

本研究はマカカ屑サルの ミトコンドリアDNA

(mtDN̂ )の制限酵素切断バターンを比較 ･解

析することにより,相聞の系統関係およびそれぞ

れの種の種内変異性を攻め.マカカ属サルにおけ

る種分化のメカニズムや進化や過去における移動

の実態の考察をめざすものである｡

まず,対象をひとつの島の巾で他に例をみない

特異的な種分化をとげたスラウェシマカク7種の

サルにしぼり,稚内および種間における mt

DNAの変異を実験的に検出した｡

試料は.ベットとして飼育されていた.スラウェ

シマカタ70頂 くM.tonkcana13頭.M.hccki8

頭.M.nigrcscens7乱 M.nigralo扇.M.
ochreatE112頭. M.brunnescens 8頭, M.

maurus12頭の)と.スラウェシマカタと系統的

に近い関係にあるとされる.カリマンタン産の

M.nemestrina3頭より抽出したDNAである.

10種の制限酵素 (BamIII.BgIⅡ.EcoRI,EcoRV.

HindⅢ,HpaI.Psu.PvuⅡ,SacI.Xbal)にて切

断 し, ヒ トの mtDNAをプ ロー ブとす る

Southernハイブリダイゼーション法により各個

体のmtDNAのバターンを検出した.

10種すべての制限酵素の切断によりmtDNA

の種内あるいは種間変異が認められ,それぞれの

切断により3個から12個の切断型 (モルフ)が観

察された｡それぞれの制限酵素によるモルフの記

載をまとめたところ,スラウェシマカクの mt

DNAは,45個のタイプに分芙穴されたが,M.

heckiとM.nigrescensで共通するmtDNAタイ

プが1つ認められたほかは,種問で共通するタイ

プはなかった｡また,M.nemestrinaは3頭それ

ぞれが只なるmtDN̂ タイプを有していた｡mt

DN̂ タイプ相互間の関係を叔大師的法により推

定したところ.M.heckiの1つのmtDNAタイ

プを中心に放射状に分岐していく斑が得られ,

M.nemestrinaのタイプも,そのM.heckiのmt

DN∧タイプに結びっけられた｡また,関係図は

概してスラウェシマカク7種の地理的分布と対応
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するものであったが,M.ochreataがM.hecki

と近 くなるなど,検討すべき点も残った｡

計画 :12-3

円SH法を用いた霊長類の核型進化に関する研

究および霊長類細胞株作成の試み

田辺秀之 ･水淳 博

(国立衛試 ･変異遺伝 ･細胞パンク)

霊長類ゲノムの再配列,核型進化について考察

することを目的として.染色体バンディング法と

FISH (FluorescenceInSituHybridization)法

とを組み合わせることにより,免疫グロブリン

TgEi且伝子 (Ce1)の比較マtiビングを行なっ

た｡材料として,ヒト上科および旧新世界ザル各

種の末梢血を提供していただき,PHM-M または

Com･Aをマイトジェンとして 3日間培養の後,

染色体横木を作製 した｡QまたはGバンド法によ

る染色体像の写真撮影の後に,同スライドを用い

てヒトCel退伝子 (染色体上の位置はヒトでは

14番染色体上のterminal領域,つまり14g32.33

である)をプローブDNAとしたFISH法を行な1'

た.プローブDNA(16kb)はニックトランスレー

ションによりビオチン標識 し,蛍光シグナルは抗

ビオチン抗体およびFITC標識した2次抗体を用

いて桧山した｡その結果.現在までに得られてい

る各種霊長類の同遺伝子の位置は,チンパンジー

15gter.シロテテナガザル17gter,アジルテナガ

ザル17gter.ニホンザル7gter,カニクイザル7

gtcr.セレベスマカク7gterである.チンパンジー,

シロテテナガザルおよびニホンザルに関しては,

既にヒト敗色体特異的DNAライブラリーをプロー

ブとした簸色体ペインティング法による他の報告

があり.それによるとチンパンジーの15番染色体,

シロテテナガザルの17番染色体およびニホンザル

の7番敗色体の長腕部分がヒト14番染色体に対応

している.このことから,上記の種におけるCe

l遺伝子は,ヒトの14番染色体に相当する染色休

上のterminal領域,つまりヒトCel迫伝子と

相同な領域に位置しており,この退伝子とその周

辺部には核型進行上.染色体問あるいは染色体内

の大きな変化が見られなかったものと考えられる｡

また,低張処理 した末梢血をTCGFを添加 した

培地で培養 し,霊長頬細胞株の作成を試みた｡一

過的な細胞増殖が数例確認できたが,披数種類の

細胞が混在した状態であり,現在その性状を解析

中である｡

計画 :12-4

カニクイザルのcE-グE3ビン遺伝子領域に兄い

だされた未知プE3セス ト遺伝子について

竹中晃子 (名古屋文理短大 ･食物栄養)

カニクイザルのα-グロビン過伝子間領域に,

117個のアミノ酸をコードする領域がプロセス ト

遺伝子として挿入されていることを兄いだLPl1

7と名づけた｡ このPl17と相同の配列を持つ

m-RNAが肝,腎,肺および脳で発現しているこ

とが明らかになったので本来の械臆を有するタン

パク質がこれらの器官で発現している可能性があ

る｡データベースで検索した結果Pl17の塩基配

列および推定されたアミノ酸配列と相同の物は兄

いだされなかった｡82番目から99番目のアミノ酸

は疎水性が高くそれ以降には塩基性アミノ酸が多

く含まれていることから,膜に関係したタンパク

質の可能性が示唆された｡

ヒト,チンパンジーのα-グロビン領域にはP

l17が存在していない｡カニクイザルと近縁のマ

カカ属サルにおける挿入頻度を検討 した｡ Pl17

の塩基配列には制限酵素BamHIの切断部位が存

在す るため, α-グロビン退伝子間領域 の

BamHI切断部位の有無をサザンハイブリダイゼー

ション法により検討し,Pl17の存在比を求めた｡

カニクイザルではインドネシア産 (13頭)0.ll.

フィリピン産 (21頭)0.05,タイ産 (114頭)0.I

9,タイワンザル (2頭)0.25. ブタオザル (4

頭)0,ボンネットザル (3頭)0.17.ペニガオ

ザル (3頭)0.67.ニホンザル (64頭)0.セレ

ベスマカク (12頭)0.06であった.カニクイザル

およびセレベスマカクにおけるa-グロビン池伝

子の多東榎の地域変異とPl17の地域変只との問

に相関性は認められなかった｡

マカカ属以外のサルのDNAのPl17をPCR法

により増幅し,サザンハイブリダイゼーションを

行なったところヒト,チンパンジー,アジルテナ

ガ,シロテテナガ,コモンマ-モセット, リスザ

ル,ロリス.ツパイで明瞭なバンドが得られ,オ

ランウータン,りタポウシタマリン.キツネザル

ではバンドが得られなかった｡これらの結果から

Pl17はプロセスト遺伝子として霊長類に広 く存
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