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日本産ギンブナCαrα∬如∫卿r伽∫1研9∫40ゆにおける雌性生殖に関与する遺伝子の

探索

はじめに

　雌性生殖（gynogenesis）は単為生殖のひとつで、雄性配偶子の遺伝的寄与がなく雌性配

偶子から胚が発生して次世代を残す生殖である。魚類では、カダヤシ科やコイ科など、

今までに5科8属で雌性生殖を行う種が知られている（Vdjenhoek　et　a1，1989）。日本国内

に生存する脊椎動物では、コイ科魚類であるギンブナと呼ばれるフナ（以下“ギンブナ”）

（Cα7α∫∫fμ∫　4μrα∫μ∫　’απ81∫40φ）の多くとドジョウ科魚類であるドジョウの一部のみが、自

然雌性生殖を行う種として知られている。

　日本産ギンブナは、日本国内の淡水域に広く分布し、自然界で有性生殖を行う2倍体

の雌雄の集団と雌性生殖を行う3倍体（稀に4倍体）の雌のみで構成される集団の二つ

の集団が同所的に存在する（Kobayasi，1982；Onozato，　el　aL．1983）。有性生殖を行う雌ギン

ブナと雌性生殖を行う雌ギンブナの形態は区別することは困難で、両者が同所的に存在

する場合、ギンブナ集団は全体として雌に性比が傾いた集団となる。雌性生殖を行う個

体では、近縁種からの精子は卵発生の開始に必要であるが遺伝的寄与がなく、この為母

個体に遺伝的に同一な娘個体を産出する。このような次世代を産出する為には、　卵成

熟過程における第一成熟分裂時に、3極の紡錘体を形成して分裂しないまま第二成熟分

裂に移行し、結果として3倍体卵子を形成する、　受精に際し、精子の貫入刺激により

発生は開始されるが、貫入した精子の核膜は崩壊することなく雌性前核と融合しない、

という2点が、成立していることが大陸産のギンブナ（ギベリオブナ）を用いた細胞生

物学的研究からまず明らかになり（Cherfas．1979）、その後、日本産3倍体ギンブナでも

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1



同様の現象が観察された（Kobayasi．1976；Yamashita　et　aL．1990；Yamashi1a＆Nagahama．

1992）。雌性生殖3倍体ギンブナのゲノムの由来をゲノム構成について、フナ属各（亜）

種魚類を用いてDNAマーカーやミトコンドリアゲノムの塩基配列を比較することにより

解析されている（Murakami　and　FujitanL　1997．199＆Ohara　et　a1．2000）。しかし、雌性生殖

という特徴的な生殖機構そのものに関する分子の特徴や遺伝子レベルの解析はほとんど

行われていない。

　今回、ギンブナでの雌性生殖システムを遺伝子レベルで解明するために、雌性生殖にお

ける卵成熟過程および特徴的な受精後の現象を引き起す因子を探る方法として、2つのア

プローチを用いた。ひとつは、細胞分裂および減数分裂を制御するwθθ1遺伝子に注目し

たもので、ギンブナ卵巣よりwθθ1cDNAを単離して全長の塩基配列を解析し、雌性生殖

ギンブナおよび有性生殖ギンブナそれぞれの卵巣における肥81遺伝子の発現を調べるも

のである。また、他種のWeelのアミノ酸配列と比較し、さらに、ゲノム領域での配列を

決定し、遺伝子構造についても明らかにした（第1章）。もうひとつは、雌性生殖ギンブ

ナあるいは有性生殖ギンブナの卵巣において発現の異なる遺伝子を網羅的に検索を行う

というもので、cDNAサブトラクション法によって雌性生殖ギンブナと有性生殖ギンブナ

の成熟した卵巣内で異なる発現を示す遺伝子を検索し、得られた特異的発現が見られる

候補遺伝子について、雌性生殖ギンブナおよび有性生殖ギンブナそれぞれの卵巣での発

現量を比較した（第2章）。
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第1章

日本産ギンブナ（C．α．1α刀9∫40げi）の卵巣からのwεε1遺伝子ホモローダの単離

概　要

　雌性生殖ギンブナ卵における減数分裂時の異常、つまり、卵成熟の第一減数分裂時に分

裂せずに極体を放出しないまま第二減数分裂に進行する現象を分子レベルで解明するた

めに、細胞周期を制御する遺伝子のひとつであるw8θ1遺伝子に注目し、雌性生殖を行う

3倍体ギンブナおよび有性生殖を行う2倍体ギンブナの卵巣からそれぞれ肥61遺伝子ホ

モローダを同定した。

　RT－PCR（reverse　transcriptase－polymerase　chain　reaction）法および3’一RACE（rapid

ampli伽ation・fcDNA　ends）法、5’一RACE法によって3倍体個体から得られたw881のcDNA

は、全長1．934bpで526アミノ酸残基をコードしており、そのキナーゼドメインのアミノ

酸配列は、アフリカツメガエルWeelと69．9％という高い相同性を示した。3倍体個体か

ら得られたw881　cDNAの塩基配列を基に設定したプライマーを用いたPCRによって、2

倍体個体からもw881　cDNAの配列を得た。3倍体と2倍体のw861の塩基配列の違いは、

非転写領域に4箇所見られたが、タンパク質のアミノ酸配列を変えるような変異はなか

った。また、さまざまな生物種のWee1タンパク質のアミノ酸配列を用いた系統樹解析に

より、脊椎動物におけるWee1は、生殖細胞由来の減数分裂型Weelと、培養細胞由来の

体細胞分裂型Wee　1という二つのグループに分かれることが示唆された。この二つのグル

ープは、キナーゼドメインの配列はよく保存されているが、アミノ末端の配列において

それぞれのグループは大きく異なっている。今回得られたギンブナWee　1は、アフリカツ

メガエルの卵巣と卵由来のWeel、および精巣に特異的発現の見られるヒトWee　1　Bに近

縁であり、減数分裂型Wee　1であることが示された。また、卵巣以外の組織を用いたRT一
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PCRの結果から、ギンブナにおいても体細胞型wθθ1の存在が示唆された。ノーザンハイ

ブリダイゼーションの結果からは、今回得られた減数分裂型w881の卵巣での発現量は、

有性生殖ギンブナと雌性生殖ギンブナの間で差は見られなかったため、肥θ1遺伝子が雌

性生殖ギンブナの特別な卵形成に関わっていないことが示唆された。さらに、1・ng－PCR

法により、ギンブナゲノムDNAより、ほぼ全長を含んだ約6kbpの大きさのw8θ1遺伝子

領域の塩基配列を決定した。ギンブナwε81遺伝子は、12個のエクソンから構成されてお

り、開始コドンは第ニエクソンに存在することが明かとなった。

キーワード；雌性生殖、ギンブナ、wθ61遺伝子
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1．序　論

　Wee　1は、真核生物において広く保存された体細胞分裂阻害因子として知れらている

（Russell　and　Nurse．1987；Nurse，1990）。真核細胞の細胞周期の分裂期（M期）では、　MPF

（maluration　pmmoting　fadorあるいはmitosis－promoting　factor）により染色体凝縮、紡錘体

形成、核膜の崩壊などの有糸分裂初期の事象が引き起される（Masui　and　Mark頒1971；Nurse

1990）。このMPFは、基質特異性を決定する調節サブユニヅトであるサイタリンBと、

サイタリン依存性プロテインキナーゼ（Cdk）のひとつで触媒サブユニヅトのCdc2とか

らなる、ヘテロニ量体のプロテインキナーゼである（Dunphy　et　a1」988；Draeua　et　a1．，1989）。

サイタリンBとCdc2が会合しただけではMPFのプロテインキナーゼ活性は得られず、

その制御にはCdc2活性化プロテインキナーゼ（CAK）、　Weel、　Cdc25（など）が必要で

ある。体細胞分裂過程では、Weelはチロシンキナーゼで、　MPFの触媒サブユニヅトCdc2

の15番目のアミノ酸残基チロシンをリン酸化してMPFを不活性化することによって、

体細胞分裂の開始を制御する（Millar　and　Russell，1992）。一方卵成熟過程においては、ア

フリカヅメガエル（為πρρ翼∫1喫v誌）の三三細胞では、Wee1タンパク質は、第一減数分裂

の間は発現されておらず、第二減数分裂期から嚢胚形成期にかけて発現が見られること

が報告されており（Murakami　and　Woude．1998）、また、このアフリカツメガエルの第一

減数分裂期におけるWee　1の欠乏は、第一減数分裂後のDNA複製の抑制に必須であるこ

とが示されている（Nakajo　el　aL，2000）。

　wβ81遺伝子は分裂酵母（∫c競05αcc加ア。〃2yc8∫po〃軍加）の突然変異株から1987年に初め

て単離された（Russen　and　Nurse，1987）。現在までにWeel　cDNAは、出芽酵母、真菌の

仲間、トウモロコシ、ムラサキウニ、ショウジョウバエ、アフリカツメガエル、マウス、

ヒト等のさまざまな生物から単離されている。ヒトでは、wθdAとwθθ1Bの二つのタイ

プのwθ81遺伝子が見つかっており、そのうちの一方であるwθβ1Bは特に、精巣における
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顕著な発現が報告されている（Nakanishi　e重a1．．2000）。　Wee1タンパク質のプロテインキナ

ーゼドメインのアミノ酸配列は種間でも良く保存されており、トウモロコシやヒトの

Weelタンパク質が分裂酵母の細胞内で機能的に働くことも示されている（Sun　et　aL．1999；

Nakanishi　et　aL，2000）。しかしながら、現在までにw881遺伝子のゲノム領域での遺伝子構

造はほとんどの種で明らかにされておらず、わずかに真菌の仲間とヒトにおいて解析さ

れているのみである。魚類においては遺伝子の単離や遺伝子構造の解析などは行われて

いない。

　最近、日本産ギンブナの近縁種で、雌性生殖を行う大陸産ギベリオブナ（C．α．9めθ1め）

を用いた研究から、ギベリオブナの卵成熟過程でのMPFのキナーゼ活性は、有性生殖フ

ナに比べ、わずかに長い期間継続していることが報告され（An　e重aL，1999）、雌性生殖フ

ナと有性生殖フナの卵形成過程の違いにMPFが関与していることが示唆された。そこで、

MPFのキナーゼ活性を制御する遺伝子のひとつであるw8θ1に注目し、雌性生殖の分子レ

ベルでの解明の一歩として、日本産ギンブナの卵巣から肥θ1遺伝子の単離を試み、その

発現量を雌性生殖ギンブナと有性生殖ギンブナの卵巣で比較した。さらに、雌性生殖ギ

ンブナの肥81遺伝子の構造を明らかにした。
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2．材料および方法

　2．1．供試魚とRNAの精製　1999年4月17日、神奈川県平塚市渋田川上流部（笠張

川）でギンブナを捕獲し、DAPI染色法（Hamada　and　Fujila．1983；高山，1989）にて倍数性

の判定を行った。約1ケ月半ほど13℃の水温にて飼育されたギンブナから卵巣を摘出し、

一80。Cにて保存した。　lcm角程度の卵巣を切り出し、　RNA溶出液（製品名1sogen；ニッ

ポンジーン）1m1を加え氷上でホモジェナイズした。室温で5分間放置後、クロロホルム

0．2mlを加えて激しく転倒混和しさらに室温にて3分間放置した。このホモジェネートを

4℃、12，000×gにて5分間遠心した。得られた上清にイソプロパノール05mlを加え、混

ぜ合わせた後、室温にて10分間放置し、4℃、12．000×gにて10分間遠心し、RNAの沈

澱を得た。75％エタノールで洗浄後、二炭酸ジエチル（dielhylpyr㏄arbonale；DEPC）を0．1％

含んだ蒸留水を37℃で数時間処理し121℃で20分間オートクレーブにかけたDEPC処理

水400μ1に溶解し、分光光度計により濃度を計測した。得られた全RNA約250μgから

Oligotex－dT30　mRNA　Pud∬cation　Kit（TaKaRa）によりmRNA（ポリA－RNA）約7μgを

精製した。

　2．2．逆転写およびPCR　　上記により得られたmRNA2μgに、2．5mM　MgC12と

RNase－free　DNase　2．5unil（TaKaRa）を加えて37。Cで30分間反応後85。C　15分間でDNase

の失活処理をした。第一鎖cDNAを合成するために、　oligo　dT15プライマー（ニッポンジ

ーン）840ngとうンダムヘキサマー（GIBCO　BRL　USA）100ngを加えて70℃で10分間

変性した後、反応液156μ1（最終濃度；lmM　dNTP、0ρIMジチオトレイトール（DDT）、

1×1st　strand　bufer）中に逆転写酵素のsuperscdpt　II　RNase　H’reverse　transcdptase（G1BCO

BRL．　USA）を200　units加えた。30℃で33分間、420Cで30分間で逆転写反応を行った。

逆転写酵素の失活のために800Cで15分間処理した。合成したcDNAは、続いて、　PCR

の鋳型として用いた。既知のアフリカツメガエルとラヅトのwθ81塩基配列とゼブラフィ
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ヅシュの発現配列タグ（expressed　sequence　tag；EST）のw8θ1ホモローダの塩基配列をも

とにdegenerateプライマーであるwee1－5’とwee　1－3’を設計し（表1、図1）、　PCRを行っ

た。鋳型cDNA1μ1を加えた反応液25μ1（最終濃度；1．2μM　wee1－5フ．ライマー、　1．2

μM　wee1－3プライマー、　1×PCRバッファー、　0．2mM　dNTP、　2．5　unitsτσg　DNAポ

リメラーゼ）を、94。C　3分間で初期変性を行い、94。C　30秒、48℃30秒、72。C　1分の

条件で40サイクルの反応を行った後、72。C　lO分間の伸長反応を行った。得られた約770bp

の産物をクローニングし、塩基配列を決定した。

　2ふ3’・RACE（rapid　ampri価6面on　of　6DNA　ends）法得られた部分的wθθ1ホモロー

ダの3’下流領域の塩基配列を得るために、3LRACE法を行った。1V・dサイトを持ったoligo

dT18－1V・dプライマー（表1）を用いて、上記と同様に第一鎖cDNAを合成した。　RT－PCR

産物から決定された塩基配列をもとにプライマーwee　1－5’の下流に設計したプライマー

WEU－5（表1、図2）とノVo’1アダプターブライマr　Adaptor　1（表1）を用いて、合成

したcDNAを鋳型にして、　PCRを行った。　PCR反応は、　cDNA溶液1μ1を含んだ反応液

50μ1（最終濃度；0．4μMWEU－5プライマー、0．4μM万。∫1アダプタープライマー、　1

×PCRパヅフアー、0．2mM　dNTP、2．5units勲g　DNAポリメラーゼ）を、95。C3分間の

初期変性を行い、95℃30秒間、55℃30秒間、72℃2分30秒間を35サイクル繰り返

した後、72℃10分間の伸長反応を行った。得られた約850bpのPCR産物をTベクター

を用いてクローニングし、塩基配列を決定した。

　2・4・5’。RACE（5’・rapid　ampr面ca“on　of　d）NA¢nd5）法GIBCO　BRL社（現インビト

ロジェン社）の51RACE　system　ver　2を用いて、　RT－PCRで得られた部分的wθθ1ホモロ

ーダの5’上流領域の解析を行った。RT－PCR（2．2．）で得られたwθdホモローダの部分的

な塩基配列をもとにWEL－2（表1、図3）プライマーを準備した。　GIBCO　BRL社の方法

に従い、全RNAO．88μgと25pmol　WEL。2の混合液15．5μ1を70℃10分間で熱変性した
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緩氷冷し、プレミヅクス液85μ1（全量25μ1中の最終濃度；2．5mM　MgC』、0．4mM　dNTP、

10mM　DIT、1×PCRバヅファー）を加えた。42℃で1分間保温した後、　supe路cdpt　II　reverse

transcriptase　lμ1を加えてさらに、42℃50分間、510C　30分間逆転写反応を行った。70。C

で15分間で逆転写酵素の失活を行い、第一鎖を合成した。合成されたcDNAを添付の

RNasemix（RNase　HとRNase　T1）で37。C30分間で処理した後、5’RACE　syslemに添付

のDNA　Puh∬ca1bn　Systemにより、スピンカラムにcDNAを結合させて70％エタノールで

洗浄後、65℃の滅菌蒸留水50μ1に溶出した。精製されたcDNA溶液10μ1を含んだ反応

液24μ1（全量25μ1中の最終濃度；0．2mM　dCTP、1×1頷1ing　bu∬er）を94。Cで2分間熱

変性し、氷冷した後、ターミナルデオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ1μ1を加

え37。Cで10分間で反応し、　cDNAの5’一末端へdCTPを付加した。65。Cで10分間のトラ

ンスフェラーゼの失活処理を行った。続いて、第一鎖合成時に使用したWEL－2プライマ

ーより下流にWFL－4（表1、図3）プライマーを設定し、この内部プライマーと5’RACE

systemに添付されているポリGサイトを持つAbddged　Anchor　Pdmerを用いて、上記の

dCTP付加cDNAを鋳型にPCRを行った。合成されたd㎝付加cDNA　5μ1を含む反応

液50μ1（最終濃度；0。4μMWEL－4プライマー、0．4uM　Abddged　Anchor　Pdmer、0．2mM　dNTP、

1×PCRバヅファー、7勾DNAポリメラーゼ25　u㎡ts）を、94℃3分間の初期変性の後、

94℃1分間、55℃30秒間、72。C　2分間で30サイクルの反応を行い、7210分間の伸長

反応を行った。これにより得られた、約500bpのPCR産物をクローニングした。

　2．5．w8‘1遺伝子の全長の増幅　3’一、5’一RACE法により得られたギンブナw881ホモロ

ーダの3’一末端と5’一末端にプライマーWEU－7（表1）とWEL－8（表1、図4）を設定し、

2倍体ギンブナと3倍体ギンブナの卵巣cDNAを鋳型に、コード領域を含なほぼ全長（約

1，800bp）を増幅した。また、このプライマーとlong－PCR用のLA乃g　DNAポリメラー

ゼ（TaKaRa）を用いて、ゲノム領域でのwθ81遺伝子の増幅（約6kbp）も行った。bng－PCR
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に用いた鋳型となるゲノムDNAは、　TNES一尿素緩衝液（6M尿素、10mMT㎡s－HC且（pH75）、

125mMNaC1、10mMEDTへ、1％ドデシル硫酸ナトリウム（SDS））中に保存された3倍体

雌性生殖ギンブナの肝臓から抽出した（Asahida　e1　aL．1996）。10ng－PCRは、鋳型となるゲ

ノムDNA数μ9を含んだ50μ1反応液（最終濃度；0．4μM　WEU－7プライマー、0．4μM

WEL－8プライマー、0．4mM　dNTP、2．5mM　MgC12、1×PCRバヅファー、　LAτ呵DNAポ

リメラーゼ2．5uni1s）で、初期変性を940C　3分間で行った後、94℃1分間、55℃30秒

間、72℃2分30秒間を30サイクル繰返し、72℃10分間の伸長反応を行った。cDNAの

増幅より得られた約1．800bpのw881ホモローダと、ゲノムDNAから増幅された約6kbp

の遺伝子領域のPCR産物を、塩基配列を決定するためにクローニングした。

　2．6．PCR産物のクローニング　PCR産物のクローニングには、　Promega社（USA）のプ

ラスミドベクターpGEM－T　Easy　vectorを用いた。　pGEM・T　Easy　vector　50ngに対し数10～

100ngのPCR産物とT4　DNAリガーゼ3units、最終濃度が1×になるようにRapidLiga1ion

buf蔭erを加えて、16℃で4時間以上ライゲーション反応を行った。組換えプラスミドとコ

ンピテントセルJM109大腸菌を混ぜ、氷上に30分間放置後、420C1分間の熱ショヅクを

加えて大腸菌を形質転換し、LB（hlha－Bena㎡培地；bacto－tryptone　10g、　bacto－yeasl　exlract

5g、　NaCl　lOg／11蒸留水）寒天培地で37。Cで15時間培養した。

　2．7．塩基配列の決定　上述のように形質転換した大腸菌を、LB液体培地3mlで一晩

37℃で培養し、Promega社のDNA　Pud∬cation　System　（製品名Wizard　Minipreps）を用い

てPCR断片を含んだプラスミドを回収した。回収したプラスミド3μgに1μM　FITC付

きのプライマー（表2）加えた溶液14μ1を準備し、その混合液を3μ1ずつ、伽orescent

labelled　pdmer　cycle　sequencing　ki1（Amersham　Phamacia　Bidech，　USA）のジデオキシヌク

レオチド（ddATP、　ddGTP、　ddCTP、　ddπP）を各々含んだ4種のA、　G、　C、　T　reagent

lμ1に加えた。初期変性を98℃で10分間行い、98℃30秒間、50。C　30秒間、72℃1分
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間を20サイクル、続いて98℃で30秒間、72。Cで1分間を20サイクル行った。自動塩基

配列決定装置DSQ－2000　DNAシークエンサー（島津製作所）を用いて、　DNA配列を解析

した。PCRを行った時に生じる塩基の取込みエラーを考慮して、複数のクローンから塩

基配列を得た。また、PCR産物をクローニングせずに直接塩基配列決定をする場合は、

増幅産物数百ngにエキソヌクレアーゼ1（Amersham　Phamacia　Biotech．　USA）5unitと

エビ由来アルカリフォスファターゼ（Amersham　Phamlacia　Biotech，　USA）0．5　uni1を加え、

370Cで30分間保温した後、85。Cで15分間酵素を失活させた。続いて、シークェンス用

プライマー0．8pmo1（表1、図5）とABI　Dye　Temlinater　Cycle　Sequencing　Ready　Reaclion　kit

（Perkin－Elmer　Applied　Biosystems．　USA）のready　reac1ion　mix　2μ1を加え、96℃にて3分

間の初期変性を行い、96℃30秒間、50。C　25秒間、60。C　4分間を31サイクル反応させ

た。エタノール沈澱後70％エタノールにて洗浄し、ホルムアミドに溶解した。ABI　DNAシ

ークエンサーmode1373A（ABI、　USA）を用いて塩基配列を解析した。

　2．8．塩基配列の解析　決定された塩基配列は、GENETYX－MAC　version　8．0

（Devebpmen1．　USA）So負wareを用いて解析した。　DNAデータベースに登録されている

さまざまな生物におけるWee　1タンパク質アミノ酸配列をClusta1W（Thompson　el　al．．

1994）を用いて解析し、近隣結合法（Saitou＆Nei．1987）により系統樹を作成した。また、

1000回繰返した場合のブートストラヅプ確率を求めた。系統樹の作図には、Program

TREFVIEW（Page．1998）を用いた。

　2．9．RT。PCRによる卵巣以外の組織におけるwo81の発現の確認　今回得られたギ

ンブナのw8θ1遺伝子が他の体細胞組織において発現しているかどうか調べるために、2

倍体ギンブナの脳、肝臓、腎臓、および卵巣、さらに3倍体ギンブナの卵巣とフナ属に

属する金魚の卵巣より上述の2．1．および2．2．のようにcDNAを逆転写し、上記2．9．と同様

の条件でPCRを行った。プライマーの組み合わせば、キナーゼドメイン内に設定された
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プライマーWEU－3（表1）とWEL－11（表1）、およびアミノ末端側の減数分裂型特異的

領域に設定されたプライマーWEU－7とW£L－4を用いた（図6）。

　2．10．RT・PCRによる卵巣におけるw881の発現量の比較　卵巣でのw881遺伝子の発

現を複数個体で確認した。2倍体有性生殖ギンブナ3尾、3倍体雌性生殖ギンブナ3尾

の卵巣から上述の2．1．および2．2．のようにmRNAを抽出してcDNAを合成した。これ

らのcDNAを鋳型にプライマーWEU－7とWEL－4を用いてPCRを行った。　cDNAを含

んだ反応液50μ1（最終濃度；1μMWEL－7プライマー、1μMWEL－4プライマー、0．2mM

dNTp、1×PCRバヅファー、丁呵DNAポリメラーゼ2．5　ul並ts）を、94℃3分間の初期変

性の後、94℃1分間、55。C　30秒間、72℃1分間で30サイクルの反応を行い、72。C　10

分間の伸長反応を行った。

　2．11．ノーザンハイブリダイゼーションによるmR．NA発現量の比較　ジゴキシゲ

ニン（DIG）標識プローブの合成は、　PCR　DIGプローブ合成キヅト（Roche，　USA）を用

いて行った。希釈したcDNAを鋳型にプライマーWFU－7とプライマーWEL－4を用い、

反応液50μ1（最終濃度；0．2μM各プライマー、0．4mM　dNTP、0．4mM　PCR　DIG合成ミ

ックス、1×PCRバヅフアー、　Expand　Hlgh　Fideli重y　DNAポリメラーゼ2．6　uni1s）を、94。C

3分間で初期変性した後、94。C　1分間、55℃30秒間、72℃1分間を30から35サイク

ルの反応を行い、72℃10分間の伸長反応を行った。

　雌性生殖個体3尾、有性生殖個体3尾の卵巣から、上述の2．1．と同様に全RNAを抽出

した。全RNA5μgをホルムアルデヒド変性アガロースゲルで1×3一（N－morpholino）

pmpanesulfonic　acid（MOPS）泳動バッファー（20mM　MOPS、2mM酢酸ナトリウム・1mM

EDTへ）中で泳動した。泳動終了後、ゲルを20×SSC（3M　NaCl、300mMクエン酸ナト

リウム；pH7．0）中に浸して、1回につき15分間の平衡化を2回行った。20×SSCを用い、

ナイロンメンブレン（商品名BIODYNE　PLUS；Pall　BioSupPo貢DMsion，USA）に一晩キャ
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ビラリートランスファーした。終了後、UVクロスリンカーにて紫外線を120mJ／cm2照射

しRNAをメンブレンに固定した。

　シグナルの検出には、Roche社のDlG発光検出キットを用いた。　RNA固定したメンブ

レンをハイブリダイゼーションバヅグにいれ、1枚につき10m1のハイブリダイゼーショ

ン・バヅファー（50％ホルムアミド、　5×SSC、　0．1％N。ラウロイルサルコシン、0．02％

SDS、2％Rocheプロヅキング試薬）を加えて、50℃で1．5から2時間のプレハイブリダ

イゼーションを行った。ハイブリダイゼーション・バヅファーを除き、95。Cで5分間熱

変性した前述のDIG標識プローブ（最終濃度；10－20ng／mDを含んだハイブりダイゼー

ションバヅファーをメンブレン1枚につき、10ml加えて、50℃で一晩のハイブリダイゼ

ーションを行った。ハイブリダイゼーション終了後、メンブレンを洗浄液1（2×SSC、0．1％

SDS）を用いて室温で5分間ずつ2回、洗浄液2（0．5×SSC、0．1％SDS）を用いて室温で

15分間ずつ2回洗った。シグナルの検出には、DIG標識核酸検出キヅト（Roche．　USA）

用いた。メンブレンを、0．3％Tween　20入りマレイン酸バッファー（100mMマレイン酸、

150mM　NaCl；pH7．5、0．3％Tween　20）で1分間平衡化した。続いて、プロヅキング溶液（1％

Rocheブロッキング試薬、100mMマレイン酸、　150mM　NaC1；pH7．5）中に1時間浸した

後、ブロッキング溶液で10，000倍希釈したアルカリフォスファターゼ標識抗D1G抗体（キ

ヅトに添付）液中で30分間インキュベートした。抗体溶液を捨て、0．3％Tween　20入り

マレイン酸バヅファーで2回、1回あたり15分間、メンブレンを洗浄した。洗浄液を捨

てた後、検出バヅファー（100mM　Ths－HC1、100mM　NaCl：pH　9．5）に2分間平衡化した。

DIG標識プローブに結合したアルカリフォスファターゼの基質であるdisodium　3一（4－

methoxyspiro｛1，2－dioxetane－3，2’。（5’一chloro）tricyclo【3．3．1．13フjdecan｝一4。y1）phenylphospha1e

（CSPD）を検出バヅファーで100倍に希釈した溶液（0．25mM　CSPD）にメンブレンを浸

し、37。Cで30分間インキュベートした後、　X線フィルムに3時間感光させた。
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3．結　果

3．1．脚81ホモローダのcl）NA塩基配列　3’一、5’一RACEおよび、　w8θ1のほぼ全長を含

むプライマーWEU－7とWEL－8（図6）を用いたPCR産物の塩基配列の解析から、3回

忌雌性生殖ギンブナの卵巣由来のwθ81ホモローダのcDNA塩基配列の全長を決定した

（図6；DDBJ　Accessi・n　No．　ABO51198）。3倍体雌性生殖ギンブナの卵巣由来の肥θ1ホモ

ローダは、全長1，934bpで526個のアミノ酸残基をコードしており、3’一回転写領域に

cytoplasmic　polyadenylation　element　site（CPE部位；TmAκr）とポリAシグナル

（AArAAA）を含んでいた（図6）。一方、2倍体有性生殖ギンブナの卵巣からもほぼ全

長の2つのwθ81ホモローダのcDNAが単離できた。これらは、プライマーWEU－7とWEL－8

を用いて増幅することにより得られた。この大きさが1，799bと1．796bpの2つのホモロ

ーダの違いは、アスパラギン酸をコードするGAU（486－488bp）の3つの塩基の欠失があ

るかどうかのみであった。2倍体個体から得られた1，799bpのwθ81ホモローダの塩基配

列（2n（gat＋））と、3倍体個体から得られたw881ホモローダの同じ範囲での比較では、

塩基配列の違いは4箇所で見られたが、いずれも非転写領域にあり、タンパク質のアミ

ノ酸配列を変化するものではなかった（図7）。ギンブナ卵巣由来のw8θ1ホモローダが

コードするタンパク質は、8個のSer－Pro／Thr－Proモチーフ（図6）含んでいた。8個の

Ser－Proπhr－Proモチーフのうち、7個がアミノ末端に存在した。

　3．2．w¢θ1遺伝子の構造　上記でw881のcDNA配列が決定された3倍体雌性生殖ギン

ブナと同一個体のゲノムDNAを用い、ゲノム領域のwθd遺伝子の塩基配列を決定した。

w8θl　cDNAのほぼ全長を含んで設定したプライマーWEU－7とWEL－8を用いて行った

10ng－PCRにより、約6．3kb（type　l）（図8、9；DDBJ　Accession　No．）と6．lkbp（type　lD

（DDBJ　Accession　No．）のPCR産物が得られた。ゲノム領域の塩基配列と先に決定した

cDNAの塩基配列とを比較した結果、　type　I、type　II共に、12個のエクソンを含んでい
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ること、開始コドンMe1が第2エクソンに存在すること、イントロンとエクソンの各境

を特徴づけるGTIAGルールに忠実であることがわかった（図8）。　w881遺伝子のゲノム

領域配列からスプライスされると予測されるイントロン配列を除いたエクソンのみから

なる配列を、上述の3倍体のwθ81cDNAの配列と比較すると、　type　1とcDNAでは非転

写領域に1箇所、type　I1とcDNAでは非転写領域に5箇所とオーブンリーディングフレ

ーム（ORF）領域に4箇所の塩基置換が見られた。しかし、いずれの塩基置換も同義置

換であって、type　1とtype　IIがコードすると予測されるアミノ酸配列は同じであった。

また、type　1と象ype　IIの塩基配列を較べると、エクソン領域の非転写領域に4箇所とORF

領域に4箇所の変異が見られた。同様に、イントロン領域にも平均して70bpに1回塩基

置換が見られ、挿入／欠失もイントロン全体では約30箇所で見られた。それらの大半は

1－13bpのものであったが、特に第8イントロンに約200bpの挿入がtype　1にあるために、

type　Iとtype　IIの全長が大きく異なる原因となっていた。また、ゲノム領域中のイントロ

ンの挿入がある場所を、ヒト1〃θ81B遺伝子との場合と比較すると、アミノ酸コード領域

に含まれる3倍体雌性生殖ギンブナwθdにおける10個のイントロンのうち、8個のイン

トロンがヒトwθ81におけるイントロンの挿入部位に一致した（図10）。

　3．3．さまざまな種のW㏄1とのアミノ酸配列の比較　一般的に、Wee　1のプロテイ

ンキナーゼドメインはさまざまな種で良く保存されていて、逆にアミノ末端はそれぞれ

の種で特異的な配列を有する（Sun　el　aL．1999）。他種のアミノ酸配列と比較した結果、今

回得られたギンブナ卵巣からのWee1ホモローダのアミノ酸配列も、プロテインキナーゼ

ドメインはよく保存されていることが明らかになった（図11Aの［］　内）。プロテイ

ンキナーゼドメインのアミノ酸配列を比較した結果、アフリカツメガエルWee　1とは

69．9％という高い相同性を示した。ギンブナWee1と出芽酵母、真菌の仲間、ムラサキウ

ニ、ショウジョウバエ、ゴカイの仲間、アフリカヅメガエル、マウス、ヒト等のさまざ
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まな生物のWeelアミノ酸配列との比較により得られた系統樹（図11B）から、脊椎動

物のWee1は2つのグループに別れることが示唆された。一方は、　HeLa細胞由来のヒト

Wee　IA、骨芽細胞由来マウスWeel、腎臓培養細胞由来ラヅトWee1を含むグループ（体

細胞分裂型；mito1ic　1ype）であった。他方は、精巣において特異的発現を示すヒトWeelB、

卵巣あるいは成熟卵由来のアフリカツメガエルWee　lを含むグループ（減数分裂型；meiotic

重ype）であった。今回得られたギンブナ卵巣由来のWee　1は、ブートストラヅプ確率は低

いが（58．1％）、後者のグループ、アフリカツメガエルWee1とヒトWeelBの減数分裂型

に含まれた（図11B）。また、2つのWeelグループに特徴的であると思われるアミノ

末端側の配列を今回得られたギンブナ卵巣由来Wee　1と2つのヒトWee　1とそれぞれ比較

すると、体細胞分裂型のヒトWee1Aとは31．9％、減数分裂型のヒトWeelBとは35．1％の

相同性を示し、ギンブナ卵巣由来Wee1は減数分裂型であると考えられた。

　3．4組織別の発現解析　2倍体有性生殖ギンブナの脳、肝臓、腎臓、卵巣、および3

倍体雌性生殖ギンブナの卵巣、金魚の卵巣由来のcDNAを用いたPCRを行った結果、　w8θ1

遺伝子の組織特異的発現が見られた（図12）。上記のアミノ酸配列全長を用いた系統樹

解析で、2つのタイプのwθ81遺伝子が存在することが示唆されたため、2つのタイプに

保存性が高いと思われるWee1のキナーゼドメイン領域と、2つのタイプでそれぞれに特

異的であると思われるアミノ末端側、の2つの領域についてRT－PCRを行った。　Wee　1の

キナーゼドメインに設定したプライマーWEU－3とWEL－11（図13）を用いたPCRの結

果、すべての組織からPCR産物が検出された。しかしながら、5’一側の非転写領域に設定

したWEU－7とアミノ末端側に設定したプライマーWEL－4（図13）を用いたPCRでは、

2倍体ギンブナおよび3倍体ギンブナと金魚の卵巣由来cDNAを用いた場合でのみPCR

産物が検出され、他の組織からは検出されなかった。また、5’一側の非転写領域に設定し

たWEU－7とキナーゼドメインに設定したWEL。11とのプライマーの組み合わせでは、2
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倍体ギンブナおよび3倍体ギンブナと金魚の卵巣由来cDNAに明瞭なバンドが検出され・

また肝臓においても微かな増幅産物が見られた。

　3．5．RT・PCRおよびノーザンハイブリダイゼーションによる卵巣における発現量

の確認　2倍体有性生殖ギンブナ3尾、3倍体雌性生殖ギンブナ3尾の卵巣由来cDNA

を鋳型にプライマーWEU－7（図13）とWEL－4（図13）を用いたRT－PCRの結果、2

倍体ギンブナと3倍体ギンブナでPCR産物の増幅量に差は見られなかった（図14）。ま

た、プライマーWEU・7とWEL－4を用いたPCR産物をプローブにしたノーザンハイブリ

ダイゼーションにおいても2倍体有性生殖ギンブナ3尾、3倍体雌性生殖ギンブナ3尾

の卵巣いずれにもシグナルが得られ、2倍体ギンブナと3倍体ギンブナでシグナルに強

さに差は見られなかった（図15）。RNAサイズマーカー（0．28－5．58kb．　Promega，　USA）

から求められたバンドの大きさは、約1，800bで、前述のcDNAの全長とほぼ一致してい

た。
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4．考　察

　本研究では、細胞周期に関与する遺伝子wθθ1に注目し、有性生殖ギンブナと雌性生殖

ギンブナにおける、その遺伝子構造の解析と発現についての比較を行った。また、同時

に魚類では初めてゲノムDNA領域におけるw8d遺伝子の単離をおこなって塩基配列を

解析した。

本研究で単離された雌性生殖ギンブナ卵巣と有性生殖ギンブナ卵巣由来w8θ1　cDNAは、

塩基配列上は4箇所の塩基置換が見られたがいずれも非翻訳領域にあり、アミノ酸配列

上に差はなかった。定量的にmRNA量をそろえて合成したcDNAを鋳型として用いた

RT－PCRの結果からも、それぞれの卵巣においてバンドの濃さは同じで、その増幅量に差

は認められなかった。またノーザンプロヅトハイブリダイゼーションのシグナルの強度

にも差は認められなかった。これらの結果から、雌性生殖ギンブナの卵巣においても有

性生殖ギンブナの卵巣においても、機能的にも同じw8θ1遺伝子が発現していることがわ

かり、Weelが雌性生殖卵が形成される上で直接に関わる因子ではないことが示唆された。

しかしながら、2倍体ギンブナから得られたwθθ1cDNA配列は、3倍体のw881　cDNA配

列を元に、その内部に設定したプライマーを用いたRT－PCRによって得られており、こ

の為、2倍体ギンブナのcDNA配列では、3’一UIRに設定したプライマーWEL－8より下

流側70bpは欠ける。3倍体ギンブナのw881　cDNA配列では、この領域には。》喧oplasmic

polyadenylation　element　site（CPE部位、5’一㎜AAT－3’）とポリAシグナルが含まれて

いた。CPE部位は、その下流にあるポリAシグナルとの距離によってpolyA伸長を制御

することが知られており、両配列間の距離を実験的に短縮すると、本来の転写時期より

も早まって、かつその鎖長が伸びる（Simon　el　aL，1992）。さらに、多くの母性mRNAに

おいて、その翻訳が、ポリAの長さによって調節されていることが知られていて、ポリ

A鎖が30bp以下の時は翻訳が抑制された状態にあるが、その長さが100　bp以上に伸長
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すると翻訳が活性化される（Sheets　et　al．，1994．1995）。つまり、　CPE部位とポリAシグナ

ルの領域は、そのmRMAについて、いつ頃その翻訳が活性化されるのか、という情報を

持っている。例えば、ギンブナに近縁種のキンギョのMPFのサブユニヅトであるαあ2と

サイタリンBでは、3’・のこれらの翻訳制御領域は異なっており、CPE部位は。漉2にはな

いが（｝hrai　et　aL，1993）、サイタリンBには存在し（田rai　e重aL．1992）、　CPE部位とポリA

シグナル間は約100bpである。今回得た有性生殖（2倍体）ギンブナw681ではこの情報

を持った領域が明らかではない為、有性生殖ギンブナの翻訳制御が雌性生殖ギンブナと

同じであるのか、塩基配列上は今のところ明らかではない。

　いままでにも、酵母、キイロショウジョウバエ、マウス、アフリカツメガエルのWeel、

およびヒトWeelA、　WeelBのアミノ酸配列を用いた系統樹はNakanishiら（2000）によ

って報告されているが、NakanishiらはそれぞれのWee1の由来組織には注目しておらず、

今回得られたWeel系統樹では、それぞれのWee　1の由来組織に注目した結果、特に脊椎

動物には2つのwθ81グループがあることが明かとなった。体細胞組織由来のWeelから

なるグループである体細胞分裂型と、生殖組織において顕著な発現を見せるヒトWee1B

や生殖組織由来のWee　1からなるグループである減数分裂型である。今回得られたギンブ

ナ卵巣由来w8θ1　cDNAは、系統樹解析において、ブートストラヅプ確率は低かったが減

数分裂型に含まれ、また、2つの肥81グループに特徴的であると思われるアミノ末端側

の配列を2つのヒトWee　1、それぞれと比較すると、ヒトWee　1　Bに高い相同性を示した

ことから、減数分裂型であると考えられた。また、ヒト以外では、2つのグループのw881

遺伝子が両方とも単離されている種は未だないが、今回ギンブナのさまざまな組織で行

ったRT－PCRの結果から、魚類のギンブナにも、体細胞分裂型w681の存在が示唆された。

体細胞組織由来のcDNAを鋳型に行ったRT－PCRでは、キナーゼドメイン領域に設定し

たプライマーを用いた場合は増幅産物のバンドが得られるが、アミノ末端側に設定した
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プライマーを用いた場合には増幅産物が得られなかった。卵巣由来のcDNAの鋳型に同

じプライマーを用いてRT－PCRを行うと、どちらのプライマーの組み合わせでも、増幅

産物は得られた。これらの結果より、ギンブナにも、今回卵巣より得られた減数分裂型

と考えられるw881のほかに、減数分裂型とはアミノ末端側の配列は異なるが、　Wee　lキ

ナーゼドメインの配列を有する体細胞分裂型wθθ1が、体細胞組織で発現していると考え

られる。ヒトでは今までに2つのタイプのwθ81が単離されていたが、ギンブナでも2つ

のタイプのw861が存在していることが示唆され、また同時に、　Wee1の系統樹において

は、バフンウニのWee1がアウトグループとなり、魚類であるギンブナの卵巣由来Weel

が一方のグループの根元から分岐している。これらの結果からは、この2つの遺伝子グ

ループの関係については、ヒト、および、ギンブナでそれぞれの種内で重複した遺伝子

とは考えられず、wθ81遺伝子における2つのグループは、無脊椎動物にはひとつしかな

いwθ81遺伝子が、脊椎動物の共通の祖先において重複したことが示唆された。

　ゲノム領域より今回得られた2つのギンブナwβθ1遺伝子を比較すると、コードしてい

るアミノ酸配列には差はなかったが、イントロン領域には多くの塩基置換、二二／挿入

が見られた。この2つのギンブナwee　1遺伝子、　type　1と1ype　IIはどちらも、今回得られ

た減数分裂型weel　cDNAのアミノ酸配列と同じ配列をコードしていた。今回ギンブナの

肝膵臓や脳、腎臓で存在が示唆された体細胞分裂型wθ81はアミノ末端側のアミノ酸配列

が減数分裂型w8dとは異なると考えられるので、　type　Iとtype　IIは減数分裂型weel遺伝

子の2つの対立遺伝子（あるいは、コイ科魚類で起ったゲノム倍化によって重複した遺伝

子）であろうと考えられる。1ype　Iと1ype　IIでは、第8イントロンに200bpの大きな二言

（type　II）／挿入（type　1）が見られる。この領域を指標にtype　Iとlype　nのどちらを持っ

ているかを見分ける為に、その領域を含むプライマーを用いたPCRを行った結果、2倍

体にもtype　I、　type　IIは含まれていた（データは示していない）。また、2倍体ではtype　I
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あるいはtype　I1しかない個体もtype　Iとtype　Ii両方ある個体も見られたが、3倍体では1ype

Hは全ての個体に見られ、type　Iとtype　II両方ある個体か、　type　Hのみの個体しか見られ

なかった。これらのことが何を意味するのか、今のところ不明であるが、2つのw8ε1遺

伝子はイントロン領域が大きく異なっていることから、これらの遺伝子の上流に存在す

ると考えられる発現調節領域に違いがないか興味深い。ギンブナの雌性生殖機構に関し

ては、今回得られた卵巣由来のwθ81遺伝子の直接の関与については可能性は少ない。し

かし、今のところ、魚類卵巣におけるWee1タンパク質の機能やその発現調節は明らかに

なっておらず、雌性生殖機構におけるなんらかの働きは否定できない。また、本研究に

おいて、卵巣におけるw881発現量は、雌性生殖ギンブナと有性生殖ギンブナの間に差

は見られなかったが、翻訳制御については明らかになっておらず、今後、翻訳について

も解析が必要である。また、今回は放卵直前の成熟卵を持った卵巣を使用しているので、

減数分裂時の各ステージでのw881の発現量の変化などは反映されていない。雌性生殖

ギンブナと有性生殖ギンブナの各ステージの卵細胞を用いて、w紹1の発現量の変化を比

較する必要もあると考えられる。今後、Wee　1タンパク質の機能解析を通して、減数分裂

に関与するかなどの卵巣での働きの解析が必要である。
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  WEU-7
AAGGACCTCATTAAAGTITTCG CCAAGTT'CAAACGTGGTGGACCATGCGI-rCATCTCAGGTGGTCTGAAATGGCCTCTGTGAATGCAGCACAGCAGCATCTAMCIHrCTCCAGCAGTG

                                                                 MASVNAAQQHLNFSSSG
GGGAGGAGGACAGCAGTGACAATAGCI-TTGAATGGGCGCACAGGAGTGTTCCAGTCAGAAGCCCCTGTCGGACACCCCGGGTACAGCGCCACCGCACCAGGAGTATCACCGTI"rCCCCcT

  EEDSSDNSFEWAHRSVPVR S;:ltl CR IZJ:e RVQRHRTRSITV S;1,;P S
cCAACCCTACGTCTCCCATTCCGTATGCTGCI-rGGAAAAAACTCCGGCT-fTGTGACTCTCCCAGTACACCAAAGAGTIHrGCTGTCTAAAGCGACTCTACCrrGCTCTAGCAGCAAGCCAC

  NPT g{J;)' :PYAAWKKLRLCD sun S n;;.' KSLLSKATLPCSSSKPR
GTCGCAGTCAAAGAIHT'CCTTCGTTTGTCTACTGCTI"TETGATCGTATGCCCTcrGTAAACATTAACCCMCACACCAGAGACCGTGCGCAGGMCAGT(IAACACCACAAGAG AGAGCC

  RsQRFLRLsTAFDRMPsVNrNPF tl･t:ig ETvRRNsEHHKRKsq
     WEL-4
muGATGATGATGACGATGCACAAAGATCTAAGGAAACTCAGAACTCGTCAGAGGAT(IAAAATI"TCIHT-CCTCCCCTCMAGAGGCCAGCAGTGTCAGCCCGCATGCTGTCGC

  RSDDDDDDAQRSKETQNSSEDENFFLPSKRPAVSARML S-R
GrrATGAGAG'rGAGTITCTAGAGcrGAGCTGCATCGGTGTGGGCGA.GM, GGTACTGTGTATCGCTGTGTGAAGAGGTTGGATGGITGCATG]'ACGCCATCAAGCfiCTCGCGCAGGCCTA

  YESEFLELSCr ･G VGEF G't Y' St RCVKRLDGCMYA-t KNS R･ kPr
                                                                   wtV3
THrGCAGGCTCAGCCAACGAGCAGCTGGCCTrGAAGGAAGTGTACGCCCA,TGCAGTGTTgGGCCATCACCCTCATGI-TGTGCGTTACTACTC, C"kTGGGCTGAGGATGACCATATGATTA
  A G s A･ N E Q L A L･,.:/k////k.'･/vl',･/¥･/i-/k/･1･le/･.'1za/･./IV//･',u'//･/･G R H p H 'v y R v y s///if"･/･//A･/-//S･･///e/ .b-/.･iHI･'･･M･･/･r 't

TACMMTGAGTACTGTanTGGTGGTAGCcrCCATaTGq.ATMCTpm.AA.GG.A.GAGCMGGAaGIHrCncrorGTTCCTGAecTGAGTGATctGqCgrrgAgGTCTCCATGGGGC

  QNEycDGGsL"b 'A' t't E''KGSQGEFFcvpEMSsLLLqvsMGL
                                                                                                       WEV-5
TCAAATACATCCACAGCCTAGGCCTAGTGCATCTCGACATrAAACCCAGTAATATrmATCCGCCGTAGACCAAGCTCTAGTGCAGGTGG4GAGGGAGA!AGTGA4GAACIAGan
  K y 1 H s L G L v ff1,i/t/'/I/Si'1/.ll:I/1rc/:･Ipl":iSl/l,:N:'1/:ll:ISI,slS R R R p s s s A G g･/･:El:･,,G･','-OI'//s,-//IE･ '/6.'1'/E-･･//u/･E-.･,s

GCCCCTCCTAT GGnGTATATAAAATTGGTGACTTG(GTCATGTAACATCCATCTCAAATCCTCGGGTAGAGGAAGGGGATAGCCgCITCTTgGgCTTI'gttfiGT<CT.G A.GAGGACT
  P S Y G V V Y K 1 G''ti''ti'''6' 'th'''V'''t'"S'''t'i'S'''N P R V 'E E G D S R F'''L'i F' IE--V' L'R''E O' i

     WEL-11
rmCTAMGCAGATAITn-rGCACTGGGCgTGACTGTGnArrAGCTGCCGGAGCTCCACCAFrrCCTCAGMTGGAGATancrGGaCAGCCTCAGGCAGGGTGCGCTAC
  T H L.p K A D/l,11:1''ifi:l/,:'i,1:/:t:'/1/lg'/z±ti./I/:ti:i v･･L･,L A A. G ki'In/[:l:ti'.:1:E:i]1:P]i/1/Q/1//:si:I,I:la/l:D D w･ H s L N ,iQ G A L p

CCAGCCTGCCCCAGGAGI"rACCAGCACCCI"rTAAAGACCI'rCTMAGACCCTGTT'GGATCCTGATCCTACMCTAGGCCATCTGCATCTGCAI-rGTGTCGTCATGATGTACTGCGCMGG

  SLPQELPAPFKDLLKTLLDPDPTTRPSASALCRHDVLRKE
AGAGGATAGGCAAACTGGCTGCAcuCrrCGTAAGGAAI-rAAATGTGGAAAAGTrCAGAACTGCTATGCTGGAAA(IAGAACTCAAGGAGGCCCGAcrGGCTGCTACCTCACCGCAGCAGT

  R:GKLAAQLRKELNvEKFRTAMLERELKEARLAAT g;;:b QQs
CATCACAACTA6GGTorCTTCCAAAAGCTGGGAGGMGCITGTGGGCAGMGTGCTGCCCGTTCCATGAGCITTGGTTTCCCTGGATACTAGCACTGAAATTGTCATGTACTGCATGTCG

  SQLGSLPKAGRKLVGnSAARSMSFGFPGY.
TCAaCCTACATACTGTArrrcrGGMTGCMTAGTCAGATGTTrTAGCArrAATcaGCATrrorCAcrCGTGMAC"CAanTCCTCnTrrorCGttAACCCrrMCATCACCArrAT
TCATAGTrmTT'TGTGGCAT(IAATCAGTGCATAI"THrATAGIkT"rGCTGI"rGAATGGTACAIHrHT'ATcrITTCAAI"rMCTGGTGpmGTMATAAAGTT-TTTAAATGTTAAAAA
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　　　　　2倍体ギンブナの卵巣由来weelcDNA

　　　　　の塩基配列の比較：

う一方の配列においてGATが欠ける場所を示している。

　　　　　矢印は増幅に用いたプライマーを示す、．

　　　　　　　　　　　　　　図gt

　61　GGTGGTCTGAAATGGC（二T（：TGTGAATGCAG⊂A（AG⊂AG（＝AT⊂TAAACT丁CT（：CAGCAGTG

　36　．．．．．．．．．．．．．。．．．．欄．．．．．．．9．5．．．．．，．．．．．．．．．．．．，．．・・・・・・・…

1ZI　GGGAGGAGGACAGCAGTGA（：AATAGCT丁「GAATGGGCG（：A（＝AGGAGTGTTC（AGTCAGAA
　96　．．．．．．．．．．．9．．．．．．．．．．．．．．5．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．・．…　　。・

181　GC（二C（：TGTCGGA⊂AC（：（（二GGGTA（二AG⊂G（二CA（：（G⊂A⊂（＝AGGAGTAT（二AC（GTTT（（：（二（（T

156　．．．．．．．．．．．．．．．．．．9．．．．．．．．．．．．＿．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．＿．．．．

Z41　（：（：AAC⊂（TA（＝GT⊂TCC（：ATTCCGTATGCTGCTTGGAAAAAA（：T（二（：GG（：TTTGTGA⊂T（：T（

216　．．．．．．．暦．．．．．．．．．．．．．．6．．．，．．．．．．，．．，．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．

3②1　CCAGTA⊂A⊂⊂AAAGAGTTTGCTGT⊂TAAAG（GA⊂TCTA⊂CTTGCT（TAGCAG⊂AAGC⊂A（
Z76　．．．．．．．．．．．．．．．．．．．，．．．．．．，．．．．．．．．．．．．．．．．．．．，．．．．．．・・・…　　。

361　GTCG（二AGT（：AAAGATT（＝CTT（：GTTTGT（二TA（TG（TTTTGAT（：GTATG（（：CT（TGTAAA⊂A

336　．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．，．．．．．．．．．．．．．．．．．．．

4ZI　TTAA⊂⊂CTTTCA（A⊂（二AGAGA（：CGTG（GCAGGAA（二AGTGAACA（：（：A（：AAGAGGAAGAG（（：

396　．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．・．．

481　AAAGGAG　　　　ATGATGATGA（：GATG（：A⊂AAAGATCTAAGGAAA⊂TCAGAACT（：GTCAG
456　．．．．．．．．彗　聾．6．．．．．．．．．．．巳．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．

541　AGGATGAAAATT丁（TT（二CT（C（⊂TCAAAGAGGCCAGCAGTGTCAG⊂（（GCATG（＝TGT（：GC
516　．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．

6②1　GTTATGAGAGTGAGT一「T（TAGAGCTGAG（：TGCAT（GGTGTGGGCGAGT丁TGGTA（：TGTGT
576　．．．．．．．．．．．．．．．．9．．．．．6．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．9．．．。．．．．．

661　ATCG（：TGTGTGAAGAGGTTGGATGGTTG（：ATGTA（G（：（AT（AAG（：GCTCG（：G（AGGC（：TA

636　．．．．．．．．．．．．．．9．．．．．．．．．．．．．．．．．5．．．9．．．．．．．．．．．．．g．．．。。。…

7ZI　TTG（二AGGCT⊂AGC（：AA⊂GAGCAGCTGGC（TTGAAGGAAGTGTACG（C⊂ATG（AGTGTTGG
696　．，．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．，．．．．．．．．．曹．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．

781　G（（：AT（AC⊂（T⊂ATGTTGTG（二GTTACTACT（：CG⊂ATGGG⊂TGAGGATGA（CATATGATTA
756　．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．

841　TACAAAATGAGTACTGTGATGGTGGTAG⊂（TC（二ATGATG（：TATAACTGAAAAAGGAGAGC
816　．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．。．．．．．．．．，．．．．．．。．．…

9⑭1　AAGGAGAGTT（T1『CTGTG「「T⊂（二TGAGATGAGTGAT（TG（T（（T1－CAGGTCT（二CATGGGG（

876　．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．口．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．＿．．．．．．．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（2n（gat十））

　　　　　　　　・は同じ配列を、口は塩基置換の起こっていた箇所を示す。團は、
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MetとStopはそれぞれ開始コドンと終止コドンを
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2倍体ギンブナの卵巣由来weelcDNA

の塩基配列の比較

T⊂AAATA（：AT（：CA（二AGC（：TAGGC（：TAGTGCAT（：T（二GA（二ATTAAA⊂（（：AGTAATATTTTTA　　1②2②

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　995

T（：（GC⊂GTAGA（（：AAG（：TCTAGTG（：AGGTGGAGAGGGAGATAGTGAAGAAGAGGATGAAA　　1②8⑦
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1の55

G⊂C（二CT（：（：TATGGGGTTGTATATAAAATTGGTGACTTGGGT（二ATGTAACAT⊂（：AT（T（＝AA　　114②

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1115

AT（：（TCGGGTAGAGGAAGGGGATAG⊂（：GCTT（：TTGG（：（：TTTGAGGTC（＝TG（二GAGAGGACT　　12②②

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1175

ATACA（ATCT丁（：CTAAA　G（：AGATATTTTTG（：ACTGGG（：⊂TGA（：TGTGTTATTAG（：TGC⊂G　　126②

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1Z35

GAG（：T（：CA（CACTTCCT（二AGAATGGAGATGACTGG（二ACAG⊂（：T（二AGG（：AGGGTG⊂GCTAC　　13Z②

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1Z95

C（：AGCCTG（⊂C⊂AGGAGTTACCAG（二A（⊂CTTTAAAGACCTTCTAAAGACCCTGTTGGATC　　1380
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1355

CTGAT（二CTA⊂AA（TAGGC（：AT（TG（二AT（：TG（＝ATTGTGT（：GT（：ATGATGTA（TGCG⊂AAGG　　1440

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1415

AGAGGATAGG（AAA⊂TGG（：TG（：A（AA⊂T丁（：GTAAGGAAT丁AAATGTGGAAAAGTT（AGAA　　15②②
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1475

CTG（：TATG（TGGAAAGAGAACT（＝AAGGAGGC（CGACTGGCTGCTA（（：TCA（：（：G（：AGCAGT　　156②
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1535

CATCA⊂AA（TAGGGT（TCTTC⊂AAAAG（：TGG《；AGGAAG（：TTGTGGG⊂AGAAGTG（：TGC（：（：　16Z②
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1595

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　StOP

堅勢丁？今？rπ郵π1璽ll難丁鰍1丁ラ州驚Tl今Tr胴璽1丁魯羅

T（AGA（CTA（ATA（：TGTATTTCTGGAATG（二AATA　GTCA　GATGTTT’「AG（ATTAAT（AG⊂A　　174②
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1715

1丁阿鮒響丁？轡rTl今鰹rrTm’1TlrT慧璽今働丁讐鯉T今丁携

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　WEレ8

TCATA　G　　　　　　　GTGGCATGAATCA　GTG（：　ATTTATAGTTTG（TGTTGAATGGTA（：A　　186②
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1799

TTTATCTTTT（AATTAA（TGGTG⊂TT「「「AATTGTAAATAAA　GTTTTTAAATGTTAAAAA　　192②
AAAAAAAAAA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　193②

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（211（gat＋））と3倍体ギンブナの卵巣由来weel　cDNA

　　　　（続き）
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　　　　　　　　　　10　　　　　　　20　　　　　　　30　　　　　　　40　　　　　　　50　　　　　　　60

　　¢G春奪¢丁ζ｝琴丁丁轟纒τ窒マ等｛；SC§｛X｝獣｛聖日†騨み轟｛X訂§｛ぎ癒奪A¢CAτ｛｝α藷：貰（｝《了¢τ奪《磁ヨ

　　　　　　　　　　70　　　　　　　80　　　　　　　90　　　　　　　100　　　　　　　110　　　　　　　120

　　GTAAGTTGAAATTGCATGTATGTGGTTCAAAGCAGCATAATAAGACCATGTGAGTGACCT

　　　　　　　　　130　　　　　　　140　　　　　　　150　　　　　　　160　　　　　　　170　　　　　　180

　　AAGATATATTTTGAGAGAATCTGTAAATGTGTTTATCTTTTCACAACAAATTTATGAGAT

　　　　　　　　　190　　　　　　200　　　　　　210　　　　　　220　　　　　　230　　　　　　240

　　CCTTGAGATAATGAGGCCTAAGTTACCCAAGGAGACTAATCTCTTAACTTGTGATTGTTT

　　　　　　　　　250　　　　　　　260　　　　　　　270　　　　　　　280　　　　　　　290　　　　　　300

　　ACCTTACATTTTGTGTTTGTCGGTACATTTTAATTACATATAATGTAAAATAAATAAAAT

　　　　　　　　　310　　　　　　320　　　　　　330　　　　　　340　　　　　　350　　　　　　360

　　GAAACAACACCTCACAATTGCTAAGATCAAATTTATTGAACACCATAAATAATTGTATAG

　　　　　　　　　370　　　　　　380　　　　　　390　　　　　　400　　　　　　410　　　　　　420

　　GCCATCTATAGTCCCACTCTAGTTATCCACATTGATTAACCATTAATTTACACATTAGTT

　　　　　　　　　430　　　　　　440　　　　　　450　　　　　　460　　　　　　470　　　　　　480

　　GCCATACTAACCCCCTTTTTTTCCTCCTTAAA丁CTGTAACATTTTTCTGACTGCAG寸｛葺Sτ

　　　　　　　　　490　　　　　　500　　　　　　510　　　　　　520　　　　　　530　　　　　　540

　　　　　　　MASVNAAQQHLNFSSSGEE
　　　　　　　　　550　　　　　　　560　　　　　　　570　　　　　　　580　　　　　　　590　　　　　　　600

　　　　DSSDNSFEWAHRSVPVRSPC
　　　　　　　　　610　　　　　　620　　　　　　630　　　　　　640　　　　　　650　　　　　　660

　　　　RTPRVQRHRTRSITVSPSNP
　　　　　　　　　670　　　　　　　680　　　　　　　690　　　　　　700　　　　　　　710　　　　　　720

　　　　TSPIPYAAWKKLRLCDSPST
　　　　　　　　　730　　　　　　740　　　　　　750　　　　　　760　　　　　　770　　　　　　780

購TGACCTTGCAGTGCCTCAGATTCATGTAAACTTTGATGTGGTGACCATCTG
　　　　P　K

図9　3倍体ギンブナのw881遺伝子のゲノム領域の塩基配列（type　I）
1灘は非転写領域を、灘はORF領域を示す。

Exon　1

1ntron　1

Exon　2

1ntron　2

塩基配列の下にアミノ酸配列が示されている。



　　　　　　790　　　　　　800　　　　　　810　　　　　　820　　　　　　830　　　　　　840

CTGTATGCTTTTGCAGTAGCAATACATTTGGCCCTGTAAAGAATTGCTTGATGTTTATAT lntron　2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

AATCGAATTTCCTCTTCCCACAG－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SLLSKATLPCSSS

3nOXE

　　　　　　コ　　　　 　　　　　　　　む　　ね　　　　　む　　　　む

一TAACCGCTCTTTCCTT　I・t…3
　　KSQRSDDDDDDAQR
　　　　　　　　　　　 　　　　　　　　　　コ　む　　　　　　　 コ　　

CAAGCAACGACATTTTAGGAACTAGATTTTACACTGAAGTACCATTACCTTACAG醜E…4
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S　K

∩
U
C
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↑
一

り
乙
丁
5

」
一
T

　㎜

　　　　　　1210　　　　　　1220　　　　　　1230　　　　　　1240　　　　　　1250　　　　　　1260

AAAGACCATTGCTTATCCTTGTTTTTATATGTAGTAGGTTTGTCTTAATCCCACCAAAAG lntron　4

　　　　　　　　　　　　　　　　　 　　　　　 　　　　　 　　　　　 りヨ　む

CTTTGGCAAATCTATTTTGTTCTCTCATACGGTCTCCCATCTGTTGCCCTTTAG躍
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R　P

　　　　　　　　ヨヨ　　　　　　　　　　　　　　　こヨ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　こヨ　くう　　　　　　　　　　　　　　こヨアむ　　　　　　　　　　　　　ニミう　　

灘購麟懸欝醗灘羅騒雛醗灘盤糊iE・・n5

図9 3倍体ギンブナの1惚θ1遺伝子のゲノム領域の塩基配列（type　I） （続き）



　　　　　　1450　　　　　1460　　　　　1470　　　　　1480　　　　　1490　　　　　1500

醗灘鱗甲羅羅羅麟羅灘iGTGAGTCAGCACTGCC　E・・n　5

　　　　　　1510　　　　　1520　　　　　1530　　　　　1540　　　　　1550　　　　　1560

AGCCACATTGGGCTTCATGTTCTCAGTTTTCCAAATTTAAAACCCCTAAGGACTATTCTA lntron　5

　　　　　　1570　　　　　　1580　　　　　　1590　　　　　　1600　　　　　　1610　　　　　　1620

AATCTGGTTAGATTCTGTATATGGTTTTTGTGCTTCAATGAATCCTAAACCATTAGAGTT

　　　　　　1630　　　　　　1640　　　　　　1650　　　　　　1660　　　　　　1670　　　　　　1680

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　QLALKEVYAHAVLG

6nOXE

　　　　　　1750　　　　　　1760　　　　　　1770　　　　　　1780　　　　　　1790　　　　　　1800

灘欝思懸灘GTAGGACAGAAGCTCAC舩AACTACATTGACGGTCATGT　I・t…6
　　Q　N　E　Y　C　D　G

　　　　　　1810　　　　　　1820　　　　　　1830　　　　　　1840　　　　　　1850　　　　　　1860

GTTTGGTGTTGAGATTTTTCTTTCCTCTTTAACAAGGCTAACTCTTTGGTTTATTACACT

　　　　　　　　　ア　　　　　　　　　　　　　　　　　くう　　　　　　　　　　　　　　　　くう　　　　　　　　　　　　コ　　くう　　　　　　　　　　　　　　　コ　くう　　　　　　　　　　　　で　　　くう

　　　　　　GSLHDAITEKGEQGEFFC
　　　　　　1930　　　　　　1940　　　　　　1950　　　　　　1960　　　　　　1970　　　　　　1980

　VPEMSDしししQVSMGLKYIHS
　　　　　　1990　　　　　2000　　　　　2010　　　　　2020　　　　　2030　　　　　2040

慰騰懸繍繍懸羅切TGAGCTTTGTTTCTCGCATGCCTATAA　I・t…7

　LGLVHLDIKPS
　　　　　2050　　　　　　2060　　　　　　2070　　　　　　2080　　　　　　2090　　　　　　2100

CACTTGATGATGAACTGGATTTGCATGTTTAATTTCCCATTCTTTTTAG圏E…8
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　N　I　F

図9 3倍体ギンブナの脚81遺伝子のゲノム領域の塩基配列（重ype　I） （続き）



　　　　　　　2110　　　　　　2120　　　　　　2130　　　　　　2140　　　　　　2150　　　　　　2160

　　　　　　　2170　　　　　　2180　　　　　　2190　　　　　　2200　　　　　　2210　　　　　　2220

一欝TATCTACCCATTTTTACAGATGTTTAAC
　SPSYGVVYKIG
　　　　　　　2230　　　　　　2240　　　　　　2250　　　　　　2260　　　　　　2270　　　　　　2280

　TGTTAAATGCATAAATGAATTGCCAGTTTTGATTACAGTACATATTTGGGTCTTTAGTGA

　　　　　　　2290　　　　　2300　　　　　2310　　　　　2320　　　　　2330　　　　　2340

　CCTGAAACAACACATTTCTAACATTGATCTTAACTGCCCCAAAAGTAAACTCTCTTGGTA

　　　　　　　2350　　　　　2360　　　　　2370　　　　　2380　　　　　2390　　　　　2400

　TTATTGGAGGGGCAACAAAAGGACTTTTAATCTAAAGCAAAATTAAAGTTTTCATCTAGC

　　　　　　　2410　　　　　2420　　　　　2430　　　　　2440　　　　　2450　　　　　2460

　TTAAACTAATTTTGGTAACAATTCCATATGCTGTTCAGGGTG丁TTTGACCCAGGTAAAAG

　　　　　　　2470　　　　　2480　　　　　2490　　　　　2500　　　　　2510　　　　　2520

　ACATTAGTATAGTAAAGTTGTTTGGCAATGAGCAACCTCGTCATATTTCAGACTAAATGT

　　　　　　　2530　　　　　　2540　　　　　　2550　　　　　　2560　　　　　　2570　　　　　　2580

　　CACCATTTCGGTCCAATTATTTCAGCCCTCCAAAATAATTTTTGCCTAAATTTAAAAAAT

　　　　　　　　2590　　　　　2600　　　　　2610　　　　　2620　　　　　2630　　　　　2640

　　GTGGGGTGTTTATTT丁TCAACCACATTTTCAGATGCCAATCTAATAATGACAATTACCAA

　　　　　　　　2650　　　　　2660　　　　　2670　　　　　2680　　　　　2690　　　　　2700

　　AAAAATGTATTGACATTTCATTTGTAATAGGCTTTGATGTGCATTGCTAAATTAATGCAA

　　　　　　　　2710　　　　　　2720　　　　　　2730　　　　　　2740　　　　　　2750　　　　　　2760

　　TATACATTAGCGTATGTTTAATTTTATATAGTGCCTTTCCCAGGCTCAAGGACACTTTAC

　　　　　　　　2770　　　　　　2780　　　　　　2790　　　　　　2800　　　　　　2810　　　　　　2820

　　AAGGTACAAATAATCATCACAAAGAAACAATTTAAGTGGACATTGGACATTTGCCCAATT

　　　　　　　　2830　　　　　　2840　　　　　　2850　　　　　　2860　　　　　　2870　　　　　　2880

CAGGAAAAAAATGTATATATGTGATGTGACATGAATATCTTGTTCTTAAG蕪灘鎌
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　D　L　G

図9　3倍体ギンブナのw881遺伝子のゲノム領域の塩基配列（重ype　I）

Exon　8

1ntron　8

Exon　9



　　　　　　　2890　　　　　2900　　　　　2910　　　　　2920　　　　　2930　　　　　2940

　　　HVTSISNPRVEEGDSRFLAF
　　　　　　　2950　　　　　　2960　　　　　　2970　　　　　　2980　　　　　　2990　　　　　　3000

蝋懸鎌欝TATGGTATCTGTTTGAACTTTATCAG晶TGTTCTGTATGTTGC
　　　E　V　L　R　E

　　　　　　　3010　　　　　3020　　　　　3030　　　　　3040　　　　　　3050　　　　　　3060

　AGAGTTTAAACCATAGCGATCTTATCCAGAGAACTGCACTGATCTTATATACAGTGGGTA

　　　　　　　3070　　　　　　3080　　　　　　3090　　　　　　3100　　　　　　3110　　　　　　3120

　TGAATTTAAAAACAAGCTTGCTGTGGATTTAATCAGTτGTTGTCTTTTTTTTTTTTTTTT

　　　　　　　3130　　　　　3140　　　　　3150　　　　　3160　　　　　3170　　　　　3180

TTTTTTTTTTTTTCAG懸醸醗麟灘欝醗灘羅懸翻
　　　　　　　　　　　　　　　　　　DYTHLPKADIFALGL

　　　　　　　　3190　　　　　3200　　　　　3210　　　　　3220　　　　　3230　　　　　3240

　　TVLLAAGAPPLPQNGDDWHS
　　　　　　　　3250　　　　　3260　　　　　3270　　　　　3280　　　　　3290　　　　　3300

　　　LRQGALPSLPQELPAPFKDL
　　　　　　　　3310　　　　　　3320　　　　　　3330　　　　　　3340　　　　　　3350　　　　　　3360

　懸GTGCATTTTAAAAGCCGTACATGTGTGTGGTTTATTGAACGCTCTAATτTTCT
　　　L　K

　　　　　　　　3370　　　　　　3380　　　　　3390　　　　　　3400　　　　　　3410　　　　　　3420

　　CTCTCTCTCTGATGTTCCTTAACTCAGAGTTTACACTTTCCGAAAACATTCACTGGAGCA

　　　　　　　　3430　　　　　3440　　　　　3450　　　　　3460　　　　　3470　　　　　3480

　　GTGCCTTTCAAAAGGTGCAGCTTTGTACCTTATTTGTCCCTAAATCAGGGGTGTCAAACA

　　　　　　　　3490　　　　　　3500　　　　　　3510　　　　　　3520　　　　　　3530　　　　　　3540

　　CACGGCCCGCAGAGGTGTCCAATCCGCCCCGCAGCAGGATTTAAACAACAATATAAAAAT

　　　　　　　　3550　　　　　　3560　　　　　　3570　　　　　　3580　　　　　　3590　　　　　　3600

　　AAATTAAACATCACTTTGAAAATTAAATAAAGGGTGTTCGCTAAAATGTTTGATTTTGAA

図9　3倍体ギンブナの肥81遺伝子のゲノム領域の塩基配列（lype　I）
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　　　　　　3610　　　　　3620　　　　　3630　　　　　3640　　　　　3650　　　　　3660

TTTAAAGAGGAACAAATTAATTTACGTTATATTACGCCTCGGGAGTCTGGACACTTAACA

　　　　　　3670　　　　　　3680　　　　　　3690　　　　　　3700　　　　　　3710　　　　　　3720

TGCGCCTTTTAAAGCGGCGCCAGAATCTCAAGCAGCATGAGGATATGATGATTGCTTGTG

　　　　　　3730　　　　　　3740　　　　　　3750　　　　　　3760　　　　　　3770　　　　　　3780

TGACAATTTTCTTGTGATTτTAAACATGTCGAAAAGAAGACAGTTTGGCCTGGAACGATG

　　　　　　3790　　　　　3800　　　　　3810　　　　　3820　　　　　3830　　　　　3840

GACAGGCTATTTAAGGAGAAACGCCAATGTGTACGTTTAATCACAATTCGTGGCTAATAT

　　　　　　3850　　　　　　3860　　　　　　3870　　　　　　3880　　　　　　3890　　　　　　3900

TAAATTACACTGATGCACTGGACAGCTTCGTATAGAGAAAGGATATGAGCAAGGAGTGTG

　　　　　　3910　　　　　3920　　　　　3930　　　　　3940　　　　　3950　　　　　3960

CAATATTTATCGTGTACTAATATCCTAACGGGTTGTTTTAATGATGTGCGAACTGACATT

　　　　　　3970　　　　　3980　　　　　3990　　　　　4000　　　　　4010　　　　　4020

TTTTACTTTGAAAAACTCAATGTGTGTTTTTTTTTTTGTTGGCAGTGTCAGATGTAGGCT

　　　　　　4030　　　　　4040　　　　　4050　　　　　4060　　　　　4070　　　　　4080

ATCAGGTTACAATAGAATTCAAAATATGAGGCAAAAGTGCCCTGTATTTTAAATATTTAT

　　　　　　4090　　　　　4100　　　　　4110　　　　　4120　　　　　4130　　　　　4140

ATCATGATCGT丁AAGAAATGTCTAACTATAACAAGCGTGTTGCTTTCCCGAATGTCAGTG　　lntron　10

　　　　　　4150　　　　　4160　　　　　4170　　　　　4180　　　　　4190　　　　　4200

CGATTGCTTTTATACAATAGCTCAACTAAAAAGATGCTAGTATTAAGTGTGTTATATCAG

　　　　　　4210　　　　　4220　　　　　4230　　　　　4240　　　　　4250　　　　　4260

TCACAATGCTGTCTATCTC丁TGTTTCGCCAAGGAAAAGTTTTTAACAAGGCCAGAGAAAG

　　　　　　4270　　　　　4280　　　　　4290　　　　　4300　　　　　4310　　　　　4320

ACCAATTGTGTGTCTCCGTGCAGCACTGAGTATTTTGTTACGGAATGGATCTCTGTTTTT

　　　　　　4330　　　　　4340　　　　　4350　　　　　4360　　　　　4370　　　　　4380

　GATCAAAGCATTTCAATCTATGATTCACTGGCCTATTCATAGACAATCTC丁AACTTCATT

　　　　　　4390　　　　　4400　　　　　4410　　　　　4420　　　　　4430　　　　　4440

TCTAAATGAATCGGCCGTTTTGAATGAGTCAGTTGATCACTCAAAGACCGAGATTTGCTG

　　　　　　4450　　　　　4460　　　　　4470　　　　　4480　　　　　4490　　　　　4500

　CCACCTACTGATAGCTTTAGTGTCATTTATTTATCCATGTCAGGCTTAAACCATCTCAAA

図9　3倍体ギンブナのw881遺伝子のゲノム領域の塩基配列（type　D　（続き）



　　　　　　　4510　　　　　4520　　　　　4530　　　　　4540　　　　　4550　　　　　4560

　AACTCTCTGCAAAATATGGTTATGTCATTTTGTGTCAATATTGAACACCCCTAAAATAAC

　　　　　　　4570　　　　　4580　　　　　4590　　　　　4600　　　　　4610　　　　　4620

　CTAGCATCATCTTCAAAAAAAGTTTTCCTATATGTGTATACACACACACACACACACACA

　　　　　　　4630　　　　　4640　　　　　4650　　　　　4660　　　　　4670　　　　　4680

　CACACTTTTTTTGTAAATTATATTGTAGTTTGTATGGTTAATATTAATGTAATTGTAAGC

　　　　　　　4690　　　　　4700　　　　　4710　　　　　4720　　　　　4730　　　　　4740

　AAACTAGAGTTTAACAAAAAGGTAATTTGGCCCGCACAAGGGGACATTTTCTGCAATCTG

　　　　　　　4750　　　　　4760　　　　　4770　　　　　4780　　　　　4790　　　　　4800

　GCCCTCAACCTTAAATGAGTTTGAGACCCCTGCCCTAAATGATACATATTAGTACATTCT

　　　　　　　4810　　　　　4820　　　　　4830　　　　　4840　　　　　4850　　　　　4860

　GAATGGGTACCACAGCTTTATAGAGAGCTCTTCAAAATAGTTGTGCCACTAACATTAAAG

　　　　　　　4870　　　　　4880　　　　　4890　　　　　4900　　　　　4910　　　　　4920

　TCCAAAACAAGAATGACATATAAAAAGTACAGGGTGTTTAATGCACATTTCAGAATTCAT

　　　　　　　4930　　　　　4940　　　　　4950　　　　　4960　　　　　4970　　　　　4980

　ATTTACCCTATAATTTTTATTAGTGTTGCCTAAATAAACACATTTGTGGAATTGTGACCC

　　　　　　　4990　　　　　5000　　　　　5010　　　　　5020　　　　　5030　　　　　5040

　TGGACCACAAAACCAGTCATAAGGGTCAATTTTTGGAGTTTATTATTATTTTTTTTATAT

　　　　　　　5050　　　　　　5060　　　　　　5070　　　　　　5080　　　　　　5090　　　　　　5100

　ACTATATCATCTGAAAGCTGAATAAATAAGCTTTTCACTGACGTGTGGTTTGTTAGGATA

　　　　　　　5110　　　　　　5120　　　　　　5130　　　　　　5140　　　　　　5150　　　　　　5160

　GGACAATATTTGGTTGAGATAATACTATTTGAAAATCTTGAATCTGAGGGTGCAAAAAAA

　　　　　　　5170　　　　　5180　　　　　5190　　　　　5200　　　　　5210　　　　　5220

　AAATCTGAATATTGTAAAAAAAAAAAAAGAAAATCGCCTTTTTTTTTTTTTTTTAGTTGT

　　　　　　　5230　　　　　5240　　　　　5250　　　　　5260　　　　　5270　　　　　5280

　CCAAATTAAGTTCTTAATCAAATTACTATCTTAATGATTTTTTTTTTTTTTTTTTCAGAA

　　　　　　　5290　　　　　5300　　　　　5310　　　　　5320　　　　　5330　　　　　5340

　AAGAAAAATGTATAGTCTTGATCAATACAA丁GTGTTGTTGACTATTGCTACAAATA丁ACC

　　　　　　　　5350　　　　　5360　　　　　5370　　　　　5380　　　　　5390　　　　　5400

　　TATGCAGCTTAAAGTCAGCATGAAGTCAAAACTGACTTTGTTAGCCTGCATTGCTAGTCT

図9　3倍体ギンブナのwθ81遺伝子のゲノム領域の塩基配列（type　l）

lntron　l　O

（続き）



　　　　　　　5410　　　　　5420　　　　　5430　　　　　5440　　　　　5450　　　　　5460

　TGATGTGAACAAGTAATCCAACTGTTAGGTTTCTATGAGTGAGAGACAGAGCGGAGGAGC

　　　　　　　5470　　　　　5480　　　　　5490　　　　　5500　　　　　5510　　　　　5520

　GCAAACATAAAACCAATGGTCTATTCAATATTCAATTTCAGCTGGAATTACGTCACTGCT

　　　　　　　5530　　　　　　5540　　　　　　5550　　　　　　5560　　　　　　5570　　　　　　5580

　CAACTTTTGGTTCATGCAGACTTTTAAGACTGGTTTTGTGGTTCAAAACTTGTTAGAACT

　　　　　　　5590　　　　　5600　　　　　5610　　　　　5620　　　　　5630　　　　　5640

　GGTACTTCTGGTTTTAAAGTTGATTACATTTTATATCAGTCTCTAATATGTACAATACAT

　　　　　　　5650　　　　　　5660　　　　　　5670　　　　　　5680　　　　　　5690　　　　　　5700

　　　　　　　　　　　　　　TLLDPDPTTRPSASAL

　　　　　　　5710　　　　　　5720　　　　　　5730　　　　　　5740　　　　　　5750　　　　　　5760

　　CRHDVLRKERIGKLAAQLRK
　　　　　　　5770　　　　　　5780　　　　　　5790　　　　　　5800　　　　　　5810　　　　　　5820

一羅醗羅GTGAGATGAGTTATCTTG
　　E：LNVEKFRTAMLER
　　　　　　　5830　　　　　5840　　　　　5850　　　　　5860　　　　　5870　　　　　5880

　TGTTGGACTATTCTGTAGTACTCTATTTCATGAGGTAGCATTTATTTACTTτTTTGGACT

　　　　　　　5890　　　　　5900　　　　　5910　　　　　5920　　　　　5930　　　　　5940

　AATCACTTCTGCTTATAGAGGTCTTAAATTGCCATGCCTTTTTACTTCTATTTAG灘
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　E　L

　　　　　　　5950　　　　　　5960　　　　　　5970　　　　　　5980　　　　　　5990　　　　　　6000

　　　KEARLAATSPQQSSQLGSLP
　　　　　　　6010　　　　　　6020　　　　　　6030　　　　　　6040　　　　　　6050　　　　　　6060

　　　KAGRKLVGRSAARSMSFGFP
　　　　　　　6070　　　　　　6080　　　　　　6090　　　　　　6100　　　　　　6110　　　　　　611iO

　霧麹奪ア鱗ぎτ導灘山霧￥癖‡毒｛：占奪¢森ぎ古筆奪奪響¢港鯖導憎み奪姦γ戦e実奪享燕聯

　　　G　Y　＊

図9　3倍体ギンブナのw881遺伝子のゲノム領域の塩基配列（type　I）
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　　　6130　　　　　　6140　　　　　　6150　　　　　　6160　　　　　　6170　　　　　　6180

CTSGAATGCAAτ《G了CA6《τ¢マTττA6C《T了《《「「CA§CATず『6了C《CTCGTGA《ACTτC《　　Exon　12

　　　6190　　　　　6200　　　　　6210　　　　　6220　　　　　6230　　　　　6240

6《T㏄了C了1rτTτ｛葺¢｛…τ’ぎAACCC了τ《蕪C《T｛：A㏄《「τ了唖《ττCAτA6了τ丁丁τTぎTτ｛i…τ｛≧6C《

　　　6250　　　　　　6260　　　　　　6270　　　　　　6280

了GAATく｝A魯τ㏄AτArrττ《rrAGマγTGC芋Sτ↑G

図9　3倍体ギンブナのw8ε1遺伝子のゲノム領域の塩基配列（1ype　1）（続き）
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S. cerevisiae (X73966)
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Aspergillus nidulellus (U25693, ankA gene)
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weelB (ACee4918)

n.s

langsdorfi (this study, ABe51198)

  Rattus sp. (D31838)
 lee

  M. musculus (D3e743)
1ee

H. sapiens weelA (Ule564)

Meiotic type

Mitotic type
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Xl: X. Iaevis (AF035443), HsB: Homo sapiens WeelB HsA;

(B)Weel7 l- /MntYJ2fteeMLs73 NJzal:.k 6%Mtw

(A)SgscortskCa;C.a.
Homo sapiens WeelA,

langsdodi,

Rn: Rurtus

Xen: X

sp., Mm

. Iaevis (I.'13962).

: Mus musculus t
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β一actin

2倍体有性生殖ギンブナ3倍体雌性生殖ギンブナ

「「一一「「「一一「

図14　複数個体を用いたRT－PCRの結果：レーン番号1～3は有性生殖ギ

ンブナの卵巣由来cDNAを、レーン番号4～6は雌性生殖ギンブナの卵巣由

来cDNAを鋳型に貯一PCRを行った。　wee1の検出にはプライマーWEU－7と

WEL－4を、β一アクチンの検出にはプライマーAUとAL690を使用した。



2倍体有性生殖ギンブナ　3倍体雌性生殖ギンブナ

wee1

β一actin o，螂鞘蝉鱒●摩

図15　ノーザンプロットハイブリダイゼーションの結果：レーン番号1～3

は有性生殖ギンブナの卵巣由来cDNAを、レーン番号4～6は雌性生殖ギンブ

ナの卵巣由来cDNAを鋳型にRT－PCRを行った。　wθe1の検出にはプライマー

WEU－7とWEL－4を、β一アクチンの検出にはプライマーAUとAL690を使用し
た。



Rl filv-espt

Primer name used for Sequence (5i-3')

wee1-5

wee1-3

WEU-1

WEL-2

WEL-4

WEU-3

WEU-5

WEU-6

WEU-7

WEL-8

WEU-9

WEL-1O

WEL-11

WEL-12

WEL-13

Notl(dTl8)

Adaptorl

AU (B -acitn)

AL690 (B-acitn)

PCR/Sequencing

PCRISequencing

Sequencing

5'-RACE/PCR/Sequencing

PCR/Sequencing/Probe synthsis

PCR/Sequencing

3'-RACEISequencing

Sequencing

PCRISequencinglProbe synthsis

PCR/Sequencing

Sequencing

Sequencing

PCR/Sequencing

Sequencing

Sequencing

3i.RACE

3L.RACE

PCR/Probe synthsis

PCR/Probe synthsis

GTSAAYATYAAYCCYrTYACHCC

DGCYARRAAVCGACTRTCMCC

ATGCTGTCGCG'TTATGAGAG

ATAGCATCATGGAGGCTACC

ATcAcTccTl-rGGcTcrrcc

TGITGTGCGITACTACTCCG

(MTGAAAGCCCCTCCTATGG

GAGAGGATAGGCAAACTGGC

GGACCTCATT-1'AAAGITrrCG

CAACAGCAAACTATAAATATG

rrGTGACTCTCCCAGTACACC

GGTGAGGTAGCAGC(MGT( nc

GAAGATGTGTATAGTCCTCTCGC

AAGGI-T'GGAGGGG(!WVNCGG

GGGCATACGACAAAAAGAGG

AACTGGAAGAArrCGCGGCCGCAGGAAT(18)

TGGAAGAAITCGCGGCCocAG

ATGGATGAGGAAATCGCTGC

ocAGAGAGGAA(!VSLGGAGGCG



表2 シークエンシング用FITC付きプライマー各種

Primer　name used　for Sequence（51－3’）

WEGU－1

WEGL－2

WEGU－3

WEGL－4

WEGU－5

WEGL－6

WEGU－7

WEGL－8

WEGU－9

WEGL。10

WEGU－11

WEGL－12

Sequencing

Sequencing

Sequencing

Sequencing

Sequencing

Sequencing

Sequencing

Sequencing

Sequencing

Sequencing

Sequencing

Sequencing

CCTCTTCCCACAGAGTTTGC

GTCTCTCACTCAAAGAAACC

TGTGATGGTAGGACAGAAGC

GAAAATGTCCCCTTGTGCGG

TTTCAGACTAAATGTCACC

CGTACACAτTGGCGTTTCTC

CTCAGAGTTTACACTTTCCG

AAACCGATACCATACCTCTC

GTCACAATGCTGTCTATCTC

TCTTCACTATCTCCCTCTCC

CACAAAACCAGTCATAAGGG

TGAAGGGCAACAGATGGGAG



第2章

生殖システムの異なる日本産ギンブナCαrα∬’μ∫α〃r伽∫’砺g∫4αガの卵巣における

特異的発現遺伝子の検出

概　要

　日本産ギンブナ（C．α．’αη8∫40が｝）は、2倍体個体では有性生殖による繁殖が行われるが、

多倍数体個体では雌性生殖により母個体にクローナルな娘個体を産出する。雌性生殖個

体の卵成熟過程では、有性生殖個体の場合とは異なり、第一減数分裂時に分裂せずに極

体を放出しないまま第二減数分裂に進行する現象が観察されており、卵成熟過程の制御

において何らかの遺伝子発現の違いが予測される。そこで、雌性生殖を行う3倍体ギン

ブナの卵巣と有性生殖を行う2倍体ギンブナの卵巣において、発現の異なる遺伝子を網

羅的に検出するために、2倍体有性生殖ギンブナの卵巣由来cDNAから3倍体雌性生殖

ギンブナの卵巣にも存在するcDNAを除く、逆に3倍体卵巣由来のcDNAから2倍体ギ

ンブナの卵巣にも存在するcDNAを除くという、cDNAサブトラクションを行った。cDNA

サブトラクション法により得られた計334個のクローンについて塩基配列を決定し、ク

ローン同士の相同性、およびデータベース上の既知遺伝子との相同性を解析した。この

結果、データベースの既知遺伝子に60bp以上の長さで40％以上の相同性を示したはクロ

ーンは226個、相同性を示さなかったクローンは108個であった。既知遺伝子に相同性

を示した226個のクローンは、複数のクローンがひとつの遺伝子に相同性を示すものも

あり、計132種の遺伝子種に分類された。また、相同性を示さなかったクローンの中で

も、クローン同士で相同性のあるものがあり、108個のクローンは計104種の遺伝子種に

分類された。このように分類された計236種の遺伝子種のなかから、特に、クローン数

の多い遺伝子種あるいは細胞周期に関わる遺伝子に相同性のある遺伝子種について、発

現量の解析を行った。あわせて11種の遺伝子種について、クローンの塩基配列をもとに

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　26



各々プライマーを設定し、これらのプライマーを用いて、雌性生殖ギンブナと有性生殖

ギンブナの卵巣由来のcDNAを鋳型にRT．PCRを行った結果、それぞれの個体に特異的

な4種の増幅産物を得た。雌性生殖個体に特異的な増幅産物は、ヒトDOCKI80（dedicator

of　cylo－kinesis）に相同性が高い産物と、新規遺伝子の産物であった。また有性生殖個体に

特異的増幅を示す遺伝子は、ゼブラフィヅシュのアポリポプロテインE前駆体タンパク

質に相同性の高い産物と、新規遺伝子の産物の二つであった。さらに、得られた増幅産

物をプローブとして、ノーザン・ハイブリダイゼーションを行い、有性生殖個体と雌性

生殖個体で発現量が異なることを確認した。

キーワード；雌性生殖、ギンブナ、cDNAサブトラクション法
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1．序　論

　現在のところ、魚類の減数分裂期に発現しているさまざまな遺伝子がどのように卵成

熟に関わっているかは、ほとんど明らかになってはいない。そこで、第1章では、細胞

周期を制御する遺伝子のひとつに注目し、その遺伝子の単離および発現の解析を試みた。

また、雌性生殖魚の卵成熟過程には、すでに有性生殖生物で単離されている遺伝子以外

に、さらに未知遺伝子の関与の可能性が考えられる。従って、現在までに知られている

減数分裂を制御する遺伝子のみでなく、日本産ギンブナにおける雌性生殖個体の卵巣と

有性生殖個体の卵巣において、異なる発現を示す遺伝子を網羅的に検出することも、雌

性生殖を分子レベルで理解する上で非常に重要である。そこで、サブトラクション法

（subtractive　hybddization）によって、雌性生殖ギンブナと有性生殖ギンブナの成熟した

卵巣で発現量の異なる遺伝子の検出を行った。

　ある組織由来のcDNAは、その組織で発現しているさまざまな遺伝子の転写産物の混

合物であって、その組織特有のさまざまな遺伝子を含んだプールとなっている。2つの

遺伝子プールを比較し、遺伝子の発現量の差を解析する方法には、cDNAサブトラクショ

ン法、ディファレンシャル・ディスプレイ法（Llang＆Pandee．1992）やマイクロアレイ

法（Schena，　et　aL，1995）などがある。しかし、マイクロアレイ法にはアレイを作る機械や

シグナル検出用の特殊な機器を必要とし非常にコストがかかる。本研究の前に行った、

有性生殖ギンブナと雌性生殖ギンブナの卵巣由来のcDNAを用いたディファレンシャル・

ディスプレイ法の結果、有性生殖ギンブナと雌性生殖ギンブナで異なる電気泳動像（バ

ンドパターン）を得た。しかし、各々に特異的に現れたバンドをクローニングして塩基

配列を決定し、各々のバンドを増幅するプライマーを設定して、プローブを合成し、デ

ィファレンシャル・ディスプレイ法に用いた個体のみでなく複数個体についてノーザン

ハイブリダィゼーションを行った結果、有性生殖ギンブナあるいは雌性生殖ギンブナの
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卵巣に特異的な発現は示す遺伝子は得られなかった。ディファレンシャル・ディスプレ

イ法は、10塩基長の短いプライマーを用いてPCRを行うので、プライマーの塩基配列と

相同な配列をもてばバンドが検出されるが、プライマーがアニールするはずの領域に塩

基置換が含まれる場合はバンドは現れないことになる。上記の結果から、ディファレン

シャル・ディスプレイ法は、野生集団のギンブナを用いると、遺伝的なバヅクグラウン

ドが均一でない個体同士の遺伝子プールを比較するため、対立遺伝子の塩基配列の違い

などにも敏感に反応する場合があると考えられる。サブトラクション法では、2つの遺

伝子プールに含まれるcDNA分子の中から、一方に多く含まれる分子を特異的に増幅し、

クローニングすることが可能である。すなわち、比較したい2つの遺伝子プールAとB

のcDNAを、　R∫dなどの4塩基切断の制限酵素で処理して断片化し、まず遺伝子プール

Aの断片化されたcDNAにアダプターを添加する。このアダプターを添加された遺伝子

プールA（テスターと呼ばれる）を熱変性により1本鎖にし、同様に熱変性した遺伝子

プールB（ドライバーと呼ばれる）を10～100倍量加えハイブリヅド形成させると、遺伝

子プールAにのみ存在するcDNA分子の断片だけが両端にアダプター領域を持つ断片と

して再生する。そして、アダプター領域をプライマーとして用いることにより、遺伝子

プールAにのみ存在する遺伝子断片をPCR増幅することができる。次に、テスターとド

ライバーを入れ換えることにより、遺伝子プールBにのみ存在する遺伝子断片をクロー

ニングし、比較したいそれぞれの遺伝子プールで特異的に発現している遺伝子の単離が

可能となる。このように、サブトラクション法は、マイクロアレイ法より簡便で、特別

な機器を必要とせず、またディファレンシャル・ディスプレイ法のように1塩基の置換

も逃さないという厳しい条件での検出ではなく、数100から1000塩基の長さのcDNAを

ハイブリダイゼーションすることで、多少の塩基置換があってもほぼ同じ配列を除くと

いう検出方法である。そこで、今回は、PCR（pdymerase　chain　readion）法を用いるなど
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のさまざまな改良によって、稀少な転写産物であっても感度よく検出することが期待で

きるcDNAサブトラクション法（Dialchenkq　e重aL，1996）を用い、有性生殖ギンブナある

いは雌性生殖ギンブナの卵巣の遺伝子プールに特異的に存在する遺伝子を検出した。
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2．材料および方法

2．1．供試魚およびmiAの晴製　2001年5月、三重県櫛田川において採取された野生

のギンブナについてDAPI染色法（Hamada　and　Fujita　l983：高山．1989）にて倍数性の判

定を行った。2倍体魚、3倍体魚それぞれ1尾から、卵巣を摘出した。卵巣内部から卵

を含んだ1cm角程の組織片を、　RNA溶出液（lsogen：ニヅポンジーン）1mi中にて氷上で

ホモジェナイズし、クロロホルム0．2m1を加えて激しく転倒混和しさらに室温にて3分間

程放置した。このホモジェネートを4℃、12．000×gにて5分間遠心し、上清を回収した。

これにイソプロパノール0．5mlを加え、混ぜ合わせた後、室温にて10分間放置し、4。C、

12．000xgにて10分間遠心することにより、　RNAの沈澱を得た。75％エタノールで洗浄

後、DEPC水に溶解し、分光光度計により濃度を計測した。　Ohgotex（Oligotex　dT30；Takara）

を用いて、使用法の指示通りに実施し、約250μgの全RNAから約7μgのmRNAを回

収した。

2．2．二本鎖cl）NA合成　cDNAの合成には、　cDNA　Synlhesis　Sys1em（GIBCO　BRL　USA）

を用いた。抽出したmRNA　5μgに、　CLONTECH社のPCR－Select　cDNA　Subtraction　Kitに

添付のR∫41サイトと1伽dmサイトを含んだcDNA　synlhesis　pdmer（5’一

TrrTGτAcAAGcTr3。NIN－3’）を20pm・1加え70。cで2分間変性した後、第一鎖合成の為

の反応液50μ1（最終濃度；0．5mM　dNTP、0．OIMDTr、1×1s1　strand　buffer、　M－MLV　Reverse

Transcriμase　500　units）にて、37℃で1時間合成反応を行った。反応終了後、第一鎖の合

成反応液50μ1を氷上に置き、第二本鎖を合成するために反応液（最終濃度；0．225mM　dNTP、

1×2nd　strand　buffer、100　units　E．　co”DNA　Polymerase、3．4　units　E。　coπRNase　H、12．O　unhs　E．

co1’DNA　Ligase）350μ1を混ぜ合わせた後、16℃で2時間反応した。得られた二本鎖cDNA

はフェノール・クロロホルム抽出の後、エタノール沈澱によって精製し、滅菌蒸留水に

溶解し濃度を測定した。
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2．3．cl）NAサブトラクション　PCR．Select　cDNA　Subtrac1ion　Kitを用いてサブトラクシ

ョンを行い・反応はその使用法に従った。合成された二本鎖cDNA　2μ9を制限酵素R∫d　15

u㎡tsで消化し、フェノール・クロロホルム抽出の後、エタノール沈澱によって精製し、

滅菌蒸留水5．5μ1に溶解した。まず、R∫41で消化したcDNA約1．5μ1を分けとり、滅菌

蒸留水5μ1を加えてドライバーとした。残ったR∫d消化したcDNA　4μ1を2分し、プラ

イマー部位をもつ2種類のアダプター、Adap10r　1（図1）とAdap10r　2R（図1）のどち

らかを、それぞれ結合した。結合反応は、R∫d消化したcDNA　2μgに反応液（最終濃度；

2μMAdaptor　1あるいは2μMAdaptor　2R、1×LigaIion　buffer、　T4　DNA　Ligase　400　mits）

8μ1を加えて、16℃で一晩の条件で行った。有性生殖ギンブナの卵巣cDNAと雌性生殖

ギンブナの卵巣cDNAの各々について、ドライバー、　Adaptor　lを結合したcDNA（テス

ター1）とAdaplor　2Rを結合したcDNA（テスター2R）を準備した。テスター1とテス

ター2Rに、各々独立に対照個体のドライバーをハイブリダイズさせた後、2つを混ぜ合

せ、更にもう一度対照個体のドライバーを加えて2回目のハイブリダイゼーションを行

った。詳しい条件を以下に述べる。1．5μ1のテスター1あるいはテスター2Rに、対照個

体のドライバー1．5μ1と4×Hybddization　bufεer　1μ1を加えた、計4μ1の反応液を98℃で

1分30秒間変性した後、続いて68℃で8時間で1回目のハイブリダイゼーションを行っ

た。続けて、これらの1回目のハイブリダイゼーション・テスター14μ1とハイブリダ

イゼーション・テスター2R　4μ1を混ぜ合せ、さらにドライバー3μ1に4×Hybddization

buf［er　1μ1を加えて熱変性した反応液4μ1を加えて、2回目のハイブリダイゼーション

を68℃で一晩行った。反応終了後、Dilu1ion　buf蜀er　200μ1を加え・68。Cで7分間反応した

後、一20℃で保存した。

2．4．サブトラクション産物のPCR増幅および産物のクローニング　テスターサン

プルにのみ存在し、同時に末端のアダプターが異なる分子種を増幅するために・上記の
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ように作製したハイブリダイゼーション後のサブトラクション産物を鋳型に、PCR増幅

を二段階で行った。1回目のPCRは、添加した2種類のアダプターの5’末端に共通な配

列をもつPCRプライマー（キヅトに添付、図1）を用いて、32サイクルで行った。2回

目のPCRでは、1回目のPCR産物を鋳型に、2種類のアダプターに特異的なNested　PCR

p亘mer　1（キヅトに添付、図1）とNested　PCR　phmer　2R（キヅトに添付、図1）を用いて、

12サイクルで行った。

　サブトラクトしたcDNA　lμ1を鋳型として加えた反応液25μ1（最終濃度；0．4μM

CLONTEC　PCR　pdmer　1、0．8mM　dNTP、1×PCR、TaKaRa　Ex勲g　DNA　polymerase　2。5　uni1s）

を、一本鎖のままであるアダプター末端を二本鎖にするために、まず75℃で7分間イン

キュベートした後に、PCRサイクルを94。Cで30秒間、66℃で30秒間、72℃で1分30秒

間を32回繰返した。1回目のPCR反応液を10倍希釈して、1μ1を鋳型に2回目のPCR

を行った。反応液25μ1（最終濃度；0．4μMCLONTEC　Nested　pdmer　1、0．4μMCLONTEC

Nested　phmer　2R、0．8mM　dNTP、1xPCR　buf五er、　TaKaRa　7〕αg　DNA　polymerase　2．5　units）を

94℃30秒間、68℃30秒間、72℃1分30秒間で12サイクルのPCR反応を行った。得

られたPCR産物はTベクター（pGEMイEasy　Vector；Promega，　USA）でクローニングし

た。ライゲーション反応は、Promega社（USA）のプラスミドベクターpGEM・T　Easy　Vector

50ngに対し数10～100ngのPCR産物とT4　DNAリガーゼ3u㎡ts（Promega，　USA）、最

終濃度が1×になるようにRapid　Liga1ion　bufferを加えて、16℃で4時間以上インキュベー

トした。組換えプラスミドとコンピテントセルJM109大腸菌を混ぜ、氷上に30分間放置

後、42℃1分間の熱ショヅクを加えて大腸菌を形質転換し、LB寒天培地で37℃で15時

間培養した。

　2．5．塩基配列決定および塩基配列の解析　クローニングしたPCR断片の塩基配列の

決定には、ABI　Dye　Temlinater　Cycle　Sequencing　Ready　Reaction　ki璽（Perkin－Elmer　ApPlied
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Biosystems，　USA）とABI　DNA　Sequencer　Model　373A（ABI，　USA）、あるいはBig　Dye

Teminator　Cycle　Sequencing　Ready　Reaction　kit　v2．0（Perkin－Elmer　Apphed　Biosystems．　USA）

とDNAアナライザABI　PRISM　3700（Perkin－Elmer　ApPlied　Biosystems．　USA）を用いた。

決定した塩基配列は、ソフトウェアGENETYX－MAC　version　8．（）を用いて解析した。デー

タベースとの相同性の検索は、NCBI（the　Nationa置Center　fof　Biolechn・1・gy　Info㎜ation．

USA）のウェブサイト上でのBLAST　searchにより行った。

2．6．KT・PCR　サブトラクション産物のクローンを分類し、クローン数の多い遺伝子種

あるいは細胞周期に関わる遺伝子に相同性のある遺伝子種について、RT－PCR法により発

現量の解析を行った。プライマーの設計には、OHGO　version　4．04　DNA解析ソフトウエ

アを用い、プライマーの合成はInvilrogen社に依頼した。サブトラクションした有性生殖

個体と雌性生殖個体の卵巣由来cDNAを鋳型に、反応液50μ1（最終濃度；1μM各プラ

イマー、0．2mM　dNTP、1×PCR　buf6er、　TaKaRa乃g　DNA　polymerase　2，5　units）で94℃1

分間、55℃30秒間、72℃1分間のPCR反応を行い、15サイクルから5サイクル毎に35

サイクルまで、5μ1ずつサンプリングした。有性生殖個体と雌性生殖個体で増幅量に差

が認められた4遺伝子種のプライマーを用いて、神奈川県渋田川上二部（弓張川）で捕

獲した2倍体有性生殖ギンブナ2個体と3倍体雌性生殖ギンブナ2個体の卵巣由来cDNA

を鋳型にし、複数個体で増幅量を解析した。RT－PCRの反応条件は先に行った反応を基準

にし、サイクル数は先のRT－PCRで差が確認されたサイクル数で行った。

2．7．ノーザンハイブリダイゼーションによる発現解析　DIGプローブの合成は、PCR

DIGプローブ合成キヅト（Roche，　USA）を用いて行なった。希釈したcDNAを鋳型に反

応液50μ1（最終濃度；0．2μM各プライマー、0．4mM　dNTP・0・4mM　PCR　DIG合成ミヅ

クス、1×PCR　buffer、　Expand　High　Fidelity　DNA　pdymerase　2．6　u㎡ts）中で、94℃1分間、

55。C　30秒間、72℃1分間、30から35サイクルのPCR反応を行い、標識した。
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　雌性生殖個体3尾、有性生殖個体3尾の卵巣から、上述の2．1．と同様に全RNAを抽出

した。全RNA5μ9をホルムアルデヒド変性アガロースゲルで1XMOPS泳動バヅプアー

中で泳動した。泳動終了後、ゲルを20×SSC中に浸して、1回につき15分間の平衡化を、

2回行った。20x×SSCを用い、ナイロンメンブレンに一晩キャピラリートランスファー

した。終了後、UVクロスリンカーにて紫外線を120mJ／cm2照射しRNAをメンブレンに

固定した。

　シグナルの検出には、Roche社のDIG発光検出キヅトを用いた。　RNAを固定したメン

ブレンをハイブリダイゼーション・バヅグにいれ、1枚につき10m1のハイブリダイゼー

シヨン・バヅファー（50％ホルムアミド、5×SSC、0．1％N一ラウロイルサルコシン、0．02％

SDS、2％Rocheプロヅキング試薬）を加えて、50℃で1．5から2時間のプレハイブリダ

イ毒心ションを行った。ハイブリダイゼーション・バヅファーを除き、950Cで5分間熱

変性したDIG標識プローブ（最終濃度；10－20ng／ml）を含んだハイブリダイゼーション・

バヅファーをメンブレン1枚につき、10m1加えて、50。Cで一晩ハイブリダイゼーション

を行った。ハイブリダイゼーション終了後、メンブレンを室温の洗浄液1（2×SSC、0．1％

SDS）を用いて室温で5分間ずつ2回、洗浄液2（0．5×SSC、0．1％SDS）を用いて室温あ

るいは68。Cで15分間ずつ2回洗った。シグナルの検出には、　DIG標識核酸検出キット

（Roche．　USA）用いた。メンブレンを、0．3％Tween　20入りマレイン酸バヅファー（100mM

マレイン酸、150mM　NaCI；pH7．5：0．3％Tween　20）で1分間平衡化した。続いて、プロヅ

キング溶液（1％Rocheプロヅキング試薬、100mMマレイン酸、150mM　NaCL　pH7．5）中

に1時間浸した後、プロヅキング溶液で10．000倍希釈したアルカリフォスファターゼ標

識抗ジゴキシゲニン抗体（キヅトに添付）液晶で30分間インキュベートした。抗体溶液

を捨て、0．3％Tween　20入りマレイン酸バヅファーで2回、1回当たり15分間、メンブ

レンを洗浄した。洗浄液を捨てた後、検出バッファー（100mM　Tds－HC1．100mM　NaCh　pH
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9．5）で2分間平衡化した。DIG標識プローブに結合したアルカリフォスファターゼの基

質であるCSPD（1章の2．1Lを参照）を検出バッファーで100倍に希釈した溶液（0．25mM

CSPD）にメンブレンを浸し、37℃で30分間インキュベートした後、　X線フィルムに3

時間感光した。
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3．結　果

サブトラクションを行う際に、テスターサンプルを雌性生殖ギンブナ卵巣由来のcDNA、

ドライバーサンプルに有性生殖ギンブナ卵巣由来のcDNAを用いたサンプルをST、テス

ターサンプルを有性生殖ギンブナ卵巣由来のcDNA、ドライバーサンプルに雌性生殖ギン

ブナ卵巣由来のcDNAを用いたサンプルをSDとする（表1）。

　3．1．サブトラクション産物クローン（訂クローンとSDクローン）の分類　サブ

トラクション産物を各々クローニングし、塩基配列を決定したSTクローンとSDクロー

ンは、それぞれ196個であった。クローニングされたサブトラクション産物の長さが80bp

以上であったSTクローン170個とSDクローン164個について、その塩基配列とデータ

ベースの既知遺伝子との相同性の検索を行った（表1）。STクローン170個のうち、60bp

以上の長さで既知遺伝子と40％以上の相同性が見られたクローンは119個、既知遺伝子

との相同性が40％以下であったクローンは51個であった。SDクローン164個のうち、

60bp以上の長さで既知遺伝子と40％以上の相同性が見られたクローンは107個、既知遺

伝子との相同性が40％以下であったクローンは57個であった（表1、2）。相同性の高

かった遺伝子を分類し、その遺伝子に高い相同性を示したクローン数をSTとSDで比較

すると、STでは代謝系の遺伝子と増殖、分化に関与する遺伝子の占める割合がSDより

高く、SDではシグナル伝達系の占める割合がSTに比べ高かった。続いて、クローン数

の多い遺伝子にはどういつだものがあるのかを検証するために、それぞれのクローンが

属する遺伝子種を分類した（表2）。まず、既知遺伝子との相同性が低い（40％以下）ク

ローンは、それぞれ未知遺伝子とし、そのなかで同じ塩基配列を持つクローン同士の場

合はひとつの遺伝子種として分類した。また、既知遺伝子に相同性が高いクローンの中

で、複数のクローンがデータベース上の同じ遺伝子に相同性が高い場合は・同じ塩基配

列を含んでいなくてもそれらのクローンはひとつの遺伝子種とみなした。STクローンは・
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111種の遺伝子種に分かれ、62種が既知遺伝子に相同で、49種が未知遺伝子であった。SD

クローンは、125遺伝子種に分かれ、70種が既知遺伝子に相同で、55遺伝子種が未知遺

伝子であった。リボゾームタンパク質以外に特に高い頻度でクローンが得られた遺伝子

種には、STでは、未知遺伝子に1種、　Arf（GTP結合タンパク質）、28S　rRNA、チュー

ブリンβ一2、ZP2、　ZP3等が見られた。また、　SDでは、未知遺伝子2種、アボリボプロ

テインE、シスタチン、TSCI（luberous　sclerosis　1）、　ZP2、　ZP3に複数のクローンが得ら

れた。

　3．2。KT・PCR　上記のように分類した遺伝子種の中から、　複数のクローンを含む遺伝

子種、あるいは　細胞周期に関与する可能性がある遺伝子種、の2点のどちらかを充た

す遺伝子種を選び、ST、　SDのどちらにも含まれる遺伝子種とハウスキーピング遺伝子に

相同性のある遺伝子種は除いて、計11種の遺伝子種に注目した。STクローンで分類され

た遺伝子種の中からは、細胞分裂に関与する遺伝子と相同性のあるもの5種と、複数の

クローンを含んだ耐と未知遺伝子1種の計7遺伝子種（表3）を選んだ。また、SDク

ローンで分類された遺伝子種の中からは、複数のクローンを含んだ遺伝子種であったア

ポリボプロテインE、シスタチン、TSCIと未知遺伝子1種の計4種（表3）を選んだ。

これらの遺伝子種に相同なクローンの塩基配列をもとにRT－PCR用のプライマーを作成

し、それぞれのプライマーによって増幅される遺伝子は、それぞれ候補遺伝子として表

3の通りに名付けた。SDクローンには複数クローンを含む未知遺伝子がもう1種あった

が、得られた塩基配列が短くプライマーが設定できなかった。サブトラクションを行っ

た有性生殖個体と雌性生殖個体の卵巣由来のcDNAを鋳型に、上記のプライマー11組を

用いてPCRを行い、15サイクル目から35サイクル目迄5サイクルごとにサンプリング

した（図2、3）。

　STの候補遺伝子では（図2）、　T12、は30サイクル目で3倍体雌性生殖個体の方に増
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幅産物の濃い電気泳動バンドが認められ、35サイクル目ではほぼ同じ濃さのバンドであ

った。T34、　T56はバンドが得られなかった。　T78はバンドは得られたが、いずれのサイ

クルでもバンドの濃さに差はなかった。TglOは、25、30サイクル目で3倍体雌性生殖ギ

ンブナの方に濃いバンドが認められ、35サイクル目ではほぼ同じ濃さであった。Tll12

は30サイクル目で3倍体雌性生殖ギンブナの方が濃いバンドが現れ始め、35サイクル目

も3倍体ギンブナの卵巣cDNAを鋳型にした方がバンドが濃いことが確認された。　T1314

は、20サイクル目で3倍体雌性生殖ギンブナにバンドが認められ、35サイクル目まで3

倍体ギンブナの卵巣cDNAを鋳型にした方がバンドが濃いことが確認された。このとき

のコントロールとして用いたβ一アクチンはバンドが現れ始めた25サイクル目から35サ

イクル目まで、雌性生殖ギンブナと有性生殖ギンブナでバンドの濃さに差は見られなか

った。

　SDの候補遺伝子（図3）で、　D12は、20サイクル目からバンドが現れ30サイクル目

まで2倍体有性生殖ギンブナの方に濃いバンドが認められ、35サイクル目でほぼ同じ濃

さのバンドになった。D34は増幅がほとんど見られず、35サイクル目に3倍体雌性生殖

ギンブナにバンドが現れた。D56はバンドの濃さに差は見られなかった。　D78は20サイ

クル目から2倍体ギンブナの卵巣を鋳型にした方にバンドが現れ始め、25～30サイクル

目では2団体有性生殖ギンブナの方が濃いバンドを示した。この時にコントロールとし

て用いたβ一アクチンは、3倍体雌性生殖ギンブナの方に濃いバンドが現れた。

　サイクル数が増えるとバンドの濃さに差が見られなくなったことについては、増幅量が

飽和状態となり、増幅量差がアガロースゲルでは検出できないためと判断し、サイクル

数が少ない段階でバンドの濃さに差があった候補遺伝子T12、　TglO、　T1112、　T1314、　D12、

D78について、捕獲場所の違う別集団の複数個体について増幅に差が出るか確認した。

それぞれの候補遺伝子の増幅において見られた増幅量の差が、有性生殖ギンブナ集団あ
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るいは雌性生殖ギンブナ集団に普遍的であるかどうかを判断するために、サブトラクシ

ョンを行った個体のcDNA以外に神奈川県渋田川上面部（笠張川）で捕獲された有性生

殖個体2尾、雌性生殖個体2尾の卵巣由来のcDNAについて、同様にRT－PCRを行った

（図4）。このときのPCRのサイクル数は、上述の、それぞれの候補遺伝子の増幅で差が

見られたサイクル数を基準にした。また、鋳型となるcDNA量が各サンプルで等しくな

るように、cDNAを合成する時に用いた全RNAは全ての個体で等量としたが、同時に調

製した2倍体有性生殖個体1、2と3倍体雌性生殖個体2、3の4個体では、β一アクチ

ンの増幅において、3倍体雌性生殖個体のバンドがわずかに濃かった。T12は雌性生殖ギ

ンブナ3個体には明瞭な増幅産物のバンドが見られたが、有性生殖個体にはサブトラク

ションに用いた個体にのみわずかな増幅が見られただけで、有性生殖個体と雌性生殖個

体で増幅量に差が見られた。候補遺伝子T910とT1112は、全ての個体からバンドが得ら

れ、3倍体雌性生殖ギンブナのバンドがやや濃いが、β一アクチンでも3倍体がやや濃い

ことから、有性生殖個体と雌性生殖個体で増幅に明確な差は認められなかった。T1314は、

全ての個体から増幅が見られたが、有性生殖個体の方に濃いバンドが得られた。D12とD78

は、有性生殖個体全てに濃いバンドが得られ、雌性生殖個体では、2個体に薄いバンド、

1個体に濃いバンドが見られたが、コントロールのβ一アクチンと比較すると相対的に雌

性生殖個体に見られたバンドは濃さが薄かったので、全体的には増幅量は有性生殖ギン

ブナの方が多かった。

　3ふノーザンプロヅトハイブリダイゼーション　RT－PCRの結果から、増幅量に明

瞭な差が見られたT12、　T1314、　D12、　D78の4つの候補遺伝子についてプローブを合成

し、ノーザンプロヅトハイブリダイゼーションによって発現量を確認した（図5）。野生

ギンブナを用いているので個体間の差を検出してしまう可能性もあると考え、解析には

複数個体を用いた。サブトラクションを行った個体の全RNA以外に、神奈川県笠張川で
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捕獲された有性生殖個体2尾、雌性生殖個体2尾の卵巣由来の全RNAを加え、有性生殖

ギンブナ3サンプル、雌性生殖ギンブナ3サンプルについて解析を行った。シグナルバ

ンドの大きさは、RNAサイズマーカー（0．28－5．58kb，　Promega．　USA）に基づいて計算した。

また、シグナルの強度のコントロールとして、β一アクチンのプローブを用いたノーザン

プロヅトハイブリダイゼーションを行った。RT－PCRにおいて雌性生殖個体の卵巣に特異

的な増幅の見られた候補遺伝子T12のプローブを用いたノーザンプロヅトハイブリダイ

ゼーションにおいては、シグナルが得られなかった。雌性生殖個体の卵巣に特異的な増

幅の見られたもうひとつの候補遺伝子Tl　314のプローブを用いた場合は、約6，500bの大

きさのバンドのが得られたが、シグナルは有性生殖個体にも雌性生殖個体にも有り、シ

グナルの強度はβ一アクチンの結果にほぼ比例した。RT－PCRにおいて有性生殖個体の卵

巣に特異的な増幅のあった候補遺伝子D12のプローブについては、有性生殖個体の3サ

ンプルにのみ約1，270bのシグナルが認められ、シグナルの強度はβ一アクチンの結果に比

例していたが、雌性生殖個体にはシグナルは認められなかった。また、有性生殖個体の

卵巣に特異的な増幅が認められたもうひとつの候補遺伝子D78のプローブも同様に、有

性生殖個体の3サンプルに約1．000bのシグナルが認められ、シグナルの強度はβ一アクチ

ンの結果に比例していた。しかし、サブトラクションに用いた3倍体雌性生殖個体1に

も同じ大きさの弱いシグナルが得られた。コントロールとしてのβアクチンのシグナル

の強さと比較すると、相対的に3倍体雌性生殖個体1の発現量は少なく、候補遺伝子D78

は有性生殖個体での発現量の方が多いと認められた。

41



4．考　察

　サブトラクション法によって得られた約400個のクローンから、塩基配列を決定し、そ

の塩基配列の解析を行ったクローンは310個であった。これらのクローンは、219個の遺

伝子種に分類され、その中から、候補遺伝子としてll種の遺伝子種の発現を検討した（表

4）。RT－PCRの結果から、これら11種の候補遺伝子は、雌性生殖個体にも有性生殖個体

にも増幅が見られ、どちらの個体群でも発現していることが示された。しかしながら、

増幅産物のバンドの濃さを発現量として計った結果、4種の候補遺伝子において特徴的な

発現量を認めた。さらに、このうち2種の候補遺伝子については、ノーザン・ハイブリ

ダイゼーションにおいても、雌性生殖個体と有性生殖個体では発現量が異なることが示

された。ここで、複数個体に対して行ったRT－PCRにおいて特徴的な発現を示した4種

の候補遺伝子それぞれについて述べる。

　41．候補遺伝子D12　D12は、テスターサンプルに有性生殖ギンブナ卵巣由来のcDNA、

ドライバーサンプルに雌性生殖ギンブナ卵巣由来のcDNAを用いたサブトラクションサ

ンプルSDから得られた2つの相同な、長さ212bpクローンから得られた塩基配列で、ゼ

ブラフィヅシュのアボリポタンパク質E　（ApoE）前駆体cDNAに88．1％の相同性を示し

た。哺乳類においてリボタンパク質は、血漿中に含まれる脂質とタンパク質の複合体で、

脂質の輸送に重要な機能を果たしている。アボリポタンパク質は、リボタンパク質のコ

アであるトリアシルグリセロールやコレステロールエステルの表面を被う膜を構成する

タンパク質として知られている。アポリボタンパク質にはAからEまであり、アボリポ

タンパク質Eは特に低密度リボタンパク質（LDL）受容体との結合によりリポタンパク

質の組織への輸送の方向性を決定していることが知られているが、現在のところ細胞分

裂や減数分裂への関与は知られていない。魚類ではこれまでに、ゼブラフィッシュにお

いてApoEおよびアポリポタンパク質A－1（ApoA－1）のcDNAが単離されている。ゼブラ
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フィヅシュ卵ではαpoE遺伝子は卵黄多層膜に多く発現していたり（Babin　et　al．，1997）・

ニワトリにおいてはApoEがビテロジェニンに対する受容体に結合したりすることが知ら

れており（Steyrer　et　a1．，1990）、卵母細胞が成熟する過程でのタンパク質の取込みに関与

していると考えられる。卯・E遺伝子の発現の少ない雌性生殖ギンブナ卵では、減数分裂

時の鍵となるタンパク質の取込みが、阻害されることにより正常な減数分裂が進まない

可能性も考えられる。また、細胞分裂や減数分裂への関与ではないが、ApoBが近年とく

に注目されているのは、アルツハイマー病などにおけるアミロイド繊維形成に関わって

いることである（Bales　et　aL，1999，　Yamaguchi　et　aL．2001）。

　4．2．候補遺伝子T12　T12は、テスターサンプルに雌性生殖ギンブナ卵巣由来のcDNA、

ドライバーサンプルに有性生殖ギンブナ卵巣由来のcDNAを用いたサブトラクションサ

ンプルSTから得られたひとつのクローンを基に塩基配列を設定した。このクローンは、

長さ213bpで、ヒトDOCK180に77％の高い相同性を示す。ヒトDOCK180は、　Crk（CT－

10regulated　kinase，　cdc2－relaled　kinese）のSH3（Src　homology　3）ドメインに結合する主要

タンパク質のひとつとして単離され（Hasegawa　e乳aL．1996）、線虫のCED－5やキイロショ

ウジヨウバエのMBC（Myoblas1　City）（Ndane　el　aL、1998）とともにCDMファミリーと

呼ばれる（Wu＆Horvitz，1998）。線虫ではDOCKタンパク質がCrknともに細胞の移動や

食作用の促進、細胞の形を変える働きをすることが示唆されている。T12は、ギンブナ卵

巣においてはノーザンプロヅトハイブリダイゼーションではシグナルが得られなかった

ので、卵巣における発現量は非常に少ないと考えられる。しかしながら、Tl　2がDOCK180

のようにさまざまな遺伝子の上流に位置する調節因子としての働きがあるとすれば、こ

の遺伝子の発現量が微量であっても下流の遺伝子の発現や活性化の調節に大きく関わっ

ている可能性もある。RT．PCRの結果からは雌性生殖ギンブナの卵巣でより多く発現して

いることが確認されおり、このような差が何を意味するのかは突き止めるにはこの遺伝
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子の機能などを知る必要があるが、雌性生殖に関与する遺伝子である可能性は高いと考

えられる。

　4．3．候補遺伝子D78　D78はサブトラクションサンプルSDから得られた二つのクロ

ーンを基に塩基配列を設定した。2つのクローンは、長さ364bpと697bpで、短い方の

クローンの塩基配列は長い方のクローンに全て含まれる。このクローンは、データベー

ス上の既知遺伝子に相同性がなく、その機能は未知である。D78プローブを用いたノー

ザンハイブリダイゼーションでは、有性生殖個体3個体だけでなく雌性生殖個体にも1

個体にシグナルが得られたが、この雌性生殖個体でのシグナルの強さは有性生殖個体の

シグナルに比べて弱く、さらに、他の雌性生殖個体2個体ではシグナルはなかったこと

から、D78プローブは有性生殖個体で発現量の多い遺伝子を認識していると考えられる。

　4．4、候補遺伝子T1314　T1314はサブトラクションサンプルSTから得られた3つの

クローンを基に塩基配列を設定した。この3つのクローンのうちの2つは長さ147bpの

同じ領域を含むクローンで、もう1つは長さ310bpで先の二つのクローンの領域を含ん

でいる。これらのクローンは、データベース上の既知遺伝子に相同性はなく、機能など

は未知である。RT－PCRの結果では、その増幅産物のバンドの濃さの違いから、雌性生殖

ギンブナでの発現量が多いことが示唆されたが、Tl　314プローブを用いたノーザンハイブ

リダイゼーションでは、約6，500bの大きさのバンドのシグナルが雌性生殖個体にも、有

性生殖個体にも認められたので、この遺伝子の発現量は個体差が大きいのかもしれない。

　候補遺伝子T1314はテスターに雌性生殖ギンブナ卵巣を用いたサブトラクションから

得られたクローンであったが、雌性生殖ギンブナ卵巣に特異的な発現はないことが明か

となった。一方、候補遺伝子D12、　Tl　2、　D78は、それぞれ有性生殖ギンブナ、雌性生殖

ギンブナ、有性生殖ギンブナの卵巣で特徴的な発現を示した。相同性のある既知遺伝子

の機能も考えあわせると、候補遺伝子D12の有性生殖ギンブナでの特徴的発現・Tl　2の
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雌性生殖ギンブナでの特徴的発現は、雌性生殖に何らかの関与がうかがえる。また、既

知遺伝子とは相同性のない候補遺伝子D78も、雌性生殖ギンブナでは明らかに発現量が

少ないことから、これも雌性生殖に何らかのかかわりがあることが示唆され、今後の解

析が興味深い。

　最後に、本研究での結果と、日本産ギンブナと同様に有性生殖個体と雌性生殖個体が同

所的に生息することが知られている中国産ギベリオブナ（Cαrα∬」π5卿7伽∫8fわ♂εo）を用

いたサブトラクションにおける結果（招eet　aL，2001；Lian　et　aL，2001）と比較したい。中

国産品ベリオブナの雌性生殖個体の成熟卵と有性生殖個体の成熟卵由来のcDNAを用い

たサブトラクション法による解析によって、発現量に差が見られた遺伝子として、サイ

タリンA2遺伝子、ピストンH2A遺伝子、　CB102遺伝子、　YA2遺伝子（Xie　et　aL，2001）

とZP3遺伝子（Lian　et　aL，2001）の5種の遺伝子が報告された。本研究の日本産ギンブナ

を用いたサブトラクション法による解析では、これら5種類のうちピストンH2A遺伝子、

CB102遺伝子、　YA2遺伝子については検出されなかった。サイタリンA2遺伝子について

は、本研究でも、雌性生殖ギンブナからサイタリンA2遺伝子に相同性の高いクローンが

ひとつではあるが得られた。そこで、プライマーを作製し雌性生殖個体と有性生殖個体

での卵巣由来cDNAを鋳型にRT－PCRを行ったが、　PCR増幅に違いは確認できなかった

（データは示していない）。ZP3遺伝子については、日本産ギンブナでも多数のクローン

が得られた。雌性生殖ギンブナ（STクローン）からは5つのクローンが得られ、有性生

殖ギンブナ（SDクローン）からは22個のクローンが得られた。中国産ギベリオブナの

場合は雌性生殖型と有性生殖型から別々に異なる配列のZP3が単離されたが、日本産ギ

ンブナの場合は、いずれのギンブナのクローン群も大きく二つのタイプのZP3に分けら

れた。ひとつは、中国産雌性生殖ギベリオブナZP3とコイZP3により高い相同性（＞88．7％）

を示すタイプで、もうひとつは、金魚（Cα7α55’μ∫側7α∫麗5）のZP3により高い相同性（＞96。3％）
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を示すタイプである。付加的な事柄ではあるが、Lianらは、中国産ギベリオブナの起源

について、得られたZP3の相同性の検索から、雌性生殖ギベリオブナはコイに近いZP3

をもっており、祖先種において雑種形成があったことを示唆しているが、日本産ギンブ

ナにおいては、雌性生殖ギンブナにも有性生殖ギンブナにも2つのタイプのZP3が見ら

れることから、日本産ギンブナでは異なる生殖システムを持つようになる以前に雑種形

成が起ったことが示唆された。

　本研究は、雌性生殖がどのような分子機構によって成り立っているのかを理解するため

におこなったものである。サブトラクションの結果から注目した、11種の候補遺伝子の

中には、サブトラクションに用いた個体同士では確かに発現に差が見られるが、複数個

体で比較すると、生殖システムによる違いは見られないものなども存在した。最終的に

は、候補遺伝子T12が雌性生殖ギンブナ卵巣に、　D12、　D78が有性生殖ギンブナ卵巣に特

徴的な発現を示したが、それぞれの遺伝子が卵形成においてどのように関わっているか

は、未知である。雌性生殖機構の分子レベルでの理解に向けて、今後、これら3つの候

補遺伝子の全長が明らかにされ、その機能や発現が子細に解析されることが望まれる。

また、今回と同様の解析を行う場合、PCR法を利用したサブトラクション法については、

どの程度発現に差があれば特異的遺伝子が検出されるのか、あるいは発現量の非常に少

ない遺伝子は検出できるのかといったことが、今後の課題となるだろう。
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図5　ノーザンプロットハイブリダイゼーションの結果：写真の左にプロー

ブとして用いた候補遺伝子を示した。写真右はRNAマーカーを基に計算さ

れたバンドサイズ。2倍体有性生殖ギンブナ3と3倍体雌性生殖ギンブナ1

は、サブトラクションに用いた個体である。
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