
．懸’門一一想



　　　　　　　　　　　ゲノムの比較分析による

自然クローン繁殖系フナ（Cara∬加s　a礎a加51aηg5ゴorff）の遺伝学的特徴

　　　　　　　　　　2005年

麻布大学大学院　獣医学研究科　分子生物学研究室

　　　　　　　　高瀬　有加里



目次

はじめに P．1

第一章　キンギョ（和金：Cara∬fus　aura加5　aHra亡us）のミトコンドリアDNAの全塩基配列

　　　　決定および日本産フナと大陸産フナの系統学的関係について　　　　　　　　p．4

1　序論　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．5

2　方法

　2－1　材料　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．7

　2－2　DNAの抽出　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．7

　2－3　目的DNA断片の増幅　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．7

　2－4　塩基配列の決定　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．8

　2－5塩基配列の解析　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．9

3　結果

　3－1　キンギョのmtDNA塩基配列　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．10

　3－1－1　コード遺伝子　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．10

　3－1－2　tRNA遺伝子　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．10

　3－1－3　D－loop領域　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．11

　3－1－4　L鎖複製開始点　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．11

　3－1－5　GC含量　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．12

　3－1－6　相同性　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．12

　3－2　日本産フナと大陸産フナの比較

　3－2－1　系統樹　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．13

　3－2－2　相同性　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．13

4　考察

　4－1　キンギョのmtDNA塩基配列　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．14

　4－2　日本産フナと大陸産フナの比較　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．15

　4－2－1　オランダ産のフナについて　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．15

　4－2－2　日本産フナについて　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．16

　4－2－3　キンギョについて　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．16

　4－2－4　中国産フナについて　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．17

5　まとめ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　p．18



6　参考文献

7　図表

第二章　AFLP解析による3倍性ギンブナに特異的なゲノムマーカーの探索

1　序論

2　方法

　2－1　材料

　2－1－1　AFLP解析のサンプル

　2－1－2　特異的プライマーによるPCR反応に用いたサンプル

　2－2　DNAの抽出

　2－3　倍数性の判定

　2－3－1　フローサイトメトリーによる判定

　2－3－2　Ca13nDr配列による判定

　2－4　制限酵素一ライゲーション反応

　2－4－1adaptorの熱ショック反応

　2－4－2　master　mixの作成

　2－4－3　制限酵素一ライゲーション反応

　2－5　preselective　PCR反応

　2－6　selective　PCR反応

　2－6－1　master　mixの作成

　2－6－2　selective　PCR反応

　2－7　selective　PCR産物の電気泳動

　2－8　特異的な断片の切り出しとTAクローニング

　2－8－1　特異的な断片の切り出し

　2－8－2　TAクローニング

　2－9　クローニング産物の塩基配列決定

　2－10　特異的プライマーの作製

　2－11　作製した特異的プライマーによるPCR反応

　2－12　系統樹の作成

3　結果

　3－1　AFLP解析

　3－2　クローニングの結果

　3－3　特異的プライマーによるPCR反応の結果

P．19

P．25

P．26

2
。
2
』
2
。
2
2
2
2
2

0
1
噌
1
1
2

。3

a
3
’
3
2
P．33

P．33

P．34



　3－3－1Y2－2プライマーによるPCR反応の結果

　3－3－2　Y2－16プライマーによるPCR反応の結果

4　考察

　4－1　AFLP解析について

　4－2　Y2－2プライマーによるPCR反応の結果について

　4－3　Y2－16プライマーによるPCR反応の結果について

5　まとめ

6　参考文献

7　図表

P，34

P．35

P．37

P．37

P．39

P．41

P．42

謝辞 P．45



はじめに

　Amazon　Molly（Poec11∫a　fbrmosa）は単性生殖を行なう脊椎動物として最初に報告された

（Carl　and　Laura　Hubbs，1932）。単性生殖は次の3つの種類に分けられる。1、単為生殖

（parthenogenesis）、卵は組み換えや減数分裂することなしに生み出され、精子を必要とせず

に発生する。2、雌性生殖（gynogenesis）、卵は組み換えや減数分裂を行なわない。しかし、

胚の発生に精子の刺激を必要とする。その精子と卵は融合しないため、子供は母親と遺伝的に

同一である。3、雑種発生（hybridogenesis）、配偶子形成において、片方の親由来のゲノムが

排除されるため、配偶子は排除されていない方の親由来のゲノムのみを持つ。前述のAmazon

Mollyは全て雌からなる種で、配偶子の遺伝的組み換えが起らないために、母親と遺伝的に同

一な子供（娘）が生み出されることから、その生殖様式は雌性生殖に分類される。

　世界中には約17種類の雌性生殖を行なう魚がいると言われているが（V切enhoek　et　al．，

1989）、日本には3倍性ギンブナ（Carass加s　aura亡us　laηgsdorfr）（Kobayasi．1971；Kobayasi

and　Ochi，1972；Qiima　and　Asano，1977）とドジョウ科の一部（Osinov　et　al．，1983）が存在

するにすぎない。このような生殖機構は脊椎動物では大変珍しく、通常の有性生殖を理解する

上で、その細胞学的、遺伝学的解明に関心がもたれる。ギンブナには雌性生殖を行う3倍性個

体以外に、有性生殖を行う2倍体個体も存在する。これは雌性生殖機構と有性生殖機構を比較

するのに適したモデルとなる。本研究では、雌性生殖機構の解明を目指す一環として、3倍性

ギンブナゲノムの遺伝学的特徴について調べた。以下の2つのアプローチを行なった。

　ギンブナはCara∬1us　aura加s（コイCyprinidae科コイCyprininae亜科）に属し、この中

にはギンブナの他に四つの亜種、ゲンゴロウブナ　（C．a．　cロvたrf）、ナガブナ（C．　a．　burgerf）、

ニゴロブナ　（C．a．　graηdooulf5）、キンブナ　（C．　a．　subsp．）が存在する（中村、1982）。また

ユーラシア大陸にはギベリオブナ　（C．a．　gfbelfo）が、中国には中国普通鮒　（C．　a。　aura加5）が

知られている　（Cherfas，1966，1972；Kobayasi　et　al．，1973；Fan　and　Shen，1990）。本研

究では第一に、これらの系統学的関係を明確にするため、系統学的関係を調べる際によく利用

されるミトコンドリアDNA（以下mtDNA）（Avise　et　al．，1979；M∞re，1995）を解析した。

中国普通鮒を祖先とすると言われているキンギョ（和金：C．a．　aura加s）（（オima　and　Takai，

1979）のmtDNAの全塩基配列を決定し、既に報告されている3倍性ギンブナ（Murakami　et

aL，1998）、ゲンゴロウブナのmtDNAの全塩基配列との比較を行なった。また、日本産フナ

と大陸産フナの関係を詳細に調べるため、mtDNA上のNADH5遺伝子とチトクロームb遺伝

子コード領域の塩基配列を解析した（第一章）。

　次に、AFLP（amplified　fragment　length　polymorphism）解析を利用した、3倍性ギンブ

ナを識別するゲノムマーカーの探索を行なった。AFLP法は新しいDNAフィンガープリント
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法で、ゲノムDNAを制限酵素で切断し、その断片をPCR法により選択的に増幅する方法であ

る（Vos　et　aL，1995：Mueller　and　Wolfenbarger，1999）。これを用いて3倍性ギンブナと2

倍体ギンブナのゲノムDNAを比較し、3倍性ギンブナに特異的なDNAマーカーを探索した。

得られたマーカーの存在を多くの個体について解析し、3倍性ギンブナのゲノム構成および起

源について考察した（第二章）。
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　　　　　　　　　　　　　　第一章

キンギョ（和金：Carass加s　aura加s　aura亡Us）のミトコンドリアDNAの

全塩基配列決定および日本産フナと大陸産フナの系統学的関係について
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1序論
　Carasslus　aura如s（コイCyprinidae科コイCyprininae亜科）は五つの亜種、ゲンゴロウ

ブナ（C．a．　cロvferD、ギンブナ（C．　a．1angsdor育）、ナガブナ（C．　a．　burgerD、ニゴロブ

ナ（C，a．　graηdoculfs）、キンブナ（C．　a．　subsp．）に分類される（中村、1982）。またユーラ

シア大陸には、さらに二つの亜種、ギベリオブナ（C．a．　gfbe1わ）と中国普通鮒（C．　a．　aロra如s）

が知られている（Cherfas，1966，1972：Kobayasi　et　aL，1973；Fan　and　Shen．1990）。前者

の五亜種は日本に広く分布し、ギベリオブナはユーラシア大陸全域に、中国普通鮒は中国に分

布している（Chen　and　Leibenguth，1995；Ueda　and（ガima，1978）。ギンブナには有性生殖

を行なう2倍体個体の他に、雌性生殖を行なう3倍性（稀に4倍性）個体が存在している

（Kobayasi，1971；Kobayasi　and　Ochi，1972：（万ima　and　Asano，1977）。雌性生殖は単為生

殖のひとつで、卵の賦活に精子を必要とするものの卵と精子の融合が起こらず、その結果母個

体と遺伝的に同一な娘個体が産まれる生殖システムである。雌性生殖を行なう魚類として日本

国内では、3心性ギンブナの他にドジョウ科の一部（Osinov　et　al．，1983）が知られている。

このような生殖機構は大変珍しく、脊椎動物の生殖メカニズムを解明する上で適した貴重なモ

デルといえる（Murakami　and　Fu｝itani，1998a）。しかし現行のCara∬1us属の分類は形態学

的分類であり、棲息環境に応じて形態が変化し易いことや亜種間での交配が可能であることに

より分類が不明確になっている。またギベリオブナや中国普通鮒にも倍数体個体が存在してお

り（Buth　et　aL，1991）、これらの大陸産フナと日本産フナとの関係もほとんど明らかになって

はいない。このため、Carass加s属の系統学的分類を明確にすることは、倍数体個体の起源や

雌性生殖機構の獲得メカニズムを解明する上で重要である。

　ミトコンドリア（以下mt）のDNAは核DNAとは別の独自のもので、　ATP（adenosine

triphosphate）を生産する電子伝達系を構成するサブユニットのうち13種類のポリペプチド

をコードしている。塩基配列の変異速度は核DNAに比べて5～10倍速いと言われている

（Brown　et　a1．，1979）。また変異量は種や系統が分化してからの時間を反映しており、進化を

調べる上で有用な指標となる。さらに、比較的サイズが小さいため扱いが容易であること、遺

伝様式が母性遺伝をするため、1個体が1つの母系集団の代表となり得る（Moritz　et　a1．，1987）

ことなどの特徴を持っている。これらの点からMurakanUら（1998b）は3倍性ギンブナの全

mtDNA塩基配列を決定した。さらに最も多く変異が見られる部位であるD－1∞p

（displacement　reg1on）領域（Hoelzel　et　a1．，1991；Lee　et　al．，1995）の塩基配列を、国内

の各種フナについて比較することにより、多くの3倍性ギンブナの母系起源は日本の2倍体ギ

ンブナにあることを報告した（2001）。

　これまでに著者らは、ゲンゴロウブナのmtDNAの全塩基配列を決定した（DDBJ　accession

No．　ABO45144）。本研究では、　mtDNAの一部分ではなく全長を用いたより詳細な解析を行な
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うために、同じCara∬fu5属に属し、中国大陸由来であると考えられている（Qlima　and　Takai，

1979）キンギョ（和金：C．a．　aura加5）のmtDNAの全塩基配列を決定し、既に報告されて

いる3倍性ギンブナおよびゲンゴロウブナ、コイ（Cyprfηu5　caτp∫o）の塩基配列と比較した。

さらに、ユーラシア大陸および日本各地に分布する多くのフナを採集し、遺伝子コード領域

〔NADH5（以下ND5）遺伝子とチトクロームb（以下cyt　b）遺伝子〕の塩基配列変異を比

較することで、それらの系統関係を調べた。特に日本産フナと大陸産フナとの系統学的関係を

より詳細に調べることを目的とした。
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2　方法

2－1材料

　日本産フナ5尾、大陸産フナ7尾、キンギョ2尾、コイ1尾を用いた（表1）。中国産フナ4

尾は中国科学院昆明動物研究所所長、張亜平博士から、オランダ産のフナ1尾は北海道大学大

学院水産科学研究科、荒井克俊教授から、ロシアのバイカル湖産のフナ2尾はフィンランドヘ

ルシンキ大学生態系統学部、松葉周子博士から提供された。キンギョmtDNAのD－100p領域

の塩基配列、3倍性ギンブナ（AZ3系統）、ゲンゴロウブナおよびコイ（Chang　et　aL，1994）

の全mtDNA塩基配列はそれぞれGenbankから得た（ABOO8802、　ABOO6953、　ABO45144、

X61010）。倍数性はDAPI染色法（Hamada　and　Fujita，1983；高山、1989）により判定し

た。

2－2　DNAの抽出

　DNAの抽出は肝臓または血液から行なった。肝臓からの抽出はAsahidaら（1996）の方法

に従った。すなわち、TNES一尿素緩衝液（6M尿素、10mM　Tris－HC1；pH　7．5、125mM　NaCl、

10mM　ED鵬、1％SDS）500μ1中に保存しておいたキンギョの肝臓（数百㎎）を、保存液

のままホモジナイザー（テフロン製ピストン）でホモジナイズし、プロテイナーゼKを0．8㎎

加えて、37℃で2日間インキュベートした。フェノールークロロホルムーイソアミルアルコー

ル（25：24：1）処理を行ってタンパク質を変性除去した後、上清中のDNAをエタノール沈澱

させ、乾燥後TE緩衝液（10mM　Tris－HCI、1mM　EDTA；pH8．0）に溶解した。血液からの抽

出にはGenとるくん血液用（宝酒造）を用い、その方法は添付のマニュアルに従った。　DNA

溶液の濃度は波長260nmでの吸光度から求めた（0．D．260＝1の時の濃度を50μg／mlとし

て計算した）。

2－3　目的DNA断片の増幅

　すでに全mtDNA塩基配列が決定されている3倍性ギンブナ（以下AZ3）およびゲンゴロウ

ブナのmtDNA塩基配列に基づいて、キンギョ（和金）の全mtDNAを増幅させる11種類の

プライマー（表2、プライマーNo．①～⑪）を設定した。系統樹の作成に使用したmtDNA上

のND5遺伝子、　cyt　b遺伝子コード領域を増幅させるプライマーは上記の中から4種類のプラ

イマー（表2、プライマーNo．㊤④⑨⑩）を選択した。設定はNational　Biosciences，　Inc．のOUGO

6．5Primer　Analyzing　Softwareで行ない、コンピューター上での増幅確認をUniversity　of

Wisconsin，　GeneticsのAmpli蝕For　Analyzi㎎PCR　E⊃Φerimentsのソフトウエアを用いて
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行なった。

　PCR反応は全量25μ1〔鋳型DNA約200ng、1×PCR緩衝液、2．5mM　MaCI　2、0．25mM

dNTPs、各プライマー0．2μM、　LA　T爾DNAポリメラーゼ（宝酒造）2．5Uを含む〕で行なっ

た。初期熱変性を95℃3分間行った後、熱変性95℃30秒間、アニーリング50℃30秒間、伸

長反応72℃2分30秒間のセットを35サイクル、最終反応として伸長反応72℃10分間の条件

で行った。この条件はすべてのプライマーについて同一にした。PCR増幅産物の2．5μ1を電

気泳動することで目的DNA断片の増幅を確認した。

2－4　塩基配列の決定

　プライマーの作製はプライマーウォーキング法（Strauss　et　aL，1986；Kaiser　et　a1．，1989）

を用い、キンギョ（和金）に対しては40種類のシークエンシング用プライマー（表2、プライ

マーNo．1～40）を設定した。そのうちの9種類のシークエンシング用プライマー（表2、プラ

イマー一No．18～22、37～40）と、新たに作製した6種類のシークエンシング用プライマー（表

2、0～0）を、その他のフナ、キンギョ（青文金）のND5遺伝子およびcyt　b遺伝子コード

領域の塩基配列の決定に用いた。プライマーの設定はPCR用プライマーを作成したときと同

様のソフトウエアを用いて行なった。

　PCRで増幅した断片を鋳型DNAサンプルとしてシークエンス反応に用いた。サンプルは反

応の前に、exonuclease　I（Amersham　Pharmacia　Biotech，　USA）による未反応の1本鎖プラ

イマーの分解と、shrimp　alkaline　phosphatase（Amersham　Pharmacia　Biotech，　USA）によ

るデオキシヌクレオチド3リン酸の脱リン酸化処理を行った。シークエンス反応はThermo

Sequenase　Flurorescent　L8belled　Primer　Cycle　Sequencing　Kit（Amersham　Pharmacia

Biotech，　USA）を用いた。鋳型DNA　O．5pmolとFn℃標識プライマー2pmolを含む全量14

μ1の溶液を準備し、キット内に含まれるA反応液、G反応液、　C反応液、　T反応液1μ1にそ

れぞれ3μ1ずつ分注した。初期熱変性を98℃10分間行った後、アニーリング50℃30秒間、

伸長反応72℃90秒間、熱変性98℃30秒間を20サイクル行い、その後、熱変性98℃30秒間、

伸長反応72℃90秒間を20サイクルの条件で行なった。反応停止液を4μ1ずつ加えて反応を

停止させた後、自動塩基配列決定装置DSQ－2000L　DNAシークエンサー（島津製作所）を用

いて塩基配列を決定した。また必要に応じて、ABI　Dye　Terminater　Cycle　Sequencing　Ready

Reaction　Kit（Perkin－Elmer　Applied　Biosystem，　USA）を使用した。キット内に含まれる

ready　reaction　mix　2μ1に、鋳型DNA、プライマー0．8pmolを加え、96℃3分間の初期熱変

性を行ない、96℃30秒間、50℃25秒間、60℃4分間を31サイクル反応させた。エタノール

沈澱後ホルムアミドに溶解し、ABI　DNAシークエンサー373A（ABI，　USA）を用いて解析を
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行なった。

2－5　塩基配列の解析

得られた配列はソウトウエア開発株式会社のGEN㎜一融C　ver．12遺伝情報処理ソフトウ

エアを用いてコンピューター解析を行なった。Clustal　Wによるアライソメント（Thompson　et

al，1994）を行ない、近隣結合法（NJ法、　Saitou　and　Nei，1987）により系統樹を作成した。

系統樹の作図にはTree　Viewを用い（Page，1996）、信頼性は1000回繰り返した場合のブー

トストラップ値により評価した（Felsenstein，1985）。
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3　結果

3－1キンギョのmtDNA塩基配列

　キンギョ（和金）のmtDNAの全長は16．580bpで（DDBJ　accession　No．　AB111951、図

1）、既に報告されている3倍性ギンブナのAZ3より2bp長く、ゲンゴロウブナより1bp短

いものであった。この長さの違いはD－loop領域の長さによった。タンパク質をコードする遺

伝子領域やスペーサー領域において長さの違いは見られなかった。一方コイとの比較において

は、ND　6遺伝子で3bpの、5種類のトランスファーRNA（以下tRNA）遺伝子〔tRNA－Leu（U　U　R）、

tRNA－Ile、　tRNA－Ala、　tRNA－Cys、　tRNA－Tyr〕で1～2bpの、12SリボソームRNA（以下

rRNA）遺伝子で3bpの長さの違いがあり、いずれもコイの塩基数より長くなっていた。

3－1－1　コード遺伝子

　AZ3およびゲンゴロウブナと同様に、キンギョのmtDNAのH鎖には12種類のタンパク質

コード遺伝子と2種類のrRNA遺伝子、14種類のtRNA遺伝子が、　L鎖には1種類のタンパ

ク質コード遺伝子と8種類のtRNA遺伝子があった（図2、表3）。CO　I遺伝子を除いて全て

のタンパク質コード遺伝子はATGが開始コドンとなっていた。　CO　I遺伝子の開始コドンには

GTGが使用されており、これはマウスのND　I遺伝子（Bibb　et　al．，1981）、ニワトリ（De団ardins

et　al．，1990）、コイ、ドジョウ（Tzeng　et　al．，1992）　のCOI遺伝子において開始コドンと

して報告されているのと同じである。6種類のタンパク質コード遺伝子（ND　1、　CO　I、ATPase6、

CO皿、　ND4L、　ND5）はTAAが終止コドンであり、そのうちATPase6遺伝子とCO皿遺伝

子の終止コドンの最後のAはCO皿遺伝子、　tRNA－Gly遺伝子の開始と重なっていた。4種類

のタンパク質コード遺伝子（ND2、　ATPase8、　ND3、　ND6）はTAGが終止コドンで、　ND2

遺伝子とND3遺伝子の最後のAGはtRNA－Trp遺伝子、　tRNA－Arg遺伝子の開始に重なって

いた。COH遺伝子、　ND4遺伝子、　cyt　b遺伝子には終止コドンが見られず、コード領域の後

方にTが1bp挿入され、　tRNA遺伝子が連結している形となっていた。この部位では、プロセ

ッシングの際に付加されるポリAにより、UAAの終止コドンが作られると考えられている

（！㎞derson　et　aL，1981；qala　et　aL，1981）。これらの開始コドンおよび終止コドンは先に

報告されているコイ、AZ3と同様であったが、ゲンゴロウブナに対してはND5遺伝子（TAG）

のみ異なっていた。

3－1－2　tRNA遺伝子

　22種類のtRNA遺伝子は69bpから78bpの長さで、　tRNA－Ser（AGY）遺伝子を除いて典型

的なクローバーリーフ型の二次構造に折り畳まれた（図3）。この構造は7bpのアミノ酸受容

ステム、5bpのTCステムとアンチコドンステム、4bpのDHUステムから構成されていた（図

10



4）。tRNA－Ser（AGY）遺伝子はこのような構造をとらず、　DHUステムやDHUアームの見ら

れない特異なものであった。これは他の脊椎動物やニジマス（Ono力oryηo加s　myskfss）

（Zardoya　et　aL，1995）、サケ（Salmo　salar）（Hurst　et　al，1999）においても報告されている。

22種類のtRNA遺伝子はすべて3’末端にCCA配列が欠如しており、転写後の付加が行なわれ

るとみられている（L’Abbe　et　a1，1990）。

3－1－3　D－100p領域

　tRNA－Phe遺伝子とtRNA－Pro遺伝子に挟まれた領域はcontrol　regionまたは

displacement　region（D－loop）と呼ばれ（図1、塩基配列番号1～923）、H鎖複製の起点と

H、L鎖の転写開始部位である（Clayton，1982）。哺乳類におけるD－loop領域の解析から特

に保存性の高い部位conserved　sequence　block（CSB）が報告された（Southern　et　al．，1988：

Hoeレ；el　et　aL，1991：Saccone　et　al．，1991）。これは魚類においても解析が行なわれ、さらに

魚類で保存されている領域としてCSB－Dが報告されている（Lee　et　a1．，1995）。キンギョの

D－loop領域とコイ、ゲンゴロウブナ、　AZ3のD－1∞p領域のアライメントを行ない、　CSBの

一つであるcentral　conserved　region　（CCR）および、　CSB－D、　CSB　H、　CSB皿を確認した

（図5）。

　H鎖の転写プロモーター（heavy－strand　promoter；HSP）配列として、　tRNA　Phe遺伝子

の5’末端51bp上流に、ヒト（Chang　and　Clayton，1984）やコイのHSP配列と相同的な配

列が予想され、HSP部位であると思われた（図5）。一方L鎖の転写プロモーター配列

（light－strand　promoter；LSP）は確認できなかった。

　またH鎖複製開始点もコイと同様にはっきり分からなかった。

3－1－4　L鎖複製開始点

　tRNA－Asn遺伝子とtRNA－Cys遺伝子に挟まれた32bpのスペーサー領域において、

tRNA－Cys遺伝子に4bpの重なりを持つヘアピンループ型の二次構造が見られた（図6）。こ

れは11bpのステムと14bpのループから構成され、　L鎖複製開始点であると考えられた。ヒ

トやマウス、ニジマス、サケのmtDNAにおいて、複製開始期のRNA合成からDNA合成へ

の変換に関係すると言われている5’一GCCGG－3’配列（Hixson　et　al．，1986）は見つからなか

った。またRNAプライマーゼによるL鎖複製の開始に関与している、ループ内のT－rich領域

（Wong　and　Clayton，1985）が多くの哺乳類で見られているが、ニジマスやサケなどの魚類

ではC－rich領域として知られている。キンギョ（和金）のmtDNAにおいてはコイの場合と

同様にこのような領域は明らかにならなかった。
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3－1－5　GC含量

　D－loop領域およびタンパク質コード遺伝子、　rRNA遺伝子、　tRNA遺伝子についてGC含量

を調べた（表4）。D－loop領域のGC含量は34．9％で、　AT－richであった。さらにD－loop領

域を、CCR部位を挟んでtRNA－Pro遺伝子側をブロック1、　tRNA－Phe遺伝子側をブロック

3、その間のCCR部位をブロック2と三つのグループに分け（図5）、それぞれのGC含量を

調べた（表5）。ブロック1は28．6％、ブロック2は39．2％、ブロック3は36．6％であり、特

にブロック1がAT－richであった。タンパク質コード遺伝子の平均は42．0％、　rRNA遺伝子の

平均は46．0％、tRNA遺伝子の平均は44．4％だった。

3－1－6　相同性

　コイ、ゲンゴロウブナ、AZ3に対する各領域の相同性を求めた（表6）。各タンパク質コー

ド遺伝子における塩基配列の相同性では、同じ種（C。aura如s）に属するAZ3、ゲンゴロウブ

ナと全ての領域が90％以上の高い相同性を示し、アミノ酸配列においてはCOI遺伝子、

ATPase8遺伝子、　ND4L遺伝子、　ND6遺伝子で100％一致していた。さらにND4L遺伝子で

は属の異なるコイ（Cyprfηus属）とも100％一致していた。しかしCO皿遺伝子のアミノ酸配

列はコイと同一なものであった。tRNA遺伝子においては、　AZ3、ゲンゴロウブナと100％の相

同性を示すものが多くみられ〔tRNA－Phe、　tRNA－Leu（UUR）、　tRNA－Trp、　tRNA－Ala、

tRNA－Asn、　tRNA－Tyr、　tRNA－Ser（U　CN）、　tRNA－Gly、　tRNA－Leu（CUN）、　tRNA－Glu〕、

そのうちtRNA－Ser（U　CN）遺伝子、　tRNA－Glu遺伝子ではコイとの比較においても100％一致

した。tRNA－Cys遺伝子、　tRNA－His遺伝子、　tRNA－Thr遺伝子はAZ3と、　tRNA－Met遺伝

子、tRNA－Arg遺伝子、　tRNA－Pro遺伝子はゲンゴロウブナと同一なものであった。　rRNA遺

伝子では全てが90％以上で、特に12S　rRNA遺伝子はAZ3と99．3驚というかなり高い相同性

を示した。

　D－1∞p領域ではD－1∞p全体の相同性においても、各ブロックごとの相同性においてもAZ3

に対して高い値であった（表7）。CCR（central　conserved　region）部位であるブロック2

はコイ、ゲンゴロウブナと比較しても相同性が高く、かなり保存された部位であることが確認

された。
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3－2　日本産フナと大陸産フナの比較

3－2－1　系統樹

　AZ3とゲンゴロウブナを除く日本産フナ3尾、大陸産フナ7尾、キンギョ2尾（和金1尾を

含む）において、mtDNAのND5遺伝子、　ND6遺伝子、　cyt　b遺伝子を増幅するために、表2

のプライマーNo．③⑨と④⑩を使用して全長3914bpの領域の塩基配列を得た（図7）。この領

域には他に6種類のtRNA遺伝子がコードされている。　ND　5遺伝子とcyt　b遺伝子の塩基配

列を用い、コイを外群にして系統樹を作成した（図8）。

　オランダ産のフナは他と分岐し、続いてゲンゴロウブナが分かれた。その他のフナは3つの

クラスター（図8、クラスター1、H、皿）を形成した。2倍体ギンブナ、3倍性ギンブナ、キ

ンブナはクラスター1に、大陸産フナのグループはギベリオブナ（クラスターH）と中国普通

鮒（クラスター皿）の2つのクラスターに分岐した。千葉県印旛三三の3倍性ギンブナ（サン

プル名、Imba）とロシアのバイカル湖から採取されたフナ2尾（S1、　S　2）はギベリオブナの

クラスターHに、キンギョ2尾（GF－W、　GF－S）は中国普通鮒のクラスター皿に入った。3倍

性中国普通鮒のうち1尾（Caa－3n－20）はクラスターH、皿から分岐した。

3－2－2　相同性

　各フナに対するND5遺伝子およびcyt　b遺伝子の相同性を表8、表9に示した。どちらの遺

伝子ともCara∬1us内では90％以上であった。　ND5遺伝子の塩基配列において、千葉県印旛

沼の3倍性ギンブナ（サンプル名Imba）とギベリオブナ（Cag）、和金（GF－W）と青文金（GF－S）

はそれぞれ99．8％、99．9％の非常に高い値を示した。これらのアミノ酸配列の相同性はともに

100銘であった。一方cyt　b遺伝子の塩基配列においては、印旛沼の3倍性ギンブナとギベリオ

ブナ、和金と青文金、ギベリオブナとロシアのバイカル湖産のフナ（S1）がそれぞれ99．9％、

100％、99．8％で、そのアミノ酸配列ではすべて100％の相同性であった。cyt　b遺伝子のアミ

ノ酸配列ではこれらの他に、2倍性ギンブナ（2n）と3倍性ギンブナ（AZ3）、印旛沼の3倍

性ギンブナとロシア産フナ、ロシア産のフナ（S1、　S2）同士、3倍性中国普通鮒（Caa－3n－20、

Caa－3n－24）同士でも100％の相同性を示した。またロシア産フナと3倍性中国普通鮒は2倍

性、3倍性ギンブナに対しても100％の相同性であった。
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4　考察

4－1　キンギョのmtDNA塩基配列

　キンギョの歴史はA．D．265－419年まで遡ることができる。キンギョのプロトタイプは約1600

年前に中国の南の地域に出現したフナの変異型であり、キンギョとフナ、キンギョとコイ、そ

してコイとフナとの交配実験などからもキンギョの祖先はフナであると示されている（Qlima

and　Takai，1979）。Cara∬1us　aロra亡usに属するフナには7種類の亜種が存在し、そのうちギ

ベリオブナはユーラシア大陸全域に、中国普通鮒は中国に分布している。Qlimaらは細胞遺伝

学的研究により、キンギョの祖先は日本のフナ亜種ではなく、中国普通鮒であることを示した。

和金は日本のキンギョのうち、形態的に最も原型に近いタイプで、1502年に中国から伝えら

れたと言われている。本研究ではキンギョのmtDNAのより詳細な遺伝学的情報を得るために

その全塩基配列を決定した。

　キンギョのmtDNA塩基配列の遺伝子構成は表3に示したように、既に報告されているAZ3、

ゲンゴロウブナ、コイのものと同様であり、mtDNAにコードされている遺伝子や位置、長さ

などについて特に特徴的な点はみつからなかった。

　コイと同様に、D－loop領域において三つの保存性の高い部位（CCR、　CSB　H、　CSB皿）が

確認された（図5）。このうちCCRには硬骨魚類で保存された領域であるCSB－Dも見られた。

これらの領域の機能については不明のままであるが、ミトコンドリアの代謝において重要な働

きを担っていると推測される（Mignotte　et　al．，1987；Saccone　et　a1．，1987）。D－loop領域

を、CCRを挟んで三つのブロックに分けると、　CCRであるブロック2はコイやゲンゴロウブ

ナとも相同性が高く、保存された部位であることが確認された（表7）。mtDNAのD－loop

領域は変異が蓄積しやすい部位であると言われているが、その変異の多くはブロック1、3に

おいて見られることが分かった。また、D－loop領域全体および各ブロックにおける相同性は

AZ3により近い値であった。

　tRNA遺伝子における相同性は、コイのtRNA－Ala遺伝子とtRNA－His遺伝子を除いて90％

以上を示し（表6）、またAZ3、ゲンゴロウブナのみに100％を示したものもあった（AZ3で

はtRNA－Cys遺伝子、　tRNA－His遺伝子、　tRNA－Thr遺伝子、ゲンゴロウブナではtRNA－Met

遺伝子、tRNA－Arg遺伝子、　tRNA－Pro遺伝子）。tRNA遺伝子の変異はあまり起こらず、種

を超えてもよく保存されているものと思われる。

　タンパク質コード遺伝子およびrRNA遺伝子における塩基配列の相同性を比較すると、その

差は遺伝子によって様々（0．3～2．6％）であるが、どれもAZ3に対して高い相同性を示した。

またタンパク質コード遺伝子のアミノ酸配列において、その多くはAZ3とゲンゴロウブナで変

わらなかったが、ATPase6遺伝子、　CO皿遺伝子、　ND4遺伝子、　ND5遺伝子、　cyt　b遺伝子の

5つの遺伝子での差は0．2～1．1％の範囲でAZ3に近いものとなった。
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　これはキンギョとゲンゴロウブナの遺伝学的関係より、キンギョと3倍性ギンブナの関係の

方が近いことを示している。Muraka皿iら（1998a）によるギンブナの5S－related　repetitive

配列の解析においてもゲンゴロウブナよりキンギョに類縁であることが示されており、3倍性

ギンブナとキンギョの系統学的関係はゲンゴロウブナとキンギョよりも近いものであろうとの

考えが支持された。

4－2　日本産フナと大陸産フナの比較

　ユーラシア大陸にはギベリオプナの他に、同じCara∬fu5属に属するが種の異なる、Cara∬fus

cara∬fu5（ヨーロッパプナとよばれる）が分布している（Raicu　et　a1．，1981）。これはC．　aロra加s

に属するフナとの関係を調べる上で重要である。今回、オランダとロシアのバイカル湖からフ

ナを得ることができた。これらのフナと、中国で採取されたギベリオプナおよび中国普通鮒を

大陸産フナとし、日本産フナのゲンゴロウブナ、2倍体および3倍性ギンブナ、キンブナと比

較した。また、キンギョ（和金と青文金）と中国普通鮒の比較も行なった。

　mtDNA塩基配列上のND5遺伝子とcyt　b遺伝子を用い、系統樹を作成した（図8）。cyt　b

遺伝子は比較的塩基配列が短いために系統学的解析において様々な動物で利用されている

（Sorenson　et　al．，1999）。このcyt　b遺伝子と、　mtDNA上で塩基配列の一番長いND5遺

伝子を用いることにより、詳細な遺伝学的情報を得ることを目的とした。系統樹作成のために

利用した領域にはND5遺伝子、　cyt　b遺伝子の他にND6遺伝子もコードされていた（図7）。

ND6遺伝子はmtDNAによる系統樹作成に適していないことがRussoら（1996）やMiyaら

（2000）により提示されており、実際、本研究で用いた各フナのND6遺伝子におけるアミノ

酸配列の相同性はコイを除き、全てが100％であった（データには示していない）。このため

本研究の系統樹作成にはND6遺伝子を利用しないものとした。

4－2－1　オランダ産のフナについて

　Raicuら（1981）による研究は、ヨーロッパブナ（C．　carassfus）は染色体数が2n＝50で、

一方ギベリオブナ（C．a．　gfbello）は2n＝100であるため、　C．　carasslu5染色体の倍化が起こ

り、ギベリオブナ（C．aura蝕sの祖先）が発生したのではないかと提示した。オランダ産のフ

ナは系統樹において最初に分岐し、Carasslus　aura如sとは異なることを示した（図8）。使

用したフナは死亡したため｝その染色体数は不明である。したがって、ヨーロッパブナである

とは断定できなかった。今後ユーラシア大陸のフナのサンプルを増やすなどのさらなる解析に

よって、C．　carass加sとC．　aura如s間の関係をより明確にする必要があるだろう。
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4－2－2　日本産フナについて

　ゲンゴロウブナは滋賀県琵琶湖の固有種で、食用として養殖されてきた。系統樹は他のC．

aロra加s亜種から最初に分岐した。これはmtDNAを用いたLuoらのRFLP（restriction

fragment　length　polymorphism）解析（1999）やMurakamiらのD－loop解析によっても

示されている。大陸から日本に渡ってきたゲンゴロウブナの祖先は他の日本産フナの祖先と同

じ起源を持っていたものの、琵琶湖という隔離された地理的な要因を受けたことで、祖先の遺

伝学的形質を維持した。一方、日本各地に分布し、交配や棲息地域に適応した他のフナは遺伝

学的な交雑が生じ、それぞれの亜種が生まれたと思われる。

　ゲンゴロウブナ以外の日本産フナでは、千葉県印旛沼の3倍性ギンブナを除き一つのクラス

ターを形成した（図8、クラスター1）。キンブナはギンブナと同様に日本各地に分布し、地

方的な分化が見られ、東日本ではキンタロウブナ、西日本ではオオキンブナと呼ばれている。

分類学的にはナガブナ（C．a．　brue㎎eη1）と同じ学名が付けられていることもある。　ND5遺

伝子、cyt　b遺伝子の塩基配列における相同性では3倍性ギンブナに近い値を示したが、アミ

ノ酸配列では2倍体ギンブナとも変わらないものであった。3倍性ギンブナはゲンゴロウブナ

やキンブナではなく、2倍体ギンブナに由来した。

　印旛三二3倍性ギンブナは先のmtDNAの解析においてギベリオブナのクラスターに属した

ため、今回は遺伝子コード領域を用いることで、その母系起源をより解析することにした。結

果はギベリオブナのクラスター（クラスターH）に入るものであった。印旛沼には日本産フナ

と遺伝的に異なるフナ集団が棲息しており、その遺伝学的起源は大陸のギベリオブナに近いも

のらしい。3倍性ギンブナの母系起源の中には2倍体ギンブナ以外に、大陸産のフナ（ギベリ

オブナ）も関わっていることが、mtDNAの遺伝子コード領域においても確認された。

4－2－3　キンギョについて

　キンギョは和金、青文金ともに中国普通鮒（C．a．　aura加s）のクラスター（図8、クラスタ

ーm）に入った。青文金（中国名：チンウェンユイ）は中国で品種改良されたキンギョの一つ

で、日本のキンギョの原始的なタイプである和金とは起源が異なるように予想された。しかし、

和金と青文金のND5遺伝子とcyt　b遺伝子における塩基配列の相同性はそれぞれ99．9％と

100％であり、アミノ酸配列ではともに100％であった。この他、増幅したmtDNA上の約4kbp

の領域に含まれる6種類のtRNA遺伝子（図6）も100％一致していた（データは示していな

い）。これは、キンギョの祖先は日本のフナやギベリオブナではなく、中国普通鮒であるとい

う（浦maらの説を支持したものとなった。
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4－2－4　中国産フナについて

　ロシアで採取されたフナ2尾はギベリオブナのクラスター（図8、クラスターII）に入った。

ギベリオブナは中国の他、ユーラシア大陸にも広く分布している。ヨーロッパのギベリオブナ

は中国から人為的に運ばれたものであるとの説が言われていた（Banarescu，1960；

Libosvarsky，1962）。系統樹では、ヨーロッパに棲息するギベリオブナと中国に棲息するギ

ベリオブナはその母系起源が異なった。今回の結果だけでは、ヨーロッパと中国で異なるギベ

リオブナが存在しているのか、単なる使用したサンプルの問題なのか言及できなかった。今後、

ユーラシア大陸における広範囲のサンプリングが必要であると思われる。

　3倍性中国普通鮒のうち1尾（Caa－3n－20）はギベリオブナのクラスターr【や中国普通鮒の

クラスター皿とは分岐した。大陸特に中国において、ギベリオブナや中国普通鮒以外のフナの

存在が考えられた。倍数体フナや日本産フナとの関係を調べるためにも、注目したいフナであ

る。
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5　まとめ

　3倍性ギンブナとの系統学的関係を明確するために、キンギョmtDNAの全塩基配列を決定

した。その遺伝子構成は先に報告されているコイやゲンゴロウブナ、3倍性ギンブナのものと

同じであった。ゲンゴロウブナ、3倍性ギンブナと比較した結果、キンギョとゲンゴロウブナ

の関係より、キンギョと3倍性ギンブナの関係の方が近いものであった。Murakamiらによる

解析と同様に、3倍性ギンブナとキンギョの系統学的関係はゲンゴロウブナよりも近いもので

あろうとの考えが支持された。

　Carassfus属の分類をより明確にするために、　mtDNAの、一般的によく利用されるD－loop

領域やcyt　b遺伝子以外にND5遺伝子にも着目し、系統樹を作成した。日本に分布している

亜種と大陸に分布している亜種は系統学的に分岐し、それは従来言われていたこと（Murakami，

2001）と一致した。日本の3倍性ギンブナの大部分は2倍体ギンブナに由来し、一部にはギベ

リオブナに遺伝的に近い、大陸のフナ集団の遺伝子も関わっていることがND5遺伝子とcyt　b

遺伝子の解析からも示唆された。ギベリオブナでは、中国で採取されたものとロシアで採取さ

れたもので母系起源が異なった。しかしそれは使用したサンプルの問題かもしれない。今後、

ユーラシア大陸全域にわたるサンプリングが必要である。中国普通鮒は従来の説の通りキンギ

ョの祖先であることが確認された。3倍性中国普通鮒の中には中国普通鮒やギベリオブナとは

系統学的に離れる個体が存在した。大陸、特に中国において、ギベリオブナや中国普通鮒とは

別の亜種のフナの存在が示唆される。倍数体フナや日本産フナとの関係を調べるためにも今後

の解析が期待されるものである。
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12②1

1Z61

1321

1381

1441

AGTTAGTGTT

　　　　εωRI

AAGAGGGC⊂G GTAAAACTCG　TGCCAGCCAC　CGCGGTTAGA　⊂GAGAGG⊂CC

TAGTTGATAT　TACAACGGCG　TAAAGGGTGG　「「TAAGGATAA　ATAAAAATAA　AGTCAAATGG

（二CCC丁TGGC（：　GTCAτACGCT　TCTAGGCGTC　（二GAAGCCCTA　ATACGAAAGT　AAC「「「TAATA

AACCCACCTG　ACC（＝CACGAA　AGCTGAGGAA　CAAA⊂TGGGA　TTAGATA⊂CC　CA（二TATG（二TC

AGCCG丁AAAC　TTAGACATC⊂　AA⊂TA⊂AATA　GATGT⊂CGC（：　AGGGTA（＝TAC　GAGCAT丁AGC

1260

132②

138②

144②

15②0



15②1　TTAAAACCCA　AAGGACCTGA　⊂GGTGTCT（＝A　GATC⊂CC⊂TA　GAGGAGCCTG　TTCTAGAAC⊂　156②

1561

1621

1681

1741

18⑦1

GATAA⊂⊂（：CC　GTT⊂AAC（＝TC　ACCACT丁CTA　GCCAACCCAG　CCTATATACC

xわoI

GC⊂GT（：GTCA

GCTTACC（＝TG　TGAAGGTAAT　AAAAGTAAGC　AAAATGGGTA　CAACCCAAAA　CGT⊂AGGT⊂G

AGGTGTAGCG　CATGGAGTGG　GAAGAAATGG　GCTACATTTT　CTAACATAGA　ATATTA（：GAA

CATG⊂A⊂⊂AT　GAAACAGTGC　TTGAAGGAGG　ATTTAGTAGT　AAAAGGGAAA　TAGAGTGT⊂C

CTTTGAACC⊂　GG（＝TCTGAGA　⊂G⊂GTACA⊂A　⊂CGCCCGTCA　CT⊂TCC（：CTG　TCAAAATGCA

162②

168②

174⑦

18②の

186②

1861

19Z1

⊂CAAAAATAT

　　　　　　　　〃Zμ1

⊂TAATATAAT　AGCA⊂TGA⊂A AGGGGAGGCA　AGTCGTAACA　⊂GGTAAGTGT

AC⊂GGAAGGT　G⊂ACTTGGAT　CAAACC（二AGG　GTGTGGCTGA　GT丁AGTCAAG　CATCT（AC丁T

　　　　　　　　　　　　4ρoL　I　　　　　　　　　　　　←→tRNA－Vo1

1981　ACAC（：GAGAA　GACATCCATG　CAAGTTGGAT　CGCCCTGAGC

1920

198②

2②41

Z1②1

2161

Z2Z1

2281

2341

⊂AAACAG⊂TA　G⊂TTAACTAC　2②4②

⊂TAATAACTA　AACAATATAA　ATAAAATAAG

　　　　　　←→16S　rRNA

ATAGACCTAA　CACTAAAAAT TAAAT⊂ATTC

TTTTACCTGA　GTATGGGCGA　⊂AGAAAAGGT　T⊂CACAAAGC　GATAGAGATA　GTACCGCAAG

GGAAAG⊂TGA　AAGAGAAATG　AAATAA⊂⊂⊂A　TATAAGCAAT　AAAAAG⊂AAA　GATTAAGC⊂T

TGTACCTTTT　G（＝ATCATGAT　TTAG⊂（：AGTA　⊂ACCCAAGCA　AAGAGACCτT　TAGTTTGAAA

C⊂CCGAAG⊂C　AGGTGAG（：TA　CCC（：GAGACA　G（：CTATTGAG　GGCCAA（：CCG　TCTCTGTGGC

AAAAGAGTGG　GAAGAGCTCC　GGGTAGAAGT　GACAGACCTA　CCGAACCTGG　TGATAGCTGG

210の

216②

222②

228②

234②

240②

24②1

Z461

Z5Z1

2581

TTGC⊂TAAGA

　　　80ηII，50‘I

GATGGATAGA　AGTT⊂AGCCT ⊂GTACT⊂C⊂C　AAATCAAATA　AA⊂ATTAATA

AGA⊂AACAAG　AGAAACATAC　GAGAGTTAGT　TAAAGGGGGT　A⊂AG⊂CCCTT　TGA⊂AAAGGA

TACAAC⊂TTT　CTAGGAGGAT　AAAGATCATA　ATACATAAAA　⊂ATA⊂TGTT⊂　TAGTGGG⊂⊂T

AAGAGCAG（：C　A⊂CTAGATAG　AAAGCGTTAG　AG⊂T⊂AGACA　GATAGAAGTT　TATTATC　CTG

246の

Z52②

258②

264②

264・1

27②1

Z761

2821

Z881

Z941

ATAATATATC　T丁A（二TCCCCT

　　　　　　　　80ηn，∫ocI

AAATACTATG　AGGC（：AACC⊂ ATGCCCACAT　GGAAGAGATT

ATGCTAAGAT　GAGTAACAAG　AAGGCCCGCC　CTTCTC⊂AAG　CACAAGTGTA　AGCCAAATCG

GACAAGCCAT　TGGCAACTAA　CGAACT⊂AA⊂　⊂CAAGAGAGC　AATGTGGTAT　CA⊂AAAAAAA

CCTAGAAAAC　CCCACAACCT　AAATATCGTT　ACCCCCA⊂AC　TGGAGTG⊂AA⊂　AAAGGAAAG

ACTAAAAGAA　AAGGAAGGAA　CTCGGCAAA⊂　ACAAGCCTCG　CCTGTTTACC　AAAAACATCG

C（二TC（二TG（：AA　CACAACCAAG　TATAGGAGGT　C（：AGC⊂TGCC　CAGTGA⊂TAC　AAGTT⊂AACG

Z7②②

2760

28Z②

288②

Z94②

3②0②



3②②1　G⊂CG⊂GGTAT　TTTGAC⊂GTG　（二AAAGGTAGC　GCAATCA⊂TT　GT⊂TTTTAAA　TAGAGA⊂⊂TG　3②6②

3②61

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

36②1

3661

TATGAATGG（二　TAAA⊂GAGGG　CTTAACTGTC　TC⊂C⊂T↑T（二C

　　　　Oro　I

AGT⊂AGTGAA ATTGATCTA⊂

CCGTGCAGAA　GCGGGTATAA　TAATACAAGA　（：GAGAAGA（＝C　CTTTGGAGCT　TAAGGTA（二AA

AACT⊂AA⊂⊂A　CGTTAAGCAA　CTCAATAAAA　AGTGAAAACT　TTGTG　GAA⊂A　TGAGATT丁TA

⊂CTTCGGTTG　GGGCGA（＝CAC　GGAGGAAAAA　AAAGCCTCCA　GGTGGAA（：GG　GAAAATTT⊂C

TAAAACTAAG　AGAGA（＝ATCT　CTAAGC⊂ACA　GAA⊂AT（：TGA　C⊂AAATATGA　TCCGGCTAAT

A⊂AAGCCGAT　CAACGAACCA　AGTTAC⊂CTA　GGGATAACAG　CG（二AAT⊂CTC　TCC（＝AGAGTC

CATATCGACG　AGGGGGTTTA　CGAC⊂T⊂GAT　GTTG（≡AT⊂AG　GA（＝ATCCTAA　TGGTGCAGCC

G（：TATTAAGG　GTTCGTTTGT　T⊂AACGATTA　AAGTCCTA（＝G　TGATCTGAGT　T⊂AGAC⊂GGA

GCAATCCAGG　TCAGTTTCTA　TCTGTAACGC　TA⊂TTTTCTT　AGTACGAAAG　GAT⊂GGAAAA

GAGGGGC⊂AA　TGCT⊂AAGGC　A⊂G⊂⊂⊂CACC　CCTAATTTAT　GAAAACAAAT　AAATAAAATA

AAGGGAGGGC　⊂AAAACC⊂⊂A　GCTGG⊂⊂AAA　ATAAGGACAT　ACTGGGGTGG　CAGAGCATGG

312②

318②

324②

33②②

336②

34Z②

348②

354②

36の②

366②

372②

37Z1　丁AAATTG（＝GA

　　　　　　　　PγμII　　　　　　　　　　　　　　←→tRNA－1＿eu（UUR）

MGGCCT触G　cC⊂TCπ触C　CAGAGGπ⊂A触TCCTCπC⊂CAGτrr國378・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　←→ND1

3781

3841

3901

3961

40Z1

4②81

CTAAACA（二C（二TAATAACCCA　⊂⊂TAATTAAC　CCCTTAG⊂CT　ACATCGTACC　CGTA⊂TT（：T

GCAGTAGC⊂T　TCCTAACA⊂T　TATTGAACGA　AAGGTATTAG　GATACATGCA　A（二TACGAAA

GGACCAAA⊂G　TGGTAGGCCC　ATACGGATTA　CTACAACCAA　TTGCTGACGG　AGTAAAA（：T

T⊂AπMAG　AACCCGTCCG　CC⊂ATCTACA　TCCTCC⊂⊂ATπCTG㎜AGCTGCTC⊂

TACTAG⊂AC　TAA⊂⊂CTAGC　CATGA⊂CTTA　TGAG⊂A⊂CAA　TAC⊂TATACC　TCAC⊂CAGT

CTGAT⊂TTA　ACCTAGGGAT　C⊂TCTTTATT　CTGG⊂⊂CTAT　（＝AAGCTTTG⊂　AGTATA⊂TC

384②

39②②

396②

4②Z②

4②8②

4140

80初HI 醒ηdm

4141

4Z②1

4261

4321

4381

4441

45②1

TCCTAGGAT　CAGGATGAGC　ATCAAATTCG　AAATACGCC（二　TAATTGGAGC　ACTA（二GAGC

TAGCC（：AAA　（：GATCTCATA　TGAAGTCA（≡C　CTAGGACTTA　T（二CTTTTATC　CGTTATTA

CTCCGGGG　GATATA⊂ACT　ACAAA⊂ATTT　AATACCACT（＝　AGGAAAGCAT　CTGATTACT

TTCCCGCCT　GG⊂⊂TTTAGC　CGCAATATGG　TATATCTCAA　⊂ACTAGCCGA　AACAAACCG

GCAC（＝ATTC（…　ACCTAACAGA　AGGAGAAT⊂T　GAACTAGTGT　CCGGCTTTAA　CGTAGAATA

（二AGGAGGAC　⊂ATTTGCACT　TTT⊂TTTCTA　GCCGAATACG　⊂CAA（：ATCCT　TCTAATAAA

CCCTCT⊂AG　CTGTCTTATT　TTTAGGAGCC　T（：ACACATCC　CAAA⊂ATA⊂（：　AGAACT丁A（二

42②0

4260

43ZO

4380

444②

4500

456②

ρvロH

4561 CAAT（：AA（：C　T（＝ATAACTAA　AG（二TGCA（：TT　CTATCCATT⊂　TATT⊂⊂TATG　AGTACGAGC 46Z②



4621

4681

CGTACC⊂A⊂　GATTCCGTTA　TGA⊂⊂AACTA　ATA⊂ACCTAG　TATGAAAAAA　TTTCCTCCC

CTCA⊂A⊂TAG　⊂CTTTGTACT　ATGACATACC　GCTCTGC⊂AA　TTGCACTAG⊂　GGGG（：T⊂（＝⊂C

468②

474②

4741

48②1

4861

49Z1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　80ηH

　CA⊂AACTAT　A　CTAAGGAA　CTGTGCCTGA　GCA（：CCAAGG　AC⊂A⊂TTTGA　TAGAGTGAAT　48②②

　　　　　　　　　　　←　　　→tRNA－Ile

TA（AGGGGTT　AAAAT（＝CCCT　（＝AGT丁C（＝TAG　AAAGAAGGGA　ATTGA（二CC（；T　TACTCAGGAG　486②

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　←

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　→tRNA－Gln

ATCAAGACTC　CTGGTGCTTC　（TITACACCA　CTTTCTAAGG　CGGGGTCAG（：TAATGAAGCT　49Z②

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　←→tRNA－Het　　　　チfiηd皿

TTCGGGC（＝⊂A　TACC（：CGAAC　ATGACGGTTA　AAGTCCCTCC　TCCGCC　　TG　AA⊂CCATAC　　498②

　　　AρoI　，80ηH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　←→ND2

4981

5②41

51②1

5161

ACTTATAAT　TTTA⊂TAT⊂C　AG⊂CTAGGAC　TAGGAA（二TAC　TCTAAC（：TTC　GC（＝AGCTCT⊂

⊂TGA⊂TT⊂T　AG⊂TTGAATA　GGC⊂TAGAAA　TTAACA⊂ACT　AGCAATTACC　CC⊂CTAATA

ACAACACCA　CCA（二CCCCGC　GCAGTAGAAG　（：AACAA⊂AAA　ATACTTCTTA　ACCCAAGCC

⊂TG（：AG⊂AG⊂　AATAATT⊂TA　TTTGCCAGCA　CAACAAATGC　CTGAATAACA　GGAGAATGG

5②4②

51②②

516⑦

5220

ρ5亡1

舵
2
8
糾
姻
妬
望
田
餌
η
お
麗
8
8
餌

（＝AT⊂ACCGA　CCTATCAGAC　CCCCTCG⊂TA　ACACAATATT　TATAACCGCC　⊂TAG⊂ACTT

GATTGGACT　TGCACCAATA　CAC「「CTGAA　TGC⊂CGAAGT　TATACAAGGA　TTAGATCTA

AA⊂AGGACT　TATTCTCTCC　ACATGACAAA　AACTTG（＝CCC　CTTCGCACTT　ATCATTCAA

⊂AGCA⊂AAAA　CATTGACCCG　CTACTATTAA　CACTACTAGG　GGTAACATCT　A⊂ATTAGTG

GCGGGTGAGG　AGGCCTGAAC　CAAA⊂CCAGC　TACGGAAAAT　TCTAGCCTAC　TCCTCAATT

ACA⊂ATAGG　ATGAATAATT　ATTGTAAT⊂C　AATA⊂GCCC⊂　CCAGCT⊂ACC　⊂TAATTG⊂A

AGGGACATA　CATTAT⊂ATG　ACCTCCGCAG　CATTCCTAAC　⊂CTAAAAATA　TCACTGA（二A

TAAACT（二AG　CACGCTAGCA　A（＝AACCTGAT　⊂AAAAAGCCC　⊂AT⊂CTAACG　GCAACAAC丁

CCTAGTATT　ATTATCACTA　GG⊂GGCCTAC　CG（：CGCTCA（＝　AGGGTTTATA　⊂CAAAATGA

AATTTTACA　AGAA⊂TGA⊂A　AAACAAGATC　TCCCCATTAT　⊂GC⊂ACAATC　ATAGCCCTA

CCGCCCTAAT　TAGCCTATAC　TT⊂TATCTAC　GACTATGCTA　CGCGATAACA　TTAA（：（＝ATC

C⊂⊂C⊂AATAC　AACCAACTCA　ACCAC⊂CC⊂T　GA⊂GAA⊂CCA　AACAAC⊂⊂AA　AC（二TCCATA

⊂TCTAGCC（：T　ATTTA⊂CATA　GCCAC⊂CTTG　GA（：TACTGCC　AATGA⊂C⊂CA　A⊂CATT（＝TA

0
②
②
②
②
②
⑦
②
②
②
②
②
②

銘
蟄
物
妬
駆
認
餌
η
石
肛
朋
餌
②
②



6eel ACTAGCCAC

AAGTGAAAAT

CTA GACIT AGGATAATAT TAGACCAAAA GCCITCAAAG CITTMGTAG

  ->tRNA-Trp

C'TTCTAGTCC CTGAITAAGA CCTACGAGAG ATCAACTCGC ATCTCCTGAT

           - ->tRNA-Ala

ATACITrrAT TAAGCTAAGG CC'ITACTAGA TGGGMGGCC TCGATCCTAC

                      <- ->tRNA-Asn

IHrAACAGorA AGCGCTCAAG CCAGCGAGCA TCCATCTACT TTrCCCGCCG

                                    e

AAAGGCGGGA AAAGCCCCGG CAGAGTArrA ATCTACGTCT TCGGAITrGC

          -.tRNA-Cys

GITVTCITCA CCACGGGGCT GATAGGAAGA GGACrrAAAC CTCTGTCrrC

                    e

                   ->tRNA-Tyr

CCCACCGCCT AAACACTCGG CTACCCTACC TGGCAATC ACGCGCTGA

                            <- ->col

6e6e

6e61

61Zl

6191

6241

63el

6361

TGCAAATCAG

AMCTCITAG

TIHI'AACTCAG

AATCCAATAT

GGGGCTACAA

612e

618e

6z4e

63ee

636Z

64ze

64Z1

6481

6541

66el

6661

CITCTCTAC CAACCACAAA GACArrGGTA ccc'rrrATcT AGTA'ITrGGT GCCTGAGCC

GAATAGTAGG AACCGCTITA AGCCTCCTCA TCCGAGCTGA ACITAGTCAA CCCGGATCA

CTAGGTGA TGACCMAn TACAATGTAA nGnAccGc ccAcGccnc GTAATAA

c'rr[ATAGT AATGCCTATC CTCAIHI'GGAG GArrCGGMA CTGACnGTA CCCCTGATA

CGGAGCCCC AGACATGGCA TTCCCACGAA TAAACAATAT AAGCrrCTGA c'rrcTTccc

648e

654e

66ee

666e

672e

Ban ll Hind M

67Zl

6781

6841

69el

6961

7ezl

7e81

7141

7zel

7Z61

ATCArrCCT G'ITACTACTA GCTTCCTCTG GTG'ITGAAGC CGGAGCTGGC ACCGGATGG

AGTATACCC CCCTCrrGCA GGAAACCTGG CCCACGCAGG AGCATCAGTA GACCTAACA

TrrCTCACT ACAITTAGCA GGTGTITCAT CAATCCTGGG GGCAATCAAC TTCAITACT

CAACCArrAA CATAAAACCT CCAGCCAITT CCCAATACCA AACACCCCTA TITGINTTGA

CGTAC'ITGT AACCGCCGTC CTCCTTCTCC TATCACTACC TGINrCTAGCT GCCGGTAIT

CAATGCITIT AACAGATCGA AATC'ITAACA CCACAITCTT TGATCCCGCA GGCGGGGGA

cccAA'rrcT CTATCAACAC TTAITCTGAT TCMGGTCA CCCAGAAGTT TACAITTTA

CCTTCCAGG AITTGGAAIT AMCTCACG rrGTAGCCTA TTAITCAGGT AAAAAAGAA

AITTGGTTA TATAGGAATA GTATGAGCCA TAATGGCCAT TGGCCTCCTA GGGITCArr

ATGAGCCCA CCATATGITT ACTGTCGGAA TGGACGTAGA CACCCGTGCA TArmACA

678e

684e

6gee

696e

7e2e

7ese

714e

7ZIZ

726e

732e

Ban H



7321

7381

CGCAACAAT　AATTATCGCA　ATTCCAACGG　GTGTAAAAGT　ATTTAGCTGA　CTGGCTACA

TCA⊂GGAGG　ATCAATTAAA　TGAGAAA⊂AC　⊂AATA⊂TATG　AGC⊂CTAGGA　TTCATTTTC⊂

7380

7440

80ηn

7441

75②1

7561

7621

7681

7741

GTTTACAGT　GGGAGGA⊂TT　ACAGGAATTG　τCCTCTCTAA　TTCAT⊂ACTT　GATATTGTTC

⊂⊂ACGACA⊂　CTATTATGTA　GTAGCACATT　TC⊂ACTATGT　A⊂TATCAATG　GGTGC⊂GTA

（二G⊂AATTAT　GGCAGCCTTT　GTACACTGAT　TCCCCCTACT　AACAGGGTA⊂　ACTCTGCAT

G⊂GCTTGAAC　AAAAAT⊂CAC　TTTGGGGTTA　TATTTATCGG　AGTTAACCTC　ACATTCTT（：C

CACAACA⊂TT　C⊂TGGGTCTA　GCAGGAATAC　（＝ACGACGGTA　TTCTGATTAT　⊂CAGACG⊂T

TG⊂CCTATG　AAATACAGTA　TCATCTATCG　GAT⊂CCTAAT　CTCCCTAGTA　GCGGTAATT

75②②

756②

7620

768②

774②

780⑦

80〃旧1

78②1

7861

7921

GTTCCTATT　TATTCTATGA　GAAGC（二TTCG　CCGCTAAACG　AGAAGTGTTA　TCTGTAGAA

AA⊂AATAA⊂　AAATGTGGAA　TGACTCCATG　GCTGCCCCCC　T⊂CTTACCAC　A（二ATACGAGG

A⊂CAG⊂ATT　TGTTCAAATT　CAAT⊂AAATT　A　　GAGAAAG　GGAGGAATTG　AACCCCCATA

7981　TGCTGG丁T丁C　AAGCCAGCCA　CATAA（：CA（：T

8②41　ATGAAGATTA　CAT（：ACCTTG　TCAAGGTGAA

←→tRNA－Ser（U⊂N）

CTGTCACTτC　CTTCTAAAGA　CATTAGτAAA

　　　　　　　　　　　←　　　→tRNA－Asp

ATTGTAGGTT　AAAT⊂CCTGC　　ATGTCTTACA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　←

786②

792②

7980

8②4②

81②0

81の1　（二TTAAAA「「rA TGGCA⊂AC⊂　⊂AACG⊂AACT　AGGATT⊂⊂AA　GACG（＝GGCAT　CAC（＝CGTTA 816②

→COH

8161

8ZZ1

8Z81

8341

GAAGAACTT　CTTCA⊂TTC⊂　ATGACCACGC　ATTAATAATT　GTGTTTTTAA　TTAGCACC（＝

GTG（＝TATAT　ATTATTATTG　CAATGGTATC　AACCAAACTT　ACTAATAAAT　ATATTTTAG

CTC⊂CAAGAA　ATCGAAATTG　TATGAACTAT　TCTACCAGCC　GTTATTTTAG　TATTAATTG

⊂TAC（二ATCC　CTACGAATTC　TTTACCTTAT　GGACGAAATT　AATGATCCCC　ACCTAA⊂AA

822⑭

8280

8340

8400

εcoR　I

84②1

8461

85Z1

8581

8641

87⑦1

8761

AAAG⊂AATA　GGA⊂A⊂CAAT　GATACTGAAG　CTATGAATAT　A⊂AGATTACG　AAAACCTAG

TTTGACTCT　丁ATATAGTAC　CTACC⊂AAGA　CCTTGCC⊂CA　GGACAATTCC　GA⊂T⊂TTAG

ACAGACCAT　CGAATAGTTG　TCCCAATAGA　GTC⊂CCAGTC　⊂GTGTCTTAG　TATCCGCTG

GACGTACTA　CA⊂TCCTGAG　（＝CGTTCCATC　T丁TAGGTGTA　AAAATAGACG　CAGTC⊂CAG

CCGACTAAAT　⊂AAACTGCTT　TCATCGCCT⊂　ACGCC⊂AGGA　GTATTCTACG　GA（＝AATG⊂T

GAAATCTG（二　GGAGCAAATC　ATAGCTTTAT　AC⊂AATτ’GTA　GTTGAAG（＝AG　TACCACTAG

CACTT（：GAA　AACTGATCCT　CACTAATACT　AGAAGA⊂G⊂C GCGAGGAA　G⊂TAAATATT

846②

85Z②

858②

864②

87②②

876②

882②

←→tRNA－Lys



8821　GGA⊂AAAGCG　TTGGCCTT「「　AAGCCAAAGA　TTGGTGATTC　CCGAC（：AC（＝T CTAGTGAA団888②

　　　　　←　　→

　　　　　　　　　ATPose8

8881

8941

9②②1

C⊂A⊂AATTA　AA⊂CCAG　GC⊂　CTTGATTTGC　AATCTTAGTA　TTTT⊂TTGAC　TAGTTTTCT

ACTATTATT　C⊂AA⊂TAAAA　T（二TTAAGC（：A　CATCTCACCA　AATGAA⊂CAA　CC⊂CAGTAA

GCTGAAAAA　CACAAAACTG　AAT⊂CTGAGA　CTGA⊂CATGA　TAGTAAGCTT　⊂TTCGAC⊂A

894②

9②o②

9②6②

　　　　　　←醒ηd皿

→ATPose6

9②61　　TTGCAAGCC　CAT（：CTA⊂CT　AGGAATT⊂CA　⊂TAA丁TGCCA　TCGCAATTG⊂　ACTAC（＝CTG 91Z②

εcoR　I

9121

9181

TAC丁TTACC　（：AACTTCATC　ATCT⊂GATGA　ATTAATAACC　GGCTTATTAC　AATTCAAGG

GATTTATTA　AT⊂GATTTAC　AAATCAA⊂TA　ATACTCCCA⊂　TAAATGTAG　G　AGGACATAA

9180

924⑭

αoI

9241　　GAGCC⊂TAC　TACTAGCCTC　⊂CTAATAATT　TTCTTAATTA　CGATTAACAT　GTTAGGG（：T　　93②0

80ηH 80ηII

93②1

9361

9421

9481

CTG⊂⊂ATATA　C（二TTTACACC　AACGACACAA　CTATCACTCA　ATATAGGGTT　TG（二TGTACC

⊂TATGACTTG　CTACAGTAAT　TATCGGAATA　CGAAATCAAC　CAA⊂AGTAG　C　TTTAG　GTCA

TGTTACCAG　AAGGTACACC　CATCCCCCTG　ATTCCAGTAC　TAATTATTAT　CGAAACAA

GT⊂TATTTA　TTCGAC⊂ATT　AG⊂CCTAGGA　GTCCGACTCA　CAGCCAACTT　AACTG⊂AGG

9360

9420

9480

954②

ρ5亡1

9541 CA⊂⊂TTCTAA　TTCAACTCAT　TGCCACAG⊂T　GTATTTGTC⊂　TC⊂TAC⊂AAT　GATA⊂CAAC 96②②

P四H

96②1

9661

TAGCAATTC　TAACCGCCAC　AGTATTAT丁T　TTACTAACAC　TATTAGAAGT　AGCCGTAGC

TAATTCAAG　CTTATGTATT　TTTACT丁CTT　⊂TAAGCCTAT　ACCTA（：AAGA　AAACGTTTA

966②

9720

κ加d皿 ←

→（0皿

9721

9781

9841

99②1

9961

1②②21

GGCCCACCA　AGCA⊂ATGCC　TATCATATAG　TTGATC⊂AAG　（：C⊂ATGAC⊂A　CTAACCGGA

CTATCGCTGC　CCTACTAATA　ACATC（＝GGCT　TAGCAAT⊂TG　ATTTCA⊂TT⊂　CACTCAACA

ATTAATAA⊂　TCTAGGACTA　ATTCTC（：TAC　TTCTTACTAT　GTATCAATGA　TGACGTGA⊂

CATTCGAGA　AGGAACCTT⊂　CAAGGCCA⊂⊂　A⊂A⊂ACCCC⊂　AGTACAAAAA　GGACTA（＝GA

CGGAATAAT　CTTATTTATT　ACCTCCGAAG　TATT⊂TTCTT　（＝⊂TAGGATTC　TTCTGAGCA

CTACCACT（：GAGTTTAGCA　⊂CTAC⊂CCAG　AACTAGGTGG　ATGCTGACCT　CCCACAGG

978②

9840

99②②

996⑭

1②⑭2②

1②08②



1⑦②81　　CA⊂C⊂（：⊂CT　AGA⊂⊂CATTT　GAAGTGCC（：C　TTCTCAACAC　AG（：TGTACTA　TTAG⊂ATC⊂G　1②14②

Pvμu

1の141 GGTTACAGT　TA⊂ATGAG⊂⊂　CA（＝CA（：AGCA　TTATAGAAGG　GGAACGAAAA　CAAGCTA丁丁⊂　1②2②⑦

80ηH

1⑦Z②1

1②261

1②321

1②381

1②441

ATCCCTAG⊂　ATTAACCATT　⊂TACTTGGA（＝　TCTACTTTA（二　TGCTCTC⊂AA　G⊂TATGGAA

TTATGAAGC　ACCCTTCACA　ATTGCAGA⊂G　GAGTATATGG　CTCAACATTC　TTTGTAGCT

CA（…GATTC（＝A　TGGACTCCAT　GTTATTATTG　GAT⊂AA⊂CTT　CCTAG⊂AGTA　TG⊂（：TTCTA

CCAAATC（＝A　ATACCACTTT　ACAT⊂CGAAC　A（二CACTTCGG　CT一「TGAAGC⊂　G⊂TG（：CTGA

CTGACACTT　TGTCGA（：GTA　GTATGACTAT　TCCTCTACGT　GTCTATCTAT　TGATGAGGC

1②26②

1⑭32②

1②38②

1044②

1②5画面

50ZI

・・5②・國Cτrr　CTAGTAπ触AGπAG丁A⊂A　AGT硫πCC

　　　　　　　　←

　　　　　　　　　→tRNA－Gly

1②561　AC（C（：AAGGA　AAGAT　　TGA

AATCA⊂ACAG　TCTTGGTTAA　1②56②

ATCTAATTAT　GACCATTTTA　ACTATTACAG　CCGCC⊂TTT 1の62②

←→ND3

1②621

1②681

1②741

1の8②1

1②861

CTAATTTTA　GCAACCATTT　CTTTCTGA⊂T　C（：CACAAATA　AACCCAGACG　CAGAAAAGC

TCACCATAC　GAATGTGGAT　TTGACCCACT　GGGATCTGCC　CGATTGCCAT　TTTCTTTAC

CTTCTTC⊂TA　GTAGCTATTT　TATTTCTTCT　CTTTGAC（：TA　GAAA「「TGCCC　TTCTCCTCC

TTACCCTGA　GGGGATCAAC　TTAACAATCC　TACTGGAACA　TTCTTCTGAG　CCACAACAG

CTAATCTTA　TTAACCCTAG　GACTAATTTA　TGAATGAACT　CAAGGTGGCT　TAGAATGAG

・②92・瞬畝GCTAGTC㎝’いC触GACCT

　　　　　　　　　　←

　　　　　　　　　　→tRNA－Arg

10981　TTCCACGG（＝（＝　CCC　　　TGAC

CTGATTrCGG　CTCAGAAAAT　CGTGGTTTAA

1の68②

1の740

1080②

1086②

1②92②

1⑦98②

ACCCGTACAT　TTTAGCTTTA　G⊂TCAG⊂ATT　CATCTTAGG 11040

←→ND4L

11②41

111②1

TAATAGGAC　TGGCATTTCA　CCGGACCCAC　CTACTCT（：CG　CACTCTTATG　TTTAGAAGG

TAATATTAT　CCCTATTTAT　TGCACTGGC⊂　⊂TATGAG（＝⊂⊂　TA⊂AATTTGA　ATCTA（：AGG

111②②

1116②

80ηH

11161

112Z1

11281

TTT⊂AACGG　⊂C⊂CCATATT　A⊂TT「TGGCC　TTCT⊂TG⊂TT　G⊂GAAG⊂TAG　CACTGGTCT

CCCTA（：TAG　TTGCCACTGC　TCGTACCCAC　GG（：ACTGACC　GACTACAAAA　C⊂T⊂AATC

TACAATGCT　AAAAGTACTT　ATC（二CCACAT　TTATATTATT　⊂C⊂AA⊂AATT　TGATTAA（：

112ZO

1128②

1134②

←

→ND4



11341

114e1

11461

11521

11581

11641

117el

11761

118Zl

11881

11941

lzeel

12e61

IZ121

IZ181

IZ241

123el

IZ361

IZ4Zl

IZ481

IZ541

126el

IZ661

127Zl

IZ781

TCCTAAATG ACTATGGACA GCTACAACCG CACACAGCCT ccTAATrGcc TCCATTAGC

AATATGAIT TAAATGGACA TCTGAAACTG GATGAAC'FTC CTCCAACACA TACITAGCC

AGATCCACT ATCAACCCCC CllTrAGTAC TAACATGCTG ACTACrrCCC C"TTATAArr

AGCCAGCCA AAACCACArr AATCCAGAGC CAAITAGCCG ACAACGAITG TATATTACG

CCTGGCCTC ACTACAAGCC TrrCTMnA TAGCAITCGG CGCCACACAA ACTA'ITATA

TATAITAT ATVTGAAGCT ACACTTATCC CAACCCIHI'AT CATTA"TTACC CGATGAGGA

TCAAACCGA ACGACTCAAT GCAGGAACCT ACrrCnGTT TTATACCCTA GCAGGATCA

CCCGCTCrr AGTTGCCCn CTCCTTCTCC AGCAATCTAC GGGCACACTA TCAATAITAG

TCTCCAATA TTCACAACCT CTACAACTCA AITCTTGAGG CCATATAATC TGATGAGCT

CTGCCTAAT CGCATITITA G"rrAAAATAC CATTATATGG AGTACACCrr TGACTACCA

AGCACATGT AGAAGCCCCT GTAGCAGGAT CAATAGTACT AGCAGCAGTC ITACTAAAGC

AGGTGGATA CGGAATAATA CGAATMTAG TGATArrAGA CCCCCTATCA AAAGAACTG

cTAcccA'rr TATTAITrrA GCCCTATGAG GCArrATTAT AACAGGGTCA AITrGCCTC

ACAAACAGA CCTAAAATCA CTAATCGCCT ACTCATCCGT AAGTCACATG GGCCrrGTA

AGGCGGAAT TrrAATCCAA ACCCCATGAG GATITTCAGG AGCAArrArr rrAATAAIT

cccAcGGAI-r AGTCTCCTCA GCACTATM GCTTAGCCAA CACAGCTTAT GAACGAACA

CAGCCGAAC AATAATCCTT GCCCGAGGAC TACMAnAT Tl-TTCCACTA ACCGCAGTA

GTGATTCAT TGCTAACCTA GCTAACCTAG CACTCCCACC ACTGCCAAAC CTAATAGGA

ACTCATAAT CATTACAACA CTAIHITAACT GATCCCCATG AACAArrCTA CITACAGGT

AGGAACACT TArrACAGCT GGCTACTCCC TATATATGIT CCrrATATCA CAACGAGGC

Pvu ll

TACACCAAA TCACArrACG GGACTCCAAC CAMCATAC CCGAGAACAC CTACTGATA

ACTACACCT AGrrCCCGTC ATCCTArrGG TAACAAAACC AGAACTCATA TGAGGATGA

pmTAA GTATAGITI"A GCCAAAATAT TAGArrGTGA

    e->tRNA-His

GTCTCC"AC TCACCAAGGG AGAACAGAAA ATAGCMGCA

            <-- -tRNA-Ser(AGY)

TGGrrAAMT CCATGGC'rrC CrrGCGCIN!T TAAAGGATAA

                       e ->tRNA-Leu(CUN)

rrCTAAAGAT

CTGCTAATCC

CAGrrCATCC

AGGAGrrAAA

rrGCCCTCCA

GrrGGTCITA

114ee

1146e

115Ze

1158e

1164e

117eKb

1176e

118Ze

1188e

1194e

lzeee

12Z6e

1212Z

IZ18e

1zz4e

1z3ee

IZ36e

124Ze

IZ48e

1Z544b

lz6ee

IZ66e

lz7ze

IZ78e

1Z84(b



12841　GGAA（＝（㎜　ACTCTTGGTG　CAAAT⊂⊂AAG TAGAAG⊂TAA

　　　　　　←

TGA⊂ATTA　ATTATACAC

→ND5

129②1

1Z961

13②Z1

13②81

13141

CAT（：ACTTCT　C⊂TAATCTTT　TTTATTTTAG　TGTAC（：⊂GCT　A⊂TTA⊂TACA　TTAAACCCC

CCAA⊂AAGG　ATCAAACATA　GCAGGAATAA　C⊂AAAATTG⊂　CGTTAGTT（：C　GCATT（：TTC

TAGTCTCTT　AC⊂ATTAATA　ATTTTTCTGA　ATTTAAAAA⊂　AGAAGGAA丁T　A丁CA⊂AAA⊂

GACAATGAAT　GAATACCCAA　ACATTTGACG　TAAACATCAG　C丁TTAAATTT　GA⊂CACTAC

C（：TAATT丁T　TGTCC（：AATT　GCCCTCTATG　TAAC⊂TGATC　AATT⊂TAGAG　TT⊂GCA⊂TG

xわoI

132②1

13261

13321

13381

13441

135⑦1

13561

GATATATA⊂A　⊂TCCGACC⊂⊂　TATATCGAC⊂　GATTCTTTAA　ATATCTACTC　ACGTTTTTA

AGC⊂ATAAT　TATTCTAGTT　ACAGCTAA⊂A　ATATATTTCA　ACTATTTATT　GGTTGAGAAG

AGTAGGAAT　CATATCCTTC　TTA（＝TTAT（二G　GATGATGG⊂A　CGGACGGGCA　GATGCCAA⊂

AGCCGCT⊂T　TCAAG（＝CGTA　ATCTACAA（二C　GGGTAGGAGA　CATCGGGTTA　ATCATAA⊂T

GGCCTGATT　TGCAATGAAC　（：TTAACT⊂CT　GAGAAATTCA　ACAAAT⊂TTT　GTCTTATCA

AAACTT⊂GA　TTrAACAATT　CC⊂TTAATAG　GACTTGCTCT　AACAGCAACG　GGAAAATCA

⊂CCAATTTGG　C⊂TCCAC⊂CC　TGACTT⊂CCT　C⊂GCCATGGA　GGGC⊂CTA⊂A　⊂CAGTATCT

4ρoI，80ηH

13621

13681

13741

CCTACT⊂CA　⊂T⊂AAGTACT　ATAGTTGTTG　CAGGAATTTT　CCTGTTTAT（二　CG（二CTTCA⊂

CCT⊂ATAGA　AAATAAC⊂AG　TTAGCT⊂TAA　⊂AAC（＝TGCCT　ATGCCTTGGA　G⊂ACTAACC

⊂A⊂TATTCAC　AGCCA⊂CTGT　G⊂TCTAA⊂⊂C　AAAA⊂GATAT　CAAGAAAATT　GTAG⊂TTTC

εωRV

138②1

13861

13921

AA⊂ATCTAG　TCAATTAGGC　CTAATAATAG　TTACAA丁TGG　ACTAAAC⊂AA　⊂CACAACTA

ATT⊂CTT⊂A　（：AT（：TGCACC　（ATGCTTTCT　TTAAAGCCAT　ACTATTCCTA　TGCTCAGGG

CATTATT（二A　CAGCCTAAAC　GACGAACAAG　ATAT⊂CGAAA　AATAGGAGGC　（＝TATTTAAT

εcoRV

13981

14041

14101

TATACCTG⊂　AAC⊂TCAACT　TATTTTACGA　TTGGTAGTTT　AGCA⊂TAACA　GGAACCC（二C

CCTGGCAGG　ATTCTT（＝TCA　AAAGACGCAA　TTATTGAAGC　ACTAAACACC　T⊂C⊂A⊂CTA

CGCCTGAGC　CCTAAC⊂CTG　ACATTAATTG　CCACATCATT　CACCGCAGTA　TACAGTTTC

80ηH

14161

14221

14Z81

14341

ATTAGTATA　TTTTGTAGTT　ATAGGAACC（：　CACGATTCCT　GGCC⊂T⊂TC　C　C⊂AATTAAC

AAATAATCC　ACTAGTGATT　AACT⊂CATTA　AACGACTCGC　「「TGAGGAAG（二　ATTATTG　CA

CCTCATTAT　TACACAAAAC　TTCCTA（＝⊂AA　TAAAAACC⊂C　AATTATGA⊂A　ATA⊂CAG⊂A

CCCTGAAAAT　AGCAGCC⊂TT　⊂T⊂GTAACAA　TTGCAGGCCT　ACTAGTAGCC　ATAGAA（：TA

129②②

1296②

13②Z②

13②80

1314②

132②0

13260

133ZO

1338②

13440

1350②

1356の

13620

1368②

13740

138②0

1386②

1392②

13980

14040

141②0

14160

14Z2②

1428②

14340

144②②



144②1

14461

⊂CAACATGAC　GAGCAAA⊂AA　GTAAAAATTA　TTCCAATAAT　CCCATTACAC　CATTTCTCA

TATATTAGG　ATTTTTCCCC　GCAATCATTC　A⊂CGACTCCT　TCCAAAGCTT　AAACTTACC

1446②

1452②

H加d皿

14521

14581

14641

147②1

AGGT（二AGTC　AGC⊂GC（二A⊂T　CAACTAGACA　AAA⊂GTGATT　AGAAG（：CATA　GGA⊂CAAAAG

G⊂CTAGCACT　AACACAAATG　ACCATAG⊂AA　AAGTTACAAA　CGA⊂ATCTCA　CGAGGAATA

AAAACATA　⊂CTAACTATT　TTCCTCCTAA　C⊂CTAATTCT　AGCTATCCTA　CCTGTT（：TC

CTAAACTGC　ACGAAGGG⊂C　CCA⊂GACTTA　AACCACGAGT　GAGTTCCAAC　A⊂AA（：AAG⊂

1458②

1464②

147②②

1476②

　　←

→ND6

鴻ρoI，80ηH

14761

148Z1

14881

14941

150②1

15②61

GGGTTAAAAG　CAGCAC⊂CAA　GCACAAAT⊂A　CCAATATTC⊂　CCCACC⊂GAT　GAGTATATC

AGCTACCCC　ACTAACATCT　C⊂ACGTAAAA　CGGAGAACTC　CTTCAGTCCA　TCAA⊂AACC

CCCA（二GATCC　TTCATAT⊂AG　CCCCCT⊂AAA　AGAACC⊂TGC　CACCAAACCA　ACCCCTAAA

GATATA⊂TAA　CA⊂ATAAC⊂T　AAAACGGAAC　GACTACCC⊂A　GGCTTCAGGA　TAAGG（：TCG

CGGCCAAAGC　CGCTGAATAA　G⊂AAAAACTA　⊂AAGCATCCC　CCCTAGATAG　ATTAAAAAG

AACTAAAGA　TAAAAAAGAG　⊂⊂CCCATGAC　CAACCAAAAC　CCCGCATCCA　ACC（：（：AG⊂T

148Z②

14880

1494②

15②②②

15060

15120

80ηH PvロII

15121

15181

AAC（＝ACTAA　AC⊂AAGAG⊂A　G⊂AAAATAAG　GAGTAGGA丁T　AGAAG⊂AA⊂A　GCAACTAAC

（ACAACCAA　AGCTATTAAT　AATAAAAACA　TGAAATAGGT　CA TTCTT　GCTCAGACTT

1518②

1524②

←→tRNA－Glu

15Z41　TAA（＝CGAGA（＝　CAATGA（：TTG　AAGAA⊂CACC G・TG丁rAπC触CTA㎝GA　ACCAπA國・53②②

← →⊂yt

15301

15361

15421

15481

15541

156②1

15661

15721

15781

15841

159②1

GCAAG⊂CTAC　GAAAGACA⊂A　⊂C⊂C⊂TCATT　AAAATCGCTA　ATGACG（：ACT　AGTTGAC（＝T

CCACACCAT　CCAACATTTC　AGCATGATGA　AACTTTGGCT　CTCTACTAGG　ATTATG（：TT

TTACTCAAA　TTCTAACCGG　C丁TATT「CTA　GCTATACACT　ATA⊂CTCAGA　CATTTCAA⊂⊂

GCATT⊂TCAT　CCGTTACCCA　CATCTGCCGA　GATGTAAACT　ACGGCTGACT　AATTCGTAA

TT⊂ACG⊂CA　ATGGAG⊂ATC　ATT⊂TTCTTC　ATCTGTATTT　A⊂ATA⊂ACAT　TGGCCGAGG

TATATTATG　GATCATACCT　丁AA⊂AAAGAA　A⊂CTGAAACA　TTGGAGTAGT　TCTC⊂TA⊂TC

⊂TAGTTATAA　TGACAGC⊂TT　TGT（＝GGTTAT　GTTCTT（：CAT　GAGGA⊂AAAT　GTCCTTTTG

GCG⊂TACAG　TAATCACAAA　CCTTCTATCC　GCCGTGCCAT　ATATAGGAGA　TATATTAGT

AATGAATTT　GAGGAGGCTT　CTCCGTAGAC　AATGCAA⊂AT　TAACACGATT　CTTTGCA

ACTT⊂CTTC　TACCATT⊂AT　TATCGCCGCC　G（：TACTGTCA　TTCAC（TACT　GTTTCTCCA

AAACAGGAT　CAAATAACCC　CATCGGACTG　AA⊂TCAGA⊂G　CAGACAAAAT　TTCTTT⊂CA

　　b

15360

1542②

1548②

1554②

156②0

15660

15720

15780

1584②

159②0

15960



15961

16の21

16②81

16141

162②1

16Z61

16321

19381

（二CATA⊂TTTT　CATACAAAGA　C（＝T⊂CTTGGG　TT⊂GTGATTA　TA⊂TACTAG⊂　⊂CT⊂A⊂ACTC

CTGG⊂ATTAT　TCTCCCCAAA　CCTTTTAGGA　GA⊂⊂CAGAAA　ACTTCACTCC　AG⊂CAATCCC

CTGGT丁A（：TC　C⊂C（：TCATAT　TAAA（＝CAGAG　TGATATTT⊂C　TGTTTG（二CTA　CGCCATTCT

⊂GATCAATTC　⊂CAACAAACT　AGGAGGAGTT　⊂TTGCACTAC　TATTCT⊂⊂AT　C⊂TCGTACT

TAGTGGTA（二　（二C⊂TATTA⊂A　TAC⊂TCAAAA　CAACGAGGAC　TAACGTTCCG　CC⊂AAT⊂A⊂

CAATTCCTAT　TTTGAACTCT　AGTCGCAGAC　ATGATTAT⊂C　TGACATGAAT　TGGAGGAAT

CCAGTAGAAC　ATCCATTCAT　TAT⊂ATCGGA　⊂AAATCG（：AT　C⊂GTCCTATA　TTTCG⊂ACTG

T⊂CTTGTTC　TCTT⊂⊂⊂A⊂T　AGCAGGATGA　TTAGAAAATA　AAG⊂A（：TGAA　ATGAG（二T　　（

1602②

16②8②

16140

162②⑦

1626⑦

163Z②

1638⑭

1644②

16441

165②1

16561

CCTAGTAG⊂T　TAGCATAAAA　GCATCGGTCT　TGTAATCCGA　AGATCGGAGG

CCCTAGCGC（：（：AGAAAAGAG　AGATTTTAA⊂　TCTCAC（＝CCT　GG（TCCCAAA

　　　　　　　←

　　　　　　　→tRNA－Pro

TAAACTAAA（：　TATT1「「⊂TGG

　　　　　　　　　　　　　　　　　←

　　　　　〈一一→

　　　　　　　tRNA－Thr

TTAAA「「「C（二T　165の②

G（＝CAGAATT⊂　1656②

　　　　εcoR　I

図1決定したキンギョ（和金）mtDNAのH鎖の全塩基配列。

タンパク質遺伝子コード領域はboxで囲み、　tRNA遺伝子は網かけ、　rRNAは下線で

示した。制限酵素認識部位は赤文字で、その下部に制限酵素名を示した。矢印はその

領域の最初と最後を表す。



塩基番号1

v

16S　rRNA

F
T

12S　rRNA

POloD cyt　b

P

E
ND6

L（UUR） ND5

1

ND1

Q
キンギョ（和金）mtDNA

L（CUN）

S（AGY）

H

M
ND4

ND2 　
　
7

ND

W
COI

D

S（UCN）
ATPase　8

COH ATPase　6

CO皿

ND3

G

R

K

図2　キンギョ（和金）mtDNAの遺伝子配列

tRNA遺伝子はアミノ酸の一文字で表し、

H鎖にコードされているものは円の外側に、L鎖にコードされているものは円の内側に示した。

塩基番号1は図1の塩基番号1をさす。
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アライメントとその内部構造。一はギャップ、＊は4種の魚類内で保存されている箇所を表す・
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a 57 >A0XGD ma nA ]F >.

me{X:]i tseijiJ.ltOIstZL ftS(bp) $
H
Pf,SkE="'J iiVl}th-1-th."/

D-loop 1-923 923

tRNA-Phe 924-992 69

12SrlerXTA 993-1946 954
tRIN.A-X'al 1947-2018 72

16SrRNA 2019-3699 1681

tRIN.A-leu(ULTR) 3700-3777 78

NTD1 3778-4752 975 ATG TAA
tRN'A-Ile 4756-4829 74

tRNT.4y-Gln 4827-4897 71 L
tRNTA-Met 4899-4967 69

NTD2 4968-6014 1047 ATG T(AG)
tRNA-Trp 6013-6083 71

tRN'A-.{Ma 6086-6154 69 L
tlUN"T.4y-Asn 6156-6228 73 L
tRNT.A,-Cvsv 6261-6331 71 L
tRNTA-Tvrv 6330-6400 71 L

COI 6402-7952 1551 GTG TAA
tRNA-Ser(LTCN) 7953-8023 71 L
tRNi.A-Asp 8027-8098 72

coll 8111-8801 691 ATG T
tRNA-Lvsv 8802-8877 76

ATPase8 8879-9043 165 ATG TAG
ATPase6 9037-9720 684 ATG TA(A)

com 9720-10505 786 ATG TA(A)
tR/NT.ti)t-Glvv 10505-10576 72

ND3 10577-10927 351 ATG T(AG)
tR/NA-.Arg 10926-10995 70

ND4L 10996-11292 297 ATG Ta4LA

ND4 11286-12666 1381 ATG T
tRNA-His 12667-12735 69

tRNA-Ser(AGY) 12736-12804 69

tRINA-Leu(CUN) 12806-12878 73

ND5 12882-14705 1824 ATG TAA
ND6 14702-15223 522 L .i{)tTG TAG
tRNT.A-Glu 15224-15292 69 L
cytb 15298-16438 1141 ATG T
tRNTA-Thr 16439-1651O 72

tRNA-Pro 16509-16580 72 L



表4　各遺伝子領域におけるGC含量（％）

遺伝子 GC含量（％） 遺伝子 GC含量（％）

D－loop 34．9 con 40．6

tRNA－Phe 42．0 tRNA－Lys 47．4

12S　rRNA 48．3 ATPase　8 37．0

tRNA－Va1 51．4 ATPase　6 38．3

16S　rRNA 43．7 CO皿 44．3

tRNA－Leu（UUR） 47．4 tRNA－Glv　　　　　一 34．7

ND1 43．8 ND3 39．9

tRNA－11e 47．3 tRNA－Arg 48．6

tRNA－Gln 45．1 ND4L 45．8

tRNA－Met 59．4 ND4 40．6

ND2 44．4 tRNA－His 31．9

tRNA－Trp 36．6 tRNA－Ser（AGY） 44．9

tRNA－Ala 39．1 tRNA－L£u（CUN） 39．7

tRNA、へsn 49．3 ND5 39．8

tRNA－Cvs　　　　一 46．5 ND6 45．8

tRNA－Tvr　　　　｝ 53．5 tRNA－Glu 39．1

COI 43．0
cvt　b7

42．2

tRNA－Ser（UCN） 49．3 tRNA－Thr 48．6

tRNA－Asp 33．3 tRNA－Pro 41．7



表5　D－loOP領域における各部位のGC含量（％）

部位 GC含量（％）

ブロック1 28．6

ブロック2 39．2

ブロック3 36．6
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表7　D－100p領域および各部位のキンギョに対する相同性（％）

　　　　　　部位

Tンフル名

ブロック1 ブロック2 ブロック3 D－100p全体

コイ 83．3 92．3 86．1 86．4

ゲンゴロウブナ 88．9 92．2 96．0 93．4

AZ3 96．4 92．8 96．2 95．7
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　　　　　　　　　　　　　　第二章

AFLP解析による3倍性ギンブナに特異的なゲノムマーカーの探索
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1　序論

　AFLP（amplified　fragment　length　polymorphism）解析は新しいDNAフィンガープリン

ト法で、ゲノムDNAを制限酵素で切断し、その断片をPCR法により選択的に増幅する方法で

ある（Vos　et　aL，1995；Mueller　and　Wolfenbarger，1999）。　AFLP法は次の3つのステップ

からなる。1、DNAの制限酵素処理と、オリゴヌクレオチドアダプターの付加。2、制限酵素

断片の二回の選択的増幅。3、増幅された断片のゲル電気泳動である。制限酵素断片のPCR増

幅はプライマーのアニーリング標的部位として、アダプターと制限酵素認識部位の配列を用い

て行なう。一次選択的増幅に使用するプライマーは制限酵素認識部位の下流に1ヌクレオチド

が付いており、断片の中でマッチするヌクレオチドを持つものだけを選択的に増幅する。次の

二次選択的増幅に使用するプライマーは3っの選択的なヌクレオチドを持つ。1つめは一次選

択的増幅に用いたものと同一で、それに続く2っのヌクレオチドは任意で設定することができ

る。これら3つのヌクレオチドすべてが一致する断片だけが二次選択で増幅される。このよう

に選択的増幅された断片の解析はポリアクリルアミドゲルを用いた電気泳動か、DNAシーク

エンサーを用いて行なう。

　この方法は、従来の多型解析で用いられていたRFLP（restriction　fragment　length

polymorphism）解析（Reilly　and　Thomas，1980）やRAPD（ramdam　amplified　polymorphic

DNA）法（Williams　et　al．，1990）と比べて、得られるマーカーの数が多い点で優れている。

Kocherらはティラピア（Oreochromlsη110亡10us）に応用した（1998）。植物学の多型解析で

はよく利用されており（Sharbel　et　al。，2000；Larson　et　al．，2001；Zawko　et　a1．，2001）、最近

は豚（Kimeta1，2002）などの哺乳類への応用も行なわれている。

　先の研究において、ミトコンドリアDNA（以下mtDNA）を用い、日本産フナと大陸産フナ

の系統学的関係について調べた。mtDNAのD－100p領域による解析（Murakami　et　aL，2001）

と同様に、NADH5遺伝子およびチトクロームb遺伝子による解析においても、日本産フナと

大陸産フナは大きく二つに分かれ、多くの3倍性ギンブナの母系起源は2倍体ギンブナにある

ことが分かった。また一部の3倍性ギンブナは大陸産フナを母系起源としていた。本研究では

核DNAを解析することでmtDNAでは不明な父系起源についても考慮し、3倍性ギンブナの

起源および日本産フナと大陸産フナの系統学的関係をより詳細に解析することを期待した。そ

こで、AFLP解析を用いて3倍性ギンブナに特異的なゲノムマーカーの探索を行なった。得ら

れたマーカーを使用し、3倍性ギンブナのゲノム構成とその起源について考察した。

26



2　方法

2－1　材料

2－1－1AFLP解析のサンプル

　AFLP解析に使用したサンプルは山口県大屋川で採取された、2倍体ギンブナ2尾と3倍性

ギンブナ3尾である（表1）。

2－1－2　特異的プライマーによるPCR反応に用いたサンプル

　使用したギンブナは山口県大屋川および阿武川、神奈川県平塚市小出川および渋田川、山梨

県八代町笛吹川、長野県諏訪湖から採取された（表2）。また、ゲンゴロウブナ2尾、ナガブナ

1尾、ニゴロブナ4尾、キンブナ2尾、中国産フナ5尾、キンギョ2尾、そしてオランダ産フ

ナ2尾とコイ2尾を用いた。サンプルに用いられたフナは形態的特徴によって（中村、1982）

分類した。

2－2　DNAの抽出

　DNAの抽出は肝臓または血液から行なった。肝臓からの抽出はAsahidaら（1996）の方法

に従った。すなわち、TNES一尿素緩衝液（6M尿素、10mM　Tris－HCl：pH　7．5、125mM　NaCl、

10mM　ED瓢、1％SDS）500μ沖に保存しておいた肝臓（数百㎎）を、保存液のままホモ

ジナイザー（テフロン製ピストン）でホモジナイズし、プロテイナーゼKを0．8㎎加えて、37℃

で2日間インキュベートした。フェノールークロロホルムーイソアミルアルコール（25：24：1）

処理を行ってタンパク質を変性除去した後、DNAをエタノール沈澱させ、乾燥後、　TE緩衝液

（10mM　Tris－HCI、1mM　EDTA；pH　8．0）に溶解した。血液からの抽出にはGenとるくん血

液用（宝酒造）を用い、その方法は添付のマニュアルに従った。DNA溶液の濃度は波長260nm

での吸光度から求めた（0．D．260＝1の時の濃度を50μg／mlとして計算した）。

2－3　倍数性の判定

2－3－1　フローサイトメトリーによる判定

　倍数性の判定はフローサイトメトリーによるDNAの定量法に従って行なった（Zhang　and

Arai，1996）。クエン酸DMSO緩衝液1m1の入った1．5m1チューブに血液を一滴入れ、静かに

混和し、5分間静置した後、90×91000rpm、4℃で5分間遠心した。その上清を捨て・PBS

（137mM　塩化ナトリウム、8．10mMリン酸二水素ナトリウム、2．68mM　塩化カリウム・

1．47mM　リン酸一カリウム）を1m1入れて、沈殿物を爪で弾いて浮遊させた。その後90×9
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1000rpm、4℃で5分間遠心し、上清を捨てた後、　PI溶液（10mg／ml　PI　1．Onll、100μ9／10ml

ノニデット　P－40　0．2m1、クエン酸三ナトリウム　0．19を蒸留水に溶かし、全量を100ml

とした）を1ml入れて沈殿物を溶解させ、4℃で遮光しながら30分間静置し、フローサイトメ

ーターで計測した。

2－3－2　Ca13nDr配列による判定（Murakami　and　a∬itani，1997）

　全量50μ1のPCR反応液〔1×PCR　buffer、0．2mM　dNTPs、各0．2μMのCa13nDrプライ

マー※1、1．25U　7加DNAポリメラーゼ（宝酒造）を含む「にフナのゲノムDNA溶液1μ1（濃

度100～600ng／μ1）を加えて、以下のPCR反応を行なった。初期熱変性を95℃3分間行なっ

た後、95℃30秒間、50℃30秒聞、72℃1分間を17サイクル、最後に72℃7分間の伸長反応

を行なった。反応産物は、その5μ1を1．5％アガロースゲルで電気泳動することにより137bp

のラダーバンドの有無を確認した。137bpのラダーバンドは倍数体ギンブナにのみ見られる。

　※1Ca13nDrプライマー

　　　　　　C61U：5LTrrGCATGAAAAGTDへCATT－3’

　　　　　　C41L：5’一AGTGACCAATTCTGCCTAAA－3’

2－4　制限酵素一ライゲーション反応

2－4－1adaptorの熱ショック反応

　AFLP　Ligation　and　P￥eselective　Amplification　Module　Kit（Applied　Bios｝・stens，　USA）を

使用した。以下の手川頁は添付のプロトコールに従った。キット内に含まれているAFLP　EcoR

Iadaptor　pairとAFLP　M3e　I　adaptor　pairを95℃で5分間熱処理した。室温で10分以上

静置した後、5000rpmで10秒間遠心した。

2－4－2　master　mixの作成

　氷上の600μ1チューブに、10×T4　Buffer　DNA　Ligase　Buffer“4th　ATP、0．5M　NaCl、

1㎎／ml　BSA（bovine　serum　albumin）、20U／μ1Mse　I、100U／μlEcoR　I、400U／μlT4

DNA　Ugaseを、サンプル数に応じて全量を調整し、混合した。混合液は5000rpmで10秒間

遠心した後、氷冷保存した。
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2－4－3　制限酵素一ライゲーション反応

　600μ1チューブに、ゲノムDNA（滅菌蒸留水5．5μ1にゲノムDNA　O．5μ9を溶解したもの）、

10×T4　buffer　DNA　Ligase　Buffer　with　ATP、0．5M　NaC1、1mg／ml　BSA、　M：se　I　adaptor

pairs、　EcoR　I　adaptor　pairs、　master　mixを混合した後、25℃で8時間反応させた。さらに

65℃で20分間インキュベートし、酵素活性を失活させた後、TE　O．1buffer（20mM　Tris－Hc1、

0．1mM　EDTA；pH　8．0）を189μ1加えて希釈した。

2－5preselective　PCR反応

　600μ1チューブに、制限酵素一ライゲーション反応の希釈液4μ1、キット内に添付されてい

るpreselective　primer　pairs　1μ1とAFLP　core面x　15μ1を混合し、以下の条件下でPCR反

応を行なった。72℃で2分間熱変性した後、94℃20秒間、56℃30秒間、72℃2分間を30サ

イクル、最後に60℃30分間の伸長反応を行なった。PCR反応後、反応産物の10μ1にTE　O．1

buffer　190μ1を加えて希釈した。

2－6　selectlve　PCR反応

2－6－1　master　mixの作成

　氷上の200μ1チューブに、10×Buffer、0．2mM　dNTPs、20μM　EooR　I－selective　primer、

20μMMεe　I－selective　primer、1．25U　Taqポリメラーゼを混合し、　preselective　PCR反応

産物の希釈液を3μ1入れた。使用したEcoR　I－selective　primer、　Mse　I－selective　primer

の塩基配列は表3に示した。

2－6－2　selective　PCR反応

　94℃2分間の熱変性の後、94℃20秒間、66℃（1サイクルごとに1℃温度を下げる、最終サ

イクル時のアニーリング温度は57℃）30秒間、72℃2分間を10サイクル、さらに94℃20秒

間、56℃30秒間、72℃2分間を20サイクル行ない、最後に60℃30分間の伸長反応を行なっ

た。
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2－7　selective　PCR産物の電気泳動

　7．5％ポリアクリルアミドゲル（アトー株式会社）、3％Nus1eve　GTG　agarose　gel（Cambrex

Bio　Science　Rockland，　Inc．，　USA）を用いて、　selective　PCR反応産物の電気泳動を行なった。

ポリアクリルアミドゲルによる電気泳動は添付のマニュアルに従った。必要に応じて、1．5％ア

ガロースゲル（株式会社ニッポンジーン）も使用した。

2－8　特異的な断片の切り出しとTAクローニング

2－8－1　特異的な断片の切り出し

　3倍性ギンブナ（必要に応じて、2倍体ギンブナ）に特異的と思われる断片の切り出しとDNA

の抽出にはWizard　SV　gel　and　PCR　CIeane－Up　System（Promega，　USA）を使用した。　PCR

産物を3％Nusieve　GTG　agarose　ge1で電気泳動し、目的のサイズの断片を切り出した。ゲル

からのDNAの抽出は添付のマニュアルに従った。切り出した断片は1．5％アガロースゲル電気

泳動により確認した。

2－8－2TAクローニング

　TAクローニングはpGEM－T　Easy　Vector　System　H（Promega，　USA）を使用した。ライゲ

ーション反応はベクターとインサートのモル比が1：3になるようにDNAを調整し、キットに

添付されているT4　DNA　Ligaseと2×Rapid　Ligation　Bufferを用いて行なった。トランスフ

ォーメーションは本研究室でコンピテント化したJM109を使用した。一80℃に冷凍保存されて

いるコンピテントセル懸濁液を氷上に静置して融解し、コンピテントセル懸濁液100μ1とうイ

ゲーション溶液5μ1を穏やかに混和し、氷上に30分間静置した。42℃で1分間インキュベー

トした後、氷上で2分間静置し、そこに滅菌蒸留水を500μ1加え、アンピシリン（50μg／m1）

含有LB（Luria－Bertani’s　broth；bacto－tryptone　10g、bacto－yeast　extract　5g、　NaC110g／1L

蒸留水）寒天培地に塗り広げ軽く乾燥させた後、37℃で一晩培養した。

　インサートサイズの確認のために、PCRを用いてプラスミドベクターに対するフォワードプ

ライマーとリバースプライマーによりインサート部分のみを増幅した。PCR反応液は200μ1

チューブに、1×PCR　Buffer、0．2mM　dNTPs、1．257ヨqポリメラーゼ、0．4μMフォワードプ

ライマーとリバースプライマーを加えて全量を25μ1とした。コロニーを滅菌した爪楊枝でつ

つき、マスタープレートに塗った後、PCR反応液の入ったチューブに入れて液中でゆすいだ。

最初に95℃で5分間熱変性を行なった後、95℃1分間、50℃30秒間、72℃1分間を26サイ

クル、最後に72℃10分の伸長反応を行なった。PCR産物の1．5％アガロースゲル電気泳動に

より、目的のサイズのインサートを含むことを確認した。
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2－9　クローニング産物の塩基配列決定

　目的のサイズのインサートを含むPCR産物を鋳型DNAサンフルとしてシークエンス反応に

用いた。サンプルは反応の前に、exonuclease　I（Amersham　Pharmacia　Biotech，　USA）に

よる未反応の1本鎖プライマーの分解と、shrimp　alkaline　phosphatase（Amersham

Pharmacia　Biotech，　USA）によるデオキシヌクレオチド3リン酸の脱リン酸化処理を行なっ

た。

　シークエンス反応にはBigDye　Terminater　v．1．1　Cycle　Sequencing　klt（Perkin－Elmer

Applied　Biosystem，　USA）を使用した。キット内に含まれる2．5×Ready　Reaction　Premixと

5×BigDye　Sequencing　Bufferを2：1の割合で混合し、その混合溶液2μ1に、鋳型DNAと、

インサート確認の際に使用したフォワードプライマーまたはリバースプライマー0．8pmolを加

えた。96℃3分間の初期熱変性を行ない、96℃30秒間、50℃25秒間、60℃4分間を31サイ

クル反応させた。エタノール沈澱後、ホルムアミドに溶解し、ABI　PRISM　3100　DNA　Analyzer

を用いて解析を行なった。DNA　Analyzerの使用方法については添付のマニュアルに従った。

2－10　特異的プライマーの作製

　シークエンスの結果得られた配列は、ソフトウエア開発株式会社のGENETDく一MAX　ver．12

遺伝情報処理ソフトウエアを用いてコンピューター解析を行なった。その配列を用い、National

Biosciences，　Inc．のOLIGO　6．5　Primer　Analyzing　Softwareにより特異的プライマーを作製

した（表4）。

2－11作製した特異的プライマーによるPCR反応

　PCR反応は全量25μ1（1×PCR　buffer、0．25mM　dNTPs、各0．2μMの各種プライマー、

1．25U　7掬DNAポリメラーゼを含む）に鋳型DNAとして各種フナ、キンギョ、コイのゲノ

ムDNA溶液1μ1（濃度100～600ng／μ1）を加えて行なった。初期熱変性を95℃3分間行な

った後、95℃30秒間、50℃30秒間、72℃2分30秒間を30サイクル、最後に72℃10分間の

伸長反応を行なった。反応産物は、その5μ1を1．5％アガロースゲルで電気泳動することによ

り増幅を確認した。
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2－12　系統樹’の作成

　前述（2－11）のPCR反応によって増幅した特異的断片をWizard　SV　gel　and　PCR　CIeane－

Up　Systemによって切り出し、　TAクローニングを行なった。その結果得られた配列はClustal

Wによるアライソメントを行ない（Thompson　et　al．，1994）、近隣…結合法（NJ法、　Saitou　and

Nei，1987）により系統鮒を作成した。作図にはTree　Viewを用い（Page，1996）、信頼性は

1000回くり返した場合のブートストラップ値により評価した（Felsenstein，1985）。
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3　結果

3－1AFLP解析

　3種類のselective　primerを用い（表3）、2倍体ギンブナ2尾、3倍性ギンブナ3尾に対し

てAFLP解析を行なった。増幅産物を3％Nusleve　GTG　agarose　gelにより電気泳動した。

selective　primer　1では400bp付近に（図1）、　selective　primer　2では300bpから400bp

付近において3倍性ギンブナにバンドが見られた（図2）。また300bpと600bpには2倍体ギ

ンブナにバンドが見られた。　selective　primer　3では、7．5％ポリアクリルアミドゲルによる

電気泳動で350bpから400bp付近において3倍性ギンブナにバンドが見られた（図3、矢頭）。

このバンドの差は3％Nusieve　GTG　agarose　ge1でははっきりと確認できないものであった（図

4）。

3－2　クローニングの結果

　AFLP解析におけるselective　PCR反応産物を3％Nusieve　GTG　agarose　gelにより電気泳

動し、selective　primer　1では3倍性ギンブナに見られたバンドを、　selective　primer　2では3

倍性ギンブナに見られたバンドの他に、300bpと600bpにおいて2倍体ギンブナにバンドが

見られたので、このバンドも切り出した。selective　primer　3では、3％Nusleve　GTG　agarose

gelによる電気泳動では2倍体ギンブナと3倍性ギンブナではっきりとした差が見られなかっ

たため（図4）、2倍体ギンブナからも同様のサイズのバンドを切り出した。

　クローニングによって得た塩基配列の数を表5に示した。3倍性ギンブナに特異的であると

思われた配列はselective　primer1から5個、　selective　primer2から4個、　selective　primer3

から5個得られた。またselective　primer　2からは2倍体ギンブナに特異的であると思われた

配列が6個得られた。その塩基配列の、DNAデータバンクとの相同性検索の結果を表6に示

した。増幅した領域に遺伝子コード領域は含まれなかった。データバンク上の情報が多い、ヒ

ト（欣）mo　sapfeη5）やゼブラフィッシュの配列と相同性が高い配列であった。これらの配列

を用いて、32個（17対）の3倍性ギンブナに特異的なプライマーと、12個（6対）の2倍体

ギンブナに特異的なプライマーを作製した（表4）。
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3－3　特異的プライマーによるPCR反応の結果

　作製した32個（17対）の3倍性ギンブナに特異的と思われるプライマーと、12個（6対）

の2倍体ギンブナに特異的と思われるプライマーのうち、21対のプライマーは2倍体ギンブ

ナ、3倍性ギンブナともに増幅するかまたは増幅できないものであった。残りの2対のプライ

マー（Y2－2プライマー、　Y2－16プライマー）において、3倍性ギンブナに特徴的な増幅産物

を得た。

3－3－1Y2－2プライマーによるPCR反応の結果

　多くの3倍性ギンブナは300bpと350bpのバンドを持っていた（表7）。2倍体ギンブナで

は350bpバンドが（1尾を除く）、ギベリオプナでは300bpのバンドが見られた。3歯性ギン

ブナの350bpのバンドは356bpの長さであり（図5）、2倍体ギンブナの350bpバンドと同一

な配列であった（表8）。また、3倍性ギンブナの300bpバンドは306bpの長さで、350bpバ

ンドと比べて7箇所の部位で欠失が見られた（図5）。その塩基配列はギベリオブナの300bp

バンドと同じであった（表8）。

　一部の3倍性ギンブナは300bpバンドと350bpバンドをそれぞれ一本ずつ持っていた（表

7）。300bpバンドが見られた2倍体ギンブナ（サンプル名、　H　7）1尾と長野県諏訪湖で採取さ

れた3倍性ギンブナ（Suwa4）の300bpバンドは他の3倍性ギンブナの300bpバンドと異な

るものであった（表8）。一方350bpバンドのみが見られた3倍性ギンブナは2倍体ギンブナ

の350bpバンドと同じ配列の350bpバンドを持っていた。

　ニゴロブナは350bpバンドを示した。その塩基配列数は350bpで（図5）、ギンブナの350bp

バンドとの相同性は97．5％であった（表8）。3倍性中国普通鮒、ゲンゴロウブナ、オランダ産

フナの300bpバンドはそれぞれ301bp、304bp、306bpの長さであり、欠失、挿入部位は同

じ部位も存在したが、多くはそれぞれで異なっていた（図5）。3倍性ギンブナとの相同性はそ

れぞれ96．196、91．9％、93。5％であった（表8）。ゲンロゴウプナとオランダ産フナとの相同性

は95．8％と高いものであった。

　ナガブナ、キンブナは300bpバンドの他に600bpのバンドが見られ、3倍性ギンブナのう

ち山梨県笛吹川で採取された2尾（YY1、　YY8）にも600bpのバンドが見られた（表7）。そ

の600bpバンドは共に556bpの長さで、塩基配列の違いは1塩基のみであった（図6）。また

350bp、300bpバンドの塩基配列とは異なるもので、　DNAデータバンクとの相同性検索の結

果、該当する遺伝子は見られなかった（表6）。一方、ナガブナから得られた600bpバンドは

566bpの長さであり（図7）、3倍性ギンブナ（YY1）およびキンブナからの600bpバンドの

塩基配列とは異なった。相同性検索の結果を表6に示した。一部分において、Cape　Fear　shiner

（1＞b孟rqpfs　meklsめchola5）のマイクロサテライト配列と相同性が見られた。また後半の127bp
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の領域は、3倍性ギンブナの350bpバンドと1塩基の、300bpのバンドと3塩基の違いであ

った。

　得られた配列を用いて系統樹を作成した（図8）。350bpバンドのグループ、オランダ産フナ

とゲンゴロウブナの300bpバンドのグループ、その他のフナの300bpバンドのグループの3

つのクラスターが見られた。

3－3－2Y2－16プライマーによるPCR反応の結果

　2倍体ギンブナには250bpのバンドが、3倍性ギンブナには250bpと270bpのバンドを持

つ個体と、260bpのバンドを持つ個体が存在した（表9）。260bpのバンドを持つ個体は主に

神奈川県平塚市で採取された3倍性、4倍性ギンブナ（サンプル名H1～13、ただしH13は増

幅せず）で多く見られた。山梨県笛吹川で採取された3倍性ギンブナ3尾（YY1、　YY8、　YY9）

においては、2倍体ギンブナと同様に250bpのバンドのみが見られた。

　250bpバンドは253bpの長さで、2倍体ギシブナと3倍性ギンブナで同一の配列であった（図

9）。3倍性ギンブナの270bpバンドは267bpの長さであり、ギベリオブナの270bpバンドと

99．2％の相同性があった（表10）。一方、3倍性ギンブナの260bpバンドはギベリオブナの260bp

バンドと同一な配列であったが、神奈川県小出川採取の3倍性ギンブナ（H2）と、長野県諏訪

湖採取の3倍性ギンブナ（Suwa4）の260bpバンドは、ギベリオプナの260bpバンドと塩基

配列が異なった（表10）。

　中国普通鮒、ゲンゴロウブナ、ナガブナ、ニゴロブナ、キンブナにおいても同様に調べた。

またキンギョ、オランダ産フナ、コイについても行った（表9）。コイ、キンブナを除く全ての

個体が260bpのバンドのみを示した。

　コイは250bpバンドを持ち、その長さは243bpで、2倍体および3倍性ギンブナの250bp

バンドと比較すると82．7％の相同性であった（表10）。ギンブナの250bpバンドよりも15bp

欠失し、2bpの挿入が見られた（図9）。2bpの挿入はオランダ産フナの260bpバンドにも同

様に見られた。

　オランダ産フナとゲンロゴウブナの260bpバンドはともに259bpの長さで、両者の間の相

同性は91．8％であった（表10）。ゲンゴロウブナの260bpバンドには2bpの挿入があり、こ

れは神奈川県小出川採取の3倍性ギンブナ（H2）の260bpバンドにも見られた（図9）。

　キンブナでは増幅が見られなかった。キンギョと3倍性普通鮒間の相同性は99。2％と高いも

のであった（表10）。

　得られた配列を用いて系統樹を作成した（図10）。系統樹は、コイのクラスター、オランダ

産フナのクラスター、ゲンゴロウブナのクラスターに分かれ、その他のフナの250bp、260bp、

270bpバンドは3つのクラスター（クラスター1、H、皿）に分岐した。クラスター1には2
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倍体および3倍性ギンブナの250bpバンドと、長野県諏訪湖産3倍性ギンブナの260bpバン

ドが含まれた。クラスターHには3倍性ギンブナとギベリオブナの270bpバンドが、クラスタ

ーmには3倍性ギンブナ、ギベリオブナ、3倍性中国普通鮒、キンギョの260bpバンドが入っ

た。神奈川県小出川採取の3倍性ギンブナ（H2）の260bpバンドはこれらのクラスターとは

異なる位置に存在した。
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4　考察

4－1AFLP解析について

　本研究で使用したのは任意に作製した3つのselective　primerである。　AFLP解析は多数の

マーカーを検出できる点で、一般的に多型解析で用いられるRFLP解析やRAPD法より優れて

いると言われている。従来の解析法では主として、多型頻度の算出と連鎖地図の作成を目的と

していた（Young　et　a1．，1998，　Nakamura　et　al．，2001）。本研究では特異的マーカーの検出以

外に、得られたマーカーの実用性について検討した。そのためselective　PCR産物をポリアク

リルアミドゲルやアガロースゲルで電気泳動し、差の見られたバンドを切り出した。DNAシ

ークエンサーを用いたときのような多数のサンプルの処理はできないが、バンドを切り出すこ

とでその塩基配列を解析した。また塩基配列から作製したプライマーでPCRを行ない、実際

に特定のフナだけを増幅できるかどうか調べた。PCRの結果、作製したプライマーの多くは3

倍性ギンブナだけではなく2倍体ギンブナにおいても増幅するものであったが、Y2－2プライ

マーとY2－16プライマーの2対のプライマーにおいて3倍性ギンブナに特徴的な増幅産物が

得られた。AFLP解析により3倍性ギンブナからの特異的なゲノムマーカーの探索が可能であ

ることが分かった。

4－2Y2－2プライマーによるPCR反応の結果について

　3倍性ギンブナから300bpと350bpの二つのバンドが見られた（表7）。バンドパターンは

個体によって異なり、そのゲノム構成の違いを示したと思われる。2倍体ギンブナは350bpバ

ンドのみ、ギベリオブナおよび中国普通鮒は300bpバンドのみが見られた。

　2倍体ギンブナ1尾（サンプル名、H7）と多くの3倍性ギンブナは300bpバンドと350bp

バンドの2本のバンドを示した（表7）。2倍体ギンブナは10尾の2倍体ギンブナのうちの1

尾であり、このタイプのゲノム構成を持つ2倍体ギンブナは少ないと思われる。その塩基配列

は3倍性ギンブナやギベリオブナの300bpのバンドとは異なり、これらのフナ以外のフナのゲ

ノムが関わっている可能性が考えられた。この300bpバンドの起源について、本研究では明ら

かにできなかった。一方、350bpバンドは2倍体ギンブナと同じ配列であり、多くの3倍性ギ

ンブナが持つ350bpバンドと300bpバンドは、2倍体ギンブナの350bpバンドとギベリオブ

ナの300bpバンドに由来することが分かった。大陸に棲息するギベリオブナにおいても倍数体

個体の存在と雌性生殖が知られており（Cherfas，1966）、2倍体ギンブナとギベリオブナの交

雑を示唆した。

　3倍性ギンブナのうち、山口県阿武川採取の2尾（YA10、　YA14）、山梨県笛吹川採取の2

尾（YY1、　YY8）、神奈川県小出川採取の1尾（H9）、長野県諏訪湖採取の1尾（Suwa4）は

37



300bpバンドのみであった（表7）。山梨県の2尾を除く、これらの3倍性ギンブナの300bp

バンドは、他の3倍性ギンブナの300bpバンドの塩基配列とは異なるものであった（表8）。

また山梨県の2尾についてはキンブナに見られる600bpバンドが存在した。さらに、2倍体ギ

ンブナの350bpバンドと同一の350bpバンドのみを持つ3倍性ギンブナが3尾（Yo6、　YA1、

YA13）見られた（表7）。本研究において、これらのフナの起源を明確にすることはできなか

ったが、2倍体ギンブナやギベリオブナ以外のフナに由来する3倍性ギンブナが存在すること

が示唆された。

　4倍性ギンブナの多くは300bpバンドのみであったが、300bpバンドと350bpバンドの2

本を持つ個体も1尾（1992鯉奇形）いた（表7）。3倍性ギンブナだけではなく、4倍性ギン

ブナにおいても多起源であることが分かる。4倍性ギンブナは、一般的に言われる2倍体ゲノ

ムの倍加以外に、他の亜種からの遺伝的寄与によって産出することも考えられる。雌性生殖は

卵の賦活に精子を必要とするものの卵と精子の融合は起らないため、その結果母個体と遺伝的

に同一な娘個体が産まれる生殖システムである。しかし、ギベリオブナの人工的な交配実験か

ら雌性生殖集団における父方由来遺伝子の取り込みが報告されている（Zhou　et　al．，2000）。ま

た当研究室において、ある系統（SS系統）では常に一定の頻度で3倍性の他、4倍性の仔を生

じることを確認している。自然界でも交配によって4倍性ギンブナが産まれる可能性が十分に

考えられる。そのため、3倍性ギンブナと同様にその発生起源によってゲノム構成は様々であ

ると思われる。

　ゲンゴロウブナは300bpバンドのみであった（表7）。　mtDNA上の遺伝子コード領域の塩

基配列から作成された系統樹で、ゲンゴロウブナは他の亜種とは離れた位置を示した。増幅さ

れた300bpバンドの塩基配列を用いた系統樹においても、ゲンゴロウブナはオランダ産フナの

300bpバンドと同じクラスターを形成した（図8）。ゲンゴロウブナは他の日本産フナがそれぞ

れの亜種へ分かれる以前に、独立したことがより明確に示された。琵琶湖自然史研究会（1986）

によると、ゲンゴロウブナ（フナ）の祖先型と見られる化石は50万年前の更新世の土層から

発見されている。ゲンゴロウブナは大陸から移動してきたフナの祖先からいち早く環境に適応

し、分化したものと思われる。

　ニゴロブナは350bpバンドを示した（表7）。2倍体ギンブナの350bpバンドとの相同性は

97．5％であった（表8）。ニゴロブナは滋賀県琵琶湖に固有の種であるが、琵琶湖にはギンブナ

も棲息している。ニゴロブナと2倍体ギンブナが起源を同じくすることは十分に考えられる。

　ナガブナとキンブナは300bpの他に600bpのバンドが見られた（表7）。この600bpバン

ドは3倍性ギンブナのうち山梨県笛吹川で採取された2尾（YY1、　YY8）においても見られた。

YY1とキンブナから得たバンドは共に556bpの長さで、塩基配列の違いは1塩基のみであり

（図6）、またmtDNAのD－loop領域のハプロタイプは同じであった。このことから、600bp
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バンドは母方由来であると考えられる。多くの3倍性ギンブナの母系起源が2倍体ギンブナで

あるのに対して、これらの3倍性ギンブナはキンブナと母系起源が同じであることが分かった。

　ナガブナからの600bpのバンドは566bpの長さで（図7）、3倍性ギンブナ（YY1）および

キンブナからの600bpのバンドとは異なるものであった。一部分において、　Cape　Fear　shiner

（No亡roPls　me1【1s亡ocholas）のマイクロサテライト配列との相同性が見られた（表6）。　shiner

とは北米産のコイ科魚類に与えられた通称で、多くはNo亡ropfs属に属している。　Noぴopfs属

の中には反復配列を持つ種がいる（Moyer　et　aL，1988）。ナガブナに関しては1尾しか用いて

おらず、用いたナガブナは3倍性個体であったことから、3倍性ゲノムの構成に反復配列を持

つような魚種が関わっているのか、反復配列がナガブナにも存在するのかは、2倍体個体を含

めてさらに調べる必要がある。

　Y2－2プライマーによって増幅された各フナの300bpと350bpバンドは、どれも遺伝子コー

ド領域を含まず、AT－richな塩基配列であった。ゲノムDNA上のジャンク（がらくた）配列

であると思われる。

4－3　Y2－16プライマーによるPCR反応の結果について

　2倍体ギンブナは250bpバンドのみであった（表9）。3倍性ギンブナは250bpと270bpの

2本のバンドを持つ個体と、260bpのバンドのみを持つ個体の二種類が存在した。ギベリオブ

ナは260bpと270bpの2本のバンドを持ち、キンブナ以外の日本産フナと中国普通鮒、キン

ギョは260bpバンドのみであった。キンブナは増幅しなかった。

　3理性ギンブナのほとんどは、250bpと270bpの2本のバンドを持っていた（表9）。250bp

バンドは2倍体ギンブナの250bpバンドと同じものであった。270bpバンドはギベリオブナ

の270bpバンドと99．2％の相同性があり、ギベリオブナの270bpバンドに由来すると考えら

れる（表10）。したがって、多くの3倍性ギンブナの250bpバンドと270bpバンドはそれぞ

れ、2倍体ギンブナの250bpバンドとギベリオブナの270bpバンドを起源としたものと思わ

れた。

　神奈川県小出川で採取された3倍性、4倍性ギンブナ、長野県諏訪湖で採取された3倍性ギ

ンブナは260bpのバンドのみを持ち（表9）、他の地域で採取された3倍性ギンブナとはゲノ

ム構成が異なった。小出川産3倍性ギンブナ1尾（サンプル名、H2）と諏訪湖産3倍性ギン

ブナ（Suwa4）の260bpバンドを除いて、これらのフナの260bpバンドはギベリオブナの260bp

バンドと同一なものであり、ギベリオブナに由来すると考えられた。系統樹において、諏訪湖

産の3倍性ギンブナの260bpバンドはクラスター1に含まれた（図10）。諏訪湖産3倍性ギン

ブナの260bpバンドは大陸産フナ由来ではなく、2倍体ギンブナに由来するのではないかと考
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えられる。また、小出川産の3倍性ギンブナの260bpバンドには269bpの長さのバンドが含

まれていた（図9）。これはプライマー作製時に使用した配列から2bp（AA）の挿入が見られ

る配列である。2bpの挿入はゲンゴロウブナにも存在した。このバンドは系統樹でクラスター

1、H、皿から離れ（図10）、250bp、260bp、270bpバンドと由来が異なることが示唆され

た。

　Y2－16プライマーによるPCR産物を7．5％ポリアクリルアミドゲルで電気泳動した。その結

果、アガロースゲル260bpと270bpバンドは3種類のバンド（160bp、180bp、200bp）に

分かれることが分かった（表11、アガロースゲル泳動によるバンドのサイズと大きさが異なる

のは泳動法が異なることによる）。この泳動パターンによる分類はmtDNAのハプロタイプに

よる分類と相似しており、Y2－16プライマーによって増幅された領域は母方のゲノムDNAに

由来するものと思われた。つまり、3倍性ギンブナの母系起源には、アガロースゲルで250bp

と270bpバンドを持つグループと260bpバンドを持つグループの二つが存在する。先の

mtDNAの解析で、多くの3倍性ギンブナの母系起源は2倍体ギンブナであることが示された。

そのような個体はこのプライマーでは250bpと270bpのバンドを増幅する。一方、一部に見

られた大陸産フナを母系起源とする3倍性ギンブナは260bpバンドを増幅するのではないだろ

うか。

　山梨県笛吹川で採取された3倍性ギンブナ3尾（YY1、　YY8、　YY9）は250bpのバンドのみ

で、270bpバンドを持っていなかった（表9）。キンブナは増幅が全く見られなかったことから、

プライマーが結合する配列上の塩基置換が示唆された。同様に笛吹川の3倍性ギンブナ3尾に

おいても塩基置換が存在し、増幅が見られなかったと思われる。

　中国普通鮒とキンギョの260bpバンドの相同性は99．2％と高い値を示した（表9）。中国普

通鮒はキンギョの祖先であるとされており（（ガima　and　Takai，1979）、この結果においてもそ

のゲノム構成が近縁であることが確認された。ギンブナの場合とは異なり、Y2－16プライマー

で2倍体と3倍性中国普通鮒の区別はできないことが分かった。

　オランダ産フナは260bpバンドのみを、コイは250bpバンドのみを示した（表9）。したが

って、260bpバンドと270bpバンドはCara∬1us属に特異的であるといえる。コイの250bp

バンドは2倍体ギンブナで見られる250bpバンドとは異なるものであった（表10）。

　Y2－16プライマーによって増幅された各フナの250bp、260bp、270bpバンドは、　Y2－2プ

ライマーによって増幅されたバンドと同様に、どれも遺伝子コード領域を含まず、ゲノムDNA

上のジャンク（がらくた）配列であると思われる。

⑳



5　まとめ

　2つのゲノムマーカーによる解析の結果から、3倍性ギンブナはタイプA～Fの6種類に分類

された（表12）。本研究で使用した3倍性ギンブナの約43．5％は2倍体ギンブナとギベリオブ

ナ由来のバンドを持っていた（A）。また約4．4％は2倍体ギンブナ由来のバンドは持たず、ギ

ベリオブナ由来のバンドのみを持つものだった（B）。タイプC、D、　EはタイプAとは結果が

異なるものの、2倍体ギンブナとギベリオブナ由来のバンドを持つことが示唆された。タイプ

Fの3倍性ギンブナはキンブナと相似したバンドパターンを示した。このように他の日本産フ

ナに由来すると思われる3倍性ギンブナも見られた。

　本研究で使用した3倍性ギンブナの約87％（タイプA、C、　D、　E）は2倍体ギンブナとギベ

リオブナに由来した。mtDNAの解析で、母系起源は2倍体ギンブナであると示されたことか

ら、母親は2倍体ギンブナで、父親は大陸産のフナ、つまりギベリオプナを起源にする、3倍

性ギンブナが日本に多く分布していると分かった。一方で、ギベリオブナのみに由来する3倍

性ギンブナや、日本産フナの間で産まれたと思われる3倍性ギンブナの存在も示唆された。そ

の詳しい起源について本研究では明確にできなかった。このように、3倍性ギンブナの起源は

単一ではなく複数あることが考えられる。Iguchiら（2003）も指摘するように3倍性ギンブ

ナの起源は一つではなく、それぞれの環境においてそれぞれの起源から発生したものと思われ

る。
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図1selective　primer　1によるselective　PCR産物の結果

　　（396Nusieve　GTG　agarose　gel泳動写真）
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図2　selective　primer2によるselective　PCR産物の結果

　　（3q。　Nusieve　GTG　agarose　gel泳動写真）
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図3　selective　primer3によるselective　PCR産物の結果

　　（7．5％ポリアクリルアミドゲル泳動写真）
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図4　selective　primer3によるselective　PCR産物の結果

　　（3q。　Nusieve　GTG　agarose　gel泳動写真と模式図）
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AGATTA⊂TAAATAAATAAATAGATAAATAAATAAATAAATAGATTACTAAATAAGTTCAA

AGATTACTAAATAAATAAATAGATAAATAAATAAATAAATAGATTA（：TAAATAAGTT（二AA

AGATTA（＝TAAATAAATAAATAG一一一一ATAAATAAATAAATAGATTACTAAATAAGTTCAA

18⑦

18②

174

ZnH73②②

3nY230②

3nE2300

Su43②O

GRB　3②O

EU　3②②

1②9

11②

1②7

113

1②8

114

一一一一一一一一一一一一一一一一一一。一一一一一一一一一一一一一一一一一一。 `T－GATAACTAAATAAGTTCAA

一一一一一一一一一一一一一一一。一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 `T－GA丁AACTAAATAAGTTCAA

一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 `T一一一一AACTAAATAAGTTCAA

一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 `了一一一一AACTAAATAAGTT（：AA

一一一一一一一一一一一一一一一一一一。一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 `T－GATTACTAAATAAGTTCAA

一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 sTTA⊂TAAATAAGTTCAA

129

13②

124

13②

128

131



Y2－2 181　GTGGAAGAATAAATTATTTATTTGAAAATTGTAAAGTA了ATGTGTAGCAT丁TGTATCTTG　　240

2n　35②

3n　35②

NGR　35⑦

181

181

175

GTGGAAGAATAAATTATTTATTrGAAAATTGTAAAGTATATGTGTAGCA1「「TGTATCTTG

GTGGAAGAATAAATTATTTATTTGAAAATTGTAAAGTATATGTG了AGCATTTGTATCTTG

GTGGAAGAATAAATTATTTATTTGAAAATTGTAAAGTATATGTGTAG（：ATTTGTAT（：TTG

240

24⑦

234

2nH73②⑦

3nY23②⑦

3nE23②②

Su43②②

GRB　3②⑦

EU　3②②

13②

131

125

131

129

132

GTGGAAGAATAAATTAT（TATT「GAAAATTGTAAAGTATATGTGTAG（：ATTTGTATCTTG

GTGGAAGAATAAATTAT⊂TA1［「「GAAAATTGTAAAGTATATGTGTAG　CATTTGTAT（：TTG

GTGGAAGAATAAATTAT⊂TATTτGAAAATTGTAAAGTATATGTGTAG（：ATTTGTATCTTG

GTGGAAGAATAAATTAT（＝TATTTGAAAATTGTAAAGTATAT（≡TGTAG（：ATTTGTAT（：TTG

GTGGAAGAATAAATTATTTATTTTAAATTT丁TTAAGTATATGTGTAG（二ATTTGTAT⊂TTA

GTGGAAGAAτAAAT了ATTTAT1「「GAAAATGTTAAAGTATATGTGTAG⊂A1「「rGTATCTTA

189

19②

184

19②

188

191



Y2－2 241　TCAGTTATAAAATGT（＝（：TGTTGTTTTT丁丁一CTAGGTGτTGCTTGTTTGCC⊂TAAAAT⊂TG　　299

2n　35②

3n　35②

NGR　35⑭

241

241

235

TCAGTTATAAAATGT（二（：TGTTGTTTTTTT－CTAGGTGTTGCTTGTTTGC（二CTAAAATCTG

TCAGTTATAAAATGTC（＝TGTTGTTτ1「「TT一⊂TAGGTGTTG（：TTGTτTGC⊂CTAAAATCTG

T（：AGTTATAAAATGTC⊂TGTTGTTTTTTT－CTAGGTGTTG（：TTGTTTGCCCTAAAAT（：TG

299

299

294

2n　H7　3②②　19⑭

3nY2　3⑭②　191

3n　E　2　3⑦②　185

Su4　3②②　　　191

GRB　3②②　　　189

EU　3②②　　192

TCAGTTA1「AAAATGTCCTG丁TTTTTTTTT－CTAGGTGTTG⊂T丁GTτTG（：C（：TAATATCTG

T⊂AGTTATAAAATGTCCTG丁TTTTTTTTT－CTAGGTGTTG⊂TTGTTTGCCCτAATATCTG

T（＝AGTTATAAAATG了CC丁GTTTTTTTTTTTCTAGGTGTTG（：TTGTTTGC（＝（：TAATATCTG

TCAGTTATAAAATGT⊂CTG　GTTTTTTTT一一⊂TAGGTGTTG（：TTGTTTG⊂（：CTAATATCTG

T（：A（TTATAAAATGT（二CTGTTGTTTTTTT－CTAGGTGTTG（：ATGTTTGC（二CTAAAATCTG

T（：A⊂TTATAAAATGTCCTG丁TGTTTTTTT－CTAGGTGTTGCTTGTTTGC（二CTAATAT（：TG

248

249

244

248

247

25②



Y2－2 3②⑦　（二TTG（：TGCATGAGGGACAGGTGATAATG（：T（：TGGAATGTGGGAGGTATCAGTG（：TAT　　356

2n　35②

3n　35②

NGR　35②

3②②　（：TTGCTGCATGAGGGA⊂AGGTGATAATGCT⊂TGGAATGTGGGAGGTAT（二AGTGCTAT

3②②　CTTG（：TG（：ATGAGGGACAGGTGATAATG（二TCTGGAATGTGGGAGGTAT（AGTGCTAT

295　CTTGCTG⊂ATGAGGGG⊂AGGTGATAATGCT（：TGGAATGTGGGAGG↑AT⊂AGTG（二TAT

356

356

35②

2n　H7　3②②　249　CTTG（：TGCATGAGGGA（＝AGGTGATAATTCTCTGGAATGTGGGAGGTAT（：AGTGCTAT

3n　Y2　300　25②　（＝TτG⊂TG（二ATGAGGGACAGGTGAAAATTCT（：TGGAATGTGGGAGGTA了CAGτGCTA丁

3n　E　2　3②②　245　C丁TGCTG（二ATGAGGGA（：AGGTGATAATTCT（：TGGAATGTGGGAGGTAT⊂AGTG（：了AT

Su4　3②②　　　249　CTTG（：TG⊂ATGAGGGACAGGTGATAATG（T（二TGGAATGTGGGAGGTAT（：AGTGCTAT

GRB　3②0　　　248　CTTGCTG（：ATGAGGGACAGGTGATAATGCTCTGGAATGTGGGAGGTATCAGTGC丁AT

EU　　3②②　　　251　（二TTG（＝TGCAτGAGGGACAGGTGATAATGCTCTGGAATGTGGGAGGTATCAGTGCTAT

305

306

3②1

305

3②4

3②7

図5　Y2－2プライマー（赤字領域）により増幅された各バンドの塩基配列。一は欠失、緑字は

挿入を示す。青字はプライマー作製時に使用した塩基配列と異なる部位を表す。

　2n　350（2倍体ギンブナ、サンプル名、　Yo1）、3n　350（3倍性ギンブナ、　Yo2）、　NGR　350（ニ

ゴロブナ、Biwa11）は1．5％アガロースゲル350bpバンド、2n　H　7300（2倍体ギンブナ、　H　7）、

3nY2300（Yo2）、3nE2300（3倍性中国普通鮒、　E2）、　Su4300（長野県産3倍性ギンブナ、

Suwa4）、　GRB　300（ゲンゴロウブナ、　G20）、　EU　300（オランダ産フナ、フナ1）は300bpバ

ンドである。



図6Y2－2プライマー（赤字領域）により増幅された600bpバンドの塩基配列。一は欠失を示

す。青字はプライマー作製時に使用した塩基配列と異なる部位を表す。Kin－600はキンブナ（サ

ンプル名Jo4）、　YY　1－600は3倍性ギンブナ（YY1）から得られた600bpバンドを示す。

Kin－6②O

YY1－6②②

1　T⊂T（二A⊂TTGCTG（：ATTTGAA⊂（TACAGCT（二ATCTGTCAGAT（＝ATTAACTACAA（二GCTTTG　　6②

1　TCTCA（：TTG⊂TG（＝ATTTGAAC（：TACAGCTCATCTGT（：AGATCATTAAC丁A⊂AACGCTTTG　　60

Kin－6②②　　61　（TAATTTCTTTGA⊂⊂TGT（＝A（：TTGTTGACA丁CC⊂TGTG⊂TG　CTAATGTTGTA（：AAAAGGA　　12②

YY1－6②②　　61　（：TAATTTCTTTGACCTGT⊂A（：TTGTTGACAT⊂（：（：TG丁GCTGCTAATGTTGTA（：AAAAGGA　　12⑦

Kin－6②0　121　GAC（：AGT（：AAAGTGATGTAAGATTTC⊂CTTCAAATAGAAAGGAT⊂AAA（：AG（＝TGC（二AAGG　　18②

YY1－6②②　121　GA（＝（二AGTCAAAGTGATGTAAGATTTC⊂CTTCAAATAGAAAGGAT（：AAA（＝AG（：TGC（：AAGG　　18⑭

Kin－6②②　181　TTTACATAAAGAGTGAGGGCG（：AAAATGAGCTGTGATTT⊂CCAGAGTG（：TCTG　CTAA（二AT　　24②

YY1－60②　181　TTTACATAAAGAGTGAGGGCG（：AAAATGAG（＝TGTGATTTCC（＝AGAGTG（：T（：TG⊂TAA（：AT　　24②

Kin－6②②　241　G　CTAATGAAGGG（＝AAATT（：（：AAATGG⊂ATTTCTTTTTT⊂ATG（：A（：AGAAAGCAAT（≡TTTT　3②②

YY1－6⑭②　241　GCTAATGAAGGG（：AAATT（＝CAAATGG（ATTT（：TTTTTTCATG（＝A（AGAAAGCAATGTT丁T　3②②

Kin－6②②　301　TTTA（：AAACTCAAAGAG（GAACAATGGAGGTGTTT（：ACAGAGGGC（：C丁T（：GACAAGG⊂（：G　　36②

YY1－6②0　3②1　TTTACAAA（：TCAAAGAGCGAACAATGGAGGTGTTT（二ACAGAGGGC（二（＝TT（：GACAAGG（：（＝G　36②

Kin－6②0　361　TA（IAA丁TATAA（二TGTTTGAAATAATAGCTGAAAAGAGTAATTGTCTCTA（：TAA⊂T↑TACA　　4Z②

YY1－6②⑭　361　TA（＝AATTATAACTGTTTGAAATAATAG（：TGAAAAGAG丁AAT丁GTCTCT（：C丁AACTTTA（二A　4Z②

Kin－6②②　421　TAAT丁CTTTAAA（：AGGAAGTTGGGTTGGGAC丁r「「TGAAAGA（二ACTTAAAAAAAAA（：ATA　　48②

YY1－6②②421　T触爪m蝋CAGG触G爪GGπGGGAC㎜G蝋GACA⊂π……CATA　48⑭

Ki　n－600　481　GCCAA⊂AGTGAATCATGTTTTGCTAGTTG（＝τATTGTTAGTTAAGCTGG⊂GAτATTAGTGG　　54②

YY1－6②②　481　G⊂CAACAGTGAA丁CATGTTTTGCTAGTTGCTATTGTTAGTTAAGCTGGCGATATTAGTGG　　54⑭

Kin－6②②　541　GAGGTAT（二AGTG（：TAT　　556

YY1－6②②　541　GAGGTA’「CAG丁GCTAT　　556



図7Y2－2プライマー（赤字領域）によってナガブナ（サンフル名Naga－1）から増幅された

600bpバンドの塩基配列。

ピンクの領域はNo亡ropfs　me左f5亡ocholas（Cape　Fear　shiner）のマイクロサテライト配列と、

網かけの領域は同プライマーで増幅される300bpおよび350bpバンドの塩基配列と相同性の

高い部位を示す。

　　1　TCTCA⊂丁TG（TG（ATTTGAAAAAAAAATACTACTAGAAA（二ATGC丁GTT1「「TGAT（：ATTCG

61⊂触Gm蝋π㎜AmA⊂CAmGAGA爪晶丁⊂一ACTAGA

121　TTAC↑AAATAAATAAATAGATAAATAAATAAATAGATTA（：TAAATAAGTTCAAGTGGAAG

181　AATAAATTATTTAT「rGAAAATTGTAAAGTATATGTT丁AGCATTTGTATGAGGGGTG　GTG

241　TTAG⊂G（：AGTGGATAAGA⊂A⊂A⊂AT⊂TGTGGTGTGAGAGA（C⊂GGGTTくGAAT⊂⊂A⊂TGT

3②1　GAGA⊂AC（二AATGTGTCC（：TGAG（：AAGA（＝ACTTAA⊂⊂C（：TAGTTG（T（：CAGAGGCGTG（：GA

361　C⊂T（：TGA（：ATATATAG（AATTGTAAGTCG（：TTTGGATAAAAG（：GTCAGCTAAATGAATAA

421　ATGTAAATGTAAATGTAAATTTGTATCTTGTCAGTTATAAAATG丁⊂CTGITG丁T丁T11TC

481　TAGGTGTTGCTTGTTTGCCCTAATA1てTG（τrGCTG（：ATGAGGGACAGGTGATAATGCT（

541　’「GGAATGTGGGAGGTATCAGTG（：τAT　　566

　
②

8②

ｨ
②
⑦
6
②

－
▲
7
」
3
「
5 024

80

ｨ



　　　　　　　　　　　　　　3倍性中国普通鮒300bpバンド

3倍性ギンブナ300bpバンド
ギベリオブナ300bpバンド
　　　　　　　　　　　　　神奈川県小出1産
　　　　　　　　　　　　　2倍体ギンブ　300bpバンド

　　　　　　　　　　　　　　　618
　　　　　　　　　　　　　51

　　　　　　　　　　　　　　　長野県諏訪湖産3倍性ギンブナ

　　　　　　　　　　　　　　　300bpノミンド

オランダ産フナ300bpバンド
998

779

1000

ゲンゴロウブナ300bpバンド

0．01

　　641　ニゴロブナ350bpバンド

　503

2倍体、3倍性ギンブナ

350bpノミンド

図8Y2－2プライマーから得た塩基配列を用いた系統樹（NJ法）



YZ-16 

仁arpZ50 

Zn y1 Z50 

3n YZ Z50 

3n HZ Z60 

Si. Z60 

EU Z60 

GRB Z60 

G Z60 

BZ4 Z60 

3n YZ Z70 

Si. Z70 

1 GAGCTT仁仁CAGCATGACATCACATAAATAGAAGCAA仁TGAG仁AG仁AAA仁ζAT--C--ATTAT 58 

1 GAGCTTC仁仁AG仁ATGACAT仁A仁ATAAATAGAAA仁AACTGAG仁AGCAAGAAAT-ー仁βTATTAT 60 

1 GAGCTT仁仁仁AGCATGA仁ATCA仁ATAAATGGAAACAATTGAGCAGCAAACCAT-ー仁ー-ATTAT 58 

1 GAGCTT仁仁仁AGCATGA仁AT仁A仁ATAAATGGAAA仁AATTGAGCAGCAAA仁仁AT--仁ー-ATTAT 58 

1 GAGCTTC仁仁AGCATGA仁AT仁ACATAAATAGAAACAA仁TGAG仁AG仁AAA仁仁ATAAT--ATTAT 60 

1 GAG仁TT仁仁仁AGCATGA仁AT仁A仁ATAAATAGAAG仁AA仁TGAG仁AG仁AAA仁仁AT--仁--ATTAT 58 

1 GAG仁TTC仁仁AG仁ATGA仁AT仁A仁ATAAATAGAAA仁AA仁TGAGCAG仁AAA仁仁AT--AATATTAT 60 

1 GAG仁TT仁仁仁AGCATGA仁ATCA仁ATAAATAGAAACAACTGAG仁AG仁AAA仁仁ATAAT--ATTAT 60 

1 GAGCTTCCCAG仁ATGA仁ATCA仁ATAAATAGAAG仁AA仁TGAGζAG仁AAA仁仁AT--C--ATTAT 58 

1 GAGCTTCC仁AG仁ATGA仁AT仁A仁ATAAATAGAAG仁AACTGAG仁AGCAAA仁CAT--C-噌 ATTAT 58 

1 GAG仁TT仁仁仁AGCATGACATCACATAAATAGAAG仁AA仁TGAG仁AG仁AAAC仁AT--C--ATTAT 58 

1 GAG仁TTC仁仁AGCATGA仁AT仁A仁ATAAATAGAAG仁AA仁TGAGCAGCAAAC仁AT-ー仁ー-ATTAT 58 



YZ-16 

仁arpZ50 

Zn y1 Z50 

3n YZ Z50 

3n HZ Z60 

Si. Z60 

EU Z60 

GRB Z60 

G Z60 

BZ4 Z60 

3n YZ Z70 

Si. Z70 

59 A仁TTTGTTTGT仁AAGGT仁ATGGATGGT仁AGGGCATATTTTAGAGGGAGTCTAATT仁TTTT 118 

61 ACTTTGTTTGT仁AAGGTCATGG仁TGGT仁AGGG仁GTATTTTACTGGGAGTCTTAT仁仁TTTT 1Z0 

59 GCTTTGTTTGT仁AAGGTCATGG仁TGGTCAGAGCATA仁TTTAGAGGGAGTCTAATTζTTTT 118 

59 G仁TTTGTTTGT仁AAGGTζATGGCTGGTCAGAGCATACTTTAGAGGGAGT仁TAATT仁TTTT 118 

61 GCTTTGTTTGT仁AAGGTCATGGCTGGTCAGAG仁ATA仁TTTAGAGGGAGTCTAATT仁TTTT 1Z0 

59 A仁TTTGTTTGT仁AAGGT仁ATGGATGGT仁AGAGCATA仁TTTAGAG--ーーーーーー--GTGTTT 108 

61 G仁TTTGTTTGT仁AA--ーーーーーーー-GGTCAGGGCATATTTTAGAGGGAGT仁TAATTATTTT 110 

61 G仁TTTGTTTGTCAAGGT仁ATGGCTGGTCAGAG仁ATACTTTAGAGGGAGT仁TAATT仁TTTT 1Z0 

59 ACTTTGTTTGT仁AAGGT仁ATGGCTGGTCATGG仁ATATTTTAGAGGGAGTCTAATT仁TTTT 118 

59 A仁TTTGTTTGTCAAGGT仁ATGGATGGT仁AGGGCATATTTTAGAGGGAGTCTAATTCTTTT 118 

59 A仁TTTGTTTGTCAAGGTCATGGATGGTCAGGG仁ATATTTTAGAGGGAGT仁TAA TTCTTTT 118 

59 ACTTTGTTTGT仁AAGTT仁ATGGATGGT仁AGAG仁ATA仁TTTAGAGGGAGT仁TAATTCTTn 118 



Y2-16 

仁arp250 

2n y1 250 

3n Y2 250 

3n H2 260 

5i. 260 

EU 260 

GRB 260 

G 260 

B24 260 

3n Y2 270 

5i. 270 

119 TATGTGTTTTATATTATGTATTTTC仁TTAAGTCTAAACTTTTCTGACTGTGTGATGGAAT 178 

121 TATGT--ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー-GTTTAGA仁TTTTTTGA仁CGTGTGATTGAAT 155 

119 T-ーーーーーーーーーー---ATGTATTTT仁仁TTAAGT仁TAAA仁TTTT仁TGACTGTGTGATTGAAT 164 

119 T-ーーーーーーーーーーーー-ATGTATTTT仁仁TTAAGT仁TAAA仁TTTT仁TGA仁TGTGTGATTGAAT 164 

121 TATGTGTTTTATATTATGTATTTTC仁TTAAGT仁TAAA仁TTTT仁TGA仁TGTGTGATGGAAT 180 

109 TATGTGTTTTATATTATGTATTTTC仁TTAAGT仁TAAA-ATTT仁TGACTGTGTGATGGAAT 167 

111 TATGTGTTTTATATTATGTATTTT仁仁TTAAGT仁TAAACTTTT仁TGA仁TGTGTGATTGAAC 170 

121 TATGTGTTTTATATTATGTATTTTC仁TTAAGT仁TAAA仁TTTT仁TGA仁TGTGTGATTGAAT 180 

119 TATGTGTTTTATATTATGTATTTT仁仁TTAAGTCTAAA仁TTTTCTGACTGTGTGATGGAAT 178 

119 TATGTGTTTTATATTATGTATTTTC仁TTAAGT仁TAAACTTTTCTGA仁TGTGTGATGGAAT 178 

119 TATGTGTTTTATATTATGTATTTT仁仁TTAAGT仁TAAACTTTTCTGACTGTGTGATGGAAT 178 

119 TATGTGTTTTATATTATGTATTTTC仁TTAAGT仁TAAA仁TTTT仁TGA仁TGTGTGATGGAAT 178 



YZ-16 

仁arpZ50 

Zn Z50 

3n y1 Z50 

3n HZ Z60 

5i. Z60 

EU Z60 

GRB Z60 

G Z60 

BZ4 Z60 

3n YZ Z70 

5i. Z70 

179 TGAC仁AAAGAAAT仁AC仁AGTGGGT仁AGGGTGTT仁AGT仁AAAAAATGATATGTTTGCCTT仁 Z38

156 TGA仁仁AAAG-AAT仁A仁仁TGTGGGACAGGGTTTGCAGTGAAATTTTTTTATGTTTG仁ATGC Z14 

165 TGA仁仁AAAGAAAT仁A仁仁AGTGGGT仁AGGGTGTG仁AGT仁AAAAAATGATATGTTTG仁仁TT仁 ZZ4 

165 TGACCAAAGAAAT仁A仁仁AGTGGGT仁AGGGTGTGCAGT仁AAAAAATGATATGTTTGCCTTC ZZ4 

181 TGA仁仁AAAGAAATCACCAGTGGGT仁AGGGTGTG仁AGT仁AAAAAATGATATGTTTG仁仁TTC Z40 

168 TGA仁仁AAAGAAAT仁A仁仁AGTGGGTCAGGGTGTTCAGTCAAAAAATGATATGTTTGC仁TT仁 ZZ7 

171 TGA仁仁AAAGATATCA仁仁AGTGGGT仁AGGGTGTG仁AGTGAAAAAATGATATGTTTCCCTG仁 Z30 

181 TGAC仁AAAGAAATCACCAGTGGGT仁AGGGTGTG仁AGTGAAAAAATTATATGTTTGCCTT仁 Z40

179 TGACCAAAGAAATCACCAGTGGGT仁AGGGTGTTCAGTCAAAAAATGATATGTTTG仁仁TTC Z38 

179 TGA仁仁AAAGAAAT仁AC仁AGTGGGT仁AGGGTGTTCAGT仁AAAAAATGATATGTTTG仁仁TT仁 Z38 

179 TGAC仁AAAGAAAT仁ACCAGTGGGT仁AGGGTGTTCAGTCAAAAAATGATATGTTTG仁仁TTC Z38 

179 TGA仁仁AAAGAAAT仁A仁仁AGTGGGT仁AGGGTGTG仁AGT仁AAAAAATGATATGTTTG仁仁TT仁 Z38 



Y2-16 239 AGTCAGC仁GCGGTCT仁ATAGAGAAAC仁TT267 

仁arp250 215 GGT仁AGC仁G仁GGT仁T仁ATAGAGAAACCTT243 

2n Y1 250 225 AGTCAGC仁G仁GGT仁TCATAGAGAAAC仁TT253 

3n Y2 250 225 AGTCAG仁仁G仁GGT仁T仁ATAGAGAAA仁仁TT253 

3n H2 260 241 AGT仁AG仁仁G仁GGT仁TCATAGAGAAA仁仁TT269 

51 260 228 AGTCAG仁仁G仁GGTCTCATAGAGAAA仁仁TT256 

EU 260 228 AGTCAG仁仁GCGGTCT仁ATAGAGAAA仁仁TT259 

GRB 260 241 AGT仁AG仁TG仁GGT仁TCATAGAGAAA仁仁TT269 

G 260 239 AGTCAG仁仁G仁GGT仁T仁ATAGAGAAAC仁TT267 

B24 260 239 AGT仁AGC仁G仁GGT仁T仁ATAGAGAAA仁仁TT267 

3n Y2 270 239 AGT仁AG仁仁G仁GGTCT仁ATAGAGAAA仁仁TT267 

51 270 239 AGT仁AG仁仁G仁GGT仁T仁ATAGAGAAACCTT267 

図9 1'2-16フライマー (赤字領域)により増幅された各バンドの塩基配列。ーは欠失、緑字

は挿入を示す。青字はブライマ一作製時に使用 した塩基配列と異なる部位を表す。

Carp 250 (コイ、サンフル名 G17小)、 2nY1 250 (2倍体ギンブナ、 Yol)、 3nY2 250 (3 

倍性ギンブナ、Y02)はアガロースゲル250bpバンド、 3nH2 270 (3倍性ギンブナ、 H2)、

Si 260 (ギベリオブナ)、 EU260 (オランダ産フナ、フナ1)、 GRB260 (ゲンゴロウブナ、 G20)、

G 260 (キンギョ、キン1)、 B24260 (3倍性中国普通鮒、 B24)は260bpバンド、 3nYY3 270 

(3倍性ギンブナ、1マ3)、3n1'2270、Si270は270bpバンドである。
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554
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クラスター一　II

クラスター　III
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　　　　　　88∈

98ε @　801　　　キンギョ260bpバンド
　　　　　　　　りを
　　3倍性中国普通鮒260bpバンド

図10　Y2－16プライマーから得た塩基配列を用いた系統樹（NJ法）
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