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緒言

紅色植物門ウシケノリ目の系統解析のための新しい分子種

11型DNAトポイソメラーゼ遺伝子 (TOP2) について
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Partial nucle'Otide sequences 'Of血epu阻tivetype 1I DNA topois'Omerase gene (TOP2) of marine 問dalgae Porphyra 

lenera s位ainTU・3and Bangia atropurpurea str温inOM-I were determined by sequencing the cl'Oned PCR台湾men白 E

Lengths 'Of the nucle'Otide sequences of P. tenera TU-3 and B. atropurpurea OM・1we問 1，208bp. The amin'O acid 

sequences deduced from the nucleotide sequ回目swere sh'Own t'O c'Ontain pu回tivem'Otifs (type II DNA t'Opoi回 me岡田

m'Otif and A TP/GTドbindingsite m'Otiη.羽田G-Cc'On~叩包'Ofthe tw'O nucle'Otide sequences were 62%加 d61%f'OrP.

tenera TU-3 and B. atropurpurea OM-I問spectively，and出esequence identity between them was 84%. The genetic 

distance in白eTOP2 between the P. tenera TU・3加 dB. atropurpurea OM-I was much higher than由at'Ofthe SSU 

rDNA.羽田seresults suggest出at血eTOP2 is a promising t'O'Ol t'O aid a study 'On phylogenetic analysis in B回伊ales.
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近年，生物の系統関係をより明確にすることを目的

として， DNAの塩基配列を使用した分子系統学的研究

がさかんに行われるようになってきた(Olsenet al. 

1994)。紅色植物門ウシケノリ目の分子系統解析にお

いてはSSUrDNA， ITS， rbcL， rbcS， RUBISCOスペーサー

などの分子種をもちいて系統解析が行われてきた

(Oliveira et al. 1995， Yamazaki et al. 1996， Brodie et al. 

1997， 1998， Muller et aJ. 1998， Woolcott釦 dKing 1998， 

Kunirnoto et aJ. 1999， Shimomura et al. 1999)。 しかし，

これらの分子種を用いても明確な系統関係を示すこと

のできないことがあるとの報告もされている

(Yamazaki et aJ. submitted)。進化上近縁な生物問(近

縁種，系統株など)での分子系統解析では，もちいる

分子種によっては明確な系統関係を示せないことがあ

る。これは解析にもちいた分子の進化速度が遅い場

合，対象とする生物聞で変異の蓄積がほとんど，ある

いはまったく生じていないことが原因のーっと考えら

れる。これを補うためには，より進化速度の速い分子

種をもちいた系統解析を行う必要がある。さらに，分

子系統解析にもちいる分子種は対象生物間で普遍的に

保存されており，水平伝播しにくいなどの性質が要求

される。

DNAジャイレースのBサプユニットをコードする

遺伝子 (gyrB)はSSUrDNAを上まわる進化速度を持

ち，細菌の分子系統解析における新規の分子種として

有望であることが報告されている (Yamamotoand 

Harayama 1995， 1996)0 n型DNAトポイソメラーゼは

DNA2本鎖の両方を一過的に切断し2本鎖DNAに生じ

可ne田quences田ported泊thispaper have been deposited in DDBJI 

EMBL/GenBank under accessi'On numbers AB034764 for P. tenera 

TU-3叩 dAB034765 f'Or B. atrop山P町田OM・1.
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Table 1. Nucleotide田中開田sof the PCR primer. 

sense primer CGA RAT HII IGT NAA YGC NGC NGA 

antisense primer GIS WIC CRT CII IRT CYT GRT C 

N = A， G， T， C; R= A， G; S = C， G; W = A， T; Y = C， T; 1 = inosine 

た絡まりや結ぴ目を解消するという機能を担ってお

り，原核生物のDNAジャイレースのホモログである

(Lynn et a1. 1986)。一般的にH型DNAトポイソメラー

ゼのN末端側をコードする領域はgyrBに相向性を持つ

領域で，/11.胃鎚eに関するドメインなど高度に保存され

た部分を持つ(菊地・宮池 1997)。その中央部にはDNA

の切断・再結合に関わる活性部位Tyrが存在し，酵母，

マウス，ヒトではC末端側に核移行シグナルが存在し

ている (Fig.l，菊池・宮池 1997)。これまで11型DNA

トポイソメラーゼおよびそれをコードする遺伝子

(TOP2)は，幅広い生物群についてそれらの構造や機

能に関する分子レベルの解析が行われており，多くの

知見がすでに得られている。また，TOP2は真核生物に

普遍的に存在しており，適度な進化速度を保持してい

ると恩われ，ウシケノリ目を含め真核生物の分子系統

解析の新しい分子種として期待できる。しかしなが

ら，実際に TOP2が真核生物の分子系統解析に適用さ

れたことはいまだなく，ウシケノリ目を含め紅藻類か

らのそれに関する報告はない。上記のような背景のも

と，著者らはウシケノリ目に属するアサクサノリ

(Porphyra tenera)とウシケノリ (Bangiaatropurpurea) 

から TOP2の塩基配列のうちgyrBに相同性を示すN末

端側をコードする領域の単離および塩基配列の比較を

行い，この分子種のウシケノリ目における分子系統解

析に対する有効性の検討を行った。

材料と方法

本研究でもちいた材料は，東海大学先端技術セン

ターのカルチャーコレクション室(所在地:静岡県清

水市折戸3・20司1)に保存されている単藻培養されたア

サクサノリ (Porphyratenera Kjellman) TU-3株とウシ

ケノリ (Bangiaatropurpurea (Ro出)C. Agardh) OM・1株

である。培養条件は， ESS2培地 (Kitadeet a1. 1996) 

をもちい，長日周期(14hr明期， lOhr暗期)， 7昆度15

'C，光量約16.6JA'm九ーlで通気培養した。

ゲノム DNAの抽出法は， Aljanabi and Martinez 

(1997)の方法を一部改変したもの，すなわちこの方法

にQIAGENBlood & Cell Cultu陀 DNAMidi Kit (キアゲ

ン)の処理を加えた方法をもちいた。

PCRによる TOP2の増幅には，センスおよぴアンチ

センスの混合プライマー (Table1)をもちいた。これ

らのプライマーは，シロイヌナズナ (Arabidopsis

thaliana， Xie and Lam 1994; DDBJ/EMBL/GenBank 

Accession No. L21015)，マラリア原虫 (PJasmodium

fa1cip.削'ffi，Cheesman et a1. 1994; SWISS-PROT Accession 

No. P4100l)，センチユウ (CaenorhabditiseJegans， Wilson 

et a1. 1994; SWISS-PROT A∞ession No. P34534)の11型
DNAトポイソメラーゼのアミノ酸配列をもとに，gyrB

と高い相向性を示す領域を増幅できるように設計し

た。また，プライマー配列は真核生物に特異的な領域

に設計した。反応にはサーマルサイクラーGeneAmp 

PCR System 9600 (パーキンエルマー)を使用し，ポリ

メラーゼとしてGeneTaqNT(ニッポンジーン)をも

ちいた。反応サイクルはアサクサノリについては94

'C， 1 min ; 6O.5'C， 1 min ; 72'C， 2 min，ウシケノリ

については94'C， 1 min ; 58'C， 1 min ; 72'C， 2 minの

反応をそれぞれ35サイクルとした。このPCR産物を

電気泳動した後， GENE CLEAN 11 Kit (フナコシ)を

もちいて目的とするものと思われる 1，200-1，300 bp 

のDNA断片を回収した。

「ご込

DNA breakage/rejoining domain 
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Fig.1.司自国cl問。fIype 11 DNA topoisome岡田.A bold squ師 indicatesthe putative向原onisolated in this sludy. 
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I!!I収した PCR断片は pD BllIeVector (ノヴァージェ

ン)にLigationKit ver. 2 タカラ)をもちいてライゲー

ションし，コンピテントセルJMI09(タカラ)に導入

した。塩基配列の決定は，ABI PrisI11 310 Genetic 

Analyzer (パーキンエルマー)を使用 し，TOP2のi!ic91J

内部から新たに設計したプライマーをもちいて行っ

た。得られた配列についてはゲノムネット捻供による

サービス BLAST2.0 ADVANCED BLAST SEARCH 

(Altschlll et al. 1997)により相向性検索を行い，既知の

11 Li'! DNAトポイソメラーゼ遺伝子との相同性を剥べ

た。

また，ゲノムネッ ト提供によるモチーフ検索プログ

ラムをもちいてモチーフの検索を行った。その後，ア

サクサノリとウシケノ リについて Clustal W 

(ThoI11pson et a1. 1994)をもちいて多重アライメン トを

行い，配91Jの比較を行った。アライメン トは塩基配列

とアミノ酸配列の両方について行った。最後に TOP2

とSSUrDNAの2つの分子種でアサクサノリとウシケ

ノリの配列の遺伝距離を求め進化速度を検討した。逃ー

伝距離の解析は多重置換の可能性も考!1'Ji.し，TOP2の

コドンの3番目の塩基を外した場合についても行っ

た。 j也伝距離の計算はコンピューターソフ トウエア

PHYLlP3.5.卜(Felsenstein1993)に含まれたプログラム

Dnadistをもちいて行った。

結果

混合プライマーを使った PCRの後，PCR産物を電

気泳動すると 6本前後のバンドが安定して得られた

(Fig.2)。シーケンスの結果得られた塩基配列はアサク

サノ リとウシケノリどちらも 1，208bpとなった。

~ l I ・
r-Tr・
国・・・・・・圃圃圃Eι.，主・祖国圃圃園

P.lenera M(MC(GG訂訂印町町田MCAAτ凪回目GGCATC(C仁訂GGCMTGCA((jζ(MG

8.atropurpureu AACAAζ((iGGT訂(GGTσTGGAACAAT回目江副臼.T(((日T((iC曲目白日目MG

P. tenera (，Mr.C，GGTGT ACGTG目白川口CAT(Tττ"日A仁:aCCTCACGTCσT((M廿AT臼ζ
8.ot，.0ρurpurelJ CiM;GGGGTGTAC(iTG(ζζGAGζTGAT(TTTGGGζACCTCCT(ACGTCCTζCMCTATGAτ 

P開(，AC(，GGGA(，MGMGGTGGTGGG四匹目白A仁田GT̂TG町(jCCMGCT(j(j((MCAT(

B.Qu'却tJrpu"~ GA.(GGGGAGAA<>MGGTGGTG回目旺目白ACG<iGTAT白 GGC(MG(TG(j((M(ATC

P聞 Tπτ(M臼田CTTT町四τ(GAGA日G('品目白τζ町四GGζAAGA日刊臼品(AG

8.otr申 ur-purea 甘口((A江田(TTτ町 GGT(GA品目GCGGACGCGG目立田区MGAC(TACMGCA(i

P. tf!!nero MG甘TMG目白A(AτGATGGACCGGGG品目江田庄町民GGGC訂日GCCAA(j(((
B.otr岬 urpvrea A(G甘臼回目凪ATA'τ砧，TG白日GCGGGG回目(T((AT日 GGGCGAGCGC臼A(jCCC

P.tenero (C;ι(~ζA((，TGC.A回目白.T(ACGT甘臼匹目白日TGGCCAAGτ円6訂ATGGACC(jζ

8.otr叩 urpureo AAG品目白TGGA回目白.TTACGTIT白日目品目TGCCAAAGτT日 ĈATG(j(CGCC

P.lenero 口仁川四AGGAC(j江町田町町民T((MA刊日"刊訂伍ACATGGζ(jGGTGτGGTT
B.otr叩urpureo ζTCGA((jCGGA四日町両日町日T((AGATGC(j(jGIGGTCiGA'τATGGCGCiCiCiCiτGGTG 

P.tenero ζCCiCiG臼.TICiCGGTGTACCτC品目GGGCCMG口CAAGATT---AA口日廿ζAAG臼G
B σV 申 urpureo C(CGG臼廿GGGGTCiTA(CTCM(GGGGCGCGGCT白川町CiCGCMCTT.甘 (..TCAG

P. tenero T ̂(町伍A(CTTCA(CTTG江品目日目白紙匹目白日(AT(白日正区白日AGC
B.otropur同 TACGτ回目口氏 (̂(τ"臼品目白江田ACGCGC(((G(AT((ATGACGA回目T((

B，aεF叩urpurモ G"田町同臼GGTGGT伍τ口(GTTGAG日正面GCAGATGCAGCA臼江AG(τγY町E
P. tenero GGCi同町伍臼GGTGGτGGτGτζGCTCAG日，¥(GGAζAGCT(jACG白血((AG口τTGTG

P.t<!1恒 MCAG(Aτ日CTA(CACCAAGGG四国ACGζ̂ "τ(AAT臼τ.GTGGCGGACCAGCTGσTA
B.otrocur，向 M(T(CATCT(白日A((AA.GGG日Ci(ACGζACGT品目白白日医師A(CAGCT(j町ζ

P.t開 ACiCCG臼.T((AGGAGCACAlTGC臼品.¥AG(，¥(.¥A砧口口仁AAG町ζAAGC(了円日M
6.otr申 urpu珂 "̂日(AT(臼(jGAG仁ACAITGC(A，¥GAGGζA(AA白日CTCAAG町仁AAG江(T冗CAA

P. tenerll flT(AAGT臼 CAGCTGT(ζATCTflCGTCAA訂 GCCTTGT(砧AAACCCCCi日円寸GACTCG
B .otropurpureu ATCAA訂日 CAGCTGT(ζA1C1γTGTC品目GCm GTG(jA日A(日師団刊rTGACTCG

P. tenero (AGAC{AAGGAG.A1GCTCA(CiTC(CGG日回目立町τT回口江川MTCiG町m 日目
B.otr申 urpureo (AGACCAAG臼臼TGCTCA日T(((GG江町民ACGTτT出口江品 目伍町町6日目

P. tenero GA((G臼τGGCCAAG曲目T臼.1(，品目〈伍同町田TGGAGA訂 GTGCTGAG((TCGCC
B.otr，甲 urpureu GACMG.¥TGG(G(伍白日TG肝G.UGT(G(i伍町(j(jT((iA町四GTGCτGAG(CTACiC.A

P. tenero GAGT(A(伍臼GGTCAAGGAG口"((M白目白日町田副AG日目白ζGGGTGT(G
B.otr申urpureo GAGTC日 GCCAAT((MGGAGCTCGCCAA曲目白τG.ζ面白川ζG"回目白刊正6

P. tenero GG(ATI((CMGCTGGA(GACG日AACCTGG回目白日目白ACAG回目柏町GĈζc

B.otr叩 urpureo GGGATIGCAMGζTGGATGACG((AAC白白日"GA回目GGA(冗回目MGTG(Aζζ

P.tenero 口 CATCCT(ACTGMG(j日A口仁TGCCM(j(j(GCTGG江AT口仁G"G口 GTCTGTCGTG
B.otropurpur旬。 口 CAT((lCACGGAGGGGGA口仁GG((MGG(G口伍ζ仁川口ζG(jGuCTGTCTGTGeTG

P. tenero GG日GCGACTAlTACGCi日τ引π日出口医師"仁AAG口 CiCTC品目TT日GCiAGCi(C
B.atropurpurea GGG回目ACTACTA(GGGGTGπT((GClCiCGGGGCiAAG口町l(AA(GTG印GGAGG((

P日 ĈCCACMG白血打AT印A仁川回目白GATCA(ζM((τCAAG品砧.TTAT日GGCTG

B.otr叩 I.Irpurl.!(/ 目白白川臼臼Y寸前 GGAι品目白GAGAT(A((AA(口臼AGM臼TTATζGGGCTG

P. tl.!rlero (AGζA(GGCAA 
B.otropl.lrpureo (AGζAζ"ζ帥

Fig. 3. A nuclcolide sequence alignmenl of TOP2 from Ihe IwO 

Bangialcs mcmbcrs (P. tener;l and B. atropurpureu). Length or Ihe 

nucleOlicle sequcnces of P. tenew TU-3 ancl B. illropurpurca OM-I 

were 1，208 bp. Rcgions corrcsponcling to PCR primers were excluded 

from Alignment. The G-C content of the two nucleotide sequenees 

were 62% and 61 % for P. tenera TU-3 and B. a汀opllrpurcaOM-I 

Fig. 2. Gel electrophoresis of the PCR prodllcts with dcgenen'te respectively. and thc seqllence identity between them was 84% 

primcrs. Lane M: molecular sizc marker; lane A: P. lencra; lane B: Astarisks indicate l1ucleolide identity 

B. illmpurpu，"!!; lane C: positive conlrol (みDNA)
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P.tenera NNGAGI~必制AKEGVYVPELIFGHLLTSSNYDDGEKKVVGGRNGYGAKLANIFSTRFVV

B.atropurpurea NNGAGIPVAMHAKEGVYVPELIFGHLLTSSNYDDGEKKVVGGRNGYGAKLANIFSTRFVV 
・*・...............・・$・・・・・・・....・・・・・・・・$・・・・・・・・・・..・・.....

P.tenera ETADASSGKTYKQTFKR陥制限町PAIRASAKPRDTWTRITFEPDLAKF倒DRLNEDAVA
B.atropurpurea ETADAASGKTYKQTFTR陥似DRGAPSlRASAKP悶A附RITFEPDLPKF剛AALDADAVA

・..・・....・e・.............・e・*傘・・-・-・・・・・・・・・・・・・.. .・・・."，J."，，~ 
1 

P.tenera VLQMRVVDMAGVVPGIAVYLN臼KLKINSFKQYVDLHLADAPDAPRIHDATSG剛EVVVS
B.atropurpurea VLQMRVVDMAGVVPGIGVYLNGARLKVRNFSQYVALHLADAPDAPRIHDDASGRWEVVVS 

・4齢...・・・・..・・・・・・・・・・・-・・.... ..・e・e・e・......・・・・0・・..
P. tenera LSDGQL TQTSFVNSIA甘KGGTHVNHVADQLVSRIQEHIAK剛KTLKVKPFQI陥QLSIY
B.atropurpurea LSDGQMQQTSFVNSISTTKGGTHVTHVADQLVSRIXEHIAK剛KTLKVKPFXIKSXLSIF

・・・...・・・・・・・・-・*・・*・・・・・*・・..傘.~・・..・・........・...・・..・
P.tenera VKCLVENPAFDSQTKEMLTSRPASFGS悶VVCPD~仏KDLIKSGVVESVLSLAESRQVKEL

B.atropurpurea VKCLVENPAFDSQTKEMLTSRPSTFGS悶VVCPD剛ARDL限SGVVESVLSLAESRQSKEL

.........・・*・・・・・・・・......・.......・・-・・......・・・・・・・e・・・・・‘
P.tenera AKTDGGKRARVSGIPKLDDANLAGTRDSAKCTLILTEGDSA臥LAISGLSVVGRDYYGVF
B.atropurpurea AKTDGGKRARVTGIAKLDDANQAGTRDSAKCTLILTEGDSA陥LAISGLSVLGRDYYGVF
・・・・・・・*・・・......... ........~惨事事*・・・・・・・・..・・・・・..・..・・・・・・
2 3 

P.tenera PLRGKLLNVREATHKQI叩NAEITNLKKIIGLQHG
B.atropurpurea PLRGKLLNVREATHKQI叩NAEITNLKKIIGLQHG.........・e・...............・.......

Fig.4. An amino acid sequ回目aligr田lentof TOP2 from血etwo Bangiales membe四 (P.tenera and B. a加 'fJurpurea).Bars indicate motifs 
[1…:ADA(Aβ)SGKT， putative A TP/GTP biding site motif; 2・圃:GGKR， putative田凶dationsite motif; 3圃 _:LTEGD哩AKA，pu泊ltivety戸
11 DNA topoisomerase motif1. Astarisks indicate amino acid identity， whe問ascolons and periods indicate highly conserved or conserved 
substitutions，田spectively.

BLASTによる相向性検索では他生物のn型DNAトポ
イソメラーゼ遺伝子が優位にエントリーされ，アライ

メントによる解析では両塩基配列聞の相向性は84%

で，どちらの配列にもイントロンと恩われる領域は確

認できなかった (Pig.3)。アミノ酸配列をもちいたモ

チーフ検索では11型DNAトポイソメラーゼモチーフ

に相向性のある領域の他， ATP/GTP結合モチーフ，ア

ミド化サイトモチーフに相向性のある領域が検索され

た (Pig.4)。塩基置換が生じているサイトでは同義置

換の割合が71%を占めていた。 0・C含量はアサクサノ

リが62%，ウシケノリが64%であった。これは他生物

n型DNAトポイソメラーゼ遺伝子の相同領域と比べる
と高い値であった。

TOP2のSSUrDNAとの遺伝距離の比較では，アサ

クサノリとウシケノリ双方のSSUrDNAの変異座位数

が1，803bp (イントロンは除く)中136箇所で，配列問

の遺伝距離は0.0705だったのに対し，TOP2では1，208

bp中125箇所で，遺伝距離は0.1562であった (Table

2)0 TOP2のコドン第3番目の塩基を解析対象から外

した場合，残った1，007bpにはアサクサノリとウシケ

ノリ TOP2配列関で108箇所の塩基置換が存在し，ア

サクサノリとウシケノリの遺伝距離は0.3029であっ

た。

なお，本論文で報告された遺伝子の塩基配列は，次

の承認番号の元DDBJ/EMBL/GenBankへ寄託しである

(アサクサノリ TU-3株:AB034764，ウシケノリ OM・1

株:AB034765)。

Table 2. Genetic distance of P. I伺自習副dB.a/ropl1甲山田onTOP2 
岨dSSUrDNA.

TOP2 SSU rDNA 

genetic distance 0.1562 0.0705 
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考察

本研究で作製したプライマーはシロイヌナズナ，マ

ラリア原虫，センチユウのアミノ酸配列をもとに設計

したものである。このプライマーによって規定される

領域はH型DNAトポイソメラーゼのN末端側である。

得られた配列には各ドメインのモチーフ配列と推定さ

れる配列が存在していた。また，これらの各ドメイン

のモチーフ配列と推定される配列は同ーのアミノ酸フ

レーム上に乗っており，これらのことから本実験で得

られた配列はII型DNAトポイソメラーゼのN末端側

をコードする配列であることが推定される。

PCRの際のアニーリング温度はアサクサノリ 60.5

'C，ウシケノリ 58'Cとかなり高めの設定を必要とし

た。混合プライマーを使ったPCRの場合，非特異的な

断片の増幅を防ぐためにも可能な限り高いアニーリン

グi昆度が望ましいと考えられる。本研究でも56'C以下

では500bp以下のバンドしか増幅できなかったが，ア

ニーリング温度を上げることによって目的とする1，300

bp付近のバンドが確認された例があった。また，この

アニーリング温度の高さは今回得たTOP2配列自体の

G-C含量の高さが影響していると考えられる(アサク

サノリ 62%，ウシケノリ 64%)。外国産アマノリ属の一

種Porphyrapurpureaでは核ゲノム全体のG-C含量が約

45%と報告されている (LeGaIl et aJ. 1993)ので，ウ

シケノリ目に属する生物自体の全ゲノム中のG-C含量

が高いというわけではなく ，TOP2自体にG-C圧がか

かっているためと考えられる。この点はアサクサノリ

のTOP2においてコドン第3番目の約87%がGまたは

Cを採用していることからも，本遺伝子にG-C庄の存

在が示唆される。

このような場合，多重置換の影響を避けるため，コ

ドン第3番目の塩基を解析対象から外して系統推定す

る方法がとられることがある。本研究で得られた

TOP2についてもコドン第3番目を解析対象から外し

て遺伝距離の算出を行った。コドン第3番目を解析対

象から外すと遺伝距維が0.1562から 0.3029と大きく

なったのは，解析対象となる座位数と置換座位数の割

合が変わったためと考えられる。アサクサノリとウシ

ケノリのTOP2ではコドン第3番目を解析対象から外

して残った 1，007bp中には 108箇所の塩基置換が存在

した。 SSUrDNA配列聞の塩基置換数は 1，803bp中136

箇所であることを考えると，コドン第3番目を解析対

象から外しでも，アサクサノリとウシケノリのTOP2

配列問の塩基置換数の割合はSSUrDNA配列関の楓基

置換数の割合よりも大きいことを示している。多重置

換を考慮しでも TOP2はSSUrDNAよりも進化速度が

速いことが示唆された。今後重要なことは，実際に系

統樹を推定しコドン第3番目の有無によって分岐の順

序にどのような影響が出るかを確かめることであろ

っ。
ウシケノリ目内の分子系統解析においては SSU

rDNAをもちいた場合，十分な解像度が得られない場

合があることが報告されている。 Yamazakiet aJ. 

(submitted)は，アサクサノリと近縁種であるスサピノ

リ (Porphyrayezoensis)の系統関係を SSUrDNAをも

ちいて解析したが，系統樹の枝の信頼度が非常に低く

なってしまうということを見いだしている。これは

SSUrDNAの変異がアサクサノリとスサピノリの聞で

少なく，たがいの遺伝距離が小さいためと考えられ

るo一方， SSU rDNAとTOP2を比較すると，TOP2の

方が進化速度が明らかに速いと考えられる。配列聞の

遺伝距離を比べる限り約2倍の値を示していた。この

結果は細菌のSSUrDNAよりもgyrBの進化速度の方が

速いという報告 (Yamamotoand Harayama 1995， 1996) 

とも一致し，本研究を始めた際の著者らの予想を支持

するものであった。

本実験で使用したウシケノリでは残念ながら色素体

コードのrbcL，rbcS， RUBISCOスペーサーについての

データがまだないためTOP2との直接の進化速度の比

較はできなかった。しかし， Muller et aJ. (1998)， 

Yamazaki et aJ. (submitted)はアサクサノリがスサピノ

リと近縁であることを分子系統学的に示唆しており，

また，著者らは本実験でもちいたウシケノリが北アメ

リカ産のウシケノリの一種 (MulIeret aJ. 1998)と分子

系統学的に近縁であることを見出している(未発表

データ)。このスサピノリとウシケノリの一種の問の

SSUrDNAを基にした遺伝距離は0.0703であり ，rbcL 

を基にした遺伝距離は0.0832であった(未発表デー

タ)。また， RUBISCOスベーサーは非コード領域であ

るが， Brodie et aJ. (1998)， Woolcott and King (1998)は

RUBISCOスペーサーが種聞の分子系統解析のマー

カーとして有効であることを示している。 rbcLの比較

と同様，アサクサノリと近縁なスサピノリの

RUBISCOスペーサーの境基配列 (Brodieet aJ. 1998)と

本実験でもちいたウシケノリと近縁なウシケノリの一

種のRUBISCOスペーサーの塩基配列を基にした両者

の遺伝距離は0.2337であった(未発表データ)。これ

まで紅藻の分子系統解析においてSSUrDNAをもちい

た解析範囲と RUBISCOスペーサーをもちいた解析範

囲の中間的進化速度を持った分子としてはrbcLやrbcS
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がほとんどであった (Brodieet al. 1997， 1998， Woolcott 

and King 1998， Muller et al. 1998)。これらのデータは著

者らが実験に使用したアサクサノリとウシケノリの同

一種・株による直接の比較から得たものだけではない

ため，これらの結果から直ちにウシケノリ目内の分子

系統解析のための分子種の有効性について一般化して

考察することには慎重を期さねばならないが，上記の

データは TOP2がウシケノリ目内においてrbcLと

RUBISCOスペーサーの簡に位置する進化速度を持つ

ことを示唆し，また，TOP2をもちいることによるウシ

ケノリ目内のより精度の高い分子系統解析の可能性を

も示唆している。

分子系統解析を行う上で重要な事は，同じ生物群に

ついていくつかの分子穫をもちいた解析結果を重ね合

わせ慎重に検討することであろう。また，ミトコンド

リアや色素体といったオルガネラ由来の情報と核由来

の情報を重ね合わせることは，その生物の系統関係に

ついてより深い考察をもたらしてくれるはずである。

こういった意味からも，核コードの遺伝子である

TOP2の持つ可能性は大きいと考えられる。今後，

TOP2に関してパラローガスな比較をさけるための対

処が必要であり，アイソザイムの存在の検討が必要と

考えられる。現在のところ，鳥類と崎乳類については

α，pのアイソザイムが存在する(菊池・宮池 1997) 
が，それ以外の生物でアイソザイムの存在の報告はな

い。ウシケノリ目においても TOP2のアイソザイムの

存在の有無をハイ・プリダイゼーションなどの手法をも

ちいて確認する必要がある。著者らは，ウシケノリ目

に属するいくつかの種からの TOP2の単離と塩基配列

の決定に関する研究を引き続き行っている。このよう

な研究にもとづく TOP2に関する情報の蓄積は，ウシ

ケノリ自の分子系統解析に多大な貢献をするであろ

っ。
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