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はしがき

ノトセニア亜目魚類は南極海およびその周辺領域で繁栄し極限環境の中で最

も適応してきた生物のーつである。本研究の目的は、地球レベルでの自然環境

の変化にともなって進化してきたノトセニア亜目魚類を分子進化学および集団

遺伝学的の視点から解明することにある。ここでは本研究の成果をノトセニア

亜目魚類の紹介を交えて以下のように報告する。

1.ノトセニア亜目魚陰鳳こついて

2. AFGP遺伝子

3.ヘモグロビン遺イ云子

4.免疫グロブリン遺伝子

5.ミトコンドリア遺伝子

6. MHC遺伝子

ノトセニア亜目魚類は 1960年代半ばから漁業の対象として注目を浴び始め、

最近は急激な漁獲量の増大および水産資源の減少、違法操業を含めた乱獲、な

どの問題が浮上している。ノトセニア亜目魚類の保全には、クジラ、アザラシ、

オットセイ、オキアミなど他の生物を含めた南極海の生態系を理解するととも

に個々の種での集団構造や遺伝的な多様性を探る基礎研究を進めてぃくことが

大切である。今回の研究が少しでもその役を担えれば幸いである。

本報告書をまとめるにあたり、お世話になった研究者の方々、ご指導を受け

賜った諸先生にこの場を借りて感謝の意を表したい。

平成19年6月

大田竜也
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約2.5億年前の地球にはーつの巨大大陸パンゲアがあったが、そのパンゲア大

陸の一部であったゴンドワナ大陸はジュラ紀にアフり力大陸一南アメリカ大陸
と南極大陸ーオーストラリア大陸ーインド亜大陸へと分裂した。新生代に入る

と南極大陸がオーストラリア大陸から離れ、それぞれの大陸や海洋の環境条件
は大きく変わった。大陸移動にともない発生した南極大陸を周回する周極流は

暖かな海流が南極大陸周辺へ流れ込むことを妨げ比較的温暖だった大陸の気候

を寒冷なものへと変えている。そこでは、環境の変化に適応できなかった多く

の生物が消し去られ、なんとか生きのびた生物の一部が、新たに開けた場に放
散した。

南極海で生きるスズキ類ノトセニア亜目の硬骨魚類(以下、ノトセニアとす

る)は、このような地球の歴史や南極周辺の自然環境の変化に応じ非常に特異

な進化を成し遂げ、他の生物にはみられないシステム生命機構を作り上げた。
浮き袋をもたず底生あるいは近底生であったと考えられてぃる祖先種にとって、

他の大陸の大陸棚から隔雛された状況では変わりっっある環境に適するしか生

きのびる道がなかったのかもしれない。しかし最終的にはノトセニアの魚類は

運良く生きのびることができた。そのーつの要因は進化の過程で耐凍結糖ぺプ

チドAntiFreezeGlycopeptide を獲得したことにあると考えられてぃる。一般に南

極大陸近辺では含まれる塩分などの効果により海水の温度が一19度近くになる。
噛乳類などはエネルギー消費により熱を発生し体温を維持することができるが、
いわゆる変温動物ではそう簡単にはいかない。ノトセニアのような魚類にとっ

ては生体分子の合成機械として働く酵素や細胞を構築するタンパク質が低温で

も機能するように進化することが生きのびるーつの要件であり、酸素や栄養な

どの分子が体のすみずみまで行きわたるよう血液などが凍結しないように循環

器系を改変させることも大切であったと考えられる。そのなかでノトセニアは

偶然にも遺伝子重複およびオリゴヌクレオチドの重複によって AFGP という遺

伝子を発明し、それを利用して体液が凍りっかないようにするシステムを開拓

し南極海という特殊な環境で適応放散してきたのである(図1.1)。
ノトセニア亜目の魚類に特徴的な点は AFGP の獲得だけではない。ノトセニ

ア亜目コオリウォ科に属する魚には血中に赤血球がほとんど存在せず、また存

在してもへモグロビンがない。これは脊椎動物のなかでも例外的である。この
現象がへモグロビン遺伝子を失った結果生じたものであることはノースィース

タン大学のDetrich教授によって明らかにされてぃる。しかし、なぜこのような

変化が生じたかは定かでない。「低温になることで血液の半占陛が増したが、赤血

ノトセニア亜目魚類について弔1早1
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球を失うことでその粘性を和らげソ劃と考えることもできれば、「低温になり液

体中の酸素含有量が増え赤血球を維持する必要がなくなった」とも考えられる。

環境や他の生物との関係が変化し一部の機能がなくても生きていくことができ

るようになると、その機能に関わる遺伝子を失うことがある。このような場合

原因となった突然変異は生物の適応度に影響せず、偽遺伝子が中立的に種集団

内で(偶然により)広がった、と考えるのが普通である。では本当にコオリウ

オ科の祖先種でもへモグロビン遺伝子を中立的に失ったのであろうか?これら

の魚の中には、鱗がなく皮膚の下の毛細血管が密になったり、血液の流量が増

すように循環器系の進化が生じている。それらを考えると、単にへモグロビン

遺伝子の欠失が中立的に生じたとは考えにくい。ヘモグロビン遺伝子の欠失が

進化上の適応変化であったのか、あるいは、祖先集団が小さかったために「ヘ

モグロビンが作られないという異常な遺伝子」が集団へ広がってしまったのか、

このような様々な説のどれが正しいかを判断するには集団遺伝学的な観点から

進化を研究し各説を検証していく必要がある。ノトセニアの集団遺伝学的な研

究は一部のミトコンドリア遺伝子やマイクロサテライトの解析で集団内の構造

や遺伝的な多様性を少数の種で調べているくらいである。一般に分子進化学的

あるいは集団遺伝学的に生物の過去を探るには、異なる進化様式をもっ遺伝子

を解析することが役立っ。たとえぱ、主要組織適合遺伝子複合体 Major
Histocompatibility compleX の解析はヒトの進化研究で重要な知見をもたらして

いる。ミトコンドリアやMHC遺伝子あるいはその他の遺伝子の佶報を総合して

集団遺伝学的な観点を含めた上でノトセニア亜目の適応進化を追求することが

大切である。本研究では以上を踏まえ様々な塩基配列やアミノ酸配列の分子デ

ータを解析しノトセニア亜目魚類の進化を集団遺伝学的・進化遺伝学的な観点

から明らかにしていく。
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はじめに

ノトセニア亜目魚類の特徴のーつは約 100 近くの種が南極海域という極限環

境で生息、していることである。それを可能にしたーつの大きな進化的な要因は、

体液中に耐凍結糖ぺプチド AntiFreeze Glycopeptide を獲得したことにあると考

えられてぃる。AFGPによって0度以下の条件にあっても血液などの体液が凍結

せず、既存の循環系を用いることで様々な化学物質を末端器官へ分配し不必要

な化学物質を適切な排池器官・貯蔵器官へ輸送できるのである。例えば、ボウ

ズハゲギス Pag0所eπm 加ルhgルν加kiは血液中に存在する Naa の凝圖点降下で
、0.82度、またその他のイオン等の効果を合わせて・1.00度までしカサK点降下を示

さない。しかしAFGP があるとさらに、120度の効果が生じ・220度でも血液は凍

らなくなる(Devriesetal.1982)。そのためボウズハゲギスは生息、する海水温が

、190度という低温であっても問題なく生息、することができる。

AFGPは構造的に非常に単純で、アラニン・アラニン・スレオニンあるいはプ

ロリン・アラニン・スレオニンの三つのアミノ酸を基本とする構造が反復した

ものである。 AFGPの生体内での生成過程については、遺伝子発現によって生じ

た大きなぺプチドが細断されサイズの異なる AFGP が作成されることは分かっ

てぃた。その後の研究で AFGP はすい臓で生成された後に消化管に分泥されそ

れが再吸収され体液を循環すると考えられるようになった(chengetal.2006)。

この AFGP の複雑な発現機構はその進化的な起源に大きく関係している。

AFGP の進化については Ch伽と Cheng (1997)らが、(1) AFGP と Iwpsinogen

見ike protease 遺伝子の5 、側、および3 、側の塩基配列の相同性が非常に高く

(94-96ツ。)、また(2) 1LP のイントロン 1 とエクソン 2 の領域にスレオニン'

アラニン・アラニンのコドンに対応するオリゴヌクレオチド配列(acagcGGCA)

が存在することから、 TLP 遺伝子の重複後オリゴヌクレオチドの重複およびー

部の領域の欠失で AFGP が生まれたという仮説をたてた。その後、進化的な中

間型である AFGP と TLP のキメラ遺伝子が存在することが示され(chengand

Ch伽 1999)、 1LP 遺伝子から AFGP 遺伝子が進化してきたことはほぽ間違いな

いと考えられている。本研究では、この AFGP 起源についてより詳細な分子進

化学的な解析を行い,さらなる進化過程の解明を試みた。

マゼランアイナメおよびカサゴの1IP遺伝子について

ライギョダマシの AFLP・1LP 遺伝子およびILP 遺伝子の塩基配列はすでに

公表されてぃる。これらの情報を利用しながらより詳細な解析を行うために、

第2章 AFGP遺伝子
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外群としてカサゴの TLP遺伝子の塩基配列を明らかにし、ライギョダマシと同

属にあるマゼランアイナメのTLP遺伝子を含めた解析を行った。この解析で用

いた配列はGENBANKに登録されている配列と我々の研究室で決定したカサゴ

Sehasticus plar乃10ratuS とマゼランアイづーメ Dissostich1ιSelegiπoideS の酉己詞」である。
ここでカサゴのTLP遺伝子は畔臓由来のRNA に対するCDNA の塩基配列を 、

またマゼランアイナメの TLP 遺伝子は筋肉由来のゲノム DNA の塩基配列を用

いた。(マゼランアイナメは日本国内の一般市場で購入したギンムッのゲノム

DNAを用いて決定された。ただしギンムツあるいはメロとして流通してぃる魚

類はマゼランアイナメの他にまれにライギョダマシを含んでぃることもあるの

で、ミトコンドリア配列の Dループ領域を用い生物種を確認している。)図2

1にはこれら TLP遺伝子のコード領域の配列を、図2.2にはマゼランアイナ

メの TLP遺伝子のゲノム構造を示す。さらに、これらの配列とデータベースか

ら得られた配列を用いて系統関係を推定したものを図2.3に示す。ここでマ

ゼランアイナメおよびライギョダマシDissostichus"1αWS0πiの1ιPの系統の末立揣

までの長さ、さらにはNototheπm c0ガicepS の TLP の系統の末端までの長さがほ
ぽ同じであることに注意して欲しい。これはDissoslich加属を含めたノトセニア

科ではTLP遺伝子の進化速度が一定であると仮定できることを示してぃる。

方で、 AFGP・1LP遺伝子(AFB4124)の枝の長さは他の系統よりも短い。すな

わち ILP遺伝子と AFGP・TLP キメラ遺伝子の進化速度はかなり違ってぃる。

さらにこの系統樹から、ライギョダマシのAFGP・TLP キメラ遺伝子には2種類

の遺伝子が存在することも明らかである。ーつの AFGP・1LP キメラ遺伝子

(AF134124)はノトセニア科の分化以前に TLP 遺伝子と分岐しており、他の

AFGP' 1LP キメラ遺伝子(AFB4322)の起源はより最近、おそらく DissoSガCh弘S

属の種分化の後に生じている。 AFGPがノトセニア科、ノソレパギファ科、アゴヒ

ゲオコゼ科、カモグチウォ科、コオリウォ科に存在することを考えると AFGP

の起源はこれらの科の分化以前に生じていることが想定され、第一番目に分岐

したAFGP・1LP キメラ遺伝子(AFB4124)がTLP遺伝子の重複によって生じ

た本来のAFGP・TLP キメラ遺伝子と考えられる。また多重遺伝子族に属する遺

伝子はたびたび遺伝子変換により多重遺伝子族間での塩基配列の交換を行うこ

とが知られており、第二番目の AFGP ・ TLP キメラ遺伝子(AF134322)は
DissostichuS 属の 2 手重力§分イヒした後 1こ Dissoslichus P1αWsohi の系統で本来の

AFGP・TLPキメラ遺伝子あるいはAFGP遺伝子とTLP遺伝子が組み換えをおこ

したものであると考えられる。実際にAFGP・1LP キメラ遺伝子(AF134322)を詳
細に解析すると、コード領域以外の領域においても5、側は AFGP 遺伝子と相

同性が高く、 3 Υ則は AFGP・1LP 遺伝子よりも ILP 遺伝子と相同性が高い。

よって AFGP・1LP キメラ遺伝子(AH34322)自身は異なる進化経路を経た DNA
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領域によって構成されたと考えられる。ただ注意しておかなければならないの

は AFGP・ TLP キメラ遺伝子(AFB4322)は CDNA の塩基配列であり、 RNA のス

プライシングによって AFGP・1LP キメラ遺伝子のエクソンと ILP遺伝子の工

クソンに由来する mRNAが合成されたために生じた可ヨ断生も残る。これらにっ

いては今後のライギョダマシにおけるゲノム解析が必須である。以上の結果は

AFGP・1LP遺伝子の起源が一回の遺伝子重複で生じたと単純な進化過程で説明

できるのではなく、その後の遺伝子変換などの複雑な過程を経て生じているこ

とを物語っている。

AFGPの起源の年代推定について

これまでの研究から AFGP は、ノトセニア科、ノソレパギファ科、アゴヒゲオ

コゼ科、カモグチウォ科、コオリウォ科に属する種に観察され、ウシオニカジ

力科、シュウドアフりティス科、フォークランドアイナメ科には観察されてい

ない。そのため、 AFGPはノトセニア亜目の種分化の過程で獲得されたと考えら

れる。しかし、南極海域から離れた場所で生息、する種であるⅣom所eπm伽g加mm
では AFGP の遺伝子発現量が少なくタンパクは体液中にほとんど存在せず、

Pα1αg0πototheπ tesse11αtαで1才 AFGP 遺イ云子そのもの力§存在しなしΥCheng et al

2003)。また先にあげたノトセニア科、,ソレパギファ科、アゴヒゲオコゼ科、カ

モグチウォ科、コオリウォ科の全ての種で AFGP がタンパクあるいは遺伝子レ

ベルで観察されているわけではなく、ウシオニカジカ科でも南極海域に生息、し

ている種が存在する(Eastman 2005)。これらのことを考慮すると、 AFGP の起

源がいつなのか(ノトセニア亜目の起源以前か、あるいはノトセニア科、,ソレ

パギファ科、アゴヒゲオコゼ科、カモグチウォ科、コオリウォ科の共通祖先が

フォークランドアイナメ科と分化する前後なの力→は一概に決められない。

Cheng ら(2003)はAFGPの起源について大雑把な推定を行っているが、核遺伝

子に対してミトコンドリア遺伝子の進化速度を用いるなど不適切な仮定が設け

られ正確な結果は得られていない。

そこでここでは、 AFGP の起源についてTLP と AFGP・1LP キメラ遺伝子の分

岐年代を分子進化学的に推定してみた。ただTLP遺伝子と AFGP・1LP キメラ

遺伝子では進化速度が異なることからILPの進化系統での情報をもとに時間推

定を行った。すなわち(1) 1LP遺伝子やAFGP・TLP遺伝子の塩基配列から祖

先の塩基配列を推定、(2) TLP の進化過程で生じた塩基置換数を計算、(3)

推定されているライギョダマシとマゼランアイナメの種の分岐年代(1450万年)

からTLP系統での進化速度を推定、という手順を踏まえ(4)TLP遺伝子と TLP・

AFGPキメラ遺伝子の分岐年代の推定を行った。これらの結果を図2.4に示す。

エクソン2-6のコード領域の比較からライギョダマシとマゼランアイナメの

^
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間で平均22.5個の塩基置換が生じており、それからTLP遺伝子の進化速度が 1.1

~1.15×10、9であることが示される。さらに ILP遺伝子と AFGP・ TLP キメラ遺伝

子の分岐時点までの塩基置換を考え、現在までに明らかになっている最古の

AFGP・TLP キメラ遺伝子の誕生は 2180~2430 万年前と推定された。この値は

Near (2004)が推定したノトセニア科、,ソレパギファ科、アゴヒゲオコゼ科、

カモグチウォ科、コオリウォ科に属する種々が分化し始める時代に相当する。

大陸の移動と大きく関与した南極海域の環境変化は未だ明らかになってぃな

いことも多い。たとえば南極大陸が他の大陸と雜れ、流れの強い南極周極流が

生じた時期には異なる説がいくっか存在する。 scher と Martin(2006)は魚類の歯
に含まれるネオジウムの同位体元素の解析から南米と南極が離れドレーク海峡

が生まれたのは 4100 万年前であると推定している。 pfuh1 と Mccave (2005)は、
オーストラリア・タスマニアの海底地層の解析から約2400万年前ごろに強い流

れの南極周極流が生じたと結論している。最初に南極周極流が発生した時期と、

その流れが速くなり温暖な中緯度の海流が南極周辺に入りにくくなった時期が

異なるのは必ずしも相反することではない。南極周辺の寒冷化に大きく寄与し

たと考えられるのは後者であり、今回の AFGP の研究で明らかにされた年代が

たとえ大きな誤差をもつとはいえ P員lh1と Mccave(2005)の提唱している地質学

的な年代と一致していることは非常に興味深い。

Chen L., Devries A.L., cheng c.・H. C. a997) Evolution of antifreeze glycoprotein

gene fiom a trypsinogen gene in Antarctic notothenioid ash. proc. Natl. Acad. sci
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はじめに

脊椎動物の赤血球に存在するへモグロビンHemoglobinは、肺やゑ思など外部の
環境と接することのできる器官において酸素と結合し、酸素濃度の低い場所で

酸素と解離する分子である。ヘモグロビンの基本的な構造はα鎖とβ鎖の4量

体であり、これらのサブユニットが協調的に構造を変化させながら周りの酸素

濃度など影響を受け酸素と結合・解離を行い非常に効率よく酸素の運搬を行っ

ている。ヘモグロビン分子は二酸化炭素の分圧が上昇したりPHが低下したり
温度が上昇したりすると、酸素結合能が変化し酸素が解雛しやすくなる。これ

はボーア効果と呼ばれ、末端組織のように酸素を消費して二酸化炭素を発生す

る場所でへモグロビン分子からの酸素の解雜を促進している。ボーア効果はア

ルカ少性あるいは中陛近くの PH で観察され酸性が強くなるとその効果が逆転

するのが普通である。しかし、硬骨魚類ではより低いPHの条件下でもこのよう
なボーア効果がみられる。これはルート効果と呼ばれボーア効果の極端な場合

として考えられており、低いPH下でデオキシ・ヘモグロビン分子の構造が安定

し協調的な酸素結合能が失われることによって生まれる効果だと考えられてぃ

る。

ヘモグロビン遺伝子のα鎖とβ鎖は遺伝子重複によって生じたものである。

これら二つの遺伝子はヒトを含む噛乳類では異なる遺伝子座によってコードさ

れている。個体発生の段階で酸素結合能が異なるサブユニットが用いられ、噛

乳類では発生の初期の段階でζ鎖やε鎖が、その後の出産前後まではα鎖やγ

鎖が用いられる、これらのα鎖を含むα鎖型のζ鎖およびθ鎖はα遺伝子と連

鎖した領域に、またβ鎖を含むβ鎖型のε鎖、γ鎖、δ鎖はβ遺伝子と連鎖し

た領域に存在し、発生段階に応じた発現制御を示す。数種類のα鎖およびβ鎖

型のサブユニットが存在するのは硬骨魚類においても同じである。たとえぱ、

メダカでは3種類のα鎖型と4種類のβ鎖型サブユニットが知られている。こ

のなかで少なくとも2種類のα鎖型と1種類のβ鎖型サブユニットは発生初期

のみで発現する一方、従来から知られていたα鎖とβ鎖サブユニットは成魚で

発現している。ただし成魚型のβ鎖に関しては発生初期にも発現してぃること

が知られている(Maruyamaetal.2002)。このような遺伝子構成およびその発現

パターンはすべての硬骨魚1鳳こみられるのではなく、フグやサケなど異なるグ

ループによってα型およびβ型の遺伝子の数も違えぱその発現様式も異なって

いる。

第3章へモグロビン遺伝子
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ノトセニア亜目魚類におけるへモグロビン

ヘモグロビンは赤血球で主要なタンパク質であり、ほぼ脊椎動物すべてに存

在する。唯一の例外はノトテニア亜目のコオリウォ科に属する魚類で、これら

の魚類ではへモグロビンが生成されない。また、他のノトセニア亜目魚類にお

いても、血液中の赤血球の数が少ないことも知られている。いわゆるへマクリ

ツト値は多くの魚類で30-40%なのに対し、ノトセニア亜目の魚類では 14-39%で

ある U110 2005)。このような特性から多くの研究者がノトセニア亜目のへモ

グロビンに注目し研究を行ってきた。現在までに以下のことが明らかになって

いる。

(1)ダルマノトⅣot0所eπiαωガicepS の成魚には、 Hb1 と Hb2 と呼ばれる 2種
類のへモグロビンが存在し、 Hb1 がその 95%、 Hb2 が 5%を占める。この Hbl

と Hb2 のβ鎖は共通しているが、α鎖は異なる。このほかにも同種には発生初

期に発現する別のα鎖とβ鎖が存在している。

(2)ダルマノトの成魚型のα鎖田b1 型)およびβ鎖の遺伝子は近傍に座上

し互いの5 側が近接する、いわゆる 5 '-5、の配置にある。そのため、

つの遺伝子の間では発現制御領域が共有されている(zhaoetal.1998)。また同

種において、成魚型とは別に脛型のへモグロビンのα型とβ型遺伝子座が存在

する(coccaetal.2000)。この1丕型でもα型とβ型の遺伝子は 5 '-5 、に位置

するが、そこでは全体が重複して2つのクラスターがタンデムに配置し計4個

の遺伝子で構成されている(図3.1.(A))。

( 3 )コオリウォ科の魚類である Chi0πodraco hαル1amS と Chαππichthys

所加OCのω加には1丕型のへモグロビンが存在しない。またNear ら(2006)が示した
ように、コオリウォ科の16種のうち 15種では成魚型のβ遺伝子およびα遺

伝子のエクソン 1と 2がゲノムから欠失している(図3.1.(B))。コオリウォ
科としては例外的にⅣeopagaopsis m加h でα遺伝子と二っのβ遺伝子がゲノム

上に存在するが、ーつのβ遺伝子はエクソン1と2が欠けており、また他のー

つのβ遺伝子ではイントロン1とエクソン2の境域で正常なスプライシングを

妨げる突然変異が生じ正常なβ鎖は生成できない(図3.1.(C))。
(4)ノトセニア亜目魚類のへモグロビンの酸素に対するアフィニティは比較

的低い(di prisco et al.1988)。

(5)ノトセニア亜目の成魚では、複数のへモグロビン種が存在する生物種と

ほぽ1種類のへモグロビンが生物種する場合がある(表3.1)。複数の種類の

ヘモグロビンがある場合はそのサブユニットの構成が異なり、αサブユニット、

に数種類がある場合、βサブユニットに数種類がある場合、またαおよびβサ

ブユニットに数種類ある場合が存在する。またここで異なる種類のHbが異なる

性質を示す場合がある。乃e加αm形加πeWπesiの場合 Hb1やHb2 は生理的な条件
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下で協調的に酸素と結合するがその酸素結合能は PH や有機りン酸によって変
わらない。一方HbC はPHや有機りン酸によって酸素と結合する能力が変化し

ボーア効,美を示,ー(D'Avino eta11994)。コオリイワシ Pleuragra"11πααπtarchcu"1
の場合、 Hbl、 Hb2、 Hb3 のすべてが著しいボーア効果およびルート効果を示し

酸素に対するアフィニティも比較的高い(1ambumnietal.1996)。しかし三種類

のへモグロビンは温度によって、その性質を異にする。季節的な移動によって

比較的広範囲に生息、するコオリイワシにとって温度で異なる性質を示す Hb が

存在することが適応的なのではないかと疑われてぃる。一方コオリイワシと近

縁である且e所01砥iS 加topleryχでは主要な Hb がーつだけで、ボーア効果もさほ

ど強くなくノレート効果は全く見られない(D'Avinoetal.1992)。このように生物

種および構成サブユニットによってへモグロビンの性質はかなり異なってぃる。

ヘモグロビン遺伝子の系統関係にっいて

ヘモグロビンのアミノ酸配列は多くのノトセニア亜目魚類から得られており

図3.2に遺伝子データベースに登録された、あるいはすでに文献で発表され

たα型およびβ型へモグロビン・タンパクのアミノ酸配列を示す。これらの配

列に基イづいて、またメダカの配列を外群として系統解析(図 3.3 と図3.4)
を行うとα遺伝子およびβ遺伝子の両方で(1)成魚で主要なHbで使用される

サブユニットのグループと(2)成魚では比較的量の少ないHbで使用されるサ

ブユニットあるいは1丕期一稚魚で使用されているHbのサブユニット、の二っの

グループに大きく分けられる(図 3.3.(C)と図 3.4.(C))。例外はウシオニ
カジカ科に属する ColmπPのCagohi0のβ鎖で、成魚で主要なHb を構成するサブ

ユニツトにあるにも関わらず第二番目のグノレープに属してぃる。これにっいて

は Verde ら(2007)が、 cotmπPerca gohi0 の系統でβグロビン遺伝子の発生段階

におけるスィッチの制御機構に突然変異が生じ脛期一幼魚期で使用されるへモ

グロビンβ遺伝子が成魚で使用されることとなったためではないかと類推して

いる。 con0πPerca gohi0 の成魚の Hb1 と Hb2 は共に酸素に対するアフィニティ

が高いことが知られている。もしかすると酸素に対するアフィニティを高める

ために脛期一幼魚期で使用されるへモグロビンβ遺伝子が成魚でも使用される

ととなったのかもしれない。またここで、第一番目のグループ(成魚で主要、^

なHb)と第二番目のグループ(発生初期あるいは成魚で比較的稀に使用されて

いるHb)はメダカにも存在し、それらの系統の分化はノトセニア亜目魚類の誕

生の前に始まっていることに注意して欲しい。すなわちコオリウォの一部の種

で第一番目のグループあるいは第二番目のグループに属するへモグロビン遺伝

子が観察されないのは、これらの系統の進化の過程でゲノムから失われたこと
を意味している。

ー^

、

kawanoak
長方形



また図3.3.(A)と図3.4(A)には成魚型のα遺伝子およびβ遺伝子にっい

て推測された系統関係も示されている。ここでは進化的に短期間で分岐した配

列を比較しているので、最節約法で系統樹を推定した。ただここで示されてぃ

るコンセンサス系統樹の一部の系統関係はあまり信頼のおけるものではない。

というのも、アミノ酸配列ではーつのサイトで並行置換や復帰置換がしばしば

観察されているからである。実際に同じ配列を用い NJ 法などで配列の差異や

PAM距雛などを用いて系統樹を作成してみると、ここで示されてぃる系統樹と

は系統関係の異なるものが得られる。しかし、次の点は様々な結果で一様に観

察されている。(1)ウシオニカジカ科Bovichtidae、そしてシュウドアフりティ

ス科PseudaP捻itidae はノトセニア亜目魚類で始めに分化した種であり、これらの

種のへモグロビン遺伝子はノトセニア亜目魚類のへモグロビン遺伝子の中で最

も早い段階で分岐している。(ただし Colmpeルagohi0 のβ遺伝子にっいては先
にあげた点に注意すること。)(2)ノトセニア科のαおよびβ遺伝子は側系統

性を示す。(3)カモグチウォ科Bathydraconidae のα遺伝子はノトセニア科の魚

類とグループを形成するものとアゴヒゲオコゼ科Artedidraconidae とグループを

形成するものの2種類が存在する。(4)アゴヒゲオコゼ科のへモグロビン遺伝

子はカモグチウォ科の(すくなくとも一部の種の)ヘモグロビン遺伝子に最も

近縁である。(5)コオリウォ科のα遺伝子(とβCHAN遺伝子)はそれぞれ、カ

モグチウォ科の相同遺伝子と近縁である。 Near ら(2006)が示しているように、

コオリウォ科のβNOT0遺伝子(gi番号 843B789)はアゴヒゲオコゼ科やカモグ

チウォ科のβ遺伝子とノトセニア科のβ遺伝子の分岐以前に分岐しており、β

CHAN とβNOT0 の遺伝子重複は古いと考えられる。以上から、ヘモグロビン遺伝

子から推測された系統関係はノトセニア亜目の種の系統関係を反映してぃるも

のであるが、必ずしも一致していないことが示される。なぜこのようなことに

なっているのかについては様々な理由があり、(1)アミノ酸配列が短くここで

調べた遺伝子の系統関係を明らかにするための情報が少ないこと、(2)平衡置

換や復帰置換などが多く存在し系統関係を類推するにあたり問題となってぃる

こと、のような系統樹の推測での問題とともに、(3)遺伝子のイントログレッ

ション、(4)祖先における多型配列の存在、(5)遺伝子の組換え、などの分

子進化学的な要因や集団遺伝学的な要因も関与していることが考えられる。実

際にフル"1αiopluS πeWπesiのβ遺イ云子のーつの塩基酉己冽1をイ也の 7re形αt011111S 属の塩

基配列と比較すると、ーつのβ遺伝子(gi番号 6248412幻の 3'側は他のーつ

の 7re形αt0形加πeW加Si(gi 番号 3372855)と似ており、 5、但川才乃e加αtoP1加

h伽Som'(gi 番号 337286のの配列と似ている(図 3.5)。これは(1) rre形αt0ル1加

πeWπesi と rreplat0乃11ιS haπS0πi の千重分イヒ以自1」に分岐した文寸〕ι遺イ云子が両手重でイ呆存

され、それらの組み換えによって新たな対立遺伝子が生じたか、(2)rル柳αm叛加
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hα那0πiと ne形αm抗加πeWπesiで種間交雑が生じ、それに起因する遺伝子のイン

トログレッションの後に対立遺伝子間での組み換えによって新たな対立遺伝子

が生じたためだと考えられる。

ヘモグロビン遺伝子での塩基置換について

公表されているへモグロビンの塩基配列はアミノ酸配列に比べてその数が少

ない。しかし配列の数が少なくてもアミノ酸配列の解析では得られない情報が

塩基配列の解析で得られるので、次に塩基配列の解析を行った。全コード領域

の塩基配列が明らかになっている配列は、成魚の主要なHbのα遺伝子(gi番号)

で11 Ⅳototheπiααπgustata (7110163)、 N010lheπia coriiceps (7212778)、 rre111α10111US

πews0πi(62484126)、 parachaeπichthys charcoti(84105263)、 N'eopagetopsis i0παh

(843B789)で、β遺伝子(gi番号)では、 Nototheπiααπguslata (7110163)、 Nototh師ia

Coriiceps (7212778)、 rre形αto"11ιS πews0πiβ372855;ただし 62484128 は糸且み換えに

よって生じた可ヨ目性があるのでここでは利用しない)、乃e柳ω0抗加 he沈acchh

(3372857),7re形αto/πUs hαπS0πi (337286の, pagotheπia horchgreviπSki(3372849),

Gy1ππodraco acuiiceps (3372852), cygπodrac01παWS0πi(3372846), parachaeπichthys

Charcoti(84105260,84105263)、Ⅳeopagetopsis i0παh (843B789)がある。これらの

遺伝子配列の系統関係を NJ 法によって求め、またその系統関係に基づいて

Zha昭らの方法で推定した祖先配列から得られた分子進化学的変化を図3.6お

よび図3.7に示す。この結果で、転移型の塩基置換と転換型の塩基置換の数

は同義塩基置換についてはほぽ同数の置換が、また非同義塩基置換数にっいて

は転換型の置換が転移型の置換の 1.5-23倍生じていることが示され、転移転換

のバイアスがさほど強くないことが示された(表3.2)。またα鎖においては

Parachaeπichlhys charcoliιこノ)な力§る系1禿と Neopagetopsis i0παh 1こつな力§る系1売

で、β鎖におし、て1才Ⅳeopagetopsis i0παh, pagotheπia horchgreviπSki, Gyn1πodraco
aC加CepS につながる系統で非同義塩基置換数が同義置換数に比して多いことが

観察された。同義置換サイト数と非同義置換サイト数を考慮した上での Fisher

の正確法による検定では、これらの系統の中ではα鎖における系統節8

Ⅳeopagempsisi0加hでの非同義置換数が有意に(5%レベルで)同義置換数に比

して多いことが示された(図 3.8)。 Neopagetopsis i0παh のβ鎖が、エクソン
の欠失やイントロン・エクソンの境界域での突然変異によりタンパク質として

生成されないことを考えると、このようにα鎖で非同義置換が有意に多いのは

一見奇妙な結果である。

コオリウォ科ではへモグロビン遺伝子の欠失により赤血球中のへモグロビン

が存在せず、また赤血球が少ない(他のノトセニア亜目魚類の100分の 1程

度)ために、低温条件下においてもその血液の米占陛は低く抑えられている。そ
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こで、「心臓の構造変化や動脈球の発達などに伴う血流量の増加やうろこを失う

ことで皮膚呼吸の効率を高め、さらに低温により血液中の溶存酸素供給が高ま

ることでへモグロビン遺伝子を維持する(負の)選択圧が弱まる一方、血液の

粘性を下げることで酸素以外の成分の供給ヰ非出を促進することに対し正の選

択がかかり、この選択圧のもとでコオリウォ科のへモグロビンが様々な非同義

塩基置換を蓄積し最終的には偽遺伝子化となった」という説が提唱できる。 Near

ら(2006)らは、二つの対立遺伝子、すなわち(1)α遺伝子のエクソン 1と 3、

およびβ遺伝子を欠失したハプロタイプと(2)ーつのα遺伝子と二っのβ遺

伝子をもつハプロタイプ(ーつのβ遺伝子はエクソン1と2が欠けておりま、

た他のーつのβ遺伝子ではイントロン1とエクソン2の境域で正常なスプライ

シングを妨げる突然変異が生じている。)が、コオリウォ科の種分化の間で数百

万年にわたる長期間維持されてきたことを提唱している。もしかするとコオリ

ウォ科の種分化の時期では、機能的なへモグロビンをコードするハプロタイプ

と偽遺伝子をもつハプロタイプが共存し全体のへモグロビン量および赤血球の

数を調整していたのかもしれない。そして、その過程において唯一残った対立

遺伝子に対し酸素結合やタンパク質の安定性などに関する性質にそれまでとは

異なる淘汰圧がかかり非同義的な塩基置換が蓄積したのかもしれない。

Ⅳeopagaopsis i0加h への系統で生じたアミノ酸置換のうち、α遺伝子の

A19,C53,R69,T89,SB6やβ遺伝子の Q6,Y15,V18,S82,P146 は他のノトセニア亜目

魚類で観察されていないアミノ酸であり、その中でもα遺伝子のA19、 C53189
やβ遺伝子の Y15,S82,P146 などは近縁の硬骨魚類でも観察されてぃない。この

中でα遺伝子の A19 は噛乳類などで観察されているものの、 C53 はへモグロビ

ン・タンパク質の表面に位置し他のぺプチドとジスルフィド結合によって結合

する可能性がある。またα遺伝子の 189 に至ってはへモグロビンで最も重要な

役割を果たすへムと結合するヒスチジン残基H認に隣接しA89→T89 のアミノ

酸の変化はへモグロビンの酸素結合能力に大きく影響する可能性がある。

ここでも示されたようにコオリウォ科以外でもへモグロビン遺伝子に多くの

非同義的な塩基置換が生じている場合がある。ーつの例はGy加πodrαω形αWS伽i
のβ遺伝子にいたる系統で、これにっいては今までの研究で正の淘汰が働いて

いたかどうか議論されてきている(Barge110ni et al.1998, Nulmy and schuenzel
2006)。今まで用いられた解析方法は大標本検定に基づいた検定法が多く必ずし

も多くの置換が生じていない場合には適切でない。ことで行った検定はそのよ

うな問題はなく、また検定を保守的に行うように同義サイトや非同義サイトの

数を推定している。その結果、同義サイトや非同義サイトを考慮すると5%レ

ベルでは非同義塩基置換の数が同義置換の数よりも多いとは彪、ずしも言えない

と結論された。
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図3.2 へモグロビンのアミノ配列(続く)
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図3.2 へモグロビンのアミノ配列絲売く)
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図3.2 へモグロビンのアミノ配列(続く)
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図3.2 へモグロビンのアミノ配列(続く)

PseudaphritiS 山Ⅵ11ii β]

Aethotaxis mitopteryX β】

Pleura8ramma antarcticum β】
Pagothenia borchgrevinki β】
Trematomus bemacchji β1
Trematomus ne、¥nesi β1 β372855)
Trematomus newnesi β1(62484128)
Trematomus hansoni β1

Gobionototh即 8ibberifronS β1
Notothenia angustata β1

Notothenia coriicepS β1 (7212778)
Nototh伽ia coriicepS βl a22648)

Bathydraco ma打i β1

Gymnodraco acuticepS β】
Rac0Ⅵtzia glacialiS β1

Cygnodraco mawsoni β1(3372846)
Cygnodraco mawsoni βl a4195588)
Parachaenichthys charcoti β1 (8410526の
Parachaenichthys charcoti β1 (84105263)

Anedidraco orianae β1

Pogonophryne sc0加β]

Neopagetopsis ion丑h βNOTO

GFTPETQAAF

A.. A... G

A.. A. 1. G. L

A.. A. 1. G

A.. A... G

A..A...G

A.. A... G

A.. A... G

A..A...G. L

A V

A.... 1.G

A 1. C

A.. A. 1

A、. A.... T

A.. A

A.. A

A.. A

A.. A. S

A.. A. S

A

A

A.. A

QK凡AVVVSA

Y

LGKQYH

V

Major adult β globin g飢es used (gi number): pseudaphritis urvi11ii β1 (55583815), Aethotaxis mitopteryX β1 (D,Avino et a11992),
Pleura8ramma antarcticum β1(Tambunini et al.1996), pa80thenia borchgreⅥnki β1(3372849), Trematomus bemacchii β】β372857),
Trematomus newnesi β】β372855),1rematomus newnesi β1(62484128), Trematomus hansoni β1 β37286の,
Gobionotothen gibberifronS β1 (41017078), Nototh伽ia angustata β1 (7110163), Nototh伽ia coriicepS β】(7212778),
Notothenia coriicepS β1 (122648), Bathydraco marri β1 (256807), Gymnodraco acuticepS β1 β372852),
Racovitzia glacialiS β](stam et al.1997), cygnodraco mawsoni β1 β372846), cygnodraco mawsoni β】 a4195588),
Parachaenichthys charcoti β1 (8410526の, parachaenichthys charcoti β1 (84105263), Artedidraco orianae β】(stam et al.1997),
Pogonophwne scoai 勗(stam et al.1997), Neopagetopsis ionah βN。T。(843 B789)

GA

GA. M

M

.

H

GA.. MF

P

A
A

kawanoak
長方形



図3.2 へモグロビンのアミノ配列
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図3.5 Major adult hemoglobin beta genes for rre111αto"1Us species
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はじめに

免疫グロブリンは、脊椎動物の適応免疫で重要なタンパク質である。免疫グ

ロブリンはウイルスや細菌などの病原菌と結合しその存在を免疫システムに伝

える役割を担っており、液性免疫において自己・非自己の認識するために欠如

することのできないタンパクである。適応免疫はヤツメウナギやメクラウナギ

などの無顎類を除いた脊椎動物全般にみられる。しかし免疫グロブリンをとり

まく分子環境が脊椎動物で同じであるわけではない。重鎖と軽鎖のへテロダイ

マーで構成される免疫グロブリンだが、重鎖および軽鎖の種類およびその数は

脊椎動物によって異なる。重鎖の種類によって分けられる免疫グロブリンのク

ラスは噛乳類などでは lgM、1gD、1gG、1gA、1gE の 5種類、硬骨魚類では lgM、

IgD、1gz (あるいはlgT)の3種類が知られている。1gD の構造も噛乳類と硬骨

魚類では大きく異なり、噛乳類の重鎖は免疫グロブリン・ドメインが1つの可

変領域(V)ドメインと2つぁるいは3つの定常領域(C)ドメインで構成され

るのに対して、硬骨魚類では1つのV ドメインと8つのC ドメインで構成され

る。 V,D,J,C の異なる領域遺伝子で構成される点で遺伝子構造はすべての脊椎動

物で同じであるが、軟骨魚1卿よV・D・J・Cの全体が重複するクラスター構造を、そ

の他の脊椎動物ではV,D,J,Cの各々が重複してVn、Dn、Jn、cnの構造をとるトラン

スロコン雪!をとる(stavnezerandAmemiya2004)。

これまでの研究からノトセニア亜目の免疫グロブリン重鎖もトランスロコン

型の構造をとることが示されている(otaetal.2003)。またノトセニア亜目魚類

は他の硬骨魚類と比べ特異的な点もあり、そのーつはlgMの重鎖のCH2とCH3

のドメインの間にプロリンとシステインを含んだスペーサーの領域いわゆるヒ

ンジ様構造が存在することである(cosciaetal.2000、 otaetal.2003)。ヒンジ構

造は噛乳類でlgAやlgG に観察されシスティン間のジスルフィド結合で免疫ク

ロブリンのサブユニットを結合しながら免疫グロブリン全体のフレキシビリテ

イをあげている。 coscia ら(200のはヒンジに似た構造が CH2 -CH3間にあるこ
とで、血液あるいは体液の米占性が低温下によって増すことに対抗してぃるので

はないかと考えている。 ota ら(2003)は、他のノトセニア亜目の魚類でも同様の
ヒンジ様の構造が存在し、ヒンジ様領域を囲む免疫グロブリン・ドメインでア

ミノ酸の変化が促進され正の淘汰がかかってきたことを示した。他のノトセニ

ア亜目魚類の免疫グロブリンでの特徴的な点は膜型の免疫グロブリンの構造で

ある。 ne形ω0抗那 he叛αルC加ではノトセニア亜目以外の硬骨魚類のように膜型

IgMの重鎖はーつのV ドメイン、三つのC ドメインで構成されるが、Ⅳom所伽m

第4章免疫グロブリン遺伝子
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ωガicepS ではーつの V ドメイン、二つの C ドメインで構成される。すなわち C

ドメインの数がーつ少ない。その一方膜貫通領域と最後の免疫グロブリン.ド

メインの間に、オリゴヌクレオチドの重複によって生じた2種類のアミノ酸の

反復配列が存在し、比較的長いスペーサーの領域を構成している。本研究では、

ライギョダマシ、マゼランアイナメ、カサゴの免疫グロブリンの重鎖の塩基配

列の解析を行い、ノトセニア亜目の免疫グロブリンの進化にっいてさらなる詳

細を調べた。

カサゴの免疫グロブリン重鎖

図4.1にカサゴSehasticuS 形ar加oramS の免疫グロブリン重鎖の C領域の塩

基配列の示す。カサゴの重鎖で特徴的な点は、 CHI-CH2間にプロリンとシス

ティンを含んだスペーサーの領域が存在し、 CH2-CH3間にはヒンジ様の構造

はないことである。 CHI-CH2間のスペーサーの領域はノトセニア亜目魚類の

CH2-CH3間のヒンジ様構造と比べ、プロリンの数が多く明確なヒンジ構造を

とる。このようなヒンジ構造がカサゴの lgM に存在することはヒンジ構造その

ものが必ずしも低温への耐性ではないことを示している。しかしカサゴにはCH

2-CH3間にヒンジ様構造が存在しない。その意味で、 CH2-CH3間のヒンジ

様構造はノトセニア亜目の魚類に特異的で特殊な機能を果たしてぃる可能性も

残る。よりノトセニア亜目に近縁なスズキ類やウシオニカジカ科、シュウドア

フりティス科、フォークランドアイナメ科のようなノトセニア亜目魚類での解

析が今後重要となる。

ライギョダマシの免疫グロブリン重鎖

図4.2 にライギョダマシDissoSガCh加e形αWS0πiの免疫グロブリン重鎖の塩基

配列を示す。ここで得られたライギョダマシの免疫グロブリンは、 RI、PCR法に

よって得られたものである。また C 遺伝子領域の他に 5、RACE でV領域、 D

領域、 J 領域も調べている。図4.2(A)に示すように、ライギョダマシの lgM
型の重鎖のCμ領域は他のノトセニア亜目魚類の免疫グロブリンのCμと構造が
似ておりヒンジ様の構造もある。免疫グロブリンの重鎖の V (VH)領域にっい

ては塩基配列の異なるものがいくつか得られ、アミノ酸配列は抗原の認識部分

であると考えられる木目ネ甫決正領域 CDR(complementarity determining region)に多
様性がみられた。しかしβ鎖で形成される基礎構造部のフレームワーク領域

Frameworkregionはお互いに似ている。そのため70%の塩基の相同性をもって

VH遺伝子族を定義するとすべてのVH遺伝子はーつのVH遺伝子族に属すること

となった。ノトセニア亜目魚類のVH遺伝子族の数は現在まで二っしか知られて

おらず、ゼブラフィッシュなどの13のVH遺伝子族ど比べて非常に限られてい
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る。また6つの発現遺伝子を調べた中で3種類の JH領域遺伝子と6種類の DH

領域遺伝子が観察され、免疫グロブリンの多様性にはΥD,J遺伝子の組み△わ、
特にDH領域遺伝子の遺伝子の多様性が貢献していることが示唆された。

ライギヨダマシの免疫グロブリン重鎖VH遺伝子領域の系統解析

図4.3 にライギヨダマシDissoshch砺e形αWS0πiおよびその他のノトセニア亜
目魚類のVH遺伝子領域とゼブラフィッシュのVH遺伝子領域を含めた系統解析
の結果を示す。ここでゼブラフィッシュはゲノムDNAに由来するもので、ノト
セニア亜目魚類のVH遺伝子領域は発現した遺伝子のCDNA由来である。ゼブラ

フィツシュにっいてはゲノム解析が進み、 VH遺伝子領域はほぼその全容が解明

されており、ーつの種でのVH遺伝子のゲノムでの多様性を代表してぃる。この

系統樹からも明らかなようにノトセニア亜目魚類で発現してぃる遺伝子は似か

よっており VH遺伝子族の数では多様性はあまりない。(ただこれは抗原を認識

するための多様性が低いことを示しているわけではない。)また抗原認識部であ

る CDR のアミノ酸の組成ではゼブラフィッシュに比べて Cys、 ASP、 Gly、 Asn
の割合が低く、 pro、 ser の割合は高い傾向にみられるが、その差は顕著ではな
かった(図 4.4 )。

マゼランアイナメの免疫グロブリン重鎖の CH.と CH.のドメイン間のゲノム
領域の塩基配列

ノトセニア亜目魚類の免疫グロブリンの重鎖のCH2-CH3間のヒンジ様構造

がなぜ多様であるかを調べるにはイントロンを含めたゲノム構造を解析するこ

とが大切である。図4.5にはマゼランアイナメの免疫グロブリン重鎖のC 2

-CH3間の塩基配列の一部が示されている。そこでは、エクソン.イントロン

の境界領域のオリゴヌクレオチドが重複しアミノ酸配列を大きく変えてぃるこ

とが示された。ノトセニア亜目魚類の進化でCH2-CH3間のヒンジ様構造は大

きな変化を遂げており、またCH2 ドメインとCH3のドメインでアミノ酸が正の

淘汰によって蓄積してきたことが示されている今回得られた結果も点突然変

異のみならずオリゴヌクレオチドの重複がタンパクの構造を変えるのに重要で

あったことを示している。免疫グロブリンの進化において膜貫通領域付近のス

ペーサーやCH2-CH3間のスペーサーでAFGPの進化のようにオリゴヌクレオ

チドの重複が関与していることは非常に面白い。このようなオリゴヌクレオチ

ドがゲノム全体の特性なのか否か、またそこにDNAの複製あるいは修復機構に

大きな変化があったのかどうかは興味ある問題で今後のノトセニア亜目魚類

の分子進化にとって重要な課題のーつであると考えられる。
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図4. I Marbled rock6Sh (sehaslicuS 1παr1πorαルS) 1gM heaⅦ, chain constantregion

PSAPTVYPI_0OCGSGAGDMVTLGCLATGFSPSS
CCATCTGCACCAACGGTGTATCCTCTGCAGCAATGTGGCTCCGGGGCTGGAGATATGGTCACTCTTGGCTGCCTCGCCACCGGcncTCGCCCTCCTCAG

VTYAWNKNGVALADFIOYPAVQKNNVYTGVSOIR
TGACCTACGCATGGAACAAAAATGGCGTTGCCTTGGCGGACTTCATICAGTACCCTGCAGTACAGAAAAACAACGTCTAIACCGGAGTCAGTCAAATCCG

VRRODWESRVPIKCVVTNSAGTAOCDFTPPPPP
AGTGAGGAGACAGGACTGGGAGTCCAGGGTGCCCATCAAGTGTGTCGTGACCAATTCAGCGGGAACTGCCCAGTGTGAnTCACACCACCACCACCACCA

TLPPLPIYOLPTELKVLASCGEEAKASFSCYAK
ACACTACCACCACTGCCGATATATCAGTTGCCAACTGAACTTAAAGTGTTGGCCTCCTGTGGTGAAGAAGCCAAGGCTTCCTTCTCCTGCTATGCCAAAG

DFSPDVYEFKWLKNEVEINTKTNEFTTPSKGRKV
ATTTTTCACCAGACGTTTATGAGTTCAAATGGCTGAAAAATGAAGTGGAAATCAACACCAAAACAAACGAGTTCACAACAccncTAAGGGAAGAAAGGT

TNGTLYSAASFLTLDSSEWTLNTKIRCDFKGIG
CACGAATGGAACACIGTACAGCGCGGCCAGTTTICTCACGTTAGATTCCAGIGAGTGGACTCTCAACACGAAGAnAGATGCGAnTCAAGGGGATAGGT

KEDIPTSMNSSVTHEDSKGPREGCEEADVVV11
AAAGAAGACATTCCAACATCCATGAATTCATCIGTGACACATGAGGACAGTAAAGGTCCACGTGAGGGATGTGAGGAAGCAGATGTGGTTGTTACGATCA

IEPNLEDMFLKRKGTVICRVNINNPPVEKIFWEN
TTGAACCCAATnGGAGGACATGTTTTTGAAGAGAAAAGGAACTGTAATTTGTCGAGTCAACATAAATAATCCACCTGTCGAAAAGATTTnTGGGAAAA

AKGDPVADSS11PTKGSTSVVDLPLEISYDEWS
CGCGAAAGGAGATCCAGTGGCTGAncGTCAACGATCCCAACTAA船GAAG丁ACAAGTGTAGTAGAccnccACTCGAGATCTCGTACGACGAATGGAGC

RGETFVCIVEHRDLYNRLKTPYTRTIGGQIORP
CGAGGGGAAACGTTCGTCTGCAnGTTGAACACAGAGATTTATACAACAGACTGAAGACACCCTACACGAGGACTATTGGAGGTCAGATTCAGCGTccn

SVFMLPPLEHTIOERVTLSCYVKDFSPQEVFVSW
CCGTGTπATGCTACCICCACTAGAACATACIACACAAGAAAGGGTGACCCTGTcnGCTATGTGAAAGAcncTCCCCTCAGGAGGTTTTTGTGICTTG

LVDDEOADSQYEFHTTNPVESOGSYSAYSQLSL
GcnGTTGATGACGAGCAAGCGGACTCACAGTACGAGTTCCATACCACAAACCCCGTAGAAAGCCAAGGATCCTATTCGGCTTACAGCCAGTTATCTCTC

SLEQWKNKDTVYSCVVYHESVANS丁KAIVRSIG
AGCCICGAGCAGTGGAAAAACAAGGACACGGTGTATAGCTGTGTAGTTTACCACGAGTCTGTGGCTAACTCAACTAAAGCTATCGTCAGGTCCATCGGCC

QRSFDRTNLVNLNMNIPETCRAO

AAAGATCGTTTGACAGAACCAACCTGGICAACCTCAACATGAACATCCCTGAAACGTGCAGGGCCCAGTAGACGTCACTGIGTGTGTCGCTGTGTCTTCT

GCTGnTGTTGTTGTTGAATGTTTGTTTGcnGTGATATGACAnGTGTTTGTcnTTTAATGCAGATTCAAAATCAAAAAAAAAAAAAAAAA
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図4. 2 (A) Antarctic tooth丘Sh (Dissosh'chuS 111awsohi) 1gM heaⅦ, chain constant region

ATKPTVFPLMOCDSGTGGTVTLGCLATGFAPSA
GCCACTAAACCAACTGTGnTCCTCTGATGCAATGTGACTCCGGGACCGGAGGCACAGTCACTCTCGGCTGCTTGGCCACCGGCTTCGCACCGTCIGCTC

LTYGWTKNGADLPLTDFIQYPPVQKNNFYOGVSQ
TGACCTACGGATGGACCAAAAACGGGGCAGACTTGCCCTTGACAGAcncATTCAGTACCCCCCCGTACAGAAGAACAACITCTATCAGGGTGTCAGTCA

10VSRADWDAKDKFOCTVTHQTGMA011FTKPV

AATCCAAGTGAGTAGAGCGGACTGGGATGCCAAGGATAAATTCCAATGTACCGTGACACATCAAACAGGAATGGCGCAGAnATCTTCACAAAGCCAGTG

VVYRVPTLKVLSSSSSYEDNEAYFSCLASDFSP

GTGGTTTATAGAGTTCCAACTCTTAAAGTGTTAAGCICCTCTTCCTCTTATGAAGACAATGAGGCTTACTTCTCCTGCTTGGCCAGTGAnTTTCACCTA

KEYEIKWLTNNQEITTKIHEIKTLSVERMDENGT

AAGAATATGAGATCAAATGGCTGACAAACAATCAAGAAATCACAACCAAAATCCACGAGATCAAAACICTncTGTGGAAAGAATGGACGAGAATGGAAC

PLYSAASFXXMNTSDSTSDIRLTCLFEAKGEKG

TccactgtaC昭CgcagC飴gtttcnmm肱tgaa始CCAGIGACTCGACTTCGGACATCCGTCTCACATGTCTGTTTGAGGCGAAAGGGGAAAAAGGT

PSTVNGTISVKCPV11GGTDCPEADADVH11EP

CCAAGTACCGIGAATGGAACAATCAGCGTTAAATGTCCGGTAAITATCGGCGGCACAGATTGTCCTGAAGCAGATGCGGATGTACATATCATCGAACCCT

SMEDMLLHHKGTVYCQVKVNRPSLDKISWETEIG

CAATGGAGGACATGTTATIACACCACAAAGGAACGGTATATTG丁CAAGTCAAGGITAACAGACCATCTCTGGATAAGATTTCGTGGGAGACCGAGACTGG

NPILGADP11NLEGRKGVFNAEL11TYEEWIKG

AAATCCAAIACTTGGTGCCGACCCAATTACCAAccnGAGGGCCGTAAGGGAGTAnTAATGCTGAACTTACCATCACGTATGAAGAATGGATAAAGGGC

TKFVCKVEHKDWLEPVTKSFORINGGTTQRPSV

ACCAAGTTTG丁CTGCAAGGTGGAACATAAAGAITGGTTGGAACCAGTTACAAAATCCTTCCAAAGGATCAATGGAGGAACGACTCAGCGTCCATCAGTGT

FMLPPLEHTKKETVTLTCLVKDFYPKYVFVAWLV

nATGCTACCTCCCCTAGAACATACTAAAAAAGAAACGGTGACCCTGACTTGcnAGTGAAAGACTTCTACCCGAAGTATGTGTTTGTGGCTTGGCTTGT

DDOESGLOYNTTSPIENOGSYSAYGOLTLSLEO

TGATGATCAGGAATCAGGCTTACAATACAACACCACAAGCCCTATAGAAAACCAGGGATCCTATTCTGCTTATGGCCAGTTAACTCTCAGCCTCGAACAG

WNHNDTVYGCVVYHESMVNTGTKAIVRSIGHR丁

TGGAACAACAATGACACTGTGTATGGCTGTGTTGnTACCATGAGTCTATGGTCAACACAGGAACTAAAGCCATTGTCAGATCCATTGGGCACAGAACAT

FERTNLVNLNMNIPDTCNACN

TTGAAAGAACCAACCTGGTCAACCTCAACATGAACATCCCCGATACGTGCAATGCCTGCAATTAGATGTGATTCTGTGTCACTGTGTCTTCGGCTGnTG

nGTTTAATGnTGTGCTTGnATATCACATTGTGTTTGTCGTTTTAATGCAGATTCAAAATAAAAAAAAAGCTCTnGCAACICA
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(B) VH region
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CAGACTCTGACAGAATCTGAACCAGTGACTAAAAGGCCIGGAGAATCTCACAGAnGACCTGTACAGCCTCTGGATTCACATTCAGTAGCTCCCACATGA
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はじめに

トコンドリア遺伝子は一般に進化速度が速く種内の多型や近縁種間の進化、、、

関係を推定するために用いられている。またミトコンドリア遺伝子は母系遺伝

を示し一般に組み換えを起こさないため核遺伝子とは異なった特徴をもつ。魚

類におけるミトコンドリアの遺伝子の進化速度は必ずしも啼乳類ほど速くはな

いが、ノトセニア亜目の研究においてもミトコンドリア遺伝子あるいはミトコ

ンドリア遺伝子と核遺伝子の情報を合わせて、系統進化を推測したり(BargeⅡoni

et al.2000, Derome et al.2002, chen et al.2003, Near et al.2003, Dettai and Lecointre

2004、 sanchez et al.2007)、集団内の多型を研究すること(patameⅡo et al.2003,

Kumland Gaa'ney 2006, Rogers et al.2006, shaw et al.2004, smith and Ga丘'ney 2005,

Zaneetal.2006)が試みられている。ここではサンプル数は少ないながらも

D加0甜iC加S属のミトコンドリアのDノレープ領域の塩基配列を決定し、データベ

ースにある配列と共に集団遺伝学の観点から解析を行った。

弔5早 ミトコンドリア遺伝子

DissoSガChuS属のミトコンドリアのDノレープ領域の塩基配列

ミトコンドリア遺伝子の中でもコントロール領域あるいはDループ領域は多

様性が高く集団遺伝学的な解析に頻繁に用いられている。ここでは、我々が持

つてし、る DissostichuS 属のサンフ゜ノレ(アメリカ合衆国のべナヨラ研究所の

Amemiya 主任研究員の共同研究によって提供を受けたライギョダマシ

Dissoslich加 e形αWS0πi3 個体、日本の市場で入手したマゼランアイナメ

Dissoshch加 eleg加oideS2個体)について塩基配列を決定した。その結果は図 5

1に示すとおりである。ライギョダマシ3個体の塩基配列についてはデータベ

ースに登録されているものと全く同じであった。最近 Smith と Gaf血ey(2006)は

ライギョダマシで多型がほとんど存在しないことを示しており、今回の結果は

それと一致するものである。一方マゼランアイナメでは公表されているデータ

を含め三つのハプロタイプが発見され、そこには分離しているサイトが四か所

あった。 shaW ら(2004)は、ライギョダマシよりもマゼランアイナメで集団内の

遺伝的な変異は大きく、またマゼランアイナメの種内では地理的な距離および、

海流や南極前線帯などの影響を受け一部の集団間の分化が進んでいることを示

している。

これまでのミトコンドリア遺伝子を用いた集団遺伝学

DissoshchuS 属の集団解析(shaw etal.2004, sm武h and Ga丘ney2005)ではマゼ

kawanoak
長方形



ランアイナメにおいて南極前線帯の南北で集団が分化していた。しかし、それ
以外では集団間の分化はあまり進んでいなかった。またライギョダマシにいた
つては遺伝的な多型がほとんどみられなかった。それでは、その他のノトセニ

ア亜目の種類ではどうなっているのであろうか?patameⅡ0 ら(2003)はコオリウ

オ科に属するChi0加d欺ω属の三種について集団内の多型を調べたが、その結果

すべての種で多型が観察された。またChi0加d地ω加形ω那では分集団間でいく

つかの種のハプロタイプが共有される一方で個々の集団でしか発見されなかっ

たハプロタイプも数多く、分集団間での分化が観察された。 za11e ら(2006)はノト

セニア科のコオリイワシPle川αgrα形形aα川ardicU形では分集団間の分化の程度は

さほど進んでいないが集団内の多型は存在することを示している。 Kulm と

Ga任ney (2006)はChα形Psocepha1加g柳加ガでは分集団間の分化が進んでいるこ

とを示している。これらのことはノトセニア亜目の魚類の種によってそれぞれ

の生態・生息、環境が異なり、それに応じ遺伝的な集団内構成も異なることを示

している。

{一阿明^

Dループ領域塩基配列の解析

先にあげたようにDノレープの領域については、chi0πod地C0属の三種(patameⅡ0

et al.2003)および Pleuragra"1"1ααπtardiC説"1 (zane et al.2006) 1こおし、て数多く

の個体を調べハプロタイプが調べられている。 patemeⅡ0 ら(2003)によって調べ

られたChi0πodraω属の三種のハプロタイプについて、そのハプロタイプ間の関

係をネットワークとして表しそこで生じた塩基置換を図5.2に示す。ここで

は、3種の塩基配列の比較から Chi伽odrac0形yeおiの祖先型はハプロタイプAで

あり、chi0πodraco rastrospiπOSUS のネ且先型はノ＼フ゜ロタイフ゜D、chi0πodraco hα111a加S

の祖先型はハプロタイプT と考えられた(patame110etal.2003 も参照)。またこ

こで、祖先型からのハプロタイプの派生については Chi0加dmω形yeおi と

Chi0πodraco raSかOSP加OSUS にっし、ては上ヒ較白勺簡単で一分岐型の系統関イ系で推疋

できたが、 chi0πod川Co hα加α加S については複雑なネットワーク型となった(ネ

ツトワークの形については Patame110etal.2003 とは一部が異なる)。このネット

ワーク上でどの経路で新たなハプロタイプが生じたかについては、現在調べら

れているハプロタイプの個体数を考慮すると図5.2 (C)において実線で表示

されているのが最も可能性が高かったのではないかと考えられる。

これらをもとに、ミトコンドリア D ループ領域で生じている塩基置換のパタ

ーンをまとめたのが表5.1および表5.2である。そこで明らかなように転

移型の塩基置換は転換型の塩基置換よりも多く、その速度には約3倍程度の差

があった。値云換型の塩基置換は転移型の塩基置換に比べてその種類が倍である

ため、塩基置換速度が同じであると潜在的に転換型の塩基置換数は転移型の塩
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基置換数の2倍になることに注意。)また、塩基の欠失も頻繁に生じてぃること
も示された。表5.2にはーつのサイトでいくっの塩基置換が生じたか、その
数を示しており、その分布はサイト間で塩基速度がγ分布に従い異なってぃる
と仮定すると負の二項分布に従う。噛乳類などの研究ではDループ領域は声基
置換速度がサイト間によって著しく異なっており、γパラメーターは非常に低
い値を示す。しかし、ここで推定されたγパラメーターは 1.1 であり、サイト間
での塩基置換速度の差は顕著ではない。よって今回調べた領域にっいてはノト

セニア亜目の魚類で転移型転換型塩基置換のバイアスにっいても、またサイト

間での塩基速度のぱらっきにっいてもあまり強くない。

一般に集団内の多型の程度と調べた遺伝子の進化速度が分かると、そこから

遺伝的に有効な集団の大きさが求められる。その中のーつの方法は多型サイト
(集団内で分離しているサイト)の数から有効な集団の大きさを求める方法で

ある。ここでは先にあげた文献で発表されているデータをもとに集団の大きさ

を推定した。表5.3にノトセニア亜目の生物種にっいて得られてぃる D ルー

プ領域でのデータ、すなわち調べられている種のサンプル数、ハプロタイプの

数、分離しているサイトの数、そしてそこから得られた2N。μの値を示す。(Ne
は雌集団の大きさの数X一世代の時間とし、μは単位時間あたりの塩基置換数と
する。ただしミトコンドリアの母系遺伝を仮定する。)ここで遺伝子の進化速度
にっいては、共通している 218サイトでのDissoshC加S属の2種の塩基配列の差、
およびこれら2種の分岐年代を約1450万年前と仮定して求める今 Diss。shch那

属の2種の D ループ領域において観察された塩基差異数の平均が(21+23+24)B
なので、塩基置換速度はおぉよそ、

[{(21+23+24y3 }/2181/Π.450×107 × 2]=036×10、8

と推定される。これから 2Ne の値は表5.3のように推定される。この 2Ne の
値にっいてはライギョダマシを除いては比較的大きく 0.85-10.5×106 であること

が推定される。これらの種では一世代が数年一数十年であることを考えると遺
伝的にみて集団の大きさは十万から百万の桁で比較的大きなことが類推される。
その一方でライギョダマシの多型の程度は非常に低い。

Patame110 ら(2003)、 zane ら(2006)、 Kulm と Gaffney (2006)は、各々のデ
ータ解析で、それぞれの種でここ数万年の環境の変化に伴い集団の大きさが拡
張してきたことを示唆している。そこで次に、有効な集団の大きさを分離して

いるサイトの数ではなく塩基多様度から求めてみた。塩基多様度はハプロタイ

プの遺伝子頻度なども考慮した値なので、分離してぃるサイトの数ほど最近の

集団の拡張の影響を受けない。この解析結果を示したのが表5.4である。こ

こではコオリイワシのデータには遺伝子頻度の情報が発表されていなかったの

でChi伽od欺ω属の三種の解析結果のみを示す。(また、ここで用いた塩基配列
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の数は 241bP で、これらのサイトで推定した進化速度 038×10、8を用いて解析し

ている。)その結果 2Ne の値が 0.78-2.フ×106と推定され、これらの値は先に推定
して値よりは低い値となった。しかしここでも、有効な集団の大きさは十万か

ら百万の桁でノトセニア亜目の有効な集団の大きさが比較的大きい(遺伝的交

流少ない分集団間が長い間維持されている場合も考えられるが)ことを示唆し

た。
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はじめに

主要組織適合遺伝子複合体MajorHistocompatibilitycompleX は、免疫グロブリ
ン遺伝子とならび脊椎動物の適応免疫で非常に重要なタンパク質である。免疫

グロブリンが体液中の抗原を認識するのに対して、 MHCは細胞内に存在するウ

イルスや細菌などに由来するタンパクの分解ぺプチドを細胞表面に輸送し1細

胞などの免疫細胞に提示する。一般にMHC分子は多重遺伝子族を形成し、その

進化様式は複雑である。免疫系にかかわる遺伝子で直接抗原を認識するので

MHCは自然選択の対象となり、アミノ酸の変化を促進するような正の淘汰がか

かっている例が数多く報告されている。生物および遺伝子によっては対立遺伝

子が数百万間にわたって集団中に保持され、種をとえて多型状態が維持される。

このような自然選択は抗原を認識する部分である Antig伽 Recognitionsiteにみ
られ、類例のない特異的な進化様式を示している。 MHCは集団内で高い多型を

示すため、集団内の分化や過去の集団の容態を調べるのにも重要で、数少ない

遺伝子座の情報でも有用な進化的情報をえるととができる。ただ集団遺伝の観

点から適切な解析を行うためにはゲノム構造を明らかにし、多重遺伝子族間の
関係をおさえておくことが大切である。

本研究ではノトセニア亜目魚類における進化研究および集団遺伝学の研究の

基礎を固めるためにMHC遺伝子の塩基配列の解析を行った。

弔6早 MHC遺伝子

ライギョダマシのMHCクラスⅡβ遺伝子

ライギヨタ'マシ Dissostichus e111αWS0πi の 3 個イ本(#12,#B,#14)カ、ら1昇られた
MHC クラスⅡβ遺伝子の配列を図6.1に示す。これらの配列は Venkatesh ら

(1999)が決めた配列の一部をもとに RACE 法を行い、得られた情報に基づい

てRT・PCR法を行って塩基配列を決めた結果である。これらの3個体にっいては、

それぞれ5 Rへ、CEおよびRI-PCR法を合わせて30以上のクローンをみたが、

観察されたMHCクラスⅡβの種類は1個体あたり2-4種類であった。そのた

め最小限必要な遺伝子座の数は2つであったが、実際の遺伝子座の数は明らか

でない。また 7X ゲノムの BAC ライブラリーをスクリーニングしたところ26

28個のクローンが得られ、これも MHCクラスΠβの遺伝子座が少数個(4

遺伝子座程度)あることを示唆している。サザンブロット解析では2-5のバ

ンドが観察され遺伝子座の数はあまり多くないことが確認されたが、その数は

個体によって異なることも示された。これらの結果はノトセニア亜目魚類にお

いてもMHCクラスⅡβ遺伝子は多重遺伝子族を形成し遺伝子重複によってその

.
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数が個体によって変わりつつぁることを示している。 MHC遺伝子がいわゆる出

生死亡過程を経て進化していることは噛乳類などでも観察されており、そのた

め今後MHCクラスΠβ遺伝子を用いて集団遺伝学的な解析を行うに当たっては

遺伝子座がオーソロガスカソくラロガスかを明らかにするこどが大切である。今

回3個体から得られた塩基配列については3、の非コード領域にある反復配列

の有無で2種類に分けられ、これらが異なる遺伝子座に由来する可能性が高い。

さらに、これらの塩基配列をそのコードしているアミノ酸に注意してみるとア

ミノ酸の異なっている音畔立はARS に多くみられ、サイトあたりの非同義塩基置

換の数が同義塩基置換数に比べて多いことが示された(表6.1)。これはノト

セニア亜目魚類においても、正の淘汰が働いており ARSでの多様性を促進して

いることを意味してぃる。これが平衡淘汰によるものかどうかは対立遺伝子の

関係が分からないために定かではないが2種類に分けられたグループ内でサイ

トあたりの非同義塩基置換の数が同義塩基置換数に比べて多いことからその可

お自陛が高いと考えられる。ライギョダマシにおいてはミトコンドリア遺伝子に

おいて多型がほとんどないことを考えると今後の集団遺伝学的解析に MHC 遺

伝子の多型解析が有用と考えられる。またライギョダマシにおいて多型(塩基

配列やサザンブロットのバンドパターン)が観察されたことは、この種でも過

去にある程度の大きさの集団があり現在は集団が縮小した(ボトルネック)可

育且陛が高いことを示している。

硬骨魚類のMHCクラスⅡβ遺伝子の系統関係

図6.2に硬骨魚類の代表的なMHCクラスⅡβ遺伝子に対して行った系統樹

の推測結果を示す。ここには、スズキ類の魚類のMHC遺伝子もそれ以外の硬骨

魚類のMHC遺伝子も含んでいる。この系統樹ではスズキ類の魚類のMHC遺伝

子のクラスターの中にスズキ類以外のMHC遺伝子が入り込んでおり、種の系統

関係とは対応してぃない。すなわちこれらの遺伝子は、オーソロガスな遺伝子

ではなく、パラロガスな遺伝子の系統関係を示している可能性が高いと考えら、

れる。今回得られたノトセニア亜目のMHC遺伝子がスズキ類と他の目の硬骨魚

類のクラスターの外側に位置することはこの MHC 遺伝子が今まで得られてい

るスズキ類の遺伝子とはオーソロガスなものではなくパラロガスな関係にある

ことを示してぃる。そのためノトセニア亜目魚陰鳳こおいても今まで得られてい

るスズキ類の遺伝子とオーソロガスな遺伝子が存在する可能性を残した。

toothfishSmith, PJ., Gaffney p.M.(2005) LO、N genetic diversity in the Antarctlc

(Dissostichus ma、Nsoni) observed W武h mitochondrial and intron DNA markers
CCAMLR science 12:43-51
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「

スズキ類ノトセニア亜目の魚類が極限環境で生息、できるのは AFGP を進化の

過程で獲得したことがーつの要因である。今回、塩基配列の解析で AFGP 遺伝

子の起源はノトセニア科、,ソレパギファ科、アゴヒゲオコゼ科、カモグチウォ

科、コオリウォ科が分化し始める頃の2180~2430 万年前と推定された。

Near ら(2006)はノトセニア亜目コオリウォ科の 15種で成魚型のへモグロ

ビン遺伝子がゲノムからほぼ失われているのに対し1種でα遺伝子が残ってぃ

ることを発見しコオリウォ科の種分化の過程で多型対立遺伝子が維持されたと

結論した。偽遺伝子であるこれら二っのハプロタイプが数百万年にわたる種分

化の間で中立的に維持され続けるには非常に大きな集団が遺伝的に必要となる。

現在のミトコンドリアの配詞惰早析からはいくっかの種で十万から百万の桁の有

効な集団の大きさが推定されるが、現在の集団は比較的最近拡張したものであ

ること、数百万年もの間対立遺伝子を中立的に存続するために必要な有効な集

団の大きさは現在でも上限に近いこと、さらにその間に生物の種分化が数度起

きていることを考えると観察された<プロタイプが中立的に多型対立遺伝子と

して長期存在した可能性は低いと考えられる。ヘモグロビンの塩基配詞愉至析か

らコオリウォ科の系統で正の自然選択が見出されたことから、これらの多型対

立遺伝子の維持にも自然選択がかかったことも老えられる。

ミトコンドリア遺伝子での研究からライギョダマシは遺伝的に均一であるこ

とが示されたが、主要組織適合遺伝子複合体においては多型が観察され過去に

より大きな集団を構成していたことが類推された。また免疫グロブリン遺伝子

の解析ではオリゴヌクレオチドの重複が AFGP と同様に重要な役割を果たして
いることが示された。

要約
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