
C.ミ トコ ン ドリアDNAを 指 標 と した イ ブ リ トゲ クシエ ラボヤBo1亡eniaechina亡a

iburi(Oka)の 分 子系 統 学 的解析

C・ ミ トコ ン ド リ アDNAを 指 標 と し た イ ブ リ トゲ ク シ エ ラ ボ ヤBoltenisechinata

iburi(Oka)の 分 子 系 統 学 的 解 析

神奈川大学理学部総合理学研究所 角田恒雄

【は じめ に】

尾索動物亜門,ホ ヤ綱に属するマボヤ科Pyuridaeは 日本近海において8属 が確認されている.マ ボヤ

科の特徴 として,(1)単 体で通常鯛摺 は両側5枚 以上,(2)生 殖腺は壁性,(3)鯛 口は直線的,(4)

触手は樹状に分岐 している,こ とな どがあげられ る(西 川1986).こ のマボヤ科の うちのひとつであ

るクシエラボヤ属Bolteniaは,外 観やホヤ類 の分類 を行う上で重要な形質であると考 えられる内臓の配

置などが同科 のマボヤ属Halocynthiaの い くつか の種と非常に似通っているが,鯛 口が縦走血管 と直交

していることか ら(マ ボヤ属を含むおお くの属の鯛 口は縦走血管 と平行 して位置する)他 属 との識別は容

易であるとされている(西 川1995).

日本 近海において クシエ ラボヤ属 は2種 が確認 されてお り,こ れ らのうちイブ リトゲクシエラボヤ

Bolteniaechinataiburi(Oka)は,四 国と九州の太平洋岸をのぞ く日本各地に,そ の棲息が確認されてい

る(Nishikawa1991).イ ブ リトゲクシエ ラポヤは体表 にマボヤ属のイガボヤH.hispidaと よく似た大

小の棘突起をもち,小 型の個体では外見か らは判別が困難である.

本研究では形態的にマボヤ属 と類似点をもつクシエラボヤ属の系統学的位置 を推定するため,ミ トコン

ドリアDNAを 指標 とし,分 子遺伝的学の見地か らマボヤ属 とクシエラボヤ属の系統関係を検討 した.

【実 験 試 料 と 方 法 】

実験試 料 イ ブ リ トゲ ク シエ ラボ ヤBolterisechinataiburi(Oka):5個 体,1999年8月2日,岩 手県大槌湾 水

深101nよ り採 集.採 集 した個体 はただ ちに冷凍 し,-30℃ で 保存 した.

実 験 方法

DNAの 抽 出 には生殖巣,筋 肉 を液体 窒素 を用 いて 粉末 状 に し,Easy-DNAKitを 用 い 全DNAを 抽 出 した.増 幅

反応 は10～100ngのDNAに 対 し,exTaqpremixregent25μ1(TAKARASyuzoCo.),プ ラ イマ ー は各

50P9を 使 用 し,反 応溶液 が全量 で50μ1と なる ように滅菌水 を加 えた.PCRプ ラ イマー はマボヤmtDNA全 塩 基配

列(横 堀1994)と5種 の動物 のチ トク ロー ムb(Cytb)領 域 を比較 し,保 存 性 の高い領域 を参考 に設計 した.プ ラ

イ マ ー の 配 列 は,5'-CCNACWTTRANTCGNTTTTA-3'(Hcf3),と5'-GcRAANTRRAARTAYcAYrcNGG-3曾

(HCrl)と した.増 幅 は94℃30秒,520C30秒,72℃1分,の 条件 で35サ イ クル行 った.増 幅 され たPCR産 物 は

UltracleanKit(MoBioLab.Inc.)で 精 製 を行い,PCR産 物 か ら直接 塩基 配列決定 法で塩基配列 の決定 を行 った.

反 応 にはdRhodaminedyeterminatorsequencingKit(ABI)を 用 い,96℃10秒,50℃5秒,60℃4分,の 条

件で25サ イ クル行 った.塩 基 配列 決定 の際 の ブ ライマー には,forwardとreverseそ れ ぞれHCf3とHCr1を 用 い

た.

塩 基配列 の アライメ ン トお よび 分子系統解 析

決定 され た塩基 配列はciustalX(Thompsoneta11997)を 用 いて アライ メン トを行 った.ま たアライメ ン ト行 っ

た塩 基配列 か ら近 隣 結合 法(SaitoandNei,1987)に よ って分子 系統樹 を作 成 した.系 統樹 の作 成 に際 し,各 分岐 点

にお け る信頼 度 を ブー ツス トラ ップ確率 に よ り示 した.分 子系統樹 の作成,ブ ー ツス トラ ップ確率の算出 にはclustal

X(Thompsonetal1997)を 用 い,1000回 の抽 出 を行 った.配 列の比 較に はマ ボヤ属 の4種(マ ボヤH.r・retzi,

ア カ ボヤH.aurantiurn,イ ガ ポヤH.hispida,リ ッテ ルボヤH.hilgendorfi)と と もに外群 と してエ ボヤStyela

clava・ マ ク ワボ ヤCnemidocarpaClaraを 用 いた.

【結 果 と考 察 】

イ ブ リ トゲク シエラボ ヤ5個 体 のCytbの 一部領域252塩 基の配 列 を決定 し,2種 類 の ハ プロタイプ

が検 出され た.図1に 決定 したイ ブ リ トゲ クシエ ラボヤの塩基 配列 を示 す.検 出されたハプ ロタイプ間で

の変異 は2塩 基 で,い ずれ も第 三 コ ドン に生 じたも ので あ っ た.一 方,マ ボ ヤ属4種 との 比較 で は,

63.1%か ら67.5%と 相 同性 は 低い値 を とった.

75一



iburilCATTTTCTTTTCCCTTTTATTCTAGTAGTTTTGTCTATGTTGCATC?GGTTTTTTTACATGAGAACAGAAGCAGTAATCCATTGAAAAGGACTAATAAT

iburi2CATTTTCTTTTCCCTT?TATTCTGGTAGTTTTGTCTATGTTGCATCTGGTTTTTTTACATGAGAACAGAAGCAGTAATCCATTGAAAAGGACTAATAAT

iburilAGCTTTAAGGTTTGATTTTGGCCTTATAATAGGGTAAAGGACATGTTTGGTTTGTTTTTCGTTATATTTGGTTTGTCTTTGGTTGTCTTTTTTTCTCCTA

iburi2AGCTTTAAGGTTTGATTTTGGCCTTATAATAGGGTAAAGGACATGTTCGGTTTGTTTTTCGTTATATTTGGTTTGTCTTTGGTTGTCTTTTTTTCTCCTA

iburilATTTATTAACTGATCCAGAAAATTATATGTCTGCAAACCCTTTAGTGACACCA

iburi2ATTTATTAACTGATCCAGAAAATTATATGTCTGCAAACCCTTTAGTGACACCA

図1イ ブ リ トゲ ク シエ ラボ ヤ のmtDNACyrb一 部 領 域 の配 列

1,2は ハプ ロタイ プを表 す.★ はハ プロタイブ間で同 じ配列で あるこ とを示す.

これ ら結果より分子系統樹 を作成 した(図2).マ ボヤ属の同領域との相同性が低かったため,塩 基配

列をアミノ酸配列に変換 し,近 隣結合法によ り推定を行 った.そ の結果,イ ブリトゲクシエラボヤはマボ

ヤ属の中に入る形 とな り,イ ガボヤ,リ ヅテルボヤとクレー ドをつ くる樹形 となった.各 分岐点における

ブーツス トラップ値は729か ら1000と 高い価を示 した.
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図2mtl)NACytb-一 部領域の ア ミノ酸 配列に よる系統樹

各分岐点における数値はブーヅス トラップ確率の値を示す.

トゲクシエラボヤ属は前述のとお り,鯛 口が縦走血管 と直交 して位置するという明らかな形態的特徴に

よ り他のホヤ との識別が容易 である.し か し,そ れ以外の形質をみてみる と,外 観だけではな く,内 蔵

の配置などもマボヤ属のホヤ類 と近いようにも考えられる.今 回の結果から得 られた系統樹ではイブリト

ゲクシエラポヤはマボヤ属のイガポヤ,リ ッテルボヤと近縁であるとの推定が得 られてお り,各 分岐点に

おけるブー トス トラップ値は高い価を示している.イ ガボヤは体表上にイブリトゲクシエラボヤとよく似

た極突起を持つ種でもある.こ れ ら結果はホヤ類の分類の再検討を促す一つの指標であると考える.し か

しながら,今 回の解析ではmtDNAを マーカーとして用いてお り,ま た解析を行ったのはそのうちの一領

域のみである.mtDNAの 他領域,核 遺伝子などの分子生物学的解析に加え,形 態の詳細観察など,今 後

の更なる解析によ り,ト ゲクシエラボヤ属の真の系統的位置が明確になってゆ くのではないかと考える.
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