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養殖スサビノリ (Porphyr.αyezoensis)突然変異株

における変異遺伝子の解析

水 上 譲 *1 ・111崎武仁*1 ・村瀬昇象 1 ・園本正彦*2 

Analysis of mutant genes in the cultured mutant strain of 
PorphyrαyezoenslS 

Yuzuru Mizukami * 1， Takehito Kawasaki *¥Noboru羽urase* 1， and 
Masahiko Kunimoto* 2 

Nuc1eotide sequences in four loci of the PorPhyr.ιyezoensis genome were compared betw巴巴nwild and 

green司 typepigmentation mutant strains. Approximat巴ly3 to 10 % of nucleotides vari巴din two loci by sub-

stitutions， additions and deletions of nucleotid巴s目 However，in the other two loci， nucleotide sequences 

were identical between the two strain types although pr巴viousdata of RAPD analysis sugg巴st巴dvariations 

in the nucleotide sequences. Southern叩 blotanalysis showed that all of the nucleotide seq臼encesfound in 

the 4 loci were repeated over the genome and the frequency of repetition differed between the two strain 

types. Nucleotide sequences in two loci showed 100 % nucleotide similarities with those of retrotranspo-

sons in higher plants. These results suggested that the spontaneous mutation of PorPhyra yezoensis was 

brought about by retrotransposons as well as nucleotide conversions. 

Key words : Porphyra yezoensis， Pigmentation mutation， gene conversion， retrotransposon 

緒 Zコ

スサピノリ (Porphyrayezoensis)養殖におけるノリ(海苔)

の生産性は海況等の影響により年毎に著しく変動する 1，2)。

安定生産のためには海況等に見合った多様な品種による栽

培が望まれるが，生長性に関する品種以外に実用的な品種

は開発されていない。最近では新品種作出のための選抜，

交配および突然変異育種等に関する新技術の開発が行政レ

ベルでも望まれるようになったト 5)。

突然変異育種は古くから農業用植物の改良や花井育種に

利用されている主要な育種法の lつであるが6) 大型紅漆

類育種への応用例は極めて少なく，また，突然変異育謹の

基礎となる変異遺伝子の解析についても紅藻類では殆ど行

われていない。

著者らは先に記載した論文7lの中で，スサピノリ突然

変異株ゲノムにおいて遺伝子変異が生じている領域をいく
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っか明らかにし，相向性検索の結果，これらの領域の 1部

は高等植物レトロトランスポゾンに高い類似性を持つこと

を報告した。本研究では，変異領域の塩基配列およびそれ

らのゲノム上での反復頻度を野生型株および自然発生緑色

突然変異型株間で比較して遺伝子構造の変異を明らかにす

るとともに，変異領域の l部を被子植物レトロトランスポ

ゾンと比較し，両者の相悶性を塩基配列レベルで検証した。

2 材料および方法

2.1 藻体

本研究では野生型(正常型)養殖種(養殖名:佐賀 5号)

を野生型株とし，緑色突然変異型養殖種(養殖名:ナラワ

スサピミドリメト附)を自然発生突然変異型株として用い

た。これらの藻体は有明海にて養殖されたものを佐賀県有

明水産センターから譲り受けたもので，自家受精によって

* 1 水産大学校生物生産学科 (Departmentof Applied Aquabiology， National Fisheries University) 

* 2 水産総合研究センター中央水産研究所 (NationalResearch Institute of Fisheries Science， Fisheries Research Agency) 
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フリー糸状体とした後，継代培養した。また，一部のフリー

糸状体を-20"Cに保存してDNA抽出に用いた。

2.2 DNAの抽出および変異領域塩基配列の

解析

DNA抽出キット (DNAeasyPlant Maxi Kit， Qiagen社)

を用いて糸状体からDNAを抽出した。方法の詳細につい

ては前報告7l~こ記載した。また，前報告7lでは緑色突然

変異型株ゲノムにおける変異領域複数を推察した。本研究

では，これらの変異領域のうちから任意に 4領域を選び，

塩基配弼を野生型株および緑色突然変異型株潤で比較し

た。変異が推察されたDNA領域の塩基配列7lをもとに 4

組のプライマーセット (Table1 )を作成し，これらのブ

ライマーセットと野生型株および突然変異型株DNAを用

いたPCR")を行なって，それぞれのDNA断片を得た。こ

れらのDNA断片をクローン化した後，塩基配列を解析し，

遺伝子解析ソフト (DNAsis-MacVer3.4， Hitachi Soft. 

wareengmeenng社)によって野生型株および突然変異型

株間で塩基配列を比較した。また，これらDNA断片のゲ

ノム上の反復頻度を野生株および突然変異株間で比較する

ため，これらのDNA断片をプローブとして会DNAのサザ

ンハイブリダイゼーションを行った。プローブの標識およ

びハイブリダイゼーションシグナルの検出には標識・検出

キット (ECLDirect Nucleic Acid Labeling and Det巴ction

System， Amersham Biosci.社)を用いた。

2.3 レト口トランスポソンの角写析

上記のプライマーセットを用いて増幅したDNA断片の

うち， A-1ト0.4-mおよびAω16ω0.7-mと名づけた 2領域の

塩基配列と類似な配列を遺伝子データパンクDDB](DNA 

Data Bank of ]apan) によって検索し，類似度が最も高い

被子植物レトロトランスポゾンと塩基配列を比較した。

3 結 果

3.1 変異領域塩基配列の比較

Fig.1はA-12-1.2-wおよびC司 20時 O.ふmと名づけた領域

について塩基配列を両株間で比較したものである。これら

の領域では塩基の欠失，挿入，置換など多くの塩基に変異

が見られ，特にA-12-1.2-w領域における変異は解析した

150塩基の10%に達していた。 Fig.2にA寸トO.心mおよび

A-16-0.7-m領域の塩基配列を示した。これらの領域は

RAPD解析で変異が推察された領域であるが，解析した約

330および450塩基中では l塩基の変異も見られなかった。

3.2 特異塩基配列の反復頻度

上記の 4領域で見たDNA塩基自己列のゲノム上での複雑

度および景的変異をサザンハイブリダイゼーション法で調

べた。 Fig.3は 4領域のDNA断片をプローブとした野

生型株および緑色突然変異型株全DNAのハイブリダイ

ゼーションパターンを示したものである。 4領域のプロー

Table 1 • Primers used for amplifying and s巴quencingof the DNA regions named 
A同 11-0.4-m，A -12-1.2-w， A-16-0.7寸nand C山 20-0.8一min the genome of 
P. yezoe向StS

Primer 5'-3' sequence 

A-11-0.4・m

Forward GTGGAGATGATTCAGGATGG 

Reverse ACCAAGTCAGGTCCAACTCG 

A-12-1.2-w 

Forward CCTTGGGACGTTCCCGTTGA 

Reverse CCGAGATCGCAAGGCCTGCT 

A-16・0.7欄m

Forward AATGTATTGGGGCACAAGCG 

Reverse CGCGAATTCAGTACTCCGGC 

C-20-0.8-m 

Forward CCGCTGGGAGGTCTACGATA 

Reverse ACATGGATCCAGACGAGGGC 
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制~TQTIQAむAI\~CJ開QTÇAl\GÇCAGQ~GGÇACT側側TG開GGQ~GGCAI\CAG -60 

MGGTC tCAGTMG ICCCGTCAAGCCAGCAG6CATGGGCMGMCGGGCGGGCAACAG 

(a) 

国iId 

~CQACCQC~AÇJgAGIQ~6，GAGITQGCIÇG~~T~AÇAÇUQT~ATgTGG~T開GC開MG -120 

GCQCTTCC抑制印刷T問機醗蹴機mA~I期制限~ÇÇGAI\T

開utant

TCTGGCcACCGTGIGGTACACTCAACGGGA -150 

TCCGGCTACCGTGTGGTACACTCMCGGGA 

GTATACCTCAGCCACGTTMCGTGGCTCCCTTGTA6AUCAGGTCCCTGACGATAGCTGT -60 

GTATACCTCAGCCACGTTAACGTGGCTCCCTTGTAGCGTCAGGTCCCTGACGATAGCTGI 

(b) 

Wi Id 

CTGTCCTCTC1IA(iTCCCGTCGGCCTC1TGCAGCUGACGGTCCTCCG(ic∞GGCCGGAT -120 

CTGTCCTCTCTTCGTCCCGTCGGCCTCTTGCAGCTCGACGGTCCTCCGGCCCGGCCGGAf 

間utant

TTCATCMCGTGMCGTTGATGMGGTGCACCCCAGTATGCAGGGCACAGATAGAGTCTC -180 

GTCATCMCGTGMCGTTCATGAAGGTGCACCCCAGTATGCAGGGCACAGATTGAGTCTC 

ACACACC[.GGMGTCMCTTCCGTAGTGAGCTCCCCGATGGT6ACCTGCAG.CGACATCGCT -240 

ACAcAecACGM6TCMCTTCCGTAGTGAGCTCCCCGATGirfGAcCJGCAGCGACATCGCJ 

GCGGTCGTAC臥AlGAGACGACCATTCGCACCT:TGATCGTGGGTCCCCGAGCAACTCTG…300 

GCC6TCGTAC6MTGAGACCACCA1ICGMTCCTTGATCGT6GGTCCCC6AGCMCTCT(i 
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Fig. 1 • Nuc1eotide sequenc巴sof the A-12-1.2-w and C-20-0.8“m regions in the 
genomes of wild and mutant strains. 

(a): A -12-1.2-w region， (b)・C-20-0.8-mregion. Shaded ar巴asindicate 
homologous nucleotides in the alignments. Numbers indicate nucleotide posト

tions. 
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(a) 

w i I d ACCAAGTCAGGTCCAACTCGGGTGACGCT ACCAA TCAAGGGCGAA TTCCAGCACACTGGC -60 

開utant ACCAAGTCAGGTCCAACTCGGGTGACGCTACCAATCAAGGGCGAATTCCAGCACACTGGC 

(b) 

GGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGT -120 

GGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGT 

TTむCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAA-180 

TTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAA 

AGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCAC -240 

AGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCAC 

TGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCG -300 

TGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCG 

CGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTC -331 

CGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTC 

開iI d GA TTGGT AGCGTCACCCGAGTTGGACCTGACTTGGT AAGGGCGAA TTCTGCAGAT ATCCA -60 

Mutant GATTGGTAGCGTCACCCGAGTTGGACCTGACTTGGTAAGGGCGAATTCTGCAGATATCCA 

TCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCG -120 

TCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCG 

TATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACC -180 

TATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACC 

CAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCC -240 

CAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCC 

CGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTA -300 

CGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTA 

GCGGCGCATT AAGCGCGGCG GGTGTGGTGG TTACGCGCAG CGTGACCGCT ACACTTGCCA -360 

GCGGCGCATT AAGCGCGGCG GGTGTGGTGG TTACGCGCAG CGTGACCGCT ACACTTGCCA 

GCGCCCTAGC GCCCGCTCCT TTCGCTTTCT TCCCTTCCTT TCTCGCTACG TTCGCCGGCT -420 

GCGCCCTAGC GCCCGCTCCT TTCGCTTTCT TCCCTTCCTT TCTCGCTACG TTCGCCGGCT 

TTCCCCGTCA AGCTCTAAAT CGGGGGCTTC向 450

TTCCCCGTCA AGCTCTAAAT CGGGGGCTTC 

Fig. 2 • Nucleotide sequences of the A-11-0.4-m and A司 16-0.7“ mregions in the 
genomes of wild and mutant strains 

(a) : A -11-0.4叩 region，(b): A同 16-0.7-mregion. Shaded areas indicate 
homologo祖sn ucleotides in the alignm邑nts.Numbers indicate nucleotide posi-
tlOns 



スサピノリ変異遺伝子の解析

(a) 
1 2 3 4 

一
一
一
…
一

j

5

4

3

A

M

 

n

G

4

2

2

 

0.56ー

1
2

・

K
M
A
-

n
a
A
 
2.0 

193 

、、aノτ
O
 

''t
、 1 2 3 4 

(d) 
1 2 3 4 

Fig. 3. Southern-blot analysis of genomic DNA with four DNA fragments specific for 
the wild or the mutant strains as prob巴s.

The numbers above lanes indicate DNA from wild (!an巴1and 3) and mutant 
(!ane 2 and 4) strains. The genomic DNA was digested by EcoR 1 (!ane 1 and 
2) or BamH 1 (!ane 3 and 4) and coelectrophores吋 Southernhybridization 
was carn巴dout with A“1l-O.4-m (a). A -12-1.2但 w (b). A-16-0.7-m (c) and 
C-20-0.8叩 m (d) fragments as probes by reprobi時 ofthe sam巴DNAfilter. The 
size of the DNA standard is indicated in Kb on the left sides 

ブすべてにおいてハイブリダイゼーションシグナルが

DNA全域に散在して見られ，特に. C-20-0.8-m領域DNA

プローブとのハイブリダイゼーションでは極めて強いシグ

ナルの散在が観察された。また， Fig. 3に示した実験では，

野生型株および緑色突然変異型株間で等量の全DNAを用

いたが，ひ20-0.8-m領域フ。ローブの場合を除き，ハイブ

リダイゼーションシグナルは変異株に比べ野生株の方に幾

分強く観察された。

3.3 変異領域塩基配ヲIjとレト口トランス

ポゾンの類似性

先の論文7)で，変異領域A-ll-O.4-mおよびA-16-0.7-m

と類似な遺伝子として被子植物レトロトランスポゾンが検

索されたことを報告した。 Fig.4にはA-1トO.4-m領域と

Cicer ariet叫間(ヒヨコマメの l種) (AJ 535749) レトロト

ランスポゾンRTドメインの塩基配列，また， Fig.5には

A-16-0.7-m領域とArabidopsisthaliana (シロイヌナズナ
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GGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATT -60 A-11-Q.4-rn 

~ÇACA~MCAIACGAG，CCG，GMGCATAMGIGIAM.G.男9IG.G.G.GItlC.CIMIGAGTGAG号一120

QçðQMMÇÄtAÇgMçCG~仰CA.IMðJ!IGIÄMGgcT~G領海∞tMIGA~!側C

Cicer arietinum 
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CGCGGGAGAG -216 

CAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGAGAG 

Fig.4 • Comparison of nucleotid巴sequencesbetween the A -11-0.4ωm region of P.yezoeηm 

sis genome and the Cicer arietinum retrotransposon 
Shaded areas indicate homologous nucl巴otidesin the alignments. Numb巴rsin-

dicate nucleotid巴positions

AAUCGeCeTATAGTGAGTCGTAUACAAUCACtGGCCGTCGTUTACAACGTCGTGAC -60 

AA UC.GC.CCTAT AGTGAGTCGT A U ACAA UCACTGGCCGTCGUU ACAACGTCGTGAC 

A-16-0.7-m 

Arabiぬ'Psis

JGGGAAAACCClGGGGUACCCAACUAATCGCCT.IGCAGCAC -103 

TGGGAAAACCCTGGCGUACCCAACUAATCGCCUGCAGCAC 

Fig. 5. Comparison of nucleotide sequences betwe巴nthe A寸6-0.7-mregion of P.yezoen-
stS genom巴 andth巴Arabibojうsisthaliana transposon. 
Shaded areas indicate homologous nucleotid巴sin the alignments. Numbers in 

dicat巴 nucleotidepositions 

A-11-0.4叩 mおよびA-16-0.7-m領域には塩基の変異が全

く検出されなかった。これらの領域は， RAPD解析におい

て野生型株および突然変異型株間でバンドパターンの違い

レトロトランスポゾンRTドメインの l種) (AC007018) 

の塩恭配列を比較した。これらの領域ではそれぞ

が観察された領域である 710 Fig.2に示した結果から，こ

れらのパターンの違いは塩基の置換など塩基変異によって

塩基および100塩基について比較したが，いずれもそれぞ

れのレトロトランスポゾンに100%の塩基類似性を示した。

生じたものでなく，これらの領域のゲノム上での反復頻度

の違いによるものと推察された。

変異領域にある塩恭配列 (DNA断片)

察考4 

のゲノム上での

4領域にある塩基配列(または量的変異を調べたところ，

A-12-1.2-wおよびひ20-0.8-m領域で、は約150-310塩基

の中で10-15個の塩基が変異していた。これらの変異は突

然変異として特異な形質等の変異に関与している変異か， 類似の配列)はすべてゲノム上に散在していることが示唆

された。特に， C-20-0. 8-m領域に見られたDNA配列は極

めて高度にゲノム上に散在していることが示唆された。ま

スサピノリ野生型株間に見られる塩基レベルのあるいは，

た， Fig.3に示した結果から， C-20-0. 8-m領域DNAにつ

いてははっきりしなかったが，他の領域のDNA(あるいは，

それらに類似したDNA)配弼については，いずれも野生

型株および緑色突然変異型株間でゲノム上での反復頻度に

変異，即ち， DNA多型山2) の範囲に入る変異なのかは不

明である。今後は，多くの野生株でAω12-1.2-wおよび

ひ20-0.8-m領域の塩基配列を解析して，この領域におけ

るDNA多型を明らかにし，本研究で解析した変異と比較

することが必要である。
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差異があることが示唆された。しかし， Fig.3に示したサ

ザンハイブリダイゼーション実験では，野生型株および緑

色突然変異型株間で等量のDNA量を用いたものの，標準

となる遺伝子を用いたDNAの定量実験を行っていない。

そのため，反復頻度の量的差異については今後さらに精査

が必要に思われた。

2つの変異領域で解析されたDNA配列は高等植物レト

ロトランスポゾンと全く同じ塩基配弼を含んで、いた。この

ことから，これら領域のDNAはレトロトランスポゾン(の

l部)と考えられた。体制，細抱内構造，生活環等が高等

緑色植物とは著しく異なり，また，進化学上最も下等で未

分化な紅藻類にあっても，突然変異にレトロトランスポゾ

ンが大きく関わり，高等緑色植物と同様の塩基配列と機能

を持っていることは大変興味深いことであった。また，

A-1会1.2-wおよびC司 20-0.8-m領域のDNA配列は， Fig.3 

に示したサザンハイブリダイゼーション実験において多コ

ピーの存在が示唆されたにもかかわらず，これらと棺同な

高等植物レトロトランスポゾンが検索されなかった。この

ことから， A-12-1.2-wおよびC-20-0.8-m領域DNA配列は

紅藻類あるいはスサピノリに特異なトランスポゾン(ある

いは，それらの l部)の可能性もあり，これらDNA領域

の広範で詳細な構造解析に興味がもたれた。
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