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学位論文内容の要旨

         The red alga Porphyra yezoensis Ueda is an economically important marine species cultivated

extensively in Japan, Korea and China It has recently received great attention as a candidate for the most

viable macroalga for investigation at genome level in marine plants. In an effort to develop P.  yezoensis as

a model system for genetic studies and several applied fields, it is desirable to construct a high density

genetic map based on DNA markers. Although DNA'sequencing is a straightforward approach for

identifying variations at certain loci, it is expensive and laborious. Moreover, since phenotypes are not

always rigid criteria for identifying general variability or specific heterozygosity,.molecular markers are

now recognized as convenient tools not only for genotyping and variability analysis, but also for mapping

various traits, cloning important genes and identifying appropriate sources for gene introgression. Various

types of molecular marker have, therefore, been developed in the past few years to evaluate DNA

sequence polymorphism.

           .  In our laboratory, establishment of P. yezoensis as a model organism for marine plant has been

set up as an important theme of research for over a decade. As a part of the ongoing efforts, I undertook a

subject for my thesis with the following objectives:

1. To identify the 10 pure lines of P. yezoensis-related species for confirmation of species recognition

based on detailed morphological observation as well as molecular biological analysis.

2. To examine the utility of a molecular marker (CAPS: cleaved amplified polymorphic sequence) for

assessing genetic variation in the 10 strains of P. yezoensis-related species and for selection of suitable

combination of parents for cross-fertilization.

3. To exploit molecular tools for screening and confirmation of hybid performance, namely, determining

their utility in selection of cross-fertilized heterozygotes.

Important research findings of my work are:

1. Understanding of species boundaries in two closely related species, P. yezoensis and P. tenera
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b a s e d o n  d e t a i l e d  m o r p h o l o g i c a l  s t u d i e s  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  m o l e c u l a r  b i o l o g y  t e c h n i q u e s .

    A l l  1 0  P .  y e z o e n s i s - r e l a t e d  s p e c i e s  u s e d  i n  t h i s  w o r k  w e r e  s u c c e s s f u l l y  e s t a b l i s h e d  a s  p u r e  l i n e s .

T h e  p h y l o g c n e t i c  r e l a t i o n s h i p  a m o n g  t h e  1 0  s t r a i n s  w a s  e x a m i n e d  t o  c o n f i r m  t h e i r  i d e n t i t y  b a s e d  o n

d e t a i l e d  m o r p h o l o g i c a l  o b s e r v a t i o n s  a n d  t h e i r  S S U  r D N A  s e q u e n c e s .  A l l  1 0  t h a l l i  w e r e  e n t i r e  m a r n ,

m o n o s t r o m a t i c  a n d  m o n o e c i o u s .  T h e  d i v i s i o n  f o r m u l a  w a s  6 4  ( a / 4 ー b / 4 ” c / 4 )  f o r  s p e r m a t a n g i u m  a n d  4

c U 2 ゛ b / l ゛ c 2 )  f o r  c a r p o s p o r a n g i u m .  I n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  o t h e r  s t r a i n s ゛ t h e  t h r e e  K o r e a n  s t r a i n s ,  K T Y 1 い

K T Y 2  a n d  K T Y 3 吾 お c h a r a c t e r i z e d  b y l m g  s p i n d l o - s h a p e d  c a r p o g o n i u m  h a v i n g  c o n s p i c u o u s  t r i c o n e s

w h i l e  t h e  o t h e r  s e v e n  o n e s  w e r e  c h a r a c t e r i z e d  b y  c l l i p t i c a l  o r  o v a t e  c a r p o g o n i u m  h a v i n g  i n c o n s p i c u o u s

t r i c o g y n e s .  F r o m  t h e  d e t a i l e d  o b s e r v a t i o n s ゛ i t  w a s  c o n f i r m e d  t h a t  t h e s e  1 0  s t r a i n s  a r e  c x t n e l y  s i m i l a r  i n

t b e i r  f e a t u r e s ;  t h e r e f o r e ,  t h e s e  m o r p h o l o g i c a l  c r i t e r i a  a r e  l a c k i n g  r e l i a b i l i t y  f o r  c o n 6 r m a t i o n  o f  s p e c i e s

r e c o g n i t i o n .

    T h e  S S U  r D N A  s t r u c t u r e s  w e r e  c a t e g o r i z e d  i n t o  t b r e e  t y p e s  b y  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  n u m b e r  o f

i n t r o n ( s )  a n d  i t s  p o s i t i o n ;  ( 1 )  T U - 1 I  T U - 2 ， n j H ・ 2 5 ゛ J H U  a n d  K P H  h a d  a  5 1 6  i n t r o n  r a n g i n g  f i o m  5 1 0 -  t o

5 1 7  b p  i n s e r t e d  i n  a n  u p s t r c a m  l o o a t i o n   ( 2 )  K T Y 1 ， K T Y 2 ， K T Y 3 ． 菖 d  K G J  h a d  a  1 5 0 6  i n t r o n  r a n g i n g

f r o m  5 2 1 -  t 0  5 2 4  b p  i n s e r t e d  i n  a  d o w n s t r e a m  o n e .  ( 3 )  J H S  h a d  b o t h  t h e  5 1 6 聟 d  1 5 0 6  i n t r o n s  i n  s i z e  o f

5 1 3 -  a n d  5 2 5  b p  a t  t h e  n u c l e o t i d e  p o s i t i o n s  o f  5 6 9  a n d  2 , 3 1 8 ゛ r e s p e c t i v e l y .  F r o m  t h e  B L A S T  s e a r c h  o f  t h e

G m . B a n k  n u c l e o t i d e  d a t a b a s e ， a l l  t h e  f i v e  J a p a n e s e  s t r a i n s ’ T U - I ， T U - 2 ， T U H ． 2 5 ， J H S  a n d  J H U ,  a n d  t w o

K o r e a n  s t r a i n s ゛ K G J  a n d  K P H ゛ w e r e  i d e n t i f i e d  a s b y e z o e n s i s  w h i l e  t h e  o t h r  t h r e e  K a r e a n  s t r a i n s ゛ K T Y 1 ’

K T Y 2 】 a n d  K T Y 3  w e r e  i d e n t i f i e d  a s 吋 t e n e r a ,   a l t h o u g h  t h e  n u m b e r  o f  i n t r o n ( s )  t m d 茸 p o s i t i o n  w c r e

q i ー ぎ v a r i o u s  a m o n g  t h e  e x a m i n e d  s t r a i n s .  D N A  s e q u e n c e  a n a l y s i s  o f  n u c l e a r  S S U  r D N A  w o u l d  b e  a

u s e f u l  a n d  r e l i a b l e  t o o l  t o  a s s e s s  d i s c r i m i n a t i o n d f  t h e  s p e c i m e n s  f o r  o v e r c o m i n g  s o m e  o f  t h e  l i m i t a t i o n s

a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  c l a s s i c a l  m o r p h o l o g i c a l  a p p r o a c h ．

2 ●  D e m o n s t r a t i o n  o f  u t i l i t y  o f  C A P S  p o l y m o r p h i s m  i n 盤 e s s i n g  g e n e t i c  ' v a r i a t i o n  w i t b i n

o f  y e z o e n s i s - r e l a t e d  s p e c i e s  a n d  i n  s e l e c t i o n  o f  s u i t a b l e  p a r e n t s  f o r  c r o s s - f e r t i l i z a t i o n

ー う s t r a i n s

    I n  C h a p t e r  I I I ， p o l y m o r p h i s m s  o f  t h e  t h r e e  s t r a i n s  T U I  ( w i l d  t y p e ) ,  T U ． 2  Q r e e n  t y p e )  a n d

T U H - 2 5  ( r e d  t y p e )  i n  P  y e z o e n s i s  w e r e  i n v e s t i g a t e d  b y  C A P S  a n a l y s i s  w i t h  7 1  p r i m e r  p a i r s  b a s e d  o n  t h e

s e q u e n c e s  o f  E S T  c l o n e s .  A l l  o f  7 1  p r i m e r  p a i r s  w e r e  i n i t i a l l y  s c r e e n e d  b y  P C R  u s i n g  t h e i r  c o r r e s p o n d i n g

c D N A s  a n d  g e n o m i c  D N A s  a s  t e m p l a t e s ,  a n d  1 9  0 n e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  a b l e  t o  a m p l i f y  t h e  t a r g e t

s e q u e n c e s ． H o w e v e r ,  w i t h  t h e  s c r e e n e d  1 9  p m e r  p a i r s  a n d  2 2  r e s t r i c t i o n  e n d o n u c l e a s e s  ( R E s ) ゛ n o  l e n g t h

p o l y m o r p h i s m  i n  t h e  r e s t r i c t i o n  f r a g m e n t s  w a s  d e t e c t e d  a m o n g  t h e  t h r e e  s t r a i n s .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t

t h e  t h r e e  s t r a i n s  m a y  b e  t o o  c l o s e  g e n e t i c a l l y a n d  n o t  a p p l i c a b l e  t o  a  l i n k a g e  a n a l y s i s  o f 丶 y e z o e n s i s  u s i n g

C A P S  m a r k e r s  e m p l o y e d  h e r e i n .

    I n  C h a p t e r I V ’ ず o r d e r  t o  s e a r c h  a n  a p p r o p r i a t e  c r o s s i n g  p a r t n e r  f o r  u s e  i n  v a r i o u s  g e n e t i c

a n a l y s e s ゛ 【 i n v e s t i g a t e d  t h e  g e n e t i c  v a r i a t i o n  a m o n g  1 0  s t r a i n s  o f  P  y e z o e n s r s - r e l a t e d  s p e c i e s  b y  C A P S

a n a l y s i s  w i t h  a  t o t a l  o f  e i g h t  p r i m e r  p a i r s  d e s i g n e d  b a s e d  o n  t h e  f i v e  g e n e  l o c i ．  T h o s e  s p e c i f i c  p r i m e r  p a i r s

f o r  P C R  a m p l i f i c a t i o n  w a ・ ． e  t a r g e t e d  a t  t h r e e  g e n e  r e g i o n s  w i t h  i n t r o n ,  E F - l a i n c l u d i n g 魄 - U T R  P y A R P 4

a n d  V - A 7 P a s e 『 a n d  f i v e  g e n e  r e g i o n s  w i t h o u t  i n t r o n ,  t w o  d i s c r e t e  r e g i o n s  o f § N b u l i n 『 O R F  a n d ℃ - U T R
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o f  E F - l a  a n d  1 0 P 2 1  T h e  P C R  p r o d u c t s  w e r e  d i g e s t e d  w i t h  3 4  R E s .  G e n e t i c  p o l y m o r p h i s m s  b e t w e c n 丶

‘ y e z o e n s i s  s t r a i n s  a n d マ t e n e r a  o s  w c r e  d c t e c t e d  f r o m  t h e  c x a m i n e d  a l l  e i g h t  g e n e  r c g i o n s  w i t h  1 8  k i n d s

o f  R E ．  O n  t h e  o t h e r  h a n d  g e n e t i c  p o l y m a r p h i s m s  b e t w e e n  J a p a n e s e  a n d  K o r e a n  s t r a i n s  o f  P  y e z o e n s i s

w e r e  d e t e c t e d  f r o m  f i v e  g e n e  r e g i o n s ゛ O R F  a n d  5 ' ． U T R  o f  E F - l a ,  P y A R P 4  1 0 P 2  a n d  V - A 7 P a s e ゛ w i t h  1 4

k i n d s  o f  R E ．  T h e  l e v e l  o f i n t r a s p i f t c  p o l y m o r p h i s m  f o r  V - A I P a s e  w i t h  i n t r o n  w a s  m u c h  h i g h e r  t h a n  t h a t

f o r  T O P 2  w i t h o u t  i n t r o r L  T h e s e  C A P S  p r o l e s  s h o w i n g  c o d o m i n a n t  i n h e r i t a n c e  w i l l  b e  u s e f u l  f o r

8 n f i r m a t i o n  o f  i t r a -  o r  i n U t r s p e c i f i c  c r o s s - f a t i l i a t o n  l w o d u c t s  b e t w e e n  J a p a n e s e  a n d  K o r e a n 丶

y e z o e n s i s  o r マ y e z o e n s i s  a n d 丶 t e n e r ． a .  T w o  K o r e a n L P ． y e z o e n s i s  s t r a i n s ゛ K G J  a n d  K P H  w e r e

お 8 m m e n d e d  a s  a  m o r e  s u i t a b l e  a m d i d a t e  f o r  c r o s s  e x p e r i m e n t  w i t h  J a p a n e s e P ． y e z o e n s i s  s t r a i n  t h a n

t h r e e  K o r e a n 丶 t e n e r a  s t r a u i s ゛ K T Y I ’ K T Y 2 v  a n d  K T Y 3  b e c a u s e  b i g h c r  p o s s i b i l i t y  o f  c r o s s - f e r t i l u a t i o n

i s  e x p e c t e d   T b i s  i s  t h e  f i r s t  r c p o r t  t o  c x a m i n e  t h e  g e n e t i c  d i v e r s i t y  i n b y e z o e n s i s - r e l a t e d  s p e c i e s  f r o m

J a p a n  a n d  K o r e a  u s i n g  C A P S  a n a l y s i s ,  a n d  t h e  m a r k e r s  d e v e l o p e d  i n  t b i s  s t u d y  w l l  b e  u s e f u l  a s  a  r e a d y

s o u r c e  f o r  c r o s s  e x p e r i m e n t s  t o  i n i 暑 l i n k a g e  a n a l y s i s .

3 ● V e r t a l c a t i o n  o f  u t i l i t y  o f

a c q u i s i t i o n  o f  h e t e r o z y g o t e 8
C A P S  m a r k e r s  b a s e d  o n  g e n e t i c  d i s t a n c e  i n

[ T U 2  f e m a l e  x  K G J  m a l e ]  f o r l i n k a g e  a n a l y s i s .

    B a s e d  o n  t h e  r e s u l t s  m e n t i o n e d  a b o v e ， t h e

p e r f o r m e d  f o r  t h e  f i r s t  s t e p  i n  l i n k a g e  a n a l y s i s .  A

c o l o n i e s  w e r e  r a n d o m l y  c h o s e n  f r o m  t h e  c o n r r o l l e d -

c r w s - f e r t i l i z a t i o n  a n d

c r o s s  e x p e r i m e n t s  [ T U - 2  f e m a l e  x  K G J  m a l e ]  w e r e

t o t a l  o f  4 2  a n d  1 8 6  w i l d - t y p e  c o l o r e d 8 n c h o c e l i s

a n d  r r m d o m ・ c r o s s r n g  e x p e r i m e n t s い r e s p e c t i v e l y ヨ ぉ

f i r s t  s c r e e n i n g  o f  h e t e r o z y g o t e s  w a s  c o n d u c t e d  u s i n g  a 8 d o m i n a n t  C A P S  m a r k e r  i n  E F - l a  ( O R F )  r e g i o n

w i t h  M s e  I  d i g e s t i o n .  S a r e n e d  h e t a r o z y g o t e s  w e r e  r e c o n f i r m e d  b y  C A P S  p r o l e s  o f  V - A 7 P a s e  r e g i o n

w i t h  B a m H  I  d i g e s t i o n   A  t o t a l  o f  4 9  h e t e r o N y g o t e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  S K  ( 1 4 0 ／ o ） o u t  o f  4 2 8 l o n i e s ぎ

8 n t r o l l e d -  a n d  4 3  ( 2 3 丈 5 0 u t  o f  1 8 6  c o l o n i e s  i n  r a n d o m ． c r o s s r n g  e x p e r i m e n t s .  D N A  f r a g m e n t s  o f

c r o s s ． f e r t i l i z e d  h e t e r o z y g o t e s  s h o w e d  b o t h  C A P S  p a t t e m s  o f  T U - 2  a n d  K G J ．  C A P S  a n a l y s i s ， b e i n g

8 d o m i n a n t  m a r k r s ‐ w o u l d  b e  a n  e x t r e m e l y  u s e f u l  m e t h o d  f o r  p r e l i m i 葺 y  s c r e e n i n g  f o r  r a p i d

i d e n t i f i c a t i o n  o f  h e t e r o z y g o t e s  w i t h  g e n e t i c  v a r i a t i o n .

    I n  t h i s  s t u d y ,  a s  a ち ロ ユ o f  c o n s W c t i o n  o f 埼 y e z o e n s i s  g e n e t i c  l i n k a g e  m a p ’ 1 0  s t r a i n s  o f  P

y e z o e n s r s ． r e l a t e d  s p e c i e s  w e r e  e s t a b l i s h e d  a s  p u r e  l i n e s  a n d  e x a m i n e d  g e n e t i c  p o l y m o r p h i s m s  u s i n g

C A P S  a n a l y s i s .  H ・ e t e r o z y g o t i c  s p o r o p h y t e s  f r o m  t h e  c r o s s ‐ f e : r t i l i z a t i o n  [ T U - 2  f e m a l e  x  K G J  m a l e ]  w e r e

8 n f i r m e d  a n d  s e p a r a t e d  b y  t h e  o b t a i n e d  d i s c r i m i n a t e  t w o  C A P S  p r o f i l e s .  I t  i s  e x p e c t e d  t h a t  t b e s e  r e s u l t s

w i U  s e r v e  a s  a  r e a d y  s o u r c e  f o r  i n i t i a t e  l i n k a g e  a M l y s i s  w i t h i n  t h e 丶 y e z o e n s i s ・ r e l a t e d  s p e c i e s .  I n

c o n c l u s i o n , 8 n s t r u c t i o n  o f  a  l i n k a g e  m a p  i n  P  y e z o e n s i s  s h o u l ・ d  f a c i l i t a t e  f u r t h e r  r e f i n e m e n t  o f  t h i s

s p e c i e s  a s  a  n e w  m o d e l  o r g a n i s m  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  r e c e n t  s u c c e s s  i n  e s t a b l i s h i n g  p u r e  l i n e s  a n d

c r y o p r e s e r v a t i o n  s y s t e m s  a n d  i n  g e n e r a t i n g  E S T s .
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    学位論文題名

Genetic polymorphism within Porphyra yezoensisーrelated species

  （Bangiales，Rhodophyta）from Japan and Korea detected by

    CAPS analysis

(CAPS法による日本と韓国のスサビノリ近縁種の多型解析）

    アマノリ属植物は海苔（ノリ）として日本をはじめ，アジア諸国において水産業の

重要な一角を占めている．近年，アマノリ属植物の1っであるスサビノリ(Porpルm

．y飽DP恥む）は，実験生物としても注目を集めている，これまで，スサビノりを実験生物

として確立するため，形質転換，遺伝地図，変異株作出，生活環の制御，cDNAライブ

ラリー，EST（ExpressedSequencc′rag）解析などの基盤技術に関する研究が行われてい

る．そのうち遺伝地図は種カの環境で正常に発育し，かつ高品質のノりを作出するため

の有用形質固定において重要な指標となる．I）NAマーカーは多くのモデル生物で遺伝地

図作成の際のランドマークとして利用されており，効率的な遺伝地図作成のため，DNA

マーカーの研究開発が強く望まれる，共優性マーカーの1っであるCAPS（Cleaved

AInpli丘edPolymo印hicSequence）マーカーは特定の遺伝子配列をPCRによって増幅し，

制限酵素で消化後，個体間で多型の検出を行う方法である．本研究では，海産紅藻スサ

ビノりの遺伝地図作成の一環として，染色体上のマーカーを作出する際に用いることの

できる適度な遺伝距離があり，かつ交配可能な株をCAPSマーカーを使って探索するこ

とを目的とした．

  本論文は，7つの章より構成され，第1章では，全体における緒言を示し，第2章に

おいて純系株を作出し，形態学的および分子生物学的方法による同定を行なった．第3

章および第4章では，純系10株においてCAPSマーカーによる多型解析を行なった．

第5章では，純系2株の交配実験を行い，得られた糸状体が交配株（異型接合体）かど

うかをG廿Sマーカーを用いて調べた．第6章では，研究の総括を行い，将来の遺伝地

図作成における今後の課題ならびに研究方針について論じた．第7章では，本研究のま

とめと結論について論じた．以下に2―5章の詳細を記す。
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  第2章においては，日本と韓国のスサビノリ近縁種10株の純系株を作出を行い，

形態学的観察とSSU rDNA配列の分析により種の同定を行った．その結果，7つの株が

スサビノリ（日本：TU‐1，TU‐2，TUH‐25，JHS，mU，韓国：KGJ，KPH）として，また3

つの株（韓国：1くTY1，KTY2，KTY3）がアサクサノりぽ柳P朋）として同定された．

  第3章においては，日本のスサビノリ′IU‐1，′IU．2，TUH‐25株を用い，スサビノり

のEST情報を元に設計された71プライマーペアと22種類の制限酵素を用いてCAPS

法によるDNAの多型解析を行なった．その結果，これらの3株間において多型は検出

されず，お互いに遺伝距離が近すぎることが示唆された．

  第4章においては，作出された純系10株を対照に8種類のプライマーペアを用いて

特定の遺伝子を増幅させ，34種類の制限酵素で切断後，多型性を調べた，その結果，ス

サビノりとアサクサノりの問では18種類の制限酵素により8種類の全ての遺伝子領域

で多型が検出された．一方，日本と韓国のスサビノりの間では14種類の制限酵素によ

り5種類の遺伝子領域で多型が検出された．この結果から，CAPS分析はスサビノリ近

縁種において遺伝的多様性の検索に有用であることが示された．2章と4章の結果から

日本のスサビノりとの交配実験の適切な株として，同種内で多型性を有する韓国のKGJ

とKPHの2つの株が選ばれた．

  第5章においては，日本と韓国のスサビノリ葉状体［早：TU．2（greentype）xd：KGJ（wild

功拍）］を用いて交配実験（Con鰤lled‐孤dRandoふ‐crossingeXpenmen尚を行った，その

後，得られた糸状体の色彩およびa廿Sマーカーによるバンドパターンから交配株（異

型接合体）の単離を行なった．ControlledIcrossmgeXperbentから得られた49コロニーの

うち6個（14％），Random‐crossIgeXperinlentから得られた186コロニーのうち43個（23％冫

が両親由来のバンドパターンを表し，交配株であることが確認された．以上の結果から，

共優性であるCAPSマーカーは種内または種間の交配において交配株の確認に有効であ

る事が明らかになった．本研究で開発されたCAPSマーカーは連鎖解析に必要である交

配実験において有用な基礎情報となり，遺伝地図の作成を促進するものと期待される．

  主論文は平成18年1月26日13時から14時まで第二研究棟特別講義室において，

審査員および関連教官14名および一般聴講27名出席のもと発表された．一般聴講にお

いては，交配実験に関して，CAPSマーカーによルヘテロと判定された糸状体からその

後キメラ葉状体が得られているかどうかと，TU．2とKGJ以外の組み合わせ，例えば

TU．1とKGJでも可能かどうかについて質疑・応答がなされた．また，審査員および関

連教官においては，今回研究開発された分子マーカーの連鎖解析以外の利活用や遺伝的

多型と地域性との関係について質疑・応答がなされた．また，JHS株がゲノム重複の可

能性があり興味深い，今後の研究の展開として集団遺伝学的な手法の導入が考えられる

などのコメントがなされた．これらの研究で開発されたQ廿Sマーカーは，大型藻類で

は唯一のものであり，スサビノりの遺伝学の発展に大いに貢献すると判断し，博士（水

産科学）の学位を授与される資格のあるものと判定した．
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