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機能未知タンパク質と高い相同性が示され、また褐

藻に感染するウィルス (Feldmannia species virus) のゲ

ノム配列とも相同性が示されたが、他に相同性を持

つタンパク質配列は得られなかった。 

 

[考察] Np23 の N 末端領域に核移行シグナルが存在

する事、Np23 が高い pI 値を示す強塩基性タンパク

質である事、また Np23 が染色体と共局在を示す事

より、Np23 が DNA と相互作用してオキシリスの染

色体を構成しているタンパク質であると強く示唆さ

れる。 

 Np23 の BLASTN 解析において、渦鞭毛虫類と

ウィルスに由来する配列の他に相同性を示すタンパ

ク質が見いだされなかった点から、 Np23 が全く新

規のタンパク質であると言える。 また、オキシリス

の Np23 が、系統的に離れている典型的な渦鞭毛虫

ヘテロカプサの配列と高い相同性を示した事は、

Np23 が渦鞭毛虫内で広く保存される核タンパク質で

ある可能性を示唆する。 また、我々の行った 

MNase assey において、オキシリスと典型的渦鞭毛虫

のクロマチン繊維が同じ生化学的性質を持つ事が示

された。これらの点を総合すると、渦鞭毛虫類では 

Np23 タンパク質と DNA によって染色体の基本単位

であるクロマチン繊維が構成されていると考えら

れ、染色体のより高次な構造を決定する因子がオキ

シリスと典型的渦鞭毛虫類で異なっており、この結

果として染色体の外形がオキシリスと典型的渦鞭毛

虫類で大きく異なるのだろう。 

 また、ウィルスゲノムの配列情報と Np23 が相同

性を示す点も極めて示唆的である。このウィルスゲ

ノムとの相同性から、渦鞭毛虫がヒストンを喪失し

てユニークな染色体構造を獲得した進化の過程を、

我々は以下のように想定している。渦鞭毛虫の共通

祖先において、Np23 の起源となったウィルスが感染

し、ヒストンタンパク質とウィルスのタンパク質が

置き換わってしまったのだろう。そして、この新た

な染色体タンパク質の獲得が、従来では強く抑制さ

れる凝縮した染色体からの遺伝子発現を可能とした

のではないか。 
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SUMMARY 

Mitochondrial genomes have evolved in alveolates with drastic changes. Ciliates have a large mitochondrial 

DNA that contains genes for 2 rRNAs, 7 distinct tRNAs, 21 protein of known function, and 22 ciliate-specific open read-

ing frames (ORFs). By contrast, apicomplexans have the smallest mitochondrial genomes, with only three protein-coding 

genes––cox1, cox3, cob––and fragmented versions of LSU and SSU rRNAs. These genes are arranged compactly on a 6 

kb linear DNA molecule in Plasmodium falciparum. To date, mitochondrial genomes in dinoflagellates have been little 

studied: three mitochondrial genes encoding cox1, cox3, cob and fragmented rRNAs have been isolated. Nevertheless, 

these results are insufficient to reveal the mitochondrial genome evolution of dinoflagellates. 

To gain greater insight into the nature of dinoflagellate mitochondria genomes, we isolated mtDNA from the 

most ancestral dinoflagellate Oxyrrhis marina by CsCl-Hoechst density ultracentrifugation. In this study, we obtained 

minicircles of various kinds carrying cox1 and cob-cox3 fusion genes, respectively, using Minipreps, a kit for isolating 

circular DNA. Some minicircles also carry fragmented rRNA genes. Furthermore, Southern blotting showed that the re-
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[目的] 渦鞭毛虫 オキシリス（Oxyrrhis marina）は

アルベオラータに属す単細胞真核生物である。アル

ベオラータのミトコンドリアゲノムは非常に変化に

富んでいる。アルベオラータ内でまず始めに分岐す

る繊毛虫類は 40~47 kb の直鎖状ゲノムであり、2 つ

の rRNA、7 つの異なる tRNA、21のタンパク質を

コードする遺伝子を持つ1,3）。さらに 22 個の特有の 

Open reading frames が見つかっており、さらに多くの

遺伝子がある可能性がある。次に分岐するアピコン

プレクサ類は 6 kb の直鎖状ゲノムであり、タンパク

質をコードする遺伝子は 3 つしか持っていない1,3）。

これは全生物の中でも最小のゲノムサイズである。

rRNA は断片化して存在し、tRNA をもたない。一方

アピコンプレクサ類と単系統をなす渦鞭毛虫類のミ

トコンドリアゲノムに関する知見は乏しい。これま

でに3つの遺伝子（cox1, cob, cox3）が見つかってお

り、rRNA は断片化していることが明らかになって

いる3）。また派生的な種ではゲノムサイズが 20 kb 

以上である可能性が示唆されている2）。しかしこれ

らは EST, shotgun sequnencing, PCR 解析による情報

のため、全貌は不明である。そこで本研究ではミト

コンドリアゲノムの進化の詳細を明らかにすること

を目的とし、渦鞭毛虫類の中で最も祖先的とされる

オキシリス Oxyrrhis marina のミトコンドリアゲノム

の解析を試みた。 

 

[方法]  

細胞の培養 

 オキシリスは、f/2  培養液を用いて、緑藻  Du-

naliella teriolecta を餌として与え培養した。 

mtDNA の単離 

 CsCl-Hoechst 密度勾配遠心法用いた。フェノール

クロロホルム抽出のみを行った Total DNA 約 20 μg 

に CsCl 4 g と Hoechst を 0.2 μg、さらに TE を加

え、5 ml に調整した。超遠心用チューブに入れ、

55,000 rpm（207,000 G)、20˚C、8 h 20 min 遠心し

た。long wave UV light で照らしながら、バンドを注

射針（テルモ注射針 23G × 1/4”）で回収した。TE-

saturated-2-butanol を等量加え、12,000 rpm、5 min 遠

心し、下層を新しいチューブに移した。これを 8 回

繰り返した。3 倍量の TE を加え希釈し、エタノー

ルで沈殿させ、滅菌水に再溶解した。 

配列の解析 

 得られた mtDNA を BamHⅠ と PstⅠ、EcoRⅠ と 

HindⅢ の 2 種類の制限酵素で処理した後 pT7-blue 

vector に組み込み、クローニング・シークエンスを

行った。解析は DDBJ (DNA Data Bank of Japan) の 

BLASTN と BLASTX を使用した。 

サザンブロット解析 

 DNA を 0.7% agarose tris-borate EDTA (TBE) gel に

て電気泳動し、ナイロンメンブレン（GEヘルスケア

社、Hybond-N+）にアルカリトランスファーした。

検出には AlkPhos Direct Labelling and Detection System 

with CDP-Star （GE ヘルスケア社）を用いた。 

ミニサークルの単離 

 Promega 社の Minipreps を用いた。 

 

[結果] CsCl-Hoechst 密度勾配遠心法により GC 比率

の異なる 2 本のバンドが同定された。PCR によるミ

トコンドリア・核特異的配列の増幅の結果、上部の

バンドは mtDNA に、下部のバンドは核 DNA に相当

することがわかった。得られた mtDNA からは断片

化された LSU rRNA の部分配列がみつかった。さら

にサザンブロット解析では 10 kb 以下のスメアなシ

グナルに加え、3 kb 付近に複数のシグナルが同定さ

れた。また Minipreps により回収した DNA を鋳型と

し、cox1、cob-cox3 の外向きに設計したプライマー

を用いて PCR を行ったところ、共に複数の断片の増

幅が確認された。それらの断片には、Stem-loop 構造

をとりうる配列が多く存在していた。また、異なる

ミニサークル上に部分的に相同な配列が存在し、断

片化された LSU rRNA の部分配列も見つかった。 

 

[考察] オキシリスのミトコンドリアゲノムは遺伝子

をコードする 10 kb 以下の複数のバリアントをもつ

ミニサークルであることが示唆された。これはオキ

シリスのミトコンドリアゲノムは祖先的形質を保持

しておらず、極めて派生的であることを示してい

る。よってアピコンプレクサ類と渦鞭毛虫類の共通

祖先の段階でミトコンドリアゲノムは遺伝子が減尐

し、rRNA は断片化するなど、ゲノムの縮小が起き

たと考えられる。アピコンプレクサ類は寄生生活を

送るようになるにつれ、さらにゲノムサイズを縮小

させた。一方渦鞭毛虫類は遺伝子の重複や断片化、

ミニサークル化など、複雑なゲノムの再配列を行

い、ゲノムサイズを拡大させている。 
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spective minicircle molecules are <10 kb. These results suggest that a common ancestor of dinoflagellates and apicom-

plexans might have retained a highly reduced mitochondrial genome.  

 


