微生物細胞生理学課題

〜Clustal Wを使って系統樹を書いてみよう！〜

提出期限：2007年11月30日の授業の時に提出して下さい。レポートには自分の作成した系統樹と、各課題に設けられたQuestionに対する答えを書いて下さい。

課題１．以下の16種類のリボソームRNA遺伝子情報を基に、無根系統樹を作りなさい。カッコ内はそれぞれのシーケンス情報のアクセッション番号を示しています。

Zea mays (AF168884)
Penicillium expansum (AB028137)
Methanosarcina barkeri (M59144)
Thermococcus celer (M21529)
Sulfolobus solfataricus (X03235)
Aquifex pyrophilus (M83548)
Thermotoga maritima (M21774)
Synechococcus sp. (AB015058)
Zea mays chloroplast
Lactobacillus casei (M58815)
Arthrobacter globiformis (M23411)
Desulfovibrio desulfuricans (M34113)
Helicobacter pylori (AF512997)
Agrobacterium tumefaciens (M11223)
Nitrosomonas europaea (AF037106)
Escherichia coli (X80724)
Zea mays chloroplastに関してはアクセッション番号は書いていませんので、以下に書いたシーケンスをコピー&ペーストして使って下さい。
>Zea mays chloroplast
tctcatggagagttcgatcctggctcaggatgaacgctggcggcatgcttaacacatgcaagtcgaacgggaagtggtgtttccagtggcgaacgggtgagtaacgcgtaagaacctgcccttgggaggggaacaacaactggaaacggttgctaataccccgtaggctgaggagcaaaaggagaaatccgcccaaggaggggctcgcgtctgattagctagttggtgaggcaatagcttaccaaggcgatgatcagtagctggtccgagaggatgatcagccacactgggactgagacacggcccagactcctacgggaggcagcagtggggaattttccgcaatgggcgaaagcctgacggagcaatgccgcgtggaggtggaaggcctacgggtcgtcaacttcttttctcggagaagaaacaatgacggtatctgaggaataagcatcggctaactctgtgccagcagccgcggtaagacagaggatgcaagcgttatccggaatgattgggcgtaaagcgtctgtaggtggcttttcaagtccgccgtcaaatcccagggctcaaccctggacaggcggtggaaactaccaagctggagtacggtaggggcagagggaatttccggtggagcggtgaaatgcattgagatcggaaagaacaccaacggcgaaagcactctgctgggccgacactgacactgagagacgaaagctaggggagcaaatgggattagagaccccagtagtcctagccgtaaacgatggatactaggtgctgtgcgactcgacccgtgcagtgctgtagctaacgcgttaagtatcccgcctggggagtacgttcgcaagaatgaaactcaaaggaattgacgggggcccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgatgcaaggcgaagaaccttaccagggcttgacatgccgcgaatcctcttgaaagagaggggtgccctcgggaacgcggacacaggtggtgcatggctgtcgtcagctcgtgccgtaaggtgttgggttaagtctcgcaacgagcgcaaccctcgtgtttagttgccactatgagtttggaaccctgaacagaccgccggtgttaagccggaggaaggagaggatgaggccaagtcatcatgccccttatgccctgggcgacacacgtgctacaatgggcgggacaaagggtcgcgatctcgcgagggtgagctaactccaaaaacccgtcctcagttcggattgcaggctgcaactcgcctgcatgaagcaggaatcgctagtaatcgccggtcagccatacggcggcgaatccgttcccgggccttgtacacaccgcccgtcacactataggagctggccaggtttgaagtcattacccttaaccgtaaggagggggatgcctaaggctaggcttgcgactggagtgaagtcgtaacaaggtagccgtactggaaggtgcggctggatcacctccttt
Step A．DNA databank of Japan （DDBJ）にアクセスし、目的の遺伝子情報を取り出してFASTA形式にまとめる。

　まず、DDBJのサイト（http://www.ddbj.nig.ac.jp/Welcome-j.html）にアクセスする。左の「検索」部分の「getentry」をクリック。新しく開いたページから、アクセッション番号を基に目的の遺伝子情報を取り出すことができる。一番上の白いボックスに目的の遺伝子のアクセッション番号（例えば大腸菌Escherichia coliならX80724）を入れて、検索をクリックすると、ページの下にその情報が出てくる。ここでは生物の学名（Escherichia coli）、分類階層（Bacteria; Proteobacteria; Gamma-proteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Escherichia）、その遺伝子を登録した研究者の名前や所属、論文発表があればその論文の載った雑誌や巻・号・ページ・発表年・タイトル・筆者などもわかる。DNAシーケンスはページの一番下にある。これを全てコピーして、Text fileまたはWord fileにペーストする（塩基数やスペースも一緒にペーストされてしまうが、解析には問題ないので気にしなくてよい）。その際、シーケンスの１行上に「> Escherichia coli」と書いて、FASTA形式にするのを忘れないようにする。この作業を全ての遺伝子について行い、１つのファイルにする。出来上がりは、以下のようになる（xxxxxxxxxxxxxxx部分は塩基配列）。このFASTA形式のファイルは課題２でも用いるので、必ず保存しておいて下さい。
> Zea mays
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

（1行あける）

> Penicillium expansum

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

（1行あける）
> Methanosarcina barkeri

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
（以下同様に）

Step B．Clustal Wでマルチプルアライメントをとる。

　次のサイトにアクセスする（http://align.genome.jp/）。このページでClustal Wソフトウェアによる複数シーケンスのアライメント（整列、整頓という意味）が行える。Step Aで作成したFASTA形式のシーケンス情報を全てコピーして、ページ上部のボックスにペーストする（塩基数やスペースが入っていても大丈夫）。また、デフォルトでPROTEINになっている青いボタンをDNAに変える。これで準備完了。次にExecute Multiple Alignmentという白いボタンをクリックする。解析が始まるのでしばらく待つ。30秒から1分くらいで結果がでてくる（あまりにも遅い場合はやりなおす）。結果には、解析したシーケンスの長さ、アライメントのデータなどが載っている。アライメントの結果をよく見ると、Clustal Wによって適当な場所でギャップ（意図的にシーケンスの途中で空白を入れること）が入り、最もシーケンス同士の相同性が高くなるように処理されていることがわかる。ここで、真核生物、古細菌、真性細菌の3つのドメイン間でシーケンスがどのように違うかをよく見ること。

Step C．NJ法で無根系統樹を作成する。

　アライメントデータの載ったページの一番下に、Select tree menuと書いたセレクトバーがあるので、「Unrooted N-J Tree」を選択し、Execをクリックすると、新しいページに無根系統樹が出てくる。これをそのまま印刷しても良いが、保存する場合は、ページ左上の「PostScript file」をクリックし、適当な場所に保存する。保存したファイルはPDF fileなどとして見ることができる。

Question #1: 自分で作った系統樹を参考に、3つのドメインについて説明しなさい。

Question #2: “Zea mays chloroplast”とは、トウモロコシのクロロプラストのリボソームRNA遺伝子のことである。自分で作った系統樹におけるこの遺伝子の系統的位置について説明し、クロロプラストの起源について考察しなさい（インターネットなどを用いて調べても良いが、安易にコピー&ペーストせず、自分の文章で記すこと）。

重要！！

課題２について書いてあるファイルを開くにはパスワードが必要です。パスワードは、課題１で作成した系統樹上で、“Zea mays chloroplast”に系統的に最も近い生物のアクセッション番号に設定してあります。例えば大腸菌Escherichia coliに最も近かった場合は、Escherichia coliのアクセッション番号であるX80724を（英数大文字+半角で）入力して下さい。
