
 ク  ラ  ゲ  の  GFP  の  光  の  強  さ  の  違  い 

 宮  城  県  仙  台  第  三  高  等  学  校 

 刺  胞  動  物  門  に  属  す  る  い  く  つ  か  の  ク  ラ  ゲ  の  中  に  は  GFP(  緑  色  蛍  光  タ  ン  パ  ク  質)  を  持  ち、  紫  外  線 

 お  よ  び  ブ  ルー  ラ  イ  ト  等  を  当  て  る  こ  と  に  よ  り  緑  色  に  蛍  光  す  る。  本  校  の  先  輩  が  行っ  た  先  行  研  究 

 で  は、  エ  ダ  ア  シ  ク  ラ  ゲ  は  放  卵・  放  精  を  誘  発  す  る  た  め  に  GFP  を  持  つ  可  能  性  が  あ  る  こ  と  が  示  さ 

 れ  て  い  る。  １）  ま  た、  GFP  の  生  理  的  役  割  と  分  布  パ  ター  ン  の  研  究  に  て  同  種  類  の  ク  ラ  ゲ  で  も  GFP 

 の  光  強  度  が  異  な  る  と  い  う  こ  と  が  示  さ  れ  て  い  た。  2  ） 

 そ  こ  で、  私  た  ち  は  個  体  間  で  の  GFP  の  蛍  光  強  度  の  違  い  に  つ  い  て  研  究  し  よ  う  と  考  え  た。  体  長・ 

 餌  の  量・  水  温  に  着  目  し  て  実  験  を  行っ  た。  行  う  こ  と  が  で  き  た  体  長  と  餌  に  つ  い  て  の  実  験  の  結 

 果、  GFP  の  光  強  度  の  大  き  さ  が  強  く  な  る  の  は  傘  高  1.5mm  前  後  の  ク  ラ  ゲ  が  餌  を  食  べ、  消  化  が  十 

 分  に  終  わっ  た  状  態  の  と  き  で  あっ  た。 

 １  　  背  景 

 緑  色  蛍  光  タ  ン  パ  ク  質  (GFP)  と  は、  青  色  の  光  を 

 吸  収  し  て  緑  色  に  蛍  光  す  る、  分  子  量  2.9  万  の  タ  ン 

 パ  ク  質  で  あ  る。  ４）  下  村  脩  教  授  が  オ  ワ  ン  ク  ラ  ゲ  の 

 生  殖  腺  か  ら  GFP  を  単  離  す  る  こ  と  に  成  功  し、 

 GFP  に  紫  外  線  を  当  て  る  と  緑  色  に  光  る  こ  と  を  発  見 

 し  た。  ５）  こ  の  研  究  か  ら、  オ  ワ  ン  ク  ラ  ゲ  の  場  合  の 

 GFP  が  光  る  仕  組  み  と  し  て、  ク  ラ  ゲ  の  体  内  に  海  水 

 が  流  入  し、  体  内  の  カ  ル  シ  ウ  ム  イ  オ  ン  濃  度  が  上  昇 

 す  る  こ  と  に  よ  り  発  光  タ  ン  パ  ク  質  で  あ  る  イ  ク  オ  リ 

 ン  が  カ  ル  シ  ウ  ム  イ  オ  ン  に  反  応  す  る  こ  と  で  青  白  く 

 発  光  す  る。  ６）  (図  ２) 

 　       

             図  １  GFP  が  光  る  様  子  ３） 

       　  図  ２  GFP  が  光  る  仕  組  み  ６） 

 そ  の  後  GFP  が  青  い  光  の  エ  ネ  ル  ギー  を  受  け  取  り、 

 緑  色  に  蛍  光  す  る。 

 GFP  の  発  見  に  よ  り  遺  伝  子  工  学  で  は  が  ん  の  転  移  や 

 医  療  用  マー  カー  と  し  て  生  命  現  象  を  可  視  化  を  可  能 

 に  す  る  も  の  と  し  て、  広  く  普  及  し  て  い  る。  ⁷⁾ 

 (図  3  、  4) 

 　  図  ３  メ  ダ  カ  の  が  ん  細  胞  を  GFP  で  マー  ク  ７） 

 　  図  ４  メ  ダ  カ  の  が  ん  細  胞  の  転  移  の  様  子  ７） 
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 先  輩  方  の  研  究  に  て  同  種  類  の  ク  ラ  ゲ  で  も  GFP  の  蛍 

 光  強  度  に  明  確  な  差  が  あ  る  こ  と  が  示  さ  れ  て  い  た。 

 我々  は  そ  の  こ  と  に  注  目  し、  同  種  類  の  ク  ラ  ゲ  を  用 

 い、  条  件  を  変  え  て  実  験・  観  察  を  行っ  た。 

 ク  ラ  ゲ  の  GFP  の  光  の  強  さ  の  違  い  を  研  究  す  る  に  あ 

 た  り、  以  下  の  3  つ  の  仮  説  を  立  て  た。 

 【仮  説  I  】 

 個  体  差  に  よっ  て  変  化  す  る。 

 ク  ラ  ゲ  が  大  き  け  れ  ば  大  き  い  ほ  ど  放  つ  光  の  強  さ  も 

 強  く  な  り、  ク  ラ  ゲ  が  小  さ  け  れ  ば  小  さ  い  ほ  ど  放  つ 

 光  の  強  さ  も  弱  く  な  る  の  で  は  な  い  か。  環  境  (こ  こ 

 で  は  水  温  や  餌)  を  変  化  さ  せ  た  と  き  の  デー  タ  に  比 

 例  や  一  貫  性  が  見  ら  れ  な  い  の  で  は  な  い  か。 

 【仮  説  Ⅱ  】 

 餌  の  有  無  で  変  化  す  る 

 ク  ラ  ゲ  は  眼  点  や  触  手  だ  け  で  な  く  胃  も  光っ  て  い  る 

 た  め、  食  べ  物  に  よ  る  変  化  が  光  の  変  化  と  関  係  し  て 

 い  る  の  で  は  な  い  か。 

 【仮  説  Ⅲ  】 

 水  温  に  よっ  て  変  化  す  る 

 ク  ラ  ゲ  は  変  温  動  物  で  あ  る。  ク  ラ  ゲ  の  細  胞  内  で  代 

 謝  活  動  に  介  在  し  て  い  る  酸  素  が  温  度  に  よ  り  反  応  変 

 化  を  し  て  い  る  た  め、  水  質  の  変  化  に  敏  感  で  あ  る  と 

 言  わ  れ  て  お  り  GFP  の  光  の  強  さ  に  も  影  響  し  て  い  る 

 の  で  は  な  い  か。 

 　  　 

 ２  　  材  料  と  方  法 

 材  料 

 ・  ク  ラ  ゲ  キャッ  チャー  　  　  　  　  　  　  　  　  　  　 

 ・  タッ  パー  　・  蛍  光  顕  微  鏡  　 

 ・  人  工  海  水  　・  餌  (ブ  ラ  イ  ン  シュ  リ  ン  プ) 

 ・  ス  ポ  イ  ト  　・  プ  レ  パ  ラー  ト 

 図  ５  ク  ラ  ゲ  キャッ  チャー 

 実  験  の  手  順 

 ①  ク  ラ  ゲ  を  捕  獲  す  る 

 宮  城  県  七ヶ  浜  菖  蒲  田  漁  港  で  採  集、  ネッ  ト  に  て  購 

 入、  加  茂  水  族  館  か  ら  提  供  (エ  ダ  ア  シ  ク  ラ  ゲ、  カ 

 ギ  ノ  テ  ク  ラ  ゲ、  タ  マ  ク  ラ  ゲ  を  採  集  し  た  う  ち、  多 

 く  採  集  で  き  た  エ  ダ  ア  シ  ク  ラ  ゲ  を  採  用) 

 ②  予  備  実  験  ＆  ラ  ベ  リ  ン  グ 

 蛍  光  顕  微  鏡  で  GFP  の  光  (蛍  光  場  所)  を  測  定、 

 傘  高  で  ラ  ベ  リ  ン  グ  (図  ６) 

 図  ６  蛍  光  顕  微  鏡  で  観  察  し、  傘  高  を  計  測  し  た  様  子 

 ③  条  件  を  変  え  て  実  験 

 〈方  法  １〉  個  体  差  (体  長) 

 ク  ラ  ゲ  の  傘  高  を  測  定  し、  蛍  光  顕  微  鏡  で  観  察 

 〈方  法  ２〉  餌 

 ７  匹  の  ク  ラ  ゲ  を  A  〜  E  と  す  る。 

 実  験  １  　  餌  を  与  え  た  直  後 

 実  験  ２  　  え  さ  を  与  え  た  数  日  後 
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 蛍  光  顕  微  鏡  で  観  察 

 〈方  法  ３〉  水  温  　 

 15℃  、  20℃  、  25℃  に  変  え、  蛍  光  顕  微  鏡  で  観  察 

 (そ  の  他  の  実  験  は  20℃  均  一) 

 ④  デー  タ  分  析 

 散  布  図  (相  関  係  数)  や  グ  ラ  フ  を  作  成  し、  蛍  光  顕  微 

 鏡  で  観  察  し  た  ク  ラ  ゲ  の  最  大  光  強  度  を  「  ImageJ 

 」  (画  像  処  理  ソ  フ  ト  ウェ  ア)  を  用  い  て  測  定 

 ３  　  結  果  と  考  察 

 ＜  方  法  １  　  結  果  ＞ 

 こ  の  実  験  に  用  い  た  ク  ラ  ゲ  の  傘  高  の  範  囲  は  1.0mm 

 〜  4.0mm  で  あ  る。  し  か  し、  そ  の  中  の  ク  ラ  ゲ  の  多 

 く  は  1.0mm  〜  3.0mm  で、  3.0mm  よ  り  も  大  き  い 

 ク  ラ  ゲ  は  一  匹  し  か  い  な  かっ  た  た  め、  そ  の  値  を  外 

 れ  値  と  見  な  し、  そ  れ  を  除  く  散  布  図  を  作  成  し  た。 

 　  図  ７  最  大  光  強  度  と  ク  ラ  ゲ  の  傘  高  の  関  係  　 

 実  験  に  使  用  し  た  ク  ラ  ゲ  は  大  き  さ  0.9mm  〜 

 4.1mm  の  合  計  48  匹  で、  傘  高  1.5mm  前  後  の  ク  ラ 

 ゲ  の  最  大  光  強  度  が、  他  よ  り  も  高  く  なっ  て  い  る。 

 ま  た、  こ  の  図  の  相  関  係  数  は  0.30  で  あ  り、  GFP  の 

 光  強  度  と  個  体  の  大  き  さ  に  は  あ  ま  り  相  関  が  な  い  可 

 能  性  が  高  い  と  考  え  ら  れ  る。 

 ＜  考  察  ＞ 

 1.5mm  前  後  の  大  き  さ  の  ク  ラ  ゲ  が  生  殖  に  最  も  適  し 

 て  い  る。  そ  の  た  め、  GFP  の  光  の  強  さ  が  大  き  く  な 

 り  や  す  い  の  で  は  な  い  か  と  考  え  た。 

 ＜  方  法  ２  　  実  験  １  結  果  ＞ 

 　  図  ８  餌  を  与  え  た  直  後  の  ク  ラ  ゲ  の  GFP  の  光  強  度 

 A  ：  餌  を  与  え  た  直  後  と  数  日  後  で  あ  ま  り  変  化  が  な 

 かっ  た 

 B  ：  餌  を  与  え  た  数  日  後  の  ほ  う  が  光  強  度  の  大  き  さ 

 が  小  さ  かっ  た 

 C  ：  餌  を  与  え  た  直  後  と  数  日  後  で  あ  ま  り  変  化  が  な 

 かっ  た 

 D  ：  餌  を  与  え  た  数  日  後  の  ほ  う  が  光  強  度  の  大  き  さ 

 が  小  さ  かっ  た 

 E  ：  餌  を  与  え  た  数  日  後  の  ほ  う  が  光  強  度  の  大  き  さ 

 が  小  さ  かっ  た 

 こ  の  結  果  を  踏  ま  え、  餌  を  与  え  た  直  後  に  お  い  て  は 

 平  均  し  て  24%GFP  の  光  強  度  が  減  少  し  て  い  た。 

 <  考  察  > 

 減  少  の  原  因 

 餌  を  与  え  た  直  後  は  消  化  し  て  い  る  最  中  で  あ  る  た 

 め、  エ  ネ  ル  ギー  が  消  化  に  集  中  し、  光  強  度  は  減  少 

 し  た  と  考  え  た。 

 ＜  方  法  ２  　  実  験  ２  観  察  ＞ 

 餌  を  与  え  て  か  ら  2  日  後  の  ク  ラ  ゲ  の  GFP  の  光  強 

 度  が  強  かっ  た。 

 こ  の  実  験  ２  に  お  い  て  は、  客  観  的  な  デー  タ  が  取 

 れ  て  い  な  い  た  め、  今  後  の  実  験  で  具  体  的  な  デー 
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 タ  を  作  り、  調  べ  る。 

 こ  の  実  験  か  ら  出  た  仮  説  は  以  下  の  通  り  で  あ  る。 

 【仮  説】  餌  を  与  え  て  か  ら  1  日  後  か  ら  GFP  の  発  現 

 率  が  増  え  て  光  強  度  が  強  く  な  り、  2  日  後  に  ピー  ク 

 に  達  し、  そ  れ  以  降  は  GFP  の  発  現  率  が  減  少  し  光  強 

 度  は  弱  まっ  て  い  く。 

 ＜  方  法  ２  　  考  察  ＞  (実  験  ２  は  観  察  に  お  け  る  考  察) 

 餌  を  与  え  た  直  後  は  消  化  中  に  よ  り  GFP  の  発  現  量  が 

 少  な  く、  光  強  度  が  減  少  し  た。 

 餌  を  十  分  に  消  化  し  た  1  〜  3  日  後  に  お  い  て  は、 

 GFP  の  発  現  率  が  増  え  て、  光  強  度  が  上  昇  し  た。 

 ＜  方  法  １  と  方  法  ２  の  結  論  ＞ 

 ク  ラ  ゲ  の  生  殖  に  最  も  適  し  て  い  る  傘  高  1.5mm  前  後 

 の  個  体  が  餌  を  食  べ、  そ  の  上  で  消  化  が  終  わっ  た  状 

 態  の  と  き  に  GFP  の  光  強  度  が  大  き  く  な  る  可  能  性  が 

 あ  る。 

 ４  　  展  望 

 ・  方  法  ２  の  実  験  ２  の  観  察  に  お  い  て、  ク  ラ  ゲ  に  餌 

 　  を  与  え  た  直  後  と  数  日  後  で  結  果  が  変  化  し  た  た  　 

 　  め、  次  回  の  実  験  で  は、  一  定  の  期  間  ず  ら  し  て  　 

 　  (１、  ２、  ３  日  後)  観  察  す  る  こ  と  で、  い  つ  　  　 

 　  GFP  の  光  強  度  の  強  さ  が  大  き  く  な  り  始  め  る  の  か 

 　  を  調  べ  る。 

 ・  方  法  ３  の  水  温  に  つ  い  て  も  同  様  に  進  め  て  い  く。 

 ・  エ  ダ  ア  シ  ク  ラ  ゲ  以  外  の  ク  ラ  ゲ  で  も  実  験  を  行  い 

 　  比  較  す  る。 
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