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交配実験によるキンブナの長尾型変異の遺伝支配

木島明博(東北大・農) ・伊藤慎一・飯塚晃朗
長谷川新・上回賢一(宮城内水試)

Genetic Control of the Long Caudal Fin Type 

in Wild Crucian Carp by Mating Experiments 

Akihiro KIJIMA*I， Shin-ichi ITOH勺， Teruo IIZUKAて
Shin HASEGA W A*4 and Ken-ichi UEDA*5 

叶 Educationand Research Center of Marine Bio-resources， Faculty of Agriculture， 

Tohoku University 

事2.3.4.5Miyagi Prefectural Freshwater Fishery Experimental Station 

Abstract 

In order to elucidate the g巴neticcontrol of the long caudal fin type in the wild crucian carp， pair mating 

experiments have been performed. The results of segregation revealed that the Iong caudal fin type is controlled by 

two dominant genes， L 1 and L 2， at two loci， Cf-l and Cf-2. Genotypes of the long caudal fin typ巴areestimated 

as (LIILl，L2IL2)， (LlIlJ，L2IL2)， (LlILl，L21l2) and (LlIlJ，L2112). 

(accepted 10 May 1998) 

宮城県加美郡宮崎町と小野田町にまたがる奥羽

山脈の稜線付近に位置する魚取沼(ゆとりぬま)

に生息するキンブナには野生型のほかに尾鰭が伸

長する長尾型の個体がみられる O キ朴ト沢l

テツギギ、ヨと呼びび、¥、 「鮒に似たるもそれに比し尾鰭

其の他の鰭並に鼻孔+摺習の著しく伸長せるものなり。

尾鰭は鮒尾にして三つ尾四つ尾となることなし O

色は普通煤褐色にて鮒の如くなるも時には白、赤、

樫黄、黒及其等の斑色を呈し一見金魚魚、にも似た

り。oJと報告している。木島

子を指標にf魚魚申乱、耳取文沼の野生型と長尾型の個体を調べ、

長尾型はキンブナの形態変異でで、あり、野生型と長

尾型は同じ遺伝子給源に属し、魚、取沼独自で維持

されてきた集団であると報告している O

形態変異の遺伝支配を明らかにするためには、

基本的に対立形質である野生型と変異型の個体を

用いて野生型同士、野生型(雌)と変異型(雄)、

変異型(雌)と野生型(雄)、および変異型同士

の4種類の雌雄一対交配を行い、そこで得られた

子どもにおける対立形質の分離を明らかにする必

要がある。松井4

明鱗の遣伝支配を交配実験により明らカか、にしてい

る。しかし、キンギョの尾鰭と啓鰭の形態変異に

ついて交配実験を行ったが、子どもにおいて複雑

な分離を示し、明確な遺伝支配は明らかにできな

かったヘまた、尾鰭の長さの変異に対する遺伝

現所属 .2宮城県塩釜水産事務所、判宮城県気仙沼水産試験場、判宮城県庁水産謀、判宮城県栽培漁業

センター
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支配についても明らかにされていない。

本研究は交配実験によって魚取沼に生息するキ

ンブナの長尾型の遺伝支配を明らかにすることを

目的とした。

材料と方法

魚取沼のキンブナはテツギョとして国の天然記

念物に指定されている。交配実験に用いた野生型

(S) と長尾型(L)のキンブナは文化庁の許可

を得て宮城県小野田町の魚取沼から採集した

(Fig.1)。それらの標準体長は採集時点で90mm

から 170mmであった。これらは宮城県黒川郡大

和町に位置する宮城県内水面水産試験場に運搬さ

署‘.'右

L二委委豪孝蒙翠襲撃謬警襲撃萎J

Fig. 1. Long cauda1 fin type in wi1d crucian carp 

co]¥ected from Yutori pond 

れ、交配実験に用いるまで 1トンの屋内パンライ

ト水槽で飼育した。

交配は 1993年、 1994年、 1995年の 5月から 6

月にかけて雌雄一個体を同ーの水槽に入れ、通常

飼育よりも水温を 2から 3"(;高くして温度刺激を

与えた後に自発的交尾(交配)によった。ただし、

産卵しない個体にはゴナトロピン投与を行った後

に交配用水槽に移して自発的交尾(交配)を行っ

た。交配は野生型♀×野生型♂が7組、野生型♀

×長尾型♂が2組、長尾型♀×野生型♂が4組、

長尾型♀×長尾型♂が3組の合計 16組である O

得られた仔魚は鮮化尾数の多少に応じて 100リ

ッターから 200リッターのパンライト水槽に収容

した。勝化後3日目からミジンコを餌として与え、

解化後約3週間目からマス用配合飼料を粉砕して

与えた。鮮化後約3ヶ月日以降には、 Fig.2に示

すように尾鰭の長さが長いタイプと短いタイプが

可視的に認められるようになったことから、稚魚、

@ 2 3 4 (cm) 

Fig. 2. Caudal fin 1ength variation in offsprings at 

age 168 days old obtained by pair mating 

between female of 10ng caudal fin type 

(L) and ma1e of wi1d type (S) 

の形態計測は癖化後 85日以降としたO

尾鰭の長さの程度を表すために以下の式によっ

て尾鰭体長比を求めた。

尾鰭体長比(%)
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Fig. 3. Distribution of the proportion of caudal fin length to standard length in the offsprings 

obtained by巴achpair mating 

SL : standard length， TL : totallength， S : wild type， L : long caudal fin type 
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=jlOOx(全長一標準体長)/標準体長|

結果と考察

んどが野生型であった。このうち 2つの組合せで

は区分の基準上長尾型の範時にはいる個体が l個

体と 2個体認められたが、その値が33%から 34

%台であったこと、および分布が単純な単峰型を

示していたことから、これらの個体を野生型とみ

なした。従って、野生型同士の交配における子ど

もの表現型はすべて野生型であるとみなせた。「野

生型と長尾型の交配」による子どもは野生型と長

尾型の分離がみられ、その分離比は交配組によっ

て異なっていたo ["長尾型と野生型の交配」によ

る子どもにおいても野生型と長尾型の分離がみら

れ、その分離比は交配組によって異なっていた。

雌雄一対交配によって得られた子どもの尾鰭体

長比の分布を Fig.3に示す。ここで図中の数字は

交配年を表す。野生型同士 (SxS)の交配ではす

べての組合せで尾鰭体長比が25%付近にモード

を示す単峰型の分布を示したが、野生型と長尾型

(SxL)、長尾型と野生型 (LxS)および長尾型同

士 (LxL)の組合せではどの交配も得られた子ど

もの尾鰭体長比は単純な単峰型の分布を示さなか

った。その中で、 LxS93、LxS94-1、LxS95、LxL

95では相Eに重複がない明確な二峰型になって

いたO それらの分布をみると、尾鰭体長比が33

%未満と 33%以上で不連続に区分できた。

そこで、尾鰭体長比を 33%を基準にそれ以上

を長尾型(L)、それ未満を野生型 (S) としてそ

れぞれの出現個体数を計数した。その結果、 Tab!e

lに示すように、 「野生型同士の交配」ではほと

「長尾型同士の交配」による子どもにおいても野

生型と長尾型の分離がみられ、その分離比は交配

組によって異なっていた。

野生型同士の交配で野生型ばかりが出現し、長

尾型同士の交配で野生型と長尾型が分離したこと

は野生型が劣性形質で長尾型が優性形質であるこ

Tab¥e 1. Segregation of the types in the offsprings produced by pair matings of the natural 
crucian田中inYutori pond 

Matings Age Mean S.L. Mean prop.of Number of individuals 
♀X♂ (Day) (剛) 100x(TL-SL)/SL total S L 

SXS93 148 21.6::t2.5 22.4:t2.2 139 139 。
94-1 105 29. 8::t3. 8 25. 7::t1. 7 126 126 。
94-2 105 31.8:t4.0 26.6:t2.2 93 93 。
94-3 91 27.6::t2.5 27.9:t1. 7 131 131 。
94-4 91 29.3:t3.8 26.1 :t2.0 148 148 。
94-5 84 25.6::t4.1 28.7::t2.1 161 160 

95 105 23.7::t3.9 25.6 ::t3. 2 200 198 2 
S XL93 154 18.0::t1.9 29.2::t4.5 181 144 37 

95 105 20.2::t2.4 31.1::t6.8 200 120 80 
LXS93 168 25.5 ::t3. 2 31.4::t7.6 85 52 33 

94-1 80 25 .4::t3. 3 33.4::t6.3 207 98 109 
94-2 93 26. 9::t3. 2 31.3土5.0 207 119 88 

95 105 20. 9::t2. 5 31.0::t7.7 200 120 80 
LXL93 157 19.2::t3.3 32.0士5.7 95 47 48 

94 93 27.2::t3.0 37.5土7.2 268 66 202 

95 105 21.4::t3.5 38.6::t7.7 200 49 151 
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とを示唆している。そこで l遺伝子座支配として

長尾型となる優性遺伝子L (Long caudal fin) と

その劣性対立遺伝子lを仮定すると、野生型の遺

伝子型は ctI l)、長尾型の遺伝子型は (LI L) 
か (LIl) となる。野生型同士の交配ではすべて

を報告し、さらにフナ(キンプナ)との交配によ

って、出目性にはそれを抑制する遺伝子(A)が存

在することを示した。すなわち、フナおよびキン

ギヨの出目性は 2つの遺伝子座によって支配され

ていることを示した。また、松井勺まキンギョの

透明鱗の遺伝支配についても多くの交配実験を行

い、優性透明鱗性因子(T)と劣性の普通鱗性因子

(t)のほかに、別の遺伝子座における劣性の網

透明鱗性因子(n)とそれに対して優性の普通鱗性

因子(N)の存在を示し、 N とnはTに対して下

位にあることを示し、出目性と同様に2遺伝子座

が野生型となって仮定した遺伝子型と矛盾しない。

しかし、野生型と長尾型の正逆交配の子どもにお

ける野生型と長尾型の分離比は 1:0または 1: 1 

になると期待されるが、実際には6交配組中 5組

において期待値から有意にはずれた。また、長尾

型同士の交配の子どもにおける野生型と長尾型の

支配であることを示した。

そこで長尾型が2遺伝子座支配によるものとし、

2つの遺伝子座 (Cf-IとCf-2)のそれぞれにお

ける長尾を示す優性遺伝子 (L1およびL2) と、

それらの劣性対立遺伝子 (tIおよびl2)がある

とすると、その発現には3つの仮定が考えられる O

分離比は 1: 3または 0:1になると期待されるが、

3交配組中 1組で期待値と有意にはずれた。これ

らのことは、長尾型が単純な l遺伝子座支配では

説明できないことを示している O

松井4'はキンギョの出目性の遺伝様式について

交配実験により劣性遺伝子(d)が要因であること

Table 2 . Expected segregation rate of offspring under each assumption of genetic control 

Matings 
♀X♂ 

SXS 

1
1
3
1
0
-
1
1
3
1
0
一1
3

7

u

n
U
唱

よ

唱

i
円

d
唱

i
-
n
U
唱

i
唱

i
n
J
唱

i
-
n
U
唱

i
唱

i
R
U

o : 1 
1 : 1 

1 : 3 

SXL 

o : 1 
1 : 1 

1 : 3 

LXS 

o : 1 
1 : 3 
1 : 7 
1 : 15 

LXL 
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仮定 lは、 2つの遺伝子座のうち優性遺伝子が l

つあれば長尾型を示す場合、遺伝子型が (L11ー，

ー/ー)および(ー/ー，L2/ー)のときに長尾型を

示すことになる。ただし、ここで示したーは、 q

-1遺伝子座においてはLIか11，Cf-2遺伝子座

においてはL2か12のどちらでも代入できるこ

とを意味している O 仮定2は優性遺伝子がどちら

でも 2つで長尾型となる場合、遺伝子型が (L1/ 

L 1，ー/ー)、 (L1 /ー，L2/ー)および、(ー/へ L2I

L2)のときに長尾型を示すことになる。仮定3

は2遺伝子座とも優性遺伝子が存在したときに長

尾型となる場合、遺伝子型が (L1 /ー，L2/ー)

のときに長尾型を示すことになる。これらの仮定

の下で期待される各交配の子どもの表現型分離比

をTable2に示した。

旬、 SxL95、LxS93、LxS94-2、LxS95およびLxL

93で観察値と一致する期待値はなかった。仮定2

では SxL95、LxS93、LxS94-2、LxS95および

LxL93で観察値と一致する期待値はなかった。

仮定3ではすべての交配組で観察値と一致する期

待値が得られた (Table3) 0 従って、魚取沼のキ

ンブナにみられた長尾型の変異は、 2つの遺伝子

座 (Cf-1とCf-2)が関与し、それぞ、れの遺伝子

座において長尾を示す優性遺伝子 (L1とL2)

によって支配され、長尾型の遺伝子型は (L1/ L 

1， L2IL2)、(L1 /1 1， L 2/ L 2)、(L1 / L 1， L 2 /1 

2)および (L1 / 1 1， L 2 / 12)であると推定でき

た。

本研究では尾鰭の長さの変異に焦点を絞って遺

伝支配を明らかにしたが、尾鰭の長い個体は背鰭、

胸鰭、腹鰭、啓鰭のすべてが長くなる傾向が認め

られる (Fig.l)。これに関連して松井6Jは瞥鰭と

尾鰭の形態には連鎖関係があることを示唆してい

各交配実験で得られた表現型観察値が各仮定に

おいて期待される分離比から求めた期待値と一致

するかどうかを検討したところ、仮定 1では SxL

Table 3. Observed and expected number of individuals for each types in the offsprings 

produced by pair matings ofthe natural crucian carp in Yutori pond 

Matings Observed and expected number Segrega ti on 
皇X♂ total S L ratio 

S XS93 139 139(139.0) O( 0.0) 1 :0 
94-1 126 126(126.0) O( 0.0) 1 :0 
94-2 93 93( 93.0) O( 0.0) 1:0 
94-3 131 131 (131. 0) O( 0.0) 1 :0 
94-4 148 148(148.0) O( 0.0) 1 :0 
94-5 161 161(161.0) O( 0.0) 1 :0 
95 200 200(200.0) 1:0 

SXL93 181 144(135.7) 37( 45.3) 3: 1 
95 200 120(125.0) 80( 75.0) 5:3 

LXS93 85 52( 53.1) 33( 31.9) 5:3 
94-1 207 98(103.5) 109(103.5) 1: 1 
94-2 207 119(129.4) 88( 77.6) 5:3 
95 200 120(125.0) 80( 75.0) 5:3 

LXL93 95 47( 41.6) 48( 53.4) 7:9 
94 268 66( 67.0) 202(201.0) 1 :3 
95 200 49( 50.0) 151(150.0) 1:3 



る。これは長尾型を支配する遺伝子は各鰭の伸長

を促進する機能であるか、あるいは各鰭の伸長を

抑制できなくなる機能であることが予想される。

本研究において調べた稚魚においてはその時点で

各鰭の伸長は明確ではなく、さらに長期の飼育実

験と追跡調査が必要であろう O

要約

天然に生息するキンプナの長尾型(尾が伸長す

る変異型)の遺伝支配を明らかにするために、野

生型同士、野生型と長尾型、長尾型と野生型、長

尾型同士の組合せの交配実験を行った。その結果、

長尾型は、 2つの遺伝子座 (Cf-!とCf-2)が関

与し、それぞれの遺伝子座において長尾を示す優
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グッピーにおける高温耐性の系統差について

藤沢公忠・中嶋正道・藤尾芳久(東北大・農)

Strain Differences of High Temperature Resistance 

on the Guppy Poecilia reticulata 

Kimitada FUJISA W A， Masamichi NAKAJIMA and Y oshihisa FUJIO 

Faculty of Agriculture， Tohoku University， 

Abstract 

The response to high temperatures were measured in 12 differ巴ntstrains of the guppy Poeciliαreticulata. The 

response of each strain was measured as the death time， the length of time at which the fish was exposed to 37
0

C 

until death. The death time of immature fish was later than that of mature females and males， and numerous 

number of the mature females survived longer than th巴maturemales in巴achstrain. How巴ver，the average death 

time in immature fish， matur巴femalesand males differed among strains. 

A correlation was observed between mature females and males but not between immature fish and mature fish. 

This suggests that genetic factors for therrnal resistance differ between mature fish and immature fish. 

(accepted 18 May 1998) 

変温動物である魚類の体温は環境水の影響を強

く受けている。環境水の水温は魚類の生息域を決

めている要因の一つである O 高温や低温に対する

耐性の遺伝的要因を明らかにすることは外部環境

への適応性の遺伝支配を明らかにする上で重要で

ある。温度耐性の遺伝学的研究は種間J)、亜種間2ヘ
地方品種間引の比較によってなされているにすぎ

ない。 Kandaet al. (1992)叶まグッピーの仔魚の l

系統から作成された分集団間で高温耐性の違いを

調べた。分集団差がみられることから、グッピー

における仔魚期の温度耐性が遺伝的要因による可

能性を示している。これは温度耐性の遺伝的特性

を遺伝的に異なる系統や分集団を用いての適応試

験を行うことによって明らかにすることができる

と考えられるためである。理論的に、兄妹交配を

数世代続けることによって作られた近交系に属す

る個体は互いによく似た遺伝的組成を持つことに

なる。したがって、同一近交系内で見られる個体

変異の多くはは環境などの要因によることになり、

異なる近交系聞で見られる差異は環境要因と遺伝

的差異によることになるO 実際にはこの原理を閉

鎖集団として維持されている系統に適用すること

により遺伝的差異に基づく遺伝的要因の解析がで

きると考えられる O そこで、本研究は閉鎖集団と

して多くの系統が作成され、維持されているグッ

ピーを用いて高温耐性の系統差を明らかにし、そ

の遺伝的要因を推定することを目的とした。

材料と方法

実験に用いたグッピーは、本研究室で閉鎖集団
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として継代飼育されている 12系統である。これ

らの系統は起源、形態および色彩模様に特徴を持

っている5.6)0 S 3-23、S3、SC、W、O系統は小

れのストックから無作為に取り出し、高温耐性の

指標としては死亡時間を用いた。

型系で、 B、C、D、E、F、T、T1系統は大型系 結 果

である O 起源を同ーとする系統は、 S3とS3-23 グッピー成魚における各系統の平均標準体長を

系統、 TとT1系統、 BとC系統である。それぞ

れの系統は 601水槽において水温23:t2
0

Cで飼育

されている O

高温処理実験は 23
0

Cの飼育水を入れた恒温水

槽に IOx1Ox12cmのメッシュのかごを入れ、そ

こにかご当たり 10尾を上限として供試魚を浸漬

することにより行った。恒温水槽の水温は浸漬開

始時を 23tとし、 3時間後に 37tになるように

12分で I
O

Cずつ上昇させた。水温が37tに達し

た時点を高温処理の開始時間として 30分ごとに

生死判定を行ったMO死亡個体は順次取り出し、

雌雄判別と標準体長を測定した。供試魚はそれぞ

雌雄ごとに Tab1e1に示す。グッピーの成魚、にお

ける雌雄および体長と高温耐性との関係を見るた

めに、各系統の雌雄それぞれを平均標準体長より

も大きい個体と小さい個体とに分け、大型と小型

との問で37
0

C処理後の平均死亡時間を比較した

(Fig.1 )。大型個体と小型個体との間に有意差が

みられたのは M1系統のみで、他の系統では有

意差はみられなかった。小型の方が大型よりも死

亡するまでの時聞がわずかに長い傾向を示したが、

生死判定が0.5時間ごとであることからその差は

大きいとはいえない。したがって、標準体長の違

いによる平均死亡時間には大きな差はないと判定

Tab1e 1. Mean body 1ength (mm) of tested fishes in 12 strains of the guppy. 

Strain 
Male Female 
N Mean:f::SD N Mean:f::SD 

S3・23 57 15.0:f::0.9 45 17.2土2.6

S3 60 16.4:f:: 1.4 64 17.5土2.7

SC 41 17.2:f::1.4 26 22.9:f::3.9 

W 49 17.6土1.4 3S 18.8:f::3.6 

O 42 18.6:f::1.8 4S 19.4:f::4.1 

B 47 17.2士1.8 42 19.2:f::2.8 

C 45 17.9土1.S 32 21.4土4.9

T 14 19.2:f::5.2 11 20.4土5.3

D 14 20.2:f:: 1.2 12 21.1土3.1

F 12 20.6:f:: 1.4 14 23.2土5.0

T1 25 21.0土1.8 30 19.4土4.2

E 33 21.9:f:: 1.7 41 21.9:f::4.3 

See the reference 5) and 6) for the detai! of characteristics of each strains. 
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Fig.1. Corre1ation between 1arge and small body size in mean death time of the guppy treated 

with 37
0

C water temperature in 12 strains. Dotted line indicates y=x. 

も高温耐性が強いことを示している o 12系統に

おける 37
0

C処理後の平均死亡時間を Tab1e2に

示す。雌におけるそれぞれの系統の平均死亡時間

した。次に大型と小型を一緒にして、雌雄間の高

温耐性の比較を行った (Fig.2)0 Fig.2は雄よりも

雌の方が死亡するまでの時間が長く、雌が雄より
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Table 2. Mean death time (h) of tested fishes in 12 strains目

Female Male im打lature
Strain Mean土SO N Mean:f:SO N Mean:f:SO N 
D 2.8土1.9 12 3.0:f: 1.2 14 7.9土2.3 10 

SC 4.1士1.9 26 2.4:f:0.5 41 14.7:f:4.6 23 

O 5.6士3.3 45 3.4:f: 1.5 42 11.8:f:6.3 42 

W 6.2:f:3.3 35 3.1:f:1.7 49 10.7士5.1 42 

F 5.9土2.2 14 4.2土1.4 12 11.0:f:3.8 12 

B 5.8:f:4.6 42 4.9:f:3.1 47 11.6:f:5.9 49 

S3・23 6.0土2.5 45 4.7:f:2.2 57 9.5土4.1 82 

T 6.7土4.1 13 3.4:f:1.7 21 15.0:f:6.6 45 

T1 6.1土3.5 37 5.0:f: 2.6 28 9.8士6.1 21 

E 7.3土2.9 41 4.8:f:1.5 33 7.8士2.6 15 

S3 7.6:f:4.7 64 4.7:f:2.3 60 11.3:f:6.2 93 

C 8.5 :f:4.5 32 5.3:f:1.9 45 11.2:f:5.6 39 

Upper strain is more sensitive to 370C water temperature 

は2.8時聞から 8.5時間と系統によって異なって

いた O 一方、雄でも 3.0時聞から 5.3時間と系統

により異なっていた。平均死亡時聞が雌で8.5時

間、雄で5.3時間と遅かったC系統は高温耐性に

強い系統で、雌で2.8時間、雄で3.0時間と早く

死亡した D系統は弱い系統と言える。

未成魚(標準体長7-13mm)においても成魚

(標準体長 14mm以上)と同じ方法で高温処理

実験を行い、その耐性を系統間で比較した。成魚

と未成魚、の死亡時間を比較した結果を Fig.3に示

す。成魚と未成魚、との間には死亡時間に相聞は見

られず、成魚よりも未成魚の方が死亡するまでの

時聞が長かった。 Table2に示すように、未成魚

では平均死亡時聞が7.8時聞から 15.0時間までと

系統により異なっていた。平均死亡時間が15.0

時間と遅かった T系統は未成魚では高温耐性の

強い系統、 7.8時間と早く死亡したE系統は弱い

系統と言える。したがって、成魚で高温耐性の強

い系統が必ずしも未成魚、で強い系統とはいえず、

また成魚で弱い系統が必ずしも未成魚、で弱いとは

言えない。このことは、高温耐性を支配する遺伝

要因が成魚、と未成魚とで異なっていることを示唆

している。

高温耐性の弱い D系統、系統の平均死亡時間

が系統全体の平均死亡時間とほぼ同じ値を示す S

3-23系統、強いC系統における死亡時間の頻度

分布を比較した (Fig.4)。平均的な死亡時間を示

すS3-23系統に比べて、 D系統ではII峰雄共にす

ぐ死亡する弱い個体しか見られないのに対して、

C系統ではすぐに死亡する弱い個体から長時間生

きている強い個体まで含まれていることが明らか

になった。特にC系統の雌では4.5時間と 9.5時

間の 2つの時間にピークが見られ、弱い個体と強

い個体のピークと考えられる分布を示した。系統

による死亡時間の分布が異なることが示されたの

で、系統による死亡時間と死亡時間の変異係数と
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の関係を調べた。その結果、平均死亡時間と変異 が異なっている可能性が示唆されており、特に生

係数との間には相闘が見られなかった。 後O日目の体長には母親の遺伝的影響が強いこと

考察

本研究で用いた系統は閉鎖集団として飼育され

ており、系統聞には遺伝子頻度に差異があると考

えられる O これに関して、 Macaranasand Fujio引は

本研究に用いたグッピ-8系統の 27アイソザイ

ム遺伝子を調べ、系統問に遺伝的分化が見られ、

系統による遺伝子頻度組成が異なることを報告し

ている O さらに、 Fujioet al.71はグッピーの低温

耐性を 12
0

C24時間後の生死によって調べ、系統

差が見られることを示した。また、交配実験から

母親とその子供の低温耐性を調べ、優性の低温耐

性遺伝子がX染色体上に存在していることを報

告している。本研究での高温耐性でも系統差が見

られ、さらに雌雄差が見られたことから、低温耐

性と同じような遺伝支配が予想される。この点に

関してはより詳細な実験を行う必要がある oF吋io

et al."は未成魚、の高温耐性について、同一系統か

ら、高温に対して強い方向(耐性)と弱い方向(感

受性)の 2方向へ選択を 2回行った結果、元集団

の平均死亡時間が4.2時間であったのに対して感

受性方向での選択では 3.0時間、耐性方向への選

択では 4.9時間となり選択効果が見られることが

が示されている削。本研究での高温耐性は Kanda

et al.引と同様の結果が得られ、成魚、と未成魚の高

温耐性の遺伝的要因が同じではない可能性が示唆

された。未成魚期の遺伝的要因が母親に由来する

ものかどうかは不明である。高温耐性の未成魚期

における母親の影響に関しては交配実験から母親

とその子供の耐性を比較する必要がある O

要約

グッピー 12系統における高温耐性の違いを明

らかにするために、 37
0

C処理後の死亡時間を各

系統で調べた。その結果、未成魚、(標準体長 7-13

mm)は成魚(標準体長 14mm以上)に比べて平

均死亡時間が長かった。また、雌雄で比較すると

雌は雄に比べて長かった。成魚、の高温耐性は雌雄

による違いが見られたが、体長による大きな違い

は見られなかった。高温耐性には系統差が見られ、

雌と雄の死亡時間には正の相闘が見られた。しか

し、未成魚と成魚との問には相関が見られなかっ

た。このことは、成魚における高温耐性の遺伝的

要因が未成魚のものとは異なっていることを示唆

している。

報告している O このことは高温耐性には複数の相 謝 辞

加効果を持つ遺伝子が関与している可能性を示し 本研究の一部は文部省科学研究費補助金「水族

ている o Kanda et al. 9)はグッピーの未成魚が成魚 における遺伝資源の存在様式と保存に関する遺伝

よりも高温耐性が強いことを報告している O グッ 学的研究J(課題番号08406014)によった。

ピーの成長では発育段階によって関与する遺伝子
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グッピーにおけるコブラ斑の遺伝支配と発現

中嶋正道・高橋伸明・藤尾芳久(東北大・農)

Genetic Control and Expression of the Cobra Pattern in the Guppy 

Poecilia reticulata 

Masamichi NAKAJIMA， Nobuaki TAKAHASHI and Yoshihisa FUJIO 

Faculty of Agriculture， Tohoku University 

Abstract 

The cobra patt巴rnis one of the color patterns expressed in males of the guppy， Poecilia reticulata. In the 

cross巴xp巴rim巴ntbetw巴巴nthe G strain which has the cobra pattern and th巴Sstrain which showed the absence of 

the cobra pattern， th巴cobrapattern was obs巴rv巴don the mal巴offspringfrom the cross of female par巴ntsof the S 

strain and male par巴ntsof th巴Gstrain. Methylteststerone tr巴atedfemales in the G strain showed absenc巴ofthe 

cobra pattern wheth巴ror not sex conversion was successful. These results indicat巴dthat the cobra patt巴rngen巴

(Cbr) located on the Y chromosome， but not on the X chromosome 

Males having no-cobra patt巴rnwere observ巴din 4 offspring of th巴200individuals obtained from 34 pair 

matings of th巴Gstrain. When the female offspring were tr巴atedwith m巴thyltestst巴rone，the cobra pattern was 

observed in 4 f，巴maleswhereas 219 f，巴malesshowed no-cobra patt巴rn.This suggested由巴 crossing-overbetween 

the X and Y chromosom巴s.Consid巴ringthe male det巴rminingg巴neon the Y chromosom巴，the crossing-over value 

was calculat巴dat 1.9%. 

(accept巴d18 May 1998) 

グッピー (Poeciliareticulata)は南米原産の淡

水魚で、飼育が容易で世代交代が早く、雄の色彩

や模様に特徴を持つ多くの系統が作成されてい

る1)。グッピーの体色を支配する遺伝子が常染色

体上に存在していることは Ueshimaet al.2)によっ

て報告されている O 雄の色彩や模様を支配する遺

伝子がY染色体上に存在していることがグッピ

ーで最初に示された3，4)0 Winge and Dit1evs印刷は

色彩や模様を支配する 4遺伝子 (Ma，Ir， Pa， Ar) 

がY染色体上で連鎖しており、これらの遺伝子

が雄決定遺伝子と密接に連鎖している可能性を示

唆している O また、色彩や模様を支配する遺伝子

がX染色体上にも存在していることを明らかに

しているが、雌では性ホルモンにより制御されて

いるために遺伝子発現が見られないとされている。

これに関して、 Dzwillo川や Haskinset al:)は雄性

ホルモンであるテストステロンを飼育水または飼

料へ添加することにより XX個体において色彩や

模様の遺伝子の発現を見ている。コブラ斑は雄の

体側部に出現する不規則な縞模様で、スネークス

キン (snakeskin) とも呼ばれている O コブラ斑を

支配する遺伝子 (Cbr)はY染色体上に存在する

優性の遺伝子とされているへ

コブラ斑を有する系統内で、交配実験を行ったと

ころ、まれにコプラ斑の無い雄個体が観察され、

X染色体と Y染色体問での組み換えの可能性が
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G strain (female) S strain (female) 

G strain (male) S strain (male) 

Fig. 1. The guppy strains used for cross experiment. Th巴Gstrain was used as the strain which 

has the cobra patt巴rnin male， and the S strain was us巴dfor the strain which does not 

have the cobra pattern. 

考えられる。このことから、本研究はコブラ斑の ラ斑の有無は生後 120日目以降に行った。

造伝支配と発現をコブラ弦lを持つ系統と持たない 性ホルモンによりコブラ斑の発現が制後11されて

系統を用いての交配実験から明らかにすることを いる可能性が考えられるので、メチルテス トステ

目的とした。 ロン (17α-methyltestosteron巴STGMAM 7252)を

飼育水へ添加することによりG系統の雌におけ

材料と方法

コブラ斑を持つ系統として G系統、持たない

系統としてS系統を用いた (Fig.l)。いずれの系

統も本研究室でク ローズ ドコロニーとして継代飼

育されているものである。グッピーは体長約 7

mmで産仔された後、生後 60日目 頃までに雌雄

の判別が可能となる。tJlは傍ff['者がゴノポジウム と

呼ばれる交接器に変形 し、外見か ら ~l1l: tJjーの判別が

可能となる。コブラ斑は生後 60日目頃から般の

体側音1¥に現れ始める。始めは不明瞭な杭模様とし

て表れるがしだいに明瞭にな り、生後 l20日目頃

には完全なコブラ斑となり 、生後 180日目以降は

ほとんど変化しなくなる。そこで生後 60日目に

ゴノ ポジウムの有無に よ っ て ~W: b:lt を判別 し 、 コブ

るコブラ斑遺伝子の発現の有無を調べた。メチル

テス トステ ロンの濃度は 1ng/ml、10ng/ml、100

ng/ml の 3 種類の処理区を設けた。 処理期間 は ~UI

11:11:判別が可能となる生後 60日目 からコブラ斑が

確認できる生後 120日固までの 601:1 問 で 、 ~tff: lilt

判別を行った後に実験に供した。メチルテス トス

テロンは 1mg/mlとなる よう にエタノ ールに溶解

しそれぞれの濃度になる ように飼育水へ添加|した。

一回の産仔で、得られた仔魚を4組に分け、 1ng/ml、

10 ng/ml、100ng/mlの各濃度のメチルテス トステ

ロン処理を行い、 残りはコントロールとしてエタ

ノールのみを添加lした。

G 系統における交配実験において雌個体のメチ

ルテス トステロン処理rrを行い、コブラ斑の出現の
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Table 1. The presence and absence of the cobra pattern in F， hybrid of the S strain and the G 
strmn 
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The number in the parenthesis represent expected number of individuals. 

結果

1 ) G系統と S系統間での交配実験 G系統と S

系統との交配実験の結果を Table1に示す。 S系

統を雌刻、 G系統をw親とした交配を 16キIl、逆

有無を調べた。この11宇の処理条件は、生後 180日

目まで飼育を行い、批ff を更に 30 日 H\~ 100 ng/ml 

メチルテストステロン飼育水で、飼育し、コブラ斑

の社\JS;I.の有力l~ を体認した。
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に G 系統を ~UI: !i'l 、 S 系統を 1i.1t剃とした交配を 4

組み作った。 その結果、 S 系統を ~tH 税 、 G 系統を

:b:UJil とした交配から 、 ~tfl48 引~I体、雄 3 1 個体の合

計 79 個体が得 ら れ、 ~tff 1i.1t比はほぼ 1 : 1であった。

雌個体全てでコブラ斑は観察されず、 JMlでは全て

の個体でコブラ斑が観察された。逆に、G系統を

~tff 親、 S 系統を雄親とした交配から雌 29 個体、

t.fE 3 1 値|体の合言 1 . 6011úl体が得られ、 ~tff :bítの比率は

ほぼ 1:1 であった。 ~t1t1&ともにコブラ斑は観察

されなかった。この結果は G系統の CblがY染

色体上に存在することを示唆している。

2) G系統における雌のメチルテストステロン

処理 G系統の雌個体の X染色体上にコブラ斑

遺伝子が存在するかどうかを明らかにするために、

G系統の雌にメチルテス トステロン処理を行った

(Table 2)。全ての処理区においてコ ブラ斑の出

現した雌は観察されず、形態的に雄化していた個

イ本においてもコブラ斑は観察されなかった。

3) G系統における交配実験 G系統で 34組の

交配を行ったところ 、 ~tff: 223個体、h:lt204個体の

計427個体が得られ、このうち 4ペアから得られ

た却にコブラ斑の無い個体がそれぞれ l個体、計

Table 2. Th巴 pres巴nceand absenc巴 ofth巴 cobrapattern in female individuals of the G strain 

which treatecl at 60 c1ays by methytestosteron巴from60 c1ays after birth 

Survival Sex reverse Existance of cobra 

rat巴 rate pattern 

(%) (%) Presence Absence 

96.6 0.0 O 28 

100.0 22.2 O 36 

89.7 100.0 O 26 

Concentration 

of teststeron 

1 ng/ml 

10 ng/ml 

100 ng/ml 

1 a) 

、、‘，，
」

υ

Fig.2. Th巴maleguppy which c10es not have cobra pattern observecl in G strain (a) and common 

male indiviclual in G strain (b). 
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Tabl巴3.Presence and abs巴nceof the cobra pattern in th巴 individualswhich obtain巴dfrom 

mating of the G strain. Females w巴retr巴at巴dby 100 ng/ml m巴thyltestosteroneat 30 

days from 180 days after birth. 
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200 219 (4) Total 



22 

4個体的l察された (Fig.2、Table3引)0 DtfUJ刈1i.f川lf川:fJ削JJ

ほ l上:Iでで、あつた。そこで、Dt1fに メチルテス トス

テ ロ ン処理したところ 、 コブラ 到の!! !~ い:b:H:が観察

されたペアからそれぞれ l個体、計4官I!I体の雌で

コブラ斑が出現した (Fig.3)。これら 41匝H本のi肢
はCbrを有していたものの性ホルモンによる制

御11により Cbrが発現していなかったものと考え

られる。

Y染色体上に雄決定遺伝子を仮定し、雄決定遺

伝子と Cbrとの間での組み換え率を計算すると

1.9%であった。

考察

今回の交配実験で観察されたコブラ斑の無い雄

官官|体、およびコブラ斑を有するDtIf:111!1体の出現は X

染色体と Y染色体との紺み換えによる可能性が

示された。グッピーの性染色体上には色彩や模様

に関与する遺伝子の他にAk-2、Md尚h一4なとどoのア

イソサザ‘イム迫

ることが報告されており 、これらの遺伝子座にお

いても XとY染色体問での組み換えの可能性が

示唆されている山川。 Y染色体上には X染色体と

は相同ではない部分が存在し、この部分に:b:jt決定

41伝子が存荘するとされている。:b:H決定造伝子と

Cbrとの問の組み故lえ率は 1.9%であった。グツ

ピーにおける Y染色体の全長はIlj'Jらかにさ れて

いないが、ヒトやマウス、ゼブラフィシュで報告

されている染色体地図と比較すると組|み換え率

1.9%は非常に近い距離に位置することにな

る山九 性染色体上の色彩や模様に関与する 6遺

伝子座 (Ma、Co、η、Lu、Vi、EL)について染

色体地図が作成されている5.17(Fig.4)。これら 6

遺伝子座は MaがY染色体上の X染色体とは祈|

同ではない部分に存在 し、Co、η、Lu、Vi、EI

の5遺伝子座は存|同な部分に存在し、 X、Y阿方

の染色体上に存在している。このうち Coが最も

非柱|阿部分に近い位置に存在するとしている。

Cbrをこの地図に当てはめてみると、ゴ|三相同部分

からの細lみ換え率が 1.9% とCo遺伝子よりも非

相同部分からやや1Il1l:hた部分に位置していること

になる。しかし、正雌な位置関係の決定にはこれ

らの遺伝子聞での直接の組み換え率を求める必要

がある。

グッピーには性染色体以外の常染色体上にも性

決定に関与する遺伝子が存在することが示唆され

ており 、選択により xy雌やxx}jjJ:が作出されて

、、，a
J
ID
 

Fig.3. The female guppy in which cobra pattern was observred aft巴r 100 ng/ml 

methylteststerons treatmenl for 30 days (a) and cobra patt巴rnwas not observ巴CI(b). 



23 

転換させたXy雌やxx雄が作出されている 18.19)。

xx雄では Y染色体上の遺伝子は発現せず、通常

のxx雌との交配で得られる仔魚は雌のみであ

る。今回の実験で出現したコブラ斑無し雄は生殖

可能で、その子孫に雄個体が観察されていること

から、コブラ斑無し雄はxx雄ではないと考えら

れる。また、 G系統において雌をメチルテストス

テロン処理したときにコブラ斑の出現した雌は観

察されなかった。このことは、系統内でCbrを

持つ雌の頻度が非常に低いことを示しているo

Winge and Ditlevsen 4! はY染色体上の遺伝子であ

るMaをホモで持つ y仙 yMu雄が致死であること

を示し、 Y染色体上に劣性致死遺伝子が存在して

いる可能性を示唆している。このことから、 G系

統内でCbrを持つ雌の頻度が低い原因として、

以下の二つの可能性が考えられる O 一つは、 Cbr

Present study 
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Winge(1934)， Winge and Ditlevsen(1938) 

M(Ma) Co 
Y Chromosome H 

F 
X Chromosome 14L 
Frequency of 0:2 
cross1ng-over 

がY染色体上の劣性致死遺伝子と連鎖している

ために xω'y山雄が致死となり X白rの頻度が低下

してしまう可能性が考えられる O もう一つは、

xu".x雌が不妊であるために Cbrが集団中に残ら

ない可能性である。このことを明らかにするため

には、 X山X雌を用いて交配実験を行う必要があ

るo

要約

グツピーにおけるコブラ斑の遺伝支配と発現を

交配実験から調べた。コブラ斑を持つ G系統と

コブラ斑を持たない S系統との交配実験の結果、

G系統を雄親とした場合の雄にのみコブラ斑が観

察された。また、 G系統の雌を雄性ホルモン(メ

チルテストステロン)処理しでもコブラ斑は観察

されなかった。以上のことから G系統の Y染色

n
i
l
-
-

ω
l
i
l
t
 

H 
印

H:ぬ1edetermining ge間
F: f，割問1edetermining ge憎

10.0 

Ha : Macu 1 atus 
Co:白∞t閑us
Ti : Tigrinus 
Lu : Luteus 
Vi : Vitellinus 
El : E10ngatus 

Fig.4. A chromosome map of cobra pattern and male determining gene on Y -chromosome in 

this study (above) and comparison with chromosome map by Winge (1934) ，and Winge 

andDitlevsn (1938) (below). 
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体上にコブラ斑遺伝子 (Cbr)が存在しているこ 雄決定遺伝子を仮定した場合、 Cbrとの間の組み

とがわかった。 換え率は 1.9%であった。

G系統で交配実験を行ったところ、得られた雄

204個体中 4個体でコブラ斑が観察されなかった。 謝 辞

雌をメチルテストステロン処理したところ、コブ 本研究の一部は文部省科学研究費補助金「水族

ラ斑無し雄の観察された交配の同腹の41団体の雌 における遺伝資源の存在様式と保存に関する遺伝

でコブラ斑が観察された。以上の結果から、コブ 学的研究J(課題番号08406014)によった。

ラ斑無し雄の出現はX染色体と Y染色体との間

での組み換えによると考えられる。 Y染色体上に
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グッピーの系統の塩分耐性と系統間交雑による

F1の塩分耐性との関係

中立元樹・藤尾芳久(東北大・農)

Relationship of Salinity Tolerance Between Strains 

and Their FI Hybrids of Guppy 

Motoki NAKADATE and Y oshihisa FUJIO 

Faculty of Agriculture， Tohoku University 

Abstract 

Salinity response in strains and their FI hybrids of the guppy was measured as survival time after subjecting 

mature fish to 35 ppt artificial seawater. In almost of the parental combinations， the averages of survival times of 

the FI hybrids were higher than the higher value of the parental strains， thus indicating heterosis. The coefficient of 

variance (CV) in survival times ofF1 hybrids differed among strain combinations， and the value was sometimes 

higher than the highest value of the parent strain. 

A positive corr巴lationwas observed between the CV of the total FI hybrids and the CV of the average survival 

times in each Iitter of FI hybrids. It suggests that the heterosis observed in the FI hybrids is attributable to the Iitters 

of each parental combination. 

(accepted 26 May 1998) 

育種的観点からみたヘテロシスの特徴は、ある

望まれた形質の測定値がその両親よりも大きくな

っている点と、その g雑種の整ー性にある。理

論的には2つの異なる近交系聞の交雑によって作

られた g雑種には、遺伝分散が全くないと考え

られる O したがって両親としたそれぞれの系統の

ホモ化が進んでいると、その雑種にはほとんど表

現型の個体差がなくなっていることになる O

前報11で、グッピーの系統間交雑によって塩分

耐性にヘテロシスがみられることを明らかにした。

しかし、系統の組合せによってヘテロシスの程度

が異なり、死亡時間のばらつきがみられている。

このことは両親としたそれぞれの系統の遺伝的背

景に起因していると考えられる。したがって、民

雑種の表現型のばらつきの要因について検討する

必要がある O

本研究は、グッピ一系統の塩分耐性と系統間交

雑による FI雑種の塩分耐性との関係を明らかに

するために、 35ppt人工海水浸漬後の平均死亡時

間と変異係数を調べ、 FI雑種における死亡時間

のばらつきの要因について検討した。

材料と方法

実験に用いたグッピーは、本研究室でクローズ

ドコロニーとして継代飼育されている 5系統とそ

れらの FI雑種である。 5系統は S，S 3 HL， SC， A， 

F22で、 S，S 3 HL， SC， Aが小型系、 F22が大型

系である。 S系統は 1975年にペットショップよ
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り購入したスタンダードタイプを起源としており、

S3 HL系統はS系統を半分に分けて作成した系

統 (S3) を用いて、 1990年に 35
0Cの高温耐性

実験を行い、 24時間生き残っていた個体が起源

となっている。 SC系統は、 1985年に S系統の雌

にコブラタイプの雄をかけて得られたF，を起源

としている。 F22系統は、ファンシ一系のF系

統の lベア l産の仔魚を起源としており、 1991

年に作成された。 A系統は 1991年にアルビノと

コブラタイプ(大型系)の雑種を購入し、その子

孫の中からアルビノを選択したものである。それ

ぞれの系統は 60~水槽において水温 23 :t2
0

C で飼

育されている o F，雑種は、処女雌に l尾の雄を

かけ、生まれた仔魚、を成魚、になるまで2.5~水槽

で育成した。

塩分耐性については、標準体長 14mm以上(生

Tabl巴1.Average survival time in 35 ppt seawater in five strains of guppy 

Strain 

S3HL 
S 
F22 
A 
SC 

Avarage survIval 
N time(h)土S.D.

120 4.l:t:1.3 
50 3.8士0.8
132 3.7:U.1 
119 2.9:t0.8 
107 2.7:t0.8 

N : Number of individuals test巴d.

c. V. : Coefficient of variation 

C.V.(%) 

31.7 
21.1 
29.7 
27.6 
29.6 

Table 2. Average survival time in 35 ppt seawater in F， hybrids from 16 crosses between 
different strains of guppy 

Cross Number of Tota1 number of Average survival C.V.(%) 
(Female x Male) crosses Fl hybrid tested time (h):tS.D. 

SC x F22 9 84 6.0:t2.1 34.6 
F22 x SC 10 230 5.3土1.5 28.5 
F22 x S3HL 21 220 5.6土2.0 35.0 
S3HLx F22 9 79 4.7:t1.8 38.5 
F22 xS 11 217 5.5土1.9 34.3 
SxF22 8 116 5.2土1.3 25.2 
F22 xA 7 71 4.9土1.2 24.1 
AxF22 2 40 4.3:t1.1 25.5 
AxS 4 70 4.7:t1.0 21.9 
SxA 8 115 4.2土1.1 25.1 
AxSC 5 85 4.5士1.1 25.0 
SCxA 5 67 4.2土1.1 27.5 
SCxS 11 170 4.1土1.0 25.1 
SxSC 13 248 3.8土1.3 33.7 
S xS3HL 4 62 4.1土2.0 48.4 
S3HLxS 6 151 3.6土1.4 37.9 
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後60日以上)の傭体を用いた。このような個体

では雌雄や体長による違いがみられないことが明

らかにされている九塩分耐性実験は飼育水で作

成した 35ppt人工海水 (Aquasalt)に供試魚を入

れて行ったO 人工海水浸i責後、 30分ごとに生死

判定を行い、死亡時間を塩分耐性の指標とした。

生死判定は鯨の動きと外部からの刺激に対する反

応の有無で行った。死亡個体はその都度取り上げ

た。

結果

交雑に用いたグッピーの親系統の成魚、における

塩分耐性を Table1に示す。親系統の平均死亡時

聞は、 2.7時聞から 4.1時間で、その変異係数

(CV)は21.1%から 31.7%であった。これらの

親系統を用いて作成した F，雑種の塩分耐性を

Table 2に示す。平均死亡時間は 3.6時聞から 6.0

時間となり、その CVは21.9%から 48.4%であ

った。各組合わせにおける両親系統のうちで、平

均死亡時間の長い親系統の値とそれらの F，雑種

の平均死亡時間をみてみると、親系統の平均死亡

時間より gの平均死亡時聞が長く、ヘテロシス

を示した組合せは 16組中 13組であった。これら

の13組中には正逆交雑が含まれていた。一方、

SCxSではヘテロシスがみられたが、 SxSCは親

の系統の値と同じであった。 SxS3 HLでは親系

統と同じ平均死亡時間を示し、 S3 HLxSでは親

系統の平均死亡時間より短くなっていた。このこ

とは系統間交雑によってもたらされるヘテロシス

効果が系統の組合せによって異なることを示唆し

ている。

死亡時間のばらつきを CVで比較すると、親系

統で最大の CVを示した S3 HLの31.7%よりも

大きな値を示した F，雑種は 16組のうち 7組であ

った。このような F，雑種でのばらつきが、親個

体の組合せに起因しているのかどうかを検討する

Table 3. Average survival time and the coefficient of variation (C.V.)among Iitters in 16 F， 
hybrids of guppy 

Cross Number of Average no. of fish Average survival 
(Female x Male) crosses tested within a litter time (h)(Range) 

SC x F22 9 9.3 5.7 (3.4・7.5)
F22 x SC 10 23.0 5.3 (3.3・6.5)
F22 x S3HL 21 10.5 5.4 (3.2・6.6)
S3HL x F22 9 17.5 4.4 (3.2・6.9)
F22 x S 11 19.7 5.5 (3.8・7.9)
S x F22 8 14.5 5.3 (4.0・6.0)
F22 x A 7 10.1 4.9 (4.0・5.9)
A x F22 2 20.0 4.4 (4.2・4.6)
A x S 4 8.8 5.2 (3.3・5.1)
S x A 8 14.4 4.3 (3.0・5.1)
AxSC 5 17.0 4.4(3.7・5.1)
SC x A 5 13.4 4.3 (3.6・4.8)
SC x S 11 15.5 4.0 (2.8・5.8)
S x SC 13 19.1 3.8 (2.5・5.2)
S x S3HL 4 15.5 3.6 (1.9・6.0)
S3HL x S 6 25.2 3.7 (2.8・4.9)

C.V.(%) 
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Fig.l. Relationship between the coefficient of variation in total F， hybrids and that among 
litters 

察

一般に、ヘテロシス効果は F，の形質が両親の

いずれよりもすぐれ、表現型変異が小さくなると

いう特徴をもっている。ヘテロシス効果は組合せ

によってその程度が異なってくることが知られて

おり、その組合せ能力が問題となる O

本研究で用いたグッピ一系統はクローズドコロ

ニーとして継代飼育されており、それぞれの系統

は互いに異なった遺伝的組成をもっていると考え

雑における親個体の組合せによってヘテロシス効

果がみられた組合せ数を求めた。その結果、 Table

4に示すように、ヘテロシス効果の顕著であった

系統間交雑では 80%以上の親個体の組合せでヘ

テロシス効果がみられた。一方、ヘテロシス効果

が顕著にみられなかった系統間交雑でのヘテロシ

スのみられた親個体の組合せは 50%前後であっ

た。

考

ために、各交雑ごとに得られた兄妹 (litter)

均死亡時間を求めた。その結果、 Table3に示す

ように、親個体の組合せによって平均死亡時間に

大きな幅があることが明らかになった。例えば、

SCxF22では死亡時間が3.4時間から 7.5時間(平

均5.7時間)で、その正逆交雑では 3.3時聞から

6.5時間であった。したがって、 F，雑種での CV

の大小は親個体の組合せに影響されていることが

予測される。そこで、F，雑種の平均死亡時間の CV

とl組の両親からの兄妹の平均死亡時間の CVと

を比較すると、 Fig.lに示すように、正の相関 (r

=0.752)が得られ、 F，雑種でのばらつきは親個体

の組合せによってもたらされていることが示され

の平

た。

系統の組合せによってヘテロシスの生じ方が異

なることが示され、同一の系統間交雑においても

親個体の組合せによってヘテロシスの生じ方が異

なっていることが示された。そこで、各系統間交



31 

Table 4. Heterosis and combining ability in the cross between the guppy strains 

Average survlval 
Number of the cross No.of tlme of血ep訂 ent % Cross* showed heterosls crosses straln (hlgher value) 

SC x F22 19 3.7 

F22 x S3HL 30 4.1 

F22 xS 19 3.8 
F22 xA 9 3.7 

AxS 12 3.8 

AxSC 10 2.9 

SC xS 24 3.8 

S x S3HL 10 4.1 

*Combined the reciprocal crosses. 

られる。これに関して、 Macaranasand Fujio引はグ

ッピー 8系統問で 27アイソザイム遺伝子を調べ、

系統によって遺伝子頻度が異なり、特に大型系統

と小型系統では Neiの遺伝的距離が0.0416と遺

伝的分化が大きいことを報告している。本研究で

は、大型系と小型系の系統間交雑により得られた

FI雑種で顕著なヘテロシス効果が認められた。

このことは、遺伝的分化が大きい系統間でヘテロ

シス効果が顕著で、あることを示している。逆に小

型系と小型系の交雑すなわち、 SC，S 3 HL， S系統

の交雑で、はヘテロシス効果のみられる割合が低か

ったことは、これら 3系統が同じ元系統に由来し

ていること、すなわち互いに血縁関係を有するこ

とに起因していると考えられる。 A系統と S系

統、およびSC系統との交雑でヘテロシス効果が

大きかったことは、小型系同士でも A系統がS，

SC系統とは血縁関係を有していないことによる

と考えられる。

ヘテロシス効果が親個体の組合せによって異な

り、さらに系統間交雑における表現型のばらつき

17 89.5 

26 86.7 
19 100.0 

9 100.0 

10 83.3 
10 100.。
13 52.2 
4 40.0 

が親個体の組合せによっても異なることが示され

た。特に、元集団を同じくする系統間交雑でも、

頻度は低いが、ヘテロシス効果がみられることが

示された。このことはヘテロシス効果が系統内に

も存在することを示唆している。この点について

は、同ーの系統内での雌雄一対交配によるヘテロ

シス効果を詳しく調べる必要があると考えられる。

要約

淡水魚グッピーの系統とそれらの FI雑種の塩

分耐性を人工海水35ppt浸漬後の死亡時間で調

べた。その結果、 g雑種の平均死亡時間は多く

の組合せで両親系統のうちで平均死亡時間の長い

親系統の値より長くなり、ヘテロシス効果がみら

れた。しかし、ヘテロシス効果のない組合せもみ

られたことから、ヘテロシス効果は系統の組合せ

方によって異なることが示唆された。さらに、 FI

雑種の平均死亡時間にばらつきがみられ、その原

因が親個体の組合せ方によることが考えられた。
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ヒラメ mtDNADループ領域の

RFLP分析によるハプロタイプの検出

菅谷琢磨・池田 実・藤尾芳久(東北大・農)

Typing of mtDNA in the Japanese F10under Based on the Length 

Variation and the RFLP Analysis ofmtDNA D-loop Region 

Takuma SUGA Y A， Minoru IKEDA and Yoshihisa FUJIO 

Faculty of Agriculture， Tohoku University 

Abstract 

Restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis was performed on PCR ampIified DNA 

fragments which contains whole of the mtDNA D-Ioop region of natural and seed specimens of the Japanese 

fIounder (pαlalichthys o/ivaceus). The amplyfied DNA fragments showed length variations and were c¥assified 

into five c¥asses; c¥ass 1 (3.3 kbp) ， II (2.9 kbp) ， m (2.8 kbp) ， N (2.7 kbp) ， and V (2.6 kbp). RFLP with three 
endonucleases (Hind m， Hpa II， and Hae皿)in each c¥ass yielded a total of I I composite haplotypes. The 
haplotype diversity (h) within th巴naturaland seed specimens were 0.857 and 0.679， respectively. These results 

suggest that the mtDNA typing based on the combination of length variation and RFLP of D-Ioop region is useful 

to monitor genetic variation in the Japanese fIounder populations. 

(acc巴pted8 June 1998) 

ヒラメ (Paralichthys olivaceus) は海産増養殖

種として重要な位置を占め、全国各地で人工種苗

の放流が盛んに行われている。このことに関連し

て、Liuら"はアイソザイム分析によりヒラメの

天然集団と人工種苗の遺伝的組成を比較し、低頻

度対立遺伝子のふれが天然集団の地域聞に比べ人

工種苗の生産ロット間で大きいことを見出した。

この要因として人工種苗の親魚数が天然集団に比

べ少ないために起こる遺伝子の抽出誤差が考えら

れることを報告している。この例が示すように、

種苗の放流が天然ヒラメの遺伝的組成を変化させ

てしまうことが懸念されるようになった。しかし、

ヒラメのアイソザイム遺伝子の変異は少なく、上

記の可能性についてさらに詳しく検討するために

は変異性の高い遺伝標識を用いた天然および人工

種苗の遺伝的組成の比較が必要であると考えられ

る。 高等動物のミトコンドリア DNA(mtDNA)

の進化速度は核DNAの5-10倍大きいとされ、

多くの変異が蓄積されており、集団遺伝学的研究

を行う上での遺伝標識としてきわめて有効である

と考えられている制。さらに、 mtDNAの複製に

関わる Dループ領域はコードするタンパク質や

RNAがなく、他のコーデイング領域に比べ進化

速度が約4倍速いとされている 4)。このような観

点から、多くの魚種において、天然集団の遺伝的

集団構造や、人工種苗における遺伝的特徴の把握

が mtDNAのDループの制限酵素切断片長多型

(RFLP) を利用したハプロタイプ頻度の比較に
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より検討されるようになった九

また、ヒラメの属する異体類の mtDNADルー

プ領域には著しいサイズ変異が存在することが報

告されており¥ヒラメ自体にも Dループ領域の

サイズ変異が存在することがすることが明らかに

されている九 Dループのサイズ変異のみによっ

てmtDNAのハプロタイプを類別することも可能

と考えられるが、サイズ変異を伴った Dループ

のRFLPを検討することによって、さらに多くの

ハプロタイプに分けることができ、人工種苗を含

めたヒラメ集団の遺伝的特徴をより詳細に把握す

ることができると考えられる。

本研究は、ヒラメ mtDNAのDループの RFLP

による集団の変異性に関しての基礎的知見を得る

ために、ヒラメの mtDNAのDループ領域のサイ

ズ変異を PCR法により検出した。さらに、増幅

された Dループ領域の RFLPを行い、サイズ変

異と RFLPを組み合わせることによるハプロタイ

プの類別化について検討し、天然集団と人工種苗

の遺伝的組成について検討を行った。

(kbp) 

23.1 

9.4 

6.6 

4.4 

2.3 

2.0 

材料と方法

実験に用いたヒラメは、 1996年日月に秋田県

天王漁港で水揚げされた天然個体 14個体(平均

標準体長30.0cm) と、 1996年4月に秋田県栽培

漁業センターで生産された人工種苗23個体(平

均標準体長 19.4cm)である O

各個体からの DNAの抽出は、尾動脈から約 50

μl採血し、 SepaGeneキット(三共純薬社)を用

いて行った。抽出した DNAはTEバッファー (10

mM Tris-HCl pH 8.0， 0.1 mM EDT A・2Na) に溶:免平
し、 PCRの試料とした。

mtDNAのDループの増幅には、 Dループ領域が

12 S rRNAとcytochromebに挟まれるように設計

された H1067: 5'-ATAGTGGGGTATCTAATCCCAGTI-

3'とL15560: 5'-CATATTAAACCCGAATGATATIT-

3'の2種類のプライマ-!!.I})を用いた。 PCRの反応

条件は、 DNA6μl、200mMプライマー各 lμl、

dNTP5μl、10xPCRBuffer 5μi、UPW30μl、Takara

Taq Po1ymerase 1μl、DilutionBuffer 1μlとし、DNA

Thermal Cycler (TaKaRa) を用いて、 94"C1分の

熱変性後、 93
0

C1分、 45
0

C2分、 72"C2分を 30サ

1 II II N N m m v 
class 

Fig.l. Amplified DNA fragments of the mtDNA D-l∞p region in the Japanese flounder 
class 1 : 3.3 kbp class II : 2.9 kbp classIII : 2.8 kbp 
classN : 2.7 kbp class V : 2.6 kbp 



イクル行い、最後にnOcで7分の伸長反応を行
った。

反応液は、 0.8%アガロースゲルで 50V定電圧

1.5時間の電気泳動を行い、ゲルをエチジウムブ

ロマイドで染色してトランスイルミネータ上にて

写真撮影を行い、写真上において増幅された D

ループ領域のサイズを求めた。

Dループの消化は、 4塩基認識の HpaII 、Hae

E 、6塩基認識の HindIlIの3つの制限酵素を用い

て行った。各制限酵素の処理条件は添付されてい

る処方に従った。切断片の検出は、 2%アガロー

スゲルにより 50V定電圧、1.5時間の電気泳動を

行い、エチジウムブロマイドで染色後、写真撮影

によって行=った。

結果

Dループ領域のサイズ変異 天然集団における各

個体の Dループ領域を増幅した結果、増幅断片

のサイズに変異がみられた (Fig.l)。各断片のサ

イズをサイズマーカー (λDNA/HindIlI)との比

較により求めたところ、 3.3kbp、2.9kbp、2.8kbp、

2.7 k旬、 2.6kbpの5つのクラスに分類でき、そ

れぞれクラス I、E、E、N、Vとした。

天然集団と人工種苗との問で、それぞれのクラ
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スの頻度を比較した結果、 Table1に示すように、

天然集団ではクラスNの頻度が0.354と最も高く、

クラス IやVは低頻度 (0.071)であった。一方、

人工種苗では、天然集団で高頻度であったクラス

lVがさらに高頻度 (0.783) となっており、天然

集団にみられたクラス IやVが検出されなかった。

Dループ領域の RFLP それぞれのクラスごとに

3種類の制限酵素で消化を行った結果を Fig.2に

示す。どのクラスにおいても1.0kbp以下の断片

については検出されなかった。クラス Iとクラス

Vにおいては、どの制限酵素においてもそれぞれ

1種類の切断型しか観察できなかったが、クラス

EのHaeIlIとHpaII 、クラス皿の Hind皿におい

ては、それぞれ2種類の切断型が観察された。切

断型の命名は各クラスごとに行い、各切断型で検

出された断片長を求めた結果を Table2に示す。

クラスE、クラス班、クラスN、クラスVの各ク

ラスにおける HindIlIによる切|祈型 Aを除いて、

どの制限酵素の切断型においても観察された切断

片のサイズの合計はもとのDループ領域のサイ

ズより小さくなっていた。これは、どのクラスに

おいても各制限酵素によって少なくとも 2カ所以

上の部位が切断され、得られた切断片の位置に複

数の断片が重なっているか、あるいは、断片サイ

Table 1. Frequencies of five mtDNA D-Ioop classes in natural and seed specimens of the 

Japanes巴flounder

speclmens 

class natural( 1 4) seed(23) 

0.071 。
E 0.214 0.087 

E 0.286 0.130 

N 0.358 0.783 

V 0.071 。
sample sizes indicated in parentheses. 
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Hin dill 
M 1 A II A illA illB NB N A VA 

HpaE 
M IA llA II B illA lVA VA 

Haelll 
M IA IIA IIB IIIA IVA 

Fig.2. Restriction fragments of the mtDNA Dーloopregion in the Japanese flounder. The PCR 

products were digested with Hind!ll， Hpa II， and Hae!ll， respectively. 

ズが本研究における泳動条件では検出できない小

さなものになっているためと考えられた。

調べたすべての個体における Dループのサイ

ズと各制限酵素における切断型を組み合わせた結

果、ハプロタイプの数はクラス Iで1種類(1-

1)、クラス Eで4種類 (II-1 ~ II -4)、クラス

E で 3 種類(!ll -1~ !ll -3) 、クラス Nで 2 種類

(N-I、N-2)、クラスVで1種類の計 11種類

となった (Table3)。

天然集団と人工種苗とで各ハプロタイプの頻度

を比較した結果を Table4に示す。天然集団には

みられない 3種類のハプロタイプ (II-3，II-4、

!ll-3)が人工種苗にみられたが、天然集団で低

頻度でみられたハプロタイプ5種類(1-1、E
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Table 2. Restriction mo叩hof each cJass of D-Ioop region in the Japanes巴floundermtDNA 

restriction morph 

class(kbp) Hindill Hpall Haeill 

class 1 (3.3) A (2.9) A (1.7，1.1) A (1.7，1.0) 

classll(2.9) A (1.7，1.2) A (1.4，1.1) A (1.5，1.0) 

B (1.3，1.1) B (1.4，1.0) 

classill(2.8) A (1.6，1.2) A (1.2，1.1) A (1.3，1.0) 

B (2.5) 

classN(2.7) A (1.5，1.2) A (1.1) A (1.2，1.0) 

B (2.5) 

classV(2.6) A (1.4，1.2) A (1.1) A (1.0) 

Size (kbp) of fragments observed in each restriction morph indicated in parentheses. 

l、II-2、III-I、V一J)が人工種苗ではみら

れず、人工種苗ではN-IとN-2が天然集団に

比べ高頻度となっていた。各ハプロタイプの頻度

からハプロタイプ多様度(h)10)を求めた結果、天

然集団で0.857、人工種苗で 0.679となり、人工

種苗の方が小さな値を示した。

考察

Saitoh et al.のは全mtDNAの制限酵素地図と D

ループの一部の領域の PCR分析によりヒラメの

mtDNAにおける Dループ領域のサイズ変異の存

在を明らかにし、サイズ変異は約1.70k旬、1.56

kbp、1.50kbp、1.41kbpの4クラスであることを

報告した。本研究においても、 Dループ領域のす

べてが挟み込まれるように設計されたプライマー

を用いて PCRを行い、 Dループ領域にサイズ変

異が存在することを再確認できた。本研究におけ

るサイズ変異は、約3.3kbp、2.9kbp、2.8k旬、 2.7

kbp、2.6kbpの5クラスとなり、 Saitohet al. 71の

推定したサイズとは異なっていたが、これは D

ループの一部を増幅したか、全領域を増幅したか

の違いによるものと考えられる。

他の魚種における Dループ領域のサイズ変異

については、 redfish(Sebastes)について詳細な

報告があり、塩基配列の分析により、 12SrRNA 

側の 275bpの反復配列がサイズ変異に寄与して

いることが明らかにされている川。本研究におい

ては、 3.3kbpのクラス Iを除き、サイズ聞の差

は約 loobpであった。また、 Saitohet al.7)による

クラス間の差も約 100bpであることを考え合わ

せると、ヒラメにおいては、約 100bpの反復配

列がサイズ変異をもたらしているものと考えられ

る。また、最近、ヒラメのサイズ変異の存在する

部位も 12SrRNA側であることが朝日田らロ)~こよ

って報告されている。

3種類の制限酵素でサイズ変異のみられた Dル
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Table 3. The haplotype of D-Ioop region in the Japanese flounder mtDNA 

class 

class 1 

restriction morph 

Hindill Hpall 

A A 

class II A門

A
門

R
U

A
門

R

U

A門

Haeill 

A 

haplotype 

1 -1 

A

B

B

 

II -1 

ll-2 

ll-3 

B B A ll-4 

classill B A A ill-1 

A A A ill-2 

B A B ill-3 

classN B A A N-1 

A A A N-2 

class V A A A V -1 

Table 4. Frequencies of eleven mtDNA D-Ioop haplotypes in natural and seed specimens of 

the Japanese flounder 

speclmens 

natural(14) seed(23) 

0.071 0 

II -1 

ll-2 

ll-3 

ll-4 

0.071 

0.143 

0 。

0 

0 

0.043 

0.043 

ill-1 0.143 0.087 

ill'-2 0.143 0 

ill-3 0 0.043 

N-1 0.143 0.392 

N-2 0.215 0.392 

子一

h

。
0.679 

sample sizes indicated in parentheses. 

h : haplotype diversity. 

ープ領域を消化することにより、各クラス内に複 ときよりも増加した。朝日田ら日l，まヒラメの Dル

数の切断型が存在することが明らかになり、ハプ ープ領域のサイズ変異を含まない部分の PCRを

ロタイプ数は各クラスをハプロタイプとみなした 行い、 11制限酵素を用いた RFLPにより天然集



団のハプロタイプ多様度が0.82から 0.93である

ことを報告している。本研究における天然集団の

ハプロタイプ多様度は朝日田ら 121の結果とよく一

致しており、サイズ変異の類別と少数の制限酵素

による RFLPを組み合わせることでもヒラメ集団

の遺伝的多様性を評価することができることを示

唆している。サイズ変異と RFLPを組み合わせる

方法は、サイズ変異を伴っているために、塩基多

様度や塩基置換率の算出といった塩基レベルでの

集団の解析は困難と考えられるが、簡便かつ低コ

ストでヒラメ集団の遺伝的モニタリングを行う上

では有効と考えられるO

人工種苗におけるハプロタイプ数およびハプロ

タイプ多様度はそれぞれ6と0.679で、どちらも

天然集団 (8と0.857) より低くなっていた。こ

のことはLiuらl'がアイソザイム分析により指摘

したように、天然集団に比べ人工種苗での親魚、数

が少ないことに起因しているのかも知れない。多

くの生産地において人工種苗がこのような状況に

なっているのかどうかは全国レベルでの天然集団

との比較において明らかにする必要があると考え

られる。

要約

ヒラメ mtDNADループ領域のすべてが増幅さ

文献
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れるように設計されたプライマーを用いた PCR

により、サイズ変異の有無を検討した。さらに、

サイズ変異と RFLPを組み合わせて、ハプロタイ

プ数および、ハプロタイプ多様度を天然集団と人工

種苗とで比較した。その結果、

1)Dループ領域にはサイズ変異がみられ、そのサ

イズは約 3.3k旬、 2.9kbp、2.8kbp、2.7k旬、 2.6

kbp となり、 I~Vの 5 クラスに分けられた。

2)3種類の制限酵素により、 Dループの各クラス

ごとに RFLPを検出した結果、ハプロタイプ数

は全部で 11種類となった。天然集団で、のハプ

ロタイプの数は 8、ハプロタイプ多様度は 0.857

であったが、人工種苗では 6と0.679で、いず

れも人工種苗の方が低い値を示した。

以上の結果から、サイズ変異の類別と少数の制

限酵素による RFLPを組み合わせることでもヒラ

メ集団の遺伝的多様性を評価できる可能性が示唆

された。
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アイソザイムからみた大井川源流域における

イワナ 2河川集団の遺伝的差異

後藤裕康(静岡水試) ・前田泰宏・木島明博(東北大・農)

Genetic Difference between Two Streams of Ohigawa River at the Two 

Isozymic Loci in Yamato-iwana， Salvelinus leucomaenis 

Hiroyasu GOTO*I， Yasuhiro MAEDA勺 andAkihiro KIJIMAη 

叶 FujiTrout Farm of Shizuoka Prefectural Fisheries Experimental Station 

会2Education and Research Center of Marine Bio-resources， Tohoku University 

Abstract 

Genetic composition at the two isozymic loci， Gpi-3 and Mdh-I・2，in Japanese char， Salvelinus 
leucomaenis， colIected from the two upstream populations of Ohigawa river was estimated. As a result， it was 

noted that (1) the two upstream populations were under the Hardy-Weinberg equilibrium， and (2) the alIele 

frequencies were significantly different from each other at both two loci. These resuIts suggest that migration rate 

from white-spotted artificial seeds has been different in each upstream population. Migration rate is assumably， 

caIculated by gene introgression rates at the two loci as 2.3% in Nishimata and 25.5% in Higashimata. 

(accepted 5 July 1998) 

イワナ (Salvelinus leucomaenis)は体色や斑紋

などの形態に地理的変異が知られ、アメマス(エ

ゾイワナ)、ニッコウイワナ、ヤマトイワナおよ

びゴギの4型に分けられているl九すなわち、体

側に有色斑点が無く、比較的大きくて明瞭な白色

斑点が散在するアメマス、比較的明瞭な白色斑点

が頭部の自の上より後ろの背部を中心にみられ、

体側には樟黄色の斑点が認められるニッコウイワ

ナ、ニッコウイワナと同じく白色斑点と樟黄色の

斑点がみられるが白色斑点が頭部の吻端まで認め

られるゴギ、そして背部に白色斑点が無く、体側

にも白色斑点が無いかあってもごくわずかしかみ

られず、桂黄色の斑点が明瞭なヤマトイワナに分

けられている。

静岡県大井川水系の河川源流域はヤマトイワナ

が自然、分布している地域である。近年ニツコウイ

ワナやエゾイワナの養殖が北日本を中心に普及し、

人工種苗が容易に入手できることから、大井川水

系にも遊漁振興のためにこれらが放流されるよう

になった。それ以降、これまでイワナが生息して

いなかった河川でも白色斑点を持つイワナが繁殖

していたり、大井川などの在来のヤマトイワナが

生息する流域では背部にニッコウイワナの特徴で

ある白色斑点がみられる個体が増加するなど、在

来型と異なる特徴を持った個体の出現が大きな問

題となっている"。特に大井川源流域の西俣と東

俣の2河川のうち、東俣ではヤマトイワナの特徴

である樫黄色の斑点とともに背部に白色斑点をも

っ個体が顕著にみられるようになった(Fig.1)。

この要因として放流個体が在来集団とともに繁殖
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Fig.l. Non white-spotted and white-spotted individuals collected from 

Higashimata of Ohigawa river 

(1) non white-spotted (colored spotted only) 

(2) white-spotted and colored-spotted， 

に加わった可能性が示唆される。

形態的に区別できる個体の混在は採集個体の形

態によって区分が可能である。しかし、それらが

在来集団と共に繁殖に加わり交雑した場合、そし

てさらに世代を越えて繁殖に加わった場合には、

外部形態からどの程度の異集団が混入してきたか

を推定することは不可能である。この点アイソザ

イム遺伝子は集団聞の遺伝的組成が異なれば混合

の程度によって遺伝的組成が変化し、また、繁殖

に加わったとしても遺伝子頻度および遺伝子型組

成の変化によって混合の程度が推定できる利点を

持っている。実際、遺伝子頻度が異なるクロソイ

の天然集団と人工種苗を対象に、アイソザイム遣

伝子を指標として天然集団における人工種苗の混

合率が求められている九

菊池ら5)は背部に白色斑点がある東北地方の天

然イワナの3地域と白色斑点がない大井川上流に

生息する天然ヤマトイワナのアイソザイム分析を

行い、 Gpi-3、Mdh-]o2、Pgm-2およびSdh-2・3
において大井川と他の地域の主対立遺伝子が異な

っていることを報告している。本研究はアイソザ

イム遺伝子を標識として白色斑点の出現頻度が異

なる大井川源流域の西俣と東俣の2河川に生息す

るイワナの遺伝的組成を調べ、放流魚、由来の遺伝

子の混入について考察することを目的とした。
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Fig.2. Location collected the samples of char in Ohigawa river 
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材料と方法 に発電用の取水堰堤が建設され、上流部と分断さ

調べたイワナの採集地点を Fig.2に示した。大 れるとともに、堰堤下流部では流水量の低下や砂

井川は源流部で商俣と東俣の2河川に分岐し、ど 礁の流入による淵の消失等、河JlI構造の単純化が

ちらも自然にヤマトイワナが生息している地域で 進行している。従って、現在は両河川の下流から

ある。両河川は合流点直下で発電用ダムにより下 合流地点まではイワナの生息に適しているとはい

流と分断されている。また、両河川ともに中流部 えない。
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実験に用いた供試魚、は、西俣では 1995年 11月

から 1996年 11月にかけて、東俣では 1996年8

月に釣獲または電気ショッカーによって採集した

それぞれ 123個体と 64個体である O 採集個体は

活魚の状態で静岡県水産試験場富士養鱒場に運搬

し、形態計測の後に 20"C以下で冷凍保存した。

遺伝標識に用いたアイソザイム遺伝子は、筋肉

透率の平均とした。遺伝子の浸透率 (k) は以下

に示す式で求めた。

k= (qAo-qA) / (qA-qAl) 

ここではqA。が在来集団の G対立遺伝子頻度、

qAは浸透後の集団のa対立遺伝子頻度、 qA1は

人工種苗のa対立遺伝子頻度である。

において常に安定して遺伝子型が同定できる 結 果

Glucosephosphate isomerase (GPI: EC 5.3.1.9)の

Gpi-3遺伝子座、およびMalate dehydrogenase 

(MDH : EC 1.1.1.37)のMdh-].2遺伝子座であ

るo GPI はトリスクエン酸緩衝液 (PH8.0)、MDH

はトリスクエン酸緩衝液 (PH7.0)を用いてデン

プンゲル電気泳動を行った。デンプンゲル電気泳

動及び酵素の染色法、および対立遺伝子の命名は

菊池らミiこ従った。

集団の混入率は各遺伝子座における遺伝子の浸

西俣と東俣の採集個体について背部に明瞭な白

色斑点をもっ個体の出現を調べた結果、西俣では

123個体中 11個体 (8.9%)、束俣では 64個体中

31個体 (48.4%)で認められた。また、背部に白

色斑点が全く認められなかった個体は西俣で 82

個体 (66.7%)、東俣では 16個体 (25.0%)であっ

た。

標識に用いた Gpi-3遺伝子座と Mdh-Je2j宣伝

子座における西俣と束俣の遺伝的組成を Table1 

Table 1. Genetic composition at isozymic loci in the two river populations 

of char collected from Ohigawa river 

Nishimata (all) 

Observed (Expected) number of individuals 

Locus Mdh-]・2
Genotype a/a ω'b blb total 

Gpi-3 aJ，α o ( 0.1) O( 1.0) 5 ( 5.1) 5 ( 6.1) 
a/b O( 0.3) 6( 6.9) 39( 35.5) 45 ( 42.8) 

blb O( 0.6) 16( 12.0) 57 ( 61.5) 73( 74.1) 

total o ( 1.0) 22( 19.9) 101 (102.1) 123 

Higashimata (all) 

Locus Mdh-]・2
Genotype a/a ω'b blb total 

Gpi-3 aICα 1 ( 0.6) 4( 2.9) 2 ( 3.4) 7 ( 6.9) 

aIb 1 ( 2.5) 15( 11.8) 12( 13.9) 28 ( 28.2) 

blb 2( 2.5 11 ( 12.1) 16( 14.3) 29( 28.9) 

tota1 4 ( 5.6) 30( 26.8) 30( 31.6) 64 



に示した。西俣において、 Gpi-3遺伝子座および

Mdh-l・2遺伝子座はそれぞれ2対立遺伝子が認
められた。 Gpi-3遺伝子座における対立遺伝子頻

度は qa=0.224、qb=0.776、Mdh-J02遺伝子座で

はqa=0.089、qb=0.911、であった。各遺伝子座

における観察値とハーデイ・ワインベルグ平衡を

仮定して求めた期待値を比較した結果、観察値は

期待値とよく一致した。また、 2遺伝子座間で特

定の遺伝子型に偏った出現があるかどうかを調べ

るために、各遺伝子型の組合せの観察値と期待値

を比較したところ有意差は認められず、 2遺伝子

座は独立で、あった。

東俣においても 2遺伝子座ともに西俣と同じく

2対立遺伝子が観察された。それらの対立遺伝子

頻度をみると、 Gpi-3遺伝子座で qa=0.328、qb=

0.672、Mdh-l・2遺伝子座では qa=0.297、qb=0.703
であった。各遺伝子座における観察値とハーデイ

.ワインベルグ平衡を仮定して求めた期待値を比

較した結果、観察値は期待値とよく一致したO ま

た、 2遺伝子座間で、特定の遺伝子型に偏った出現

があるかどうかを調べるために、各遺伝子型の組

合せの観察値と期待値を比較したところ、有意差

は認められなかった。

西俣と東俣の遺伝子頻度の差について t 検定

を行った結果、調べた 2遺伝子座ともに遺伝子頻

度に有意差が認められた。 2遺伝子座での平均ヘ

テロ接合体率の観察値を比較すると、西俣では

0.272、東俣は 0.453となり、東俣で顕著に高かっ

た。
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伝的組成を持つ個体または集団が異なる割合で混

入したことが考えられる。

西俣と東俣の 2河川|は平面的に合流し、イワナ

の移動にとって障害となる大きな建造物は特にな

い。しかし、両河川ともに合流点の上流に取水堰

堤が建設され、現在ではその下流部の流水量が低

下して淵の消失が目立っている。特に東俣の下流

は河川構造の単純化が著しく、イワナの生息、繁

殖にとって好ましくない環境となっている C また、

1992年から約 5年間続いた降雨量不足により、

支流の少ない東俣では流水量がかなり低下したも

のと予想されるO 従って、 2河川|は取水堰堤建造

以降に移動しにくくなったことが予想され、(1)

の相当期間隔離されていたとは考えにくいc

一方、取水堰堤によって流量が低下していたこ

とはイワナ集団の個体数の減少を伴うことも考え

られ、ボトルネック効果を受けた可能性がある O

この場合、遺伝的変異性の顕著な低下が認められ

ることになるO しかし、調べた 2遺伝子座ではヘ

テロ接合体率が高く、必ずしも遺伝的変異性の顕

著な低下は認められない。

両河川の在来集団は白色斑点のないヤマトイワ

ナであったとされる。ここに白色斑点が認められ

る個体や、明瞭な樟黄色斑点と白色斑点を併せ持

つ個体が出現し、その頻度が両者で異なっていた

本研究の結果を考えると、 2河)11の遺伝的組成の

差異の要因は(3)のニッコウイワナやエゾイワナ

などの背部に白色斑点を有した人工種苗放流によ

る遺伝的混入が異なる割合で生じたと考えられる。

両河川は 1993年まで漁業権の対象となってい

考 察 なかったため、ここでの種苗放流の詳細は不明で

大井川源流域の2河川で遺伝的組成が大きく異 ある。しかし、聞き取り調査によれば、大井川源

なっていた要因として、(1)これら 2河川が過去

から相当の時間隔離され、独自に繁殖してきたこ

と、 (2)片方、あるいは両方が極端な生息個体数

の減少によるボトルネック効果を受け、遺伝的浮

動が独立して生じたこと、あるいは(3)異なる遺

流域でのイワナの個人的放流は近年まで入山が困

難であった西俣上流部や一部の支流を除き、 1980

年代前半には既に行われていたという。一方東俣

ではこの時期からイワナの人工種苗が放流されて

いたとみられる。従って、両河川での放流年数や
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放流尾数が大きく異なり、それに従って繁殖に参

加した親の数も異なっていたと考えられる。

そこで、在来集団に人工種苗が加入したと仮定

して各遺伝子座での遺伝子の浸透率を試算した。

遺伝子の浸透率 (k)は以下に示す式で求めた。

すなわち、 No個体からなる在来集団(遺伝子頻

度 :qAo， q8o) にN，個体からなる放流集団(遺伝

子頻度:qA" q8，)が混合したとする O そのとき

の遺伝子型組成は、

A/A: No qAo '+N， qA， " A/8 : 2 No qAo q8o+2 

N， qA， q8" 8/8 : No q80 '+N， q8， ' 

となる O この混在集団の遺伝子頻度 (qA肌 q8m)

は

qAm= (No qA汁N，qA，) / (N，，+N，)， 

q8m= (Noq8o+N，q8，) / (No+N，) 

となる O このとき、 N，!No=kとすれば、

qAm= (qAo+k qA，) / (l+k)， 

q8m= (q8o+k q8，) / (l+k) 

で表される O この混在した集団中の個体がランダ

ムに交配した場合、次世代の遺伝子型頻度は(qAm

+q8m) 2の式で表される割合で分布し、ハーデイ

・ワインベルグ平衡に達する O すなわち、その時

の遺伝子頻度 (qA)は混在した時の遺伝子頻度

(qAm) と同じになる。従って、 kは

k= (qA"qA) / (qA-qA，) 

で求められ、各遺伝子座における遺伝子の浸透率

を表すことになる。ここでは qA。が在来集団の遺

伝子頻度、 qAは侵入後の集団の遺伝子頻度、 qA，

は人工種苗の遺伝子頻度となる。

大井川におけるヤマトイワナの在来集団の遺伝

子頻度は過去のデータが無く、人工種苗の遺伝的

侵入が予想される現在では調べることができない。

しかし、西俣では白色斑点を持つ個体が少なく、

背部に白色斑点を全く持たない個体が82個体採

集できたことから、これらを在来集団と仮定し、

遺伝子頻度を求めた。一方、大井川水系での人工

種苗放流は漁業権を有する漁業協同組合以外に一

般遊漁者や団体が個人的に行ったものが多いとさ

れており、その起源も量も不明で、放流集団の遺

伝子頻度は得られない。そこで富士養鱒場で継代

飼育している栃木県産由来の背部に白色斑点が顕

著に認められるニッコウイワナを放流集団として

遺伝子頻度を求めた (Table2) 0 

在来集団は Gpi-3遺伝子座およびMdh-l・2遺
伝子座ともに b対立遺伝子頻度がより高い値を

示し、放流集団はそれぞれG対立遺伝子に固定

していた。これらの遺伝子頻度は菊池ら"および

Nakajima etal"が報告したニツコウイワナおよび

Tab1e 2. Allele frequencies at the two 10ci in the two river populations， assumptive native 

population and assumptive re1eased popu1ation 

Locality Locus Gpi-3 Mdh-l・2
Allele G b a b 

Nishimata (123) 0.224 0.776 0.089 0.911 

Higashimata (64) 0.328 0.672 0.297 0.703 

non White-spotted (82) 0.213 0.787 0.061 0.939 

Artificial seeds (48) 1.0ω O 1.0∞ O 

The number in parenthesis represents the number of individua1s surveyed 
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アメマスの自然集固または養殖集団の遺伝子頻度 謝 辞

とよくあっていた。この遺伝子頻度を用いて遺伝

子の浸透率(k)を求めると、西俣では Gpi-3遺伝

子座において1.4%、Mdh-I・2遺伝子座では 3.1
%、平均 2.3%であった。東俣についてみると Gpi

-3遺伝子座では 17.1%、Mdh-I・2遺伝子座では
33.6%、平均 25.5%であった。このことは背部に

本研究に用いたイワナの標本採集に当たり、ご

協力をいただいた静岡中部渓流会の皆様に感謝の

意を表す。尚、本研究は静岡県水産試験場事業「内

水面希少魚類保護・増殖研究Jの一貫として行つ

たo

白色斑点を有するイワナが西俣では約 2%、東俣 要 約

では約 25%が遺伝的に混入していることを示唆

する。

背部に白色斑点を有する個体の存在がニッコウ

イワナやアメマスとの交雑による遺伝子の浸透が

起こっていることを示しているのかどうかは白色

斑点の遺伝支配が不明なために明らかではない。

しかし、背部に白色斑点を有する個体が多かった

東俣でより高い遺伝的混入が試算できたことは白

色斑点がヤマトイワナの在来集団に対するニッコ

ウイワナやアメマス人工種百の遺伝子浸透の一つ

の指干票となることを示唆している。
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サイトカラシン Bを用いた成熟分裂阻害による

エゾアワビ4倍体幼生の誘起

奥村誠一(北里大・水) ・古川末広(マリーン開発)

佐々木剛・島岡真実・堀川力・山森邦夫(北里大・水)

Induction of Tetraploid Larvae in the Pacific Abalone Ha/iotis discus hannai 

by Suppression ofthe Meiotic Division Using Cytochalasin B 

Sei-ichi OKUMURA*I， Suehiro FURUKA W AてTakashiSASAKI*'， 
Makoto SHIMAOKA*I， Chikara HORIKA W A吋 andKunio Y AMAMORI叶

傘1Kitasato University School of Fisheries Sciences 

ηThe Marine Development Company Ltd. 

Abstract 

Tetraploid larvae of the Pacific abalone Haliotis discus hannai were induced by the suppression of the 

meiotic division using the cytochalasin B (CB) treatment. The suppression of the 1 st and 2nd meiotic division were 

attempted by using eight different conditions of continuous or intermittent tr巴atment.When the eggs were exposed 

to 1 ppm CB from 10 to 40 minutes after insemination continuously for a period of 30 minutes duration at 20 :t 0.5 

OC， the resultant larvae showed higher frequency of the occurrence of tetraploid cells than any of the oth巴r

conditions. The rate of cleaved eggs and normal larvae in the experimental batch treated with this condition were 

95.7% and 58.3%， respectively. The results of the present study suggest that this method might be effl巴ctivefor 

tetraploidization of abalone. 

(accepted 24 July 1998) 

4倍体が形成する 2倍性の配偶子は、水産育種

上極めて利用価値が高い。それは、この配偶子を

用いることで、倍加処理することなく同質・異質

3倍体、雌性・雄性発生2倍体等の作出が可能と

なるからである。しかしながら、魚介類の人為4

倍体の作出は困難な場合が多く、実際に4倍体を

用いて倍数体の生産を行った例は少ない。

人為4倍体の作出は通常第 l卵割を阻害するこ

とで試みられるが、ニジマス1)等一部の魚類で成

功したに過ぎず、この作出法が全ての種に対して

必ずしも有効であるとは言い難い。一方貝類は魚

類と異なり、受精してから第 1成熟分裂が再開す

るため、第 1および第2成熟分裂の両方を阻害で

きる O したがって、これらの両分裂を阻害するこ

とで、困難である卵割阻害を行うことなく高次な

倍数体を作出できる可能性がある。 Scarpaら叶土、

イガイ科の一種Mytilusgalloprovincialisの受精卵

の両成熟分裂をサイトカラシン B (CB)で連続

的に阻害し、理論的には5倍体が得られるところ、

4倍体稚貝を得ている O また奥村ら叶立、エゾア

ワビHaliotisdiscus hannaiの卵を紫外線照射精子

で受精後、両成熟分裂を低温処理により阻害し、
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雌性発生4倍体幼生を得ている。しかしこの方法

は紫外線照射精子を用いるため、受精率の低下に

起因する卵割率の大幅な低下を招いた。

本研究では、上記M.galloprovincialisにおける

手法をエゾアワピに応用し、 CBを用いた第 lお

よび第2成熟分裂の阻害による 4倍体作出法の検

討を目的としたO

材料と方法

マリーン開発株式会社(岩手県三陸町)で育成

された人工種苗由来のエゾアワピの親貝を用いて

2回の交配(交配番号409および410、何れも雌

雄 l対 l交配)を行った (Table1)。両交配組共、

雌雄を個別に 20&の水槽へ収容し、菊地ら4Jの産

卵誘発法により放卵・放精を促した。放卵・放精

後、奥村ら叉}に準じ人工受精と倍加処理を行った O

即ち両交配組共、 2&に調整された卵海水(卵を

含む海水)に lna当たり 30万個の精子数となる
ように精子海水(精子を含む海水)を混合し受精

させた。受精後直ちに卵海水を 5分割し、それぞ、

れ対照区および4つの試験区用とした。 409交配

組では、連続した l回の処理機会で第 lおよび第

2成熟分裂の両方を阻害する処理条件を検討する

ため、受精後 10-30、10-35、10-40、および 10-

45分の問(試験区名としてそれぞれI、E、皿

およびWで表す)それぞれ0.1%ジメチルスルフ

ォキシド (DMSO)海水に CBを1ppmの濃度で

溶解させた溶液中で浸i責処理した。また 410交配

組では、断続した 2回の処理機会で両成熟分裂を

回害する条件を検討するため、まず第 l分裂阻害

に対し 1ppmCBで処理した後、一旦O.I%DMSO

海水に移した後再び第2分裂阻害のため l

ppmCBで処理する 4種の条件、即ち受精後 10-18

/30-38、ト16/30-38、10-25/30-45、および8-23/

30-45分(試験区名としてそれぞれA、B、Cお

よびDで表す)の各条件でそれぞれ処理した。

各試験区における処理条件の一覧を Table1に示

した。両交配組共、処理後直ちに卵を O.I%DMSO

Table 1. Summary of mating and polyploidization data. 

Mating 

No. 

409 

410 

Mating Exp. Treatment NO.of Rate ofEggs 

Date Batch Time*l (min.) Eggs Cleaved (%) 

Nov.l0，'94 Control Untreated 473，600 95.9 

I 10-30 614，400 95.3 

E 10-35 444，800 94.2 

E lu-40 444，800 95.7 

W lu-45 448，000 88.6 

Nov.l0，'94 Control Untreated 124，800 97.4 

A 10-18/30-38 278，400 97.7 

B 8-16/30-38 246，400 87.0 

C 10-25 / 3u-45 166.400 96.2 

D ト23/3u-45 265，600 96.4 

*1 Starting -finishing times of 1 ppm CB treatments after insemination. 

*2 Trochophora larva. 

Rate of Nonnal 

Larv釦“(%)

96.3 

63.6 

56.5 

58.3 

58.9 

100.0 

65.4 

7l.0 

4l.7 

70.0 



卵割率を、また受精 18-20時間後に鮮化幼生を 20

-90個体探集し幼生正常率をそれぞれ奥村ら"に

従い算出した。また同幼生を各区より数千個体採

集し、 Araiら7)に従い染色体標本を作製した。尚、

各区における染色体標本は、 I枚のプレパラート

当たり百個体程の幼生を混合して作製した。両交

配組共対照区で75細胞、試験区で 100細胞ずつ

染色体を計数し、本種の複相染色体数36')を基準

として染色体数の分布および倍数性を検討した。
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海水中に 30分間浸した後、 il昔、過海水で洗浄した。

洗浄後、未処理の対照区と共に換水しつつ発生さ

せた。水温条件は、受精から CB処理およびその

後の発生を通して 20:t0.5
0

Cに保った。尚、 CB濃

度は林JIJ奇ぺ DMSO濃度は Scarpaらヘ受精後の

処理開始時間はAraiら6)および奥村ら3)の報告を

それぞれ参考にして上記本研究の処理条件を設定
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Fig.l. Frequency distributions of chromosome numbers in mating group 409. 



52 

れFig.lおよび2に示す。両交配組共、対照区で

は本種の正常2倍体の染色体数である 36の所に

明確なモードが見られたが、それ以外の染色体数

を示す細胞も観察された。 409交配組の各試験区

の染色体数は、何れも 20前後から 90前後の聞で

広範囲な分布を示した。 4倍体と考えられる染色

体数72を示す細胞の出現頻度は、試験区I、E、

皿およびNでそれぞれ、 0、3、6および3%とな

り、皿における頻度が他区に比べて高かったo 1 
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結果

各対照区および試験区における卵割率および幼

生正常率を Table1に示す。両交配組共、卵割率

は対照区および試験区の問で大きな差を示さなか

った。幼生正常率は両交配組共、対照区では何れ

も90%以上の高率を示したのに対し、試験区で

は409交配組で60%前後、 410交配組で40-70

%と何れも対照区に比べて低下した。

409および410交配組の染色体数分布をそれぞ

ω
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Fig.2. Frequency distributions of chromosome numbers in mating group 410. 
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では 3倍体の染色体数である 54の所にモードが ては明らかに本手法の方が優れていた。また両交

見られた。また I~Nを通じて 5 倍体の染色体数 配組共、対照区において 2倍体の染色体数36以

90前後の出現頻度は 0-2%と低かった。 410交 外の細胞が出現した。これは前述した染色体の飛

配組の各試験区の場合も 409と同様、全体的に広 散、あるいは何らかの原因による脹の異常発生に

範囲な染色体数分布を示した。染色体数72を示 起因するものと考えられる O

す細胞の出現頻度は、試験区 A、B、CおよびD 本研究の様に、正常精子で受精後第 lおよび第

でそれぞれ、 2、0、3および 1%となり、何れも 2成熟分裂の両方を阻害すると、理論的には5倍

409の皿に比べて低い値を示した。染色体数日 体が誘起され、 4倍体は誘起されないはずで、ある

および90の出現頻度は 409の場合と同様で、あつ が、前述の通り M.galloprovincialisにおいて同法

た。 により 4倍体が作出されている九そのメカニズ

考察

本研究では第 lおよび第2成熟分裂の両方を阻

害するため、 CBを用いた 2種類の処理法を検討

した。即ち Scarpaら2>の手法に従い、 1回の処理

機会で連続して両分裂を阻害する方法 (409交配

組)および両分裂を|断続的に阻害する方法 (410

交配組)である。両手法とも 4倍性の細胞が得ら

れ、 4倍加の効果は認められたが、連続処理を行

った 409交配組の試験区Eにおいて 4倍体と考え

られる染色体数72を示す細胞が他区より高率に

出現した。このことは、発生水温20
0

C、CB濃度

1 ppmの条件下では、受精後 10-40分の問連続処

理する条件が本研究における他の処理条件に比べ

て4倍加に対し有効である可能性を示唆する。染

色体標本作製時に大きく飛散した染色体が計数さ

れていない場合も考えられ、 71または 70程度の

染色体数を示す細胞も実際は4倍体の細胞であっ

た可能性もある。したがって実際の4倍加率は、

上記に示した値を上回る可能性も考えられる。こ

の試験区皿の結果と、雌性発生および低温処理法

を用いた前報3)の結果とを比較すると、 4倍体と

考えられる細胞の出現率は、前報の 5-10%に対

して本報で 6%と大きな差は見られないが、卵割

率は紫外線照射精子を用いる前報で 10-30%で

あったのに対し、正常精子を用いる本報では対照

区と同等の 90%前後の値を示し、この点におい

ムの詳細は不明であり、今後の重要な検討課題で

あるが、本研究においても前述の通り 4倍性と考

えられる細胞が観察されており、M.galloprovincialis 

での研究結果を支持するものであった。貝類2種

で同様の結果が得られたことは、第 lおよび第2

成熟分裂の両方を阻害する方法が貝類における 4

倍体作出法として有効である可能性を示唆するも

のである。本研究では幼生期のみの検討に留まっ

ている。今後は本法により作出される 4倍体を稚

貝・成貝期まで育成し、生殖能力および成長等に

ついて検討する必要がある。

前述の Scarpaらヘ奥村ら，)および本研究の何

れにおいても幼生期に様々な染色体数あるいは

DNA量を示す異数性と考えられる細胞が出現し

ている。このことは、人為倍数体作出の際に正倍

数体の他に様々な異数体が同時に作出される可能

性を示唆するものである。員類の異数体に関する

研究は殆どなく、これらの幼生期以降の生存性の

有無も明らかでない。本研究も含め倍数体に関す

る多くの研究では、 DNA量や染色体数のみで倍

数性を判断しているため、異数体の染色体数が目

的の正倍数体と一致あるいは近似する場合、これ

を異数体として判別出来ないことも考えられる。

今後は染色体分染法や FISH法等を用いて、作出

された倍数体の染色体構成を詳細に検討し、幼生

期以降における異数体の生存性等について検討す

る必要がある。
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要約

l回の処理機会で両分裂を連続して阻害する 4処

理条件、および2回の処理機会で断続的に両分裂

を阻害する 4条件についてそれぞれ検討したO 何

れの試験区も卵割率は対照区とほぼ同様であった

が、幼生正常率は40-70%に低下した。解化幼

生の4倍加率は 1ppmサイトカラシン Bで受精

後 10-40分の関連続処理した場合が、本研究で

検討した 8条件の中で最も高かった。現時点では

サイトカラシン Bを用いた第 lおよび第2成 この処理条件が本種の4倍体誘起に適していると

熟分裂の阻害によるエゾアワビの 4倍体誘起を目 考えられた。

的とし、以下の研究を行った。正常精子で受精後、
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AFLPブインガープリント法によるアユの

遺伝変異保有量と分化

高木基裕(水大校) ・曽我部五郎・谷口順彦(高知大・農)

Genetic Variability and Divergence of Ayu Plecoglossus altivelis 

U sing AFLP Fingerprinting 

Motohiro T AKAGIへGoroSOGABE*2 and Nobuhiko T ANIGUCHr2 

"National Fisheries University 

本'Facultyof Agriculture， Kochi University 

Abstract 

AFLP fingerprinting (AFLP-FP) was applied for the estimation of genetic variability and differ巴ntiationof 

amphidromous and landlocked ayu， Plecoglossus altivelis altivelis and two subpopulations' of the Ryukyu-ayu， 

Plecoglossus altivelis ryukyuensis by using two primer pairs (E-AGG and M-crr). Genetic variability and 

divergence between individuals were indicated by bands sharing indices (BSO. Parameters of genetic variabilities 

were remarkably small in the Ryukyu-ayu subpoulations. The parameters' of genetic divergence betwe巴nayu and 

Ryukyu-ayu were extremely large. The detected band could be useful for identification of the two subspecies. This 

study also suggests that AFLP-FP is an useful genetic marker for evaluation of genetic variability and divergence 

of ayu subpopulations. 

(accepted 6 Aug 1998) 

近年、各種の DNA解析法が、幅広い研究分野

の多様な生物種において、応用されているiI。し

かしながら、各種DNA多型検出法にはそれぞれ、

マーカーとしての長所および短所が存在する。こ

れまでに集団遺伝学的解析に用いられた手法につ

いてみると、 RFLPによるマルチローカスミニサ

テライト法は DNA断片の検出において操作が煩

雑で大量のサンプル処理に適さないこと、また、

簡便な PCRに基づく RAPD法は、結果が反応条

件に左右されやすく、再現性に乏しいこと等が指

摘されている九また、マイクロサテライト DNA

多型は高率の変異を備え、大量のサンプルを処理

することができ、再現性にも優れているが、プラ

イマーの開発作業に労力を要する短所がある九

そのような中で、 Amplified Restriction Fragment 

Polymorphism (AFLP) フインガープリント可)

(AFLP-FP)は、ゲノム DNAを制限酵素で切断

し、断片の端にプライマーと相補的なアダプター

配列を接合して、任意の塩基配列を加えたプライ

マーを用いて PCRを行い、ゲノム DNAの増幅

断片長多型を検出する方法である。この方法は最

近、植物ゲノムのフインガープリント解析用とし

て開発され、 R見 Pの信頼性と PCRの簡便性を

組み合わせた技術であると考えられる。

本研究では、 A且 P-FP法を用いて、本邦系の

アユおよびリュウキュウアユの遺伝変異と遺伝的
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分化レベルの推定を試みるとともに、 AFLP-FP

法の集団解析の遺伝マーカーとしての有用性につ

いてf食言すした。

材料と方法

供試魚本邦系のアユの供試魚として、 1994年

に採集した土佐湾産の両側回遊型および琵琶湖産

の陸封型アユを用いた。また、リュウキュウアユ

の供試魚、としては奄美大島の住用湾に注ぐ山間川

(太平洋側)と焼内湾に注ぐ河内}II(東シナ海側)

において 1993年に採集した個体を用いた。 AFLP

シークエンスラダーを分子量マーカーとして決定

した。

各サンプル聞の遺伝的類似を示す指数として、

2個体問で検出された総断片数に占める共有|析片

数の割合 (BandSharing Indices， BSI)引を用い、平

均をとることにより集団関の遺伝的な類似度を示

した。なお、 BSIは2N，J(N.+Nh)の式に従って計

算し、 N'hは個体aおよびbに共有する断片数、

礼、 Nhはa、b各個体に見られた断片数を示して

いる。

分析の供試魚数は各標本群について 8個体である O 結 果

DNAサンプルは、鰭条より SDSーフェノール法4

により抽出し、 AFLP分析に用いるまで 4
0

Cで保

存した。

AFLP分析 AFLP-FP法は分析用キット (AFLpH1

Analysis system 1， GIBCO BRL Inc.)を用い、プロ

トコルは添付マニュアルを改変して行った。最初

に500ngのゲノム DNAを制限酵素EcoRIと

Mselを用いて切断した。切断した DNA断片の両

端にアニーリング部位となるアダプター配列を連

結し、第 1PCRの鋳型とした。続いてアダプタ

ーに相補的なプライマーを用いて PCRを行い、

両端が制限酵素EcoRIとMse1の組み合わせで切

断された制限断片のみを増幅した。さらに、 DNA

増幅断片数を減少させるために、プライマーの両

端に、任意の 3塩基の配列を加えた EcoR1とMse

Iプライマーを用い、第2PCRを行った。なお、

増幅断片を可視化するため、 EcoRIプライマーは

ずPdATPで標識したものを用いた。また、本研

究で使用した EcoRIとMseIプライマーは 8伺ず

つあるプライマーキットの中から E-AGGとM-

CTTの組み合わせを用いた。増幅DNA断片は5

%の変性ポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳

動を行うことにより分画し、 X線フィルムと露光

させてフインガープリントパターンを検出した。

なお、検出されたバンドの異同は M13 DNAの

プライマーに E-AGGとM-CTTの組み合わせ

を用いた本邦系の両側回遊型、陸封型アユとリュ

ウキユウアユ2集団の AFLP-FPをFig.1に示す。

60から 400bpの聞に多型バンドを含む明瞭な

AFLP-FPパターンが得られ、左右および中央に

配した l塩基ごとの分子量マーカーにより、正確

にバンドの異同を判定することができた。

検出された増幅断片数、多型のみられたバンド

数、増幅断片型数を Table1に示す。検出された

増幅断片数はサンプルによって異なり、両側回避

型アユで 17から 20本(総断片数23本、平均 18.4

本)、陸封型アユで 16から 19本(総断片数21本、

平均 17.0本)、山間産リュウキユウアユで 13本

または 14本(総断片数 14本、平均 13.1本)、河

内産リュウキユウアユで 13本または 14本(総断

片数 15本、平均 13.4本)であった。また、遺伝

的変異保有量の指標となる多型のみられたバンド

数は、両側回遊型アユで34.8%にあたる 8本、

陸封型アユで 38.1%にあたる 8本であったのに

対して、山間産リュウキュウアユで 7.1%にあた

るわずか l本、河内産リュウキュウアユで 13.3%

にあたる 2本しか検出されなかった。さらに、各

サンプル8個体あたりにみられた増幅断片型数は

両側回遊型、陸封型それぞれ6タイプ検出された

のに対して、山間産リュウキュウアユで2タイプ、
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Fig.l. AFLP fingerprinting of amphidromous-， landlocked-ayu and two population of 

Ryukyu-ayu detected with M-CIT and E-AGG primer pairs. Counting from the left， 

no. 1-5: amphidromous ayu， no. 6-10: landlocked ayu， no. 11-15: Ryukyu-ayu 

(Kawauchi R.)， no. 16-20: Ryukyu-ayu (Yanma R.)， (M) : molecular marker is 

a sequence ladder of M 13 mp 18. 

Table 1. Number of bands detected， polymorphic bands and genotypes within amphidromous-， 
landlocked-ayu， plecoglossus f. c. altivelis and two local populations of Ryukyu-ayu 

P. a. ryuわluensis

No.of Averageno. No.of 

Population Sampling (N) bands ofbands polymorphic NO.of 

location detected detected bands (%) geno旬開S

Amphidromous Tosa Bay (8) 23 18.4 8 (34.8) 6 

Landlocked BiwaLake (8) 21 17.0 8 (38.1) 6 

Ryukyu YanmaRiver (8) 14 13.1 1 (7.1) 2 

R刊匂u Kawauchi River (8) 15 13.4 2 (13.3) 3 
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Amphidromous Landlocked 
(Tosa Bay) (UJ.ke Biwa) 

S呂rnp]吉no. 2 3 4 5 6 i 8 9 10 M 11 12 13 14 15 16 1 i 18 19 20 

Ryukyu Ryukyu 
(Kawauchi River) iYann冶River)

Genotype l. Ill， V， 1. rx， 
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p
 

'D 

XlI. Xlr. XIII， XV. }，.'Vl， 
XII. XlI. XV， XV. XV 

Fig.2. Magnified AFLP fingerprinting of the range from 200 to 400 bp. 

Table 2. The value of averag巴BSI*'within and between populations estimated from the AFLP 

fingerprinting pattern detected with M-CTT and E-AGG primer pairs 

Amphidromous Landlocked Yanma Kawauchi 

Amphidromous (Tosa Bay) 0氏>8:t0.047 O.筑l3土0.044 0.636土0.021 0.631 :t0.022 
Landlocked (Biwa Lake) 0双)9土0.048 0.665 :t0.027 0.660土0.028
Ryukyu (Yanma) 0.991土0.016 O.91S:t0.025 
Ryukyu (Kawauchi) 0.967土0.025

'1 BSI=2 N'h / (N..+Nh) where N， and Nh are the number of bands present in individuals a and 

b respectively， and N'h is the number of bands shared by the individuals. 

河内産リュウキュウアユで3タイプしか検出され

なかった。また、増幅断片型 1(Fig.l)のような

両側回遊型、陸封型アユに共通の増幅断片型もみ

られたが、本邦系のアユとリュウキュウアユ問、

リュウキュウアユ2集団間で共通な増幅断片型は

みられなかった。

検出された A見 P-FP(Fig.l)のうち、変異性

の高い 200-400bp領域を拡大したものを Fig.2に

示す。各バンドについてみると、本邦系のアユお

よびリュウキュウアユの全ての個体に共有されて

いるもの、本邦系のアユ個体全てにおいて共有さ

れるもの、リュウキュウアユ個体全てにおいて共

有されるもの、河内川産リュウキュウアユのみに

共有されるもの、および多型バンドが認められ(そ

れぞれ代表的なバンドを矢印で示す)、本邦系の

アユとリュウキュウアユまたはリュウキュウアユ

の山間川産と河内川産をそれぞれ識別することが

できた。

検出された AFLP-FPに基づく各個体聞の BSI

から求めた、本邦系のアユおよびリュウキュウア

ユの各集団内と集団聞の BSIの平均を Table2に

示す。両側回遊型および陸封型アユの集団内と集

団関の BSIの平均は全て 0.9以上の値を示し、そ

れぞれ類似性が高かった。リュウキュウアユにつ



いては集団内においてとくに類似性が高く (0.967

と0.99])、集団関ではやや類似性が低くなった

(0.915) 0 一方、両側回遊型、陸封型アユとリュ

ウキユウアユ2集団関の BSIの平均はいずれも

低く、 0.631から 0.665の低い値を示した。

考察

これまで、広くフィンガープリントと呼ばれる

マルチローカスの DNA多型検出法は、ハイブリ

ダイゼーション技術に基づくもの(ミニサテライ

トDNAフインガープリント等)、 PCR技術に基

づくもの (RAPD等)ともにハイブリダイゼーシ

ヨン、 PCRに伴う反応条件の変化に伴う再現性

の低さが指摘されヘ同一PCR、同一ゲル内での

個体聞の比較を行わなければならず、供試個体数

が制限されていた。また、検出される DNA断片

の分子量が500bp以上であり、しかも検出され

る範囲が広いという点から、おおまかな分子量マ

ーカーとの対比が可能であるものの、バンドの異

同の判定の不正確さが指摘されていた九本研究

における AFLP-FP法は、高率の多型が検出され

たこと、 l塩基ごとの分子量マーカーを配するこ

とにより、検出された多型バンドの異同を確実に

判定することができるとともに、再現性の信頼度

が高いことから、異なる PCR、異なるゲルにお

いても比較でき、集団遺伝学的解析に有用である

と考えられた。

アイソザイムにおいて本邦系のアユとリュウキ

ユウアユの遺伝的分化6.7)が示されているが、本研

究において両亜種聞の BSIの平均が、亜種内の

BSIと比較して低い値を示したことは、本邦系の

アユとリュウキュウアユ聞において遺伝的分化が

生じていることを支持している。さらに、増幅さ

れた DNA断片の有無および増幅断片型により、

本邦系のアユとリュウキュウアユを識別できるこ

とは、 AFLP-FPが種識別における遺伝マーカー

として有効であることを示している。一方、山間
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川産と河内川産のリュウキュウアユが、 DNA断

片の有無および遺伝子型により識別できることは、

アイソザイム8)およびDNAフインガープリント引

でみられた両集団の地理的隔離による大平洋側集

団と東シナ海集団の遺伝的分化を支持するととも

に、 AFLP-FPが集団の識別における遺伝マーカ

ーとしても有効であることを示している。

検出された増幅断片数、多型のみられたバンド

数、増幅断片型数ともに本邦系のアユで高く、リ

ュウキュウアユで低い値を示した。このことは、

先のアイソザイム川およびミニサテライト DNA

フィンガープリント 9)の結果を支持している O こ

の原因として、島瞬性の集団の成立過程で生じる

創始者効果を受けている可能性および集団の有効

な大きさが小さくなることによるピン首効果が示

唆された。実際、本研究で得られたリュウキュウ

アユの遺伝的変異保有量のレベルは、 1986年当

時、奄美大島全体で約40000個体が目視観察され

た附のに対し、 1990年の台風の直撃後は、約 1500

個体11)に急激に減少した近年の資源量変動の実態

をよく反映したものと考えられる。リュウキュウ

アユの集団の有効な大きさを小さくした原因とし

て、台風や降水量の減少などによる生息地の悪化

および破壊10.11)といった自然に発生する要因の他

に、人為的要因として、流域森林の伐採や河川お

よびJII岸での土木工事による赤土の流入1叩)、さ

らに捕獲11)があげられる。また、リュウキュウア

ユが年魚であるという生態的特性も安定した集団

の有効な大きさの供給を阻む原因の一つであると

考えられる O さらに、急激な集団の有効な大きさ

の減少による近親交配の可能性も否定できない。

また、谷口日)1こよると、ピン首効果による遺伝変

異保有量の減少は、産子数や生存率など、適応度

の低下をもたらす可能性を示唆している。これら

の遺伝的浮動、近親交配は複合的に発生し、集団

の有効な大きさが小さくなるにつれ、個体数の減

少に拍車がかかることが危倶される。今後、 1)ュ
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ウキュウアユの保全において、遺伝的変異保有量

の少なさおよび集団聞の分化がみられたことから、

生息域の保全についてはいうまでもなく、人工的

な銅育繁殖も利用した遺伝的管理の必要性が示唆

された。

AFLP-FPにおいて亜種または集団に特異的な

DNA断片が検出されたことは、 AFLP-FPが種お

よび集団識別における有用な遺伝マーカーである

ことを示している O 現在、 AFLPキットにはプラ

効であると考えられた。
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イマ一組が64通りあり、プライマ一組を増やす 要 約

ことにより、高率に種および集団識別が行うこと 本邦系のアユおよびリュウキュウアユの遺伝変

ができると考えられた。また、系統類縁関係に関

する研究や遺伝的分化程度の推定に BSIが有用

であると考えられた。一方、マルチローカス多型

である AFLP-FPのバンド数は遺伝変異保有量の

指数となり、複数のマイクロサテライト遺伝子座

の対立遺伝子数の和に類似する。また、多型を示

したバンドの割合はマイクロサテライト DNA多

型におけるヘテロ接合体率によく対応している。

さらに、マイクロサテライトプライマーの開発に

かかる労力の削減が可能であることから、多くの

個体数の入手が困難で解析サンプル数の少ない希

少種の遺伝変異保有量の把握に AFLP-FP法が有
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マイクロサテライト DNAマーカーによるマダイ放流用種苗

における集団の有効な大きさ (Ne)と近交係数(F)の推定

谷口順彦・ RicardoPEREZ-ENRIQUEZ (高知大・農)

松浦秀俊・山口光明(高知県栽培センター)

Estimation of Effective Population Size and Inbreeding Coefficient in Hatchery 

Reared Red Sea Bream by Microsatellite DNA Markers 

Nobuhiko TANIGUCHI*'， Ricardo PEREZ-ENRIQUEZ*'， Hidetoshi 

恥1ATSUURAてandお1itsuakiY AMAGUCHI句

学 IDepartment of Aquaculture， Faculty of Agriculture， kochi University 

ワ KochiPrefectural Sea Farming Center 

Abstract 

FAO experts recommended that a large numb巴rof breeders should be used for the production of hatchery-

reared juveniles in ordei to keep a large effective population size (NJ. This will prevent the loss of genetic 

variation and inbreeding. In this study， we tried to estimate the effective population size (N，) and the inbreeding 

coefficient (F) of the hatchery stocks of red sea bream Pagrus major. This was based on both the population 

genetics and the pedigr巴eanalysis by using hyper sensitive microsatellite DNA markers. The average 

heterozygosity were decreased in the hatchery stocks of both the stock enhancement and aquaculture. Based on the 

genetic changes in average heterozygosities， the inbreeding coefficient was estimated. The hatchery reared fish's 

pedigree was also trac巴d，using five microsatellite DNA markers， to quantify the actual number of reproducing 

parents. The effective number of co附 ibuti時 parents(N，) and theinbreeding coefficient were estimated. The 

estimated Ne was 63.7， consequently the estimated inbreeding coefficient was less than 1 %. 

(accepted 12 Aug 1998) 

1993年に批准された生物多様性条約は、遺伝

資源の利用と保全に関して各国が独自の国家戦略

を設定することを求めており、その中に、魚類種

苗の大量生産とそれらの放流事業の影響に関する

事項が検討対象のーっとして含まれているJ)。同

年、 FAOの水生生物遺伝学専門家会議は、野生

集団の遺伝的保全策として、変異の減退防止、近

親交配防止、無意識的選択防止などを考慮した放

流用種苗の生産を提起している九一方、マダイ

の栽培漁業については、当初から、人工種苗の大

量生産に使用する親魚数、親魚の性比、使用する

系統などに関する基本的指針が提案されている九

集団の有効な大きさ (N，)を維持するためには

十分な数の親魚を確保すること、採卵日数を複数

日にすることなど、いずれも大きなコスト増と多

大な労力増をを伴うので、それらのコスト低減対

策について強い関心がもたれている。また、維持

すべき親魚の数、継代の是非、使用系統の決定な
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ど具体的な検討課題が残されている。

マダイのように自然産卵によって採卵を行う対

象魚種においては、集団の有効な大きさ (N，)を

親魚情報から直接的に推定・評価することは容易

ではない。このため、従来からアイソザイムのよ

うな遺伝マーカーを利用する試みが行われてき

た川。しかし、アイソザイムは平均ヘテロ接合体

率が低いので、遺伝マーカーとしての感度が必ず

しも十分とは言えなかった。

本研究では、高感度遺伝マーカーとして知られ

るマイクロサテライト DNA多型引を採用し、マ

ダイ人工種苗集団における集団の有効な大きさ

(N，)を親子判別や集団遺伝学的手法に基づき推

定することを試みた。

Reproduction tanks 

材料および方法

供試魚

(1) 放流用および養殖用人工種苗のサンプル

供試魚として、 4つの改良系統および lつの非

選択系統を用いた。これら 5系統は、マダイの品

種特性調査のため、マダイの改良系統および非選

抜系統の産卵水槽から受精卵を譲り受け、筆者ら

が種苗生産して得たもので、系統の作出過程につ

いては、 Table1のフットノ}トに示した。なお、

{供共試魚各系統の成長およぴぴ、遺伝的変異性に関する

デデ、一夕は水産庁の新品種イ作午出基礎技術開発事業報

告(I円99児2-斗1997竹)'

(伶間2剖) 親子鑑定に用いた親魚と人工種苗のサンプル

種苗生産に用いた親魚は3-6才の 250尾で、

採卵終了後、鰭の一部を採取し、 DNA抽出用サ

130♂♀ 

⑨阪
③阪

120♂♀ 

一一-.
③腕

Rearing of 0汗spring
(2 months) 

「Release

③M 

DNA extraction 
and 

Microsatellite analysis 

Fig.l. Genetic marking for breeders and offspring by microsatellite DNA 
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ンプルとした。また、ふ化後2ヶ月日の稚魚 200 野生集団の基準値に比べ、人工種苗の平均ヘテ

尾を採集し、 DNA抽出用サンフ。ルとした (Fig.1)0 ロ接合体率の低下の程度から求める方法を採用し

マイクロサテライト DNA多型検出法

遺伝マーカとして専らマダイのマイクロサテラ

イト DNA多型を検出するために、開発されたプ

ライマーセットを使用したへ供試魚の鰭サンプ

ルから常法により DNAを抽出したのち、それを

鋳型 DNAとし、既報のプライマーを用いて PCR

法により当該領域を増幅した。マイクロサテライ

トDNA多型の検出は32pアイソトープでエンドラ

ベルした PCR増幅断片をアクリルアミドゲル電

気泳動法により展開し、 X線フィルムに感光させ

て、検出した。アリル(対立遺伝子)の判読は

M 13ファージ DNAシクエンスラダーに基づき、

た1九

Ht=2p (l-p)・(l-g) …...・H ・..… 3)
ここで、 Htはt世代目の平均ヘテロ接合体率，

Rはt世代目の近交係数である。 2p (l-p)は野

生集団における任意交配条件下でのヘテロ接合体

率 (Ho) とすると、 3式は

Ht=H♂(l-g) 

となる。 4式を移項すると

g=(H。ーHJIHo ・H ・..…… 5)

次に、 t世代目の近交係数 (F) と集団の有効な

...・H ・..…・ 4)

大きさ (N，)の関係は

g=1I2 Ne+(1ー(112N，)) E-，)・H ・H ・..…… 6)

ムF=1I2N， であるから

塩基配列の番号を基準として実施した。 g=ムF+(1ームF)F叶 …………… 7) 

マイクロサテライト DNA多型による稚魚、のマ 7式を移項すると

ーキングはFig.1のフローに従った。使用したマ ムF=(g-E-，)1 (1-E-，)・H ・..…… 8)

ーカー遺伝子座"はPmαー1，Pma-2， Pma-3， Pmαー または

4およびPma-5である N，=(I-g-，) 12 (g-g-，) …...・H ・..… 9)

となる。

集団の有効な大きさの推定

(1)平均ヘテロ接合体率から求める方法 (Crow

and Kimura，1 970) 11) 

この方法は基本的には、一定の突然変異率のも

とで、長期にわたって再生産が行われている野生

集団に応用することが出来る。

H=4N，!li (4N，μ+1) )
 
1
 

• • • • • • • • • • • • • • 
・

ここで、 Hは平均ヘテロ接合体率、 N，は集団の

有効な大きさ、 μは突然変異率である。1)式を移

項すると

N，= (HI (I-H))/4μ 一2)

となる。マイクロサテライト DNA領域における

突然変異率として Garciaet al. 12)のμ=10-4を採用し

た。近交係数はムF=1I2N，により求めた。

(2) 養殖種苗(産卵親魚に関する情報がない場

合)

(3) 産卵に係わった親の数が判っている場合

遺伝標識により産卵に係わった親の数を計数す

る方法を採用した。人工種苗の親子鑑別を行い、

産卵水槽に収容された親の内、繁殖に係わった親

の数を計数する O ここでは親子鑑別が可能となる

高感度遺伝マーカーがあること、親魚は近交系で

ないこと(野生)がN，推定のための基本条件で

ある。集団の有効な大きさは性比のアンバランス

や親が次世代に残した子供の数のアンバランスの

影響を受けるので、下記の式により補正を行う 13)。

雌雄比の補正は

N，=4Nm・N，I(Nm+N，)・H ・..…… 10)

によった。親が次世代に残した子供の数のアンバ

ランスの補正は

N，'・=N，I(4+Vk汁v.. J )
 
l
 
l
 

• 
-
• • • • • • • • • • • • 

・

によった。
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Table 1. Genetic variability of wild and hatchery reared stocks (S 1 -S 5)吋 ofred sea bream 

Pmal Pma2 Pma3 Pma4 Pma5 Mean 

Wild population 

No. of samples (29) (30) (28) (30) (29) 

No. of alleles 13 24 20 26 16 19.8 

Effective no. of alleles'2 2.6 14.3 11.8 11.4 7.8 9.58 

Heterozygosity (Ho)叫 0.762 0.900 0.928 0.863 0.893 0.869 
(He)吋 0.608 0.917 0.908 0.909 0.911 0.851 

(Ho周e) 1.253 0.981 1.022 0.949 0.980 1.037 

S I 

No. of samples (29) (30) (3J) (30) (3 J) 

No. of alleles 12 26 17 19 15 17.8 

Effective no. of alleles 3.4 18.5 12ユ 8.1 10.0 10.44 

Heterozygosity (Ho) 0.552 1.000 0.839 0.667 0.806 0.773 

(He) 0.705 0.946 0.918 0.876 0.900 0.869 

(Ho庁長) 0.783 1.057 0.914 0.761 0.896 0.882 

S2 

No. of samples (30) (32) (27) (32) (3 J) 

No. of a¥leles 6 15 9 9 8 9.4 

Effectiv巳no.of alleles 3.2 9.3 5.1 5.2 3.7 5.30 

Heterozygosity (Ho) 0.833 0.844 0.852 0.563 0.806 0.780 

(He) 0.689 0.893 0.802 0.809 0.736 0.786 

(Ho用e) 1.209 0.945 1.062 0.696 1.095 1.002 

S3 

No. of samples (30) (3J) (30) (3J) (3 J) 

No. of alleles 5 II 7 8 6 7.4 

Effective no. of alleles 2.9 4.9 1.5 5.5 4.4 3.84 

Heterozygosity (Ho) 0.700 0.839 0.333 0.839 0.710 0.684 

(He) 0.659 0.769 0.326 0.817 0.775 0.669 

(Ho!He) 1.062 1.091 1.021 1.027 0.916 1.024 

S4 

No. of samples (33) (33) (32) (32) (32) 

No. of alleles 10 29 14 16 15 16.8 

Effective no. of alleles 3.2 21.7 11.5 5.4 7.1 9.78 

Heterozygosity (Ho) 0.697 1.000 0.906 0.656 0.969 0.846 

(He) 0.685 0.954 0.913 0.815 0.886 0.851 

(Ho!He) 1.018 1.048 0.992 0.805 1.094 0.991 

S5 

No. of samples (30) (32) (30) (32) (3J) 

No. of alleles 8 22 14 13 15 14.4 

Effective no. of alleles 3.9 12.2 6.1 4.9 8.3 7.08 

Heterozygosity (Ho) 0.833 0.969 0.933 0.719 0.839 0.859 

(He) 0.724 0.918 0.866 0.797 0.863 0.834 

(Ho用e) 1.151 1.056 1.077 0.902 0.972 1.032 

叶 S1， the 2 nd generation by non-selective breeding for enhancement of wild population; S 
2， the 7 th generation by size selective breeding; S 3， the 7 th generation by size selective 
breeding; S 4， the 2 nd generation by size selective breeding; S 5， the 4 th generation by size 

selective breeding originated from inter subpopulational cross breeding. 
*2: =11 (l-He) ， 
勺 observedheterozygosity， 
*4: expected heterozygosity. 
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ただし、継代する場合，各世代の N，の調和平 結 果

均となり 平均ヘテロ接合体率 (H)に基づく N.の推定

N，= tJL (lINil 

により補正する O

)
 

勺
&1
 

• • • • この方法は野生集団に応用することが出来る。

マダイのマイクロサテライト DNA遺伝子座にお

ける l遺伝子座当たりの対立遺伝子数、平均ヘテ

Table 2. Estimated values of inbreeding coefficient in hatchery reared stocks S 1 to S 5 based 
on the formula F.= (H，-H，) /H， 

S 1 : F， = (0.869-0.869) /0.869=0 

S 2 : F， = (0.869-0.786) /0.869=0.095 

S 3 : F， = (0.869-0.669) /0.869=0.230 

S 4 : F， = (0.869-0.851) /0.869=0.021 

S 5 : F， = (0.869-0.834) /0.869=0.040 

(F t) 

1.0 

0.5 

Ft=(Ho-Ht)/H。

H
 。 0.5 0.8 

Fig.2. Relation of inbreeding coefficient (F，) and average hetrozygosity (且)in microsatellite 

DNA markers. 
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ロ接合体率はともに著しく高い数値を示した

(Table 1)。高知県産の野生マダイにおける平均

ヘテロ接合体率は 0.851 (期待値)であった。こ

の数値を(2)式に代入すると、

N， = (0.851/4 (J -0.85 1) x 10-4 = 14279 

となった。

Tab1e 1の放流用人士種苗および養殖用系統 (S

I-S 5)に対して(2)式を当てはめると N，値は S3

の5052から S1の 16584の範囲の数値をとり、

実際の親魚数より遥かに大きく推定された。人工

種苗集団では、一定の突然変異率と N，のもとで

継代され続けるという条件を満たしていないので、

(2)式を当てはめれば、過大評価になるのは当然

のことと考えられる O

選択育種系統における近交係数と N，の推定

養殖用人工種苗の大量生産においては、親魚数

や選択育種に関する情報を得ることは容易でない。

このような人工種苗生産が継代的に実施されるな

かで、一部に近交が働くことは確実であり、ヘテ

ロ接合体率は低下する。ヘテロ接合体率の低下の

程度から近交係数を推定できれば、 N，の推定も

可能となる O

ヘテロ接合体率と近交係数の関係は(3)式によ

り示される。野生集団を導入してから t世代百の

近交係数は(5)式を変形して E=(I-H / H，，)で表

される

(Fig.2)。

ここで、 Table1より野生集団の遺伝子頻度を

p=0.85 1とすると、 Hoは0.255となるoH，にはそ

議髄 Offsprin民 genotypesI 
Offspring #1 Locus 

Genotype 

Pmaγ 

8reeder #2 

Pma 5* Pma 3* Pma4事

89/103 197/111 129/153 

8reeder岸3 白

u
n
H
e
 

n
4
 

#品
wv
・
出

A
f
i
-
-

e
 
e
 
v' 
ロω

Pma1・115/125+ 
Pma 3* 89/121 + 
Pma4事 105/197+ 
Pma 5* 129/133 + 

Pmaド 115/117-
Pma3牟 105/119-
Pma 4* 99/99 -
Pma5事 127/131-

Pmaド 119/127+ 
Pma 3事 97/109-
Pma4市 1111111 + 
Pma 5事 129/133+ 

Pma1ホ 115/127+ 
Pma3事 103/109+ 
Pma4本 1111111 + 

Pma 5* 123/153 + 

Fig.3. An example of matching test for Pedigre analysis using the 410ci of microsattelite DNA 

in computer identification system. The breeder#1加 d#248 were identified as a couple 

for the offspring #1. 



れぞれの養殖用集団の Heの平均値 (Table1) を

代入する o Table 2は養殖用人工種苗系統におけ

る近交係数の推定値である O 推定された近交係数

は長年の継代選択育種を行った系統においても顕

著な上昇は認められなかった。 F'_Iが得られてい

ないので、 N，の推定値は得られないが、 (9)式

において t世代目の近交係数F，から N，は意外に

小さいことが想像された。

人工種苗における親子鑑定と N，の推定

集団の有効な大きさは、使用した親魚の雌雄別

個体数から (10)式により直接推定することが出
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来る。しかし、マダイは自然産卵方式による採卵

を行うため、親子判別に基ずく稚魚の遺伝情報よ

り、親魚の数を推定する方法を採用したヘ

Fig.1 は遺伝的マーキングの手順を示している。

親魚については、 DNA抽出用標本として産卵期

の後に、次世代についてはふ化後2ヶ月目に、鰭

の一部を採取した。

次に、親魚およびそれらの稚魚のマイクロサテ

ライト DNA多型を検出し、個体別、遺伝子座別

に遺伝子型を判読決定した。稚魚の遺伝子型と親

魚、の遺伝子型を対比することにより(独自に考案

した PCプログラムを利用)、それぞれの稚魚、に

Table 3. Pedigree tracing data and estimation of th巴effectivenumber of breeders 

Offspring matched to : Number % 

One parental couple 147 73.5 

Two or more parental couples 13 6.5 

One parent alone 40 20 

Total number of families Tank 1 Tank 2 Total 

41 46 87 

Total number of contributers 

Females (N，) 19 15 34 

Males (Nm) 27 30 57 

Total 46 45 91 

Ne (unequal sex proportion) 

Ne=4*Nf*Nm I (Nf+Nm) 44.6 40.0 84.6 

Variance of offspring per parent吋

Per female (Vkf) 3.26 5.60 

Per male (V'm) 2.22 2.67 

N，' (unbalanced family size) 

Ne '=8 Nel (4+Vkm+Vkf) 37.6 26.1 63.7 

Inbreeding coefficient (F=1/2 N， 事) F= 0.008 

叶 Thevariance is equal to the mean number of offspring per parent 
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対する親魚、カップルを決定した (Fig.3)。

産卵用親魚水槽には 250個体の親魚が収容され

ていた。 1個体の稚魚、のマイクロサテライト DNA

の4遺伝子座の遺伝子型を親魚200個体のそれら

と対比し、稚魚の遺伝子を共有する親魚、を選んだ。

親魚のカップルは7800組考えられた。この作業

により、調べた 200尾のうち 73.5%の稚魚、に対

してそれらの親魚のカップルが特定された (Table

3) 0 親魚、が特定された稚魚、 87家系のうち、 90%

以上が l尾の雌に対して 2尾の雄が交配し、 4家

系については l尾の雌に対し 5尾以上の雄が交配

していたことが判明した。放卵・放精を通じて実

際に子孫の遺伝子を伝えた個体数は、産卵水槽の

250尾の内、 91尾 (359も)であり、それらの内雌

親の数は 34尾、雄親の数は 57尾であった。性比

のアンバランスの影響を補正すると、 N，の推定

値は (10)式より 84.6(10%減)となった。さ

らに、産仔数のアンバランスの影響を (1J)式に

より補正すると、 N，本の推定値は63.7(30%減)

となった。このような N，キ値から予測される近交

係数は0.0078であった。

考察

遺伝的多様性の確保は集団と個体の適応値を維

持する上で、最も重視される。遺伝的多様性の確

保のためには集団の有効な大きさ (N，)を高く維

持することが求められる。魚類のように多産性の

生物では、人工種苗集団における集団の有効な大

きさは見かけの集団の大きさに比べ遥かに小さく

なる。 FAOの専門家会議は人工種苗生産におい

て維持すべき親魚の数に関する指針を示してはい

るが、人工種苗集団においてN，を把握する的確

な方法が十分検討されているわけではない。

集団の有効な大きさ (N，)は任意交配を行う不

連続世代構造の理想集団の個体数に換算して表し

たものと定義されている日)。ここで、理想集団と

は、次代の遺伝子頻度qと実測値q'の差をムqと

し、その分散を V判とするとき N，=q(I-q) /2 V判

が成立する集団である O 現実の集団では Vdpの実

測値は理想集団におけるそれに比べ大きいのが普

通である。同様の関係はヘテロ接合体率、近交係

数、 N，の関係式 (2)-(9) に見られるように、

人工種苗集団ではみかけの大きさ (N，)はそのと

きの Hに対応する個体数の期待値 (N，)より大

きい。集団の有効な大きさの推定は生殖に寄与し

た親魚を直接計数する方法と間接的に計数する方

法に分けることが出来る O 対象がサケ・マス類、

アユ、コイなどの淡水魚の場合、人工媒精による

採卵を行うことが多く、親魚の数、産子数、性比

等の直接的計数データから F値を勘案しながら

Neを推定することができる。野生集団でもアマ

ゴやイワナなどの場合には一つの水系の産卵ペア

数や一腹の産子数の直接カウントから Neの推定

が可能である O

他方、海産魚のように自然産卵法による採卵を

行う場合は、生殖に寄与した親魚を特定出来ない

ので、子世代における遺伝子頻度の変動幅 (Ne=

q (I-q) /2 V dq)に基づき推定する方法制や遺伝

マーカーによる親子鑑定結果(家系図)から、産

卵に係わった親の数を計数する間接法がとられ

る9)。

マイクロサテライト DNA多型による親子判別

にもとづく人工種苗集団のN，の推定値は 63.7で

あったが、この数値は FAOの非継代的種苗生産

における N，の基準値目50を満たしているが、継

代的種苗生産の場合の N，の基準日)より遥かに低

いことが判明した。養殖用人工種苗における近交

係数の上昇率はやはり、 N，が小さいことを示唆

している。

遺伝標識のヘテロ接合体率の変化や遺伝子頻度

の分散の大きさから N，を推定する場合には、推

定値の精度は平均ヘテロ接合体率の大きさに依存

する。アイソザイム多型では、野生集団の平均ヘ

テロ接合体率はOから 0.1の聞をとることが多い。



マイクロサテライト DNA多型では、野生集団の

平均ヘテロ接合体率は 0.2から 0.8程度のことが

多く、今回、マダイでは平均ヘテロ接合体率は
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おいてご協力をいただいた高知大学の学生諸氏に

お礼申し上げる。

0.851 (期待値)で、 N，= 14279となった。その後 要 約

の調査で、野生マダイでは平均ヘテロ接合体率が

0.9を超えることがあったが14)、この場合、 N，は

2∞00を超えることになる。マイクロサテライト
DNA多型は魚類の再生産における集団の遺伝的

変化をモニターするための遺伝マーカーとして今

後ますます重要な位置を占めると思われる九

高感度遺伝マーカーとして知られるミトコンド

リア DNA多型マーカーは N，の縮小の影響をハ

プロタイフ。数の急激な減少(ピン首効果)として

敏感に捉えることが出来るヘしかし、 N，の縮小

にともなう近交の状態を把握することはできない。
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マダイにおけるケミルミネッセンスを用いた

マイクロサテライト DNAの検出:実践マニュアル

PEREZ-ENRIQUEZ Ricardo ・竹村昌樹・谷口順彦(高知大・農)

Microsatellite DNA Detection by Chemiluminescence in Red 

Sea Bream : A Practical Manual 

Ricardo PEREZ-ENRIQUEZ， Masaki TAKEMURA and Nobuhiko TANIGUCHI 

Faculty of Agriculture， Kochi University， 

Abstract 

A reliable non-radioactive method based on chemiluminescence usea for the detection of hypervariable 

microsatellite DNA of red sea bream is described. Using biotinylated primers， four loci (Pma J'， Pma 3'， Pma 4'， 

Pma 5') were detected showilig an identical banding pattern was detected with the radioactive method. The 

chemiIuminesc巴ncemethod is proposed as a safe and appropriate techniqu巴tobe used for population genetic 

studies andpedigree anayses. It is suggested that the technique is suitable not only for red sea bream， but for other 

fish or shellfish species as well. A practical m巴thodhas beeno described in Japanese as well. 

(accepted 12 Aug 1998) 

マイクロサテライト DNAは連続した 2-5塩基

のヌクレオチドの短い反復配列領域であり、通常

300bpより短く特異的な DNA連鎖領域によって

挟まれている])またゲノム全域に豊富に分布す

るマイクロサテライト DNAは高い多型性を備え

ていることから、魚類における集団遺伝学的研究])

や、家系分析2)における強力な DNAフインガー

プリントマーカーとして用いられている O マイク

ロサテライト DNAの検出に用いられる最も一般

的な方法はオートシークエンシング、または放射

性同位元素 (RI)標識産物を使用する方法である。

しかし、前記の方法では、 DNAオートシークエ

ンサーやフローレッセントイメージアナライザー

の使用が必要であり、またそれらの設備投資は巨

額なものである。また後記の方法では、前記のも

のほど高価ではないにしても、放射性同位元素の

使用によるリスクを有し、また特別な実験施設を

必要とする。それらの問題を避けるために Mekus

ら3)は、人間の DNAにおけるマイクロサテライ

トのケミルミネッセンス法による検出技術を確立

した。この研究の目的は、ケミルミネッセンスの

技術が魚類、特にマダイにおけるマイクロサテラ

イト DNAの検出において、安全で、なおかつ有用

であるということを示すことにある。加えて、実

践マニュアルはこの方法の実施を容易にするもの

である O

材料と方法

本研究では供試魚として瀬戸内海燈灘で採取さ

れたマダイ Pagrusmajor 70個体を用いた。鋳型

DNAはフェノール・クロロホルム法によって尾

鰭片から抽出した。 4)この方法は、7ωmlのTNES
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-Urea(1O mM Tris/HCI pH 7.5、1.5M NaCl、10mM

EDTA、0.5%SDS、4M Urea) とプロテアーゼ K

(最終濃度 50μg/μJ)を加えた1.5mlチューブに

約 Icm'の尾鰭片を入れる。その後、穏やかに撹

祥しながら 37"Cで一晩かけてインキュベートす

るものである o DNAはそれぞれ、フェノール:

クロロホルム:イソアミルアルコール (25:24: 

1)、続いてクロロホルム:イソアミルアルコール

(24: J)の順で抽出を行った。

その後、抽出産物に 2倍量の冷エタノールを加

え、 DNAを沈殿させた。

沈殿後、上澄み液を廃棄し、 70%エタノールで

洗浄した後、室温で風乾した。乾燥させたDNAは

100 μlの百Buffer(10 mM Tris/HCl、1mMEDTA 

pH 7.2)で希釈し 4
0

Cで保存したO

解析に使用したマイクロサテライト DNA遺伝

子座は Pma1*、Pma 3*、Pma4ヘPma5*であ
る針。それら各 DNA遺伝子座に対応するプライ

マーはグライナージャパン DNA受託合成事業部

に発注し入手したO フォーワードプライマーはラ

ベリングを施さないものを用いたのに対し、リパ

ースプライマーはピオチンで 5'エンドラベルし

たものを用いた。それぞれのプライマーには最終

濃度 100pmol/μlとなるように TEBufferを加え、

調整した。

マイクロサテライトの増幅 (PCR) は、 MJ

RESEARCH， INC.サーマルサイクラーで行った。

PCRを行うにあたり各供試魚の DNA1μI (40 ng/ 

μJ)に士すして 0.2μMフォーワードおよびリパー

ス(ビオチンラベル)プライマ一、 lxPCRBuffer 

(TaKaRa™)、 0.2 mM dNTPs (TaKaRa™)、 1%

ホルムアミド、 0.1unitのTaqDNAポリメラーゼ

(TaKaRa™)で構成した PCR カクテル 5μl を使

用した。 PCRは、 94"Cを l分、アニーリング温

度 (PmaJ"=48"C， Pma 3・=51"C ， Pma 4・=53"C， 

P削 5・=490C) を 30秒、 nOcを30秒、この過
程を 1サイクルとして7サイクル行い、さらに 90

℃を 30秒、アニーリング温度を 30秒、nOcを30
秒、この過程を 33サイクル行った。 PCR増幅

の後、 5μlのストップダイ (0.3%ブロモフェノ

ールブルー、 0.3%キシレンシアノール)を PCR

産物に加え、それを 95
0

Cで変性させた後、 8%

ポリアクリルアミドゲルでマニュアルシークエン

サー (Hoeffer™)を用いて電気泳動した。

シークエンスラダーは、サイズマーカーとして

用いられている dspUC19プラスミドを使用し、

CircumVent Phototope™ Kit (New England Biolabs 

Cat.#7430)を用いて作製した (A、C、G、T各3.0

μlに士すして、 puC-19 control DNA 0.5μl、

biotinylatedプライマー1.0μI、sequencingbuffer 10 

x 1.5μl、30xTriton 1.0μl、H，O10.0 μl、DNAVent 

ポリメラーゼ 2.0μlで構成した混合液を 3.2μlず

つを加えて PCRを行った)。

電気泳動終了後、ゲルは 3MM  CHR Whatman 

filter paperに固定した。

ケミルミネッセンス法における DNA転写、 UV

クロスリンク、検出の過程は Phototope™ Star 

Detection Kit (New England Biolabs Cat.#7020)の

プロトコールに従い実行したヘ DNA転写におい

ては、 2枚のi慮紙、非帯電ナイロンメンプラン

CImmobion-S™、 Millipore) 、そして、さらに 2

枚の鴻紙を 2枚のガラス板の間に挟み込み行った。

下層に配置した 2枚のi慮紙とナイロンメンプラン

はO.5xTBETransfer Buffer、pH8.7(IOX溶液:1 

M Tris、0.8Mホウ酸、 0.01M EDTA) に浸して

使用した。転写は 20分間行った。転写後のメン

プランは 80"Cで 15分間乾燥させた。 UVクロス

リンクは、メンプランの DNA転写側を下にして

トランスイルミネーターで40手少間行った。 UV

照射時間に関しては、実験に使用するトランスイ

ルミネーターの UV強度によって異なってくるた

め、付録のマニュアルの計算式を用いてトランス

イルミネーターの UV強度から算出した。

DNAの検出は、メンプランをアクリル製ロー
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ルシリンダー、もしくはハイブリダイゼーション

バッグに収納して行った。まず、メンプランを 5%

SDSリン酸溶液pH7.2で洗浄した後、 streptavidin

を含む溶液でインキュベートした。その後、 0.5%

SDSリン酸溶液で2度洗浄し、 biotinlalkalineフ

ォスファターゼ化合物溶液を加えて反応させた後、

再び5%SDSリン酸溶液で洗浄し、さらに洗浄液

IIpH 9.5(IOXY容i夜:100 mM Tris-HCl pH 9.5、100

mM NaCl、10mMMgCl，)で2度洗浄することに

よりケミルミネッセンスの基質を活性化した。最

後にメンプランの放射光を X線フィルムに感光

させDNAバンドを検出した。

結果と考察

本論文は魚類におけるケミルミネッセンスを用

いた最初の報告であり、今回用いた 4つのマイク

ロサテライト DNA遺伝子座Pma1*、Pma3*、

Pma4ぺPma5*すべてにおいてケミルミネッセ

ンスによる解析が有効であった (Fig.l)。各サン

プルの中での対立遺伝子の相対的な位置関係はこ

れまでの RI法で得られたものに完全に一致した。

しかし、シークエンスラダーに対する対立遺伝子

の位置は RI法によって得られたバンドの位置と

は異なっており、ケミルミネッセンス法によって

検出された各サンプルの対立遺伝子のサイズは
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Table 1. Pma 5' Genotypes of ten individuals obtained with Chemiluminescence and 

radioactivity methods. 

Fish No. chemiluminescence RI 

100/105 127/131 

102/106 129/133 

100/108 127/135 

100/102 127/129 

104/108 131/135 

96/118 123/145 

98/104 125/131 

110/1 10 147/147 

102/118 129/145 

96/104 123/131 

2

3

4

5

6

7

8

9

m

 

Tab1e 2. Number of alleles per locus and heterozygotsities at four loci 

Pma 1* Pma3* Pmα4* Pma5* Mean 

Sample size 70 70 70 70 

Number of alleles 18 29 17 18 20.5 

Observed 
0.671 0.929 0.743 0.914 0.814 

Heterozygosity(Ho) 

Expected 
0.664 0.942 0.897 0.907 0.852 

Heterozygosity (He) 

Ho/He 1.011 0.986 0.828 1.008 0.958 

則を用いて検出されたものに比べ 27bp小さいバ

ンドサイズとなった (Tab1e1) 0 RI法とケミルミ

ネッセンス法の聞に見られた対立遺伝子の位置関

係の違いの原因は、マーカーを作成する際に用い

られる M13/puCユニバーサルプライマーのプラ

イマリングサイトの始点が、 RIで用いられてい

るマーカーのユニバーサルプライマーのプライマ

リングサイトの始点よりも 27bpずれていること

にある。しかL、この方法により得られる遺伝子

座と RI法のそれらとの聞に厳密な対応が認めら

れた。

この方法において、高いヘテロ接合体率と多く

の対立遺伝子が観察されたことは (Tab1e2)、集

団遺伝学的解析や家系判別におけるマーカーとし



て有効でLあることを意味しているO

ケミルミネッセンス法の基本的原理はピオチン

ラベルされたプライマーを用いることであり、し

たがって、この技術は他の魚種、貝類、また甲殻

類などのプライマーへの適用が可能であることを

文献
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示唆している。加えて、この方法は種々の遺伝学

関連の研究室、および水産試験場などにおいて通

常の実験室で行うことができるという利点があり、

今後、有用な実験手法となりうると思われる。
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ケミルミネッセンス法マニュアル61

電気泳動以降の過程をマニュアル化し以下に示した。

1.ゲルからメンプランへの DNA転写

ステップ1. 試薬の準備

O.5xTBE Transfer Buffl巴r(IOX溶液pH8.7 : 1 M Tris， 0.8 Mホウ酸， 0.01 M EDTA) 500 ml 

ナイロンメンプラン X1 (Immobilon-S™, Millipore) メンプランの取り扱い時は絶えず

ゴム手袋を着用すること O

ゲルサイズにカットした 3MMCHRファットマンフィルターペーパー X6

ステップ2. 電気泳動終了後、ガラス板をどちらか一方のガラス面にゲルを張り付けるようにしてはぎ

取る。

ステップ3. 1枚のフィルターペーパーをゲルの DNAバンドのある辺りに張り付ける(その際、気泡を

取り除く)。その後、メスなどで余分なゲルを切り取り除去する。

ステップ4. ガラス板からゲルを注意してはぎ取る。

ステップ5. 2枚のフィルターペーパーを TransferBufferに浸け、それをガラス板の上に重ねておき気泡

を取り去る O

ステップ6. そのフィルターペーパーの上に、はぎ取ったゲルをフィルターペーパーごとゲル面を上に

しておく。

ステップ7. メンプランを TransferBufferによく浸し、ゲルの上におき気泡を取り除く O

ステップ8. その上に乾燥したフィルターペーパーを 2枚重ねておく O

ステップ9. 最後に別のガラス板をフィルターペーパーの上におき、その上から均一に加圧する (Fig.2)0 

ステップ 10.20分間転写させる。

ステップ 11.転写後、フィルターペーパーを取り除き、ゲルからメンプランを注意してはぎ取る(はぎ

取りにくい場合は、スポイトでTransferBufferをゲルとメンプランの聞に滴下しながらは

ぎ取るとよい)。

Fig.2. DNA Transfer “sandwich" 

ガラス板

乾燥したフィルターペーパー

メンプラン

ゲル

Transfer Buffer に浸した
フィルターペーパー

ガラスネ反
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ステップ 12.DNA側を上にしたメンプランをフィルターペーパーの上におき、乾燥機で完全に乾燥させ

る (80
0

C、15分程度で乾燥できるが、 30分以上は乾燥機の中に入れたままにしないこと)0 

II. UVクロスリンク

ステップ1. 乾燥させたメンプランを UV照射装置(トランスイルミネーター)の UV照射面に DNAの転

写面を下にしておき UVを照射する。なお、 UV照射時間は以下の式に基づき算出する。

X = (33，000μW/cm') /Y 

X:照射時間(秒) Y:照射エネルギー量 (μW/cm')

Ill. DNAの4食出

ステップ1. メンプランをハイブリダイゼーションバッグ、またはロールシリンダーに重なる部分がな

いように納める。

ステップ2. メンプランを納めたハイブリダイゼーシヨンバッグ、またはロールシリンダーに B10cking

Solution (125 mM NaC1， 17 mM N，2 HP04， 8 mM Na，P042 H，O， 173 mM SDS， pH 7.2) をメン

プラン 1cm'に対し 0.1m1加え、室温で 5分間撹持した後、廃棄する。ステップ3.

Streptavidin stock solution (Detection Kit) を最終濃度 1μg!m1となるように B10ckingSolution 

に溶解し、それをメンプラン 1cm'に対し 0.05m1加え、 5分間撹祥した後、廃棄する。

ステップ4. 洗浄液 1(0.1 x B10cking Solution) をメンプラン 1cm'に対し 0.5m1加え、 5分間撹祥した

後、廃棄する。これを 2度繰り返す。

ステップ5. biotinla1kalineフォスファターゼ (DetectionKit) を最終濃度0.5μg!m1となるように B10cking

Solutionに溶解し、それをメンプラン 1cm'に対し 0.05m1加え、 5分間撹持し反応させた

後、廃棄する。

ステップ6. B10cking Solutionをメンプラン 1cm'に対し 0.5m1加え、 5分間撹祥した後、廃棄する。

ステップ7. 洗浄液II(IOX溶液:100 mM T Tris-HC1 pH 9.5，100 mM NaC1， 10 mM MgCI，)をメンブラ

ン1cm'に対し 0.5m1加え、 5分間撹祥した後廃棄する。これを 2度繰り返す。

ステップ8. CDP-Star Reagent (Detection Kit) を最終濃度2μg!m1となるように Assaybuffer (Detection 

Kit) に溶解し、メンプラン 1cm'に対し 0.25m1加え、 5分間撹祥した後、廃棄する。

ステップ9. 発光反応中のメンプランを X線フィルムに 5分から 10分間感光させることにより DNA

を検出する。
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ミトコンドリア DNA分析による集団構造解析法

西国 睦(福井県大・院・生物資源) ・大河俊之(京大・院・農)

岩田祐士(福井県大・院・生物資源)

Methods of Analysis of Genetic Population Structure 

with Mitochondrial DNA Markers 

Mutsumi NISHIDA*I， Toshiyuki OHKAWA勺， and Hiroshi IW AT A'3 

率IGraduateSchool of Biotechnology， Fukui Prefectural University， 

ネ2GraduateSchool of Agriculture， Kyoto University， 

Abstract 

Knowledge of population structure of aquatic animals is important for reasonable management and 

conservation of their stocks. For examination of population structuring， molecular population genetic approaches 

are efficient and many attempts have been made so far. Here， methods of analysis of genetic population structure 

in aquatic animals with mitochondrial DNA examination are reviewed. First， characteristics of the mitochondrial 

DNA (mtDNA) are examined in comparison with the nuclear DNA. Discussed is th巴reasonwhy mtDNA has been 

preferably targeted as DNA markers even though it is rather small compared to the nuclear genome. Then， 

laboratory procedures for mtDNA analysis ar巴outlined.Third， mtDNA regions suitable for population structure 

analysis are discussed， and primer information for PCR amplification of those regions is presented. Finally， various 

data analysis methods are introduced together with information on computer software available for performing 

these methods. 

どんな生物種もある空間的広がりの中に存在し

ている。すなわち、固有の分布域をもっている。

その範囲内に個体が均等に分布していることは少

なく、大なり小なりまとまりをなして生息してい

る。資源生物種のそうした地域集団(地域個体群)

の空間的配置とそれらの間の関係を理解すること

は、その種の維持・管理を考える上で、基本的に

重要な事柄である。

そのような集団構造を調べる手がかりの第一は

生態学的なものであるが、遺伝学的なアプローチ

も有用な情報を提供する。とくに、集団聞に遺伝

的な差異が存在する場合には、その遺伝的多様性

自体も重要な遺伝資源的意味合いを有することも

あるので、集団の遺伝学的分析は欠かせないもの

となる O

水生生物集団の遺伝学的解析は、この 2-30年

間、主としてアロザイム分析法によってなされて

きた。この方法は、諸酵素の電気泳動的移動度の

違いからそれを支配する遺伝子の差異を推定する

もので、そうした情報を集約することにより、集

団内の遺伝的変異性や集団関の遺伝的差異を推測

することも可能となる。それまで、自然集団から
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こうした定量的な遺伝的情報を得ることが実際上

不可能であったので、この手法の出現の意義は大

きかった。これが適用されることによって、水生

生物の集団研究にもさまざまな新しい貴重な知見

がもたらされてきた。現在でもこの手法の有用性

はiヲそしてイ、さくない。

しかし、ひとつの種類からさらに多くの遺伝的

情報を収集してより詳細な分析を進めようとして

も、通常のアロザイム分析法では、検出できる酵

素数に限界があるという難点があった。そこでク

ローズアップされてくるのがDNA分析手法であ

る。 DNAは遺伝物質そのものであり、その情報

量は莫大で、あるため、これを分析対象とした場合、

大量の遺伝的情報を入手できる可能性がある O と

くに1980年代後半のPCR(po1ymerase chain reaction) 

法の確立によって、大量の個体の分析を必要とす

る集団解析にDNA手法を活用することが現実的

な選択たり得るようになった。

本稿では、ミトコンドリア DNAの分析を通じ

て、水生生物の集団構造を解析する方法について

概説する o DNAの大部分は、当然のことながら、

細胞核内の染色体に存在する核DNAである。そ

れに対してミトコンドリアDNA(mtDNA)は、

細胞質内に存在する小さなゲノムである。ここで

はまず最初に、])このmtDNAの特徴とそれに

注目する意味について説明する。ついで、 2)

mtDNAの分析実験手法について簡単に解説する。

引き続いて、 3)水生生物(ここではとくに生物

資源の多くを占める動物を念頭に置く)の集団解

析によく用いられる DNA領域とその分析上の注

意点を論じる。その上で、 4)得られたDNAデ

ータの解析法と種々のデータ解析に有用なコンピ

ュータソフトについて解説する O

DNA分析手法や、デ)タ解析法とそれが実行

できるコンピュータソフトなどは、まさに日進月

歩の勢いで進展しており、ここで紹介する内容の

多くは、日をおかずして不十分なものになるであ

ろう O しかし、現時点ではできるだけ最新の情報

まで盛り込んであるので、関心のある読者がこの

急速に進展する分野の現状を知る上で不足はない

ものと思う O また、自らこの分野の研究をやって

みようとしておられる読者にも、有用な足がかり

が提供できているはずである O なお、高次系統解

析の方法に関しては、別の機会に改めて整理して

みたい。

1.集団解析のための遺伝標識源としての

mtDNA 

真核生物では細胞核内の核DNA上に遺伝情報

の大部分が存在することは上述のとおりである O

しかし、集団や高次分類群の解析のための分析対

象分子と見たときに、核DNAはなかなか手強い

相手である。なぜなら、核ゲノムというものは 2

倍体の生物個体内には相互に異なる 2セットが備

わっており、その上、遺伝子重複や偽遺伝子とい

う現象が存在するなど非常に複雑であるためであ

るO したがって、そこからいきなり確実な情報を

入手することはなかなか容易なことではない。そ

こで、 l個体内に lセットが備わっているだけで

あり、サイズ的にもコンパクトな細胞内小器官の

ゲノムが、第 l次的な分析対象として注目される

ところとなる。

mtDNAは細胞内小器官であるミトコンドリア

内に存在する DNAで、大部分の動物では環状を

している。後生動物ではその大きさおよび遺伝子

構成とも非常に共通性が高いことが知られている O

16-19 kbpとたいへんコンパクトなサイズの中に、

13種類のタンパク質遺伝子、 2種類のリボソーム

RNA (rRNA)遺伝子、および22種類の転移RNA

(tRNA)遺伝子が、ほとんど余分な隙間(スペー

サー)なしにコードされている(図 ])0さらに、

各遺伝子にはイントロンが一切なく、たいへん経

済的な構成となっている。こうしたmtDNAの特

徴は、ミトコンドリアの起源が真核細胞に共生し
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た原核細胞であり、その後の細胞内共生の過程で

そのゲノムカすさらにシェイプアップされたという

観点から見れば、素直に理解できる O

当初、 mtDNAが集団解析などのための分析対

象とされた理由のひとつは、これがコンパクトで

あるため、超遠心によって比較的容易に分離・抽

出できるためであった。しかし、上述のように

H
h
∞
出

PCR法が確立した現在、このコンパクトである

という特徴がmtDNAを取り上げる重要な理由で

はなくなった(ただし、ロングPCRが可能にな

ってきたので、再びこの特徴が意味を有すること

になりそうである)。むしろその他の特徴に、

mtDNAに依然として注目すべき理由がある。

後生動物のミトコンドリアゲノムの核ゲノムに

OH 

炉・4

;さ

K
 
∞内
H
h〈

図l 脊椎動物のミトコンドリアDNAの一般的な遺伝子配置。外側の円は重(H)鎖
を、内側の円は軽(L)鎖をあらわす。円の外側には前者にコードされる遺伝子

の位置を、円の内側には後者にコードされる遺伝子の位置を示す。図中の略号:

CR，調節領域;Cytb，シトクローム b遺伝子;ND 1-6， NADH脱水素酵素サ
ブユニット 1-6遺伝子;COI-III，シトクローム cオキシダーゼサブユニット I
-III遺伝子;ATP 6， ATPase 6遺伝子;ATP 8， ATPase 8遺伝子;16 Sおよび12
S，16 Sリボゾーム RNA遺伝子および12S リボゾーム RNA遺伝子;アルフア
ベットの l文字は、各tRNA遺伝子の対応するアミノ酸の記号 ;OH，重鎖の
複製開始点 ;OL，軽鎖の複製開始点。
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比べての特徴を整理してみると、上記以外に、遺

伝暗号がやや変則的、進化速度が全体として一桁

ほど速い、組み換えなしに母系遺伝をする、細胞

当たりのコピー数が多い、などの点があげられる O

このうち、遺伝暗号の変則性以外の特徴は、いず

れも集団解析にとって重要な意味をもっている。

進化速度が速いということは、種内に保有され

ている変異性も高いことを意味するわけで、

mtDNAには集団解析に有用な遺伝的変異(つま

り遺伝標識)がいろいろと得られる可能性の高い

ことが期待される O もっとも、全体として核DNA

よりも進化速度が速いといっても、実際には領域

によって進化速度はかなり異なるため、分析対象

領域を適切に選定することが重要である。領域の

選定によっては、種内の集団構造解析から、目や

綱など高次分類グループの系統分析にまで幅広い

適用が可能で、ある1.2'。また、核ゲノムでも、マイ

クロサテライトなどと呼ばれるような領域では変

異性が高く、そういう領域に着目すれば、集団解

析に有効な遺伝標識がいろいろと入手できる可能

性がある。

一方、卵の細胞質を通じて組み換えなしに母系

遺伝するという mtDNAの遺伝様式の特異性も、

集団解析にとって重要なものである O キ且み換えが

ないということは、mtDNA分子自体が母系に延々

と伝達され続けているということであり、これの

分析を通じて母系系統を追跡することができる O

そして、この母系系統は特別なことがない限り、

集団全体ないし種全体の系統を代表していると見

てよい。この点は非常に重要な特徴である。なお、

特別なこととは、交雑による異種からの mtDNA

の浸透や、一部の二枚員類で知られている母系・

父系両タイプの mtDNAの同一個体内での共存

(ヘテロプラズミー)などである O こうした現象

に注意をはらう必要はあるが、ただしこのことが

mtDNA分析の弱点となるわけではない。むしろ、

核ゲノム分析と併用することにより、核ゲノム分

析だけからでは検出のむずかしい過去の交雑なとず

の推定ができる長所と見るべきである O

細胞内に存在するコピー数が核DNAに比べて

著しく多いことも、集団解析のための遺伝標識と

しての重要な特徴である O このことは、ごく微量

な試料や保存状態の悪い標本からも、 PCR法な

どを利用して DNAを復元しやすいということを

意味している O したがって mtDNAをマーカーに

することによって、卵や仔稚魚、を対象とした研究、

鱗や鰭の|断片を試料にして個体を殺さずに行う研

究、あるいは博物館資料や化石など過去の試料を

用いる研究など、幅広い研究の展開を図りやすい。

以上、集団解析のための遺伝標識源としての

mtDNAの特徴について述べてきたが、これらの

点を含め、集団・系統分析と関連して動物の

mtDNAについて論じた総説がいくつかあるミ~

すでに多少古くなった記述もあるが、それぞれこ

の分野を切り開いてきたグループのものであり、

一度目を通しておくとよい。日本語で読める物と

しては、渡辺・横堀“などがある O

2. ミ卜コンドリア DNAの分析手法

集団解析のための mtDNA分析の基礎は、各個

体の mtDNA問の塩基配列の違いを検出すること

にある O この塩基配列の違いを検出するための分

析手法としては、塩基配列分析以外に、衛便法と

して、制限酵素断片長多型 (restriction fragment 

length polymorphism; RFLP)分析ぺ l本鎖DNA

高次構造多型(single-strandconformation polymorphism ; 

SSCp)分析ぺ変性濃度勾配ゲル電気泳動法

(denaturing gradient gel electrophoresis; DGGE) 

分析ぺ温度勾配ゲル電気泳動法 (temperature

gradient gel electrophoresis; TGGE)分析川などが

挙げられる。 SSCP分析、 DGGE分析、 TGGE分

析などは、標本数を増やしてより詳細な分析を行

うときに有効である考えられるが、これまでのと

ころ集団解析にはまだあまり用いられていない。



ただし、 SSCP分析については、われわれは集団

解析に用いてよい成果を得ている 11' 一方、 RFLP

分析は、 mtDNA分析に当初から用いられてきた

こともあり、集団解析に利用されることが多い。

そこでここでは、集団解析を行うに当って最も基

本的であると思われる手法である RFLP分析およ

び塩基配列分析の原理とその特徴について解説す

る。これらの分析手法では、 mtDNA全体を対象

とする場合と、部分領域を対象とする場合とがあ

る。

(1) mtDNA全体の分析

mtDNA分析による集団解析は、研究史的には、

全mtDNAを対象とする RFLP分析により始まっ

た"0RFLP分析とは、特定の塩基配列を認識し

てDNAを切断する酵素(制限酵素)を用いて処

理することにより、 DNA上の塩基配列変異の有

無を調べる手法である O 認識部位の塩基配列に変

異があるときに、異なる長さのDNA断片という

育会でデータが得られる O

全mtDNAのRFLP法による集団構造分析が始

められた時には、以下のような流れで分析が行わ

れた。まず、組織標本から DNA抽出を行うが、

用いる組織は新鮮なものである必要があった。分

析には mtDNAのみが入用であることから、全抽

出DNAから mtDNAのみを単離する必要があり、

細胞分画法や塩化セシウム密度勾配超遠心法など、

かなり煩雑な実験操作が求められた。つぎに、抽

出された mtDNAを制限酵素で断片化し、それを

電気泳動する O そして、 DNA断片の移動度から

その長さに関するデータを得る、という手順であ

る。

その後、非RI法を用いたサザンハイブリダイ

ゼーシヨン法の導入によって、 mtDNAのみを単

離する必要がなくなり、実験操作の煩雑性はかな

り軽減された。とくに、それ以前の方法と比較し

て、必要とされる DNA量も少なくてよいため、
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組織標本の扱いやDNA抽出の際の苦労が軽減さ

れた。全mtDNAのRFLP分析を用いた集団解析

は、その歴史が相対的に長いこともあり、数多く

の生物で行われ、種々の成果をあげている。そう

した初期の研究における成果の多くは、 Aviseの著

作 IMolecularmarkers， natural history and evolutionJ'" 

に紹介されている Oわが国でも、たとえば渡辺ら円)

のような成果があげられている O

(2)部分領域の分析

mtDNAを標識とした集団解析は、 1980年代後

半に確立されたPCR法により14¥飛躍的に進歩

した。 PCR法とは、 DNAの特定領域を酵素的に

増幅する手法である O 本法が開発されるまでは、

組み換え DNA手法を用いたクローニング技術を

用いてDNA増幅が行われていたが、それと比較

すると、非常に簡易にDNA増幅が行えるように

なった。現在では、 mtDNAによる集団解析には、

ほとんどの場合、 PCR法を用いた分析が行われ

る。 PCR法については、その原理と応用を述べ

た文献がいくつも出版されているので、詳細につ

いてはこれらの文献を参照していただきたしい、"一f円山7引}

PCR法はたいへん効率的なDNA増幅法でで、ある

ため、 mtDNA全体のRFLP分析の際に必要とさ

れたよりもはるかに小量の組織標本試料で分析可

能である O また、 DNAが多少断片化されていて

も、対象とする領域が断片化されていないDNA

分子がある程度あればよいため、エタノール固定

標本などでも分析が十分に可能である。また、博

物館標本や乾燥標本などを用いた分析も可能であ

る(たとえば、 Thomaset al. I削)。これらの点は、

前述の全mtDNAのRFLP分析と比較すると大き

な長所である O 現在、 mtDNA分析による集団解

析において、 PCR法は実際上不可欠なものであ

るといえる O

1) PCR-RFLP 
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この方法は名前のとおり、 PCR法によって増 ものであることには間違いがない。

幅した DNA領域を制限酵素により切断し、多型

を検出する方法である。切断された DNA断片の 3. 分析対象とする領域の特徴と分析上の留意点

分離方法は、前述した全 mtDNAのRFLP分析の (1)分析によく用いられる領域

場合と同様で、ある。実験作業は後述の塩基配列分 現在、集団解析では PCR法を用いた部分領域

析と比較すると、比較的単純であり、分析コスト の分析がよく用いられるため、ここでは分析対象

も安いことから、集団解析に多用されている。わ とする領域について取り上げる。 PCR?去を用い

が固においても、これまでにメカジキ凶やヒラメ 20)、 て部分領域をターゲットとする場合に、その領域

マダイ 21)などで、本手法を用いた集団構造解析が に求められる性質とは、種内に十分な多型が見ら

行われている。しかし、この方法は塩基配列分析 れること、およびPCR増幅が比較的容易で、ある

と比較すると、検出された多型がどのような変異 こと、などである O

(塩基置換や挿入・欠失)によるものか分からな PCR増幅産物を用いた RFLP分析および塩基

いことや、対象とした領域の変異を全て分析でき 配列分析による集団解析が始まったときには、

ているわけではないことなど、不十分な点がある mtDNAの全塩基配列や各領域の変異性について

ことは否めない。 の知見が少なかった。このため、種内での変異性

2)塩基配列分析

塩基配列分析では、目的の領域の塩基配列を決

定し、得られた塩基配列を個体問や個体群聞で比

較する。塩基配列決定法には Maxamand Gilbert却

による化学修飾法と Sangeret al.日による酵素法

があるが、現在よく用いられるのは後者に PCR

を応用した方法である O この中でも集団解析に最

近よく用いられるのは、配列決定のための鋳型

DNAにPCR産物を用いる直接塩基配列決定法で

ある。この方法は、 PCRにつきもののポリメラ

ーゼの読み間違いの影響がカバーできるという、

大きな長所がある o

塩基配列分析は、当然のことながら、目的とす

るDNA領域の変異を全て調べることができ、そ

こでの塩基置換や挿入・欠失の実態を完全に明ら

かにすることができる O また、当該領域の塩基置

換の様式に関してある程度の知見が得られている

ならば、これらを考慮して詳細なデータ解析を行

うこともできる。この点も他にはない大きな利点

である。しかし、塩基配列決定は、他の分析手法

と比較すると現在ではまだコストや手間がかかる

がそれほど高くないものの、分子系統学で知見が

増えつつあったため比較的データの得やすいシト

クローム b遺伝子領域を対象として解析が行わ

れることが多々あった。しかし、最近に集団解析

によく用いられる領域と比較すると、シトクロー

ムb遺伝子領域は種内の遺伝的変異が少ないた

め、集団解析に適した領域であるとは必ずしも言

えない。

その後、多くの動物でmtDNA各領域の塩基配

列データが蓄積されてきた結果、次のようなこと

が明らかになってきた。すなわち、基本的にタン

パク質、 rRNA、およびtRNAをコードしている

領域には機能的制約があるため、機能的制約が少

ない非コード領域と比較すると遺伝的変異が少な

いということである。そして、集団解析に適した

mtDNA領域としては、多くの生物で共通して存

在し、集団解析が可能な塩基数を持つ非コード領

域である調節領域 (Dループ領域)が注目される

に至っている。

ただし、遺伝子配置が他の生物とは異なったり、

大規模な塩基の挿入があるような生物では、既往

の塩基配列に関する知見に基づいて有効なプライ



87 

マーを設定することが困難な場合がある。そこで、

そのような場合には、調節領域以外のタンパク質

遺伝子や rRNA遺伝子の部分領域の分析を通じて

集団解析を行う試みがなされ、いくつかの成果が

あげられている O このような領域として、タンパ

ク質コード領域では軟体動物などにおける COI

遺伝子、リボソーム RNA遺伝子では 16SrRNA 

遺伝子などがある O これまでに脊椎動物の多くや

脊椎動物・無脊椎動物の多くでPCR増幅が可能

な、いわゆるユニバーサル・プライマーがいくつ

も報告されている O 表 1に、調節領域、 COI遺伝

子、および 16SrRNA遺伝子に関して、そうした

プライマー情報の一部をまとめた。以下にはそれ

ぞれの領域の特徴を簡単に述べておこう。

(2)各領域の特徴

1 )調節領域

調節領域は、脊椎動物では通常cytb・tRNATh'• 

tRNA"'''遺伝子と tRNAPh， . 12 S rRNA遺伝子との

聞に存在する約 1-2kbpの非コード領域である。

本領域は mtDNAの中では最も変異性が高いため、

現在の mtDNAを用いた集団解析には最も有効な

領域のひとつである。この領域は非コード領域で

あるが、全く機能を持たない領域ではなく、

表 l ユニバーサルプライマーの例

プライマ一名*

J~ílíj領域
L 15923 
L 15924 

L 15926 

H 16498 
H 16500 

L 15774 

L 16518 
H 693 
H 658 

CO 1490 
HC02198 
H7209 
CO 1 e-3'(H) 

CO 1 a-3'(H) 

H7227 

H7086 
H7196 

L5950 

L6586 

対象'1'-物

脊椎動物
イr者t動物
脊将t動物
イF柑動物
イ子株動物
脊村上動物
1f彬動物
イT推動物
千子株動物

無脊椎動物・作権動物
I!!I、脊椎動物干F椎動物
知Hf椎動物・-1f枇動物
脊椎動物

無イr椎動物脊椎動物
無作椛動物・符椛動物
魚類

魚類
f(1，頬
魚類

16 SrRNAL 1567 魚類
， H 1999 魚類

， L 1802 脊椴動物

L 1854 脊椎動物
H 2196 脊椎動物
L2510 作中日動物
H3059 脊椎動物
L2482 無脊椎動物
H2492i 無脊椎動物
H2716i 無脊椎動物

Jl，[)，止配列 (5'- ->3') 

TTAAGCATCGGTCTTGTAA 
AGCTCAGCGCCAGAGCGCCGGTCTTGTAAA 

TCAAAGCTTACACAGTCTTGTAAACC 

CCTGAAGTAGGAACCAGATG 
GCCCTGAAATAGGAACCAGA 

ACATGAATTGGAGGAATACCAGT 
CATCTGGTTCTTTCTTCAGGGCCAT 

GGAGTGCGGATGCTTGCATGT 
AGTTAATAGTAAGGCTAGGAC 

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 
TAATCTATGTACCGTCGAGGYAT 

CCAGAGATTAGAGGGAATCAGTG 

AGTATAAGCGTCTGGGTAGTC 
CATGTAGTGTATGCATCAGGGTARTC 

CCTGAGAATGRKGGGAATCAGTG 
AGAAAATGTTGWGGGAARAA 

ACAATCACAAAGAYATYGG 

CCTGCAGGAGGAGGAGAYCC 

AAGGGGAGGCAAGTCGTA 

GCAACCAGCTATAACTAGGCTCGGT 

GTACCGCAAGGGAAAGATGAA 
AAACCTCGTACCTTTTGCAT 
GTCTGAGCTTTAACGCTTTCT 

CGCCTGTTTAACAAAAACAT 

CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 
GAAGGAACTCGGCAA 

CAGACATGTTTTTAATAAACAGGC 

AAGTTTTATAGGGTCTTATCGTC 

文献

Iguchi et aL (1997) " 

Kocher et aL ( 1993) " 
KocheretaL (1989)" 
Meyer et aL (1990) n 

Nishida (未発衣)

Shields and Kocher (1991) " 
Meyer (1993) ，ミ

Nishida (未発表)

Nishida (未発表)COIL 

Folmer et aL (1994) " 
Folmer et aL (1994) " 

Nishida (未発表)
Palumbi et aL ( 1991 )η 

Palumbi et aL (199 I) " 
Nishida (未発表)

Meyer ( 1993) '" 

Normark et aL (1991) " 
Normark et aL (1991) "， 
Palumbi et aL (1991) '" 

"Nishida， Miya and Kawaguchi (未発表)

"Nishida， Miya and Kawaguchi (未発表)
Nishida (未発表)
Nishida (未発表)

Nishida (未発表)

Mi ya and N ishida (1996) " 
Miya and Nishida (1996) 祢

Kitaura et aL (1998) 酔
Kitaura et al目(1998)." 
Kitaura et aL (J 998) "，，' 

表 1 プライマー名に Lを付したものはL鎖伸長用、日を付したものは H鎖伸長用。
それぞれの番号はそのプライマーの 3'末端が対応するヒト mtDNA塩基番号

81)0 fLプライマーJと fHプライマーjとを組み合わせて PCR反応をする
ことにより、目的の DNA領域を増幅することができる。
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mtDNAの複製開始点やそれに関与する領域を含 産物長の変異の存在を確かめておいた方がよい。

んでいる。魚類の一部などではこの内部に繰り返 調節領域を用いた集団構造分析は、ヒトについて

し配列が存在し、長さに変異が見られる 2山}。し たいへん詳細な分析が行われているヘ日本の水

たがって、 RFLP分析を行う場合にはPCR増幅 産生物でもヒラメ 20制、マダイ21)、アユ目)、ウナギ30)

図2 ミトコンドリアDNAを用いた集団解析を行う際の一般的な作業手}II頁。



などで、この領域を対象とした分析が行われてい

る。

2) COI遺伝子

脊椎動物の mtDNAの遺伝子配置はいくつかの

例外があるものの、ほとんどの分類群で共通であ

ることが知られている。しかし、無脊椎動物では

遺伝子配置が大きく異なっていることが多いた

め6.31)、調節領域を PCR増幅することが難しい場

合がある。そこで、赫皮動物や節足動物、軟体動

物などの無脊椎動物では、 COI遺伝子が分析の対

象として比較的よく取り上げられる 1133}O

3) 168 rRNA遺伝子

16S rRNA遺伝子領域は分子系統学的研究にお

いて、種間あるいは属聞の系統類縁関係を検討す

るためによく使われる領域である。本領域は RNA

に転写された後、立体構造をとってリボゾームの

サブユニットとなる O このため、塩基配列を見る

と、相補的な配列をもつことによりステムと呼ば

れる 2本鎖になる領域と、このような 2本鎖構造

をとらずに輪のようなループ構造をとる領域とが

ある O このループ領域は上記の調節領域ほどでは

ないものの変異性が高いことが多い。とくに、 16

SrRNA遺伝子領域の前半部には約 150塩基の大

きなループ領域があり、ここは集団解析にも有効

のようである。実際、オニハダカなどでよい成果

をあげている34)

4.データ解析法とコンビュータソフト

現在、 DNAデータを用いた集団解析に関して

は、多くのデータ分析手法が開発されている O 解

析目的は多岐にわたるとしても、基本的な解析の

流れは、まず、(I)集団解析を行うためのデータ

の準備を行った後、 (2)変異性などの基礎情報の

抽出を行って集団解析への有効性を確認し、 (3)

樹形図分析や、 (4)遺伝的分化の指標や統計的検
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定を行うことになる(図 2)。集団解析に有効で

あると思われるコンピュータソフトウェアは表2

に示す。これらのほとんどは、インターネットを

通してフリーソフトウェアとして配布されている

ものであるが、一部は購入する必要がある。

(1)データ解析を行うための準備

1)塩基配列データの場合

解析を行う前に塩基配列データにおいて行うの

は整列 (alignment) と呼ばれる作業である O 塩基

配列データにおいて塩基の挿入・欠失がある場合

には、塩基配列をそのまま並べただけでは相同な

部位を比較することができないため、適切な位置

にギャップ(塩基配列中では“ "で示されるこ

とが多い)を挿入する。この作業は目で見ただけ

で行うのは困難な場合があるため、 Clustalw'"な

どの整列のためのコンピュータプログラムを使用

することが多い。しかし、こうしたコンピュータ

プログラムを用いても十分に整列できない領域が

残ることがある。このような領域については解析

データセットから除外する。

2) RFLPデータの場合

RFLPデータではまず、制限酵素により切断さ

れた各 DNA断片の長さ(泳動度)のデータとし

て示される。このデータは断片長データと呼ばれ

るが、これにおける DNA断片数の違いの程度は、

必ずしも塩基配列差の大きさを示すものではない

ことに留意する必要がある。すなわち、断片長デ

ータから直接には変異性推定や系統推定はできな

い。 RFLPデータでは、断片長データをもとにし

て、切断される前の DNAのどの部位が切断され

たかを何らかのかたちで推定し、これを解析デー

タとして用いる必要がある O このようなデータは

サイトデータと呼ばれる。断片長データからサイ

トデータへの変換には、 REAP")などのコンビュ

ータソフトウェアを用いる場合もあるが、ソフト
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を使用せずにそれを行う場合も多い。現在よく行 を考える上で有用である O

われる RFLP分析の多くでは、変異サイトを特定

できないため、断片長データから信頼性の高いサ

イトデータを得ることが困難である場合がある O

この場合、少数の個体についてでも塩基配列が既

知であると、問題はかなり解決される。

(2)データの基礎解析

集団解析を行う前に、得られたデータについて

変異性の算出などの基礎的分析を行い、当該デー

タが集団解析に有効であるかどうかを検討するO

種内の変異性は、その種もしくは分集団の集団サ

イズ、分化してからの時間、その種の持つ変異量

などの特性により、種によって大きく異なり得るO

これらの特性を把握するにはさらに詳細な解析が

必要であるが、おおよその傾向は、本節で述べる

諸解析で推し量ることが可能である。

1 )変異性の指標

変異性の指標としてよく使われているものとし

ては、 RFLP分析では、塩基多様度(π)とハプロ

タイプ多様度(h)刊が、塩基配列分析では、変異

サイト数、複数の個体に変異が見られるサイトの

数Cinformativeサイト数)、塩基多様度および個

体聞の塩基置換数の最大・最小・平均などがある。

RFLP分析での塩基多様度は塩基配列分析でのそ

れと異なり、ラフな推定値である。

DNAレベルの変異には大きく分けて塩基置換

と塩基の挿入・欠失がある。さらに、塩基置換に

はいくつかのパターンがある。 DNAを構成する

塩基のうち、プリン (C、T)、およびピリミジン

(A、G)がそれぞれの内部で置換する場合、転

移型置換 (C-T、A-G) と呼ばれる。これに対し

て、プリンーピリミジン聞の置換は転換型置換と

呼ばれる。転移型置換は転換型置換よりも起こり

やすいことが知られている。このため、転移型置

換と転換型置換を区別することは、種内の変異性

2)データの有効性の検討

変異サイト数と informativeサイト数から、デ

ータの有効性が検討できる O 一般に、これら 2つ

が大きく、変異サイト数に対してinformativeサ

イト数の占める割合が高いほどよい。ただし、絶

対的な指標ではないので、これを用いてデータの

有効性を直接判断することはできない。

(3)樹形図分析

集団解析における樹形図分析とは、ある基準に

従って個体または個体群関の類縁関係を推定し、

解析対象となる分類単位 (operational taxonomic 

unit; OTU)のまとまり方により、集団構造を推

定する手法である。樹形図 (tree)構築法や作成

された樹形図の評価方法は、分子系統学的手法の

発展に伴って多数発表されている O 以下では、こ

れらの手法の中から集団解析に有効であると思わ

れる分析手法を紹介する O

樹形図の構築方法には、大きく分けると各形質

の形質状態に基づくもの(形質状態法)と、 OTU

間の距離(遺伝距離)をもとにするもの(距離法)

とがある。距離法と形質状態法におけるそれぞれ

の長所・短所、あるいは両者内部の諸方法のそれ

について、本稿では詳細は述べることはできない

が、日本語で読める解説が既にいくつか出版され

ているので、詳しくはそれらを参照していただき

たい37-4ヘ集団解析ではデータ量や目的に合わせ

てそれぞれの手法が用いられる。

形質状態法のOTUは、塩基配列もしくは制限

酵素切断型で区別される各ハプロタイプである O

距離法における OTUには、ハプロタイプ以外に

個体群を用いる場合があるが、現在では DNA分

析による集団解析においてこのやり方をすること

はあまりない。むしろ、次節で述べる統計的な処

理によって個体群聞の遺伝的差異を検討すること



が多しミ。

1 )距離法

集団解析でよく用いられる距離法による樹形図

構築法には、平均距離 (UPGMA)法4))および近

隣結合 (NJ)法叫がある。前者は遺伝的類似性を

見るのには有用で、あるが、ハプロタイプ問の系統

的関係を推定しようという際には、進化速度が一

定でない場合に誤りやすいことが知られている O

そのため、現在ではあまり使われないが、有根樹

を構築できる利点がある。後者は距離法では現在

よく使用される方法であるが、構築される樹形図

は無根樹なので、有根樹を構築するときには外群

が必要であるO 平均距離法、近隣結合法を含む距

離法による樹形図構築のアルゴリズムについては

Neiη、などに詳しい。距離法による樹形図作成ソ

フトは数多く発表されているが、 PHYLIPへ
MEGA44'などがよく用いられる O

距離法においては、樹形図構築のアルゴリズム

に加えて重要なのが、塩基置換数に基づいて推定

される各 OTU聞の遺伝距離である。塩基配列分

析においてハプロタイプを OTUとして分析を行

う場合、用いることのできる遺伝距離は、単純な

塩基置換率から塩基の変異パターンを考慮したい

くつかの変数を用いる複雑なものまで種々ある。

この中でよく用いられる遺伝距離としては、転移

型置換・転換型置換の頻度の違いを組み込んだ

Kimuraの2変数法相、 4変数で計算する Tamura-

Neiの方法制などがあげられる。これらに加えて、

塩基サイトによる塩基置換速度の差異をモデルに

組み込んだガンマ距離 (gammadistanc巴)なども

有用である。

RFLPデータによってハプロタイプを OTUと

した距離法による解析を行う場合、遺伝距離の算

出は塩基配列データによるものとはやや異なった

ものとなる。塩基配列データでは、遺伝距離は実

測された塩基置換率をもとに算出される。これに

91 

対し、 RFLPデータでは、塩基置換率自体がまず

推定される必要がある O 制限酵素切断サイトが出

現するときと消失するときには変異している塩基

数が異なる場合があるなどのためである。たとえ

ば、 4塩基認識の制限酵素で切断されるところで

は、 l塩基の変異で切断されなくなるが、塩基配

列のわからない領域がその制限酵素で切断される

ようになるには、 1-4塩基の変異が必要となる。

このため、切断サイトの出現・消失は等価に扱わ

ず、異なる重みづけを行う場合が多い。このよう

な重みづけを考慮して OTU聞の塩基置換数を最

尤推定する方法がNeiand Li刊や Neiand T司jima掛

によって開発されており、 REAPなどのコンピュ

ータソフトウェアで利用可能である。

2)形質状態法

形質状態法には大きく分けて2つある。ひとつ

は形質の変化が樹形図全体で最小になるようにす

る最大節約法で、もうひとつは形質の変化の確率

モデルに基づいて樹形図の尤度が最大になるよう

にする最尤法である。これらの場合、いずれもハ

プロタイプカ{OTUとなる。

どちらの方法も、あり得る全ての樹型について

形質の変化もしくは尤度を計算する網羅的探索法

(巴xhaustive search) を用いることを基本とする

が、 OTU数が多くなると計算量が膨大になり、

時聞がかかり過ぎて事実上計算が不可能となる場

合が多い。このため、 O百J数が多い場合には、

最大節約法では、形質状態の変化数が最小である

とみなせる樹形図を効率よく求める分校限定探索

法(branchand bound search)や発見探索法(heuristic

search)が使用される。また、最尤法では発見探

索法によって尤度が最大である樹形図を近似的に

求める O 通常、集団解析では OTU数が多く、個

体変異が多いために系統学的なノイズを多く含む

データを扱う。したがって、形質状態法による樹

形図構築には、発見探索法を使った解析を行うこ
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とになるのが普通である。発見探索法や分枝限定

探索法を用いた最大節約法が実行可能であるコン

ビュー夕、ノフトとしては、PAUP'OiおよびPHYLlP"JJが

ある。発見探索法を用いた最尤法は fastDNAml刷

あるいは PUZZLE‘"で構築できる。

塩基配列データでは、形質状態法においても、

距離法で遺伝距離を求めるときと同様に、転移型

・転換型置換に重みづけをして解析を行うことが

可能で、ある O 挿入・欠失の重みつずけに関しては、

最大節約法ではいろいろな条件で解析できる O た

とえば、塩基の対するデータから除外する、 4つ

の塩基に加えて 5つめの形質とする、長い挿入・

欠失についてはこれらをひとつの形質として扱う、

などである。最尤法や距離法では、挿入・欠失は

データから除外するのが普通である O また、 RFLP

データでは、切断サイトの出現・消失は等価に扱

わず、異なる重みづけを行う (Dollo法吋こと

も多い。なお、多重置換などのために、塩基配列

データにおける転換型置換や RFLPデータにおけ

るサイトの出現があまり系統的情報を持っていな

い場合には、重みづけを変えて分析するとかえっ

て誤った結果を導くことになる可能性もあるので、

注意が必要である O

3)構築された樹形図の評価

構築された樹形図の評価方法で、分子系統学に

おいて最もよく使われるのはブートストラップ法

である O 系統推定におけるブートストラップ法は、

樹形図における各校の信頼性を無作為化により検

定する方法である刊。この手法の詳細はいくつか

の分子系統学の文献で述べられているミ7-4九ブー

トストラップ法はデータセットの中で同様の系統

関係を示す変異サイトがどのくらい存在するのか

を評価する方法である。集団解析に用いるデータ

では個体変異を多く含むために、系統学的なノイ

ズを含む場合が多く、ブートストラップ値は樹形

図のどの枝でも低くなってしまうことが多々ある O

また、距離法では、校長の標準誤差を求めて有意

性を検定することがMEGAで可能である O 最大

節約j去における一致指数 (cIl、保持指数 (RIl、

修正一致指数 (RcIlなどは、得られた樹形の評

価を行う指t票としてよく用いられる。

(4)集団構造分析

樹形図分析の結果、各ハプロタイプがいくつか

の地理的グループなどに明瞭にまとまり、それに

よって比較的容易に集団構造を推定することがで

表2 集団解析に用いられるコンピュータソフトとその入手方法

ソフト名 制作者 Ver. OS 

ClustalW Thomson et al. (! 994)柄 l 1.75 mac/winlunix 

Sites Hey (1996)九 unix/mac 
PHYLlP Fe1senstein (1985)“J 3.572 mac/unix/win 

MEGA Kumar et al. (1993)紺 DOS 
PAUP S wofford (1993 )岬 3.11/ 4.0 beta macl (unix/win) 

FastDNAml 01sen et al. (1994) "" unix/mac 
PUZZLE Strimmer and Haeseler (1997)ル 4 mac/unixlwin 

REAP McElroy et al. (! 991)'" 4 DOS 
Arlequin Schneider et al. (! 997)劃 1.1 wm 
GENEPOP Raymond and Rousset (1995)刊 3.1 a DOS 
AMOVA Excoffier (1995)副 1.55 wm 
NTSYS Rohlf (! 993)“l 2 wm 
Lamarc Kuhner et al. unixlwinlMac 



きる場合がある。これは地域集団関に遺伝子交流

がなく、遺伝的に分化している場合である。しか

し、多くの種においては、地域集団関に移住によ

る遺伝子流動 (genef]ow)が存在したりするため、

上記のような樹形図が得られないことも多い。こ

のような場合、ハプロタイプの頻度による統計的

検定や分化指標を用いたデータ解析が必要となっ

てくる O

1 )ハプ口タイプ頻度検定

個体群聞のハプロタイプ頻度の異質性の検定に

は、以前にはχ2検定や G検定などが使われてい

た。しかし、 DNA分析の精度が上がれば上がる

ほど、見出されるハプロタイプの数が増え、ひと

つひとつのそれの出現頻度は小さくなるため、こ

れら従来の検定法の適用は困難となる。したがっ

て、コンピュータを用いた無作為化に基づく検定

が必要になる。 mtDNAの解析においてよく使用

される頻度検定として、 Roffand Bentzen54'の方法

がある O この方法は、頻度データをランダムに入

れ換えることを何度も行い、それぞれについての

χ2値からその分布を求め、元の頻度データから

得られる χ2値より大きな値が偶然に得られる確

率を求めるというものである。この方法は REAP

使用用途
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package'"のMONTEプログラムで計算可能であ

るO 最近、 Raymondand Rousset'"は、別のハプロ

タイプ頻度の異質性検定手法を開発した。この方

法は、無作為化検定を用いることにより、フイツ

シャーの正確確率検定を rx k表に拡張したもの

である O これは Arlequin"¥GENEPOP'"などで使

用することができる。

2)分化指標

個体群間の遺伝的差異を示す指標としては、純

塩基置換係数 (netsequence divergence; dA)、遺

伝子分化係数 (Gsr)、固定指数 (Fsl、φ幻)など

が挙げられる。最も単純な指標は純塩基置換係数

で、個体群内の変異を差し百|いた個体群聞の塩基

置換数として示されるものである2九純塩基置換

係数は塩基配列の違いを直接反映した指数であり、

個体群聞の違いの概略を見るのに有用な指数であ

ると考えられる。

遺伝子分化係数仏γはTakahataand Palumbi舶に

より mtDNAでも求める方法が示されている。

mtDNAデータより ι7を求めるコンピュータソ
フトはない。

F、1は、固定指数 (F統計値)と呼ばれ、集団

遺伝学における集団分化の指数として最もよく使

入手先

multiple alignment 
変異サイト数、純塩基置換係数
種々の Tree分析

ftp : //iubio.bio.indiana.edu/molbio/alignJclustal 
http://heylab.rutgers.edu. 

距離法・最大節約法
最大節約法
発見探索法による最尤法
Quartetpuzzlingによる最尤法
RFLPデータの解析
基礎データや種々の検定
集団解析での種々の指数と検定
AMOVA 
多変量解析、 Mantel's test 
集団サイズの推定

*有料

http://evolution.genetics. washington.edu/phylip.html 
http://evolgen.biol.metro-u.ac.jp/MEGN* 
http://www.webcom.comJ-sinauer/new.shtml#paup* 
ftp : //iubio.bio.indiana.edu/molbio/evolve 
http://www.zi.biologie.uni一muenchen.derstrimmer/puzzle.html
制作者にメールを出す (mcelrdm@wkuvxl.wku.edu) * 
http://anthropologie.unige.ch/arlequinJ 
http://perdix.biologie.uni-mainz.de/biostats.htm 
http://anthropologie.unige.chrIaurentldefault.htm 
http://users.aol.comJExeterSftw/stat l.html#ntsyspc* 
http://evolution.genetics. washington.edu/lamarc.html* 
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われるもののひとつである。 WrightのF.，-，側、

CockerhamのF."剛 JIなどいろいろな求め方がある O

最近の mtDNA分析の場合には、 Cockerhamによ

るものがよく使われる。これは、個体聞の遺伝距

離の分散から算出する。 φ値、とくにφ引などは、

mtDNAのように単数体の伝達様式をする遺伝子

の遺伝的分化尺度として提案されたものである。

F町、 φ却の有意性の検定(帰無仮説は個体群全体

でランダム交配する)は、個体聞の遺伝距離をラ

ンダムに入れ換える無作為化検定で行える。 2地

点問の F.wの無作為化検定は Arlequin'"で、 <TS1の

それは ArlequinやAMOVN21で計算可能である。

上で示してきた分析手法は、得られたデータか

ら遺伝的分化、すなわち分集団の存在を検出する

ための手法である O しかし、当初よりあるいはデ

ータ解析の途上で、特定の遺伝的集団構造がモデ

ルとして想定されることがある。たとえば、特定

の場所を境にいくつかの大地域集団に分かれてい

るとか、まず大きく複数の分集団に分かれ、さら

にその各分集団の中にさらに小さな分集団が存在

するというようなモデルであるO このような場合、

いくつかの標本群をグルーピングして、多階層の

集団構造を想定してその遺伝的分化を見る必要が

ある o Excoffier6')により、 2階層の集団構造を階

層分散分析で統計的に解析する手法である

analysis of molecular variance (AMOV A)が提案さ

れている。これは、 Arl巴quinやAMOVAなどで

利用可能で、最近この手法を用いた研究が増えつ

つある。また、さらに複雑なみ 4階層の集団構

造を検証するための分散分析も考案されているが、

mtDNAデータで計算可能なソフトウェアは現在

のところない。多階層の階層分散分析については、

Weir 64)に詳しい。

これまでに述べたような手法を用いて遺伝的分

化の有無を検出した後、さらに種や集団ごとの特

性により詳細な解析をする必要がある場合がある。

たとえば、地理的距離と遺伝的分化の相関の分析、

個体群聞の移住率の検討、集団サイズの相対的比

較などである。地理的距離と遺伝的分化の相閣の

分析には Mant巴l's test酌がよく使用される。これ

は、 NT-SYS耐 jやGENEPOP'わなどで実行できる。

個体群聞の移住率は、 F、y値をもとにしたものが、

Arlequinで推定できる。集団サイズの栢対的比較

においては、 mtDNAは母系遺伝のため、生殖に

参加する雌の集団サイズを見積もることになる O

集団サイズは塩基多様度などの変異性を示す指標

により相対的に比較する O また、シミュレーシヨ

ンによって集団サイズを比較するコンピュータソ

フトとして、 Kuhnerらにより開発された lamarc

packageがある。

近年、いくつもの新しい手法が発表され、コン

ピュータソフトウェアの充実もあって、これまで

に述べてきたような手法を用いてかなり詳細な集

団解析が行えるようになってきた。しかし、種に

よって集団構造のあり方は異なっており、特定の

手法がすべての種に使えるというわけにはいかな

い。集団やデータの特性にあわせて適切な解析手

法を使用する必要がある O

5. おわりに

以上、現時点における mtDNA分析による集団

解析法の概略について紹介した。それを通じて感

じられるように、遺伝的データの質がDNAの塩

基配列レベルで得られる時代になって、集団遺伝

学の理論やデータ解析方法には、新しい展開が求

められている。この点を最後に少し見ておきたい。

mtDNAに限らず核DNAからであっても、遺

伝的データが塩基配列レベルで得られるならば、

それぞれは単に別のハプロタイプ(対立遺伝子)

であるということが分かるにとどまらず、それぞ

れが相互に異なった塩基配列の類似性ないしは類

縁性をもつものであることが明らかになってくる

わけである。従来の集団遺伝学では、遺伝子頻度

の解析が中心で，この後者の情報をも考慮するこ



とはほとんどなされていないのである O このこと

は、従来のアロザイム分析による集団解析を経験

した人なら、容易に理解できるであろう。従来型

のデータの取得法ではほとんど問題にならなかっ

た事柄が、塩基配列レベルで分析がなされるに至

って問、ようやく本格的に問題となってきたので

ある。このように、この問題は比較的最近に認識

されるようになったものなので、それを考慮した

理論やデータ解析手法はまだまだ発展途上にある。

たとえば、 coalescenttheory蜘などはそうした試み

の一例である O そうした分野のさらなる発展が期

待される。こうした新しい質をもっデータを有効

に活用するならば、近い過去の集団サイズの変化

に関する推測なども、場合によってはできる可能

性がある削ヘ

もうひとつ、遺伝的データが塩基配列レベルで

得られることによってデータの質が大きく変化し

た点は、数多くのハプロタイプ(対立遺伝子)が

検出されるようになったことである O 従来、検出

される対立遺伝子の数はそれほど多くなかったの

に対して、 DNAレベルの分析がなされると感度

よく多くの変異を検出できることになるので、扱

わねばならない対立遺伝子の数が飛躍的に多くな

る。上に述べてきたもの以外に具体的事例をもう

ひとつあげるならば、それはマイクロサテライト
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DNA分析であろう O これによって見出される対
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集団遺伝学理論・データ解析手法の発展とがあい

まって、水園生物の集団構造に関する理解をさら
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