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論 文 内 容 要 旨

Introduction

CarangidsofthegenusSeriolaareeconomicallyimportantfish,widely

distributedthroughoutthePacificandAtlanticoceans.Increasingfishingactivitywill

makeagrowingpressuretothenaturalpopulation,intermsoflowereffective

populationsize.Thiswillreducethechanceofsuccessfulreproductionoffishspecies,
andgivearisktochangeingeneticvariabilityandpopulationstructure.Finally,the

specieswillbebroughtto'endangered'levelandispossiblygoingtoextinction.

Thereforethegreaterawarenessandeffortstoconservethegeneticresourcesare

needed.Sincethegeneticvariabilityseemstobeanimportantfeatureofapopulation

toevaluateshort-termfitnessindividualsandthelong-termsurvivalofthepopulation

[1],analternativemaybepursuanttotheeventualdeterminationofthegenetic
variability[2].Recently,moleculargeneticmarkersarewidelyusedforpopulation

studies[3].Oftheseveralgeneticmarkers,microsatelliteisbeingincreasingly.used

duetothehighlypolymorphismandinheritanceinMendelianway.Thisstudywas

designedtolearnthepopulationgeneticsonaquaculturefishingenusSeriola,by

revealingthebasicgeneticinformationusinggeneticmarkers,fortheimportanceof

theirriskmanagementand/orconservation.

1.IsolationofmicrosatelliteDNAlociandtheirpolymorphismForcarangidof

tbege叩S58r`0血

Aspartofaprogramtodevelopeasilyassayableandhighlypolymorphicgenetic

markersfor`populationstudies,microsatelliteDNAregionsofgreateramberjackwere

clonedandsequenced.Approximately6.Ox105byofgreateramberjackwere

observed,and2.4x105(GT)nlociwereestimatedinthosegenome.Theaverage

distancebetweenneighboringmicrosatelliteswas25kbp.Sixprimersetshavebeen

designedforcomplementtheflankingregions.Fouroftheseprimersshowed

polymorphisminthegreateramberjackDNA.Themicrosatellitelociofgreater

amberjackwerealsoavailabletootherSeriolaspecies,butnotfortheothergenera.

Threemicrosatellitelociofgreateramberjackhavebeenappliedtoexaminethe

geneticvariabilityoffourSeriolaspeciesi.e.greateramberjack,highfinamberjack,

yellowtailandyellowtailkingfish.Thehighestgeneticvariabilitywasobservedinthe

kingfishsamples,andthenfollowedbygreateramberjack,yellowtailand _highfin

amberjack.RelationshipbasedontheNei'sgeneticdistance[4]showedgreater

ambe巾ckwasrelativelyclosetothehighfinambe巾ck,whilethekingfishwasclose

toyellowtail(Fig.1).Thisdivisionagreeswiththemorphologicalresult.

II.GeneticdivergenceofkingfishfromthenaturalwatersofJapan,Australia

andNewZealand

Geneticpolymorphisminkingfish,collectedfromnaturalwatersofJapan ,
AustraliaandNewZealandwereexaminedusingmicrosatelliteDNAandmtDNA

controlregionmarkers.Sixteento25.7allelesperlocuswereobservedin3
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microsatellitemarkers,whiletheobserved(andexpected)averageheterozygosities

wereO.782(0.918),0.750(0.809),andO.650(0:888)forAustralian,Japaneseand

NewZealandkingfishrespectively(Table1).'ltvelvemfDNAhaplotypeswere

detectedfollowingdigestionofcontrolregionsequenceswithfiveendonucleases:

伽 εIIL伍 頑,Mわol,R5α1,and7勾1(Table2).Signiflcant.geneticdivergencewas

observedbetweenthekingfishpopulationfromJapanandthosefromAustralia-New

Zealand.TherewasnosignificancedifferentiationamongtheAustralianandNew

Zealandpopulationsamples.GeneticrelationshipbasedontheUPGMAdendrogram

ofNei'sgeneticdistanceshowedthatJapanesekingfishwasclearlyseparatedfrom

theAustralia-NewZealandones(Fig2).TheSouthernHemisphereofyellowtail

kingfishisthoughttobeoneofthreemorphologicallysimilar,butgeographically

separatepopulationorsubspecies[5].TheAustralianandNewZealandspeciesis

knownasSeriolalalandilalandi,whiletheJapaneseoneisS.lalandiaureovittata.

m.Geneticvadabmtyofgrea重erambe噂ackusedasseed血 曲 童n鍵quac皿 亘ture.

血rmofJap鋤

Fourpopulations6fgreateτambe巾ckseedfishwerecollectedfromaquaculture-

farmsatWakayamaandKagoshimaprefectures.Twoseedpopulationscomefrom

VietnamwhiletwootherswereoriginatedfromJapanarea.Threegreateramberjack

populationscaughtfromthenaturalpopulationwereusedasacontrol.Genetic

polymorphismwasassessedusingmicrosatelliteDNAandmtDN?.controlregion

markers.Moderatetohighlevelofpolymorphismwasobservedamongthegreater

amberjacksamples.Nineto12.7allelesper.locuswereobservedinthree

microsatelliteloci,whiletheobserved(and-expected)averageheterozygositieswere

O..701(0.778)andO.654(0.738)foraquaculture-farmandnaturalgreateramberjack

samplesrespectively(Table3).Thirty-threecompositesofmtDNAcontrolregion

haplotypesweredetectedviadigestionwithfiveendonucleases,Haelll,Hinfl,Mbol,

RsalandTagl(Table4).Significantgeneticdifferentiationwasobservedamong

greateramberjacksamples.Nei'sgeneticdistancesrevealedthatatleasttwo

geneticallydifferentsub-populationsofgreateramberjackwereusedinthe

aquaculture-farmofJapan(Fig.3).

IV.Lossofgeneticvariabilityingreateramberjackfromtheartificial

propagatedactivity
TheseedproductionofgreateramberjackwascarriedoutattheKinki-

UniversityandthePrefecturalFisheriesExperimentalStationofNagasaki.Twentyto

thirtybreedersfromfourtofiveyear'sagewereusedforreproduction.Thebreeders

aredistributedintoa200m3concretepondwithproportionof4:3(male:female)

afterinjectedwithgonadrotropin(5001U/fish)formassspawning.Theoffspring

wereremovedtoa20m3-concretepondandrearedforsixmonths.DNAwas

extractedfromtheoffspringtoexaminethepolymorphismusingmicrosatelliteDNA
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andmtDNAcontrolregionmarkers.Thegeneticvariabilityofgreateramberjackfrom

artificiallypropagatedactivitywasalsocomparedwiththoseobservedinthenatural

samples.Significantdifferenceingeneticvariabilitywasobservedamongartificially

propagatedsamples.Thegeneticdifferentiationwasalso-significantbetweennatural
andartificialpropagationsamples.Lowervariabilitywasobservedintheartificially

propagatedsamplesthanthoseobservedinthegreateramberjackfromnatural

populations(Tablesand6).Thesegeneticchangeinvariabilityandallelefrequency
maybecausedbybottleneckeffectandrandomgeneticdrift.

V.Fluctuationofthegenetic.variabilityduringspawningtimeinahatchery:a

referencecasefromredseabream.

Geneticmonitoringofbroodstockinthehatcheryisnecessarytopreventthe

erosionofgeneticvariabilityandthepossibilityexposureofdeleterious-recessive

genes.Geneticvariabilityofredseabreamsamplesfromdifferentspawningdates

wasassayedbythepolymorphismofmicrosatelliteDNAandmtDNAcontrolregion

markers.Fourteento18.3allelesperlocuswasobservedin3microsatellitemarkers,

whiletheobservedandexpectedaveragesrangedfromO.843toO.919(Table7).

Twenty-threecompositesofmtDNAhaplotypesweredetectedfollowillgdigestionof

controlregionsequenceswithfiveendonucleases:Haelll,Hinfl,Mbol,Rsal,and

Tagl(Table8).Significantdifferenceofgeneticvariabilitywasobservedatnong

samplesfromdifferentspawningdate.Fluctuationofgeneticvariabilitywasfound

duringspawningactivity.Poolingsamplesfromdifferentdatesincreasedthegenetic

variabilityduringspawning,anditwascomparablewiththose-observedintheredsea

breamsamples丘omthenaturalwaters(Fig.4and5).Collectingoff6pringof

differentdatesmayconductthepreservationofgeneticvariabilityinhatchery

samples.

ConclusionandSuggestion

Thedevelopmentofmierosatellitelocihasbeenconductedfromgreater

amberjackgenome,ThoselociwereavailablealsofortheotherSeriolaspecies.

Geneticvariabilityofsamplescollectedfromnatural,aquaculturefarmandartificial

propagationactivityhavebeenexaminedusingmicrosatelliteDNAandmitochondria

DNAmarkers.ThepresentstateofgeneticvariabilityofspeciesingenusSeriolais

relativelyatlevel"non-endangered"condition(Table9).Thisstudyshowedthathigh

polymorphismwasobservedinthenaturalandaquaculture-farmsamples,butlossof

geneticvariabilitywasfoundinartificiallypropagatedsamples.Significantgenetic

differenceswereobservedbetweenkingfishsamplesfromJapanandAustralia-New

Zealand.TheSouthernHemisphereofyellowtailkingfishisthoughttobeoneof

threemorphologicallysimilar,butgeographicallyseparatepopulationsorsubspecies.

TheAustralianandNewZealandspeciesisknownas5θrわ1α1α1α η4∫10Zoη4∫,while

theJapaneseoneisS.lalandiaureovittata.Significantgeneticdifferentiationwasalso
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observedamonggreateramberjackusedasseedfishinaquaculture-farms.Atleast

twogeneticallydifferentsub-populationsweredistributedintheaquaculture-farmof

Japan.OneofthosestocksiscomefromtheVietnamwaters.Furtherfromareference

caseinthehatcheryexperiment,monitoringofgeneticvariabilityofredseabream

wasconductedduringspawningactivity,showedthatthecollectingoffspringfrom

differentdateduringspawningmaybeeffectivetopreservethegeneticvariabilityof

hatcherystocks.

Regardingtheaboveresults,itissuggestedthattheJapaneseSeriolapopulations

shouldbeusedfordevelopmentofaquacultureandpreservationofgeneticresources

ofnaturalpopulations.Thisisbecausetheimportingthestocksfromdifferent

subpopulationswillriseariskofundesiredeffectsuchaslossoflocaladaptation,

geneticstructuralchangeandgeneticdisturbance.Further,monitoringgenetic
variabilityandapplicationofenougheffectivenumberoffoundersshouldbeusedin

artificialpropagatedactivitytopreventtheerosionofgeneticvariabilityandthe

possibilityexposureofdeleteriousrecessivegenes.Itisalsopossibletomaintainthe

geneticvariabilityinhatcherybycollectingtheoffspringfromdifferentdatesduring
spawningtime.Finally,usingthegeneticmarkers,theadditionalpopulationsamples

shouldbetestedtoclarifythegeneticstructureofgenusSerrolafromgeographically

intermediateareas.
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Tab且e1, GeneticvariabilityofkingfishcollectedfromJapan(J-1),Australia

(A-1to3)andNewZealand(N-1)revealedbymicrosatelliteDNA

Sample Locus

Sdn-03Sdn-06 Sdn-09 Average

J一] N-samples

N-allele

恥

恥

H∂ 仰8

58

36

0,7

0.961

0.728*

60

13

0.s

O,748

1..069

60

9

0.75

0.723

1.037

19.3

0.75.

0.809

0.945

A-1 iQ-samples

N-allele

恥

梅.

Ho侃 θ

80

36

0,825

0.963

0.857申

SO

20

0.75

0.905

0、829寧

80

16

0.75

0.887

0.846率

24

0.775

0.918

.0.844

A-2 N-samples

N-allele

Ho

漉

H∂!ム 「ε

69

30

0.884

0.95

0.931

71

21

0.7ユ8

0.908

0,791串

78

17

0.744

0.754

0.986

22.7

0.782

0.871

0.903

a-s N-samples

N-allele

No

He

Ho伍1θ

76

37

0.763

0.961
.0
.794率

76

23

0.671

0.915

0.733

79

17

0.62

0.891

0。696寧

25.7

0.685

0.922

0.741

N-1 N-samples

N塒allele

飾

旋

Ho艀8

25

21

0.72

0.929

0.775

24

15

0.583

0.874

0.667

24

12

0.666

0.863

0,772

16

0.656

0.ssa

O.738

、.寧)Depa巾refromHardy-WelnbergEquilib巾matBon艶rronivalue,

P〈0・01。 一〉'(0・05/5)

Table2. GeneticdivergenceofkingfishcollectedfromJapan(J-1),Australia(A-1to3)

andNewZealand(Z-1)revealedbyMtDNA'analysis

Haplotype* J-1 A-1 A-2 A-3 N-1

1AAEFD

20AEFD

30AFFD

4ABEFD

sOAFFE

6ABGFE

7ABGFF

8ABGFG

gABHF'F

10ABHFG

llACGFF

12ACGFG

0.182

0.382

0.4

0.ois

o.ois

O

O

O

O

a

O

O

0

0

0

0

0

0.013

0.313

0.613

0

0.025

0.038

0

0

0

0

0

a

O.063

0,3ユ3

0.6

0

0

0.013

0

0

0

0

0

0

0.osz

O.257

0.597

0

0.039

0.026

0.039

0

0

0

0

0

0.oa

o.as

O.64

0.04

0

0

0

Noofsample

Noofhaplotype

Hapl.otypeDiversit}

55

5

0.66

80

6

0.525

80

4

0.538

77

6

0.576

4

0.509

*)GeneratedbyTagl ,Haelll,Mbol,RsalandHinilendonucleases
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Table5. Geneticvariabilityofseedfishofgreaterambarjackcollectedfromartificial

propagatedactivity(H-1to9)endnaturalwater(N-1to3)revealedby
microsetelliteDNA

Loci

Sample Sdn-08 Sdn-08 Sdn-09 Mean

H-1

Wakayama

N-s昌mpb

N一 呂ll610

N-effectiveallele

施

楠

〃bノ召θ

40

4

2.9

0.84fi

O.859

1.249宰

38

4

z.z

O.459

0.554

0.829

40

3

2s

O.821

0.857

1.249*

3.7

2.7

0,709

0.823

1.121

㌧

H-2

Wakayama

N-sample

N-allele

N-effectiveallele

陥

施

Ho/He

40

3

2.0

0.725

0.504

1.438*

40

10

5.8

0.417

0.827

0.504+

40

3

2,1

0.857

0.527

1281串

5.3

3,3

0soe

O.619

1.075

H-3

Negaaaki

N-sample

N一 島II6io

N-offootivo画 闘616

肋

楠

〃b/鰯6

40

3

1.4

0.200

0.275

0.727

40

e

2.3

0.425

0.587

0.749

40

3

1.4

0.22s

O.293

0.788

4.0

1.7

0.283

0.37巳

0.748

ー

8

需

忙

N

O

N-8邑mpl6

N-ellela

N-effective.llele

楠

楠

βb/陥

79

5

3.2

0.570

0.888

0,828率

87

22

14

0.7Q1.

0.929

0.755率

79

7

3.8

0aoo

o.719

0.874

4.0

11.3

0.857

0.778

0.852

N-2

Kochi

N-sample

N-allela

N-effectiveallele

肋

楠

〃bノ 胃 θ

80

6

3

0.675

0.667

1.011

BO

22

11.9

0.B50

0.91B

O.709*

BO

e

3.8

0.775

0.738

t.050

12

6.2

0,700

0.774

0.924

N-3

Wakay目m亀

N-sample

N-allele

N-affectiveallele

施

能

〃o/召 σ

80

5

2.5

0.800

0.eoz

osse

76

24

13.8

0.579

0.927

0,625事

80

5

2.5

0.838

0.804

1.056

11.3

8.3

0soe

o.ｻi

O.89

*)Dopa「turofromHardy-WoinborgoquilibriunlatBonforronicorTootodlovol ,PくO.OO8

Table6, Haplotypefrequencyofgreateramberjackfromani&cialpropagated

activity(1-1-1103)andnaturalwatea(N-1to3)generatedbyfiveenzyme's

襟 Haplotype H一]

Wakaya血a

H-2

Wakayama

H-3

Nagasaki

N-1

0iia

N-2

Kochi

N-3

Wakayama

1

2

3

4

5

6

7

10

11

12

13

14

21

32

33

34

na,aan

BAAAA

CAAAA

DAAAA

曲

FAAAA

FAAAC

DAADA

ACAAA

DAABA

DABAA

AasAa

EAABA

AADAA

DACAA

脚

i.o 0.975

0.025

o.oas

0.975

osoo

o.oia

O.097

0.278

0.oia

O.014

o.oia

O.014

0.014

0.oza

o.oia

0.455

0.091

0.065

0.325

0.026

0,0ユ3

0.013

0.013

0.481

0.039

0.099

0.312

0.065

0.013

0.013

0.013

00ze

N-sample

N-haplotype

Haplotypediversity

38

i

o.ooa

40

z

O.049

as

z

O.049 7

2

1

6

7

1

・
0

77

8

0.683

77

9

0.672

一528一
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Table9. Geneticvariabilityoffishspeciescol]ectedfromdifferent

ecologicalrevealedbymicrosatelliteDNAmarkers

Species NA NEA Ho He Ne

Thuna寧1

Kingfish

Greateramberjack

Redseabream'2

Grouper

Ayu事3

Endangeredpopulation

ofayu

Threespinestickleback

Commoncarpｰ4

Ornamental-Nishikigo

Carp亀4

12.7

21.7

11.7

23.7

9.3

11.6

2.4

10.8

3.9

4.4

4.5

8.7

4.5

6.5

2.3

4.4

1.67

5.1

1.7

2.3

0.798

0.752

0.679

0.83

0.504

0.731

0.200

0.61

o.20s

0.380

0.761

0.809

O.778

0.856

0.563

0.784

o.aoi

0.653

0.581

0.462

8750

19250

8750

13750

3250

8500

1675

ioaso

1750

3500

'1)Takagietal.(1999)
ｰ2)Ricardoetal.(1999)
"3)Takagietal.(1999)
`4)Aliahetal.(1999)

Yel]owtail

Yellowtail

K三ngfish

Greater

amber]ack

別ghfin

ambe再ack

＼

o.i

Fig.1.Genetjcrelatlonshipa皿ongfourspedesofgenus5θr∫01ρbasedontheワPGMAdend∫ogram

ofNei'sgeneticdistanceofallelefrequency
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、

Japan-1

NewZealand-i

Australia-2

Australia-1

Australia-3

o.i

Fig.2.GeneticrelationshipamongkingfishfromJapan,AustraliaandNewZealandbasedonthe

UPGMAdendrogramofNei'sgeneticdistanceofallelefrequency

N-1

N-3

F-4

F-3

N-2

～F-1

F-2

of

Fig.3.Geneticrelationshipamonggreateramberjackusedasseedfishinaquaculture

farmsofJapanbasedontheNEIGHBORJOININGdendrogramofunweighted

Nei'sgeneticdisctanceofallelefrequency
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論 文 審 査 結 果 要 旨

近年,日 本の海産漁の増養殖において,多 品種化がすすめられる中で,ブ リ属をはじめとする外国種

苗が輸入され,そ れら導入魚の養殖生け貴からの散逸や遺棄により自然生態系へ広がるケースも認めら

れ,生 態的撹乱が懸念されている。本研究は,養 殖場周辺海域(生 態系)に おける導入種とそれに対応

する在来種の集団遺伝学的特性を査定 し,外 来種導入の潜在的な利点および有害性を評価するとともに

管理手法を開発する事 を目的としている。

第1章 では,マ イクロサテライ トDNA多 型マーカーを検出するためのプライマーシークエンスの開発

を試みている。カンパチを用いて開発 したプライマーシークエンスにより当該種及びその近縁魚類(ブ

リ,ヒ ラマサ,ヒ レナガカンパチ)の マーカーを検出 したところ,遺 伝的多様性はヒラマサが最 も高く,

カンパチ,ブ リ,ヒ レナガカンパチの順に低 くなっていること,遺 伝的類似性については,ブ リとヒラ

マサの2種,カ ンパチとヒレナガカンパチの2種 がそれぞれ相対的に近縁であることを解明 した。

ヒラマサは南北太平洋に広 く分布する回遊魚である。第2章 では,日 本近海およびオセアニア海域で

採取したヒラマサのマイクロサテライトDNAマ ーカーを検出 し,そ れらの集団構造(繁 殖の単位)に 関

する解析を行っている。遺伝的多様性は,日 本およびニュージーランド集団においてやや低 く,オ ース

トラリア集団では高かった。 日本近海集団とオセアニア海域の2標 本群間に遺伝的異質性が確認 された

ことから,両 海域にはそれぞれ独 自の繁殖集団が存在することが強 く示唆 された。

カンパチは,養 殖において使用するため外国(ベ トナム)か ら大量の天然種苗が導入 されている。

第3章 では,ベ トナム産カンパチと日本産カンパチのゲノム遺伝子の構成 と集団間の遺伝的異質性の検

定を試みたところ,両 海域間で明らかな差異が認められ,両 海域の集団がそれぞれ独 自の産卵場に由来

することが示唆 された。ベ トナム産カンパチの養殖利用は,遺 伝的異質集団の導入のケースに当たるた

め,養 殖対象として利用するに際 して,そ の潜在的利点 と有害性について総合的な評価が求められると

した。

第4章 では,カ ンパチ養殖用人工種苗の遺伝的多様性や遺伝子構成の変化を,マ イクロサテライ ト

DNA多 型およびmtDNA制 限酵素切断片長多型マーカーにより評価する試みを行 っている。人工種苗に

おける遺伝的多様性は野生集団に比べて著 しく低下 しており,産 卵 に加わった雌親魚は事実上数個体以

内であ り,集 団の有効なサイズ(Ne)が 限界サイズを大 きく下回っていることを解明 した。

第5章 では,人 工種苗生産において集団の有効 なサイズを限界サイズ以上に維持するための手法開発

調査を試みている。産卵期間に複数回採卵 したところ,そ れぞれの採卵 日の仔魚の遺伝的多様性は低下

しているが,こ れらをプールすると親の集団と同じレベルに維持できることを明 らかにした。

本研究では,外 来種苗の利用および人工種苗の遺伝的管理手法に関する指針を提案 している。また,

ブリ類の集団構造に関 して科学的新知見が多 く含 まれてお り,野 生集団の遺伝的保全 に関して現時点に

おいて説得力のある指針を示したことの保全生物学的意義は大きい。よって,審 査員一同は本論文の著

者を博士(農 学)の 学位 を授与するに値するものと判定 した。
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