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論 文 内 容 要 旨

序論

サケ科サケ属の一種サクラマス(0ηoo〃加 σ伽 脚50〃〃αyoのは、食味に優れてお り、目本の食文化の

一端を担ってお り、また、遊魚の対象 としても人気が高い。 しかし、乱獲や河川環境の悪化により資

源量が著しく低下しており、富山県においては希少種に指定 されている。このような産業的、および、

資源保護の観点から、養殖事業や放流事業が長年にわたり行われている。

種苗放流は資源増大のための一つの有効な手法であるが、無秩序な放流は在来集団の遺伝的多様性

と地域特異性を消失 させ、在来集団の適応度を低下させる恐れがあると言われている。これを防ぐた

めには、在来集団の多様性 と分化の現状を把握 し、種苗放流のリスクを管理する必要がある。これま

で、在来集団の多様性と集団分化に関する研究は、アイソザイム分析、および、ミ トコン ドリアDNA

のD-LOOP領 域 の分析によって実施 されているが、マーカー座の感度が低いため、統一的な見解を得

るには至っていない。そこで、本研究では、高感度マーカーであるマイクロサテライ トDNAマ ーカ

ーを開発 し、そのマーカー座の性能を検討 した後、在来集団の多様性と集団分化を検討 した。種苗放

流の リスクを管理するためには、在来集団における放流個体の追跡調査 と、多様性低下防止手法の開

発が必要である。放流個体の追跡調査には、AssignmentTestを 利用 して個体の産地を推定す ることを

試みた。多様性の低下を防止する手法としては、遠縁の個体を選び交配を行 う、M㎞alKinship法(MK

法)が有効と考え、継代シミュレーシゴンを30世 代にわたづて行い、多様性レベル維持に関する勧果

を評価検討 した。

第一章 マイクロサテライトDNAマ ーカーの開発

マイ クロサテ ライ トDNAマ ーカー を、以下の3種 の方法で開発 した。

1)サ クラマ スDNAか らのマイ クロサテ ライ ト部位 の同定

サ クラマ スDNAの ゲ ノムライ ブラ リー を作成 しその中か らマイ クロサテ ライ ト領 域 を単離 し、21

種のプ ライマーセ ッ トが設計 した。21種 のプライマーセ ッ トで増幅 を試みた ところ、全てのプ ライ マ

ーセ ッ トにお いて増幅が確認 できた
。 これ らの うち、変異 が検 出され、ア リル型の識 別が可能である

2セ ッ トに0〃2α01お よび 伽 α02と 名づけた。

2)サ ケ属 の他魚種 のマイ クロサテライ トプ ライマ ー の転 用

マ スノスケ、カラフ トマス、ベ ニサ ケで開発 され た5つ の既知 のプ ライマーセ ッ トを用いて、サ ク

ラマ スのマイク ロサテライ ト領域の増幅 を試 みた ところ、全 てのプライマー においてサ クラマスにお

いて増 幅が確認 された。 この うち、マス ノスケ のマイ クロサテ ライ ト領域 の一つ であ り、GAリ ピー

トを持 つ 伽520(AccessionNO.AYO42710)は 、変異が検 出され、ア リル型 を明確 に識別す るこ とが可

能 であった

3)サ ケ属 他魚種 の遺伝子 のイ ン トロン領域 か らマイ クロサテ ライ ト領域 を探索 、同定

国際塩 基配列デー タベースに登録 されてい る0ηoor伽o肋3属 魚種のイ ン トロン領域 中か らマイ ク

ロサテ ライ ト部位 を探索 した ところ、 シロサケ のsomatolactin遺 伝子(AccessionNO.:DlO638)と ニジマ

スのIgMheavychain遺 伝子(AccessionNO.:X83372)の イ ン トロン部分 に、それぞれCTとTAを 単位 と

したマイ クロサテ ライ ト領域 が存在す るこ とが判明 したので、プ ライマー を設計 し増幅 を試みた とこ
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ろ、それぞれ変異が検 出 され ア リル型 を明確 に識別す ることが可能で あった。以 上の5マ ーカー座 の

プ ロフィール を表1-1に 示す。

表1-1開 発 されたマイク ロサテライ ト側Aマ ー カー のプロフィール

マーカー座 リ ピー ト

モ チ ー フ
Primer配 列(5,→3「)

アニー リング

温度
出典

Ots520

0卿 躍01

0加 躍02

0鷹 露3舵

0蹴 α4'η・

(GA)nF:AGAGTGCAAGGCGAGTATTC

R:CTTGACAGCAGGTAACCATG

(CA)n(C'1)nF:GTGTGGATGGCGATTGGTGT

R:TCCCCTGAGATCATTGTAAA

(CA)nF:AATGCCTGTTGGGAAAGAGA

R:TAGGGGTTTGTAATGTAGAA

(CT)nF:TTTCTCCTTTAGCCCAATG

R:CAGAGTAGACAGGGGGATG

(TA)nF:CTGCGCATGTGTAGCCTATG

RTCTTTAGAGGGGGTCATTAC

5090

5690

56`C

5690

56℃

NaishandPark

(Acc.No:AYO42710)

本 研 究

本研究

Takayamaetal.

(Acc.No:D10638)

Andersonetal.

(Acc.No:X83372)

これ らの5マ ーカー座が多様性解析に使用可能であるかを検討するために2001年 に富山県神通川へ

遡上 した44個 体のサンプル と新潟県荒川へ遡上した25個 体を用いて多様性を評価 した。多様性の指

標 として、ア リル数(NA)、アリルのサイズ幅、ヘテp接 合度の期待{直(乃ε)と観察値伽)を 求め咋。また、'

これ らのマーカーがハーディーワインベルグ平衡から逸脱 しているかを検定した。以上の結果を表1-2

に示す。

表1-2開 発 されたマイク ロサテライ トD甑マーカーの変異量

マーカー座

採集地点 変異量の指標

0欝5200π 昭010蹴 摩¢020〃3庭03」 ヒ80初 α04〃2ッ

神通川

2001年 度

C唖=44)

NA

SizeRange(bp)

ho

ゐe

P臼v劉iue

1416

173-209121-173

0.8410.750

0.8590.917

0.4590.033*

17

124-190

0.aie

O.897

0.206

96

108-130150-164

0.9090.636

0.8810.630

0.5520.944

荒 川

2001年 度

(N置25)

NA

SizeRange(bp)

ゐ0

ゐe

P-va匿 聾e

izas

171-199119-199

0.8800.920

0.9170.958

0.6460.407

15

ias-isz

osso

O.916

0.788

106

108-130150-164

0.9200.680

0.S190.759

0.8610.054
★は、ハーデ ィー ワイ ンベル グ平衡か らの逸脱

ア リル数 は、6か ら24個 までの範 囲を示 し、ヘテ ロ接合度の期待値(漉)は 、0.630か ら0.958ま での

範 囲を示 し、ヘテ ロ接合体率 の観察値伽)は0.636～0.920を 示 した。ハーデ ィー ワイ ンベル グ平衡 か

らの逸脱 は、神 通川 の0脚01で のみ観察 され、それ以外 のマーカー座 で は逸脱 は観察 され なかった。

0脚01に 関 しては、荒川 の0〃2α01で は逸脱が観察 されないこ とか ら、神通川集 団の構造 に起 因 して

いる と考 え られ 、マーカー座 に起因 してい るものではない と考 え られ る。

以上 の結果 か ら、本章 で開発 された5マ ーカー座 はサクラマス の集 団解析 を行 うのに有効 な変異量

がある と考 え られた。
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第二章 マイクロサテライトDNAマ ーカーの遺伝様式の検証と個体間距離の推定

マイクロサテライ トDNAマ ーカーは、高変異性であるためプライマーサイ トも変異 しやす く、低

感度マーカーに比べ塩基配列における特異性は必ず しも高い とはいえない。従って、目的 としないマ

イクロサテライ ト座が増幅 された り、目的とするマーカーアリルが増幅 されない可能性があるため、

マーカー座毎にそれらの遺伝様式の確認 を行 う必要がある。そこで、本章では、両親のアリル型が明

らかな2交 配区を用いて、第一章で開発 したマーカー座がメンデル遺伝するか否かを調べた。両親の

アリル型から予想 される仔魚 のアリル型頻度の期待値 と仔魚のアリル型頻度の観察値 を比較 し、-2

検定を行ったところ、メンデルの分離比からの逸脱は観察 されず、メンデル遺伝 していることが分か

った(表2-1)。

表2-1マ イク ロサ テライ トDMマ ー カーの ア リル型 の遺 伝様 式

お よび メンデル式分 離 に関す る λ'2検定

交配区 遺伝子座 両親の遺伝型 叢 黎型 観察値 期待値P柚 ・

0む520 雄195〃9517η9525
雌17〃199195Z19921

230
.55523

0鋭 α01
雄123Z12312淵12328
雌123〃35123Z13519

23.50
.18923

.5

A
0脚02 雄124!128124〃2830

雌128～72812翫12818

240
.08324

0〃 露α03ゐε 謹1多 瀦 ・3刎・848
48 ハ感

雄
OmaO4my

雌

IS2/IS210152/154

152/15414

1伽58暮 辮 謬}1

12
120

.72112

12

0応520 雄195ZZ95195Z19523
雌195Z197195Z19719

210
.53721

OmaOI 雄123ZZ23
雌123Z123

123/12342 42 ハζぶ

BO配 α02
雄 ・2初281多瀦 島

124/13010雌12〃130
128/1309

10.25
10.250

.16110
.25

10.25

0〃昭03舵 雄122四22116α2227
雌,116α18118∠12215

210
.06421

伽 ・勿 雄1揚 鶏 多霧 多ll 20.50
.87620

.5

また、マーカー間に連鎖関係があるか否かを、2001年 に富山県神通川へ遡上 した44個 体のサンプ

ル と新潟県荒川へ遡上 した25個 体を用いて連鎖不平衡の検定を行ったところ、2集 団間を通 して連鎖

不平衡が観察されたマーカー対はなかった。メンデル遺伝および染色体上での連鎖関係がないことか

ら、中立なマーカー座 として集団解析に利用可能であることがわかった。

これ ら5プ ライマーが家系解析に利用可能であるかを検討するために、同胞集団内および半同胞集

団間における、P5α(アリル共有度)の分布を求めたところ、単峰型の分布を描き、家系を反映 した結果

を示 した(図2一1お よび図2・2)。
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繋i,蒔 剛
0.00、1Q203040.50石 α7α809LOO.00ユ0.20、3α40.50.60.70.80.91.0

ρ38禽 ヨ

図2-1同 胞 集 団内 に おけ る み8の 頻 度 分布 図
.2-2半 同胞集 団 間(交 配 区1-2間)に おける 月g∂の頻 度分布

そ して、2交 配 区の全個体間の1-P5α を求 め、UPGMへ 法に よってク ラスター解析 を行 った ところ、

家系に対応 した明確な二つのク ラスター を形成 した(図2-3)。
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図2-32交 配 区(MA1と 撚2)に 属す る個体 の個 体間距離 に基づ くUPG撚 デ ン ドログラム

このことから、5マ ーカー座を使って半同胞集団を識別できる可能性があると考えられる。

以上の2点 から、開発 した5マ ーカー座は、家系解析に有効 と考えられた。
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第三章 マイクロサテライトDNAマ ーカーによるサクラマスの遺伝的 多様 性と

集 団分化

富山県神通川(2001年 、2002年)、 新潟県魚野川 、荒川、三面川、北海道尻別川 、暑寒別川 、標津川、

岩 手県安家川(以 上2001年)、 宮城県気仙沼沖(2003年)の9水 域(10標 本集団)で それぞれ17～48個 体 を

採集 し、計333個 体をサ ンプル として供 した。遺伝的多様性 ア リル数(NA)、 ア リル リッチネ ス(AR)、

ヘ テロ接合度 の期待値伽)と 観察値伽)、 ハーデ ィー ワイ ンベル グ平衡か らの逸脱 に関す る 、P-valueを

求 めた ところ、表3・1の 結果 を示 した。

表3-1天 然ザクラマス10標 本集団の遺伝 的多様性

マー カー 座

神通川 神通川 三面川 魚野川 荒川 尻別川 標津jll暑 寒別川 安 家川 気仙沼沖
2002002

Sample4444

Size
17 21 25 48 43 26 21 44

OmaOINA16191519

AR13.113.315.017.3

hoO.7500.7050.8240.952

heO.9170.8800.9380.948

ρ一》a[ロeOO33寧0000串0.2020.174

241913191514

19.713.59.516.413.49.0

0.9200.5830.5580.8460.7140.659

0.9580.915 ,0.8000.9470.9080.764

0.4070.000`0.000'0.023'0.003'0.339

OmaO2NA17171312

AR12.612.513.010.9

hoO.8180.8640.8820.714

heO.8970.8950.8890.868

P-valueO.2060.5080.8680.166

151818151323

13214.013.612.511.914.4

0.8800.8750.8600.7310.9050.773

0.9160.9260.9180.8920.8940.893

0.7880.048"0.0510.3080.9650.002'

OmaO3keNA91089

AR8.89.58.08.7

hoO.9090.7730.8240.667

heO.8810.8850.8000.847

P-valueO.5520.1090,3820.028'

1011129815

8.87.19.97.37.911.4

0.9200.9170.8600.7690.7620.795

0.8190.8190.8800.7960.8290.898

0.8610.fi450.8490.7870 .036'0.002'

OmaO4myNA6555

AR4.94.65.04.7

hoO.6360.6360.7650.667

heO.6300.6610.7290.642

P-valueO.9440.1080.4840.810

656757

5.64.85.46.54.85.5

0.6800.6670.7910.6540.7620.638

0.7580.7020.8110.7930.6820.701

0.0540.2340.7750.1560.5430.148

Ofs520NA14121112

AR10.69.811.011.1

hoO.8410.7950.7060.714

heO.8590.8540.8340.879

P-valueO.4590.013"0.020'0.070

121615151116

11.312.111.812.710.7t1.2

0.8800.8750.8600.8850.9520.888

0.9170.8840.8880.9020.8830.865

0.6460.2140.7460.1180.6520.826

5座の

平均値

NA12.4012.6010.4011.4013.4013.8012.8013.0010.4015.00

AR10.009.9510.4010.5711.7210.3010.0411.089.7410.29

HoO.7910.7550.8000.7430.8560.7830.7860.7770.8190.750
.陥0

。8370。8350.8380.83'70.8740.8490.8560。8660り8390.824

*印 は 、バ ー7イ ー ワ ー イペ ル 平 衡 、らの 逸 脱(5艶 水 ま)示

各地点にお ける、ヘ テ ロ接合度の期待値 の平均値(Hε:5マ ーカー座)は 気仙沼沖の0.824か ら荒川 の

0.874、ア リル リッチネスの平均値(5マ ーカー座)は 安 家川の9.74か ら荒川 の11.72ま で の値 を示 した。

荒川は、全てのマーカー座 においてハーデ ィー ワイ ンベル グ平衡 か らの逸脱が確認 されず、それ以外

の標本集 団で は、1～2マ ーカー座 でハーデ ィー ワイ ンベル グ平衡 か ら'の逸脱 が観察 され たが、全て の

マーカー座 で逸脱 してい る集 団は なかった。

マイ クロサテ ライ トDNAマ ーカーによるヘテ ロ接合度 の期待値 の平均値(飽:5マ ーカー座)は 、絶

滅危惧種の リュ ウキ ュウアユでは0.364か ら0.348、 もしくは0.176か ら0.226程 度で あ り、多様性 に
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富んでいると言われているマダイ とヒラメにおいては、0.694か ら0.924、0.74か ら0.76程 度の値を示

す。本研究におけるサクラマスの0.824か ら0.874と い う値は、多様性に富んでいるマダイおよび ヒラ

メと比べても大差なく、十分な多様性を保持 していると考えられる。

次に、サクラマスの異なる遡上年の標本集団間において異質性が存在するか否かを判定するため、富

山県神通川の2001年 標本群、2002年 標本群を用いてFst分 析を行ったところ、両標本集団間に異質

性は認められなかった。次に水域間に異質性が存在するか否かを調べるために、9水 域間でのF就 分

析およびAmova分 析を行ったところ、全ての水域間で異質性が観察され、全標本集団の変異量の うち、

集団間の変異は3.18%を 占めていることがわかった。以上か ら、サクラマスの在来集団では、同一水

域の異なる漁獲年の標本群は同一 とみなせ るが、永域間は異なる分集団を形成 していることがわかっ

た。この現象は、サクラマスが、サケ科魚類の中でも特に強い母川回帰性 を有 しているため水域毎に

強い遺伝的独立性を備えたことを示唆している。

安家川

魚野川 気仙沼沖

図3-1

面
川
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CavalIi-sforzaの 距 離 に よ る 網eighbor-Jointing(陶)
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Cavalli-SfbrzaandEdwardsの 遺 伝 距 離 を 求 め 、UPGMA法 とNJ法 とに よ っ て デ ン ドロ グ ラ ム を 作 成

した と こ ろ 、 図3・1の 樹 形 を 示 した 。
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異質性が観察 されなかった神通川の2001年 度 と2002年 度の標本群は、UPGMA法 とNJ法 で共にク

ラスターを形成 し、ブー トス トラップ値も極めて大きく、信頼性が高かったが、それ以外の地点では、

UPGMA法 とNJ法 で共通のクラスターはなく、また、クラスター間の肢長が長い とい う傾 向も観察 さ

れ、それぞれのクラスターのブー トス トラップ値も小 さかった。従って、それぞれのグループ性に関

しては系統的意味を見出すことは出来ないと判断 された。

地理的な距離とクラスターに正の相関がない原因として、以下の三点が考えられた。一つ 目は、異

なる河川に由来する種苗が放流され、遺伝的撹乱がおきている可能性があること。二つ目は、近年集

団サイズが急激 に減少 して小集団化 し、遺伝的浮動による無方向への分化が加速している可能性があ

ること。三つ目は、現在でも一定の遺伝子交流がおきてお り、分集団間の遺伝的分化が中断 したため

分化の程度が小さくなった可能性があること。クラスター間の肢長が長かったことは、二点 目と三点

目の仮説を示唆 していると考え られる。

第四章 個体レベルの家系および集団識別解析法の検討

サ クラマ スの半 同胞集 団にお いて、家系が推 定で きるか否かを調 べるために、半 同胞関係 にある2

交配区に属す る全ての個体に対 してAssignm㎞tTestを 行 った ところ、交配区1に 属す る全45個 体、

交配区2に 属す る全40個 体が、それぞれの家 系に正 し く再配 置 され 、サ クラマスの家系判別 が可能で

あることがわかった。 これを利 用す れば、サ クラマ スの親魚お よび仔魚集 団の遺伝 的管理 に応用で き

ると考 えられ る。

次 に、野 生集 団 に対 す るAssig㎜entTestを 試 み た。 初 めに、集 団間 の遺伝 的分化 が明確 なアユ

(Plecoglossusaltivelis)を モデルケース として個体 の識別 を試み 、Assig㎜entTestの 有効性 について確認

す るこ ととした。アユ には、琵琶湖 に陸封 され た集 団 と両側回遊す る集 団が あ り、両者 は生殖隔離 し

てい ることが知 られてい る。標本群 として は、1998年 に吉野川 の第十堰下流 域か ら採集 した両側 回遊

型アユ稚魚(A1)と 勝浦川か ら採集 した両側 回遊型 アユ稚魚(A2)お よび、琵琶湖か ら採集 された1997年

の陸封型アユ種苗(L1)と1998年 の陸封型アユ 種苗(L2)を 利用 した。5マーカー座 によるAssig㎜entTest

を行 った ところ再配置率 は0.88～0.94、9マ ーカー座 に よるAssig㎜entTestを 行った ところ再配置率

は0.97～0.99を 示 した(表4-1)。

表4-1ア ユの 型判別結果

マーカー座数 Al

サンプル地点

AZLI L2

5座

両側回遊型

陸封型
'再配置率

68

9

羽0

51

3

0.94

3

36

0.92

7

70

0.91

9座

両側回遊型

陸封型

再配置率

71

2

0.97

1

67

0.99

アユの各標本個体を両側回遊型 と陸封型に判別す ることは、5マ ーカー座でも可能であるが、さら

に増やせぱ詳細なデータが得 られる事が期待できると考えられる。
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さて、これまで陸封型 と両側回遊型の混合率は、両集団を特徴付けるマーカー座のア リル頻度に基

づいて推定 してきた。これに対し、それぞれの個体が陸封型 と両側回遊型か判明すれば、より正確な

混合率の推定が期待できる。そこで、従来法および、陸封型と両側回遊型を個体判別することによっ

て推定する方法で、混合率を推定したところ、表4-2お よび図4・1の結果を示 した。

表4-2各 標本群におけるアユの型判別および混合率の推定

陸封型の混合率

標本群名 サンプル数 両側回遊型 陸封型

個体判別法 頻度法

Ql

Q2

Q3

Q4

Q5

39

80

40

39

40

33

59

22

18

32

6

21

18

21

S

0.154

0.263

0.450

0.538

0.200

一〇.013

0.241

0.476

0。577

o.02s

0.70

0.60

陸

封0・50

型

個0・40

体

の0・30

混
AO.20ロ

率0
.10

0.00

-0 .10

■個体判別法

□頻度法

標本群

図4-1ア ユの陸封型一両側回遊型混合集団における混合率

両側回遊型 と陸封型の混合率を、個体の型判別によって推定 した場合 と従来の方法で推定 した場合

を比較すると、混合率がやや高い状態では両者はよく一致 したが、陸封型の混合率が低い標本群にお

いては、両方法の結果は大きく異なっていた。両側回遊型 と陸封型の混合率を、個体の型判別によっ

て推定した場合は、頻度の影響を受けることがなく、よ り正確に推定できたものと考えられる。

サクラマス天然個体を、9地 点に割当てるAssig㎜entTestを 行ったところ、LOD値 が0以 上の時に

は、全体での再配置率が0.463と 、著 しく低かった。LOD値 を1以 上の個体に限定すると、全体では

0.750に 上がった(表4-3)。
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表4-3天 然 サ ク ラ マス のAssignmenttest結 果

神通川 神通川 三面川 魚野川標本集 団
20012002

荒川 尻別川 標津川 暑寒別川気仙沼沖 全体

再 配 置 率0.4320.4770.5880.5240。1600.4380.6280.4810。4320。463

LodO再 配 置 数19211011

以 上 誤 認 識2523710

合 計44441721

4Z1271319145

2127161425168

2548432744313

再 配 置 率0.7500.667LOOOO.7140.3330.6250.9380.8890.5①00.750

Lod1再 配置数3645

以上 誤認識1302

合計4947

15158451

2311417

38169868

LOD値 が、0以 上、1以 上どちらの揚合も、個体の再配置率は低かったが、まったく分化がおきて

いない分集団問で同様のことを行った場合には、均等に9水 域に割当てられるため理論的には0.11の

再配置率になることを想定すれば、それぞれの水域に再配置される傾向が比較的高いと評価できる。

再配置率が低い理由として、サンプル数およびマーカーの数が少ないこと、および、集団間の遺伝的

分化が小さいことなどが考えられる。今後、マニカーの数とサンプル数 を増やすことにより遺伝的分

化状態 と集団構造をより明確にできれば、'個体 レベルの集団判別ができる可能性がある。

第五章 コンピューターシュミレーションによるサクラマス集団の遺 伝的 多様性の喪失防止

法の検討

第一 節 遺 伝子型 発生 シミコ.レー ション法 の検討

プ ログラム言語Perlに よって、遺伝子型発生シ ミュレーシ ョンを作成 した。アル ゴリズムは以下 の

通 りとす る。遺伝子座0〃2α01が 、雄親ではP1∠P2、 雌親 ではM1雌 だった仮 定す ると、子供 の遺伝

子座0襯01で は、二つ のア リル の うちの片側が、雄 親のア リルP1とP2の いずれかが1/2の 確 率で選

ばれ る。 もう片側の ア リル は、雌親のア リル 鮒 と 翅 の どち らかが1!2の 確率 で選 ばれ る。従 って 、

子供の遺伝子座0〃2α01は 、P1〃1、P1脇 、P2㎜ 、P2細 の4種 類 のいずれ かの型 にな る。 この よ

うにして、1遺 伝子座 のア リル型 がきま り、この操作 を、5マ ーカー座 全てで順次実行 し、子供 の遺伝

子型 を決定 した。

シ ミュレー トされた集 団が、現実のサ クラマスの遺伝様式 を反映 して い るか どうかを、第 二章で用

い た2家 系 をモデル として用 い検討 した。それぞれの交配区の親魚デ ー タか ら、上記 の コンピュータ

ー シ ミュ レーシ ョンに よって100個 体 の子 を作 出 し、それぞれの交配 区の シ ミュレーシ ョンデ ー タセ

ッ トとした。 こ うして得 られ た仮想 交配 区 と実在交配 区の間 に異質性 が存在す るか を調 べ るた め、仮

想交配区 をtriallか らtrial10ま で10集 団作成 し、実在交配区 と併せ た計11集 団でFst分 析 を行 い異質

性 を検定 した。その結果 、1対 の仮想集 団間で わずか な異質性 が観 察 された以外は、両集 団間に異質

性 は観察 されなかった。 この ことか ら、仮想集 団は実在集団 を反映 してい る と考 えられ た。

次 に、仮想 同胞集団のP8α の分布 を求 め、実在同胞集 団のP∫αの頻度 分布 と併せて表示 した ところ、

図5-1-1の よ うに極めて類似 したグラフを示 した。
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図5-1-1サ クラマス同胞集団2集 団とそれぞれの仮想集団における 禽8の 分布の比較

仮想半同胞集 団のP5α の分布 を求 め、実在半 同胞集団のP∫ αの頻度分布 と併せて表 示 した ところ、

図5-1-2の よ うに極めて類 似 した グラフを示 した。
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.xo度

0。亘5
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〔 コ実在集団
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図5・1・2サ クラマス人工交配区2集 団と仮想集団における盈αの分布の比較

以上の3集 団 において、仮想集団の頻度分布 と実在集団の頻度分布 をf検 定 によって調べた とこ

ろ、仮想集 団一実大集団間 に有意差 は認 められず 、仮想集 団のP∫αの分布 は現 実集団 のP5α の分布 とよ

く一致 している と考 え られ た。

親の遺伝 子型 のみが知 られてい る18集 団 をシ ミュレー トして仮想集 団を作成 し、AsslgnmentTest

を行った ところ、1集 団を除いた17集 団では、95～100%と 概 ね高い識別 率を示 した(表5-1-1)。1集 団

におい ては、84%と 他 の集 団 に比べ る と比較 的低 い値 に と どまったが 、誤判 別 され た個体 の うちの

87.5%は 、 元の集 団の半同胞集 団 に割 り当て られ た。 この こ とか ら、親 のデー タの性質 に よって精度

は変わるが、家 系を概 ね識別 できる と考 え られた。
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表5-1-1ヤ マメ人 工 交 配 区 シミコ.レー ション によるAssignmentTestの 結 果

家 系

㎜LIIM[A2㎜ ㎜L4醜51MML6N正A7】MLへ8㎜M[A101MML111顯 、12㎜L131>IA14】M[A151M【A16N正A171M【A18

MAI95

Ntaaioo

MA3100

MA4

MA5

MA6

May

MA8

判 定MA9

結 果MA10

iii

MA125

MA13

MA14

nzais

MA16

MA17

MA18

4

95

i

100

4

96

99

1

ioo

100

1

3

952

98

1

2

98

i

98

1

1

99

ioa

2

9614

484

100

第二節 遺伝的多様性の維持に関する研究

富山県神通川、新潟県荒川、北海道暑寒別川、岩手県安家川(以上2001年)の 遺伝子型データから無

作為に100個 体を非復元抽出し、これをコンピューターシミュレーションの創始者集団とした。世代

交代は、図5・2・1に示すモデルに基づいて設計 し、プログラム言語Per1に よって実装 した。交配は、

父親集団、母親集団か らランダムに1個 体ずつ親魚を復元抽出 して子供を1個 体作成する。 これを、

子供が500個 体になるまで繰 り返した。

親魚の選択方法 各世代の親魚 は、以下の3層種類の選択方法で選ばれた。

1)オ ス集団、メス集団から、任意に1個 体ずつ非復元抽出し、任意の親魚数になるまで父親集団、

母親集団に加えていく。(以下、ランダム抽出と表記)

2)オ ス集団に属する全ての個体と、メス集団に属する全ての個体間のP3α を算出し、P∫αが最小の

ペアを非復元抽出し、任意の親魚数になるまで父親集団、母親集団に加えていく。(以下、MK-Pah

抽出と表記)

3)オ ス集団に属するある1個 体 と、メス集団に属する全ての個体 との間のP3αの平均値を算出する。

Pmの 平均値は、そのオス とメス集団との間の距離と考え、P∫αの平均値が小さい個体か ら順に、

任意の親魚数になるまで父親集団に加 えていく。メスに関 しても、同様の方法で任意の親魚数に

なるまで母親集団に加えていく。(以下、MK.Ave。 抽出と表記)
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次の世代ヘコピー

子集団

始祖集団

:N自100

性分割
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磐

親選択
ランダム選択

MK選 択

遺伝子 型発生

シミュレーション

0

N=540

性分割

《

オス

メス

図5-2-1世 代 交代 シ ミュ レー シ ョンの流れ

多様性の評価 各世代 におけ る子供 の数は500個 体作 出 し、30世 代継 代 した。各世代 にお いて、子集

団 のア リル数(NA)、 ヘ テ ロ接合 度の期待値(Hθ)を 求めた。親魚 の数 に よる多様性 の変化 を調べ るため

に、親:魚数 を20個 体(オ ス、 メス、10個 体ずつ、以下の親魚 数 は、オス、 メス同数ずつの和 とす る)、

30個 体、40個 体 、50個 体、60個 体、70個 体 、80個 体、90個 体、100個 体、200個 体において、ラン

ダム抽出、MK-Paセ 抽 出、MK-Ave.抽 出の親魚選択法 によって シ ミュ レー シ ョンを行 った ところ、ア

リル数は表5-2-1、 、ヘテ ロ接合度 の期待値 は、表5-2-2の 結果 を示 した。親魚数が50個 体 の時 は、

ランダム抽出の際はア リル数(NA)が99個 か ら26.8個 、入テ ロ接合摩の期待値(Hθ)は0.89か ら0.71に

減少 した。 これ に対 し、MK-Ave.抽 出では、ア リル数(NA)は99個 か ら47.4個 への減少に とどま り、

ヘ テロ接合度の期待 値(地)は0.89を 維持 した。MK-Pair抽 出では、 ア リル数(NA)は99個 か ら43.6個

へ の減少 に とどま り、ヘテ ロ接合度 の期待値(He)は0.89か ら0.88と 殆 ど変 わ らず、多様性維持 に関 し

て効果 を示 した。MK・Ave、 抽 出 とMK・Pair抽 出の効果 を検討す るために、それぞれのア リル数(NA)お

よびヘテ ロ接合度の期待値(旋)と ランダム抽 出にお ける値 との比 をとった ところ、図5。2-2の 結果 を示

した。MK-Ave.抽 出では、親魚数 が多 い ときは最 も高い効果 を示 したが、親魚数 が70～40の 時点で効

果 が落 ち、親魚数が30で は ランダム抽 出 と同程度 の効果 にな り、20で はランダム抽 出の半分 の効果

にまで落 ち込ん だ。親魚数が少 な くな るにつれ効果が上が り、常にラ ンダム交配 よ り高い効果 を示 し

た。また、親魚数 が少 な くな るにつれ効果が上がったが、親魚 数が20に おいて は、若干 効果 が低下 し

た。 ア リル数(NA)は 、親魚数 が少 な くなるにっれ効果が上が り続 けた。
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表5-2-1選 択 方法 と親 魚数の違 い による1,5,15,30世 代 目に おけ るア リル数 の変化

GenelationlGenelation5Genelation15Genelation30

NeAve.PairRand.Ave.PairRand.Ave.PairRand.Ave.PairRand.

2071.463.960.8

3080.573.770.5

4086.580.878.7

5089.786.083.4

6092.490.086.7

7094.092.890.9

8095.994.694.0

9097.396.796.4

10098.597.598.0

20098.997.598.8

32.343.836.5

49.853.444.8

62.959.251.3

71.864.156.1

77.568.560.0

81.571.364.1

84.373.767.4

85.877.870.4

87.778.772.5

93.988.384.5

14.027.920.0

28.339.726.1

43.745.931.1

57.150.935.8

66.455.338.4

74.557.841.9

78.761.545.0

81.764.547.7

84.865.650.3

92.677.964.7

6.116.512.5

16.030.116.3

33.338.520.8

47.443.624.0

59.248.126.8

68.650.729.2

73.954.131.6

78.5.56.933.8

82.358.336.1

92.571.850.0

表5-2-2選 択方法 と親魚数 の違 いに よる1,5,15,30世 代 目にお けるヘテ ロ接 合度 の期待値 の変化

GenelafionlGenelationsGeoelation15Genelation30

NeAve.PairRand.Ave.PairRand.Ave.PairRand.Ave.PairRand.

200.900.890.87

300.910.890.88

400.900.890.88

500.900.890.88

600.900.890.88

700.900.890.88

'800
.890.890.88

900.890.890.88

1000.890.890.88

Zooossosgass

0.800.870.80

0.870.890.83

0.900.900.85

0.910.900.85

0.420.910.86

0.930.910.86

0.930.910.86

0.930,910.87

0.930.910.87

0.940.910.88

0.560.780.67

0.780.870.74

0.860.890.77

0.900.900.79

0.410.900.81

0.930.910.82

0.930.910.82

0.930.920.83

0.940.920.84

0.940.930.86

0.240.670.51

0.b20.800.60

0.830.870.67

0.890.880.71

0.910.900.73

0.920.900.75

0.930.900.76

0.930.910.78

0.930.910.79

0.940.930.83

親魚数が少ない際に、MK-Ave.抽 出では効果が落ち、MK-Pak抽 出では効果が安定していることに

ついては、以下のように解釈 した。今回実験に用いた標本は、異質性が検定された4集 団のサンプル

を混合 している。仮に、2つ の分集団が存在し、'2つ の分集団問でサンプルサイズに差があったと仮

定す る。その際には、MK・Ave.抽 出では、小集団の個体は、大集団に属する個体との個体間距離が不

当に高 く加算されるため平均値が高くなる。そのため、親魚数が極端に小 さくなったときは、小集団

に属す る個体のみが選ばれるので、むしろ多様性が低下するものと思われる。一方、MK-Pa辻 抽出で

は、個体間距離が遠いペアが確実に選ばれ るので、親魚数が少ない場合においても安定した成果を残

せ るだろう。
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以上か ら、本節 において、MhlimalKinship選 択 は、多様性維持 に効果 がある ことが示 され た。 しか

し、対象集 団の特性 や、親 魚の数 によって は逆効果 を引き起 こす危険性 も明 らか になった。今後 、

Min量malKinship選 択 を実施す る際 には、継代シ ミュ レー シ ョンを行 い リスクをはか るこ とが必要 であ

ろ う。
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図5-2-2MK選 択 の2方 法(Ave.とPair)の 多様 性 維 持 に 関す る 効 率

(ラ ンダ ム 抽 出 時 の 龍(左 側)お よびM(右 側)の 値 との 比)

第六章 サクラマス種苗放流における遺伝的管理方法の提案

現在、サクラマスの種苗生産は、それぞれの雌から搾出された卵に、数尾の雄の混合精子を媒精す

るケースが多い。この方法は簡便であるが、人工種苗集団における有効な親魚数が、少なくなりやす

く、遺伝的多様性が低下する危険性 がある。種苗生産は、産卵艀化、育成の2つ の過程か らなる。上

記の方法では、産卵艀化の簡便化は可能であるが、多様性の低い種苗を育成 してい ることになり、総
'合的

に考えると遺伝資源の保全の観点か ら無視できない重要な問題があると考えられる。 この問題を

解決す る一つの方法がMinimal照nship法 である。MhimalKjnship法 では、産卵、艀化の段階で遺伝的

多様性を維持するため非血縁親魚を選別するコス トがかかるが、無作為に作られた種苗に比べて小数

の種苗でも高い多様性を維持できるだろ う。 このことにより、育成のコス トが軽減でき、遺伝資源 ン

を保持することができるものと考えられる。現状では、遺伝解析によって親魚を選び出すには高いコ

ス トが必要であるが、持続的に栽培漁業を存続 させていくための未来への投資 と考えれば、その価値

は大きい。

そこで、漁業団体、種苗生産団体、試験研究機関の三者が連携 して、サクラマス資源 を維持するた

めの種苗管理方式を考案した。その方式を図6に 示 した。これは、まず、漁業団体および種苗生産団

体は、サクラマスの一部組織を、試験研究機関を提供する。試験研究機関では、漁業団体から提供を

受けた組織を用いてDNAマ ーカー解析を行い、遺伝的多様性の評価や、昨年度放流した個体のモニ

タリングな ど、産地推定などを行い、サクラマス情報を集約化する。種苗生産団体から提供を受けた
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親魚候補の遺伝的データからは、Min㎞alKinship法 によって親魚データを選定 し、シミュレーション

を行 うことによってリスクを評価 した後、種苗生産団体へ親魚 として最適 と判断 された個体の情報を

提供す る。種苗生産団体は、種苗生産および放流を行い、サクラマス資源の増大に寄与する。

漁獲、生産業務 試験研究業務

サクラマス
囎

臓

獲捕
1
ー

組綴提供一 DNAマrカ ー備{
多様性評価 情報転用

個体 のプロファイリング

放流個体のモニタリング

産地推定(As鵠9皿R㎝tT㏄ 詮)

け発 ス鷺 萄墨 『DNAマ+蜥

情報提供
1

シミュレーションに

よる親魚選択

親魚DNAデ ータ
を次世代へ転用

灘
放流種苗

図6サ クラマス種苗放流における遺伝的管理方法

以上の連携関係を以下にまとある。漁業団体は試験研究機関へ組織を提供 し、試験研究機関は、種

苗生産団体との連携によってサクラマス資源の増大に寄与 し漁業団体の利益を増大させ る。種苗生産

団体は、試験研究団体へ組織を提供 し、試験研究機関は種苗生産団体へ情報を還元する。この方式は、

各組織間が互いに協力す ることによる、漁業資源の継続的な利用に有効であると考えられる。

一472一



論 文 審 査 結 果 要 旨

サ ケ科サ ケ属 の一種 サ クラマス(Oncorhynchusmasoumasou)は,日 本 の食:文化 の一 端 を担 う重 要

魚種 の一つ であるが,乱 獲や河 川環境 の悪化 によ り資源量 が著 しく低下 し,富 山県 では希少種 に指定

されてい る。本研究 は,本 種 の絶滅 リス クを査定 ・評価 し,集 団の遺伝 的管理手法 の開発 を 目指 した

ものである。

最初 に,集 団遺伝 学的分析 に必要 な高感 度マー カー で あるマイ クロサテ ライ トDNAマ ーカ ーの開

発 を試み,多 数のプ ライマーセ ッ トを作製 し,多 型性 を備 える5つ のプライマーセ ッ トの開発 に成功 し,

それ らのマー カー座 の特性 評価 を行 ってい る。次 に,日 本 におけ る天然サ クラマ スの遺伝 的集 団構造

の分析 を試み,漁 獲年級群 間に異質性 はない が,河 川 間では異質性 が存在す るこ とを解 明 してい る。

さ らに,種 苗放流 の リスクを管理す るた めには,在 来集 団におけ る放流個体 の識別 と追跡調査 手法の

開発 を 目的 と して,遺 伝 マーカーを利用 したAssignmentTestを 実施 し,個 体の産地判定 を試みてい る。

集 団構造が アユ のよ うに明確 な場合 には,個 体判別 に基 づき,異 な る集 団 の混合状況 を推 定す る こと

が可能で あったが,サ クラマスの よ うに,集 団構造 が不明瞭 な魚種 で は,分 集団 の判別 率はや や低 く

な るこ とを明 らかに した。今後,マ ーカー数 を増やす な どして集 団間の分化程度 をよ り明確 に捉 え る

こ とを試み る必 要が有 る。また,遺 伝 的分化 の状態 に よっては,個 体判別 が困難 な場合 が想 定 され,

履歴 マーカーの併 用 も視 野に入 れ る必 要性 が示唆 され た。

多様性の低 下を防止手 法 として は,遠 縁 の個体 を選 び交配 を行 う,MinimalKinship法(MK法)が

有効 と考 え,継 代 シ ミュ レー シ ョンを30世 代 にわた って行 い,遺 伝 的 多様性 レベル維 持 に関す る効

果 を評価 ・検討 し,本 シ ミュ レーシ ョン法 が遺伝的多様性 レベル維 持のた めの情報 を得 る上 で効果 的

で あるこ とを明 らかに した。 しか し,対 象集団 の特性や,親 魚 の数 に よっては逆効果 を引き起 こす危

険性 も示唆 され,今 後,種 苗生 産の現場 においてMinimalKinship選 択交配 を実施 す る際には,継 代 シ

ミュレーシ ョンに基づ くリス ク予測 を実施 し,リ スク防止条件 を解 明 した後 に,種 苗生産 とその放流

を実施すべ きとす る管理 マニュアル を提案 した。

以上の よ うに,本 研究 は現存 のサ クラマス集団 の多様性 をDNAマ ーカー によって評価 し,こ れ ら

のデー ター を用い たシ ミュ レーシ ョンに よ り,野 生集 団の遺伝 的保 全に配慮 したサ クラマス放流事業

のあ り方について価値 ある提言 を行 ってい る。 よって,審 査委員一 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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