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研究成果の概要（和文）：近年のDNA 解析技術の発達により、水産生物において全ゲノムレベルの遺伝情報を得
ることが容易となってきた。本研究ではトラフグをモデルとして、全ゲノム情報を遺伝資源管理に活用する道筋
をしめす。まず若狭湾および伊勢三河湾からトラフグ集団を採集し、全ゲノム配列を決定して、集団内および集
団間の遺伝的特性を調べた。次に、全SNP座から約1000座を選び出し、安価で迅速な多検体用遺伝子型判定法の
開発を試みた。その結果、既存のamplicon sequencing法を改変することで、比較的手軽に約1000個のSNPの遺伝
子型を多検体について判定できることがわかった。

研究成果の概要（英文）：The rapid development of large-scale genotyping technology and steep drop in
 its costs offer an opportunities for better fisheries management. This study explores technologies 
of large-scale genotyping to develop the molecular genetic resource for marine fish stocks by using 
fugu (Takifugu rubripes) as a model species. We performed whole-genome resequencing of 10 fish each 
obtained from the Wakasa-bay and the Ise-Mikawa-bay, and discovered approximately 700 thousands SNPs
 per individual. We then compared two populations and found a weak genetic differentiation between 
them, although marked differentiations were observed locally in some genomic regions. We then chose 
approximately 1000 SNP sites and developed an efficient genotyping system for them (1kSNP system) by
 modifying an amplicon sequencing method on Illumina MiSeq platform. The 1kSNP system is suitable 
for genotyping a large number of individuals and, thus, useful for a large-scale genetic survey of 
fish stocks.

研究分野：遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
近年の DNA 解析技術の発達により、水産
生物において全ゲノムレベルの遺伝情報を
得ることが容易となってきた。この莫大な情
報は、主に「育種技術の開発」および「資源
管理技術の開発」に役立つと期待されている。
実際、「育種技術の開発」への効果は大きく、
我が国でも先進的な研究が進められている。
一方、海産魚の全ゲノム情報を「資源管理技
術の開発」に効果的に活用した例は我が国で
はない。この分野は欧米で進んでいるが、試
行錯誤中というのが現状である。研究遅滞の
最大要因は、全ゲノム遺伝情報の研究者と資
源研究者との連携不足にある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、漁業資源の遺伝的特性や種苗
放流効果の把握を目指してきた「フィールド
系学者」と、研究室内でゲノムを解析してき
た「ラボ系学者」が連携し、ごく最近可能と
なった「多個体の全ゲノム配列解析」により、
海産漁業資源の遺伝的特性を解明する。さら
にこの特性情報から資源管理に有効な SNP 
座を 1000 個選出し、安価・高効率な SNP 判
定法(1kSNP システム)を開発する。海産漁業
資源のモデル生物としては、トラフグを利用
する。本種は沿岸漁業の重要種であるととも
に、海面養殖の重要魚種でもあり（生産額は
3-4 位）、さらには栽培漁業の対象魚でもある。
したがって本魚種における技術開発は、水産
諸分野に多面的な波及効果を持つと予想さ
れる。 
 
(1) 多数の野生個体の全ゲノム配列決定と多
型リストの作製 
トラフグ資源は、日本海・東シナ海・瀬戸
内海系群と伊勢・三河湾系群にわけて管理さ
れる場合が多いが、その系群内の遺伝的多様
性および系群間の遺伝的差異の詳細は不明
である。そこでまず 2つの系群を代表する地
域集団を選定し、それぞれ10個体について、
全ゲノム配列情報を取得し、集団レベルの全
多型リストを作成する。 
 
(2) 野生集団間におけるゲノム特性の差異 
2 つの地域集団間における遺伝的特性の差
を明らかにするため、集団内の遺伝的多様性、
集団間の遺伝的分化の度合い、集団内におけ
る連鎖不平衡ブロックの崩壊パターンに着
目し、(1)で得られた全ゲノム情報の比較を
おこなう。 
 
(3) 安価・高効率な SNP 判定法(1kSNP シス
テム)の開発 
漁業資源の遺伝的多様性評価において、現
在もっとも広く用いられている手法は、一生
物種について 5-10 個のマイクロサテライト
座を用いるものである。しかし、その実験効

率と情報量には大きな制限があり、放流魚の
大規模な識別・追跡試験は困難であった。ま
た、この手法では地域集団間の差異が見過ご
されがちで、誤った保全単位の策定を導く可
能性も指摘されている。この問題を解決する
方法は、実験効率が高く、情報量の大きいゲ
ノムワイド SNP セットを利用することであ
る。ところが、SNP解析で常法とされている
DNA チップ法は高価で、通常の漁業資源解
析への適用は現実的ではなかった。RAD-seq
法の利用も提唱されているが、実験間で必ず
しも同じ遺伝子座の情報が得られないとい
う大問題が残されていた。本研究では、マイ
クロサテライト法よりはるかに情報量が大
きくて実験効率が良く、DNA チップ法より
安価で、RAD-seq 法より再現性が高い方法
を、Amplicon sequencing法をベースに開発
する。 
 
３．研究の方法 
(1) 多数の野生個体の全ゲノム配列決定と多
型リストの作製 
まず、日本海・東シナ海・瀬戸内海系群お
よび伊勢・三河湾系群を代表する地域として、
それぞれ若狭湾および伊勢三河湾に焦点を
絞る。各地域から野生個体を採集し、そのう
ち10個体程度から高品質ゲノムDNAを抽出
し、これを次世代シーケンサー（イルミナ 
HiSeq）に付して、ショートリードデータを
得る。得られたデータを BWA によってリフ
ァレンス配列（fugu v5/fr3）にマップし、
GATK等により、多型リストを作成する。 
 
(2) 野生集団間におけるゲノム特性の差異 
若狭湾集団および伊勢・三河湾集団の遺伝
的特性、およびその差を明らかにするため、
ゲノムワイド SNP 情報を用いて、個体間の遺
伝的距離、集団内の塩基多様度、集団間の Fst
値、集団内における多型座間の連鎖不平衡値
を測定する。 
 
3) 安価・高効率な SNP 判定法(1kSNP システ
ム)の開発 
以下のような手順で手法の開発をおこな
う。①上記 1)の解析から得られた SNPリス
トから、リピート領域の有無、アリル頻度
の高低、連鎖関係の強弱に留意しつつ、全
ゲノムあたり約 1000 個の SNP 座をえら
びだし、これをマーカー座候補とする。②
それら SNP 座を挟みこむようなプライマ
ーを 1000 セットを設計して合成する。③
これを 1 個体のゲノムと混ぜて、一つのチ
ューブ内で反応させ、1000 種のアンプリコ
ンを得る。この行程を 96個体についておこ
なう。④各個体についてアンプリコン群を
ラベルした後、96 個体を集約して、ベンチ
トップ型次世代シーケンサーイルミナ
MiSeqに付す。⑤得られたリード（約 0.5Gb）
を BWA でマッピングした後、GATK で各



SNP 座の遺伝子型を判定する。 
 
４．研究成果 
(1) 多数の野生個体の全ゲノム配列決定と多
型リストの作製 
2 つの集団（若狭湾および伊勢三河湾）各

10個体について、全ゲノム配列を次世代シー
ケンサーHiSeqで取得し、得られたリードを
解析したところ、1個体あたり約 70万個の一
塩基多型（SNP）が存在することがわかった。
トラフグのゲノムサイズは約400Mbなので、
ある 1個体をみた場合、約 500bpにひとつの
割合で SNP が存在することがわかった。ま
た一集団（10個体）レベルでみると、合計約
350万個の SNP座が存在していた。 
 
(2) 野生集団間におけるゲノム特性の差異 

図 1 Multidimensional scaling plot 

 
若狭湾集団および伊勢三河湾集団の遺伝的
特性を Multidimensional scaling 法で比較
したところ、明瞭な 2つのクラスターが認め
られ、2 集団が分化していることが示唆され
た（図 1）。ただし、Fst値は 0.0057と低く、
分化の程度は小さいと考えられた。また、若
狭湾集団と比較して、伊勢三河湾集団のほう
が遺伝的多様性が低いことも示唆された。両
集団の塩基多様度の差をとったところ、集団
間に差のある局所ゲノム領域が、第 3，4，8
染色体上などに存在する可能性がしめされ
た。連鎖不平衡ブロックの崩壊パターンを調
べたところ、そのブロックは家畜類に比べて
著しく短く、1kb以下であることがわかった。 
 
(3) 安価・高効率な SNP 判定法(1kSNP シス
テム)の開発 
(1)の解析から得られたSNPリストから、970
個の SNP 座をえらびだし、それらを挟み込む
ようにプライマーペアを設計した。真の多型
とアーティファクトを区別するため、祖父
母・両親・子供の合計 96 個体からなるトラ
フグ家系を準備した。PCR 増幅後に MiSeq で

配列を得て、リファレンス配列にマップした
ところ、970 種のアンプリコンのうち、
600-700 種のアンプリコンが適切にリファレ
ンス配列にマップされていた。マップされた
リードの被覆深度を平均したところ 25 本で
あった。世代間の多型伝達パターンを利用し
て、アーティファクトを取り除いたところ、
有効多型座率は 67.8％であり、約 650 個の
SNP 座が多型解析に利用可能であることがわ
かった。野生集団の遺伝的多様性は家系集団
よりはるかに大きいため、野生集団を材料と
したときの有効多型座率はさらに上昇する
ことが期待される。MiSeq のキャパシティー
を考慮すると、一回の解析に付す個体数を大
幅に増加させることも理屈のうえでは可能
であった。ただしこれには、識別個体数を増
やすためのインデックスプライマーセット
をカスタマイズする必要があると考えられ
た。 
 現在、より広範な地域で収集したトラフグ
サンプルについてこの 1kSNP システムや全
ゲノム配列決定法を適用し、遺伝的集団構造
や地域特性を解析中である。 
 以上、Amplicon sequencing をベースとし
た手法を用いることで、これまでよりはるか
に手軽に多個体のゲノムワイド多型情報が
得られることがしめされた。今後、海産資源
の遺伝解析には、安価な SNP チップが利用で
きる一部の生物種を別として、本法あるいは
それに類似した手法の活用が盛んになって
いくと考えられる。 
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