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研究成果の概要（和文）：2004年に同一株が琵琶湖へと人為導入されたコイヘルペスウイルス（CyHV3）をモデ
ルとし、宿主コイの個体群遺伝構造の違いに応じた病原体の進化プロセスの評価を試みた。CyHV3への抵抗性
は、日本在来系統のコイで低くユーラシア大陸産の外来系統で高いことが知られる。そこで宿主個体群遺伝構造
の指標として、環境DNA分析により在来／外来遺伝子型頻度を定量的に解析したところ、琵琶湖の地域間で差異
が検出された。CyHV3の4つの病原性遺伝子については、CyHV3導入後数年内は地域間での変異は検出されなかっ
た。導入10年後以降については、1つの遺伝子のみ解析した結果、地域間での遺伝変異は見られなかった。

研究成果の概要（英文）：A single strain of Cyprinid herpesvirus 3 (CyHV3), which causes lethal 
disease in common carp, was introduced to Lake Biwa in 2004. The susceptibility to CyHV3 differs 
between common carp genotypes, where Japanese native strains are less resistant to the virus. I 
tried to evaluate the difference in mutation pattern of virulence-related genes of CyHV3 between 
host carp populations with different genetic structures, i.e., frequency of native and non-native 
genotypes. Using environmental DNA analysis, differences in population genetic structure were 
detected between local populations. However, no difference was found in mutation rate of the four 
CyHV3 genes.

研究分野： 生態学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

近年の野生生物新興感染症の世界的な発生

増大は（Daszak et al. 2000）、生物多様性

への重大リスクとなっている。生態系におけ

る野生生物新興感染症の動態や、それによる

野生生物絶滅リスクの評価は、保全学的に喫

緊の課題である。感染症動態は宿主と病原体

の密接な相互作用によって駆動される。新興

感染症は、しばしば人為拡散によって同一の

病原体が複数の地域に同時に導入される。そ

のような場合、宿主個体群間の遺伝的構造の

違いは、宿主−病原生物相互作用を通じ、感

染症動態に大きな影響を与えると考えられ

る。宿主個体群の遺伝的構造の違いが、新興

感染症の動態に及ぼす影響の評価は、新興感

染症動態メカニズムの解明において重要な

課題の一つである。 

 コ イ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ Cyprinid 

herpesvirus 3; CyHV3）感染症は、1990 年代

に初めて出現し、2003 年以降、日本の養殖お

よび野生のコイ（Cyprinus carpio）に蔓延

した（Matsui et al. 2008）。当初日本に導

入されたCyHV3はすべて同一の遺伝子型を持

っており（Kurita et al. 2009）、単一クロ

ーンに由来した可能性が極めて高い。宿主と

なるコイにおいては、日本固有の在来系統と

ユーラシア大陸から人為導入された外来系

統の間で、CyHV3 への抵抗性が異なることが

知られる（Ito et al. 2014）。したがって、

コイ個体群における在来／外来遺伝子頻度

は、CyHV3 との相互作用を左右する重要な宿

主個体群遺伝構造となると考えらえる。琵琶

湖においては 2004 年春季に CyHV3 によるコ

イの大量死が発生したが、発生前の北西部、

東部、南部のコイ地域個体群について、mtDNA

における在来コイと外来コイ由来の遺伝子

頻度が明らかにされている。発生以前の在来

遺伝子頻度は、北西部個体群において高く

（約 90%）、東部は中程度（約 60%）、南部は

低頻度（＜50%）であった（馬渕ら 2010）。し

たがって、遺伝的構造を異にする北西部、東

部、南部のコイ地域個体群に CyHV3 が同時に

導入されたと想定できる。このような特徴を

持つ CyHV3 感染症を用いることにより、宿主

個体群の遺伝的構造に応じた新興感染症動

態の違いを検証できる可能性がある。 

 

２．研究の目的 

本研究では、宿主個体群間の遺伝的構造の違

いに応じた病原体の変異・進化プロセスを、

CyHV3 感染症をモデルとして評価することを

目的とした。とくに、宿主の個体密度依存的

に伝播する病原体に想定される強毒性から

弱毒性への進化に着目し、宿主個体群におけ

る在来／外来遺伝子頻度が、CyHV3 の弱毒化

に及ぼす影響について検証することを目的

とした。宿主個体群遺伝構造解析においては、

報告者が開発済みの環境DNAを用いたミトコ

ンドリア DNA（mtDNA）における在来／外来遺

伝子頻度の迅速推定法（Uchii et al. 2016）

を、従来の mtDNA を標的とした手法から、核

遺伝子座における在来／外来遺伝子頻度の

推定にまで拡張することも目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 宿主個体群遺伝構造の解析 

CyHV3 導入前および CyHV3 導入後早期（2006

–2007 年）における琵琶湖の地域個体群にお

ける mtDNA の在来／外来遺伝子頻度は、先行

研究により報告されている（馬渕ら 2010; 

Uchii et al. 2013）。そこで本研究ではまず、

CyHV3侵入後10年以降のコイ地域個体群の遺

伝的構造を、mtDNA を対象として開発された

環境 DNA 手法（Uchii et al. 2016）を用い

て解析した。琵琶湖の各調査地点より水を採

取し、吸引ろ過（500 mL/フィルター）によ

り GF/F フィルター（GE Healthcare Japan）

上に環境 DNA を捕集した。その後、DNA 抽出

キット（DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen）

を用いて抽出した環境 DNA を鋳型とし，在来



DNA と外来 DNA 間の一塩基多型を区別するプ

ローブ（一塩基多型部のみを RNA で置き換え

た DNA プローブ）と RNA 分解酵素を用いたリ

アルタイム PCR により、在来／外来遺伝子頻

度を定量した。本手法を用いれば，在来（ま

たは外来）DNA の割合が 5%から 95%の間で定

量可能であることが分かっている。 

 さらに、迅速な遺伝構造解析を可能とする

環境 DNA 分析を、核遺伝子にまで拡張するた

めの手法開発を行なった。母系遺伝をする

mtDNA に比べ、核 DNA を標的とすることによ

り、より正確な遺伝構造を推定することがで

きると考えられる。そこで Uchii et al. 

(2016)で用いたリアルタイムPCR法を核遺伝

子座に適用し、在来／外来遺伝子頻度の定量

性を標準 DNA を用いた実験で検証した。さら

に開発した環境 DNA 手法を用い、在来コイと

外来コイを異なるバイオマス比で飼育した

水槽水より抽出した環境DNAにおける在来／

外来遺伝子頻度を測定し、実際のバイオマス

比との整合性について検証した。 

 

(2) CyHV3 の遺伝解析 

CyHV3 の病原性に関わる遺伝子として，チミ

ジンキナーゼ（TK）遺伝子と 3つの膜糖タン

パク質遺伝子を選定した。TK 遺伝子には

CyHV3 系統間で変異が生じていると同時に

（Kurita et al. 2009）、その不活化は、CyHV3

に近縁な Ictalurid herpesvirus 1 を含む

様々なヘルペスウイルスの病原性を低下さ

せることが知られる（Zhang & Hanson 1995）。

宿主細胞への侵入に関与するウイルス膜上

の糖タンパク質はウイルス病原性に影響す

るが、CyHV3 においては 3 つの膜糖タンパク

質遺伝子における変異が報告されている

（Han et al. 2013）。 

 遺伝子解析には、琵琶湖の各地域において、

CyHV3 導入後早期（2006–2007 年）および導

入後 10 年以降の段階に採集されたウイルス

DNA 試料を用いた。導入後早期の CyHV3 試料

はコイ組織から抽出されたものであり、導入

後 10 年以降の CyHV3 試料は、琵琶湖の各調

査地点より採取した水からろ過濃縮法にて

ウイルス粒子を回収することにより得たも

のである。これらの試料を用い、CyHV3 の対

象 4遺伝子を先行研究（Kurita et al. 2009; 

Han et al. 2013）により設計されたプライ

マーを用いて PCR 増幅した後、サブクローニ

ングにより各遺伝子につき 20から最大 50個

程度のクローンを分離した。得られたクロー

ンの塩基配列を決定し、強毒性の KHV-J 株か

らの変異の有無を判定し、各遺伝子の変異頻

度を決定した。 

 

４．研究成果 

(1) 宿主個体群遺伝構造とCyHV3の遺伝変異

の関係 

mtDNA を標的とした宿主個体群遺伝構造解析

においては、CyHV3 導入前および導入後早期

において、琵琶湖の地域個体群間での差異が

報告されている。本研究で実施した、CyHV3

侵入後 10 年以上を経た 2014-2017 年に採取

された環境DNA試料を用いた遺伝構造解析に

おいても、各地域個体群間で導入前・導入後

早期と同様の差異が検出された。ただし、侵

入前と比較して、在来遺伝子頻度は全体的に

低下していた。 

 CyHV3 の遺伝解析においては、CyHV3 導入

から数年以内は、対象とした 4遺伝子につい

ては地域間で変異は見られなかった。導入 10

年後以降においては、環境水から十分量の

CyHV3 を回収することが困難であったため、

一つの遺伝子のみ解析した結果、地域間での

遺伝変異は見られなかった。このように、宿

主の地域個体群間での遺伝的構造の差異は

検出されたものの、本研究期間中に、宿主個

体群遺伝構造に応じたCyHV3の遺伝変異の差

異を検出することはできなかった。 

 

 



(2) 環境 DNAを用いた個体群遺伝構造解析法

の核遺伝子座への拡張 

在来遺伝子型および外来遺伝子型の標準 DNA

を異なる割合で混ぜた混合液を用いた実験

により、一塩基多型を区別するプローブと

RNA 分解酵素を用いたリアルタイム PCR によ

って、在来（または外来）DNA の割合がおよ

そ 10-90%の範囲において、在来／外来遺伝子

頻度を正確に定量することができた。本リア

ルタイム PCR 手法を用いて、在来コイと外来

コイを異なるバイオマス比で飼育した水槽

水より抽出した環境 DNA を分析したところ、

実際のコイのバイオマス比とDNA比の間には、

ほぼ 1:1 の有意な相関が検出された（図 1）。

したがって、環境 DNA 分析を用いた、核遺伝

子座を標的とした宿主遺伝構造解析の有効

性が示された。 

 

図 1. 核遺伝子座を標的とした環境 DNA 分析

より定量された在来／外来 DNA 比と、実際の

コイのバイオマス比（在来／外来）の関係。 
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