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研究成果の概要：アユ冷水病耐性形質を識別可能な DNA マーカーを用いて、実験魚各個体の耐

病性形質保有の有無を推定・識別した。人為的な冷水病菌感染後、1 時間および 3 時間の脾臓

において、耐病性形質を保持する個体群に特有の発現パターンを示す遺伝子断片を単離した。

耐病性形質を保持する個体群に特有の発現パターンを示す遺伝子断片は、アユにおける冷水病

に対する耐病性メカニズムに関与する遺伝子であると考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 

 アユ(Plecoglossus altivelis)は、内水面

漁業生産額の約 1/2（約 300 億円）を占める

重要な魚種である。1987 年以来、冷水病はア

ユにおいて最も被害の大きい細菌性疾病で

あり、養殖業のみならず、全国的に野生集団

にも甚大な被害を及ぼし続けているため、本

病対策が内水面漁業において課題となって

いる。養殖業の本病対策としてワクチン等が

あるが、ワクチン接種の労力と恒常的なコス

トがかかることが問題となる。それに対して、

効率的な育種を行っていくために耐病形質

と関連する直接的な遺伝子マーカーを開発

することが今後のコスト軽減につながると

考えた。 

 

 

 

 

 

２．研究の目的 

 本研究ではアユ冷水病耐病形質と関連す

る遺伝子の単離を目的とした。耐病形質と関

連する発現遺伝子を明らかにし、その遺伝子

をアユ連鎖地図上に位置づけし、アユ冷水病

耐病性遺伝子座との関連を調べることは、耐

病形質の原因遺伝子の特定に結びつく非常

に重要な研究である。原因遺伝子の単離・解

明が究極的な分子育種法（遺伝子選抜）にな

ると考えている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３．研究の方法 

 

（１）アユ冷水病耐病形質解析家系の作出 

広島県海洋水産センターにおいて、冷水病に

耐病性を示すアユ（海産交配系統）が見出さ

れた（Nagai et al, 2004, Fish Path.）。広

島県海洋水産センターおよび広島県栽培漁

業センターとの共同研究により、アユ冷水病

耐性系統と感受性系統（累代系統）を交配し

た F1（雑種第一代）家系を作出する。この F1

家系に耐病性系統と感受性系統とをそれぞ

れ戻し交配し、アユ冷水病耐病形質解析家系

の作出を作出する。アユ冷水病耐病形質解析

家系（戻し交配家系）において、人為感染実

験を行い、生残魚と死亡魚とを回収する。そ

のサンプルを用いて、冷水病耐性形質を識別

可能な DNAマーカーを用いて連鎖解析を行い、

冷水病耐病形質と DNAマーカーとの関連性を

確認する。 

 

（２）アユ冷水病耐病形質と関連性のある候

補遺伝子の単離 

（１）で冷水病耐性形質と DNA マーカーとの

関連性が確認できた解析家系の同群におい

て、人為感染実験を行ない、感染後、0, 1, 3

時間ごととにサンプリングを行う。サンプリ

ング個体から、DNA を抽出するとともに、頭

腎もしくは脾臓から RNA を抽出する。冷水病

耐性形質を識別可能な DNAマーカーを用いて、

抽出した DNA を解析し、各個体の耐病性形質

の有無を判定する。耐病性を有すると考えら

れる個体群と感受性を有すると考えられる

個体群に分けた後、抽出した RNA から cDNA

を合成し，耐病性を有する個体群で特異的に

発現している、もしくは発現量が著しく増加

している cDNA を冷水病耐病形質候補遺伝子

として単離する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



４．研究成果 

 アユ冷水病耐病形質解析家系において人

為感染実験を行ない、感染後経時的に（0 時

間、1 時間、3 時間）実験魚をサンプリング

した。実験魚の頭腎および脾臓から RNA およ

び DNA を抽出し、実験に用いた。まず各個体

の DNA から、これまでに開発したアユ冷水病

耐性形質を識別可能な DNAマーカーを用いて

実験魚各個体の耐病性形質保有の有無を識

別した。この識別によって、耐病性群と感受

性群に分け、RNA の発現動態を解析した。発

現 解 析 法 は 、 HiCEP （ High Coverage 

Expression Profiling）法を用いた。208 プ

ライマーペアでの解析により、耐病性群にお

いて感受性群と比較して、感染 1時間区では

94、3 時間区では 103 の RNA 発現（増幅）差

異のある特異的にバンドを検出した。さらに、

感受性群の感染 1時間後および 3時間後の両

方では RNA 発現が見られず、耐病性群では、

感染 1時間後および 3時間後の両方で特異的

な RNA 発現が見られた特異的断片が 13 あっ

た。これら特異的なバンドをクローニングし、

得られた塩基配列から PCRプライマーを設計

し、半定量 PCR 法により発現量の差について

再確認した。その結果、発現量の差が約 5.0

倍ある遺伝子断片と発現量の差が約 4.4倍あ

る遺伝子断片の単離に成功した。この遺伝子

断片から全長 cDNA の単離・機能解析を行っ

ている。 
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