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研究成果の概要（和文）：ビブリオ病人為感染実験を行った解析家系のアユ（死亡魚 51 尾・生

残魚 43尾：合計 94尾）の DNAを用いて、耐病性遺伝子座の遺伝効果ならびに遺伝子座位の推

定を行った。その結果、アユ連鎖群 18上の遺伝マーカーで、ビブリオ病耐病遺伝子座と関連性

を明らかにした（LODスコア：3.12, p < 0.001)。LODスコアのピークに近い遺伝マーカーは表

現型分散の 14%を説明可能であった。 
 
研究成果の概要（英文）：We performed QTL analysis for disease resistant trait against 
Vibrio anguillarum (PH-0301) in Ayu (Plecoglossus altivelis) using microsatellite DNA 
markers. We identified the locus associated with the disease resistant trait on linkage 
group (LG) 18 in this species (LOD score：3.12, p < 0.001). On LG18, a microsatellite 
marker explained 14 % of the total phenotypic variation in the 94 individuals screened. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）研究背景 
 アユビブリオ病は 1960年代から 1980年代
にかけて流行し、養殖業に壊滅的な被害を与
えた。本病は Vibrio anguillarum を原因と
する細菌性疾病で、稚アユから成魚までのす
べての発育段階で発生する。また伝染性が強
く、短期間に甚大な被害を与える。現在、ア
ユ養殖においては魚病被害が問題となって

おり、高い死亡率を伴う疾病の発生は養殖業
に致命的な被害を与えることから、その対策
が急務となっている。 
 水産育種において従来の表現型に基づく
選抜育種方法では、優良形質の遺伝的固定を
近交化により行うため、継代飼育を続ければ
近交弱勢が起こり、優良形質を遺伝的に固定
した品種を安定維持することが困難となる。
従来の選抜育種法では、優良形質の遺伝的固
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定と、近交弱勢を避けるための遺伝的多様性
維持との相反する困難な課題に直面してい
る。また、ひとたび優良選抜家系を事故で失
えば、新たに何世代にもわたって選抜を行わ
なければならず、多大なコストと年月が 
必要になる。これらの課題を解決するために、
優良形質を識別可能な遺伝マーカーを用い
たマーカー選抜育種技術（ゲノム育種法）の
研究が行われている。その優良形質識別マー
カーを用いて、天然、養殖集団から優良形質
を持つ個体を遺伝的マーカーにより選抜で
き、さらに、優良家系の遺伝的多様性をモニ
タリングしながら、優良形質を担う遺伝子座
のみを固定することが可能となる。また、従
来の淘汰・選抜による方法で水産養殖上重要
な複数の疾病に対する抵抗性を保持する系
統作出を考えた場合、複数の病原体による人
為感染実験を繰り返す必要がある。この場合、 
選抜個体は病原体の保持個体となってしま
うこと、選抜母集団に複数の耐病性形質を同
時に保持する個体の出現確率の激減などに
より、現実的には不可能であると考えられ、
これらの課題を打開する新規技術の開発が
望まれている。 
 
（２）研究成果を踏まえた着想に至った経緯 
 アユ冷水病耐病性形質の研究成果により、
耐病性形質を保持する個体を人為感染実験
することなく識別可能な遺伝マーカーを開
発した。ビブリオ病などの他の細菌性疾病に
対する耐病性形質識別マーカーを開発する
ことにより、従来法では実現不可能と考えら
れる複数の耐病性形質を同時に保持する系
統作出が可能になると着想した。 
 
２．研究の目的 

 従来法では人為感染実験による個体の生
死でのみ選抜が可能だった耐病性形質につ
いて、耐病性形質と遺伝的に連鎖する遺伝マ
ーカー（耐病性形質識別マーカー）を単離す
ることにより、人為感染実験を行うことなく
各個体の耐病性形質保有の有無を識別する
技術を開発し、水産分野において、世界で初
めて実用化新系統を作出した（Fuji et al, 
2007）。さらに、アユ冷水病においても、本
研究の基盤となる新規耐病性系統を作出し
ている。 
 本研究は、これまでに開発している耐病性
形質識別マーカー（冷水病）を利用した系統
において、別の疾病（ビブリオ病）に対する
耐病性形質識別マーカーを明らかにし、複数
の疾病（冷水病とビブリオ病）に対する耐病
性形質を保持する新規系統作出技術を開発
することを目的とした。 
 

３．研究の方法 

（１）ビブリオ病耐病性形質識別マーカーの

開発 
①冷水病耐病性形質を保持したアユをマー
カー選抜することが可能であり、海産交配系
統（ビブリオ病感受性）と累代系統（ビブリ
オ病耐病性）の 2系統の雌雄を交配したビブ
リオ病解析用雑種第 2 代（F2）家系（家系 A）
を用いて、ビブリオ病菌を用いた人為感染実
験を行い、各個体の耐病性形質（生存もしく
は死亡）を評価した。アユ（90尾）の腹腔に
ビブリオ病菌（PH-301）を 1.10 x 103 CFU/fish
となるように注射し、水温 20℃で 7日間の流
水飼育を行い、死亡数を日別に計測した。 
②人為感染実験に用いた解析家系のゲノム
DNA を抽出し、マイクロサテライトマーカー
を用いて分子遺伝学的データを収集した。使
用するマイクロサテライトマーカーは、全ゲ
ノム領域を網羅するようにゲノム地図を参
考にして選択して使用し、合計 170マーカー
座を解析に用いた。 
③各個体の耐病性評価データ（生存・死亡）
と分子遺伝学的データとを用いて、F2モデル
の連鎖解析を行い、ビブリオ病耐性形質と関
連性のあるマイクロサテライトマーカーを
検討した。雄親由来のマーカー型、雌親由来
のマーカー型にわけて Map Manager QTXb20
を用いて解析を行った。また、両親が同じ遺
伝子型の対立遺伝子をヘテロに持つ場合、そ
のマーカー座は F2モデルとして扱った。Map 
Managerの marker regression testによって
各マーカー座での P valueおよび LODスコア
を求めた。marker regression testは単一マ
ーカー座での P valueを算出するため、多重
検定を考慮した 2,000回の permutation test
を行い、genome-wideの閾値を設定した。 
 
（２）別家系を用いたビブリオ病耐病性形質
識別マーカーの開発 
①海産交配系統と累代系統を複数回交配し
た 2つの家系の雌雄を交配し、新規解析家系
（家系 B）を作出した。この解析家系のアユ
（94尾）の腹腔にビブリオ病菌（PH-301）を
1.58x 104 CFU/fishとなるように注射し、水
温 20℃で 6日間の流水飼育を行い、死亡数を
日別に計測した。感染実験の結果、死亡魚 51
尾・生残魚 43尾で累積死亡率は 54.3%となっ
た。死亡魚および生残魚から尾柄部を保存し、
DNA抽出に用いた。 
②人為感染実験に用いた解析家系のゲノム
DNA を抽出し、マイクロサテライトマーカー
を用いて分子遺伝学的データを収集した。ア
ユのゲノムを網羅的に解析するため、1次ス
クリーニングとして、各連鎖群の両端より 2
座の MSマーカーを選び合計 56座の MSマー
カーを使用した。 
③それぞれの MSマーカーにおける対立遺伝
子と表現型の関連性は、2×2分割表のχ2検
定によって検討した。有意水準はα = 0.05



とした。さらに 2 次スクリーニングとして、
χ2検定で有意差があった MSマーカーが属す
る連鎖群を複数の MSマーカーで解析した。
また、遺伝子座の遺伝効果ならびに遺伝子座
位の推定は重回帰分析による interval 
mapping法を用いた。解析にはソフトウェア 
Map Manager QTXb20を使用した (Manly et 
al., 2001)。permutation testによる 2,000
回の並べ替えを行い、chromosome-wideでの
閾値を設定した。 
 
４．研究成果 
（１）ビブリオ病耐病性形質識別マーカーの
開発 
 感染実験の結果、死亡魚 54 尾・生残魚 36
尾で累積死亡率は 60.0%となった。死亡魚お
よび生残魚から尾柄部を保存し、DNA 抽出に
用いた。解析家系において、170 マーカー座
のうち 144 マーカー座で多型性がみられた。
各個体の耐病性評価データ（生存・死亡）と
分子遺伝学的データとを用いて、F2モデルの
連鎖解析を行い、ビブリオ病耐性形質と関連
性のあるマイクロサテライトマーカーを検
討した結果、雄親由来マーカー型において 4
連鎖群上のマイクロサテライトマーカーで
有意差（P < 0.05）が見られ、雌親由来マー
カー型において 5連鎖群上のマイクロサテラ
イトマーカーで有意差（P < 0.05）が見られ
た。これらは、雄親由来マーカー型でビブリ
オ病耐性形質と関連性のあるマイクロサテ
ライトマーカーが存在する 4連鎖群とは異な
る連鎖群だった。またこれらの結果は、F2モ
デルでの genome-wideの Significantレベル
の閾値を超えなかった。そのため、別家系を
用いたビブリオ病耐病性形質識別マーカー
の開発に取り組んだ。 
 
（２）別家系を用いたビブリオ病耐病性形質
識別マーカーの開発 
 56 座の MS マーカーによる網羅的な解析の
結果、統計的に有意差が認められたマーカー
は連鎖群 4、連鎖群 5、連鎖群 18上に位置し
ていた (p < 0.05)。そこで連鎖群 4 では 5
マーカー座、連鎖群 5では 9マーカー座、連
鎖群 28 では 4 マーカー座を新たに用いて
interval mappingを行った。この結果、連鎖
群 28 で chromosome wide の Highly 
significant を超える LOD スコア(3.12)を検
出した (P < 0.001)。LOD スコアのピークに
近い MSマーカーは、表現型分散の 14%を説明
可能であった。 
 
（３）まとめ 
 本研究により、ビブリオ病耐性形質に関連
する遺伝子座はアユの連鎖群 28 上に存在す
ることが明らかとなった。同連鎖群に属する
統計的に有意な MSマーカー（仮称：Vibrio-R）

は、ビブリオ病耐性種苗を作出するための
MAS 育種における有力な選抜マーカー候補で
あると考えられた。 
 本研究で用いた 2 つの解析家系では、2 家
系に共通する耐病性形質と関連する遺伝マ
ーカーは明らかにならなかった。これは、解
析家系作出に用いた海産交配系統（ビブリオ
病感受性）と累代系統（ビブリオ病耐病性）
の 2系統にまだ遺伝的な多様性があったこと、
また、ビブリオ病耐病性形質が遺伝的な影響
があまり大きくない複数の遺伝子座に支配
される量的形質であるために、解析家系にビ
ブリオ病耐病性形質関連遺伝子座が伝達さ
れない親魚が含まれた可能性が考えられた。 
 今後、他家系での Vibrio-R マーカーの有
効性ならびにその MAS選抜系統の耐病性形質
についての検証を行い、さらに、これまでに
明らかにしている冷水病耐病性形質識別マ
ーカーと併用することで、複数疾病耐病性系
統作出が可能であると考えられた。 
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