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研究成果の概要（和文）： 

 

今回の網羅的発現遺伝子解析の情報と連鎖解析による位置的候補遺伝子座の情報との情報共

有研究で、二ジマス細菌感染症（連鎖球菌）に対する抵抗性遺伝子領域の領域は、有意差が見

られるマーカー座位の存在する領域は、特に新規に候補になる遺伝子連鎖群ではなかったが、

MHC classⅡ、及び MHC classⅠb などの免疫関連遺伝子の存在する領域や、それらがゲノム重

複した領域の複数個所に概ね一致した。特に連鎖群 RT-3、RT-16、RT-2、RT-29、RT-27、RT-31、

RT-17、RT-22 が連鎖球菌症抗病性に関する重要な領域である可能性が高いと考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 

Streptococcal disease (streptococcosis) caused by Streptococcus iniae is a 
serious bacterial disease in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Developing 
streptococcosis-resistant rainbow trout will reduce the number of outbreaks of this 
disease as well as reduce the need for medicines and vaccines. Genetic linkage analysis 
is an effective method for identifying quantitative trait loci (QTL) associated with 
resistance to a disease. In this study, microsatellite markers selected from genetic 
linkage maps of rainbow trout and BC1 progeny from crosses between disease-resistant and 
disease-susceptible parents were used for detection of QTL associated with resistance 
to this disease. The immune-related genes on the same linkage group are correlated with 
significant QTL about disease resistance. Especially some studies have reported that QTLs 
are located on the same linkage group with the MHC class I, II or toll-like receptor regions. 
Linkage groups on QTL region were specifically targeted in these studies because they 
carry the classical MHC class I and II genes previously linked to differences in 
susceptibility to viral, bacterial, and parasitic diseases. Some loci associated with 
disease resistance were found in the RT-3、RT-16、RT-2、RT-29、RT-27、RT-31、RT-17and 
RT-22 linkage groups. These QTL regions are candidates for disease resistance against 
streptococcal infection. 
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１．研究開始当初の背景 

本研究課題の対象であるニジマスの連鎖

球菌による魚病被害は、発病サイズが数 10

ｇからキロサイズまでと育成期間の長期に

わたり被害を与えるため、被害額が大きく抜

本的解決策がない。このため、国内外で慢性

的被害を与え続け、細菌感染症のなかでは長

年の懸案事項となっている。本研究では遺伝

育種による連鎖球菌症の抗病性系統の作出

を目標に、ニジマスの連鎖球菌症に対する抵

抗性遺伝子座領域の特定を目的とする。 

 研究背景-１ 

 遺伝育種において従来の表現型のみに基
づく選抜育種方法は、有用形質（経済形質）
を固定するのに長期間を必要とする。形質の
遺伝的固定を系統内交配により行うため、継
代交配を重ねれば近交弱勢が起こり、固定し
た品種を安定維持することが困難となる。こ
れらの問題を解決するために、有用形質を識
別可能にする DNA マーカーを探索する QTL解
析と、その DNA マーカーを用いることで、天
然・養殖集団から有用形質を持つ個体を選抜
でき、有用形質を担う遺伝子座のみを固定す
ることが可能となる。このため水産養殖対象
種において国内外でQTL解析研究が進められ
ている（業績 1, 8, 14．参考文献 1, 2, 3．）、
またニジマスIPN抗病性についてのマーカー
選抜育種法の成功例をはじめとする（業績
7,19.）、水産養殖対象種において国内外で抗
病性のQTL解析や選抜育種の報告例が増えて
きているものの、表現型として明確に有用形
質を示す系統の不足から、抗病性の QTL 解析
の報告例は多くはない。またニジマスにおい
ては、ウイルス病抵抗性遺伝子座と寄生虫病
抵抗性遺伝子座の報告例はあるものの（参考
文献 1, 2,）、細菌感染症の抵抗性遺伝子座の
報告はない。またこれまでの抗病性 QTL 解析
の実例から、抗病性に関連する遺伝子座領域
は、病原体に関わらず、同じ領域が候補領域
となることが示唆されている。そのゲノム領
域には、免疫応答に関与する遺伝子群が存在

することも明らかになっていることから（業
績 1, 参考文献1, 2, 3．）、ウイルス、細菌、
原虫、寄生虫などのさまざまな病原体と、抗
病性に関与する遺伝子座との関係を明らか
にしていく研究が求められている。一方で、
水産養殖の生産現場では実用的系統の作出
が求められているものの、その実現には様々
な病原体に抵抗性を示す優良形質の重複化
を行なうことが必要であり、総合的に抗病性
を持つ品種を作成するマーカー選抜育種
（Marker-Assisted Selection）及びマーカ
ー 浸 透 交 雑 （ Marker-Assisted 
Introgression ）を利用して表現形質を付加
させるオーダーメイド育種（Tailor made 
genetic breeding）を実践する上でも、いろ
いろな形質についても QTL 解析の実例と、関
与する遺伝子座の特定を積み上げていく必
要性がある。 

研究背景-2 

長野県水産試験場および養殖研究所では、

連鎖球菌症に対する感受性の異なるクロー

ンニジマスの系統、連鎖球菌症抗病性系統

（C25）および連鎖球菌症感受性系統（AA4）

と両系統の雑種第一代 F1を保持している。材

料として用いるクローンニジマスは、長年の

感染実験から、連鎖解析に重要な要素である

表現形質の遺伝性も証明されており、系統の

クローン性は遺伝子発現解析に用いる際の、

解析材料としても申し分のない条件を備え

ているという特色を有する。 

 また連鎖解析に必要なDNAマーカーもニジ

マスでは、900 座位以上の遺伝子連鎖地図が

出来ており、ゲノム全体に渡った遺伝解析が

可能である。なおかつサケ科魚類では、3000

種類以上の発現遺伝子情報をのせたDNAマイ

クロアレイが作製されており網羅的発現プ



ロファイル解析が可能である。これら研究の

遂行を行なう上で必要な研究材料と研究ツ

ールとが揃っている状態にあり、実行さえで

きれば成果が得られる可能性が非常に高い。 

 

２．研究の目的 

水産養殖において病気による被害はきわ

めて甚大であるが、水を介した開放系の飼育

条件下で病原体の伝播を食い止める有効な

手段は、現段階ではワクチン接種以外にない

と言える。このため、育種によって養殖対象

種に対して抗病性を付与できれば、コスト的

にも手間の面でも有効な手段となり得る。近

年、次世代の育種法として有用形質（経済形

質）を識別可能にする量的遺伝子座解析

（Quantitative Trait Loci：QTL 解析）や、

それを利用した選抜育種法としてのマーカ

ー選抜育種法が注目を浴びており、養殖対象

種の抗病性品種の開発が強く望まれている。

本研究では細菌感染症に対する抵抗性遺伝

子座領域の特定とそれを利用した抗病性育

種を目的にしている。 

 

３．研究の方法 

ゲノムワイドな連鎖解析による位置的候補
遺伝子座の探索により、表現型データとの相
関を解析することにより、位置的候補遺伝子
座を特定する。さらには DNA マイクロアレイ
を用いた発現プロファイルによる網羅的発
現遺伝子解析に病原体感染による候補遺伝
子を特定する、異なる手法を用いた双方から
なる結果、連鎖解析による位置的候補遺伝子
座の情報と網羅的発現遺伝子解析の情報か
らなる信頼性の高い抗病性形質関連遺伝子
及び領域の特定が可能となる。 
 

（1）連鎖解析による位置的候補遺伝子座の

探索 

既知の最新版ニジマス遺伝子連鎖地図の

中から、全ゲノム領域をカバーできるように

DNAマーカーを選別し、感染実験より得た死

亡個体、生存個体において、マーカー座位に

おける遺伝型データを収集し、表現型データ

との相関を解析することにより、位置的候補

遺伝子座を特定する。 

（2）発現プロファイルによる網羅的発現遺

伝子解析 

血液および胸腺からRNAサンプルを取り解

析、網羅的に遺伝子をプロットされた DNA マ

イクロアレイを用いて遺伝子発現プロファ

イルを行い、両系統の発現遺伝子の違いを比

較することにより、病原体感染による候補遺

伝子を特定する。 

（3）連鎖解析と発現プロファイルの結果か

らの抵抗性関連遺伝子領域の特定 

連鎖球菌による細菌感染の表現型データと

連鎖解析による位置候補遺伝子座と、抗病性

系統、および連鎖球菌症感受性系統の系統間

の違いによる発現遺伝子の網羅解析の結果

を検討し、細菌感染症に関する抗病性関連遺

伝子とその領域を特定する。 

 
４．研究成果 
 
（1）連鎖解析による位置的候補遺伝子座の
探索 
感染実験により得たBC1の個体に対して、DNA
多型が検出可能かを確認したマイクロサテ
ライトマーカーを用いて、マーカー座位にお
ける遺伝型データを収集し、表現型（生存，
死亡）と経過日数ごとによる表現型データと
DNA 多型による遺伝型の連鎖関係を、
LINKFMEX、Map Manager QTX、MapQTL などの
複数の遺伝解析ソフトウェアを用いて遺伝
統計学的に解析する。この抗病性形質の表現
型データとの相関を解析することにより、位
置的候補遺伝子座を複数個所特定した。 
 
（2）DNAマイクロアレイによる網羅的発現遺
伝子解析 
連鎖球菌症抗病性系統（C25）および連鎖球
菌症感受性系統（AA4）を用いて連鎖球菌に
よる感染実験を行い、死亡が始まる４日まで
経時的（６、１２、２４、４８、７２時間）
に実験魚をサンプリングした。血液および胸
腺から RNA サンプルを取り解析、網羅的に遺
伝子をプロットされたDNAマイクロアレイを
用いて遺伝子発現プロファイルを行い、両系
統の発現遺伝子の傾向の違いを比較するこ
とにより、病原体感染に関与する候補遺伝子
を特定した、特に連鎖球菌症抗病性には MHC 
classⅡ、及び MHC classⅠbが、領域、及び
発現遺伝子ともに抗病性に関与することが
示唆された。 
 
（3）網羅的発現遺伝子解析の情報と連鎖解
析による位置的候補遺伝子座の情報との融
合 



網羅的発現遺伝子解析の結果を受け、それら
発現候補遺伝子の位置情報を検索、細菌感染
表現型データと連鎖解析による位置候補遺
伝子座の結果の情報を融合し、信頼性の高い
細菌感染症に関する抗病性関連遺伝子とそ
の領域を特定した。網羅的に遺伝子をプロッ
トされたDNAマイクロアレイを用いて遺伝子
発現プロファイルを行い、両系統の発現遺伝
子の傾向の違いを比較することにより、病原
体感染に関与する候補遺伝子を特定し、連鎖
解析による位置候補遺伝子座の結果の情報
を融合し、信頼性の高い細菌感染症に関する
抗病性関連遺伝子とその領域を特定した。今
回の連鎖解析で、有意差が見られるマーカー
座位の存在する領域は、MHC classⅡ、及び
MHC classⅠbなどの免疫関連遺伝子の存在す
る領域や、それらがゲノム重複した領域の複
数個所に概ね一致した。特に連鎖群 RT-3、
RT-16、RT-2、RT-29、RT-27、RT-31、RT-17、
RT-22 が連鎖球菌症抗病性に関する重要な領
域である可能性が高いと考えられる。 
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