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研究成果の概要（和文）：　ヒラメは、日本、韓国、中国などで重要な養殖魚類である。リンホシスチス病は、ヒラメ
養殖に損失を与えており、対策が必要な疾病の一つである。本研究課題では、連鎖解析法、遺伝子発現法、塩基配列解
析法を用いて、本疾病に対する耐病性候補遺伝子の単離を行った。連鎖解析法により、リンホシスチス耐病性遺伝子座
は、1.1cM (約134kb)まで限局化することが出来た。リンホシスチス耐病性遺伝子座から、11遺伝子のcDNAを単離した
。遺伝子発現解析法および塩基配列解析法の結果、2遺伝子が耐病性候補遺伝子として考えられた。耐病性候補遺伝子
に関連すると考えられるSNPの天然集団における保有率は約2%と考えられた。

研究成果の概要（英文）： Japanese flounder is an economically important aquaculture speceis in Asian 
countries such as Japan, Korea and China. Lymphocystis disease (LD) is one of important disease and 
causes serious damage to Japanese flounder aquaculture industry.
 In this study, we investigated the candidate genes for Lymphocystis disease resistance in Japanese 
flounder using linkage analysis, gene expression analysis and sequence analysis. The genetic locus 
controlling the resistance to lymphocystis disease was localized on 1.1cM (about 134kb) by linkage 
analysis. Eleven cDNA of candidate genes from the locus controlling the resistance to lymphocystis 
disease were isolated and used for gene expression analysis and sequence analysis.
 Two candidate genes for lymphocystis disease resistance were identified by gene expression analysis and 
sequence analysis. The genetic frequency of SNP on the candidate genes was about 2% in wild population.

研究分野： 水族分子遺伝育種学
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１．研究開始当初の背景 
（1）国内・国外の研究動向及び位置づけ 
	 養殖魚類の耐病性形質の分子遺伝学的解
析は、申請者らの研究グループにより世界初
の成果としてニジマス IPNウイルス耐病性遺
伝子座（Ozaki et al., 2001）が明らかとなり、
さらにニジマス IHN ウイルス耐病性遺伝子
座（Khoo et al., 2004）、本研究課題の基盤とな
るヒラメリンホシスチス耐病性遺伝子座
（Fuji et al., 2006）、ブリの寄生虫抵抗性遺伝
子座（Ozaki et al., 2013：申請後に発表）が明
らかとなっている。国外においては、アメリ
カのグループによるニジマス IHN ウイルス
耐病性研究（Palti et al, 1999., 2001）、寄生虫
症抵抗性研究（Nichols et al., 2003）、ノルウェ
ーおよびイギリスのグループによる太平洋
サケ IPNウイルス耐病性研究（Houston et al., 
2008, Moen et al., 2009）などがある。論文発
表がされているヒラメ以外の耐病性遺伝子
座研究の多くはサケ科魚類の研究である。こ
れらの研究は耐病性形質に関連する遺伝子
座の報告であり、耐病性遺伝子単離について
の報告はない。 
 
（2）これまでの研究成果 
	 ヒラメにおけるリンホシスチス耐病性研
究においては、その耐病性遺伝子座に連鎖す
る遺伝マーカーが開発されており（Fuji et al., 
2006）、その遺伝マーカーを用いた世界初と
なるマーカー選抜育種法が実践され、リンホ
シスチス耐病性ヒラメが実用化された（Fuji 
et al., 2007）。現在では、日本におけるヒラメ
養殖人工種苗の約 20-30 %で利用されている。
耐病性遺伝子を単離するためには、耐病性遺
伝子座領域の全ゲノム情報を入手する必要
があると考え、ヒラメ全ゲノム解析研究の共
同研究により、リンホシスチス耐病性遺伝子
座を完全に網羅する領域のゲノム情報（約
930kb）を得た（この領域に約 80遺伝子が存
在することが予想されている）。 
 
２．研究の目的 
（1）本研究では、養殖魚類において世界初
となる耐病性遺伝子の単離を行い、その耐病
性メカニズムを解明することを目的とする。
申請者らの研究により、単独遺伝子座で支配
されていることが明らかになったウイルス
病（ヒラメリンホシスチス病）の耐病性形質
について解析し、その原因候補遺伝子を単離
する。従来の水産分野における耐病性メカニ
ズム研究は、ほ乳類等で知られている免疫関
連遺伝子を魚類で単離し、その機能解析を行
う手法である。本研究では、遺伝学的な結果
に基づき耐病性遺伝子の単離を行うため、全
く新規の耐病性遺伝子およびそのメカニズ
ムを明らかにすることが期待できる。また、
マーカー選抜育種法では、遺伝マーカーと耐
病性形質との連鎖関係を利用するため、遺伝
マーカーと耐病性形質の原因遺伝子間の遺
伝的組み換えに注意を払わなければならず、

また原因遺伝子の突然変異などによる形質
の喪失は後代の結果で明らかとなる。耐病性
遺伝子の単離は、マーカー選抜育種法から遺
伝子選抜育種法へと技術革新をもたらすと
ともに、その結果として天然魚から耐病性形
質を保持する系統を開発する技術開発を可
能にする究極的な分子育種法になると考え
ている。 
 
（2）本研究課題では、いくつかの解析（遺
伝子発現もしくは塩基配列の相違など）によ
り原因遺伝子候補の絞り込み（「実質的な原
因遺伝子の特定」）を完了する。原因遺伝子
候補の機能解析については、候補遺伝子の絞
り込みを進める時点で、その方法論について
検討を進める予定であるが、現時点で候補遺
伝子が特定されていないため、それについて
は本研究提案には含めないこととした。 
 
３．研究の方法 
（1）リンホシスチス耐病性遺伝子座の詳細
な連鎖解析 
	 本研究課題では、これまでにヒラメ全ゲノ
ム解析により準備したリンホシスチス耐病
性遺伝子が存在すると考えられる約 930kbの
ゲノム情報を用いて、新規遺伝マーカーを開
発し、連鎖解析法によりリンホシスチス耐病
性遺伝子座を詳細に解析し、原因遺伝子が存
在するゲノム領域を限局化する。 
	 精子や卵の産生時の減数分裂時に、相同染
色体間の乗り換えによる遺伝情報の交換が
行われる。この相同染色体間の乗り換えを次
世代である子孫において遺伝マーカーによ
る解析により、遺伝的組み換えとして検出す
る。遺伝マーカーと目的とする遺伝形質であ
るリンホシスチス耐病性形質との関連性を
連鎖解析により遺伝的組み換え個体を明ら
かにし、遺伝マーカーとリンホシスチス耐病
性遺伝子間の遺伝的距離を推定する。この連
鎖解析を行う上で、目的のゲノム領域を詳細
に調べるためには、その領域から数多くの遺
伝マーカーを開発する必要がある。そこで、
既に塩基配列情報を得ているリンホシスチ
ス耐病性遺伝子座を完全に網羅する領域（約
930kb）から、約 50kb間隔で遺伝マーカー（マ
イクロサテライトマーカー: MSマーカー）を
開発し、連鎖解析に用いた。 
	 本研究に用いる解析家系は、雄親が耐病性
遺伝子座をヘテロ接合体で保持する個体を
用い、感受性個体（耐病性遺伝子座を持たな
い個体）と実験交配し作出した。この解析家
系に、リンホシスチスウイルスを人為的に暴
露し、人為感染実験を行った。人為感染実験
後に、解析家系の各個体における罹患状況を
評価し、罹患した個体は耐病性遺伝子座を持
たない感受性個体、罹患しなかった個体は耐
病性遺伝子座を保持する耐病性個体とした。 
	 人為感染実験後、罹患した個体（耐病性遺
伝子座を持たない感受性個体）、罹患しなか
った個体（耐病性遺伝子座を保持する耐病性



 

 

個体）からゲノム DNA を抽出し、遺伝マー
カーを用いた連鎖解析を行った。各個体にお
ける耐病性遺伝子座保有の有無と各遺伝マ
ーカーとの関連性を連鎖解析し、関連性が最
も高かった遺伝マーカーを明らかにした。
（関連性が最も高かった遺伝マーカーの近
傍に、耐病性遺伝子が存在すると考えられ
る。） 
 
（2）リンホシスチス耐病性遺伝子座ゲノム
領域内に存在する遺伝子の発現解析 
	 連鎖解析家系の一部について、人為感染実
験中にサンプリングを行い遺伝子発現解析
に用いた。連鎖解析により限局化した耐病性
遺伝子座に存在すると推定された遺伝子に
ついて、耐病性形質との関連性を検討するた
め、各遺伝子内に PCR プライマーを設計し
RNAサンプル（頭腎、脾臓、肝臓、表皮）を
用いて、人為感染実験中の遺伝子発現動態を
解析した。人為感染実験中にサンプリングし
た個体については、ゲノム DNA を用いて遺
伝マーカーによる解析を行い、耐病性遺伝子
座を保持する個体（耐病性個体）と耐病性遺
伝子座を保持しない個体（感受性個体）を識
別し解析に用いた。これにより、人為感染実
験中の遺伝子発現動態だけでなく、耐病性個
体と感受性個体との間の比較遺伝子発現解
析も可能になる。（遺伝マーカーによる解析
で、リンホシスチス耐病性遺伝子座で遺伝的
組み換えを起こしていない個体において、耐
病性遺伝子座保持の有無により耐病性形質
保持の有無が推定可能となる。）これらの解
析により、リンホシスチス耐病性遺伝子座ゲ
ノム領域内に存在する遺伝子とリンホシス
チス耐病性形質との関連性を検討した。 
 

 
（3）リンホシスチス耐病性遺伝子座ゲノム
領域内に存在する遺伝子の塩基配列解析 
	 連鎖解析により限局化した耐病性遺伝子
座に存在すると推定された遺伝子について、 
各遺伝子内に設計した PCR プライマーを用
いて、神奈川県水産技術センターで保有する
リンホシスチス耐病性系統と感受性系統間
の塩基配列比較を行い、遺伝子翻訳領域内の
変異と耐病性形質との関連性を検討した。 
 
（4）リンホシスチス耐病性遺伝子座ゲノム
領域のゲノム DNA塩基配列解析 
	 連鎖解析により限局化した耐病性遺伝子
座ゲノム領域において、リンホシスチス耐病
性系統と感受性系統間の差異を解析した。耐

病性系統および感受性系統の各 1尾について、
次世代シーケンサー（イルミナ社）を用いて
解析し、取得されたリードデータを限局化し
たリンホシスチス耐病性遺伝子座ゲノム領
域にマッピングした。その後、リンホシスチ
ス耐病性系統と感受性系統間での差異を検
討した。 
 
（5）天然魚を用いたリンホシスチス耐病性
候補遺伝子の保持率の推定 
	 リンホシスチス耐病性遺伝子候補をさら
に絞り込むためには、天然魚を用いてリンホ
シスチス病への罹患の有無とリンホシスチ
ス耐病性遺伝子候補の塩基配列との関連性
を解析する必要がある。そこで、これまでに
絞り込みを行った原因遺伝子候補の遺伝子
翻訳領域内変異（SNP）について、天然集団
（2地点）における保持率を解析した。 
 
４．研究成果	
（1）リンホシスチス耐病性遺伝子座の詳細
な連鎖解析 
	 リンホシスチス耐病性遺伝子座領域の塩
基配列情報から、約 50kbp間隔に遺伝マーカ
ーを開発した。リンホシスチス病人為感染試
験を行ったヒラメ戻し交配家系（n=88）を用
いて、リンホシスチス耐病性遺伝子座を連鎖
地図上にマッピングをした。その結果、8 個
の遺伝マーカーがリンホシスチス耐病性遺
伝子座領域上にマッピングされ、そのうち 2
つのマーカー座において組換え個体が確認
された。この連鎖解析により、リンホシスチ
ス耐病性遺伝子座領域は遺伝距離で 1.1cM、
物理距離で 130kbpに限局化された。 
	
（2）リンホシスチス耐病性遺伝子座ゲノム
領域内に存在する遺伝子の発現解析 
	 限局化されたリンホシスチス耐病性遺伝
子座領域に含まれる遺伝子をソフトウエア
により推定したところ、リンホシスチス耐病
性遺伝子座領域内に 11 個の遺伝子が存在す
ることが予測された。リンホシスチス病耐病
性個体（n=14）と感受性個体（n=15）につい
てリンホシスチス病人為感染試験を実施し、
リンホシスチス病での症状の回復初期・中
期・後期（およそ 1ヶ月間隔）にサンプリン
グを行った。次に、頭腎・脾臓・肝臓・表皮
における 11 個の候補遺伝子の発現量をリア
ルタイム PCR により時期別に両群で比較し
た。その結果、回復初期では頭腎、脾臓にお
いて細胞膜の構成タンパクをコードする遺
伝子 G、中期では頭腎において免疫関連遺伝
子 C及び細胞膜輸送系の遺伝子 D、後期では
表皮において免疫関連遺伝子 B、肝臓におい
てテロメア構造の維持に関わる遺伝子 Jの発
現量がリンホシスチス病耐病性個体におい
て有意に高く、回復初期の頭腎において遺伝
子 G の発現量がリンホシスチス病感受性個
体で有意に高いことが明らかになった。 
 



 

 

遺伝子 B 表皮での発現解析 

 

（3）リンホシスチス耐病性遺伝子座ゲノム
領域内に存在する遺伝子の塩基配列解析 
	 限局化されたリンホシスチス耐病性遺伝
子座領域に含まれる遺伝子（翻訳領域内）に
ついて、リンホシスチス病耐病性個体と感受
性個体間での塩基配列の差異を解析した。そ
の結果、遺伝子 A で 2 カ所、遺伝子 B で 1
カ所、遺伝子 Cで 2カ所、遺伝子 Jで 6カ所
の一塩基多型（SNP）を検出した。特に、遺
伝子 B と遺伝子 C において検出された SNP
は、重要な機能ドメイン内に位置しており、
遺伝子機能に及ぼす影響が大きい可能性が
あると考えられた。	
	
（4）リンホシスチス耐病性遺伝子座ゲノム
領域のゲノム DNA塩基配列解析 
	 耐病性系統および感受性系統の各 1尾につ
いて、次世代シーケンサーで取得されたリー
ドデータをリンホシスチス耐病性遺伝子座
ゲノム領域（約 134kb）にマッピングし、リ
ンホシスチス耐病性個体と感受性個体間で
の差異を検討した結果、およそ 760個の SNP
（差異）を検出した。 
	
（5）天然魚を用いたリンホシスチス耐病性
候補遺伝子の保持率の推定 
	 耐病性候補遺伝子内で検出された SNP に
ついて、天然集団（2 地点でサンプル収集）
における保持率を解析し結果、1地点目が 360
尾中 7 尾（1.94%）、2 地点目が 78 尾中 2 尾
（2.56%）となり、天然集団における保持率
は約 2%程度であることが明らかになった。 
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