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研究成果の概要（和文）：ヒラメ天然集団における自然選択の検出を目指し、血縁関係を正確に把握することのできる
DNAマーカーセットを構築した。自然選択の痕跡を検出することはできなかったが、構築したDNAマーカーセットは高精
度で個体間の血縁関係を把握できた。これらのマーカーセットを用いて血縁関係からみたヒラメ天然集団の集団構造に
ついて検討したところ、血縁関係を持った個体の割合は海域間で差異がなく、日本沿岸で広範な遺伝子流動を伴った均
質な集団構造であることがあらためて確かめられた。また、人工種苗の遺伝的多様性についても血縁関係により捉え直
すことによって新たな知見が得られ、将来の種苗生産や放流方策に貢献できると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Sibship reconstruction using DNA markers is useful for monitoring the 
reproductive success of the captive broodstock in hatchery and the offspring stocked into the wild. We 
prepared highly polymorphic DNA marker sets of 12 microsatellites (ms) DNA and 1,873 nucleotides in 
mitochondrial (mt) DNA of Japanese flounder. Although the footprint of natural selection in the wild 
populations could not be detected by genome scanning methods, these marker sets were extremely helpful to 
reconstruct sibship in the artificial and wild populations without the parental information. Negative 
genetic effects to wild population, such as decreasing genetic diversity, promoted by improper stock 
enhancement program should be detected as increasing of closely related individuals within populations. 
We preliminary simulated the genetic effect to wild population after the stocking of artificial seeds 
produced from a captive wild broodstock using the sibship reconstruction system.

研究分野：水産遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
近年の DNA 技術の発展によって、様々な水
産業の重要種について天然集団や飼育集団
（放流用人工種苗も含む）の遺伝的特徴を
DNA マーカーによって捉えることができるよ
うになった。天然集団においては、系統的あ
るいは人口学的に独立した進化的重要単位
（ESU）や管理単位（MU）の特定がなされ、
保全管理における重要な集団遺伝学的情報
の入手が可能となっている。しかし、使用す
るマーカーは中立性を最初から仮定してお
り、自然選択を介した集団の地域適応につい
て着目されることは少ない。また、中立マー
カーで分化が検出されなかったからといっ
て、地域集団が適応的分化を遂げていないと
は言い切れない。大きな遺伝子流動がありな
がら、生活史形質に地理的分化が観察される
例もあり、中立マーカーの結果のみに依存し
た場合には、管理単位の設定を誤る可能性が
ある。一方、飼育集団においては、少ない親
魚数に基づく遺伝的変異性の低下や集団間
の遺伝的分化の増大が検出されている。これ
らの事実は、飼育環境に適応した種苗の遺伝
子が再生産を通じて天然集団に拡散するこ
とにより、集団の生残率や繁殖成功度などの
適応度の低下を引き起こすのではないかと
いう懸念につながっている。したがって、天
然集団や放流される人工種苗の遺伝的多様
性についてモニタリングを行う際には、でき
るだけ多くのDNAマーカーを用いてその中立
性を検証し、自然選択や人為選択の痕跡をゲ
ノムワイドに探っておくことが望ましい。ま
た、そのような痕跡を探ることが上手く行か
なくとも厳選された中立マーカーを用いる
ことで、天然集団の集団構造に関する蓋然性
や放流された人工種苗の天然海域における
繁殖成功度についてモニターすることが可
能となる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、日本における栽培漁業の対象種
であるヒラメを対象とし、数多くの既報の
DNA マーカーの中からジェノタイピングエラ
ーを極力排したマーカーセットを構築し、天
然集団の集団構造ならびに自然選択の痕跡
を探った。また、集団内の個体間の血縁関係
を調べることは、近親交配を介した遺伝的劣
化を防ぐために重要なモニタリング項目で
ある。構築したマーカーセットを適用してヒ
ラメ集団の血縁関係を正確に捉えることが
できるかどうか検討を行い、血縁関係からみ
た天然集団の集団構造や人工種苗の遺伝的
多様性について調べた。さらに、現在推奨さ
れている天然個体を親魚として用いる人工
種苗の生産方法が、天然集団の遺伝的多様性
に与える影響について考察するため、得られ
たデータを用いて解析的なシミュレーショ
ンを行った。 
 
３．研究の方法 

（１）DNA マーカーの選択 
①ミトコンドリア DNA 
ヒラメの集団構造ならびに血縁関係（母親
または母系の関係）を調べる上で、ミトコン
ドリアDNAの調節領域上流部がその変異性の
高さを理由として、よく用いられてきた。一
方、変異性が高すぎる場合には復帰突然変異
によってハプロタイプ鑑定の過誤が生じる
ことが懸念される。従来の調節領域上流部を
さらに拡張した前半部と調節領域よりもや
や変異性の低い遺伝子領域の塩基配列を調
べ、ハプロタイプの鑑定精度をさらに向上さ
せることができるかどうかについて検討し
た。 
②マイクロサテライト DNA 
ヒラメにおいては、集団構造解析あるいは
連鎖地図作成を目的として多数のマイクロ
サテライト DNA マーカーが報告されている。
一方、親子鑑定、野生集団の血縁関係を含ん
だ集団構造、さらに自然選択の有無を正確に
捉えるためには、ヌルアリル、スタッター、
ラージアリルドロップアウトなどに起因す
るジェノタイピングエラーを極力排する必
要がある。既報のヒラメのマイクロサテライ
ト DNA マーカー60 ローカスについて、上記の
エラー要因を詳細に検討し、スクリーニング
を行った。 
③血縁鑑定能の検証 
構築した DNA マーカーセットが天然集団や
人工種苗の遺伝的多様性を詳細に捉えるこ
とができるかどうかは、用いた DNA マーカー
が個体間の血縁関係を正確に予測すること
ができるかどうかに依存している。そこで、
野生魚を親魚として生産された人工種苗の
一部について、構築した DNA マーカーセット
を用いて親子鑑定を行い、親子関係を正確に
捉えることができるかどうか、さらに同胞・
半同胞といった血縁関係を親魚のDNAデータ
なしに正確に予測できるかどうかについて
検証を行った。 
（２）天然集団の遺伝的多様性と集団構造 
構築したマイクロサテライト DNA およびミ
トコンドリアDNAのマーカーセットを用いて、
北海道から九州にいたる 6標本集団（各標本
集団は 20〜50 個体）を調べた。標準的な遺
伝的多様性解析を行ったのち、自然選択を受
けたと考えられるアウトライヤー座の検出
を試み、さらに個体間の血縁度という側面か
らの集団構造解析も行った。 
（３）人工種苗の遺伝的多様性 
２箇所の栽培漁業センターで天然魚（各 200
個体前後）を用いて生産された人工種苗につ
いて、生産されたロットの中から 200〜300
個体をサンプルとして、マイクロサテライト
DNA ならびにミトコンドリア DNA 分析を行っ
た。親魚のすべての個体についても同様に分
析を行い、親魚集団と人工種苗の遺伝的多様
性を求め、親子鑑定による親魚の再生産に関
わる貢献度を雌雄別に求めた。 
（４）人工種苗放流が天然集団に及ぼす遺伝



的影響評価に関するシミュレーション 
天然集団の遺伝的多様性に配慮した天然魚
を用いた人工種苗生産と放流が推奨されて
いる。上記の人工種苗はそのような目的で生
産されているが、これらが放流された後に天
然集団の再生産に寄与した場合、遺伝的多様
性がどの程度変化するのかについては不明
のままである。そこで、予備的ではあるが天
然集団ならびに人工種苗のDNAデータを用い
た解析的シミュレーションを行った。 
 
４．研究成果 
（１）DNA マーカーの選択 
①ミトコンドリア DNA 
調節領域前半部と ND2 遺伝子を連結した
1872 塩基の配列情報を用いてハプロタイピ
ングを行うことで，標本集団中のハプロタイ
プ数やハプロタイプ多様度が増加すること
が示された。また、従来の調節領域上流部の
みで標本集団内および標本集団間の遺伝的
多様性評価を行った場合と比較したところ、
調節領域上流部のみでは同一と鑑定された
ハプロタイプが実際には異なったハプロタ
イプであることが明らかとなり、多様性評価
における過誤を防ぐためには、２領域を連結
することが有効と考えられた。 
②マイクロサテライト DNA 
一部の天然標本集団を用いてスクリーニン
グを行った結果、多くのローカスでヌルアリ
ルやラージアリルドロップアウトの存在が
示唆され、正確な集団遺伝学的解析に使用す
るには困難な事が判明した。ヌルアリルやラ
ージアリルドロップアウトのない（もしくは
頻度のごく低い）12 ローカスを最終的に選定
した。これらのローカスはこれまでに報告さ
れているヒラメの連鎖地図のうち、異なる 12
の連鎖群に配置されており、ヒラメ集団の遺
伝的多様性について偏りの少ない情報が得
られることが期待された。また、全ローカス
を含めた個体鑑定精度（集団中から任意の２
個体を抽出した時に、個体間のジェノタイプ
が一致する確率）は、10-17となり、親子やそ
の他の血縁関係について精度良く判定でき
ることが示唆された。 
③血縁鑑定能の検証 
構築したマイクロサテライト DNA とミトコ
ンドリア DNA マーカーセットを用いて、親魚
集団と人工種苗の親子鑑定を行った結果、人
工種苗のすべての個体について親を決定で
きた。母系遺伝をするミトコンドリア DNA の
ハプロタイピングにより、母方と父方の両親
もすべて特定できた。また、血縁鑑定ソフト
ウェアにより、人工種苗のマイクロサテライ
ト DNA データのみで、血縁関係を再構築した
ところ、実際に得られた同胞・半同胞の関係
と 100%一致した。これらの結果から、構築し
た DNA マーカーセットは、ヒラメ集団中の血
縁関係を捉える上で非常に有効であり、人工
種苗のみならず、天然集団中の個体間の血縁
関係についても正確に推定できるものと考

えられた。 
（２）天然集団の遺伝的多様性と集団構造 
選定したマイクロサテライト DNA マーカー
12 座を用いて天然集団 6 標本集団について
LOSITAN ならびに BayScan によるアウトライ
アー探索を行った結果、いずれの座も中立性
を棄却できなかった。このことから、自然選
択の痕跡を探るという当初の目的は果たせ
ないことになった。他方、中立マーカーとし
て扱えることで、集団の遺伝的多様性のモニ
タリングにおいて単純な確率論的取り扱い
ができることも意味しており、以後の解析や
シミュレーションを行う上で有用な情報と
なった。標本集団内の遺伝的多様性について
検討した結果、どの標本集団においても平均
ヘテロ接合度は 0.78、アリルリッチネスは
10 前後と高い多様性を示した。標本集団間の
遺伝的分化の程度はどちらの分析において
も FST=0.01 と有意だが微弱な分化を示した。
ベイジアンアサインメントテストにより、ク
ラスター構成を検討したところ、明瞭な分集
団構造を検出することはできなかった。さら
に個体間の血縁関係を推定し、第一・第二度
近親が含まれる割合を標本集団間で比較し
た結果、有意な差異は認められなかった。こ
のことから、日本沿岸におけるヒラメの集団
構造は、従来提唱されてきたように大きな遺
伝子流動を伴ったほぼ均質な集団構造を有
していることがあらためて示唆された。 
（３）人工種苗の遺伝的多様性 
２箇所の栽培漁業センターで天然魚を親魚
として生産された人工種苗の遺伝的多様性
について調べた結果、実際に再生産に寄与し
た親の数は準備された雌雄ともに親魚集団
の 30%程度であった。遺伝的多様性のレベル
は、いずれの人工種苗においてもこれまでに
報告されている継代魚を用いた場合よりも
高くなっており、天然集団と比較しても 10％
程度の低下に過ぎなかった。また、マイクロ
サテライトDNAのアリル数の減少は１個程度
であった。しかし、第一・第二度近親の関係
にある個体間の組み合わせは天然集団ある
いは親魚集団で 1%に満たないのに対し、人工
種苗では 10％を越えていた。このことから、
天然魚を用いた人工種苗生産方法は、人工種
苗の遺伝的多様性を高くすることに大きく
貢献しているが、血縁関係という観点で見た
場合には、多くの血縁個体が依然として多く
含まれていることが示された。 
（４）人工種苗放流が天然集団に及ぼす遺伝
的影響評価に関するシミュレーション 
人工種苗の遺伝的多様性評価により、依然
として血縁関係にある個体の含まれる割合
が天然集団に比べて高いことが示された。一
方で、種苗の生産現場では人工種苗の遺伝的
多様性をさらに高めるためには、人員・コス
トの両面で厳しい状況にある。そこで、今回
得られた人工種苗および天然集団のDNAデー
タを用いて、予備的な放流・再生産シミュレ
ーションを行った。条件は、天然集団では毎



世代 1 万個体が再生産に参加しており
（Ne=104）、そこに調べた人工種苗と同じ遺伝
的多様性を持った種苗が 5%程度の割合で再
生産に参加すると仮定し、１回の放流によっ
て天然集団の遺伝的多様性がどの程度変化
するかについて、平均ヘテロ接合度、アリル
数、第一・第二度近親の割合といった遺伝的
多様性の尺度に着目して100世代目まで追跡
した。その結果、天然集団の平均ヘテロ接合
度やアリル数は100世代経過しても最初の値
と変化はないが、第一・第二近親の割合は 1％
未満と低いものの 100世代経過しても 0には
ならないことが示された。これまでのヒラメ
の生態学的知見や本研究における集団遺伝
学的な知見を併せて考えてみると、シミュレ
ーションで示されたような血縁関係を持っ
た個体が交配して子供を残すことは極めて
稀な事象と考えられ、今回調べたようなヒラ
メ人工種苗の放流が、近親交配を介した集団
の遺伝的劣化をもたらすとは考え難い。しか
し、血縁関係にある個体の割合が、１回の放
流であったにも関わらず、100 世代経過して
も０にならなかった点は着目すべきである。
天然魚を用いた場合であっても、遺伝的に同
質な特性を持った人工種苗を繰り返し放流
すれば、天然集団の遺伝的劣化のリスクは高
まることが予想される。 
以上の結果は天然魚を用いた放流用人工種
苗の生産と天然集団に遺伝的影響を与えな
い放流方策の構築に貢献するものと考えら
れた。 
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