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研究成果の概要（和文）：本研究では，ニホンウナギの海ウナギと川ウナギというエコタイプについて，一塩基
多型（SNP）マーカーによる集団ゲノム解析を行い，各エコタイプを特徴づける変異が存在するゲノム領域（遺
伝子）の有無を明らかにすることを目的とした．両エコタイプを識別する上で重要度の高い1マーカーは，ナト
リウム機械受容チャンネルの制御に関与する遺伝子および細胞内外間イオン輸送に関与する遺伝子など，浸透圧
調整に関連する可能性がある遺伝子の近隣に位置していた．海水適応（塩分濃度適応）に関与する遺伝子の違い
が，海ウナギと川ウナギというエコタイプを分ける要因の一つであるのかもしれない．

研究成果の概要（英文）：Based on population genomics with single nucleotide polymorphisms (SNPs), 
the present study aimed to identify genomic regions (genes) that distinguish between two ecotypes of
 Japanese eels Anguilla japonica, i.e., sea-resident and river-resident types. In the most 
informative SNP set (20 SNPs) in separating the two ecotypes, one SNP was located at the position 
near genes associated with the regulation of the mechanosenstive sodium channels and 
proton-activated chloride channel. Those genes that are potentially involved in adapting to 
differences in salinity (sea and river environments) may play an important role in the occurrence of
 the ecotypes.  

研究分野：応用集団遺伝学

キーワード： 自然選択　一塩基多型　集団ゲノミクス　集団遺伝学　分子生態学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果から，海域環境下の生存に適した遺伝子型を持つ個体が存在することが示唆された．こうした知見
は，資源回復のための成育場保全策を考える上で重要である．さらに本種では，偶発的に来遊した東アジアの河
川上流から内湾までの様々な水系に対する環境適応が，生活史戦略の根幹をなしている可能性がある．従って得
られる成果は，海域と河川それぞれに適応的な遺伝子資源を保全し，本種の環境適応ポテンシャルの損失を防ぐ
ことの必要性を示す根拠になる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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1．研究開始当初の背景 
近年のDNA解析技術の著しい進歩により，一塩基多型（SNP; Single Nucleotide Polymorphism）
マーカーを使ってゲノム中の DNA 多型情報を網羅的に調べる集団ゲノム解析が可能になった
（Luikart et al. 2003）．この手法を用いることにより，アメリカウナギAnguilla rostrata やヨー
ロッパウナギAnguilla anguilla において，地域環境に応じた自然選択を受ける遺伝子の存在が示
されている（Gagnaire et al. 2012; Pujolar et al. 2014）．一方，両種とも後述のニホンウナギ
Anguilla japonica と同様に単一の産卵場で繁殖を行うため，種全体で単一遺伝子プールを持つ．
このため両種において，繁殖時に産卵場でゲノムがシャッフルされ，自然選択の影響は世代を超
えず，地域個体群間の適応分化は生じないという「世代内自然選択説」が提唱されている． 
西太平洋地域に分布するニホンウナギの産卵場は，西マリアナ海嶺付近にある（Tsukamoto 
1992）．そこで発生したレプトセファルスは，北赤道海流と黒潮の影響を受けて北上し，シラス
ウナギに変態して東アジアの沿岸域に来遊する（Aoyama 2009; Aoyama et al. 2014）．本種は来
遊後に河川に遡上し，淡水域で成長して海域で産卵する降河性回遊魚とみなされてきた．しかし
実際には，そのような河川に遡上して定着する個体（川ウナギ）のほかに，沿岸に来遊した後に
そのまま沿岸・内湾・汽水域に定着する個体（海ウナギ）と海域と河川域を行き来する個体（シ
フター）の存在が認められている（Tsukamoto 1998；Kotake et al. 2005）．世代内自然選択説を
考慮すると，このような海域と河川域という大きく環境の異なる成育場の選択，すなわち生活史
多型に，自然選択を通じて遺伝子が関与している可能性が考えられる．実際にアメリカウナギに
おいて，海ウナギと川ウナギというエコタイプの違いには遺伝的基盤があると推察されている
（Pavey et al. 2015）． 
 
2．研究の目的 
 本研究では，ニホンウナギの海ウナギと川ウナギグループ間で集団ゲノム解析を行い，各グル
ープを特徴づける変異が存在するゲノム領域（遺伝子）の有無を明らかにすることを目的とした．
生活史多型に特定の遺伝子が関与していれば，海域環境下の生存に適した遺伝子型を持つ個体
が存在することになり，海域の成育場としての重要性が遺伝学的に裏付けられる．こうした知見
は，資源回復のための成育場保全策を考える上で重要である．さらに本種では，偶発的に来遊し
た東アジアの河川上流から内湾までの様々な水系に対する環境適応が，生活史戦略の根幹をな
している可能性がある．従って得られる成果は，海域と河川それぞれに適応的な遺伝子資源を保
全し，本種の環境適応ポテンシャルの損失を防ぐことの必要性を示す科学的根拠になる． 
  
3．研究の方法 
3-1．ニホンウナギサンプル 
 本研究では，静岡県浜名湖（地域略称：HM）および愛媛県西条市近辺（EH）において採集さ
れた，産卵回遊中のウナギを解析の対象とした．HMと EHの総個体数は，それぞれ 201 と 100
であった． 
3-2．Restriction site-associated DNA (RAD)シーケンシング 
 すべての個体からゲノム DNA を抽出し，Sekino et al. (2016)に準じて RAD ライブラリー
（Baird et al. 2008）を作成した．ただし Sekino et al.は，8 塩基（5'-CCTGCAGG-3'）を認識し
てゲノムを消化する制限酵素 Sbf I を用いたが，本研究ではより多くの SNP を調べることがで
きると期待される，6塩基認識の制限酵素 Spe I を用いた（認識配列：5'-ACTAGT-3'）．超並列
DNAシーケンサーを用いて RADライブラリーのシーケンシングを行い，Spe I 認識配列近辺の
75 塩基分の塩基配列を得た． 
3-3．耳石微量元素組成に基づく生息履歴判定 
 電子線プローブマイクロアナライザー（EPMA）を用いて耳石のストロンチウム/カルシウム
比を計測することにより，各個体の生息塩分履歴を調べた（Tsukamoto et al. 1998）．この解析
により，各個体を海ウナギグループ，川ウナギグループおよびシフターグループに分類した．海
ウナギはその生活史の中で河川に遡上した履歴のない個体、川ウナギは遡上後に海域に下った
履歴のない個体，シフターは海域と河川域の両方において生息履歴があった個体である． 
3-4．SNP サイト探索とフィルタリング 
 RADシーケンシングで得られた塩基配列（リード）のうち，低クオリティのリード（5%以上
の塩基でベースクオリティが 20 以 下のリード）を除外した（ FASTX-Toolkit; 
http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolk it/download.html)．BWA-mem2（Vasimuddin et al. 2019）
を用いて，高クオリティリードを最近公表されたニホンウナギの染色体レベルのドラフトゲノ
ム（Wang et al. 2022）にマッピングした．マッピングの過程で，SAMtools（Li et al. 2009）と
UNIX の grep コマンドにより，マルチヒットリードおよびキメラリードを除外した．次に
SAMtools のサブプログラムmpileup を用いて，マッピング後の塩基配列情報をmpileup フォー
マットに変換した（最低マッピングクオリティおよび最低ベースクオリティはそれぞれ 40 と
30）．得られたmpileup データに基づき，VarScan2（Koboldt et al. 2012）により SNPコールを
行い， 検出された SNP について，ジェノタイプ精度向上のためのフィルタリングを行った．
SNPフィルタリングにあたり，EPMAの結果に基づいて，各個体をHMの海ウナギ（HMS）と
川ウナギ（HMR）および EH の海ウナギ（EHS）と川ウナギ（EHR）の 4 グループに分類し，



 
 

シフターグループの個体は除外した．VCFtools（Danecek et al. 2011）を用いて，バイアレリッ
ク（サンプル中でアリルの種類が二つ）の SNP を選択した．さらに塩基の被覆度を≥ 20，MAF
（Minor Allele Frequency）を≥ 0.05，SNPの共有率（全グループおよび各グループ内）を≥ 0.90
および各個体のジェノタイプ欠損率を < 0.1 に設定した．各グループにおいてハーディ・ワイ
ンベルグ平衡（HWE）の検定を行い，全グループで HWE を満たさなかった SNP を除外した
（P < 0.05）．連鎖不平衡（LD）に基づくフィルタリングでは（BCFtools; Li 2011），最も個体
数が多かったHMRを対象とし，LDの指標となる統計値 r2の閾値を 0.3 とした（ウインドウサ
イズ：100 kb）．最後に，Sekino et al. (2023)の Rスクリプトを用いて，SNP 間の物理距離が最
低 1 kb になるように SNP の間引き処理を行った． 
3-5．SNP ジェノタイプに基づく統計解析 
上記 4 グループ間の遺伝的分化を調べるため，FinePop2（Nakamichi et al. 2020; 
https://CRAN.R-project.org/package=FinePop2）を用いて，グループ間のペアワイズ FSTを求
めた．また遺伝的集団構造と個体間の遺伝的類似度を視覚化するため，Adegenet（Jombart 2008）
により主成分分析（PCA）を行い，2 次元平面状に各個体をプロットした．  
 集団間で表現型が異なるある形質に対して，効果の弱い複数の遺伝子が相乗的に関与してい
る場合，個々の遺伝子に連鎖している SNPの集団間の遺伝的差異は顕著ではないと予想される．
そのような SNPs を，集団間で大きな遺伝的差異のあるマーカーを抽出するOutlier テスト（例
えばWhitlock and Lotterhos 2015 や Luu et al. 2017）で検出することは困難であるため，本研
究では Rパッケージの randomForest を用いて，機械学習の一つであるランダムフォレスト解析
（Breiman 2001）を行った．この方法では，集団を識別する上で重要な SNP をランク付けして
重要度の高い“SNP セット”を見つけることができるため，前記のような効果の弱い遺伝子に連
鎖する SNP を検出する上で適した方法と言える．ランダムフォレスト解析においては，HMと
EHそれぞれの地域における海ウナギ・川ウナギグループ間でアリル頻度の差が 0.1 以上の SNP
のみを用いた．また randomForest の設定パラメーターであるmtry（１つの決定木あたりに選ば
れる SNPの個数）を，各地域サンプルにおける SNP数の約 10%とし（Goldstein et al. 2010），
ntree（作成する決定木の個数）を両地域サンプルとも 50,000 に設定した．また randomForest
のサブプログラム rfImpute を用いて，欠損ジェノタイプを補完した． 
 
4．研究成果 
4-1．海ウナギ・川ウナギの分類 
 EPMAの結果，採集された銀ウナギ 301 個体のうち，
海ウナギは 107 個体，川ウナギは 132 個体で，残りはシ
フターであった．各グループの個体数はHMSが78，HMR
が 89，EHSが 29 および EHRが 43 であった． 
4-2．SNP マーカー 
 SNP コールの結果，3,998,182 個の SNP が検出された
が，上記フィルタリング後に得られた SNP 数は 48,374
であった．また，HMRの 3 個体では欠損率が閾値以上で
あったため，以降の解析からは除外した．さらに EHRの
1個体では，ヘテロ接合率の観察値が 0.403 と，他個体の
値（0.200–0.240）と比較して異常に高く，コンタミネー
ションあるいはシーケンスエラーが疑われた．このため
この個体も以降の解析から除外した．したがって統計解
析に用いた最終的な個体数はHMSが 78，HMRが 86，
EHS が 29，EHR が 42 であった． 
4-3．グループ間の遺伝的差異 
グループ間の FST値は 0.00036 から 0.00053 と極めて低
く，実質ゼロであった．また PCAプロットでもクラスター分離は認められなかった（図 1）．こ
れらの結果は，これまでの多くの研究で立証されてきたニホンウナギの単一集団（Panmixia）説
を支持する． 
4-4．ランダムフォレスト解析：エコタイプを分ける遺伝子は存在するか？ 
 HMとEHにおける海ウナギ・川ウナギグループ間でアリル頻度の差が0.100以上あったSNP
の数は，それぞれ 1,133 と 5,172 であったため，ランダムフォレスト解析におけるパラメータ
ーmtry は，HMサンプルでは 115，EHサンプルでは 510 に設定した．この条件でのOOB（out-
of-bag）エラー率は，HMサンプルでは 0.018，EHサンプルでは 0.338 であった． それぞれ
の地域において，海ウナギと川ウナギグループを識別する上で重要な SNP を，重要度（mean 
decrease in accuracy）を指標として調べた（図 2）．これらの結果をもとに，HMと EHサンプ
ルそれぞれについて，重要度の高い上位 20 個の SNP をリストアップした（表 1）．これらの SNP
を用いて，それぞれの地域サンプルについて Structure パッケージ（Pritchard et al. 2000）によ
り各個体のグループ分けを行った．その結果，当該の SNPにおいては，個体のジェノタイプ組 



 
 

 
成が海ウナギと川ウナギで異なり，不完全ではあるものの両エコタイプを分けることができた
（図 3）．一方，海ウナギと川ウナギの識別において重要度の高い SNPs は，地域間で共有され
ていなかった．ただし，HMサンプルにおける第一染色体のポジション 25,547,394（表 1：HM
の Imp_rank 18)と EHサンプルにおける第一染色体のポジション 25,376,759（EHの Imp_rank 
16）の二つの SNPs は，物理距離約 170 kb と比較的近いところに位置していた．遺伝子アノテ
ーションに基づくと，これらの SNPs の近隣に位置する遺伝子の一つとして，Ezrin- Radixin-
Moesin（ERM）ファミリーが挙げられる（遺伝子領域は第一染色体のポジション 
25,373,227 から 25,381,373）．ERM タンパクは，細胞の形態維持や構造変化に関与するが
（Tsukita and Yonemura 1999），アメリカウナギの海ウナギ・川ウナギ間でも，細胞構造の維持
に重要な細胞骨格（細胞で細胞の形や代謝を制御しているタンパク質線維）結合タンパクをコー
ドする遺伝子が，エコタイプを分ける遺伝子の一つと推測されている（Pavey et al. 2015）．また
興味深いことに，ナトリウム機械受容チャンネルの制御に関与する Syntrophin gamma 2（Ou et 
al. 2003）をコードする遺伝子（第一染色体のポジション 25,201,554 から 25,230,458）および細
胞内外間イオン輸送に関与
す る Transmembrane 
protein 206 （ Yang et al. 
2019）をコードする遺伝子
（第一染色体のポジション
25,389,996から25,394,218）
という，浸透圧調整に関連す
る可能性がある遺伝子も，上
記の SNPs の近隣に存在す
る．このため，海水適応（塩
分濃度適応）に関与する遺伝
子の違いが，海ウナギと川ウ
ナギというエコタイプを分
ける要因の一つであるのか
もしれない． 
 一方，重要度の高い SNPs は地域によって異なっており，地域間においてほとんどが異なる染
色体上に存在していたか，同じ染色体上にあっても物理的に大きく離れて位置していた．このこ
とは，エコタイプの違いは，各地域特有の環境下における自然選択の影響を強く受けており，海
域と河川域の塩分濃度の違いのみが環境要因ではないことを示唆する． 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3．高重要度の SNPs を用いた個体レベルのクラスタリング 
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