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研究成果の概要（和文）：　次世代シーケンサーを用いて、アユゲノム参照配列を作成した。約460Mbpのアセン
ブルデータが得られ、N50：4.44 Mbp、最長scaffold：17.19 Mbpとなった。冷水病選抜育種された天然魚由来養
殖集団において分子遺伝学的解析を実施した結果、選抜育種前と選抜育種後の集団では、冷水病耐病性ゲノム領
域が遺伝的に変化している可能性が示唆された。東京都多摩川の天然魚を用いた人為感染実験による冷水病耐病
性形質の全ゲノム相関解析の実施した結果、生残魚と死亡魚で冷水病耐病性ゲノム領域で特に大きな差異が見ら
れたことから、耐病性形質に関連する遺伝子座の絞り込みに有効である可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：  The reference genome (approximately, 460 Mbp) of the ayu was produced. 
Longest scaffold was 17.19 Mbp and the assembly had an N50 value of 4.44 Mbp. In order to detect the
 genetic impacts for the selective breeding program (SBP) of bacterial coldwater-disease (BCWD) 
resistant trait, allele distributions of MS markers were compared in two years (2007 and 2016). The 
allele distributions of several markers were significantly difference between 2007 and 2016, 
suggesting the genetic diversity was reduced due to SBP. The difference of the allele distribution 
on MS marker linked to BCDW resistant trait was highly significant, because of the genetic selection
 on the SBP. Genome wide association study (GWAS) was performed in wild fish after artificial 
challenge test of BCWD. The genetic difference between survivors and dead fish on the genome region 
related to BCWD resistant trait was detected. GWAS of disease resistant trait might be useful to 
detect the disease resistant locus.

研究分野： 水族分子遺伝育種学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

 
１．研究開始当初の背景 
(1) 国内・国外の研究動向および位置づけ 
 養殖魚類における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、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）が明らかとなって
いる。国外においては、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。これらの研究は、主
に養殖集団由来の解析家系を用いた連鎖解
析であり、本研究課題で提案する天然魚の耐
病性形質に対する全ゲノム相関解析は、非常
に新規で挑戦的な研究である。 
 上記の耐病性形質に関する分子遺伝学的
解析は、耐病性系統と感受性系統を交配して
作出した解析家系を用いた解析であり、解析
家系の作出には優良形質（耐病性形質）を保
持する系統を既に作出している必要がある。
養殖魚類においては、耐病性系統がほとんど
存在せず、新たな耐病性系統作出技術が必要
である。トラフグの性決定遺伝子単離
（Kamiya et al., 2012）においては、天然魚を
用いた性決定遺伝子座の局所的な相関解析
が用いられ、成果を上げている。アユ冷水病
耐病性形質の様に 1 つの主導遺伝子で支配さ
れている形質であれば、全ゲノム相関解析に
より検出できると考えた。また近年、次世代
シーケンサーを用いた GBS（Genotype by 
Sequencing）法等により、比較的安価に全ゲ
ノム相関解析が可能になったため、本研究課
題を着想した。 
 
(2) これまでの研究成果 
 これまでに 500 座位以上の遺伝マーカーを
用いたアユのアユゲノム地図を作成した。そ
れを用いたアユ冷水病耐病性形質の連鎖解
析により、冷水病耐病性遺伝子座を明らかに
し、アユ冷水病耐病性形質識別マーカーを開
発した（特許第 5026771 号および特許第
5026812 号）。さらに、冷水病耐病性遺伝子座
のゲノム領域：約 1,000kb の物理的地図を作
成した。また、アユ冷水病耐病性形質識別マ
ーカーを用いたマーカー選抜育種技術を開
発し、冷水病に対する耐病性系統と感受性系
統の作出に成功した。冷水病耐病性形質の主
導遺伝子座を用いた選抜により作出された
耐病性系統と感受性系統は、同じ菌濃度で実
施した人為感染実験において、それぞれの死
亡率は 0%と 100%と大きな差を示した。 
 アユゲノム地図は、全ゲノム相関解析で明
らかになる生残魚群特異的な SNP を含む
DNA 断片の位置を明らかにする際に利用す
る。また、冷水病耐病性遺伝子座のゲノム領
域：約 1,000kb の物理的地図についても、全
ゲノム相関解析で明らかになる生残魚群特

異的な SNP を含む DNA 断片の位置との関連
性を解析する際に利用する。 
 
２．研究の目的 
 クロマグロやウナギでは、養殖業のほとん
どに天然種苗を用いており、養殖業の安定化
と資源保護の観点から、天然魚から短期間で
優良形質を保持する人工種苗を作出する育
種技術開発が必要とされている。すなわち、
未選抜な天然魚の解析により、優良形質を保
持する個体を選抜可能なマーカーを開発す
る技術が必要とされている。本研究課題では、
アユ冷水病をモデルとして、次世代シーケン
サーを用いた天然集団における耐病性形質
の全ゲノム相関解析により、ゲノム上の冷水
病耐病性マーカーを探索する。本研究課題の
全ゲノム相関解析により得られる成果が、こ
れまでに申請者らが解析家系を用いた連鎖
解析で検出している冷水病耐病性識別マー
カーと同一の遺伝子座を検出できるかどう
かを検討し、全ゲノム相関解析の有効性を明
らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 次世代シーケンサーによるアユゲノム参
照配列の作成 
 次世代シーケンサーによる用いた GBS
（Genotype by Sequencing）解析やリシーケン
ス解析を実施する際に、対象生物の参照配列
を利用することで得られるデータ精度およ
びデータ量が高まることがわかっている。
そこで、次世代シーケンサー（illumina 社：
HiSeq2000、PacBio 社：PacBio RS II）を用い
て、ゲノム参照配列を作成する。（アユゲノ
ムは、事前の全ゲノム量解析で約 450Mb とい
うことが明らかになっており、非常に小さい
ゲノムである（参考：メダカ：1000Mb、ニジ
マス：2400Mb）。illumina 社のシーケンサー
では、Shotgun, 3kb, 8kb, 20kb, 40kb の各種ラ
イブラリーを用いて入手したショートリー
ドデータを解析した。これらのショートリー
ドデータは Platanus を用いてアセンブルを行
った。さらにそのアセンブルデータのギャッ
プ補完のために、PacBio 社のロングリードデ
ータを PBJelly で解析した。これらの解析に
より、アユゲノム参照配列を作成した。 
 
(2) 人為的な冷水病淘汰による天然由来養殖
集団の遺伝的変遷の解析 
①マイクロサテライト（MS）マーカーによる
解析 
 これまでの冷水病耐病性解析では、共同研
究先である広島県のサンプルを用いて多く
の解析が進められており、他県種苗における
冷水病耐病性形質と冷水病耐病性ゲノム領
域との関係性は明らかになっていない。その
ため、岐阜県で行われてきた冷水病選抜育種
によるサンプルを用いて、遺伝的変遷を解析
した。解析には、岐阜県水産研究所で継代飼
育された海産系統と新規系統を用いた。供試



魚は、海産系統の 2007 年（生残率：約 50%）
と 2016 年（生残率：約 80%）の集団各 48 尾
と、新規系統の 2007 年（生残率：約 35%）
と 2016 年（生残率：約 80%）の集団各 48 尾
を用いた。この 2 系統は、人為感染試験によ
る選抜育種の結果、世代間で冷水病耐病性形
質の頻度に差が見られる。また、継代の影響
によって近交度が上昇し、遺伝的多様性が全
染色体規模で減少している可能性がある。そ
こで、上記の 2 系統について冷水病耐病性識
別マーカーを含む複数連鎖群の MS マーカー
により解析し、遺伝的多様性の度合いと冷水
病耐病性形質との関連性ついて調べた。MS
マーカーは、冷水病耐病性識別マーカー1 座
および耐病性形質とは無関係な 8 座の合計 9
座を用いた。MS マーカーを用いて PCR を行
い、キャピラリー電気泳動法による PCR 産物
のサイズ分離後、アレル頻度を算出した。各
系統について、2007 年と 2016 年のアレル分
布をカイ 2 乗検定により解析した。 
② SNP（Single Nucleotide Polymorphism：一
塩基多型）マーカーによる解析 
 さらに、これらのサンプルについて冷水病
耐病性ゲノム領域に配置した 69 座の SNP マ
ーカーを用いて詳細に解析した。69 座のアン
プリコンシークエンス法では、標的変異を含
む約 1 kbp の領域を PCR で増幅し、次世代シ
ーケンサーIllumina 社 Miseq によってシーク
エンスを行なった。データトリミング後にリ
ードをアユ全ゲノム参照配列にマッピング
し、69 座について特異的に SNP calling を行
い、その後アレル頻度の算出や主成分分析を
行った。 
 
(3) 天然アユ稚魚を用いた冷水病人為感染実
験の実施 
① 平成 28 年度は宮崎県に 2 月に海で採補さ
れ（沖取り）、飼育された天然アユ（約 20g）
を用いて、冷水病人為感染実験を行った（協
力機関:広島県立水産海洋技術センター）。ま
ず供試魚において、冷水病菌の保菌検査を実
施し、陰性であることを確認した。感染実験
には、PH-1034 株（7.4 logCFU/fish）を用いた。 
② 平成 28 度に実施した宮崎県で採捕される
天然魚を用いた実験では、使用できる魚体サ
イズが大きいため、その後の相関解析に十分
なサンプル数が得られないと判断し、平成 29
年度は、東京都から分与された多摩川河口域
で採捕されたアユ（約 400 尾）を用いて実験
を行なった。多摩川にて 4 月下旬に採取した
天然集団のアユは、平均 6.26 cm、魚体重は
1.91 g（8 尾平均）であった。アユを約 5g に
なるまで飼育し、感染実験に用いた。（多摩
川で採捕されたアユでは、これまでに冷水病
菌の保菌は確認されていない。） 
 
(4) 次世代シーケンサーを用いた全ゲノム相
関解析 
 冷水病人為感染試験に供した多摩川で採
捕した天然魚のうち、生残魚 2 尾と死亡魚 2

尾から DNA を抽出した。生残魚、死亡魚そ
れぞれの DNA を混合し pooled-seq 法による
冷水病耐病性形質に相関する SNP の検出を
試みた。Illumina 社 Hiseq X ten によるペアエ
ンド 150bp のシークエンスを行なった（外部
委託）。シークエンスデータは、bwa ソフトウ
ェアを用いてすでに構築したアユ参照ゲノ
ム配列にマッピングした。次にこれまでの解
析から、冷水病耐病性形質との連鎖関係が検
出されている連鎖群 14 上の約 770 kb の領域
に位置する SNP を検出した。SNP 検出には
samtools を用いた。全ゲノムおよび冷水病耐
病性関連領域のそれぞれで生残魚と死亡魚
でジェノタイプが異なる SNP 数等を解析し
た。 
 
４．研究成果 
(1) 次世代シーケンサーによるアユゲノム参
照配列の作成 
 illumina 社のシーケンサーによる各ショー
トリードデータは、それぞれのライブラリー
ごとに、Shotgun（約 6.6 億 reads）、3kb（約
4900 万 reads）、8kb（約 4975 万 reads）、20kb
（約 2957 万 reads）、40kb（約 2396 万 reads）
を用いた。これらのショートリードデータは
Platanus を用いてアセンブルを行った。さら
にそのアセンブルデータのギャップ補完の
ために、PacBio 社のロングリードデータとし
て、約 102.5 万 reads：平均 6965bp を入手し、
PBJelly で解析した。その結果、約 460Mbp の
アセンブルデータが得られ、N50 が 4.44Mbp、
最長 scaffold は 17.19 Mbp となった。これま
でに作成しているアユマイクロサテライト
および GBS 解析法による連鎖地図上には、
85.2%の scaffolds がマッピングされた。これ
により、今後の GBS 解析やリシーケンス解析
に有効なアユゲノム参照配列を作成するこ
とができた。 
 
(2) 人為的な冷水病淘汰による天然由来養殖
集団の遺伝的変遷の解析 
① MS マーカーによる解析 
 各系統について、MS マーカーによる解析
データを用いて 2007 年と 2016 年のアレル分
布をカイ 2 乗検定により解析した結果、どち
らの系統でも複数の MS マーカーにおいてア
レル頻度の偏りに有意差が見られた。この複
数 MS マーカーにおけるアレル頻度の偏りは、
継代飼育による遺伝的多様性の減少による
ものと考えられた。なかでも、冷水病耐病性
識別マーカーでは、最も大きなアレル頻度の
偏りを検出した。冷水病耐病性識別マーカー
のアレル頻度の大きな偏りは、継代飼育によ
る遺伝的多様性の減少に加えて、冷水病人為
感染試験による選抜が影響した結果による
ものと考えられた。これらのことから、冷水
病選抜育種前と冷水病選抜育種が繰り返し
行われた後の集団では、冷水病耐病性ゲノム
領域が遺伝的に特に変化していることが明
らかになった。 



② SNP マーカーによる解析 
 これらのサンプルについて冷水病耐病性
ゲノム領域に配置した 69 座の SNP マーカー
を用いて標的変異箇所における耐病性系統
特異的なアレルの頻度を算出した結果、耐病
性形質向上に伴うように 2007 年から 2016 年
にそのアレル頻度が有意に上昇している 11 
SNPs が検出された。これらの 11SNPs は、耐
病性形質向上に関連性している可能性が考
えられた。 
 
(3) 天然アユ稚魚を用いた冷水病人為感染実
験の実施 
① 平成 28 年度は宮崎県に 2 月に海で採補さ
れ（沖取り）、飼育された天然アユ（約 20g）
を用いた人為感染実験に用いる菌量は、予備
実験結果から、上記の 1 尾当たり 2.4x10 の 7
乗 cfu（n=50）とした。感染実験の結果、死
亡率は、60%（生残魚 20 尾、死亡魚 30 尾）
となった。  
②冷水病によって死亡したアユを水槽内に
吊るし、感染させる同居感染法にて行った。
水量を 45L に設定した 60L 水槽に毎分約
0.24L の注水を行い、水温が 16-17℃の流水飼
育で行った。20 尾を用いた複数の予備実験の
結果、死亡率が約 80- 100%になる条件を明ら
かにした。最終試験として、ストック飼育水
槽で約 300 尾を用いた感染実験を行なったが、
期待通りの死亡率が得られなかった。期待通
りの死亡率は得られなかったが、感染実験サ
ンプル（生残魚/死亡魚）を GBS 解析より詳
細な解析が可能な全ゲノムリシーケンス解
析に供試し、表現型（生残/ 死亡）と SNPs
との全ゲノム相関解析を行うこととした。 
 
(4) 次世代シーケンサーを用いた全ゲノム相
関解析 
 Illumina 社 Hiseq X ten によるペアエンドシ
ークエンスの結果、生残魚では約 3100 万リ
ード（4.62 Gbp）、死亡魚では約 3200 万リー
ド（4.78 Gbp）のシークエンスデータが得ら
れた。アユのゲノムサイズ 450Mbp の約 10
倍量のシークエンスデータが取得された。
bwa ソフトウェアを用いてシークエンスデー
タをすでに構築したアユ参照ゲノム配列に
マッピングした結果、99％以上のリードがマ
ップされた。冷水病耐病性形質との連鎖関係
が検出されている連鎖群 14 上の約 770 kb の
領域に位置する SNP を検出した結果、合計で
5529 個の SNP がこの領域内で検出された。
このうち、冷水病人為感染実験における生残
魚と死亡魚でジェノタイプが異なる SNP は、
3359 個であった。冷水病耐病性形質の主導遺
伝子座を用いたマーカー選抜育種技術によ
り作出された耐病性系統個体における全ゲ
ノムリシークエンス解析では検出されなか
った新規のSNPは1567個であった。さらに、
新規 SNP のうち感染試験の生残魚特異的な
SNP は 300 個であった。 
 次に冷水病耐病性形質の主導遺伝子座を

用いた選抜により作出されたマーカー選抜
育種耐病性系統個体を参照ゲノム配列とし
て、冷水病人為感染実験における生残魚およ
び死亡魚で、全ゲノム領域、連鎖群 1 領域、
連鎖群 14 領域、冷水病耐病性関連ゲノム領
域（770kb）における SNP のホモ接合体率を
比較した。全ゲノム領域では、SNP のホモ接
合体率は生残魚が 0.547、死亡魚が 0.423 とな
り、生残魚が死亡魚よりもマーカー選抜育種
耐病性系統個体に遺伝的に近い可能性が示
唆された。連鎖群 1 領域では、SNP のホモ接
合体率は生残魚が 0.623、死亡魚が 0.410 とな
り、連鎖群 14 領域では、SNP のホモ接合体
率は生残魚が 0.646、死亡魚が 0.398 となり、
同様な結果が得られた。さらに、冷水病耐病
性ゲノム領域（770kb）では、SNP のホモ接
合体率は生残魚が 0.677、死亡魚が 0.402 とな
り、生残魚が死亡魚よりもマーカー選抜育種
耐病性系統個体に遺伝的により近い可能性
が示唆された。 
 天然魚を用いた人為感染実験による耐病
性遺伝子座に関する全ゲノム相関解析は、生
残魚と死亡魚で耐病性遺伝子座のゲノム領
域で差異が見られたことから、耐病性に関連
する遺伝子座の絞り込みに有効である可能
性が考えられた。今後は人為感染試験の生残
魚特異的な SNP について、近傍に位置する遺
伝子への変異の影響を解析することで冷水
病耐性形質の責任遺伝子の同定が可能とな
ると考えられる。 
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