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研究成果の概要（和文）：魚類のゲノムから遺伝子に対する非同義置換と超保存領域に注目して、魚類ゲノムか
ら有害変異を検出する手法の開発をマサバをモデルに試みた。まず、マサバの染色体レベルのゲノム配列を得て
遺伝子注釈を行った。このゲノム配列を用いて野生集団を用いてマサバゲノム中の多型を検出した。これらの多
型に対して、SNPeffを用いた有害変異の推定を完了する計画であったが、マサバ類の不漁などにより解析が遅れ
たため、有害変異の推定を実施中である。また、超保存領域上の変異の有害性推定を試みている。当初の計画に
くらべ参照配列が利用可能な魚種が大幅に増え、想定以上の配列解析が必要となったため、完了には至っていな
い。

研究成果の概要（英文）：We have attempted to develop a method for detecting deleterious mutations in
 fish genomes using the chub mackerel (Scomber japonicus) as a model. To identify nonsynonymous 
substitutions that are potentially deleterious, we constructed a de novo T2T level genome assembly 
of chub mackerel with gene functional annotation. Using this genome sequence, we have detected 
polymorphisms in wild chum mackerel individuals. We are now identifying deleterious non-synonymous 
mutations using SNPeff. The analysis has been delayed due to low commercial catches of the species 
and other factors. 
We are also attempting to estimate the deleterious effects of mutations in the ultra-conserved 
region within body fish (i.e., Actinopterygii). The number of fish species for which reference 
sequences are available has increased significantly compared to the original plan, requiring more 
sequence analysis than expected, so the project has not been completed.

研究分野：魚類遺伝育種学

キーワード： 選抜育種　海産魚　ゲノム比較　超保存領域　ゲノム編集　有害変異　ゲノミックセレクション

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
選抜育種において過度な選抜は禁忌とされるが、産業的には短期的な収益が得られる過度な選抜を伴う新規選抜
法の開発への要望が強い。その実現には、集団中から有害変異を持つ個体を除去する必要がある。本研究では、
ゲノミックセレクション法と強有害変異を持つ個体の除去を同時に行う養殖魚の新規近交系選抜育種法の開発に
取り組む。この手法が確立すれば、短期間で収益を上げられるような小規模な選抜育種が可能となる。また、企
業間で遺伝資源の交換を行うことで継続的な改良も可能になると期待される。さらに、ゲノム中の有害変異の特
定は野生集団の遺伝的健全性の評価を可能にすることから、資源動態の将来予測も可能にできると期待される。

※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 
選抜育種においては継続的に遺伝的改良を行うために過度な選抜や近親交配を避けることがセ
オリーである（Hosoya et al, BMC Res. Notes, 2018 など）。特に、近交が進むことによって生
じる、選抜対象ではない形質に悪影響を及ぼす有害変異の頻度上昇が問題視される。例えば、現
在の最先端技術とされる選抜育種法はゲノミックセレクション法（Meuwissen et al. Genetics, 
2001）であっても、過度な選抜にともなう有害変異の頻度上昇をコントロールすることはでき
ず、近交弱勢の悪影響は避けられない。そのため、選抜育種では世代毎に 50~100個体以上の親
魚を用いて血縁の遠い個体同士を交配して少しずつ改良していくことが望ましいとされてきた。
しかし、親魚候補にはさらにその数倍の個体が要求されることになり、親魚の維持管理に多大な
労力とコストが要求されるうえに、世代あたりの改良量が小さいため、収益を得るまでに時間が
かかる。最近注目を浴びているゲノム編集であっても、有害変異の蓄積による集団の崩壊には注
意が必要で、相当数の（遺伝的に多様な）個体群に対して編集をかける必要がある。  
一方で、生産現場からは短期間で効率よく収益を上げるために過度な選抜を可能にする新技
術の開発が強く求められている。しかし、今のところそのような技術は無い。それは、過度な選
抜で生じる近交弱勢の分子的実体である有害変異がどこにあるか不明だからだ。逆に言えば、養
殖対象魚が持つ「有害変異の染色体上の数、位置、影響力」が明らかになれば、少数のエリート
個体の中からさらに有害変異の影響がより少ない個体を選抜して利用するような近交系選抜育
種法の確立が可能となる。このような手法であれば、ゲノム編集育種にも応用可能で、少数の親
魚群で系統を固定できるようになり、作業効率を劇的に改善できる。 
 
 
２．研究の目的 
選抜育種技術は、集団遺伝学を取り入れて近代化して以降のおよそ 100 年間、「過度な選抜を
行わない」ことをセオリーとしてきた。そのために多数の親個体を抱えながらも、世代毎に少し
ずつしか選抜を進められなかった。このことは産業的には大きなデメリットである。一方で、本
研究が提案する新規近交系選抜育種法は、「有害変異を多く持つ個体を狙って除去することで過
度な選抜を可能にする」という逆転的発想に基づいており、短期間で収益が得られる育種系統を
安定的に作り出す画期的な手法と言える。  
本研究で中核となる課題は、「養殖対象魚の全染色体配列の中から有害変異を網羅的に検出す
る」ことである。有害変異の検出には主に遺伝子注釈（アノテーション）情報が利用されてきた。
すなわち、アミノ酸置換や構造変化など異常タンパク質の原因となり得る有害な配列変異をコ
ドンベースで推定する方法である。変異の有害性は終止コドンの出現やタンパク質の機能・構造
の変化などへの影響力で評価できる。コード領域を正確に特定する遺伝子注釈作業は非モデル
生物においては未だに容易ではないものの、この方法は直感的であり利用しやすい。しかし、コ
ード領域以外の変異を取り扱えない。これに対して本研究では、種間で広く保存されている超保
存領域上の変異（van Oosterhout. Nature Ecol. Evol., 2020）にも注目することで、この問題を
解消する 
 生物の染色体配列には種間で広く保存されている領域があり、超保存領域（ultra-conserved 
elements/regions）と呼ばれる。この領域はコード領域とは限らないが、進化上の制約受けてい
る領域で、そこに生じた変異は有害であると考えられており、一部はゲノム編集で有害性が実証
されている（Dickel et al. Cell, 2018）。超保存領域にある変異の有害性は配列の保存性の高さ
（保存されている種数）によって推定できる。これを利用することで、各親魚候補について有害
変異の負荷を評価できる。コード領域を含め、親魚に有害変異の負荷がより少ない個体を用いれ
ば、過度な選抜を伴う近交系選抜育種が可能になる。魚類（真骨魚）においても多くの種で全染
色体の概要塩基配列が登録されており、これから概要配列を決定しようという種でも、現在の塩
基配列決定技術があれば、超保存領域を特定できると期待される。これまで、魚類の超保存領域
に関する研究は、一部のモデル魚とヒトなどの脊椎動物との比較（比較ゲノム学）が中心であっ
た。本研究は非モデル魚も対象として超保存領域を解析して魚類の有害変異を全染色体レベル
で評価する初めての試みであり、さらに養殖業に応用しようとする点で独自性が強い研究と言
える。また、本研究で有害変異の検出方法が確立すれば、野生集団の保全への応用も可能であり、
他分野へのインパクトも大きいと期待される。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、マサバをモデルとした「新規近交系選抜育種法」の確立を最終目標とし。まず、
真骨魚の全染色体配列の中から有害変異を網羅的に検出する手法の確立を目指す。最初に、マサ
バについて高品質なゲノム情報（染色体レベルに整序化された参照配列と遺伝子注釈情報）を整
備したうえで、本種の野生集団がもつ種内変異の有害性を評価する。なお、マサバをモデルとす
るのは、本種が鯖缶ブームなどで需要が高まっている新規養殖対象種であること、本種の養殖研



究のためにゲノム情報の整備が望まれていることが主な理由である。  
 
① マサバのゲノム情報整備について、参照配列の構築には長鎖型シーケンサー（REVIO）で得
られた正確性の高い長鎖配列情報と Omni-C による近接ライゲーション法で得られた情報を
利用した。解析にはまず、HiFiams を用いて Hi-C ガイド有りの条件で 1対の haploid contig
を得た。この contig を 3D-DNA を用いて haploid 毎に superscaffolding した。遺伝子注釈
は、複数の器官・組織を RNA-seq に付して得た mRNA を利用して行った。解析には、BREAKER3
を用いた。 
 
② 超保存領域の探索には、マサバに加えて、条鰭類の中ですでに高品質なゲノム情報が整備さ
れている魚種の参照配列を公共データベース（NCBI）から取得し、van der Valk et al. 
(bioRxiv, 2019)の方法に倣って魚種間で塩基配列の相同性を比較する。2 種以上で塩基配
列が数十塩基に渡って一致する超保存領域をリストアップする。 
 
③ 別途、マサバ野生集団を対象に種内変異を同定する。このとき、有害性の強い変異は頻度が
低いと予想されるとこから、複数地域に由来する合計 100 個体以上の大量個体を用いる。全
塩基配列情報は短鎖型シーケンサーで取得（リシーケンス）する。得られた配列から定法に
従って変異を抽出して SNP や 10 bp 以下の短い挿入/欠失（In/Del）をリストアップする。
これらの配列変異について遺伝子注釈と超保存領域の位置情報をもとに SNPeff を用いて有
害性を評価する。  
 
ここまでの研究で、真骨魚に見られる超保存領域の特性を明らかにするとともに、有害変異の
網羅的な解析手法を確立する。次に、ゲノミックセレクション法と強有害変異を持つ個体の除去
を同時に行える新規選抜育種法の確立を目指す。具体的には、有害変異の数や位置などの情報を
再現するシミュレーションデータを作成して、ゲノミックセレクション法による優良個体の選
抜と有害変異を多く保因する個体の除去とを同時に行う近交系選抜育種法を確立する。 
 
４．研究成果 
 マサバの遺伝子注釈済み参照配列を構築した。課題期間中に高性能の長鎖型シーケンサー
（PacBio REVIO）が利用可能となったことから、当初期待していたよりも完成度が高い参照配列
が得られた。例えば、同期間中に外国のチームが NCBI 上でマサバの参照配列を公開したが、こ
の参照配列はこれまでに公開された他の魚類ゲノムに対して比較的に完成度が高いものではあ
ったが、染色体末端の情報は得られていなかった。それに比べて本課題で構築した参照配列は多
くの染色体（24 本中 20 本）において両端にテロメア配列を同定できており、いわゆる T2T
（telomere-to-telomere）レベルのもので、極めて完成度の高いものであった。また、これまで
は、一般的に半数体でしか連続性の高い配列情報が得られなかったのに対して、本課題で構築し
た参照配列は、2倍体として配列情報が得られた。すなわち、各染色体の相同染色体のそれぞれ
について、T2T レベルの配列情報が得られた極めて完成度の高いものであった（図１と表１）。
なお、参照配列の構築過程においては 3D-DNA による superscaffolding のパラメーター設定を
チューニングして明白なスキャッフォールディングミスがないことを確認している（図２）。 
 

図１ マサバのゲノム参照配列において染色体末端に特定できたテロメア配列の位置。この図
では、既報の核型との対応が取れていないため「染色体」ではなく「Superscaffolds」とした。 



表 1 マサバ参照配列の完成度 

 
 

 図２. 3D-DNA を用いたスキャッフォールディングの結果 
 
 
 
 野性マサバ集団を用いた多型解析については、マサバ類の不漁などにより全体として計画が
遅れたものの、日本海側と太平洋側を含む 4 集団からそれぞれ 60～120 個体のサンプルを収集
した。これらのサンプルから定法に従ってゲノム DNA を取得し、TWIST BioScience 社の 96-plex 
library kit を用いてシーケンスライブラリーを作製して低被覆深度ゲノムワイドリシーケン
スデータを取得した。シーケンスには Illumina NovaSeq6000 を用いた。得られたシーケンスリ
ードを先述のマサバ参照配列にマッピングしてゲノムワイドな多型情報を得た。研究期間中に
は終わらなかったが、現在、SNPeff を用いた有害変異の推定を進めている。 
 
 
また、条鰭類ゲノム中の超保存領域の特定については、計画当初ではゲノム情報が高度に整備 
されている魚種は 8 種程度であったのに対し、近年のゲノム解析技術の向上や複数国で進めら
れている全ゲノム解析プロジェクトの成果により 100 種以上の参照配列が利用可能になってい
る。この想定以上に大量の配列解析を行う必要が生じたため、完了には至っていない。これらの
参照配列の質を見極めつつ、魚種を選定し直して、超保存領域の特定にあたる。保存領域上の変
異の有害性についての推定が完了次第、マサバの集団データをもとに本種の有害変異の蓄積状
況を解析する。 
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