
第4章 マイクロサテライ トによる母性解析

第1節 背景 と目的

第1項 背景

第2章 では102日 間にも及ぶ産卵調査を実施 したものの、調査期間中に個体識別で

きたのはわずかに10個 体のみで、17回の産卵のうち8回 は既に本研究で個体識別済み

の個体が再度回帰しておこなったものであった。

ウミガメは1シ ーズンに複数回産卵するため、正確な産卵個体数を知るには午後19

時ごろから翌朝5時 ころまで夜通し砂浜を歩き続けて産卵雌への標識装着を行わねば

ならない。さらに、上陸 し産卵をおこなった全ての個体を見逃すことなく標識装着する

には常時複数人で調査せねばならず、例えば和歌山県南部町千里浜では1日 当た り最

低6人 が必要 とされている(佐 藤1994)。 そのため献身的なボランティアの協力なく

して夜間調査は成立 しえないが、十分なボランティアを確保できる産卵浜はごく限られ

ている。特に、蒲生田を始めとする中規模以下の産卵浜や琉球列島のように小砂浜が無

数に点在する地域では産卵雌に遭遇できる頻度が少ないため、調査者のモチベーション

維持が難 しい。

現在までに、屋久島や宮崎、南部など国内の主要産卵場のいくっかでは調査体制が整

備 され、質の高い夜間調査が継続 されるようになった。しかし、日本のアカウミガメ産

卵場の多くは年間の産卵回数が100回 に満たない産卵浜である。 この中には蒲生田の

ようにかつては産卵回数が多く、日本の個体群回復をはかっていくうえで重要な位置付

けにあるものも少なくない。特に急激な個体群の縮小を経験 した産卵浜は遺伝的な劣化

が生 じている可能性も懸念されるので、個体群内の遺伝子流動などの遺伝的な情報をと
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り入れて効果的な保全 をお こなってい く必要がある。また、日本産 アカ ウ ミガメの集 団

構造 を明 らか にす るた めに も、調査対象にできる産卵 浜が増 えることは意義 が大きい。

産卵頻度 の少 ない産卵浜か らも効率的に産卵雌 の識別 、DNAサ ンプル の採取が行 える

手法の開発 が求 め られ てい る。

そこで本章では、比較 的採取 が容易な孵化幼体や産卵巣 中に残 されて死 亡 した個体お

よび死亡卵か らDNA標 本 を採取 し、未知の産卵雌の遺伝型 を推定 し識別す る手法を開

発す ることを 目的 とした。まず、本章お よび後 の章で も用 いてい くマイ クロサテ ライ ト

領域の特性 につ いて詳細 な検討 をお こない、次に孵化幼体の遺伝的情報 をもとに未知の

産卵雌 を識別 す る手法を開発す る。母親 と子供の遺伝情報 をもとに父親 を推 定す る手法

が 「父性解析(Paternity Analysis)」 と呼 ばれ ているので、ここでは孵化幼体 の遺伝

情報か ら産卵雌の識別 をお こな うこ とを 「母性解析 」 と呼ぶ ことにす る。

第2項 マ イ ク ロサ テ ラ イ トマー カ ー の 利用

近年、野生生物 の集 団解析や父性判別 に核DNAマ イ ク ロサテ ライ トマーカーが盛ん

に利用 され るよ うになって きた。マイ クロサテ ライ トとはDNAの 中で1塩 基か ら5塩

基までの長 さのモチー フ(例 えばCA、TGGな ど)が 連続 して繰返 され てい る部分 を

指 し、この繰 り返 し数に多型性 が高い ことか ら現在最 も有用 な遺伝マーカー とされてい

る。

マイク ロサテ ライ トの解析法 としては、PCR(Polymerase Chain Reaction)に より

マイ クロサテ ライ トを含む部位 をDNAの 中か ら特異的に増幅 させ た後 、増幅 された

DNA断 片(フ ラグメン ト)を ゲル中で電気泳動 をさせ 、その移動度 をもとに繰 り返 し

数 の長 さを推定す る 「フラグメン ト解析」が一般的であるoこ の手法 はマイ クロサテ ラ

イ トに限 らず、AFLPやPCR-RFLPな ど様 々な解析 でも用い られ ているよ うに、非常

に簡便で迅速かつ低 コス トでの解析が可能 な点が大きな利点で ある。しか し、得 られ る

データは増幅断片のサイズだけであるので、これ を信頼で きるデー タ として用い る際に

は次の3つ の前提条件が満た された場合 に限 られ る。 すなわち、(1)マ イ クロサテ ラ

イ ト領域 を確実 に増幅 できてい る、(2)増 幅断片のサイズ とモチーフの繰 り返 し数が

対応 してい る。(3)増 幅断片サイズの再現性が高い、で ある。本研 究では以降でこの

核DNAマ イク ロサテ ライ トマーカーを用いてい くことになるが、使 用す るマイ クロサ

テ ライ トはいずれ も南太平洋 のアカ ウミガ メ(Cc7、Cc117、Cc141;FitzSimmons et al.

1995,FitzSimmons1998,FitzSimmons et al.1999)も しくは他種 のウ ミガメ(Cm72、
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Cm84、Ei8;FitzSimmons et al.1995)で 開発 された ものであ り、 日本産アカ ウミガ

メで も有効で あるい う保証はない。

そこで第2節 では以降 の解析に先立ち、既 報 のマイ クロサテライ トマーカーの特性 を

詳細に調べ るこ とで 日本の個体群 でも使用可能 か ど うかを検討することを 目的 と した。

まず、マイク ロサテライ ト増幅用の既報 のプ ライマ ーによって増幅 され るDNA断 片 の

塩基配列 を決定 して配 列お よび増幅断片サイズ とモチー フ繰 り返 し数 の対応 を確認す

る。次 に同 じサ ンプル を複数回解析 して再現性 を確認す るこ とで上述 した3つ の前提 が

日本産アカ ウミガメで も成 り立つか否かの確認 を行 った。

第3項 母 性 解 析

通常の親子解析 では、子供以外に片親 の遺伝 情報 も使用 して推定をお こな うのに対 し

て、本研 究でお こな う母性解析 では基本的 に子供(孵 化幼体)の 情報 しか利用 できない。

両親の情報が得 られない場合 、子供の血縁度 をもとに数理モデルに基づいて親 の異 同を

判 定す る血縁解析 法 も存在す るものの(Blouin2003に 総説)、 それ らは主にヒ トを対

象 とした研 究 をもとに作 られた もので ある。ウミガ メの場合、一つの産卵巣か ら複数 の

孵化幼体 も しくは死亡卵 を採取す ることで、母親 を推定す るための試料 を複数得 るこ と

ができる とい う特徴が ある。この利点 を活用す る ことが できれ ば、ヒ トで使 われて いる

手法よ りも簡便 に高い精度で母親 を推定可能 とな る。本研究では父性解析のプ ログラム

GERUDE2.0(Jones2005)で 用い られてい るよ うに、孵化幼体の遺伝子型か ら各産

卵巣の母親 の遺伝子型 を推定 し、その遺伝子型 をも とに母親の異同を判 定す ることにす

る。 ただ し、GERUDE2.0(Jones2005)の 方法 は使用す る子供のデー タにエラーが

存在 してはいけない、全ての遺伝子座で遺伝子型 の情報 が揃 っていなけれ ばいけないな

ど、制約 も多い。

そ こで第3節 では、エ ラーや解析 されない遺伝子座 があって も利用できる新たな母性

解析法を確 立す るこ とを 目的 とす る。まず、孵化幼体 のmtDNAを 解析 し、mtDNAだ

けで どれ だ け母親 の識 別 が可能 か を検討 す る。 次 に産卵 雌既知 の産 卵巣 につ いて

GERUDE2.0(Jones2005)の 方法お よび本研 究で新 たに考案 した方法を用いて孵化

幼体のマイク ロサテライ トの遺伝子型か ら産卵雌 の遺伝子型を推定 し、その妥 当性 を検

討す る。 最後に新たに考案 した方法 を用いて母親不明の産卵巣 の母性解析 をお こない、

産卵調査では遭遇できなかった産卵雌のmtDNAの 情報 を得る。
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第2節 材料と方法

第1項 マイク ロサテ ライ トマーカーの特性

解 析 の 手 順

まず第2章 の野外調査 で採取 された標本 の うち、産卵雌10個 体 と産 卵巣35ク ラ ッ

チ 由来 の孵化幼体 ・死亡卵463個 体か ら粗全DNAを 抽 出 した。次 に、これ らにHatase

et al.(2002a)がmtDNAの 解析 に用いた南部、宮崎 、屋久島、吹上の産卵雌計273

個 体を加 えた計746個 体 について既報 のプ ライマ ーを用 いて核DNAマ イ クロサテライ

トの フラグメン ト解析 をお こなった。この中か ら対立遺伝子 をホモでもっサ ンプル を抜

き出 し、同 じプライマーを用 いてマイ クロサテ ライ トの塩基配列 を決定 した。得 られ た

塩基配列 とフラグメン ト解析 の結果 を比較 し、DNA増 幅断片サイズ と繰 り返 し数 の対

応 を確認 した。次に同 じDNAサ ンプルを同一機器 で再度解析 し、結果 を比較す ること

で再現性 を確認 した。また、研究期間中に使用機器 のバージ ョンア ップがお こなわれた

た め、バー ジ ョンに よる結果の違 いも検討 した。

粗 全DNAの 抽 出

TNES-Urea Buffer中 に保存 された血液お よび99%エ タノール 中に保存 され た組織

片 か ら、 フェノール/ク ロロホル ム法(Hillis et al.,1996)に よ り祖全DNAを 抽 出 した。

血液標本 の場合 は10～30μ1をTNES-Urea Buffer500μ1に 再溶解 し、組織片 の場合

は約50mm3を 切 り出 してTNES-Urea Buffer500μ1中 で細断 して溶解 させ 、10μ1の

ProteinaseK(10mg/ml)を 加 え、50℃ で2～3時 間溶解 した。次に、タンパ ク質 を変

性 させ るために等量のフェノール/ク ロロホルム/イ ソア ミルアル コール(25:24:1)を 加

え、15分 間静 かに転倒 混和 した後、4℃10000rpmで10分 間遠心 ・成 層 させ た。DNA

を含 む水 層部を、滅菌 した新 しい1.5mlチ ューブに移 した後、同 じ操作 をも う一度繰

り返 した。残留 したフェノール を除 くため、ジェチルエーテル を等量加 え、10分 間静

か に転倒 混和 した後 、10,000rpmで10分 間遠心 ・成層 させ 、上層のエーテル層 を除去

す る。この操作 を再度繰 り返 した後、核 酸水溶液 の1/10倍 量 の3M酢 酸ナ トリウム(ph

5.2)と99%エ タノール1mlを 加 えて静かに攪拌 し10分 間室温に静置後 、15,000rpm

で15分 間、4℃ で遠 心 しDNAを 沈殿 させ た。上澄 を除去 し、70%エ タノールで リン

ス した後 、12,000rpmで5分 間、4℃ で遠心 し、再び上澄 を除去 した。40℃ で乾燥 させ

た後、50μ1のTE Buffer(10mM Tris-HCl,ph8;1mMEDTA,ph8)を 加 えて溶解 し
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た 。 こ の 一 部(2～3μ1)をPerfect DNA Markers,0.5-12kb(Novagen社 製)と と も

に1.0ng/mlの 臭 化 エ チ ジ ウ ム を含 有 させ た1%の ア ガ ロ ー ス ゲ ル(LO3、TaKaRa社

製)に よ る 電 気 泳 動 を 行 っ た 。 そ の 後 、UV照 射 下 で バ ン ドの 有 無 と サ イ ズ の 確 認 を し、

粗 全DNAの 抽 出 を 確 認 した 。 抽 出 が 確 認 され た 標 本 は 、 そ の 後PCRの 鋳 型 と し た 。

マ イ ク ロ サ テ ラ イ トの フ ラ グ メ ン ト解 析

粗 全DNAを 鋳 型 にPCR反 応 を 行 い 、増 幅 され た 産 物 をABI PRISMTM3100Genetic

Analyzer(Applied Biosystems)お よ び3130xl Genetic Analyzer(Applied Biosystems)

上 でGeneScanTM500LIZ(R)サ イ ズ ス タ ン ダ ー ド(Applied Biosystems)と と も に 電 気 泳 動

し た 。 増 幅 断 片 の 移 動 度 をGENESCAN3.1software(Applied Biosystems)お よ び

GeneMapper(R)ソ フ トウ ェ アv3.5(Applied Biosystems)を 用 い て 既 に 断 片 サ イ ズ の 分 か

っ て い る サ イ ズ ス タ ン ダ ー ドの 移 動 度 と 比 較 す る こ と でDNA増 幅 断 片 の サ イ ズ を 得

た(Fig.4.1.)。 マ イ ク ロ サ テ ラ イ トマ ー カ ー に はCc7、Cc117、Cc141、Cm72、Cm84、

Ei8(Table4.1.)の6つ を 使 用 し 、94℃ で5分 間 の 熱 変 性 の 後 、94℃ 、55℃(Cc141

の み59℃)、72℃ を そ れ ぞ れ30秒 間 ず つ30回 繰 り返 し、 最 後 に72℃ で7分 間 再 伸 長

す る 温 度 プ ロ フ ァ イ ル に よ っ て お こ な っ た 。PCR反 応 液 の 組 成 は 、10× 殊TaqTM

Buffer(Mg2+20mM)1.5μl、dNTP Mixture(2.OmM)1.2μl、 各 プ ラ イ マ ー(0.5

μM)1.5μl、TaKaRaExTaqTM(5unit/μl)0.08μl、 鋳 型 とな る粗 全DNA1.0μ

1に 滅 菌 蒸 留 水 を 加 え て 全 量 を15μlと し た 。使 用 した プ ラ イ マ ー の う ち フ ォ ワ ー ドの

プ ラ イ マ ー は 、蛍 光 色 素 で ラ ベ リ ン グ され た も の を 用 い た 。増 幅 断 片 の サ イ ズ は 整 数 値

に 換 算 せ ず に 小 数 点 以 下2ケ タ の 生 デ ー タ の ま ま 取 得 した 。

マ イ ク ロ サ テ ラ イ トの 塩 基 配 列 の 決 定

フ ラ グ メ ン ト解 析 で 泳 動 波 形 の ピ ー ク が 一 つ しか 確 認 され ず 、2つ の 対 立 遺 伝 子 が 同

一(ホ モ)と 判 断 され た サ ン プ ル に つ い て ダ イ レ ク トシ ー ケ ン ス 法 に よ り塩 基 配 列 を 決

定 した 。 こ こ で ク ロ ー ニ ン グ を 行 わ ず に 直 接PCR産 物 の 塩 基 配 列 を 決 定 す る ダ イ レ ク

トシ ー ケ ン ス 法 を 採 用 した の は 、 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト領 域 のPCR産 物 を ク ロ ー ニ ン グ

した 場 合 、同 一 産 物 由 来 の ク ロ ー ン 間 で も 繰 り返 し数 に 違 い が 生 じて し ま う こ と が 報 告

され て お り(Liepelt et al.2001)、 ダ イ レ ク トシ ー ケ ン ス の 方 が 正 確 な 塩 基 配 列 を 得 られ

る と され て い る か ら で あ る(Adams et al.2004)。

ま ず 、蛍 光 標 識 され て い な い プ ラ イ マ ー セ ッ トを 用 い て 、フ ラ グ メ ン ト解 析 の 時 と 全

く 同 じ方 法 でPCR反 応 を お こ な っ た 。 得 られ たDNA断 片 の 増 幅 の 確 認 は 、 反 応 液 の

一 部(2～3μl)を φ174Hinc II digest markerと と も に1 .0ng/mlの 臭 化 エ チ ジ ウ ム
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Fig.4.1.Electropherogram of microsatellite locus Ei8
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Table4.1.Microsatellite loci and primers used in this study.

F:Forward primer,R:Reverse primer

1:FitzSimmons(1998),2:FitzSimmons et al.(1995),3:FitzSimmons et al.(1999)
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を含有 させた2%の アガ ロー スゲル(LO3、TaKaRa社 製)に よる電気泳動 を行い、U

V照 射下でバン ドの有無 と増幅断片 の長 さを確認す るこ とによって行 った。アガロース

ゲル電気泳動に よってDNA断 片の増幅が確認 された ものについては、残 りのPCR産

物 をExoSAP-IT(USB)を 用いて精製 し、余剰 のdNTP、 塩 、お よびプライマーを除去

したのち、BigDyeTM Terminator v3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit(App

lied Biosystems)を 用いてDyeTerminator反 応 を行 った。Dye Terminator反 応 はP

CR反 応 で用 いたForwardとReverseの 双方のプライマ ーについてそれぞれ、96℃ で

2分 の熱変性 に続 いて、96℃ で10秒 、50℃ で5秒 、60℃ で4分 の過程 を25回 繰返す

温度プ ロファイル で実施 した。 その後、ABI PRISMTM3100 Genetic Analyzer(Appli

ed Biosystems)も しくはABI PRISMTM3130xl Genetic Analyzer(Applied Biosyste

ms)に よ り泳動 し、使 用 した双方のプライマー部位か ら塩基配列 を読み、重複部分の塩

基配列が相補的である ことをGENETYX-WIN ver.5.1.0.(ソ フ トウェア開発株式会社)

上で確認す ることで最 終的に塩 基配列 を決定 した。塩基配列の うち相補的でない部分が

発見 された時には、Chromas ver1.45(Conor McCarthy;http://www.technelysium.

com.au/chromas.html)を 用いて泳動波形 を比較 し、波形の信頼性 が高い方 の配列 を採

用 した。

塩基 配 列 とフ ラ グ メ ン ト解 析 結 の 照合

決定 され た塩基配 列 をフラグ メン ト解 析の結果 と比較 して増幅断片サイ ズ とモチー

フの繰 り返 し数の対応 を確認 した。 この照合結果をもとに小数点2ケ タの生データを

整数長 の対立遺伝子 に変換す る際の規則 を決 め、最終的な対立遺伝子長を得 た。

再 現 性 の確 認

1994年 に南部 で採取 され た産卵雌62個 体 を用いて再現性の確認 とエ ラー率の推定

をお こなった。 このサ ンプル は最初 にABI PRISMTM3100 Genetic Analyzer(Applied

Biosystems)を 用 いて フラグメン ト解析 がお こなわれたが、その後他のサ ンプル を解析

中に機器 がABI PRISMTM3130xl Genetic Analyzer(Applied Biosystems)に バージ ョ

ンア ップされたため、1994年 の南部のサンプルを新 しいバー ジ ョンで再解析 し、バー

ジ ョン間の補正値 を得 た。次 に、新バー ジ ョンで3回 目の解析 をお こない2回 目と結

果 を比 較す ることで、再現性 を確認 し、エ ラー率を算 出 した。 この同 じサ ンプル を2

回解析す る とい う手法はBonin et al.(2004)が 提唱 したblind samples法 とい うエ ラー

率の推 定法 に相 当す る。 エ ラー 率の推 定法 としては この他 に も例 えばTaberlet et

al.(1999)は1つ のサ ンプルについて繰 り返 しPCRを や り直す ことを提唱 してい るが、
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99%の 信頼性 を得 るた めには各 サ ンプル について7回 以上 の実験 の反復が求 め られ

(Taberlet et al.1996)、 コス トが高す ぎる。また、実験の繰 り返 しを防 ぐためのい くつ

かの方法(例 えばBroquet and Petit 2004に 総説)も 開発 され てはい るが、作業の 自

動化が制限 され る、仮定が極端す ぎるな どの問題 点 もあ るため(Bonin et al.2004)、 こ

こではblind samples法 を採用す ることに した。

第2項 母 性 解 析

mtDNAの 塩 基 配 列 決 定

産 卵 雌10個 体 と 産 卵 雌 不 明 の 産 卵 巣20ク ラ ッ チ か ら採 取 した 孵 化 幼 体 ・死 亡 卵28

個 体 、 計38個 体 に つ い て ダ イ レ ク トシ ー ケ ン シ ン グ 法(第1項)に よ りmtDNAの

cytochromeb領 域 中 央 部 か ら 調 節 領 域 中 央 部 ま で の 約650bpの 塩 基 配 列 を 決 定 した 。

こ こで は 、 第2節 と異 な る 点 の み を 記 す 。

プ ラ イ マ ー に は 既 報 のAKACB1(5℃ACAgCgggCATAATCgAAAACAAAAT-3';

Hatase et al.,2002a)とTCR6(5'-gTACgTACAAgTAAAACTACCgTATgCC-3';

Norman et al.,1994)の セ ッ ト を 用 い 、 増 幅 状 況 に よ っ て はLTCM1

(5'-CCCAAAACCggAATCCTAT-3';Allard et al.,1994)お よ びHDCM1

(5'-ACTACCgTATgCCAggTTA-3';Allard et al.,1994)も 補 助 的 に 用 い た 。

PCR法 に よ るDNA断 片 の 増 幅 に 用 い た 温 度 変 化 プ ロ フ ァ イ ル は 、94℃ で2分 間 の

熱 変 性 に 続 き 、 熱 変 性 、 ア ニ ー リ ン グ 、 伸 長 反 応 を そ れ ぞ れ94℃ で15秒 、52℃ で15

秒 、72℃ を45秒 で30サ イ ク ル お こ な っ た 後 、72℃ で7分 間 再 伸 長 を 行 う も の で あ る 。

こ こ で 扱 うmtDNAは 第1項 で 扱 っ た 核 ゲ ノ ム に 比 べ て ゲ ノ ム サ イ ズ が 小 さ い の で 、

各 過 程 の 時 間 を 短 縮 して あ る。PCR反 応 液 の 組 成 は 、10×Ex TaqTM Buffer(Mg2+

20mM)1.5μl、dNTP Mixture(2.0mM)1.5μl、 各 プ ラ イ マ ー(0.5μM)1.5

μl、TaKaRa Ex TaqTM(5unit/μl)0.06μl、 鋳 型 と な る粗 全DNA0.6μlに 滅 菌

蒸 留 水8.64μlを 加 え て 全 量 を15μlと し た 。

増 幅 させ たDNA断 片 の 塩 基 配 列 を ダ イ レ ク トシ ー ケ ン ス 法(第1章 を 参 照)に よ り

決 定 し た の ち 、Hatase et al.(2002a)に よ りGeneBankに 登 録 され て い るmtDNA

のtRNA-Thrか ら調 節 領 域 末 端 ま で に 至 る 約1300bpの 塩 基 配 列 を も と に ア ラ イ メ ン ト

を お こ な い 、 最 終 的 な 塩 基 配 列 を決 定 した 。
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マ イ ク ロサ テ ライ トの解 析

マーカーの選定

既 に第4章 で解析 した南部の産卵個体115個 体の5マ イ クロサテライ ト領域 にお け

る対 立遺 伝子 出現状況 をも とに、マーカー ご との検 出力(q)を 次式 に よ り推定 した

(Hanotte et al.1991)。

9=Σ(Pi2)2+Σ(2pipi)2

ここでqは 血縁関係 にない2個 体 が1つ の遺伝子座 において同 じ遺伝子型 をもつ確

率で、pi、Piは 各対立遺伝子の集 団中の出現頻度で ある。 算出 され た検 出力はCc141

で最 も高 く(共 有率0.049)、Cc7で 最 も低か った(0.162)(Table4.2.)。 この結果 を

元にCc117、Cc141、Cm84を 使用す るこ とに した。Ei8よ りも検 出力の劣 るCc117

を選択 したのは、エラーや変異様式 の点でなるべ く同種か ら開発 されたマー カーを使用

したい と考 えたか らで あ る。 この3マ ーカー 全 てが共有 され る確 率 はIIqiよ り、

0.000358と 計算 され、2795個 体 中1個 体 とい う確率 であった。南部 は本研 究で扱 った

産卵浜の うちで最 も蒲生 田に近 く、遺伝的な違 いが存在 した としても少 ない と予想 され

るので、 この数字 は蒲生 田にも適用可能 と考 える。蒲生 田の年間の産卵回数 が20～30

回で3年 間 では最大で も90個 体程度を判別で きればいいこ とを考える と十分な検 出力

であ る。

遺伝子型の決定

第2章 で採取 されたDNA標 本 の うち、35ク ラッチか ら得 た計463個 体の孵化幼体 ・

死亡卵 と10個 体の産卵雌 についてCc117、Cc141、Cm84の マイ クロサテライ ト3領

域 の遺伝子型 をフラグメン ト解析(本 節 第1節 を参照)に よ り決定 した。

この うち既知 の産卵雌7個 体 によって産卵 された産卵巣7ク ラ ッチか ら得た計181

個体の孵化幼体 ・死 亡卵 とその産卵雌7個 体の結果 を手法 の妥 当性 の検証に、残 りの

産卵雌不 明の28ク ラ ッチ282個 体 を母親未知 の母性解析 に用いた。

産 卵 雌 の 遺 伝 子 型 推 定

既存の手法 による推定

父性解 析のた めのプ ログラムGERUD2.0(Jones,2005)で 使われてい る方法 によ

り、孵化幼体 のマイ クロサテライ トの遺伝子型か ら産卵雌 の遺伝子型 を推定 した。すな

わち、まず孵化幼体の遺伝子型(genotype)か ら全ての対 立遺伝子(allele)を 抜 き出

し(Fig.4.2.:1)、 抜 き出 した うちの対立遺伝子2個 の組み合わせ でできる遺伝子型 を

全て作 り出す(Fig.4.2.:2)。 孵化幼体に観 察 され た対立遺伝子 の種数 をAと す ると、
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Table.4.2.Probability that two random individuals

share the same genotype

Each paramater was estimated using the genotypes of nesting female
on Manabe in 1994 and 1995
*q=probability that two random individuals share the same genotype at

one locus(Hanotte et al.1991)
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Fig.4.2.Algorithm for estimating the maternal genotype.
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AC2+A種 類の遺伝子型が この段階 で作 られ る。次に、作 り出された遺伝子型の うち孵

化幼 体の遺伝子型全 てを説 明で きるものだ けを母親 の遺伝子型候補 として残 す(Fig.

4.2.:3)と い う手順であ る。GERUD2.0(Jones,2005)で は全ての領域 につ いて遺

伝子型 の情報 が得 られている孵化幼体 しか解析 の対象 とされ ないので、本研 究では この

手法を実行す るExcelマ クロを作成 して用いた。なお、この推定法 は母親が持 つ2っ の

対立遺伝子が孵化幼体のサ ンプル 中に必ず存在す るこ とを前提 としてい るので、5個 体

以上の解析データを取得で きた産卵巣、マイ クロサテ ライ ト領域のみに適用す ることに

した。この5個 体 とい う数字は、N個 体の孵化幼体を解析 した とき、その中に母親の片

方 の対 立遺伝子 しか含 まれ てい ない確率 はメンデル遺伝 の法則か ら(1/2)Nで あ り、N

=5の ときに3.1%と 非常にまれにな るこ とが根拠 となってい る。

新 たに考案 した手法 による推定

Jones(2005)の 方法 に以下に記す エ ラー対策のための作業(Fig.4.3.)を 加 えること

で、デー タの欠損や エラーや変異に対 して頑強な推 定法 に した。

まず 上訳 のJones(2005)の 方法で遺伝子型 を推定 して候補1(Candidate_1)と す る

(Fig.4.3.B)。 続 いて孵化幼体の対 立遺伝子 中に互いに2bp違 いの ものが存在す るかど

うかを確認 し(Fig.4.3.C)、 存在 した場合 にはフラグメン ト解析の電気泳動像 をチ ェ

ックす る(Fig.4.3.D)。 ここで、2塩 基長 の違いが対 立遺伝子の決定 ミス、シャ ドウ

バ ン ドも しくは、移動度 の一律 なズ レ(base shift)であ ると明確 にわかった ときには孵

化 幼 体 の デ ー タ を修 正 す る。 この 修 正 に よ り変 更 され る 対 立 遺 伝 子 が 候 補1

(Candidate_1)の 中に含 まれていれば、その遺伝子型 を候補か ら外 して残 りを新たに

候補1'(Candidate_1')と す る(Fig.4.3.E)。 泳動像の波形が非特異的 で判断 しにく

い時 には、その領域 のデー タは信頼性が低い とみな し、遺伝子型の推定 を中止す る。こ

こまでの作業 で、電気泳動結果 の波形 か ら遺伝子型を決定す る段階で生 じるエラー に対

処で きる。

次に、変異 に対処す るため、Nが10個 体以上の場合 には1回 しか出現 しない遺伝子

型 をもつ個体、Nが10よ り小 さい時 には1回 しか 出現 しない対立遺伝子 をもった個体

をも との孵化幼体のデー タか ら除外す る(Fig.4,3.G&H)。 そ して このよ うな手順を

経 て修正 された孵化幼 体のデータか ら母親 の遺伝子型を再度推定 し、ここで推定 された

遺伝子型 を候補2(Candidate_2)と す る(Fig.4.3.1)。 このよ うにして得 られ た候補

1'と 候補2を 合 わせて母親遺伝子型 の候補 とす る。変異 の可能性 のある個体 を除外す

る際(Fig.4.3.G&H)に 、変異でない正常 な対立遺伝 子を除外 して しま う可能性 があ

るので、最終的 に候補1'も 合わせ て候補 とす ることで対処 してい る。 なお、母親遺伝
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Fig.4.3.Algorithm for estimating the maternal genotype under genotyping error.
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子 型推 定(Fig.4.2.,Fig.4.3.B&I)の 部 分は非常に多 くの組 み合 わせ が生成 され 、1

つ1つ チ ェ ックされてい くので、大量のデー タを用いた場合 に単純 作業ゆえの人為的

ミス(Bonin et al.2004)が 発生す る可能性 も高い と予想 され る。そのために 自動的にサ

ンプル シー トか らデー タを読み込んで遺伝子型候補 を書き出すExcelマ クロを作成 し

て実行 させ ることで人為的 ミスの発 生 を抑えた。

遺 伝 子 型 を も とに した母 親 の判 別

推 定 され た遺伝子型 を比較 し、異同 を判別 した。判別 は同一の産卵雌 を別個体 と誤判

断す るの を避 けるため、 「遺伝子型 が一致 した ものを同 じとす る」のではな く、「同一 と

な りえない個体(ク ラ ッチ)を 排 除 してい く」とい う排 除原則の もと実施す ることにし

た。ここでは複数 のマイク ロサテ ライ ト領域に よる結果を簡単 に統合で きるよ うにす る

ために、以下に示す行列 を用 いた独 自の方法 を用いた。具体的には、各産卵巣につ いて

推 定 され た産卵雌の遺伝子型 を1対1で 比較 してい き、2つ の産卵巣間 で共通な遺伝子

型 の候補 が1つ も無 く、確 実に産卵雌 が異 なると断定できる組み合 わせ をマイク ロサ

テ ライ トの各領域 ごとに求 めて産卵巣対産卵巣の行列(伍)を 作成 した(Fig.4.4.(1):

Genotype matching)。 この行列では異な ると判断 され た関係(要 素gnij)を0に 、そ

れ以外 を1と した。次 に、各領域 について求め られた行列の各要素 を掛 け合わせ るこ

とで、複数 の領域の情報 を反映 した判別行 列0(要 素gij=IIgkij)を 得た。標本数不足

な どによ り産卵雌の遺伝 子型 を推定 できなかった産卵巣 も対象にで き るよ うに孵化幼

体 ・死亡卵 に出現 した対立遺伝子 を用いて同様 の作業を行い、対 立遺伝子 をもとに した

判別行 列A(要 素aij=IIakij)を 作成 した(Fig.4.4.(2)=Allele matching)。 ただ し、

この場合 は比 較す るど ち らかの クラ ッチ に母親が持つ対立遺伝子2つ が含 まれていな

けれ ばな らないので、比較す る2ク ラ ッチ の解析個体数が両者 とも5個 体以下のときに

は この判別 を行わず、そのペアは"排 除できない"と した。最 後に判別行列GとAの

結果 を要 素の掛 け合 わせ によ り統合 して、最 終的な判別行列E(eij=gij×aij)と した

(Fig.4.4.)。

母 親 不 明 産 卵 巣 の母 性 解析

まず、母親 不明の28ク ラッチ482個 体の孵化幼体 ・死亡卵、マイ クロサテライ ト3

領域 の遺伝子型 を決定 し、本研究で新た に開発 した上述の遺伝子型推定法 を用いて産卵

雌 の遺伝子型 を推定 した。次に産卵雌 の遺伝子型を推定できた産卵巣 と標識調査によ り

識 別 された産卵雌10個 体について遺伝子型 と対立遺伝子の双方 を もとに産卵雌の異 同
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Fig.4.4.Procedure for making the matrix of maternal exclusivity.gij:element of

exclusivity matrix by genotypes,aij:element of exclusivity matrix by alleles
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を判別 した。遺伝子型を推定できなかった産卵巣は対立遺伝子をもとにした判別のみに

含めた。

第3節 結果

第1項 マ イク ロサ テ ラ イ トマー カー の 特 性

マ イ ク ロサ テ ラ イ トの フ ラグ メ ン ト解 析

南部、蒲生 田、宮崎 、屋 久島、吹上の産卵雌お よび孵化幼体、死亡卵の計746個 体

をフラグメン ト解析 した ところ、6領 域で延べ118サ ンプルが対立遺伝子 をホモで持

っこ とがわかった(Table4.3.)。

マ イ ク ロサ テ ラ イ トの 塩 基 配 列 決 定

対立遺伝子 をホ モで持 つ ことがわか った6領 域延 べ118サ ンプル について塩基配列

を決 定 した ところ、得 られた泳動波形 の質はmtDNAを 解析 した場合(第2項)に 比

べて全体的に低 く、塩基配列 の決定に耐 え うるだけ良質 な泳動波形 が得 られたのは49

サ ンプル のみであ った。Cc7、Cc117、Ei8で はCAの 繰 り返 し数の違いに よる変異が

確認 され た(Fig.4.5.1,2,6.)。Cc141で はcAの 後にGAの 繰 り返 し配列 も確認 され、

CAの みな らずGAの 繰 り返 し数 にも多型が見 られ た(Fig.4.5.3.)。Cm72はGTの 繰 り

返 し配列 の中にGCの 繰 り返 し配列 が2箇 所 にわた り存在 し、繰 り返 し部位 が5つ の

部分に よって形成 され ている とい う、さらに複雑な様 相 を呈 していた(Fig.4.5.4.)。また、

Cm84はCAの 繰 り返 し部位 は規則正 しい く配列 してい るもの の、繰 り返 し部以外 の部

位(flanking region)で2箇 所 に挿入 ・欠失が、1箇 所で置換 が確認 された(Fig.4.5.5.

中の矢印)。

塩 基 配 列 と フラ グ メ ン ト解 析 結 果の 照合

フラグメン ト解析 に よって得 られたDNA断 片長が実際 の塩 基配列長 と完全 に一致 し

たのは、生デー タを偶数長 に整数化 した ときのCc117の みであった(Table4.4.)。Cc7

は全 てのサ ンプル で、Cc141はCCKN-525を 除 く全て のサ ンプル でいずれ も生データ

を奇数長 に変換 した ときに フラグメン ト解析結果 と塩 基配列 とが1対1対 応 となった
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Table4.3.Specimens used for sequencing the microsatellite loci.
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Fig.4.5.1.DNA sequence of the microsatellite Cc7 locus
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Fig.4.5.2.DNA sequences of the microsatellite Cc117 locus.

Cc FitzSimmons:Sequence obtained from loggerhead turtle of Australia

(after FitzSimmons et al.1995)
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Fig.4.5.3.DNA sequences of the microsatellite Cc141　 locus.
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Fig.4.5.4.DNA sequences of the microsatellite Cm72 locus.Cc FitzSimmons:

Sequence obtained from loggerhead turtle of Australia,

Cm Fitz Simmons:Sequence obtained from green turtle of Australia

(after FitzSimmons et al.1995)
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Fig.4.5.5.DNA sequences of the microsatellite Cm84 locus.
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Fig.4.5.6.DNA sequences of the microsatellite Ei8 locus.Ei FitzSimmons:Sequence

obtained from hawksbill turtle of Australia,Cc FitzSimmons:Sequence

obtained from loggerhead turtle of Australia(after FitxSimmons et al.1995)
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ものの、サイ ズは1bpズ レていた。Cm72は 極端 にサイ ズの異なるm9421を 除 けば、

偶数長 とした ときに1対1で 対応 していたが、フラグメン ト解析結果 は実際の長 さよ り

も2bp短 くなっていた。Cm84は 塩基配列 に見 られた欠失の有無 を反映 させ て、315bp

と321bp以 上の フラグメ ン トを奇数長、314bp以 下 を偶数長 とすれ ば1サ ンプル

(m9530)を 除 く全 てで塩基配列長 とフラグメン トとが一致する。Ei8は 奇数長 と偶数長

の どちらで も1対1の 対応が得 られ るものの、例 えば奇数長の場合180bp以 下では塩

基配列 とフラグメン ト解析 の差 が1bpで あるのに対 して、204bp以 上では差が3bpと

対立遺伝子のサイズ よってズ レの程度が異 なっていた(Table4.4.)。

なお、Cc141でm9409とy9946、CCKN-389は ともに塩基配列長 が198bpで あっ

たが、繰 り返 し配列の 内容はm9409とy9946はCAが14回 とGAが2回 で構成 され

ているの に対 して、CCKN-389はCAが13回 とGAが3回 で構成 されてお り、異 なる

対立遺伝子 どうしであ りなが らサイ ズの等 しいサイズホモプラシー(size homoplasy)

であった。

再現 性 の確 認

機器 のバ ージ ョン間の差異

ABI3130xlとABI3100に よる解析結果 を比較 した ところ、いずれ の領域について も

新バージ ョン(ABI3130xl)の 方が一律 に大 きな増幅断片サイズを示 し、実際の塩基配

列長に よ り近い値 であった。サイ ズのずれの平均はcm72で 最小 の0.79bp、Ei8で 最

大の2.08bpを 示 し、解析領域に よ りズ レかたが異なっていた。そのため、バー ジ ョン

間 の結果 の補正 には領域 ご とに異 なる補正値 を用 いて新バー ジ ョンの結果にあわせ る

ことに した(Table4.5,)。

解析結果の再現性

ABI PRISMTM3130xl Genetic Analyzer(Applied Biosystems)で2回 フラグメン ト解

析 をお こない、2回 ともDNA断 片 が増幅 され たのは62個 体中38-44個 体であった。1

回 目にDNA断 片が増幅 され たものの うち、2回 目には増幅 されなかったのは各領域 に

つ き3-8個 体(6.8-18.6%)で あった。2回 とも増幅 され た個体の うち、解析間で結果

が異なったの は1-5個 体(2.4-13.2%)で あった。結果が異なる原 因の うち、最 も多か

ったのが一様 に対立遺 伝子 のサイズがズ レる現象(size sift)で あった(Table4.6.)。
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Table4.5.Size correction values of 6 loci.
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Table4.6.Summary of genotyping errors on 6 microsatellite loci

*DNA fragments were amplified on only one trial.

105



第2項 母性解析

mtDNA調 節 領越 の塩 基 配 列

解析 した38個 体 中37個 体が全 く同 じ塩基配列を示 し、これはBowen et al.(1995)

が 日本 のアカ ウ ミガメのmtDNAを 解析 して得 られた2タ イプの遺伝子型(ハ プロタ

イプhaplotype)のBに 相当す るものだった。 また、残 りの1個 体(ク ラ ッチ0403,

CCKN-448)は 同 じくBowen et al.(1995)のCに 相当す るものだ った(Fig.4.6.,Table

4.7.)。

産 卵 雌 の 遺 伝 子 型

Cm84とCc141で は全ての個 体で遺伝子型が異 なっていた。Cc117の みで遺伝子型

の重複す る産卵雌が存在 し、238/248、238/238の 遺伝子型を もつ個体 がそれぞれ2個

体ずつであった(Table4.8.)。

産 卵 雌 の 遺 伝子 型 推 定

既存 の手法による推定

産卵巣7ク ラ ッチ21領 域(7ク ラ ッチ ×3領 域)中 、遺伝子型 を推 定す ることがで

きたのは14領 域 であった。各産卵巣 に対応す る産卵雌7個 体について もマイ クロサテ

ライ ト3領 域の遺伝子 型を決定 し、孵化幼体 ・死亡卵か ら推定 された遺伝子型 と比較

す る と、推定 された14領 域 の内、実際の産卵雌の遺伝子型が候補 の中に含まれていた

のはわずかに8領 域 のみであった(Table4.9.)。

新た に考案 した手法 による推定

この新た に開発 した手法では7ク ラ ッチ21領 域中の16領 域で遺伝 子型 が推 定 され、

16領 域全 てが候補の中に正 しい産卵雌 の遺伝子型 を含 んでいた(Table4.10.)。

母 親 不 明 産 卵 巣 の 母性 解 析

産卵雌の遺伝子型推定

解析 した母親不明の産卵巣28ク ラ ッチの うち孵化幼体5個 体以 上を解析 したのべ

18ク ラ ッチ51領 域全 てで遺伝子型 が推定で きた(Table4.11.)。

産卵雌の判別

比較す る産卵巣 ど うしのデー タの揃い具合 によって十分に他 の産 卵巣 を排除 しきれ

ない産卵巣が11ク ラッチ存在 した。 これ らを除外す ると、17ク ラッチ と10産 卵個体
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Fig.4.6.Two mtDNA haplotypes and its sequences of loggerhead turtles nested

on the Kamoda beach.▲represent the polymorphic site have recognized

by Bowen et al(1995)
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Table4.7.mtDNA haplotye of mothrs and hatchlings.
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Table4.8.Genotype of the mothers directly identified by night patrol

at Kamoda beach on 2002-2004.
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Table4.9.Estimated maternal genotypes using Jones(2005)'s algorithm on

clutches laid by known mothers.

n:Number of hatchlings analyzed.indicates the genotype coincided with mother,×represents no

resonable genotype was estimated
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Table4.10.Estimated maternal genotypes using newly developed algorithm

in this study on clutches laid by known mother.

n:Number of hatchlings analyzed.*indicates the genotypes coincided with mother,×represents no

resonable genotype was estimated
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の計27セ ッ ト分について計351の 組み合わせの判別結果が得 られた(Table4.12.)。

17ク ラ ッチ 中10ク ラッチは他の どの クラッチおよび産卵個体 とも異な り、それ ぞれ

別 々の母親 に よって産 卵 された もの と分か った。互 いに判 別で きな か ったク ラ ッチ

0201、0303、0403の 組 み合 わせは0201と0403の 関係性 が否定 されてい ることと、

mtDNAの 解析で0303がBタ イプ、0403がCタ イプ と異 なるハプロタイプ を示 した

ことか ら(0201.0303,0403)の 組み合わせ が正 しいことが判明 した。 これ らの結 果か

ら最終的に産卵巣28ク ラ ッチ中の母親の 中に少な くとも13個 体分の未知の母親 が含

まれてい ることが明 らか となった(Table4.13.)。

第4節 考察

第1項 マ イ ク ロサ テ ライ トマー カ ー の 特 性

マ イ ク ロサ テ ラ イ トの塩 基 配列

塩基配列決定の際 に泳動像の質が低 かったのは、PCRに よる増幅で30回 程度 く り返

された変性 、アニー リング、伸長 の過程 中に複製 ミスが生 じ、増幅断片 中にそれ らが混

在 していたためであろ う。マイクロサテ ライ トはズ レ(slippage)の 起きやす い繰 り返

し配列 を持つ ために、mtDNAに 比べ て複製 ミスが生 じやすい。 さらに、正常な細胞 中

な らばDNAの 複製 中に発生 した反復数の変化 は ミスマ ッチ修復系によって直 され る

が(Fig.4.7.;Eisen1999)、PCRを 行 ってい るチ ューブ内には修復機構 が存在 しないた

めに(井 鷺裕 司,2001)1世 代あた り10-2～10-5(Hancock1999)と され るマイク ロサテ ライ

ト領域 の突然変異率をはるかに上回 る率で ミスが発生す るもの と考え られ る。

Cc7、Cc117、Ei8は 単純 な2塩 基 の繰 り返 しで構成 されてお り、 日本 のアカ ウミガ

メにおいて も純粋 なマイ クロサテ ライ ト領域 として扱えるこ とがわかった(Fig.4.5.1,

2,6)。 特 にEi8は 開 発 原種(source species)で あ るオ ー ス トラ リア の タイ マ イ

(FitzSimmons et al.1995)よ りも規則 正 しい繰 り返 し配列 を呈 してお り、このマイ ク ロ

サ テ ライ ト領 域 はむ しろ 日本 のア カ ウ ミガ メ起源 なの では ないか とも考 え られ る

(Fig.4.5.6.)。
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Table4.13.Unknown mothers estimated from hatchlings

For clutch pairs which were not distingulshed,shared genotypes were shown in shadow.
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Fig.4.7.Model of the mutation process at microsatellite loci.DNA strands are reperesented

by thin lines,microsatellite repeats by small boxes,and ongoing replication by

small arrows.Flow arrows point down for steps that lead to mutations,up for steps

that prevent mutations from occuring,and to the right for steps in the DNA

replication process.(after Eisen 1999)
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Cm84は 非常に規則 正 しい繰 り返 し部位 を持 っていたが、それ以外の部位(flanking

region)に 挿入 ・欠失 を持ち、その様相 はサイズによって異 なっていた(Fig.4.5.5.)。 特

に312bpも しくは314bpの 塩基配列 を示 したy9938、y9954、CCKN-86、CCKN-87

は179番 目と204番 目の2箇 所 に欠損 を有 してい るのに対 し、325bpも しくは329bp

の塩基配列長 を有す るm9530、CCKN-388、CCKN-612、y9925は204番 目の1箇 所

のみ が欠損 となっていた。314bp以 下 と325bp以 上 とでは対 立遺伝子間に系統的に大

きな隔た りがあ る可能性 がある。この ことは産卵個 体の対 立遺伝子 の出現頻度分布 が短

いサイ ズ と長いサイ ズ とで多峰型 を示 していたこ とか らも うかがえ る(Fig.4.8.)。 おそ

らく、多 くの対立遺伝子 が生 じる以前は大幅に繰 り返 し数の異 なる2種 の対立遺伝子

のみ が存在 してお り(た とえば6回 反復の312bpと12回 反復 の325bp)、 後に312bp

周辺 と325bp周 辺 にそれ ぞれ少 しずつ1回 もしくは2回 繰 り返 し単位 の変異が蓄積 さ

れ てい くこ とで現在 の よ うな頻度分布 が形成 され たので はなか ろ うか。このよ うな不連

続 な繰 り返 し数の存在 はチンパ ンジーのマイ クロサテ ライ ト領域Mfd59で も報告 され

てお り、TPM(two phase mutation model)に 合致す る分布 だ とされ ている(Garza and

Freimer1996)。

Cc141、Cm72は 異なる複数のモチーフによ り構成 されたcompound microsatellite

(Goldstein and Schlotterer1999)で あったが、Cc141で は もとも とCAだ けの繰 り返

し配列だった ものに、C→Gの 置換 が、Cm72で はGTの 繰 り返 し配列 にT→Cの 置換

がそれぞれ生 じて固定 された もの と考 えられ る(Fig.4.5。3,4)。

この ように、マー カー開発 に用いた もとの種(source species)や 集 団とは異 なるサ

ンプルに対 してマイ クロサテ ライ トマーカーを使用 した場合 、変異や挿入 ・欠失 によっ

て 同 じサイズのフラグメン トであって も、繰 り返 しの様式が異な る場合 もあることが確

認 された。特に、Cc141、Cm72、Cm84の3領 域は集 団構造解析 な ど変異モデルの仮

定 が 必 要 と な る 場 合 に は 変 異 を 単 純 な 繰 り返 し数 の 増 減 だ け で 表 現 す る

SMM(Stepwise Mutation Model)よ りもIAM(Infinite Allele Model)の ほうが妥 当と

考 え られ た。

サ イズ ホ モ プラ シー

Cc141で は塩基配列 の異なる対 立遺伝子 ど うしが 同 じ塩基配列長 を示すサイ ズホモ

プラシー(size homoplasy)が 確認 された。また、Cm72も 本研究で こそ検出 され なか

った が アオ ウ ミガ メ を対 象 と した解 析 では サイ ズホモ プ ラシー が報 告 され て い る

(Roberts et al.2004)。 このよ うなサイズホモプラシー はこれまであま り注 目されて こ

なかったものの、構 造が単純 で突然変異率の高いマイ クロサテ ライ トでは珍 しくない現
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Fig.4.8.Allele frequency histogram at Cm84 locus.Allele sizes

were tentatively determined as even length.DNA samples

from Minabe,Miyazaki,Yakushima,Fukiage were analyzed
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象 であ るこ とが最近になってわかってきた。例 えばViard et al.(1998)は 、 ミツバチ

(Apis mellifera)、bumble bee(Bombus terrestris、 淡水性 の巻 貝freshwater snail

(Bulinus trucatusに ついて15種120個 のDNA増 幅断片の塩 基配列 を決定 した とこ

ろ、実 に31個 もの対立遺伝子が隠蔽 され ていた と報告 してい る。 また、マイ クロサテ

ライ トの繰 り返 し配列部分以外 に生 じた点変異(SNPs)に よって もサイズホモプラシー

が生 じるこ とが報告 されている(Blankenship et al.2002)。

で は、この よ うなマー カーの使用 は各種の解析 に どのよ うな影響 を与えるのであろ う

か。Viard et al.(1998)は 、サイズホモ プラシー を考慮せず にサイズ情報 をそのまま

解 析 に 使 用 す る と 、集 団 構 造 が 隠 蔽 され て し ま う場合 の あ る こ とをbumble

bee(Bombus terrestris)と 淡水性巻貝freshwater snail(Bulinus trucatusで 示 した。

また 、淡水性巻 貝freshwater snail(Bulinus trucatusの マイ クロサテ ライ トをSSCP

解析 とフラグメン ト解析で比較 した研 究で も、サイズホモプラシー を考慮 しないで解析

した場合 は集 団構造が不明瞭 となった との報告が ある(Angers et al.2000)。 一方で、

集団遺伝学的パ ラメー タについては、Angers et al.(2000)の 研 究で全体のFstに サイ ズ

ホモ プラシー に よる影響がみ られなかった。Adamseta1.(2004)の 研 究でも、サイズホ

モ プラシーによる影響でRst値 のば らつ きが若 干大 きくはなっていた ものの、その影

響 は ミス ラベ リングな どの事務的な ミス に起因 した もの よりもわずかに大きいにだ け

だ った。 サ イ ズホモ プ ラシー は集 団差 異 の正確 確 率検 定(exact test of population

diferentiation;Raymond and Rousset 1995b)に おいては集 団構造 を隠蔽化する こと

が多 いが、FstやRstの 集団遺伝学的パ ラメー タにはあま り影響 をあたえない傾 向があ

るよ うである。

また、1つ1つ の対立遺伝子 の異同が大 きく結 果に影響す る父性解析や血縁解析 にお

い てもホモプラシーが結果 に与 える影響 はそれ ほ ど大 きくな く、む しろ解析 に使用す る

マ ー カー の数 とそ の多型性 のほ うが は るか に決定 的な影響 を もつ とい う報告 もあ る

(Estoup et al.2002)。 親子解析な どで は候補 とな りえない個体 を"排 除 していく"こ とが

解析 の原則 であ るので、遺伝的な違い を隠蔽す るサイズホモプ ラシーは解析の検出力 を

弱 める(父 親 でない とは断定 できない)こ とはあって も、誤 った結果(本 当は父親 なの

に父親 でない と判 断 して しま う)に 結びつ くことはない。これ らのこ とか ら、サイ ズホ

モ プラシー の存在 は本研究で も解析結果 を大 き く揺 るがす ものではない と判断 された。

フ ラ グ メ ン ト解 析 結 果 と塩 基 配 列 長 の相 異

フラ グメ ン ト解析 によ り推定 された対立遺伝 子長 が実際の塩基配列長 と完全 に一致

したのはCc117の みで、その他の領域では両者 の間に差が見 られた。 両解析で長 さが
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一致 しない原 因は(1)生 デー タか ら対 立遺伝子サイズを決定す る方法が適 当でなか っ

た。(2)電 気泳動 による移動度が一律にズ レた。(3)PCR反 応に よる増幅 の際にエ

ラーが生 じた。 の大 き く3点 に分け られ る。

生 デー タか らの対立遺伝子サイズ決定

シーケ ンサー を用いたフラグメン ト解析では、サイズデータと して得 られ るのは小数

点以下2桁 までの値 であ り、 これ を整数 に直す こ とで最終的 な対立遺伝子 のサイズが

決定 され る(Fig.4.1.)。 本研究で使用 したマイク ロサテ ライ トマーカー はCAやGC、

GTと い ったいずれ も2塩 基の繰 り返 し数の違 いによって変異が構成 され てい るので、

対立遺伝 子サイズは理論 上2塩 基お きの値 、つ ま り奇数長 か偶数長 となるよ うに決 定

す る必要があ る。マイ クロサテライ トの塩基配列 は既に述べた よ うに必ず しも文献値 と

同 じとは限 らないので、 この偶奇の選択 がまず結果 に大 き く影響 してい る可能性が あ

る。例 えば、Fig.4.9.に 示す よ うな2つ のデータ(191.62と192.35)の 場合、偶数 と

して見るな らば この二つ のデータは同 じ192bpの 対立遺伝子 となるが、奇数 として見

た場合 には191bpと193bpの2つ の異 なる対立遺伝子 となって しま う。

このよ うな違いは集団解析ではあま り最終的な結果 に影響を与 えない ものの、た った

1個 体 の結果 が大 き く影響する父性解析 では無視で きない。そのため本研 究ではまず偶

数長 と奇数長の2通 りで対立遺伝子サイズ を決 定 し、実際の塩基配列 と1対1対 応 が

得 られ る方 を採用す ることに した(Table4.4.)。 例 えばCc7は 対立遺伝子 を奇数長 と

仮定 した場合 には実際の塩基配列長 と1対1で フ ラグメン ト解析の結果 が対応す るが、

偶数長 の場合 は178bpの 同 じ塩 基配列 を もつ4個 体 がフ ラグメ ン ト解析 で178bp

(m9541,m9548)と180bp(y9913,y9924)の2タ イ プに分割 されて しま う。 この こ

とか らCc7は 少数点以下2ケ タの生デー タを奇数長 の対立遺伝子 に変換す るのが妥 当

と判断 された。他 のマイ クロサテライ ト領域についても同様に して、Cc141、Ei8を 奇

数 長、Cc117、Cm72を 偶数長、Cm84は 偶数長 と奇数長混在 として対 立遺伝子サイ ズ

を決定す ることに した。

電気泳 動における移動度のバイアス

Cc7、Cm72は ある一定の長 さだ け一律に長 さがズ レていた。これは増 幅断片 が2次

構 造、3次 構 造や ラベ リングに使用 した蛍 光な どの影響で微妙 にサイズマーカー と移 動

度 が異 な った こ とが原 因 と考 え られ る(Harbel and Tautz1999,Delmotte et al.

2001,Applied Biosystems2004)。 同一機 器 で あ るに も関わ らず 、新 バ ー ジ ョン

(ABI3130xl)と 旧バージ ョン(ABI3100)と の間で一律なサイズのズ レが観 察 され た

の もこれに相当する(Table4.5.)。 この ように同 じ型番 、同 じバー ジ ョンの泳動機器 で
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Fig.4.9.Genotyping of the microsatellite locus on fragment analysis .

Odd size:two samples have different alleies.

Even size:two samples have the same allele.
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あって も結果 がズ レることは フラグメ ン ト解析で良く知 られ てお り、複数 の研究者 で解

析 を分配 して別 々の機器 で行 うときな どに必ず リフ ァレンス とな るサ ンプル を共有す

ることが推奨 されてい る(Delmotte et al.2001)。 この問題 は全 てのサンプルの結果が

一律 にズ レるだ けなので本研 究では 旧バージ ョンによって得 られ たデータは別途算 出

した補正値 を用いて補 正す ることで新バー ジ ョンのデータに合 わせ ることに した。

PCR反 応の際に生 じた エラー

上述 した生データか ら対 立遺伝子サイズへの変換 、電気泳動に よる移動度のバイアス

の どち らでも説 明できない結果 の相違 はPCR反 応 の際に生 じるエラーであ る可能性が

高い。これはGenotyping errorと 呼ばれ ることが多 く、(1)ヌル対立遺伝子(null alleles)

の存 在。(2)対 立遺伝 子 の 抜 け 落 ち(allelic dropout)。(3)対 立遺 伝子 の間違 い(false

alleles:Taberlet et al.1999)。 の3点 が挙げ られる。

(1)ヌル対立遺伝子(null alleles)の 存在 はPCRで マイクロサテ ライ ト領域 を増幅す

る際 に、プ ライマーの接続 部位 に変異があるために実在す る対立遺伝子 を増幅できない

ことによる(Paetkau and Strobeck 1995;Ishibashi et al.1996;Callen et al.1993;

Ede and Crawford 1995)。 これ までに報告 されているヌル対立遺伝子 の頻度は多い

ものでは24%に までのぼる(Pemberton et al.1995)。

(2)対 立遺伝 子 の抜 け落 ち(allelic dropout)は 非常 に低濃度 のDNA抽 出物 を鋳型

DNAと す る ときに生 じる とされてお り、動物 の糞や体毛(Gagneux et al.1997)、 博物

館の古い標本 な ど質の悪い試料 を扱 う際に起 こりやすい(Taberletetal.1999)。 これに

加 え、各個体が有す る2対 立遺伝子の うち長サイズのほ うが増幅 しに くく抜 け落ちや

すい傾 向があるこ と(short allele dominance)も 指摘 されている(Wattier et al.1998)。

ヌル 対立遺伝子 が存在 した り、対立遺伝 子の抜 け落ちが生 じると、本 当は対立遺伝子 を

ヘテ ロで持つ個 体 をホモ と誤 判断 して しま うことになる。 実 際に野生 チ ンパ ンジー

(Pan troglodytes verus)が 落 とした体毛を解析 した際 には、増幅産物 の うち実に31%も

の産物 がallelic dropoutに よって見 かけ上ホモ接合 となっていた(Gagneux et al.

1997)。 ハマダラカ(Anopheles gambiae,)で もホモ接合 と判定 され た個体の2/3が ヌル

対立遺伝子 の影響による誤判定であった(Lehman et al.1996)。 解析 したサンプルに

ホモ の個体が極 端に多 く出現 した場合 には、これ らのエラーが生 じてい る可能性 が大い

にある。

(3)対立遺伝子 の間違い(false alleles)はPCRに よる増幅の際に生 じた人工的 な変異

(artefacts)を 本物の対 立遺伝子 と判 断 して しま うことである。PCR中 に生 じた変異は

本物 の対立遺伝子 に比べれ ばはるかに存在量が少 なく、フラグメ ン ト解析の泳動像では
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本物 の対 立遺伝 子の近傍 に小 さな ピー ク として現われ るため、ス タッターstutter(シ

ャ ドウshadow)バ ン ドとして 区別 され ることが多い(Fig.4.1.)。 しか し、PCRサ イ

クル のご く初期1～3回 目で変異 が生 じた場合にはPCR産 物 中に占める変異産物の割

合が多 くなることで、誤 って対立遺伝子 として判断され 、結果 として真 の対立遺伝子サ

イズ よりも数塩基ずれた値 をデー タとして取得 して しま うことになる。2塩 基繰 り返 し

のマイ クロサテ ライ ト領域で発生 しやす いことが知 られ てお り、3塩 基 も しくは4塩 基

繰 り返 しの領域で あれ ば影響 が少 ない とされている。

この よ うな技術的 な問題 の他 にも、サンプルの取 り違 えや ピペ ッ ト操作の ミス、対 立

遺伝子決定後のデー タ取 り違 えな ど初歩的な ミス も無視 できない とされ 、ミスの程度 を

見積 もり提示 した り、ミスの発生 を想定 して組み込めるよ うな統計モデル を使用す るこ

とが提 唱 されてい る(Bonin et al.2004)。

解 析 に お け るエ ラ ー を想 定 した 取 り扱 いは、 これ ま で非 侵 襲 的 サ ンプ リン グ

(noninvasive sampling)や 古DNAの 解析 、あるいはSNPsを 用 いた解 析な どごく限

られた分野で しか慣例化 され てお らず、分子生態学の多 くの分 野ではほとん ど関心が払

われ てこなかった(Bonin et al.2004)。 しか し、今後は使 用できるマイ クロサテ ライ ト

領域 の種類 が増え、その素性 も明 らかになって くるに従い、エ ラー 率な どの情報 がマー

カーの選択 の上で重要 な判断材料 となって くるもの と思 われ る。

第2項 母性解析

mtDNAに よ る産 卵 雌 の 識 別

mtDNA調 節領域前 半では産卵雌10個 体 と産卵巣20ク ラ ッチか らの計38個 体 中37

個体が全 く同 じ塩基配列 を示 した。今 回解析 した範囲 はBowen et al.(1995)の350bp

よ り約290bp広 い ものの、新たに見つ かった変異箇所 は2箇 所 に留ま り、2ハ プ ロタ

イプ間 に見 られた変異 箇所 は640bpの うちわずか7箇 所 であった(Fig.4.6,)。 最 も変

異性 が 高い とされ る調 節領 域 前 半 で これ だ け個体 間 に 変異 が な かっ た こ とか ら、

mtDNAの 他の領域 を解析 した として も個体間変異が見つかる見込み は薄い。mtDNA

の塩基配列 では母親 を識別で きない ことがわかった。
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産 卵 雌 の 遺 伝 子 型 推 定

既存 の手法 による推定

Jones(2005)の 方法 では、21領 域 中14領 域で産卵雌 の遺伝子型が推定 されたが、

その うち正 しい遺伝子型 が含 まれているのはわずか8領 域 だけであった。

遺伝子型が推定 されない領域 がある分には、本 当は産卵雌 が異 なる産 卵巣 ど うしを見

分 ける能力が落 ちて集 団解析 に使用でき る標本数が減少 す るだけなので問題 とな らな

い。 しか し、遺伝子型 が誤推定 されて しまった場合には、本 当は同 じ産卵雌 に由来す る

産卵巣がそれ ぞれ別 々の産卵雌 によって産卵 された もの と誤判断 され 、同 じ産卵雌 が集

団解析で二重に使 用 されて しま う。推定 された遺伝子型の候 補が必ず本 当の産卵雌の遺

伝子型 を含んでいなけれ本研 究では使用できない。

遺伝 子型が誤 推定 され る原因 は解析エラー もしくは変異 によ り、実際 よ りも多 くの

種類 の対立遺伝子が孵 化幼体 ・死亡卵 の中に検出 され ることであった。第4章 でも述

べた とお り、マイ ク ロサテ ライ トの フラグメン ト解析 では少なか らず エ ラーが発生す

る。エラーや変異は低頻度で しか起 こらないため、集 団解析 では全体の結果 に与える影

響は小 さいが、父性解析 な どではた った1個 体の変異が生 じただけで結果 は変わって

しま う。GERUD2.0の 方 法は作成者のJones(2005)も 注意 を呼び かけているよ うに、

遺伝子型決定エ ラー(genotyping error)や 変異 があった場合に正 しく推定できない点

が欠 点で ある。 本研 究で は、死亡卵 な ど質の悪いサ ンプル も扱 うた め、第4章 で示 し

た よ うな解析エ ラーが発生す る可能性 も高 く、既 存の方法 では正 しく遺伝子型を推定で

きなかった と考 え られ た。

新た に考案 した手法 に よる推定

本研 究で新 たに考案 した手法では、遺伝子型を推 定できた延べ16領 域全てが産卵雌

の正 しい遺伝子型 を含 んでお り、Jones(2005)の 方法 よ りも有効 な手法であることが

確認 できた。

本手法の長所 はJones(2005)の 方法に比べ てエ ラーや変異 に対 して頑強 な点にあ

るが、この手法 にもま だ改善すべき余地が2つ ある。 まず1つ 目は遺伝子型 を全 く推

定で きない場合が起 こる点 である。今回の検討では19領 域中2領 域で遺伝子型が全 く

推定 されなかった。いずれの場合 も孵化幼体で観 察 され た対 立遺伝子の数 が多すぎたこ

とが原因である。特に クラッチ0414で はわずか6個 体 について最初 の段階で8種 類 も

の対 立遺伝子が出現 して しまってい る。この うちいくつかは波形 チェ ックによ り修 正 さ

れたが、やは り遺伝子型 を推定で きなかった。2つ 目は多 くの遺伝子型候補 が出て しま

う点である。遺伝子型 が推定 され た16領 域の うち実に15領 域におい て2～4の 複数の
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候補が得 られ た。この推定 された遺伝 子型 をもとに実施す る母親判別 で"排 除原則"を

採用 しているため、真の遺伝子型が含まれてさえいればその後の集 団解析 で使用す るの

に問題 はないが、候補数 を減 らす こ とができれ ば、検出力 をさ らに向上 させ ることがで

きる。これ らの二つの問題 は、いずれ も出現 した対立遺伝子の 中で どの対立遺伝子が変

異やエ ラー によるものか を客観的 に判断できなかったこ とが原因である。

本章で既 に述べ たよ うに、マイク ロサテ ライ トのフラグメ ン ト解析 には必ず幾分かの

エ ラー ・変異 がついて まわ る。エ ラーへの対処の仕方が今回の ような母親推定では大 き

な鍵 となる。まず 、1番 の対策 としてエラーの出に くいマーカー を使用す ることは言 う

まで もない。解析 に先 立ってのエラー率の評価は これまでほとん ど実施 され て来なかっ

たが、試料 、時間、予算 の節約のためにも今後重要 となる。その次の段 階 として本手法

の よ うなエ ラー を排除す るためのアル ゴリズムの力 が必要 にな る。本手法では、1回 し

か出現 しなか った稀 な対立遺伝子や遺伝子型をエラー ・変異 の可能性が最 も高い として

排除す るよ うに したが 、クラッチ0417のCc141の よ うに解析個体数が多い場合 には

この1回 とい う出現頻度 の基準は妥当ではない。解析サンプル数 とマーカーのエ ラー

率 に応 じてエ ラー ・変異 と判断す る出現頻度 を調整す るな どの改善策 が考え られ る。

母 親 不 明産 卵 巣 の 母 性解 析

28ク ラッチ 中に最低で も13個 体の未知の母親 が含まれてい ることがこの手法 に よ

り明 らかにな った。 この個体判別 された未知 の母親 をmtDNAに よる集団解析(第6

章)の サ ンプル に加 えるこ とで、蒲生 田の標本数 を大幅に増やす こ とができる。蒲生 田

にお ける夜間 の産卵調査では102日 間でわずか10個 体 しか産卵雌のDNA標 本 を採 取

で きなか った ことを考 えると、その倍以上の数の標本が新 たに加わ ることの意義は大 き

い。

この よ うに13個 体 の未知の母親 を新 たに個体判別 できた一方で、母親が異なるか ど

うか判別 できなか ったクラ ッチの組み合わせ も多い。その中には本 当に母親が同一 であ

る場合 とそ うでない場合 とが含 まれている。例 えば クラッチ0311は 産卵個体F(Table

4.8.)と 判別で きなか ったが、両者 とも3領 域全 てのデー タが揃 っていた。 さらに、ク

ラッチ0311が 産卵 され たのが2003年 の7月2日 で、産卵個体Fに よって産卵 され た

クラッチ0315、0319、0322が 産卵 されたのがそれぞれ同年 の7月15日 、29日 、8

月13日 と互 いにほぼ2週 間間隔であった ことか ら(Table 2.2.)、 クラ ッチ0311は 産

卵個体Fに よって産卵 された ものである可能性 が高い。一方 で、同 じく判別 できなか

ったクラ ッチ0203と0409で は前者 が3領 域全 てで遺伝子型 が推定 されているの に対

して、後者 は孵化幼体 が1個 体 しか解析 され てお らず、明 らかに情報が少ないた めに
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判別 で きなかった ことがわかる。今 回判別で きなかったクラッチは、解析 した孵化幼体

が5個 体未満 で遺伝 子型 を算 出できなかったか、対立遺伝子 が出現 しすぎて遺伝子型

を推定で きない領域 が存在 した ことに よる。この よ うな場合には、判別できなか ったク

ラ ッチ に限定 してあ と1～2の マーカー による第2段 目の解析 を追加 して検 出力 を高め

るほ うが、最初 か ら多 くのマーカー で解析す るよ りもコス トを抑 えられるだ ろ う。

今後、継続 的 なモニ タ リングに利用 され るには、いかにコス トを抑 えるかが重要 と

なる。Jones(2005)の よ うに全個体で全マーカーの解析結果が揃っているのが理想 で

はあるが、実際の解析 では1回 のフラグメン ト解 析で全ての領域の正確 なデー タを取得

で きる こ とは稀 で あ る。特 に本研究 で用 いた死亡卵 の よ うな質 の悪いサ ンプル では

DNAがPCRに よ り増幅 できない場合 も多い。少ない情報を最大限に利用 して母親判

別を行 お うと した本研究で開発 した判別法はその ような状況で こそ威力 を発 揮す る。今

回は判別 に遺伝的情報 のみ を用いたが、例 えば ウ ミガメでは同 じ個体が2日 連続 して

産卵す る ことが 無い よ うに、産卵 日に よって もクラ ッチの判別 に関す る情報が得 られ

る。本手 法で用 いた排他原則 に よる"0"か"1"を もとに した母性判別法 は、産卵 日

のよ うな生態的 な情報 も"0"か"1"で 表現す ることで数多 く組み込んでい くことが

できる点 で、遺伝 的情報 しか活用できない従来の父性解析法に比べて格段 に応用性 が高

い といえる。
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