
ウナギ属魚類の集団構造 と分類に関する研究

2006

東京大学 農学生命科学研究科 水圏生物科学専攻

峰岸 有紀

指導教員 東京大学 教授

塚本 勝巳



目次

第1章 緒 言 1

第1節 ウナギ属魚類 と分子情報 1

第2節 研究の 目的 4

第2章 Anguilla marmorataの 集 団構 造 6

第1節 材料 6

第2節 方法

第1項 マイクロサ テライ トDNA解 析 9

第2項 ミ トコン ドリアDNA解 析 13

第3節 結果

第1項 マイクロサテライ トDNAの 地理 的変 異 16

第2項 ミ トコン ドリアDNAの 地理的変異 40

第4節 考察

第1項 マイ クロサテライ トDNAの 変異性 52

第2項 調節領域の変異性 53

第3項 Anguilla marmorataの 集団構造 54

第3章 Anguilla bicolorの 集 団構 造 62

第1節 材料 62

第2節 方法

第1項 マイクロサテライ トDNA解 析 62

第2項 ミ トコン ドリアDNA解 析 63

第3節 結果

第1項 マイ クロサテライ トDNAの 地理 的変 異 65

第2項 ミ トコン ドリアDNAの 地理的変異 72

第4節 考察 83

第4章 Anguilla australisの 集 団構 造 86

第1節 材料 86

第2節 方法

第1項 マイクロサテ ライ トDNA解 析 86

第2項 ミ トコン ドリアDNA解 析 86

第3節 結果

第1項 マイクロサテライ トDNAの 地理的変異 89

-I-



第2項 ミトコン ドリアDNAの 地理的変異 95

第4節 考察 99

第5章 系統関係 105

第1節 材料 105

第2節 方法

第1項 DNA抽 出 105

第2項 ロングPCR 108

第3項 DNA断 片の増幅と塩基配列の決定 108

第4項 系統解析 110

第3節 結果

第1項 種間の系統関係 113

第2項 集団間の系統関係 115

第4節 考察

第1項 系統関係 117

第2項 ウナギ属魚類の進化 120

第6章 分類 125

第1節 材料

第1項 個体群の定義 125

第2項 標本 126

第2節 方法

第1項 塩基配列の決定 126

第2項 変異量の比較 129

第3節 結果

第1項 調節領域における変異量とその比較 131

第2項 cytb遺 伝子における変異量とその比較 139

第3項 16SrRNA遺 伝子における変異量とその比較 143

第4節 考察

第1項 ウナギ属魚類の遺伝的分化程度と分類の階層構造 148

第2項 ウナギ属魚類の 「種」と分類体系 150

第7章 総合考察 154

第1節 ウナギ属魚類の分類

第1項 研究小史 154

第2項 新たな分類体系 158

-II-



第2節 生物の分類

第1項 生物の 「種」と現在の分類学 160

第2項 分類学の役割とこれからの分類学 162

第3節 ウナギ属魚類の回遊と進化

第1項 繁殖集団から見た回遊の特性 164

第2項 ウナギ属魚類の回遊環 167

第3項 ウナギ属魚類の回遊環と種分化 171

第4節 水産学と生物学への応用 173

第5節 今後の課題 178

要約 180

謝辞 183

引用文献 185

付表 A.1

-III-



第1章 緒言

第1章 緒言

第1節 ウナ ギ属 魚類 と分 子情 報

近年 の 分子遺伝学 の台頭 は,形 態形質に基づ く伝 統的な分類学や系統学の体系 に多 くの疑問

を投 げかけている.ウ ナギ属魚類Anguillaの 分類 においても例 外 で は な い.20世 紀前 半 に

Ege(1939)に よ って確立 された18種 ・亜種 とされるウナギ属魚類 の包括的な分類体系 は,

半世紀以上にもわた り,ほ とんど見直 される ことな く用い られて きた.し か し,近 年,分 子デー

夕が 分類形質 として取 り入れられる ようになったことで,い くつかの分類学 的問題が急速 に浮

かび上 が ってきた(例 えば,Dijkstra and Jellyman 1999, Aoyama et al. 1999a, Watanabe

2003な ど).Dijkstra and Jellyman(1999)は,A.australis australisとA. australis schmidtii

につ いて,ミ トコン ドリアDNA(以 下,mtDNA)の 調節領域(611塩 基対)の 解析を行 った.

その結果,A. australis australisとA. australis schmidtii間 の遺伝的変異 がきわめて小さいこと

が明 らか にな った.そ のため,こ れ らは2亜 種 として別々に扱 うよりも,A.australisと して単

一 種 とす る 方 が妥 当で あ る と した(Dijkstra and Jellyman 1999) .ま た,Aoyama et al.

(1999a)は,ニ ュ― ギニア 島か ら採集 した ウナ ギ属魚類 の標本 の分子形質(mtDNAの16S

ribosomal RNA;以 下,16SrRNA)を 調べた ところ,Ege(1939)に 従 うとA.celebesensis

と同定され る標本の中に,A. interiorisが 多数含 まれ ることを明らかに した.つ まり,遺 伝的に

明 らかに異 なる個体 が,Ege(1939)が 記載 した形態形質では同定できないことが分 かってき

たのである.さ らに,Watanabe(2003)は,計52種 類の形態形質 に加 え,分 子形 質 と して

16SrRNA遺 伝子の制限酵素断片長多型(Restriction Fragment Length Polymorphism;以 下,

RFLP)を 用 い,ウ ナギ属魚類 の分類学的再検討 を行 った.そ の結果,Ege(1939)が 示 した

形態形質の範囲は,い ずれも全種 も しくは多 くの種で重複 してお り,形 態形質のみでは18種 ・

亜種 には分 けられない ことが明 らか とな った.す なわ ち,ウ ナギ属魚類 の分類 に有用 な形態形

質 は,体 表の斑紋の有無 主上顎骨上の歯帯の幅 の広 さ,背 鰭起始部 の位置のわずかに3形 質

で あ り,こ れによ り4群 にしか分 け られな いことが分か った.一 方,分 子形質 を用 いるな らば,

ウナギ 属魚類 は14群 に分 かれることが 明 らかにな った.さ らに,こ れに脊椎骨数を合わせ る

と,ウ ナギ属魚類 は明瞭に15群 に分類で きる ことが示 された.ま た,Ege(1939)に よ りA.

bicolor, A. nebulosa, A. australisの 計3種 にそれぞれ設 けられた亜種 力テゴリーについては,

いずれの 種 の亜種間 にも明瞭な 形態的,遺 伝 的差異 が 認 め られない ことが分 か った.そ こで
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第1章 緒言

Watanabe(2003)はEge(1939)に より3種 について記載され ていた亜種をすべて認めず,

いずれも単一種 として 扱 うことを 提唱 し,最 終 的にはウナギ属 魚類 を15種 とした.し か し,

研 究者によ っては,依 然 としてEge(1939)に よる18種 ・亜種 を用いる例 もあ り,ウ ナギ属

魚類の分類 は,特 に亜種をどう扱 うか という点において大 きな混乱 がある.

分子情報 の 導入 は,ウ ナギ 属 の系統関係 についても新 しい説 を 生 み 出 してい る.青 山 ら

(1996)は,ウ ナギ属の系統関係 を分子の眼で見直すため,分 岐分 類 に基づ く分子系統学の理

論 と技術 を いち 早 く採 り入 れ,8種 の ウナ ギ属 魚類 につ いて 系 統 解 析 を行 った.ま た,

Aoyama and Tsukamoto(1997)は,ウ ナギ 属8種 の分子系統樹 に基づき,ウ ナギ属魚類は

現在 の イ ン ドネ シア付近 に起源 し,そ こか ら世界中に分布域を拡 げた とする仮説 を提唱 した.

一方 で ,ウ ナギ属魚類の集団遺伝 学においても,分 子技術の導入 と発展によ り新 しい展開が

あった.大 西洋 に生息するヨー ロ ッパウナギAnguila anguillaと アメ リカウナギA.rostrataの

2種 は,ウ ナ ギ属の中でも最も早 くか ら集 団解析が行 われてきた(表1-1,Avise2003に 総説).

当初 は,そ れぞれアロザイム を用 いて解析が行われ,こ れら2種 の地理的 変異 の有無につ いて

議論 されて きた.Avise et al.(1986)は,mtDNAのRFLPを 用いて,ウ ナギ属で初 めてDNA

レベル で の集 団解析を行 った.そ の結 果,Arostrataに は,北 アメ リカ大陸の沿岸4000kmに

亘って地理 的な遺伝的変異がない ことが明 らかになった(Avise et al. 1986).そ の後,分 子マー

カ ー の解像度 は飛躍的に向上 し,近 年では,核DNAの マイクロサテ ライ トDNA領 域が集団解

析 に用 い られるようになった.こ れ により,ア フリカ北部からヨー ロッパまで広 い範囲に分布

す るA.anguillaは,遺 伝 的にゆ る く結びついている局所個体群が集 まったメタ個体群構造をな

す ことが 報告 された(Daemen et al. 2001, Wirth and Bernatchez 2001).一 方,A.anguilla

と産卵場 を共有するArostrataに つ いても同様 の解析が行われたが,本 種の場合 は単一の繁殖

集団である ことを支持する結果が得 られている(Wirth and Bernatchez 2003).太 平洋 におい

て も,台 湾 か ら 日本 まで南北 に広 い分布域 をもつA.japonicaに つ いて,早 くか ら集団解析が

行 われてお り(Taniguchi and Numachi 1987,Sang et al.1994,Chan et al.1997な ど),現

在 では本種 は種全体 で1つ の大 きな 繁殖集団であるとの考えが優勢で ある(Sang et al.1994,

lshikawa et al.2001,吉 澤2006).ま た,ウ ナギ属魚類のなかで最大の分布域 を有 し,イ ン ド

洋西部 か ら太平洋東部 にまで 広 く分布 する オオウナギA.marmorataで は,相 互 に遺伝的交流

のない繁殖集団が5つ,そ れぞれ北太平洋,フ ィジー,タ ヒチ,ス マ トラ,マ ダガスカルに存

在 するこ とが示 されている(lshikawa et al.2004).こ のように,ウ ナギ属魚類の種 は,メ タ

個体群構造,単 一繁殖集団,複 数繁殖集団 と様 々な構造を持つ ことが,分 子情報か ら分かって
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第1章 緒言

きた.

このような ことを考 える と,ウ ナギ属 魚類 において,種 以下の亜種や集団の扱いに見 られる

従来 の混乱 を解決 し,そ の分類 を見直すためには,解 像度の高 い分子形質を用 いて種の内部 の

構造 を詳細 に検討 する必 要がある.ウ ナギ属魚類において は,前 出の種 も含めて,こ れまで計

6種 において集団遺伝学 的研究が行われた(表1-1).し か しなが ら,こ れ らは,そ の6種 それ

ぞれの種内 に限って地域 間,も しくは年級群問の遺伝 的分化を調べたものである.ま た,こ れ

らはアロザイム解析(Drilhon et al. 1967, Williams et al. 1973, Taniguchi and Numachi 1987,

Smith et al. 2001な ど),mtDNA塩 基 配 列 解析(Sang et al. 1994, Lintas et al. 1998,

lshikawa et al. 2004な ど),核DNAの マイクロサテライ トDNA解 析(Daemen et al. 1997,

2001, Wrth and Bernatchez 2001,2003な ど)な ど,研 究 によ って手法が様 々で あるため,

各種内 の分化程度 つま り,種 内変異の量 を種間で相互 に比較する ことはできなかった.す な

わち,あ る種で検 出された地域 間,も しくは年級群 間の遺伝 的な差異(分 化程度)が,別 の種

で検 出 された遺伝 的差異 と比 して,ど の程度 のものか ということが分 からない.ま た現在,ウ

ナギ属 魚類全種 のmtDNA全 塩基配列 が決 定されているが(Minegishi et al. 2005),そ れはそ

れぞれ の種 についてわずか1個 体ずつ解析 されたものである.つ ま り,ウ ナギ属では,種 内,

および種間 の遺伝 的変異量 を属 内全体で比較できる十分な量の分子情報はないということがで

きる.そ のため,各 種 において多数の標本 について分子形質を精査 し,そ の変異の程度 をウナ

ギ属全体 で統一的に俯 瞰する ことによって分類を見直す作業ができないのである.

第2節 研 究 の 目的

ウナギ属魚類とい う生物を研 究す るためには,そ の分類が基礎 となる.生 態を調べる場合も,

資源保護 を行 う上 でも,ウ ナギ属 魚類の正確な分類 と集団構造 に関する情報が必要不可欠であ

る.そ こで本研 究 では,従 来 のウナギ属 魚類の分類が抱える亜種や集団をどう扱 うかという問

題 を,分 子情報を用 いて解決す ることを目的 とした.さ らに,種 亜種,集 団 というそれぞれ

の分類学的な カテゴ リ―の遺伝的変異量 を十分に吟味 した上で,ウ ナギ属魚類の分類体系を見

直す ことも研究の狙 い とした.

本研究では,マ イクロサテライ トDNAお よびmtDNAの 調節領域を用 いて,ま ず,第2章 に

おいて,複 数の繁殖集 団が存在す ることが既に知 られているAnguilla marmorataの 集 団解析 を

行った.続 く第3章 および第4章 において,い ずれも2亜 種が記載されているA.bicolorとA.
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第1章 緒言

austra/isの集団構造をそれぞれ明らかにした.第5章 では,上 記3種 で検出された繁殖集団の

ウナギ属内における系統的位置を明らかにするため,mtDNAを 用いてウナギ属の種間と集団間

の系統推定を行 った.第6章 では,本 研究で検出した各繁殖集団のmtDNAの 変異量が従来の

分類段階(種,亜 種 集団)の それに対してどの程度のものかということを比較検討 した.以

上 の結果 に基づいて,ウ ナギ属魚類の種の定義を行い,ウ ナギ属魚類の新 しい分類体系を提唱

した.最 後 に第7章 では,ウ ナギ属魚類の分類の変遷を振り返 り,本 研究により得られた新 し

いウナギ属魚類の分類の視点から,生 物の分類について総合的に考察した.
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第2章 A.marmorata集 団 構 造

第2章 Anguilla marmorataの 集 団 構 造

Anguilla manmorataは,ウ ナ ギ属魚類のなかで最 大の分布域を有 し,イ ン ド洋西部か ら太平

洋北部,お よび東部にまで広 く分布する(Ege 1939).A.marmorataの 分布域 は複 数の海域 に

またが るため,海 域 で繁殖を行い,淡 水 ・汽水域 で成長す るウナギ属魚類の回遊生態を考慮 す

る と,本 種 が 単一 の 産卵場 に 由来する とは考えに くい.事 実,lshikawa et al.(2004)はA.

marmorataの 集団構造 を調べ,本 種 には遺伝的 に交流のない5つ の繁殖集団が存在す ることを

示 した.し か し,lshikawa et al.(2004)が 解析 した標本は,A.marmorataの 分布域 を十分 に

網羅 していない(例 えば,グ アムな ど).ま た,lshikawa et al.(2004)は,mtDNA(調 節領

域5'側 の部 分 塩基配列)解 析 はすべての標本 に対 して行 っているが,核DNA(AFLP)解 析に

つ いては,解 析 に供 した標本 は,分 布域の一部の もの に限 られている.従 って,A.marmorata

の分布域全体か ら採集 した標本 については,核DNAを 用 いた集団構造解析 は実施 され たことが

な いといえる.そ こで本章で は,分 布域 を網羅 した標本採集 を行い,高 感度の分子 マーカーで

あるマイクロサ テライ トDNAとmtDNAの 調節領域 を用 いて,Amarmorataの 詳細 な繁殖集団

を正確 に把握する ことを目的 とした.

第1節 材 料

標本採集 は,Anguilla marmorataの 分布域を網 羅するように行 った.す なわち,マ ダガスカ

ル,レ ユニオ ン,ス マ トラ,ス ラウェシ,フ ィリピン,台 湾 日本(種 子島,和 歌山,茨 城

小笠原),グ アム,ア ンボ ン,パ プアニューギニア,ニ ューカ レドニア,フ ィジー,タ ヒチの計

13地 点 か ら採集 した計455個 体 を用 いた(表2-1,図2-1).標 本は,Watanabe(2003)に

従 い,形 態形質 と分子形質 によ り,厳 密 に同定 した ものを用 いた.採 集 した標本か ら組織(肝

臓 も しくは胸鰭)の 一部 を切 り出 して99%エ タノール中に保存 し,遺 伝子解析 に供 した.
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第2章 A.marmorata集 団構 造

第2節 方 法

第1項 マ イ ク ロ サ テ ラ イ トDNA解 析

DNAの 抽 出

エ タ ノ ー ル 中 に 保 存 し た 組 織 片 の 一 部 を10μLのProteinase K(10 mg/mL)を 含 む500μL

のTNES 8M Urea buffer(10 mM Tris-HCI,pH 7.5; 125 mM NaCl; 50 mM EDTA;1%SDS;8

Murea)に 溶 解 し,フ ェ ノ ー ル ・ク ロ ロ ホ ル ム 法 に よ り全DNAを 抽 出 し た.抽 出 し た 全DNA

は,エ タ ノ ー ル 沈 殿 法 に よ り精 製 し,500μLのTE buffer(pH 8.0)に 溶 解 した.

解 析 に 使 用 す る マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト 遺 伝 子 座 の 検 討 と 選 定

解 析 に は,ウ ナ ギ 属3種(Anguilla anguilla,A.rostrata, A.japonica)の 既 報(2005年12

月31日 現 在)の 計29個 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト遺 伝 子 座 を 用 い た(表2-2).ま ず,こ れ ら を

A.marmorataの 解 析 に 使 う こ と が で き る か ど う か を 調 べ た.す な わ ち,タ ヒ チ か ら8個 体 の 標

本 を 無 作 為 に 選 び,29個 の 遺 伝 子 座 に つ い て,PCRで 特 異 的 な 増 幅 が 認 め ら れ る か ど う か

(既 報 の プ ラ イ マ ー の 有 効 性)を 調 べ た.反 応 液 は,dNTP各0.2mM, 10×PCR buffer

(TaKaRa)も し く は10×Amplification buffer(Sambrook and Russel 2001)1.5μl,フ ォ ワ ー

ドお よ び リバ ー ス プ ラ イ マ ー 各0.5μM, Taq DNA polymerase(TaKaRa)0.2 unit,お よ び 全

DNA溶 液1.0μLに 滅 菌 水 を 加 え て 最 終 容 量 を15.0μLと し た.反 応 に はMode 9700 サ ー マ ル

サ イ ク ラ ー(Applied Biosystems)も し く はModel TP600 PCRサ ー マ ル サ イ ク ラ ーDice

(TaKaRa)を 用 い,94℃ で5分 間 加 熱 し た 後,熱 変 性94℃15秒,ア ニ ー リ ン グ58℃15秒,

伸 長 反 応72℃30秒 の 過 程 を35回 繰 り返 し た.PCR産 物 は,1.5%の ア ガ ロ ー ス ゲ ル(LO3,

TaKaRa)を 用 い て 電 気 泳 動 を 行 い,臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 と 紫 外 線 照 射 に よ り,増 幅 産 物 の 有

無 を確 認 した.こ れ に よ り,単 一 の 増 幅 産 物 が 確 認 さ れ た 遺 伝 子 座 に つ い て,蛍 光 標 識 し た フ ォ

ワ ー ド プ ラ イ マ ー を 用 い て,上 記 の 条 件 と 同 様 にPCRを 行 っ た.こ のPCR産 物 の 電 気 泳 動 は,

ABl3100も し く は3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)を 用 い て 行 い,DNA断 片 長

の 決 定 はGene Scan HD500[LIZ]size standards (Applied Biosystems)と,GENESCAN

3.1 softwareま た はGeneMapper software version 3.1(Applied Biosystems)を 用 い て 行 っ

た.

マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト 遺 伝 子 座 の 変 異 性 の 基 礎 情 報 と し て,GENEPOP version 3.4

(Raymond and Rousset 1995)を 用 い,各 遺 伝 子 座 に つ い て,対 立 遺 伝 子 の 数 ヘ テ ロ 接 合

度 の 期 待 値(HE)と 観 察 値(HO)を 求 め た.さ ら に,Hardy-Weinberg平 衡 か ら の ず れ を 検 討 す
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表2-2 ウナ ギ属 魚類 の既報の マイクロサテ ライ ト遺伝子 座 とそ の変 異性

Ni,number of individual解 析個体数

Na,number of allele対立遺伝子数

HE,expected heterozygosityヘ テロ接合度(期 待値)

Ho,observed heterozygosityヘ テロ接合度(観 察値)
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る た め,Genetix 4.05(Belkhir et al.2004)を 用 い てFIS(Wright 1965)を 算 出 し,

Workman and Niswander(1970)に 従 っ て,そ の 有 意 性 を 検 定 し た.

遺 伝 子 型 の決 定 とマ イ ク ロサ テ ライ ト遺伝 子座 の変 異性 の検 討

以上 によ り,集 団解析における有効性が確認 された遺伝子座を用 い,す べ ての標本について

マイク ロサテライ ト領域 の増 幅 と遺伝子型の決定を行 った.得 られた遺伝子型 から,上 記 と同

様 に各遺伝子座 について,標 本全体 の対立遺伝子 の数,HEお よ びHoを 求 め た.ま た,FIS

(Wright 1965)を 算 出 し,そ の有意性 を検定 した(Workman and Niswander 1970).

ヌル対立遺伝子 の頻度(r)は,Brookfield(1996)に 従 って,次 式 により算出 した;

r=(HE-Ho)/(1+HE)

MISAT(Nielsen 1997)を 用 いて,マ イクロサテライ トDNAの 変異モデル として,マ イク

ロサ テライ ト領域 の繰 り返 し単位 が1つ ず つで はな く,複 数増減 す る 割合 と,遺 伝的多様度

(θ)を 最尤法 によ り推定 した.

解析 に用 いる マイクロサテライ ト遺伝子座 の間 に連鎖 が あ るか ど うか を 検討 す る た め,

GENEPOP version 3.4(Raymond and Rousset 1995)を 用 いて,Markov chain methods

(Goudet et al.1996)に よる検定を行 った.

地 理 的な 遺 伝 的 変 異性 の検 討

地理 的 な遺伝 的変異性を調べ るために,上 記の方法 と同様に,地 点 ごとに,各 遺伝子座 につ

いて,対 立遺伝子 の数HE,Ho,Fis(Wright 1965)の 算出,お よびその有 意性の検定を行 っ

た(Workman and Niswander 1970).ま た,出 現 した対立遺伝子のサイズ と数を頻度分布 に

表 した.

地点間の遺伝 的分化程度を検討 するために,Arlequin ver.2.001(Schneider et al.2000)

を用 いて,固 定指 数,す な わち,Weir and Cockerham(1984)に より補正 したFST(Wright

1965),お よびRST(Slatkin 1995)を 算出 した.こ れ らの有意性 は10000回 の無作為化検定

を行 うことにより検 定 した.

Assignment test

各個体 の遺伝子型に基づいてクラスタ リングを行い,遺 伝的に似たグループ(以 下,ク ラス

ター と呼ぶ)の 数を推定す るため,STRUCTURE 2.0(Pritchard et al.2000)を 用 いて,ベ イ
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ズ 法 に 基 づ くAssignment testを 行 っ た.得 ら れ た 結 果 の 信 頼 性 を 確 認 す る た め,仮 定 し た ク

ラ ス タ ー の 数(K)の 値 そ れ ぞ れ に つ い て,3回 の 計 算 を 独 立 し て 行 っ た,Asslgnment score

(q)が80%以 上 の個 体 を,正 確 に ク ラ ス タ ー に 振 り分 け ら れ た と し た(Pritchard et al.2000).

ま た,集 団 間 の 分 散 が 均 一 で な い な ど の 場 合 に は,デ ー 夕 の 対 数 尤 度 の み で はKの 推 定 を 誤 る

こ と が あ る た め(Evanno et al.2005),Evanno et al.(2005)に 従 い,対 数 尤 度 の 変 化 の 割

合(△K)を 次 式 に 従 っ て 算 出 した;

△K=mean |L"(K)|/standard deviation|L(K)|

な お,こ の と き,L(K)はKの と き の 対 数 尤 度 で,L"(K)=L'(K+1)-L'(K)で あ り,L'(K)=

L(K)-L(K-1)で 与 え ら れ る.

階層 的集 団構 造 解析

固定指数 によ り有意差 が検 出され なか った地 点をそれぞれ 同一集団 としてまとめ,そ れ らの

集 団間 と地 点間 の階層 的な 遺伝 的差異 を検討 するため,locus-by-locus階 層 的 集 団構 造 解析

(Analysis of Molecular Variance;以 下,AMOVA)を 行い,集 団間の遺伝的分化程度を調べた.

この解析はArlequin ver.2.001(Schneider et al.2000)を 用 いて行 い,そ の有意性は10000

回の無作為化検 定を行 うこ とによ り検定 した.

集 団 の有 効 な大 き さNeと 有 効 移 住 個 体 数Nmの 推 定

集団の有効な大きさ(Ne)は,津 村 ・戸丸(2001)に 従い,以 下の式によ り算出 した;

Ne=H/4(1-H)μ

この とき,Hは ヘテロ接合度 μは突然変異率である.こ こでは,μ 値 と して,ゼ ブラフィッシュ

の2塩 基繰 り返 しのマイク ロサテライ トDNAの 変異率である1.5×10-4(Shimoda et al.1999)

を用 いた,

集団間の移住 と遺伝的浮動が平衡状態 にあると仮定 して,Wright(1931)に 従 い,以 下の式

によ り集団間の有効移住個体数(Nm)を 推定 した;

Nm=(1-FST)/4FST
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第2項 ミ ト コ ン ド リ アDNA解 析

調 節 領 域 の 増 幅 と 塩 基 配 列 の 決 定

mtDNAの 調 節 領 域 の 全 長 の 塩 基 配 列 を 決 定 す る た め,ウ ナ ギ 属 魚 類 のmtDNA全 塩 基 配 列

(Minegishi et al.2005)に 基 づ い て,Anguilla marmorataに 特 異 的 な4個 の プ ラ イ マ ー を 新 た

に 設 計 し た(表2-3)。 こ れ に 既 報 の2個 の 魚 類 汎 用 プ ラ イ マ ー(Miya and Nishida 2000,

lnoue et al.2001a)を 加 え,計6個 の プ ラ イ マ ー を 様 々 に 組 み 合 わ せ て 用 い た.反 応 液 は,

dNTP各0.2 mM,10×PCR buffer(TaKaRa)も し く は10×Amplification buffer(Sambrook

and Russel 2001)1.5μL,フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 各0.5μM, Taq DNA

polymerase(TaKaRa)0.2 unit,お よ び 全DNA溶 液1.0μLに 滅 菌 水 を 加 え て 最 終 容 量 を

15.0μLと した.反 応 に はModel 9700サ ー マ ル サ イ ク ラ ー(Applied Biosystems)も し く は

Model TP600 PCRサ ー マ ル サ イ ク ラ ーDice(TaKaRa)を 用 い,94℃ で5分 間 加 熱 し た 後,

熱 変 性94℃15秒,ア ニ ー リ ン グ50℃15秒,伸 長 反 応72℃1分 の 過 程 を30～35回 繰 り返 し

た.得 ら れ たPCR産 物 は,1%の ア ガ ロ ー ス ゲ ル(LO3,TaKaRa)を 用 い て 電 気 泳 動 を 行 い,

臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 と紫 外 線 照 射 に よ り,増 幅 産 物 の 有 無 を 確 認 し た.得 ら れ た2本 鎖 のPCR

産 物 は,Pre-Sequencing kit (USB)を 用 い て,Exonucleaselに よ り 余 剰 の プ ラ イ マ ー お よ

び1本 鎖DNAを 分 解 し,Shrimp Alkaline Phosphataseに よ り 余 剰 のdNTPの リ ン 酸 基 を 加 水

分 解 した 後,BigDye Termlnator v 3.1 cycle sequencing kit(Applied Biosystems)を 用 い て

Dye Termination反 応 を 行 っ た.プ ラ イ マ ー とサ ー マ ル サ イ ク ラ ー はPCRに 用 い た も の と 同 じ

も の を 使 用 し,反 応 条 件 は 付 属 の 説 明 書(Applied Biosystems)に 従 っ た.反 応 産 物 は,ABI

3100も し く は3130 Genetic Analyzer(Applied Blosystems)を 用 い て 泳 動 し,塩 基 配 列 の 決

定 を 行 っ た.

得 られた泳動像の編集 はEdit View ver.1.0.1(Applied Biosystems)を 用 いて行 い,泳 動像

と 得 られ た 塩 基 配列 を 目視 に よ り確 認 し,こ れ らが 明瞭 でな い領 域 を削 除 した.Auto

Assembler 2.1(Applied Biosystems)を 用 いて得 られた塩基 配列を連結 し,調 節領域の全長

の塩基配列を得 た.

相 同 性 の 確 認

得 ら れ た 塩 基 配 列 は,Clustal X (Thompson et al.1997)を 用 い て 大 ま か に ア ラ イ ン メ ン ト

を 行 っ た 後,DNASlS ver.3.7(Hitachi Software Engineering)とMacClade 4.0(Maddison

and Maddison 2000)上 で 目視 に よ り 相 同 性 を 確 認 した.な お,ウ ナ ギ 属 魚 類 のmtDNA全 塩
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表2-3 調節領域の塩基配列決定に使用したプライマーとその配列

*
,Inoue et al.(2001a)
**
,Miya and Nishida(2000)
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基配列(Minegishi et al.2005)か らAnguilla marmorataの 調節領域 を切 り出し,比 較対照 に

用 いた.得 られた塩基配列 は塩基配列型(以 下,八 プロタイ プと呼ぶ)ご とに整理 した.

塩 基 配 列 の変 異 性 と中立 性 の検 定

PAUP*4.0b10(Swofford 1998)を 用 いて,こ れ らのハプロタイプのすべての組み合わせ

にお ける 転位(ト ランジション),転 換(ト ランスバ-ジ ョン)サ イ ト数,お よ び遺伝 距 離

(HKY85モ デル;Hasegawa et al.1985)を 算出 した.こ れ らは,縦 軸に転位サイ ト数 を,横

軸 に転換 サイ ト数 と遺伝距離 をそれぞれ とり,塩 基置 換 の 飽和 の程 度 を確 認 した.ま た,

Arlequin ver. 2.001(Schneider et al.2000)を 用 いて,ハ プロタイプ間の転位および転換 サ

イ トの総数 と,塩 基多様度(π)を 算出 した.さ らに,Tajima's Dを 用 いたNeutrality testに

より,解 析 に用 いる塩基配列 の変異が 自然選択に対 して中立であるか どうかを調べた.こ の 検

定 は,Arlequin ver.2.001(Schneider et al.2000)に よって行 った.

地 理 的 な遺 伝 的変 異 性 の検 討

八 プロタイプ の地理 的な まとま りを調 べるため,算 出 した遺 伝 距 離 に基 づ いて,PAUP*

4.0b10(Swofford 1998)を 用 いて,近 隣結合法(Saitou and Nei 1987)に 基 づ く遺伝子系

統樹 を推定 した.地 点間 の遺伝的分化程度を検討する ため,Arlequin ver.2.001(Schneider

et al.2000)を 用 いて,Weir and Cockerham(1984)に より補正 したFST(Wright 1965)を

算 出した.そ の有意性 は10000回 の無作為化検定を行 うことにより検定 した.

AMOVA

FSTに よ り有意差 が検 出 されなかった地点 をそれぞれ 同一集団 としてまとめ,そ れ らの集 団

間 と地点間 の 階層的 な遺伝的差異 を検討するため,locus-by-locus AMoVAを 行 い,集 団間の

遺伝的分 化程度 を調 べた.こ の解析はArlequin ver.2.001(Schneider et al.2000)を 用 いて

行 い,そ の有意性 は10000回 の無作為化検定を行 うことに より検定 した.

集 団 の 有 効 な大 き さNeと 有 効 移 住個 体 数Nmの 推 定

集団の有効な大きさ(Ne)は,Wilson et al.(1985)に 従 って,以 下の式 によ り算出 した;

Ne=108π/sg

ここで πは塩基多様度,sは100万 年あた りの塩基置換率(%),gは 世代時間(年)を 表す.

-15-



第2章 A.marmorata集 団構 造

ここでは,s値 にはmtDNAの 一般 的な分子進化速度 とされる100万 年 あた り2%の 値(Wilson

etal.1985)を 代入 した.本 研究では,g値 は産 卵回遊に向かう銀 ウナギの年齢 とし,イ ン ド

ネ シア ・ポ ソ湖 におけるAnguilla marnorataの 銀 ウナギ の平均年齢 で あ る8.2年(Sugeha

2003)を 代 入 した.

第3節 結 果

第1項 マ イ ク ロサ テ ラ イ トDNAの 地 理 的変 異

解 析 に使 用 す る マイ ク ロサ テ ライ ト遺 伝 子座 の検 討 と選 定

まず,既 報 の29個 のマイクロサテライ ト遺伝子座(表2-2)に ついて,タ ヒチで採集 した8

個体 を用 いて予備的 に変異性を調べ,解 析に使用する遺伝子座の選定を行った.そ の結果,17

個 の 遺 伝 子 座(AJMS-3, AJMS-5, AJMS-6, AJMS-10, Aro054, Aro063, Aro095, Aro121,

AjTR-04, AjTR-05, AjTR-12, AjTR-23, AjTR-24, AjTR-27, AjTR-37, AjTR-42, AjTR-45)に お い

て,1～10個 の対立 遺伝子が認められた(表2-4).こ れ らの遺伝子座では,い ずれも,Hardy-

Weinberg平 衡 か ら のず れ は認 め られ な か った(P>0-05).こ の う ち,5個 の遺 伝 子 座

(AjTR-05, AjTR-23, AjTR-24, AjTR-27, AjTR-45)は,繰 り返 し単位の配列 中に挿入塩基 を含 む

か,2塩 基 と3塩 基 の繰 り返 し単位の組み合わせか ら成 る(表2-2).そ のため,本 研究で行 う

電気泳動 によ る解析 では,マ イクロサテライ ト(繰 り返 し)領 域が変化することによって生ず

る対立遺伝子 と,挿 入塩基 の数が変異することにより生ず る対立遺伝子 を正確に判別す ること

がで きない と考 え,こ れ らの遺伝子座 は解析 か ら除外 した.ま た,2個 の遺伝子座(AJMS-5

およびAjTR.42)で は,出 現 した対立遺伝子 はわずかに1個 であ った.そ のため,こ の2個 の

遺伝子座 は 変異性 が極 めて低 いか,ヌ ル対立遺伝子が存在する と考え られるので,解 析か ら除

外 した.以 上 よ り,本 研 究で は,10個 の マイ クロサテライ ト遺 伝子 座(AJMS-3, AJMS-6,

AJMS-10, Aro054, Aro063, Aro095, Aro121,AjTR-04,AjTR-12,AjTR-37)をAnguilla

marmorataの 集団解析 に有 効なマーカーであると判断 した(表2-4).

マ イ ク ロサ テ ライ ト遺 伝 子 座 の変 異 性

上記 の10個 のマイク ロサテライ ト遺伝子座 を用いて,す べての標本 について遺伝子型の決

定 を行 い,計449個 体 について 遺伝子型 を得 た.そ の結果 それぞれの遺伝子座 にお いて,
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表2-4 A.marmorataに おけるウナギ属魚類の既報のマイクロサテライ ト遺伝子座の変異性

*
,1.単 一 増 幅 産 物 が 得 られ た;2.非 特 異 的 増 幅 産 物 が 認 め られ た か,産 物 量 が少 な か っ た;3.増 幅 が 確 認 され な か っ た

Ni,number of individual解 析 個 体 数

Na,number of allele対 立 遺 伝 子 数

**
,最 頻 値

HE,expected heterozygosityヘ テ ロ接 合 度(期 待 値)

Ho,observed heterozygosityヘ テ ロ接 合 度(観 察 値)

***
,*,P<0.05
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8～33個 の対立遺伝子が得 られた(表2-5),HEは0.574～0.908,Hoは0,373～0.938で あった.

各遺伝子 座におけるrをBrookfield(1996)に 従 って推 定 したところ,0.8～26.9%と な った.

また,こ れ らの遺伝子座 のマイク ロサ テライ ト領域の突然変異モデル として,繰 り返 し単位が

複数増減 する割合 を 推定 したところ,1.0～34.5%で あ っ た(表2-5).こ の うち,Aro054,

Aro063,お よびAjTR-37の3個 の遺伝子座 以外 は,そ の割 合 は10%未 満であ った.ま た,θ

は4-1～72.1で,遺 伝子座 に よって大 き く異 なっていた.連 鎖不平衡 を検定 した結果 どの遺

伝子座 の 組 み合 わせ においても連鎖は認 め られず(P>0.05),そ れぞれ の遺伝子座 は独立 に組

み換え られる ことが示 された.

地 理 的 な遺 伝 的 変 異 性

各地点 において 出現 した対立遺伝子 の数は,遺 伝子座AJMS-3で3～7個,AJMS-6で5～14

個,AJMS-10で2～9個,Aro054で2～15個,Aro063で10～22個,Aro095で10～17個,

Aro121で4～18個,AJTR-04で4～12個,AjTR-12で2～8個,AjTR-37で4～12個 であ った

(表2-6).地 点 こ とに見る と,ど の遺伝子座 においても,概 ね,北 太平洋 に位置する日本,台

湾,フ ィリピン,ス ラウェシ,ア ンボンの5地 点 は,他 の南太平洋,イ ン ド洋およびグアムの

8地 点 に比べて,よ り多数の対立遺伝子 が出現 した.

標本 の 採集地 点 ごとに出現 した対立遺伝子 の頻度分布 を見 ると,上 述の対立遺伝子の出現数

と同様の傾向が認 め られた(図2-2～11).す なわ ち,日 本,台 湾 フィ リピン,ス ラウェシ,

アンボ ン の5地 点 は,い ずれの遺伝子座 において も,多 数 の対立遺伝 子が様々な頻度で出現 し

た.他 方,南 太平洋,イ ン ド洋およびグアムの8地 点は,比 較的少 数の対立遺伝子が高頻度 で

出現 した.グ アム は地理的には北太平 洋に位置す るにもかかわ らず,北 太平洋の5地 点ではな

く,南 太平洋およびイン ド洋の7地 点に類似 した頻度分布パ ターンを示 した.

遺伝子座 こLとに,各 地点においてHardy-Weinberg平 衡か らのずれを検定 した結果,51/130

で有 意 なずれが認 められた(P<0.05)(表2-6).こ のうち,遺 伝子座AJMS-3お よびAro121

では,13地 点 中12地 点 でHardy-Weinberg平 衡か らのずれが認 め られた(P<0.05).そ のた

め,こ れ らの2つ の遺伝子 座は以降の解析 から除外 した.そ れ以外 の多 くの地点 においては,

Hardy-Weinberg平 衡 が成 り立 っていた.ま た13地 点をまとめ,標 本全体 として見る と,い ず

れの遺伝子座 においてもヘテロ接合度 の有 意な減少が認 められた(P<0.05)(表2-6).

地点間 の遺伝的分化程度 の指標 となる 固定指数 戸STお よびRSTを 算 出 した と ころ,FSTは

-0 .006～0.240,RSTは-0.025～0.221で あった(表2-7).FSTで は,北 太平洋の4地 点(日 本,
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台湾 フィ リピン,ス ラウェシ)と,そ れ以外 の9地 点(タ ヒチ,フ ィジー,ニ ュ-カ レドニ

ア,パ プアニ ュー ギニア,ス マ トラ,レ ユニオ ン,マ ダガスカル,ア ンボン,グ アム)の すべ

ての 組 み合 わせの地点間において,有 意な差異 が認 められ た(FST=0.037～0.240,P<0.001).

また,南 太平洋 の4地 点(タ ヒチ,フ ィジー,ニ ューカ レ ドニア,パ プアニューギニア)と イ

ン ド洋 の3地 点(ス マ トラ,レ ユニオン,マ ダガスカル)の すべての組み合わせの地 点間にお

いても,有 意な差 異が認 められた(戸ST=0.018～0.059,P<0.05).一 方,北 太平洋内 の4地 点間

では,い ずれの 組 み合 わせにおいて も有意 な 差異 は認 め られ なか った(FST=-0.003～0.002,

P>0.05).南 太平 洋内の4地 点間では,タ ヒチ-フ ィジー,タ ヒチ-パ プアニ ューギ ニア,フ ィ

ジ ー-ニ ュ ー カ レ ドニ ア の3つ の 組 み 合 わせ に つ いて の み,有 意 な 差 異 が認 め られ た

(FST=0.020～0.028,P<0.05).イ ン ド洋内の3地 点では,ス マ トラ-マ ダガスカル間においての

み有意な差異 が認 められた(FST=0.013,P<0.05)-南 太 平洋 内およびイ ン ド洋内 に認め られた

地点間の分 化程度 は,北 太平洋-南 太平 洋,北 太平洋-イ ン ド洋 および南太平 洋-イ ン ド洋の地

点 間の分化 に比べて小 さいものであった-ア ンボ ンおよびグアムの2地 点 は,そ れ ぞれ他の12

地 点 の いずれの 組 み合 わせ において も,有 意 な差 異 が 認 め られ た(ア ンボ ン,FST=0.037～

0.071,P<0.001;グ アム,FST=0.048～O.173,P<0.001)(図2-12).

一方
,RSTで は,北 太平洋 の4地 点は,南 太平洋 の4地 点 とのすべての組み合 わせ の地点間

において有意 な差異が認め られた(RST=0.048～0.108,P<0.05)(表2-7).ま た,北 太平洋の

4地 点 は,イ ン ド洋の3地 点 との間でも,ス ラ ウェシ-レ ユニオン,ス ラウェ シ-マ ダガスカル

間を除 くすべての組み合 わせ において有意な差異が認め られ た(RST=0.057～0.120,P<0.01).

これに対 し,南 太平洋の4地 点 とイン ド洋の3地 点 の間では,す べての組み合わせにおいて,

有意な差異が認め られなかった(RST=-0.025～0.039,P>0.05).北 太平洋内の4地 点間,南 太

平洋内 の4地 点間,お よ びイン ド洋内の3地 点 間で は,い ずれの組み合わせ にお いても,有 意

な 差異 は認 められなか った(RST=-0.011～0.009,P>0.05).ア ンボンは,ス マ トラとの間にの

み有意な差異 が認 められたが(RST=0.030,P<0.05),そ の他の11地 点 との間には有意な 差異

は認め られなかった(RST=-0.007～0.021,P>0.05).こ れ に対 し,グ アムは他 の12地 点 とのい

ずれの地点間 において も有意 な差異 が認め られた(RST=0.076～0.221,P<0.01).グ アム と他

の地点間の分化程度は,北 太平洋-南 太平洋,北 太平 洋-イ ン ド洋-お よび南太平洋-イ ン ド洋の

地点間で認 められた分化程度 よりも大きなものであ った.
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Assignment test

各個体 の遺伝子型に基づ いて,ベ イ ズ法 によるクラス タ リングを行った結果,K(ク ラスター

の数)が 大 き くなるほ ど,全 体 の尤度 は高 くな った(K=1～14,対 数尤度=-13158.7～-10450.8)

(表2-8).△Kは,K=2の とき最大で(△K=19627.5)(表2-8),各 地点の86.5～100%の 個体

がいずれかのクラスターに割 り振 られ た(表2-9).こ のとき,一 方のクラスターは,北 太平 洋

の 日本,台 湾 フィ リピン,ス ラウェシの4地 点の標本 から成 っていた.他 方のクラスター に

は,南 太平洋 の4地 点(タ ヒチ,フ ィジー,ニ ューカ レドニア,パ プアニ ューギニア)と イン

ド洋の3地 点(ス マ トラ,レ ユニオン,マ ダガスカル),お よびグアム の標本が含まれた.ア ン

ボ ンの標 本は,こ れ らの2つ のクラスターに均等 に割 り振 られた(表2-9).

AMOVA

FSTに よ り有意 な差異 が検出されなかった地点 を同一集団 として,13地 点を以下の5つ の集

団 に分 けてlocus-by-locus AMOVAを 行 い,集 団間,お よび地点間の階層的な集団構造を調べ

た;北 太平洋(日 本,台 湾,フ ィリピン,ス ラウェシ),南 太平洋(タ ヒチ,フ ィジー,ニ ュ|

カ レドニ ア,パ プアニ ューギニア),イ ン ド洋(ス マ トラ,レ ユニオン,マ ダガスカル),ア ン

ボ ン,グ アム(表2-10A).そ の結 果,上 記の5つ の集 団間の変異は,全 体の変異量の11.9%

を 占 めてお り,こ れ ら5つ の集 団は遺伝 的に有意 に異なっていた(FCT=0.119,P<0.001).ま

た,Assignment testに おい て,標 本全体 が遺伝的に異なる2つ のグルー プに由来する個体 か

ら成る ことが示唆 されたアンボンを除 いて4集 団で解析 を行 った場 合,集 団問の変異の割合 は,

全体 の変異量 の13.7%で あ り,遺 伝 的 に 有 意 に異 な って い た(FCT=0.137,P<0.001)(表

2-10B).こ れ らの 解析 で は,集 団内 でさ らに分化 している徴候 が見 られた(い ずれ もFSC=

0.008,P<0.001).さ らに詳細な集団構造を検討するため,ア ンボンと,他 集団 との分化 が明

瞭 と考 えられ る北太平洋(日 本,台 湾,フ ィリピン,ス ラウェシ)を 除 いて,3集 団で解析 を

行 った.そ の結果 全体の変異量に対 して,南 太平洋,イ ン ド洋およびグアムの3つ の集 団間

の変異が占める割合は3.9%と 小 さか ったものの,有 意に異な っていた(FCT=0.039,P<0.001)

(表2-10C).ま た 集団の内部でさらに分化 している徴候 が認め られた(FSC=0.017,P<0.05).

集 団 の有 効 な大 きさNeと 有 効 移住 個 体 数Nmの 推定

Neは,1.71(ニ ューカレ ドニア)～6.54(ス ラウェシ)×104で あ った(表2-11).北 太平

洋 内 の4地 点 は5.23(台 湾)～6.54(ス ラウェシ)×104で あったのに対 し,南 太平洋お よび
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表2-9 ベ イ ズ 法 に よ るAssignment test(K=2)

*
,q>0.80の 個 体 数 の割 合
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表2-10 8マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト遺 伝 子 座 によ るAmarmorataの 階層 的集 団 構 造 解析

(A)5集 団;北 太平 洋(日 本,台 湾,フ ィ リピン,ス ラウェシ),南 太 平洋(タ ヒチ,フ ィジー,ニ ュー

カ レドニア,パ プア ニューギニ ア),イ ン ド洋(ス マ トラ,レ ユ ニオン,マ ダガスカル),ア ンボ ン,グ ア

ム

*
,P<0.001

(B)4集 団;北 太平洋(日 本,台 湾,フ ィ リピン.ス ラウェシ),南 太平洋(タ ヒチ,フ ィジー,ニ ュー

カ レ ドニ ア,パ プアニ ュー ギニア),イ ン ド洋(ス マ トラ,レ ユニオ ン,マ ダ ガスカ ル),グ アム

*
,P<0.001

(C)3集 団;南 太平洋(タ ヒチ,フ イジー,ニ ユーカ レ ドニア,パ プアニ ユー ギニア),イ ン ド洋(ス マ

トラ,レ ユニオ ン,マ ダガ スカル),グ アム

*
,P<0.001
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表2-11 マイクロサテライ ト遺伝子座から算出した集団の有

効な大きさNe
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イン ド洋 の7地 点 で は1.71(ニ ューカ レドニア)～2.64(フ ィジー)×104で,北 太平 洋の地

点 の 半分以下 で あった.グ アム のNeは2.38×104で,南 太平洋 およびイン ド洋の地点 と同程

度 であ った.ア ンボ ンのNeは3.89×104で,北 太平 洋の4地 点とそれ 以外 の8地 点の値 の中

間的な値 を示 した(表2-11).

Nmは,0.8～∞ で あった(表2-12).北 太平洋 内,南 太平 洋内,イ ン ド洋内の各地点間では,

Nmは8.7～∞ で あったのに 対 し,北 太平洋の4地 点 と,南 太平洋 およびイン ド洋の7地 点間で

は0.8～1.3で あった.ま た,南 太平洋 の4地 点 とイ ン ド洋の3地 点間では4.0～13.5で あ った.

アンボ ン と他 の12地 点間 のNmは3.3～6.5,グ アム と他 の12地 点間のNmは1.2～4.9で あ っ

た(表2-12).

第2項 ミ トコ ン ドリアDNAの 地 理 的 変異

調 節 領域 の変 異 性

mtDNAの 調節領域 の塩基配列 を決 定 した計290個 体 か ら,計1,067サ イ トの配列を得 た.

得 られた塩基配列 中に合計で507サ イ トに変異が認め られた.変 異の内訳 は,転 位が392サ イ

ト,転 換 が77サ イ ト,挿 入 ・欠失が136サ イ トで,変 異 の大部分 は転位で 占められていた

(表2-13).こ れ らの変異 によって,290個 体 の塩基配列 は267の ハプロタイプに分け られ,

92.1%の 個体 がそれぞれ異な る配列を持 っていた.

塩基置換 の飽 和の程度 を確認するため,縦 軸 に転位 サイ ト数 を,横 軸に遺伝距離および転換

サイ ト数 をそれぞれ とり,そ の相関の程度 を調べた.そ の結果,転 位サイ ト数も転換サイ ト数

も,ど ちらも概 ね遺伝距離 に比例 していた(図2-13A).ま た,転 位サイ ト数 は,転 換サイ ト数

に対 して比例 している傾 向が認め られた(図2-13B).以 上 よ り,塩 基置換が明 らかに飽和 に達

している傾向は見 られなかった.

得 られた 塩基配列 の変異 が 自然選択 に対 して中立であるか どうかをNeutrality testに よって

検証 した結果,す べての変異が中立であることが示され た(Tajima's D=-1.130,P>0.05).

地 理 的な 遺 伝 的変 異 性

ハプロタイ プ は,日 本(茨 城)と 台湾,日 本(口 永良部)と 台湾,タ ヒチ とフィジー,タ ヒ

チ とニューカ レ ドニア,フ ィジー とニューカ レドニア,レ ユニオンとマダガスカルの計6つ の

地点間 において 共有されているものが認 められた.こ のうち,タ ヒチとフ ィジーは3つ の ハ ブ
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(A)

(B)

図2-13 mtDNAの 調 節 領 域 に お け る(A)遺 伝 距 離(HKYモ デ ル;

Hasegawa et al.1985)に 対 す る 塩 基 置 換 サ イ ト数,お よ び(B)

転 換(Tv)サ イ ト数 に対 す る 転 位(Ts)サ イ ト数.
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口タイプを共有 してお り,他 の5地 点間で は1つ ずつハ プロタイプを共有 して いた.

ハ プロタイプ 間 の遺伝距離 に基づいて,近 隣結合法によ り遺伝子系統樹 を構築 した ところ,

図2-14に 示す系統樹 を得た.台 湾の2つ のハプロタイ プを除いて,北 太平洋の4地 点(日 本,

台湾 フィ リピン,ス ラウェシ)か ら得 られたハプロタイプは,明 瞭にひとつの枝にまとまっ

た-ま た,南 太平洋(タ ヒチ,フ ィジー,ニ ューカ レドニア,パ プアニューギニア),イ ン ド洋

西部(レ ユニオン,マ ダガスカル),イ ン ド洋東部(ス マ トラ)は,あ る程度の まとま りが見 ら

れたが,い ずれも明瞭 ではなかった.南 太平洋の4つ のハ プロタイプとイン ド洋西部の6つ の

ハ プロタイ プは,イ ン ド洋東部 のハプロタイプか らなる枝 に含まれた.ま た,グ アムは,1つ

のハ プロタイ プを除いて,す べてのハプ ロタイプが南太平洋と同 じ枝 に含まれた.さ らに,ア

ンボ ンの標本か ら得 られ た36の ハ プロタイ プ(図2-14中,黒 丸)は,そ れのみでまとま る傾

向 は見 られず,3は イン ド洋,18は 北太平洋,15は 南太 平洋のハ プロ タイ プがま とま る枝 に

それぞれ含 まれ た.

地点間の遺伝 的分化程度 の指標 となるFSTは-0.032～0.698で あった(表2-14).北 太平 洋の

4地 点(日 本,台 湾 フィリピン,ス ラ ウェシ)は,そ れ以外の9地 点(タ ヒチ,フ ィジー,

ニュー カ レドニア,パ プアニューギニア,ス マ トラ,レ ユニオン,マ ダガスカル,ア ンボ ン,

グ ア ム)と の す べ て の組 み 合 わせ にお いて有 意 な差 異 が認 め られた(FST=0.172～0.698,

P<0.001).ま た,南 太平洋の4地 点(タ ヒチ,フ ィジー,ニ ューカ レ ドニ ア,パ プアニ ューギ

ニ ア)は イン ド洋 の3地 点(ス マ トラ,レ ユニオ ン,マ ダガスカル)と のすべての組 み合わせ

において,有 意な差異が認め られた(FST=0.131～0.503,P<0.001).一 方,北 太平洋内の4地

点間で は,い ずれの組 み 合 わせ において も,有 意 な 差異 は認 められな か っ た(FST=-0.023～

0.008,P>0.05).南 太平洋内の4地 点間では,タ ヒチーニューカレ ドニア,タ ヒチーパプアニュー

ギニア,フ ィジー-パ プアニュー ギニ アの3つ の組 み合わせ の地点間において,有 意な差異 が認

められた(FST=0.053～0.132,P<0.05).イ ン ド洋内 の3地 点では,ス マ トラ-レ ユニオンおよ

びスマ トラーマダガスカル間において有意 な差異が認められた(FST=0.563～0.592,P<0.001).

南太平洋 内の地点間において認 められた分 化程度 は,北 太平洋-南 太平洋,北 太平洋-イ ン ド洋

お よび南太平洋-イ ン ド洋の 地点間の分 化程度 に比べて小 さいものであった.こ れに対 し,イ ン

ド洋内(イ ン ド洋 の 東西)の 分化程度 は,北 太平洋-南 太平洋,お よび南太平洋-イ ン ド洋間の

分化程度 と同程度であ った.ア ンボ ン,お よびグアムの2地 点は,他 の いずれの地点 との組み

合 わせ においても,そ れぞれ有意な差異が認め られた(ア ンボ ン,FST=0.108～0.315,P<0.01;

グアム,FST=0.175～0.522,P<0.001).こ れ らの分化程度は,北 太平洋内,南 太平洋内および

-44-



第2章 A.mammorata集 団 構造

図2-14 調節領域 の遺伝距 離(HKYモ デル;Hasegawa et al.1985)に 基づ く近 隣

結合樹.黒 丸 はア ンボ ンの個 体 を示す.
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イ ン ド洋内の地 点間で認 め られた分化 よりも十分大 きか った(図2-15).

AMOVA

FSTに よ り有意 な差異 が検出されなかった地点を同一集団と して まとめ,13地 点を以下 の6

つの集 団 に分 けてlocus-by-locus AMOVAを 行 い,集 団間,お よび地点間の階層的な集 団構造

を調 べた;北 太平洋(日 本,台 湾,フ ィリピン,ス ラウェシ),南 太平洋(タ ヒチ,フ ィジー,

ニ ュー カ レ ドニ ア,パ プアニ ューギニア),イ ン ド洋東部(ス マ トラ),イ ン ド洋西部(レ ユニ

オ ン,マ ダガスカル),ア ンボ ン,グ アム(表2-15A).そ の結果,こ れ ら6つ の集団間の変異

は全体 の 変異量 の42.6%を 占 めてお り,こ れらの 集団 は有意 に 異 なっていた(FCT=0.426,

P<0.001).ま た,遺 伝子 系統樹(図2-14)に おいて,地 理的な まとま りが認 められなか った

アンボ ン を除 く5つ の集団で解析 を行 った.こ の場合 にも,集 団間の 変異 の割合は,全 体の変

異量 の49.7%を 占め,5つ の集団は遺伝 的に有意に異な っていた(FCT=0.497,P<0.001)(表

2-15B).こ れ らの解析で は,い ずれも集 団内で さらに分化 して いる徴候 が認 められた(そ れぞ

れFSC=0.014,0.022,P<0.001).さ らに,遺 伝子系統樹(図2-14)に おいて分化 が 明瞭でな

か った南太平 洋およびイン ド洋 の集団構造を検討するため,ア ンボンと北太平 洋(日 本,台 湾

フィリピン,ス ラウェシ)を 除いて4つ の集団で解析を行 った.そ の結果,集 団間の変異 の割

合 は 全 体 の 変異 量 に対 して40.6%を 占め,遺 伝 的 に有 意 に異 な って いた(FCT=0.406,

P<0.001)(表2-15C).こ の とき,集 団内において さらに遺伝 的に分化 して いることが示 され

た(FSC=0.038,P<0.05).

集 団 の有 効 な 大 きさNeと 有 効 移住 個 体 数Nmの 推 定

Neは,0.90(ス マ トラ)～3.07(ア ンボン)×105で あった(表2-16).ス マ トラでやや小

さ く,ア ンボンでやや大きい以外 は,す べての地点が1.5～2.0×105程 度 の値 を示 し,地 点間で

大 きな差異は認 め られなかった.

Nmは0.1～ ∞ であ り,地 点間の組み合わせによって様々な値 を示 した(表2-17).北 太平洋

の4地 点 と南太平 洋およびイ ン ド洋 の7地 点の間では0.1～0.3,南 太平洋の4地 点 とイン ド洋

の3地 点 の 間で は0.2～1.7で あ り,非 常 に小 さか った.北 太 平 洋 内 の4地 点 間 で はNmは

30.3～ ∞であった.南 太平洋内の4地 点のうち,FSTに おいて有意差が認め られ たタヒチーニュー

カ レ ドニ ア,タ ヒチ-パ プアニ ューギニア,フ ィジー-パ プアニューギニア間で は1.6～4.5で あっ

たが,そ れ以外の組み合 わせで は15.6～ ∞であった.イ ン ド洋内の3地 点では,レ ユニオン-マ

-47-



第 2 章  A . m a r m o r at a 集 団 構 造

図
2-
15
 

調
節

領
域

の
FS
Tに

よ
る
A.
ma
rm
or
at
aの

集
団

構
造
.太

線
は
A.
ma
rm
or
at
aの

分
布

域
を
,黒

丸
は

標
本

採
集

地
点

を
そ

れ
ぞ

れ
表

す
.破

線
は
,そ

の
地

点
間

に
お

い
て

遺
伝

的
交

流
が

あ
る

こ
と

を
示

す
.

 

- 4 8 -



第2章 A.marmorata集 団構 造

表2-15 調 節 領 域 に よ るA.marmorataの 階 層 的 集 団 構 造 解 析

(A)6集 団;北 太平洋(日 本,台 湾,フ ィ リピン,ス ラウェシ),南 太平洋(タ ヒチ,フ ィジー,

ニ ュー カレ ドニア,パ プアニューギニア),イ ン ド洋東部(ス マ トラ),イ ン ド洋西部(レ ユ ニオ ン,マ

ダガス カル),ア ンボ ン,グ アム

*
,P<0.001

(B)5集 団;北 太平洋(日 本,台 湾,フ ィリピン,ス ラウ ェシ),南 太平洋(タ ヒチ,フ ィジー,

ニ ュー カ レ ドニ ア,パ ブアニ ューギニア),イ ン ド洋東部(ス マ トラ),イ ン ド洋西部(レ ユニオン,マ

ダ ガスカル),グ アム

*
,P<0.001

(C)4集 団;南 太平洋(タ ヒチ,フ ィジー,ニ ューカ レ ドニア,パ プアニ ューギニ ア),イ ン ド洋東部

(スマ トラ),イ ン ド洋西部(レ ユ ニオ ン,マ ダ ガスカル),グ アム

*
,P<0.001
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表2-16 調節領域から算出した集団の有効な大きさNe
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ダ ガスカル 間 は∞であったのに対 し,ス マ トラ とこれらの地 点間ではともに0.2で あった.ア

ンボ ン と他 の12地 点間のNmは0.5～2.1,グ アム と他 の12地 点間のNmは0.2～1.2で あ った

(表2-17).

第4節 考 察

第1項 マ イ ク ロ サ テ ラ イ トDNAの 変 異 性

マ イ ク ロ サ テ ラ イ トDNAは,ゲ ノ ム 中 に 多 量 に散 在 す る こ と か ら(例 え ば,Li et al.2002

な ど),解 析 可 能 な 遺 伝 子 座 が 多 い,変 異 性(多 型 性)が 高 い,サ イ ズ が 小 さ い た めPCRに よ

る 増 幅 が 簡 便 で,微 量 な 標 本 で も 解 析 が 可 能 な ど の 利 点 が あ る(Beaumont and Bruford 1999,

井 鷺2001).こ れ ら の こ と か ら,マ イ ク ロ サ テ ラ イ トDNAは,こ こ10数 年 の 間 に,集 団 遺 伝

学 的 研 究 に さ か ん に 利 用 さ れ て き た(Zhang and Hewitt 2003).ウ ナ ギ 属 魚 類 に お い て も,

Wirth and Bernatchez(2001)を は じ め,ア ロ ザ イ ム やmtDNAで は 検 出 す る こ と が で き な か っ

た わ ず か な 遺 伝 的 差 異 を マ イ ク ロ サ テ ラ イ トDNAに よ っ て 検 出 し て い る(Daemen et al.

2001, Wirth and Bernatchez 2001, Tseng et al.2001, 2003, 2006, Maes and Volckaert

2002, Dannewitz et al.2005).

集 団 構 造 解 析 の た め の分 子 マ ー カ ー と して,マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト遺 伝 子 座 は,ウ ナ ギ 属 で は,

こ れ ま で3種(Anguilla anguilla, A.rostrata, A.japonica)に つ い て 報 告 さ れ て い る(表2-2

を 参 照).こ の う ち,A.anguillaとA.rostrataは き わ め て 近 縁 で あ る こ と か ら,集 団 構 造 解 析

に お い て,そ れ ぞ れ の 種 か ら 特 異 的 に 単 離 さ れ た 遺 伝 子 座 が 相 互 に 利 用 さ れ て き た(Wirth and

Bernatchez 2001, 2003, Maes and Volckaert 2002, Mank and Avise 2003, Dannewitz et al.

2005).ウ ナ ギ 属 で は,別 種 に お い て マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト遺 伝 子 座 を 用 い た 解 析 は こ の2種 に

限 ら れ て い た が,こ く 最 近 に な っ て,系 統 的 に よ り離 れ た 種 に お い て も マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト遺

伝 子 座 が 利 用 さ れ る よ う に な っ た.例 え ば,Maes(2005)で は,A.anguillaとA.rostrataに

対 して 報 告 さ れ た 計8個 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト遺 伝 子 座 を 用 い,こ れ ら2種 にA.japonicaお

よ びA.marmorataを 加 え た計4種 を対 象 と し て,Assignment testを 利 用 し て 種 査 定 を 行 っ た.

こ う い っ た 近 縁 な 同 属 種 間,あ る い は 同 科 他 属 の 種 間 に お い て,マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト遺 伝 子 座

が 利 用 で き る こ と は,ウ ナ ギ 属 だ け で な く,カ ワ ヒ メ マ ス 属Thymallus(Kosklnen and

Primmer 1999)や ナ マ ズ 属Silurus(Krieg et al.1999),コ イ 科 魚 類(Tong et al.2002,
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Holmen et al.2005)な どにおいても報告 されている.さ らに,魚 類に限らず,鳥 類(Primmer

et al.1996)や 植物のシロイ ヌナズナArabidopsis属 とArabis属 間(Clauss et al.2002)な ど,

広範な分類群 において も同様 の報告がされている.こ れ は,マ イクロサテライ トDNA領 域 を挟

む フラ ンキング領域 の 塩基配列が保存 的であるため,プ ライ ミングサイ トと して有効である こ

とによる と考え られて いる(Primmer et al. 1996, Tong et al.2002).

マイクロサテライ ト遺伝子座 が近縁種 間にも有 効であることを利用 して,本 研究では,既 報

のウナギ属魚類 のマイ クロサテライ ト遺伝子座 の うち,Anguilla japonicaとA.mstrataか らそ

れぞれ単離 された計10個 の 遺伝子座 につ いて,A.marmorataの 標本 の遺伝子型 を決定 した.

このうち,集 団解析 に用 いた8個 の遺伝子座 につ いては,本 種 において得 られたヘテ ロ接合度

が(表2-5),A.japonicaお よびA.rostrata(表2-2)と 比較 して概 ね高かっただけでな く,遺

伝子座間の連鎖や中立性を考 えても,A.marmorataの 集団構造解析に有効であると考 えられた

一方,解 析 か ら除外 した2個 の遺伝子座 につ いて は,メ ンデル遺伝 の法 則に従 わない原因 とし

て,染 色体上 で 自然選 択に関与する機能遺伝子 の近傍に位置す る,あ るいは,そ の頻度の推定

か ら(表2-5),ヌ ル対立遺伝子が存在す るな どの可能性が考 えられた.以 上よ り,遺 伝子座に

よっては集 団解析 に適 さないことがあるものの,ウ ナギ属 魚類 においても,あ る種 から単離 さ

れ たマイクロサ テライ ト遺伝子座が別 の種 の集 団解析 にも利用で きるもの と考え られた.

第2項 調 節 領 域 の変 異 性

mtDNAは 多 くの後生生物が有 してお り,系 統解析や集団遺伝学的研究のための理想 的な性質

を多数取 り揃えている(Avlse et al.1987,Moritz et al.1987).な かで も調節領域 は,タ ンパ

ク質 やRNA遺 伝子 をコー ドせず,mtDNAの 中でもっ とも変異性が高い(Brown et al.1979).

そのため,調 節領域は,様 々な分類群において集団構造解析に利用されて いる.魚 類で は,ア

ユPlecoglossus altiyelis(lguchi et al.1997,1999)や ツ バ メ コ ノ シ ロ 属Polynemus

sheridani(Chenoweth and Hughes 2003),ブ ラウ ン トラウ トSalmo trutta(Apostolidis et

al.1997),ま た,ウ ナギ目で はマアナ ゴConger myriaster(Kimura et al.2004)な ど調節領

域 を用 いた集 団構造解析の事例は多い.ウ ナギ属魚類 においても,調 節領域はマイクロサテ ラ

イ トDNAな どに先立 って,集 団解析 に用 いられて きた(Sang et al.1994,Lintas et al.1997,

lshikawa et al.2001,2004).Sang et al.(1994)で は,31個 体のAnguilla japonicaに つ い

て,調 節領域 前半 の部分塩基配列487塩 基対 を決定 した.そ のうち,30個 体 が互 いに異なる
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配列 を 持 ち,ウ ナギ属魚類 においても調節領域 の多型性 が高 い ことが 明 らか に な って いる

(Sang et al.1994).

Anguilla marmorataに おいても,ほ とん どの個体が各々固有 の塩基配列 を持 ってお り,変 異

性 が 非常 に高 いことが明 らかにな った(表2-13).ま た,明 らかな塩基置換 の飽和は認 め られ

なかった ことか ら(図2-13),mtDNAの なかでは分子進化速度が速 く(Brown et al.1979),

ウ ナ ギ 属 にお いて は,種 間 レベ ル で は 正確 な ア ラ イ ンメ ン トさ え で き な い調 節領 域 は

(Minegishi et al.2005),よ り分化 の小 さな種内 レベルの系統推定や集団解析には適切であ り,

有用 な情報 を提供する と考 えられた.

第3項 Anguilla marmorataの 集 団構 造

集 団構 造

本章では,マ イクロサテライ トDNAとmtDNAの 調節領域 を用 いて,Anguilla marmorataの

集 団構造 を詳細 に検討 した.そ の結果,ま ず,13地 点 の標本をすべてま とめた場合,集 団解析

に用 いた8個 のマイクロサテライ ト遺伝子座のいずれ においても,ヘ テ ロ接合度の減少が見 ら

れたことか ら,A.marmorataが 複数 の 繁殖集団 か ら成 ることが 示唆 され た(表2-6).集 団全

体 が,遺 伝子頻度 の 異 なる部分集合か ら成 る場合,全 体 としては,Hardy-Welnberg平 衡 から

予測されるよ りもヘテ ロ接合度が減少 することがある(Wahlund効 果,Wahlund 1928).こ の

Wahlund効 果は,カ レイ科 のPleuronectes platessa(Hoarau et al.2002)や アル プスイワナ

Salvelinus alpinus(Wilson et al.2004),ヨ ー ロッパイガイMytilus edulis(Raymond et al.

1997)な どでも 報告 されている.従 って,多 産 で高い分散能を持つ水棲 生物 では,Wahlund

効果 は一般的 な現象 と考え られる.ま た,固 定指数(マ イクロサテライ ト遺伝子座か ら算 出 し

たFSTとRST,お よび調節領域 か ら算出 したFST)(表2-7,14)か ら,北 太 平洋(日 本,台 湾

フ ィリピン,ス ラウェシ),南 太平洋(タ ヒチ,フ ィジー,ニ ュ-カ レ ドニア,パ プアニューギ

ニア) ,イ ン ド洋(ス マ トラ,レ ユニオ ン,マ ダガスカル)の3地 域 と,ア ンボンおよびグアム

の2地 点 は,そ れぞれが互 いに遺伝 的 に異なるものと考え られた.こ れ らの地域内の地点間で

は,基 本的 には有意な差異 は認められなか ったが,い くつかの地点間では,固 定指数および分

子 マー カー によって 結果 が一 致 しなか った.マ イクロサテライ ト遺伝子座 か ら算 出 したFSTと

RSTに おいて 結果が一致 しなかった原因 と して は,マ イク ロサテライ トDNAの 変異モデルの違

いが考 えられる.マ イクロサテライ トDNAのFSTは,そ の変異モデル として,任 意の分子進化
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速度 で 変異 が 起 こるたびに,新 しい 対立遺伝子 が生まれるとするInfinite Allele Model(IAM;

Kimura and Crow 1964)を 仮定 して いる.他 方,RSTで は,マ イクロサテライ ト領域の繰 り返

し単位がひ とつずつ増減するStepwise Mutation Model(SMM;Kimura and Ohta 1978)を 仮

定する(Slatkin 1995).そ こで本研究では,変 異モデル として,マ イクロサテライ トDNAの

繰 り返 し単位 が複数増減する頻度 を推定 した ところ,多 くの遺伝子座で は,そ の変異 の割合は

10%未 満 であった(表2-5).従 って,こ の割合 か ら考 えれば,多 くの遺伝子座では,FSTよ り

もRSTの 方が,A.marmorataの 遺伝 的分化を より正確 に反映 して いる可能性が ある.他 方で,

本研究 のように,解 析 するマイク ロサテ ライ ト遺伝子座 が20以 下,あ るいは,標 本の数が少

ないな どの場合 には,RSTよ りFSTの 方が,よ り遺伝 的な分化を反映 している とも考え られて い

る(Gaggiotti et al.1999),ま た,本 研 究を含 め,一 般 に固定指数 は,解 析 に用 いた複数 の遺

伝子座 をまとめて 算出 する.さ らに,マ イクロサテ ライ トDNAの 変異 モデル として,|AMと

SMMの 他 に も,新 し い対 立 遺 伝 子 が 生 じる確 率 はつ ね に等 しい と考 え るK-Allele Model

(KAM;Kimura and Crow 1964)や,確 率pで 繰 り返 し単位がひ とつずつ増減 し,確 率(1-p)

で複数 の繰 り返 し単位が増減 すると考えるTwo-Phase Model(TPM;Valdes et al.1993,Di

Rienzo et al.1994)な ども提 唱されて いる.そ の うえ,マ イクロサテ ライ トDNAの 繰 り返 し

単位 の数 が 変化 する機構 として,DNA複 製時 の翻訳 のミス(翻 訳ス リップSlippage)や 組み

換え,あ るいは,そ れらの相互 作用な どが考え られている(例 えば,Li et al.2002な ど).以

上のような ことか ら,マ イクロサテライ トDNAの 変異を単純に推測することは難 しい と言える.

そのため,FSTとRSTの いずれの指標がA.marmorataの 種内の分化を よ り正確 に反映 して いる

か,一 概 には判断で きないもの と考え られる.そ のため,本 研究では,マ イクロサテライ ト遺

伝子座 のFSTとRSTの 双方 を算 出 した うえで,本 種の遺伝的分化を総合 的に検討 した.次 に,

分子 マ ー カーによって結果 が一致 しなかった原因 と しては,核DNAとmtDNAの 遺伝様式の違

いが考 えられる.核DNAが 両 系遺伝で,組 み換 えが起 こるのに対 し(Brown 2002),mtDNA

は母 系遺伝であ り,組 み換えが起 こらない(Moritz et al.1987).そ のため,過 去の一時期 のみ

に他集団から移入 したDNAと,現 在 の移入によるDNAを 区別 できな い可 能 性 が あ る(西 田

2001).つ ま り,調 節領域か ら算 出 した固定指数 は,現 在だけでな く,過 去の遺伝子流動 の影

響 も示 している可能性 がある.以 上 よ り,本 研 究で は,マ イクロサテライ ト遺伝子座か ら算出

したFSTとRST,さ らに調節領 域か ら算出 したFSTも 併せ,全 体 として結果を解釈する ことが適

当 と考 えた.

その結果,Anguilla marmorataの 種内 には,4つ の遺伝的に異なる繁殖集 団が存在すると考
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えられた.す なわち,(1)日 本,台 湾、 フィ リピン,ス ラウェシを含 む北太平洋集団,(2)タ

ヒチ,フ ィジー,ニ ューカ レドニア,パ プアニ ュ-ギ ニアを含む南太平洋集団,(3)ス マ トラ,

レユニオ ン,マ ダガスカル を含 むイ ン ド洋集 団,お よび(4)グ アム を含む海 域 の マ リア ナ 集

団の4つ である.ま た,ア ンボ ンには,主 に北太平洋集団 と南太平洋集団に由来する個体が混

在 する ことが 明 らか となった(図2-16).ア ンボ ンは,い ずれの解析 においても,北 太平洋集

団 と,そ れ以外の3集 団の特徴 を合 わせ持つような結果を示 した.ま た,調 節領域の塩基多様

度 πは,ア ンボンが最大(0.0504)で あ った(表2-16).こ れ らの結果は,ア ンボンに複数の

繁殖集団 に 由来 する個体が混在する と考 える と,十 分説明がつ く.ア ンボンは地理的に北太平

洋 と南太平洋の境 界に位置す る.本 研 究の標本採集地点のなかでは,ア ンボンは,ス ラウェシ

とパプアニューギニアの間であ る(図2-1).す なわち,ア ンボンは,独 自の繁殖集団を持 つも

のではな く,主 に,北 太平洋 と南太平洋に由来する個体群 により構 成されている と考え られ た,

また,こ れ らの4集 団 を仮定 したAMOVAに お いても,集 団が分 化 している ことが支持された

(表2-10B).

本研 究で明 らか になった4集 団 のうち,北 太平洋集 団が最も大き く分化 してお り,他 の3集

団間 の 分化 は互 いに非常 に小 さいと考 え られ た.マ イクロサテライ ト遺伝子座 から算出 した

FSTで は,北 太平洋集団 の4地 点 と他 の9地 点 の 間の分化(FST=0.037～0.240)は,南 太平 洋

集 団 とイ ン ド洋集団 の地点 間 の分化(FST=0.018～0.059)に 比べて,最 大で10倍 以上大 きい

(表2-7).こ の ことは,マ イクロサテライ ト遺伝子座 の対立遺伝子 の 頻度 分 布 パ タ― ン(図

2-2～11)やAssignment test(表2-9),AMOVA(表2-10B,C),さ らには,調 節領域 による遺

伝子系統樹(図2-14)に おいても示されて いる.こ れに対 し,南 太平洋,イ ン ド洋,お よびマ

リアナ 集団 では,そ れぞれの集団間の差異が互 いに非常に小 さいと考え られ る.本 章で得 られ

た結果 は,北 太平洋集団が集団独 自の遺伝子型を持つほ ど分化 して いるのに対 し,南 太平洋,

イン ド洋,マ リアナ集団 がそれぞれ独 自の遺伝子型を持つほど互 いに分化 して いないことを示

している.南 太平洋,イ ン ド洋,お よびマ リアナ集団 は,固 定指数で は各集団の地点間は有意

に異な るので(表2-7,14),遺 伝的な交流 はないものと考え られ る.こ の ことは,3つ の集団が

わずか な交流 を保 っているために集団間における分化が小さいので はな く,進 化的に分岐 して

間もない ことを示唆する.

北太平 洋集団は,他 の3集 団 と比較 して,遺 伝的多様性が高 いと考 えられた.こ のことは,

北太平 洋集団が 大きな繁殖集 団を維持 しているのに対 し,南 太平洋集団,イ ン ド洋集団,マ リ

アナ集団 は小 さな繁殖集団である ことを示唆す る,マ イ クロサ テライ ト遺伝子座 と調節領域を
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用 いて,そ れぞれの集団の有効な大きさNeを 算出したところ,マ イクロサテライト遺伝子座

から算出 した値の方が調節領域から算出した値よりも1桁 程度小さかった(表2-11,16).こ の

理由として,前 述の固定指数と同様,遺 伝様式の違いや過去の遺伝子流動の影響などが考えら

れるが いずれが繁殖集団の大きさを正確に反映しているかは,現 在のところ,判 断できない.

しかしながら,全 体の傾向は一致 していたため,集 団の大きさの絶対値ではなく,相 対的に比

較すると,実 際に,北 太平洋集団に含まれる地点では,よ り集団サイズが大きく,他 の3集 団

に含 まれる各地点では,よ り集団サイズが小さいことが示された.た だし,も し前述の通 り,

南太平洋集団,イ ンド洋集団,マ リアナ集団がごく最近互いに分化 したとすれば,ボ トルネッ

ク効果よりも,む しろ創始者効果が働いた影響で遺伝的多様性が低くなっているものと推測さ

れる.

先 行研 究

lshikawa et al.(2004)は,小 笠原,沖 縄,口 永良部(以 上,日 本),ス ラウェシ,ア ンボン,

ボルネオ,ス マ トラ,フ ィジー,タ ヒチ,マ ダガス カル の 計10地 点 か ら採 集 したAnguilla

marmorataの 標本(計162個 体)を 用いて,集 団構造解析を行 った.手 法は,調 節領域5'側 の

部分塩基配列626塩 基 対 と核DNAのAFLP解 析に依 った.そ の結果lshikawa et al.(2004)

は,日 本,ス ラウェシ,ボ ルネオ,ア ンボンをま とめて北太平洋集 団とし,残 りの4地 点 はそ

れぞ れ互 いに遺伝的に異なる集団である とした.こ の結果 は,ア ンボンを北太平洋集団 に含め

ている こと,タ ヒチ と フィジー,お よびスマ トラとマダガスカルのそれぞれを互いに異なる集

団 としていることの3つ の点 において,本 研究の結論 と異な って いる.

まず,ア ンボ ンにつ いて は,本 研究で は,北 太平 洋集 団 と南太平 洋集団に由来する個体が混

在 する と結論 した.lshikawa et al.(2004)で は,解 析 に用 いたアンボンの標本は,わ ずか4

個体である.本 研究の結果 を考 える と,こ の4個 体は,偶 然,す べてが北太平洋集 団に由来す

る個体であ った可能性が高 いと考え られる.そ のため,lshikawa et al.(2004)は,ア ンボ ン

には,南 太平洋集 団 に 由来 する個体も存在する ことを検 出で きなか ったと考 えられる.次 に,

フィジー とタヒチ,お よびスマ トラ とマダガスカルについては,本 研究では,こ れらはそれぞ

れ同一 の繁殖集団に属 する と結論 した.lshlkawa et al.(2004)で は,北 太平洋集団以外の フィ

ジー,タ ヒチ,ス マ トラ,マ ダガスカルの4地 点間については,調 節領域に加 え,AFLP解 析

も行 っている.そ の結果,調 節領域の固定指数にお いて,こ れ らの4地 点 間に有意な差異が検

出 されただけでな く,AFLP解 析 においても,4地 点間の差異 は,各 地点 内の差異 に比べて大
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きかった(lshikawa et al.2004).本 研究 においても,マ イク ロサテ ライ トDNA解 析 で は,

lshlkawa et al.(2004)と 同様の結果が得 られて いる.す なわち,フ ィジー,タ ヒチ間,ス マ ト

ラ-マ ダガスカル 間 は,そ れ ぞ れ 遺伝 的 に有 意 に異 な っ て いる(表2-7,図2-12).他 方,

mtDNA解 析 では,ス マ トラーマダガスカル 間 は,や は り遺伝 的に異なるが,フ ィジー-タ ヒチ間

では差 異はない(表2-14,図2-15).lshikawa et al.(2004)が 解析 した調節領域 は配列が短

いので,そ こに含 まれる情報 は少な いことが考 えられる.ま た,lshikawa et al.(2004)は 北

太平洋内 においては,比 較的密 な標本採集 を行 っているが,南 太平洋およびイ ン ド洋 について

は,フ ィジ-,タ ヒチ,ス マ トラ,マ ダガスカルのわずか に4地 点である.南 太平 洋やイ ン ド

洋は 完全な任意交配集 団ではない と考え られるため(後 述),標 本 の採集地点や用 いる分子マー

カー によって は差異が検 出される可能性がある.そ のため,lshikawa et al.(2004)で は,上

記 の4地 点 をそれぞれ別個の繁殖集 団とみな した もの と考 えられた.

Ege(1939)は,Anguilla marmorataの 脊椎骨数 に地理的 な 変異があることを示 した(表

2-18A).こ れを本研究で検出した集団構造に従って整理 し直 してみる と表2-18Bの ようになる.

すなわち,北 太平洋集団(セ レベス)で やや脊椎骨数は少 な く,南 太平洋集団(パ プアニュー

ギニア,フ ィジー,サ モア,タ ヒチ,マ ルケサ ス)と イン ド洋集団(マ ダガスカル,レ ユニオ

ン)は 差異が小さい.他 方,マ リアナ集 団(マ リアナ,パ ラオ,カ ロリン諸島)の 脊椎骨数 は

明 らか に他の どの集 団よりも大 きい.ま た,Watanabe et al.(2003)は,本 研 究とほぼ同様

の13地 点か ら得た計389個 体 の標本 について,脊 椎骨数を調べ た.そ の結果,北 太平洋集団,

南太平洋 ・イ ン ド洋集 団,グ ア ム の3つ の グ ルー プ間 に互 い に差 異が あ る こ とを示 した

(Watanabe et al.2003).こ の結果 もまた,本 研 究で示 した集 団構造をよ く反映 しているもの

と考 え られる.こ れ らの ことは,遺 伝的集団構造が形態形質においても支持 される ことを示 し

て いる と言える.

各 集 団 の 内 部

集団 の内部については,ま ず,北 太平洋集団 は,固 定指数(表2-7,14,図2-12,15),遺 伝子

系統樹(図2-14)な どの結果から,完 全 に任意 に交配を行 っている単一の繁殖集団 と考 えられ

た.こ の集 団内の 日本,台 湾 フィ リピン,ス ラウェシの4地 点で は,Ne(表2-11,16),お

よびNm(表2-12,17)は,い ずれの地点,地 点 間において も大きな差異が見られなかった.こ

の ことか らも,こ れ ら4地 点間 においては,遺 伝的な交流が制限されて いるような箇所 はな い

と考 えられる.
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これ に対 し， 南太平洋集団およびイ ン ド洋集団 は,固 定指数では,そ れぞれの集 団内のい く

つかの地点間 で有意差 を検出 した(表2-7,14).も し,そ れぞれの繁殖集団が任意交配を行っ

ていれば,分 子 マー カーに依 らず,集 団内のいずれの地点 間において も差異は認 められないは

ずで ある.こ のことか ら,南 太平洋集団およびイン ド洋集 団は,そ れぞれ完全な任意交配では

ないと考え られる.mtDNAが 過去 の遺伝 的交流 を反映 しているとすれ ば,南 太平洋集団 は,か

つては,地 理的 に隣 り合 う地点 とのみ交流を保 って いる島モデル(Maynard-Smith 1989)に

相 当す るよ うな集 団構造 であ ったと考え られる.し か し,過 去のある時点か ら何 らかの要因に

よって交流 が保 たれ るようにな り,現 在では地理的 に隣 り合 う地点に限 らず,南 太平洋集団内

の各地点 の個体群 は混 ざり合 うようにな ったと考 えられる.例 えば,解 析 した南太平洋の4地

点 のす ぐ近 くにそれぞれ 産卵場が存在 し,タ ヒチの産卵場 で生 まれた個体の多 くはタ ヒチに来

遊 するものの,一 部がニ ューカ レ ドニ アへも加入す るとすれば,マ イクロサテライ トDNAで タ

ヒチ とニ ュ-カ レ ドニ ア間に遺伝的な差異が認 められなかった ことを説明する ことがで きる.

同様 に,フ ィジー の産卵場で生 まれ た個体 の多 くはフィジー に来遊するものの,一 部 はパプア

ニュー ギニア にも加入 し,ニ ュー カ レドニアの産卵場で生 まれたものの多 くはニューカ レ ドニ

ア に加入 するが,一 部 はパ プアニュ-ギ ニアにも加入する とすれば,こ れ らの地点 間に保 たれ

ている遺伝的交流 が説明 される.イ ン ド洋集団にお いても同様で,か つてイン ド洋の東西の個

体群 は,遺 伝 的に異な る集団であったと考えられ る.し か し,本 集団も過去のある時点か らイ

ン ド洋東西の個体群が混 ざるようにな ったものと考 えられた.

グアムは,固 定指数で は,解 析 した他の12地 点すべて と異な っていたものの(表2-7,14),

マイクロサテライ トの対立遺伝子 の頻度分布(図2-2～11)やAssignment test(表2-9)か ら,

南太平洋集団 および イン ド洋集 団 と遺伝的によ く似ていることが明らかにな った.北 太平洋 に

位置 するグアムが,南 太平洋集 団と遺伝的交流を保つ とは考えに くい.ま た,グ アムは小 さな

島嶼 であるので,グ アム 島のみで1つ の繁殖集団を維持 して いる ことも考 えづらい.さ らに,

前述の通 り,Ege(1939)は,マ リアナ,パ ラオ,カ ロ リン諸島全体が他 の地域 と形 態学的に

異 なる ことを示 している.こ れ らのことか ら,グ アムは,マ リアナ諸島一帯で,北 太平洋集団

とも南太平洋集団とも異なる集団を形成 しているもの と考 えられた.今 後 は,パ ラオ諸 島,ヤ ッ

プ島な どのミク ロネシアの地点を網羅的に調べ,こ の地域の集団構造を明らか にしていきた い.

-61-



第3章 A.bicolor集 団構 造

第3章 Anguilla bicolorの 集 団 構 造

Anguilla bicolorに は,ア フ リ力大陸東岸やマダガスカルなどのイン ド洋西部 と,イ ン ドネシ

ア ・スマ トラ島な どのイン ド洋東部 に生息す るA.bicolor bicolorと,フ ィ リピンか らスラ ウェ

シ島,ニ ューギニア島までの西太平洋沿岸に分布するA.bicolor pacificaの2亜 種が記載 されて

いる(Ege1939).こ れ らの分布域 と海流系か ら,A.bicolorの 産卵場 は,少 な くともイ ン ド

洋 と太平洋 に1つ ずつ存在する ことが示唆され る.|方,イ ン ド洋に生息す るウナギ属魚類の

一種A .nebulosaは,イ ン ド洋 の 東 西 にお いて,そ れ ぞれA.nebulosa nebulosaとA

nebulosa labiataの2亜 種 に分 類 されている ことから(Ege1939),そ れぞれが独立 した産卵

場 と回遊経路 を 持つ と考え られる.A.nebulosaが イ ン ド洋の中で亜種 に分化 している という

ことは,ほ ぼ同様の分布域を持つA.bicolor bicolorも イ ン ド洋の東西 におい てさ らに分化 して

いる可能性 がある.そ こで本章で は,第2章 と同様,マ イ クロサテ ライ トDNAと 調節領域 を用

いて,主 にイン ド洋の個体群 に着 目 し,A.bicolorの 遺伝 的集団構造 を明 らかにすることを 目的

と した.

第1節 材 料

Angulla bicolorの 分布域を代 表するように,イ ン ド洋西部のマダガスカル,レ ユニオ ン,マ

ヨッ ト,セ イ シェル,イ ン ド洋東 部のスマ トラ,お よび太平洋のフ ィリピンの計6地 点か ら採

集 した計145個 体の標本 を解析 に用いた(表3-1,図3-1).標 本 の 同定 と組織の保存 は,第2

章第1節 と同様 に行 った.

なお,本 章で は以降 亜種名を用いず,採 集地域お よび採集地点 ごとに,集 団 もしくは個体

群 と表記する,

第2節 方法

第1項 マイクロサテライ トDNA解 析

方法は,第2章 第2節 第1項 に準 じた.な お,解 析に使用するマイクロサテライ ト遺伝子座

の検討には,マ ダガスカルとレユニオンから無作為に8個 体を選び,解 析に供 した.
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第2項 ミ ト コ ン ド リ アDNA解 析

方 法 は,第2章 第2節 第2項 に 準 じた.調 節 領 域 全 長 の 塩 基 配 列 の 決 定 に は,L15625-CR

(表2-3を 参 照)とH16437-BibicR(5'-TCCACCTTAATTGACTTCTC-3')も し く はH16437-

BipaCR(5'-TCCACCTTAATTAACTTTTC-3'),お よ びL16319-JpBiCR(5'-CTCGTTACCCAC

CAAGCC-3'1)とH84-CR(表2-3を 参 照)の3つ の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い た.ま た,遺 伝 距 離 を

算 出す る 際 に ガ ン マ 補 正 を 行 っ た(α=0.729).集 団 の 有 効 な 大 き さ(Ne)の 算 出 に あ た って,

世 代 時 間g値 に は,イ ン ド 洋 西 部 の レユ ニ オ ン で 採 集 さ れ た 本 種 の 銀 ウ ナ ギ の 年 齢 と して,8

年(Robinet et al.2003a)を 代 入 し た.

第3節 結 果

第1項 マ イ ク ロサ テ ライ トDNAの 地 理 的変 異

解 析 に使 用 す る マイ ク ロサ テ ライ ト遺 伝 子 座 の検討 と選 定

解析 に使用 す る遺伝子 座 を選 定す るため,既 報の計29個 のマイクロサテ ライ ト遺伝子座 に

ついて,マ ダガスカル とレユニオ ンの8個 体を用 いて予備的 に変異性を調 べ た.そ の結果14

個 の 遺 伝 子 座(Aan02, Aan03, AJMS-3, AJMS-5, AJMS-6, Aro054, Ang101, Ang151,

AjTR-04, AjTR-05, AjTR-12, AjTR-37, AjTR-42, AjTR-45)に おいて,1～10個 の対立遺伝子 が

認 められた(表3-2).こ れ らの遺伝 子座がそれぞれHardy-Weinberg平 衡 にあるかどうか検 定

を 行 ったところ,4個 の 遺伝 子 座(Aan02, Aro054, Ang101, AjTR-04)に お いて,Hardy-

Weinberg平 衡か らの有意なずれが認 め られた(P<0.05).そ のため,こ れらの遺伝子座は自然

選択 に対 して 中立ではないと考え られるので,集 団解析の マー カー と して適 当で はないと判断

した また,Hardy-Welnberg平 衡にある10個 の遺伝子座 のうち,AjTR-05お よびAjTR-45は,

繰 り返 し単位の配列中に挿入塩基 を含む複雑な配列であるため,解 析か ら除外 した(第2章 第

3節 第1項,表2-2を 参照).Ang151で は,出 現 した対立遺伝子 がわずか に1個 であった.ま

た,AanO3は,解 析 した5個 体中,ヘ テ ロ接合であったの は1個 体 のみで,残 りの4個 体 はす

べてホモ接合であった.そ のた め,こ れら2個 の遺伝子座 は多型性が低 いと判断 し,以 降の解

析か ら除外 した.以 上よ り,本 研究では,Anguilla bicolorに つ いて6個 の遺伝子座(AJMS-3,

AJMS-5, AJMS-6 AjTR-12, AjTR-37, AjTR-42)を 集団解析 に有効 なマーカーで ある と判断 した

(表3-2).
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表3-2 A.bicolorに お け る ウ ナ ギ 属 魚 類 の 既 報 の マ イ ク ロサ テ ライ ト遺 伝 子 座 の 変 異性

*
,1,単 一 増 幅 産 物 が 得 られ た;2,非 特 異 的 増 幅 産 物 が 認 め られ た か,産 物 量 が少 な か った;3,増 幅 が 確 認 さ れ な か っ た

Ni,number of individual解 析 個 体 数

Na,number of allele対 立 遺 伝 子 数

**
,最 頻 値

HE,expected heterozygosityヘ テ ロ接 合 度(期 待 値);n.b.,non-baiased(Nei1978)

Ho,observed heterozygosityヘ テ ロ接 合 度(観 察 値)

***,*
,P<0.05
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マ イ ク ロサ テ ラ イ ト遺 伝 子 座 の 変異 性

上記 の集団解析 に有効 と判 断された6個 の遺伝子座 について,す べての標本について遺伝子

型の決定を行 い,計141個 体 について遺伝子型 を得た.そ の結果,そ れぞれの 遺伝子座 におい

て9～23個 の対立遺伝子が得 られた(表3-3).HEは0.802～0.924,Hoは0.557～0.907で あ っ

た.こ れ らの各遺伝子座 におけるヌル対立遺伝子 の頻度(r)をBrookfield(1996)に 従 って推

定 した ところ、0.7～14.2%と な った.ま た,各 遺伝子座 につ いて,マ イクロサテライ トDNA

の突然変異 モデル として,マ イクロサテライ ト領域 の繰 り返 し単位が複数増減 する割合 を推定

した ところ,2個 の 遺伝 子座(AJMS-3,AjTR-42)は4.0%未 満,残 りの4個 の遺伝 子 座 は

10.0%以 上であ った(表3-3)-さ らに,連 鎖不平衡を検定 した結果,ど の遺伝 子座の間にも連

鎖は認 められず(P>0.05),そ れぞれ の遺伝子座 は独立 に組み換 えられることが示された,

地 理 的 な遺 伝 的 変 異 性

採集地点 ごとに 出現 した対立遺伝子 の頻度分布 を見 ると,い ずれの遺伝子座 において も,多

数 の対立遺伝子 が 様々 な頻 度 で 出現 した(図3-2)-対 立 遺 伝子 の頻 度分 布 パ ター ン は,

AJMS-6,AjTR-37,AjTR-42の3個 の遺伝子座で は,太 平 洋とイン ド洋東西の間で異なっていた.

また イン ド洋の東部 と西部で は,い ずれの遺伝子 座においても,対 立遺伝子 の頻度分布パ ター

ンに違 いは認め られなか った.

各地点において 出現 した対立遺伝子の数は,遺 伝子座AJMS-3で7～9個,AJMS-5で10～13

個,AJMS-6で14～21個,AjTR-12で10～19個,AjTR-37で14～22個,AjTR-42で15～18個

であった(表3-4).出 現 した対立遺伝子数 は,地 点 間で大 きな差異 は認められなかった.

地点 ごとに,各 遺伝 子座 がHardy-Weinberg平 衡 にあるか どうかを検 定 した 結果,AJMS-5

では,3地 点 す べて にお いて ヘテロ接合度 の有意な減少が認め られた(P<0.05).そ のため,

AJMS-5は 以降 の 解析 か ら除外 した.そ れ以外 の遺伝子座 で は,い ずれの地点 においても,

Hardy-Weinberg平 衡 が 成 り立 っていた(P>0.05).ま た3地 点 すべ て を ま とめ,Anguilla

bicolorの 標本全体 として見ると,い ずれの遺伝子座においてもヘテ ロ接合度の減少が認 められ,

そのうちの3個 の 遺伝子座(AJMS-5,AjTR-12,AjTR-37)で は有意であ った(P<0.05)(表

3-4).

地点間 の遺伝的分化程度 の指標 となる固定指数FSTお よ びRSTを 算 出 した ところ,FSTは

0.003～0.018,RSTは-0.004～0.022で あった(表3-5).FSTで は,イ ン ド洋の東西の地点 は,

どちらも太平洋 と有意 に異な っていた(P<0.001).こ れ に対 し,イ ン ド洋の東西の間に有意な
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表3-4 各地点 の対立遺伝子数,サ イズ,ヘ テ ロ接合度

Ni,number of individual解 析 個体 数

Na,number of allele対 立遺伝 子数

HE,expected heterozygosityヘ テ ロ接合度(期 待 値);n. b., non-baiased(Nei 1978)

Ho,observed heterozygosityヘ テ ロ接 合度(観 察 値)

*;P<0 .05

-70-



第3章 A.bicolor集 団構 造

表3-5 5マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト遺 伝 子 座 に よ るA.bicolorの 地 域 間

の遺 伝 的分 化 程 度

上 段 はFST,下 段 はRST

*
,P<0.05;**,P<0.001
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遺伝的差異 は認 められなかった(P>0.05).ま た,RSTは,イ ン ド洋東部 と太平洋 の間には有

意 な 差異 が認 め られたが(P<0.05),イ ン ド洋の西部 と太平洋,お よび イ ン ド洋の東西には有

意な差異は認 められなかった(P>0.05)(表3-5).

Assignment test

ベ イ ズ 法 に よ るAssignment testを 用 い て,各 個 体 の 遺 伝 子 型 に 基 づ い て ク ラ ス タ リ ン グ を

行 っ た 結 果,K(ク ラ ス タ ー の 数)が 大 き く な る ほ ど,全 体 の 尤 度 は 高 く な っ た(K=1～4,対

数 尤 度=-3394.5～-3130.9)(表3-6),△KはK=2の と き最 大 で あ っ た が(△K=204.9)(表3-6),

す べ て の 個 体 が い ず れ の ク ラ ス タ-に も 割 り振 ら れ な か っ た(表3-7).

AMOVA

FSTに お いて 有意差 が 認 め られ なかった イン ド洋 の東西をまとめ,標 本全体 をイン ド洋 と太

平 洋 の2つ の 集団 に分 け,locus-by-locus AMOVAを 行 った.そ の結果,集 団間の変異の割合

は,全 体の変異量の2.5%を 占めて お り,イ ン ド洋 と太平 洋の間には,有 意な差異が認め られ

た(FCT=0.025,P<0.05).ま た,集 団 内でさらに分化 している徴候が見 られた(FSC=0.0027,

P<0.001)(表3-8).

集 団 の有 効 な大 き さNeと 有 効 移 住個 体 数Nmの 推 定

Neは,3.09(太 平洋)～3.77(イ ン ド洋東部)×104で あ った(表3-9).Nmは,太 平洋 と

イン ド洋東西の間ではいずれも13.6,イ ン ド洋東西の問で は83.1で あ った.

第2項 ミトコン ドリアDNAの 地 理的変異

調節領域 の変異性

調節領域の全長 の塩基配列を決定することができた計89個 体から,計1,000サ イ トの配列

を得た.得 られた塩基配列中に合計で350サ イトに変異が認められた.変 異の内訳は,転 位が

295サ イ ト,転 換が53サ イト,挿 入 ・欠失が44サ イトで,変 異の大部分は転位で占められて

いた(表3-10).こ れらの変異によって,89個 体すべてがそれぞれ異なる配列を持っていた.

塩基置換の飽和の程度を確認するため,縦 軸に転位サイ ト数を,横 軸に遺伝距離および転換

サイ ト数をとり,そ の相関の程度を調べた.そ の結果 転位サイト数も転換サイ ト数も遺伝距
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表3-7 ベ イ ズ 法 に よ るAssignment test(K=2)

*
,q>0.80の 個 体 数 の割合
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表3-8 5マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト遺伝 子 座 に よ るA.bicolorの 階層 的集 団 構 造 解 析

*
,P<0.05;**,P<0.001

-75-



第3章 A.bicolor集 団 構造

表3-9 マイクロサテライ ト遺伝子座か ら算出した有効な集団

の大きさNe
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離 に比例 して いた(図3-3).ま た,転 位サイ ト数 と転換サイ ト数の関係は,軸 の左下側の まと

ま りでは,転 位サイ ト数 は転換サイ ト数 に対 して比例 して いた(図3-3).一 方で,軸 の右上側

のま とま りは,転 換サイ ト数が増加 しても,転 位 サイ ト数 は増加せず,塩 基置換 は頭打 ちにな っ

ていた(図3-3).従 って,転 換 については塩基置換 が飽和 に達 している傾 向は見 られなかった

が,転 位 につ いては塩基置換 が飽和に達 して いた.

得 られた 塩基配列 の 変異 が自然選択に対 して中立であるかどうかをNeutrality testに よって

検証 した結果 すべての変異が中立である ことが示 された(Tajima's D=-0.384,P>0.05).

地 理 的 な遺 伝 的 変 異 性

ガンマ補正 した遺伝距離(Hasegawa et al. 1985)を 算出 し,近 隣結合法(Saitou and Nei

1987)に よ り遺伝 子系統樹 を構築 したところ,太 平洋 の個体群 は明瞭にひとつのグルー プにま

とまった.こ れに 対 し,イ ン ド洋の東西の個体群 は,そ れぞれ標本の採集地点に関係な く,2

つの枝 に分かれた(図3-4).

地点間の遺 伝的分化程度 の指標 となるFSTは0.008～0.706で あった.イ ン ド洋の東西の地点

は,そ れぞれ太平洋 と有 意に異な っていた(そ れぞれFST=0.706,0.697,P<0.001).こ れ に対

し,イ ン ド洋の東西の間に有 意な遺伝 的差異 は認め られなか った(FST=0.008,P>0.05).

AMOVA

FSTに おいて有 意差 が 認 め られなか った イン ド洋 の東西をまとめ,標 本全体 をイン ド洋 と太

平洋 の2つ の集 団 に分 け,locus-by-locus AMOVAを 行 った.そ の結果,集 団間に占める変異

の割合 は,全 体 の変異 量の69.3%で あ り,イ ン ド洋 と太平 洋の間には有意な差異が認 め られ た

(FCT=0.693,P<0.05).ま た,集 団 内で さ ら に分 化 して い る徴候 が 見 られ た(FSC=0.010,

P<0.05)(表3-11).

集 団 の有 効 な 大 き さNeと 有 効移 住 個 体 数Nmの 推 定

Neは,1.80(太 平洋)～2.41(イ ン ド洋西部)×105で あった(表3-12).Nmは,太 平 洋と

イン ド洋の東西 の間で はいずれも0.1,イ ン ド洋東西 の間では30.2で あった.
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(A)

(B)

図3-3 調 節領域 におけ る(A)遺 伝距 離(HKYモ デル;Hasegawa

et al. 1985)に 対する塩基 置換サ イ ト数 および(B)転 換(Tv)サ

イ ト数に対す る転位(Ts)サ イ ト数
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図3-4 調節領 域の遺伝距 離(HKY+「 モデル;Hasegawa et al.

1985)に 基 づ くA.bicolorの 遺伝子 系統樹.枠 内は太平 洋の個体

を,黒 丸 はイ ン ド洋西部 の個体 をそれぞれ示す.
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表3-11 調 節領 域 に よ るA.bicolorの 階 層 的集 団構 造 解 析

*
,P<0.05;**,P<0.001
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表3-12 調節領域か ら算出した集団の有効な大きさNe
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第4節 考 察

本研究 では,Anguilla bicolorの 集団解析 を初 めて行 った.解 析 に用 いたマー カーのうち,ま

ず,マ イ クロサテライ ト遺伝子座 につ いては,多 型性の高さ(表3-4)や 連鎖が認め られなか っ

た ことな どか ら,本 種 の集団構造解析 に有効なマー カーであると考え られた.一 方,調 節領域

についても,非 常 に変異性が高 い と考えられたが,転 位型の置換 につ いては飽和 している傾向

が認 められ た(図3-3).生 物間の遺伝距離 は多重置換 によって過少評価 される危険があるため

(熊澤 ら2000),A.bicolorに お いては,調 節領域を用 いて系統推定 を行 う場合 は,ガ ンマ補正

を行 うか(熊 澤 ら2000),転 位サイ トは解析か ら除外す る必要が あると考え られた.

本研 究の結果,FST(表3-5),locus-by-locus AMOVA(表3-8,11),遺 伝子系統樹(図3-4)

から,そ れぞれ 亜種 とされ て い たイ ン ド洋 のAnguilla bicolor bicolorと 太 平 洋 のA.bicolor

pacificaが,遺 伝的 に明瞭 に異 な る繁殖集 団であ ることが示 された.し か しなが ら,マ イクロ

サテ ライ トDNAか ら算出 したRSTに 限 り,太 平洋 とイン ド洋西部 の間において は有意な差異が

認 められなかった(表3-5).さ らにAssignment testは これ とも異 な り,2亜 種を別々 のクラ

スタ-に 割 り振ることもできなかった(表3-7).mtDNAの 調節領域 では,A.bicolor bicolorと

A.bicolor pacificaは,転 位型 の塩基置換が明 らかに飽和に達するほ ど遺伝的 に分化 して いる こ

とが 明 らかになった(図3-3).他 方,マ イクロサテ ライ トDNAで は,マ イ クロサテライ ト領

域 の繰 り返 し単位の数 の変異は無限ではな く,長 さの制約があり,変 異はいずれ は飽和 に達す

ると考え られて いる(Nauta and Weissing 1996).す なわち,マ イクロサ テライ トDNAに 比

べれば 明 らかに分子進化速度の遅 いmtDNAで も,そ の塩基置換が飽和に達 しているA.bicolor

2亜 種 で は,マ イ クロサテライ ト遺伝子座 の変異も既 に飽和に達 し,真 の集団構造を反映 しな

くなって いるものと考 え られる.事 実,対 立遺伝子 の頻度分布(図3-2)を 見 ると,イ ン ド洋

東西 と太平洋 の間で頻度分布パ ター ンは異 なっているものの,そ の差異は,よ り分化が小 さい

と考 え られ るA.marmorataの 北太平洋集団 とそれ以 外 の集団間 で 認め られた差異のように明

瞭ではない(図2-2-11).さ らに最近,Wilson(2006)は,ヨ ウジウオ属Syngnathusに おい

て,同 属他種間のマイクロサテライ ト遺伝子座の塩基 配列 を調べ,size homoplasyが,フ ラン

キング領域の変異や,反 復配列以 外の塩基の挿入な どによっても生 じ得 ることを報告 している.

そのため,と くにマイクロサテライ トDNAを 用 いて種間 レベルでの比較を行う場合 には,注 意

を要す ることを指摘 している(Wilson 2006).以 上の ことから,A.bicolor bicolorとA.bicolor

pacificaは,本 研究 で用 いた 集団解析 のための分子マーカーでは,そ のマーカーが持つ本来の

鋭敏 さで検出 できる範囲 を超えるほ ど明瞭に分化 した個体群であると考え られ る.ま た,第2
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章のA.marmorataと 同様,A.bicolorに ついて も有効な集団の大 きさはマー力ー によって異な っ

ていた(表3-9,12).こ の違 いの 原因 は第2章 第4節 第3項 で述べ た通 り,遺 伝様式の違 いや

過 去 の遺伝子流動 だけでな く,分 子 マーカーの変異の飽和 による可能性があるかも しれない.

そ こで,こ こで も集団の大きさを相対的 に比較す ると,A.bicolor bicolorとA.bicolor pacifica

で 特に顕著 に異なる ことはなか った.そ のため,A.bicolor2亜 種 は,概 ね同程度 の大 きさの個

体群である と考 えられた.

次 に,Anguilla bicolor bicolor内 部の集団構造 を見 ると,イ ン ド洋の西部 と東部 では,遺 伝 的

に分化 していな い と考 え られ た.た だ し,調 節 領 域 に よ る遺 伝 子 系統 樹 で は,A.bicolor

bicolorは 地理分布 とは対応 しな い2つ のグルー プが認め られた(図3-4).こ の ことは,東 西両

岸を含むイ ン ド洋のA.bicolor bicolorのmtDNAに は2種 類 の遺伝 子型が存在する ことを示す.

この理 由と して,2つ の可能性が考 えられる.ま ず,mtDNAは 過去の遺伝子流動を示す可能性

がある(西 田2001).そ のため,A.bicolor bicolorの 祖先種 がイ ン ド洋に侵入 した当初 から,

本亜種 には遺伝的に異なる2つ のグルー プが存在 したか,あ るいは,か つては何 らかの形でイ

ン ド洋内で2つ の集団に分化 していたと推測される.た だ し,本 研究で解析 した標本は,イ ン

ド洋 の東西 で異なる年度 に採集 したものであることか ら,か つてイン ド洋にどのような集 団が

あったにせ よ,そ れ らが 現在では混合 した状態 で生息 して いる と考 えられる.恐 らく,こ のよ

うな混合が始 まってか ら十分な時間が経過 していないために,mtDNAに はその痕跡が残 ってい

る可能性が高い.第2の 可能性 と しては,隠 蔽種 が考えられる.し か し,マ イクロサテライ ト

DNAを 用 いて,系 統樹(図3-4)で 認め られた2グ ループの遺伝的分化程度を調 べてみる と,

これ らのグルー プ間に有意な差異 は認め られなか った(FST=-0.004,P>0.05).つ ま り,現 時点

で は,こ れ らの グループ間で遺伝 的な交流が保たれて いる と考 える ことがで きる.従 って,イ

ン ド洋に隠蔽種が存在 した としても,そ れは前者の可能性の通 り,過 去に存在 したものであ り,

現在,A.bicolor bicolorと は異 なる産卵場や回遊生態 を持った個体群がイン ド洋に生息する と

いうわ けではなさそ うである.

Anguilla bicolor bicolorの 脊椎 骨数 の平均値 は109.7,A.bicolor pacificaは107.1で,こ れ

らの 間 には平均で2,6の 差異が 認め られている(Ege 1939).こ の 差異は,A.bicolor bicolor

とA.bicolor pacificaが 異な る繁殖集団である ことか らも支持され る.他 方,イ ン ド洋の東西に

お いては 東部の脊椎骨数の平均値 は109.6,西 部 は109.7と,ほ ぼ同 じである(Ege 1939).

Watabane et al.(2005)は,新 たに採集 したA.bicolor bicolorの 標本 とEge(1939)の デー

タ を合 わせ た解析を行 って お り,そ の結果においても,イ ン ド洋の東西において脊椎 骨数に差
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異はないことが確認されて いる.以 上の ことか ら,従 来か ら形態形質 に認 められていた差異は,

イ ン ド洋 と太平洋で は完全 に遺伝的 に分化 している一方,イ ン ド洋の東西では分化 していない

という本種の集団構造 をよ く示 して いると言える.

イ ン ド洋の東西に生息す る集 団が遺伝的に均一であることは,Anguilla bicolor bicolorに 限 っ

たことではな い.ス ズメダ イ科 のDascyllus trimaculatusやDascyllus aruanus(McCafferty et

al.2002),ヘ ラヤガラ科 のAulostomus chinensis(Bowen et al.2001),魚 類 の他,ウ ニ

Tripenustes属(Lessios et al.2003)な どにおいても,イ ン ド洋 の東西において遺伝的な交流

が保たれていることが示されている.こ れ らは,幼 生期や仔稚 魚期が100日 前後 と長 く,な か

に は100日 を 優 に 超 え る もの も あ る(Bowen et al. 2001, Lessios et al. 2001, 2003,

McCafferty et al.2002).こ の ことは,こ れ らの水棲生物が長 い幼生期間 を持つ ことにより,

イン ド洋 の 東西 とい う広 い範囲 に分散 することが可能で ある こ とを示 す と考 え られ る.A.

bicolor bicolorも68日(Robinet et al.2003b)～202日(Arai et al.1999a)と 多少ばらつき

があるものの,長 い仔魚期間 を持つ.さ らに,イ ン ド洋ではモンスーンの影響 により,夏 と冬

で方向と強 さが変化す る海流 もある(Schott and McCreary 2001).従 って,A.bicolor bicolor

についても,イ ン ド洋 の東西 で,十 分,遺 伝 的な交流を維持する ことがで きると考え られ る.

一方,太 平洋のAnguilla bicolor pacificaは,本 研究で解析を行 ったフィ リピンだ けでな く,

北 は日本から(Yamamoto et al.2000)南 はパ プアニューギニアまで分布する(Ege 1939).

太平洋 の複数 の地点か ら採 集 された レプ トセファルスの耳石輪紋解析か ら,A.bicolor pacifica

が 長 い産卵時期 を持つ こと,ま た,比 較的長い距離の回遊 を行 うことな どが明 らかになって い

る(Kuroki et al.2006).今 後,A.bicolor pacificaが その分布域全般において,ど のような集

団構造 を形成 しているか を 明らか にし,上 記のような生態学的な情報 と合 わせることによ り,

本種の回遊生態が明 らか にな ると考え られる.

Anguilla bicolorは,イ ン ド洋 にお いても太平洋 において も生態調査は少なく,研 究 は近年,

始 まったばか りである.今 後,集 団構造 のみな らず,海 域 と淡水域 と双方 の調査 が進む ことに

よ り,産 卵場 や 回遊経路,接 岸 および降河生態に関する具体 的な知見が蓄積 されていくことが

期待 される.
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