
第4章 A.australis集 団 構造

第4章 Anguilla australisの 集 団 構 造

Anguilla australisは,オ ース トラリア大陸東岸,ニ ュー ジーラン ド,ニ ューカ レ ドニア,お

よび タスマン海の島々に分布す る(Ege 1939).本 種 には,オ ース トラ リアなどタスマン海の

西部 に生息 するA.australis australisと,タ スマン海東部 の ニ ュー ジー ラン ドに生息す るA.

australis schmidtiiの2亜 種 が 記載 されている(Ege 1939).し か しなが ら,近 年行 なわれた

mtDNA解 析で は,こ れ ら2亜 種 間に遺 伝的な差異は認め られず,単 一種 とするべ きという主張

もある(Dijkstra and Jellyman 1999, Watanabe et al.2006).こ の議論 に決着 をつ けるため

には,両 者の遺伝的変異を知る必要が ある.そ こで本章で は,第2章,第3章 と同様,マ イク

ロサテライ トDNAと 調節領域 を用い て2亜 種間の遺伝的変 異を把握 し,A.australis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

標本 は,オ ース トラ リア(ク イー ンズラン ド,ヴ ィク トリア)と ニュージー ラン ド(ク ライ

ス トチャ ーチ,ア ッパーハ ッ ト,オ ークラン ド)で 採集 された計73個 体を用 いた(表4-1,図

4-1).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 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1よ ニュージーランドで得られた標本の中から無作為に8個 体を選び,解 析に供 した.

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
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第4章 A.australis集 団 構 造

図4-1 A.australisの 標 本 採 集 地 点.太 線 はA.australisの

分 布 域 を 示 す.

-88-
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(表2-3を 参 照)とH16407-AustCR(5'-GGAGGTGTCCCACATGTA-3'),お よ びL16287-

AustCR(5'-ATCTGGCATCTGATTAATGG-3')とH84-CR(表2-3を 参 照)の2つ のプ ライ マ ー

対 を用 い た.ま た,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,銀 ウナ

ギ の 年 齢 と して,オ ー ス トラ リア で は22年(Sloane 1982),ニ ュ ー ジ ー ラ ン ドで は13年

(Boubee et al.2001)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 使用するマイクロサテライ ト遺伝子座 を選定するため,ニ ュー ジー ラン ドの8個 体の

標本 を用 いて,既 報 の 計29個 の マイクロサテライ ト遺伝子座 について予備的 に変異性 を調べ

た.そ の 結 果,13個 の 遺 伝 子 座(Aan02, Aan03, AJMS-5, AJMS-6, Aro054, Aro095,

Aro121, Ang101, Ang114, AjTR-04, AjTR-23, AjTR-27, AjTR-45)に おいて,2～12個 の対立

遺伝子 が認 め られた(表4-2).こ れ らの遺伝子座 について,各 々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, Aan03, AJMS-6, 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4個 の遺

伝子座 は,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-Weinberg平 衡

にあ ったAjTR-23とAjTR-45は,繰 り返 し単位の配列中に挿入塩基を含 む複雑なモチーフ配列

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).AroO54は,2個 の対

立遺伝子が出現 したが,解 析 に供 した8個 体 中,ヘ テ ロ接合であった個体 は1個 体の みで,残

りの7個 体 はすべて ホ モ接合であ った.そ のため,Aro054は 多型性 が低い と判断 し,以 降の

解析 か ら除外 した.さ らに,Aro095は,予 備解析 に用 いたすべ ての個 体 において,得 られた

対立遺伝 子 がAng114で 得 られた対立遺伝子 とそれぞれ完全 に一致 して いた.Ang114で 得 ら

れ た対立遺伝 子 が既報 のサイズ範囲 と近 いの に対 し(表2-2を 参照),AroO95で 得 られた対立

遺伝子 は既報 の サイズ 範囲 か ら極端にずれて いたため,Aro095は 以降の解析か ら除外 した.

以上 よ り,本 研究 で は,4個 の遺伝子座(AJMS-5, Aro121, Ang101, Ang114)をAnguilla

australisの 集 団解析 に有効なマーカーであると判断 した(表4-2).
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表4-2 A.australis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-biased(Nei 1978)

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

集団解析 に有効 と判 断され た上記の4個 の遺伝子座 を用 いて,オ ース トラ リアとニ ュージー

ラン ドで採集 した計73個 体 について遺伝子型を決定 した.そ の結果 それ ぞれ の遺伝子座 に

お いて,12～24個 の対立遺伝子が得 られた(表4-3).HEは0.668～0.917,Hoは0.537～0.889

で あった.こ れ らの遺伝子座 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,1.7～12.1%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%の

値 が得 られ,遺 伝子座 によ って大 きく異な っていた(表4-3).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

標 本 の採集地点 ことに,各 遺伝子座 について出現 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4-2).対 立遺伝子 の

頻度分布 パタ ー ン は,オ ース トラリア とニュー ジーラン ドの間 に顕著な違いは認め 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,AJMS-5で9～10個,Aro121で ともに19個,

Ang101で15～17個,Ang114で6～14個 で あった(表4-4).Ang114以 外の遺伝子座では,

出現 した対立遺伝子 数が2地 点でほぼ同 じであっ た.Ang114に ついて は,ニ ュージー ラン ド

で は出現 した対立遺伝子が6個 だったのに対 し,オ ース トラ リアではニュ-ジ ーラン ドの2倍

以上の14個 の対立遺伝子が出現 した.

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,両 地 点で ヘテ ロ接合度 の 有意 な減少 が認 め られた(P<0.05)(表4-4).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-Welnberg平 衡 が成 り立 っていた.ま た2地 点をまとめ標本全体 と して見る と,Aro121

ではHardy-Weinberg平 衡 が成 り立 っていたが,そ れ以外の遺伝子座ではいずれもヘテロ接合

度の有 意な減少が認 められた(表4-4).

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

0.019,RSTは0.062で,い ずれも地点間で有意 に異なって いた(FST,P<0.001;RST,P<0.01).
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表4-4 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-biased(Nei 1978)

Ho, observed heterozygosityヘ テ ロ接 合度(観 察値)

*;P<0
.05

-94-



第4章 A.australis集 団構造

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)=1と 仮 定 した場合 よりも,K=2の 場合 の方 が,全 体の尤度

は高か った(そ れぞれ,対 数 尤度=-1285.1,-1209.3).△Kの 算出には,K-1の ときの尤度 が必

要であるため(Evanno et al. 2005,第2章 第2節 第1項 を参照),K=1の 場合には △Kを 算 出

す ることができな い,そ のため,K=1の 場 合もK=2の 場合も △Kの 算 出は行わなかった.K=2

のとき,ど ちらかのク ラスターに割 り振 られた個体 は1個 体 もなか った(表4-5).

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

Neは オース トラ リアで は5×105,ニ ュー ジーラン ドは2.85×105で あった.Nmは13.2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 の塩基配列 を決定 した計53個 体か ら,計974サ イ トの配列を得た.得 られた塩基

配列 中に合計で155サ イ トに変異 が 認 め られた.変 異 の 内訳 は,転 位 が126サ イ ト,転 換が

15サ イ ト,挿 入 ・欠失が25サ イ トで,変 異の大部分 は転位で 占め られていた(表4-6).こ れ

らの変異 によって,53個 体 の塩 基配列は52の 八プ ロ タイプに分 けられ,オ ース トラ リアの1

個体を除いて,す べての個体 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 ト数をと り,そ の相 関の程度 を調べた.そ の結果,転 位,転 換サイ ト数 ともに遺伝距離に

比例 していた(図4-3A).ま た,転 位サイ ト数 と転換サイ ト数の関係を見 ても,転 位サイ ト数

は転換 サイ ト数 の 増加 に対 して頭打ちになる傾向は認め られなか った(図4-3B).以 上 より,

いずれの塩基置換 も飽 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=-1.46,P>0.05).

地理 的な 遺伝 的変 異性

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,オ ース トラ リ
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表4-5 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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第4章 A.australis集 団 構 造

(A)

(B)

図4-3 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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ア とニュージー ラン ドの八 プロタイ プに地理的な まとま りは見 られなかった(図4-4).

地点 間 の遺伝的分化程度 の指標 となるFSTは0.037で あ り,オ ース トラ リアとニ ュージーラ

ン ド間で有 意に異 なっていた(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 オース トラ リアで は4.7×104,ニ ュージーラン ドは9.3×104で あった.Nmは6.6で

あった.

第4節 考 察

本研 究 で解析 に用 いた4個 のマイ クロサ テライ ト遺伝 子座,お よび調節領域 は,い ずれも多

型性 が 高 く(表4-4),そ れぞれ遺伝子座間 の連鎖 や ヌル 対立遺伝子の影響,塩 基置換 の飽和

(図4-3)な どを考慮 しても,Anguilla australisの 集 団構造解析に有効であると考 えられた.

マイ クロサテライ トDNAとmtDNAの 調節領域 を用 いて,Anguilla australisの 集 団構造を詳

細 に検討 した 結果,固 定指数か ら,オ ース トラリアのA.australis australisと ニュー ジ|ラ ン

ドのA.australis schmidtiiは,遺 伝的 に異な る繁殖集 団で あることが 明らかになった.こ の こ

とは,遺 伝子座Ang101とAng114に おいて,2地 点をまとめて標本全体 として見た場合,ヘ

テ ロ接 合度 の減少が認め られ たことか らも支持 される(表4-4).こ の2個 の遺伝 子座 は,ヌ ル

対立遺伝 子の頻度 がそれぞれ6.5%お よび1.7%と 低い(表4-3).そ のため,ヘ テロ接合度 の

減少 は,ヌ ル対立遺伝子の影 響によるものではないと考え られる.従 って,標 本全体 としてヘ

テ ロ接合度が減少 した原因は,A.marmorata(第2章 第3節 第1項 を参照)やA.bicolor(第3

章第3節 第1項 を参照)に おいて認 められたように,遺 伝 的に異なる集 団をまとめて解析 した

ため と考 えられた(Wahlund効 果,Wahlund 1928).

しか しながら,Asslgnment test(表4-5)お よび遺伝 子 系統 樹(図4-4)で は,Anguilla

australis australisとA.australis schmidtiiが 分 化 している傾向 は認 め られなかった.こ の こと

は,固 定指 数 が集団全体 の対立遺伝子 の頻度分布 の違 いを検出するのに対 し(Avise 2004),

遺伝子系統樹 やAssignment testは 各個体 の 遺伝 子型 の違 いに基 づいてクラスタ リングを行 う

ためと考 えられた.す なわち,A.australis 2亜 種間の分化 は非常に浅 く,そ れぞれの繁殖集団

(亜種)と しては遺伝子頻度 は互 いに異なるものの,2亜 種それぞれで独 自の遺伝子型を各個 体
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図4-4 調 節 領域 の遺 伝距離(HKYモ デ ル;Hasegawa et al. 1985)に

基 づ く遺伝 子系統樹.黒 丸 は ニ ュージー ラン ドの個体 を示す.
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が 獲得 し,そ れ が蓄積 されるに至 っていない ことを示す と考えられる.ま た,集 団サイズに認

め られた差異 は,第2章,第3章 と同様 に考え られる.た だ し本種にお いて は,マ イク ロサ テ

ライ ト遺伝子座 に基 づ いて算 出 した場 合はオース トラ リアの方が,調 節領域 に基づいて算出 し

た 場合 は ニュ ージーラン ドの方が大きか ったため,現 時点では相対的な比較 さえ難 しいものと

考え られた.

Dijkstra and Jellyman(1999)は,調 節領域 の5'側 半分の部分塩基配列611塩 基対を決定 し,

その遺伝 的差異 に基づいて,Anguilla australis australisとA.australis schmidtiiを それぞれ亜

種 として 扱 う ことが妥当 か どうかを 調べた.Dijkstra and Jellyman(1999)が 算出 したFSTの

値 は0.186(P値 の記載 な し)で あり,本 研究で算 出された0.037よ り,は るかに大 きな値 で

あったFSTの 値 は,一 般 に,0～0.05で はわずかな遺伝的差異0.05～0.15で は中程度の差異,

0.15～0.25で は大 きな差異,0.25よ り大 きい場合 は非常 に大きな差異を表す ことが知 られてい

る(Wright 1978, Hartl and Clark 1997).実 際には,算 出 した固定指数がゼ ロか ら有意に異 な

るか どうか,調 べ る複 数 の 集 団が 単 一 繁 殖 集 団 か否 か,な どは統 計 解 析 の の ち判 断 す る

(Balloux and Lugin-Moulin 2002).そ のため,FSTの 値だけで一概 に判断す ることはで きない

ものの,上 記 のFST値 の解釈 の 目安 に よ る と,Dijkstra and Jellyman(1999)が 示 したA.

australis australisとA.australis schmidtiiの 遺 伝 的な 差 異 は大 き い もの と言 え る.ま た,

Dijkstra and Jellyman(1999)に よると,2亜 種間の有効移住個体数 は3.46で あ り,本 研究 で

算 出 した 値(6.6)よ りも さ らに小 さ い.こ れ らの結 果 の違 いは,Dijkstra and Jellyman

(1999)は 調節領域 の5'側 半分(前 述)の み を解析に用 いたのに対 し,本 研究では調節領域 の

全長 を用 いたため に生 じたもの と考 えられ る.よ り情報量が少な いと考え られる調節領域 の5'

側半分 のみを 用 いた 場合で も,以 上の ような結果が得 られることから,Dijkstra and Jellyman

(1999)が 示 した結果は,い ずれもA.australis 2亜 種が互いに別集 団である ことを強 く示す も

の と考 えられ る.た だ し,近 隣結合樹 は,本 研究 と同様,A.australis australisとA.australis

schmidtiiは それぞれの亜種 ごとにまとまって いない.し か し,こ れについては,遺 伝 的に異な

る個体群 から得 られた標本 によって系統樹 を推定 しても,こ れ らの個体群 が互 いに近縁 な場合

は,遺 伝子 の系統樹は混 じり合 って しまう(根 井1990).そ のため,系 統樹 では亜種 ごとにま

とまらないもの と考え られた.以 上 より,Dijkstra and Jellyman(1999)の 結果 も本研究 と同

様,A.australis 2亜 種は極めて分化の浅 い別繁殖集 団であることを示 していると考え られ る.

Ege(1939)に よる と,Anguilla australis australisの 脊椎 骨 数 は平 均112.640(範 囲

109～116)で あ るのに対 し,A.australis schmidtiiに つ いては平均111.699(108～115)で あ
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り,平 均値で0.941の 差異が認 め られて いる(Ege 1939).同 様 の結果は,Schmidt(1928),

Sloane(1984), Jellyman(1987), Watanabe et al.(2006)に お いて も得 られ て い る.

Jellyman(1987)は,こ の差 異が孵化 時期 の水温に起 因す るとして,A.australisに 亜種 を設

定 する ことは妥 当で はないと した.し か し,7～12月 の半 年間 に亘 ってニ ュージーラン ドに毎

月接岸するシラスウナギの脊椎骨数を調 べた ところ,季 節を通 じて,Ege(1939)が 記載 した

脊椎骨数 の値 が維持 される ことが示 されている(Jellyman 1987).も し,A.australis austratis

とA.australis schmidtiiの 脊椎骨数 の 差異 が孵化 時の水温によって決まるな ら,フ ィジー東方

と考 えられて いる(Jellyman 1987)A.australisの 産卵場の水温が変化すると考え られる半年

の 間に脊椎骨数の値は変化する と予想 される(す なわち,水 温の低 い7月 よ り,水 温 の高 い12

月 の 方 が脊椎 骨数 は少 な くなる).し か し,オ ー ス トラ リアに接岸 する個体群(A.australis

australis)に ついて は未調査 であるものの,少 な くとも,ニ ュージー ラン ドに接岸 した個体群

(A.australis schmidtii)に おいて は,半 年 もの 間,脊 椎 骨数 は一定 に保たれている(Jellyman

1987).こ の ことは,脊 椎 骨数 の 差異 は,水 温 に起因 するのもではな いことを示唆 する.A.

australis 2亜 種間 の脊椎骨数 の差異 は,孵 化時の経験水温ではな く,遺 伝的に異な る集団であ

る ことに起因す る可能性が考えられ る.

Anguilla australis australisとA.australis schmidtiiは,Dijkstra and Jellyman(1999)を は

じめ,近 年,多 くの研 究において単一種 と して扱われて きた.し か しながら,オ ース トラ リア

(A.australis australis)と ニ ュー ジーラン ドの個体群(A.australis schmidtii)の 間には,生 態

学的な差異が認め られている(表4-7).例 えば,シ ラ スウナギの接岸 日齢は,オ ース トラ リア

では平均208日 であるのに対 し,ニ ュー ジーラン ドでは232日 である(Arai et al.1999b).

また,変 態開始 日齢も,オ ース トラ リアでは平均173日(Shiao et al. 2002)で あ り,ニ ュー

ジー ラ ン ドは185日 で ある(Arai et al. 1999b).本 種 の産 卵場 は,南 緯5～15度,西 経

150～170度 あたりの海域で,そ こで生 まれた仔魚は南赤道海流に乗 って西へ運 ばれ,東 オース

トラ リア海流 に乗 り換えてオース トラ リア東岸に接岸する(Jellyman 1987).東 オース トラ リ

ア海流 は,オ ース トラリア大陸に沿って南下 し,タ スマ ンフロン トにぶつか って向きを変 え,

東進 する.こ れによ り,海 流 に乗 っていた仔魚 は,オ ース トラ リアよ り遅れてニュージーラン

ドに接 岸すると考え られている(Jellyman 1987).こ の仮説によれば,オ ース トラ リアとニ ュー

ジー ラン ドの2亜 種 間 に見 られ る生態学 的な違 い(表4-7)を 説 明することができる.す なわ

ち,こ の2地 点 で シラスウナギの接岸時期 や接 岸 日齢等が異なるのは,仔 魚が産卵場か らオー

ス トラ リア まで運 ばれた後,さ らに,タ スマンフロン トに乗 って東進 してニ ュージー ラン ドへ
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表4-7 オー ス トラリアとニ ュージーラン ドにおけるA.australisの 生 態学的特性の比較
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到達するためである(Jellyman 1987).ま た,脊 椎骨数に見 られ る差異については,産 卵場 の

よ り北部(す なわち,よ り温暖な海域)で 生まれたものは上記の回遊経路 によ りオース トラ リ

ア東岸に接 岸し,産 卵場のよ り南部(す なわち,よ り水温の低い海域)で 生まれたものは,ニ ュー

ジーラ ン ドに接岸する と説明 して いる(Jellyman 1987).し か し,こ の仮説では,ニ ューカ レ

ドニア の シラス ウナギ の接岸時期 と脊椎骨数の差異を説明する ことができない.ニ ューカ レ ド

ニ ア の 個 体 群 の 脊 椎 骨数 は ,ニ ュー ジー ラ ン ドのA.australis schmidtiiと 同 じで あ り,

Jellyman(1987)の 仮説 に従 うと,こ れ らは同 じ海域 で生 まれ,同 じ輸送経路でニュージーラ

ン ドとニューカ レ ドニ アまで運 ばれる と考え られ る.す なわち,シ ラスウナギの接岸 は,オ ー

ス トラ リア の後 に,ニ ュー ジー ラン ドおよびニューカ レドニアの順 に起 こると予想 される.し

か し,Ege(1939)は,A.australisの シラスウナギはニ ューカ レドニアに4～7月,ニ ュー ジー

ラン ドに7～11月,オ ー ス トラ リアに3～11月 に接岸する としている.つ ま り,A.australisの

シラス ウナギは,ま ずニ ューカ レドニアに接岸 し,次 いでオース トラ リア,ニ ュージーラ ン ド

の順 に接岸 する.Jellyman(1987)の 単一繁殖集団仮 説で は,オ ース トラ リア とニュー ジーラ

ン ドのA.australis個 体群 に認め られる生態学的,形 態学的な差異 を説明することがで きないの

である.

一方で,本 章で明 らかにな ったAnguilla australisの 集団構造は,形 態学的,生 態学 的差異 を

容易に説明する.A.australis australisとA.australis schmidtiiは,遺 伝 的に異 なる繁殖集団で

あると結論 され るので,形 態 的,生 態的差異があっても全 くおか しくないのである.た だ し,

ニ ューカレ ドニアの接岸 に関 して は依然不明であ り,今 後 は,ニ ューカ レドニアやLord Howe

島,Norfolk島 な ど,タ スマン海 の中の地点の標本 を遺伝 的,形 態学的および生態学的解析 に加

える ことにより,A.australisの 詳細な集団構造が明らか になるものと考えられる.さ らに今後,

調査航海が多数行われ るようになれ ばA.australis 2亜 種の詳細 な産卵場の位置 および仔 魚

の輸送経路が明らか になるものと期待され る.
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ウナギ属魚類18種 ・亜種は,熱 帯を中心 に世 界中に広 く分布する(図5-1,Ege1939).こ

の ウナギ属魚類 の 進化 の道 筋 を 明 らかにす るため,こ れま で に多 数 の系 統推 定 が 行 わ れ た

(Tagliavini et al.1995,1996,青 山 ら1996, Aoyama and Tsukamoto 1997, Tsukamoto and

Aoyama 1998, Bastrop et al. 2000, Lehmann et al.2000, Aoyama et al. 2001, Lin et al.

2001).し か しなが ら,ウ ナギ属魚類の系統関係 は未 だ明らかでない.そ の最大 の原因は,こ

れまでの研究 で 解析 に使用 された遺伝子領域の塩基配列 が短 く,十 分 な系統情報が得 られてい

なかったためと考 えられる.そ こで 本章で は,ウ ナギ属 魚類全種のmtDNA全 塩基配列を決 定

し,そ れ らに基づ いて系統関係 を解明することを 目的と した.ま た,第2章 において,4個 の

繁殖集 団が検出 されたAnguilla marmorataに ついても,mtDNAのcytochrome b(以 下,cyt b)

遺 伝子 を用 いて,種 内 にお ける集団間の系統関係 を明 らかにす ることも目的 とした.

第1節 材 料

ウナギ属魚類の系統解析には,Ege(1939),お よびCastle and Williamson(1974)に 基づ

くウナギ属魚類18種 ・亜 種 を用 いた.こ の うち,Anguilla japonicaは 既報(DDBJ/EMBL/

GenBank Accession No.ABO38556; Inoue et al. 2001a)の 塩基配列を用 いた.標 本 は,当

研究室において,1993年 か ら2000年 にかけて世界 中で採集 された1,214個 体の ウナギ属魚類

の うち,そ れぞれ 分布域 の 中心付近 で得 られた黄 ウナギ各 種1個 体 を用 いた.た だ し,A.

anguillaに つ いて は,2001年 にフランスで採集された シラス ウナギ1個 体を用 いた(表5-1).

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.

Anguilla marmorataの 集団系統解析 には,第2章 で用 いたもの と同 じ標本を用 いた.す なわ

ち,13地 点か ら得た計455個 体であ る(表2-1を 参照).

第2節 方 法

第1項 DNA抽 出

Anguilla anguilla, A.bicolor bicolor, A.bicolor pacifica, お よ びA.rostrataの4種 ・亜 種 に つ
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い て は,QIAGEN QlAamp Tissue Kit (QIAGEN)を 用 い,製 品付 属 の説 明書(QIAGEN)に

従 って全DNAを 抽 出 した.こ れ 以外 の13種 ・亜種 につ いて は,10μLのProteinase K (10

mg/mL)を 含 む500μLのTNES 8M Urea buffer(10mM Tris-HCI, pH7.5; 125mM NaCl; 50

mM EDTA; 1% SDS; 8 M urea)に 組 織 片 の 一 部 を溶 解 した後,フ ェ ノ-ル ・ク ロ ロホ ルム 法

に よ り全DNAを 抽 出 した(渡 邊2001a).

第2項 ロ ン グPCR

Anguilla japonicaを 除 くウナ ギ属 魚 類 全種 に つ いて は,ま ずmtDNAを 精 製 す る た め,7個 の

魚類 汎 用 プ ライ マ ー(Miya and Nishida 1999, 2000, Kawaguchi et al.2001)と,新 た に 設

計 した1個 の ウナ ギ 目汎 用 プラ イ マー,3個 の ウナ ギ属 汎 用 プ ライ マ ー,お よ び18個 の 種 特 異

的 プ ラ イ マ ー を 用 い て ロ ン グPCR(Cheng et al. 1994, Miya and Nishida 1999)に よ り

mtDNA全 長 の 増 幅 を 行 っ た.ウ ナ ギ 属 汎 用 お よ び 種 特 異 的 プ ラ イ マ ー に つ い て は,A.

japonica(lnoue et al. 2001a)と,ウ ナ ギ 属 魚 類他 種 の 塩基 配列 を参考 に して 設 計 した(表

5-2,Mineglshi et al.2005).

ロ ン グPCRに はModel 9700サ ー マ ルサ イ ク ラー(Applied Biosystems)を 使 用 し,反 応 は

98℃ で5分 間加 熱 し た 後,熱 変 性98℃10秒,ア ニ ー リング と伸 長 反 応68℃16分 の 過 程 を

30回 繰 り返 した.反 応 液 は,10×LA PCR buffer(TaKaRa)2.5μL, MgCl2 2.5mM, dNTP

各0.2mM,フ ォ ワ ー ドお よ び リバ ー ス プ ラ イ マ ー 各0.2μM,LA Taq DNA polymerase

(TaKaRa)1.25 unit,お よ び全DNA溶 液5.0μLで,こ れ に滅 菌水 を加 え 最終 容量 を25.0μL

と した.PCR産 物 は,1.0%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 に よ りバ ン ドの有 無 と増 幅 断 片 の長 さを確 認 した.

第3項 DNA断 片 の 増 幅 と塩基 配 列 の 決 定

mtDNA全 塩基配列決定のためのPCRの 鋳型 として,前 項 で得 られた各種のPCR産 物を,電

気泳動像 の バ ン ドの濃 さによ り5～20倍 に希 釈 した.プ ライマーは原則と して,魚 類汎用プラ

イマ ー計147個 を用 いた(Miya and Nishida 1999, 2000,lnoue et al. 2000, 2001a, b, c, d,

Ishiguro et al.2001, Kawaguchi et al.2001).こ れ らによって増幅できなか った領域 について

は,ウ ナギ属汎用 プライマー1個 と,新 たに設計 した計60個 の種特異的プライマーを用いて,
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PCRに よ る 増 幅 を行 っ た(表5-3,Minegishi et al.2005).PCRに はModel 9700サ ー マル サ

イ ク ラー(Applled Blosystems)を 使 用 し,反 応 は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℃45秒 の 過 程 を30回 繰 り返 した.反 応 液 の組 成

は,10×PCR buffer(TaKaRa)1.5μL, dNTP各0.2mM,フ ォ ワー ドお よ び リバ ー ス プ ラ

イ マ ー各0.5μM, Taq DNA Polymerase (TaKaRa)0.3 unit,お よ び鋳 型DNA溶 液0.6pLで,

こ れ に滅 菌 水 を加 え最 終 容 量 を15.0μLと した.PCR産 物 は,前 項 と同 様 に確 認 した.

Anguilla marmorataのcyt b遺 伝 子 の 塩基 配 列 の 全長 を決 定 す る た め,新 た に3対,計6個

の プ ライ マ ー を設 計 した(表5-4).PCRの 反 応 液 組 成 お よ び反応 条件 は,第2章 第2節 第2項

と同様 と した.

以 上 に よ り得 られ たPCR産 物 は,第2章 第2節 第2項 に準 じ,塩 基 配 列 の決 定 を行 った.

第4項 系 統 解 析

種 間 の 系 統 推 定

外 群 に は,ウ ナ ギ 目アナ ゴ科 の マ ア ナ ゴConger myriaster (AB038381; lnoue et al. 2001b),

ホ ラ ア ナ ゴ 科 の イ ラ コアナ ゴSynaphobranchus kaupii(AP002977; lnoue et al.2004),ノ

コ バ ウナ ギ科 の ノ コバ ウナ ギSerrivomer sector(井 上2001)を 用 いた.

DNASIS ver 3.7(Hitachi Software Engineering)とMacClade ver.4.0(Maddison and

Maddison 2000)を 用 いて,塩 基 配 列 の編 集 と相 同性 の確 認 を 行 っ た.13個 の タ ンパ ク質 コー

ド領 域 は,Anguilla japonicaの 塩 基 配 列(lnoue et al.2001a)と ア ミ ノ酸 配 列 に 基 づ き決 定

した.22個 のtransfer RNA(以 下,tRNA)遺 伝 子 につ いて は,tRNAの ク ロー バ ー葉 二 次構 造

(Kumazawa and Nishida 1993)と ア ン チ コ ドン に 基 づ きその 領 域 を 判別 した.2個 のrRNA

遺 伝 子 は,タ ンパ ク質 コー ド領 域 と同 様,A.japonica(Inoue et al.2001a)お よ び他 の ウナ

ギ 属 魚類 の塩 基 配 列 との類 似 性 や 二 次 構 造(Gutell et al.1993, Gutell 1994, Wang and Lee

2002)を 比 較 す る こ とによ り,そ の領 域 を判 別 した.

ベ イズ 法 に よ る解 析 に は,MrBayes 3.04b(Ronquist and Huelsenbeck 2003)を 用 い た.

塩 基 置 換 モ デ ル に は,Modeltest 3.06(Posada and Crandall 1998)に よ り最適 と選 定 され た

GTR(general time reversible)+1+「 モ デル(Yang 1994)を 採 用 した.解 析 時 の設 定 は以 下

の通 りと した;"lsetnst=6","rates=invgamma(1+「)","mcmc ngen=1000","samplefreq=100",

"mchains=4""Unlink","prset ratepr=variable".得 ら れ た ベ イズ 系統 樹 の 安 定性 を確 認す るた め ,
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表5-3 ウナギ属魚類全種のmtDNA全 塩基配列決定のために新たに設計したプライマーとその配列

*;プ ラ イ マ ー の 位 置 は ヒ トのmtDNA上 で の位 置(Anderson et al .1981)に 相 当 す る.LとHは そ れ ぞ れlight鎖 、heavy鎖 を 示 す.

*,ウ ナ ギ属 汎 用 プ ラ イ マ ー;*2A.anguilla特 異 的 プ ラ イ マ ー;*3A .australis austraiis特 異 的 プ ラ イ マ ー;*4A.australis schmidtii特 異 的 プ ラ

イ マ ー;*5A.bomeensis特 異 的 プ ライ マー;*6A.celebesensis特 異 的 プ ラ イ マ ー:*7A.interioris特 異 的 プ ラ イ マ ー;*8A.marmorata特 異 的

プ ラ イ マ ー;*9A.megastoma特 異 的 プ ラ イ マ ー;*10A.mossambica特 異 的 ブ ラ イ マ ー;*11A.nebulosa tabiata特 異 的 ブ ラ イ マ ー;*12A.

nebulosa nebulosa特 異 的 ブ ラ イ マ ー;*13A.obscura特 異 的 プ ラ イ マ ー;*14A.reinhardtii特 異 的 プ ラ イ マ ー;*15A.rostrata特 異 的 プ ラ イ マ ー
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表5-4 cyt b遺 伝子の塩基配列決定に使用 したプライマー とその配列
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generationの 回数 に伴 う尤 度 の 変化 を調 べ,同 様 の解 析 を独 立 に3回 行 った.約50000

generations(-Ln=71890)で 尤度 が明 らかに安 定 したため,そ れ以前 に得 られた1000本 の系

統樹 を捨て,残 りの9001本 の系統樹 か ら合意樹(以 下,ベ イズ合意樹)と 事後確率を得 た.

最尤法 による解析 は,PAUP*4.0b10(Swofford 1998)を 用いて行 った.塩 基置換モデル

には,GTR+1+「 モデル(Yang 1994)を 用 いた.各 種パラメータはベイ ズ合意樹か ら算 出 し

た 最 尤樹にお けるブー トス トラップ確率は計算に膨大な時間 を要するため,算 出 しなか った.

集 団 の 系統 推 定

Anguilla marmorataの 種 内の系統関係 を推定す るため,cyt b遺 伝子の全長の塩基配列 を用い

た.外 群 は,上 記 の方法 によって得 られたウナギ属他種 のmtDNA全 塩基配列か らcyt b遺 伝子

の塩基配列を切 り出 して用 いた.第2章 第2節 第2項 と同様 に遺伝距離を算 出し,近 隣結合法

(Saitou and Nei 1987)に 基づ き遺伝子 系統樹を推定 した.

第3節 結 果

第1項 種 間 の系 統 関係

ウナギ属魚類全種 のmtDNA全 塩 基配列 か ら,タ ンパ ク質 コー ド領域11,394サ イ ト,tRNA

遺伝子領域1,468サ イ ト,rRNA遺 伝子領域2,325サ イ トの計15,187サ イ トを解析 に用 いた.

なお,調 節領域 は種 間で長 さの変異が著 しく,サ イ ト間の相 同性が確認できるような正確なア

ライ ンメ ン トを行 うことはできなかったため,解 析か ら除外 した.

ベイズ 合意樹(図5-2)で は,ウ ナギ 属魚類 の 中で,ま ず,Anguilla mossambicaの 系統が

も っとも早 く分岐 した,次 いで,以 下の2つ の大きな系統に分 かれた;(1)A. borneensis, A.

anguilla, A. rostrata, A. dieffenbachii, A. australis australis, A. australis schmidtii の 計6種 ・

亜 種,(2) A. japonica, A. reinhardtii, A. celebesensis, A. megastoma, A. marmorata, A.

nebulosa nebulosa, A. nebulosa labiata, A. interioris, A. obscura, A. bicolor bicolor, A.

bicolor pacificaの 計11種 ・亜 種 前 者 の(1)の 系 統の な か で は,イ ン ドネ シ ア ・ボ ル ネ オ島

に の み 生 息 す るA.borneensisが 最 も 早 く派 生 した.こ れ に続 き,地 理 的 に大 き く離 れ た大 西

洋 に分 布 す る2種(A.anguilla, A.rostrata;以 下,大 西 洋 グ ル ー プ)と,オ セ アニ ア に分布 す

る3種 ・亜 種(A. dieffenbachii, A. australis australis, A. australis schmidtii;以 下,オ セ ア ニ
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第5章 系統関係

アグルー プ)が 分岐 した.後 者 のイ ン ド洋から太平洋に生息す る種か ら成 る(2)の 系統(以

下,イ ン ド洋-太 平洋 グル ー プ)で は,上 記 の11種 ・亜種 が順 次 派 生 した.こ の うち,A.

celebesensis A. megastoma, A. nebulosa nebulosa A. nebulosa labiata, A. bicolor

bicolorとA.bioolor pacificaは それぞれ姉妹群 とな った.2ヶ 所 を除 き,す べての枝 は事後確 率

100%で 支持 され た.な お,複 数 回独立 に解析を行 った場合も,同 じ樹形の合意樹 を得た.

最尤法 による系統樹で は,Anguilla japonicaとA.reinhardtiiの 分岐の順序が逆であった以外

は,ベ イズ合意樹 と完全 に同 じ樹形 の系統樹を得 た.

第2項 集 団間 の系 統 関 係

Anguilla marmorataに つ いては,計237個 体 につ いてcyt b遺 伝子 の全長 の 塩基 配 列,計

1,140サ イ トを決 定した これ らの塩基配列中に合計で78サ イ トの変異が認 められ,こ れによ っ

て,237個 体 の塩基配列か ら90の ハプロタイ プを得 た.

前項 のウナギ属種 間の系統推定において,Anguilla marmorataに 最も近縁であることが示 さ

れたA.ne加losa nebulosaを 外群 と して,ハ プ ロ タイ プ間 の遺 伝 距 離(Hasegawa et al.

1985)を 算出 し,図5-3に 示 した系統樹 を得た.こ れ による と,A.marmorataは,そ の種 内

に3つ の 大 きな 系統 を含 んで いた(図5-3中A～C).す なわち,最 初 に1ハ プロタイプが派生

し(図5-3中A),続 いて,大 きな2つ の系統 に分かれた(図5-3中B,C).系 統Bに 比 べ,系

統Cで は ハ プロタイプ間,お よび系統間の樹長が非常 に短か く,多 分岐になった箇所が多か っ

たため,繁 殖集団の詳細な分化の順序は分 からなかった.

この系統関係 にハプ ロタイプの地理情報 を合わせ ると,系 統AとBの ハプロタイプが北太平

洋集団由来 であ った.つ ま り,北 太平洋集団 は,側 系統群であることが明 らかになった.系 統

Aは 日本(和 歌山)に 由来 す るハ プロタイプで,他 のいずれの集団,お よび北太平洋集団内の

他 のいずれの 地点 とも共有 して いな いもので あった.ま た,北 太平洋集団のなかで,さ らに地

点 ごとにまとまる傾 向 は認められず,北 太平洋集団と他の3集 団は,い ずれもハプロタイプを

共有 していなか った.系 統Cで は,南 太平洋集団(ニ ューカ レ ドニ ア)由 来の1ハ プロタイ プ

が最初 に分岐 した.次 に,グ アムの1ハ プロタイプが派生 した(図5-3中,矢 印).続 いて,南

太平洋集 団 と イン ド洋集団(図5-3中,黒 また は白丸)の ハ プロタイプが分岐 したが,こ れ ら

の ハプロタイプ は集団 ごとに明瞭 にはまとまらなかった.ま た,い くつかのハプロタイプは,

南太平洋集 団,イ ン ド洋集団,マ リアナ集団 の異なる集団間で共有 されて いた.さ らに,第2
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図5-3 cyt b遺伝子領域の遺伝距離(HKYモ デル;Hasegawa et al. 1985)に 基づ く
A.marmorataの 遺伝子系統樹.枠 内は北太平洋集団のハプロタイプを,枠 外の枝の

うち,黒 丸はイン ド洋西部,白 丸はイン ド洋東部,三 角はアンボン,シ ンボルのな
いものは南太平洋のハプロタイプをそれぞれ示す.
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章 において示されたよう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アンボンの

標本は,系 統Bお よびCに 出現 した(図5-3中,白 三角).

第4節 考 察

第1項 系 統 関 係

種 間 の系 統 関 係

本 章 では初 めて ウナ ギ属魚類全種 を扱い,そ のmtDNA全 塩基配列 に基づいて属 内の系統推

定 を行 った.得 られ た系統樹 によると,ウ ナギ属の なかではAnguilla mossambicaが 最 も早 く

分岐 し,大 西洋 グル ープ,オ セアニアグループ,イ ン ド洋-太 平洋グループ(A.borneensisを

除 く)の3つ の大 きな地理的な系統が ある ことが(図5-2).ま た,各 枝のベイ ズ事後確率 は,

ほとん ど100%で あった.解 析方法が異なるため,単 純 に比較する ことはできないものの,こ

れ は,い ずれの先行研究 よ りも高い統計的支持 と考 えられる.

これまでの ウナギ属 魚類 の 系 統 関係 に関 す る研 究で は,ア ナ ゴ科 の ク ロ ア ナ ゴConger

japonicusや ノコバ ウナ ギ科 の ヒメ ノ コバ ウナ ギStemonidium hypomelas(Aoyama et al.

2001),ア ナゴ科 のニラミアナゴAriosoma shiroanago major(Lin et al.2001)な ど,そ れぞ

れの研究 で 用い られた外群 は異な っていた.系 統推 定にあたって,外 群 として用 いるものは,

内群 にで きるだ け近縁 なものが 望 ましい(例 えば,Baverstock and Moritz 1996な ど).近 年,

井上(2001)な どによ り,ウ ナギ目魚類 内部の系統 関係が示されてきてお り,ウ ナギ属 にもっ

とも近縁 な もの は ノコバ ウナギ科である ことが明 らかにな ってきた.ウ ナギ目魚類 は非 常に大

きな分類群であ るた め(Nelson1994),今 後の解析 によっては,ノ コバ ウナギ科 よ りもさらに

近縁 な分類群が明 らか になるかも しれない.Aoyama et al.(2001)が 指摘 した通 り,こ の外

群 の 問題 は,選 定 した種によ って大 きく樹形が変わる こともあるため,今 後 さらに検討 を続 け

る必要があると考 えられた.

本研究 で用 いた塩基配列 は計15,187サ イ トであ り,こ れまでのウナギ属魚類 の系統 関係の

推定 に用 い られてきた配列 の数～数10倍 にもあたる量であった.従 来のmtDNAを 用 いた 魚類

の高次系統解析(例 えば,lshiguro et al.2003,Inoue et al.2004な ど)に 比べ,互 いに近縁

なウナギ属内では相 同性の不確かなサイ トが少な く,mtDNAの ほぼ全領域を系統解析 に用 いる

ことがで きた.例 えば,mtDNAに よる解析で は,rRNA遺 伝子 はそ の相同性の不確か さか ら系
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統解析 に含 めな いことも しば しばあるが,近 縁な属内で はそのようなサイ トは少な く,こ の領

域 にも系統推定 における情報が含 まれ ることが示唆 された.ま た同様 に,科 や 目といった大 き

な分類群 の系統関係 を 解 くためには,tRNA遺 伝子 のステム部分 が有効である ことが知 られて

いる(Kumazawa and Nishida 1993).し か し,ウ ナギ属 内においては,tRNA遺 伝子 のステ

ム 部分 はきわめて 保存的で,系 統推定に有用な情報 はないに等 しいのに対 し,逆 にループ部分

は塩基置換 が比較的多 く認められ,さ らに長 さの変異が少 ないため正確なアラインメン トが可

能 である.以 上 よ り,近 縁なウナギ属 内では,こ れ までの高次分類群 の解析において除外され

てきた領 域(rRNA遺 伝子,tRNA遺 伝子 ル ー プ部分)に も,系 統推定を行 う上で有用な情報が

含 まれ ると考え られた.調 節領域 については,長 さ,塩 基置換 ともに変異の程度が著 しく,近

縁 な 同属 の 種間 レベルでも系統解析 に用 いる ことはできな いことが示された.し か しなが ら,

第2～4章 で用 いた ように,調 節領域 は,集 団構造の解析 には有効である と考 えられた.

ウナギ属 で は,青 山 ら(1996)に よ り,8種 の ウナギ属 魚類 のcyt b遺 伝 子 の塩 基 配 列

(410塩 基対)を 用 いて,初 めて系統推定が行われた.そ の後,Bastrop et al.(2000)は16S

rRNA遺 伝 子 の塩基配列(約600塩 基 対)を 用 いて,ウ ナギ属魚類8種 の系統推定を行った.

Bastrop et al. (2000)に よ り得 られた 系統 関係 は,本 章 で 示 したもの と基本 的によく似て い

る.し か し,Bastrop et al.(2000)の 系統樹 は,ウ ナギ属魚類全体の系統 関係 を推定するに

は種数 が 少 なすぎ,統 計的支持 もきわめて低 い と考 えられる.さ らに,Anguilla mossambica

とA.reinhardtiiの 塩基 配列 は,同 種 と思 われるほど変異 が少ない(Bastrop et al.2000).前

者 は アフ リ力大陸東岸に生息 し,体 表に斑紋を持たな いが,後 者は南太平洋に生息 し,斑 紋 を

持つ ことから,こ の2種 の同定を誤 る可能性 は低い と考 えられる.こ のことか ら,青 山(2001)

は,A.mossambicaとA.reinhardtiiの 間で,単 純な実験上のミスが起 こった可能性が ある と指

摘 している.Lin et al.(2001)は,12S rRNA遺 伝子 とcyt b遺 伝子 を用いて,ウ ナギ属魚類

12種 の 系統推定 を行 った.得 られ た系統樹の統計的支持(ブ ー トス トラップ確率)は,50%

かそ れ 以下 と非 常 に低 いた め,ウ ナ ギ属 の 系 統 関係 が 十分 解 けた とは 言 い難 い.さ らに

Aoyama et al.(2001)は,本 章 で用 いた塩基配列の量のおよそ5分 の1に あたる16S rRNA

遺伝子 とcyt b遺 伝子 の全長の塩基配列 を用 いて解析を行った,Aoyama et al.(2001)は,ま

ず,外 群 と して ウナギ 目魚類 を含めた系統解析 を行 い,ウ ナギ属の中でA.borneensisの 分 岐

が最 も古 いことを明 らかに し,次 に,こ のA.borneensisを 外群 に,残 りの ウナギ属他種を内

群 と して,ウ ナ ギ 属 内 の 系 統推 定 を 行 っ た.し か しな が ら,最 初 の 解 析 にお いて,A.

borneensisの 分岐が最も古 いと結論するほ どには,統 計的支持は高 くない(ブ ー トス トラ ップ
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確率62%,Aoyama et al.2001).そ のような種 を外群 として用いた場合,内 群 となる ウナギ

属魚類 の残 りの種 の系統 関係 は正確に推定する ことができな い可能性があると考え られ る.さ

らに,A.marmorataの 姉妹種 とな ったA.nebulosa labiataに つ いては,形 態形質による同定

の 誤 りとして いる(Aoyama et al.2001).以 上 のような先行研究 で 得 られた系統樹 と比較 し

て,本 研 究で得 られた系統 関係 は,き わめて信頼 性の高 いものと考 えられる.

集 団 間 の系 統 関係

Anguilla marmorataの 種 内 の系統関係を推定するため,本 章 ではcyt b遺 伝子 を用いた.種

内 の変異 を調 べ るには,mtDNAの なかで は分 子 進 化速 度 の大 き な調 節 領域(Brown et al.

1979)が 適 当であると考え られる.し か しなが ら,調 節領域は分子進化速度が大 きいために,

ウ ナ ギ 属 魚類 の 他種 間 で は 相 同性 を確認 す る こ とが きわ め て 困難 で あ る.つ ま り,A.

marmorataの 種 内では 相同性を確認 することがで きても,外 群 としてウナギ属他種 を用いる場

合,他 種 との相同性が確認で きない.他 方,cyt b遺 伝子は,タ ンパ ク質 コー ド領域であるため

コ ドンの読み枠があるばか りでな く,従 来か ら系統解析(Aoyama et al. 2001, Lin et al .2001)

の他,ウ ナギ属魚類の種同 定(若 尾 ら1999,Zhang et al.1999)な どにも用 いられて きた.

そ こで本章 で は,他 種 との 相同性 を正確 に確認 する ことのできるcyt b遺 伝 子 を用 いて,A.

marmorataの 種内の系統解析 を行 った.

第2章 において,Anguilla marmorataに は,日 本か らスラウェシ島までを含む北太平洋集団,

パプアニ ュ-ギ ニア か らタ ヒチ に広がる南太平 洋集団,イ ン ド洋の東西全域にわたるイ ン ド洋

集 団,そ して,地 理的 に北太平洋 に位置 し,遺 伝的 には南太平洋集 団の特徴を持つマ リアナ集

団 の4つ の繁殖集団が存在 することが明 らかとなった.本 章で は,ウ ナギ属内でA.marmorata

に最 も近縁なA.nebulosa nebulosaを 外群 として(図5-2),こ れ らの集団間の系統関係を推

定 した.そ の結果,A.nebulosa nebulosaとA.marnorata間 の樹長 に比べ,A.marmorataの

各集団(ハ プ ロタイプ)間 の樹長 は非常に短 いことや,A.marmorataの 種内において,多 分岐

にな っている箇所が多い ことか ら,A.marmorataの 各繁殖集 団 は系統的に相互 に極 めて近いこ

とが示された(図5-3).

得 られた系統樹 によると,集 団間の分岐は必ず しも明瞭で はなか ったものの,北 太平洋集団

が最初に派生 し,次 いで,南 太平 洋集団,マ リアナ集団,イ ン ド洋集 団が短時間に派生 したと

考 えられた.ま た,ア ンボ ンのハプロタイプは,異 な る系統 に由来することが示 された.調 節

領域 による遺伝子系統樹(第2章,図2-14)は 系統的な意味 を持たないものの,北 太平洋集団
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が 他 の3集 団間 と大 きく分化 している点,ま た,残 りの3集 団間の分化が明瞭でないとういう

点,さ らに アンボ ンが,北 太平洋集団 と南太平洋集 団の双方 に遺伝的に似て いるという点にお

いて,本 章 で得 られた系統樹 とよく一致 している.北 太平洋集団 は,他 の3集 団 と集団遺伝学

的 に大 き く分化 しているが(第2章 を参照),こ れ は,北 太平洋集 団がAnguilla marmorataの

なかで 古 い系統で あるため,分 岐 してか ら現在までの時間が長 く,集 団独 自の変異を蓄積 して

いる ことを示 しているもの と考 えられた.ま た,北 太平洋集 団 はA.marmorataの なかで最 も

早 く分 岐 した系統Aを 含 むため,他 の集団 と比較 して,そ の遺伝 的多様性が高 いと考 えられた

(第2章 を参照).他 方,南 太平 洋集 団,マ リアナ集 団,イ ン ド洋集団は,互 いの分化が小 さく,

遺伝 的によ く似ているだけでな く,遺 伝的多様性も低 い(第2章 を参照).こ れは,ご く最近,

これ ら3つ の繁殖集団 が適 応放散のように短い時間の間に一気に広がったために,集 団間の分

岐が極めて浅いことによる と考え られた.こ のうち,マ リアナ集団 は,北 太平洋集団ではな く,

進化的 に南太平洋集団 か ら派生 した ことが示唆された.ア ンボ ンについて は,第2章 において

示され たように,今 現在,北 太平洋集団と南太平洋集団に由来す る個体 が混在するだ けでな く,

A.marmorataが 集団の分化 を始めた当初から,現 在のような混在状態が続 いていると考えられ

た.

第2項 ウナ ギ属 魚 類 の進 化

本章第3節 において得 られた ウ ナ ギ属 内 の系統 樹(図5-2)と,4つ の繁殖 集 団 を持 つ

Anguilla marmorataの 種 内 の 系統樹(図5-3)を 合 わせ,ウ ナギ属魚類の系統樹 を図5-4に 示

した.

一般 に地球規模で分布 する生物群 では,地 理的に隣 り合う地点 の種(集 団)は,系 統的にも

近 しいことが示 されている(ヘ ラヤガラ属Aulostomus, Bowen et al.2001;ウ ニTripneustes

属Lessios et al.2003).こ のため,ウ ナギ属魚類 においても,系 統的に近 しいものは地理分

布 も近 いと考え,従 来か ら系統関係に基づいて進化仮説が提 唱されて きた.ウ ナギ属魚類のほ

とん どがイ ン ド洋 から太平洋 に分布 するのに対 し,Anguilla anguillaとA.rostrataの2種 だけ

が 北大 西洋 に分布す ることか ら,こ の2種 の分 散経路 として,テ ーチス海仮説(Aoyama and

Tsukamoto 1997, Tsukamoto and Aoyama 1998, Bastrop et al. 2000, Aoyama et al. 2001)

とパナマ地峡仮説(Lin et al.2001)の2つ が提示されていた.前 者では,イ ン ド洋の西の端

に分布するA.mossambicaと 大西洋グループが姉妹群 にな ったため,ウ ナギ属 魚類 の大西洋へ
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図5-4 ウナギ属魚類の系統樹.枠 内はA.marmorataの 遺伝距離に基づ く近隣結合樹で,

他はベイズ合意樹.
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の分散 は太平洋か ら西周 りに起 こったと考えられた(Aoyama and Tsukamoto 1997, Aoyama

et al. 2001).つ まり,お よそ6000万 年前に現在 のイン ドネ シア付近 に起源 したウナギ属魚類

の祖先 は,そ の当時開いていたテーチス海を通 って,西 へ と分布域 を拡大 したというもので あ

る.こ のとき,レ プ トセ ファルス幼生が地球をゆ っくり一周する環赤道海流に乗 って,分 散 に

寄与 した と考 えられて いる(Aoyama et al. 2001).― 方,後 者 は,テ ー チス海仮 説 とは正反

対 の 太平 洋の 東 の 端 に分布するA.megastomaと 大西 洋グループが姉妹群 にな っていた(Lin

et al.2001).そ のた め,ウ ナギ属魚類の祖先はお よそ2000万 年 前に太平洋に起源 し,そ こか

ら東 へ と進 み,パ ナマ地峡を通 って大西洋まで分布域 を拡大 した と考えられている.ま た,こ

の 分布域 の拡大 は,成 魚が 東 へ 向 かって泳 いで いった ことに よ る とされ て い る(Lin et al.

2001).

しか し,ど ち らの分散経路 にせ よ,本 研究で得 られた系統 関係(図5-4)は それ らを支持 し

な い.ウ ナギ属 魚類 では,地 理 的に遠 く離れた大西洋グループとオセアニアグルー プが互いに

姉妹群 とな ってお り,そ の間を埋 めるように分布す るイ ン ド洋-太平洋グループは,ま った く別

の系統である(図5-4).す なわち,ウ ナギ属魚類 においては,大 きな地理的なグルー プは各々

共通祖先 を持つものの,現 在の地理分布は系統関係 を反映 しない.こ のことは,ウ ナギ属魚類

の進化過程 は,従 来 のような地理分布 のみに基づ いて提示された分散仮説のように単純ではな

い ことを意味 する.こ れまで基本的に考慮されて いなかった絶滅や大規模な移動 による分布 域

の 変化 なども取 り入れて,ウ ナギ属魚類の分散経路や進化の過程 について は,再 考する必要が

ある と考 えられ る.

一方
,ウ ナギ属魚類の分岐年代 についても,テ ー チス海が閉 じた年代(Aoyama et al.2001)

と,分 子 時計(Lin et al.2001,Minegishi et al.2005)か らそれぞれ 推定 されている.し か し,

その 推定分岐年代 は両者 で大 き く異な ってお り,前 者では,ウ ナギ属魚類 は約6000万 年前に

(Aoyama et al. 2001),後 者 では約2000万 年前(Lin et al.2001,Minegishletal.2005)に

それぞれ 派生 したと推定 されている.テ ーチス海が閉 じた年代 に基づいて推定 した ウナギ属 魚

類 の分岐年代 は,テ ーチス海仮説(前 述)に 基 づいて いるが,こ の分散経路は系統樹 と各種 の

分布域 から推 定 したものであ り,他 にこの仮説を支持する直接的な証拠があるわけではない.

他方,分 子時計 は,分 子進化速度 の違いだけでな く,代 謝速度や世代時間にも影響を受ける と

い う問題点がある(Martin and Pulmbi 1993).ウ ナギ属魚類 の代謝速度 は遅いことか ら(斉 藤

1925),Minegishi et al.(2005)は,算 出 した分 岐年代が過少評価である可能性がある ことを

指摘 している.ま た,ウ ナギ属魚類の化石記録(白 亜紀後期,Patterson 1993)を 考える と,
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分子時計 に基 づ く年代推定 は非常 に新 しい.逆 に,テ ーチス海 から推定 した6000万 年 とい う

年代 は,こ の 化石記録 とよく一致 して いる(Aoyama et al.2001).現 在 のところ,こ の化石

記録以外に,こ れ らのうちの いずれの推定分岐年代 が正 しいのか知 る手だてはな い.そ のため,

現時点では 分岐年代推 定か らも,ウ ナ ギ属魚類の進化を推察する ことは難 しいと考え られ る.

分散経路 や 分岐年代 を明瞭 に示す ことはで きなか ったものの,大 西洋の2種 を除 くすべての

ウナ ギ属魚類 が イ ン ド洋か ら太平洋に生息す ることを考えると,現 在のイン ド洋か ら太平洋 に

相 当す る辺 りに ウナギ属 魚類 の祖先が派生 した と考 えるのが 自然であろう.お よそ2000万 年

前 には概ね現在 の大陸配置が完成 したが(Briggs 1995),更 新世(1～2万 年前)に は,地 球 の

寒冷化 による海面 の低下に伴い,ス マ トラ島からボルネオ島,ジ ャワ島が繋がってス ンダ列 島

が 現 れ,オ ース トラ リアとニュー ギニア島も陸続 きにな り,イ ン ド洋と太平洋の間で交流が分

断 された と考 え られている(Voris 2000).ま た,こ れ らの障壁は,2つ の大洋間で海生生物 の

種 や 亜種 ある いは集 団 レベル の分化をもた らすのに十分であった と言 われている(Springer

and Williams 1990).そ のため,ウ ナギ属魚類 の分 岐年代は明らかではな いが,こ の氷期の海

面低下 は,本 属魚類 の種分化 にも影響 を 与 えた 可能性 がある だ ろ う.例 えば,イ ン ド洋 の

Anguilla bicolor bicolorと 太平洋 のA.bicotor pacificaの 亜種 の分化,も しくはA.marmorata

の南太平洋集 団 とイ ン ド洋集団の集 団分化は,最 終氷期の海面低下が引き金 にな ったかもしれ

な い.

Anguilla marmorataに ついても,そ の集団分化の過程を推測する ことは難 しいものの,も し,

上述 のように イン ド洋集団 と南太平 洋集 団の分化が氷期の海面低 下の影響を受 けた とすれ ば,

それ よりも以前 に太平洋 でA.marmorataの 祖先種 が 派生 した と推測 される.そ こか ら南太平

洋 に分布域 を拡 大 し,そ こで繁殖を行うようにな った ものが生 じ,さ らにその 中か ら再 び北太

平洋 の マ リアナ 海域 に戻 ったマ リアナ集 団と,イ ン ド洋に分布域を拡 げたイン ド洋集 団が派生

した もの と考 え られる.南 太平洋か らマ リアナ海域へ回帰す る海流などは考えづ らいため,こ

の集団分化 は仔 魚の輸送 によるものではな く,例 えば,南 太平洋集団に由来す る親魚が偶然,

マ リアナ 海域近辺 で 産卵す るようにな ったのかも しれない.ま た,イ ン ド洋集団の祖 先個体群

は,南 太平洋 か らオース トラ リア北部,イ ン ドネシアを経て,イ ン ド洋 に侵入 した後 に氷期 を

迎 え,イ ン ド洋で産卵場 を獲得 したと推測される.そ して,海 面が再 び上昇 した後も,そ の産

卵回遊を維持す ることによって,各 々分化 している と考え られ る.

近年,分 子 デ ータに加 え,化 石記録や地史情報 な どか ら年代較正点を様々に設定する ことの

で きるベイズ法 に基 づ く分 岐年代推定(Thorne et al.1998, Kishino et al.2001,Thorne and
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Kishino 2002)が 盛 んに行われている(例 えば,Teeling et al.2003,Inoue et al.2005な ど),

ウナギ 属魚類 は化石記録 も乏 しく,年 代較正点が非常 に限 られるため,ウ ナ ギ属魚類 のみで は

ベ イズ 法 を用いる ことは難 しい.し か し,ウ ナ ギ目魚類や他 の魚類 も含めることで,年 代較正

点 を増 やす ことができれば,ウ ナギ属魚類が派生 した年代を知 ることも可能 になるものと期待

され る.ウ ナギ属 魚類 の進化過程 を明らかにす るためには,こ の ような分岐年代推定だけでな

く,よ り信 頼性のある化石記録や,実 際 の種分化 の機構 として,生 態学 的な情報等か らウナギ

属 魚類の種分化を引き起 こす具体 的な要因 を推定 することな どが必要 となると考え られる.
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ウナギ属 魚類 には15種 が記載 されてお り(Ege 1939, Watanabe 2003),そ の うち3種 は,

それぞれ2亜 種 から成 る(Ege 1939).し か し,そ れ らの亜種の扱 いは研究者 によって異なっ

て いる.ま た,ウ ナ ギ属魚類(表1-1,第1章 第1節 を参照)の みな らず,近 年,様 々な生物

種 で 遺伝 的集 団構造 が 明 らかにされてきた.そ の ような明瞭 に分かれる複数 の繁殖集団を含 む

種 を分類学的に どう扱 うのか,未 だ統一 的な見解 は得 られていない.

そ こで本章 では,本 研究の第2章 か ら第5章 において得 られた塩基配列をもとに,集 団 亜

種,種 それぞれ の分類学的階級 における遺伝的変異量を調べ ることにした.こ れ らを ウナギ

属全体 で相互 に比較す ることにより,ウ ナギ属魚類の分類体系の見直 しを行な うことを 目的 と

した.

第1節 材 料

第1項 個 体 群 の 定 義

本 章 にお い て遺 伝 的変 異 量 を調 べ る 際 の個 体 群 の 単 位 と して,「 集 団」,「 亜 種 」,「 種」,お よ

び 「繁 殖 集 団 」 を 用 い た,現 在 の分 類 カ テ ゴ リ-と 第2章 か ら第4章 ま で の結 果 に基 づ い て,

こ れ らの単 位 を 以下 の通 りに定義 した.

「集 団」:種 や亜 種 力 テ ゴ リー よ りも分 化 が 小 さい と考 え られ る個 体 群
.

(Anguilla marmorataの4個 の 繁 殖 集 団)

「亜 種 」;Ege(1939)に よ って記 載 され た
,そ れぞ れ の亜 種

(A.bicolor bicolor, A.bicolor pacifica, A.australis australis, A.australis

schmidtii)

「種 」;Ege(1939)に よ って記 載 され たA .ancestralisを 除 く計15種 で,集 団 や

亜種 を含 む もの.

「繁 殖集 団 」:第2章 か ら第4章 の 集 団解 析 にお い て検 出 され た
,他 と生殖 隔離 が成 立 して

いる個 体 群.

(A.marmorataの4集 団,A.bicolorの2亜 種,A.australisの2亜 種)

例 え ば,A.marmorataの4つ の 繁 殖 集 団 は,4個 そ れ ぞ れ を 「集 団(例 え ば,北 太 平 洋 集 団)」
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と して 扱 い,4集 団 を すべ て ま とめ て 「種(A.marmorata)」 と した.

第2項 標 本

単 一 繁 殖集 団 で 種 を形 成 す るAnguilla japonica(吉 澤2006)を,種 内 の 変異 量 を 比 較 す る

際 の 基 準 と して 用 いる た め,台 湾 種 子 島,茨 城 の3地 点 か ら シラス ウナ ギ を24個 体 ず つ,

計72個 体 を採 集 し,解 析 に供 した(図6-1).シ ラ ス ウナ ギ の同 定 は篠 田(2004)に 従 い,標

本 の 保 存 は第2章 第1節 と同 様 に 行 った.

集 団 内,集 団間,亜 種 内,亜 種 間,種 内 の遺 伝 的変 異 量 を比 較 す る ため,Anguilla japonica,

A.marmorata, A.bicolor, A.australisの 計4種 に つ いて,調 節 領域,cyt b遺 伝 子,16S rRNA

遺 伝 子 領 域 の 解 析 を行 った.こ の と きの 標 本 は,前 述 のA.japonicaに 加 え,第2～4章 と同 じ

もの を用 いた.す な わ ち,A.marmorataは ア ンボ ンを 除 く計12地 点,計417個 体(表2-1を

参 照),A.bicolorは 計6地 点,計145個 体(表3-1を 参 照),A.australisは 計2地 点,計73個

体(表4-1を 参 照)で あ る.な お,A.japonica以 外 の3種 の調 節領 域 につ いて は第2～4章 に お

い て,A.marmorataのcyt b遺 伝 子 につ いて は 第5章 にお い て,そ れぞ れ 決 定 した塩 基 配列 を

用 い た(表6-1).

種 間 の遺伝 的 変異 量 を調 べ る ため,第5章 で得 られ た ウナ ギ属 魚類 の う ち,Anguilla bicolor

pacifica, A.nebulosa labiata, A.australis schmidtiiの3亜 種 を除 い た15種(表5-1を 参 照)

各1個 体 の塩 基 配 列 を用 いた(表6-1).

第2節 方 法

第1項 塩 基 配 列 の 決 定

Anguilla japonicaの 調 節 領 域 に つ い て は,以 下 の条 件 でPCRを 行 い,そ の後 の実 験 と解 析

は,第2章 第2節 第2項 に 準 じ た.プ ラ イ マ ー 対 は,L15348-CYB(表5-2を 参 照)と

H84-CR(表2-3を 参 照)を 用 い た.反 応 液 は,dNTP各0.4mM,10×PCR buffer(TaKaRa)

2.5μl,MgCl22.5mM,フ ォ ワ ー ドお よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 各0.4μM,LA Taq DNA

polymerase(TaKaRa)1.25 unit,お よ び全DNA溶 液5.0μLに,滅 菌 水 を加 えて最 終容 量 を

25.0μLと した.反 応 条件 は,98℃ で5分 間加 熱 した後,熱 変 性98℃15秒,ア ニ ー リング
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図6-1 A.japonicaの 標 本採 集地点.太 線 はA.laponicaの 分布 域を示 す.
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55℃15秒,伸 長 反 応72℃3分 の過 程 を30～35回 繰 り返 した.

Anguilla japonica, A.bicolor,お よ びA.australisのcyt b遺 伝 子 の塩 基配 列 の 決 定 に は,第

5章 で 用 いた プ ラ イマ ー と同 じも の を用 いた(表5-2).ま た,16S rRNA遺 伝 子 の全 長 の塩 基

配 列 を決 定 す る た め,A.japonica, A.marmorata, A.bicolor,お よ びA.australisの4種 汎 用 プ

ラ イ マー を新 た に設 計 した(表6-2).以 上 の プ ラ イマ ー を用 い て,PCRに よ る増 幅 と塩 基 配列

の 決 定,塩 基 配列 の相 同 性 の 確 認,変 異 サ イ ト数 の算 出 は,第2章 第2節 第2項 と同様 に 行 っ

た.

第2項 変 異量 の比 較

遺伝 的変異量 として,各 遺伝子座について変 異サイ ト数(範 囲 と平均)を 算 出し,そ れ らを

本章第1節 第1項 で定義 した個体群を用 いて,以 下 のように区分 した(表6-1)-

(1) 集 団内変異;そ れぞれ の 「集団」 に含まれるすべての個体 の総当た りの変異サイ ト数

(2) 集 団間変異;異 な る 「集団」に含 まれる個体 の総当た りの変異サイ ト数

(3) 亜種内変異;そ れぞれの 「亜種」 に含まれるすべての個体 の総当た りの変異サイ ト数

(4) 亜種間変異;同 種内 の別 「亜種 」に含まれる個体の総 当た りの変異サイ ト数

(5) 種 内変異;そ れぞ れの 「種」に含 まれるすべての個体 の総 当たりの変異サイ ト数

(6) 種 間変異;異 な る 「種」 に含まれる個体の総当た りの変異 サイ ト数

従 って,(1)集 団内変異 は,Anguilla marmorataの4集 団それぞれ において,各 集団に含 ま

れる個体間の変異を,(2)集 団間変異は,A.marmorataの4集 団のすべての組み合せ にお いて,

異なる集団間の個体間の変異 を,(3)亜 種内変異は,A.bicolorの2亜 種 およびA.australis

の2亜 種 の計4亜 種 それぞ れに含 まれる個体間 の変異 を,(4)亜 種 間変 異 につ いて は,A.

bicolor bicolorとA.bicolor pacifica間,A.australis australisとA.australis schmidtii間 の個体

間の変異をそれぞれ調 べた.(5)種 内変異 は,A.japonicaの 全個体間の変異,お よび(1)か

ら(4)ま でで用 いた3種 それぞれの集団内,集 団間,亜 種 内,亜 種間変異 の量の総和 とした.

すなわち,A.marmorataの 種 内変異 は(1)+(2),A.bicolorとA.australisの 種内変異 はそ

れぞれ(3)+(4)で ある.(6)種 間変異 は,ウ ナギ属魚類15種 の各1個 体のすべての組み合

せ間の変異を調 べた(表6-1).

各遺伝子座 において,個 体群 間の分化程度 と分類学的な階級 の対応関係 を調べるため,(2)

集団間,(4)亜 種間,(6)種 間の変異量を相互に比較 した.ま た,そ れぞれの分類学的なカテ
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表6-2 16S rRNA遺 伝子の塩基配列の決 定に使用 したプライマー とその配列
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ゴ リーにおける変異量 を調べ るため,(1)集 団内,(3)亜 種 内,(5)種 内変異 を相互 に比較 し

た.

第3節 結 果

第1項 調 節 領 域 に お け る変 異 量 とその比 較

本章では,計24個 体のAnguilla japonicaに ついて塩基配列を決定 し,合 計で973サ イ トを

得た(表6-3).こ れ を,第2章 で塩基配列を決定 したA.marmorataの253個 体(計1,067サ

イ ト),第3章 のA.bicolorの89個 体(計1,000サ イ ト),第4章 のA.australisの53個 体(計

974サ イ ト)と とも に変異量 を比較 した.な お,ウ ナギ属 の種間では,サ イ ト間の相 同性 を確

認することがで きな いので,種 間変異は算 出できなかった.

AngUilla japonica

Anguilla japonicaで は,合 計 で80サ イ トに変異が認 められた.変 異の内訳 は,転 位が64サ

イ ト,転 換が7サ イ ト,挿 入 ・欠失 は11サ イ トで,変 異 の 大部分 は転位 で 占め られて いた

(表6-3).こ れ らの変異 によって24個 体の塩基配列 は23の ハ プロタイプに分 けられ,95.8%

の個体がそれぞれ異な る配列を持っていた.

(5)種 内変異 と して のすべての個体間の変異サイ ト数 の範囲は0～15,平 均 は9.0サ イ トで

あった(表6-4,図6-2).

Anguilla marmofrata

Anguilla marmorataで は,北 太平洋,南 太平洋,イ ン ド洋,お よびマ リアナ集団のそれぞれ

の(1)集 団内変異は0～77サ イ トの範囲で,平 均は22.5～33.7で あった(表6-4,図6-2).(2)

集 団 間変 異 は,4集 団 のす べ て の 組 み 合 わ せ に お い て1～90サ イ トの 範 囲 で,平 均 は

35.9～56-4で あった.こ のうち,北 太平洋-南 太平洋,北 太平洋-イ ン ド洋,イ ン ド洋-マ リアナ

集団間 の3つ の組 み合 わせでは(2)集 団間変異 は最小 でもそれぞれ22,27,18サ イ トで あ っ

たのに対 し,残 りの北太平洋-マ リアナ,南 太平洋-イ ン ド洋,南 太平洋-マ リアナ集団 の3つ の

組み合わせの(2)集 団間変異の最小値はそれぞれわずかに2,7,1サ イ トであ った(表6-4,図

6-2).
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Anguilla marmorataの4つ の集 団それぞれ に特異的な変異サイ トは認め られなかったものの,

塩基配列 中に,variable number of tandem repeat(以 下,VNTR)配 列が認め られ た(図6-3).

VNTR配 列 は,原 則的 にTATAAATと い う7塩 基 のモチーフ配列が最多で4回 縦 列 した配列で

あった.そ の塩基配列 は,モ チーフ配列の繰 り返 し数に応 じて5つ に大別 された.タ イ プ1は

北 太平洋集 団 と南太平洋集団 およびイ ン ド洋集 団の うちのスマ トラのハ プロタイプ に,タ イ

プ2は 南 太平 洋集団 のハ プロタイ プにそれぞれ認 められた.タ イ プ3は,タ ヒチのハプロタイ

プの うちの1つ が 唯一有 していた.タ イ プ4は イン ド洋集団のうちの レユニオ ンとマダガスカ

ル の ハ プロタイプ に認 められた.さ らに,そ の うちの4個 体のみがタイプ5の ハ プロタイプを

有 して いた.A.marmorataの(5)種 内変異 として のすべての個体間の変異サイ ト数の範囲 は

0～90,平 均 は40.0サ イ トであった(表6-4,図6-2).

なお,転 位 および転換サイ トについては,転 位サイ ト数 は,転 換サイ ト数に比 して,お よそ

5倍 多 かった(表6-3).し か し,転 位 サイ トと転換サイ ト数の関係 を見 ると,互 いに比例 関係

にあ り(図2-13を 参照),塩 基置換が飽和 している傾向は認め られなか った.

Anguilla bicolor

Anguilla bicolorで は,A.bicolor bicolorとA.bicolor pacificaの(3)亜 種内変異は1～66サ

イ トの範囲 で,平 均 はそれぞれ33.5,26.8で あった(表6-4,図6-2).他 方,(4)亜 種間変異

は82～122サ イ トの範囲(平 均97.9)で あ り,(3)亜 種内変異 に比べて明 らか に大 きかった.

また,(3)亜 種内 と(4)亜 種間の変異サイ ト数の範囲 は重複せず,平 均値で見れば,(4)亜

種間変 異は(3)亜 種内変異 に比べ て3倍 程度大 きかった.さ らに,2亜 種 間で 明瞭 に異な るサ

イ トが28サ イ ト認め られた(表6-5A).(5)A.bicolorの 種内変異 としてのすべての個体間の

変異サイ ト数の範 囲は1～122(平 均55.1)で あった.(表6-4,図6-2).

なお,転 位 および転換サイ ト数の関係について は,転 位サイ ト数 は転換サイ ト数の約5.6倍

であった(表6-3).し か し,こ れ らの関係を見 ると,転 位サイ ト数 は転換サイ ト数の増加 に対

して頭打ちにな ってお り,転 位型の塩基置換が飽和 している傾向が認 められた(図3-3を 参照).

Anguilla australiS

Anguilla australisで は,A.australis australisとA.australis schmidtiiの(3)亜 種 内変 異 は

0～31サ イ トの範 囲 で,平 均 はそれ ぞ れ16.4,17、9で あ った(表6-4,図6-2).他 方,(4)亜 種

間変 異 は1～29サ イ トの 範 囲(平 均17.5)で あ り,(3)亜 種 内 変異 よ り小 さか っ た.2亜 種 そ
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図6-3 A.marmorataの 調 節 領域 に認 め られ た5タ イ プ のvariable

number of tandem repeat(VNTR)配 列.ア スタ リス ク は塩 基 置換 が

認 め られ た サイ トを示 す.
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れ そ れ に特 異 的 な変 異 は認 め られ な か った.(5)A.australisの 種 内 変 異 と して のす べ て の個体

間 の変 異 サ イ ト数 の範 囲 は0～31(平 均17.3)で あ った(表6-4,図6-2),

調 節 領 域 の 変 異 量 の 比 較

調節 領 域 にお ける変 異量 を ウ ナ ギ属 で 比 較 して み る と(表6-4,図6-2),ま ず,個 体群 間(集

団 間,亜 種 間)の 変 異 に つ い て は,(2)集 団 間変 異 は全 体 と して は1～90サ イ トの範 囲 で,変

異サ イ ト数 の最 大値 で は,Anguilla marmorataの 北 太 平洋-南 太 平 洋 集 団 間 が最も大 き く(90),

北 太 平 洋-マ リ アナ集 団 間 で 最 小 で あ った(67).ま た,変 異 サ イ ト数 の変 異 幅 で は,南 太 平 洋

-マ リア ナ 集 団間 で最 大 で あ り(89) ,北 太 平 洋一イ ン ド洋 集 団 間 で最 小 で あ った(46).(4)亜

種 間 変 異 はA.bicolorとA.australisで 大 き く 異 な っ て お り,A.australis australisとA.

australis schmidtii間 の 変 異(範 囲1～29,平 均17,5)に 比 べ て,A.bicolor bicolorとA.bicolor

pacifica間 の 変 異(82～122,97.9)は,約3～4倍 大 きか っ た.A.australisの(4)亜 種 間変 異

は,A.marmorataの4集 団 の い ず れの組 み合 せ の(2)集 団 間変 異 よ りも小 さか った.一 方 で,

A.bicolorの(4)亜 種 間 変 異 は,A.marmorataの3つ の 組 み合 せ(北 太平 洋-南 太平 洋,南 太

平 洋-イ ン ド洋,南 太 平 洋-マ リア ナ)の 集 団 間変 異 とわ ず か に 変 異 サ イ ト数 の 範 囲が 重複 す る

も のの,い ず れ の(2)集 団 間 変 異 よ りも 明 らか に大 きか っ た(平 均 値 で1.7～2.7倍).

次 に,個 体群 内(集 団 内,亜 種 内,種 内)の 変 異 につ い て は,Anguilla marmorataの4集 団

の(1)集 団 内変 異 の 最 大 値 は63～77サ イ トで あ った.ま た,(3)亜 種 内 変 異 はA.bicolor

bicolorで 最 大 で(範 囲1～66),A.australis australisで 最 小 で あ り(0～28),最 大 値 にお い て2

倍 以上 の差 異 が 認 め られ た.い ず れ の(3)亜 種 内変 異 も,A.marmorataの 北 太平 洋 集 団,南

太 平洋 集 団,イ ン ド洋 集 団 の(1)集 団 内変 異(そ れ ぞ れ,0～70,0～77,0～71)よ りも小 さ い

こ とが 分 か った.マ リアナ 集 団 の(1)集 団 内 変 異(0～63)に つ い て も,A.bicolor bicolorを

除 く他 の3亜 種 の(3)亜 種 内変 異 よ り大 きか った.(5)種 内 変 異 はA.bicolorが 最 大 で(範 囲

1～122),次 い でA.marmorata(0～90),A.australis(0～31),A.japonica(0～15)の 順 に小

さ くな った.(5)種 内 変 異 は,A.australisはA.marmorataの 半 分 程 度,A.japonicaは さ ら に

そ の半 分程 度 で あ り,種 に よ って大 きな違 いが 認 め られ た.A.australisとA.japonicaの(5)

種 内 変 異 は,A.marmorataの4集 団 の い ずれ の(1)集 団 内変 異,お よ びA.bicolor2亜 種 の

(3)亜 種 内変 異 よ りも小 さ か っ た.
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第2項 cyt b遺 伝 子 に お け る 変 異 量 と そ の 比 較

Anguilla japonicaは 計44個 体,A.marmorataは 計209個 体,A.bicolorは 計95個 体,A.

australisは 計62個 体 に つ い て,そ れぞ れ 塩基 配 列 を 決 定 した.得 られ た塩 基 配 列 は 計1,140

サ イ トで あ った(表6-6).

Anguilla japonica

Anguilla japonicaで は,合 計で30サ イ トに変異 が認め られた.変 異 の内訳は,転 位が27サ

イ ト,転 換が3サ イ ト,挿 入 ・欠失 は認 められず,変 異の大部分 は転位で 占め られて いた.こ

れ らの変異 によって44個 体の塩基配列は26の 八プ ロタイプに分 けられ,59.1%の 個体がそれ

ぞれ異なる配列 を持 って いた(表6-6).

(5)種 内変異 としてのすべての個体間 の変異サイ ト数の範囲は0～7で,平 均は2.4で あっ

た(表6-4,図6-4).

Anguilla marmorata

Anguilla marmorataで は,合 計で71サ イ トに変異が認め られた.変 異の内訳は,転 位 が65

サイ ト,転 換 が8サ イ ト,挿 入 ・欠失 は認め られず,変 異の大部分 は転位 で占め られ ていた.

これらの 変異 によ って209個 体の塩基配列は69の ハ プロタイ プに分 けられ,33.0%の 個体 が

それぞれ異なる配列を持 っていた(表6-6).

4集 団の(1)集 団内変異は全体 としては0～9サ イ トの範囲であった(表6-4,図6-4).こ の

うちマ リアナ集団の変異サイ ト数 の最大値(3)は,他 の3集 団(北 太平洋集団は9,南 太平洋

および イン ド洋集 団 は7)よ り非 常 に小さか った.(2)集 団間 変異は,4集 団のすべ ての組 み

合わせにおいて0～12サ イ トの範囲であった.こ のうち,北 太平洋集団と他 の3集 団の間では,

変異サイ ト数の範 囲は3～12で あ り(平 均6.1～7.1),(1)集 団内変異の最大値 よ りやや大 きかっ

たものの,範 囲は重複 して いた.他 方,南 太平 洋,イ ン ド洋,お よびマ リアナ集団では,い ず

れの組 み 合 わせ において も(2)集 団間変異 の変異 サイ ト数 の範囲は0～8(平 均2.0～2.2)で,

(1)集 団 内変異(0～9)と 完 全に重複 していた.ま た,各 集団に特異的な変異サイ トは認 め ら

れなかった.(5)種 内変異 と してのすべての個体 間の変異サイ ト数の範囲は0～12で,平 均 は

3.5で あった(表6-4,図6-4).
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Anguilla bicolor

Anguilla bicolorで は,合 計 で115サ イ トに変異が認められた.変 異の内訳 は,転 位が104

サ イ ト,転 換が17サ イ ト,挿 入 ・欠失は認 め られず,変 異の大部分 は転位で 占め られていた.

これらの変異によ って95個 体 の塩基 配列は75の ハ プロタイプに分けられ,78.9%の 個体がそ

れぞれ異なる配列を持 っていた(表6-6).

Anguilla bicolor bicolorとA.bicolor pacificaの(3)亜 種 内変異は0～18サ イ トの範囲(そ れ

ぞれ,平 均6.6,4.1)で あ った(表6-4,図6-4).他 方,(4)亜 種 間変異 は21～34サ イ トであ

り(平 均25.5),(3)亜 種内変異 に比べて平均値 で4～6倍 大 きか った.ま た,こ れ らの変異サ

イ ト数 の範囲 は重複 しなか った(表6-4,図6-4).さ らに,2亜 種間で明瞭 に異 なる変異サイ ト

が10サ イ ト認 め られた(表6-5B)-A.bicolorの(5)種 内変異 としてのすべ ての個体 間の変

異サイ ト数 の範囲 は0～34で,平 均 は14.4で あった(表6-4,図6-4).

Anguilla australis

Anguila australisで は,合 計で41サ イ トに変異が認め られた.変 異 の内訳 は,転 位が39サ

イ ト,転 換 が2サ イ ト,挿 入 ・欠失 は認 め られず,変 異の大部分 は転位で 占め られていた.こ

れ らの変異によって62個 体の塩基配列 は34の ハ プロタイプに分 けられ,54.8%の 個 体がそれ

ぞれ異なる配列 を持 っていた(表6-6).

Anguilla australis australisとA.australis schmidtiiの(3)亜 種内変異 は,0～8サ イ トの範囲

であった(そ れぞれ,平 均2.9,2.2).他 方,こ れ らの(4)亜 種間変異 は0～7サ イ トの範囲で

あ り(平 均2.5),(3)亜 種 内変異 とほぼ同 じであ った(表6-4,図6-4).ま た,各 集 団に特異

的 な変異サイ トは認 められなかった.(5)種 内変異 としてのすべ ての個体 間の変異サイ ト数の

範囲は0～8で,平 均 は2.5で あった(表6-4,図6-4).

ウナ ギ属15種

ウナギ属全体の(6)種 間変異は48'-118サ イ トの範囲で,平 均は88.0で あった(表6-4,図

6-4).

cyt b遺 伝 子 の変 異量 の比 較

cyt b遺 伝子 にお ける変異量をウナギ属 で比 較 してみると(表6-4,図6-4),ま ず 個体群間

(集団間,亜 種 間,種 間)の 変異 については,(4)亜 種 間変 異 は,Anguilla bicolor 2亜 種 間
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(範 囲21～34)とA.austratis 2亜 種 間(0～7)で は,変 異サ イ ト数 の 範 囲 も最 大値 も大 き く異

な って い た.A.bicolorの(4)亜 種 間 変 異 は,い ず れ の(2)集 団 間 変 異(0～12)よ りも 十分

大 き く,集 団間 変 異 の最 大値 と比 べ て 約2倍 程 度 大 きか っ た .こ れ に 対 し,A.australisの(4)

亜 種 間 変 異 は,い ず れ の(2)集 団 間変 異 とも 変 異 幅 が 重複 してお り,最 大 値 も 小 さか った.

ウ ナ ギ属 の(6)種 間 変 異(48～118)は,す べ て の(2)集 団 間変 異 ,お よ び(4)亜 種 間変 異

と比 較 して,十 分 大 き か った .A.bicolorの(4)亜 種 間変 異 は,す べ て の(2)集 団 間変 異 と

(6)種 間 変 異 の 中 間 的な 値 で あ っ た,

次 に,個 体 群 内(集 団 内,亜 種 内,種 内)の 変 異 につ いて は,Anguilla marmorataの(1)

集 団 内変 異 は,マ リア ナ 集 団(範 囲0～3,平 均1.1)を 除 くA.marmorataの3集 団(0～9,

1.8～3.3)で 大 きな 差 異 は認 め られ な か った .(3)亜 種 内変 異 は,変 異 幅 も平 均 値 も4亜 種 の

う ちA.bicolor bicolorが 最 大で(0～18,6.6),A.australis schmidtiiが 最 小で あ った(0～6 ,2.2).

A.bicolor 2亜 種 の(3)亜 種 内 変 異 はい ず れ もA.marmorataの(1)集 団 内変 異 よ り大 き か っ

たが,A.australis2亜 種 の(3)亜 種 内 変異 は いず れ も(1)集 団 内変 異 と同程 度 で あ った .さ

らに(5)種 内 変 異 は,A.bicolorが 最 大 で(0～34,14.4),他 のA.japonioa(0～7 ,2.4),A.

marmorata(0～12,3.5),お よ びA.australis(0～8 ,2.5)の3種 は,同 程 度 の変 異 量 で あ っ た.

A.bicolor以 外 の3種 の(5)種 内 変 異 は,(1)集 団 内変 異 ,お よび(3)亜 種 内変 異 と同程 度

で あ った.

第3項 16S rRNA遺 伝 子 に お け る 変 異 量 とそ の 比 較

Anguilla japonicaは 計42個 体,A.marmorataは 計180個 体 ,A.bicolorは 計132個 体,A.

australisは 計64個 体 につ い て塩 基 配 列 を決 定 した .そ の結 果,A.japonica, A.marmorata,

A.australisで は,い ず れ も計1,708サ イ ト,A.bicolorで は 計1 ,704サ イ トの 塩 基 配列 を得 た

(表6-7).

Anguilla japonica

Anguilla japonicaで は,得 られた 塩基配列中に合計で20サ イ トに変異 が認 め られた.変 異

の内訳 は,転 位が15サ イ ト,転 換が5サ イ ト,挿 入 ・欠失は1サ イ トで ,変 異の大部分 は転

位 で 占 め られていた.こ れ らの変異に よって,42個 体 の塩基配列は19の ハ プロタイプに分 け

られ,45.2%の 個体 がそれぞれ異なる配列 を持 っていた(表6-7) .
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(5)種 内変異 としてのすべての個体間 の変異サイ ト数の範 囲は0～5で,平 均 は1.4で あっ

た(表6-4,図6-5).

Anguilla marmorata

Anguilla marmorataで は,得 られた塩 基配列中に合計で62サ イ トに変 異が認め られた.変

異 の 内訳 は,転 位が50サ イ ト,転 換が8サ イ ト,挿 入 ・欠失 は5サ イ トで,変 異の大部分 は

転位 で 占 められて いた.こ れ らの変異 によって,180個 体 の塩基配列は61の ハ プロタイプに

分け られ,33.9%の 個体がそれぞれ異なる配列を持 っていた(表6-7).

Anguilla marmorataの4つ の(1)集 団内変異は,北 太平洋集団で最も大 き く(範 囲0～8 ,平

均2.5),次 いで 南太平洋集団 が 大 き く(0～6,1.6),イ ン ド洋集団 とマ リアナ集団の変異サイ

ト数 の範 囲は同 じであった(0～5,そ れぞれ1.5,1.7)(表6-4,図6-5) .(2)集 団間変異 は,全

体 としては0～11の 範囲で,そ の 最大 値 は北太平洋-南太平洋集 団間で最 も大 きく(11),イ ン

ド洋-マ リアナ 集団問で最小 であった(6).北 太 平洋-南太平洋 集 団間,お よび北太平洋-イ ン ド

洋集 団間の(2)集 団 問変異 は,い ずれ の(1)集 団内変異の量 よ り大 きか ったが,他 の4つ の

組み合わせの(2)集 団間変異 は,い ずれ も北太平洋集 団の(1)集 団内変異よ りも小 さか った.

また,各 集団 に特異的な変異 サイ トは認め られなか った.(5)種 内変異 としてのすべての個体

間の変異サイ ト数 の範囲は0～11で,平 均 は2.6で あった(表6-4,図6-5).

Anguila bicolor

Anguilla bicolorで は,得 られた塩基配列中に合計で109サ イ トに変異 が認め られた.変 異の

内訳 は,転 位 が81サ イ ト,転 換が18サ イ ト,挿 入 ・欠 失は17サ イ トで,変 異の大部分 は転

位 で 占め られて いた.こ れ らの変異 によ って,114個 体 の塩基配列は86の ハプロ タイ プに分

けられ,75.4%の 個体がそれぞれ異なる配列を持 っていた(表6-7) .

(3)亜 種 内変異 は,Anguilla bicolor bicolor(範 囲0～12,平 均3.7)の 方 が,A.bicolor

pacifica(0～6,2.1)よ り大 きか った(表6-4,図6-5).ま た,(4)亜 種間変異 は,9～18サ イ

トの 範囲 で(平 均11.8),A.bicolor pacificaの(3)亜 種 内 変 異 よ りも十 分 大 き いが ,A.

bicolor bicolorの(3)亜 種 内変異 とは変異幅が 重複 していた .ま た,A.bicolor bicolorとA.

bicolor pacificaそ れぞれの 亜種 に特異的 な 変異 サイ トが9サ イ ト認 め られた(表6-5C).A.

bicolorの(5)種 内変異 としてのすべての個体間の変異サイ ト数の範囲 は0～18で,平 均は6.3

であ った(表6-4,図6-5).
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Anguilla australis

Anguilla australisで は,得 られた塩基配列中 に合計で37サ イ トに変異が認め られた.変 異

の内訳 は,転 位が29サ イ ト,転 換が9サ イ トで,挿 入 ・欠失は認 められ なか った.変 異の大

部分 は転位 で 占 められて いた.こ れらの変異 によって,64個 体の塩基配列は33の 八 プロタイ

プに分 けられ,51.6%の 個体がそれぞれ異なる配列 を持 っていた(表6-7).

(3)亜 種内変異 は,Anguilla australis australis,お よびA.australis schmidtiiそ れぞ れ で

0～7(平 均1.8),0～6(1.6)サ イ トの範囲 であった(表6-4,図6-5).(4)亜 種 間変 異 は,

0～7サ イ トの 範囲 であ り(1.7),こ れは(3)亜 種内変異 の変 異サイ ト数の範囲 と完全 に重複

していた.ま た,各 亜種 に特異的な変異サイ トは認め られなか った.A.australisの(5)種 内

変異 としての 全体 の個体 間 の変異 サイ ト数の範囲は0～7で,平 均 は1.7で あ った(表6-4,図

6-5).

ウ ナ ギ 属15種

ウ ナ ギ属 全 体 の(6)種 間 変 異 は14～59サ イ トの範 囲 で,平 均 は40.9で あ っ た(表6-4,図

6-5).

16S rRNA遺 伝 子 変 異 量 の 比 較

16S rRNA遺 伝 子 にお け る変異 量 を ウナ ギ属 で 比較 して み る と(表6-4,図6-5),ま ず,個 体

群 間(集 団 間,亜 種 間,種 間)の 変 異 につ い て は,(4)亜 種 間 変 異 は,Anguilla bicolor(範 囲

9～18)とA.australis(0～7)で2倍 程 度 の差 異 が認 め られ,ま た 変 異サ イ ト数 の範 囲 が重 複 し

な か った.A.bicolor2亜 種 の(4)亜 種 間変 異 は,A.marmorataの(2)集 団 間変 異(0～11)

よ り も 明 ら か に 大 き か っ た.こ れ に 対 し,A.australis2亜 種 の(4)亜 種 間 変 異 は,A.

marmorataの(2)集 団 間 変 異 と同程 度 あ った.ま たA.bicolor 2亜 種 の(4)亜 種 間変 異 は,

ウ ナ ギ属 の(6)種 問 変 異(14～59)と 重 複 す る ほ ど大 き か った.

次 に,個 体群 内(集 団 内,亜 種 内,種 内)の 変 異 につ いて は,(3)亜 種 内変 異 は,全 体 と し

て0～12サ イ トの 範 囲 で あ っ た.こ の う ち,Anguilla bicolor bicolorが 最 大 で(0～12),A.

bicolor pacifica(0～6)とA.australis 2亜 種(0～6,0～7)は 同 程度 で あ り,こ れ らの(3)亜

種 内変 異 はA.bicolor bicolorの そ れ の お よそ半 分 で あ った.(1)集 団 内 変 異 と比 較 す る と,A.

bicolor bicolorの(3)亜 種 内変 異は(1)集 団 内変 異 よ りや や 大 き か った が,他 の3亜 種の(3)

亜 種 内 変異 は,A.marmorataの4集 団 の(1)集 団 内変 異 と同 程 度 で あ った.(5)種 内 変異 は,
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A.japonicaで 最 小 で(0～5),次 い で,A.australis(0～7),A.marmorata(0～11),A.bicolor

(0～18)の 順 に 大 き くな っ た.ま た,A.japonicaとA.australisの(5)種 内 変 異 は,A.

marmorata北 太 平 洋集 団 の(1)集 団 内 変 異(0～8),お よ びA.bicolor bicolorの(3)亜 種 内

変 異(0～12)よ り も小 さか った.

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

分子遺伝学 が発展 した現在,分 子形質は,他 の多 くの生物学の分 野 と同様,分 類学 的研究 に

も 多用 され ている.そ の際 個体群間の変異 を比較する場合 と,個 体群内の変異を比較す る場

合がある.Abbott and Double(2003)やAndriaholinirina et al.(2006)な どで は,分 類学的

に混乱のある種間や集団間の遺伝的変異を,対 象種(集 団)の 近縁種問のそれと比較 して いる.

Abbott and Double(2003)で は,分 類学的 には別種 とされるものの,形 態学的にも遺伝的に

も 明瞭な 差異 が認め られない2タ イプのアホ ウ ドリの遺伝的変異量 を調べ,明 らかに別種 とさ

れている同属他種 の種 間変異量 と比較 した.そ の結果 問題 とな っている2タ イプの間の変 異

が 「種 レベル 」 に達 していないと結論 している(Abbott and Double 2003) .一 方,Trapnell

et al.(2004)は,形 態学 的 に類似 しているだけでな く,生 殖隔離の明瞭でない5種 のラン科

植物Calopogon属 について,複 数の集 団から標本を採集 し種内変異を調べた.そ の結果 いず

れの種 の種内変異も,他 種 の種内変異と比較 して十分大きかった ことから,こ れ らはそれぞれ

「別種」 と して認識できる程度 に分化 して いる として いる とした(Trapnell et al.2004).

そ こで本章では,分 子進化速度の異な る計3個 の遺伝子領域(調 節領域cyt b遺 伝子,16s

rRNA遺 伝 子)を 用 いて,個 体群間(集 団間,亜 種 間,種 間)の 変異 と,個 体群内(集 団内,

亜種内,種 内)の 変異 の双方 に基づいて,分 類学的なカテゴリーに応 じて 「集団 レベル」 「亜種

レベル」 「種 レベル」 の変異 を調べた.

そ の 結 果,ま ず,本 章 で 調 べ た いず れの遺 伝 子 座 にお い て も,多 くの場 合,Anguilla

marmorataの 集 団間変異 は,A.australisの 亜種間変異 よ りも大 きいことが明 らかになった.逆

に,A.bicolorの 亜種間変異は,ウ ナギ属 の種間変異 に相当するほど大 きい場合があることが示

され た(表6-4,図6-2,4,5).ま た,A.bicolorの 種内変異の量 は,い ずれの遺伝子座 にお いて

も,A.japonica, A.marmorata, A.australisの3種 と比べて非常に大 きい(表6-4,図6-2,4,5) .
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例 えば16S rRNA遺 伝子 において,A.japonicaの 種 内変異 と比較す ると,A.bicolorが 持 つ種

内変異量 は,A.japonicaの それの およそ3～4倍,A.marmorataで はおよそ2倍,A.australis

ではおよそ1.4倍 大 きいことが分かる(表6-4,図6-5).「 亜種」 や 「集団」 についても同様で

ある.つ ま り,従 来の分類 において 「種」,「亜種」,あ るいは 「集 団」 とされて いた個体群 の遺

伝 的変異量 は,各 々の個体群 によって様々であ り,「 種(亜 種,集 団)レ ベル」 という一定 の変

異量(変 異サイ ト数)が あるわ けではな いことが明 らかになった.

分類学 が 採用 している リンネ式階層分類体系の延長 として,そ のカテゴ リー と同様 に,こ れ

まで 形質の差異の程 度(分 化程度)に つ いても,属,種 亜種,集 団 という階層的な順序が暗

に受 け入れ られて きた.分 類学や系統学の研 究分野 では,こ れ らの各階層 の分化程度 は,生 物

群 によって 大 き く異なる ことが示されて きたものの,こ れ まで,同 一生物群(同 一系統)内 に

おいて 相対的 な比 較が詳細 に行われたことはなかった.こ れに対 し,本 研究の結果,ウ ナ ギ属

魚類 では,あ る個体群 が持つ遺伝 的な変異量は様々 であ り,集 団や亜種 種 といった階層的な

分類 カテゴ リー の分化程度 に応 じた一定の変異量が あるわけではない ことが明らか にな った .

この こと1よ 「個体群 間の変異サイ ト数が いくつ以上な ら別種(別 亜種,別 集団)と する」 といっ

た分類基 準を作 る ことがで きない ことを意味する.

さらに,本 研 究で調べ たウナギ属4種 のうち,Anguilla marmorata, A.bicolor, A.australis

の 「種」 とい う個体群 につ いては,各 々,複 数 の繁殖集団か ら構成されている(第2～4章 を参

照).そ れ らの 繁殖集 団間の分化の度合いは様々で,A.bicolorの2つ の繁殖集団のように分子

マー カ ー の変 異 が飽和 に達 するほど大 きく分化 して いる こともあれば(第3章 を参照) ,A.

australisの ように,そ れぞれの集 団が独 自の遺伝子型を持つには至 っていないほ ど分化 が小 さ

い場合もある(第4章 を参照).そ のため,従 来の分類による 「種」 を単位 と して遺伝 的変異量

を互 いに比較す ると,個 々の種 が内包する集団間の分化の程度によって,種 ごとに種 内変異量

が大き く異なるもの と考え られた.

そ こで,従 来 の分類学的なカテゴリーで はな く,本 研 究で検出 した 「繁殖集団」を単位 とし

て,遺 伝 的変異量 を比較 してみる.す なわち,Anguilla marmorataの 北太平洋集団,南 太平洋

集 団,イ ン ド洋 集 団,マ リアナ 集 団,A.bicolorの2亜 種(A.bicolor bicolor, A.bicolor

pacifica), A.australisの2亜 種(A.australis australis, A.australis schmidtii),お よ びA.

japonicaで ある.遺 伝的変異量(変 異サイ ト数)を 基準 に用いるとすると,繁 殖集団は,繁 殖

集団内 の変異量 の最大値,あ るいは,繁 殖集 団問の変異量の最小値 を基準 として定義 される と

考 えられる.と ころが,こ れ らの9個 の繁殖集 団の遺伝的変異量は,解 析 したいずれ の遺伝子
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領 域 においても,繁 殖 集団により大 きく異な った.例 えば調節領域で見てみると,こ れら9繁

殖 集団の集 団内変異の最大値 は15～77サ イ トであ り,他 方,集 団間変異の最小値 は1～82サ イ

トであ り,集 団 を分 ける基準 となる集団内変 異の最大値 と,集 団間変異の最小値 が逆転す る場

合 もあることが 明 らかになった.こ れよ り,繁 殖集団を認識する共通の基準 として,遺 伝的変

異量(変 異サイ ト数)の ある一定値 を適用 する ことはで きない ことは明 らかである.

個体群間,個 体群 内 の遺伝 的多様性は,個 体群 の大 きさや世代時間,生 活史,分 岐 してか ら

の 時間,個 体 の移動,進 化史 などの様々 な影響 を受 けると推測 される .例 えば,遺 伝的浮動

(無方向的な分散)に よる影響は,個 体群が小 さいほど強 く,逆 に個体群 が大きいほ ど弱 い(メ

イナ ー ド=ス ミス2000).す な わち,個 体群が小 さいと,分 散の揺れの程度が相対 的に大 きい

ので,あ る 突然変異(対 立遺伝子)が,偶 然 にそ の個体群 からな くなって しまった り,逆 に個

体群全体 に急速 に広 まった りということが起 こ りやす い(鷲 谷 ・矢原2003).そ の結果 小 さ

な個体群 で は,大 きな個体群 に比べて遺伝子頻度が固定 しやすい.そ のように して一度 遺伝

子頻度 が固 定 して しまうと,そ の世代以降 新た に突然変異が起 こらない限 りは,遺 伝子頻度

に 変動 が起 こらな くな って しまう.そ のため,個 体群 が小 さい場合,容 易なことでは遺伝的変

異性は回復 しな いとされる(野 澤2004).事 実,個 体群の大 きさに伴 う遺伝 的多様 性の減少 は,

African cheetah(Acinonyx jubatus jubatus; O'Brien et al. 1983,1985)やAfrican elephant

(Loxodonta africana africana; Whitehouse and Harley 2001)な ど,絶 滅が危 惧 される よう

な 生物 で はと くに有名である.集 団の大きさは,進 化的な時間規模 でも変化する.個 体群 ごと

に遺伝 的多様性 が 異 なる要 因を特 定する ことはできな いものの,ウ ナギ属魚類 にお いても遺伝

的多様性 は恒常的に一 定の値を とるわけではな く,常 に変化す るもの と推察され る.

第2項 ウナギ属魚類 の 「種」 と分類体系

分類学の目的は,自 然界の多様性を体系的に認識することである(馬 渡1994).ま た,こ の

目的のために行う 「分類」という作業は,「個々の種を区別し,そ れらを単位として生物を体系

化 すること」 とされる(馬 渡1994).こ の際,分 類の最小単位は 「種」であり,種 を区別 した

り,体 系立てたりするためには,何 らかの基準が必要となる.従 来のウナギ属魚類の分類では,

その基準 として,個 体群間の形質の差異に着目していた.し かしながら,近 年の分類学的混乱

を見 ると,少 なくとも形態形質による分類は限界に達していると考えざるを得ない.そ こで本

研究では 遺伝子(分 子形質)と いう新たな側面からウナギ属魚類の分類を試みた.そ の結果,
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ウナ ギ属魚類 では,分 化程度 に応 じた遺伝 的変異量が一定で はないので,1つ の分類基準を設

けることはできないことが 分 か った.繁 殖集団 と しては実体 があるにもかかわ らず,こ れを一

定 の物差 しで認 識することができないのである.そ れ は前述 のAnguilla australis australisとA.

australis schmidtiiの ように,異 なる繁殖集団であ りなが ら,そ の集団間の分化が極 めて小さい

ような 場合 に代表 的で ある.さ らに,用 いる形質 によっても,認 識する ことので きる個体群 は

変 わ り得る.A.bicolor bicolorとA.bicolor pacificaは,マ イクロサテライ トや調節領域 という

形質で見れば明 らかに異な る繁殖集団である(第3章 を参照).ま た,16SrRNA遺 伝子でも,

計9サ イ トに-塩 基置換が見つかって いる ことか ら(表6-5C),こ れ らのサ イ トで 見れ ば,や

は り別繁殖集団である ことが分かる.し か し,同 じ16SrRNA遺 伝子でも,変 異サ イ ト数 とい

う形質 で 見 れ ば,亜 種 内変異 と亜種間変異の変異 幅は重複 し,2つ の亜種(繁 殖集 団)の 分化

は明瞭で はなか った(表6-4,図6-5).つ まり,マ イクロサテライ トDNAと 調節領域 および

cyt b遺 伝子,16S rRNA遺 伝子の-塩 基置換 という形質で は,A.bicolorは2つ の繁殖集団 に

見 え,16SrRNA遺 伝子 の変異サ イ ト数 という形質では,1つ の繁殖集団に 見える ということ

である.あ る1つ の 基準 では認識す る ことができ ないからといって,そ のよ うな個 体 群 を種

(タクサ)と して認めな い分類 は,自 然界 を正 しく反映 しな い.す なわち,個 体群 を区別するた

め に,何 らかの形質 を用 いて1つ の基準 を設 けて いては,自 然界の多様性をあ りのままに認識

す ることができないと考え られる.

Mayr(1969)は,「 種」 とは,「 互いに交配 しうる個体が構成する自然集団で,他 のそのよ

うな集団か らは生殖 的に隔離 されているもの」 と定義 した(生 物学的種概念biologlcal species

concept).す なわち,生 殖隔離 という壁(例 えば 馬渡1994を 参照)に よ って隔て られる個

体群 が互 いに別種 となる.こ のような集団内,す なわ ち種 内では遺伝子交換が行われ,そ の子

孫 は遺伝的 に連続する.そ の結果 種内の個体同士 は,概 ね遺伝 的にも形態的にも似る.他 方

で,生 殖隔離 の壁が成立 していれば,も し複数 の個体群が同所的に生息しても,そ れ らは交流

す ることな く,各 々独 自に進化の道 を歩んでい くこ とになる.従 って,生 物の進化,そ して,

進化の結果である生物の多様性 を考 える上では,最 小単位は 「繁殖集団」であ り,「 生殖隔離」

という基準は非 常に重要な意味を持つ.そ のため,分 類の第1段 階は,繁 殖集団(Mayr1969)

を認識する ことである といえる.一 方で,一 般 に,天 然の環境 は一様ではないため,実 際に生

物 が 生息可能な空 間はパ ッチ状 に分布する.そ のため,天 然 の生物の集団は,そ うい ったパ ッ

チ 状 の生息地 の間を,個 体が稀 に移動分散 しているような状態にある と考え られている(嶋 田

ら2005).す なわち,メ タ個体群構造で ある.そ のような局所的に存在する個体群 の集 ま りは,
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様 々 な 度 合 いの 遺 伝 子 流 動 に よ り遺 伝 的 に 結 びつ いて い る(Levins 1968, Wade and

McCauley 1988).従 って,も し,個 体 群間で個体 の移動がなくなれば,遺 伝 的な交流が遮断

され,個 体群 ごとに独 自の遺伝子型 が徐々 に蓄積 して いく.つ まり,メ タ個体群 や局所個 体群

は,隔 離 されている状態がさらに続 けば,そ れ 自身が独立 した 「種」 と して分化する可能性を

秘 めているのである(佐 々治1991).そ のため,メ タ個体群 に対 しては,単 純に生物学的種概

念(Mayr 1969)を 当てはめる ことがで きない.ま た,分 化程度 と変異量が 一定でな いウナギ

属 魚類 においては,い つ,ど の時点 までがメタ個体群で,ど の時点から種 になるのか定義する

ことは不可能 と考えられる.ウ ナギ属魚類の分類 を確立するためには,「 種」を新 たに定義する

必 要がある.

そ こで,本 研究 ではMayr(1969)に 倣 い,ウ ナ ギ属魚類 において,「 種」 とは,他 と生殖隔

離 が成立 している 「単一の繁殖集団」 と定義する.そ の繁殖集団が任意交配集 団か,メ タ個体

群 であるかは 問わない.ま た,変 異サイ ト数の範囲や平均,あ るいは脊椎骨数といった様 々な

形質 に基 づ く種の基準は,個 体群間の分化程度 と形質の解像度に強 く依 存するばか りでな く,

分化 が 小 さい場合 には,繁 殖集団を検出できないことがある(前 述)― さ らに,Ege(1939)

の形態形質のみで認識することので きる4群 が繁殖集団を反映 しないよ うに(第1章 第1節 を

参照),あ る形質で作った基準によ って認識した個体群が,繁 殖集団と同 じであるとは限 らな い.

また,降 河回遊 というウナギ属魚類の特異な生活史を考 える と,メ タ個体群内の局所 的個体群

を別個 に扱 うことは適 当で はない と考える.互 いに緩 く繋が って いるメタ個体群内の局所個体

群 は,他 の個体群 と産卵場を共有する,あ るいは回遊経路を同 じにするなどの何 らかの遺伝 的

交流 を保 つ機構 を維持 して いる と推 測されるか らである.以 上 のことから,第2章 で検出 した

Anguilla marmorataの4繁 殖集 団,第3章 で調べたA.bicolor bicolorとA.bicolor pacifica,第

4章 で 調べたA.australis australisとA.australis schmidtiiの 計8個 の遺伝的に異 なる繁殖集 団

は,い ずれも,そ れぞ れ種 として扱 う ことができると考え られた.ま た,各 集 団の地理分布や

形態形質(脊 椎骨数)等 を考慮 しても,こ れ は妥 当と考え られ る.

「種=繁 殖集団」 という定義 に従 うと
,Anguilla marmorataは1種 か ら4種 に,A.bicolor

とA.australisは それぞれ1種 から2種 とな る.こ こでは,仮 に種名を与 えて,Ege(1939)

が記載 したA.marmorataの うち,日 本か らスラウェシまで分布 し,4集 団の中で最大 の変異量

を保有す る北太平洋集団を現在 の学名通 りA.marmorata,タ ヒチか らパプアニ ューギニ アの範

囲に分布する南太平洋集団をA.fidjiensis(Gunther 1870,フ ィ ジーで採集 された模 式標 本に

命 名された学名 を使用),東 西全域 に亘 るイン ド洋集団をA.mauritiana(Bennett 1831,モ ー
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リシ ャス の標本 に命 名 された 学 名 を使 用),グ ア ム を 含 む マ リア ナ海 域 に生 息 す る集 団 を新 た に

A.marianaensisと して み る.ま た,A.bicolorは,Ege(1939)に よ る亜 種 名 を種 小 名 と して

用 い,イ ン ド洋 の 東 西 に分 布 す るA.bicolor bicolorをA.bicolor,太 平 洋 に分布 す るA.bicolor

pacificaをA.pacificaと 呼 ぶ.A.australisも 同 様 に,オ ー ス トラ リア に分 布 す るA.australis

australisをA.australis,ニ ュ ー ジー ラ ン ドに生 息 す るA.australis schmidtiiをA .schmidtiiと

呼 ぶ.こ れ ら8種 に 残 りの ウナ ギ 属 他 種 を合 わせ,本 研 究 で は,ウ ナ ギ属 魚類 を以 下 の計21

種 に分 類 す る こ とを提 案 す る;A.marmorata, A.fidjiensis, A.mauritiana, A.marianaensis, A.

bicolor, A.pacifica, A.australis, A.schmidtii, A.anguilla, A.borneensis, A.celebesensis, A.

dieffenbachii, A.interioris, A.japonica, A.megastoma, A.mossambica, A.nebulosa, A.

labiata, A.obscura, A.reinhardtii, A.rostrata である.

なお,Anguilla nebulosaに つ いては,そ の遺伝的な差異が詳細に検討 された ことはな いもの

の,第5章 において決定 したmtDNA全 塩基配列を見る と,2亜 種 が系統的 に異 なる ことは明 ら

か で あ る(図5-2).ま た,形 態 的な 差 異 も認 め ら れ て いる こ とか ら(Ege 1939),A.

nebulosaに ついても,そ の亜種 は,互 いに異なる繁殖集 団を形成 している可能性があると考 え

られるため,本 研究では暫定的 にA.nebulosa nebulosaをA.nebulosa, A.nebulosa labiata

をA.labiataと した.
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