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カラフトマス Oncol'hyηchusgOl'buschaは，北緯36度

以北の太平洋，ベーリング海，オホーツク海，日本海お

よび北極海の一部に分布するサケ属魚類Oncol'hynchus

spp.の一種である。1)わが国では，カラフトマスは北海

道東部および北部沿岸の河川に産卵遡上する。2)カラフ

トマスは浮上直後に降海し，およそ 18ヶ月の海洋生活

を経て母川へ産卵遡上し死亡するという一回産卵型の生

活史をとる。1)そのため，カラフトマスは奇数年級群

(0群)と偶数年級群 (E群)間で同系交配が行われる

機会が極めて少なく， 年級群間で遺伝的隔離が起こると

考えられている。1)また， E群の冷凍保存精子と O群の

卵の受精実験3)では，年級群聞の交配は不可能ではない

が，同一河川内の年級群聞における雑種第二代の生残率

は極めて低いことが明らかとなっている。

これまで，カラフトマス集団における遺伝的差異に関

する研究は様々な方法で行われてきた。アイソザイム分

析結果4)や制限酵素を用いた ミトコンドリア (mt)

DNA分析結果では，カラフトマスの O群と E群との

聞に遺伝的分化が認められている。5.6)mtDNAは進化速

度が速し母系遺伝であり，組み換えを起こさないとい

う特徴を持つため，集団聞の遺伝的差異を評価するのに

* Tel/Fax: 81-138-40-5605. Email: salmon@fish.hokudai.ac，jp 
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適していることから 7，8)集団構造分析を行う上で有用で

あると考えられている。5)mtDNAのNADHdehydro 

genase subunit 5 gene (ND5)領域は遺伝的多様性に富

み，過去の研究では北海道におけるサクラマス集団の遺

伝的構造を解析するのに用いられている。9)一方

cytochrome c oxidase subunit 1 gene (C01)領域は種内

での保存性が高いため種同定に用いられているが 10)

Cox and Paulll)の研究では種内間比較でも有用である

ことが明らかになっている。これらの領域の塩基配列を

用いたカラフトマスの年級群間比較に関する研究はまだ

行われていない。また，日本系カラフトマス集団の遺伝

的構造を明らかにした研究例は極めて少ない。4)

本研究では，日本系カラフトマスの年級群間比較を目

的とし，知床半島ルシャ川に産卵遡上するカラフトマス

のO群と E群の集団構造における遺伝的差異を

mtDNA (ND5およびCOI領域)分析により明らかに

した。

2008 年 9 月 16 日 ~ 10 月 15 日 ( E 群)および 200σ

年 9 月 12 日 ~10 月 8 日 (0 群)に知床半島ルシャ川

(Fig. 1)に産卵遡上したカラフトマス親魚 (2008年:

92個体， 2009年:69個体)背鰭後部を採集し， 100% 

エタノ-)レで固定したものを標本として用いた。 Qia-

gen社の GentraPuregene Cell Kitにより， DNAを抽

出した。 PCR反応液は， DNA 1μL， 10 x ExTaq buffer 

(TaKaRa) 2μL， dNTP (TaKaRa) 0.4μL，各 10μMプ

ライマー0.5μL，ExTaqポリメラーゼ (TaKaRa) 0.2 

μL， DDW 16.4μLとした。 PCR反応条件は， 95
0

C 10 

分，次に熱変性95
0

C45秒，アニーリング56
0

C30秒，

伸長反応72
0

C2分を 1サイクルとして 40サイクル，さ

らに 70
0

Cで伸長反応を 10分行った。プライマーは

ND5-F (5'-TACCCCAATTGCCCTGTACG-3')， ND5-

R (5'-TAGACTCCCGATTGTAAGGC-3':)， COI-F 

(5' -TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3 ')お

よび、COI-R(5'一TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAA-

TCA-3': Ward et al.12)) を用いた。 ND5領域部分の

PCRに用いたプライマーには，既知のカラフトマス

ND5領域の配列 (U55056)をもとに，サクラマスの同

領域部分配列増幅に用いられているプライマー配列9)に

対応する部位を選択した。得られた PCR産物をAgen-

court AMPur巴 (BeckmanCoulter社)を用いて精製し

た後， ABI Big Dye Terminator v. 3.1 cyde sequencing 

Kit (Applied Biosystems)およびND5-Fまたは COI-F

プライマーを用いて定法によりサイクlレシークエンス反

司'
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応を行った。その後CleanSEQKit (Beckman Coulter) 

を用いて精製を行い，ABI PRISM 3130 (Applied 

Biosystems)により塩基配列を決定した。 ClustalXで

塩基配列のアライメントを行った後，ハプロタイプを決

100m 
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Fig. 1 Sampling location of pink salmon in the Rusha 
River， eastern Hokkaido， Japan. Bars indicate three 
dams. 

定した。年級群内のハプロタイプ多様度，塩基多様度お

よび年級群聞のPairwise凡t13)はハプロタイプ頻度分布

を基に Alr巴quinver. 3.11により算出した。年級群聞の

遺伝的距離は P-distance法14)により MEGAver. 5を用

いて算出し，ハプロタイプネッ トワークは最節約法を用

いて Alrequinver. 3.11により作成した。

mtDNA ND5領域部分配列431bp において， 9サイ

トの塩基置換がみられ， 10種類のハプロタイプ (Ht

A-J， accession numbers: AB712402-AB712411)が検出

された (Table1a) 0 10ハプロタイプ中，両年級群に共

通に観察されたハプロタイプは Ht1のみであった。ま

たその保有頻度には違いがみられ， 2008年級群では，

74%と最も高頻度に出現したのに対し，2009年級群で

は42%であり，代わりに Ht9が最も高い頻度で出現

した (24.2%)。ハプロタイプネットワークでは，共通

のハプロタイプ (Ht1)を中心に各年級群のハプロタ

イプが認められた (Fig. 2)。ハプロタイプ多様度およ

び塩基多様度は，各集団間で顕著な相違はみられなかっ

た (Table1a) 0 Pairwise Fstは年級群聞において有意

な値を示し (Fst=0.3274: P<0.001)，年級群聞におい

て遺伝的差異が認められた。

mtDNACOI領域部分配列 486bpにおいて， 9サイ

トの塩基置換がみられ， 10種類のハプロタイプ (Ht1-

10， accession numbers: AB712412-AB712421)が検出

された (Table1b)o 2008年級群では年級群聞に共通す

るハプロタイプ (HtA)が56%と高い頻度でみられた

のに対し， 2009年級群では独自のハプロタイプ (HtI) 

が64%と高い頻度でみられた (Fig.3)。共通のハプロ

タイプ (HtA)を中心に各年級群の主なハプロタイプ

が認められた。 ルシャ川カラフトマス集団の年級群間で

は，ハプロタイプ多様度および塩基多様度に顕著な相違

はみられなかったが， Pairwise Fstが有意な値 (Fst=

0.4870 : P< 0.001)を示したことから遺伝的差異が認

められた。

Table 1 Haplotype distribution and haplotype (H) and nucleotide (π) diversities in the mtDNA ND5 (a) and COI (b) regions of 
Rusha River pink salmon 
(a) 

Broodline Ht1 Ht2 Ht 3 Ht4 Ht5 Ht6 Ht7 Ht8 Ht 9 Ht 10 Total H π 

2008 68 。 6 6 5 3 2 1 1 。 92 0.445:t 0.063 0.0020:t 0.0016 
2009 29 39 。。。。。。。 1 69 0.511土0.024 0.0012:t 0.0011 
Total 29 39 6 6 5 3 2 1 l 1 161 

(b) 

Broodline HtA HtB HtC HtD HtE HtF Ht G Ht H HtI HtJ Total H π 

2008 51 。32 。 5 。 1 1 1 。 91 0.565:!: 0.034 0.0014:!: 0.0012 
2009 17 58 。11 。 3 。。。 1 90 0.539:t 0.051 0.0030:!: 0.0020 
Total 68 58 32 11 5 3 l 1 1 l 181 

Hand π: mean:tSD 
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ルシャ川カラフトマス集団の mtDNAのND5領域の

ハプロタイプ多様度および塩基多様度は，サクラマス集

団におけるそれらと類似した値を示した。9)ルシャ川カ

ラフトマスの年級群聞の PariwiseFstにおいて，遺伝的

分化が認められたことは，これまでの研究を支持する結

果となった。5，6)mtDNA の進化速度は 0.01~0.02 /百万

年であり 5，10)年級群聞の遺伝距離 (ND5: 0.08， COI: 

0.21)であることから分岐年代を推定したところ，奇数

年級群と偶数年級群は 4万年~21 万年前の更新世に分

岐したと推定される。このことは，サケ属魚類は更新世

に日本海付近で分岐したという仮説， 15)および奇数年級

群と偶数年級群は 1万年前の最終氷期以前に異なる避

寒地から分岐した16，17)という先行研究を支持している。

今回の研究結果}レシャ川カラフトマスには年級群聞

では遺伝的分化が認められ，遺伝的多様度は高かった。

今後，わが国のカラフトマス集団の遺伝的多様性の保全

のためには，遺伝的集団構造の継続的なモニタリングに

よる各集団の遺伝的多様性と独自性を維持していくこと

が必要である。
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