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緒　　言

　クマ類の生息数は、ジャイアントパンダ（Ail　Uiopoda　melanoleuca）を含む8種のうち

6種において減少しつつある（Cowan，1972：Ser　vheen，1990）。本研究で扱ったヒグマ

（Urs　us・arctos）はクマ類の中ではもっとも広範囲に生息しているが、1800年代の半ば

以来、猟銃の進歩やヒトの生活域の拡大あるいは生息地の破壊によってその生息域は顕

著に減少してきた（Ser・vheen，1990）。ヨーロッパでは多くの地域で絶滅に瀕している

状態で、生息域の分断化が進行しており、すでに絶滅した地域もある（Cur　ry・Li　ndahl，

1972）。現在、将来に安定して生息し得るのは、元ソヴィエト連邦の北部、アラスカそ

れにカナダのヒグマにすぎない（Ser　vheen，1990）。

　北海道のヒグマ（Urs　us　arctos　yesoensis）についても、その生息域は減少、分断化さ

れ、全体の生息数も減少しつつあると考えられる（北海道，1994）。1900年代後半に始

まった北海道開拓以来ヒグマは害獣として扱われ、一貫した駆除が行われた結果、1980

年代には北海道北部地域で生息数および生息域の急激な縮小が起きている（青井，1ggo）。

北海道では、アンケート調査を中心としたヒグマの分布に関する調査を行っているが、

1984年と1991年の調査の結果を比較すると、1991年の調査において生息区画数が増加

しているのは上川支庁のみで他の支庁ではすべて減少している。特に、根室支庁、石狩

支庁および宗谷支庁では半減以下の減少率を示し、胆振支庁をはじめとする5支庁では

30％以上の急減を示した。唯一減少のみられなかった上川支庁でもその増加率はわずか

3％にすぎない（北海道，1994）。このような生息域の減少傾向の中、生息域の分断化

も進行し、現在では北海道のヒグマは、アンケート調査による分布の空白域に沿って、

図1に示した5つの地域に生息域をもつ個体群（地域個体群）に分けられると考えられる

（北海道，1994）。本研究においてもこの5画面地域個体群をもとに検討した。最近に

なってヒグマに対する保護管理の必要性が提唱され、1966年に導入された「春グマー斉
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駆除制度」が廃止された。これにより積極的な駆除の歴史に終止符は打たれたが、生息

地である森林の開発は今なお続けられ、進行しつつある生息域の分断化は繁殖に参加す

る個体数の減少、ならびに繁殖率の低下に拍車をかけつつある。

　生息地の分断化が進み、孤立しつつある個体群に対しては、生息環境、個体数あるい

は繁殖に関する情報を収集するとともに、保護管理の基礎となる単位（管理ユニット）

を定め各ユニットに最適な保護管理計画を立て、それを実行するといった組織的で徹底

的な保護管理が必要とされる。また、世界的に、クマ類の多くの個体群について積極的

な保護管理が必要とされていることも事実である。以上のような背景から、保護管理の

ための基礎的情報を得るための研究が、特に、北アメリカのクマ類に関して集約的に進

められてきた。具体的には、直接観察による調査、ワナによる捕獲個体の標識放逐と再

捕獲あるいは電波発信機によるラジオテレメトリー調査などが、ヒグマおよびアメリカ

クロクマ（Urs　us・americanus）を対象に行われている。これらの調査の結果、子の分散

様式が雌雄で異なっており、雌が生誕地域にとどまるのに対して雄は広い地域に分散す

ることや、血縁雌間あるいは非血縁盤面の行動圏をめぐる関係などについて明らかにさ

れてきた（Rogers，1976，1977；Elowe　and　Dodge，1989）。さらに、ラジオテレメトリ

ーあるいは狩猟個体から得られた情報による年齢構成、繁殖率および死亡率の推定が試

みられており、保護管理の対象となる個体群についての個体数の増減の推移あるいは、

今後におけるその傾向について論じられている（Bunnell　and　Tait，1985）。

　北海道のヒグマに関する研究の歴史はまだ浅く、アンケート調査による分布の変遷や、

狩猟統計の分析による個体群の動向（梶，1982）、捕獲個体の性あるいは年齢の構成（青

井，1985；Mano，1987）および捕獲個体の生殖器の分析による繁殖状態の推定（Tsubota

et・a1．，1993）に関する報告がなされている。そして、地域個体群の生存率と繁殖率から

その個体群における個体数の減少を示唆した研究は最近になってようやくみられるよう

になったばかりである（間野，1993）。

　個体群の保護管理を考える上で、これまでに述べたラジオテレメトリーなどの手法で

3
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対象とする個体群に関する情報を得ることは必要不可欠であるが、同時に対象とする個

体群の遺伝子構成を把握することも重要であると考えられる。生息地域の分断化は地域

個体群の縮小をもたらし、それが進行すれば近親交配が起り急激な個体数の減少へと向

かう恐れもある。また、アンケート調査などによってある程度の分布状況は明らかにな

るが、地域個体群間に個体の移動がどの程度あるのか、あるいは隔離されていると思わ

れている個体群の孤立の程度までを計り知ることはできない。このような点を明らかに

し、将来保護管理の基準となるような管理ユニットを作成する上で、遺伝子構成に関す

る情報は必要不可欠である。

　ヒトを含む生物種に関して、ゲノム全体の遺伝的変異を視野に入れた分析が行われる

ようになったのは、ゲル電気泳動が用いられるようになってからである（Harris，1966；

Lew　ontin　and　Hubby，1966）。以降、血液や臓器に含まれるいくつかのタンパクや酵素

の遺伝的変異を電気泳動法を用いて1つ1つ検索する方法によって、1984年までに1000

種を越える動植物についてのデーータが集約された（Nevo　et　aL，1984）。さらに、最近

では核DNAの変異を直接検索する事で、対象とする種内あるいは個体群内の変異につい

て研究されるようになった（：Kreitman，1983；Gilbert　et　a1．，1990）。

　これまでに、クマ類に関する遺伝的変異に関する研究として、タンパク多型を用いた

種内変異に関する研究が、アメリカクロクマとホッキョクグマ（Ursus　maritimus）につ

いて報告されているが、検出された変異はきわめてわずかで個体群としての低変異性を

考察するにとどまっている（Allendor　f，1979；Manlove，1980）。最近になってミトコン

ドリアDNAの変異を扱った研究もみられるようになり、主に、種間の変異を検討したも

のが多く報告されているが（Shiclds　and　Kocher，1991；Taberlet　and　Bouvet，1992；

Zha　ng　and　Ryd　er，1993）、：Kohn　et　aL（in　press）は、ヨーロッパのヒグマ（Urs　us

arctos・arctos）の6つの地域個体群における遺伝的変異を検索し、遺伝子構成を明らか

にした。また、Paetkau　and　Str　obeck（1994）は、マイクロサテライトDNAによる核

DNAの検索で3つの地域個体群に関して個体群内の遺伝的変異を検討し、ニューーファン

聾
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ドランド島の個体群が大陸の個体群と比較して遺伝的多様性が著明に低いことを示した。

　本研究では、これまでに他の動物種や地域の個体群について調べられてきた遺伝的変

異に関する研究の手法を北海道のヒグマの個体群に応用し、ヒグマの遺伝的多様性につ

いて検討した。

　第1章：材料の収集の際に応用した塩酸チレタミンと塩酸ゾラゼパムの混合薬による

化学的不動化について述べた。

　第2章：捕殺個体から得られた筋組織材料を用い、タンパク多型による遺伝的変異の

検討を行った。

　第3章：飼育個体についてミニサテライトプローブを用いたDNAフィンガープリント

法による個体識別および父子判定を試みるとともに、野生個体の遺伝的多様性と地域分

化について検討した。

　第4章：全道各地域個体群の捕殺個体から得られた肝を材料とし、ミトコンドリア

DNAの多型による遺伝的変異性について検討した。
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第1章：塩酸チレタミンと塩酸ゾラセパムによる化学的不動化

はじめに

愉

　野生動物から生体試料を得る際にその不動化法の選択は、重要な問題である。小型の

草食獣であれば、物理的な不動化の適用も考えられるが、大型の肉食獣では薬物を用い

た化学的不動化が必要である。化学的不動化に使用する薬物は、体重を推定に頼らなけ

ればならないことから、安全域が広くなければならない。野生動物では雌雄の判別も困

難な場合が多いため、雌雄による効果の差も少ないものが求められる。さらに、作業す

る側の安全性の面からも、安定した効果の得られることが要求される。北海道のヒグマ

を含め、クマ類の化学的不動化には、これまで塩酸ケタミン（ket　amine　hyd　rochl　oride）

と塩酸キシラジン（xyl　azi　ne　hydrochl　oride）を併用する方法が多く用いられてきた

（Addison　and　KOI　enosky，1979；聡eα砿，1981；Tsubota　et　a1．，1991）。この薬剤の組

み合わせば、特に、塩酸ケタミンの用量において安全域が広く、雌雄による感受性の差

もないようである（Tsubota　et　aL，1991）。しかし、不動化薬を投与する際に使用する

吹き矢のタマに充填できる薬液量は限られているのに対し、塩酸ケタミンが200mg／ml

以上の濃度で調製できないことから必然的に薬液量が多くなるため、数度に分けて投与

しなければならない。実際、野外でヒグマの不動化を行う場合出来る限り興奮させずに

早く導入を行うことが必要であり、薬剤の投与回数は出来る限り少なくすることが望ま

れる。

　近年、200種を越える様々な生物に応用され、多くのクマ類に関する使用例の報告が

あり（Schobert，1987）、アメリカクロクマ（Urs　us　americanus）では広く応用されてい

る塩酸チレタミン（ti1　etami　ne　hydrochl　orid。）と塩酸ゾラゼパム（zol　azepa　m

hydrochl　oride）の混合薬は、少量で不動化を行うことができその効果も優れているとい
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われている（Schobert，1987；（｝ibeau　and　Paquet，1991）。そこで、今回この塩酸チレタ

ミンと塩酸ゾラゼパムの混合薬を飼育下および野生のヒグマに応用し、塩酸ケタミンと

塩酸キシラジンの併用例と比較検討した。

材料と方法

　塩酸チレタミンと塩酸ゾラゼパムの混合薬の実験に用いたヒグマは、のぼりべつクマ

牧場で飼育されている20頭と1993年に渡島半島南西部でドラム缶ワナで生け捕りにし

た9頭である。また、塩酸ケタミンと塩酸キシラジンを併用したヒグマは、のぼりべつ

クマ牧場で飼育されている23頭および1992年に渡島半島南西部で生け捕りにした3頭で

ある。

re

飼育個体に対する応用

　不動化薬の投与に先立って硫酸アトロピン（atropine　sulfate；アトロピン，田辺）

0．OO5　一〇．O　1　mg／kgを前投薬として投与した。その10分後に、塩酸キシラジン（Cel　aαar，

Bayer，　Ger　many）は100mg／mlに調製したものを1mg／kg、塩酸ケタミン（ケタミン原末，

三共）は200mg／mlに調製したもの10ml／kgを混合して初期投与し、必要に応じて塩酸ケ

タミン（ケタミン原末あるいはケタラール50，三共）の追加投与を行った。また、

100　mg／　mlに調製した塩酸チレタミンと塩酸ゾラゼパムの混合薬（Zol　eti1100，　Virbac，

Fran㏄）においても硫酸アトロピン投与10分後に、2－3mg／kgを初期投与し、必要に応

じて1－1　．5　mg／kgの追加投与を行った。なお、薬液の投与は主に突き槍式の注射器（一

部吹き矢）を用い、導入後はディスポーザルのシリンジを用いた。

　不動化薬を投与した後、刺激に対する反応がなくなり安全に作業ができる状態になっ

た時点を導入とし、それまでの時間を分単位で計測した。導入後は、採血などの作業を

鱗灘
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進めると同時に体温、呼吸数および心拍数を計測した。作業後は安静を保ち、頭部を挙

上した時点を覚醒としこの時間も計測した。ただし、作業上の都合ですべての個体につ

いてすべての項目を測定することはできなかった。

．
●

野生個体に対する応用

　野生個体の場合は、飼育個体と異なり事前に体重を測定することは不可能である。し

たがって、推定体重に従って飼育個体同様硫酸アトロピンを前投与し、10分後に不動化

薬の投与を行った。i薬液の投与には、容量3mlの吹き矢か、ディスポーザルのシリンジ

を用いた。測定した項目についても飼育個体と同様であるが、野生個体については採血

以外に電波発信機の装着、耳票の装着、体重などの測定および年齢査定のための抜歯な

どを行ったため、作業時間が長くなっている。また、ここでも一部測定できなかった項

目があるが、特に、覚醒の時間については作業に従事する者の安全を考えて測定しなか

った。

結果

■ 　飼育下、野生個体に対して2種類の不動化薬を用いたときの投薬量、導入面心などの

各測定値を表1（飼育下）および表2（野生個体）に示した。野生個体については、不動

化後に計測した体重より算出したkgあたりの投薬量を示した。2種類の不動化薬間の比

較では、導入時間、体温、呼吸数ともに有意差は認められなかった（Mann・Whi　tneyのU

検定）。一方、体重あたりの薬液量の比較では、塩酸チレタミンと塩酸ゾラゼパムの混

合薬が有意に少ない値を示した（Mann・Whi　tneyのU検定）。

　塩酸チレタミンと塩酸ゾラゼパムの混合薬については、投薬量および導入時間につい

て雌雄差を検討したが、有意な差はみられなかった（Mann・Whi　tneyのU検定）。また、

飼育下の個体における覚醒までの時間は、表3に示した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8
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表1飼育個体における化学的不動化薬の投薬量と各測定値の比較

投薬量および

　測定値 塩酸ケタミン1）（供試頭数）

塩酸チレタミン

塩酸ゾラゼパム （供試頭数）

体重（kg）

薬用量（mg／kg）

薬液量（ml／kg）

導入時間（分）

直腸温（℃）

呼吸数（／分）

心拍数（／分）

248．3　±101．2　（23）

　8．　68　±　3．　26　（23）

　O．　043±　O．　016a　（23）

16．6　±　6．9　（9）

37．4　±　O．5　（13）

13．1　±　7．0　（12）

59．2　±　13．1　（5）

263．7　±104．9　（20）

　3．　49　±　1．　56　（20）

O．　03s±　o．　016b　（20）

14．0　±　10．0　（15）

37．1　±　O．5　（6）

16．0　±11．0　（11）

89．0　±　14．0　（4）

　数値は、平均値±SD、a，b間に有意差あり（P〈0．05）。

　1）塩酸キシラジンと併用。

表2野生個体における化学的不動化薬の投薬量と各測定値の比較

投薬量および

　測定値 塩酸ケタミン1）（供試頭数）

塩酸チレタミン

塩酸ゾラゼパム （供試頭数）

体重（kg）

薬用量（mg／kg）

薬液量（ml／kg）

導入時間（分）

直腸温（℃）

呼吸数（／分）

心拍数（／分）

108．7　±57．4　（3）

10．4　±　2．6　（3）

　O．　052±　O．　013　（3）

20．0　±　12．3　（3）

37．5　±　O．5　（3）

11．3　±　7．6　（3）

74．0　±　14．1　（3）

60．0　±29．5　（9）

　3．86　±　L45　（9）

　O．　039±　O．　015　（9）

14．0　±11．0　（9）

37．9　±　O．3　（8）

16．0　±　2．0　（9）

118．0　±20．0　（7）

数値は、平均値±SD。

1）塩酸キシラジンと併用。
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表3　飼育下のヒグマの塩酸チレタミンと塩酸ゾラゼパムの混合薬を用いた不動化にお

いて覚醒に要した時間

ヒグマ

No．
性別

覚醒までの時間（分）

初期投与から 導入から 最終投与から

b
《
ゾ
0
0
く
ゾ
4
，
く
」
1
0
く
」

　35

　74

　41

　40

　55

計測せず

計測せず

　20

　40

計測せず

計測せず

計測せず

計測せず

計測せず

6
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考察

　今回の実験において、塩酸チレタミンと塩酸ゾラゼパムの混合薬を用いることにより、

有意に薬液量が少なくなることが示された。さらに、この製剤がフリーズドライ品であ

るため最大400mg／m1まで濃度を高めることができることから、体重の大きい個体にも

少ない薬液量で対応することが可能で、今回得られた結果以上の有用性があると思われ

る。使用対象の動物の大きさや薬液の投与方法に応じて、場合に応じた対応が可能であ

る。また、今回のように通常濃度の使用では、高濃度の塩酸ケタミンのように結晶が析

出する（Lee　et　a1．，1981）こともなく、寒冷時の使用にも耐え得ると考えられる。

　不動化中のヒグマの状態は、個体間に大きな差がなく安定しているといえる。呼吸数

の時間の経過による変化は、実際に継時的なデータを取ったわけではないので経験的な

ことしかいえないが、比較的不動化の状態をよく反映していると思われ、毎分10－20回

程度を維持していれば安定した不動化の状態であると考えられる。また、今回の実験か

らは材料が少なく確かではないが、表3に示したように野生個体に対する導入時間につ

いては、過去の塩酸ケタミンと塩酸キシラジンを用いた報告（Tsubota　et・al．，1991）と

比較するとやや短いように思われる。しかし、導入時間には個体の状態が大きく関わっ

ていると思われ、興奮状態にあれば当然延長すると考えられることから、塩酸ケタミン

と塩酸キシラジンを併用した場合（Tsubota　ef砿，1991）と同様に個体差が大きい。雌

雄問の比較においては、効果を得るための投薬量および導入時間に有意差は認められな

かった。しかし、個体差が大きいことを考慮すると、各測定値に関して個体差を生ずる

原因を整理した上で、さらに、例数を増やして検討する必要があると思われる。

11
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小括

b

　飼育下および野生のヒグマに対して、塩酸キシラジンと塩酸ケタミンの併用と塩酸チ

レタミンと塩酸ゾラゼパムの混合薬を化学的不動化薬として使用し、投薬量および効果

について比較した。その結果、薬液量に関しては、塩酸チレタミンと塩酸ゾラゼパムの

混合薬で有意に少なく、導入時間、直腸温、呼吸数および心拍数については差がみられ

なかった。また、雌雄間で効果を得るための投薬量および導入時間に有意な差は認めら

れなかった。

　以上の結果より、一度の投薬量が限られる一方で少ない投薬回数が求められる大型の

野生動物に対して、塩酸チレタミンと塩酸ゾラゼパムの混合薬は、有用であることが示

された。

，
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第2章　タンパク多型による遺伝的変異の推定

はじめに

b

・
6
・

　これまで生物の個体群における遺伝的変異性を評価する方法としては、血液や組織中

に含まれる何種類かのタンパクをその生物種が持つすべての遺伝子座から任意抽出され

た標本標識とみなし、電気泳動法により変異を検索しゲノム全体としての遺伝的変異の

レベルを推定する方法が、一般に用いられてきた。Nevo　et　a1．（1984）は全世界の

1，111種の動植物について14以上の座位におけるタンパク電気泳動のデータを収集した。

その結果、脊椎動物では無脊椎動物や植物に比較して遺伝的変異のレベルは一様に低く、

哺乳類184種の平均ヘテロ接合度は4。1％および多型遺伝子座の割合は19．1％と脊椎動物

の中では最低であったと報告している。

　クマ類に関しては、これまでホッキョクグマ（Urs　us・maritimus）とアメリカクロクマ

（UrS　US　americanUS）について、タンパク電気泳動のデータが報告されている。ホッキ

ョクグマの場合、多型を示す座位は認められず、平均ヘテロ接合度は0％（All・endor・f・et

aL，1979）、また、アメリカクロクマについては、各地域集団内の平均ヘテロ接合度が

1．3－3．1％および多型遺伝子座の割合は7．7－17．6％と報告されている（Manlove　et・a1．，

1980）。これらの2種のクマ類に関しては、他の哺乳類と比較して遺伝的変異が低いよ

うである。

　この章では、まだ報告のない北海道のヒグマの遺伝的変異を調べるため、タンパク多

型に関する検討を行った。

騨　　　灘灘羅『・」’・騰霞　ひ
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材料と方法

　材料には、1991年に採取した筋組織のうち、図1に示した5つの地域個体群の3つから

計10頭の材料を選び分析に用いた（表4）。タンパク多型の検索は、表5に示した21の

遺伝子座について行った。分析に際して筋組織はホモジナイズし、カニクイザルと鳥類

のタンパク多型の検索に用いた方法を応用した澱粉ゲルによる電気泳動を行い、それぞ

れのタンパク質に特異的な染色を施した（Kawamoto　and　Ischak，1981；Cook　and

Buckley，1987）。澱粉ゲルによる電気泳動に用いた緩衝液の組成は表5に示した。

b

結果

　検索したすべての遺伝子座において多型は確認されなかった。検索した座位のうち

PGM（pho　sphog　lucomu　tase）に関して行った電気泳動および染色の結果を写真1に示した。

PGMは単量体の蛋白質であるが、すべての個体で検出されたバンドは1本で遺伝子型が

ホモであることを示していた。

b

考察

　これまでに報告のある日本の陸生哺乳類の遺伝的変異をみると、ニホンザル（Macaca

fusca　ta）、ニホンカモシカ（Capriαofnis　crispus）、ホンシュウジカ（Cer　vus　nippon

ceヵ舶1f5）、エゾシカ（Cer　vus　nippon　yes　oensis）、コキクガシラコウモリ

（Rhinoloρhus　c（）rnutus）およびユビナガコウモリ　（Minioρterus　schreibersi）で、

1．30－2．26％の平均ヘテロ接合度が得られている（：Nbzawa　et　aL，1977，1982；野澤，

14
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表4　タンパク多型の分析に用いたヒグマの捕獲地域

p
9

ヒグマ・No． 捕獲地域 地域個体群

b

上ノ国

　森

厚沢部

松前

夕張

三石

様似

浦河

浦幌

浜中

渡島半島

渡島半島

渡島半島

渡島半島

日高・夕張

日高・夕張

日高・夕張

日高・夕張

道東・宗谷

道東・宗谷

15
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表5　タンパク多型の分析に用いた遺伝子座

タンパク名（遺伝子座略号） 緩衝液組成1）

Adenosine　deaminase　（ADA）

Adenylate　kinase　（AK）

Creatinine　kinase　（CK）

Diaphorase　（Dia）

Esterase　（ES）

Esterase　D　（ESD）

Glutamine　oxaloacetate　transaminase　（GOTs，　GOTM）

Glycophospho　isomerase　（GPD

GIutamine　pyruvate　transaminase　（GPT）

Hexokinase（耳K）

Isocitrate　dehydrogenase　（［DHs，　ll）HM）

Lactose　dehydrogenase（LDHA，1工）HB）

Malate　dehydrogenase　（MDHS，　MDHM）

Mannose　phosphate　isomerase　（M　PD

Peptidase　（PEP）

6－Phosphogluconate　dehydrogenase　（PGD）

Phosphoglucomutase　（PGM）

1）各緩衝液の組成・1：0．1M　citrate　buffer　pH5．0（bridge），0．005M　citrate　buffer　pH5．0（gel）2：

O．155M　Tris－O．043M　citric　acid（bridge），　O．OIM　Tris－O．0029M　citric　acid（gel）　3：　O，04M　citric　acid－

O．067M　aminopropyl　morpholine　pH6．3（bridge），　O．002M　citric　acid－O．0034M　aminopropyl

morpholine　pH6．3（gel）　4：　O．128M　Tris－O．071M　boric　acid－O．003M　EDTA　pH8．6（bridge），　O．09M

Tris－O．05M　boric　acid－O．002M　EDTA　pH8．6（gel）　5：　O．3M　borate　pH8．0（bridge），　O．03M　borate

pH8．5（gel）　6：　O．IM　Tris－O．IM　maleic　acid－O．OIM　EDTA　pH7．4（bridge），　O．OIM　Tris－O．OIM　maleic

acid－O．OOIM　EDTA　pH7．4（gel）　7：　O．25M　Tris－O．05M　citric　acid　pH8．3（bridge），　O．017M　Tris－

O．0032M　citric　acid　pH8．3（gel）

16
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写真110頭のヒグマ（1－10）についてのPGM：についての澱粉ゲル電気泳動像。矢頭で示した
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1986）。これらの値は哺乳類の中でも低いと考えられるが、日本列島のように大陸から

切り離された島環境に生息する哺乳類は一般的に低変異となる傾向があるといわれてい

る（野沢・庄武，1985）。また、Manlove　et・a1．（1980）はアメリカクロクマの6つの

地域集団について35の遺伝子座におけるタンパク多型を調べ、遺伝的変異がアメリカ本

土に分布する他の哺乳類に比べ低いことを指摘しており、変異の程度が比較的隔離され

た個体群や島に生息する個体群と同等であると述べている。これらのことから推測する

と、少数であるものの、北海道の広い地域のヒグマから採取された材料に関してタンパ

ク多型による遺伝的変異が検出されなかったことは、クマ類が持つ低変異性と北海道と

いう他の地域と隔離された生息環境に起因しているのかもしれない。

今回の研究は、材料として用いたヒグマの数が少ないことから、さらに検討の余地が

あると考えられるが、北海道のヒグマにおける遺伝子構成を調べる上で、タンパク多型

の検索という手法では変異を検出することは困難であることが予想され、DNAレベルで

の研究など、さらに、精度の高い方法で遺伝的変異を検索する必要があると思われる。

小謡

北海道のヒグマの3つの地域個体群から回収された10頭のヒグマの筋組織について、

澱粉ゲルを用いた電気泳動を行い、21の遺伝子座におけるタンパク多型の検索を行った。

その結果、検索したすべての座位において変異は認められず、他のクマ類や日本の陸生

哺乳類と同じく、北海道のヒグマの遣伝的変異の低いことが推測された。また、北海道

のヒグマにおける遺伝子構成を詳細に調べるためには、精度の高いDNAレベルでの分析

が必要とされると考えられた。
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第3章　DNAフィンガープリント法の個体識別、父子判定および遺伝的変異の推定へ

　　　　の応用

はじめに

◎

　これまで、動植物の核DNAの変異を検出する方法としてはタンパク多型を用いた方法

が主に用いられてきたが、比較的新しい年代に起った変異を検討するためには精度の高

い方法が必要となりつつある　（Jin　and　Chakraborty，1994）。DNAはタンパクに比較し

て多型の頻度が高いことが知られており、近年、核DNAの塩基置換を制限酵素の切断部

位の変化によって検出するRFLP（restriCt　ion　fragment　1ength　pol　ymorphisms）あるいは

特定の塩基配列の繰り返しの数の違いによって変異を検出する方法であるVNrR

（variable　number　of　tandem　repeat）が核DNAの変異の検出に応用されるようになって

きた（石山，1989）。

　VNrRを応用した方法の1つであるDNAフィンガーープリント法は、ヒトについて

Jeffreys　et・a1．（1985a）によって最初に報告されている。ミニサテライトDNAを用いた

DNAフィンガープリントは、個体特有のバンドパターンを示し、しかも、メンデルの法

則に従って遺伝することから、法医学分野で個体識別や父子判定に用いられることで発

展してきた。この方法は、イヌやネコの父子判定（Jcffrcys　and　Mor　ton，1987）および

野生の鳥類における繁殖形態の解明にも応用されている（Burke　and　Bruford，1987；

Bur　ke　et　al．　1989；　Mor　ton　et　al．　1990）　o

　しかし、遺伝的変異を検討しようとする場合には、ミニサテライトDNAのようなマル

チローカスプローブを用いたDNAフィンガープリントからは遺伝子座の数や対立遺伝子

に関する十分な情報が得られないため、タンパク多型などから得られた遺伝的変異を表

す指数との比較が困難であった（Jin　and　Chakraborty，1994）。そのため、　DNAフィン
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ガープリント法を用いた遺伝的変異に関する報告では、独自の指数を用いて遺伝的変異

性が考察されている（Gillbert　et・a1．，1990）。しかし、　DNAフィンガープリントから遺

伝子座や対立遺伝子に関する推定ができれば、同時に複数の遺伝子座について検討が加

えることが可能であり、野生個体群の遺伝子構成を考える上で有用であると考えられる。

　そこで本章では、まず、ヒグマに対してDNAフィンガープリント法を用いた個体識別

および父子判定が可能であるかどうかを検討した。さらに、遺伝子座および遺伝子多様

度に関する推定法（Jin・and　Chakraborty，1994）を用い、実際にヒグマの地域個体群内、

あるいは地域個体群間の遺伝的変異の定量を行い、北海道のヒグマの遺伝的変異性につ

いて検討した。

6
■
▼
◆

材料と方法

■

　個体識別および父子判定では、のぼりべつクマ牧場で飼育されている4つの家族を含

む47頭のヒグマを用いた。これらの一部は野外で捕獲されたヒグマであるが、その他は

牧場内で繁殖したヒグマである。

　遺伝的変異の推定に用いたヒグマは、渡島半島南西部（渡島半島地域個体群）で生け

捕りにした13頭および知床半島（道東・宗谷地域個体群）で生け捕りにした13頭の合計

26頭およびのぼりべつクマ牧場で飼育されている6頭を用いた。また、地域分化の検討

には、のぼりべつクマ牧場で飼育されているヒグマのうち、捕獲地点の明らかな6頭お

よび渡島半島南西部と知床半島で捕獲したそれぞれ1頭ずつ、合計8頭を用いた。のぼ

りべつクマ牧場のクマの捕獲地域は、表6に示した。

DNAフィンガープリントの作成

DNAの調製：　ヒグマの擁側皮静脈あるいは頚静脈より、抗凝固剤としてヘパリンを
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表6　のぼりべつクマ牧場で飼育されているヒグマのうちDNAフィンガ

ープリント法による分析に用いた6頭の捕獲地域

ヒグマ・個体番号 捕獲地域 地域個体群

）

1

2

3

4

5

6

丹
石
内
冠
日

積
熊
静
新
羅
紋別

渡島半島

渡島半島

日高・夕張

日高・夕張

道東・宗谷

道東・宗谷

b
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含んだ真空採血管（Ven　oj　ect，Ter　umo，　Japan）を用い、血液を10ml採取した。血液より

白血球を分離iするため、1，300×9、10分間の遠心を行った後、バフィーコートを取り出

し10mlのTNB　buffer（10mM　Tris，100mM　NaClおよび5mM　EDTA）に懸濁した。懸濁

液に最終濃度50μ1／mlのProt。inase　K（Sigma，　USA）と0．5％のsodium　dodecyl　sulfate

（SDS，　Eastman：Kod　ak，　USA）を加え、37℃で1晩インキュベートした。その後、等量

のTE　buffer（10mM　Tris，1mM　EDTA，　pH8．0）飽和フェノールで3回およびクロロホル

ムで1回DNAの抽出を行い、3倍量のエタノールを加えて沈殿したDNAを回収した

（Sambrook　et　al．，　1989）　o

　制限酵素による消化と電気泳動：　1個体当たり、10μgのDNAサンプルを制限酵素

紐刀fIとHa・elll（ニッポンジーン，Japan）で消化し、0，8％のアガロースゲル（長さ15cm）

を用い30Vで20－24時間電気泳動を行った（Sambrook　et　aL，1989）。泳動後のゲルは、

アルカリ処理でDNAを1本鎖にした後ニトロセルロース膜にプロッティングを行った

（Sou　t　her　n，　1　9　7　5）　o

　プローブDNAの調製：　ミニサテライトDNA、　Myoは、　DNA標識キット（Mul　tiprime

DNA　labclling　systcm，　Amersham，　USA）を用いたランダムプライム法によって［32P］一

dCrPで標識した（F　ei　nberg　and　Vogelstein，1983，1984）。Myoの塩基配列は、

5LGACCGAGGTCTAAAGCTGGAGG・3’である（本間・石山，1987）。

　ハイブリダイゼーション：　ニトロセルロース膜は、55℃のハイブリダイゼーション

液［5×SSC、20mM　Tris・HCl（pH8．0）、1mM　EDTA、1％SDSおよび10μg／ml　yeast　tRNA］

中で、4－12時間プレハイブリダイゼーションを行った後、2．0×106cpm／mlになるよ

うにプロv・…ブDNAを加え55℃で1晩ハイブリダイ・＝ビーションを行った（Sambrook　et　a1．，

1989）　o

　ハイブリダイゼーションの終わったニトロセルロース膜は、42℃の1×SSCと室温の

0，25×SSC中で洗浄し、一80℃で3日間オートラジオグラフィーを行った。

22

羅．　懸　　灘’　　照

’≦　ﾋ懸　。　羅三三　灘毫
mescww



レ

個体識別

　作成したDNAフィンガープリント像の多型を示す2．0キロ塩基対以上のバンドから、

Jeffreys　et・a1．（1985b）の方法に従ってバンドパターンの多様性を求めた。バンド共有

率xは、41頭の成獣から田刀fIについては45、　Ha・elllについては33組を任意に選び、それ

ぞれのバンドパターンを比較して次式により算出したxの平均値を求めた。

　　　x＝　［（Nab／　Na）＋　（Nab／Nb）］　／2

ここで、NaとNbは個体aとbのバンドの総数を示し、　Na　bは個体aとbに共通なバンド数で

ある。

　また、同一のバンドパターンが出現する確率（m）は、次式から求めた。

　　　　M．．m

ここで、mはDNA断片数の平均値を示す。

　比較に際しては、各個体間で同じ移動度でどちらも容易に観察される濃さのバンドを

同一の遺伝子座の同一対立遺伝子由来と判定した。また、各個体の同一位置に観察され

るバンドのうち、極端に薄いバンドはバンドとして判定しなかった。バンドと対立遺伝

子の関係は過去の報告（Jcffreys　et・a1．，1986；Honma　and　Ishiyama，1989a）に従い、1

つの遺伝子座に2つの対立遺伝子が存在し、それらを優勢（＋）と劣性（・）とし、それ

ぞれの頻度をq（＋）と1－9（一）と仮定した。バンドが観察されるのは、ゲ（＋／＋）あるいは

g（1　一q）（＋／・）の場合で、バンド共有率xは、x＝2g（1　一q）で表される。

父子判定

母親とその子どものDNAフィンガープリントの比較から、父親である可能性のある雄の

出現する確率（m）を、次式により計算した（Jeffrcys　et　aL，1985b）。

　　　n＝xn

ここで、刀は母子のDNAフィンガープリントの比較で父親由来であると考えられるバン

ドの数である。
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　　遺伝指数の算出

　　　遺伝子多様度（H）および遺伝子分化係数（（］ST）の補正推定値は、　Stcphens　et・a1．

　　　（1992）とJin　and　Cha　kraborty（1993，1994）の方法に従って以下のように算出した。

　　　DNAフィンガープリント中に観察されるすべてのバンドを、優i性の遺伝形質として考

　　えると、k番目の対立遺伝子の頻度（Pk）は、次の式で表される。

　　　　　　　Pk＝（1一》’T：一St）

　　ここで舐は、左番目のバンドの出現頻度を現す。

　　　そして遺伝子座の数（L）と遺伝子多様度（劫の補正推定値は、次式で求められる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゑア　　　　　　　L＝Lm＋f（1一　A－Sk）．2，　Sk／》A一　sk

　　　　　　　　　　　　k＝「1　　　　　　　　　　　　　　8n

　　　　　　　　ハ　　　　　H＝（ΣSk／L）一1
　　　　　　　　k＝1

ここでApはすべての多型を示す遺伝子座の対立遺伝子数を示し、　Aはすべての対立遺伝

子数を示す。また、Lmは多形を示さない遺伝子座の数とし、刀は検査頭数を示す。

つぎに、遺伝子分化係数（σST）はNei（1987）により次式のように表された。

　　　　　　　　　HT・Hs
　　　　　GST＝
　　　　　　　　　　HT

ここでHSは、　HS＝・£kHk／sで表され、そのときdeはk番目の地域個体群内の遺伝子多様度、

sは地域個体群数である。また、HTは総遺伝子多様度を示し、今回は以下の2通りの方

法によって求めた。1つは、野外で生け捕りにした2地域個体群の1頭ずっと飼育されて

いる6頭の合計8頭のヒグマから対立遺伝子頻度（Pk）を求め、もう一方では、野外の2

地域個体群のヒグマ26頭から対立遺伝子頻度（Pk）を求めた。
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結果

個体識別

　制限酵素HinfiとHa・elllを用いて作成したDNAフィンガープリントの1部を写真2に示

した。それぞれ、およそ10本の多型を示す2．0キロ塩基対以上のバンドが、各レーンに

観察された。すべてのDNAフィンガープリント像から得られたバンド数、バンド共有率

xおよび平均対立遺伝子頻度qを表7に示した。2．0キロ塩基対以上で同一なバンドパター

ンの出現する確率（Pl）を求めたところ、th’nfIでは　0．699・9＝2．5×10“2およびHa・elllで

は　0．8310・8＝1．3×10・1が得られた。

）

L
■
7
1

父子判定

　親子関係の明らかな4家族の内の1家族（表8，No．1）についてHin　fIを用いて作成し

たDNAフィンガープリント像を写真3に示した。母親（M）とその子ども（0）のバンド

パターンを比較すると母親にはみられない2本のバンド（矢頭）が子供には存在した。

この2本のバンドは父親であるF1のバンドパターンにも観察された。一方、他の家族の

父親であるF2のバンドパターンには、この2本のバンドは観察されなかった。4家族の

DNAフィンガープリント像について、父親由来と考えられるすべてのバンドを持つ雄の

出現する確率（n）を、表8に示した。

遺伝的変異の推定

　写真4に、渡島半島南西部と知床半島のヒグマから得られたDNAフィンガープリント

を示した。2つの地域個体群に対する対立遺伝子頻度（Pk）、遺伝子座数（L）および

平均遺伝子多様度（功は、表9に示した。片方の地域個体群にのみ存在する対立遺伝子

は、表に挙げなかった。知床半島の地域個体群における平均遺伝子多様度の推定値は、

渡島半島南西部の地域個体群における値よりも小さく、知床半島のヒグマの遺伝的多様
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写真2　ヒグマのDNAフィンガープリント像。のぼりべつクマ牧場で飼育されている個

体から任意に選択した15頭（1－15）について制限酵素紐刀fl（a）とHa・elll（b）でゲノ

ムDNAを消化し、電気泳動、サザンプロッティングの後ミニサテライトプローブMy　oと

ハイブリダイゼーションを行った。サイズマーカーとしてth’ndll　1で消化したλDNAを用

いた。
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写真3制限酵素HinfIを用いて作成した1組のヒグマの親子のDNAフィンガープリント

像。Mは母親、0は子ども、　F　1は父親、　F　2は血縁関係にない雄のDNAフィンガープリン

ト像を示している。矢頭は父親由来のDNA断片（バンド）を示している。
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表8 DNAフィンガープリント法による父子判定

“ 《
親子 父親由来のバンド数 P2a）

No． 田hfI　　　　1瞼θIII 1五ηfI 魚θIII

1 2　　　　　　　　　1 0．48 0．83

2 2　　　　　　　　　0 0．48 1．00

3 3　　　　　　　　　5 0．33 0．39

4 4　　　　　　　　　3 0．23 0，57’

a） すべての父親由来のDNA断片を持つ雄の出現する確率。

の 《
P2＝ノ1 x：バンド共有二

＝F父親由来のバンド数

難
轟，・　．鑛．・　　　　　1・1駝r．騨　・二二獣　　’畢、・

騨
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騨

b．知床半島

写真4　渡島半島南西部（a）と知床半島（b）で生け捕りにしたヒグマ各13頭（1－13）

のDNAフィンガープリント像。サイズマーーカーとしてth’ndll・1で消化したλDNAを用いた・

30
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禽

表9　遺伝子座の数と平均遺伝子多様度の推定

k番目の対立遺伝子頻度（．Pk）

対立遺伝子 渡島半島南西部 知床半島

廟／Q

画面

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
よ
　
一
⊥
　
－
⊥
　
■
⊥
　
4
⊥
－
⊥

O．445

0．321

0．080

0．321

0．080

0．723

1．000

0．216

0．723

0．723

0．723

0．520

0．168

1．000

1．000

O．445

0．226

0．039

0．080

0．168

1．000

0．380

0．445

0，445

0．380

1．000

1．000

0，168

1．000

1．000

遺伝子座の数（L）

遺伝子多様度（H）

7．858

0．302

7．746

0．241

’
一
、
竃
蓬
で
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性が渡島半島南西部のヒグマよりも低いことを示している。

　表10は、遺伝子分化係数についてまとめたものである。HTは種全体の遺伝子多様度

を示し、HSは地域個体群内の平均遺伝子多様度を示す。遺伝子分化係数によって示され

る地域個体群間の遺伝子多様度は、種全体の遺伝子多様度の7．9および19．5月分算出され、

HTの求め方により差がみられた。渡島半島南西部と知床半島の全個体からHTを求めた

場合の遺伝子分化係数は、北海道の8地点の個体からHTを求めた場合に比べ大きかった。

噸
．
塾
▲
■
馳
藍
冨
7

一一t

の％

飾

考察

　ミニサテライトプローブMyoを用いて作成した日本人のDNAフィンガープリントから

得られた4．4－23．1キロ塩基対におけるバンド共有率xは0．192と低い値を示しており、

このプローブを用いたDNAフィンガープリント法が個体識別や父子判定に有効であるこ

とを示している（Honma　and　Ishiyama，1989b）。さらに、　Myoをニホンザルやエゾヤチ

ネズミの父子判定に応用した報告もあり、バンド共有率は示されていないもののその有

用性が示されている（lnoue　et　aL，1990；Ishibashi　et・a1．，1992）。本研究で得られた

王伽fIを用いた場合のバンド共有率xは、0．69であり、イヌやネコなどの家畜から得られ

た数値（Jeffreys　et　aL，1987；George　et・a1．，1988）に近く、ミニサテライトプローブ

Myoを用いたDNAフィンガープリント法がヒグマの個体識別にも応用可能であると考え

られた。

　父子判定への応用に関しては、4家族においてDNAフィンガープリントは正しい親子

関係を示した。しかし、表8に示したように父親由来と思われるバンドの数が少ない場

合もあり、父親候補の雄が多い場合は父親の特定が困難であると考えられた。父親候補

の雄が少ないか、あるいはNo．4の親子のように比較的多くの父親由来と思われるバン

1
　
’
1

　
↑
・
守
ナ
ー

購
一
、

32

醤　「



臨

画

の

酵
錨
糠
贈
κ

響
隠
懸
恩
欝
寒

表10　遺伝子分化係数の推定

　地域数　　個体数　　　ms　　　　HT

　　　8　8　O．272　O．295

　　　2i）　26　O．281　O．349

1）8地域中の2地域（渡島半島南西部と知床半島）。
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ドが得られ、nの値が小さくなったたときにのみ有効であると思われた。

　今回実験を行ったのぼりべつクマ牧場のように多数のヒグマを飼育している施設では、

クマの個体識別は飼育に従事している人の注意深い観察に頼っているが、確実に個体識

別を行うためにはDNAフィンガープリント法を応用することが出来ると考えられる。ま

た、動物園など少数飼育の場合には繁殖に際して父親の特定も可能であろう。さらに、

電波発信機を用いたテレメトリー調査や野外での標識調査において、標識の脱落といっ

た不慮の事故の際の個体識別にもこの方法を応用することが出来る。

恥虚

飾磯

　野生個体を用いた遺伝的変異に関する研究で、知床半島の地域個体群のヒグマの遺伝

的多様性は渡島半島南西部に比べて低いことが示唆された。これは、知床半島のヒグマ

が他の地域から隔離されていることや個体群の有効な大きさが小さいことに起因してい

ると予想される。また、アンケート調査による結果からも、知床半島の地域個体群は北

海道中央に生息する大きな個体群から隔離に近い状態にあると推測することができる

（北海道，1994）。

　これまで、ネコのDNAフィンガープリント像から得られた部内の遺伝子多様度は

0．435、また、ヒトの模擬マルチローカスDNAフィンガープリント像（7種のシングル

ローカスプ駐日ブを用いて作成したDNAフィンガープリント像）から得られた国内の遺

伝子多様度は、0，710であったと報告されている（Stephens　et　aL，1992；Jin　and

Chakraborty，1993，1994）。これらの値に比べ、今回2つのヒグマの地域個体群につい

て得られた値（0．302および。．241）は小さい。タンパク多型を用いたアメリカやヨーロ

ッパのクマ類についての報告（A11・endor　f・et　aL，1979；Manlove　et・a1，，1980）と同様に

北海道のヒグマについても種内の遺伝的多様性は、低いと考えられる。

　表10に示したように、遺伝子分化係数（σST）はHTの求め方によって差が認められた。

渡島半島南西部と知床半島の個体のみからHTを求めた場合にGSTが大きくなり、この2

つの地域個体群問に遺伝的分化があることが推測される。
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　　　これまで遺伝子分化係数（GST）は、タンパク多型などのデータから多くの陸生哺乳

　　類について報告されている。タンパク多型から得られたGSTの数値を今回得られた数値

　　と比べることができるかどうかについては検討が必要であると思われるが、これらを比

　　撮することは、非常に興味深い。そこで、日本人を含む日本の陸生哺乳類について血液

　　のタンパク多型から得られた遺伝子分化係数（GST）の数値を表11に示した。日本人や

　　ネコでは、種全体の遺伝的多様性が高く（HTが大きく）、地域分化の程度が低い（GST

　　が小さい）。それに対して、ヒグマで得られた（｝STの数値は、種全体の遺伝的多様性が

　　低く（HTが小さく）、地域分化の程度も低い（GSTが小さい）ニホンカモシカの数値に

　　近い。ニホンカモシカの個体群におけるこのような遺伝子構成は、近い過去におけるボ

｝　　トルネックとその後の生息域の拡張に関係があると考察されており（野澤，1985）、北

　　海道のヒグマについても同様の状況があった可能性が考えられる。

　　　以上のように北海道のヒグマは、遺伝的多様性が低く地域個体群間の遺伝的分化の程

　　度も小さいと考えられる。しかしながら、今回の研究では材料として用いたヒグマの数

　　が少なく、材料を得た地域も限られていることから、これらの結果がヒグマの遺伝子構

　　成を正しく反映しているかどうかは検討の余地がある。今後材料を増やしての検討が必

　　要である。

蝋
小丸

　北海道のぼりべつクマ牧場で飼育されているヒグマ47頭について、ヒトの法医学分野

でその有用性が認められているミニサテライトプローブMy　oを用いDNAフィンガープリ

ントを作成し、個体識別と父子判定への応用について検討した。さらに、野生個体を用

いて北海道のヒグマ個体群における地域個体群内と地域個体群間の遺伝的多様性の定量

を試みた。

灘翻、
　　　ε駈訟竈
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櫛

　研刀fI、　Ha・elllの2種類の制限酵素を用いて作成したDNAフィンガープリント像より、

バンド共有率xを求めたところ、1伽fIでは0．69および」瞼dIIでは0．83であった。飼育集団

内での偶然に同じバンドパターンを持つ個体が出現する確率を求めたところ、Hinflで

2．5×10’2およびHa・elllで1．3×10’1の値が得られた。　th’nflについては家畜について報告

されている値に近く、ヒグマにおいてもDNAフィンガープリント法の個体識別への応用

が可能であることが示唆された。父子判定については、父親由来のバンドが少なく父親

候補が多い場合には判定が困難であると考えられたが、バンドパターンは、正しい親子

関係を示すものであった。

　ヒグマの地域個体群におけるにおける平均遺伝子多様度（功は、渡島半島南西部の

地域個体群（13頭）で0．302および知床半島の地域個体群（13頭）で0241であった。

これらの数値は、他の哺乳類で得られた数値と比べて小さく、2つの地域個体群におけ

る遺伝的変異の低いことが示唆された。また、地域個体群間の遺伝的分化の程度を示す

遺伝子分化係数（GST）は、2つの方法でそれぞれ0，079および0．195で、地域個体群へ

の遺伝的分化の程度の低いことが推察された。
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第4章　ミトコンドリアDNA多型による遺伝的変異の推定

はじめに

軸

“1卵

　哺乳類のミトコンドリアDNAは、約16，000個の塩基対からなり、核DNAの5－10倍の

速さで進化が起こることから（Brown　et・a1．，1979）、多くの研究者がミトコンドリア

DNAを使って進化や個体群間の遺伝的分化の問題に関する研究を行っている。また、ミ

トコンドリアDNAは母系遺伝であり（Hut　chison　III　et・a1．，1974）、雌雄で異なった分散

のパターンを示すような種に関しては核DNAと異なった遺伝的分化の程度を示すことか

ら、分散のパターンの雌雄差についての検討にも有用であると考えられる。

　これまでクマ類に関するミトコンドリアDNAの研究としていくつかの報告があるが、

系統発生や分類に関する研究では、アメリカクロクマ、ヒグマ（ヨー・ロッパと北アメリ

カ）およびホッキョクグマの3種（Shields　and：Kocher，1991；Taberlet　and　Bouvet，

1992）およびジャイアントパンダを含むすべてのクマ類の種間変異（Zhang　and　Ryder，

1993）が検索されている。また、地域個体期間の分化を扱った研究としては、特に、ヨ

ーロッパのヒグマの地域個体群間の遺伝的分化について報告されている（Taberlet　and

Bou　vet，　1994；　Kohn　et　aL，　in　press）　o

　本研究では、北海道のヒグマのミトコンドリアDNAの制限酵素による切断パター・…一一・ンを

地域個体群間で比較し、北海道のヒグマの遺伝子構成の解析を試みた。

材料と方法

1992年10月から1994年9月に、有害獣駆除あるいは狩猟によって捕獲されたヒグマ

38
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9筋

　再’

のうち図1に示した5つの地域個体群中、天塩・増毛地域を除く4つの地域個体群の24

頭から肝臓を採取し、分析に用いた。材料として用いたヒグマの捕獲地点は、表12に示

した通りである。

　ミトコンドリアDNAは、　Tamura　and　Aot　suka（1988）の方法に従い、凍結保存され

ていた肝臓よりアルカリ溶解法によって抽出した。Apalおよびth’ndll・1（Takara，　Japan）

の6塩基認識の制限酵素、（rfr　131（Takara）および研刀fI（ニッポンジーン，Japan）の5

塩基認識の制限酵素とAfal、　Alul、　HZral、　Mbol、　Ha　elll（Takara）およびMspl（ニッ

ポンジーン）の6種の4塩基認識の制限酵素で別々に消化した後、125㎝の長さの4％一

5％ポリアクリルアミドゲル（厚さ1㎜）を用いて20mA、90・一120分間電気泳動を行っ

た（Sambrook　et　al．，1989）。電気泳動の終わったポリアクリルアミドゲルは、

Tegelstr6m（1986）の方法に従い塗銀染色を行い、　DNA断片を検出した。各制限酵素

による切断パターンはすべての個体問で比較を行い、全制限酵素による切断パターンの

組み合わせからハプロタイプに分類した後、それぞれのハプロタイプの個体群内におけ

る頻度を求め、各地域個体群ごとに以下の式に従いハプロタイプ多様度（h）　（Nei　and

Taj　ima，1981）を求めた。

　　　　　　の　　　　h＝1．Σ　xi2
　　　　　　i＃1

ここで、xiはパブロタイプiの頻度、　mは地域個体群内に存在するハプロタイプの数であ

る。

　また、地域個体群の関係を調べるため、各個体群間の最小遺伝距離（Nci，1973）を次

式により求めた。

　　　　d＝Σ（xi－yi）2／2

ここで、xi、　yiは、ハプロタイプiの遺伝距離を求める個体群X、　Yにおける頻度である。
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循1◎
表12　ミトコンドリアDNAの分析に用いたヒグマ24頭の捕獲地域

地域個体群 供試頭数

渡島半島

積丹・恵庭

日高・夕張

道東・宗谷

伶1“
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結果

。　晒

樋　鴎

　実験に用いた10種の制限酵素のうち、Apa　Iを除く9種で多型が観察された。制限酵素

による切断パターンは、Afal、　Hhal、　th’ndll・1およびMsplで2つの型、　Alulでは6つの型、

それ以外の4種の制限酵素では3つの型に分類された（写真5）。切断パターンの観察に

おいて、100塩基対以下の大きさのDNA断片については、観察が困難なため記録するこ

とができなかった。

　それぞれの制限酵素による切断パターン型の組み合わせよりすべての個体をハプロタ

イプに分けたところ、9種に分類された（表13）。積丹・恵庭地域は材料が1個体である

ことから、ハプロタイプは1種であったが、道東・宗谷地域では2種、日高・夕張地域で

も2種、そして渡島半島地域では4種のハプロタイプが存在した。また、道東・宗谷地域

と日高・夕張地域には共通のハプロタイプが存在したが、渡島半島地域と他の地域、あ

るいは積丹・恵庭地域と他の地域の問に共通するハプロタイプは、存在しなかった。表

4・1に、それぞれの地域におけるハプロタイプの頻度と、ハプ口添イプ多様度を示した。

道東・宗谷地域と日高・夕張地域では渡島半島地域に対して低いハプロタイプ多様度を

示した。

　個体群間の最小遺伝距離は、道東・宗谷地域と日高・夕張地域の間で0．251、他の個

体群間では共通するハプロタイプが存在しなかったためすべて1．0と算出された。

考察

　ハプロタイプ多様度の比較により、道東・宗谷地域と日高・夕張地域の個体群は渡島

半島地域に比べ遺伝的多様性が低いことが明らかになった。また、最小遺伝距離から道

東・宗谷地域の個体群と日高・夕張の地域個体群が、他の個体群に比べ遺伝的に近縁で
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b．Alul，　c．　Apal，　d．　Cfr131，　e．、磁dII，　f，　HZzaI，9．紐刀dIII，　h．　th’nfI，　i．　Mbolおよびj・　Msp　l）

についての切断パターン。A－Fは、それぞれの制限酵素における切断パターンの種類を

示す。すべての制限酵素に関して、pHY300PLKのth’ndlll消化物をサイズマーカーとし

て用いた。
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表13　ヒグマの地域個体群内の各回プロタイプの出現頻度とハプロタイプ多様度

ハプロタイプ制限酵素による消化パタ

　　No．　　一ンの組み合わせ

ハプロタイブ頻度（個体数）

道東・宗谷日高・夕張　渡島半島積丹・恵庭

AAAAAAAAAA
－c一一一一一一一一

BB－BBB－BB一
一D－CC一一CC一

一E一一A一一一一一

一F一一一一一一一一

一E一一一一B一一一一

一D一一一一A一一B

－E一一一一一一DA

O．　875　（7）　O．　143　（1）

　　　　　O．　857　（6）

O．　125　（1）

O．　125　（1）

O．　125　（1）

O．　375　（3）

O．　125　（1）

O．　250　（2）

1．　000　（1）

e　N，
ハプロタイプ

多様度（h）
O．　219 O．　278 O．　666 o．　ooo

　消化パターーンは、左からAfal、　Alul、　Apal、　Cfr131、　Haelll、　HZzal、　Hindlll、　HinfI、

Mbol、　Msplの順に列挙した。　A－Fは写真5に示した制限酵素の切断パターンの型を示す。

．は直上に同じ。
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の

あることが示唆された。各地域個体群の実験に用いた個体数が少ないため、以下に述べ

ることは推測にすぎないが、道東・宗谷地域の標茶町で捕獲されたで唯一異なるハプロ

タイプ3を示した個体は、調べられた10種の制限酵素のうち7種の制限酵素で切断パター

ンが同地域の他の個体と違っており、道東・宗谷地域のヒグマ個体群の中で標茶町の個

体群が特殊であることが予想される。北海道（1994）の生息調査によると標茶町と隣接

する知床・根室半島の基部でヒグマの分布が途切れていることが予想され、両半島のヒ

グマについて調べられることが望まれる。また、積丹・恵庭地域の1個体は他の地域に

ないハプロタイプ9を示したが、渡島半島地域で観察されたハプロタイプ5とは1種の制

限酵素Mbolの切断パターンにおいてのみ異なっており、地域が隣…接していることからも

渡島半島地域の個体群と関係が深いことが考えられた。

　今回の実験を行うに当たって、予備実験として8種の6塩基認識の制限酵素を用いて任

意に選んだ1頭のヒグマから得られたミトコンドリアDNAを消化し、制限酵素パターン

の観察を行ったが、複数のDNA断片が得られた制限酵素は3種であった。その中でも3つ

以上のDNA断片が得られたのは、　th’ndlll　1種のみであった。一般的に、ミトコンドリア

DNAの制限酵素による切断パターンの比較には、　Brown　et　aL（1979）が行ったように

制限酵素地図を作成し、制限酵素によって切断される位置の差異から塩基多様度を推定

するために・6塩基認識の制限酵素がよく用いられている。今回の実験では、より多く

のハプロタイプを検出するために4塩基あるいは5塩基認識の制限酵素を多く用いた。し

かし・4塩基あるいは5塩基認識の制限酵素を用いた結果、DNA断片が多発したために断

片長の推定が困難となり、制限酵素地図を作成するにはいたらなかった。Potter　et　aL

（1975）は、哺乳類のミトコンドリアDNAの4塩基認識の制限酵素による切断パターン

を比較したが、長さ30cmのポリアクリルアミドゲルあるいは30ないし60cmのアガロー

スゲルを用いて電気泳動を行っている。このように大きなゲルを使用すれば制限酵素地

図の作成も可能であると思われるが、その反面操作が煩雑であり多数の材料の処理には

適さないと思われる。したがって今回は、ハプ潤筆イプ多様度についての検討を行った
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が、今後、ミトコンドリアDNAの特定の領域に絞り込んで制限酵素地図を作成すること

により、制限酵素サイトの差異が求められれば、塩基多様度についても考察が加えられ

るはずである。

小括

　北海道のヒグマの遺伝子構成を解析する目的で、全道4つの地域個体群のヒグマ24頭

から得られたミトコンドリアDNAの、10種の制限酵素による切断パターーンを比較した。

用いた10種の制限酵素のうち9種において多型が観察され、それぞれの制限酵素による

切断パターンの組み合わせにより、ヒグマ24頭のミトコンドリアDNAは9種のハプロタ

イプに分類された。道東・宗谷地域と日高・夕張地域には共通なハプロタイプが存在し

たが、渡島半島地域とその他の地域に共通なハプロタイプは存在しなかった。

　道東・宗谷地域と日高・夕張地域におけるハプロタイプ多様度は渡島半島地域に比べ

低く、遺伝的多様性の低いことが明らかになった。また、最小遺伝距離が道東・宗谷地

域と日高・夕張地域の間で小さく、遺伝的に近縁であることが示唆された。

O’M

q・S

罐
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総　　括

　　　　全体の考察と今後の問題点

　　　　　野生動物の集団においてその遺伝子構成を明らかにしょうとするとき、遺伝子座の数

　　　　や対立遺伝子に関する情報が重要である。第3章で扱ったマルチローカスプローブを用

　　　　いたDNAフィンガープリントからは、これらに関する十分な情報は得られない。しか

　　　　し、1度に多くの遺伝子座について検討できるこの方法は、材料の数や量に限りのある

　　　　野生動物を扱う上で有効な手段となるはずである。本研究では、材料として用いたヒグ

●N　　マの数が少ないものの、北海道のヒグマ全体の変異性が低いことが明らかになった。あ

　　　　る種に関して遺伝的変異の問題を扱う時、最初にその種が持つ変異性について検討する

　　　　場合、マルチローカスプローブを用いたDNAフィンガープリントは適当な手法である

　　　　と考えられる。また、それぞれの種の遺伝的な特性について詳しく考察するために、多

　　　　くの種についてDNAフィンガープリントから遺伝子多様度や遺伝子分化係数が求められ

　　　　ることが望まれる。

ひ

　タンパク多型あるいはDNAフィンガープリント法による分析で、北海道のヒグマ全体

の低変異性が示唆された。さらに、DNAフィンガープリント法による分析の結果につい

ては、次のような比較も可能であると考えられる。Jin　and　Chacraborty（1994）は、

模擬マルチローカスDNAフィンガープリントから得た遺伝子多様度の補正推定値と遺伝

子座に特異的なシングルローカスプローブから得られる遺伝子多様度には差がないと報

告している。そこで、特定の遺伝子座における変異を検出するマイクロサテライトDNA

のデータから得られた遺伝子多様度を本研究で得られた数値と比較することができれば、

北海道のヒグマの遺伝子構成をさらに検討できる可能性がある。実際に、過去に経験し

たボトルネックのために遺伝的多様性が低いウォンバット（La　s　iorhinus　kr　efftii）の地
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域個体群に関する報告と比較してみると、マイクロサテライトDNAのデータから得られ

たウォンバットの個体群における遺伝子多様度は0．28と低く（Taylor　et　a1．，1994）、

ヒグマのDNAフィンガープリントから得られた数値と類似している。従って、ヒグマの

種内の遺伝的変異もウォンバットと同様に低いことが考えられる。ホッキョクグマに関

するタンパク多型についての報告の中で、Allendor　fθt　aL（1979）は、その低変異性を

過去における極端な生息数の減少（ボトルネック効果）と関連づけて考察している。実

際、クマ類のように世代時間の長い生物においては、遺伝的変異の蓄積する速度が遅い

ことが考えられ、かなり遠い過去でボトルネックを経験したことも考えられる。しかし

低変異性を示す理由については明らかではない。今後、雌雄の繁殖における特性や世代

時間などについて検討することで、面変異性の背景を探る必要があると思われる。

ひ

　ミトコンドリアDNAの分析から、渡島半島地域と道東・宗谷・日高・夕張（北海道東

部地域）の個体群間で遺伝的変異に差のあることが示されたが、渡島半島地域の個体群

は、地理的に狭い面積に生息しており遺伝的多様性が高く、北海道東部地域の個体群は、

広い面積に生息しており遺伝的多様性が低いといえる。その理由として、渡島半島地域

には古い時代に生息していた個体の子孫が残っており、多くの遺伝的変異が蓄積されて

いることや、北海道東部地区の個体群が、過去に遺伝的変異を減らすボトルネックのよ

うな状態を経験したことが考えられる。また、渡島半島地区と北海道東部地区の個体群

の間には、2つの個体群を隔てる障壁が存在すると思われるが、現実に存在する開発に

よる分断が原因なのか、それ以前に起こった何かが原因なのかは不明である。しかし、

これらの推測や疑問に関して検証しようとすれば、さらに、遺伝的変異に関する詳細な

研究を行うとともに、北海道の古環境や化石材料についてのデータを詳しく調べる必要

があろう。

DNAフィンガープリント法のように核DNAに関して得られたデータと、ミトコンドリ
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　　　　アDNAから得られたデータは、後者が完全に母系遺伝と考えられていることから、両方

　　　　のデータを比較することにより雌雄の拡散の様式の差に基づいた考察が可能である。し

　　　　かし、残念ながら本研究で用いた手法では、ミトコンドリアDNAの変異の程度を他の哺

　　　　乳類のデータと比較できず、検出された変異の程度については不明であり、2つの手法

　　　　から得られた変異性に差があるかどうかについては考察できなかった。今後、ミトコン

　　　　ドリアDNAについては、特定領域に関して制限酵素地図を作成するか、あるいは直接塩

　　　　基配列を読むなど、塩基の置換数を解析できるデータを取る必要がある。また、DNAフ

　　　　ィンガープリント法に関しては、分解されていないゲノムDNAが必要であることから、

　　　　材料に大きな制約を受ける。より広い地域から多くの材料を得るためには、いろいろな

●、　　材料が分析可能である方が有利である。したがって、核DNAを分析する方法としては、

　　　　毛髪からも分析が可能であるpolymera　se　chain　reaαion（PCR）法を応用したマイクロサ

　　　　テライトDNAの分析が必要であろう。

保護管理への応用

　北海道のヒグマの遺伝子構成は、本研究でその概要が明らかになったと思われる。特

に、ミトコンドリアDNAの分析により得られた結果は、北海道の地域個体群の分類の妥

当性を示したものであった。しかし、今回のデータは今後、各地域について経時的な遺

伝的変異性の変化を観察することが必要である。しかし、保護管理を目的とした場合、

集団遺伝学的観点から注目しなければならないことはその個体群の有効な大きさであり、

この大きさの維持が：重要な問題である。したがって、北海道のヒグマ個体群の現在にお

ける有効な大きさを推定することが急務であり、前に述べたマイクロサテライトDNAの

分析などを中心に、さらに詳しく調査を進めていかなければならない。その過程で、ヒ

グマの低変異性についても考察を加えることができるであろう。また、ヒグマという特

定の動物の遺伝的変異といった限られた部分にだけ注目するのではなく、ヒグマをとり

まく生息環境にも目を向け、そこに生息する他の生物との関わりから明らかになること
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もあるはずである。ヒグマの保護管理を考える上でも生態系全体を視野に入れて考える

ことが重要であろう。

本研究の要約

　　　　　現在北海道のヒグマは生息域の縮小と分断化が進行し、生息数も減少しつつあると考

　　　　えられ、生息情報のない部分に沿って5つの地域個体群に分けられると考えられている。

　　　　近年、ヒグマの保護管理を前提とした基礎的研究が行われつつあるが、本研究ではヒグ

e　マの保護管理には欠かせない個体群の遺伝子轍を明らかにするため、これまで他の動

　　　　物種やクマ類の個体群の遺伝的変異の解明に用いられてきた手法を応用し、ヒグマの遺

　　　　伝的多様性について検討した。

ひ

　第1章では、ヒグマから研究試料となる血液を採取するために必要な化学的不動化に

ついて検討した。すなわち、現在一般に使用されている不動化薬（塩酸キシラジンと塩

酸ケタミンの併用）と塩酸チレタミンと塩酸ゾラゼパムの混合薬を用いた新しい方法に

ついて比較した。その結果、塩酸チレタミンと塩酸ゾラゼパムの混合薬では少ない投薬

量で、キシラジンーケタミン法と同等の不動化効果が得られ、雌雄問で投薬量および導

入時間に差異のないことが明らかになった。従って、一度の投薬量が限られる一方で投

薬回数を最小限にとどめなければならないヒグマの不動化には、塩酸チレタミンと塩酸

ゾラゼパムの混合薬が、有用であることが示された。

　第2章では、北海道の3つの地域個体群から採取した10頭のヒグマの筋組織を材料とし

て、タンパク多型による遺伝的変異の推定を試みた。澱粉ゲルを用いた電気泳動を行い、

21の遺伝子座におけるタンパク多型の検索を行った結果、検索したすべての座位におい
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て変異は認められず、他のクマ類や日本の陸生哺乳類と同じく、北海道のヒグマの遺伝

的変異の低いことが推測された。

　第3章では、飼育下のヒグマ47頭について、法医学分野で有用性が認められているミ

ニサテライトプローブMy　oを用いDNAフィンガープリントを作成し、個体識別と父子判

定への応用について検討した。さらに、飼育個体のうち捕獲地域の明らかな6頭と、渡

島半島南西部および知床半島で生け捕りにした13頭ずつ計26頭について地域個体群内と

地域個体群間の遺伝的多様性の定量を試みた。その結果、2種類の制限酵素研㎡1および

Ha・elllを用いて作成したDNAフィンガープリント像より求めたバンド共有率は、　th’nflで

0．69およびHa・elllで0．83であった。飼育集団内での偶然に同じバンドパターンを持つ個

体が出現する確率を求めたところ、研、fIで2．5×10－2およびHa・dl　lで1．3×10－1であった。

th’nfIについては家畜について報告されている値に近く、ヒグマにおいてもDNAフィンガ

ープリント法が個体識別へ応用できることが示唆された。また、父子判定におけるDNA

フィンガープリントの比較では父親由来のバンドは少なかったが、父親候補の少ない場

合には判定可能であることが示唆された。さらに、DNAフィンガープリントから得られ

た平均遺伝子多様度は、渡島半島南西部の地域個体群で0．302、知床半島の地域個体群

で0．241であった。これらの数値は、ヒトあるいはネコで報告されている数値と比べて

小さく、2つの地域個体群における遺伝的変異の低いことが示唆された。また、地域個

体群間の遺伝的分化の程度を示す遺伝子分化係数は、飼育下の6頭と野生の23頭から求

めた場合は0．079、野生の23頭のみから求めた場合には0．195となり、地域個体群の間で

遺伝的分化の程度の低いことが推察された。

　第4章では、ヒグマの遺伝子構成を解析する目的で、4つの地域個体群（渡島半島、積

丹・恵庭、日高・夕張および道東・宗谷）のヒグマ24頭から得られたミトコンドリア

DNAについて、10種の制限酵素による切断パターンを比較した。その結果、10種の制
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限酵素のうち9種において多型が観察され、それぞれの制限酵素による切断パターンの

組み合わせにより、検査した24頭のミトコンドリアDNAは9種のハプロタイプに分類さ

れた。道東・宗谷地域と日高・夕張地域には共通なハプロタイプが存在したが、渡島半

島地域とその他の地域に共通なハプロタイプは存在しなかった。道東・宗谷地域と日

高・夕張地域におけるハプロタイプ多様度は渡島半島地域に比べ低く、遺伝的多様性の

低いことが明らかになった。また、最小遺伝距離は道東・宗谷地域と日高・夕張地域の

間で小さくこの2つの地域個体群のヒグマは、遺伝的に近縁であることが示唆された。

　本研究の結果、タンパク多型の検索とDNAフィンガープリント法により、北海道に生

息するヒグマ個体群の低変異性が明らかになった。また、ミトコンドリアDNA多型の検

索から道東・宗谷地域個体群と日高・夕張地域個体群は遺伝的に近縁であることが示唆

された。
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A　study　on　the　genetic　variability　of　Hokkaido　brown　bears

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（　Urs　us　arc　tos　yes　oensis）

　　　　　　　　　　Hifumi　TSURUGA

　　　　Department　of　Theriogenology，

　　　　Faculty　of　Veterinary　Medicine，

Hokkaido　University，　Sapporo　060，　Japan．

●昏

　　　　The　habitat　of　the　Hokkaido　brown　bear　（Ursus　arctos　yesoensis）　is　getting

smaller　and　the　total　pop　ulati　on　is　tho　ught　to　be　sep　arate　d　into　five

sub　populations．　Thi　s　stu　dy　was　mad　e　for　the　purpose　of　revealing　the　gen　etic

constitu　tion　of　the　Hokkaido　brown　bears．　The　gen　etic　variability　in　their

pop　ulati　on　was　obs　erved　by　allozyme　ana　lysis，　DNA　fin　gerprinting　and　restriction

analysis　of　mitochondrial　DNA　that　hav　e　been　applied　for　the　stu　dy　of　oth　er

animals．

●卜

1．　lmm　obilizatio　n　of　bears　for　blo　od　collecti　on

　　　　To　collect　blo　od　sam　ples　for　the　gen　etic　stu　dy，　two　combinations　of　che　micals

for　imm　obilization　of　bro　wn　bears　were　com　pared．　One　combination　was　xylazine

hydrochl　oride　and　ketamine　hyd　rochl　oride　（xy　lazine－ketamine），　which　is　gen　erally

app　lied　to　brown　bears，　and　another　was　a　mixture　of　til　etamine　hydrochl　oride　and

zolazepam　hyd　rochl　oride　（tiletamine－zolazepam）．　The　effective　volume　of

inj　ected　tiletamine－zolazep　am　was　lower　tha　n　that　of　xylazine－ketamine　and　there

was　no　differen　ce　in　the　con　ditio　n　of　immobilized　bears　between　the　two

combinations．　ln　use　of　tiletamine－zolazep　am，　the　re　was　no　difference　in　the

volume　and　induction　tim　e　between　sexes．　The　tiletamine－zolazepam　was　fou　nd

to　be　more　effective　for　the　imm　obilization　of　Hokkaido　bro　wn　bears．
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2．　All　ozyme　analysis　of　gen　etic　differen　tiati　on

　　　　A　total　of　21　bio　chemi　cal　loci　were　analyzed　ele　ctrophoretically　in　10　bears

from　3　subpopulations　in　Hokkaido　in　order　to　estimate　gen　etic　variability　of　the

bro　wn　bea　r　pop　ulation．　No　polymorp　hic　locus　was　observed　and　the　gen　etic

variability　of　Hok　kaido　bro　wn　bears　are　thought　to　be　as　low　as　oth　er　lan　d

mam　mals　inh　abiti　ng　in　Jap　an．

●昏

eA・・

3．　Application　of　DNA　fingerprinting　in　bears．

　　　　DNA　fingerprinting　emp　loying　a　min　isatellite　Myo　probe，　whi　ch　is　kno　wn　to

be　val　uable　in　forensic　stu　dy，　was　applied　for　individual　identifi　cation　and

pat　ernity　determin　ation　of　47　captive　bears．　Moreover，　it　was　applied　for　the

estimati　on　of　gen　etic　variability　within　and　between　sub　popul　ations　using　6

cap　tive　bears　with　known　ori　gins　and　26　fre　e－ran　ging　bears　captured　in　the

sou　thwestern　Oshima　peninsula　（n＝　13）　and　the　Shiretoko　peninsula　（n＝13）．

　　　　Two　res　triction　enz　ymes，　Hinfl　and　Haelll　were　used　to　make　DNA

fingerprints　and　the　band　patterns　obtained　fro　m　45　（Hinfl）　and　33　（Hae”1）　pairs　of

randomly　selected　bears　were　compared　with　each　oth　er．　The　obtained　val　ues　of

the　probability　x　that　a　fragment　in　an　individu　al　is　als　o　pre　sent　in　the　oth　er　wer　e

O．69　for　Hinfi　and　O．83　for　Haelll　and　the　mean　probability　of　all　fragments　was

calculated　to　be　2．5×10－2　for　HinfI　and　1．3×10－1　for　H肥III．　The　value　ofκfor　HinfI

（O．69）　was　similar　to　that　obtained　fro　m　oth　er　species，　such　as　domestic　animals．

Thus，　the　res　ults　suggest　that　DNA　fingerprinting　can　be　use　d　for　individu　al

identifi　catio　n．　On　the　oth　er　hand，　DNA　fingerprinting　is　effective　for　paternity

determin　ation　only　in　the　cas　e　suspecte　d　mal　es　are　lim　ited，　owing　to　the

ins　ufficient　number　of　paternal　fragments．

　　　　The　estimate　s　of　the　average　heterozygosity　（gene　div　ersity）　were　O．302　and

O．241　for　the　pop　ulations　on　the　southwestern　part　of　the　Oshima　peninsula　and
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the　Shiretoko　peninsula，　respectively．　These　values　suggest　that　the　local

pop　ulations　sampled　in　this　stu　dy　hav　e　low　gen　etic　variability　compared　with

tho　se　of　oth　er　animal　species．　The　degree　of　gen　etic　differentiati　on　between　the

pop　ulations，　measured　by　the　coeffici　ent　of　gen　e　diversity，　was　7．9　percent　for　both

cap　tive　and　fre　e－ran　ging　bears　and　19．5　percent　for　fre　e－ran　ging　bears　only．　These

results　ind　icate　a　low　degree　of　gen　etic　differentiati　on　between　the　local

pop　ulati　ons．

●昏

●へ

4．　Restriction　analysis　of　mitochondrial　DNA

　　　　The　restriction　fragment　length　polymorp　hisms　of　mitochondrial　DNA　in　24

bear　samples　collecte　d　fro　m　4　subpopulations　（Oshima，　Syakotan－Eniwa，　Hidaka－

Yubari　and　east　Hokkaido－Soya）　were　examined　using　10　restriction　enzymes．　The

res　triction　patterns　of　9　enzymes　showed　polymorp　hisms，　and　mitochondrial

DNAs　of　the　sample　bears　were　sep　arate　d　into　9　haplotyp　es　by　means　of　the

combination　of　restriction　patterns．　There　wer　e　some　shared　hap　lotyp　es　between

Hid　aka－Yubari　and　east　Hokkaido－Soya　subpopulation，　although　there　was　no

shared　hap　lotyp　e　between　Oshima　and　oth　er　pop　ulations．　The　hap　lotyp　e　fre　quency

in　the　east　Hokkaido－Soya　and　the　Hid　aka－Yubari　subpopulations　was　lower　than

that　of　the　Oshima　subpopul　ation．　The　min　imum　gen　etic　dis　tance　between　eas　t

Hokkaido－Soya　and　Hidaka－Yubari　sub　population　was　very　small，　so　that　the　se

subpopul　ations　are　pre　sumed　to　be　gen　etically　clo　se．

t

　　　　In　the　conclusi　on，　the　low　gen　etic　variability　of　Hokkaido　brown　bears　were

revealed　by　all　ozyme　analysis　and　DNA　fingerprinting．　East　Hokkaido－Soya　and

Hid　aka－Yubari　sub　population　are　thought　to　be　gen　etica　lly　close　by　restriction

ana　lysis　of　mitochondrial　DNA．
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