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は じ め に

脊 索 動 物 で あ る マ ボ ヤ 属 は,現 在 日 本 沿 岸 に お い て5種 の 棲 息 が 確 認 さ

れ て い る(Nishikawa,1991).こ れ らの う ち,い く つ か の 種 は,わ が 国

で は 比 較 的 広 範 囲 に 分 布 が 確 認 さ れ て お り,地 域 間 で 形 態 お よ び 遺 伝 的 特

性 を 比 較 して 地 理 的 変 異 を 知 る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た そ れ ら 集 団 は 比 較

的 多 数 の 個 体 で 構 成 さ れ て い る こ と が 多 く,付 着 性 で あ る た め 採 集 が 容 易

で あ り,集 団 単 位 で の 変 異 量 の 測 定 が 可 能 で あ る.東 北 地 方 を 中 心 に 食 用

と さ れ,一 般 に 良 く 知 ら れ て い る マ ボ ヤHalocynthisroretzi

(Drasche)に は,生 殖 時 期 と 配 偶 子 放 出 時 刻 の 異 な る3型 が 存 在 す る

(NumakunaiandHoshino,1973,1974).3型 す べ て の 棲 息 が 確

認 さ れ て い る の は 青 森 県 陸 奥 湾 内 の み で あ り,北 海 道 沿 岸,そ して 陸 奥 湾

を 除 い た 本 州 沿 岸 で は そ れ ぞ れA型,C型 の み が 分 布 す る(Tokioka,

1951a,b,1953,1959,1962;Nishikawa1991,1992,1995)3

型 は 生 殖 時 期 と産 卵 時 刻 の 違 い か ら 分 け られ て い る が 外 部 形 態 に も 違 い が

認 め ら れ,特 にC型 の 集 団 で は,生 殖 時 期,時 刻 は 同 じ で あ っ て も,東 北

地 方 の 集 団 と瀬 戸 内 海 の 集 団 で は 被 嚢 の 色 彩 や 突 起 の 形 態 に 著 しい 違 い が

み ら れ る(西 川,「 日 本 海 岸 動 物 図 鑑 」1996保 育 社).そ の 一 方 で,

内 部 形 態 に 顕 著 な 差 異 は み ら れ な い.

本 研 究 で は 産 地 に よ っ て 著 しい 形 態 差 が 見 られ る マ ボ ヤ の 地 方 集 団 間 の

遺 伝 的 分 化 を 解 析 す る た め,ミ トコ ン ド リ アDNA(mtDNA)を 指 標 と

して,各 地 集 団 内 の 変 異 を 検 出,比 較 し,マ ボ ヤ 各 地 集 団 間 に お け る 遺 伝

的 分 化 の 程 度 を 検 討 した.
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実験 試料 と実 験 方法

実 験 試 料

マ ボ ヤHalocynthisroretzi陸 奥 湾 産A型25個 体,B型24個 体,C型

25個 体,小 樽 産A型4個 体,稚 内 産A型11個 体,大 槌 産C型26個 体,山 田

産C型26個 体,鮫 の 浦 産C型32個 体,男 鹿 産C型24個 体,佐 渡 産C型4個

体,管 島 産C型15個 体,牛 窓 産C型6個 体,計222個 体 を 実 験 試 料 と し た.

各 試 料 は 東 北 大 学,浅 虫 臨 海 実 験 所,岡 山 大 学,牛 窓 実 験 所,稚 内 水 産 試

験 場,秋 田 県水 産 振 興 セ ン タ ー,小 樽 市 祝 津,新 潟 県 佐 渡 お よび 牡 鹿 半 島,

鮫 の 浦 の 水 産 業 者 よ り 恵 与 さ れ た も の や,東 京 大 学 海 洋 研 究 所 大 槌 臨 海 セ

ン タ ー で 採 集 し た も の,ま た 山 田 湾 に お い て 採 集 した も の を 使 用 し た.図

1に 実 験 試 料 の 採 集 地 を 示 す.ま た,図2は 各 地 個 体 の 外 形 写 真 でa,b,c

に は マ ボ ヤ と 同 属 の ア カ ボ ヤH.aurantiu〃1,イ ガ ボ ヤ 類H.hispida

を 別 種 の 指 標 と し て 示 し て あ る.
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図1実 験 試 料 の 採 集 地
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図2各 地 個 体 の 外 形 写 真

a;稚 内A型(左 奥 の 白桃 色 の 個 体),b;小 樽A型(右 中 央 の 赤 褐 色 の 個 体 は ア カ ポ ヤ),c;

陸 奥 湾 産3型 と男 鹿 産C型(下 左 か ら陸 奥 湾 産A,B,C型,男 鹿 産C型,上2個 体 は イ ガ ボ ヤ類),

d;佐 渡 産C型e;管 島 産C型,f;牛 窓 産C型 。
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実験方法

mtl)NAの 精 製

mtDNAはKommetal.(1982)の 方 法 を 改 良 し,生 殖 巣,中 腸 腺,筋 肉 な ど か ら抽

出 し た.5～7gの 組 織 を 粥 状 に し,氷 冷 しな が ら40mlのSPbuffer(400mMNaCl,

125mMKCI,100mMEDTA3Na,50mMTris-HCI)と と も に,ホ モ ジ ナ イ ズ し た.

試 料 を800×g,2℃ で10分 間 遠 心 を 行 い,そ の 上 清 を 更 に10,000×gで10分 間 遠 心 し

た.遠 心 後,ペ レ ッ ト を2mlのESTbuffer(150mMNaCI,100mMEDTA,10mM

Tris-HCI)に 懸 濁 し,500μ1の20%SDSを 加 え,室 温 で10分 間 置 い た.そ の 後,

200μlofRNase(0.2unit/1)を 試 料 に 加 え,室 温 で10分 間 置 い た.4MのNaCl溶 液 を

最 終 濃 度1.2Mに な る よ う に 加 え た.試 料 を30分 氷 冷 後,10,000×g,2。Cで10分 間 遠

心 を 行 い,20μ1の エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド(10mg/ml)を 加 え た 上 清 を3.9mlチ ュ ー ブ に

封 入 し た.垂 直 ロ ー タ ー を 用 い(TLN-100,BeckmanOptimaTL),399,000×g,

15℃ で4時 間超 遠 心 を 行 い,閉 環 状(closedcircular;cc)と 開 環 状(opencircular;

oc)に 分 離 し たmtDNAを そ れ ぞ れ10mlシ リ ン ジ で 吸 い 出 し,試 料 か ら エ チ ジ ウ ム ブ

ロ マ イ ドをNaCl飽 和 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 用 い て 除 い た .mtDNA試 料 に100%エ タ ノ ー

ル を 加 え た 後,-30℃ で 冷 却 し た.70%工 タ ノ ー ル で5～8回 洗 っ た 後,mtDNA試 料 を

吸 引 乾 燥 し,100,u1のTEbuffer(10mMTris-HCI,100mMEDTA3Na)に 懸 濁 し た.

mtDNAの 制 限 酵 素 に よ る 消 化

本 研 究 で はmtDNAを 切 断 後 し た 際 に 解 析 可 能 な 泳 動 像 の 得 ら れ た12種

類 の 制 限 酵 素(Aval,Ba〃aHI,Banll,.,,EcoRV,EcoT141,EcoT221,Hincll,

Hindlll,Pstl,Xbal,Xhol;TAKARAsyuzoco.)を 使 用 し,各 個 体 よ り抽 出,

精 製 し たmtDNA試 料 を 消 化 し た.5μ1のmtDNA資 料 に 対 し,そ れ ぞ れ10-12

ユ ニ ヅ トの 制 限 酵 素 を使 用 し,37。Cで4～12時 間反 応 を行 った .

一16一



ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動

各 制 限 酵 素 で 個 々 に 消 化 し た 試 料mtDNAを ミ ュ ー ピ ッ ド電 気 泳 槽 を 用

い,1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中 で 泳 動 し た.泳 動 は50vで 行 い,泳 動 終 了 後 ゲ

ル をEtBr染 色 液(0.5μg/ml)で15分 間 染 色 し,長 波 長 紫 外 線 を 照 射 し て

バ ン ド を 検 出,コ ダ ヅ ク 社 製 モ ノ ク ロ ポ ラ ロ イ ド カ メ ラ,も し く はATTO

デ ン シ ト グ ラ フver.1.2.に よ っ て 泳 動 像 の 確 認,撮 影 を 行 っ た.mtDNAの 断

片長 はmtDNA試 料 と とも に泳 動 を行 ったHindlll-digestedlambda-DNA分 子 量 マ ー

カ ー(TAKARAsyuzoco.)の 泳 動 距 離 との 相 対 的距 離 か ら積 算 した.

集 団 遺 伝 学 的 解 析

各 酵 素 に よ り 切 断 さ れ たmtDNAの 泳 動 像 か ら 断 片 型 を 決 定 し,そ の 組

み 合 わ せ か ら ハ プ ロ タ イ プ を 決 定 し た.更 に 制 限 消 化 断 片 長 の 相 違

(RFLP法;RestrictionFragmentLengthpolymorphism;Neiand

Li,1979)及 び,マ ボ ヤmtDNAの 全 塩 基 配 列(横 堀1994)か ら 使 用 し た

制 限 酵 素 の 認 識 部 位 を 推 定 し,マ ポ ヤ 各 ハ プ ロ タ イ プ 間 及 び,各 地 集 団 間

に お け る 遺 伝 的 距 離d(NeiandLi1979)の 推 定 を 行 っ た.遺 伝 的 距 離

の 算 出 はKobayashiandSaitoh(1989)のRestrictionFragmentLength

PolymorphismbyRFLPver.2に よ っ て 行 い,UPGMA(UnweightedPair-Group

Method-determined)法 に よ る 系 統 樹 の 作 成 に は,NanbaandSaitoh(1989)の

TURBOPascalsystemver.3.02Aを 使 用 し た.

DNAの 増 幅(PCR)

RFLPに 用 い た 各 地 方 集 団 の う ち,そ れ ぞ れ5～7個 体 の 塩 基 配 列 の決 定 を 行 っ た.

増 幅 反 応 は10～100ngのDNAに 対 し,exTaqpremixregent25μ1(TAKARASyuzo

Co.),プ ラ イ マ ー は 各50pgを 使 用 し,反 応 溶 液 が 全 量 で50μ1と な る よ うに滅 菌水 を

加 え た.PCRプ ラ イ マ ー は マ ボ ヤmtDNA全 塩 基 配 列(Yokoboril993)と5種 の 動 物

一17一



の チ トク ロー ムb(Cytb)領 域 を比 較 し,保 存 性 の 高 い領 域 を参 考 に設 計 した.

プ ラ イ マ ー の 配 列 は,5'-TGAAGGGCAACGGTTATTAC-3'(Hrf1),と5'-

TAGCGCAAGTGTGTAGGTGTCC-3曹(Hrr1)と した.増 幅 は94。C30秒52。C30秒,

72。C1分,の 条 件 で30サ イ ク ル行 った.増 幅 され たPCR産 物 はUltracleanKit(MoBio

Lab.Inc.)で 精 製 を行 った.PCR産 物 か ら直 接 塩基 配 列決 定 法 で 塩 基 配 列 の 決 定 を行 っ

た.反 応 にはdRhodaminedyeterminatorsequencingKit(ABI)を 用 い,96。C10秒,

50。C5秒,60。C4分,の 条 件 で25サ イ ク ル 行 っ た.塩 基 配 列 決 定 の 際 の プ ラ イ マ ー に

は,forwardとreverseそ れ ぞ れHrf1とHrr1を 用 い た.

結果

RFLPに よ る 結 果

全 国10地 点 の 集 団 か ら 抽 出 し た マ ボ ヤmtDNAの 切 断 を12種 類 の 制 限 酵

素 で 行 っ た 結 果,多 く の 個 体 が1～8本 の 断 片 に 切 断 さ れ た(図3).12種

類 の 制 限 酵 素 の う ち,5酵 素(Aval,Banll,EcoT221,Hincll,Xbal)

で 変 異(多 型)が 検 出 さ れ た.図4に 多 型 の 検 出 さ れ た 各 酵 素 の 制 限 切 断

地図を示す・ 轟 賦 諏 義鳶舗 轟 露 ボ
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図3マ ボ ヤmtDNAの 電 気 泳 動 像

写 真 上 部 に 制 限 酵 素 名 を 示 す.MWMは 分 子 量 マ ー カ ー.
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図4多 型 の 検 出 され た制 限 酵 素 に よ るマ ボ ヤmtDNAの 切 断地 図

制 限 酵 素 名 の 後 の 算 用 数 字 は 認 識 部 位 の 位 置 を表 す.◎ は 各 切 断 型 で 特 有 に認 識 さ れ

た 部 位,● は 各切 断 型 で 消 失 した と考 え られ る部 位.
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RFLP解 析 に よ る マ ポ ヤ 各 地 集 団 標 本 の ハ ブ ロ タ イ ブ の 決 定 と 特 徴

各 地 域 集 団 の マ ポ ヤ 合 計222個 体 のRFLP解 析 に お い て31個 体 の 多 型 が

検 出 で き た.12種 類 の 制 限 酵 素 を 使 用 し た が,複 数 の 切 断 型 が 検 出 で き た

の はAval,Banll,EcoT221,Hincll,Xbalの5酵 素 で,検 出 さ れ た 切

断 型 は2～7種 類 だ っ た.こ れ ら の 各 切 断 型 の 組 み 合 わ せ か らハ プ ロ タ イ プ

を 決 定 し,表1に ま と め た.マ ボ ヤ 集 団 で は15種 類 の ハ プ ロ タ イ プ(1～

XV)に 分 類 で き た.こ れ らハ プ ロ タ イ プ の う ち,1型 は マ ボ ヤ の 各 地 域 集

団 標 本 の ど の 地 域 標 本 群 か ら も 最 も 高 い 頻 度(50～100%)で 見 られ た も

の で あ っ た.ほ か の ハ プ ロ タ イ プ に つ い て み て み る と,II型 は 浅 虫 産A型

お よ び 稚 内 産A型 標 本 群 の み に 見 ら れ た ハ プ ロ タ イ プ で あ り,A型 独 特 と い

え る.一 方,IV,VI型 は 浅 虫,山 田C型 の 標 本 群 の み で,IX型 は 大 槌,鮫

の 浦C型 標 本 群 の み で 検 出 さ れ,C型 の み で 検 出 さ れ た ハ プ ロ タ イ プ で あ っ

た.VII型,VIII型,X型,XI型,XII型,XIII型,XIV型,XV型 は 各 標

本 集 団 に お い て の み 検 出 さ れ た ハ プ ロ タ イ プ で そ れ ぞ れ の 地 域 で1,2個 体

ず つ 検 出 さ れ た.III型 に つ い て は 生 殖 時 期 と産 卵 時 刻 の 相 違 に よ っ て 分 け

られ た3型 に 関 わ ら ず,地 理 的 に 近 い 地 点 内 で み られ た.V型 は3型 間,地

理 的 距 離 に 関 わ ら ず 各 地 で 検 出 さ れ た ハ プ ロ タ イ プ で あ っ た.ま たVI型 は

2種 類 の 制 限 酵 素 で,XIII型 は3種 類 の 制 限 酵 素 で 多 型 を 表 し た ハ プ ロ タ イ

プ で あ っ た.こ れ ら ハ プ ロ タ イ プ は 上 述 の よ う に 若 干 の 特 異 性 を も っ て 検

出 さ れ て い る よ う に み え た.し か し,調 査 個 体 数 の 少 な い 標 本 群 以 外 は1型

以 外 の 各 ハ プ ロ タ イ プ の 検 出 率 は8～20%と 非 常 に 低 か っ た.各 地 域 標 本

群 に お け る 集 団 内 の 多 型 率 をNeiandTajima(1981)のNucleon

diversity(h)で 表 す と,表2に 示 す 結 果 と な る.こ の 値 に よ る と,調 査

個 体 数 が 少 な い 標 本 群 以 外 で は 陸 奥 湾 のA型 が 最 も 多 様 度 が 高 く,つ い で

男 鹿 のC型,陸 奥 湾 のC型 と い う 結 果 に な っ た.
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一 方 ,陸 奥 湾B型 で は 調 査 個 体 数 が 比 較 的 多 い に も か か わ ら ず,1型 以 外 と

して はIII型 の み しか 検 出 さ れ ず,菅 島C型 で は17個 体 全 て が1型 の み を 表

す 結 果 と な っ た.菅 島C型 に お い て は,他 の 標 本 集 団 で 多 型 の 検 出 さ れ た3

酵 素 で は30個 体 以 上 の 解 析 を 行 っ た が,1型 以 外 の 切 断 型 は 検 出 さ れ な か っ

た.小 樽 産A型,稚 内 産A型,佐 渡 産C型,牛 窓 産C型 の 各 集 団 に つ い て

は 調 査 個 体 数 が4個 体,11個 体,4個 体,6個 体 と 少 な か っ た た め,調 査 個

体 数 を 増 や し,精 度 を 高 め る 必 要 が あ る.

ハ ブ ロ タ イ ブ 間,各 地 域 集 団 間 に お け る 塩 基 置 換 率

ハ ブ ロ タ イ プ 間 お け る 塩 基 置 換 率

各 地 域 標 本 集 団 か ら検 出 さ れ た ハ プ ロ タ イ プ 間,お よ び 各 地 域 標 本 集 団

間 の 塩 基 置 換 率 をNeiandLi(1979)の 方 法 を 用 い て,制 限 酵 素 切 断 部

位 デ ー タ か ら算 出 し た.各 ハ プ ロ タ イ プ 間 のd値 を 表3に 示 す.表 の 下 三 角

内 に は 各 ハ プ ロ タ イ プ 間 に お け る4.2塩 基 対,6塩 基 対 認 識 酵 素 に よ る 共 通

切 断 部位 数 を,上 三 角 内 は 各 ハ プ ロ タ イ プ 間 にお け るdの 値 を 示 して い る.

こ れ に よ る と,マ ボ ヤ 集 団 の14種 類 の ハ プ ロ タ イ プ 間 の 遺 伝 的 距 離4は 約

0.209～1.6×10-2と な り,陸 奥 湾 の マ ボ ヤ3型 間 で 見 られ た 値 よ り も 大 き

な 値 を と っ た.こ れ らdの 値 か ら 各 ハ プ ロ タ イ プ 間 の 系 統 樹 をUPGMA法

で 作 製 し,図5に 示 し た.陸 奥 湾 の3型 で 検 出 さ れ た1型,II型,III型 の ク

レー ドとIV型 の 間 に 各 地 標 本 群 で 検 出 さ れ た ハ プ ロ タ イ プ が 先 に 連 結 す る

結 果 に な っ た.
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図5切 断部位データによるマボヤのハプロタイプの系統樹(UPGMA法)

各 地 標 本 集 団 間 お け る 塩 基 置 換 率

各 ハ プ ロ タ イ プ 間 の 塩 基 置 換 率 と,各 標 本 集 団 で 検 出 さ れ た ハ プ ロ タ イ

プ の 頻 度 か ら各 標 本 集 団 間 の 塩 基 置 換 率 を 算 出 す る こ と が で き る(Nei,

1987).表4に 各 地 域 標 本 集 団 間 のd値 を 示 す.各 地 域 標 本 集 団 間 に お け

るd値 は0.042x10-2(陸 奥 湾B型 と大 槌C型)か ら0.21xlr2(小 樽A型

と佐 渡C型)で,ハ プ ロ タ イ プ 間 で 見 られ たd値 よ り も10分 の1程 度 小 さ く

な っ た.こ れ らの 値 よ り系 統 樹 を 作 製 し,各 地 標 本 集 団 間 の 関 係 を 解 析 し

た.UPGMA法 で 作 製 し た 系 統 樹 を 図6に,NJ法 で 作 製 し た 系 統 樹 を 図7

に 示 す.図6で は 陸 奥 湾B型 に 大 槌C型,鮫 の 浦C型,山 田C型,と 繋 が

る 形 と な り,一 番 外 側 に 男 鹿C型 が 繋 が る 形 と な っ た.調 査 個 体 数 が 少 な

い た め 他 の 各 地 標 本 集 団 と 同 等 に 見 る こ と は で き な い が,小 樽 産A型 と 佐

渡 産C型 は 明 らか に 他 の ク ラ ス タ ー か ら離 れ て い る こ と な ど が 明 ら か に な っ

た.
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小樽 産A型 と佐 渡 産C型 は 調 査 個 体 数 が 少 な い こ と を 考 慮 し,点 線 で 他 の

ク レ ー ド とつ な げ て い る.ま た 切 断 部 位 の 確 定 が 確 定 で き な か っ た 為 表 記

は して い な い が,牛 窓 産C型 は 小樽 産A型 と 同 程 度 の 遺 伝 的 距 離 と な っ た.

次 にNJ法 で 作 製 し た 図7で は,小 樽,佐 渡,男 鹿,稚 内 な ど の 集 団 が 明 ら

か に 他 集 団 か ら離 れ て い る が,地 理 的 関 係 や 生 殖 時 期,時 刻 の 異 な る3型

を きれ い に 表 す よ う な 樹 形 は 得 られ な か っ た.

cytb遺 伝 子 一 部 領 域 の 塩 基 配 列

各 地 域 集 団,そ れ ぞ れ5～7個 体 のCytb遺 伝 子 一 部 領 域 の 塩 基 配 列 を決

定 し た(図8).小 樽 産A型 や,牛 窓 産C型,佐 渡 産C型 な ど各 地 域 集 団 に

固 定 さ れ た 変 異 も 数 塩 基 検 出 さ れ た.し か し そ れ ら変 異 は い ず れ も点 変 異

で あ り,す べ て 第3コ ド ン に 生 じ た も の で あ っ た.23の ハ プ ロ タ イ プ が 検

出 さ れ た が(表5),そ の 他 配 列 の 大 部 分 に 変 異 が 見 つ か らな か っ た.ま

た 得 られ た デ ー タ か ら 系 統 樹 を作 成 した が,こ ち ら も 各 地 域 集 団 の 地 理 的

関 係 を 表 す 形 に は な ら な か っ た(図9).

表5塩 基配列データより各地域標本集団で検出されたハプロタイプ

藺臭湾A 葭臭湾8 陰臭湾C 大樋C

1 ll i i己1 薗 i輔 i iv v

偶体敷 e 1 e 1 e 1 5 1 1

鋼實 o.ee 0.14 o.ae 0.14 o.ee 0.14 0.71 0.14 0.14

山田C 鍛の浦C 小鱒A

i vi V禧i 1 viii 薩x x xi

■体敷 3 t 1 7 1 3 z t

顛實 o.e 0.2 o.z o.ae 0.13 0.3 0.33 0.17

稚内A 男口C

i xii xiii xiv i xv xvl

■体歌 z 2 i 1 3 Z 1

頻實 0.33 Q.33 0.17 o.≫ o.s 0.33 0.17

佐渡C 曽島C 牛塞C

xvii xvifi xix XX i xxi xxii xx鰭1 xx藍 》

梱体数 4 2 t 1 7 1 4 1 1

顛魔 O.57 0.29 0.14 o.ia 0.86 0.り3 0.67 air 0.17
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A,B,Cは 陸 奥 湾 産 の3型,otsは 大 槌 産C型,wakkaは 稚 内 産C型,otは 小樽 産C型,ogaは 男鹿 産C型,sad・ は佐 渡 産C型,

yamは 山 田産C型,sameは 鮫 の 浦 産C型,sugaは 管 島 産C型,usiは 牛 窓産C型 鋸 体 を表 す.
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」

A,B,Cは 陸 奥 湾 産 の3型,otsは 大 槌 産C型,wakkaは 稚 内 産C型,ofは 小樽 産C型,ogaは 男鹿 産C型,sadoは 佐 渡 産C型,

yamは 山 田産C型,sameは 鮫 の 浦 産C型,sugaは 管 島 産C型,usiは 牛 窓産C型 鋸 体 を表 す.
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図8各 地 域 集 団,そ れ ぞ れ5～7個 体 のcyrb遺 伝 子 一 部 領 域 の 塩 基 配 列(1/3)

A,B,Cは 陸奥 湾 産 の3型,otsは 大 槌 産C型,wakkaは 稚 内 産C型,otは 小樽 産C型,ogaは 男 鹿 産C型,sadoは 佐 渡 産C型,

yamは 山 田産C型,sameは 鮫 の 浦 産C型,sugaは 管 島産C型,usiは 牛 窓 産C型 鋸 体 を表 す.
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考察

マ ボ ヤmtDNA変 異 の 位 置

マ ボ ヤmtDNA配 列 上 に お い て,本 研 究 で 解 析 に 使 用 し た12種 類 の 制 限

酵 素 の 認 識 部 位 は42箇 所,約210塩 基 対 で あ り,こ れ ら領 域 に つ い て 変 異

の 有 無 を 調 査 し た こ と に な る.図10に マ ボ ヤmtDNAの 全 酵 素 切 断 部 位 を,

図11に 変 異 の 起 き た と 考 え られ る 切 断 部 位 を 示 す.マ ボ ヤmtDNAの 全

配 列 上 に お い て,本 研 究 で 使 用 した 制 限 酵 素 の 認 識 部 位 は42箇 所 存 在 し,

こ れ は 約214の 塩 基 対 に つ い て 変 異 の 有 無 を 調 査 し た こ と に 相 当 す る.

mtDNAに は 遺 伝 子 を コ ー ド して い る 領 域 と何 も コ ー ドし て い な い 領 域 が

あ り(Clayton1982),何 も コ ー ド し て い な い 領 域 に は,H鎖 複 製 起 点

と転 写 開 始 点 を 含 み,複 製 の 初 期 に 短 い 伸 張 鎖 が 確 認 さ れ る こ と か らD

loopと 呼 ば れ て い る 領 域 や 遺 伝 子 と 遺 伝 子 の 間 の 短 い ス ペ ー サ ー と 呼 ば れ

る領 域 が 存 在 す る.こ のDloopや ス ペ ー サ ー と い っ た 領 域 は 塩 基 置 換 が 最

も 速 く 生 じ る 領 域 と い わ れ て お り(Wolstenholme1992),マ ボ ヤ の

mtDNAに も こ れ ら 領 域 は 存 在 す る.本 研 究 に お い て 検 出 さ れ た 多 型 の 変

異 の 起 き た と 考 え ら れ る 部 位 を 図11で 見 て み る と,mtDNAほ ぼ 全 体 に あ

る が,若 干 一 部 の 領 域(13,000～14,000塩 基 対 付 近)に 偏 りが あ る よ う

に み え る ・ マ ボ ヤmtDNAで は こ の 領 域 はDloOPや ス ペ ー サ ー と い っ た 領

域 で は な く,NADH脱 水 素 酵 素 の サ ブ ユ ニ ヅ トND1やATPase6を コ ー ド

して お り(横 堀 未 発 表 デ ー タ),遺 伝 子 領 域 で あ っ た.何 も コ ー ド し て

い な い 領 域 よ り も 遺 伝 子 領 域 に 変 異 が 多 く検 出 さ れ た 原 因 と し て は,使 用

した12酵 素 が 認 識 す る 塩 基 配 列 がDloop,ス ペ ー サ ー と い っ た 領 域 に 少

な か っ た 事 が1つ の 原 因 と し て 考 え ら れ る.
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一 方 ,Cy∫b遺 伝 子 一 部 領 域(360塩 基 対)の 比 較 に お い て は,小 樽 産

A型 で,1塩 基,佐 渡 産C型 で2塩 基,牛 窓 産C型 で3塩 基 の 固 定 さ れ た 変 異

が 検 出 さ れ た.し か し ど の 変 異 も 第3コ ドン で 起 き た も の で あ り,他 の 部

位 で の 変 異 も 数 個 体 で 検 出 さ れ た の み で あ っ た.

検 出 さ れ た ハ プ ロ タ イ プ

RFLP解 析

1型 は ど の 集 団 に も 高 頻 度 で 検 出 さ れ た ハ プ ロ タ イ プ で あ っ た.1型 以 外

の ハ プ ロ タ イ プ を 見 て み る と,II型 は 浅 虫A型 と 稚 内A型 の 標 本 群 の み に 見

ら れ,IV,VI型 は 浅 虫,山 田C型 の 標 本 群 の み で,IX型 は 大 槌,鮫 の 浦C

型 標 本 群 の み で 検 出 さ れ た ハ プ ロ タ イ プ で あ り,II型,VIII型,X型,XI

型,XII型,XIII型,XIV型,XV型 な ど は 出 現 頻 度 は 非 常 に 小 さ い な が ら

も,各 地 域 集 団 独 特 に 検 出 さ れ て い る.こ れ ら ハ プ ロ タ イ プ の 分 布 様 式 は

ア メ リ カ カ キCrassostreavirginisaの 各 地 域 集 団(RecbandAvise

1990)や カ ブ ト ガ ニLimuluspolyphemusの 各 地 域 集 団(Saunders

etal.,1986)の 分 化 の 程 度 と 比 較 す る と,僅 か で は あ る が 各 地 域 集 団 の

特 徴,す な わ ち 各 集 団 内 に お い て 遺 伝 子 拡 散(geneflow)が 起 き て い る

可 能 性 を 示 唆 し て い る よ う に み え る.

cytb遺 伝 子 一 部 領 域 の 塩 基 配 列

塩 基 配 列 の 解 析 で は24の ハ プ ロ タ イ プ が 検 出 さ れ た.そ れ ぞ れ の ハ プ ロ

タ イ プ は 各 地 域 集 団 に 独 特 に み ら れ た も の だ っ た が,検 出 さ れ た す べ て の

変 異 が 点 変 異 で あ っ た た め,RFLPの 結 果 よ り も さ ら に,地 域 集 団 の 地

理 的 距 離 と 相 関 す る よ う な 結 果 は 得 ら れ な か っ た.

一35一



菅 島 の 標 本 集 団

RFLPの 解 析 に お い て は,調 査 を 行 っ た ど の 標 本 集 団 か ら も1個 体 以

上 多 型 切 断 型 が 検 出 さ れ た が,菅 島 の 集 団 か らは15個 体 中,1個 体 も 多 型

が 検 出 さ れ な か った.菅 島 の 集 団 は,多 型 の 検 出 され て い る3酵 素(Banll,

HincII,Xbal)で は30個 体 以 上 の 解 析 を 行 っ た が,1型 以 外 の 切 断 型 は1

個 体 も 検 出 さ れ な か っ た.こ れ は 他 標 本 集 団 と 比 較 検 討 して 明 ら か に 通 常

で は 考 え ら れ な い 遺 伝 的 に 単 一 な 集 団 で あ る.菅 島 の 標 本 集 団 が 自然 の 状

態 で 棲 息 範 囲 を 拡 大 し,菅 島 に 棲 息 す る よ う に な っ た な ら ば,そ の 過 程 で

遺 伝 的 な 変 異 がmtDNAに 生 じ,蓄 積 さ れ て い て も 不 思 議 は な い.し か し

本 研 究 のRFLP解 析 で 検 出 さ れ た 変 異 は ほ ぼ 皆 無 で あ っ た.こ の 原 因 の

1つ と して,本 研 究 で 使 用 し た 菅 島 の 集 団 は 人 為 的 な 影 響 に よ っ て 菅 島 周

辺 に 棲 息 す る よ う に な っ た と い う事 が 考 え ら れ る.人 為 的 な 影 響 と して は ,

多 々 考 え られ る が,そ の ひ と つ と し て カ キ の 養 殖 が あ げ ら れ る.菅 島 で は

約10年 程 前 か ら カ キ の 養 殖 を は じめ て お り,そ の 種 苗 は 仙 台 か ら の も の を

使 用 して い る(西 川1998).マ ボ ヤ が 菅 島 付 近 に 棲 息 す る の が 確 認 さ れ

る よ う に な っ た の は お よ そ7,8年 前 か らで あ り,こ れ らの こ と を 考 慮 す る

と,本 研 究 で 使 用 し た 菅 島 の 集 団 は カ キ 種 苗 と と も に 菅 島 に 運 ば れ て き た

少 数 の マ ボ ヤ が そ の 小 集 団 の な か で 交 雑 を繰 り返 し,周 辺 に 棲 息 す る よ う

に な っ た 可 能 性 が 高 い.

マ ボ ヤ 各 地 集 団 の 遺 伝 的 分 化 の 割 合

RFLP解 析 に お け る マ ボ ヤmtDNAの 多 型 出 現 頻 度 を 見 て み る と ,

総 数226個 体 の う ち,多 型 を 表 し た 個 体 は わ ず か に31個 体 で あ っ た.す な

わ ち,86%が1つ の ハ プ ロ タ イ プ1型 を 表 して い る.地 域 集 団 と ハ プ ロ タ

イ プ の 関 係 を み て も,1型 が ど の 地 域 集 団 か ら も0 .5～0.92と 最 も 優 位 に 検

出 さ れ て お り,他 の ゲ ノ ム 型 の 出 現 頻 度 は ほ と ん ど が0.1を 越 え な い 低 い

一36一



も の で あ っ た.mtDNAを 指 標 と し た 地 理 的 変 異 の 研 究 は 種 々 の 動 物 群 で

行 わ れ て お り,日 本 の5河 川 に 遡 上 す る シ ロ サ ケOncorhynchusketaの

各 集 団 で 検 出 さ れ た ハ プ ロ タ イ プ の 出 現 頻 度(小 林1988)は,最 も 優 位

に 見 ら れ た 型 が0.25～0.875で あ り,つ き に 優 位 に 見 ら れ た 型 は0.143～

0.75と 各 集 団 内 で 優 位 に 見 ら れ た ハ プ ロ タ イ プ が 異 な り,複 数 確 認 さ れ て

い る.ま た 太 平 洋 の 各 海 域 に お い て 採 取 さ れ た キ ハ ダ マ グ ロThunnus

albararesの 各 集 団 で は,2つ の ハ プ ロ タ イ プ が 優 位 に 検 出 さ れ,そ の 頻

度 は0.254～0.608と 報 告 さ れ て お り(R.D.wardetal.,1994),ニ ュ ー

ハ ン プ シ ャ ー か ら フ ロ リ ダ 半 島 ま で の 各 地 域 に 棲 息 す る ア メ リ カ カ キ

Crassostreavirginicaの 各 地 域 集 団 で は,地 域 集 団 で 全 く異 な っ た ハ プ

ロ タ イ プ が 検 出 さ れ て い る(ReebandAvise1990).こ れ ら と 本 研 究

で 得 ら れ た 結 果 を 比 較 し て み る と,生 殖 時 期,産 卵 時 刻 の 違 い か ら 生 殖 的

隔 離 が 成 立 し て い る で あ ろ う マ ボ ヤ の3集 団 に お け る 多 様 性 は 非 常 に 低 く,

地 理 的 隔 離 の 成 立 し て い る 各 地 集 団 間 に お い て も,そ の 程 度 は 非 常 に 低 い

こ と が わ か る.つ ま り 生 殖 的,地 理 的 隔 離 が 成 立 し て い て も,mtDNA

を 指 標 と し た 場 合,マ ボ ヤ の 各 標 本 集 団 間 の 遺 伝 的 多 様 性 は 非 常 に 小 さ い

も の で あ る と 考 え ら れ る.検 出 さ れ た ハ プ ロ タ イ プ 間,各 標 本 集 団 間 の 関

係 を 数 値 化 し,表 し た も の がNeiandLiの 提 唱 し たd値 で あ り,こ れ ら の

値 は ハ プ ロ タ イ プ 間 で は0.209～1.6x10'2,各 標 本 集 団 間 で は0.042～

0.21x10冒2と い う 値 を と っ た.d値 は 塩 基 置 換 率Pに 変 換 す る こ と が 可 能

で,ハ プ ロ タ イ プ 間 で はP=0.21～1.6%,各 標 本 集 団 間 で はp=0.04～

0.21%と な る.ア メ リ カ の ノ ー ス カ ロ ラ イ ナ か ら ル イ ジ ア ナ 州 の14河 川

の 集 団 を 用 い た サ ン フ ィ ッ シ ュLepomismacrochirusの 解 析 で は,

d=0.19～10.Ox10-2で あ り(Aviceetal.,1984),日 本 の188地 点 の

標 本 集 団 を 用 い た メ ダ カOryziaslaptipesの 解 析 で は ρ=0.1～12.4%と

い う 値 が 得 ら れ て い る(Matsudaetal .,1997).こ れ ら の 値 と 比 較
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して も,マ ボ ヤ 各 標 本 集 団 間 の 遺 伝 的 分 化 は 非 常 に 小 さい こ とが わ か る.

各 地 標 本 集 団 の 関 係

ハ プ ロ タ イ プ 間 の 系 統 樹 で は,各 集 団 間 の 地 理 的 な 位 置 関 係 と一 致 す る

よ う な 樹 形 は 得 ら れ な か っ た(図5と 図9).こ れ は 各 集 団 で 検 出 さ れ た 切

断 型 が,1部 位 し か 異 な ら な い な ど 非 常 に 類 似 し た も の が 多 くみ ら れ た た

め と推 察 す る.

各 地 域 標 本 集 団 間 の 系 統 樹 で も,樹 形 は 地 理 的 位 置 関 係 と きれ い に 一 致 し

な か っ た.こ の 様 な 結 果 の 現 因 と し て は,様 々 な 要 因 が 考 え ら れ る が,そ

の ひ と つ と し てmtDNAの 進 化 速 度 と マ ボ ヤ と い う種 の 生 息 域 拡 大 の 速 度

の 関 係 が 考 え ら れ る.mtDNAは 近 縁 と 考 え ら れ る 動 物 集 団 間 の 系 統 関 係

を 知 る 遺 伝 マ ー カ ー と して,様 々 な 動 物 集 団 の 研 究 に も ち い ら れ て き て お

り(Yonekawaeral.,1981;Ferrisetal.,1983;BergandFerris

1984;Barrioetal.,1992;Tamuraetal.,1991;Wadaet

al.,1991),多 く の 有 効 な 結 果 を 提 示 し て い る 反 面,Palumbiand

Wilson(1990)に よ るS.purpratusやS.droebachiensisの 解 析,

Echinometramathaei(Palumbietal.1991)Drosophila

monitumの サ ブ グ ル ー プ(Kimetal,1993)な ど の 解 析 で は 明 ら か な

遺 伝 的 差 異 を 提 示 で き て い な い.mtDNAは 核DNAよ り も 進 化 速 度 が5～

10倍 も 速 い(Brownetal.,1979)と い わ れ て い る が,生 物 の 変 化(進

化)がmtDNAに 変 異 が 蓄 積 さ れ る よ り も は や い,も し く は 急 激 に 起 こ っ

た 場 合,そ の 生 物 の 変 化 を た ど る こ と は 非 常 に 難 し い.マ ボ ヤ は 幼 生 期 に

は 遊 泳 能 力 を 持 ち,移 動 可 能 で あ る が,そ の 期 間 は2,3日 で 付 着 後 は 固 着

生 活 を 送 る た め,生 息 域 を 広 げ る た め に は 相 当 な 時 間 が 必 要 な の で は な い

か と 考 え ら れ て き た.し か し,捕 食 さ れ る 外 敵 が ほ と ん ど い な い こ と や,

水 槽 で の 飼 育 や,菅 島 の 例 な ど か ら 異 な る 環 境 へ の 順 応 性 は 高 い と 考 え ら
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れ,生 息 域 の 拡 大 に は 他 の 海 棲 底 性 生 物 ほ ど 時 間 が か か ら な い 可 能 性 も あ

る.い く つ か あ る で あ ろ う 原 因 の も う 一 つ と して 考 え ら れ る の は,人 為 的

影 響 に よ る も の で,特 に 太 平 洋 岸 の 養 殖 が 盛 ん な 地 域 で は 菅 島 な ど の よ う

に 少 な か ら ず,影 響 を 受 け て い る 可 能 性 は あ る.

し か し な が ら,本 研 究 で は マ ボ ヤ の 各 地 集 団 の 明 確 な 棲 息 生 息 域 と遺 伝

的 分 化 の 関 係 を 明 確 に 推 定 す る こ と は で き な か っ た.し か しな が ら,検 出

さ れ た 変 異 は わ ず か で は あ る が,ハ プ ロ タ イ プ の 出 現 頻 度 が 太 平 洋 岸 よ り

も 日本 海 岸 の 方 が 高 い こ と,得 ら れ た 集 団 間 の 系 統 樹 に お い て 日 本 海 岸 の

集 団 が 太 平 洋 岸 の 集 団 の 外 側 に き て い る こ と,日 本 海 沿 岸 に お い て は,北

海 道 か ら 本 州 西 端 に ま で 分 布 して い る に も か か わ ら ず,太 平 洋 岸 で は 北 海

道 沿 岸 や 関 東 か ら 東 海 地 方 沿 岸 に 棲 息 が 確 認 さ れ て い な い こ と,な ど か ら

考 え る と,マ ボ ヤ と い う 種 は 日 本 海 起 源 で は な い か と い う こ と を 強 く推 測

さ せ る.本 研 究 で は マ ボ ヤ 各 地 域 集 団 間 の 遺 伝 的 距 離 お よ び 塩 基 置 換 率 を

算 出 し た が,こ れ ら の 値 か ら 分 岐 年 代 を 推 定 す る こ と が で き る(Nei,

1987).分 岐 年 代 を 推 定 す る 際 に 塩 基 置 換 速 度 が 必 要 と な る が,ホ ヤ の 化

石 は 現 在 ま で の と こ ろ ほ と ん ど 発 見 さ れ て い な い た め,系 統 的 に 比 較 的 近

縁 と考 え られ て い る 棘 皮 動 物 の ウ ニ 類 に お け る,制 限 酵 素 認 識 部 位 あ た り

年 あ た りの 塩 基 置 換 速 度1%～1.5%/100万 年(VawterandBrown,

1986)を 使 用 し た.そ の 結 果,マ ボ ヤ3型 の 分 岐 は お よ そ3～1.7万 年 前 と

の 推 定 が 得 られ た.こ の 推 定 時 は 地 質 年 代 で 第 四 紀 更 新 世 の 最 後 期 に あ た

る.ま た 脊 椎 動 物 の 塩 基 置 換 速 度 は お よ そ2.0%/100万 年(Brownet

Ql.,1979)で あ り,そ の 数 値 を 当 て は め た 場 合 の 分 岐 年 代 は お よ そ2～1

万 年 前 と な る.こ の 推 定 年 代 も 第 四 紀 更 新 世 の 最 後 期 に あ た り,ホ ヤ 類 の

系 統 上 の 位 置 か ら 考 え る と,上 記 進 化 速 度 の 適 用 は 妥 当 で あ る と考 え る.

第 四 紀 は お よ そ170万 年 前 よ り始 ま る 更 新 世 か ら,完 新 世 と よ ば れ る 最 後

の 約1万 年 を さ し,更 新 世 は 大 規 模 な 気 候 変 化 と寒 冷 化 が 起 こ っ た 時 代 と
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して 知 られ て い る.4回 以 上 の 氷 河 期 が あ っ た が,更 新 世 最 後 の 約7万 年 は

最 終 氷 期 で あ る ヴ ュ ル ム 氷 期 に あ た り,日 本 海 に 連 絡 す る 間 宮 海 峡,宗 谷

海 峡,津 軽 海 峡,対 馬 海 峡,朝 鮮 海 峡 の5海 峡 は 氷 期 と 間 氷 期 に よ る 海 水

準 の 下 降,上 昇 に よ っ て 外 海 と の 連 絡,遮 断 が 繰 り返 し起 き て い た こ と が

地 質 調 査 な ど に よ り判 明 し て い る.ヴ ュ ル ム 氷 期 の 最 盛 期,主 ヴ ュ ル ム 亜

氷 期IIの 時 代 に は 日 本 海 は 外 海 か ら ほ ぼ 隔 離 さ れ た 状 態 で あ っ た と考 え ら

れ て お り(湊,1967),西 村(1990)は,対 馬 海 峡,朝 鮮 海 峡 が 開 通 し

た の は ヴ ュ ル ム 氷 期 の 末 期 以 降 で,そ れ 以 前 は 鮮 新 世 末 期 以 前 ま で 閉 じ て

い た 可 能 性 が 強 い こ と を 述 べ て い る.こ れ ら の 報 告 か ら考 え る と,マ ボ ヤ

3型 間 の 推 定 分 岐 年 代 で あ る お よ そ3～1.7万 年 前 は,日 本 海 は 北 の 海 峡 が

陸 橋 化 し,対 馬 海 峡,朝 鮮 海 峡 は 非 常 に 狭 ま っ た,も し くは 陸 橋 化 し た 時

代 と,ヴ ュ ル ム 氷 期 が 終 わ りに 近 づ い て 海 水 準 が 上 昇 し,日 本 海 が 再 び い

くつ か の 海 峡 で 外 海 と 連 絡 し始 め る 時 代 と を は さ ん だ 時 期 で あ る こ と が わ

か る.ま た 陸 奥 湾 の 深 度 は 平 均40mと 非 常 に 浅 い た め(箕 浦 ,1985),

そ の 成 立 は 最 終 氷 期 以 降 と 考 え ら れ,現 在 陸 奥 湾 に棲 息 して い る 生 物 は す

べ て そ れ 以 降 に 移 入 して き た と考 え られ る .こ れ ら地 質 学 的 証 拠 と現 在 の

マ ボ ヤ3型 の 分 布 パ タ ー ン か ら考 え る と,図12に 示 す よ う に ,マ ボ ヤ の 祖

先 集 団 は 北 方 よ り 沿 岸 流 な ど に の っ て 日 本 海 に 分 布 域 を 広 げ,最 終 氷 期 後

期 に 少 な く と もA型 とC型 の 分 化 は 日 本 海 の 陸 奥 湾 付 近 で 生 じた 可 能 性 が 高

い.B型 に お い て は,A型 とC型 の 交 雑 種 で あ る 可 能 性 も あ る が ,A,C両

型 が ほ ぼ 同 所 的 に 確 認 さ れ る 陸 奥 湾 以 外 の 下 北 半 島 沿 岸 で は,B型 の 個 体

数 は 少 な く,陸 奥 湾 内 に お い て の み そ の 生 息 数 が 多 く 観 察 さ れ る こ と か ら

そ の 可 能 性 は 低 い と 考 え る.本 研 究 で 算 出 さ れ た3型 の 遺 伝 的 距 離 は 統 計

的 に 有 意 で な い ほ ど の 小 さ な 値 で は あ っ た が,こ の 値 か ら 算 出 さ れ た 分 岐

年 代 は 地 質 学 的 証 拠 と 一 致 す る 結 果 と な っ た こ と は 興 味 深 い.
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本 研 究 で は 日本 海 岸 の 集 団 は4集 団 を 解 析 した が,個 体 数 な ど の 面 で 更

な る 解 析 が 必 要 で あ る.精 度 の 高 い 遺 伝 マ ー カ ー(核DNAな ど)を 用 い た

解 析 と 共 に 日本 海 岸 の 集 団 や,瀬 戸 内 の 集 団 の 解 析 を 更 に 行 う こ とで,マ

ボ ヤ と い う種 か ら み た 形 態 変 異 の 変 遷 が 推 定 で き るの で は な い か と 考 え る.

奮
マボヤの祖先集団

の経路

含
最終氷期後期以降の

マボヤ集団の経路

C型

図12マ ポ ヤ の 生 息 域 拡 大の 推 定 図
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