
- 1 -

PCR-RFLP法に基づく常浪川に放流された群馬県産人工アユ種苗の再捕確認
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アユは､サケと並んで新潟県の河川漁業にとっ

ての重要魚種であり、県内各地で種苗放流が行わ

れている。県内で放流される種苗には、天然種苗

だけはなく、人工採卵によって生産された人工種

苗も含まれる。

これまでの人工種苗に関する研究により、人工

種苗は天然アユ稚魚とは異なる特徴を有すること

が知られている 。そのため、人工種苗の放流１）-３）

には、天然アユの生息や再生産に影響を及ぼす生

態的攪乱のリスクが存在することが指摘されてい

る 。一方、漁業者は、種苗放流の経費を負担４）-５）

し、経費の軽減を求めている。経費負担の軽減を

図る方法の一つには、種苗放流の効率向上が考え

られ、天然水域における人工種苗の生態的特性の

把握や放流効果調査などの調査が必要となる。し

かし、天然水域から採捕されたアユの種苗の由来

を形態学的手法により、正確かつ簡便に判別する

のは困難である。このような状況の中、近年の遺

伝学的研究の進展により、DNAマーカーを利用し

た種苗放流効果の研究がいくつかの漁業対象種で

行われている 。６）-９）

そこで、本研究では、天然水域から採捕された

アユから放流された人工種苗を判別することが可

能か否かを明らかにすることを目的として、遺伝

学的手法を用いた群馬県産人工種苗の判別技術の

開発を行った。

材 料 と 方 法

供試魚 ミトコンドリアDNA（mtDNA）の塩基配

列分析には、2003年秋に群馬県水産試験場と新潟

県水産振興協会で生産され、2004年春に阿賀野川

水系常浪川に放流された人工アユ種苗を６個体ず

つ計12個体を供した。さらに、2004年７月に阿賀

野川水系常浪川から採捕されたアユ３個体も分析

に供した。

PCR-RFLP解析には、塩基配列分析を行った個体

含む群馬県水産試験場および新潟県水産振興協会

産の人工アユ種苗10個体ずつ計20個体を供した。

放流された群馬県水産試験場産人工アユ種苗の

再捕確認には、阿賀野川水系常浪川から採捕され

たアユ個体を用いた。常浪川への天然アユの遡上

は、下流側の揚川ダムによって妨げられ、常浪川

に生息するアユは全て放流アユである。アユの採

捕は、2004年７月から８月にかけて釣りおよび投

網によって行われた。なお、東蒲原漁業協同組合

の聞き取りから、2004年に常浪川に放流されたア

ユ種苗203,718個体のうち13,333個体が群馬県水

（ ）。産試験場産の種苗であると推定されいる 表１

表１ 2004年における常浪川のアユ種苗の放流

実績

放流量 放流ｻｲｽﾞ 推定放流

放流日 （kg） (g/個体) 個体数

群馬 5/20 200 15 13,333

水振協 5/24～27 875 5 175,000

滋賀 6/14 200 13 15,385

DNA分析 DNA分析には、各個体から採取した

。 、胸びれを供した 供試魚から切除された胸びれは
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99.5％エタノール溶液で固定・保存した。粗DNA

の抽出はフェノール・クロロフォルム方法 によ10）

り行い、抽出された粗DNAを鋳型にPCR法でmtDNA

調節領域前半部を含むDNA断片を増幅した。PCR反

応には、L15924 とH16498 のプライマー対を用11） 11）

い、反応は94℃30秒を１サイクル、94℃30秒、50

℃30秒、72℃30秒を30サイクル、72℃５分を１サ

イクル行った。

増幅断片の塩基配列の解読には、直接塩基配列

法を用いた。ダイ・ターミネーター反応には、

L15924およびH16498の２種類のプライマーを使用

し、377DNAシーケンサー（Applied Biosystem社

） 。 、製 を用いて解読を行った 各個体の塩基配列は

アユのmtDNAの全塩基配列 （Accession number:12）

AB047553）と照合し、個体間で比較した。塩基置

換率の推定には、木村の２変数法 を用い、MEGA13）

3.1 により塩基多様度を算出した。14）

RFLP分析における増幅断片の消化には、制限酵

素 Iを用い、消化反応は37℃で４時間行った。Xho

、 、反応後 1.8％アガロースゲルで電気泳動を行い

増幅断片の切断の有無を確認した。

結 果

直接塩基配列法により、mtDNAのtRNAプロリン

領域を70、および調節領域前半部の310の計380bp

の塩基配列を決定した。解析した15個体から７つ

（ ）。 、のハプロタイプが確認された 表２ そのうち

新潟県水産振興協会産の人工種苗および常浪川か

ら採捕された標本には、塩基配列の変異が観察さ

れ（表３ 、６つのハプロタイプ（Hap-3～8）に）

分けられた。それに対し、群馬県水産試験場産の

６個体の塩基配列に変異は存在しなかった（Hap-

2 。）

表３ 塩基配列分析に基づくtRNA-Pro領域から

調節領域前半部におけるハプロタイプ出現

度数および塩基多様度

ハプロタイプ番号
＊N 2 3 4 5 6 7 8 π

群馬 6 6 0 0 0 0 0 0 0.00％

水振協 6 0 2 2 1 1 0 0 1.96％

常浪川 3 0 0 0 1 0 1 1 2.15％

：塩基多様度＊

群馬県水産試験場の人工種苗だけで観察された

ハプロタイプ（Hap-2）に特異的な塩基配列パタ

ンが存在するかを確認するため、配列パタンの比

較を行った。その結果、塩基番号123、307、311

の３サイトでハプロタイプ固有の塩基置換が認め

表２ アユ15個体のmtDNAのtRNAプロリン領域から調節領域前半部にかけて観察された塩基

配列変異

Hap-1：DDBJ, EMBLおよびGene Bankにおけるaccession number AB047553の塩基配列

Pro ：tRNAプロリン領域＊
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Hap-1 G C A A C T A G G C A T A C G C A C G G A C A G A A

Hap-2 . . . G . C . A . . . C . G A . . T A A . A G A . .

Hap-3 . . G . . C G A . . . C . G . T G . A . G . . . . .

Hap-4 . . . . T C . A . . C C . A A T . T A A . . . A . .

Hap-5 . T . . . C . A . . C C G G . . G . A A . . . . . .

Hap-6 . . . . T C . A . . C C . G A . G T A A . . . . . .

Hap-7 . . . . . C . A A . C C . G A . G T A A . . . . . .

Hap-8 A . . . T C . A . A . C G G . . . T A A . . . . G G

塩　基　番　号

調　節　領　域
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られた（表２ 。そこで、Hap-2固有の塩基置換サ）

イトで切断が生じる制限酵素を探索した。その結

果、Hap-2の塩基番号118から123までの塩基配列

がCTCGAGであったことから、制限酵素 IによっXho

てHap-2のDNA断片は切断されると予測された。

このような予測を基づき、群馬県水産試験場お

よび新潟県水産振興協会産の人工種苗のmtDNA調

節領域前半部を含むDNA断片を材料に、 IによXho

る制限酵素処理を行い、電気泳動像を観察した。

その結果、新潟県水産振興協会産の人工種苗で

は断片長500bp付近に１つのバンドが観察され、

群馬県水産試験場産では、200bpおよび300bp近く

に２本のバンドが存在した（図１ 。そして、群）

馬県水産試験場産人工種苗では、全ての個体で２

本バンドが観察されたが、新潟県水産振興協会産

では１本バンドしか観察されなかった（表４ 。）

図１ 制限酵素処理後の泳動像の比較

表４ 人工産アユ種苗のPCR-RFLP解析結果

XhoI

切断(+) 非切断(-)

群馬県水産試験場 10 0

新潟県水産振興協会 0 10

常浪川から採捕されたアユ80個体を対象に IXho

を用いたPCR-RFLP解析行った結果、21個体で２本

バンドが観察された（表５ 。２本バンド観察さ）

れた個体うち３個体の塩基配列を解読したとこ

、 。ろ ３個体全ての配列がHap-2の配列と一致した

PCR-RFLP解析により切断パタンを示した個体数

割合を算出した結果、７月が32.0％、８月が16.7

％であった。これらの出現頻度の違いが統計学的

に有意であるかを明らかにするため、Fisherの正

確確率検定を行った結果、２群間の出現度数に異

質性は認められなかった（p=0.190）

表５ 常浪川から採捕されたアユのPCR-RFLP解

析結果

IXho

採集月 採捕方法 切断(+) 非切断(-)

７月 投網 16 34

８月 釣り 5 25

計 21 59

考 察

Iguchi （1999） は、日本周辺の両測et al. 15）

回遊型アユを対象にmtDNA調節領域前半部の遺伝

。 、 、的特徴を調べた その結果 変異サイト率が22％

各地域集団の塩基多様度が2.16～3.17％の値を示

し、著しい遺伝変異が調節領域に存在することを

明らかにした。それに対し、本研究の塩基配列分

析の結果、群馬県水産試験場産人工種苗では遺伝

的変異は観察されなかった。

群馬県水産試験場の人工種苗は、1970年から長

期間継代飼育され、調節領域のPCR-RFLP解析にお

いても遺伝的変異は認められなかった 。これら16）

のことから、群馬県水産試験場の人工種苗では、

mtDNAの遺伝的変異が著しく低下し、ほとんどの

個体が同一の配列を有していると推定される。

以上のことから、群馬県水産試験場の人工種苗

が放流された常浪川から採捕されたアユのうち、

Hap-2の配列パタンを示した個体を群馬県水産試

験場産アユと判別することは妥当であると考えら

れた。

塩基配列分析によって、群馬県水産試験場産ア

ユを判別できることが明らかになった。しかし、

数多くの個体を対象に塩基配列分析を行うには、

多くの作業と費用が必要となる。そこで、作業時

間と費用を低減するため、塩基配列分析より簡便

なPCR-RFLP法で群馬県水産試験場産人工種苗が判

別できるか検討した。その結果、 Iを用いたXho

PCR-RFLP法により、本研究で観察されたハプロタ
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イプ、およびIshiguro （2001） のハプet al. 12）

ロタイプの中から群馬県水産試験場産人工種苗で

観察されたハプロタイプ（Hap-2）を識別できる

ことが明らかになった。

この結果に基づき、常浪川から採捕されたアユ

のうち、PCR-RFLP法で群馬県水産試験場産アユと

推定された３個体について塩基配列分析を行った

結果、全ての個体が群馬県水産試験場産人工種苗

と同じ塩基配列パタンを示した。これらのことか

ら、常浪川から採捕されたアユのうち Iを用いXho

たPCR-RFLP法により切断型の泳動パタン（図１）

を示した個体は、群馬県水産試験場産アユである

と推定された。

2004年夏に常浪川から採捕されたアユのうち、

群馬県水産試験場産アユと推定される個体の割合

は、26.3％と算出された。７月と８月の個体数割

合に異質性は認められなかったことから、2004年

７月から８月の期間、ほぼ一定の割合で常浪川に

生息していたと推測される。

一方、2004年に常浪川へ放流された放流尾数の

うち、群馬県水産試験場産種苗の個体数割合は、

6.5％と推定され（表１ 、再捕アユにおける個体）

数割合との間に異質性が認められた（Fisherの正

確確率検定：P<0.0001 。このことから、2004年）

の常浪川における群馬県水産試験場産種苗の再捕

率は、他の種苗よりも高かった可能性が推測され

る。

一般に、人工種苗の放流後の生残には、放流時

期、放流サイズ、種苗特性、環境収容力、捕食生

物の有無など数多くの要因が影響していると考え

られる。2004年の常浪川における放流状況をみる

と、群馬県水産試験場産人工種苗の放流時の体サ

イズが最も大きく、さらに放流日も最も早いなど

（ ）、 。 、表１ 種苗の放流条件が異なっていた また

アユの人工種苗では、遡上性やなわばり獲得能な

どの特性が種苗によって異なることが知られてい

る 。群馬県水産試験場の継代人工種苗は、他の1）

アユ集団と異なる遺伝的特徴を有し 、攻撃行18 ，19） ）

動が活発になる水温が琵琶湖産種苗と異なると考

られる など、種苗独自の特性を有していると考20）

。 、 、えられる これらのように 2004年の常浪川では

特性が異なると考えられる種苗を異なった条件で

放流していた。再捕アユにおける群馬県水産試験

場産の人工アユの個体数割合が放流時の個体数割

合より大きかった要因としては、放流時の体サイ

ズが大きかったことが、放流後の生残率を高めた

可能性が考えられたが、厳密な放流試験を行って

いないことから、要因の特定には至らなかった。

今後、遺伝的指標を含めた標識放流試験を行うこ

とによって、効果の高い放流技術が確立されると

考えられる。

2004年に常浪川に放流されたアユの種苗には、

群馬県水産試験場産人工種苗の他に、新潟県水産

振興協会産や滋賀県産の人工種苗が含まれている

（表１ 。これまでの遺伝学的研究により、両測）

回遊型アユや琵琶湖に生息する陸封型アユの調節

領域には、著しい遺伝的変異が存在することが明

らかになっている 。これらのことから、15）,17）,21）

群馬県水産試験場産人工アユ以外の個体でも、

Iを用いたPCR-RFLP法において切断型の泳動パXho

タンを示す個体が存在し、分析標本に含まれてい

た可能性も考えられる。よって、河川内における

群馬県水産試験場産人工種苗の混合率の推定と誤

差評価を行うには、今後、放流種苗の全体におけ

る切断型の出現頻度を求める必要がある。

要 約

mtDNAのtRNAプロリン領域および調節領域前半

部の380bpの塩基配列を解読した結果、群馬県水

産試験場の人工種苗アユには塩基配列の変異が観

察されず、固有の塩基配列を有していると推測さ

れた。

mtDNAのtRNAプロリン領域および調節領域前半

部の塩基配列を遺伝的指標に用いることにより、

群馬県水産試験場産の人工継代アユを判別できる

と考えられた。

mtDNA調節領域前半部を含むDNA断片を増幅し、

Iを用いて制限酵素処理を行うPCR-RFLP法によXho

り、塩基配列分析より簡便に群馬県水産試験場産

の人工継代アユを判別できる可能性が示された。

PCR-RFLP法により、2004年に群馬県水産試験場

産の人工種苗が放流された常浪川から採捕された
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アユの中に、群馬県水産試験場産の人工種苗由来

のアユが存在したと推定された。
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