
アワビ類は市場価値や漁獲量からみて最も重要な沿

岸資源の一つであるが，近年の漁獲量の減少は著しく

1970年頃の最盛期と比べ半分以下に低下している。ア

ワビ類では1980年代の種々の種苗生産技術の開発によっ

て，人工種苗を大量にかつ安定的に生産できるシステ

ムが確立され，各地に人工種苗の生産施設が建設され

るようになり，多くの人工種苗の生産が可能になった。

これらの大部分は，天然アワビ漁場に放流されており，

栽培漁業関係者の努力により，毎年2000万尾以上の人

工種苗が全国数百ヵ所の漁場に放流されている（栽培

漁業種苗生産統計2004）。その結果，地先市場での漁獲

アワビに占める人工種苗の割合が， 5 割以上となって

いる地区も出現している。このことは，漁場での混合

率に差はあるものの放流された人工種苗が数年間漁場

に留まり漁獲サイズまで成長していることを意味して

いる。アワビの漁獲サイズは 9 ～12cm程であるが，4

～ 7 cmとされている生物学的最小形からみても（市来,

1980），放流された人工種苗放流は，漁場において新し

く添加された資源だけではなく，再生産を通しての定

着資源になる可能性が十分に考えられる。

一方，人工種苗の生産では施設規模や生産コストの

点から実際の種苗生産に使われる親貝数に限界があり，

天然漁場で発生した集団と比較すると遺伝的変異性が

低いことが報告されている（木島ら，1992；Hara and
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Genetic variation in artificial seed of Japanese abalone, Haliotis
discus based on microsatellite DNA
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Abstract For evaluating the efficacy of the developed microsatellite DNA markers to
detect changes of genetic diversity in artificial seed populations and to estimate the
impact into natural populations due to stocking practice, we analyzed genetic varia-
tions within and between four artificial seed populations and four natural populations
of Japanese abalone Haliotis discus containing Ezo-awabi and Kuro-awabi. All of 9
microsatellite loci screened in this study showed polymorphisms with highly varia-
tions. Marked reductions of genetic variability in artificial seed populations compared
with the natural populations were observed in terms of number of microsatellite al-
leles. Significant differentiation was between the Ezo-awabi and Kuro-awabi, between
the artificial seed populations and natural populations, and between the artificial seed
populations. We conclude that, based on the decreased genetic variability observed in
all the artificial seed populations examined, bottlenecked effects occurred when each
artificial seed population was founded.
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Sekino，2002）。遺伝的変異性の減少は環境の変化に

対する適応力を低下させる可能性を高めることから

（Allendorf，1986），人工種苗の継続的な放流による遺

伝学的影響への関心が持たれている。しかし，アワビ

では遺伝的分析法の変異性の問題などから，人工種苗

の天然漁場への影響調査への試みは殆ど行われていな

い。そこで，本課題では高変異マーカーとして知られ

ているマイクロサテライトDNAマーカーを開発し，そ

れらを用いてアワビ天然発生集団と比較しながら人工

種苗の遺伝的変異性および遺伝的特性を把握し，今後

の人工種苗放流の天然漁場への影響を調査するために

有効な遺伝マーカーの開発を行った。

材料と方法

アワビの試料

天然集団として，北海道奥尻と岩手県広田の地先か

ら採集したエゾアワビ，三重県鳥羽および徳島県牟岐

地先から採集したクロアワビを用いた。これらのアワ

ビには，人工種苗と判断される貝殻にグリーンマーク

がないことを確かめた。人工種苗としては，岩手県内，

三重県内および兵庫県内のアワビ種苗生産場で生産さ

れたアワビ種苗を用いた。これらのサンプリング情報

はTable 1 に示した。DNAは各個体の足筋肉部からフェ

ノール・クロロホルム法（Sambrook et al., 1989）に

より抽出した。

マイクロサテライトDNAマ－カ－の単離

マイクロサテライトDNAライブラリ－は北海道奥尻

産のエゾアワビから抽出した DNA を用い， Sekino

and Hara（2001）の方法に従い調整した。この DNA

ライブラリーから白色コロニーを無作為に拾い出し，

GFX Micro Plasmid 抽出キット（Amerham Biosci-

ence）を用いて，プラスミドDNAを抽出，精製した。

（CA）nまたは（CT）nの陽性クローンについて， サイ

クルシ－クエンス法を用いて，塩基配列を決定した。

シークエンス反応には，5’Cy 5 標識したKS primer

およびReverse primerとシークエンスキット（Thermo

Sequence fluorescent labeled primer cycle sequenc-

ing kit with 7-deaza-dGPT,Amersham）を使用し，

シークエンスには蛍 光 DNAシークエンサー （ALF

express, Pharmacia）を使用した。得られた塩基配列

のデータから，プライマー設計ソフト（Primer Pre-

mier, Premier Biosoft International）によって，CA

リピートを挟む領域で，最適なプライマーを設計した。

設計プライマ－は，北海道奥尻産の集団を用いて，

PCR反 応で増 幅の可 否を調 べた。 PCR 反応は ， 20

pmolsのCy 5 で蛍光標識した各プライマーセット，100

μMのｄNTP，0.5ユニットのampliTaq Gold, Taqに

添付された10倍希釈バッファーと50ngのDNAテンプ

レートを加え，10～15μLの容量で行った。反応条件

は，プレヒーティングが95℃で12分，合成反応が95℃

で30秒，各プライマーのアニ－ル温度で45秒，75℃で

45秒を35－42サイクルし， 最後に72℃で 5 － 7 分の

DNA伸長反応を行った。

ア リ ル は 標 準 サ イ ズ マ ー カ ー （100～300bp,

Pharmacia）との比較により，PCR産物のサイズを決

めた。

統計的処理

各集団におけるアリル数，ヘテロ接合体率の観察値

（Ho）と期待値（HE）は遺伝解析ソフトCERVUS ver-

sion 2.0を使って計算した。アリル数は分析個体数に

依存するため， アリル数の比較には遺伝解析ソフト

FSTATで求めたAllelic Richnessを用いた（Goudet,
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Table 1. Sampling sites, date of sampling, and sample size of the 10 Japanese abalone populations

Sampling site
（Prefecture）

Source of
populations*1

Population
abbreviation Date sampled Sample size

Okushiri（Hokkaido） NE KO Jul.,1999 96

Taro（Iwate） NE KT Nov.,2000 96

Ijika（Mie） NK KL Aug.,1999 68
Mugi（Tokshima） NK KM Aug.,2000 96

Iwate-1（Iwate） AE T Apr.,1999 48

Iwate-2（Iwate） AE X Apr.,2000 48

Mie-1（Mie） AK H Nov.,1999 48

Hyougo-1（Hyogo） AK KH Nov.,1999 48

For geographical positions of populations, see Fig.1
*1 E:Ezo-awabi distributed region; K:Kuro-awabi distributed region



2001）。 そ れ ぞ れ の 集 団 の 各 座 に お け る Hardy-

Weinberg平衡の 適合は ， Markov-chain法を用 いた

Fisher's exactテストで確率を求め，Bonferroni 補正

（Rice, 1989）し有意性の検討を行った。

集団間の異質性を調べるためFSTとその確率を用いた

（Weir and Cockerham, 1984）。これらの値は遺伝解

析ソフトARLEQUIN（Schenider and Kueffer, 1997）

を用いて計算した。さらに，各集団の遺伝的類縁関係

をみるため，Cavalli-Sforza（Nei et. al., 1983）の遺

伝的距離（DA）を求め，近隣結合法（NJ法, Saito and

Nei, 1987）によってTREEVIEWソフト（Page, 1996）

を用いて類縁図を作成した。

結果および考察

マイクロサテライトDNAマ－カ－の遺伝的変異性

エゾアワビDNAからマイクロサテライトDNA領域

を単離し，それらの領域についてPCRプライマ－を設

計し，増幅性や変異性を検討した結果，集団の遺伝的

変異性を安定的に分析できるマーカーとして， 9 つの

マイクロサテライトマーカー座が開発された。Table 2

にマイクロサテライトDNA領域の反復の型，プライマー

の配列，アニール温度およびGenBank登録番号を示した。

エゾアワビDNAから設計した 9 つのPCRプライマー

はクロアワビにおいても問題なく PCR 産物が増幅さ

れた。エゾアワビの天然 2 集団，人工種苗 2 集団，ク

ロアワビの天然集団 2 集団および人工種苗 2 集団のア

リル頻度をAppendix A に， そして，Table 3 にそれ

らの遺伝的変異性を示した。全ての集団の全ての座に

おいてアリル数が 2 以上あり多型を示し，各座の変異

の程度は大きく異なっていた。遺伝マーカーの性能を

表す指標の一つとなる変異性では，天然集団の平均ア

リル数（A）で9.0～9.7，平均ヘテロ接合体率（He）

で0.556～0.633と，藤尾ら（1989）が報告しているアロ

ザイムマーカーの変異性（A：2.9，He：0.21）と比較

して明らかに高かった。

集団間の遺伝的違い

エゾアワビとクロアワビ，および人工種苗と天然集

団間における遺伝的違いについて調べた。エゾアワビ

とクロアワビの集団間では，アリル頻度に特徴ある頻

度組成が示された。また， 各集団の座当りのAllelic

Richnessは5.7から8.3，ヘテロ接合体率の観察値（Ho）

と期待値（HE）の平均はそれぞれ0.495～0.649と0.525

～0.649 であった。これらの遺伝的変異性を表す指標に

おいては違いが認められなかった。人工種苗と天然集
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Table 2. Microsatellite primer sequences developed from Ezo-awabi Haliotis discus Hannai*1

Locus Repeat motif（5'-3'） Primer sequence（5'-3'） Anneal
（℃）

Gen Bank
accession

Hd527 （CTCA）9 F-tgt aaa gac cct cgt cat ttg ga 55 AB178064

R-agc agc tga cac gcc gtg ata t

Hd535 （CTCA）14 F-ttt aac tct aca tgc cga ag 58 AB178065

R-tac tgt cag tcc aca tag gat

Hd553 （CTCA）6 F-ttg cta aaa gcg gcg taa aac a 58 AB178066

R-tgc cac cac tac gac ata caa aga

Hd601 （CGCA）5（CA）9 F-ttg ctc cca aag gaa aga ac 58 AB178069

R-atg ttt aca att ctg tat gtt cag ct

Hd604 （AAT）19 F-gtg tca gtt ctc caa aca ctt 55 AB178070

R-gaa aag gac tca aca agc ag
Hd680 （CTCA）5 F-cac tta ggg ctt tcc tcc cac att 55 AB178073

R-tga gtg gct atg caa aca acc atg

Hd715 （CTCA）5 F-gaa gcc cat ttc tgg tgt cc 55 AB178074

R-cgt tct gtt cat acg cat agt g

Hd731 （ATG）14 F-gtt tat tgt tgt gcc aaa ccg a 58 AB178077

R-ggt tta att caa agt gac gga

Hd1147 （AGGCG）5 F-tat ttc agc ctg att aac cct gtg 58 AB178083

R-acg ctt act caa ctt ggc act tac

*1 A total of 25 microsatellite markers were developed, of which 9 markers were used （see text）
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団の比較では，前者でロットによる大きな振れや低頻

度のアリルの喪失傾向がみられた。そして， Allelic

Richnessでは，人工種苗が5.7～7.4と天然集団の8.0～

8.3と比較して有意に低かった（P<0.05）。平均ヘテロ

接合体率では，HoとHEではともに違いが認められなかっ

たが，クロアワビ人工種苗HのHEでは明らかに低い値

を示し，ロットによる違いが検出された。これらの結

果は，エゾアワビについてアロザイムを用いて解析し

た結果と矛盾しなかった（木島ら，1992; 古殿ら，

1995）。人工種苗における遺伝的変異性の減少は，限ら

れた親によって生産させることによるビン首効果が大

きな原因に なると推 察されて いる （Allendorf and

Phelps, 1980）。さらに，変異性の減少はヘテロ接合体

率よりもアリル数に大きな影響を与えるとされており

（Allendorf, 1986），今回分析した人工種苗のアリル数

の減少もビン首効果が大きな要因と思われる。ビン首

効果による集団の有効な大きさの縮小は，まずアリル

数の減少に表れ，さらに集団が縮小するとヘテロ接合

体の減少に繋がると予測されることから，これらの 2

つの指標が集団を管理する上で重要と思われる。

殆どの座においてホモ接合体過剰傾向がみられたが，

天然集団では各座においてHoとHeでの大きな差はな

く，ヌルアリルの存在の可能性は低いと考えられた。

さらに，Hardy-Weinberg平衡から有意にずれたと推

定された座は，人工種苗において36のうち11で，天然

集団では KM に 2 つ存在した（P＜0.05）。 しかし，

Bonferroni補正を行うと人工種苗において 3 座のみが

有意と認められた（K＝9, P＜0.006）。これらのこと

は，今回分析に用いた 9 つの遺伝マ－カ－は集団を遺

伝的観点から管理する解析ツ－ルとして有効であるこ

とを示唆している。

集団間の遺伝的関係

集団間の遺伝的違 いを調べるために FST 値を求め

Table 4 に示した。クロアワビ天然集団間（LとKM）

を除く全ての組合せ集団間で遺伝的に有意な違いが認

められた（P＜0.001）。人工集団間の FST 値は天然集団

間の値に比べて高く，さらにエゾアワビとクロアワビ

の間で人工種苗および天然集団において高かった。エ

ゾアワビとクロアワビ，および人工種苗と天然集団の

遺伝的関係をみるためにCavalli-Sforzaの遺伝的距離

（DA）を用いて近隣結合法により類縁図を描き，Fig. 1

に示した。この遺伝的類縁関係図からエゾアワビとク

ロアワビが大きく分かれることがわかる。近年，エゾ

アワビの種苗生産は順調なもののクロアワビでは病気

が原因とされる大量斃死が頻発しており（Momoyama

1999），一部のクロアワビ生息域ではエゾアワビ人工種

苗の放流が続けられていることから，これらのマーカー

はクロアワビ生息域でのエゾアワビの影響を調べるた

めに有効と思われる。さらに，集団間の類縁関係では

近接した天然集団と人工種苗が他の集団と比べて近い

関係であることがわかる。すなわち，分析に使用した

人工種苗では集団間での明らかな遺伝的違いがあるも

のの，種苗生産には地域の天然親貝を使用しているこ

とから地域の遺伝的組成を反映してと考えられる。
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Fig. 1. Unrooted neighbor-joining tree based on
modified Cavalli-Sforza chord distance（DA）. The
numbers refer to percentage bootstrap values gen-
erated from 1000 replications of resampled loci.



ま と め

開発されたアワビの 9 つのマイクロサテライトDNA

マーカーは，既存のアロザイムマーカーと比較して遺

伝的変異性が高いことから，人工種苗間および人工種

苗と天然集団間の遺伝的変異性を高感度に調べること

が可能になった。これらの遺伝マーカーを用いて，人

工種苗と天然集団の遺伝的組成が大きく異なること，

低頻度のアリルの多くが消失すること，エゾアワビと

クロアワビで異なることが示された。10％の遺伝的変

異性の減少は適応に関連する形質に影響を与えるとい

う報告がある（Allendorf and Ryman, 1987）。今後，

放流種苗の天然漁場への遺伝的影響をできるだけ少な

くするためには，放流漁場に近接した水域から採集し

た親を使い，集団の有効な大きさが適切に維持される

よう放流種苗の遺伝的組成や変異性を監視しながらの

種苗生産体制が必要と考えられる。
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