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AFLP 解析によるクロマグロ，Thunnus orientalis
雄特徴的 DNA 断片の探索
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AFLP, ampliˆed fragment length polymorphism screening, was conducted to identify sex characteristic DNA
markers of cultured Paciˆc blueˆn tuna (PBT), Thunnus orientalis. The AFLP screening of 4 females and 4

males with 64 primer combinations produced a total of 1038 scorable bands, of which 183 were polymorphic be-

tween individuals. Male characteristic fragments were conˆrmed with EcoRI＋AGG and MseI＋CAT primers by

gel image analysis, which corresponded to 437 bp in 29 of 32 males and 3 of 32 females. Fragment detail was ana-

lyzed by electropherogram analysis and DNA quantiˆcation. The 437 bp fragment was detected in 30 individuals

of average DNA concentration 0.231 ng/mL; while in females, 13 individuals were detected with average 0.080 ng
/mL (P＜0.01).
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クロマグロ Thunnus orientalis の完全養殖技術は天然

資源保護の観点から重要である。大西洋クロマグロは

1990 年代には過去最大量の漁獲が行われ，1) 2010 年 3

月にはワシントン条約締国会議において大西洋クロマグ

ロの全面取引禁止の提案がなされたことは記憶に新し

い。さらに太平洋クロマグロにおいても今後漁獲規制が

行われる可能性がある。生簀内で養殖親魚から受精卵を

得て，再び成魚，親魚にまで飼育する完全養殖技術は，

天然資源に依存しない養殖生産法として注目されてい

る。クロマグロの完全養殖は近畿大学水産研究所により

達成された。2)しかし，年間 40 万尾以上とも推計される

養殖用種苗の国内需要に対して，3) 2009 年の近畿大学水

産研究所の生産尾数はおよそ 4 万尾であった事から，

現在のところ国内需要を満たせてはいないものの，すで

に天然資源への負荷削減には一定の役割を担っており，

将来の国内クロマグロ養殖に必要な全種苗の供給も期待

される。

クロマグロ人工種苗の増産を行うには様々な方面から

の取り組みが必要である。初期減耗，共食い，衝突死な

どによる大量死を防ぐ仔稚魚飼育方法の改善，沖出し後

の中間育成での減耗防除等についてはこれまでにも研究

されてきた。4)クロマグロ種苗生産のさらなる効率化を

果たすには，これらの研究以外に安定的に良質な受精卵

を得る技術の開発も望まれる。安定的な採卵には，親魚

の多くが繁殖に参加することが望ましい。しかし実際に

は，生簀内クロマグロの生殖生態については次のような
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特徴が指摘，観察されている。繁殖期に捕獲されるクロ

マグロ雄の多くは放精し性成熟が確認できる一方，雌は

産卵期において個体毎に卵巣成熟度が大きく異なり，飼

育下では，成熟する個体の割合が低いことが報告されて

いる。5)従って，人工繁殖では親魚編成で雌個体の割合

を雄個体よりも高めておくことが重要となる。また，産

卵行動に頻繁に参加する個体は，多産親魚として有望で

ある。多産個体に遺伝学的な特徴があれば，それら特徴

を見出し選抜すれば受精卵安定供給へと繋がる。これは

その他の遺伝形質でも同じであり，成長の速い，肉質の

良い，抗病性が高い個体等の選別においても応用が期待

される。

しかしながらマグロ類では，雌雄に顕著な形態的差が

無いうえに，大型の成魚は取り扱いの難しさから，生殖

腺の生体組織診断等で雌雄判別を行うことが困難であ

る。クロマグロ血清に含まれるビテロジェニンを検出す

る事で性成熟雌の検出は可能であるが，成熟魚である制

限があるし必ずしも雌全個体を検出出来ない。6)これに

対しクロマグロ雌雄間で異なる DNA 断片を同定できれ

ば，少量の血液，鰭の一部や体表粘液などを採取して雌

雄の判別が出来，ハンドリングが比較的容易な幼魚期に

雌雄の比率を最適化した親魚編成を行えることが期待さ

れる。さらに，そのような分子生物学的診断法は，天然

資源管理を目的とした標本調査でも，魚を生かしたまま

雌雄判別用の DNA 標本を採取しての再放流等や，内臓

を取り除いて市場に出荷される個体の雌雄判別が可能と

なるなど利点は多い。

本研究では，飼育クロマグロについての形質を診断す

るための基本的な分子生物学的解析法開発と，その応用

として AFLP（Ampliˆed Fragment Length Polymor-

phism)を用いて，7)雌雄に特徴的な DNA 断片の同定を

試みた結果を報告する。

材料および方法

供試魚

クロマグロは近畿大学水産養殖種苗センター大島事業

場および大島実験場にて孵化，飼育された平成 19 年産

完全養殖第 3 世代目（F3）を用いた。F3 世代は平成

14 年産（F2）の子である。3)対象魚捕獲脱血時に採血し

DNA 抽出の材料とした。

DNA 調製

収穫時には釣り上げた魚の体側静脈をナイフで刺して

噴血させた。250 mL の 0.5 M EDTA（pH 8.0）を入れ

た試験管にこの血液を約 10 mL 採取し，実験室に持ち

帰り分注を行った。収穫個体は船上で内臓摘出の際に生

殖腺の形態から雌雄を判別しタグを付け上陸後，体重，

体長，尾叉長，体幅および体高を測定し，血液サンプル

と対応がつくように記録保管した。血液サンプルを

DNA 標本として保存するのは以下の利点がある。鳥類

や魚類の赤血球は哺乳類のそれとは異なる有核赤血球で

あり，血液 5 mL からおよそ 2 mg の大量の total DNA

が得られる（DNeasy Blood and Tissue kit，キアゲン）。

有核赤血球を含む血液は，哺乳類等の様な無核赤血球含

有血液と同じ血液ゲノム DNA 調製法では DNA 抽出が

困難であった。クロマグロ血液からの DNA 抽出法とし

て種々の精製法を試験した結果，8,9)キアゲン社キット

（グアニジン塩酸塩，プロテナーゼ処理，スピンカラム

精製）が最も安定して total DNA 抽出出来た。血液は

液体であるため扱いが容易であり，1.5 mL のプラスチ

ックチューブ等に小分けで保存が出来る。保存容器に収

納し冷凍庫に保存しておけばいつでも目的の試料を取り

出せ試験ができる。我々は 1 個体あたり 1.5 mL の血液

を 2 本，計 3.0 mL 程度標本として保存している。

AFLP
AFLP (Ampliˆed Fragment Length Polymorphism)

反応は Vos らの方法と，7)農水省公開テキスト（農林水

産省研修テキスト 2000 分子マーカーを利用した有用形

質の遺伝解析法―QTL 解析を中心として http:// ftp.

staff.or.jp/rgp/protocols/QTL.pdf）を参考に行った。

両者の方法は基本的に同じであるが，ligase や制限酵素

のユニット数，反応温度等が若干異なる。両者を予備試

験した結果，後者において低分子のバンドが若干得易か

った事から後者の方法に準じて行った。

以下の溶液を 0.2 mL チューブに調整した。10×T4

ligase buŠer 2.2 mL，ゲノム DNA 110 ng, 500 mM NaCl

2.0 mL, BSA 1.0 mg BSA, MseI adaptor 10.0 pmol, EcoRI

adaptor 1.0 pmol, 12 U EcoRI，及び 2U MseI を含む溶

液に滅菌蒸留水を加え 21 mL とし，37°C 2 時間消化後，

3.5 U/mL T4 DNA ligse（タカラバイオ）溶液 1.0 mL を

加え合計 22 mL とし，25°C 15 時間保温して cut and li-

gase 反応を行った。保温後 TE（10 mM TrisHCl pH.

8.0, 1 mM EDTA）溶液を 9 倍量（198 mL）加え混合し，

10 倍希釈物とし冷凍保存した。T4 DNA ligase の希釈

には 100 ng/mL BSA を含む 1×T4 DNA ligase buŠer

（タカラバイオ）を用いた。一次増幅には MseI＋C 5′

CGATGAGTCCTGAGTAAC, EcoRI＋A 5′AGACTG

CGTACCAATTCA プライマー（インビトロジェン）

を用いた。二次増幅には MseI＋C3 として MseI＋C プ

ライマーの 3′末端配列 3 塩基が CAA, CAT, CAG,

CAC, CTA, CTT, CTG, CTC の 8 種プライマーを用い

た。同じく EcoRI＋A3 として 3′末端配列 3 塩基が

ACT, ACG, ACA, ACC, AGC, AGT, AGG, AGA の 8 種

プライマーの総当たりで計 64 組み合わせの試験を行っ

た。1 次増幅は，2.0 mL 10×Ex taq buŠer, 2.5 mM each

dNTPs 1.6 mL, 5p mol MseI＋C, EcoRI＋A primer, 0.5 U

Ex taq, cut and ligase 10 倍希釈物 2.5 mL を含む溶液を
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Table 1 Summary of the numbers of polymorphic bands produced by the 64 AFLP primer combinations in Paciˆc blueˆn tuna by
the 64 primer combinations

MseI primers
EcoRI primers

EcoRI total
ACT ACG ACA ACC AGC AGT AGG AGA

MseI primers
CAA 0 7 0 2 3 2 2 0 16
CAT 0 3 1 4 3 0 3 0 14
CAG 1 4 2 3 3 2 2 1 18
CAC 4 4 0 3 5 6 5 2 29
CTA 3 2 2 4 6 2 2 2 23
CTT 4 1 3 5 3 4 3 2 25
CTG 3 8 4 5 2 2 1 4 29
CTC 7 5 0 4 7 3 3 0 29

MseI total 22 34 12 30 32 21 21 11 183
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滅菌蒸留水で 20.0 mL とし 72°C 3 分保温の後，20 サイ

クルの 94°C 20 秒，56°C 30 秒，72°C 1 分の後，72°C

10 分保温した。2 次増幅 PCR 反応は，1 次増幅物反応

と同じ要領であるがいくつかの点が異なる。プライマー

量に関しては，MseI＋C3primer を 5.0 pmol, EcoRI＋3

primer を 1.0 pmol 用いた。鋳型は 1 次増幅産物の TE

による 10 倍希釈液を 1.5 mL 用いた。1 次増幅と同じく

20 mL の反応系で行った。温度条件は次の通り，94°C 1

分保温の後，12 サイクルの 94°C 20 秒，65°C 30 秒（1

サイクル毎に温度を 0.7°C ずつ下げた），72°C 1 分，そ

の後 18 サイクルの 94°C 20 秒， 56°C 30 秒， 72°C 1

分，その後 72°C 5 分で保温した。サーマルサイクラー

は ASTEC 社製 PC818 を用いた。反応産物は解析まで

冷凍保存した。

AFLP 試験について，これまで報告のあるものは二

次増幅に用いる primer の一端を P32 放射標識するかあ

るいは蛍光標識したものを用い，RI 感光システムや

DNA シーケンサーを用いてデータ取得，分析をした例

がほとんどである。7,10)これらは変性高分解能ゲルによ

る電気泳動と，微量産物を検出する優れた試験系であ

る。しかしながら，この方法では RI 実験室及び装置

や，シーケンサーが必要である。本研究ではこれらの設

備，装置の必要の無いより簡便な方法を検討することと

し，自動電気泳動装置（MCE202 MultiNA，島津製

作所）を用いて分析を試みた。本研究で用いた自動電気

泳動装置は，DNA シーケンサーの感度分解能には及ば

ないが，アガロース電気泳動後のエチヂウムブロマイド

染色よりも 10 倍以上の感度がある。本研究では AFLP

二次増幅 PCR 産物を，自動電気泳動装置を用いて

DNA1000 分離バッファー（島津製作所）にて泳動し，

各 DNA 断片は MutiNA の詳細解析モードで定量し

た。性に関連する可能性があると判断された 437, 454

bp 断片の絶対量を測定し，調査した全個体で共通に出

現するシグナルのうち最もシグナルが強い 400 bp 断片

の絶対量との相対値を求めた（Table 2）。シグナル検出

の際に，ピークが 1 つと判断された雄 19, 23, 25 につ

いては検出された定量値の半分を統計計算に用いた。

400, 437, 454 bp 断片の絶対量， 437, 454 bp 断片の

400 bp に対する相対値は SPSS（Statistical Package for

the Social Science program for Windows 16.0）を使用し

て ttest により有意確率 1  で有意差検定した。

結 果

AFLP
クロマグロ雌雄表現型 4 個体ずつ計 8 個体の血液由

来ゲノムをランダムに選定し，EcoRI＋A, MseI＋C プ

ライマーで一次増幅を行い，EcoRI＋A3 プライマー 8

種，MseI＋C3 プライマー 8 種の計 64 プライマーの組

み合わせで二次増幅を行った。その結果，合計 1038 の

AFLP 二次増幅バンドが観察され，これらの内 183

（17.6）が個体間で多型を示した（Table 1）。64 プラ

イマーの内，二次増幅を EcoRI＋AGG と MseI＋CAT

で行った場合に雌 1 個体（Fig. 1A，♀1），雄 4 個体

（Fig. 1B，♂14）において確認されるおよそ 437 と

454 bp 付近の断片を確認した（Fig. 1 矢印部分）。分析

個体数を雌雄各 32 個体に増やし，ゲルイメージで分析

した結果，雄 32 個体中 29 個体（90.6, Fig. 1 ♂7, 8,

9 除く），雌 32 個体中 3 個体（9.3, Fig. 1 ♀1, 15, 16）

に 437 bp 断片は陽性であった。さらにエレクトロフェ

ログラムのシグナル詳細分析と定量の結果，雌 32 個体

中 13 個体に 437 bp の，8 個体に 454 bp の DNA 断片

が確認された（Fig. 2, Table 2）。雄では 32 個体中 30

個体に 437 bp の，29 個体に 454 bp の DNA 断片が検

出され，これらは雄で検出される傾向が高かった。ま

た，その DNA 断片の量は雌よりも雄が有意に（P＜

0.01）多い事が示された（Table 2）。
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Fig. 1 AFLP 2nd ampliˆcation products were analyzed using the MCE202 MultiNA micro-chip auto electrophoresis system. A:
female and B: male AFLP fragments are shown in gel images. Arrowhead indicates fragments typically detected in males.
Characters at top of gel image indicate M: 100 bp ladder marker, numbers: individual ID.
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考 察

養殖魚類の性に関連する AFLP 解析は，カラアカシ

タビラメ，11)パタゴニアンぺへレイ，12)はじめ種々の生

物で実施されている。カラアカシタビラメでは 64 プラ

イマーセットで 28 個体が解析され，4618 の断片がバン

ドとして計数された。およそ 1970 の断片が多型を示

し，その内雌に特徴的な DNA 断片が 7 個特定され

た。11)パタゴニアンぺへレイでは 64 プライマーセット

で 46 個体が解析され，153 の DNA 断片が多型を示

し，雄に特徴的な DNA 断片と配列が同定された。12)本

研究で行ったクロマグロ AFLP 解析では，64 プライ

マーセットで 1038 の AFLP 断片が計数され，内 183

（17.6）が多型を示した。183 の多型 DNA 断片は，

クロマグロ 24 対13)の染色体 1 対平均 7.6 個に概算で

き，性染色体の一部を捕えるのは可能な数かもしれな

い。今回の 183 多型断片はカラアカシタビラメに比べ

てかなり少なく，パタゴニアンぺへレイの例に近い。こ

れは Koshimizu らの指摘にもあるが対象魚の遺伝的な

多様性の少なさに起因すると考えられる。12)今回分析し

たクロマグロは完全養殖 3 世代目である。我々のクロ

マグロ養殖生簀では一晩に産卵する雌親魚の個体数が 2

個体程度かそれよりも少し多い程度であり，多型が世代

を経るにつれて減少する。

本研究では，雌雄間で極端に出現頻度が異なる DNA

断片を検出した。雄 32 個体中 29 個体（90.6），雌 32

個体中 3 個体（6.3），に 437 bp の DNA 断片が検出

された（Fig. 1）。エレクトロフェログラムの詳細解析

の結果，雄 32 個体中 30 個体（93.7），雌 32 個体中

13 個体（40.6），に 437 bp 断片が検出された（Fig.

2, Table 2）。437 bp の断片は雄で検出される頻度が雌

よりも高く，その量も多かった（Fig. 2, Table 2）。雄

において雌よりも多く検出される事は，雄ゲノム中に対

象断片が多い可能性が考えられ，クロマグロの性染色体

が雄 ZZ，雌 ZW である事を示唆するかもしれない。一

方で，AFLP 解析ではおおよその DNA 断片量を反映し

て PCR 増幅されるが定量 PCR ほどに厳密ではない。

よって雄に特徴的な断片は雌のそれとは異なる配列を有

しているとも考えられる。437 bp 断片の配列解析を試

みたが繰り返し配列が多く含まれる事から，全長の配列
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Fig. 2 Electropherogram of AFLP products, A to H: females and I to P: males. Vertical line indicates ‰uorescence intensity and
horizontal line represents time index of electropherogram (). Individual IDs are shown on the right side of the ˆgures. Open
and closed arrows indicate approx. 437 and 454 bp fragments, respectively. Numbers on the electropherogram indicate areal in-
dex of the fragments. Counted peak is shown by an asterisk under the electropherogram charts.
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Fig. 2 (Contd.)
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Table 2 Summary of the quantiˆcation analysis of the
400, 437, 454 bp DNA fragments between females and
males

Female Male

Ind. Average DNA
content ng/mL Ratio Ind. Average DNA

content ng/mL Ratio

400 bp 32 4.143a 100 32 3.910a 100
437 bp 13 0.080a 1.93a 30 0.231b 5.91b

454 bp 8 0.074a 1.79a 29 0.162b 4.15b

Values in the same row with diŠerent superscript letters are sig-
niˆcantly diŠerent (t-test, P＜0.01).

645クロマグロ雄に特徴的な DNA 断片

取得には至らなかった。

437 bp 断片が雌雄に検出された理由については次の

可能性が考えられる。トラフグでは仔稚魚を低水温で飼

育する事により，またヒラメ14)やカレイ15)では，仔稚

魚を高水温で飼育することで形態学的雄の割合が高ま

る。魚類は仔稚魚期の飼育水温によって形態学的な性が

揺らぐ事が知られている。437 bp 陽性であったクロマ

グロ雌個体は遺伝学的には雄であるが，仔稚魚期に何ら

かのストレスを受け形態学的には雌に分化したのかもし

れない。また全ての雄にこの断片が検出されなかった点

については，遺伝学的な雌が形態学的な雄に分化する可

能性も示唆される。まれな現象であるが，クロマグロで

は形態学的に雌雄両生殖腺を持つ個体も報告されてお

り，16)クロマグロの飼育水温と性分化の関係については

これまでに報告は無く興味が持たれる。

今回雄に偏在する DNA 断片を同定したが，AFLP 試

験で観察される断片について本断片及び近傍の制限酵素

サイトの配列や SNP 等を明らかにする事が望まれ

る。12) suppression PCR 法を利用した本断片近傍配列を

取得し，17)同定された断片末端及び隣接配列を明らかに

するとともに，天然クロマグロ個体で 437 bp 断片の検

出と生殖腺観察を行う必要がある。クロマグロ親魚群の

遺伝子標本の分析は現在飼育中である事と巨大魚のハン

ドリング困難さから行われていないが，クロマグロ性染

色体の基本情報を知る上で大変重要であり今後の詳細解

析を要する。

近畿大学ではクロマグロの生簀内での完全養殖に成功

し，2) 2007 年からは国内養殖会社への種苗販売が行われ

ている。クロマグロの生産効率を高めるために沈降，浮

上死防除，電照による夜間死防除18)等の様々な取り組

みがなされてきたが，今後はこれらに加え多産卵魚や抗

病性等の優れた形質を持つ魚を選抜する事も望まれる。

クロマグロ雄に偏在する DNA 断片として 437 bp の断

片を同定した事は，今後雌の比率を高めた親魚編成に有

益な情報である。今後は他形質にも関連する DNA マー

カーを同定しクロマグロ育種を加速する事が期待される。
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