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研究成果の概要（和文）：完全養殖クロマグロ雄特徴的DNA多型を詳細に調査するため、F2世代雄の全血をより、ファ
ージゲノムライブラリーを作成した。約6万のファージから雄特徴的配列を含む2つの独立のファージクローンを得た。
2クローンの全塩基配列決定を行い、データベースを用いて他生物との相同解析を行った。その結果、2クローンは相同
性が高いものの独立の配列である事、2クローン計34 kbpのゲノム配列にコーディングジーンがない事が明らかとなっ
た。該当クローンには他生物で報告されているTRIM14遺伝子と相同性があった。該当領域を完全養殖F3雌雄で比較した
ところ、X染色体特徴的マーカー(97%雌陽性、n=32)を同定した。

研究成果の概要（英文）：To determine the detail of male characteristic DNA marker, phage genomic DNA 
library was established using F2 generation of cultured Pacific Bluefin tuna male whole blood. Two phage 
clones containing male characteristic sequence were screened from 60,000 phages. Nucleotide sequence of 
the insert was identified and the resultant sequences were analyzed by international data base. It 
revealed that the two clones were highly homologous but they were independent sequence, and totally 34 
kbp of the Pacific bluefin tuna genomic sequence did not contain coding gene. However, the sequence had 
similarity to TRIM14 gene. We determined male characteristic sequence region between F3 male and female, 
then found X chromosome characteristic marker (97% female positive, n=32).

研究分野： 分子生物学

キーワード： クロマグロ　雌雄判別DNAマーカー

  ２版



１．研究開始当初の背景 
 天然クロマグロ資源は深刻な枯渇に直

面しており、その漁獲規制は今日も続いてい
る。天然ヨコワ資源に依存しない生産、すな
わち完全養殖クロマグロは持続可能な本魚
養殖に必須である。クロマグロ生産の第一段
階である受精卵の取得は、現在のところ気温、
水温に大きく委ねられており、また、雌の性
成熟が産卵期において個体間で大きく異な
るので性成熟した雌が多く産卵魚群にいる
と生産に有利である。雄よりも雌の比率を高
めた産卵魚群が望ましい。 
クロマグロでは、性成熟期に雌雄を外観で

判別することは不可能である。出来るにして
も成熟大型魚を編成することは大変危険で
あり、またハンドリングに弱い魚であるので
魚群編成後は死んでしまう。 
研究代表者阿川らは完全養殖クロマグロ

雄に特徴的な DNA 多型を同定した。該当マ
ーカーを用いた F3 世代での雌雄判別正答率
は 94%(F3 雌雄 32 尾計 64 尾中)であった。
DNA 鑑定を用いれば、幼魚期に鰭の一部を標
本採取することで雌雄判別が可能となる。ク
ロマグロ幼魚期であればハンドリングが難
しいものの、生残率 50％程度で魚群編成可能
である。 

 
２．研究の目的 
 近い将来において、雌の比率を高めた産

卵魚群を編成するため、精度良いクロマグロ
性判別 DNA 多型マーカーの同定を目的とし
た。 

 
３．研究の方法 
(1)クロマグロ雄に特徴的な配列 400 bp を

研究開始時に同定済であった。本配列を特異
的に PCR 増幅させる事が出来るので、これを
用いてファージゲノムライブラリーより本
断片を含む配列をスクリーニングにより得
た。完全養殖クロマグロ F2 世代雄より全血
を得て、制限酵素部分消化後、17 kbp のイン
サートをファージアームと結合した。当研究
室にはハイブリ、蛍光検出システムが無いの
で、ファージライセートに目的断片が含まれ
るか否かで試験した。数千のファージをプレ
ートに接種し、そのライセートDNAを精製、
PCR で検査し、雄特徴的断片陽性であれば、
数百ずつプレートに接種、さらに数十、数個
と減数させ、最終的にファージを単離した。
本方法で 2 つの雄特徴的断片陽性クローンを
単離した。 

(2)得られたファージクローンをプライマ
ーウォーキング法で配列解析した。明らかに
なった DNA 配列を国際データベース(DDBJ, 
NCBI 併用)、DNA 解析ソフトを活用し、既知
DNA 情報との相同性を解析した。 

(3)雄で明らかになった配列に相同な部分
にプライマーをデザインし、雌雄で配列を比
較解析した。 

 

４．研究成果 
(1)ファージライブラリー作成のため、ゲノ

ム DNA をなるべく切れないように調整しな
くてはならなかった。クロマグロ全血、心臓、
肝臓で調査した内、全血が最も切断が少なく
調整出来ると確認できた(図 1 は一例として
全血と心筋のみ)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 クロマグロ全血、心筋より調整した

ゲノム DNA の電気泳動像。左右 M は分子サ
イズマーカー。1-4;数字が多くなるにつれて
電気泳動に用いた DNA 量減少。0.3%アガロ
ースを用いた。 

 
ゲノムライブラリー作成については、実験

書を参考にしてみると、ゲノム DNA を超遠
心機で密度勾配分離し調整するなど、丁寧で
はあるが、高額機と時間のかかる例が頻繁に
報告されている。本研究の課程で、低密度ア
ガロースゲルによる電気泳動(図 1)と、このゲ
ルから目的断片およそ 17-20 kbp の切り出し
精製した DNA でも何ら問題なくファージラ
イブラリーを調整できることが分かった。本
手法はとても簡単なライブラリー調整法で
ある。 

 
 (2) 13 万のファージからスクリーニングを
開始し、2 つの雄特徴的 DNA 多型マーカー
(Md6)を含むファージクローン(#7, #9)を得た。 
当初、#7 と#9 は Md6 配列近傍(スクリーニ

ングに使ったプローブ部分)を含み、左右の取
得配列の長さが違うのみと予想した。しかし、
予想に反して、2 つのファージクローン(#7, 
#9)はどちらも雄特徴的配列(Md6)を含むもの
の、全く独立の配列である事、また互いに相
同性がとても高いことが明らかとなった(図
2)。クローン#7 は 17,195 bp の、クローン#9
は 17,293 bp のインサートを保有していた。 
ゲノム Ensemble browser や、DDBJ データベ

ースで解析を行い、この配列の特徴を調査し
た 。 こ の 配 列 は TRIM14(tripartile motif 
containing 14)遺伝子に部分的に相同性が高か
ったが、ORF を保有していなかった。TRIM14
に相動性の高い場所はメダカゲノムに 13、海
産魚でしばしば参照されるイトヨには 70 か
所報告されており、このことからクロマグロ
においても TRIM14 のシュードジーンがゲノ



ムに複数散在していると考えられた。我々の
見つけた 6 塩基欠損多型(Md6)は Y 染色体上
に少なくとも 2 か所あると結論した。なお、
インサート計 34 kbp にコーディングジーンは
無かった。コーディングジーンが見つかれば、
他生物の染色体上遺伝子座情報を参考に出来
る可能性が高く、さらに精度良い性判別 DNA
マーカーの取得につながる可能性が高い。こ
れついては、最近中央水研グループがクロマ
グロの染色体地図を報告したので、クロマグ
ロ染色体地図マーカーとMd6連鎖解析を行え
ば、さらに精度良い性判別マーカー開発につ
ながると期待できる。 
 

 
 
図 2 Md6 を含む 2 つのファージクローン

インサート、ドットブロット相同性解析結果。
斜線部分は互いに相同性がとても高い。Md6
の位置を赤丸で示している。それぞれのクロ
ーンで 17 kbp インサートの半分以上相同性
が高い。 
 
(3) クロマグロ雄特徴的 6 塩基欠損配列(Md6)
より近傍のゲノム配列を雌雄で比較した。完
全養殖F3クロマグロ全血標本より雌雄 2尾ず
つ選び、ゲノム DNA を調整した。次に、制限
酵素 DraⅠ, EcoRⅠ, PvuⅡ, ScaⅠ, StuⅠを用
いてゲノムウォーキングライブラリーを作成
した。該当ライブラリーより、Md6 特異的 PCR
スクリーニングで Md6 を含むゲノム断片を
StuⅠライブラリーから単離に成功した。該当
配列を雌雄で精査したところ、Md6 より
1.5kbp 離れた位置に、雌に特徴的な連続する
210 bp の欠損多型を同定した。該当配列の F3
浸透率を調査する目的で、210 bp 欠損を挟み、
検出するよう PCR プライマーと PCR 系を確
立した。本手法で F3 雌雄 32 尾ずつ、計 64 尾
を調査したところ、F3雄 32尾中 28尾を 210bp
欠損無しと判別した。F3 雌では 32 尾中 31 の
210 bp 欠損ありと判別した(判別率 97%)。F3
雌を高精度で雌雄判別できる雌 210 bp 欠損マ

ーカーを同定したが、これは X 染色体上に位
置すると予想されるので、雌雄判別を高精度
で行えるのは F3 世代に限るので使用には注
意が必要であると考えられた。しかし、X 染
色体上であるならば、もう少し雄でも多く検
出されても良いように考えられ、今後の精査
を必要とする。 
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