
カラフトマスOncorhynchus gorbuschaは，北緯36°以北
の太平洋，ベーリング海，オホーツク海，日本海および

北極海に分布するサケ属魚類Oncorhynchus spp.の1種であ
る（Heard, 1991）。本種は，北太平洋に分布するサケ属魚

類の中で最も資源量が多く，年間1.8～4.4億尾（2000～

2013年）が漁獲される主要な漁業資源の1つである（North

Pacific Anadromous Fish Commission Pacific salmonid catch

statistics, updated 19 December 2014; North Pacific

Anadromous Fish Commission, Vancouver. 2015年，6月1

日，www.npafc.org.）。北海道沿岸でも，主にオホーツク海

や根室海峡，道東太平洋において7～8月に小型定置網に

よって年間500～1,500万尾が漁獲されている。カラフト

マスは河川で孵化・浮上後，直ちに降海し（小林・原田，

1966；虎尾ら，2010），沿岸域で数ヶ月を過ごした後，オ

ホーツク海を経由して北西太平洋に回遊し成長する（高

木ら，1982）。約1年半の海洋生活を経て北海道沿岸に回

帰したカラフトマスは，8～10月にかけて，主に根室海峡

を含むオホーツク海沿岸の河川に遡上し繁殖する。ほぼ

全ての個体が2年で成熟し繁殖後に死亡するため，偶数年

級群と奇数年級群には生殖的隔離が生じる（Heard, 1991）。

カラフトマスでも，サケO. ketaと同様に，人工孵化放流
事業が行われており，北海道では1980年代以降およそ1

億4千万尾が安定的に放流されている（Nagata et al., 2012）。
しかし，それにもかかわらず資源変動は大きく，この要
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Pink salmon Oncorhynchus gorbuscha populations in the Nemuro Strait, eastern Hokkaido were examined using
mitochondrial（mt）DNA to evaluate their genetic structure. In 2014, even−year populations of pink salmon sampled from Rausu,

Shunkari−kotan, Kunbetsu, Shibetsu, Nishibetsu, and Sakura（a tributary of the Tohoro River）rivers of the Nemuro Strait were

examined in COI/ND5/D−Loop regions. We observed no significant genetic differences between these six rivers’ populations

of the Nemuro Strait in these three regions of mtDNA. Also, we compared them with previously reported COI/ND5 regions of

pink salmon from Rusya River in 2008 and 2009, flowing into the Sea of Okhotsk. The Rusya population in 2008 and the

populations from rivers of the Nemuro Strait in 2014 did not differ, except vs. Sakura River in the ND5 region. All the

populations from the Nemuro Strait in 2014, in contrast, significantly differed from Rusya in 2009 both for COI and ND5

regions. These results suggest the genetic structure of pink salmon populations in the Nemuro Strait region have similarities

within the even−year linage. This similarity may reflect their frequent occurrence of straying in this region. On the other hand,

the two−year life cycle of pink salmon has resulted in odd− and even−linage being genetically isolated also in eastern Hokkaido.
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因の1つとしてカラフトマスでは野生魚の割合が比較的高

い（Morita et al., 2006）ためと考えられている。
サケ科魚類は産卵のために生まれた川に戻ってくる性

質（母川回帰性）をもっているが（例えばHasler and

Scholz, 1983），カラフトマスはサケ科魚類の中でも比較的

母川回帰性が弱く，母川以外で産卵する迷入の割合が高

い傾向がある（Quinn, 1993; Hendry et al., 2004）。一方で，
根室海峡南部の当幌川では，特定の支流に選択的に遡上・

産卵する小型のカラフトマス集団が確認されており，こ

れらは孵化放流事業とは独立して再生産を繰り返してい

る可能性がある（Torao et al., 2011）。
このように，カラフトマスは2年周期の特異な生活史，

母川回帰時の迷入，孵化場魚と野生魚の混在など，集団

構造の構成に関わる複雑な要因を持っている。カラフト

マスの資源管理のためには，集団構造の把握は重要な課

題であるが，日本系カラフトマスの遺伝的な集団構造に

関する研究例は極めて少ない。そこで，本研究では根室

海峡沿岸河川に遡上したカラフトマスの遺伝的差異を

mtDNA分析によって検討した。

試料と方法

標本採集
Fig.1に分析に用いたカラフトマス親魚を採集した河川

の位置を示した。根室海峡北部地区の羅臼川，春苅古丹

川，薫別川，標津川において（一社）根室管内さけ・ます

増殖事業協会が捕獲し，2014年9月27日に採卵に用いた

親魚から胸鰭を採集し，100％エタノールで固定したもの

を標本として用いた。採集した標本数は，それぞれ23

ないし25個体であった。根室海峡の南部地区にある西別

川捕獲施設で9月29日から10月22日に捕獲されたカラフ

トマス親魚6個体からも同様に標本を採集した。また，小

型のカラフトマスの産卵遡上が確認されている当幌川の

支流サクラ川では，2014年9月26日と29日にたも網を用

いて親魚を採集し，標本を得た。採集した標本はそれぞ

れ21個体，10個体であった。

DNA抽出とPCR
採集された胸鰭の一部約10 mgを切り取り，Quick Gene

（Fuji film社）を用いて全DNAを抽出した。抽出された全

DNAを鋳型として，PCR法により，mtDNAのCytochrome

c oxidase subunit I（COI）領域，NADH dehydrogenase

subunit 5（ND5）領域，D−Loop領域を増幅した。ND5

領域用にND5−F（5’−TACCCCAATTGCCCTGTACG−3’）

とND−R（5’−TAGACTCCCCGATTGTAAGGC−3’）を，

COI領域用にCOI−F（5’−TAAACCAACCACAAGACATT

GGCAC−3’）とCOI−R（5’−TAGACTTCTGGGTGGCCA

AAGAA−3’）を，D−Loop領域用に tRNA−Thr（5’−TCTT

GTAATCCGGAAGTCGGA−3’）と tRNA−Phe（5’−AACA

GCTTCAGTGTTATGCT−3’）をプライマーとして用いた

（Ward et al., 2005; Sato et al., 2001）。サーマルサイクラー
にはABI9700（Applied Biosystems社）を用いた。DNA

溶液1µL，2.5mM dNTP溶液2.5µL，10×Buffer（TaKaRa）

2.5 µL，50 µMの各プライマー0.5µL，TaKaRa Ex Taq

Polymerase 0.125Uに，総量が25 µLになるように超純水を

加えPCR反応溶液とした。最初に94℃2分で熱変性させ，

熱変性94℃30秒，アニーリング57℃30秒，伸長反応72

℃2分を30サイクル行い，最後に72℃7分の伸長反応をし

て，PCR反応を行った。PCR産物を1.5％アガロースゲル

（NuSieve3:1, TaKaRa）で電気泳動し，エチジウムブロマ

イド染色によって増幅産物の確認をした。

シーケンス分析
得られた増幅産物から，未反応のプライマーと余分な

塩類を除去するため，Quick PCR Purification Kit（Qiagen

社）を用いて精製した。精製した増幅産物をテンプレー

トとして，PCRで用いたプライマーとBigDye Terminator

Ver3.1 Cycle sequencing kitを用いて，同製品のプロトコル

に従い，シーケンス反応を行った。なおD−Loop領域につ

いては，PCRで用いたプライマーで塩基配列データがあ

まり得られなかったので，得られた一部の塩基配列と既

存のカラフトマスのD−Loop領域の塩基配列（EF455489）

から，新たにシーケンス用のプライマーOGCRH（5’−G

TGGGTAACGGCAATAAGA−3’）を設計した。シーケンス
Fig.1 Map showing the locations of six sampling rivers of the

Nemuro Strait.
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反応産物をDyeEx 2.0 Spin Kit（Qiagen社）で精製し，ABI

PRISM 3730XL Genetic Analyzer（Applied Biosystems社）

にて電気泳動して塩基配列を決定した。

データ解析
得られた塩基配列をBlast分析（Altschul et al., 1990）に

よって，カラフトマスのmtDNAの調節領域であるかを調

べた。塩基配列からCLUSTAL W（Thompson et al., 1994）
によりアライメント分析を行った後，DnaSPVer4.10.9

（Rozas et al., 2003）を用いてハプロタイプの分類を行った。
その際に，山田ら（2012）が報告しているハプロタイプ

にあわせて名前を付け，新たに出現したハプロタイプに

は別途名前を付けた。河川間の遺伝的分化を検討するた

め，ペアワイズのFST分析（Slatkin, 1995）を行った。また，
遺伝的集団構造をAMOVA（analysis of molecular variance）

分析（Excoffier et al., 1992）により検討した。集団間の差
異の指標として，φCTを用いた。遺伝的変異性の指標とし

てハプロタイプ多様度（Nei, 1987），塩基多様度（Tajima,

1983），平均塩基置換数（Tajima, 1983）を求めた。これら

の 分 析 に は，Arlequin Ver. 3.1 program（Excoffier and

Lischer, 2005）を用いた。なお，COI領域とND5領域の分

析には山田ら（2012）のデータも合わせて，検討した。

また，D−Loop領域の塩基配列を用いて，TCS ver1.2.1

（Clement et al., 2000）によって，信頼限界95％でハプロ
タイプネットワーク図を作成した。

決定した塩基配列のうち，山田ら（2012）が登録して

いる以外のCOI領域の塩基配列をLC050854,LC050855

で，またND5領域の塩基配列をLC050856～LC050861

で，D−Loop領域の塩基配列のハプロタイプをLC050830

～LC050853でDNA Data Bank of Japanに登録した。

結 果

COI領域
根室海峡沿岸河川で採集されたカラフトマス136個体に

ついて，COI領域の486塩基配列を決定した（Table 1）。

Blast分析の結果，DNAデータバンクに登録されているカ

ラフトマスのCOI領域の塩基配列と相同性が高く，目的の

領域の塩基配列が得られたと分かった。河川集団あたり

3～5個のハプロタイプが出現した。本研究と山田ら（2012）

で得られたハプロタイプの出現頻度を見ると，ルシャ川

で出現したハプロタイプAから Jと同じものが出現した

（Table 1）。また，ルシャ川で出現していない二つのハプ

ロタイプK（LC050854）とL（LC050855）が出現した

（Table 1）。ハプロタイプ多様度は0.547～0.733，平均塩基

置換数は0.600～0.867，塩基多様度は0.00123～0.00178で

あった（Table 1）。これらの値は，既報のルシャ川のカラ

フトマスの値とほぼ同様であった（山田ら，2012）。今回，

得られた塩基配列とルシャ川2008年と2009年のカラフト

マスの塩基配列を用いてペアワイズFST分析を行った結果
（Table 2），2014年と2008年に採集されたカラフトマス集

団間に遺伝的な違いはなかった。一方で2009年にルシャ

川で採集された集団と他の集団には遺伝的な差異が認め

られた（Table 2）。2014年に採集した集団とルシャ川の

Table 1 Haplotype frequencies based on the sequences of
mitochondrial COI region by sampling site.

Table 2 Pairwise estimates of differentiation for mitochondrial COI haplotypes in collections of pink salmon from rivers of the
Nemuro Strait, eastern Hokkaido. FST values above diagonal and FST p values below diagonal.
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2008年と2009年の集団を一つの集団としてAMOVA分析

を行った結果，集団間の変異の割合は35.9％で，φCTは

0.359となり0より有意に大きな値となった（ p＜0.01）。
また，2014年に採集した集団とルシャ川の2008年の偶数

年と，ルシャ川2009年の奇数年の年集団としてAMOVA

分析を行った結果，集団間の変異の割合は53.9％で，φCT
は0.535となり0より有意に大きな値となった（ p＜0.01）。
さらに，2014年に採集した集団のみでAMOVA分析を行っ

た結果，集団間の変異の割合は－0.57％で，固定指数は

－0.00568となり，0より有意な値にならなかった。

ND5領域
134個体について，ND5領域の431塩基配列を決定した。

Blast分析の結果，DNAデータバンクに登録されているカ

ラフトマスのND5領域の塩基配列と相同性が高く，目的

の領域の塩基配列が得られたことが分かった。河川集団

あたり，4～9個のハプロタイプが出現した（Table 3）。本

研究と山田ら（2012）で得られたハプロタイプの出現頻

度を見ると，ルシャ川で出現したハプロタイプ1～10と同

じものが出現した（Table 3）。また，ルシャ川で出現して

いない6個のハプロタイプ11～16（LC050856～LC050861）

が出現した（Table 3）。ハプロタイプ多様度は0.451～0.867

であった（Table 3）。平均塩基置換数は0.885～1.449，塩基

多様度は0.00205～0.00336であった（Table 3）。これらの

値は，既報のルシャ川のカラフトマスの値とほぼ同様で

あった（山田ら，2012）。今回，得られた塩基配列とルシャ

川2008年と2009年のカラフトマスの塩基配列を用いてペ

アワイズFST分析を行った結果，2014年のサクラ川とルシャ
川2008年に採集されたカラフトマス集団間で遺伝的な差

異が認められたが（ p＜0.01），他の組み合わせに差はな
かった（Table 4）。一方，2009年にルシャ川で採集された

集団と他の集団には遺伝的な差異があった（Table 4）。

2014年に採集した集団とルシャ川の2008年と2009年の集

団を一つの集団としてAMOVA分析を行った結果，集団

間の変異の割合は17.3％で，固定指数は0.173となり0

より有意に大きな値となった（ p＜0.01）。また，2014
年に採集した集団とルシャ川の2008年の偶数年と，ルシャ

川2009年の奇数年の年集団としてAMOVA分析を行った

結果，集団間の変異の割合は27.86％で，φCTは0.279とな

り0より有意に大きな値となった（ p＜0.01）。さらに，2014
年に根室海峡沿岸河川で採集した集団のみでAMOVA

分析を行った結果，集団間の変異の割合は2.52％で，固

定指数は0.0252となり，0より有意な値にならなかった。

D-Loop領域
129個体について，D−Loop領域の約1300bpをPCR増幅

した。電気泳動したところ，長さの異なる2つ増幅産物が

あった。D−Loop領域に長さの違いによるレングスヘテロ

プラズミーがあると考えられた。そこで，長いものと短

いものについて集団間の頻度を比較したが，差はなかっ

た（Fig. 2）。次に，これらの増幅産物のうち106個体につ

いて558塩基配列を決定した。Blast分析の結果，DNA

データバンクに登録されているカラフトマスのD−Loop

領域の塩基配列と相同性が高く，目的の領域の塩基配列

Table 3 Haplotype frequencies based on the sequences of
mitochondrial ND5 region by sampling site.

Table 4 Pairwise estimates of differentiation for mitochondrial ND5 haplotypes in collections of pink salmon from rivers of the
Nemuro Strait, eastern Hokkaido. FST values above diagonal and FST p values below diagonal.
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が得られたことが分かった。3～12個のハプロタイプが出

現し（LC050830～LCO050853），ハプロタイプ3と6の出

現数が多く，次いで9，11，1の出現数が多かった（Table

5）。ハプロタイプネットワーク図をFig.3に示した。ハプ

ロタイプ3と6で大きく二つに分かれ，それぞれから1

～数塩基の塩基置換のあるハプロタイプが存在していた。

河川集団間のハプロタイプ出現頻度に差はなかった（Table

5）。ハプロタイプ多様度は0.757～1.000であった。平均塩

基置換数は1.876～4.667，塩基多様度は0.00325～0.00841

であった（Table 5）。本研究で得られたハプロタイプの出

現頻度を見ると，大きく二つの主要なハプロタイプと出

現頻度が1～2個のマイナーなハプロタイプで構成されて

いた（Table 5）。今回，得られたカラフトマスの塩基配列

Table 5 Haplotype frequencies based on the sequences of
mitochondrial D−Loop region by sampling site.

Fig.2 Size compositions of control region on pink salmon
amplified by the PCR method. S:short; L: long

Fig.3 Haplotype network constructed by the TCS program among 24 haplotypes for the D−Loop region of pink salmon.
Numerals in the graph indicate haplotype（see Table 5）. The relative size of each circle presenting the number of
individuals. Each population is indicated black, dot, horizontal line, vertical line, right shadow, left shadow. RAU, SHN,
KUN, SHI, SAK, and NIS indidate Rausu, Shunkari−kotan, Kunbetsu, Shibetsu, and Nishibetsu, respectively.
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を用いてペアワイズFST分析を行った結果，2014年のカラ
フトマス集団間に遺伝的差はなかった（Table 6）。2014

年に採集した集団を一つの集団としてAMOVA分析を行っ

たところ，集団間の変異の割合は1.10％で，φCTは0.011

となり0より有意に大きな値ではなかった（p＞0.05）。

考 察

2014年の秋に根室海峡沿岸の河川で採集されたカラフ

トマス偶数年級群について，mtDNAの3つの領域の塩基

配列を用いて河川集団間の遺伝的分化を調べたところ有

意差は認められず，河川集団間では遺伝的な差はないこ

とが明らかになった。また，当幌川支流サクラ川を選択

的に利用し自然再生産を繰り返していると考えられてい

る支流の集団（Torao et al., 2011）も，他の根室海峡沿岸
の河川に遡上する河川集団と遺伝的な差は認められなかっ

た。しかし，サクラ川に遡上する個体は遡上時期や形態

が他の河川に遡上する個体と明らかに異なるため，今後，

より解像度の高い共有性の遺伝マーカー（例えば，マイ

クロサテライトDNAやSNP’s）を用いてさらに検討する

必要がある。

岡崎（1991）は，北海道道北の斜里川，幌内川，湧別

川で1983年と1984年に採集したカラフトマスのアイソザ

イム分析の結果，同一年級群内では3河川間に遺伝的な近

似性が見られると報告している。このような知見に基づ

いて，カラフトマスの人工ふ化放流事業では異なる河川

への放流が頻繁に行われている。このことが河川集団の

遺伝的な差異をさらに低下させている可能性もある。サ

ケ科魚類において，異なる河川に遡上する集団に遺伝的

な差異が生じるためには，遡上時期の違いによる時間的

隔離，母川回帰による地理的な隔離が必要と考えられる。

カラフトマスは母川回帰性を示すサケ属魚類の中では比

較的迷入率が高いことが知られ（Quinn, 1993; Hendry et
al., 2004），北米のカラフトマスでは頻繁な迷入により近
隣河川集団間で遺伝的交流が生じている（Gharrett et al.,

1988; Shaklee et al., 1991: Hendry et al., 2004）。北海道全体
でのカラフトマスの迷入に関する知見は少ないが，オホー

ツク海側の網走川から放流されたカラフトマスでは，迷

入率が非常に高かったことが報告されている（藤原，

2011）。また，根室海峡沿岸河川でも広範囲の迷入が確認

されており（虎尾，2012），このことが根室海峡沿岸河川

に回帰する集団間の遺伝的な均一性の要因となっている

可能性がある。一方で，北海道におけるカラフトマスの

漁獲動向には地域的な類似性が見られ（星野ら，2008），

河川によって形態差も認められている（星野ら，2008；

下田ら，2010; Ando et al., 2010）ことから，緩やかな地域
集団を形成している可能性もある（星野ら，2008）。北米

では，迷入があるにもかかわらず近隣河川間でカラフト

マスの遺伝的差異が認められた事例もあり（Gharrett and

Smoker, 1993; McGregor et al., 1998），固有の河川環境への
適応度との関連性が議論されている（Gharrett and Smoker,

1993）。本研究で対照とした河川集団間では遺伝的な差異

は認められなかったが，北海道のカラフトマスの集団構

造を明らかにするためには，更にサンプル数を増やして

検討するなど，より詳細な検証が必要である。

山田ら（2012）は2008年と2009年のルシャ川で採集さ

れたカラフトマスのCOI領域とND5領域の塩基配列分析

を行い，同一河川でも奇数年と偶数年で遺伝的に異なっ

ていると報告している。この結果と本研究で用いた2014

年の結果と比較したところ，ND5領域においてルシャ川

2008年とサクラ川で差があったが，その他の組み合わせ

では差がなかった。一方，本研究で得られた2014年の集

団とルシャ川2009年のすべての組み合わせでは差が認め

られた（Tables 2&4）。岡崎（1991）は，奇数年と偶数年

で採集されるカラフトマス集団は大きく遺伝的に分化し

ていると報告しており，このような年級群間の遺伝的な

分化は北米，ロシア産のカラフトマスでも報告されてい

る（Aspinwall, 1974; Beacham et al., 1985; Olsen et al.,
1998; Hawkins et al., 2002）。本研究の結果は，北海道道東
の広い地域でカラフトマスの偶数年級群と奇数年級群に

Table 6 Pairwise estimates of differentiation for mitochondrial D−Loop haplotypes in collections of pink
salmon from rivers of the Nemuro Strait, eastern Hokkaido.
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よる遺伝的差異が存在することを示している。このこと

から，北海道道東域においても，近隣河川間における分

化の度合いより，遡上年級間による分化（隔離）の度合

いの方が強いことが考えられる。最近の研究では，偶数

年級群よりも奇数年級群内での遺伝的変異性が大きいと

の報告（Seeb et al., 2014）もあり，今後，北海道道東域の

奇数年のサンプルを集めて，本研究と同様な解析を行う

ことによりさらに検証する必要がある。
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