
カラフトマスOncorhynchus gorbuschaは，北太平洋，
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.の遡河回遊魚である
（Heard, 1991）。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，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）。また，サケ科魚類は繁殖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），カラフトマスは母川以外で繁殖する迷

入の割合が高い傾向がある（Quinn, 1993; Hendry et al.,
2004）。北海道においては，カラフトマスの人工孵化放流

が継続的に行われており，近年は年間およそ1億4千万尾

が放流されている（Nagata et al., 2012）。一方で，カラフ
トマス資源では野生魚由来資源の割合が高いことも明ら

かになりつつある（Morita et al., 2006; Ohnuki et al., 2015）。
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In this study, we evaluated the genetic structure of the odd−year brood line of pink salmon Oncorhynchus gorbuscha

populations sampled from the eight rivers in the Nemuro Strait, eastern Hokkaido, in 2015. Pink salmon sampled from the

Sashirui, Rausu, Shunkari−kotan, Kunbetsu, Ichani, Shibetsu, Touhoro, and Nishibetsu rivers were examined using the three

mitochondrial DNA（mtDNA）regions（COI, ND5, and D−Loop）. We observed no significant genetic differences in the three

mtDNA regions among the pink salmon populations from the eight rivers. However, genetic differences were observed between

the odd− and even−year lineages of the pink salmon populations that returned in 2014. Moreover, when comparing COI and

ND5 regions with the previously reported data of the Rusha River facing the Okhotsk Sea in 2008 and 2009, significant

differences were observed only between different lineage groups. These results suggest that the genetic structure of the pink

salmon populations in the Nemuro Strait region have similarities within the even− or odd−year lineages. Moreover, the two−year

life cycle of pink salmon has resulted in the odd− and even−year lineages being genetically isolated in eastern Hokkaido. In

addition, the haplotype and nucleotide diversities indicated greater differentiation within the even−year than within the odd−year

lineage in the Nemuro Strait population.
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このようにカラフトマスは，年級群間の生殖的隔離，

母川回帰時の迷入率の高さ，孵化場魚と野生魚の存在な

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。著者らは2014年に根

室海峡沿岸河川に回帰した偶数年級群のカラフトマスに

ついて，mtDNA分析によって河川集団間での遺伝的な差

を調べた（虎尾・柳本，2015）。その結果，河川集団間で

は有意な差は認められず，山田ら（2012）が報告した2009

年回帰の奇数年級群のオホーツク海側ルシャ川との比較

では遺伝的な差が見られた。

本研究では，根室海峡沿岸河川のカラフトマスの集団

構造を検討するため，2015年に根室海峡沿岸河川に回帰

した奇数年級群カラフトマスのmtDNA分析を行い，河川

集団間および2014年回帰の偶数年級群との遺伝的差異を

検討した。

材料と方法

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。根室海峡沿岸の8河川（サシルイ川，羅

臼川，春苅古丹川，薫別川，伊茶仁川，標津川，当幌川

および西別川）において，一般社団法人根室管内さけ・

ます増殖事業協会が捕獲し2015年9月8，9，17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，雌雄

それぞれ30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，核酸抽出シ

ステム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Cytochromec 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’−TACCCCAATT

GCCCTGTACG−3’）とND−R（5’−TAGACTCCCCGATT

GTAAGGC−3’）を，COI領域用にCOI−F（5’−TAAACC

AACCACAAGACATTGGCAC−3’）とCOI−R（5’−TAGA

CTTCTGGGTGGCCAAAGAA−3’）を，D−Loop領域用に

tRNA−Thr（5’−TCTTGTAATCCGGAAGTCGGA−3’）と

tRNA−Phe（5’−AACAGCTTCAGTGTTATGCT−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）2.5μL，50μMの各プライマー0.5μL,

TaKaRa Ex Taq Polymerase 0.125Uに，総量が25μL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

TerminatorVer3.1 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’−GTGGGTAACGGCAATAAGA−3’）を設計し

た。シーケンス反応産物を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

Fig.1 Location（open circles）of eight sampling rivers in this
study from the Nemuro Strait and the Rusha River
（Yamada et al., 2012）.
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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。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。

本研究で得られた塩基配列データと2014年の根室海峡

沿岸河川集団で得られたデータ（虎尾・柳本，2015），

2008年と2009年のルシャ川の結果（山田ら，2010）を合

わせて，偶数年と奇数年級群間に遺伝的な差があるか調

べた。ただし，D−Loop領域については，2014年と2015

年の根室海峡沿岸河川集団について検討した。

本研究で得られたカラフトマスの塩基配列について，

山田ら（2012）と虎尾・柳本（2015）で登録されていな

いものをDNAデータベースに登録した。COIのMからX

までのハプロタイプをアクセッション番号LC145744−

145755で，ND5の17から24までのハプロタイプをアクセッ

ション番号LC145756 − 145763で登録した。また，D−Loop

領域については，2015年に得られた塩基配列すべてをア

クセッション番号LC147661−148001で登録した。

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431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ことが分かった。得られたす

べての塩基配列を雌雄に分けてAMOVA分析を行った結

果，雌雄間の変異は0.55％となり，0より有意に高い値と

はならなかった。雌雄では差がないものと考えられたた

め，以下の解析では集団間の比較には雌雄を合わせたデー

タを用いた。河川集団あたり5～9個のハプロタイプが出

現した。ハプロタイプ多様度は0.439～0.626，平均塩基置

換数は0.638～0.983，塩基多様度は0.002～0.013であった

（Table 1）。ハプロタイプの出現頻度を見ると，ハプロタ

イプAとBが多く主要なタイプであり，他のハプロタイプ

は1集団に1～2個しか出現しないマイナーなハプロタイ

プであった（Table 1）。ペアワイズFST分析を行った結果，
河川集団には差がなかった（Table 2）。また，AMOVA

分析を行った結果，集団間の変異の割合は0.58％で，0

より有意に高い値とならなかった（p<0.01）。

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

Table 2 Estimates of pairwise differentiation for mitochondrial COI haplotypes in collections of pink salmon from the rivers
of the Nemuro Strait, eastern Hokkaido. FST values are shown above diagonal and FST p values below diagonal.
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ND5領域
根室海峡沿岸河川で採集されたカラフトマス434個体に

ついて，ND5領域の431塩基配列を決定した（Table3）。

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。得られた

すべての塩基配列を雌雄に分けてAMOVA分析を行った

結果，集団内の変異は0.88％となり，0より有意に大きな

値ではなかった。このことから，雌雄では差がないもの

として，集団間の比較には雌雄を合わせた結果を用いた。

河川集団あたり，3～7個のハプロタイプが出現した。ハ

プロタイプ多様度は0.425～0.663であった（Table 3）。平

均塩基置換数は0.435～0.848，塩基多様度は0.001～0.002

であった（Table 3）。ハプロタイプの出現頻度をみると，

ハプロタイプ1と2が多く主要なタイプであり，他のハプ

ロタイプは1～3個しか出現しないマイナーなタイプであっ

た（Table3）。ペアワイズFST分析を行った結果，河川集団
間には差がなかった（Table 4）。また，AMOVA分析を

行った結果，集団間の変異の割合は1.32％で，0より有意

に高い値とならなかった（p<0.01）。

D-Loop領域
根室海峡沿岸河川で採集されたカラフトマス341個体に

ついて，D−Loop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

領域の塩基配列が得られたことが分かった。得られたす

べての塩基配列を雌雄に分けてAMOVA分析を行った結

果，集団内の変異は1.47％となり，0より有意に大きな値

ではなかったことから雌雄では差がないものとして，集

団間の比較には雌雄を合わせた結果を用いた。河川集団

あたり，3～7個のハプロタイプが出現した。ハプロタイ

プ多様度は0.425～0.663であった（Table 5）。平均塩基置

換数は0.435～0.848，塩基多様度は0.001～0.002であった

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

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

Table 4 Estimates of pairwise differentiation for mitochondrial ND5 haplotypes in the collections of pink salmon from the rivers
of the Nemuro Strait, eastern Hokkaido. FST values are shown above diagonal and FST p values below diagonal.
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（Table 5）。ハプロタイプの出現頻度をみると，CR15−1，

2，4，5，10の出現頻度が高く主要なハプロタイプであり，

他のハプロタイプは数個しか出現しないマイナーなタイ

プであった（Table 5）。ペアワイズFST分析を行った結果，
薫別川－当幌川，薫別川－春苅古丹川，西別川－当幌川

の3集団に5％で有意差があったが，他の集団間には差が

なかった（Table 6）。また，AMOVA分析を行った結果，

集団間の変異の割合は1.54％で，0より有意に高い値とな

らなかった（p<0.01）。

偶数年級群と奇数年級群の比較
2014年と2015年に採集された根室海峡沿岸河川集団，

およびルシャ川の2008年と2009年の4集団について，COI

領域およびND5領域の塩基配列によるペアワイズFST分析
を行った結果，いずれの領域でも差が認められたのは，

根室海峡沿岸河川の2014年と2015年，根室海峡沿岸河川

の2014年とルシャ川の2009年，根室海峡沿岸河川の2015

年とルシャ川2008年，およびルシャ川2008年と2009年の

4つの組み合わせであった（Table7，8）。また，根室海峡

沿岸河川の2014年と2015年について，D−Loop領域の塩

基配列によるペアワイズFST分析を行った結果，有意な差
が認められた（p<0.01）。

考 察

2015年に回帰した根室海峡沿岸の河川のカラフトマス

奇数年級群について，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，遺伝的には1つの集団と考えられた。遡河回

遊魚であるサケ科魚類において，河川集団間で遺伝的な

差異が生じるためには，遡上時期の違いによる時間的な

隔離や母川回帰による地理的な隔離など，生殖隔離が生

じる機構が必要である。しかし，カラフトマスはサケ属

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）。近年の調査では，北海道においてもカラフトマス

の迷入率の高さを示唆するデータが得られており（藤原，

2011；虎尾，2012），これ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。また，カラフトマスの人工孵化放流で，捕獲河川以

外への移植放流が頻繁に行われていることも影響してい

るかも知れない。本研究では河川集団間で遺伝的な差異

は見られなかったが，北海道におけるカラフトマスは漁

獲動向の類似性や形態的特徴から，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；下田ら，2010;

Table 6 Estimates of pairwise differentiation for mitochondrial D−Loop haplotypes in the collections of pink salmon from the
rivers of the Nemuro Strait, eastern Hokkaido. FST values are shown above diagonal and FST p values below diagonal.

Table 7 Estimates of pairwise differentiation for mitochondrial
COI haplotypes among the year−classes of pink
salmon. FST values are shown above diagonal and
FST p values below diagonal.

Table 8 Estimates of pairwise differentiation for mitochondrial
ND5 haplotypes among the year−classes of pink
salmon. FST values are shown above diagonal and
FST p values below diagonal.
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Ando et al., 2010）。野生魚資源が多いとされる北海道のカ

ラフトマスの集団構造を明らかにするためには，自然産

卵が行われている河川や異なる遡上時期のカラフトマス

集団についても，今後の検証が必要である。

根室海峡沿岸河川に回帰したカラフトマスの偶数年級

群（2014年回帰）と奇数年級群（2015年回帰）の遺伝的

な差異を検討したところ，年級群間では遺伝的な差異が

認められた。また，山田ら（2012）の2008年と2009年の

ルシャ川のデータを用いて，根室海峡沿岸河川集団と比

較したところ，同様に同じ偶数・奇数年級群内では有意

差は認められず，異なる年級群間のみで遺伝的な差異が

認められた。偶数年と奇数年級群間で遺伝的な差が認め

られるという結果は，北米やロシアのカラフトマスでも

多くの報告があり（岡崎，1991; Aspinwall, 1974; Beacham

et al., 1985; 2012; Olsen et al., 1998; Hawkins et al., 2002），

カラフトマスの集団構造として一般的なものと考えられ

る。一方で，北米のカラフトマスでは，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があ

る（Beacham et al., 2012; Seeb et al., 2014）。根室海峡沿岸

河川集団の偶数年級群（虎尾・柳本，2015）と奇数年級

群（本研究）におけるmtDNAのハプロタイプ多様度と塩

基多様度はむしろ偶数年級群において高い傾向がみられ，

北米のカラフトマス集団の結果とは異なる。多様性につ

いてはデータが十分ではないものの，1つの可能性として

は，回帰資源量の影響を受ける可能性がある。根室海区

における沿岸漁獲数は2014年が約63,000尾，2015年は

322,000尾であり，サンプリングを行った2年間では，遺

伝的変異性が高いと考えられた偶数年級の回帰資源量が

少なかった。また，根室海区におけるカラフトマスの標

識放流試験からは，偶数年級群で母川回帰性が高い傾向

が見られており（虎尾・宮本，2015; 2016），遺伝的多様

性に関連しているかも知れない。今後，北海道における

カラフトマスの分布域で広くサンプリングを行い集団構

造や遺伝的多様度を検証するとともに，カラフトマスの

母川回帰性や迷入程度など生態との関連性を含めて研究

を進める必要がある。
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