
Tel.81173722171．Fax81173722778．Emailkingo_ito＠pref.aomori.lg.jp

Nippon Suisan Gakkaishi 72(5), 905910 (2006)

ミトコンドリア DNA の塩基配列分析による

ヤリイカの遺伝的集団構造

伊 藤 欣 吾，1柳 本 卓，2 岩 田 容 子，3 宗 原 弘 幸，4 桜 井 泰 憲3

(2005 年 12 月 26 日受付，2006 年 4 月 17 日受理)

1青森県水産総合研究センター，2独水産総合研究センター北海道区水産研究所，

3北海道大学大学院水産科学研究科，4北海道大学北方生物圏フィールド科学センター

Genetic population structure of the spear squid Loligo bleekeri based on mitochondrial DNA

KINGO ITO,1TAKASHI YANAGIMOTO,2 YOKO IWATA,3

HIROYUKI MUNEHARA4 AND YASUNORI SAKURAI3

1Aomori Prefectural Fisheries Research Center, Ajigasawa, Aomori 0382761, 2Hokkaido National Fisheries

Research Institute, Fisheries Research Agency, Kushiro, Hokkaido 0850802, 3Graduate School of Fisheries

Sciences, Hokkaido University, Hakodate, Hokkaido 0418611, 4Field Science Center for Northern Biosphere,

Hokkaido University, Hakodate, Hokkaido 0411613, Japan

The sequence of the mitochondrial DNA noncoding region 4 (mtDNA NC4) was analyzed to investigate the

genetic population structure of the spear squid Loligo bleekeri using 545 individiduals captured at six sites around

Japan. MtDNA NC4 sequences of 506528 bp were determined. A total of 55 variable nucleotide sites were de-

tected, deˆning 48 haplotypes. The average haplotype diversity (0.670) and average nucleotide diversity (0.003)

indicated a low level of genetic diversity in the spear squid. Analysis of molecular variation (AMOVA) indicated

that most of the genetic variation was distributed within populations. The analysis of haplotype frequency distri-

bution and FST values showed no signiˆcant diŠerence among the six sampling sites. These data indicate no genet-

ic structuring of spear squid population around Japan.

キーワードmtDNA，noncoding region，遺伝的集団構造，ヤリイカ

ヤリイカ Loligo bleekeri は，北海道から九州までの日

本の沿岸海域，韓国沿岸，東シナ海および黄海に分布

し，日本各地で漁業資源となっている。1)ヤリイカの産

卵は九州から北海道までの広い沿岸域で確認されてお

り，岩棚などに卵嚢を付着させて行われていることが知

られている。2)本種は，約 1 ヶ月間の浮遊幼生期を経て

底層生活に移行し，水温上昇に伴って深場へと移動し，

夏季から秋季にかけて水深 100～200 m の陸棚域で成長

する。冬季になると産卵場を求めて移動し，産卵後は約

1 年間の生活史を終える。集団構造については，標識放

流結果や漁獲変動の類似性から，日本海側では山口島

根県沖の陸棚上を中心とした能登半島の西側から東シナ

海に至る集団と，青森県沿岸（太平洋側を含む）を中心

とした能登半島の東側から北海道西岸に至る集団，太平

洋側では常磐沿岸を中心とした三陸から房総付近まで

と，四国沿岸を中心とした中部地方から九州に至る間の

集団にわかれるとして，日本周辺に 4 つの地方集団が

存在すると推測されている。3)最近では，対馬暖流系群

と太平洋系群の 2 つの集団に分けて資源評価が行われ

ている。4)また，青森県では冬季と春季で産卵群の来遊

経路，産卵水深，体サイズおよび雌雄比に違いがあると

して，2 つの産卵群が存在すると報告されている。5)し

かし，アイソザイムを用いた遺伝学的手法では，日本海

側と太平洋側の標本間に遺伝的差異は見られていな

い。6)このように，生態学的手法と遺伝学的手法で異な

る結果になっており，更なる検討が必要である。そこ

で，本研究ではアイソザイムよりも変異性が高いミトコ

ンドリア DNA（以下，mtDNA と略記する）の地理的

変異性を検討した。
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Table 1 Sampling sites, date, number of specimens, size of mantle length, and maturing condition of the spear squid

Sampling site Date n Average
size (mm)

Size range
(mm)

 of individuals

Male Female

Immature Mature Immature Mature

Shimane Feb05 93 236.8 163363 0 56 2 42
Fukaura Spring Apr05 95 258.6 154365 0 55 0 45
Fukaura Winter Jan05 94 261.4 183347 0 56 0 44
Hachinohe Dec04 94 180.8 159206 32 5 63 0
Miyagi Dec04 84 172.6 158192 62 11 27 0
Aichi Jul05 85 63.7 4393 80 0 20 0

Fig. 1 Schematic diagram of mtDNA NC4 region of the
spear squid. Horizontal arrows show the positions of
primer used for PCR ampliˆcation and sequence anal-
ysis. Fig. 2 Sampling sites of the spear squid Loligo bleekeri.

906 伊藤，柳本，岩田，宗原，桜井

試料および方法

遺伝的集団構造解析に用いる遺伝マーカーを選択する

ための予備実験として，mtDNA の COの前半，16S

rRNA の前半，非コード領域の NC4，NC8，NC16 の 5

つの領域7)の塩基配列を調べた。分析には，2004 年 1～

5 月に青森県深浦町，千葉県および愛知県の沿岸で採集

されたヤリイカ計 12 個体を用いた。各領域を増幅する

際のプライマーは，CO前半には 5′TTT CCA CAA

ATC ATA AAG ATA TTG G3′(LBCO1F)と 5′TAC

ACT TCT GGG TGC CCA AAA AAT CA3′

(LBCO1R)を，16S rRNA 前半には 5′CCG GTC TGA

ACT CTG ATC AT3′(LB16SF)と 5′CGC CTG

TTT ATC AAA AAC AT3′(LB16SR)を，NC4（Fig.

1）には 5′GAA AGG CTT TGA ACC TAT TCC3′

(LBNC4F)と 5′ATG ATC TGA GTT CAG ACC GG

3′(LBNC4R)を，NC8 には 5′GTA ATA AAT AAA

CAA ACC GCT3′(LBNC8F)と 5′GAT TAA AAG

TCT AGT GCT TAC T3′(LBNC8R)を，NC16 には

5′CTA TGC ACT GAT CTG CCA3′(LBNC16F)と

5′TTA TTA GAG GTA GAT GGT ATT3′

(LBN16R)を用いた。

上記 5 つの領域のうち，予備実験の解析から変異が

最も多いと推定された NC4 領域について，日本周辺の

地理的変異を調べた。分析に用いたヤリイカは，2004

年 12 月 1 日から 2005 年 7 月 20 日にかけて，4 つの地

方集団3)と推測されている海域を代表して島根県，青森

県深浦町，宮城県，愛知県の沿岸で漁獲された個体を用

いた（Fig. 2, Table 1）。また，青森県で異なる 2 つの

産卵群5)が考えられていることから，青森県深浦町での

標本採集は冬季と春季に分けて行い，さらに，その冬季

の標本と同一の集団と考えられている八戸市沿岸で漁獲

された個体も標本採集した（Fig. 2, Table 1）。なお，

全ての標本について，雄では精莢の有無，雌では輸卵管

内卵の有無を調べて，成熟の判定を行った。

ヤリイカは，生物測定後，筋肉 0.1 g を採取して蒸留

水で洗浄後，1.5 mL チューブに入れて冷凍保存した。

標本を解凍後，500 mL の TNE 溶液（100 mM Tris-HCl

(pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 8.0), 1.4 M NaCl, 2

CTAB (cetyl trimethylammonium bromide), 0.2 2-

mercaptoethanol)と 150 mg/mL プロティナーゼ K3 mL

を加えて，50°C 恒温槽内で緩やかにシェーキングさせ

ながら一晩かけて組織の溶解を行い，フェノールクロ

ロフォルム法により粗全 DNA を抽出した。8) PCR 反応
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では，Taq Polymerase に Takara TaqTM を，サーマル

サイクラーに GeneAmp PCR system 9600（Applied

Biosystems 社）を用いた。反応溶液は，dNTPMixture

0.2 mM，各プライマー 25 pmol, Taq Polymerase 1.5

units，粗全 DNA 溶液 50 ng を含む 12.3 mL とした。反

応条件は 94°C で 2 分間加熱，95°C 30 秒，54°C 30 秒，

72°C 30 秒のサイクルを 43 回で，その後 72°C で 5 分間

伸長反応させ，4°C で保存した。増幅産物に ExoSAP

IT（Amersham Biosciences 社）0.25 mL を加えて，37

°C 30 分，80°C 15 分の温度条件で精製した。精製後，

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequence Kit（Applied

Biosystems 社）によるシークエンス反応を行い，ABI

PRISM 3130XL Genetic Analyzer（Applied Biosystems

社）によって電気泳動して塩基配列を決定した。

塩基配列は Clustal W9)によるアライメントを行った

後，DnaSP ver. 4.010)を用いてハプロタイプ頻度を計算

した。RoŠ and Bentzen11)のモンテカルロシミュレーシ

ョン法により，標本間のハプロタイプ頻度の有意差検定

を行った。また，遺伝子解析ソフト Arlequin ver.

200012)を用いて，AMOVA (analysis of molecular vari-

ance)解析を行い，ハプロタイプ多様度（h），塩基多様

度（p），純塩基置換係数（dA），および遺伝的分化係数

（FST）を求めた。ハプロタイプ間の MST (minimum

spanning tree)を求め，Tree View13)により樹形を作成

した。なお，標本間の有意差検定にはボンフェローニの

補正を行った。

決定した塩基配列について，CO前半，16S rRNA

前半，NC8 および NC16，並びに NC4 の主要な 3 種類

のハプロタイプを GenBank に登録した（ accession

number AB243832AB243834, AB252858AB252861）。

結 果

遺伝的集団構造解析に用いる遺伝マーカーを選択する

ための予備実験で，ヤリイカ 12 個体について，mtD-

NA の 5 ヵ所の塩基配列を調べた。その結果，CO前

半（570 bp）と 16S rRNA 前半（462 bp）には変異が

確認されず，非コード領域である NC4 (506520 bp),

NC8 (508 bp)および NC16（509 bp）には各々 5，3 お

よび 3 つの多型が確認された。また，NC4 には 3′末端

に位置する AT の繰返し数に多型があった。これら 5

つの領域のうち NC4 が最も変異が多かったので，以下

の解析には NC4 を用いた。

地理的変異を調べるために採集した 545 個体のヤリイ

カについて，NC4 領域 506～528 bp の塩基配列を決定

した。塩基配列を比較したところ，55 の部位で変異が

確認され，また，3′末端の AT の繰返し数に変異が見ら

れた。AT の繰返しを除いたハプロタイプは 48 種類

（Table 2）で，AT の繰返し頻度は 6～17 回であった

（Table 3）。なお，AT の繰返し部位も含めたハプロタ

イプ数は 95 種類であったが，標本間の遺伝的分化の有

意差検定では 48 種類のハプロタイプと同様の結果が得

られたので，95 種類のハプロタイプによる解析結果を

除いた。AT の繰返しを除いた 48 種類のハプロタイプ

頻度をみると，ハプロタイプ 1，27，35 が全体の 87

を占め，その他のハプロタイプは各々 1  未満であっ

た。ハプロタイプの MST（Fig. 3）を作成したところ，

主要 3 種類のハプロタイプ（1，27，35）にはそれぞれ

1 塩基のみ異なるマイナーなハプロタイプがかたまって

クラスターを形成しており，各クラスターには 2～4 塩

基異なるハプロタイプが 1～2 つ含まれていた。また，

主要ハプロタイプ間の塩基置換数は 1～2 塩基であった。

標本間のハプロタイプ頻度，および AT 繰返し数の

頻度について RoŠ and Bentzen11)の x2 検定後，ボンフ

ェローニ補正を行ったところ有意差は見られなかった

（p＞0.05）。ハプロタイプ多様度は 0.563～0.727 の範囲

であまり高くなく，塩基多様度は 0.0025～0.0036 の範

囲で低かった（Table 4）。また，ハプロタイプ多様度に

標本間での有意差は見られなかった（p＞0.05）。標本

間の平均塩基置換率は，1.441～1.798 の範囲であ

り，標本内の平均塩基置換率（1.270～1.848）と比較

して同程度であった。純塩基置換係数は－0.016～0.042

 と低い値であった。AMOVA 解析の結果，標本全体

の分散（0.0001）と FST（－0.00006）は極めて小さく，

FST の p 値は 0.4154 で有意差はなかった。また，標本

間の FST について Exact test を行ったところ，有意差

は見られなかった（p＞0.05, Table 5）。

6 つの標本を，日本海（島根，深浦春，深浦冬）と太

平洋（八戸，宮城，愛知）に分けて，海域間の FST に

ついて Exact test を行ったところ，有意差は見られな

かった（FST＝0.00082，p＞0.05）。また，北側の海域

（深浦春，深浦冬，八戸，宮城）と南側の海域（島根，

愛知）に分けた場合も，海域間の FST に有意差は見ら

れなかった（FST＝0.00093，p＞0.05）。

考 察

ヤリイカ mtDNA の 5 つの領域について塩基配列を

調べたところ，NC4 領域において最も高い変異が見ら

れた。調べた 5 つの領域のうち CO領域前半には変異

が確認されなかったが，アメリカケンサキイカ Loligo

Pealei とアメリカヤリイカ Loligo plei では CO領域に

変異が見られている。14)アメリカケンサキイカはメキシ

コ湾に注ぐミシシッピ川の河口域を境に，アメリカヤリ

イカはフロリダ半島を境に西側と東側の集団で CO領

域のハプロタイプ頻度が有意に異なり，集団間の FST

が各々 0.295，0.112 で有意な遺伝的分化が認められて

いる。14)これらのことから，ヤリイカの種内分化の程度
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Table 2 The variable sites and haplotype frequencies of NC 4 region of the spear squid

Haplo-
type

Variable site Sampling site

1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 4 4 4 4
5 9 0 1 6 6 8 8 9 2 3 3 3 4 5 5 6 6 6 6 8 8 8 8 8 9 9 0 3 6 6 8 Sh FS FW Ha Mi Ai Total

1 9 9 9 6 8 9 0 4 8 7 6 7 8 5 3 7 1 2 6 9 2 3 4 6 7 1 8 0 8 2 3 2

1 A T T C A C C A G A C C T C C A C T C A A C T T C T C A A C C C C 59 50 42 45 43 43 282
2                             C     1 1
3                               T   1 1
4                              T    1 1
5                                 A 1 1
6    T                              1 1
7                                T  1 1
8                          C        1 1
9                      T            1 1 2
10          G                        1 1
11                            G      1 1
12       A                           1 1
13                   T               1 1
14           T                       1 1
15 G                                 1 1
16                           T       1 1 2
17             C                     2 2
18        G                          1 1
19                C                  1 1
20         A                         1 1
21                 T                 1 2 3
22              T                    1 1
23              T            C        2 2
24         A     T            C        1 1
25            T                      1 1 2
26                        C          2 1 1 4
27                        C  C        14 18 13 10 17 14 86
28                 T       C  C        1 1
29            T            C  C        1 1
30                        C T C        1 1
31                     T   C  C        1 1
32      T                  C  C        1 1
33             C           C  C        1 1 2
34   C                     C  C        1 1 2
35               T         C  C        12 17 23 20 15 18 105
36     T          T         C  C        1 1
37               T         C  C T       2 2
38               T     T    C  C        1 1
39             C  T         C  C        1 1 2
40               T       T  C  C        1 1 2
41  C             T                   1 1
42               T           C        1 1
43               T      C   C  C        1 1
44               T  T       C  C        1 1 1 3
45               T  T G A G    C  C        1 1 1 3
46                       C C  C        1 1 2 4
47               T        C C  C        1 3 1 5
48             C  T        C C  C        1 1 2

Total 93 95 94 94 84 85 545

Sh, Shimane; FS, Fukaura Spring; FW, Fukaura Winter; Ha, Hachinohe; Mi, Miyagi; Ai, Aichi.
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は，アメリカケンサキイカとアメリカヤリイカに比べて

低いと推察された。

本研究では，日本沿岸に存在すると推測されている 4

つの集団3)を代表する漁場から標本を採集して解析を行

ったが，変異性が高いと考えられる mtDNA NC4 領域

の多様性からは集団間に遺伝的分化は認められなかっ
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Table 3 Frequencies number of AT repeat of NC 4 region
of the spear squid

Number of
(AT)repeat

Sampling site

Sh FS FW Ha Mi Ai Total

6 16 15 14 13 11 11 80
7 28 31 29 21 17 22 148
8 11 9 9 8 14 10 61
9 12 19 19 24 23 21 118

10 9 11 13 11 7 12 63
11 5 2 2 1 4 14
12 9 5 3 3 5 2 27
13 1 3 4 6 2 1 17
14 1 1 1 2 5
15 1 1
16 2 1 3 2 8
17 1 2 3

Total 93 95 94 94 84 85 545

Sh, Shimane; FS, Fukaura Spring; FW, Fukaura Winter; Ha,
Hachinohe; Mi, Miyagi; Ai, Aichi.

Fig. 3 MST of mtDNA NC4 region of the spear squid.
Numerals indicate haplotype number in Table 2. Bar 1
substitution.

Table 4 Values for haplotype diversity (h), nucleotide diversity (p), and the mean number of pairwise diŠerences in the spear squid

Sampling sites n
No.

haplotypes
Haplotype

diversity (h)
Nucleotide

diversity (p)
Mean no.

pairwise diŠerences

Shimane 93 10 0.563±0.053 0.0025±0.002 1.270±0.807
Fukaura S 95 13 0.661±0.041 0.0031±0.002 1.588±0.952
Fukaura W 94 17 0.727±0.035 0.0035±0.002 1.776±1.038
Hachinohe 94 20 0.719±0.004 0.0036±0.002 1.848±1.070
Miyagi 84 11 0.672±0.041 0.0032±0.002 1.596±0.957
Aichi 85 11 0.678±0.041 0.0033±0.002 1.672±0.991

Table 5 Pairwise FST values (below the diagonal) and pairwise FST p values (above the diagonal) of mtDNA NC4 region among the
six sampling sites in the spear squid

Shimane Fukaura S Fukaura W Hachinohe Miyagi Aichi

Shimane 0.144 0.027 0.045 0.054 0.099
Fukaura S 0.008 0.685 0.459 0.874 0.974
Fukaura W 0.019 －0.006 0.910 0.964 0.811
Hachinohe 0.026 －0.004 －0.008 0.919 0.784
Miyagi 0.018 －0.008 －0.009 －0.009 0.910
Aichi 0.011 －0.010 －0.008 －0.008 －0.010

909ヤリイカの遺伝的集団構造

た。また，青森県の産卵期が異なる 2 つの群間5)でも遺

伝的分化は認められなかった。ハプロタイプのネット

ワーク樹を見る限り，塩基置換数が少ない一斉放散した

型15)と考えられた。藤尾ら6)は，島根県～北海道および

福島県のヤリイカについて，14 遺伝子座を用いたアイ

ソザイム分析を行ったところ，集団間の遺伝的距離には

大きな差はなく，FST は 0.015 で遺伝子流動が生じてい

ると報告している。本研究によるヤリイカ全体の FST

は 0.0005 であり，藤尾ら6)の報告より低い値となり，

各群れの間には遺伝的な交流があると考えられた。

ヤリイカは，瀬戸内海と北海道東部を除く日本の広い

沿岸域で産卵していることが観察されている。2)しか

し，青森県～岩手県北部の海域では，秋季の索餌期に日

本海側から津軽海峡を経て添加される集団と，太平洋側

の常磐海域から北上してくる集団の境界域にあたり，わ

ずかであるが混じりあう可能性があるが，産卵期にはそ
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の海域に分布しなくなる。16)青森県～岩手県北部の沿岸

域は，冬春季に親潮の南下の影響で水温は 8°C 以下に

なり，産卵に不適な水温17)に覆われる。しかし，親潮

の南下勢力が弱い年は産卵可能な水温であり，産卵する

可能性がある。このように，日本海側と太平洋側の集団

が，索餌期に交流する可能性と，境界域で産卵する可能

性を有する限り，遺伝子流動は妨げられないと考えられ

た。また，ヤリイカは約 1 ヶ月間の浮遊幼生期を持

ち，さらに産卵期には水温変化に応答して分布移動する

ことから，18)海流の変化によっては遺伝子流動が生じる

可能性は十分にある。

新谷3)が示した 4 つの集団は，漁場の推移や標識放流

試験の結果から判断されたものであるが，本研究の

mtDNA 塩基配列分析では，それら 4 つの集団間には遺

伝的分化は認められなかった。今回用いた八戸，宮城，

愛知のサンプルは，索餌回遊している成長途上の未熟個

体が主であり，今後，特定の産卵場に接岸来遊する産卵

個体をサンプルとして検討する必要がある。また，より

高感度のマイクロサテライト領域などについて検証が必

要であるが，カリフォルニアヤリイカ Loligo opalescens

で応用された例でも集団の分化は検出されず，遺伝子流

動の働きにより種内分化が妨げられていると報告されて

いる。19)海産魚では，漁業資源学的にみて集団が分離し

ているとみられても，両者の間に毎世代わずかの混合が

あればもはや集団遺伝学的レベルでは両者はほぼ均一と

なってしまう例が多い20)とされており，ヤリイカはこ

の 1 例と考えられる。
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