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Abstract 

The sailfin sandfish Arctoscopus japonicus is a common demersal fish in the Sea of Japan 

and one of the important fishery resources in Japan and Korea. Despite the need for information 

on genetic population structure for resource management, population genetic studies in this 

species have been based on only RFLP and sequence analysis of a part of the mitochondrial DNA 

and classical allozyme analysis. These analyses have presented the roughly group structure of 

the species, but have not resolved enough to mention the fine scale genetic structure within each 

group. Here we screened microsatellite DNA markers suitable for fine scale population structure 

from previously reported papers based on fit of Hardy-Weinberg equilibrium, the presence or 

absence of null allele, large allele dropouts, and linkage disequilibrium. Using the resulting 10 

loci selected, population genetic analyses of two sample populations belonging to different 

genetic groups showed relatively high heterozygosity (He: 0.764 and 0.755) in both sample 

populations, and high degree of genetic differentiation between them (FST = 0.0709, RST = 

0.1598) which was consistent with predictions from previous studies. Furthermore, Bayesian 

clustering revealed that group attributes can be correctly estimated at the individual level. These 

results suggest that the 10 loci selected have the potential to make a significant contribution in 

future population genetic studies of this species. 
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緒言 

ハ タ ハ タ Arctoscopus japonicus

（ Steindachner 1881 ） は 、 ハ タ ハ タ 科

Trichodontidae ハタハタ属に分類される底生

海産魚の一種である（ Imamura et al. 2005; 

Nelson et al. 2016）。本種はオホーツク海およ

び日本海全域、北海道の東部沿岸から宮城県

沖合の太平洋沿岸域に分布し、成長段階に応

じて沖合の成育場と沿岸の産卵場を季節往来

する索餌回遊生態を持つ（沖山 1970; 落合・

田中 1986; Okiyama 1990; Mecklenburg 2003）。

本種の遺伝的集団構造については、アロザイ

ム（藤野・網田 1984）やミトコンドリア（mt）

DNA 調節領域（柳本 2004; Shirai et al. 2006; 
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白井ら 2007）を遺伝マーカーとして調べられ

ており、本種には少なくとも 3 つの遺伝的グ

ループが存在することが示されており、道東

から道南の沿岸に産卵場を形成する北海道太

平洋グループ（Southern Hokkaido: SH）、日本

海側では秋田県沿岸海域と朝鮮半島東岸にそ

れぞれ産卵場を形成する日本西岸グループ

（Western Japan: WJ）および朝鮮半島東岸グル

ープ（Eastern Korea: EK）に大別されている

（Shirai et al. 2006）。また、これらの 3 グルー

プの中には量的形態形質や資源動態の独立性

に基づいて区別される複数の系群が資源管理

の単位として設定されている（沖山 1970; 小

林・加賀 1981; 星野 2011）。 

集団遺伝学的にみると、系群とはアリル頻

度の違いで他の系群と区別でき、独立した資

源動態を持った個々の集団として定義される

（例えば、Moritz 1994; Fraser and Bernatchez 

2001; Palsbøll et al. 2007）。ハタハタの場合、グ

ループ内の系群間の遺伝的差異は未だに明ら

かにされておらず、本種のより適切な資源管

理のためには、各系群の遺伝的特徴ならびに

系群間の遺伝的差異について明らかにする必

要がある。もし設定されている系群間に遺伝

的差異が存在し、個体レベルでも系群の判別

ができれば、索餌回遊時に複数の系群が混合

していても、各系群に属する個体の割合を定

量的に求めることができ、各系群の沖合での

回遊規模を把握することにもつながることが

期待される。 

マイクロサテライト DNA マーカーは、突

然変異率が高いためアリル数が多く、個体の

判別能も高いことから（Guichoux et al. 2011）、

ハタハタについて系群間の遺伝的差異の検出

ならびに個体レベルでの系群判別が可能にな

ることが期待される。ハタハタで開発された

マイクロサテライト DNA マーカーには Park 

et al.（2006）が報告した 12座位がある。この

うち、5 座位では遺伝子型の観察分布が

Hardy–Weinberg 平衡（以下 HWE と略する）

によって期待される分布から著しく逸脱して

いたが、この主要因であるラージアリルドロ

ップアウトやヌルアリルについては考慮され

ておらず、集団構造解析のマーカーとしての

可否をあらためて吟味する必要がある。一方、

ハタハタが属する棘鰭上目Actinopterygiiを対

象とした汎用性の高いマイクロサテライト

DNA マーカーが報告されており（Gotoh et al. 

2013）、このマーカー群も本種の集団構造解析

に使用できる可能性がある。本研究では、Park 

et al.（2006）と Gotoh et al.（2013）が報告した

プライマーセットの中からスクリーニングを

行い、ハタハタの集団構造解析に適したマイ

クロサテライト DNA マーカーを選定するこ

とを目的とした。 

 

 

材料および方法 

標本集団 

本研究では、Shirai et al.（2006）が mtDNA

調節領域の塩基配列分析で使用した DNA サ

ンプルのうち、北海道太平洋グループ（SH）

の厚岸および朝鮮半島東岸グループ（EK）の

見島の 2 標本集団（それぞれ 30 個体、計 60

個体）を使用した。グループ内の系群として

は厚岸が釧路系群、見島が日本海西部系群で

あると考えられる。 

 

マイクロサテライト DNA マーカーのスクリ

ーニング 

本研究で検討したマイクロサテライト

DNA 座位とそのプライマーセットを Table S1

に示す。これまでにハタハタの集団遺伝学的

解析のために Park et al.（2006）が開発したプ

ライマーセット 8 組、Gotoh et al.（2013）の報

告した棘鰭上目の汎用プライマー11組をスク

リーニングの対象とした。Park et al.（2006）

の場合は、各座位における遺伝子型の観察分

布が HWE の下での期待分布から逸脱してい

ない座位を選んだ。また、Gotoh et al.（2013）



Aquatic Animals 2022 | July 11 | Kurihara and Ikeda AA2022-14 

の場合は、調査された魚類の中で先行研究

（Imamura et al. 2005; Smith and Busby 2014）

にてハタハタと系統が比較的近いと推定され

ているカジカ科 Cottdae のカジカ Cottus pollux

およびウラナイカジカ科Psychrolutidaeのガン

コ Dasycottus setigerで PCR 増幅が確認された

座位を選んだ。 

PCR 増幅は Blacket et al.（2012）の方法

（ Strategy II: Singleplex using multiple 

fluorophores）に従った。1 検体あたりの PCR

反応液の組成は、ゲノム DNA 0.8 μL（約 10 

ng/μL）、2×Gflex PCR Buffer 5.0 μL、tail 配列を

付加した forward プライマー0.15 μM、reverse

プライマー0.5 μM、汎用蛍光付加プライマー

0.2 μM、Tks Gflex DNA Polymerase（TaKaRa Bio 

Inc.）0.2 μL であり、超純水で総量を 10 μL に

した。PCR 反応条件は、94℃で 1 分間の熱変

性の後、98℃で 10 秒間の熱変性、58–60℃で

15 秒間のアニーリングおよび 68℃で 30 秒の

伸長を 38–48 回反復とした。得られた PCR増

幅産物については、GeneScan 600 LIZ size 

standard（Applied Biosystems）と共に SeqStudio 

Genetic Analyzer（Applied Biosystems）によっ

てキャピラリー電気泳動を行った後、

GeneMapper ver. 6.0（Applied Biosystems）を用

いてジェノタイピングした。 

ジェノタイピング後の遺伝子型データに

ついて Micro-Checker ver. 2.3.3（van Oosterhout 

et al. 2004）により、各座位におけるヌルアリ

ル頻度およびラージアリルドロップアウトの

有 無 を 推 定 し た 。 GENEPOP ver. 4.7.5

（Raymond and Rousset 1995）を用いて、各座

位の HWE との適合性を検討するため正確確

率検定、座位間の連鎖不平衡（ linkage 

disequilibrium: 以下 LD と略する）の有無を調

べるための対数尤度比検定を実施した（α = 

0.05）。どちらの検定においても p 値をマルコ

フ連鎖モンテカルロ（Markov Chain Monte 

Carlo: 以下 MCMCと略する）アルゴリズムに

よって推定し（Dememorization: 10,000; batch 

length: 100; batch number: 10,000）、得られた p

値については多重比較検定に伴う第一種過誤

を避けるために sequential Bonfferoni 補正を施

した（Rice 1989）。以上の解析によって、ヌル

アリルやラージアリルドロップアウトに伴う

HWE からの逸脱が検出されず、さらに互いに

LD の関係にない座位を選定した。その後、こ

れらの座位の中立性を Excoffier et al.（2009）

と Beaumont and Nichols（1996）の方法でそれ

ぞれ検定した（FST outlier test, α = 0.05）。

Excoffier et al.（ 2009）の方法については

Arlequin ver. 3.5.2.2（Excoffier and Lischer 2010）

を用いて実行し、100 の任意交配集団の下で

のコアレセントシミュレーションを 20,000回

繰り返すことで、FST値の帰無分布を得た。一

方、Beaumont and Nichols（1996）の方法につ

いては LOSITAN（Antao et al. 2008）を用いて

行った。非中立座位の存在による FST 値の帰

無分布の推定バイアスを避けるため、解析の

際の初期 FST 値を 2 段階の解析によって推定

し（オプション ”Neutral” mean FST）、無限対

立遺伝子モデルとステップワイズ突然変異モ

デルの下で 50,000回のシミュレーションを実

行した。両方の解析において中立性が棄却さ

れた座位を中立ではない座位と判断した。 

 

集団遺伝学的解析 

スクリーニングされたマイクロサテライ

トDNA座位の遺伝子型に基づき、集団遺伝学

的解析を行った。厚岸と見島の標本集団間に

は、日本海および太平洋という海域の違いに

よって説明できる比較的大きな遺伝的分化

が生じていることがアロザイム分析やミト

コンドリアDNA分析により示されている（藤

野・網田 1984; 柳本, 2004; Shirai et al. 2006）。

候補としたマイクロサテライトDNA座位に

おいても同様な違いが生じているかどうか

を検討することで、選定した座位の有用性を

判断できると考えた。遺伝的多様性を表す要

約統計量としてアリル数（na）、有効アリル数
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（ne, Kimura and Crow 1964）、ヘテロ接合度の

期待値（He）、およびヘテロ接合度の観察値

（Ho）をGeneAlEx ver. 6.5（Peakall and Smouse 

2012）を使用し、各標本集団について求めた。

標本集団間の遺伝的分化の程度を明らかに

するため、Arlequin ver. 3.5.2.2によって、FST

およびRST値を算出した。FST > 0およびRST > 0

の統計的有意性については 10,000回の

permutation test（α = 0.05）によって検定した。

選定した座位を用いて個体レベルで集団の

属性を判別できるかどうかを検討するため、

STRUCTURE ver. 2.3.4（Pritchard et al. 2000）

によるベイジアンクラスタリング、および主

成分分析（principal components analysis: 以下

PCAと略する）を行った。STRUCTUREによ

る解析ではAdmixtureモデルを仮定した。なお、

標本サイズが小さかったため、解析では事前

情報として各個体が抽出された標本集団の

情報を考慮した（LOCPRIORオプション）。各

個体のAdmixture proportionを1,000,000世代の

MCMCによって求めた（酔歩状態にある初期

500,000世代についてはburn-inした）。最適な

クラスター数（K）を決定するため、K = 1–6

を仮定し、各Kについて6回の独立した解析を

行うことで、ΔK統計量（Evanno et al. 2005）

を算出した。なお、一連の解析においてα値を

MCMCによって推定し、λ値についてはマニ

ュアルで推奨されている1に固定した。ΔKの

値から最適と判断されたKにおける6回分の

解析結果についてはCULUMPP ver. 1.1.2

（Jakobsson and Rosenberg 2007）のGreedyア

ルゴリズムで要約した。PCAには統計言語R 

ver. 3.6.3（R core team, 2020）のパッケージade4

（Dray and Dufour 2007）に含まれるdudi.pca

関数を用いた。主成分スコアについては、多

変量正規分布における95%信頼区間をパッケ

ージggplot2（Wickham 2016）のstat_ellipse関数

で求め、可視化した。主成分に対する因子負

荷量が0.2以上、もしくは-0.2以下であるアリ

ルは、特に、その主成分に対する相関がある

とし、標本集団間の遺伝的差異を反映してい

る座位を判断した。 

 

結果 

マイクロサテライト DNA 座位のスクリーニ

ング 

スクリーニングした 19 座位のマイクロサ

テライト DNA 座位のうち、10 座位（DR55、

DR148、DR225、Orla2-91、Orla3-65、Orla5-131、

Orla9-204、 Orla16-32、 Orla17-188 および

Orla21-231）ではヌルアリル、ラージアリルド

ロップアウト、HWE からの逸脱および LD が

検出されなかった（Table S1, Fig. 1）。一方、

Orla12-160、Orla20-134 および Orla22-135 の

3 座位では増幅断片が得られなかった。DR72、

DR265 および Orla8-113 の 3 座位は増幅断片

が得られたものの、非特異的増幅断片が多く

確認され、ジェノタイピングが出来なかった。

残る座位のうち、DR118 は厚岸において、

DR55 では両方の標本集団において遺伝子型

頻度の観察値が HWE の期待値から有意に逸

脱していた。また、DR285 では変異が観察さ

れなかった。以上の 9 座位（DR55、DR72、

DR118、DR265、DR285、Orla8-113、Orla12-160、

Orla20-134 および Orla22-135）は集団遺伝学

的解析には不適と判断した。 

スクリーニングをパスした座位における

na の最小値は DR148（厚岸）の 5、最大値は

Orla5-131（見島）の 30 であった（Table 1）。

naの平均値は厚岸で 12.1、見島で 14.8 であっ

た。一方、neの最小値は DR225（見島）の 1.4、

最大値は Orla2-91（見島）の 22.2 であった。

neの平均値は厚岸で 7.5、見島で 8.4 であった。

各座位における Hoは DR148（厚岸）で 0.200

と最も小さく、Orla2-91（見島）で 1.000 と最

も大きかった。Hoの平均値は厚岸と見島でそ

れぞれ、0.760 と 0.773 であった。Heも Hoと

同様に最小値は DR148（厚岸）で 0.187、最大

値は Orla2-91（見島）で 0.955 となった。Heの

平均値は厚岸で 0.764、見島で 0.755であった。 

http://aquaanimal.net/cgi-bin/appendix/table_S1Kurihara.xlsx


 
Fig. 1. Electropherogram of the 10 microsatellite DNA of the sailfin sandfish. 

Three or four loci were multiloaded in the fragment analysis (3 panels). 

 

Table 1. Summary statistics of microsatellites DNA loci in two populations of the sailfin 

sandfish. na, ne, Ho and He indicates the number of alleles, the effective number of alleles 

(Kimura and Crow, 1964), observed heterozygosity and expected heterozygosity, respectively. 
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Fig. 2. (a) the result of Bayesian clustering analysis computed by STRUCTURE software 

under the optimal number of clusters K = 2 suggested by ΔK value (Evanno et al., 2005). (b) 

the density plot of the 1st principal component and (c) the scatter plot of the 1st and 2nd 

principal components. Each plot represents samples and the circles indicate 95% confidence 

ellipsis of the populations. All these results were analyzed based on 8 neutral loci datasets. 
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中立性検定の結果、Orla2-91 と Orla21-231 は

Excoffier et al.（2009）と Beaumont and Nichols

（1996）両方の方法で中立性が棄却された（p 

< 0.05）。DR5、DR225、および Orla5-131 につ

いては Excoffier et al.（2009）の方法でのみ中

立性が棄却された。 

 

集団遺伝学的解析 

選定されたマイクロサテライト DNA 10座

位のうち、Orla2-91 および Orla21-231 の 2 座

位は中立性が棄却されたことから、集団遺伝

学的解析におけるこれらの座位の影響を評価

するため、各解析を中立な 8 座位のみのデー

タセットと非中立な 2 座位を含めた全 10 座

位のデータセットに対して実行した。集団間

の遺伝的分化に関して、算出された FSTおよ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

び RST 値は、中立な 8 座位のデータセットで

は 0.0709 と 0.1598、全 10 座位のデータセッ

トでは 0.0533 と 0.1159 で、FSTおよび RST値

はどちらのデータセットにおいても有意に 0

よりも大きく（p < 0.001）、RSTの値が FSTの値

を上回った。また、全座位のデータセットよ

りも中立な 8 座位のデータセットの方が FST

と RSTともに高い値を示した。 

STRUCTURE によるベイジアンクラスタ

リングでは、どちらのデータセットに基づい

ても K = 2 の時に ΔK 値は最大となり（中立

座位データセット: ln P(K) = -1938.7, ΔK = 10. 

6; 全座位データセット: ln P(K) = -2694.7, ΔK 

= 5.1）、2 つの遺伝的クラスターの存在が示唆

された（Fig. 2a）。K = 2 のときの admixture プ

ロットに注目すると、見島の個体が帰属する 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Fig. 3. Allele frequency and size distributions for 

the four loci with the highest contribution to the 

first principal component in PCA. 
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クラスター1 と、厚岸の個体が帰属するクラ

スター2 に分けられた。どちらのデータセッ

トに基づく解析でも、各個体のクラスターへ

の帰属を意味する q 値はいずれも 0.95 以上

と高い値を示しており、2 つの標本集団の遺

伝的組成が異なることが明確となった。推定

されたクラスター1 のヘテロ接合度の期待値

He は中立座位データセットで 0.773–0.779、

全座位データセットで 0.811–0.813、クラスタ

ー2 の He は中立座位データセットで 0.749–

0.751、全座位データセットで 0.786–0.791 で

あった。PCA の結果、どちらのデータセット

においても、主に第一主成分が厚岸と見島の

標本集団間の違いを説明する結果となった

（Fig. 2b）（第一主成分寄与率は、中立座位デ

ータセットで 12.1%、全 10 座位データセッ

トで 10.0%）。この第一主成分における因子負

荷量の絶対値は、DR225 におけるアリル 188

（以下、アリルは DR225188のように示す）で

最も大きかった（中立座位データセット : 

0.548; 全座位データセット: 0.535）。第一主成

分に対する因子負荷量の絶対値が 0.2 を超え

るアリルが含まれていたのは、Orla17-188、

Orla9-204、DR148 の 3 座位で、これらのう

ち、DR148221、Orla17-188200、Orla9-204275は

厚岸で、Orla17-188198と Orla17-188205、Orla9-

204275 は見島の標本集団において頻度が高か

った（Fig. 3）。以上の解析により、いずれの

データセットを用いても厚岸と見島の標本

集団が遺伝的に異なることが支持された。 

 

考察 

ハタハタの遺伝的集団構造の解析におい

て有用と思われるマイクロサテライト DNA

座位を既報（Park et al. 2006; Gotoh et al. 2013）

のプライマーセットの中から、著しい非特異

的増幅産物の有無、ヌルアリルおよびラージ

アリルドロップアウトの有無、HWE からの逸

脱の有無、さらに LD の有無によりスクリー

ニングした結果、10 座位を選定できた。どの 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

座位についても安定して増幅産物を検出でき、

ジェノタイピングに問題はないため、今後の

ハタハタ資源の集団遺伝学的研究において利

用可能であると考えられる。 

Dewoody and Avise（2000）は海産魚 12 種

で調べられたマイクロサテライトマーカー

（合計 66 座位）の変異性を調べたところ、平

均アリル数（na）は 19.9、平均ヘテロ接合度

（Ho）は 0.77 であり、この値は淡水魚（na = 

9.1, Ho = 0.54）や両側回遊魚（na = 10.8, Ho = 
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0.68）と比較して有意に大きいことを示した。

この傾向は、海産魚が淡水魚や両側回遊魚と

比較して有効集団サイズ（Ne）が大きいことに

起因していると考えられている。今回選定さ

れた 10 座位の遺伝的多様性は、このような一

般的な海産魚類の多様性と同様に比較的高か

った（Table 1）。水産資源として漁獲利用され

るハタハタの Neは、上記の先行研究で検討さ

れた他の海産魚類と同様に、淡水魚や両側回

遊魚と比較して大きいと予想される。したが

って、これらのマイクロサテライト DNA 座位

の変異性はハタハタの集団におけるゲノム全

体の遺伝的多様性を偏りなく代表しているも

のと考えられる。 

選定された 10 座位のマーカーセットに基

づく集団遺伝学的解析を行った結果、厚岸と

見島の標本集団は異なる遺伝的なクラスター

に分けられた（Fig. 2）。また、両者は FST値だ

けでなく、RST値についても 0 より有意に大き

いことが示された。これは、両標本集団では、

アリルの頻度だけでなく、アリル中のリピー

ト数の分布にも違いが生じていることを意味

している。アリル内のリピート数の分布に差

異が生じていることは、集団が隔離されて以

降、各集団でリピートの変異が独立して生じ、

これらが集団中に蓄積されるための十分な時

間が経過しているためと解釈することができ

る（Hardy et al. 2003）。こうした結果は、これ

までに指摘されてきた北海道太平洋沿岸と日

本海のハタハタで観察されている大きな形態

学的、集団遺伝学的差異（沖山 1970; 小林・

加賀  1981; 藤野・網田  1984; 柳本  2004; 

Shirai et al. 2006）と矛盾しないと考えられる。 

PCA の結果、2 標本集団間の遺伝的差異を

もたらしていたのは Orla17-188、Orla9-204、

DR148、DR225 の 4 座位であるとわかった。

このうち、Orla17-188、Orla9-204、DR148 の

アリルの種類は 2 標本集団でほぼ共通で頻度

が異なるという状況であったが、DR225 では

特定のアリル（DR225188）の頻度が大きく異な

っていた。これら 4 座位のアリル組成を調べ

ることにより、少なくとも今回分析の対象と

した北海道太平洋グループと朝鮮半島東岸グ

ループの識別が可能であると考えられる。 

個々の座位に注目すると、Orla2-91 および

Orla21-231 は他の座位と比較して有意に FST

値が低く、どちらの方法でも中立性が棄却さ

れた。これには、これらの座位に自然選択が

働いていること、または、マイクロサテライ

ト DNA の突然変異プロセスがステップワイ

ズであるために生じた復帰突然変異によって、

非相同な同形アリルが集団中に生じ（ size 

homoplasy）、見かけ上同じアリルが両標本集

団に存在していることの 2 つの可能性が考え

られる。いずれにしても、これら 2 座位を解

析に含めると集団間の遺伝的差異を過小評価

してしまう懸念がある。実際に、2 集団間の

FST値や RST値は中立座位データセットよりも

全座位データセットの方が低い傾向にあった。

ただし、中立性検定（FST outlier 検定）におい

て想定されている中立な座位の FST 値の分布

は Wright（1951）の Symmetrical Island Model

に代表される単純化された理想集団を仮定し

て計算されている（Beaumont and Nichols 1996）

という点に注意を払う必要がある。実際の集

団構造がこのような理想的な状態から乖離し

ていた場合、中立性検定は過誤をもたらす可

能性が指摘されている（Lotterhos and Withlock 

2014）。ハタハタ資源の集団遺伝学的解析に、

これらの座位を含めたときの影響については、

今後多くの標本集団を分析していくことで明

らかになると考えられる。 

本研究で選定されたマイクロサテライト

DNA 座位は高い変異性を有しており、これを

分析することによって本種における既報の日

本海と太平洋グループ間の遺伝的差異を追認

できた。ハタハタの各系群の回遊範囲に関す

る知見は断片的であり、未だ不明な点が残さ

れている。たとえ産卵場ごとに集団が分化し

ていたとしても、成育場で異なる産卵場由来
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の個体が混合している可能性もあり、漁獲物

の中には複数の系群の個体が含まれているか

もしれない。今回選定された座位を用いて分

析を行うことで、本種の回遊生態の解明や系

群毎の漁獲量をより高い精度で明らかにでき

る可能性がある。 
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