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継続的な観察が極めて困難な，水圏という環境に生息し  

ている鯨類の生態学的及び集団遺伝学的研究に新しい遺  

を与えた。本総説では，DNA解析を用いた鯨類の研究  

に條点を置き，手法の概要とともに現在の研究状況を傭  

撤し，今後の展望について述べる。  

1．ミトコンドリアDNAを用いた解析手法   

DNAを用いた鯨類の研究手法は，他の生物同様そ  

の研究目的によって幾っかに分けられる。そ・の1つに，  

ミトコンドリアの中に存在する環づ犬のミトコンドリア  

DNAの塩表芸配列の多型を観察する方法がある。ミトコ  

ンドリアDNAは母系遺伝することが知られており，  

これを調べることによって種判別，系郡判別，集i動遺伝  

学的鯛析等を行うことができる（Tablel）。この手法   

は じ め に  

DNA解析を月い、た勤・植物の生態学的及び集団遺  

伝学的研究は，近年多くの研究者によって行われている。  

鯨賦においても，ミトコンドリアDNAの変夕琵を観察  

する手法を用いた，種判別，系群判別，集団遺伝学的解  

析等の研究，DNAフィンガープリント法を用いた群の  

社会構造や，水族館等で桐督されている個体の顆仔鑑定  

等の研究，さらに，ヒトで開発されたPCR等の新しい  

技術を導入した研究等が行われている。これらの技術は，  
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塩基配列は，同種内ではほとんど個体差が見られないが，  

非遺伝子領域の丑軋虹塩基配列には大きな個体差が生  

じる。例えば，ヒトにおいてはゲノムDNA申に存在  

する遺伝子領域は数％しかなく，残りの90％を越すほ  

とんどの領域はタンパク質をコードしていないDNA  

で占められ，JUNK（がらくた）配列と呼ばれている。  

機能が未だ不明瞭なこの領域の約25％は反復配列で，  

変異に富んでいることが知られているl〉。この反復配列  

は，動物のDNAに多数含まれることが知られており，  

特に繰り返し数の多いものを高度反復配列と呼ぶ。ヒト  

のゲノムDNA中に存在する商度反復配列に，個体間  

での高度な変異が存在することが明らかになり，これを  

ブロープとして用いることで，ゲノムDNA中の高腰  

反復配列の存在形態の違いを観る方法が1985年にJeri－－  

reyse£αg．28）によって確立された。彼らの発見したブ  

ロープの中でも，33．15及び33．6というミオグロビン  

のイントロン部分から発見された高度反復配列のブロー  

プは，個体間での変災が非常に大きいことから，DNA  

フィンガープリント法を用いた糀々の生物の研究に使用  

されている。この手法は，組織もしくぼ血液からDNA  

を摘出し，制限聯紫で切断し，ゲル電気泳動でDNA  

断片を分離した後，ブロープを用いてサザンハイプリグ  

イゼーション法によって制限群発断片艮変異を検出する  

か，もしくは，メンプレンにDNÅを吸潜させずにゲ  

ル中にDNAを閉じこめたまま乾燥し，乾燥したゲル  

に麗接プロープをハイプリグイゼーションさせて制限酵  

系断片艮変夕亀を検出するものである抑。どちらの場合も，  

この手法は，プロ…プをアルカリ処理で一本鎖にしたゲ  

ノムDNAの相補的な配列とハイプリグイゼーシ ョン  

させて二蔓鋭を形成させる。その後，メンプレンもしく  

は乾燥したゲルを，放射線フイルムと重ねて露光させ，  

は．従来のアイソザイムの分析に代わるものとして  

1980年代後半から用いられるようになった。ミトコン  

ドリアDNAを使った研究は，鯨類の中でも主に幾ク  

ジラ類を対象として行われている。手法の種類としては，  

大きく分けて次の3つが挙げられる。（1）ミトコンドリ  

アDNAを抽出し，制限酵磯で切断し，ゲル磯気泳動  

でDNA断片を分離することによって制限酵素断片  

艮変異（RFLP：Restriction Frag・ment Length  

Polymo叩hisms）を観察する，（2）ゲノムDNAを抽  

出し，制限酵素で切断し，ゲル儀這嚢も泳動でDNA断片  

を分離した後，ミトコンドリアDNAのブロープ（放  

射線または化学棲親した特定の配列を持っ短いDNA  

の断片）を用いてサザンプロット法によって制限群発断  

片戌変異を検出する，（3）pCR（Polym¢raS8Chaまn  

Reaction）を用いてミトコンドリアDNAの例えば  

D－loop領域のような請謁変異な領域だけを増摘し，増幅  

されたDNA断片を制限酵素で切断し，ゲル竃気泳動  

でDNA断片を分離することによって制限酵素断片艮  

変異を観察する。現在ヨ三流になっている手法は，（3）の  

PCRを用いたものである（Table2）。従来の種判別，  

系群判別，集団遺伝学的解析等の応用として，この手法  

を用いて，市場に出ている鯨肉がどこで捕披された鯨で  

あるのか，さらには鯨種の特定を試みた報哲雄もある。  

2．マルチコーカスDNAフィンガープリント法を用い   

た解析手法   

DNAフィンガープリント法は，その名の通りDNA  

の塩ヨ姦配列の個体差を視覚的に表す技術であり，戯初は  

ヒトを対象として発展してきた。この技術は，犯罪捜義  

や親子鑑定，出生前の遺伝病の早期発見等に用いられて  

きた。タンパク質をコードしている遺伝子領域のDNA  

Table2 ListorworlくSanalyzlngmitocllOndI・ialDNAorwhalebyPCR．  
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わせによって得られるDNAフィンガープリントを，  

親のものと次世代のもので比較し，メンデルの法則に従っ  

て分離することを確認することば絶対条件となる。この  

際，自然糾こ存在する個体で確認を行うのは国難である  

ため，水族館等で飼督されているもので，DNAフィン  

ガープリントの比較を行うことが望ましいと考えられる。  

3．PCR（PolynleraSe Chain Reactioll）による   

dトnucleotiderepeatの増幅を用いた解析手法   

現在ヒトでは，マルチロ岬カスDNAフィンガ仙プ  

リント法の間数誌を改善する手法として，PCRを用い  

た手法が開発された。この技術は，少数のサンプルから  

特定のDNA配列をPCRによって増幅するもので，ミ  

イラや化石生物から紬fjlしたDNAで増臓に成功した  

例もある13・33・39・5＄） 。動物のゲノムDNA申の非遺伝子領  

域には，（Gr‡り や（AG）の様な2つのヌクレオチドが  

複数恒l繰り返した配列（di－nuCleotider叩eaも）が存在  

し，その反復回数は個体ごとに異なることが知られてい  

る。この手法は，その繰り返し数の個体差を見るもので，  

PCRによってdi－11uCleoLiderepeatを含む領域だけ  

を増幅し，ゲル電気泳動で増幅されたDNA断片を分  

離し，その良さを比較する。この手法は，ダイヌクレカー  

チドの繰り返しの回数を比較するため，データベースと  

して数値艮とっておくことができる。このため，同り山サ  

ル上でのバンドの比較を行わなくても数値のみを比較す  

ればよく，数十～数百の個体を同時に比較することがで  

きる。Rassmalllle£αヱ．43）やSclllo比ererだとαg．15）で  

は，この手法をSSLP（Simple Sequence‡Jength  

Polymo‡、phisms）と弥しており，本文でもそれにな  

らうことにする。SSLPの鍵となってくるのほ，PCR  

によってダイヌクレオチドリピートを増幅するためのプ  

ライマーであり，これを設計する必要がある。死にも述  

べたように，反復配列の反復蔓亘l数には個体差が生じるが，  

反復配列をはさむ両側の蘭閥では個体閲で高い相同性艮  

みせる。このことを考慮に入れ，プライマーの設計はこ  

の領域から行う。設計は，まず，対象生物のゲノム  

DNÅを制限酵素で消化して適当な長さの断片（21（b  

前後が最適）にし，プラスミド等の適当なべクダーに組  

み込ませ，大腸菌に形質転換し，ゲノミック・ライブラ  

リーを作成する。そこに（GT）川や（GA）】狩のような  

dトnucleotideI－ePeat各プロ・…プとしてコロエ…ハイ   

得られたバーコード状のバンドのパターンを比絞する。  

ミトコンドリア1〕NAの断片の比較と違い，DNÅフィ  

ンガ…プリント法でのバンドの比絞は，ゲノムDNAの  

断片の多型を傾ているため惰報駿が多い。このため  

J〕NAフィンガープリント法では，個体の識別を行うこ  

とが可能である。この手法を用いて，鯨類の群1ブヨの血縁  

構造を解明し，その社会構造について新しい知見が得ら  

れている（Tablel）。また，この手法は，水族館等で  

飼爾されている歯鯨規の組仔鑑定にも使用されてい  

る…㌔ このDNAフィンガープリント法で濃紫な鍵と  

なってくるものがプロ…プの選択であるが，鯨類を含め  

水産生物率用のプロ…ブは今のところほとんど無く，先  

に述べたと卜をはじめとする他の動物由来のミニサテラ  

イト配列が用いられている。しかし，これらのプロ脚プ  

以外に∴恥plemどょαヱ．…）によって開発された合成オ  

リゴヌクレオチドブロープも】〕NAフィンガープリン  

ト故に用いられるようになってきたi9）。この手法は，動  

物に多く存在する，4塩基程度の配列が4～5固練り速  

された（GGA′r）1のような反復配列をプロ∴榊プとするも  

のである。他の動物のミニサテライト配列を使う方法と  

違って，に＝おに配列を牧師して合成できるため多数のプ  

ローブを使用でき，制限酵発との組み合わせを変えるこ  

とによってDNAフィンガープリントの鑑定の精度を  

高めることができる。また，プロ∴桝プのサイズが小さい  

ため，ハイプリダイゼーションの時間が短縮できる。し  

かし，同時に，ハイプリグイゼーションの洗浄の条件設  

定が難しく，安定したバンドバク…ンを将にくいという  

欠点もある。   

このようなマルチローカスDNAフィ ンガープリ ン  

トは検出バンド数が多く，ゲノム上のランダムな位置を  

同時に観魔できるため，魚類におけるクローン判定等に  

は有効である与り）。しかし，（1）‡司一ゲル上で竃気泳動魔  

行い，ド計膚の条件でハイプリグイゼーションを行う必要  

があること，（2）バンド数が多すぎてバンドの矧司性を  

見極めることが困難であること等から，多数の個体が存  

在する鯨類の群の血縁！矧係を課べるような研究には，特  

定のローカスを考l浸ったシングルローカスミエサテライト  

法が必要になってくる。このため，プローブを鯨頬白身  

の配列から作成する必要があり，今後の技術の発展が望  

まれる。また，このプロ岬プを親仔鑑定に使用する場合，  

ゲノムDNAを切断する制l掛酵素とプローブの組み合  
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プリダイゼーションを行い，ライブラリーから対象とな  

る配列を含んだクローンを拾い律した徽 シーケンスを  

行い，di嬢nuCleotiderepeat各はさむ両側の郎闇の各々  

からPCRプライマーを故絆する。Rassmann e£α～．lユ）  

では，このプライマーの設計方法について述べられてい  

る。設計したプライマーを用いてPCRを行い，ゲル磯  

気泳動によって得られたバンドが個体変異を見せ，なお  

かつ，次1甘代にメンデルの法則に従って分離するものを  

DNA解析に様相する。鯨類で現在までに発表されてい  

るSSLPによる研究及びそのプライマーをrf、able3に  

あげる。Sdllotterere£α′．瑚では，バンドの変果率成  

東クジラ及び幾クジラの種閲で調べている。さらに，  

Amosピ£αg．7〉 によってヒレナガゴンドゥ（Ggoわよ－  

c叩力αまαJ乃だ～αぶ）の群の社会構造についての沌誓がさ  

れている。このようにして縁られるDNA銑紺一は，シ  

ングルローカスであるため解析が容易で，群の血縁関係  

rrable3Listoi’、VOrltsus＝唱SSLPandsequenceofprimel、rlal－kingadj－nuCleotider叩eatS．  

AutllOr  Sl）eCleS  PI・1rま1er（5’to3り  

′rautz（1989）4畠）  G～0らgc叩んαgαJ乃eヱαぶ  

Schlo比ererだ£α～．（ユ991）弓5）  Many specics 

Rassm鋸＝豆d．（1991）j3）   Many species 

ArI柑Sだ£α£．（1993）7）  GZoわよぐ叩んα∠αmだ～αぶ  

＃  

＃  

＃  

TGAAATTCでTCArrCÅGT  
GTTAATG′rAGGCAGACT  

Grl’′1、1、TGGl二、1、GCTTGA  

TAAAAGACAGTGGCA  

GTTCCT′rTCC′rTACA  

A′rCAATGTTTGTCAA  

GTGA’rArrCAl二’ACAGTA  

ATC′IIGTrrTG′rCACATA  

GGGGlニーTTCTCCTCTA  
TGATCTGCCAATAAGA  

ACCCCAGAGAAAACA  

CAAGGTATT’rCAGAA   

Gヱ0むic蔦p／血mαぐrOJ、ん）′托Cわ㍑ぶ  TGAGTACA′1－GGArl’ri－rr  

TGAGGGCTGAÅGTCrr  

GCAAACAACA（】TAAC  
GATGGAAACAGAAGC  

CCCACAGACA′rACAC  
l、GGCACr‡－GGCACACC  

TTTGGCAGGAACCTGAG  

GTAGCCGCTGCCACACG  

Kage（1995）錮  

＃‥Seq－jenCeSincludingdi－nuCleotide、VeI－ementiol－ed，bしItthe王、eg・10nOrl）rimerwasnotmentio11ed．   



栗洋・中山  一一郎・河村 輩人  54   

や水族館で飼督されている瀕クジラ類の親仔鑑定等には  

有効である。しかし，欠点としては，近縁種でもこのは  

さむ領域が異なるため29・3り），それぞれの種に対してプラ  

イマーの設計を行う必要があり，今後の技術の発展が望  

まれる。  

4．鰭類のゲノムDNA解析の新たな活路  

4Ll．RAPD（Rarldom Amplified PoLYmOr・Phic  

DNA）法  

RAP工）法は1990年にWilliamsだ£ α～．帥によっ  

て試みられたのを初めに，近年様々な動・植物のDNA  

解析に用いられるようになってきた手法である。この手  

法は，無作為に合成したプライマーを月〕いて，ゲノム  

DNAをテンプレートにしてPCRを行い，増幅された  

DNA断片に変異があるかどうかを検討するものである。  

この手法ほ，無作為にプライマーを合成しているため，  

PCRによって増幅されるDNÅ断片はランダムで，何  

が増幅されているか全く解らないといった不安がある。  

しかし，SSL王）を行引時のようなDNAのクローニン  

グ等の作磯透必蟹としないため，PCR産物に多型が生  

じるかどうかを簡動こ見られるといった利点を持ってい  

る。また，どんな種でも使えるため，とにかく遺伝子多  

型マーカーを手に入れたい場合には，手軽に着手できる  

手法である。鯨類においても，ゲノムDNAの解析を  

用いた生腰学的及び矧ヨj逓伝学的研究を行っていく上で，  

遺伝子多型マーカーを増やしていくことば重要であり，  

この手法属その手段の一＜‖‖〟〟・つとして，今後取り入れていく  

必要がある。  

4M2．CAP－PCR（CAィepeatPrimed Potymerase  

Clほi11Reaction）法  

（ニAP－PCR法は，1995年にIshibashまだ£αJ，27）によっ  

て試みられた新しい手法である。この手法は，SSLPと  

ほ逆に（CA）のdinuc】eotiderepe泊tをプライマーと  

して設計してPCRを行い，dinucleotide】†epeatには  

さまれた領域を増幅し，そのDNA路描‾の良さの変異  

を検討するものである。Ishibashie£α～．27）では，（CA）  

のdinucleotiderepeaLをプライマーにしているが，応  

用として（Cてり や（CG）といったヌクレオチドの  

dinucle（）tiderepeaとをプライマーに用いることも可能  

である。この手法は，dilluCleotiderel）eatにはさまれ  

た領域が増幅されてくることが解っているため，  

RAPI〕法よりは限定された断片が得られる。この手法  

もRApD法と】司様，鯨類の遺伝子多型マーカーを増や  

していく手段の山つとして，今後蔓黎なものになると考  

えられる。  

4－3．SSCP（SingleStrand Conformation P01y－  

morphisms）法   

SSCP法は，1990年に林2（りによって報皆され，現在，  

多くの動・植物で検討されている手法である。この手法  

は，二等兵鎖ユ〕NAを冊→本鎖にし，部分的に二重鋭に戻  

るような条件にしていき，血山本のDNAそれ自体が立  

体構造をとり，ゲル電気泳動した際に嚢DNA断片の泳  

動の速度に適いが生じることを利用したものである。こ  

れにより，SSCP法は，1塩基違うようなDNA塩基配  

列でも変異を見ることができるため，観察位置に偶然使  

用した制服酵紫認紹都政が存在しない限り検臼jし得ない，  

制限酵凝断片長変異を検出する，従来のマルチロ…カス  

ロNAフィンガ岬プリント法に比べ高感度である。この  

手法は，現在水産の分野では，大原ら瑚によってミトコ  

ンドリア】〕NAで良い結果が出ており，今後ゲノム  

DNAへの応用が糊持される。鯨類のDNA輌断機償い  

た研究にも，今後この方法が取り入れられることが期待  

される。  

5．鯨頬におけるゲノムDNA解析の今後の課題   

冒頭でも述べたが，DNA解析を用いた研究方法は，  

これまで多く行われてきた目視観察から得られている知  

見に，う｝子遺伝学的解析から得られる多くの惰裡を結び  

つけることにより，未知の部分が多い鯨頬髄慄匿社会構  

造研究に新しい活路を見出せるものと考える。   

しかしながら，同時に，DNA解析を用いた研究方法  

は，その得られたデータの解析の仕方次第で，全く遜っ  

た結果，時には間違った結果を導き出す危険性も持って  

いる。さらに，これらの技術はヒトを対象として開発さ  

れたため，時にはそのままでほ使用できず，部う〉約な改  

良を必饗とする場合も塗じる。   

このようなことからDNAの解析を鯨類研究の一つ  

の手段として用いるにあたってば，鯨類でもそのまま使  

用できるものと，そうでないものがあることを念頭に，  

できないものについては技術の改良を行い，鯨歎さらに   
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は種独自の実験及び解析方法を確立する必要がある。   

また，現在，鯨類のDNA解析乳開いた研究闇1避  

礎研究の段階では欧米の方が督しく進んでおり，l：1本国  

内での基礎研栗の推進が今後不可欠になってくる。さら  

に，南極海の聖層化及びミンククジラの全面捕披禁止等  

の国際捕鮨倭鼠会（InternationalWhalingCommis－  

sioll）での淡淡や，沿岸の瀕クジラ郊宣を対象とした漁  

業の縮／ト等によって，こうした目的のための鯨類のサン  

プルが得にくくなっているといった問題がある。この間  

題の解決方法の一一つとして、バイオプシ鵬を用いたサン  

プル採集方法が開発されたが，現在の方法では，捕獲に  

よって得られるものに比べ，サンプルの鼠 その他の惜  

裡厳共に劣る。これらの問題をどう解決していくかも，  

今後の鯨類研究の発展の重安な課プ遺になってくるであろ  

う。  
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