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マイクロサテライト遺伝子座を利用した
日本産ハーバーシールの個体識別法

水野米利子*・小林万里*, ** †・佐々木　剛***
（令和元年 5 月 23 日受付/令和元年 12 月 6 日受理）

要約：近年では，糞，毛，羽などから遺伝情報が得られるようになり，銃やボーガンを使用して，遠距離か
ら非直接的なサンプルが取れるようにもなった。しかし，このようなサンプルは，同一個体から複数回サン
プリングしてしまう可能性があるため，遺伝子による個体識別が必要不可欠である。遺伝子を利用した個体
識別は，一般的に複数のマイクロサテライト遺伝子座を使って行われる。個体識別に必要な遺伝子座とその
数は，事前に既知のデータから遺伝子座ごとに重複率（PID : probability of identity）PID（obs）を算出して決定
しておくことが望ましい。しかし，サンプル数が多く手に入らない場合，得られたサンプルの範囲内で予測
値を推定する方法がある。PID の予測値には，ハーディー・ワインベルグ平衡下の集団で血縁のない個体間
の重複率（PID（theo））と，兄弟関係にある個体間の重複率（PID（sib））があり，実際の集団の重複率は，PID（theo）を
下限，PID（sib）を上限と 2 つの予測値の間に位置するため，多くの動物では，PID（sib）の利用が推奨されている。
本研究では，先行研究で集団が分かれることが示唆されているえりもと道東のハーバーシール 2 集団で，別
個体と判明しているサンプルを基に PID（obs）と，2 つの予測値を比較し，個体識別に必要な遺伝子座および遺
伝子座数，予測値を算出するのに必要なサンプル数を決定した。その結果，日本のハーバーシールの PID（obs）

は，PID（theo）とほぼ同等の値であり，4 遺伝子座の使用で個体識別が可能であることを示した。一方で，個
体識別に適した遺伝子座は，えりもと道東で異なった。さらに，日本のハーバーシールでは，20 サンプル
から PID（theo）を算出すれば，個体識別に有用な遺伝子座数の決定が行えることが示唆された。
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1．　は じ め に
　野生生物を個体識別出来ることで，特定の個体が，いつ，
どこに居るのかの情報が収集でき，その結果，対象種の縄
張りや行動圏，配偶システム，群れ構造，移動・分散・定
住性，人口学的研究などに繋がる1-3）。そのため，野生生
物研究において個体識別は必要不可欠である1, 2）。一般に，
個体識別をする方法として，外見的特徴や毛皮の模様のパ
ターンなどの自然標識を用いたり，捕獲することによって
タグやマイクロチップ，入れ墨，焼印，塗料などの方法で
マーキングする方法が利用されてきた2）。
　近年では，捕獲が困難な動物でも，非直接的に得られる
糞，毛，羽などから遺伝情報を引き出すことができるよう
になり，銃やボーガンを使用したバイオプシーサンプリン
グ法の発達により，遠距離からもサンプルが取れるように
もなった4-7）。しかし，このようなサンプルは，同一個体を
複数回サンプリングしてしまう可能性があるため，遺伝子
による個体識別が必要不可欠である。遺伝子を利用した個
体識別は，一般的に複数のマイクロサテライト遺伝子座を

使って行われている8-10）。個体識別にマイクロサテライト
遺伝子座を利用する場合，使用する遺伝子座数は少なけれ
ば少ないほど解析にかかるコストが減る一方，遺伝子座数
が少なすぎると誤判定してしまう確率が高くなる9, 11, 12）。ま
た個体識別に最低限必要な遺伝子座とその数は，個体群の
遺伝的多様性11, 13, 14） に大きく左右され，遺伝的多様性が高
ければ（つまり近縁度が低いと）必要な遺伝子座数は少な
く済む。また，各集団で個体識別に必要な遺伝子座が異な
ると考えられる9）。本来ならば，集団ごとにあらかじめ別
個体だと判明しているサンプルを使い，任意で取り出した
2 個体が同じ遺伝子型を持つ確率（重複率：probability of 
identity（PID））を算出し（PID（obs）），個体識別に最低限必要
な遺伝子座および遺伝子座数を決定しておくことが重要で
ある。その場合，サンプルとして 40 以上の個体の利用が好
ましいとされている12）。しかし，野生生物でも特に希少な
生物では，事前に別個体と判明している 40 以上のサンプ
ルを手に入れることは困難であることも多い。そのような
場合，得られたサンプルの範囲内で，予測重複率（PID（theo））
を遺伝子座ごとに推定し11, 12, 15, 16），個体識別に必要な遺伝子
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座とその数を決定できる11, 12, 15, 16）。PID の予測値は，対象集
団がハーディー・ワインベルグ平衡にあることを仮定して
おり12, 16, 17），親類関係にない個体間の重複率（PID（theo））12, 16）

と，兄弟関係にある個体間の重複率（PID（sib））の算出法18）

があり，PID（sib）の方が PID が高く見積もられ，必要な遺伝
子座数も多くなる12, 18）。実際の重複率（PID（obs））は，PID（theo）

と PID（sib）の間に位置するため，多くの動物では，PID（sib）を
利用して遺伝子座を決定することが推奨されている13, 19-21）。
　本研究の対象種であるハーバーシール（Phoca vitulina 
stejnegeri, ゼニガタアザラシ）は日本では北海道のみに生
息し，先行研究からえりもと道東の遺伝的に異なる 2 集団
に分かれる事が示唆されている22）。本種は半水生の動物で，
採餌は海中で行うが，休息，出産，子育て，換毛を上陸場
で行い，目的により利用する上陸場を使い分けることが知
られている23-27）。そのため，各上陸場で得たサンプルの個
体識別をすることで，上陸場の利用個体数の推定や利用時
期，期間，上陸場間の移動等の解明ができ，本種の生態的
特徴の理解につながる。
　日本のハーバーシールは，乱獲や上陸場の破壊により
1970 年代に個体数が大きく減少し，絶滅危惧種に指定され
ていたが28），その後個体数は徐々に回復し，2015 年には準
絶滅危惧種にダウンリストされた29）。
　近年では，個体数増加に伴い漁業被害が深刻化しており，
毎年漁網で混獲死亡する個体も存在している30, 31）。現在，
えりも地域では，個体数調整を前提とした試験捕殺が行わ
れており32），順応的な管理に必要不可欠な生息個体数の推
定のためにも，遺伝子情報からの個体識別は重要である。
　そこで本研究では，えりもと道東の 2 集団で，個体識別
に必要なマイクロサテライト遺伝子座と遺伝子座数の決定
を行った。一般に個体識別の信頼性は PID＜0.01 で担保で
きるとされているが12），複数遺伝子座を使う場合，全体の
PID は各遺伝子座の PID をかけ合わせた値になり，単独遺伝
子座の PID よりも低く抑えられる。この値を本稿では累積
PID（cumulative PID）とする。
　さらに，実測値（PID（obs））と 2 つの予測値（PID（theo）・PID（sib））
を比較することによって，どの予測値を使用するのが良い
のか，また，その予測値を算出するのに何個体のサンプル
が必要かを推定した。

2．　材料と方法
　サンプルには，北海道太平洋側の漁網で混獲もしくは漂
着死亡した 195 個体分の筋肉を使用した（えりも（n＝48）・
道東（n＝146））。DNA はフェノール・クロロホルム法33）

にて抽出し，PCR 反応液は Mizuno et al. （2018）34） と同様
に作成，5′末端に蛍光標識（FAM, TET, HEX もしくは
NED）したフォワードプライマーを用いた。プライマー
セットは先行研究で開発された 10 組（Pvc19, Pvc78 と
Pvc3035）, SGPV16, SGPV11とSGPV1036）, Hg3.7, Aa4と
M11A37）, SGPV938））を使用し，温度設定は各引用先に従っ
た。
　PCR 産物は GeneScan-500LIZ Size Standard（Thermo 
Fisher Scientific 社，米国）とともに Genetic Analyzer 

3500（Thermo Fisher Scientific 社，米国）でフラグメント
解析を行い，GeneMapper Software v4.1（Thermo Fisher 
Scientific 社，米国）でアレルサイズを決定した。
　 ジ ェ ノ タ イ ピ ン グ エ ラ ー や ヌ ル ア レ ル は MICRO-
CHECKER39），ハーディー・ワインベルグ平衡（HWE）から
の逸脱の有無は GENEPOP40） を使用して確認した。HWE
の検定は集団ごとに行い，R ソフトウェア（ver.3.5.1）41） の
p.adjust 関数により Bonferroni 42） の補正後の p 値（α : Table 
1）を求め，評価した。
　PID の実測値（PID（obs））は次のように計算した。2 地域（え
りも，道東）のそれぞれで，全ての個体について，総当り
の組み合わせでペアを想定した。遺伝子座ごとに遺伝子型
が同じになるペアをカウントし，総ペア数で割って，各遺
伝子座における PID（obs）とした。また，各遺伝子座の PID（theo）

と PID（sib）を以下の式で求めた。

　ここで，Pi, Pj はそれぞれ i 番目，j 番目のアリルを表す。
　さらにこれらの値を用いて，累積 PID を計算した。例え
ば，えりもでの単独遺伝子座 PID（obs）では，最小値は SGPV9
の0.213であり，よって1遺伝子座に対応するPID（obs）は0.213
である。3 遺伝子座での累積 PID（obs）は，SGPV9，MI1A，
SGPV11 の PID（obs）の積となり 0.009 まで下がる。このよう
にして，遺伝子座数に対応する累積 PID を計算し，その値
が 0.01 を下回る遺伝子座数を調べた。
　次に，各地域のサンプルから，n＝5，10，20，30，40 を
100 回ずつランダムサンプリングし，各遺伝子座における

Table 1　PID values across 10 microsatellite loci arranged from 
the lowest PID to the highest PID for Erimo and Eastern 
Hokkaido.
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PID の予測値および，PID（obs）を算出した。さらに 100 回ず
つ抽出したすべて中で個体識別に必要な遺伝子座数が最も
多かった数を比較し，PID の予測値を利用して個体識別す
るには何サンプル必要なのかを検討した。
　ランダムサンプリングおよび PID の計算は R ソフトウェ
ア（ver.3.5.1）41） を用いて行った。

3．　結果と考察
　えりもおよび道東ともに，ジェノタイピングエラーおよ
びヌルアレル，ハーディー・ワインベルグ平衡からの逸脱
は検出されなかったため（Table 1），10 遺伝子座すべて
を使用して個体識別率の算出を行った。
　えりも（n＝48）と道東（n＝146）で遺伝子座ごとに算
出された PID（obs）, PID（theo）, PID（sib）と，観察されたアリル数

（nA），ヘテロ接合度の予測値（He）を，PID の低い遺伝子
座から順に Table 1 に示した。また，用いる遺伝子座数と
累積 PID との関係を折れ線グラフで表したものを Fig. 1 に
示す。結果，遺伝子座数の増加に伴い，えりもと道東で
PID（obs）の挙動は，PID（sib）よりも PID（theo）と似た値を示し

（Table 1），PID（obs）と PID（theo）のグラフは，ほぼ重複してい
た（Fig. 1）。えりもにおいて，累積 PID（obs）が 0.01 を下回る
のは 3 遺伝子座（SGPV9, M11A, SGPV11），累積 PID（theo）

が 0.01 を下回るのは 4 遺伝子座（先ほどの 3 遺伝子座と
Pvc78）を使用したときで，道東では両値ともに 0.01 を下
回るのは，4 遺伝子座（M11A, Hg3.7, SGPV11, Pvc19）を
使用したときだった（Fig. 1, Table 1）。このことから，日
本のハーバーシールは 4 遺伝子座の使用で個体識別が行え
ることを示した。他方，両地域ともに累積 PID（sibs）が 0.01
以下になるには 9 遺伝子座が必要であった（Fig. 1, Table 
1）。先行研究でヒグマ（Ursus arctos），ハイイロオオカミ

（Canis lupus），キタケバナウォンバット（Lasiorinyus 
krefftii）の野生個体を基にした比較では，PID（obs）は，PID（theo）

および PID（sibs）の中間に位置し，PID（theo）では低く推定され
てしまうため，PID（sibs）を用いて重複率を推定することが適
しているとされ12），多くの陸生哺乳類でそれが適用されて
きた19-21, 43, 44）。しかし，今回，日本のハーバーシールは両地

域とも，PID（theo）を用いても十分な信頼性があることが示
唆された。また，個体識別に必要な遺伝子座はえりもでは
SGPV9, M11A, SGPV11, PVC78, 道東では M11A, Hg3.7, 
SGPV11, PVC19 であり（Fig. 1, Table 1），集団のヘテロ
接合度が同等でも集団が異なると，必要な遺伝子座も異な
る事が示された。
　上記のことから，えりもおよび道東の両地域は，PID（theo）

を使うことで必要な遺伝子座と遺伝子座数を十分推定でき

Fig. 1　Trends and relationship between the three 
cumulative PID values : PID(obs), PID(theo) and PID(sib) 
over 10 loci in Erimo and Eastern Hokkaido.

Table 2　Maximum number of loci required to achieve the PID＜0.01.
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ると考えられたが，推定する為に必要なサンプル数を知る
必要がある。そのため，サンプル数を，5，10，20，30，40 と
変えて100回ずつランダムサンプリングをした際のPID（theo）

の累積値が 0.01 になるのに必要な遺伝子座数の最大数を
Table 2 に示した。参考までに，同様に PID（obs）の値と遺伝
子座数も Table 2 に示した。えりもと道東で，4 遺伝子座
の使用で重複率が 0.01 以下になるのは，PID（obs）では 30 サ
ンプルであったが，PID（theo）では 20 サンプルを使用したと
きだった。このことから，日本のハーバーシールでは 20
サンプルを使用して PID（theo）を算出すれば，個体識別に有
用な遺伝子座の決定が行えることが示された。

謝辞：本研究で使用したサンプルの収集にあたりご協力い
ただいた北海道太平洋側の各漁業協同組合の皆様，東京農
業大学の学生の皆様並びに NPO 北の海の動物センター職
員の方々に厚くお礼申し上げます。また数学的なサポート
をいただいた東京農業大学生物産業学部海洋水産学科の朝
隈康司助教に厚くお礼申し上げます。
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Summary：In recent years, genetic information has became much easier to obtain from feaces, hairs and 
feathers, and samples can be taken remotely by using biopsy darts fitted in guns and bowgun.  Individual 
identification based on genetic information is crucial when using these non-distructive samples to avoid 
duplicate collection from single individuals, which may easily happen.  In general, multiple microsatellite 
loci are used for individual identification.  It is preferable that combination and the number of loci used 
for the analysis are decided using known individuals by calculating the proportion of all possible pairs of 
individuals that have the same genotypes (PID : probability of identity).  However, if one does not have 
enough number of samples beforehand, theoretical estimator can be calculated using available samples.  
Theoretical PID assumes the population is in Hardy-Weinberg equilibrium and there are equations for 
unrelated individuals (PID(theo)) and siblings (PID(sib)).  Since the observed PID generally lies between PID(theo) 
(lower boundary) and PID(sib) (upper boundary), it is recommended to use PID(sib) in many terrestrial animals.  
In this study, we calculated observed PID (PID(obs)) and two theoretical PIDs for two genetically distinct pop-
ulations of Japanese harbour seals, Erimo and eastern Hokkaido, using the samples that are known to be 
from different individuals.  Three PIDs are then compared, and combinations and numbers of loci essential 
for individual identification were investigated.  The number of samples required for estimating PID are 
also investigated by picking different numbers of samples randomly for 100 times.  The results of estimation 
indicated that PID(obs) for Japanese harbour seals showed similar values to PID(theo), and that at least 4 loci 
are required for identification.  On the other hand, the loci useful for individual identification in Erimo 
and Eastern Hokkaido differed.  Furthermore, it was suggested that 20 samples are enough to estimate 
PID(theo) and to detect loci useful for individual identification.

Key words：individual identification, PID, Japanese harbour seals, Kuril harbour seals, Phoca vitulina stejnegeri
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