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はじめに 

 
近年、人間の様々な社会活動により野生生物の生息地が分断・縮小され、地

域個体群が孤立化していくことが保全生物学上大きな問題となっている。なぜ

ならば、個体群の縮小は、単に偶然の個体数変動の効果で絶滅する確率を増す

だけではなく、近親交配による生存率や繁殖率の低下、遺伝的浮動による遺伝

的多様性の低下など、個体群の遺伝的劣化をもたらし、地域個体群の絶滅を加

速すると考えられるからである。個体群の孤立化を防ぎ、遺伝的多様性の低下

を防ぐには、各地域個体群間の交流が可能なメタポピュレーション構造を維持

していくことが必要である。そのための具体的な方策として、市街地に野生動

植物の移動を可能とする街路樹や公園、水路沿いの緑地など生息地をつなぐ掛

け橋となる「コリドー」を設けることが有効であると考えられている。 

アカネズミは本州で最も普通にみられる野生小型哺乳類で、自然林、二次林

から都市部に取り残された緑地、河川敷の草地にも生息している。特に、河川

敷の草地は、上流の森林地帯と下流域の市街地とをつなぎ、これらの動物の移

動・分散ルートとして、市街地の個体群に遺伝的多様性を供給し、広い地域で

メタ個体群構造を維持する「コリドー」として機能している可能性がある。 

本研究は、東京都西部の多摩川流域の河川敷と、隣接した市街地に孤立した

緑地を調査地とし、アカネズミ各地域個体群の遺伝的構造や類似性をＤＮＡ多

型解析により明らかにし、メタ個体群構造の存在を検証することを目的に行っ

た。それにより、多摩川の河川敷環境の保全が、山間部から都市部にも棲息す

るアカネズミのような野生動物の存続に重要な意義をもっていることを明らか

にした。 
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材料と方法 

 

【材料】 

アカネズミ(Apodemus speciosus)は成体の体重が雄 28-60g、雌 26-59g の日本

のネズミ類の中では中型のネズミである。アカネズミの分布範囲は広く、本州

から屋久島まで分布し、平地から山岳地帯まで生息しているが、山林が主な住

み場所で、平地の田畑にはあまり多くない。また、この種では繁殖期に関係し

た個体数の季節的変動が知られている(Kondo 1982)。 

 

【調査地】 

 地勢的な条件より、細長く連続した生息地として、東京都府中市、多摩市、

昭島市、羽村市の多摩川河川敷の草地、多摩川より北側に位置し、宅地などに

より分断されて孤立した生息地として、国分寺市及び三鷹市の市街地に残され

た林、多摩川より南側に位置し広がりがあり連続した生息地として日野市及び

八王子市の林の計 8カ所を調査地とした(図 1)。 

 

図１．調査地の分布と土地利用の様子 
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上に挙げた調査地は東京都の中央部に位置する東西 20km、南北 13k 皿の範囲に

あり、ほぼ中央部を多摩川が流れている。多摩川の北側はおもに市街地、住宅

地として利用され、南側は限られた地域で市街地、住宅地があるものの、多摩

丘陵につながり、自然の景観を残している地帯である。 

 

【サンプリング】 

1998 年 1 月から 2004 年 9 月にかけて捕獲調査を行った。1回の捕獲調査にお

いて、それぞれの調査地で、シャーマン型トラップ(9×7×29cm)40～60 個を 7

～10 メートル間隔で格子状に設置した。シャーマン型トラップは夕刻に設置し、

翌日の午前中に回収した。各調査地間でばらつきがないように、ワナをかけた

総面積は約 1.5ha とした。捕獲した個体は性別と体重を調べた後、血液を採取

し、エタノールを 1m1容れた 1.5m1 エッペンドルフ型チューブに入れて保存し、

後述する DNA 抽出に用いた。捕獲個体の体毛の一部を市販の毛染め液で染めて

から放逐した。 

同じ地区で連続してワナをかける場合は、同じ個体を捕獲しないように前日

ワナをかけた範囲と重複しないようにした。また、毛染めによる着色跡がある

個体は、以前捕獲されている個体と判別し、重複サンプリングを避けた。各地

区 30 個体を目安に生け捕りワナ捕獲を繰り返した。 

 

【ＤＮＡ抽出】 

アカネズミの血液塊を個体ごとに 1.5m1 エッペンドルフ型チューブに移し、

プロテアーゼ K 1mg が入った分解バッファー液 700μ1 と混合して加え、37℃

で一晩インキュベートして血液組織を分解した。その後フェノール液 700μ1 で

1 回、フェノール/クロロホルム液 700μ1 で 2 回、クロロホルム液 700μ1 で 1
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回、それぞれ 20 分間撹拝した後、15000 回転で 15 分問遠心し、毎回上澄み液を

新しいチューブに移し抽出を行った。上澄み液を新しいチューブに移し、イソ

プロピルアルコール 700μ1 と混合して、室温で 15 分間静置し DNA を沈殿させ

た。15000 回転で 15 分間遠心し沈殿を固めた後、上澄み液を捨て、沈殿を 70%

エタノール 500μ1 で 2 回洗浄し、乾燥させた。乾燥させた DNA は TE 液 100μ1

に溶かして、DNA サンプルストック(DNA の濃度は約 10～50ng/μ1)とした。 

 

【ミトコンドリアＤＮＡコントロール領域の解析】 

母系遺伝し、また単数体であるため組換えを起こさないミトコンドリアＤＮ

Ａの多型解析を行うことにより、個体群の遺伝的多様性、類縁関係、メスの移

動分散による地域間の遺伝的交流を解析した。 

 

（ⅰ）PCR 

ミトコンドリア DNA の一部の領域で遺伝情報をコードしていない contro1 

region (D-1oop)の約 350bp の多型性に富む配列を PCR 法で増幅した。PCR 反応

液は 1サンプルあたり 10×PCR バッファーを 2μ1、 2.5mM dNTP mixture を 1.6

μ1(4nmo1)、5Unit/μl Taq ポリメラーゼを O.08μ1(0.4Unit)、10μM m15997

プライマー(5'-TCCCCACCATCAGCACCCAAAGC-3')と 10μM h16401 ブライマー

(5'-TGGGCGGGTTGTTGGTTTCACGG-3')(Stacy et al. 1997)、をそれぞれ 1μl 

(10pmo1)もちいた。そして滅菌蒸留水を 12.32μ1、滅菌蒸留水で 10 倍希釈した

鋳型 DNA サンプルを 2μ1(およそ 2～10ng)混合して総量 20μ1 の反応液 

として調整した。PCR 増幅はサーマルサイクラー(TaKaRa)を使用し、はじめに

94℃で 4分問変成した後、94℃で 30 秒、63℃で 30 秒、72℃で 60 秒のサイクル

を 30 回繰り返した後、72℃で 5分問伸長反応を行い、4℃で保存した。 
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（ⅱ）増幅産物の精製 

PCR を行ったサンプルは、1%アガロースゲルで電気泳動(50V 50 分、1×TAE

バッファー)した後、エチジウムブロマイドで染色し、アガロースゲルから増幅

産物である350bp付近のDNA断片を切り出した。以下の操作には主としてTaKaRa 

EASYTRAP Ver.2 を用いた。PCR 増幅産物を含むアガロースゲル断片を 1.5m1 エ

ッペンドルフ型チューブにいれ、NaI 溶液を 300μ1 加え、ゲルが完全に溶解す

るまで 55℃でインキュベートした。ガラスパウダーを 5μ1 加え十分に混合し、

室温で 5 分問静置した後、3000 回転で 1 分問遠心し上清を取り除いた。沈殿し

たガラスパウダーに洗浄用緩衝液を 300μ1 加え懸濁し、3000 回転で 1分問遠心

して上清を取り除きガラスパウダーを回収、これを 2 回繰り返した。洗浄用緩

衝液を十分に取り除き、沈殿したガラスパウダーに 6μ1の滅菌蒸留水をいれ懸

濁させ、55℃で 3分問インキュベートした後 10000 回転で 30 秒問遠心し、上清

として PCR 産物を回収した。 

 

（ⅲ）シークエンス反応 

反応液の組成は dRhodamine Terminator RRMix (Perkin-E1mer) 4μ1、1

μM m15997 プライマー1.6μ1(1.6pmo1)、PCR 生成産物抽出液 4.4μ1(およそ

0.1～0.5μg)を混合して総量 10μ1 とした。反応にはサーマルサイクラーを使

用し、96℃で 2 分間変性後、96℃で 10 秒、50℃で 5 秒、60℃で 4 分を 25 サイ

クル行い、4℃で保存した。PCR 産物は 1.5m1 エッペンドルフ型チューブにいれ

70%エタノールを 37μ1 加え撹幹し、氷上に 30 分静置した後、4℃、16000 回転、

20 分遠心分離をした。遠心分離後、上清を取り除き、沈殿を乾燥させローディ

ングバッファー3μ1 に溶解させ－20℃で保存した。PCR 法で増幅した塩基配列

の長さを確認するために、10個体のみ1μM h16401プライマー1.6μ1(1.6pmo1)
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を用いて同様の反応を行った。 

 

（ⅳ）シークエンス 

ローディングバヅファーに溶解した DNA サンプルを 95℃2 分問のヒートショ

ックで一本鎖に変性した後氷中に入れ急速に冷やした。泳動用のポリアクリル

ア ミ ド ゲ ル に は 、 Urea14.4g 、 Long  Ranger  ge1  so1ution  (FMC 

BioProducts) 4m1、10×TBE4m1 を入れ、mi1iQ 水で 40m1 にメスアツプし、撹

幹後負圧ポンプを用いて濾過し、塵を取り除き、5分問の脱気のあと10%APS 200 

μ1、TEMED 20μ1 を加え、36cm ガラス板に注入し、約 6 時間硬化させたもの

を用いた。変性させたサンプルを 2μ1 づつ、ABI PRISM377 automated DNA 

sequencer (Perkin-E1mer 社製)を用いて泳動を行った。泳動後、コンピュータ

プログラムABI PRISM377 DNA Sequencing Softwareを用いて塩基配列の解

析をおこなった。 

 

（ⅴ）塩基配列データの解析 

両側のプライマー(m15997,h16401)を用いた実験からPCRによって増幅された

領域は 345-347bp であった。他のシークエンシングには片側のプライマー

(m15997)のみを用いて行ったので、プライマー'(m15997)領域 23bp、プライマー

(m15997)側の 49bp およびプライマー(h16401)領域 23bp の計 95bp を除いた

250-252bp を以下の解析に用いた。塩基配列を各個体間で比較するためコンピュ

ータープログラムC1usta1Xを用いて個体ごとに塩基配列を確認しハプロタイプ

を決め、各調査地にみられるハプロタイプの組成、多様性、調査地問の遺伝的

類似度を調べた。以下の変異の分析においては、挿入(欠失)は 1 回の変異とし

た。 
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（ⅵ）調査地間の類似度 

各調査地が持つハプロタイプの類似度について、群平均法によ 

るクラスター解析を行った。類似度には Odum(1950)の差分百分 

率を用い、以下の式により算出した。 

 

1－{(Σ| Nai－Nbi |)/(Na+Nb)} 

 

ここで、Nai と Nbi は、各々調査地 a と b の i 番目のハプロタイプの頻度、Na

と Nb は、調査地 aと bの全てのハプロタイプの観察頻度の合計値(したがって、

Na＝Nb＝１)である。 

 

（ⅶ）個体群内の塩基多様度 

個体群内の遺伝的多様性を評価するために、各個体群と、全個体群の塩基多

様度'(π)を以下の式により算出した(ド ei1987)。 

 

π=n/(n－1)Σijxixjπij 

 

ここで、n は調べた塩基配列の数、xi は標本内のタイプ i の DNA 配列の頻度、

πij は DNA 配列のタイプ iとタイプ jの間で異なっている塩基の割合である。 

 

（ⅷ）個体群間の遺伝的距離 

個体群問の遺伝的距離を評価するために、各個体群問の純塩基置 

換数(dA)を以下の式より算出した(Nei1987)。 
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dx=nx/(nx-1)Σijxixjdij 

dY=nY/(nY-1)Σijyiyjdij 

 

ここで、nx および nY はそれぞれ集団 X,Y の標本中の配列数であり、dij はハプ

ロタイプ iと jの問の、サイトあたりの塩基置換数である。 

 

dxY=Σijxiyjdij 

 

ここで、dij は集団 Xからとったハプロタイプ iと集団 Yからとったハプロタイ

プ jの問の塩基置換数である。純塩基置換数(dA)は 

 

dA=dxY－(dx+dY)/2 

 

で与えられる。地図上で各調査地問の距離を測り、個体群間の純塩基置換数と 

調査地間の距離との相関を Mante1 test を用いて検定した。 

 

（ⅸ）ハプロタイプ間の類縁関係 

コンピュータプログラム C1ustaX を用い、100 回 bootstrap を繰り返し、ハプ

ロタイプの bootstrap neighbour-joining tree を作成した。その際、アカネ

ズミと同じネズミ科(Muridae)に属する Bank vo1e (Clethrinomys glareolus)

の d-1ooP 領域の対応する塩基配列(EMBL database、accession number 

Y07543)を外群として用いた。 
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【核ＤＮＡのマイクロサテライト多型の検出と解析】 

 

 父親と母親の双方から伝わる核ゲノム中のマイクロサテライト遺伝子座の多

型を検出し、遺伝的多様度、類縁度、また対立遺伝子頻度を用いた近交係数の

集団遺伝学的な解析を行った。ミトコンドリア遺伝子型の解析と組み合わせる

と、オスによる遺伝子交流の評価も可能となる。 

 

（ⅰ）ＰＣＲ 

プライマーには、アカネズミと同じ Apodemus 属であるヒメネズミ Apodemus

 argenteus のゲノム DNA から開発された、CA リピートのマイクロサテライトマ

ーカーMSAA-3（F:CTGGCTCCATCATGTTAACAC R:TTCTTGTGCTCTGTGCCAGC）、MSAA-4（F:

ACAAGGTAGATAGCATCTAAG R:GATCGTGTTTCATAGTTATCTAT）、MSAA-6（F:AGTCAAACTTG

CTGGGCCTAAC R:ATACTCTGGCCTCACCTCATAC）の 3 種類を使用した。これらのマー

カーは、ヒメネズミはもちろん北海道に生息するハントウアカネズミにおいて

も、複数の対立遺伝子を検出している（Ohnishi et al., 1998）。 

 1サンプル当たり、抽出した各サンプルDNAを2μl、10×PCRバッファー2μl、

2.5mM dNTP ミックス 2μl、任意のプライマー（1組）0.5×2μl、5Unit/μl Taq

ポリメラーゼ 0.1μl、滅菌蒸留水 12.9μl を、氷上で冷却しながら混合し、こ

れを PCR 反応液とした。PCR 反応液 20μl を各サンプル毎に 200μl チューブに

小分けにした後、氷上で十分に冷やしてからサーマルサイクラーにセットし、

以下の条件で PCR 反応を行った。 

 最初は 95℃で 2分間、DNA を変成させた。次に、94℃で 30 秒間 DNA 変成、48℃

で 30 秒間プライマーのアニーリング、72℃で 1分間の伸長反応を 3サイクル繰

り返した。更に、アニーリングの温度条件だけを 44℃に変更し、これを 3 サイ
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クル繰り返した。最後に再びアニーリング温度を 40℃に変更し、34 サイクル繰

り返した。反応終了後、反応産物は冷蔵庫｛4℃）で保管した。 

 所定の部位の DNA が増幅しているか確認するため、MuPid ミニゲル泳動槽（コ

スモ・バイオ社）を用いて電気泳動を行った。各サンプル 2.5μl にローディン

グ溶液を 0.5μl 混ぜ、3％アガロースゲルにアプライし、100V で 25 分間電気泳

動した。泳動終了後、ゲルを 0.2μl/ml エチジウムブロマイド溶液に約 10 分浸

し、MINI-TRANSILLUMINATOR（フナコシ）で紫外線を照射してバンドを確認した。 

 

（ⅱ）電気泳動 

 あらかじめスラブゲル用泳動板で、8％ポリアクリルアミドゲル（14×14×

0.1cm）を作成しておき、ゲルが固化したらスラブゲル用電気泳動装置（日本エ

イドー）にセットし、泳動用バッファーとして 1％TBE を 1.2ℓ入れた。 

 ゲルの不純物を洗い流し、ゲルを均一化する目的で、400V100mA の条件で 10

分間プレランした。プレラン終了後、PCR 反応を終えた各サンプル 2.５μlにロ

ーディング溶液を0.5μl混合し、ゲル上部へ差し込んだウェルへアプライした。

200V50mA の条件で 4時間電気泳動を行い、マイクロサテライト座における CA リ

ピート数の違いによって各サンプル DNA を分離した。 

 泳動後ゲルを取り出し、後述する銀染色法によって、電気泳動で分離した DNA

を黒いバンドとして検出した。 

 まず、セチルトリメチルアンモニウムブロマイド（CTAB）200mg を蒸留水 200ml

に溶解させ、この溶液にゲルを 20 分間浸した。蒸留水で数回すすいだ後、蒸留

水 200ml に 20 分間浸した。次に、25％アンモニア水 200μl を蒸留水 200ml に

加え、ゲルを 15 分浸した。 

 硝酸銀 320mg を蒸留水 200ml に溶解させ、これに 10N NaOH100μl と 25％アン
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モニア水 1ml を混合し、銀染色液を作成した。この銀染色液にゲルを 15分浸し、

蒸留水で数回すすいだ。 

 炭酸ナトリウム 4g を蒸留水 200ml に溶解させ、これに 35％ホルマリン 100μ

l を加え、現像液を作成した。この現像液をゲルに浸し、黒色のバンドが確認で

きるまで反応させた。バンドが適度に染まった時点で、1％酢酸 200ml に 10 分

浸し、反応を停止させた。 

 その後、ゲルの保存の為、蒸留水 165ml に 100％エタノール 75ml とグリセリ

ン 10ml を混合した保存液にゲルを 30 分浸し、冷蔵庫（4℃)で一晩静置した。 

 

（ⅲ）データ解析 

  得られたデータを基に、各調査地点毎に以下のパラメータを算出した。 

 

①ヘテロ接合度(Ho) 

ヘテロ接合度とは、ある遺伝子座におけるヘテロ接合型の集団内頻度で、観察

値を Ho で表す。Ho は、ある集団内のヘテロ型の個体数を、集団の総数で割った

ものである。 

 

②遺伝的多様度(He) 

 遺伝的多様度とは、言い換えるとヘテロ接合度の期待値である。ヘテロ接合

度の期待値は次の数式から算出することができる(Nei & Roychoudhury, 1974)。 

 

He=1-Σχi2 (χi：対立遺伝子頻度） 
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③対立遺伝子の有効数(ne) 

対象集団に、実際どの程度の遺伝的変異が存在するかを表すことができる。

対立遺伝子の有効数は次の数式から算出することができる(Kimura & Crow)。 

Ne=1/Σχi2(χi：対立遺伝子頻度） 

 

 

結果 

 

１． 捕獲状況 

8 カ所の調査地において、府中市 32 個体、多摩市 40 個体、昭島市 27 個体、

羽村市 34 個体、国分寺市 24 個体、三鷹市 28 個体、八王子市 37 個体、日野市

27 個体の計 249 個体のアカネズミを捕獲した(表 1)。1 ワナあたりの捕獲数は八

王子市が最も高く(0.31)、国分寺市が最も低かった(0.05)。シャーマン型トラ

ップで捕らえた他種噛乳類としてはハツカネズミ(Mus musculus)、ハタネズミ

(Microtus montebelli)、ヒミズ(Urotrichus ta1poides)を確認した。 
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２． ミトコンドリアＤＮＡコントロール領域の解析 

 

（ⅰ）遺伝的多型の解析 

シークエンスで塩基配列を決定できた8個体群の計221個体で、35のハプロタ

イプが存在した。変異は調べた250塩基の内16.4%にあたる、41カ所でみられた。

変異の内訳は2カ所で挿入(欠失)、30カ所でトランスバージョン、10カ所でトラ

ンジッション、2カ所で同一サイト内の3種類以上の変異が確認された (表2)。1

個体あたり平均2.37カ所で塩基の変異があり、各個体間の変異塩基数の幅はO～

19個であった。以下に示すNo.1のハプロタイプの塩基配列をNCBI（National 

Center for Biotechnology Information）のデータベース（GenBank）に登録し

た（Accession no. AB176922）。 
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TTAATACATAATTATGTATATaGTACATTAAATTATTtaCCCCTAGCATATAAGCAGGTCCATATAATTAATTAATATAG

ACATTACAaCAaGAATACATTCACTATCTACCCCATGAATATGAAACATATACATTAAATTAATGTTTTATaGACATATC

TGTGTTATCTTACATACACCATTAAGTCATAAACTCTTCTCTTCCATATGACTATCCCCCTCCCCATTTGGtCTATATTT

CTA 

 

上はオートシーケンサーによる塩基配列のエレクトロホログラムの1例である。 

 

（ⅲ）各調査地で見られたハプロタイプ 

各調査地におけるハプロタイプの構成を表 3 に示す。多くのハプロタイプは

調査地固有であったが、6個のハプロタイプが 2つ以上の調査地でみられた。多

摩川河川敷の 4カ所の調査地、府中市、多摩市、昭島市、羽村市では 18 種類の

ハプロタイプがあり、そのうち 4 タイプ(タイプ 1,6,9,11)が複数の調査地で見

られた。隣接する 2 調査地問では必ず共通するハプロタイプが 1 つは確認され

た。3 カ所で共有されるタイプが 1 つあった(タイプ 6)。4 カ所すべてで共有さ

れるタイプはなかった。日野市と八王子市ではそれぞれ 8 種類のハプロタイプ

があり、そのうち 2つ(タイプ 25,27)が両方の調査地で確認された。国分寺崖と

国立天文台では他の調査地と共通のハプロタイプを持つ個体は存在せず、国分

寺崖では 1 つ(タイプ 19)、国立天文台では 2 つ(タイプ 20,21)のタイプが存在

した。(図 2,a,b,c) 
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図２ 各生息地のハプロタイプ構成。番号はハプロタイプの種類、矢印は共通するハプロタ

イプの存在、その太さはその数を表す。 

（ａ）多摩川河川敷沿いに連なる生息地。隣接する生息地には共通のハプロタイプが見ら

れる。また、上流域から下流域にかけて遺伝的多様性が減少する傾向が見られる。 

（ｂ）多摩丘陵沿いの生息地。同様に隣接する生息地には共通のハプロタイプが見られる。 

（ｃ）市街地に孤立した生息地。多と共通のハプロタイプはみられない。遺伝的多様性が

極端に低い。 

 

   

   

（ｂ） 

（ｃ） 

（ａ）   
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（ⅳ）調査地間の遺伝的類似性 

各調査地が持つハプロタイプ牽用いて作成した調査地間の遺伝 

的類似性を図３に示す。多摩川河川敷の 4カ所の調査地は 1つの 

グループ、国分寺市、三鷹市の 2調査地はそれぞれ単一のグルー 

プ、山林に囲まれる日野市と八王子市の 2調査地は 1つのグルー 

プにまとめることが可能だった。 

 

   

 
図３．調査地間の遺伝的類似性 
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（ⅴ）個体群内の塩基多様度 

表４に示すように、国分寺市、三鷹市など市街地内の調査地にお 

いて低い傾向があった。多摩川河川敷の個体群ではいずれも高い値を示したが、

上流域のパッチほど高かった。最高は羽村市の 0.0134 で、最低は国分寺市の 0

であった。 

      

 

（ⅵ）個体群問の遺伝的距離 

最低値が日野市と府中市の個体群問の 1.22%で・最高値は三鷹市と日野市の問

の 5.01%であった。多摩川河川敷の各調査地問では、羽村市と多摩市の間で 2%

を越えたほかは 1%台であった。日野市と八王子市の間は 1.52%と比較的低い値

であった。三鷹市はどの調査地の問とも、高い傾向があった(表 5)。各調査地間

の純塩基置換数と、距離には有意な正の相関があった

（Mante1test,p=0.0436,Z=738.4)。 
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（ⅶ）ハプロタイプ問の類縁関係 

Bootstrap neighbour joining tree を図４に示す。ハプロタイプの分岐は

おおよそ、近い調査地のもの同士でグループとなったが、同一のタイプがな調

査地のハプロタイプ同士がグループになる場合もあった。 
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図４：ハブロタイプの塩基配列の違いに基づく類縁関係   
＋は調査地にハブロタイプがあったことを示す。    
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（ⅷ）市街地による局所個体群の分断と遺伝的分化 

 上記データをもとに、市街地による孤立化が地域個体群間の遺伝的分化に与

えた影響を再解析した。その結果、市街地を間に挟むことにより、個体群間の

距離に関係なく、遺伝的な分化の尺度である Fst 値が有意に高くなることが明

らかになった。対照的に、連続した緑地内では、Fst 値が有意に低く、遺伝的な

分化の程度が低いことが示唆された。

局所個体群間の直線距離 (km)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

0 10 20

●市街地を挟む個体群間

▲連続した緑地内

FST

局所個体群間の直線距離 (km)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

0 10 20

●市街地を挟む個体群間

▲連続した緑地内

FST

図５．遺伝的分化の程度に都市化による孤立化が与える影響 
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（ⅸ）ハプロタイプ間のネットワーク解析 

Minimum Spanning Network を描くことにより、各ハプロタイプがどのような

進化的関係にあるのかを解析した（図 6）。三鷹の国立天文台構内で発見された

２つのハプロタイプ（No.20 と 21）は塩基配列に２つしか差がないが、そのよ

うなハプロタイプが偶然同じ場所に分配される確率は低い(p = 21/35C2 = 

0.035)。したがって、ネットワーク図から推測すると、おそらくハプロタイプ

20 は孤立後にハプロタイプ 21 から突然変異により生じた可能性が高い。 
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図６．Minimum Spanning Network：枝長と垂直の線の数は、１塩基の差異
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（ⅹ）Nested clade analysis による地域個体群の遺伝的歴史の解析 

 最後に、どのような過程でアカネズミが都市に孤立していったのかを推定す

るため、Nested clade analysis を行った（図７a, b）。その結果、生物学的な

意義が明確な Nested Clade は、range expansion、すなわち、アカネズミが過

去において多摩川流域沿いにその周辺へと分布を広げたことを支持した。具体

的には、 

 

Clade 1-1: C3（多摩），C5 （府中）→ C6（日野） 

Clade 3-1: C3（多摩），C5（府中），C6（日野） → C4（八王子） 

Clade 3-3: C2（昭島），I1（国分寺） → C1-3（羽村、昭島、多摩） 

Clade 4-1: C1-3（羽村、昭島、多摩），I2（三鷹） 

 → C1-6（羽村から八王子まで）,I1（国分寺） 

Clade 3-5: C6（日野） → C4（八王子），C5（府中）  

Clade 4-2: C4-6 （八王子、府中、日野）→ C1,2（羽村、昭島） 

 

以上の結果からは、孤立した地域でも、長期の隔離や、過去の分断は示唆さ

れなかった。このことは逆に、都市化による孤立と多様性の低下は、ごく最近

であったことを示唆する。 
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Haplotypes 1-step Clades 2-step Clades 3-step Clades 4-step Clades
# Dc Dn # Dc Dn # Dc Dn # Dc Dn # Dc Dn

1 2S 3S
28 0 6L
I-T 2 -3S

1-2-11-12No:RE 1-1 4 3
2 0 0 1-2 0 2

29 0 0 1-29 0 5L
I-T 4 0

1-2-11-17-No:IC 2-1 4S 5L

3 0 0 1-3 0 0 2-2 0S 6L

30 0 0 1-30 0 0
33 0 0 1-33 0 0 2-3 0S 5

25 0 0 1-25 2 2
26 0 3
27 2 2 1-26 2 2 2-4 3S 4S

31 0 0 1-31 0 0
34 0 0 1-34 0 0 2-5 0S 4.7

I-T 3L 0
1-2-11-12-13-14No:RE 3-1 5S 8S

7 0 0 1-7 0 0 2-6 0S 0

16 0 0 1-16 0 0
21 0 0 1-21 0 0 2-7 7 6

20 0 0 1-20 0 0 2-8 0S 4S
1-2:IC 3-2 7S 9L

12 0 0
13 0 0 1-12 0 9L
19 0 0 1-19 0S 3S

1-2-3:IC 2-9 4S 8S

6 0 0 1-6 9 9L
14 0 0 1-14 0 6
17 0 0 1-17 0S 7

I-T -6 -2
1-2-3-5-6-7-8NoIBD/RE2-10 9 10L

I-T -5S -2S
1-2-11-12No:RE 3-3 9 10L

10 0 0 1-10 0 0 2-11 0 10
8 0 0 1-8 0 0 2-12 0 1 3-4 2S 6S

I-T -2S -1
1-2-11-12-13-14No:RE 4-1 9S 9S

23 0 0 1-23 0 0
24 0 0 1-24 0 0 2-13 0 4

22 0 0 1-22 0 0 2-14 0S 4S

4 0 0
5 0 0 1-4 0 0 2-15 0S 7L

32 0 0
35 0 0 1-32 0 0 2-16 0S 5

I-T 0 -2S
1-2-11-12No:RE 3-5 6S 11L

9 0 0 1-9 5 5
11 0 0 1-11 6 4 2-17 5 5

15 0 0 1-15 0 0
18 0 0 1-18 0 0 2-18 0 3

I-T 5 2 3-6 5S 10
I-T 1 1

1-2-11-12-13-14No:RE 4-2 11 11L
I-T -2S -1S

1-2-11-12No:RE図 7a．Nested Clade Analysis の結果（１）
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図 7ｂ．Nested Clade Analysis の結果（２） 
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３．核 DNA マイクロサテライト領域の解析 

 

（ⅰ）対立遺伝子数 

 3 種類のマーカーを試した結果、MSAA-3 では 7 種類（分子量の小さい順に a、

b、c、d、e、f、g とする）の対立遺伝子を検出し、MSAA-6 では 5 種類（同じく

p、q、r、s、tとする）の対立遺伝子を検出した（表６）。しかし MSAA-4 に関し

ては、PCR の反応条件をいろいろ検討したが、いずれの条件でも DNA は増幅しな

かった。 

 

表６．マイクロサテライト領域の対立遺伝子数お 

  対立遺伝子数 

 サンプル数 マーカー3 マーカー6 

三鷹 6 3 3 

国分寺 21 5 4 

府中 17 6 5 

昭島 18 7 5 

 

 MSAA-3 について、連続した生息地である昭島では、今回検出した 7 種類全て

の対立遺伝子が見られた。同様に連続した生息地である府中でも、遺伝子頻度

が低い a 以外の６種類の対立遺伝子が見つかった。これに対して、断片化した

生息地である国分寺では、対立遺伝子 aは存在していたが、ｆと gが見られず 5

種類、三鷹ではわずか 3種類の検出にとどまった（図５）。 
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図８．MSAA-3 領域のマイクロサテライト対立遺伝子頻度 

 

また MSAA-6 でも、府中と昭島では、今回検出した 5 種類全ての対立遺伝子が

見られたのに対して、国分寺では 4 種類、三鷹では 3 種類しか認められなかっ

た（図６）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図９．MSAA-6 領域のマイクロサテライト対立遺伝子頻度 
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これらのことから、連続した生息地である府中や昭島に比べ、断片化した生

息地である三鷹や国分寺では、対立遺伝子数が少ない傾向にあることが明らか

になった。特に三鷹は、どちらのマーカーを用いた結果でも、対立遺伝子 2 種

類によるホモないしヘテロ接合個体の割合が高かった。サンプル数を考慮して

も、存在が稀な対立遺伝子の消失を示唆している。 

 

（ⅱ）対立遺伝子の有効数 

 MSAA-3 および MSAA-6 で明らかになった対立遺伝子頻度から、各調査地におけ

る対立遺伝子の有効数を算出した（図７）。 

 その結果、どちらのマーカーでも、連続した生息地よりも断片化した生息地

で低い値を示した。このことからも、断片化した生息地では対立遺伝子が減少

している傾向が認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 10．対立遺伝子の有効数 
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（ⅲ）ヘテロ接合度 

 全 62 個体を調べた結果、MSAA-3 で 52 個体、MSAA-6 で 51 個体の対立遺伝子

がヘテロ接合だった（図８）。府中、昭島、国分寺の 3ヶ所では、どちらのマー

カーでも観察されたヘテロ接合度が 0.8 を越えた。これは、全体の調査地の 80％

以上の個体が、ヘテロ接合であることを表している。一方、三鷹ではヘテロ接

合度が 0.67 と 0.50 で、いずれのマーカーでも低い水準を示した。ただ、これ

は三鷹で見られた対立遺伝子数が、他の調査地より少ないことによる影響が大

きいものと思われる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 11．各調査地のへテロ接合度 

 

（ⅳ）遺伝的多様度 

 MSAA-3 および MSAA-6 で明らかになった対立遺伝子頻度から、各調査地におけ

るヘテロ接合度の期待値、つまり遺伝的多様度を算出した。その結果、実際の
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観察値に基づくヘテロ接合度は、全体的に期待値よりやや高い傾向を示した。 

 各調査地の遺伝的多様度を見てみると、連続した生息地である府中と昭島が

高く、国分寺がこれに続き、他の 3 地点に比べて、三鷹では低かった。これは

もともと遺伝的多様度は、対立遺伝子数が少ない程下がりやすい値なので、今

回観察された値と特に矛盾しない。 

また、観察されたヘテロ接合度と算出した期待値（遺伝的多様度）に差は無

かった. 

 

考察 

 

１．ミトコンドリアＤＮＡコントロール領域の解析 

 

局所個体群の絶滅の要因として、Shaffer(1981.1987)は①個体の生存率や繁

殖成功のばらつきによるもの、②環境要因によって起こるもの、③自然環境の

破局によるもの、④遺伝的浮動と近交弱勢によるものの 4 つをあげている。ま

た、Lyhch and Gabrie1(1990)は小さな個体群において個体群サイズの縮小と有

害突然変異の蓄積は相互依存的な関係があり、ともに個体群絶滅に寄与する要

因であると述べている。その一方で、Lande(1988)は野生生物の個体群の存続サ

イズの決定には、遺伝的多様性の低下より個体群の大きさの変動の方が直接的

に関わっていると結論づけている。 

本研究におけるアカネズミ局所個他群の遺伝的構造の調査から、連続的な環

境に住む個体群は遺伝的交流が行われており遺伝的多様性は高いが、孤立した

環境に住む個体群は遺伝的多様性が極めて低く、交流も制限されていることを

示す結果が得られた。多摩川河川敷の 4 カ所の調査地では、地理的に隣り合っ
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ている 2つの調査地間で少なくとも 1つは共通するハプロタイプが存在し 

た。このことから多摩川河川敷の調査地間では、ハタネズミの一種である bank 

vo1e(C1ethrinomys g1areo1us)でも報告されているような(Aars et a1. 

1998)、河川敷に沿った直線状の遺伝的交流が保たれていると考えられる。河川

敷は季節的な大雨などに起因する洪水などが原因で局所個体群の絶滅が起こり

やすいと考えられるが、広い範囲でアカネズミが確認できた事は、アカネズミ

にとって地理的に連続している環境が残されており、局所個体群間で遺伝的交

流が保たれている結果、個体群が維持されるというメタ個体群的構造が多摩川

流域で成り立っていることを示唆している。 

河川敷の下流の調査地は上流の調査地と比べると遺伝的多様性が低い傾向が

見られた。生物種の分布域の周辺の個体群は孤立した個体群と似た特徴を持ち

(Sou1e 1973)、同じメカニズムで遺伝的多様性が減少する。上流域の個体群は

供給源となりうる奥多摩の森林につながっているが、本調査における下流域の

個体群は、相対的にこの地域のアカネズミ分布域の周辺に位置する可能性があ

り、河川敷以外との遺伝的交流は制限されているかもしれない。 

多摩丘陵の山林にある日野市と八王子市の調査地間には、2つのハプロタイプ

が共通しており、遺伝的距離も近い。また 2 つの調査地の距離はあまり離れて

おらず、土地利用の状態から推測されるように、生息地として連続しているた

め遺伝的交流が保たれているのではないか。またこの二つの調査地は、多方向

の生息地のつながりを持つためにそれらとの遺伝的交流の機会も多いため多様

なハプロタイプが存在し、遺伝的多様性も高い状態が保たれているものと考え

られる。 

国分寺市と三鷹市の調査地は他と共通するハプロタイプがなく、他の調査地

との遺伝的距離が比較的遠いことから、遺伝的交流が極めて制限された状態で
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あると考えられる。生息地が分断されると有効な集団サイズは小さくなるため、

遺伝的浮動が強く作用をおよぼし、集団内の遺伝的多様性が減少して絶滅危険

性が高くなると予想される。また、集団問の地理的な距離が広がると、遺伝的

交流が極端に制限されるため同様に遺伝的多様性が減少する(Lacy 1987)。この

2つの調査地は市街地に取り残され、孤立し遺伝的交流が制限された生息地と考

えられるため、ハプロタイプの種類が少なく、遺伝的多様性が低い遺伝的構造

の個体群になったのかもしれない。実際、2004 年の秋から冬にかけて天文台お

よびその周辺の林地で生け捕りわなを用いた同様の捕獲調査を行ったが、1頭も

アカネズミが捕獲されなかった。この地域でアカネズミの個体数が激減、ある

いは最悪のケース局所的な絶滅が起こってしまった可能性は否定できない。近

年、遺伝的多様性の低下が個体群の局所的な絶滅に寄与する実証的な例がタテ

ハチョウの一種のヒョウモンモドキ(Me1itaea cinxia)で報告(Sa ㏄ heri et 

a1.1998)され、孤立した小さい生物個 

体群では、近親交配による遺伝的多様性の低下が個体群の消滅にとって重大な

危険要因となっていることが示されている。共通するハプロタイプがなかった

多摩川河川敷と多摩丘陵、また多摩川河川敷と国分寺市の問の遺伝的距離は、

同じハプロタイプが存在した集団問の値とあまり差がなかった。また、類似度

が近いハプロタイプがさなざまな個体群にみられ、調査地問の地理的距離と純

塩基置換数の間には有意な正の相関がみられた。算出した遺伝的距離が中立の

遺伝子の変異量にもとづいており、自然淘汰の影響を受けていない場合、集団

分化の初期における遺伝子交流が集団問の遺伝的距離を短くする効果(Nei et 

a1.1972、Chakrabory and Nei 1974)や、一般に遺伝子が分岐する時点のほうが、

集団が分岐する(生息地が分断される)時点よりも古いこと(Nei1987)が知られ

ている。以上に基づいた、今回の結果は生息地分断の歴史を反映しており、か



 - 34 -

っては相互に遺伝子交流があったか、ひとつづきの個体群であったがハプロタ

イプがある程度分岐したあと細分化されたことを示唆している。 

本研究では集団の遺伝的構造を解析する指標としてミトコンドリア DNA の

Contro1region(d-1oop)の変異を用いた。この領域はミトコンドリア DNA の中で

も最も変異に富むため(Sa ㏄ one et a1.1991)集団の遺伝的構造を分析するのに

適しており、小型哺乳類(Stacy et a1.1997、Aars et a1.1998、Kim et a1.1998)

や大型哺乳類(Nagata et a1. 1998、Simonsen et a1. 1998)など個体群の遺伝

的構造を調査するために広く使われている。今回観察された塩基配列の変異量

は、今回の調査規模における個体群の遺伝的構造を明らかにするために適した

指標であった。しかしながら、ミトコンドリア DNA は完全に母系遺伝であるた

め(Gy1lensten et a1. 1985)、オスの分散の傾向を予測することはできない。

アカネズミにおいても多くの哺乳類と同様、オスの方が分散する傾向は強く

(Kondo 1981，1982)、今回示した個体群の遺伝的構造は遺伝的交流・遺伝的多

様性を過小評価している可能性がある。また変異速度の点からも、より短いタ

イムスケールでの個体群の遺伝的交流を調査する目的には後述する核遺伝子の

マイクロサテライト領域の変異などを用いた方がより綴密な結果が得られるだ

ろう。ミトコンドリア DNA の Contro1 region は自然淘汰に対しては中立だと考

えられ、この領域の遺伝的多様性と、自然淘汰が大きく影響を与えるような適

応形質に関する遺伝的変異の豊富さとは相関しないため、個体群の脆弱化を直

接示す指標とはならない。しかしながら中立的な遺伝子の変異の大きさは、個

体群の集団としての履歴を推定することができ、問接的に個体群の存続可能性

を指標となると考えられる。 

分断された生息地では、個体群内の遺伝的多様性は極めて低かった。この様

な生息地の個体群においてチーター(Acinonix jubatus)で報告(O'Brien et 
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a1. 1983、1985)されているような、適応形質に関する遺伝的変異量が減少し

近交弱勢の兆侯が現れているかどうか、近交弱勢の指標として考えられる繁殖

成功度や、直接適応的形質に関係する MHC 領域などの変異量を調査し他個体群

と比較することは、今後この種に限らず全ての野生動物の保護・保全の観点か

らも大変重要となるに違いない問題である。 

最後に、Minimum Spanning Network 解析や Nested Clade Analysis からは、

アカネズミは少なくとも過去においては多摩川流域沿いとその周辺地域におい

て自由な遺伝的交流があったこと、市街地における遺伝的孤立化と多様性の極

端な低下は、ごく最近のできごとであることが示唆された。このことは、多摩

川流域の自然環境が、アカネズミのような野生動物がメタ個体群構造を維持す

る上で、大変重要な役割をはたしていることを改めて認識させるものである。 

 

２．核 DNA マイクロサテライト領域の解析 

 

（ⅰ）マーカーについて 

 今回 3種類のマイクロサテライトマーカーを試したが、その中で MSAA-4 につ

いては、PCR 反応による DNA の増幅が上手くいかなかった。元々アカネズミの近

縁種であるヒメネズミで開発されたプライマーを用いたので、アニーリング温

度をやや下げなければければならない。MSAA-4 については、通常のアニーリン

グ温度より 10℃まで下げたり、または反応時間を延長させてみたが、増幅する

に到らなかった。 

マイクロサテライトは高い多型性を示す有用なマーカーであるが、種特異性

が高く、同属で開発されたマーカーでも使えないことがある。ただ、他の論文

ではアカネズミの亜種にあたるハントウアカネズミではMSAA-4でも増幅出来て
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いるので、PCR 反応の条件を変えることによって多型が検出されるかもしれない。 

 

（ⅱ）三鷹個体群への環境要因の影響 

今回調査した 4 調査地のうち、三鷹ではアカネズミの捕獲効率が悪く、従っ

て捕獲数も少なかった。調査当時、三鷹の国立天文台構内及び周辺では、道路

の拡張工事が行われており、その影響によって生息数が減少している可能性が

ある。しかし、マイクロサテライトは適応に対して中立なマーカーであるため、

今回のような急激な環境悪化に起因する個体数の減少によって対立遺伝子が減

少することは考えにくい。道路工事以前から、生息数が他の調査地より少ない

と考えるのが妥当であろう。 

 

（ⅲ）対立遺伝子 

今回実際に用いた 2 つのマーカーでは、いずれも複数の対立遺伝子を検出し

た。その傾向は、連続した生息地のアカネズミ個体群より、断片化した生息地

である国分寺および三鷹の個体群の方が、対立遺伝子数が少ない傾向にあった。 

遺伝子頻度が 5％に満たない稀な対立遺伝子が、国分寺や三鷹では殆ど見られ

なかった。これは、国分寺や三鷹の断片的生息地の面積が、府中や昭島などの

多摩川河川敷に比べて小さいことから、有効集団サイズが小さく、稀な対立遺

伝子が消失しやすいことが伺える。 

また、各調査地の対立遺伝子の有効数も算出した。この値は、集団間の対立

遺伝子数の多少を比較する時に用いる指標になる。算出した結果、いずれのマ

ーカーでも、連続した生息地と比較して断片化した生息地では対立遺伝子の有

効数が少なかった。特に MSAA-6 ではその差が顕著であった。 
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（ⅳ）ヘテロ接合度 

本来、断片化した生息地では、有効集団サイズが小さくなるため、対立遺伝

子のヘテロ接合度も減少する危険性がある。しかし、本研究の結果からは、稀

な対立遺伝子の減少は認められたが、ヘテロ接合度は期待値よりむしろ高い水

準を示した。どのようなメカニズムによって、断片化した生息地に生息する個

体群は、水準以上のヘテロ接合度を維持しているのであろうか？ 

長年にわたる野外調査の結果からは、Apodemus 属の社会構造は一夫多妻制で

あること示唆されており、多数の論文がそれを支持している。しかし近年、マ

イクロサテライトマーカーを用いて、Apodemus 属 2 種（この 2 種は同属の中で

も分子系統学的には最も遠縁にあたる）の妊娠メスと妊娠メスの同腹子につい

て親子鑑定を行った結果、同一の同腹子でも父親が複数存在することが明らか

になった（Baker et al. 1998）。 

複数の父親からなる同腹子の意義は、単一の父親と比べて有効集団サイズが

増加することにあると思われる。今回調査したアカネズミでも、繁殖戦略とし

て多夫多妻制をとると仮定するならば、ヘテロ接合度の減少を抑えることも可

能である。しかし、有効個体群サイズが増えても個体数自体は少ないので、稀

な対立遺伝子が一度消失してしまうと、突然変異による新たな対立遺伝子が出

現する以外に、対立遺伝子が増えることはない。 

本研究では用いたマイクロサテライトマーカーは、自然選択に対して中立な

マーカーである。そのため、進化的適応度の消失や近交弱勢などの有害な遺伝

的影響を調べることは出来ない。そのため今後は、直接適応的形質に関係する

免疫系の MHC 領域の遺伝多型を調べる必要がある。MHC は対立遺伝子がヘテロで

ある方が、病原体のタンパク質を識別するレパートリーが増えるため、超優性

によって高いヘテロ接合度が維持されている。また、MHC のヘテロ接合度は流産
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率と負の相関があり、ヘテロ接合度が低下すると、流産率が上げることが示唆

されている。このことからも、MHC 領域の遺伝的変異は個体群の遺伝的多様性を

測る指標になるだろう。 

 

まとめ 

 

母系遺伝するミトコンドリア DNA の解析からは、市街地に孤立した生息地の

アカネズミは遺伝的にも孤立していることを示唆している。一方、父親からも

その半分が伝えられる核 DNA のマイクロサテライト領域の解析からは、父親の

アカネズミが移動分散して引き起こす遺伝的交流が現在存在する、あるいは少

なくとも最近まで存在していたことを否定するものではなかった。市街地に孤

立した生息地では、メスの定着性が強いことにより、ミトコンドリア DNA の多

様性は減少しても、他の生息地からオス分散してきて繁殖に参加することで核

DNA の多様性は維持されている可能性がある。 

本研究は、多摩川河川敷が野生動物の移動・分散のコリドーとして機能して

いる可能性を示している。その点で高槻氏による研究 No.217「生物保全のコリ

ドーとしての玉川上水の動植物の調査」と関連が深い。また、メタ個体群構造

を DNA 多型解析により明らかにする点で、申請者らが行った研究 No.198「多摩

川流域に生息する蝶類の遺伝的多様性とその保護に関する研究」と関連が深い。 

その研究では、生息地が孤立する傾向にあるオオムラサキ地域個体群の遺伝的

多様性が、生息地が連続しているモンシロチョウと比べ、著しく低いことを明

らかにした。野生哺乳動物の生息状況・生態に関わる点では、No.9，108，113，

165，178，196 と関連性がある。多摩川河川敷の環境、特に植生との関わりにお

いては、No.235，242，251，252 とも関係している。以上の研究成果も考慮する
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と、多摩川河川敷が野生動物のコリドーとして果たしている役割は甚大である

ことが示唆され、多摩川流域の自然環境を保全することの重要性を改めて認識

させられる。今後は、免疫能力に関わる MHC 遺伝子の解析も行ない、適応的観

点からの検討も必要となろう。 
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