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A. 新規特性 
1. 牛属のプリオン遺伝子構造の多様性解析とその育種への応用 
 

鹿児島大学農学部家畜育種学研究室 前田芳實 

 

BSE(牛海綿状脳症 )とは、TSE(伝達性海綿状脳症：Transmissible Spongiform 

Encephalopathy)とよばれる病気の１つであり、未だ十分に解明されていない伝達因子が関

係する。本疾病は、ウシの脳にスポンジ状の変化を起こし、起立不能等の症状を示す遅発

性かつ悪性の中枢神経系の疾病であり、2 年から 8 年の潜伏期間を経て発症し、発症後 2

週間から 6 ヶ月で死に至らしめる。BSE は 1986 年にイギリスで最初に報告され、その後、

表 1-1 に示すように、イギリスを中心にヨーロッパで広く発生した。わが国でも 2001 年に

初めて発症牛が発見され、 2009 年 10 月現在で合計 35 頭の発生報告がある

(http://niah.naro.affrc.go.jp/disease/bse/count.html)。本疾病は、ヒトの変異型クロイツフ

ェルト・ヤコブ病(vCJD)との関連性がある点で問題である。 

BSE は世界の肉牛生産と消費にとって大きな脅威であるが、BSE 問題を根本から解決す

る方法は見いだされていない。しかし、その基本的解決の糸口になると思われるいくつか

の発見がある。トランスジェニックマウスを使った実験でプリオン遺伝子（PRNP）の第 3

エクソンにあるオクタペプタイドリピートの反復回数は BSE 発症との間に重要な関係があ

ることが知られている（Brun et al, 2007）。他方、Sander et al. (2004)や Seabury et al. 

(2004)は BSE の感受性と PRNP の遺伝子発現制御領域（プロモーター）中に見られる 2 箇

所の挿入／欠失(indel)多型の頻度分布との間に有意な関連を報告した。これら多型が遺伝子

発現に与える影響が、培養細胞とレポーター遺伝子を用いたプロモーター解析により明ら

かにされた(Sander et al., 2005；Xue et al., 2008)。以上、これらの遺伝子構造の多様性は

BSE 抵抗性牛の選抜育種の可能性を示すものである。 

わが鹿児島県を含む南九州地域は、全国一の畜産地帯であり、家畜遺伝資源が豊富な地

域である。例えば、和牛では鹿児島県で黒毛和種、熊本県で褐毛和種が、在来牛では鹿児

島県で口之島野生化牛が飼養されており、平成 21 年 2 月 1 日現在の畜産統計によると、そ

の 飼 養 頭 数 は 黒 毛 和 種 で 鹿 児 島 県 が 、 褐 毛 和 種 で 熊 本 県 が 全 国 一 で あ る

(http://www.maff.go.jp/toukei/sokuhou/data/siyou_doukou09/siyou_doukou09.pdf)。さら

に、平成 19 年度の肉用牛生産額は鹿児島県が全国一の 816 億円(全国シェアで 14.7%)であ

り 、 肉 用 牛 生 産 が 最 も 盛 ん な 地 域 で あ る ( 平 成 19 年 農 業 産 出 額 ；

http://www.maff.go.jp/www/info/bunrui/bun03.html)。黒毛和種は、見島牛や口之島野生化

牛のような日本の各地域の在来牛を基礎に外国品種のデボン、ショートホーン、ブラウン

スイス等を交雑し、選抜改良され、1944 年に認定された品種である(橋口、2006a)。褐毛和

種は、熊本県と高知県で飼養されていた在来の朝鮮牛を基礎とした赤牛に外国品種のシン

メンタールと朝鮮牛とを交雑、改良して成立した品種である。とくに、熊本県の褐毛和種



 
 

は上記に加え、デボンも成立に関与したとされ、1944 年に品種として認定され、現在に至

る(橋口、2006b)。 

そこで、本研究では、南九州の動物遺伝資源である黒毛和種と褐毛和種を中心にわが国

の肉牛、乳牛等の品種および在来牛、ミャンマー国のミタン(Bos frontalis) 集団について、

6 か所の PRNP 多型部位の遺伝子型を決定し、ハプロタイプの推定を行い、これら集団の

プリオン遺伝子多様性の調査を行った。さらに BSE と有意な関係がある PRNP の発現調節

に関わる領域の変異が遺伝子発現量にどう影響するのかを検討するために、黒毛和種と褐

毛和種の健常牛の延髄を用いてリアルタイム PCR により解析を行った。以上より、牛属の

PRNP に関する基礎情報の集積とその機能解析を目的とした。 

 

材料および方法 
1．PRNP 遺伝子型の判定 

供試牛は、褐毛和種 58 頭、口之島野生化牛 52 頭、見島牛 2 頭、ホルスタイン 65 頭、日

本短角種 1 頭、ミタン 6 頭、ミタンと在来牛との交雑個体 6 頭であった。ゲノム DNA は血

液もしくは精液から常法により抽出精製した。今回供試した PRNP 多型は、プロモーター

領域の 23bp の indel、イントロン 1 上の 12bp の indel、翻訳領域中のオクタペプタイドリ

ピートの繰り返し数、プリオンタンパク質の 3 残基目のリシン⇒トレオニン(K3T)、154 残

基目のセリン⇒アスパラギン(S154N)に変わる非同義的置換、3’非翻訳領域中の indel の 6

か所を調査した。遺伝子型の判定法は、Msalya et al. (2009)に従った。得られた遺伝子型

から対立遺伝子頻度を推定した。また、集団中のハプロタイプの構成と頻度は Arlequin 

v.3.11 ソフトウェア(Excoffier et al. 2007)を用いて解析した。 

 

2．延髄検体における PRNP 遺伝子型と発現量の比較 

本研究で供試した材料は、鹿児島市保健所食肉衛生検査所から黒毛和種 120 頭、熊本県

食肉衛生検査所から褐毛和種 98 頭である。鹿児島県、熊本県の知事の承認の元、それらか

ら延髄を採材し、エライザ法と呼ばれる方法で異常プリオンの有無を調べる BSE 検査(スク

リーニング検査)を行い、陰性と認められたものを本研究に用いた。なお、解体処理の段階

で、異常プリオンが蓄積されやすいとされる特定部位(脳、眼球、脊髄、回腸遠位部)は、す

べての牛について他の部位を汚染しないよう取り除き、焼却処分している。BSE 検査後、

得られた延髄は、液体窒素で凍結し、－80℃のディープフリーザーで保存した。 

  延髄からのゲノム DNA 抽出は、Genomic DNA Purification Kit (Gentra systems, USA)

を用いた。抽出されたゲノム DNA から PRNP の 23bp の indel と 12bp の indel の遺伝子

型を解析し、diplotype としてまとめた。  

得られた diplotype のうち、両品種で多数観察された－－－－型と＋－＋－型を持つ黒毛

和種 19 頭、褐毛和種 19 頭の合計 38 頭の延髄を遺伝子発現解析に用いた。遺伝子発現解析

には、リアルタイム PCR を行った。内部標準遺伝子には、全ての細胞に普遍的に発現する

ベータアクチン遺伝子（ACTB）を用いた。 



 
 

RNA 抽出には、TriPure Isolation Reagent (Roche Diagnostics, USA)を用いた。

RNeasy-Free DNase Set(50) (QIAGEN, JAPAN)を用いて、抽出した RNA 中に含まれる不

要なゲノム DNA を取り除き、全 RNA を精製した。逆転写反応は、AMV Reverse 

Transcritpase (Promega M5008, USA)とランダム 6mer プライマー(TAKARA, Otsu)で行

った。リアルタイムPCRには、SYBR Green Realtime PCR Master Mixキット(QPK-201T，

TOKOBO，JAPAN)を使用した。PCR 反応は、7300 Real Time PCR System(Applied 

Biosystems, JAPAN)を用いて、PRNP と ACTB を両方行った。反応は各検体 2 回行った。 

リアルタイム PCR 後、解析ソフトウェア(Sequence Detection Software Ver 1.4, Applied 

Biosystems, JAPAN)で増幅曲線と検量線を作成し、定量結果から発現量をサンプル間で比

較した。リアルタイム PCR で得られた PRNP の増幅量は、内部標準として用いた ACTB

の増幅量の値で割った数値を PRNP の遺伝子発現量(Ex)とし、サンプル間の正確な比較を

行った。統計解析には、SAS ソフトウェアの GLM プロシジャを用いて、diplotype (D)、

品種(B)、性(S)、月齢(A)、diplotype と品種の交互作用(D×B)の効果を検定した。その統計

モデルは、下記のとおりである。 

発現量(Ex)=全平均(μ)+品種(B)＋diplotype(D)＋性(S)＋月齢(A)＋交互作用(B×D)＋誤差(E) 

 
結果と考察 
1．各集団の遺伝子構成 

本研究で得られた各集団の遺伝子型と対立遺伝子頻度を Table1~6 に示した。また、推定

されたハプロタイプとその頻度を Table7 に示した。 

 

Table 1  プロモーターの 23bp の indel による遺伝子型と対立遺伝子頻度 
遺伝子型 対立遺伝子頻度 

集  団 n 
+ + + – – – + – 

ホルスタイン 65 12 34 19 0.45 0.55 
日本短角種 1 0 1 0 0.50 0.50 
褐毛和種 58 7 20 31 0.29 0.71 
見島牛 2 0 0 2 0.00 1.00 
口之島野生化牛 52 0 0 52 0.00 1.00 
ミタン 6 3 3 0 0.75 0.25 
ミタン雑種 6 1 1 4 0.25 0.75 

 

Table 2  イントロン 1 の 12bp の indel による遺伝子型と対立遺伝子頻度 
遺伝子型 対立遺伝子頻度 

集  団 n + + + – – – + – 

ホルスタイン 65 27 22 16 0.58 0.42 
日本短角種 1 0 1 0 0.50 0.50 
褐毛和種 58 9 20 29 0.33 0.67 
見島牛 2 1 0 1 0.50 0.50 
口之島野生化牛 52 0 0 52 0.00 1.00 
ミタン 6 3 2 1 0.67 0.33 
ミタン雑種 6 5 0 1 0.83 0.17 



 
 

Table 3  オクタペプタイドリピートによる遺伝子型と対立遺伝子頻度 
遺伝子型観察数 対立遺伝子頻度 

集  団 n 
66 65 55 64 6 5 4 

ホルスタイン 65 57 8 0 0 0.94 0.06 0.00 
日本短角種 1 1 0 0 0 1.00 0.00 0.00 
褐毛和種 58 58 0 0 0 1.00 0.00 0.00 
見島牛 2 2 0 0 0 1.00 0.00 0.00 
口之島野生化牛 52 52 0 0 0 1.00 0.00 0.00 
ミタン 6 3 2 0 1 0.75 0.17 0.08 
ミタン雑種 6 4 2 0 0 0.83 0.17 0.00 

 

 

 

Table 4  3’非翻訳領域の 14bp の indel による遺伝子型と対立遺伝子頻度 

遺伝子型 対立遺伝子頻度 
集  団 n 

+ + + – – – + – 
ホルスタイン 65 40 23 2 0.79 0.21 
日本短角種 1 1 0 0 1.00 0.00 
褐毛和種 64 28 18 18 0.58 0.42 
見島牛 2 1 0 1 0.50 0.50 
口之島野生化牛 52 52 0 0 1.00 0.00 
ミタン 6 6 0 0 1.00 0.00 
ミタン雑種 6 6 0 0 1.00 0.00 

 

 

 

Table 5  K3T による遺伝子型と対立遺伝子頻度 
遺伝子型 対立遺伝子頻度 

集  団 n KK KT TT K T 
ホルスタイン 65 65 0 0 1.00 0.00 
日本短角種 1 1 0 0 1.00 0.00 
褐毛和種 58 58 0 0 1.00 0.00 
見島牛 2 2 0 0 1.00 0.00 
口之島野生化牛 52 52 0 0 1.00 0.00 

 

 

 

Table 6  S154N による遺伝子型と対立遺伝子頻度 
遺伝子型 対立遺伝子頻度 

集  団 n KK KT TT K T 
ホルスタイン 65 65 0 0 1.00 0.00 
日本短角種 1 1 0 0 1.00 0.00 
褐毛和種 58 58 0 0 1.00 0.00 
見島牛 2 2 0 0 1.00 0.00 
口之島野生化牛 52 52 0 0 1.00 0.00 

 

 



 
 

Table 7  各ウシ集団の PRNP ハプロタイプとその頻度 

ハプロタイプ ホルスタイン 
(65) 

日本短角種 
(1) 

褐毛和種 
(58) 

見島牛 
(2) 

口之島牛 
(52) 

23+ 12+ K 6 S 14+ 0.28 0.50 0.12 - - 
23+ 12+ K 6 S 14- 0.10 - 0.03 - - 
23+ 12+ K 5 S 14+ 0.03 - - - - 
23+ 12- K 6 S 14+ 0.02 - 0.05 - - 
23+ 12- K 6 S 14- 0.02 - 0.13 - - 
23+ 12+ K 5 S 14- 0.01 - - - - 
23- 12+ K 6 S 14+ 0.10 - 0.11 0.50 - 
23- 12+ K 6 S 14- 0.04 - 0.09 - - 
23- 12+ K 5 S 14+ 0.03 - - - - 
23- 12- K 6 S 14+ 0.32 0.50 0.24 - 1.00   
23- 12- K 5 S 14+ - - - - - 
23- 12- K 6 S 14- 0.06 - 0.23 0.50 - 
ハプロタイプ数 11  2  8  2  1 

 
1) 4 か所の部位(23-bp, 12-bp, 14-bp indels、オクタペプタイドリピートの繰り返し数)が多型

的であり、K3T と S154N は多型が観察されなかった。2) 褐毛和種で 3 か所、ホルスタイン

で 4 か所、見島牛で 2 か所多型が観察されたが、口之島野生化牛はすべての部位で多型が観

察されなかった。これは、口之島野生化牛の遺伝的変異性が低いという以前の報告(下桐ら、

2006)と一致した。 3) ミタンにおいてオクタペプタイドの繰り返し数が 4 回の個体が発見さ

れた。オクタペプチドリピートの繰り返し数が 5 回のホモ型で BSE 牛がいない(Hunter ら, 

1994)という報告があり、また、形質転換マウスを用いた実験で繰り返し数と BSE 潜伏期間

との間に関係を見出している(Brun et al., 2007)ため、ミタンは遺伝資源として貴重であると

思われる。4) ハプロタイプ解析の結果、ハプロタイプ A 23- 12- K 6 S 14+ が共通に最も頻

繁に観察されることが分かった。また、集団におけるハプロタイプの数は、ホルスタインで

11種類観察されたが、口之島野生化牛は、ハプロタイプ 23- 12- K 6 S 14+で固定されていた。 
 
2．延髄検体における PRNP 遺伝子型と発現量の比較 

各 indel 領域(23bp と 12bp)で得られる遺伝子型を黒毛和種 120 頭と褐毛和種 98 頭で決定

した。その結果、23bp の indel の遺伝子型では黒毛和種で＋＋型 10 頭、＋－型 36 頭、－－

型 74 頭となり、褐毛和種で＋＋型 19

頭、＋－型 49 頭、－－型 30 頭となっ

た。12bp の indel の遺伝子型では、黒

毛和種で＋＋型 28 頭、＋－型 45 頭、

－－型 47 頭となり、褐毛和種で＋＋

型 23 頭、＋－型 46 頭、－－型 29 頭

となった。これら 2 種類の indel を用

いた遺伝子型判定の結果を diplotype

としてまとめた(Table8)。 

 

Table 8 黒毛和種と褐毛和種における diplotype

の種類と観察数 

diplotype
23bp 12bp

黒毛和種 褐毛和種 合 計 

＋＋ ＋＋ 6 16 22 
＋＋ ＋－ 0 3 3 
＋＋ －－ 4 0 4 
＋－ ＋＋ 12 7 19 
＋－ ＋－ 21 38 59 
＋－ －－ 3 4 7 
－－ ＋＋ 10 0 10 
－－ ＋－ 24 5 29 
－－ －－ 40 25 65 

合 計 120 98 218 



 
 

黒毛和種と褐毛和種の間でそれら diplotype の構成を比較すると、ほとんどの diplotype

において差が見られることが分かった。例えば、＋＋＋－型では、黒毛和種が 0 頭である

のに対し、褐毛和種で 3 頭となった。また、＋＋－－型と－－＋＋型では、褐毛和種が 0

頭であるのに対し、黒毛和種で 4 頭と 10 頭となった。また、両品種でともに多数観察され

たのは、－－－－型 65 頭と＋－＋－型 59 頭であった。－－－－型では、その保有頭数が

黒毛和種で 40 頭、褐毛和種で 25 頭であり、＋－＋－型では、その保有頭数が黒毛和種で

21 頭、褐毛和種で 38 頭であった。以上、本研究で用いた 2 種類の indel 領域による diplotype

構成は、黒毛和種と褐毛和種の間で品種間差が認められることが分かった。 

 黒毛和種と褐毛和種でともに多数観察された diplotype－－－－型と＋－＋－型との間で

PRNP の遺伝子発現量を比較した。PRNP の遺伝子発現量を、集団(B)、性(S)、月齢(A)、

diplotype (D)ごとにまとめたものを Table 9 に示した。最も PRNP の発現量が多かったの

は、diplotype－－－－型、雄、24 ヶ月齢の褐毛和種の 0.291±0.090 で、最も少なかった

のは、diplotype＋－＋－型、雌、27 ヶ月齢の黒毛和種の 0.061±0.002 であった。また、

diplotype に関係なく、どの個体においても褐毛和種の方が黒毛和種に比べ高い発現量を示

した。得られたデータから各項目の効果を統計解析により検討した。 

 

Table 9  PRNP の遺伝子発現量 

品種 性 月齢 diplotype n 平均 標準誤差 

黒毛和種 ♀ 27 + - + -  4 0.061 0.002 

黒毛和種 ♂ 30 + - + -  5 0.084 0.014 

褐毛和種 ♀ 24 + - + -  3 0.181 0.018 
褐毛和種 ♂ 24 + - + -  3 0.213 0.016 

褐毛和種 ♂ 25 + - + -  3 0.218 0.019 

黒毛和種 ♀ 27 - -  - - 5 0.105 0.028 

黒毛和種 ♂ 30 - -  - - 5 0.083 0.009 

褐毛和種 ♀ 24 - -  - - 3 0.240 0.026 
褐毛和種 ♂ 24 - -  - - 3 0.291 0.090 

褐毛和種 ♂ 25 - -  - - 4 0.263 0.043 

 

 SAS の GLM Procedure を用いて、diplotype (D)、品種(B)、性(S)、月齢(A)、diplotype

と品種の交互作用(D×B)の効果を検定した。その結果、PRNP の遺伝子発現量は diplotype

間で 5％水準、品種間で 0.1％水準の有意差が認められたが、性(S)、月齢(A)、交互作用(D

×B)の要因では有意差は認めらなかった。そこで有意差の得られた diplotype 間と品種間で、

それぞれ PRNP の発現量の違いを Figure1 に図示した。 

 diplotype 間では、－－－－型の PRNP 遺伝子発現量が＋－＋－型よりも 5％水準で有意

に高かった。すなわち、黒毛和種で－－－－型が 0.094±0.046、＋－＋－型が 0.074±0.025

であり、褐毛和種で－－－－型が 0.265±0.093、＋－＋－型が 0.204±0.032 であり、どち

らの品種でも diplotype 間で 20%程の発現量の違いが認められた。これらの結果は、Sander 



 
 

et al. (2005) や Xue et 

al.(2008)によって報告され

た培養細胞とレポーター遺

伝子を用いたプロモーター

解析の結果と同じ傾向を示

した。つまり、プロモーター

領域とイントロン領域の

indel が、欠失型(－)の方が

挿入型(＋)よりも PRNP 遺

伝子発現量が多いことが in 

vivo で示された。しかし、プ

ロモーター領域(23bp)とイ

ントロン領域(12bp)のどち

らか一方の挿入の変異(＋）

が遺伝子発現に効果を与えるのか、もしくはプロモーター領域(23bp)とイントロン領域

(12bp)の挿入の変異(＋)が共同で遺伝子発現に効果を与えるのかを特定できなかったため

今後検討する必要がある。 

 品種間では、褐毛和種の PRNP 遺伝子発現量は 0.236±0.076 で、黒毛和種の 0.085±

0.038 より 0.1％水準で有意に高く、約 2 倍の発現量の違いが認められた。しかしながら、

得られた品種間差については、採材した延髄の場所の違いなどが原因で生じた可能性が考

えられ、今後検討する必要がある。そのためには、他の遺伝子で発現量を定量し、同様な

品種間差が得られないことを確認することが有効であると思われる。その後、品種間で

PRNP の遺伝子発現量に違いをもたらす原因を調査すると同時に、ホルスタインなどの他

の品種で同様の研究を行い、発現量の品種間差を検討することが重要である。ただ、これ

までに発現量が黒毛和種より高かった褐毛和種で BSE 発症牛が得られていないことから、

この 2 倍の差は発症期間に大きな影響は与えないと予想される。 

以上、我々の研究は、1)ミタンで PRNP のオクタペプタイドリピート 4 回の個体がいる

こと、2) 延髄での PRNP 遺伝子発現量が遺伝変異によって影響することなど、BSE に遺

伝的になりにくい牛を構築する上で基礎的かつ重要な知見が得られたと考えられる。家畜

の遺伝的多様性を維持することは、プリオン遺伝子の変異性にも影響する。動物遺伝資源

の保存は、BSE 等の疾病対策等にも有効になると思われる。 
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Figure 1  diplotype 間と品種間での PRNP 遺伝子発現量の比較 
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A. 新規特性 
2. 家畜・家禽の行動特性に関与する遺伝子の解析 
 

岐阜大学応用生物科学部動物遺伝学研究室 伊藤愼一（／*村山美穂） 
（*平成 20 年度より、京都大学野生動物研究センターに所属） 

 

事業の成果 

本研究では、家畜・家禽などの動物遺伝資源の血液、精液、体毛、羽根から DNA を抽出

し、マイクロサテライトマーカーや、行動特性に関与する遺伝子などの多様性を解析した。 

 

・DNA 抽出 

家畜では、（独）農業生物資源研究所、（独）畜産草地研究所で維持保存されている動物遺

伝資源から、血液、精液、体毛、分与を受けた。ウシ 7 品種／総計 154 頭、ブタ 10 品種／

総計 106 頭、スイギュウ 1 品種／計 1 頭、ヒツジ 1 品種／計 2 頭、ウサギ 1 品種／計 4 匹

が分与され、DNA を抽出した。また天然記念物柴犬保存会、山陰柴犬育成会、日本スピッ

ツ協会、奥州市牛の博物館の協力を得て、イヌおよびネコの性格アンケートを実施すると

ともに、口内細胞または体毛を採集した。イヌでは、柴犬の内種である山陰柴 23 頭と信州

柴 10 頭、および家庭犬の 19 品種合計 100 頭、また、ネコでは、岩手県奥羽市で飼われて

いる 158 匹の性格アンケートを実施するとともに、試料を採集し、DNA を抽出した。また、

長野県飯田市内では、ネコ 68 個体とイヌ 120 個体について同様の性格アンケートの実施と、

試料を採取し、DNA を抽出した。さらに、ガーナ大学からの日本学術振興会特別研究員

Kayang 博士の協力も得て、ガーナ国内の 3 地域からイヌ 76 個体の試料を採取した。 

家禽では、ダチョウ処理場（岐阜県揖斐川町）、日本オーストリッチ事業協同組合（東京

都）、（有）オーステックジャパン（北海道網走郡大空町）、蓋井島エミュー牧場（山口県下

関市蓋井島）、稲富エミューふれあい牧場（北海道網走市）、愛知県農業総合試験場、（独）

畜産草地研究所、（独）農業生物資源研究所、（株）飛騨高山オーストリッチ（岐阜県高山

市）、（有）石黒農場（岩手県花巻市）、掛川花鳥園（静岡県掛川市）、日本きじ牧場（福島

県いわき市）の協力を得て、ダチョウ計 96 羽、エミュー計 117 羽、ニワトリ計 280 羽、ウ

ズラ計 200 羽、ホロホロチョウ 100 羽、キジ 63 羽の血液または羽根の試料を採集し、DNA

を抽出した。またガーナ国内のホロホロチョウ 100 羽、ダチョウ 80 羽の、試料を採取し、

DNA を抽出した。 

 

・遺伝的多様性の解析 

柴犬の内種間での遺伝的距離、および内種内での遺伝的多様性を、マイクロサテライトマ

ーカーを指標として解析したところ、遺伝的距離および遺伝的多様性のいずれも、品種と

ほぼ同レベルであることがわかった。性格評価と遺伝子型の関連性については、ネコにつ

いては、アンドロゲン受容体の遺伝子型と「外向性」に弱い関連性が見出された。また、



 
 

イヌについては、セロトニントランスポーターの遺伝子型と「しつけのしやすさ」に弱い

関連性が見出された。 

ニワトリでは、モノアミンオキシダーゼ A 遺伝子２領域で、多型が見出され、調査した５

品種間でアレル頻度間で統計的に高度な有意差が認められ、品種特有のアレルも見出され

た。静岡大学の竹内准教授との共同で、ヒヨコの衝動性との関連性を解析したが、有意な

関連性は見出されていない。他の鳥類種でも、これらの領域の多型を、解析中である。ダ

チョウでは、マイクロサテライトマーカーを用いて、親子判定および集団の多様性解析を

行ったところ、多様性が極めて高く、遺伝指標としてのマーカーの有効性が示された。エ

ミューについては、６マイクロサテライトマーカーを調査し、遺伝標識としては多型性の

高い有効な３マーカーを見出した。キジについては、ニワトリ由来の６マイクロサテライ

トマーカーを調査し、遺伝標識としては多型性の高い有効な１マーカーを見出した。 

ガーナのイヌ、ニワトリ、ホロホロチョウ、ダチョウについて、マイクロサテライトマー

カーを指標として、遺伝的多様性を解析したところ、地域集団間の遺伝的分化は小さいこ

とが判明し、他方、日本の品種と比較すると大きな差があることがわかった。 
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B. 長期保存 
1. 日本鶏の始原生殖細胞による超低温保存と再生技術の効率化 
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要約 

 受精卵の凍結保存が困難である鳥類では、細胞レベルで遺伝資源を長期保存する方法と

して、始原生殖細胞(primordial germ cells: PGC)凍結技術およびキメラ世代を介した個体

再生技術が開発されている。本課題では日本の生きた文化財であり様々な用途に利用され

ている日本鶏のうち熊本種、原種天草大王、会津地鶏、声良および岐阜地鶏を対象に PGC

の収集および凍結保存を行なった。また、PGC からの遺伝資源再生効率を上昇させるため、

キメラニワトリ作製時における宿主胚のもつ内在性 PGC を減少させる方法を開発した。

PGC が血管中を循環している培養 2.5 日胚の血液を除去した場合は、6 日胚における PGC

数は有意に少なくなり、無処置区の約半数までニワトリ胚の内在性 PGC を除去する効果が

認められた。さらに効果的な方法として、ブスルファン徐放性乳化液を卵黄内へ投与する

ことにより、無処置区の 3%未満にまで PGC を減少させることが出来ることが明らかとな

った。また、ブスルファン投与時期を培養 0 時間目と 24 時間目で比較した場合、ドナーPGC

への生存性に影響が少ない投与時期は培養 0 時間目であった。 

 

緒言 

 日本において古代より飼養され、食用および愛玩用となっている日本鶏(17 種類が天然記

念物)の品種の多くは飼養規模が小さく、また飼養数も減少しており、全国で 1000 羽以下

となっているものがほとんどで、絶滅のおそれのある品種もある。このままでは食資源と

しての貴重な遺伝資源が失われるだけではなく、我が国の大切な文化が損なわれてしまう

危険がある。さらに現在、高病原性鳥インフルエンザの発生した輸入相手国に対しては輸

入停止の措置が執られ、国内の発生地域においては大規模な淘汰が行われている状況であ

る。食料としての鶏肉・鶏卵の確保のためには、国内の優良な原種鶏や遺伝資源を確実に

保存しておく必要がある。   

 家禽の品種・系統の維持は、これまで主として生体保存により行われてきた。しかしこ

の方法は施設が必要であるなど高コストであり、重大疾病発生等による喪失の危険がある。

また、ほ乳類のような卵子や受精卵の凍結保存を行うことは、鳥類では巨大な卵黄の存在

により困難である。 



 
 

 私たちはこれまでの研究から、凍結保存した始原生殖細胞（primordial germ cells: PGC）

からキメラ世代を介して遺伝資源を再生できることを示してきた 1)。PGC とは卵子や精子

の起源となる細胞であり、ニワトリでは発生のごく初期からその分化が始まっていると考

えられている。私たちは、PGC の発生分化機構についても研究を行っており、受精後 24

時間の産卵直後の胚においては、その中央部に PGC が集中して存在することを明らかにし

た 2), 3)。そして血管系が発達する孵卵開始後約 40-70 時間目に PGC は血流中を循環しなが

ら徐々に生殖巣の前駆組織である生殖隆起への移動を行い、孵卵 4 日目までには生殖隆起

への PGC の移動は完了する。 孵卵 8 日目からは雌雄それぞれの性に従って、卵子や精子

への分化を開始する。 

 配偶子の保存が難しい鳥類において卵子や精子の起源となる PGC の保存は、種の保存を

行うために有用であるが、キメラ世代を介するため必ずしも保存した PGC 由来の後代が効

率的に得られないことが課題である。保存 PGC からの遺伝資源再生効率を上昇させるため

には、移植される宿主胚の内在性 PGC を除去する方法が有効であると考えられる。これま

で、ニワトリ胚に対するγ線および軟 X 線の照射 4),5)、またはコンカナバリン A やほ乳類

で生殖細胞を除去する効果を有するブスルファン等の薬剤投与 6) ,7)により、ニワトリ胚の

PGC を除去する方法が試みられてきたが、効率的な方法は確立されていなかった。 

 本研究課題では、ジーンバンクにおける家禽の細胞レベルでの保存事業推進に資するた

め、希少品種である日本鶏を対象に PGC の収集を行い、凍結保存を試みた。また、保存し

た PGC から効率的に個体再生を行うために、キメラニワトリ作製に用いる宿主胚の内在性

PGC 除去法の開発を試みた。そのために、PGC の局在する胚の一部を除去する外科的手法

による PGC 除去効果を検討した。さらに、ブスルファンの乳化液を卵黄中へ投与する方法

により、ニワトリ胚の PGC の除去効果ならびにその適切な投与時期を検討した。 

 

方法 

1) 日本鶏 PGC の収集保存 

 熊本種および原種天草大王(熊本県農業研究センター 畜産研究所 中小家畜研究室)、会

津地鶏(福島県農業総合研究センター畜産研究所)および日本の天然記念物である声良鶏(青

森県産業技術センター畜産研究所)、岐阜地鶏(茨城県畜産センター 養鶏研究室)について

受精卵を収集した。これら受精卵は、孵卵器を用いて 38℃、湿度 60%および転卵角 90°で

培養し、発生段階で stage 14-168) となった 2.5 日目胚より血液を採取した。血液採取後の

胚からは、簡易 DNA 抽出法 9)を用いて DNA を抽出し、PCR 法を用いた性判別を行った。

採取した血液は雌雄別に集合させ、Nycodenz を用いた PGC の分離を行った 10)。分離した

雌雄の PGC はそれぞれ凍結保護溶液中に移した後、緩慢凍結法により-80℃に凍結し、液

体窒素中に凍結保存した。異性の宿主に移植して作製されたキメラニワトリにおいては、

ドナーPGC が受精可能な配偶子へ分化することは困難であることがわかっている 11)。ドナ

ーPGC から後代を得るためには、同性の宿主胚へ移植する必要がある。従って、本課題で

は PGC は雌雄に分けて凍結保存することとした。 



 
 

2. 外科的手法による宿主胚からの PGC 除去技術の検討 

 0日胚(stage X)12)においてPGCが局在している明域中央部から 27G注射針を用いて一部

の組織を除去した(胚盤葉細胞明域中央部除去区)。また、PGC が血管内を循環している

stage 14-15 の 2.5 日胚から全採血することにより血液中の PGC を除去することを試みた

(血液除去区)。各処理胚は、体外培養法 13)により培養を継続した後、6 日目胚の生殖巣に対

して、生殖系列細胞特異的抗体である抗ニワトリ Vasa ホモログ(Cvh)抗体を用いたホール

マウント免疫染色を行い、生殖巣における PGC 数を調べた。 

 

3. 乳化ブスルファンによるレシピエント胚の内在性 PGC 除去法の検討 

 ニワトリ胚へ確実に薬剤効果を与えることを目的として、ブスルファンをジメチルホル

ムアミドに溶解した後に PBS で希釈し、等量のごま油と混合することで作製したブスルフ

ァンの徐放性乳化液 (busulfan sustained-release emulsion : BSRE) (75 µg / 50 µl)を 24 時

間培養したニワトリ胚の卵黄中へ投与した 14) (図 1)。BSRE 投与胚は、体外培養法により

培養を継続した後、6 日目胚の生殖巣に対して、生殖系列細胞特異的抗体である抗 Cvh 抗

体を用いたホールマウント免疫染色を行い、生殖巣における PGC 数を調べた。また BSRE

投与時間がドナーPGC の移動能や生存性に影響を与えるかを解析するため、BSRE を培養

0 時間目胚(stage X)および培養 24 時間目の胚に投与し、それぞれ培養 2.5 日目に赤色蛍光

色素を付着させたドナーPGC を移植した。処理胚の 6 日目胚の生殖巣に対して Cvh 抗体を

用いたホールマウント蛍光免疫染色を行い、生殖巣における赤色蛍光色素をもつドナー

PGC 由来の細胞数および緑色蛍光色素を持つ全 PGC を比較することによって、生殖巣中

の PGC におけるドナーPGC の割合を調べた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

結果 

1) 日本鶏 PGC の収集保存 

 熊本種 34 個、原種天草大王 32 個、会津地鶏 39 個、声良鶏 18 個および岐阜地鶏 64 個

図１．乳化ブスルファン液の卵黄内投与法およびその薬剤動態 

乳化液は浮上して胚に接触するため、 

確実に薬剤効果を与えられる 

ニワトリ胚 

卵黄 

乳化ブスルファン液を卵黄中へ注入 

(75µg / 50µl ) 
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の胚から PGC を収集した。収集した PGC は、品種、性別ごとに凍結保護溶液へ移した後、

液体窒素中で凍結保存した。 

 

2. 外科的手法による宿主胚からの PGC 除去技術の開発 

 各処理後の 6 日胚生殖巣中における PGC 数は、無処理区(平均 1496 個)に対して、血液

除去区(平均 760.9 個)では有意に少なく（P<0.05）、ニワトリ胚の内在性 PGC を除去する

効果が認められた。一方、胚盤葉細胞明域中央部除去法(平均 1069.6 個)では、無処理区に

比較して有意差はなく、効果は認められなかった。 

 

3. 乳化ブスルファンによるレシピエント胚の内在性 PGC 除去法の検討 

 ブスルファン徐放性乳化液 (BSRE)を投与したニワトリ胚の生殖巣を解析した結果、無処

理胚のPGC数(平均1307個)に比較して BSRE処理胚におけるPGC数は平均37.3個であり、

BSREは、6日目胚における生殖巣のPGC数を無処置区の3%未満にまで減少させる効果があ

ることが明らかとなった10) (図2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 また BSRE 投与時間がドナーPGC の移動能や生存性に影響を与えるかを解析した。その

結果、6 日目胚におけるドナーPGC が総 PGC 数に占める割合は無処理胚(平均 3.2%)に比

較して、放卵直後に BSRE を投与した胚では平均 92.4%、培養 24 時間目投与胚平均 76.5%

と両投与区とも有意に高かった。6 日目胚におけるドナーPGC 数について放卵直後投与区

と培養 24 時間目投与区を比較した結果、培養 24 時間目投与区が平均 32.9 個であるのに対

図2．乳化ブスルファン液を投与した6日目胚の生殖巣における始原生殖細胞 

無処理胚 
乳化ブスルファン液投与胚 (A) 

(赤紫の点が始原生殖細胞) 

乳化ブスルファン液投与胚 (B) 

(97%除去) (100%除去) 

A 
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して放卵直後投与区では平均 151.1 個と有意に多かった。 

 以上より、ブスルファンは徐放性乳化液にして卵黄内へ投与することにより内在性 PGC

を安定的に除去する効果があることが明らかとなった。また、ドナーPGC 由来の後代の割

合が高い生殖系列キメラの作出するためには、レシピエントとなる胚へ放卵直後に BSRE

を投与することが最も有効であることが明らかとなった。 

 

考察 

 私たちは、鳥類の遺伝資源を保存する手段として PGC の凍結保存が有効であることを実

証してきた。それをふまえ、平成 15 年度より平成 20 年度までの農業生物資源ジーンバン

ク事業課題において尾長鶏、烏骨鶏等の天然記念物 9 品種を含む 12 品種の PGC を収集お

よび保存した。今後も継続して品種および凍結保存細胞数を増加させていく予定である。

しかし、鳥類遺伝資源の保存において、細胞による保存法はまだまだ補助的なものにとど

まっている。これは本法が遺伝資源の保存・再生技術としては未熟であると考えられてい

ることも一因である 15)。凍結 PGC による遺伝資源の保存法を普及させるには、PGC の凍

結保存技術およびキメラニワトリ作製技術の高度化と簡便化を図らねばならない。具体的

には凍結融解後の細胞数の減少を防ぐ細胞凍結法の開発を行うこと、そして移植する PGC

由来の産子を効率的に得るため、キメラニワトリ作製において、宿主胚のもつ内在性 PGC

を減少させることが重要である。 

 ほ乳類において生殖細胞を除去する効果を持つブスルファンは、ニワトリにおいても

PGC 除去効果があると考えられ、古くから研究が行われてきた。しかしながら、これまで

ブスルファン投与したニワトリ胚で安定的にPGCが除去される胚や個体は得られてこなか

った。今までの方法では卵黄内または卵白内に投与したブスルファンは直ちに分散してし

まい、胚へ確実に効果を与えることは困難であった。私たちは本課題においてブスルファ

ンをジメチルホルムアミドに溶解した後 PBS で希釈し、ごま油と混合することで作製した

溶液を卵黄中へ投与するという簡便な方法により、安定的にニワトリ胚から除去する技術

を開発した。これは乳化することによりブスルファン溶液の比重が軽くなり、卵黄頂部に

存在する胚へ確実に薬剤を接触させて効果を与えることができることになったこと、また、

乳化により徐放性を持たせることで比較的長く効果を持続させることができるようになっ

たためであると考える。さらに本課題では、移植するPGCの生存性への影響が少ないBSRE

の投与時期も決定することができた。従って、本課題で開発したブスルファン徐放性乳化

液 (BSRE)卵黄内投与法は、キメラニワトリから移植した PGC 由来の後代を効率的に得る

ために非常に有用な方法として利用されることが期待される。 

 日本のニワトリのみならず、世界的にも食や羽毛の供給源または愛玩用として飼養され

ているニワトリ、ウズラ、アヒルといった家禽において、多くの種が絶滅の危機に瀕して

いることがわかってきた。2000 年に国連食糧農業機関(FAO)より発表された世界の農業動

物遺伝資源の動向によると、世界中で家禽として利用される鳥類(1049 品種)の半分以上が

絶滅または絶滅危惧種とされている 16)。特に 1995 年から 1999 年までの間にその割合は



 
 

51%から 63%に増加した。食資源としての家禽品種の画一化が進んでしまうと、将来的に

疾病や地球環境の変化に対応できなくなってくることが懸念されるため、家禽の遺伝的多

様性を維持する必要性が高まってきた。本研究課題で開発された技術は、家禽の効率的な

細胞レベルでの遺伝資源の保存を行う上で非常に有用となることが考えられる。今後は、

この技術を基礎として、ウズラ、アヒル等の他の家禽における技術開発を行い、世界の家

禽の遺伝資源保存に貢献していきたいと考える。 
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B. 長期保存 
2. カイコ遺伝資源の凍結保存法の開発 
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研究の目的 

カイコ遺伝資源の生殖質の凍結保存を目的として，保存技術の向上を図る

結果概要 

無凍結の場合の卵巣移植 

3齢卵巣を3齢幼虫に移植すると50％の産下蛾率が得られ、4齢卵巣を、3齢幼虫に移植し

た場合でも産下卵率は44.9％で、3齢卵巣を3齢幼虫に移植した場合に高い値が得られた。 

 

卵巣の液体窒素による凍結 

ジメチルスルホシキド（グレース昆虫培地中）1.5Ｍを使用し、液体窒素の蒸気中に30分

間、その後液体窒素に浸漬して30分間凍結した。最適凍結速度は1～2℃／分であった。 

3 齢卵巣を 3 齢幼虫に移植すると 5.6％産下卵率が得られた。4 齢卵巣を 4 齢幼虫に

移植した場合に 8.7％、5 齢卵巣を 5 齢幼虫に移植した場合に 1.8％、4 齢卵巣を 3 齢

幼虫に移植した場合には 20％の産下卵が得られた。凍結卵巣移植の場合には 4 齢卵巣を 

3 齢幼虫に移植した場合に高い値が得られた。 

 

精子の液体窒素による凍結 

農業生物資源研究所のpndと特支2号の雄蛾の貯精嚢から精子を採取し、液体窒素により

凍結した。その精子を融解し、雌蛾に人工授精したところ、19年度は受精卵は得られなか

った。 

 

卵巣と精子を液体窒素で凍結した両生殖質から受精卵の作成 

「ひたち×にしき」の 4 齢幼虫の卵巣を採取し液体窒素中に 24 時間凍結保存した卵巣

を，凍結融解後に 3 齢宿主（ｗ-2）に移植したカイコを人工飼料で飼育して，羽化した雌

蛾に凍結精液を人工授精した。用いた精液は，ｗ-2の雄蛾から採取し，液体窒素中で凍結

し，37℃で融解し精液を活性化処理した。また通常の「ひたち×にしき」の雌蛾に凍結融

解精液を人工授精したところ，ほぼ自然交尾と変わらない受精卵が得られた（表-1:対照）。 

3 回の反復試験では，羽化した雌蛾総数 88 蛾に凍結精液を人工授精して得られた産卵

蛾数 8 蛾（9%）で，平均産下卵数 35 粒，受精率 60．4%であった（表-1）。産下された

受精卵は正常卵色（黒卵）を示しており，移植卵巣の由来する卵であることが確認された。 

６．研究成果の公表

 竹村洋子・持田裕司 (2008) : カイコ遺伝資源の凍結保存：カイコの生殖質凍結保存技術

の現状と応用の可能性. 蚕糸・昆虫バイオテック, 77, (1) 9-16.  
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表-1 凍結卵巣移植した雌蛾に凍結精子を人工授精した産卵成績 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 齢の凍結卵巣を液体窒素中に 24 時間凍結保存した; 融解後 

        3 齢幼虫に移植し, 羽化した雌蛾に凍結精子を人工授精した.対 

照は，通常の雌蛾に凍結精子を人工授精した. 

 

 

 

 

 

産下
卵数

受精
卵数

受精
率

 (A) (B) (%)  (C)  (C/B) % (粒) (粒) (%)

対照 10 10 100 10 100 516 503 97.5

1 27 25 92.6 2   8.0 54 47 88.0

2 36 34 94.4 3   8.8 25 11 40.3

3 29 29 100 3 10.3 27 14 53.0

平均 31 29 95.7 3   9.0 35 24 60.4

平均産卵成績
実
験
区

移植
頭数

発蛾頭数
受精卵産卵

蛾数
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