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本試験では、特産鶏名古屋種の羽性が、遅羽性（ ）遺伝子に連鎖する内在性ウイ摘要： Ｋ

ルス遺伝子 をマーカーに用いたPCR（Polymerase chain reaction）法によって判別ev-21

できるか検討した。形態上速羽性と遅羽性に判定された名古屋種と羽性が完全に固定され

た白色レグホーン種（速羽系統と遅羽系統）から血液を採取し、鋳型となるゲノムDNAを

抽出した。 PCR反応は、 の３'末端側のLTR（long terminal repeat）を検出するプev-21

ライマーセットを用いて行った。反応終了後、増幅されたDNA断片を２％アガロースゲル

で電気泳動し、その大きさを確認した。その結果、速羽性と判定された名古屋種と速羽性

の白色レグホーン種では、雌雄のサンプルともに396bpの位置に明瞭なDNAバンドが検出さ

れた。一方、遅羽性と判定された名古屋種と遅羽性の白色レグホーン種では、396bpのDNA

バンドのほかに に由来する341bpのDNAバンドが雌雄ともに検出された。これらの結ev-21

果から、名古屋種の羽性が をマーカーに用いたPCR 法によって容易に判別できるこev-21

とが明らかになった。よって、本試験で用いた羽性判定技術は名古屋種の羽性を固定する

際に利用できることが示唆された。
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Determination of Feathering in Nagoya Breed Using PCR
21for Screening an Endogenous Virus-
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The present study was attempted to estimate the determination of featheringAbstract：
in Nagoya breed using a polymerase chain reaction (PCR) for screening an avian
endogenous virus-21 ( ) that is closely associated with the dominant sex-linkedev-21
late-feathering gene ( ). DNA samples for the PCR assay were obtained from NagoyaK
breed separated based on the length of wing feathers at hatch, and from
early-feathering (EF) and late-feathering (LF) White Leghorns as control. The PCR was
performed using primers for detection of 3' long terminal repeat (LTR) of . Theev-21
PCR products were analyzed by 2% agarose gel electrophoresis to ascertain
amplification of target sequences. Of both Nagoya breed and White Leghorn, EF
chickens produced a single amplified band at 396bp, and LF chickens showed two bands
at 341bp and 396bp. Consequently, it is possible to distinguish early-feathering from
late-feathering in Nagoya breed using this PCR assay for . These results suggestev-21
that the PCR analysis could be useful to make EF and LF lines in Nagoya breed.
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緒 言

初生雛の翼は主翼羽と覆翼羽の２層構造となっていて、

上層が覆翼羽、下層が主翼羽となっている。卵から孵化

したばかりの初生雛の翼を観察すると、この主翼羽の伸

長が速い個体（速羽性）と遅い個体（遅羽性）が見られ

る。この形質は性染色体であるＺ染色体上に存在するＫ

遺伝子によって支配され、遅羽性（ ）は速羽性（ ）K k+

に対して完全優性であることが報告されている 。速羽1)

性の雄（ ）を遅羽性の雌（ )に交配すると、生k /k K/－+ +

まれてきたヒナの遺伝子型は雄では となり、すべてK/k+

遅羽性を示し、雌では となり、すべて速羽性を示k /－+

すため、この交配様式は、現在多くの採卵鶏や肉用鶏で

羽性による初生雛の雌雄鑑別に利用されている。一方、

名古屋種においても、初生雛の主翼羽の伸長に違いが観

察され 、羽性鑑別の可能性が示唆されている。2)

これまでに表現形質である羽性の遺伝様式から遅羽性

（Ｋ）遺伝子はＺ染色体上に存在することが明らかにな

っているが、その遺伝子本体のDNA配列は現在までに解

明されていない。しかし、近年になってBaconら は、ニ3)

ev-ワトリ白血病ウイルス由来の内在性ウイルス遺伝子

が、Ｋ遺伝子の近くに存在し、連鎖していることを確21

認し、また、Smithら は、Ｋ遺伝子と の遺伝子間4) ev-21

の距離が0.3 cM 以内であることを推測したことから、

がＫ遺伝子を検出するためのDNAマーカーとなりえev-21

ることが明らかになってきた。さらに、Iraqiら は羽性5)

evが固定された白色レグホーン種の系統を用いて、この

をDNAマーカーとしたPCR法によって速羽性と遅羽性- 21

の判別ができることを明らかにした。そして、これまで

にいくつかの採卵鶏や肉用鶏の品種や系統について羽性

と の関係が調査されてきた が、名古屋種についev-21 6－10)

てはその関係がまだ解明されていない。

そこで、本試験では名古屋種の羽性が内在性ウイルス

遺伝子 をDNAマーカーとして用いたPCR法によってev-21

判別できるか検討した。

材料及び方法

１ 供試鶏

供試鶏には、2001年３月21日に孵化した名古屋種（雄

雌合計1,049羽）と、対照として速羽性及び遅羽性に完

全に固定された白色レグホーン種（速羽性：雄雌各10羽、

遅羽性：雄雌各10羽）を用いた。

２ 形態による羽性判定

主翼羽が覆翼羽より長いものを速羽性、主翼羽が覆翼

羽と同じ程度の長さか、短いものを遅羽性として、名古

屋種の初生雛の羽性判定を行い、速羽性及び遅羽性の白

色レグホーン種の翼や羽根の形態と比較した。

３ PCR法による羽性判定

(1) ゲノムDNAの調整

血液採取は0.5 mol エチレンジアミン四酢酸

（EDTA）pH8.0 10 μL を加えたシリンジを用いて行い、

翼下静脈から静脈血を１ mL 採取した。ゲノムDNAの抽

出は20 μL の血液からDNA抽出キット、Genとるくん血

液用（Takara）を用いて行った。抽出したDNAは500

μL のTE（10 mmol Tris- HCl、１ mmol EDTA、pH

8.0）に溶解して用いた。

(2) PCR法

プライマーはIraqiら の報告に従って、 に隣接5) ev-21

した領域と の３'末端側のLTRに設計したものを用ev-21

いた（図１）。それらのプライマーのうち、センスプ

図１ PCR反応で用いられたプライマー

矢印で示したGS-９、10、13は本試験で用いたプライマーを表している。棒線はPCR反応

によって増幅が期待されるDNA断片の大きさを示している。 はニワトリ白血病ウイルev-21

ス由来の内在性ウイルス遺伝子で、Z染色体上にある重複した配列の一方に挿入されている。
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ライマーは5'-ＡＡＴＧＧＴＡＣＴＡＣＡＧＡＧＡＡＧ

ＧＴＡＧＧＡＡＴＡＴＣ-３'（GS-9、29 mer ）と５'-

ＧＧＴＧＴＧＣＡＣＣＴＧＧＧＴＧＴＡＧＡＴＧＧＡ

ＣＡ-３'（GS-13、26 mer ）で、アンチセンスプライ

マーは５'-ＣＣＴＡＧＡＡＣＡＣＴＧＧＡＣＡＴＧＧ

ＴＡＴＧＡＴＡＴＣＴＣＡＧＣＣ-３'（GS-10、34me

r）で、それぞれの濃度は100 μmol になるように調整

された。

PCR反応液は表１に示したとおりで、調整後はミネラ

ルオイル（Sigma）を50 μL 滴下し、サーマルサイク

ラーによるPCR反応を行った。PCR反応は94℃（熱変

性）45秒、56℃（アニーリング）１分、72℃（伸長）

１分の反応を40回行った。

(3) DNA断片の確認

PCR反応終了後は、反応産物を１×TAE（40 mmol Tri

s-acetate、１mmol EDTA、pH8.5）で調整した２％アガ

ロースゲルを用いて電気泳動（100Ｖ、60分）し、エチ

ジウムブロマイドで染色した後、UVイルミネーターで

DNA断片を確認し、写真撮影を行った。

試験結果

１ 羽性の形態上の比較

白色レグホーン種の初生雛の羽性を図２、名古屋種の

初生雛の羽性を図３に示した。対照として用いた白色レ

グホーン種は材料及び方法で述べた翼の構造を示し、名

古屋種においても形態的には白色レグホーン種と大きな

違いは見られず、速羽性と遅羽性に分けることができた。

その結果は、速羽性が819羽（78.1％）で、遅羽性が230

羽（21.9％）であった（表２）。

２ PCR法による羽性判定

羽性判定のため、PCR法で増幅したDNA断片を電気泳動

した結果を図４に示した。速羽性の白色レグホーン種で

表１ PCR反応液の組成

使用量 最終濃度

鋳型DNA溶液 ５ μL

10×PCRバッファー（15 mmol Mg ） 2.5 μL 1/102+

dNTPミックス（2.5 mmol） ２ μL 0.2 mmol

GS- 9プライマー（100 μmol） 0.1 μL 0.4 μmol

GS-10プライマー（100 μmol） 0.1 μL 0.4 μmol

GS-13プライマー（100 μmol） 0.1 μL 0.4 μmol

Taq DNA ポリメラーゼ（５Ｕ μL ） 0.1 μL 0.02 U-1

滅菌蒸留水 15.1 μL

全 量 25.0 μL

注 Taq DNA ポリメラーゼ：Gene Taq（ニッポンジーン）

図２ 白色レグホーン種の初生雛の羽性

上：速羽性、下：遅羽性

図３ 名古屋種の初生雛の羽性

左：速羽性、右：遅羽性
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表２ 名古屋種の速羽性及び遅羽性の割合

孵化日 発生ヒナ 速羽性 遅羽性

2001/3/21 1,049羽 819羽（78.1％） 230羽（21.9％）

注 羽数は雄雌の合計

図４ 内在性ウイルス遺伝子 をマーカー用いた羽性判定ev-21

Ｋ遺伝子の存在を示す 特異的バンドは341 bp に、両羽性に共通なバンドは396 bp に現れてev-21

いる。

M：サイズマーカー（φX174/ Ⅱ）、１：白色レグホーン種，速羽性，雄、２：白色レグホーンHinc

種，速羽性，雌、３：白色レグホーン種，遅羽性，雄、４：白色レグホーン種，遅羽性，雌、５：名

古屋種，速羽性，雄、６：名古屋種，速羽性，雌、７：名古屋種，遅羽性，雄、８：名古屋種，遅羽

性，雌

は、雌雄のサンプルともに、396 bp の位置に明瞭なDNA

バンドが検出された。同様に、形態上速羽性と判定され

た名古屋種でも雌雄ともに396 bp のDNA断片を示すバン

ドが検出された。一方、遅羽性の白色レグホーン種では、

雌雄のサンプルともに、341 bp と396 bp の位置に明瞭

なDNAバンドが検出され、遅羽性と判定された名古屋種

においても同様なバンドパターンが検出された。

考 察

現在、ニワトリ初生雛を雌雄鑑別する時に、羽性（速

羽性、遅羽性）や羽色（金色、銀色）の違いを利用した

鑑別は世界中で広く用いられている。日本においてもす

でに採卵実用鶏の９割はこれらの鑑別ができる鶏種で占

められている。羽性や羽色による鑑別の大きな利点とし

ては、総排泄腔部の生殖突起の有無によって性判別する

肛門鑑別より２～３倍の速さで雌雄鑑別でき、さらに、

初生雛鑑別師の資格がない人でも容易に性判定できるこ

となどが挙げられる。羽性鑑別の場合、その精度は、品

種や系統による違いはあるが、99％以上と言われ、肛門

鑑別に劣らないものである。

この羽性による雌雄鑑別を行うためには、雄種鶏を速

羽性に、雌種鶏を遅羽性に完全に固定することが重要で

中村 他４名：内在性ウイルス遺伝子 をマーカーに用いたPCR法による名古屋種の羽性判定ev-21
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ある。そこで、それらの種鶏を作出する際に形態的に羽

性を分けることと併せて、遺伝子レベルでの羽性の確認

を行えば、羽性の固定はより確実なものになると考えら

れる。

遺伝子レベルで羽性を識別するためには、Ｋ遺伝子の

DNA配列が必要となるが、現在までにその遺伝子本体は

同定されていない。しかし、Baconら は、内在性ウイル3)

ス遺伝子 が、Ｋ遺伝子の近くに存在し、連鎖してev-21

いることを確認しているため、 がＫ遺伝子を検出ev-21

するためのマーカーとなりえることが示唆されている。

さらに、Iraqiら は白色レグホーン種において を5) ev-21

マーカーに用いたPCR法でＫ遺伝子を間接的に検出し、

遺伝子レベルで羽性判定ができることを証明している。

今回の試験で、名古屋種の初生雛において白色レグホ

ーン種と同様に、速羽性や遅羽性という翼の形態の違い

が観察されたことから、名古屋種に羽性鑑別を導入でき

ることが確認できた。さらに、Iraqiら が報告したPCR5)

法によって名古屋種の羽性判定を行った結果、速羽性と

判定された個体からは396 bp のDNAバンドが検出され、

遅羽性と判定された個体からは396 bp と341 bp のDNA

バンドが検出され、名古屋種においても白色レグホーン

種と同様に遺伝子レベルで羽性を識別できることが示さ

れた。

ここで検出された341 bp のDNAバンドは の一部ev-21

が増幅されたもので、遅羽性と判定された個体だけに検

出されていた。したがって、遅羽性の名古屋種は遅羽性

の白色レグホーン種と同様に を保有していることev-21

が明らかになった。一方、396 bp のDNAバンドは速羽性、

遅羽性のいずれの個体にも検出されていたが、これは図

１に示したように、 がニワトリＺ染色体上にあるev-21

重複した配列の一方に挿入された構造をしている ため、10)

両方の羽性で増幅されたものと思われる。

また、本試験で用いた遅羽性と判定された名古屋種の

雄には、Ｋ遺伝子のホモ接合体（ ）とヘテロ接合体K/K

（ ）が混在していたと思われるが、今回用いたPCRK/k+

法の結果からは明らかにすることはできなかった。今後

は を利用して、 と の判別ができる手法の開ev-21 K/K K/k+

発を検討する必要があると思われる。

以上のことから、名古屋種の羽性が をマーカーev-21

に用いたPCR 法によって判別できることが明らかになっ

た。そして、この遺伝子レベルでの羽性判定技術は名古

屋種の羽性の固定化をより正確で、かつ迅速なものにす

ると期待できる。
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