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品種間の遺伝子型およびアリル頻度の解析
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TV乱遺伝子は，トリ白血病肉腫ウイルスサブグループA(ASLV.A)に対する感受性および抵抗性を決定する遺伝子で

あり，感受性および抵抗性を示す変異（それぞれα型およびb型(4bpの挿入))が報告されている。本研究では,TVl4

遺伝子の変異について，独立行政法人家畜改良センターで保有しているニワ|、リの遺伝子型頻度およびアリル頻度を調査

した。本研究で供試したニワトリ品種・系統群は，白色レグホン(01系統および11系統),ロードアイランドレッド(YS

系統)，白色ﾌﾟリマスロック(LA系統),横斑ﾌﾟリマスロック(XS系統),ライトサセックス，アローカナ，名古屋種，三

河種および軍鶏である。遺伝子型は新たにプライマーを設計し，得られたPCR産物の電気泳動パターンから判定した。ま

た本研究では，これまでの報告以外のアリルが検出されたため，各アリルについて塩基配列を決定した。本研究で用いた

9品種10系統の集団から，全部で7つの遺伝子型が検出された。本研究において，α型およびb型アリル以外に，

Genbankで登録されているc型(7bpの挿入）および新規の‘型(6bpの欠損）アリルが検出された。本研究から，白色

プリマスロック(LA系統),ライトサセックス，アローカナ，名古屋種およびロードアイランドレッドでは，完全に遺伝

子型ααで固定されており，白色レグホン(11系統）については，遺伝子型頻度0.98とほとんどの個体が遺伝子型“であ

ることがわかった。また，白色レグホン(01系統）では，遺伝子型66に完全に固定されていた。軍鶏では，遺伝子型αc

および“が同程度の割合で存在していた。横斑プリマスロック(XS系統）および三河種では，遺伝子型αα,αdおよび〃

が存在していた。このように本研究から,TVA遺伝子について新規の変異が検出され，集団間で多様性を示すことが明ら

かとなった、

キーワード;TI/k4遺伝子，遺伝子型頻度，ニワトリ白血病ウイルス，抗病性，ニワトリ

知られている。これは病気に対する抵抗性の多くがポリジーン効

果により支配されていると考えられているためである(Lamont,

1998)。マレック病に対する抵抗性の改良は，ニワトリにおける選

抜実験の成功例の一つである(Cole,1968)。しかしながら，抗病

性の選抜実験には，時間，労力，施設など多くのコストがかかっ

てしまうなど問題点がある。近年,DNAマーカーの情報が蓄積

されるとともに統計学的手法も発達してきたため，病気に対する

抵抗性に影響を与える遺伝子の探索が行われてきた(Vallejo"

(zJ.,1998;Yonash"".,1999;AbashtaaJ.,2006;Uemoto"

fzI.,2009)。病気に対する抵抗性の原因変異もしくは原因変異と連

鎖不平衡の関係であるDNAマーカーを特定することができれ

ば，マーカー利用選抜などを用いることで，改良が困難な形質に

ついても，正確度の高い急速な改良が可能となる。

TI/J4遺伝子は，トリ肉腫および白血病ウイルス(ASLV)-Aに

対する感受性および抵抗性を決定する遺伝子であり,ASLV-A

が細胞|ﾉ1へと侵入するときのレセプターをコードしている。この

レセフ･ターの特徴として，低密度リポタンパク質受容体(LDLR)
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病気に対する抵抗性は，ニワトリの育種において重要な目標の

一つとなっている。特に感染症に対する感受性・抵抗性について

は，肉用鶏および卵用鶏における飼養費用の増加や生産物の低下

に大きな影響を与えている。実際に，出荷時体重の増加や産卵率

の増加を目標に選抜された個体群では，病気に対する抵抗性や免

疫能が低下していることが指摘されている(KnapandBishop,

2000;McKayaaj.｡2000)。

抗病性を改良するための遺伝的な方法として，主に家系選抜が
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のリガンド結合ドメイン(LDL-A)を含んでいることがあげられる

(Bates"".,1993;Younggml.,1993)｡TVAの細胞外ドメイン

に存在するLDL-Aは,ASLV-Aの侵入に際して重要な役割を持

つ領域の一つであり，必要不可欠な役割を持つ(Batesem/.,1993;

RongandBates,1995)。近年になり,TI/l4遺伝子は第28番染色

体に位置づけられることが報告された(EllederaaL,2004a)。

TI/:A遺伝子の完全長cDNA配列がElledereml.(2004b)によ

り決定され，全長型および短縮型の選択的スプライシング変異が

存在することが報告された。また,Ellederer(zI.(2004b)は，

ASLV-A抵抗性系統で2つの異なる変異(TVA『およびTVA'2)

を報告した。TVA『はエキソン2内に存在し,LDL-Aドメインの

アミノ酸置換（システインからトリプトファン）を引き起こす結

果，立体構造が変化し受容体としての機能を著しく低下させる役

割を持つと考えられている。TVA'2はエキ､ノンl内の4bpの挿

入であり，フレームシフトにより受容体タンパク質を未成熟な状

態で生成してしまう。

本研究では,ASLV-A抵抗性を示す変異のうち，特にフレーム

シフトにより受容体タンパク質を未成熟な状態で生成する変異で

あるTyA瘤に注目し，独立行政法人家畜改良センターで保有し

ているニワトリ品種・系統群で,TVA''2変異の遺伝子型頻度およ

びアリル頻度がどのように異なるのかを調査し，集団内の

ASLV-A抵抗性変異の頻度を把握することを目的とした。

材料と方法

1．供試鶏

本研究で供試したニワトリ系統群は，独立行政法人家畜改良セ

ンター岡崎牧場で保有している白色レグホン(01系統および’1

系統をそれぞれ60羽および95羽)，ロードアイランドレッド

(YS系統:76羽),白色ﾌﾟリマスロック(LA系統:30羽),横斑

プリマスロック(XS系統:50羽),ライトサセックス(30羽),

アローカナ（30羽)，名古屋種（30羽)，三河種（30羽）および独

立行政法人家畜改良センター兵庫牧場で保有している軍鶏（30

羽）である。

2．PCR反応および電気泳動

ニワトリTV24遺伝子のエキソンI内の遺伝子型を判定するた

めに，境其配列(GenBankaccessionno.AY531258)から,TVZd

エキソンl領域をDNA増幅するためのプライマー分子として，

新たにオリゴヌクレオチド(5'-CTGCGCGCCGTCCGCCCGCT-3'

および5'-GGCCGCCTGCACTCACCGTTGCCG-3')を設計し

た（図l)。

ゲノムDNAは，フェノール・クロロホルム法により血液から

抽出し,20n9/"に調整した。PCR反応は，フォワードフ°ライ

マーおよびリバースフ。ライマーを各6.25pmol,dNTPを各0．2

mM,Tris-HCl(pH8.3)を10mM,KClを50mM,MgCl2を1．5

mM,AmpliTaqGoldDNAポリメラーゼ(AppliedBiosystems

Japan,Tokyo,Japan)を0.375U,合計10"jで行った。PCR反

応条件は，94℃で10分に続いて,94｡Cを30秒,55℃を30秒，

72℃を30秒で35サイクル行い，最後に72℃で5分の伸張反応

を行った。得られたPCR産物は,8%ポリアクリルアミドゲルを

用いて電気泳動を行い，遺伝子型判定を行った。
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TyA遺伝子におけるプライマーの設定部位

TVA遺伝子のエキソンlとエキ､ノン2を示すoフ

ライマーはエキソンl内に設定し,PCR産物は66

bpとなる。

3．塩基配列の解析

本研究では，エキ､ノンl内のアリルのうち,Ellederaa1(2004

b)の報告が示すα型アリルに相当する66bpのアリルとは異な

るDNAが増幅されたため，増幅されたそれぞれのDNA断片に

ついて塩基配列を決定した。上記で記した方法でPCR反応を行

い,PCR産物については,ABIBigDyeTerminatorSequencing

kitv31(AppliedBiosystemsJapan,Tokyo,Japan)を用いて

ダイレクトシーケンスを行った。シーケンスフ･ライマーはPCR

反応に用いたプライマーで行った。シーケンス反応条件は，94℃

を20秒,55℃を10秒,60｡Cを4分で35サイクル行った。塩基

配列はABIPRISM3730DNASequencerandSequencing

Analysis34(AppliedBiosystemsJapan,Tokyo,Japan)を用

いて決定した。

結果および考察

l.遺伝子型について

TVAエキソンl配列の電気泳動像について，図2に示した。

本研究で用いた9品種10系統の集団から，全部で7つの遺伝子

型が検出された。Elledereml.(2004b)は,2つのアリル（感受

性アリルTVAsおよび抵抗性アリルTVAr2)を報告しているが，

本研究では，塩基配列の結果から，この2つ以外のアリルが検出

され，図3の4タイプ･のアリルが特定された。ElledereZ(zZ.(2004

b)は，本研究で検出されたα型アリルをTVAs,6型アリルを

TVA'zとして報告しているが，本研究では，新たにc型アリル(7

bpの挿入:TVA'3)およびd型アリル(6bpの欠損:TVAd)が

検出された。c型アリルについては,Genbank(accessionno.

BM486807およびBM488087)で登録されているが,d型アリル

については，本研究で初めて検出された。

Q,6,Cおよび‘型アリルのアミノ酸配列について，図3に示

す｡Elleder""(2004b)は,TVA'2はエキ､ノンl内に4bpの挿

入を起こし，フレームシフトにより受容体タンパク質が未成熟な

状態で生成すると報告している。本研究で検出されたc型アリル

は,7bpの挿入であり，この挿入によりフレームシフトが起こ

る。図3より，アミノ酸配列を比較したところ，6型アリルと似た

配列を示し，感受性を示すα型アリルとは異なることから，この

c型アリルについても抵抗性を示す可能性が示唆される。しかし

ながら，これまでc型アリルを持つ個体の表型値に関する報告が

ないため，今後，表型値との関係について調査する必要がある。

d型アリルについては,6bpの欠損であり，この欠損が起こるこ
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TVZ4遺伝子エキソンlにおけるPCR産物の電気泳動像

MはDNAマーカーのサイズスタンダードを示す。アリルα,6,cおよびdをそれそごれ感受型,4bp挿入,7bp挿入お

よび6bp欠損アリルとす~る。列番号のうち,1と2は遺伝子型αα,3と4は遺伝子型α6,5と6は遺伝子型66,7と8

は遺伝子型αc,9と10は遺伝子型cc,11と12は遺伝子型(zd,並びに,13と14は遺伝子型ddを示す。遺伝子型α6,

αcおよびααではそれぞれ74bp,79bpおよび74bp付近にマイナーバンドが見られた。
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TVu4遺伝子エキソンlのアリルおよびアミノ酸配列予測

α型は感受型(TVAs),6型は4bp挿入(TVA'z),c型は7bp挿入(TVA'3),α型は6bp欠損アリル(TVAd)を

示し，数字は塩基数を示す。アミノ酸配列において，＊はα型と同じ配列，－は欠損部位を示す。

図3

ス，アローカナ，名古屋種およびロードアイランドレッドでは，

完全に遺伝子型“で固定されており，白色レグホン(11系統）

については，遺伝子型頻度0.98とほとんどの個体が遺伝子型“

であった｡α型アリルは，感受性アリルであることから，本集団の

個体群は,ASLV-Aによる感染が起こる可能性が示唆される。実

際に,Uemotoeml.(2009)は，本集団で用いた白色レグホン(11

系統）およびロードアイランドレッド(YS系統）の各系統を用い

てラウス肉腫ウイルス(RSV)A株の感染試験を行ったところ，

腫瘍がそれぞれ84.0%および93.1%の高い割合で形成された。

RSVはu-sγc遺伝子が存在しているという違いがあるが,ASLV

に属しており,RSVとASLV-Aはともに同じ受容体を介して細

胞内に進入することが報告されている(Crittendenem/.,1967)｡

このことから，本集団で用いた品種・系統のうち，遺伝子型αα

を持つ個体については,Elledere"l.(2004b)と同様にASLV．A

に対して感受性を持つことが示唆される。

白色レグホン(01系統）では，遺伝子型肋に完全に固定され

ていた。b型アリルは，抵抗性アリルであることから,ASLV-A

とでN末端側の細胞外ドメインのアミノ酸が2つ欠損するが，

この領域はLDL-A領域ではないことから,ASLV-Aの感受性・

抵抗性に影響を与えないアリルであることが推測される。ウズラ

ではTVZ4の塩基配列において，欠損がみられた配列近傍で2ア

ミノ酸を欠損しているが,ASLV-Aに対して感受性を示す

(ElledergZ",2004b)。しかしながら，これまでd型アリルを持

つ個体についても，表型値との関係についての報告がないため，

今後調査していく必要がある。

2．品種・系統ごとの対立遺伝子頻度の比較

本研究では，白色レグホン(11系統および01系統),ロードア

イランドレッド(YS系統),白色プリマスロック(LA系統),la

斑プリマスロック(XS系統),ライトサセックス，アローカナ，

名古屋種，三河種および軍鶏の計9品種10系統について,TIZA

遺伝子エキソンlのアリルについて調査を行った。各品種の調査

個体数，遺伝子型頻度およびアリル頻度については，表lに記し

ている。

本研究では，白色プリマスロック(LA系統),ライトサセック
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表1．各品種・系統における調査個体数，遺伝子型頻度およびアリル頻度

遺伝子型頻度！ アリル頻度！
品種・系統 個体数

αaα6acα‘bbccddq6cd

白色ﾌﾟリマスロック(LA系統）

ライトサセックス

アローカナ

名古屋種

ロードアイランドレッド(YS系統）

白色レグホン(01系統）

白色レグホン(11系統）

軍鶏

横斑プリマスロック(XS系統）

三河種
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!各アリルα,6,c,dがそれぞれ，感受性アリル,4bp挿入アリル,7bp挿入アリル,6bp欠損アリルを示している

による感染が起こらない可能性がある。実際に，この系統につい

て，58羽を用いてRSV-A株の感染試験を行ったところ，感染率

は0％であった（データ未提示)。このことからも遺伝子型肋を

持つ個体については,Elleder"".(2004b)と同様にASLV-A

に対して抵抗性を持つことが示唆される。

軍鶏では，遺伝子型αcおよび“が同程度の筈ll合で存在し，c

型アリルのアリル頻度が0.73と高頻度であった。c型アリルは7

bpの挿入であり，この挿入によりフレームシフトがおこり,6型

アリルと似たアミノ酸構造をとることから抵抗性を示す可能性が

ある。しかしながら，c型アリルと表型値との関連性については

これまでに報告がないことから，今後，この品種集団を用いて解

析することでc型アリルの表型値に与える影響について調査する

必要がある。

横斑プリマスロック(XS系統）および三河種では，遺伝子型

αα,αdおよび“が存在していた。特に，横斑プリマスロックで

は。型アリルの頻度が0.75と高い値を示していた。〃型アリルは

6bpの欠損であり，アミノ酸2個を欠損すると推定される。この

欠損領域は，細胞外ドメインであるがLDL-A領域外であり，

ASLV-Aの感受性・抵抗性には影響を与えないと考えられる。

そのため，α型アリルを持つ個体は，α型アリルと同様に感受性

を示す可能性がある。しかしながら，このa型アリルは本研究で

初めて検出されたアリルであるため，これまで表型値との関連性

については調査されていない。そのため，今後，この品種集団を

用いて相関解析を行うことで,d型アリルが表型値に与える影響

について調査していく必要がある。

Elleder"".(2004b)は,ASLV-A抵抗性系統で2つの異なる

変異を報告している。TIZA'はエキソン2内に存在し,LDL-Aド

メインのアミノ酸置換（システインからトリプトファン）を引き

起こす結果，立体構造を変化させASLV-Aの感染を著しく低下

させる役割を持つ。しかしながら，この変異から生成される変異

型タンパク質のうち，少量ではあるが感受性型とよく似た構造を

持つタンパク質も同時に形成される(Elleder"".,2004b)。この

少量のタンパク質は感受型と同様にASLV-Aレセプターとして

の働きを持つため，発現量の多い場合には，感染を起こすことが

指摘されている(Elledel･eml.,2004b)。そのため，本研究では，

2つの変異型のうち，タンパク質を未成熟な状態で生成する

TVAr2に着目して，遺伝子型頻度およびアリル頻度について洲査

した。しかしながら，本研究で確認されたTI/Z4腿ﾂとTVA"につい

て,ASLV-Aに対する感受性・抵抗性は不明である。そのため，

今後はエキ､ノン2内の遺伝子配列，特にTVA『についても多型解

析を行い,TVA臓ﾂおよびTVA(1との関連帷を調査する必要があ

る。

本研究では,ASLV-Aの感染に影響を与える遺伝子として報

告されているTVA遺伝子について，感受性・抵抗性を示すエキ

ソンlのアリルを調査することで，家畜改良センターが所有する

鶏群の遺伝的組成を把握することを目的とした。本研究では，

EllederaαL(2004b)が報告したアリルとは異なる2つのアリル

を検出したことから，今後，この2つのアリルについて，

ASLV-Aに対する感受性・抵抗性を調査していく必要がある。

また，各品種・系統の迩伝的組成については，品種・系統間で異

なる遺伝子型を示していた。今後，改良が困難な抗病性形質の有

用な情報となるよう，遺伝子型と感染試験に対する表現型との関

係についても情報を蓄積していく必要がある。
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nneDistributionofGenotyPicandAllelicFrequenciesamong
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ry4geneiscIoselyassociatedonthesusceptibilityandresistanceofsubgroupAaviansarcomaandleukosis

viruses(ASLV-A),andtwodiHerentmutationsofexonl,whichweretype(zallele(wildtype)andtypeballele

(4bpinsertion),wereidentiiiedbetweensusceptiblelineandresistantline,respectively.Inthisstudy,we

investigatedthedistributionofgenotypicandallelicfrequenciesinWhiteLeghorn(lineOlandlinell),Rhode

IslandRed(YSline),WhitePlymouthRock(LAline),BarredPlymouthRock(XSline),LightSussex,

Araucana,Nagoya,Mikawa,andShamo,whichweremaintainedattheNationalLivestockBreedingCenter

(NLBC).Themutationregionsegmentswereamplifiedbythepolymerasechainreaction(PCR),andthePCR

productwereexaminedonpolyacrylamidegelelectrophoresisandsequencedinthesepopulations・Inthisstudy,

atotalofsevengenotypesweredetected,andfburalleleswereidentifiedinthesepopulations;typedallele,type

ballele,oneknowntypecallele(7bpinsertion)andonenoveltypedallele(6bpdeletion).Inthisstudy,White

PlymouthRock(LAline),LightSussex,Araucana,NagoyaandRhodeIslandRed(YSline)arecompletelyfixed

asgenotypeαα,andWhiteLeghorn(linell)arealsoalmostfixed.WhiteLeghorn(lineO1)wasfixedasgenotype

66.ForShamo,genotype(zcandccweredetectedatthesamerateofgenotypicfrequencies.Wealsodetected

genotypeaa,"andddinBarredPlymouthRock(XSline)andMikawa.Theseresultsindicatedthatthenovel

mutationsofTy4genewerefoundandthesemutationswerevariableinthesepopulations.

(Jupa"eseJb"r"α/げん"/"f)ﾉs℃ie"ce,47.･J65-J7020IO)
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