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クチン遺伝子領域周辺の烏骨鶏と白色レク・ホーンにおけるプロ

連鎖不平衡ブロック

フ

クについて

岳佳媚・松田莉朋!・ローシャンジャーハンl,2.下桐猛3.穴井豊昭1.和田康彦！

！佐賀大学農学部，佐賀県佐賀市本庄町840-8502

2鹿児島大学大学院連合農学研究科，鹿児島県鹿児島市郡元890-8580

3鹿児島大学農学部，鹿児島県鹿児島市郡元890-8580

白色レグホーンのプロラクチン遺伝子のプロモーター領域には，烏骨鶏や赤色野鶏には認められていない24-bpの挿入

が存在する。また，大分県畜産試験場の烏骨鶏選抜集団第4世代の311羽にはIn/In型の個体は存在しないことが報告さ

れている。そこで，本研究では烏骨鶏の就巣性と産卵率の改良を目的として，プロラクチン遺伝子領域の周辺にl塩基多

型マーカーを開発し，烏骨鶏と他の鶏品種との間での連鎖不平衡ブロックについて検討した。24-bpの挿入の有無に加え

て，プロラクチン遺伝子の転写開始点上流(cPROld;-3764)と転写終了点下流(cPRO5b;+607,cPRO2b;+3643)の

3か所のl塩基多型について，日本各地から収集した烏骨鶏53羽，日本在来品種19羽，レイヤー23羽，その他の品種22

羽の遺伝子型判定を行った。その結果,cPRO2bでは烏骨鶏の遺伝子型はGG37羽,GA14羽,AA2羽であり，レイヤー

ではGGO羽,GA1羽,AA22羽であった。cPRO5bにおいても烏骨鶏でGG36羽,GC13羽,CC4羽であり，レイヤー

では全個体がAA型であった。烏骨鶏とレイヤーとの間のX2値はcPROldで24.0,1n/Del変異で76.0,cPRO5bで59.9,

cPRO2bで62.9とすべて有意であることからう°ロラクチン遺伝子領域周辺に連鎖不平衡ブロックが存在することが明ら

かとなった。一方，烏骨鶏とその他の品種の間のX2値は全てのマーカーで有意ではなかった。しかし烏骨鶏と日本在来品

種との間ではIn/Del変異とcPRO5bにおいて5%水準で有意であった。また，レイヤーとその他の品種の間およびレイ

ヤーと日本在来品種の間のX2値は全て1%水準で有意であった。

キーワード：烏骨鶏プロラクチン遺伝子，連鎖不平衡ブロック,1塩基多型，就巣性

家禽の抱卵行動の開始はフ･ロラクチン分泌の増加によって誘導さ

れ，卵胞の発育の退行と卵生産の低下が起こる(Ishidagral.,

1991)。また，雌鶏の血漿プロラクチン濃度は，抱卵中高い値で維

持されるが孵化とともに減少する(Sharp"".,1988)。

Jiang"fzJ.(2005)はプロラクチン遺伝子のプロモーター領域

について，烏骨鶏や白色レグホーン，中国在来品種について塩基

配列の多型性を検討した結果，-377～－354(GeneBankacces-

sionno.AB11434)では烏骨鶏や他の中国在来鶏に対して白色レ

グホーンでは24-bpの挿入が存在することを報告している。彼ら

は品種毎に24-bpの挿入の有無について遺伝子型頻度を算出し，

烏骨鶏のように就巣性の強い品種ではIn/In型の個体がほとんど

存在しないことから，この24-bpの挿入の有無が就巣性と関係が

あるのではないかと述べている。

和田ら(2008a)は日本で飼育されている53羽の烏骨鶏につい

て24-bpの挿入の有無についてタイピングした結果,In/In型の

個体が存在しなかったことを報告した。また，遺伝子頻度から予

想される烏骨鶏と他の品種（日本在来品種19羽，コマーシャル品

種6羽）の遺伝子型別の期待数と実測数を比較するために，2×3

のカイニ乗検定を行った。その結果，この遺伝子座においては，

烏骨鶏と他の鶏品種で遺伝子型頻度において有意な差異があるこ

とを明らかにした。
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近年の健康志向や自然食品ブームで，烏骨鶏の卵は健康食品と

して高額で取引されている。一般に卵用鶏が年間約300個以上産

卵するのに対し，烏骨鶏は年間50-200個程度しか産卵しない

(Nirasawa"".,1997;和田ら,2008b)。烏骨鶏の産卵率が低い

のは烏骨鶏の就巣性が強いためと考えられている。この就巣性は

主に脳下垂体前葉のフ･ロラクチン分泌細胞によって生産され分泌

されるプロラクチン(PRL)によって誘起されると言われてい

る。

プロラクチンとはポリペフ．チド・ホルモンであり,1)水と電解
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5）行動，6）繁殖，7）免疫調整などの生理作用の調節に関与する

と考えられているが，烏類で最も研究されたプロラクチンの生理

作用は抱卵行動との関係についてである(Leclerc"".,2007)。
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24-bpの挿入の有無について，大分県畜産試験場の烏骨鶏選抜集

団第4世代の311羽について遺伝子型判定を行った結果,Jiang

"".(2005)と和田ら(2008a)と同様にIn/In型の個体が存在し

なかったことを報告した。また,Jiang""J.(2005)はニワトリ

におけるプロラクチン遺伝子およびプロラクチンレセフ°ター遺伝

子の多型と就巣性の関連について，白色レグホーン,Hy-Lineレ

イヤー,Avianブロイラー，中国在来品種（烏骨鶏など）につい

て検討した。その結果，プロラクチン遺伝子プロモーター領域で

の24-bpの挿入については産卵率との間の関連性を確認したが，

プロラクチンレセプターの3つのSNPでは就巣性との間で有意

な関連性が認められなかった。

そこで，本研究では烏骨鶏の就巣性を除去し，産卵率を改良す

ることを目指して，フ･ロラクチン遺伝子ﾌ，ロモーター領域のIn/

Del変異の他にう°ロラクチン遺伝子領域とその周辺に3つのl塩

基多型マーカーを開発し，烏骨鶏と他の鶏品種との間での連鎖不

平衡について検討した。

材料 と 方 法

日本各地から収集した烏骨鶏53羽（白羽42羽，黒羽1l羽),

日本在来品種19羽（愛媛地鶏2羽，薩摩鶏2羽，名古屋種5羽，

糸毛チャボ4羽，比内鶏2羽，土佐九斤2羽，シャモ2羽）およ

びレイヤー23羽（白色レグホーン2羽，コマーシャルレイヤー

21羽),その他22羽（白色プリマスロック11羽，ロードアイラン

ドレッド8羽，交雑品種1羽，横斑プリマスロック2羽）を利用

した。

PureGeneキット（フナコシ）を使用し，メーカー指定のプロ

トコルに従って各個体の全血からゲノムDNAを抽出した。ニワ

トリの全ゲノムシーケンスからフ･ロラクチン遺伝子の転写開始点

上流と転写終了点下流にPCRプライマーを開発し，これらのゲ

ノムDNAをテンプレートとしたPCRを行い,BigDyeターミ

ネーターサイクルシーケンシングキット(ABIBigDyeVer.31)

を用いたPCRダイレクトシーケンス法により塩基配列を決定

し，1塩基多型を探索した。その結果，転写開始点上流(cPROld;

-3764)，転写終了点下流(cPRO5b;+607,cPRO2b;+3643)

の3か所にl塩基多型を発見した。これらのPCRのプライマー

とアニーリング温度を表lに，各々のl塩基多型の位置を図1に

示した。

In/Del変異については和田ら(2008b)と同様の方法で電気泳

動のバンド位置より24-bpの挿入の有無を判定した。cPROldと

cPRO2bについては,PCRダイレクトシーケンス法で塩基配列

を解読して遺伝子型を決定した。cPRO5bについてはセロリから

抽出したCELIエンドヌクレアーゼによるTILLING法

(McCallum"".,2000)を用いたジェノタイピングを行った。

各マーカーのタイピング結果から遺伝子型頻度を算出し，各個

体を「烏骨鶏｣，「日本在来品種｣，「レイヤー」および「その他の

品種」の4グループに分けて，それぞれの組み合わせについて，

遺伝子型別の羽数分布に差があるかどうかをカイニ乗検定によっ

て検討した，

表1．本研究で用いたPCR用のう°ライマーセット

アニーリンク
タ日啓ro戸､
皿'又、L'ノ

う。ライマー 塩基配列 サイズ

cPRold2F

cPRold2R

cPRo5bF

cPRo5bR

cPRo2bF

cPRo2bR

PRLpro2F

PRLpro2R

CCAGGCACCTGGTATCAGAT

AGCTCCACTGGTGCACATTT

CATTTCTCTCTGCGCTCCTC

AACTTTGAAAACCGGGTGTG

TCCTGAAGACTCAAGCTGACC

CCCTTACCCATCTGCTTTCA

GGTGGGTGAAGAGACAAGGA

TGCTGAGTATGGCTGGATGT

０
０
０
０
１
０
０
０

２
２
２
２
２
２
２
２

59

62

62

60

転写開始点 転写終了点

プロラクチン遺伝子

↓

騒向門向丙 一

Ih

c PRO1dln/DelcPRO5bcPRO2b

烏骨鶏におけるう．ロラクチン遺伝子プロモーター領域のIn/Del変異とプロラクチン遺伝

子の周辺領域のl塩基多型。24-bpの挿入（転写開始点上流-377～-354,GeneBank

accessionno.AB11434),cPROld(転写開始点上流-3764),cPRO5b(転写終了点下
流+607),cPRO2b(転写終了点下流+3643)。
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岳ら：フ･ロラクチン遺伝子の連鎖不平衡

連鎖不平衡解析ソフトウェアEH(http://linkage.rockefeller.

edu/ott/eh・htm)を用いてcommondisease-commonvarlant‐

commonoriginhypothesisを前提とした，ハブ。pタイプ推定に

よる連鎖不平衡検定(Marchini"".,2006)を実施した。ここで，

In/Del変異cPRO2b,cPRO5bについて，就巣性のある烏骨鶏

のデータを「case」として，烏骨鶏以外のデータを「control」と

し，全体のデータを「case+control」として，それぞれの尤度比

を得て，以下の式でTを計算した。X2はTの2倍になる。

羽,In/In型23羽であり，烏骨鶏とは異なりIn/In型に偏った。

cPRO2bでは烏骨鶏の遺伝子型はGG37羽,GA14羽,AA2

羽とGG型に偏った。日本在来品種の遺伝子型はGG8羽,GA9

羽,AA2羽，その他の品種の遺伝子型はGG13羽,GA6羽,AA

3羽であり，烏骨鶏の遺伝子型パターンと類似していた。一方，レ

イヤーではGGO羽,GAl羽,AA22羽と烏骨鶏とは異なりAA

型に偏った。

cPRO5bにおいては烏骨鶏でGG37羽,GC14羽,CC2羽と

GG型に偏った。日本在来品種はGG6羽,GC13羽,CCO羽，

その他の品種はGG9羽,GC10羽,CC3羽とヘテロ型が最も個

体数が多く，レイヤーでは全個体がCC型であった。

cPROldにおいては，烏骨鶏でGG9羽,GA23羽,AA21羽

とGG型の個体が少なかったが，日本在来品種でGG7羽,GA

11羽,AAl羽，その他の品種でGG7羽,GA12羽,AA3羽と

烏骨鶏とは異なりAA型の個体が少なかった。一方，レイヤーで

は全ての個体がAA型であった。

烏骨鶏×レイヤー，烏骨鶏×その他の品種，烏骨鶏×日本在来

品種レイヤー×その他の品種レイヤー×日本在来鶏その他

の品種×日本在来品種についてカイニ乗検定を行った結果を表3

に示した。烏骨鶏×レイヤー間でのX2値はcPROldで24.0,1n/

Del変異で76.0,cPRO5bで59.9,cPRO2bで62.9と高度にすべ

r=ln(L,cases)+ln(L,controls)-1n(L,cases+controls)

就巣性のないレイヤーとそれ以外についても，ハブ．ロタイフ．の

頻度を算出し，連鎖不平衡の分析を行った。

結 果

各品種の遺伝子型判定の結果を表2に示した。In/Del変異で

は烏骨鶏の遺伝子型はDel/Del型46羽,In/Del型7羽,In/In

型0羽であり，大きく偏っていた。また，日本在来品種の遺伝子

型はDel/Del型10羽,In/Del型6羽,In/In型3羽，その他の品

種の遺伝子型はDel/Del型18羽,In/Del型3羽,In/In型1羽

であり，烏骨鶏の遺伝子型の結果と同様にDel/Del型に偏ってい

た。一方，レイヤーの遺伝子型はDel/Del型0羽,In/Del型0

表2．グループ別の遺伝子型判定結果

遺伝子型 cPROldln/DelcPRO5bcPRO2bグループ

烏骨鶏 ９
３
１
２
２

６
７
０

４ ７
４
２

３
１

７
４
２

３
１

GG/SS*/GG/GG

GA/SW**/GC/GA

AA/WW/CC/AA

日本在来品種 ８
９
２

６
３
０
１

GG/SS/GG/GG

GA/SW/GC/GA

AA/WW/CC/AA

７
１
１
１

０
６
３

１

GG/SS/GG/GG 0 0レイヤー 0 0

GA/SW/GC/GA

AA/WW/CC/AA

GG/SS/GG/GG

GA/SW/GC/GA

０
鍋
－
７
２１

０
羽
一
昭
３

０
泌
一
９
０１

１
配
一
喝
６

その他の品種

３AA/WW/CC/AA 1 3 3

*S;24-bpdeletion,**W;24-bpinsertion

表3．遺伝子型頻度における各グループ°間のX2値

cPROldlN/DELcPRO5bcPRO2b

24．0*＊76．0*＊59．9*＊62．9*＊弓骨鶏×レイヤー

Ｓ
Ｓ
＊
＊
Ｓ

Ｎ
Ｎ
＊
＊
Ｎ

Ｆ
Ｏ
ｎ
５
ハ
Ｕ
ハ
Ｕ
、
ひ

弓骨鶏×その他の鶏品種

烏骨鶏×日本在来品種

レイヤー×その他の鶏品種

レイヤー×日本在来品種

その他の鶏品種×日本在来品種

Ｓ
Ｓ
＊
＊
Ｓ

Ｎ
Ｎ
＊
＊
Ｎ

ｎ
Ｏ
戸
、
４
４
１
１
Ｒ
〕

Ｆ
Ｄ
ｎ
ひ
４
４
ｎ
６
八
Ｕ

ｎ
ｄ
句
○

Ｑ
）

＊
＊

Ｎ
＊
＊
＊
Ｓ

Ｆ
Ｄ
１
１
口
乙
Ｑ
Ｊ
Ｎ

Ｄ
ｏ
・
・
利
Ⅱ
且

２
３
１
１
。

’
４
３
４

ｓ

＊
＊
〈
Ｄ

Ｎ
＊
＊
＊
Ｎ

弓
Ｉ
１
１
刈
坐
ｎ
Ｕ
Ｏ
○

川
畳
句
乙
川
辻
○
ム
○
０

１
１
Ｑ
Ｊ
４
宝

２
４
１
１
１

３
３

**:p<0.01,*:P<0.05,Ns:notsignificant
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て有意であった。一方，烏骨鶏とその他の品種の間のX2検定の結

果では全てのマーカーで有意ではなかったが，烏骨鶏と日本在来

品種との間のX2値の結果ではIn/Del変異とcPRO5bにおいて

5％水準で有意であった。また，レイヤーとその他の品種の間お

よびレイヤーと日本在来品種の間のX2値では全て1%水準で有

意であった。

In/Del変異cPRO5b,cPRO2bにおいて,EHう°ログラムを用

いたハブ°口タイプの頻度推定から得られた連鎖不平衡検定の結果

について，「烏骨鶏とそれ以外」ではcase(烏骨鶏）で-75.19,

controls(それ以外）で-172.12であり，「レイヤーとそれ以外」

ではcase(レイヤー）で-4.25,controls(それ以外）で-189.64

であった。また，それぞれのX2値は75.12,181.96で，どちらも

1%水準で非常に高い有意性が認められた。

考 察

就巣性の遺伝は非常に複雑であり，一部の鳥類では就巣性の発

生を人為淘汰によって効果的に減らすことができるが，その過程

はきわめて長くかかると言われている。また，就巣性の強い烏骨

鶏を白色レグホーンのように産卵率で改良すると，薬用鶏として

の烏骨鶏の特性が失われてしまう可能性も否定できない。

プロラクチンは雌鶏の抱卵行動の開始と維持に重要な役割を演

じる(Sharpgra/.,1988;Marchet",1994)。上昇した血中プロ

ラクチンの濃度は就巣性の発現と関連しており(BurkeandDen-

nison,1980),抱卵中では下垂体前葉で分泌されるう．ロラクチン

mRNAは一番高いレベルに至ることが報告されている(Talbot

aaJ"1991)｡これはプロラクチンが就巣性の発現と維持において

重要であることを意味している。

Dunneml.(1998)はニワトリのプロラクチン遺伝子をクロー

ニングし，マッピングしたが，就巣性に関する原因遺伝子の情報

はまだ不足している。Cui""(2006)はノンダーエ(Nongdahe)

と烏骨鶏のF2集団374羽について,24-bpの挿入の有無と産卵

数との関連性を調べた結果,In/Del変異を持つ個体はDel/Del

変異を持つ個体に比べて1%水準で有意な産卵数増加効果を持っ

ていることを示した。

和田ら(2008b)は烏骨鶏選抜集団の第4世代における151-450

日齢の産卵率の最小二乗分散分析において，フ・ロラクチンのIn/

Del変異に有意な関連性は認められなかったものの，産卵率に対

する母鶏の効果が認められたことから，この集団において産卵率

に遺伝変異が残っており，プロラクチン遺伝子のう．pモーター領

域以外にも，産卵率に効果を及ぼす遺伝変異が存在するものと推

察した。

一方,Cui"".(2006)はう．ロラクチン遺伝子_|二流の-2000か

ら-2400付近で6箇所のl塩基多型を発見し，それらと産卵数な

と､との関連について検討したが，プロモーター領域のIn/Del変

異のように有意な効果を持つl塩基多型は存在しなかったと報告

している。また，その実験で利用したすべてのニワトリ587羽に

ついて，これらのl塩基多型のハブ°ロタイプについて最小二乗分

散分析法で検討した結果,1つのハブ．pタイプが産卵数に有意に

関連していることを報告した。

本研究で，プロラクチン遺伝子プロモーター領域のIn/Del変
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異の他にプロラクチン遺伝子領域とその周辺に3つの1塩基多型

マーカー(cPROld,cPRO5bとcPRO2b)を開発し，烏骨鶏とそ

れ以外のグループとの間での連鎖不平衡ブロックについて検討し

た。各グループ°の遺伝子型半ll定の結果,In/Del変異では烏骨鶏と

その他の品種の遺伝子型頻度は大きく偏っており，レイヤーの遺

伝子型頻度と反対の結果を示した。cPRO2bおよびcPRO5bでは

各グループの遺伝子型頻度の傾向はIn/Del変異の結果と類似し

ているが,cPROldにおいては，レイヤー以外のグループ･は特徴

的な遺伝子型頻度の傾向を示さなかった。

一方，各品種の間のカイニ乗検定の結果は，烏骨鶏とレイヤー

との間のX2値は4つの遺伝子座すべてで高度に有意であり，う。ロ

ラクチン遺伝子の転写開始点上流4kbp付近から転写終了点下流

4kbp付近にかけて連鎖不平衡ブロックが存在することが明らか

となった｡EHプログラムを用いたハプロタイフ・の頻度推定から

得られた連鎖不平衡の結果について，「烏骨鶏とそれ以外」および

「レイヤーとそれ以外」ではそれぞれ，どちらも1%水準で非常に

高い有意性が認められ，烏骨鶏とレイヤーにおいてプロラクチン

遺伝子とその周辺のDNAマーカーの間に連鎖不平衡があること

を確認した。ただし,cPRO2bよりもq末端側については未調査

であるので,q末端側にさらにDNAマーカーを設定して連鎖不

平衡ブロックの大きさを確認する必要がある。

本研究で連鎖不平衡ブロックが生じた原因について,l)烏骨

鶏レイヤーともにその用途や品種特性から他のグループとの交

雑が控えられてきたことによる交配の偏り，2)烏骨鶏やレイヤー

の外観などの品種維持の指標となる形質の原因遺伝子が近傍にあ

るか，3）プロラクチン遺伝子そのものが原因遺伝子として選抜に

影響しているという3つの可能性が考えられた。今後は,QTL解

析やケノム解析を進めるなかで，これらについて検討していく必

要があろう。さらに今回発見した連鎖不平衡領域とニワトリの産

卵率などの生産形質との関連についてさらに検討する必要がある

と考えられた。また，本研究では就巣性に関する形質を測定して

いないため，就巣性と本研究で検出した連鎖不平衡ブロックとの

直接的な関連性は不明であり，今後，検討する必要がある。さら

に，ドーパミンD1受容体およびドーパミンD2受容体遺伝子で

の多型がニワトリの産卵率や就巣性と関連しているとの報告もあ

り(Xueml.,2010a,2010b),これらの遺伝子とプロラクチンおよ

びプロラクチン受容体遺伝子との関連性についても慎重に検討す

る必要がある。
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LinkageDisequilibriumBIockaroundtheProlactinGeneRegion

betweenSilkieFowlandWhiteLeghorn
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InWhiteLeghorn,thepromoterregionofprolactingenecontainsa24-bpinsertion.Itwasreportedthata

homozygous24-bpinsertionwasnotfbundinallSilkiefowlsofthefourthgenerationinOitaprefectureselection

program.Inthisstudy,threesinglenucleotidepolymorphism(SNP)markel･s,upstreamofthestartpointof

transcription(cPROld,-3764)anddownstreamoftheendpointoftranscription(cPRO5b,+607;cPRO2b,+

3643),werefbundaroundtheprolactingeneregion.TheseSNPmarkersandthe24-bpinsertionlocuswere

genotypedfor53Silkiefbwls,19Japanesenativechickens,231ayers,and22otherbreeds.RegardingcPRO2b,

thegenotypeofSilkiefbwlwasfbundtobebiased(GG37,GA14,AA2);however,thegenotypeofthelayers

showedareversepattern(GGO,GA1,AA22).ThegenotypepatternofcPRO5bwasalsofoundtobebiased

(Silkiefbwls:GG36,GC13,CC4;layers:GGO,GCO,CC23)．TheX2valuesbetweentheSilkiefbwlsand

layerswere24.0(CPROld),76.0(24-bpinsertion),59.9(cPRO5b),and62.9(cPRO2b),andallthevaluesare

highlysigni6cant・TheXzvaluesbetweentheSilkiefowlsandotherbreedswerenotsignificant;however,the

valuesbetweenthelayersandotherbreedsorJapanesenativechickensweresignificant(P<0.01).Thevalues

betweentheSilkiefowlsandJapanesenativechickensweresignificantwithregardtothe24-bpinsertionandcPRO

5b.Theseresultsindicatethepresenceofalinkagedisequilibriumblockaroundtheprolactingeneregionbetween
theSilkiefowlandWhiteLeghorn.

(JZZpα"esEJOz""α/qf此"/"f)ﾉS℃ie"ce,¥8.･J63-J6&20")

Keywords:broodiness,linkagedisequilibrium,prolactingene,Silkiefowl,singlenucleotidepolymorphism
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