
鞍IPSn
JapanPouHlySclenceAssoclamn

日本家禽学会誌46:cﾉ9-J15,2009

PCR-RFLP法を用いた名古屋種雄の遅羽性遺伝子型判定
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ニワトリ白血病ウイルス由来の内在性ウイルス遺伝子g"-21はZ染色体上に存在する遅羽性(K)遺伝子と連鎖してい

る。速羽性の雄（た+/虎十）を遅羽性の雌(K/-)に交配すると，雄雛では遅羽性(K/"+)となり，雌雛では速羽性("+/

－）となることから,K遺伝子は初生雛の雌雄鑑別に広く利用されている。この羽毛鑑別を行うためには遅羽性と速羽性

の2種類の系統が必要であるが，遅羽性の雄にはK遺伝子のホモ接合体(K/K)とヘテロ接合体(K/"+)が存在し，それ

らは初生雛の表現型の違いによって区別できなかった。このことから，これまで遅羽性系統を作出するには多くの労力が

かかる後代検定を行う必要があった。近年，白色レグホーンではKおよび〃＋遺伝子近傍領域の制限酵素断片長多型

(RFLP)によって，雄の遅羽性遺伝子型(K/KとK/"+)を効率的かつ正確に判定できることが報告されている。そこで，

本研究では名古屋種についても同様にPCR解析を利用してx/KとK/h+を判別できるか検討した。

名古屋種におけるKと虎＋遺伝子間の違いを調査するため,Kおよび々＋遺伝子近傍領域の1456bpについて塩基配列を

決定した。その結果,Kとん＋の塩基配列を比較すると,7ケ所で違いが見られた。Transition型の置換は213,294およ

Of616番目の位置で,Transversion型の置換は333,694および794番目の位置で見られた。さらに,Kでは189-193番

目の位置で欠失が見られた。虎＋において292-295番目の位置にM加Iの認識配列(GATC)が存在したが,Kには存在し

ないことが明らかになり，名古屋種ではK/KとK/"+の判定にMbolを用いた制限酵素断片長多型が有効であることが

示された。

キーワード：名古屋種羽毛鑑別，制限峠素断片長多型,PCR

在，この交配様式は世界中の多くの採卵鶏や肉用鶏に利用されて

いる(Etches,1996;島田,2002)。

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不可欠である。これま

で，これらの羽性系統を作出する際，初生雛の翼羽の形態で羽性

を判定して選抜を行ってきた。しかし，遅羽性(K)遺伝子のホモ

接合体(K/K)とヘテロ接合体(K/"+)の雄はいずれも初生雛の

翼羽の形態が遅羽性を示すために，初生時にこれらの遺伝子型を

判別することは困難である。そのため，これまで遅羽性遺伝子型

の判定はK/KあるいはK/"+の雄が性成熟に達した時期に速羽

性の雌(K/-)と交配させ，産まれてくる雛の表現型を観察して

判別するという後代検定によって行われてきた。しかしながら，

この手法は莫大な時間と労力がかかり，多額な費用を要すること

や，多数の検体を同時に検定することが容易でないことなどの欠

点があり，遅羽｣|4iの固定には数世代が必要であった。そこで，後

代検定に代わる正確かつ簡易な遅羽性遺伝子型(K/KとK/")

判定技術の開発が求められている。

これまでに，その解決法の一つに羽装の形態的差異に着目し，

雄の遅羽性遺伝子型を簡易に判定する方法が報告されている。

Siegel"".(1957)はロードアイランドレッドにおいて，初生時

の第2副翼羽の長さ,12日齢時の尾羽の形態3および5週齢時

の体羽の形態などの表現型から，80％程度の精度でK/KとK/虎十

を推定できることを報告した。また，野田ら(2006)は白色レグ
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ニワトリ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。孵化したばかり

の初生雛の翼羽を観察すると，この主翼羽の伸長が遅い個体（遅

羽性）と速い個体（速羽性）が見られる。この形質は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(K)は速羽性（た

十）に対して優性であることが報告されている(Warren,1925)。

速羽性の雄（た+/々+）を遅羽性の雌(K/-)に交配すると，生ま

れてきた雛の遺伝子型は雄ではK/h+となり，すべて遅羽性を示

し，雌では陀十/－となり，すべて速羽性を示すことから，雌雄鑑

別が可能である。この鑑別の大きな利点として，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，判別自体に特別な技術を必要としないことなどが

挙げられる。さらに，品種や系統による違いはあるが，その精度

は99％程度あり，肛門鑑別に劣らないものである。そのため，現
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ホーンにおいて，4週齢時の第2副翼羽の形態と2週齢時の尾羽

の長さおよび形態がK/KとK/"の半ll定に有効な指標となること

を示し，特に，尾羽の長さが雄の遅羽性遺伝子型(K/KとK/"+)

の判定に利用できる可能性を明らかにした。

一方，近年の分子生物学的手法の進歩から,DNAレベルでの

遅羽性(K)遺伝子の研究も数多く報告されている。現在までに

K遺伝子本体のDNA配列は未だ明らかにされていない。しか

し,Baconet(zJ.(1988)はニワトリ白血病ウイルス由来の内在性

ウイルス遺伝子g"-21がK遺伝子と関連していることを確認し，

さらにSmithandFadly(1994)はK遺伝子とg"-21の遺伝子間

の距離が0.3cM以内であることを推測し,e"-21がK遺伝子を検

出するためのDNAマーカーとなりえることを示した。Iraqiand

Smith(1994)はefJ-21末端のLongterminalrepeat(LTR)上

にプライマーを設定したPCR法でe"-21の挿入を検出すること

により，白色レグホーンの遅羽性と速羽性の判別が行えることを

明らかにした。

さらに,g"-21近傍のDNA配列にはg"-21の挿入により生じた

重複によって形成された反復配列，つまり"-21が挿入されている

領域(OR:Occupiedrepeat)とefJ-21が挿入されていない領域

(UR:Unoccupiedrepeat)が存在することが報告された(Levin

andSmith,1990)◎白色レグホーンにおいては,K遺伝子に連鎖

したez)-21が挿入されていない反復配列の領域(URa)と虎＋遺伝

子に連鎖し,URaと相同な領域(URb)を比較すると，それらの塩

基配列に差異があることが報告された(SmithandLevin,1991)。

さらに遅羽性の白色レグホーン雄において，ホモ接合体(K/K)

はURaだけを有し，ヘテロ接合体(K/")はURaとURbを有

すること(SmithandLevin,1991)から,IraqiandSmith(1994)

はURaとURbの間で見られる塩基配列の差異を利用した制限

酵素断片長多型(RFLP)法によって，初生雛の翼羽の形態で半ll定

が困難であった雄の遅羽性遺伝子型(K/KとK/h+)を迅速かつ

正確に判定できることを見い出した。

このように，白色レグホーンではDNAでも羽性判定（遅羽性と

速羽性の判定）や遅羽性遺伝子型判定(K/KとK/"+の判定）が可

能である。一方，名古屋種の集団内にも遅羽性遺伝子と速羽性遺

伝子が存在していることが確認されている（中村・野田,2001)。

名古屋種は白色レグホーンに比べて，雄雛と雌雛の生殖隆起の特

徴がはっきりと現れていないために肛門鑑別による雌雄鑑別が難

しい（増井,1975)。このため，羽性による雌雄鑑別の導入は雌雄

鑑別の精度の向上と雛生産の拡大につながると期待されている。

そこで，名古屋種の羽性を正確に判定して，羽性系統を効率よ

く作出するために，これまでにIraqiandSmith(1994)が開発し

たDNA解析法が名古屋種に適用できるか検討してきた。その結

果，遅羽性の名古屋種にもg"-21が存在することを明らかにし，

白色レグホーンにおいて開発されたPCR法により遅羽性と速羽

性の判別ができることを報告した（中村ら,2002)。しかしなが

ら,PCR-RFLP法については白色レグホーンと異なり，制限酵素

(HH"m)の切断パターンに違いがみられず，名古屋種雄のK/K

とK/"+を区別できないことが確認された（中村,2003)。

本研究は遅羽性の名古屋種雄においてK/KとK/"+の遺伝子

型を迅速かつ正確に判別できるようにするため，まず名古屋種の

遅羽性遺伝子および速羽性遺伝子近傍のUR領域について塩基

配列を明らかにし，次に得られた塩基配列の情報からHLzGⅢによ

るPCR-RFLP法に代わる新たなDNA解析法の開発について検
三十’十一

日､」し／－○

材料と方法

1.供試鶏

愛知県農業総合試験場で系統造成している，遅羽性遺伝子保有

と速羽性遺伝子保有の白色レグホーンおよび名古屋種を供試した。

2．ケノムDNAの抽出

供試鶏から採取した血液のゲノムDNAの抽出はKansaku"",

(2005)の方法と同様に行った。

3．塩基配列の解析

遅羽性と速羽性の白色レグホーン雌(K/－と兜+/-)および遅

羽性と速羽性の名古屋種雌(K/－と虎+/一）について各4羽ずつ

から抽出したゲノムDNAを用いた｡UR領域の増幅にはIraqiand

Smith(1994)の報告に従って，フォワードプライマーのGS-9と

リバースプライマーのGS-23を用いた（図l)｡PCR反応液25"J

は50n9ゲノムDNA,1×PCRバッファー（タカラバイオ，大

津),50"M各dNTP,0.1"MのGS-9とGS-23う°ライマーおよび

0625UTaKaRaZ_TaqTM(タカラバイオ）の組成で調製した。反

応条件は98｡Cl分に続いて98℃1秒･55℃1分･72℃1分を

40サイクル行い，最後に72℃2分の伸張反応を行った｡PCR産

物はl×TAE(40mMTris,40mM酢酸,lmMEDTA)に溶解

して作成した1.5%アガロースゲルで電気泳動し，エチジウムブ

ロミド染色で確認した。確認後,ConcertTMRapidPCRPurific-

ationSystem(MarligenBiosciences,Ijamsville,MD,USA)を

用いて,PCR産物を精製した。

シーケンス反応はジデオキシ法(Sangeraaj.,1977)を用いて

行った。配列上にポリA/T配列が含まれるため，図lに示した

複数のう°ライマーを用いて両鎖の解析を行った。反応液は

1456bp＝

う

僻
↓

NGK1

→

←

GS-10

NGK4

→

p｡'yA/T|君2哩凸
NGK3

←‐

NGK2

←

NGK5

←

GS-23

GS-9：AATGGTACTACAGAGAAGGTAGGAATATC（1-29）

GS-10:CCTAGAACACTGGACATGGTATGATATCTCAGCC(395-362)

GS-23:GTAAGACTAACACAGTATTCTCGAGT(1456-1431)

NGK1：CTGAGATATCATACCATGTC（364-383）

NGK2:CTCACTACTACTGCATGAAG(691-672)

NGK3:CCAAACACTTTTGTATATGGG(160-140)

NGK4:GACAGGAATGCAGTGCAGAACAGT(1120-1143)

NGK5:TCAGATCCAAGTTTCTGGGC(980-961)

シーケンス反応に用いたプライマーの設定部位

目的の配列上にポリA/T配列が2ケ所含まれるため，

IraqiandSmith(1994)の報告したプライマーGS-9,

GS-10およびGS-23に加えて,NGK1-5の5つのう°ラ

イマーを設定し，シーケンス反応を行った。括弧内は

プライマーの設置された位置を示す。

図1
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中村ら：名古屋種雄の遅羽性遺伝子型判定

BigDyeTMTerminatorvl.1CycleSequencingKit(Applied

Biosystems,FosterCity,CA,USA)に従って調製し，反応条件

は96℃1分に続いて96℃10秒.50℃5秒．60℃1分15秒を

35サイクル，最後に60℃2分で行った。シーケンス反応後，反応

生成物をエタノール沈殿により回収し,ABIPRISMTM310Ge-

neticAnalyzar(AppliedBiosystems)を用いて塩基配列を解析

した。得られた配列はDNASIS-Pro(日立ソフトウェアエンジニ

アリング，東京）を用いて解析した。

4.PCR-RFLP法による雄のK遺伝子型の判定

K/KK/"+,"+/"+の白色レク．ホーン雄およびK/KK/h+,"+/

々＋の名古屋種雄から抽出したゲノムDNAを用いて,H(zeⅢおよ

UIMbol消化によるPCR-RFLP法で雄のK遺伝子型を判定し

た。PCR反応液の組成および反応条件はUR領域を増11昂する条

件と同様に行った。ただし，プライマーセットはHQeⅢ消化の場

合はGS-9とGS-23を用い,M6ol消化の場合はGS-9とGS-10

を用いた。得られたPCR産物は制限酵素(""Ⅲあるいは〃加

I)で消化した後,2%アガロースゲルを用いて電気泳動を行い，

制限酵素の切断パターンを比較した。

5.K/KおよびK/h+の名古屋種雄における遅羽性遺伝子型

判定法の検証

後代検定によりK遺伝子のホモ接合体と確認された名古屋種

雄(K/K)12羽と遅羽性の名古屋橦雌(K/-)12羽を用いて,1

羽の雄に対して1羽の雌を交配させ，各交配で1羽の雄雛(K/

K)を得た。同様に，尺遺伝子のホモ接合体である名古屋橦雄

(K/K)13羽と速羽性の名古屋種雌("+/-)13羽を用いて,1羽

の雄に対して1羽の雌を交配させ，各交配で1羽の雄雛(K/"+)

を得た。得られた雄雛より採取した血液からゲノムDNAを抽出

し,Mbol消化によるPCR-RFLP法を用いて雄雛の遅羽性遺伝子

型を確認した。

結 果

1.UR領域の塩基配列の比較

図2に遅羽性遺伝子保有および速羽性遺伝子保有の白色レグ

ホーン雌と名古屋種雌についてGS-9とGS-23で増幅されたPCR

産物の塩基配列を示した。

速羽性の白色レグホーン雌(た+/－）と速羽性の名古屋種雌(た+／

－）の塩基配列を比較したが，変異は検出されなかった。

一方，遅羽性の名古屋種雌(K/-)の塩基配列について遅羽性

の白色レグホーン雌(K/-)の塩基配列と比較した結果,294番

目の塩基にCが挿入され,307番目の塩基がTからCに置換

(transition型),474番目の塩基がCからTに置換(transition

型),514番目の塩基がCからAに置換(transversion型),557

番目の塩基がGからTに置換(transversion型),694番目の塩

基がTからGに置換(transversion型),738番日の塩基がCか

らTに置換(transition型),754番目の塩基がAからTに置換

(transversion型),755-757番目の塩基にATTが挿入され,794

番目の塩基がCからAに置換(transversion型),1064番目の塩

基がAからGに置換(transition型),1065-1072番目の塩基

(GTTAGTTA)が欠失されていた。

さらに，遅羽性の名古屋種雌(K/-)の塩基配列について速羽

Jll

性の名古屋橦雌（た+/－）と比較した結果,189-193番目の5つの

Tが欠失され,213番目の塩基がCからTに置換(transition

型)，294番目の塩基がTからCに置換(transition型),333番

目の塩基がAからCに置換(transversion型),616番目の塩基

がGからAに置換(transition型),694番目の塩基がTからG

に置換(transversion型),794番目の塩基がCからAに置換

(transversion型）されていた。

2.H"eⅢを用いたPCR-RFLP法によるK遺伝子型の判定

図3にH"eⅢ消化により白色レグホーン雄および名古屋種雄

のK遺伝子型を判定した結果を示した。HtzGⅢ消化により,K/K

の白色レグホーンでは1,447bpの位置だけに,K/"+の白色レグ

ホーンでは1,447,1,065および383bpの位置に,"+/"+の白色レ

グホーンでは1,065と383bpの位置にDNA断片が検出され，そ

れぞれの遺伝子型で異なるバンドパターンを示した。

これに対して，名古屋種では白色レグホーンとは異なり,K/K

K/h+,"+/"+のすべてにおいて,2本のDNA断片（約1,065bp

と383bp)が検出された。

3.Mbolを用いたPCR-RFLP法によるK遺伝子型の判定

図4にM加I消化により白色レグホーン雄および名古屋種雄

のK遺伝子型を判定した結果を示した。M加I消化により,K/K

の白色レグホーンでは347bpの位置に,K/"+の白色レグホーン

では347と293bpの位置に,"+//t+の白色レグホーンでは293

bpの位置にDNAバンドが観察されたことから，それぞれの遺

伝子型で異なるバンドパターンを得ることができた。

一方,K/KK/〃および陀+/"+の名古屋種においても白色レ

グホーンと同様に，遺伝子型間で異なるバンドパターンが観察さ

れた（名古屋種の場合,K/Kは348bp,K/"+は348と293bp,

左+/々 ＋は293bp)｡

なお,K/h+の白色レグホーンおよび名古屋種にはこれらのバ

ンドよりも高分子量の位置にあるバンドが出現したが，このバン

ドはPCR産物のヘテロデュープレックスに起因するものと考え

られた。

4.K/KおよびK/"の名古屋種雄における遅羽性遺伝子型

判定法の検証

初生時にK/Kの雄雛12羽とK/"+の雄雛13羽について翼羽

の形態を観察した結果，すべて遅羽性であった。

それらの雄雛について,M6ol消化によるPCR-RFLP法で遅

羽性遺伝子型を判定した結果を表lに示した。K/Kの雄雛12羽

は348bpの位置に，一方,K/"+の雄雛13羽は348と293bpの

位置にDNAバンドが観察され,M601の切断パターンにより正

確に名古屋種のK/KとK/"+の遺伝子型を判別できることが確

認できた。

考 塞

本研究では遅羽性の名古屋種雄においてK/KとK/〃の遺伝

子型を迅速かつ正確に判定できるようにするため，まず名古屋種

の遅羽性遺伝子および速羽性遺伝子近傍のUR領域について塩

基配列を明らかにし，次にその塩基配列の情報から〃“Ⅲによる

PCR-RFLP法に代わる新たな手法の開発を行った。

本研究では愛知県農業総合試験場が保有する遅羽性と速羽性の

Copyright ©2009, Japan Poultry Science Association
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白色レグホーンおよび名古屋種のGS-9とGS-23で増幅されたPCR産物の塩基乢列

WLは白色レグホーン,NGは名古屋種を示し，四角で囲まれた文字は配列が異なる部分を示

マーの設定位置を示す。①:GS-9,@:NGK3,@:NGKlとGS-10,@:NGK2,O:NGK5,

図2

ﾅ．。下線部の領域はフ･ライ

⑥:NGK4，⑦:GS-23

白色レグホーン雌(K/－と虎+/-)を解析したが，それらのUR

領域の塩基配列はIraqiandSmith(1995)によって調査された

塩基配列(1-173,194-395番目）と|司じであった。さらに速羽性の

白色レグホーン雌（た+/－）については,UR領域の1-173と194-

1456番目の塩基配列がLevinandSmith(1991)によって解析さ

れた〃＋遺伝子近傍にあるURbの塩基配列(GenBankacces-

sionno.X54093)とも同じであった。したがって，本研究で対照

として用いた白色レグホーンはIraqiandSmith(1994)の方法

を追試する供試鶏として適していることが確認できた。なお,174

-193番目に見られるポリTの配列は個体により多型が見られる

ことか報告されている(IraqiandSmith,1995)。本試験で解析し

た結果では遅羽‘|唯の白色レグホーン雌および名古屋種雌(K/-)

で15回，速羽性の白色レグホーン雌および名古屋種雌("+/-)で

20回のTが繰り返されていた。

次に，白色レグホーン雌と名古屋種雌におけるUR領域の塩基

配列を比較すると，速羽性の白色レグホーン雌(々÷/－）と速羽性

の名古屋種雌(ん+/－）との間には塩基の違いは検出されず，品種

間の差は確認できなかった。一方，遅羽性の白色レグホーン雌

(K/-)と遅羽性の名古屋種雌(K/-)の間では12ケ所で塩基の

違いが検出され，両品種間の塩基配列の相同性は986％であっ
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中村ら：名古屋種雄の遅'」性遺伝子型判定
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M加Iを用いたPCR-RFLP法によるK遺伝子型の判定

M:サイズマーカー(｡xl74/""cn,ニッポンジー

ン，東京),1:白色レグホーン;K/K,2:白色レグ

ホーン;K/"+,3:白色レグホーン;"+/",4:名古

屋種;K/K,5:名古屋種;K/"+,6:名古屋種;"+/h+

図4

表1．K/KおよびK/"の名古屋橦雄における遅羽性

遺伝子型判定法の検証
H(zGⅢを用いたPCR-RFLP法によるK遺伝子型の判定

M:サイズマーカー(.X174/〃加cⅡ，ニッポンジー

ン，東京)l:白色レグホーン;K/K,2:白色レグ

ホーン;K/"+,3:白色レグホーン;"/h+,4:名古

屋種;K/K5:名古屋種;K/h+,6:名古屋種;"+/"+

図3

M6olを用いたPCR-RFLP法で

判定された遺伝子型＊

遺伝子型検体数K/KK/h+"/".'
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０
３１
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２
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３
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１

*K遺伝子型は図4に示したDNAバンドパターンにより判

定した。

た。SmithandLevin(1991)はコマーシャル鶏（白色レグホー

ンとブロイラー鶏）の10系統についてサザンブロット解析による

制限酵素断片長多型を調査した結果,"neⅢ消化により遅羽性に

は5種類，速羽性には3種類のDNA多型があることを報告した。

したがって，表現型は同じ羽性であっても，品種や系統によって

様々な多型が存在することが推測されることから,DNA解析に

よる羽性判定（遅羽性と速羽性の判定）や遅羽性遺伝子型判定

(K/KとK/"+の判定）を行う場合には品種や系統毎にe"-21の

有無やUR領域の塩基配列を確認することが必要である。

さらに，白色レグホーンおよび名古屋種におけるK遺伝子近

傍のUR領域の塩基配列を詳細に比較すると．名古屋種のKは

白色レグホーンのKと異なり,1065-1072番日の配列にGTTA‐

GTTAが挿入されていないため,HQcⅢ認識配列(GGCC)の存

在が確認された（図2)。したがって，図3に示したように，この

塩基配列の違いがIraqiandSmith(1994)の開発したPCR-RFLP

法によって名古屋種雄のK/KとK/h+を区別できない原因であ

ることが明らかになった。そこで，本研究は得られた塩基配列の

情報を基にして,"(zgⅢに代わる別の制限酵素の認識配列を検索

し，名古屋種雄のK/KとK/"+の区別ができるかどうか検討した。

その結果，292-295番目の配列が名古屋種の虎＋ではGATCで

あるのに対し，名古屋種のKではGACCであることから，〃＋だ

けが制限酵素M加Iの認識配列を有していることが解明された。

292-295番目以外にもM加Iの認識配列はK々＋ともに352-355

番目の位置に存在しているが，本研究ではプライマーGS-9と

GS-10を用いて増III刑したPCR産物をM伽I消化した結果,K/K

では348と42bp,K/"+では348,293,60および42bp,"+/"で

は293，60および42bpのDNA断片に切断され,DNAの泳勤パ

ターンの違いから名古屋橦雄のK遺伝子型を判定できることが

明らかになった（図4)。ただし，本研究で用いた2％アガロース

ゲル電気泳動では60と42bpのDNAバンドを明瞭に検出する

ことはできなかったが，図4のように348と293bpの違いだけ

でも名古屋種雄のK遺伝子型を｜･分に判定できることが示され

た。さらに,K/Kの雄雛12羽とK/"+の雄雛13羽でこの手法を

検証した結果，迅速かつ正確に半ll定できることが確認された（表

1)。そのため，この遅羽性遺伝子型判定法は名古屋種の遅羽性系

統の造成や維持に十分に利用できることが証明された。

以上のことから,PCR-RFLP法を用いた名古屋種雄の遅羽性

遺伝子ホモ接合体型(K/K)と遅羽性遺伝子へテロ接合体型(K/

〃+）の判定方法を開発することができた。これにより，名古屋種

において羽性の固定が簡便化され，さらに羽性系統の維持も容易

となり，羽毛鑑別の早期導入が可能となる。
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中村ら：名古屋種雄の遅羽性遺伝子型判定

DeterminationofLateFeatheringGenotypeinNagoyaBreed

MalesUsingPCR-RFLPMethod

AkihiroNakamura!,MasanaoKobayashi2,KenjiNoda',

HajimeKondo｣andNorioKansaku2

IAnimaIHusbandryResearchDivision,Aichi-kenAgriculturalResearchCenter,Yazako,Nagakute,Aichi480-1193,Japan

2LaboratoryofAnimalGeneticsandBreeding,AzabuUniversity,Fuchinobe,Sagamihara229-8501,Japan

Theavianendogenousvirusgene(ev-21)iscloselyassociatedonthedominantsex-linkedlatefeathering(LF)

gene,KjontheZchromosomeofchickens.TheLFandearlyfeathering(EF)phenotypesarewidelyusedfbrsex

identification;whenk+/k+siresarematedwithK/-hens,malechicksareLFandfemalesareEF・Tointroduce

thefeathersexing,twolines(EFmalelineandLFfemaleline)arenecessary.However,homozygous(K/K)and

heterozygous(Kyk+)latefEatheringgenotypesexistinLFmalesandseparatingK/KandKyk+byphenotypic

diferencesathatchisnotpossible.Consequently,labor-intensiveprogenytestinghasbeenrequiredinorderto

establishLFfemaleline.InWhiteLeghom,determinationofthegenotypecanbeconductedbyusingrestriction

廿agmentlengthpolymorphism(RFLP)analysisoftheKork+geneHankingregionsegmentsamplifiedbythe

polymerasechainreaction(PCR).ThepresentstudywasconductedtoestablishaspecificPCRassaythat

distinguishesNagoyabreedKKKmalesfromKソ汽+males.

ToinvestigatethediferencesofDNAsequencebetweenKandk+genesinNagoyabreed,atotalofl456bp

oftheHankingregionsinKand火十wassequenced.ComparisonbetweenKandh+inNagoyabreed,indicatedthat

diHerencesweredetectedat7positions.Transitionwasdetectedatposition213,294and616.Transversionwas

detectedatposition333,694and794.Deletionwasdetectedatpositionl89－193inK.Atposition292-295,k+

containsaM6olsite(GATC),whereasKdidnotcontaintherecognitionsite・Thus,theseresultsindicatethat

theM6olRFLPcanbeusedinNagoyabreedtodiHerentiatetheKandk+alleles.

(Jqpa"ese・ﾉ､"γ"α/q/此"/"Scie"ce,ギ6:J9-JI5,2009)

Keywords:feathersexing,Nagoyabreed,polymerasechainreaction,restrictionfragmentlengthpolymorphism
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