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卵殼形成との関連におけるカルシウム結合蛋白質(CaBP-D28K)遺伝子発現
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はじめに

鶏卵は，我々の食生活の貴重な動物性蛋白源であり，

蛋白食品群の中でも極めて栄養価が高い上にミネラル，

ビタミン等の栄養素もバランスよく含まれた消化吸収の

よい食品であり，日本の食生活の中で重要な地位を占め

ている。すなわち，平成12年度における年間l人当たり

の鶏卵消費量は,17.0kgであり，昭和40年度の約1.5

倍となっている（農林水産省「食料需給表｣)。このよう

な消費拡大には，所得の向上に加え，養鶏産業の牛産｣此

の飛躍的な向上により鶏卵の小売価格が安定的に推移

し，安価で良質の蛋白質食品としての評価が定着してい

ることが大きく寄与している。日本は，世界有数の鶏卵

消費国であり，年間約250万トンが生産され，鶏卵の年

間粗牛産額は，平成10年の場合で3,858億円にものぼる

(平成12年養鶏問題懇談会調べ)。

養鶏場において生産された鶏卵は，末端消費者に至る

過程において種々の要因により破卵が発生し，平均5～

6％，多い場合では,10%以上発生することも少なくな

く産業上の損失は大きい。国内において破卵による損失

の発生状況を調査した報告は見当たらないが，全米にお

いて破卵による損失を8,100万羽を対象に農場における

生産段階から鶏卵が販売されるまでに生じる破卵の発生

割合を調査し，破卵による損失をRoland(1988)は試算

している。その報告では，農場での集卵可能な破卵と無

殼卵の合計は1.6%であり，集卵できない鶏卵の割合は

6.1%に達している。さらに，鶏卵処理場における破卵は

l.16%,処理場で発生した破卵は4%,加えて破卵の正常

卵への処理場における混入が5％，輸送や店頭における
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不適切な取り扱いにより2％の破卵が発生し，生産から

販売過程における破卵の合計は19.86%に達するとして

いる。破卵の程度の差により損失金額は異なるので，損

失金額をlダース当たり184～87.8円として，全米にお

ける2億4,000万羽のニワトリに適用した結果，年間の

破卵による損失金額は621億2,700万円と試算されてい

る。鶏種能力，飼育環境飼料，環境等が日本と異なる

ことが予想されるため，直接的な比較はできないが，同

一比率で破卵が発生すると仮定した場合，日本における

ニワトリの飼養羽数は全米の半分程度であることから，

破卵による損失は年間約300億円以上と見込まれる。こ

れらの破卵による経済的損失を少なくするために数多く

の研究が行われているが十分な解決策がないのが現状で

ある。そこで，本稿では，卵殼質改善による産業上の経

済的な収益向上を目的とし，卵殼形成に関連したカルシ

ウム結合蛋白質(CaBP;calciumbindingprotein)の

関与について概説した。

1．卵の形成と卵殼

卵生の鳥類は，哺乳類とは違った卵管の構造を持って

おり，卵形成の機能面から漏斗部(infundibulum),膨

大部(magmun),狭部(isthmus),卵殼腺部(shell

gland),膣部(vagina)の5つの部位に分かれている。

それぞれの機能は次の様である。まず排卵された卵は漏

斗部に入る。漏斗部は受精が行われる部位で，次に膨大

部において卵白が付着される。そして狭部において内外

2層の卵殼膜が形成され，卵殼腺部で卵殼が形成されて，

最後に膣部から卵が放卵される。これらの過程におい

て，卵が漏斗部に入って膣部から放卵されるまでの時間

は24～27時間であり，それぞれの部位の滞留時間は，漏

斗部が約18分，膨大部が約3時間，狭部が約1時間15

分，卵殼腺部が19～22時間と卵殼腺部が滞留時間のほ

とんどを占めている(WarrenandScott,1935)｡

卵殼は，95％以上が炭酸カルシウム(CaCO3)からで

きており，血中のカルシウム(Ca)が卵殼腺部で炭酸Ca

となって沈着することによってできる。炭酸Caの沈着
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は，卵が卵殼腺部に人ってから最初の3～5時間は緩や

かに沈着し，その後活発になり，22時間後に終わりに近

づく(EastinandSpaziani,1978)。

卵殼は，乳頭突起層(mammillarylayer),卵殼の厚

さの3/4を占めるスポンジ層(palisadelayer),クチク

ラ層(cuticle)の3層からなっている。卵殼の表面には，

多数の小さい気孔があって，スポンジ層を通って乳頭突

起居間の空間に通じている。この孔は呼吸孔で，卵の胚

の呼吸に必要な酸素を供給し，内部に発生したCO2を排

出し，同時に水分の調整も行う。気孔の総数は，約6,000

~8,000個で，卵殼の全体にわたって均一に分布してい

るのではなく，鋭端部は最も少なく，鈍喘部では最も多

くなっている。

産卵鶏の生体内における全Ca量は20～309(Taylor

andStringer,1965)で，その内約98%が骨に存在し

(Common,1938),骨の支持成分としての役割を果たす

と共に，産卵しているニワトリでは体内Caの約10%に

相当するCaが卵殼と卵黄などに消費されている。ニワ

トリにおいても，骨がCaの貯蔵庫としての役普llを果た

していることは知られている(DuckworthandHill,

1953)。ニワトリでは1個の卵を産むのに約29と体内

Ca量の10%近くのCaを必要とするので，ニワトリを

含めて鳥類では，支持組織としての骨(corticalbone:

皮骨）よりも10～15倍Caの代謝回岻率が高い骨髄骨

(medullarybone)と呼ばれる特殊な骨がエストロジェ

ンとアンドロジェンの共同作用によって大腿骨腔に産卵

の開始前に形成され，産卵などにおけるCa需要の増加

に対応する機構が発達している(Simkiss,1975)。卵殼

形成は，飼料から摂取したCaと骨髄骨から供給される

Caによって行われる(DriggersandComar,1949)が，

卵殼形成のために消費されるCa源は大部分(60～75%)

が飼料であって，それ以外は一旦骨髄骨(medullary

bone)に貯蔵されてから血中に放出される。卵生のニワ

トリの全1m中のCaは,20～30mgであり，卵1個を形

成するのに約29のCaが必要である。卵殼形成時には，

Caは約100～150mg/hの割合で卵殼腺部から分泌され

(SchraerandSchrear,1971),大量のCaが消費される

ため十二指腸からのCa吸収と骨代謝によるCa供給が

必要となる。さもなければ8～18分で血中のCaは消費

されてしまうこととなる。

2.Caの給与時期と卵殼質

卵殼へのCaの沈着を増加させることは，卵殼を強化

し，破卵による経済的損失を防I上する上で重要であると

考えられる。卵殼へのCaは，飼料から供給されること

から飼料中のCaを効率的に利用させる方法を検討した

Chah(1971)は，エネルギー，蛋白質Caを産卵鶏に選

11巻J3号(2004)

択的に摂取できるように給与した場合，エネルギーと蛋

白質摂取量は排卵後卵白の形成が行われる午前11時以

降と午後6時から消灯までにかけて増加する2相性の

ピークがあること，およびCa摂取量は卵殻形成が行わ

れる午後2時以降急激に増加することを見出し，卵殼形

成にCaと蛋白質およびエネルギーの給与に適する時川

があることを報告した。また，卵殼へのCa沈着におけ

るCa利用は午前中にCaを給与した場合はCaの多く

は骨を介して卵殼に沈着するが，午後に給与した場合は

Caは骨を介さず直接卵殼に沈着することが多くなる

(RolandandFarmer,1984)という。放射性Caを使川

した実験では，卵殼形成に利用されるCaの内，骨から

のCaが占める割合が高くなるにつれて卵殼質は劣る

(RolandandFarmer,1984)ことが報告され，また，産

卵鶏において0.4%の低Ca飼料を給与し，午前8時ま

たは午後4時に39のCaを強制給与すると，卵殼形成

時期でない午前8時にCaを強制給与した場合には卵殼

質が悪化すること(LennardsandRoland,1981),午前

に低Ca飼料，午後に高Ca飼料を給与すると卵殼質が

改善されること(CasonandBritton,1981;Bootwalla

aaj.,1982;Hellwig"".,1982)から，午後にCaをよ

り多く摂取させた方が卵殼質を向上させる可能性が示唆

されている。さらに，生産農場において6万羽のニワト

リを供試した実用面での検討結果においても，午前に低

Ca飼料，午後に高Ca飼料を給与することにより1日内

のCa摂取量を同一としても卵殼質が改善され破卵率が

減少し，3万羽規模の鶏群で1日約1.7万｢I]の収益性が

向上することが示されている（後藤ら,2002d)。

3．血中Ca濃度

血中におけるCaは，蛋白質と結合した蛋白結合Ca,

イオン化したCaイオンおよび無機物と化合物を形成し

たCa化合物として存在しているが，大部分は蛋白結合

CaとCaイオンであり，これらで血中全Caの98%近

くを占めている(CoppaaL,1969)。卵殼にCaが蓄積

することから，卵殻へのCa蓄積との関連で,lm中にお

ける総Ca濃度(Hodges,1969;LuckandScanes,

1979;ParsonandCombs,1981;Nysgj(z/.,1986a;

Kolling"".,1992),非透過性Ca濃度(Pauland

Snetsinger,1969;Mueller"".,1973;Nys"".,1986

b;後藤ら,2002c)およびCaイオン濃度(LuCkand

Scanes,1979;ParsonandCombs,1981;Nys"".,

l986a;Singh"".,1986;後藤ら,2002a,c)の変動の

様相が報告されている。

ニワトリにおいては卵殼形成のために十二指腸での

Ca吸収や骨代謝によって血巾のCa濃度を維持してい

るが,|I甫乳類においてもⅢl中Ca濃度が一定の範囲を超
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えるとそれだけでテタニーやてんかんのような重要な障

害が起こるので，常に血中のCa濃度を一定に保つ必要

がある。その重要な役割を果たしているのが主に副甲状

腺から分泌される副甲状腺ホルモン(parathyroidhor-

mone;PTH),鳥類においては鯏後腺(uitimo-

branchialgland),哺乳類では甲状腺のC細胞から分泌

されるカルシトニン(calcitonin;CT),腎臓で最終的に

活性化される活性化ビタミンDのlcM,25dehydroxy-

vitaminD3(1Qf,25(OH)2D3)であり，それらのホルモン

によるCa調節の概略は次のようである。

すなわち，血中のCa濃度が低下すると,gll甲状腺か

らPTHが分泌され，骨に作用して骨吸収を促進し,Ca

やリンを溶出させる。一方で,PTHは腎臓においては遠

位尿細管でCaの再吸収を促進すると同ll寺に不活性型の

25-hydroxyvitaminD:}(25-(OH)D3)をlq-hydroxy-

lase(1Qj-水酸化酵素）によって活性型のl(M,25(OH)2D3

に代謝し，これが腸管でのCa吸収を促進する。この結

果，血中Ca濃度が上昇する。逆に，血中のCa濃度が上

昇すると,CTが分泌され，破骨細胞に直接作用して，骨

吸収を抑制して，血巾Caを低下させる(Simkiss,

1975)｡

4.Ca結合蛋白質

WassermanとTaylor(1963)がビタミンD3を給与

したヒナにおいて，腸管上澄液中にCaと結合する物質

があると報告し，その物質が蛋白質であると最初に報告

したのはWassermanとTaylor(1966)である。飼料か

らのCaは主に小腸から吸収されるが，小腸でのCa吸

収能は十二指腸，空腸，回腸のIIIIIで低くなり，この111頁位

と同じ様な関係で,Ca結合蛋白質(CaBP;calcium

bindingprotein)濃度が低くなる(TaylorandWas-

serman,1967)ことなどから，小腸におけるCa吸収は

CaBPを介していると考えられるようになった｡さら

に,Wassermaneml.(1968)によりニワトリヒナの十

二指腸粘I莫からCaBPが分離，精製され，その分子量が

28,000であることが明らかにされた。また，以前から腸

管のCa吸収にビタミンDが不可欠であることが知られ

ていたためCaBPの発現に対するビタミンDの関与が

多くの研究者により研究され，－'一二指腸におけるCaBP

の発現がlq,25(OH)2D}により制御されていることが明

らかにされ(Taylol･andWasserman,1970;Corradino,

1984;CorradinoandFullmer,1991;Nysaα/.,1992

b),CaBPがCaBP-D28Kと呼ばれるようになった。

また，卵殼形成部位である卵管の卵殼腺部において

も，腸管と同じCaBPが存在し(Corradino"".,

1968)，しかもこの蛋白量とCaBP-D28KmRNA儂度が

卵殼形成との関連で変動する(Nys"""1989;Striem

1135

andBar,1991;Bar"".,1992;Ieda"(zI.,1995)こと

から，卵殼腺部における卵殼へのCa蓄積においても

CaBP-D28Kが関与していると考えられている。しかし，

卵殼腺部におけるCaBP-D28Kの発現機構は必ずしも十

分に明らかにされていない。

先に述べた様に，今日では腸管からのCa吸収と卵殼

腺部におけるCa沈着にCaBP-D28Kが関与していること

が明らかにされているが，今日では腸管や卵殼||泉部以外

にも，腎臓(Clemens"".,1989),骨(Christakosand

Norman.,1978),膵臓(KingandNorman,1986),小脳

(TaylorandBrindak,1974),精巣(Inpanbutrand

Taylor,1992),卵黄嚢(OnoandTuan,1991)などにお

いてもCaBP-D28Kの存在が報告されている。

一方，哺乳類においても-'一二指腸(Kallfelz"".,

1967)，腎臓(PansiniandChristakos,1984),子宮

(Delormeejal.,1983)などにCaBPが存在しているこ

とが明らかにされてる｡しかし，その分子量は9kDaで

あり，鳥類で見られる28kDaのCaBPとは違う遺伝子

上に存在している(Hunziker,1986)。また腎臓において

は9kDaのCaBP以外に28kDaのCaBPが存在してい

ることが知られているが，この哺乳類に存在している28

kDaのCaBPと鳥類に存在している28kDaのCaBPと

は構造的に異なっている(Clemens"".,1988)。

分子量28kDaのCaBPの構造には，約40のアミノ酸

の6つの繰り返しが見られる(Hunziker,1986)。これは

E-Fハンドと呼ばれるCa結合部位であり，この6つの

E-Fハンドのうち2個はCaとの結合に必須なアミノ酸

部分に変異があるためCaと結合できず，残りの4個が

Caと結合する(Hunziker,1986)。このE-Fハンド構造

はカルモデュリンやトロポニンCのようなCaに対する

高い親和性を持っているタンパク質に存在しており，

[α-ヘリックスーループーヘリックス］と呼ばれるペプチ

ド構造をとっており,CaBPのCaに対する結合能は約

10-6Mと高い。しかし,CaBPのCaに結合する能力以

外の生理的役割は未だほとんど知られていない。

5．腸管における発現

今曰では，ビタミンDレセプターが腸管細胞の細胞核

に存在していることもlﾘ1らかにされており(Brum.

baughandHaussler,1975),その制御機構は,1(M,25

(OH)2D3がCaBP-D28Kの遺伝子の制御部位のビタミンD

反応エレメントに結合することでCaBP-D28K遺伝子の

転写制御をしている(Lowe"".｡1992)という報告か

らも,lcY,25(OH)2D3がCaBP-D28K遺伝子に直接作用し

てCaBP-D28,《の辿伝子発現を促していることは疑う余

地もない。

‐'一二指腸におけるCa吸収はCaが腸管腔から血中へ
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移行する現象であり，3つのステップに分けて考えるこ

とができる。すなわち①刷子縁膜(brushbordermem-

brane;BB)を通してのCaの取り込み②冊ll子縁膜か

ら漿膜側への細胞質内のCaの移動③奨膜(baso-

lateralmembrane;BL)を横切り細胞外へのCaの排

出である。この十二指腸におけるCaの吸収段階の中で

のCaBPの生理的役割に関して,CaBPが細胞質中に存

在していること(Morrisseygj(zI"1978)から,CaBPは

上記の②の役割を果たしていると考えられている。こ

れに関連して,Stein(1992)らは，細胞膜におけるCa

透過性が増し，その結果細胞内に入り込んだCaイオン

の過剰による弊害を防ぐためCaBPが合成され，過剰な

Caを細胞外に排出させているのではと推察し,CaBP

は細胞内Ca濃度の緩衝剤として働くのではないかと推

察している。また，ビタミンDが欠乏しているニワトリ

やラットへの1CM,25(OH)2D3投与によって起こる十二指

腸でのCaBPとCaBPmRNA濃度の増加はCa吸収の

増加の少し後に起こることから,1",25(OH)2D3投与初

期におけるCa吸収へのCaBPの関与を否定している報

告(Spencer,1976;HarmeyerandDeLuca,1969)もあ

る。

一方，①や③の機構においてもまだ明らかになって

いないが，刷子縁膜においてはCaの濃度勾配を通して

Caが受動的に取り込まれ，奨膜においては奨膜内に存

在しているCaポンプ(Ca2+,Mg2+-ATPase)によるエ

ネルギーに依存した取り込みが行われ，しかもこの取り

込みはld,25(OH)2D3が関与しているという(Bikle"

".,1983;Chandler"".,1984)。

十二指腸におけるCaBPは腸管から栄養素の吸収が

行われるようになる孵化1日目にすでに認められる

(MoriuchiandDeLuca,1974)が，産卵の開始に先立

ち，十二指腸におけるCaBP濃度とCaBP-D28KmRNA

濃度が増加すること(BarandHurwitz.,1973;Striem

andBar,1991),また，血中性ステロイドホルモンと1α，

25(OH)2D3濃度も増加すること(Castillo"".,1979),

さらに，未成熟鶏に性ステロイドホルモンを投与すると

腎臓中のla-hydroxylase活性が刺激されること

(Tanakagr""1976,1978),および産卵に先立った十二

指腸におけるCaBPの合成は，その時期に増加するエス

トロジェンとテストステロン(testosterone:T)によっ

て血中の1q,25(OH)2D3濃度が増加し，それによって十

二指腸のCaBP合成が刺激されるとの報告(Nys"".,

1992b)などは，性ステロイドホルモンが性成熟過程に

おける十二指腸でのCaBP合成に関与していることを

示している。

6．卵殼腺部における発現
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6－1．ビタミンD

卵殼腺部において十二指腸と同様にCaBPが存在し

ていることを最初に報告したのはCorradinoら(1968)

である。その後，卵殼腺部のCaBPが産卵の最初の卵殼

形成中に増加すること(Nys"(zJ.｡1989;Striemand

Bar,1991;BarandHurwitz,1973),軟卵鶏や休産鶏の

卵殼腺部のCaBP儂度は正常な産卵鶏より少ないこと

(Nys"".,1992b,1989;Bar"".,1990),排卵周期中

の卵殼腺部におけるCaBP-D28KmRNAレベルが卵殼形

成の行われている時期に増加すること(Ieda"".,

1995;Nys""/.,1992b,1989;後藤ら,2002a,c)など

は，卵殼腺部におけるCaBP-D28Kは卵殼形成に関与して

いることを示している。

すでに述べたように，‐'一二指腸におけるCaBPの発現

はlq,25(OH)2D3により制御させていることは明らかで

あるが，卵殼腺部におけるCaBPの発現調節機構におい

ては様々な見解がある。

すなわち，産卵鶏にビタミンDを含まない飼料を与え

ると，産卵の停止まで累進的により薄い殼の卵を産み，

同時に卵殼腺部のCaBP濃度も減少したが，標準の飼料

に戻すことで卵殼とCaBP濃度はもとに戻ったこと

(Corradino"".,1968),卵殼腺部にlq,25(OH)2D3に

対するレセフ．ターが存在し(Coty,1980),性成熟に伴っ

て増加すること(Yoshimura"(zZ.,1997),排卵周期中

における血中l[M,25(OH)：D3濃度が軟卵を産んでいるニ

ワトリでは変動が認められないが正常な卵を産んでいる

ニワトリでは卵殼形成時にかけて増加すること(Nyser

".,1986a),さらに，排卵周期中において卵殼腺部の

CaBP-D28KmRNA濃度とビタミンDレセプターmRNA

濃度がともに卵殼形成時にかけて増加し，次の排卵時に

かけて減少したこと(Ieda"",1995)などは，十二指

腸と同様に卵殼腺部においてもlCM,25(OH)2D3によって

CaBP合成が制御されていることを支持している。

一方，産卵の休止中は，卵殼腺部のCaBP濃度と

CaBP-D28KmRNA濃度は減少するのに対して，血中に

おける1CM,25(OH)2D3濃度と卵殼腺部におけるビタミン

Dレセフ。ター濃度には変化が認められないこと(Bar"

".,1990),産卵鶏にlq,25(OH)2D3を給与すると給与量

の増加に伴い十二指腸のCaBP量は増加するのに対し，

卵殼腺部においては変化が認められないこと(Bargrqj.,

1990),卵殼形成中において卵殼腺部のCaBP-D28K

mRNAは増加するのに対し，血中と卵殼腺部のlcM,25

(OH)2D3濃度には変化が認められず，また卵殼の薄い卵

と厚い卵を形成するニワトリにおいても卵殼腺部の

CaBP濃度は厚い卵殼を形成しているニワトリの方が高

いのにも関わらず，血中と卵殼腺部のlq,25(OH)2D3濃
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度には違いが見られないこと(Bareml.,1984),軟卵鶏

に1CM,25(OH)2D3を投与しても卵殼腺部のCaBP濃度は

変化しないこと(NysandLaage,1984),卵殼沈着の過

程におけるCaBP-D28KmRNA濃度の増加が血中のlα，

25(OH)2D3レベルの増加より早く起こる(Castillo"",

1979)こと，さらにニワトリの卵殼腺部にビタミンDレ

セプターが存在しているが，そのレベルは十二指腸の

l/6～l/7であることなどが報告されている。これらの報

告から，卵殼腺部におけるCaBP-D28Kの発現は,1cM,25

(OH)2D3が関与するとしてもその関与は少なく，十二指

腸の場合とは異なった機構で制御がなされているのでは

ないかと推察されている。

6-2．性ステロイドホルモン

すでに腸管において，性成熟過程におけるCaBP合成

に性ステロイドホルモンが関与していると述べたが，卵

殼腺部のCaBP合成についても，性成熟過程において

は，性ステロイドホルモンが関与するとの報告は多く見

られる。

すなわち，卵殼腺部のCaBP濃度は性成熟に伴う子宮

の成長と共に増加し，最初の卵殼形成でさらに増加する

ことが見出され(Nys"LzJ.,1989;BarandHurwitz,

1973;StriemandBar,1991),また,Nysら(1992a)は

ビタミンD欠乏によるくる病ヒナとビタミンDを十分

に与えたヒナにエストラジオールー176(estradiol-17B:

E2)を投与すると，何れのヒナにおいても卵殼腺部の

CaBP-D28KmRNA儂度が増加したことから，ヒナの卵

殼腺部のCaBP合成に,E2が主体的に関与しているの

ではないかと報告している。さらに，腕〃"γoの実験に

おいて,CorradinoとAlaimo(1995)は,2週間E2を

投与して子宮を早熟させたビタミンD不足のヒナの卵

殼腺部の粘膜細胞において,1CM,25(OH)2D3単独添加に

よりCaBPレベルは増加したが,E2単独添加では

CaBPレベルに対する影響は認められず,E2とl",25

(OH)2D3の両方を同時に添加するとCaBPレベルは増加

したこと，また，プロジェステロン(progesterone:P4)

単独ではCaBPレベルに影響を与えないが，同時にlα，

25(OH)2D3を投与すると,1CM,25(OH)2D3によるCaBP濃

度の増加を妨げたことから,1CM,25(OH)2D3は卵殼腺部

におけるCaBP合成を直接刺激し，そのl"25(OH)2D3

の作用をE2とP4が調節するような作用でE2とP4が

CaBP合成に関与していると報告している。その他にも

未成熟鶏においてはE2が卵殼腺部のCaBPの合成を刺

激しているという報告は多くなされている(NysemJ.､

1989;Navickisaaj.,1979;Corradino,1993;Corra-

dinocm1.,1993)｡

一方，すでに卵を産んでいる産卵鶏においても，性ス

CaBP-D28K遺伝子発現
T1n庁

JlOイ

テロイドホルモンが卵形成に関与することから，卵殼腺

部におけるCaBP発現に性ステロイドホルモンが関与

するか否かが検討されている。

Iedaら(1995)は，性ステロイドホルモンの合成を阻

害することが知られているAminoglutethimideを産卵

鶏に投与することにより，卵殼腺部のCaBP-D28K

mRNA濃度と卵重量に対する卵殼重量の割合が有意に

減少したことから，性ステロイドホルモンが，卵殼腺部

におけるCaBP-D28K遺伝子発現を刺激して，卵殼への

Ca沈着を促すと推察している。これに対して，排卵周期

中における卵殼腺部のCaBP-D28KmRNA濃度の増加

(Nys""J.,1989;StriemandBar,1991;Bar"a/.,

1992;Ieda""J.｡1995)が血中性ステロイドホルモン濃

度の増加を伴っていないこと(Jonhson,1990),正常の

卵を産んでいる産卵鶏に比べ，軟卵鶏の卵殼腺部の

CaBPとCaBP-D28KmRNA濃度は減少するが，排卵周

期中の血中性ステロイドホルモン濃度の変動の様相は産

卵鶏のそれと変わらないこと(Nys"".,1986b)など

から，性ステロイドホルモンがCaBP-D28K発現に促進的

には関わらないとの推察もなされている。さらに,Bar

ら(1996)は産卵鶏にプロジェステロン(P4),テストス

テロン(T)またはエストラジオール(E2)をそれぞれ投

与し，それらが卵殼腺部におけるCaBP-D28KmRNA濃

度に及ぼす影響を検討しているが，その結果において

CaBP-D28KmRNA濃度は,TとE2の投与によっては殆

ど影響が認められないが,P4投与により減少し，しかも

P4の投与により卵の卵管内滞留時間が長くなったにも

関わらず，卵殼へのCa沈着が減少したことから，産卵

鶏の卵殼腺部におけるCaBP-D28KmRNAの発現にE2

とTはほとんど影響を与えないが,P4が抑制的な作用

で関与していると報告している。

後藤ら(2002b)は，産卵鶏に毎日，妊馬血清性腺刺激

ホルモン(PMSG)を投与し内因性の性ステロイドホル

モンを増加させたところ，卵殼腺部におけるCaBP-D28K

mRNA濃度は,PMG投与5日後に減少したこと，さら

に，排卵10時間後にE2,TまたはP4を投与した結果，

卵殼腺部のCaBP-D28KmRNA濃度と卵殼腺部に存在す

る卵の卵殼中Ca含量は,E2とTの投与では影響が認

められず,P4を投与した場合においてのみ減少したこ

とから，性ステロイドホルモンが産卵鶏の卵殼腺部にお

けるCaBP-D28K遺伝子発現を刺激する可能性は少なく，

寧ろ,P4により抑帝llされ，結果として卵殼へのCa沈着

が抑制されることを推察している。

6-3.Caイオン

卵殼腺部におけるCaBP-D28KとCaBP-D28KmRNAの

発現は，卵殼形成と共に増加し(Nysemj.,1989;
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StriemandBar,1991;Baraaj.,1992;Iedaaaj.,

1995),人為的に放卵を誘起することにより減少するこ

と(Nys"",1992a;Bar"".,1992;Ieda"",

1995)から，卵が卵殼腺部に存在することがCaBP-D28K

の遺伝子発現の刺激となっていると考えられている。し

かし，卵の存在だけでは必ずしもCaBP-D28Kの遺伝子発

現の刺激を説明できないとの報告がある。

すなわち,EastinとSpaziani(1978)は，産卵鶏の排

卵周期中において，卵殼腺部において卵殼形成が行われ

ている卵を排除した場合と，卵殼腺部に卵が存在せず，

卵殼形成が行われていない場合とにおいて，卵殼腺部に

人工密蝋卵を挿入して卵殼腺部を膨張させたときと人工

密蝋卵を挿入しないときにおいて，卵殼腺部における

Ca分泌状況を比i皎したところ，どちらの場合において

もCa分泌は人工密蝋卵により卵殼腺部を膨張させた方

が多かったが，クラッチの間の休産日の無排卵日に人工

密蝋卵を挿入した場合は，卵殼腺部を膨張させ刺激した

にもかかわらずCa分泌に影響が認められなかったこと

から，卵殼腺部におけるCa分泌は，排卵現象と密接に

関連し，卵殼腺部の膨張すなわち卵殼腺部における卵の

存在のみでは刺激されないが1つの欠かせない因子であ

るとした。また,Corradino(1993)は加加"oの方法

で，ニワトリのヒナに2週間E2を投与し早熟させた卵

殼腺部の粘膜細胞に，小胞体に蓄えられているCa2十が

放出され，細胞内Ca2+濃度を増加させるthapsigargin

(THAPS)を添加したところ,1(M,25(OII)2D3の不存在トー

で卵殼腺部のCaBP濃度が増加したことからCa2+自身

がCaBP合成に関与しているとⅢ察している。

さらに，産卵鶏の卵殼形成過程における血中Caイオ

ン濃度と卵殼腺部におけるCaBP-D28KmRNA濃度の変

動との間で,Caイオン濃度の増加時にはCaBP-D28K

mRNA濃度が減少し，逆にCaイオン濃度の減少時には

CaBP-D2剛《mRNA濃度が増加するような様相で，｜面濃

度の間でほぼ逆の変動の様相が認められている（後藤

ら,1998,2002a,c)。

先にも述べた通り，午前に低Ca,午後に高Ca含有飼

料を給与することにより1日内のCa摂取量を変えるこ

となく卵殼質が改善されることが示唆されているが，こ

のCa給与法による卵殼質の向上が血中Caイオン儂度

と卵殼腺部におけるCaBP-D28,<mRNA膿度にいかなる

影響がもたらされた結果によるかを後藤ら(2002a)は

検討している。その結果，通常飼料を給与した場合に

比べ，血中Caイオン濃度は低Ca含有飼料を給与した

午前は低くなるが，その後高Ca飼料に切り替えると卵

殼腺部のCaBP-D28KmRNA濃度は高くなることが見出

され,Ca給与時期の違いにより卵殼腺部における
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CaBP-D28KmRNA濃度が変化することを報告してい

る。

これらのことから，カルシウム恒常性に関与する副甲

状腺ホルモンとカルシトニンの場合と同様に,Caイオ

ンが卵殻腺部におけるCaBP-D28Kの発現を調整してい

るのかも知れない。しかし，これらの推察にはさらなる

研究が必要とされる。

おわりに

鶏卵業界においては，卵価は，長引く景気低迷による

消費の減少と無秩序な増羽と乱売，さらに，烏インフル

エンザの発生により，未曾有の低卵価となっている。鶏

肉を含めた低相場の傾向は今後も続くことが予想され，

｢安全｣，「安心｣，「安価」への取り組みがより重要となっ

ている。

卵殼質の向上は，破卵率を減少させ収益性を向上させ

ると共に，「安全｣，「安心｣，「安mli」な鶏卵を生産するた

めに必要欠くべからざる命題である。今後も，卵殼質改

善を中心とした鶏卵の商品化率向上に繋がる研究を実施

していきたいと考えている。

謝 辞

本稿を結ぶにあたり，終始変わらぬご指導を賜りまし

た上古道治先生，小野珠乙先生に深厚なる謝意を表しま

す。また，終始実験に協力戴いた弊社・中央研究所所員

に感謝致します。

本稿は，平成15年度日本家禽学会奨励賞受賞課題｢卵

殼質向上と卵殻腺部におけるカルシウム結合蛋白質

(CaBP-D28K)遺伝子発現に関する研究」の内容の一部を

まとめたものです。学会賞奨励賞選考委員会および本槁

をまとめる機会を与えて下さった編集委員の諸先生方に

深謝致します。

引用文献

BarAandHurwitzS,Uterinecaicium-bindingpro-

teininlayingfowl.ComparativeBiochemistryand

Physiology.A45:576-586.1973.

BarA,Stl-iemS,Mayel-AfsharSandLawsonDEM.

Differentialregulationofcalbindin-D28KmRNAin

theintestineandeggshellglandofthelayinghen.

JournalofEndocrinology.4:93-99.1990.

BarA,RosenbergJandHurwitzS.Thelackof

relationshipsbetweenvitaminD3metabolitesand

calcium-bindingproteinintheeggshellglandof

layingbirds.ComparativeBiochemistryandPhys-

iology.78B:75-79.1984.

BarA,VaxE,HunzikerW,HalevyOandStriemS.

Theroleofgonadalhormonesingeneexpression

Copyright ©2004, Japan Poultry Science Association



後藤：卵殼形成とCaBP-D28K遺伝子発現 J139

ofcalbindininthelayinghen.GeneralandCom-

parativeEndocrinology.103:ll5-122.1996.

BarA,StriemS,VaxE,TalpazHandHurwitzS.

RegulationofcalbindinmRNAandcalbindinturn-

overinintestineandshellglandofthechicken.

AmericanJournalofPhysiology.262:R800-R805.

’992．

BikleDD,MunsollSandZoIockDT.Calciumnux

acrosschickduodenalbrushbordermembl･ane

vesticles:regulationbyl,25-dihydroxyvitaminD.

Endocrinology.ll3:2072-2080.1983.

BootwallaSM,HarmsRHandWilsonHR.Effectof

feedingtimeandsupplementationwithcalcium/

phosphoruspelletsontheperformanceofbroiler

breeders.PoultryScience.61:1421-1421.1982.

BrumbaughPFandHausslerMR.Speciflcbindingof

1Qj,25-dihydroxycholecalciferoltonuclearcompo-

nentsofchickintestine.JournalofBiological

Chemistry.250:1588-1594.1975.

CasonJAandBrittonWM.Eggshellqualityfollow-

ingshort-termfeeddeprivation・PoultryScience.

60：’636－1636．1981．

CastilloL,TanakaY,WinelandMJ,JowseyJOand

DeLLIcaMF.Productionofl,25-dihydroxyvita-

minD3andformationofmeddullaryboneinthe

egglayinghen.Endocrinology.104:1598-1601.

1979．

ChahCC.Astudyonthehen'snutrientintakeasit

relatedtoeggformation.M.Sc.thesis.Universtiyof

Guelph.1971.1971.

ChandlerJS,MeyerSAandWassermanRH.Effects

ofl,25-dihydroxycholecalciferolonthechickintes-

tinalbasolateralcalciumpump.FederationProc.

43：985．1984．

ChristakosSandNormanAW.VitaminD3-induced

calciumbindingproteininbonetissue.Science.

202：70－71．1978．

ClemensTL,McgladeSA,Garl-ettKP,HoriuchiNand

HendyGN.Extracellularcalciummodulatesvita-

minDdependentcalbindinD28Kgeneexpression

inchickkidneycells.Endocrinology.124:1582-

1584.1989．

ClemensTL,McGladeSA,GarrettKP,HoriuchiN

andHendyGN.Tissue-specincregulationofavian

vitamin-Ddependentcalciumbindingprotein28

-kDamRNAbyl,25-DihydroxyvitaminD3.Journal

ofBiologicalChemistry.263:13112-13116.1988.

CommonRH、Observationsonthemetabolismof

poulletslll.JournalofAgriculturalScience.28:

347-347.1938．

CoppDH.Review:Endocrinecontrolofcalcium

homeostasis.JournalofEndocrinology.43:137-

161．1969．

CorradinoRAandAlaimoJ.加加〃oregLIlationof

calbindinD28KmRNAbyl,25-dihydroxyvitaminD3

andestradiolinprecociously-maturedeggshell

glandfromvitaminD3-depletedchicks.Hormone&

MetabolicResearch.27:39-40.1995.

CorradinoRAandFullmerCS.Positivecontra-

nscriptionalregulationofintestinalcalbindin-D28K

geneexpressionbyl,25-dihydroxyvitaminD3and

glucocorticoids・Endocrinology.128:944-950.1991.

CorradinoRA.CalbindinD28Kregulationinpre-

cociouslymaturedchickeggshellgland伽ひ〃γo・

GeneralandComparativeEndocrinology.91:158-

166．1993．

CorradinoRA.Inductionofcalcium-bindingprotein

inembrvonicchickduodenum加加〃o：Directas‐

sessmentofbiopotencyofvitaminD-steroids.In

#｣VitaminD:BasicandClinicalAspects''(Kumar

R,Ed.),pp､325-341.1984．

CorradinoRA,SmithCA,KrookLPandFullmerCS.

Tissue-specificregulationofshellglandcalbindin

D28Kbiosynthesisbyestradiolinprecociously

matured.vitaminD-depletedchicks.Endocrinolo-

gy.132:193-198.1993.

CorradinoRA,WasseramanRH,PublosMHand

ChangSI.VitaminD3inductiorloIcalciumbinding

proteinmtheuterusofthelayinghell.Archivesof

BiochemistryandBiophysics.125:375-380.1968.

CotyWA.Aspecific,highaffinitybindingproteinfor

1(M,25-dihydroxyvitaminDinthechickoviduct

shellgland.BiochemicalandBiophysicalRe-

serarchCommunications.93:285-292.1980.

Delol･meAC,DananJL,AckerMG,RipocheMAand

MathieuH.Inratuterusl76estradiolstimulatesa

calclum-bindingproteinsimilartotheduodenal

vitaminD-dependentcalcium-bindingprotein.En-

docrinology.113:1340-1347.1983.

DriggersJandComarC.Thesecretionofradioactive

calcium(Ca45)inthehen'segg･PoultryScience.28:

420-424.1949．

DuCkworthJandHillR.Storageofelementsinthe

skeltoll.NutritioDAbstractReverse.23:1-1.1953.

EastinWCandSpazianiE.Onthecontrolofcalcium

secretionintheavianshellgland.BiologyofRe-

production.19:493-504.1978.

後藤尚也・高橋大三･H1上雅之・亀岡絵都子・山村奈美

子・武石勝・上吉道治．十二指腸と卵管子宮部にお

けるカルシウム結合蛋白質(CaBP-D28K)mRNA発現

および血中カルシウム濃度のニワトリ排卵周期中の変

動．東海畜産学会報9：1-5.1998．

後藤尚也・田上雅之・有賀美保子・高間智浩・武石

勝・山村奈美子・上吉道治．カルシウムの給与時期が

卵殼形成と血漿カルシウム濃度及び卵殼腺部における

CaBP-D28KmRNA濃度に及ぼす影響．日本家禽学会

誌,39:J1-J10.2002a.

後藤尚也・田上雅之・伊那佐江子・荒川仲代・山村奈美

Copyright ©2004, Japan Poultry Science Association



J140日本家禽会誌

子・武石勝・上吉道治ニワトリの卵殼腺部におけ

るCaBP-D28Kの遺伝子発現に及ぼす性ステロイドホ

ルモンの影響．日本家禽学会誌39:Jll-J24、2002b、

後藤尚也・田上雅之・水野雅司・亀岡絵都子・武石

勝・山村奈美子・土井守・上吉道治．卵殼形成にお

ける血漿カルシウム濃度と卵殼腺部のカルシウム結合

蛋白質(CaBP-D28K)mRNAの発現．日本家禽学会誌

39:J25-J40.2002c・

後藤尚也・江利川智己・高田勝広・田上雅之．産卵鶏に

おけるカルシウムの給与時期が牛産農場の卵殼質や破

卵率に及ぼす影響．日本家禽学会誌39:J46-J55.

2002d.

HarmeyerJandDeLucaHF.Calcium-bindingpro-

teinandcalciumabsorptionaftervitaminDadmin-

istration.ArchivesofBiochemistryandBiophys-

ics,33：247-254.1969．

HellwigHM,SlagterPJandJohnsonZB・Potential

valueof"morning"and{$afternoon"feedsfor

layinghens.PoultryScience.61:1381-1381.1982．

HodgesRD.Thestructureofthefowl'sulti-

mobranchialgland.AnnalsofBiologicalAnimal

BIochemiStryandBiophysics.10:255-275.1969.

HunzikerW.The28-kDavitaminD-dependent

calcium-bindingproteinhasasix-domainstruc-

ture・ProceedingsoftheNationalAcademySci-

encesUSA.83:7578-7582.1986.

IedaT,SaitoN,OnoTandShimadaKEffectsof

presenceofaneggandcalciumdepositioninthe

shellglandonlevelsmessengerribonucleicacidof

CaBP-D28KandofvitaminD3receptorintheshell

glandofthelayinghen.GeneralandComparative

Endocrinology.99:145-151．1995．

InpanbutrN,TaylorAN.Expressionofcalbindin-D28

Kindevelopingandgrowingchicktestes.

Histochemistry.97:335-339.1992.

JohnsonAL.Steroidogenesisandactionsofsteroids

inthehenovary.CriticalReviewsinPoultryBiol-

ogy.2:319-346.1990.

KallfelzFA,TaylorANandWassermanRH.Vitamin

D-inducedcalciumbindingfactorinratintestinal

mucosa・ProceedingsoftheSocietyforExperimen-

talBiologyandMedicine.125:54-58.1967.

KingMWandNormanAW.AnalysisofthemRNA

codingforchickvitaminD-Inducedcalbindinnd

itsregulationbyl,25-dihydroxyvitaminD3.Ar-

chivesofBiochemistryandBiophysics.248:613-

619．1986．

KollingK,HofmeierAandMerkenschlagerMThe

ionizedcalciuminthebloodofdomesticchickens:

dependenceonthelayingcycle・Zentralble

Veterinarmed.A39:115-120.1992.

LennardsRMandRolandSr.Theinnuenceoftimeof

dietarycalciumintakeonshellquality.Poultry

Science.60:2106-2113.1981.

41巻J3号(2004)

LoweKE,MaiyarACandNormanAW.Vitamin-D-

mediatedgeneexpression.Criticalreviewsin

eukaryoticgeneexpression.2:65-109.1992.

LuckMRandScanesCG.Plasmalevelsofionized

calciuminthelayinghen(Gα""saowz9s"czJs).Com-

parativeBiochemistryandPhysiology.PartA:177

－181．1979．

MoriuchiSandDeLucaEF.Metabolismof

vitaminD3inthechickembryo.ArchivesofBio-

chemistryandBiophysics.164:165-171.1974.

MorrisseyRL,ZolockDT,BucciTJandBikleDD.

ImmunoperoxidaselocalizationofvitaminDde-

pendentcalciumbindingprotein.Journalof

HistochemistryandCytochemistry.26:628-634.

1978．

MuellerWJ,HallKI,MaurerPA,JoshuaJRand

JoshualG.Plasmacalciumandinorganicphos-

phateresponsetolayinghenstoparathyroidhor-

mone.Endocrinology.92:853-856.1973.

NavickisRJ,KatzenellenbogenBSandNalbandov

AV.Effectsofthesexsteroidhormonesand

vitaminD3oncalcium-bindingproteinsinthechick

shellgland.BiologyofReproduction.21:1153-

1162．1979．

NysYandDeLaageX.Effectsofsuppressionof

eggshellcalcificationandofl,25(OH)2D3onMg2+,

Ca2+andMg2+HCO3-ATPase,alkalinephos-

phatase,carbonicanhydraseandCaBPlevels-1.

Thelayinghenuterus.ComparativeBiochemistry

andPhysiology・A78:833-838.1984.

NysY,BakerKandLawsonDEM.Estrogenand

calcium6uxdependentfactormodulatethe

calbindingeneexpressionintheuterusoflaying

hens.GeneralandComparativeEndocrinology､87：

87－94．1992a・

NysY,BakerK,BouillonR,VanBaelenHand

LawsonDEM.RegulationofcalbindinD28Kand

itsmRNAintheintestineofthedomestichen.

GeneralandComparativeEndocrinology.86:460-

468.1992b.

NysY,Mayer-AfsharS,BouillonR,VanBaelenH

andLawsonDEM.IncreaseincalbindinD28kmRNA

intheuterusofthedomesticfowlinducedby

sexualmaturityandshellformation.Generaland

ComparativeEndocrinology.76:322-329.1989.

NysY,N'GuyenTM,WilliamsJandEtchesRJ・BIood

levelsofionizedcalcium,inorganicphosphorus,

1,25-dihydroxycholecalciferolandgonadalhor-

monesinhenslayinghard-shelledorshell-less

eggs.JoarnalofEndocrinology,111:151-157．1986

a･

NysY,ParkesCOandThomassetM.Effectsofsup-

pressionandresumptionofshellformationand

parathyroidhormoneonuterinecalcium-binding

Copyright ©2004, Japan Poultry Science Association



後藤：卵殼形成とCaBP-D28K遺伝子発現 J141

protein,carbonicanhydraseactivityandintestinal

calciumabsorptioninhens.GeneralandCompara-

tiveEndocrinology.64:293-299.1986b.

OnoTandTuanRS.VitaminDandchickembrvonic

yolkcalciummobilization:identificationandreg-

ulationofexpressionofvitaminD-dependent

Ca2+-bindingprotein,calbidin-D28K,intheyolksac.

DevelopmentalBiology・144:167-176．1991．

PansiniARandChristakosS.VitaminD-dependent

calcium-bindingproteininratkidney.Purification

andphysiocochemicalandimmunologicalcharac-

terization.JournalofBiologicalChemistry.259:

9735-9741.1984.

ParsonAHandCombsGFJr.BIoodionizedcalcium

cvclesinthechicken.PoultrvScience.60:1520-

1524.1981.

PaulHSandSnetsingerDC.Dietarycalciumand

phosphorusandvariationsinplasmaAlkaline

phosphateseactivityinrelationshiptophysical

characteristicsofeggshell.PoultryScience.48:

241－250．1969．

RolandDA.Eggshellproblems:Estimatesofinci-

denceandeconomiclmpact.PoultryScience.67:

1801-1803.1988.

RolandDAandFarmerMEggshellQuality･World's

PoultryScienceJourna1．40:255-260.1984.

SchraerHandSchraerR.Calciumtransferacrossthe

avianshellgland.In"CellularMechanismsfor

CalciumTransferandHomeostasis"(NicholsGand

WassermanRH,Eds.).NewYork:AcademicPress,

P：351．1971．

SimkissK.Calciumandavianreproduction・Sym-

posiaofZoologicalSocietyofLondon,No.35:305-

337．1975．

SinghR,JoynerCJ,PeddieMJandTaylorTG.

Changesintheconcentrationsofparathyroidhor-

moneandioniccalciumintheplasmaoflaying

hensduringtheeggcycleinrelationtodietary

de6cienciesofcalciumandvitaminD.Generaland

ComparativeEndocrinology.61:20-28.1986.

SpencerR,CharmanM,WilsonPandLawsonE.

VitaminD-stimulatedintestinalcalciumabsorp-

tionmaynotinvolvecalcium-bindingproteindi-

rectly.Nature.263:161-163.1976.

SteinWD.Facilitateddiffusionofcalciumacrossthe

ratintestinalepithelialcell.JournalofNutrtion.

122:644-650.1992.

StriemSandBarA.Modulation,ofquailintestinal

andeggshellglandcalbindin(Mr28,000)geneex-

pressionbyvitaminD3,1,25-dihydroxyvitaminD3

andegglaying.MollecularandCellularEndocri-

nology.75:169-177.1991.

StriemSandBar,A.Modulationofquailintestinal

andeggshellglandcalbindin(Mr28,000)geneex-

pressionbyvitaminD3,1,25-dihydroxyvitaminD3

andegglaying.MollecularandCellularEndocri-

nology、73:325-331.1991.

TanakaY,CastilloLandDeLucaHF.Controlofrenal

vitaminDhydroxylasesinbirdsbysexhormones.

ProceedingsoftheNationalAcademySciences

USA.73:2701-2705.1976.

TanakaY,CastilloL,WinelandMandDeLucaHF.

Synergistice廿ectofprogesterone,testosterone

andestradiolinthestimulationofchickrenal25

-hydroxyvitaminD3-1-hydroxylase・Endocrinolo‐

gy.103:2035-2039.1978.

TaylorANandBrindakME.Chickbraincalcium

bindingprotein:Comparativewithintestinalvita-

minD-inducedcalciumbindingprotein.Archives

ofBiochemistryandBiophysics.161:100-108.1974.

TaylorANandWassermanRHImmunofluorescent

localizationofvitaminD-dependentcalcium-

bindingprotein.JournalofHistochemistryand

Cytochemistry.18:107-115.1970.

TaylarANandWassermanRH.Vitamin-D3-induced

calcium-bindingprotein:partialpuri6cation,elec-

trophoreticvisualization,andtissuedistribution.

ArchivesofBiochemistryandBiophysics、119：

536-540.1967．

TaylorTGandStringerDA.Eggshellformationand

skeletalmethabolism.In､!AvianPhysiology".

(SturkiePDed)．2ndedition,pp、485-514.1965．

CornellUniversityPress,NewYork.1965.

WarrenDCandScottHMThetimefactorinegg

formation.PoultryScience.14:195-207.1935.

WassermanRHandTaylorAN.VitaminD3inhibi-

tionofradiocalciumbindingbychickintestinal

homogenates.Nature.197:30-32.1963.

WassermanRHandTaylorAN.VitaminD-induced

calcium-bindingproteininchickintestinal

mucosa，Science・152:791-793.1966.

WassermanRH,CorradinoRAandTaylorANVita-

minD-dependentcalcium-bindingprotein.Purific-

ationandsomeproperties・JournalofBiological

ChemiStry.243:3978-3986.1968.

YoshimuraY,OhiraHandTamuraT.Immu-

nocvtochemicallocalizationofvitaminDreceptors

intheshellglandofimmature,laying,andmolting

hens.GeneralandComparativeEndocrinology.

108：282-289.1997.

Copyright ©2004, Japan Poultry Science Association




