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秋田比内地鶏のDNA識別手法の確立(第 l報)

力丸宗弘-石塚条次・小松 恵、・高橋秀彰本

(* (独)農業生物資源研究所、現(独)農業・食品産業技術総合研究機構 畜産草地研究所)

要約

秋田1:ヒ内llQ鶏のDNA識別手j去を確立するため、マイクロサテライトマーカーを用いて秋田比内地鶏

の父親となる比内鶏の遺伝的特性について調査を行った。

秋田県農林水産技指センター畜産試験場で維持している比内鶏160検体について調査した結果、 5つ

の常染色体マーカー (AB R13、AB R277、AB R500、MCW298、MCW327)、5つのZ染色体マー

カー (AB R89、AB R241、AB R311、AB R633、AD L250)において、それぞれ一つの対立遺伝

子に固定していた。すなわち、比内鶏とのF1個体では、比内鶏で国定している10個のマーカーの対立

遺伝子が必ずセットで検出されなければならないことがわかった。

田定した遺伝子型を示した単型性マーカーの割合を常染色体、 Z染色体加に比較すると、常染色体マー

カーでは92個中 5個 (5.4%)、Z染色体マーカーでは22個中 5個 (22.7%)であり、常染色体より Z染

色体において、比内鶏に特徴的なマーカーが存在することが示唆された。

これらのことから単型性マーカーの割合や生産形態を考慮すると、秋田比内地鶏のDNA識別には、

Z染色体マーカーの方が常染色体マーカーよりも有効であることが示唆された。

緒 セ豆F
広コ

近年、消費者の畜産物に対する安全・安心・高品質へ

の関心が高まり、国内の銘柄鶏や地鶏と呼ばれる地域特

産鶏の需要が高まっている。県の特産品である比内地鶏

も年々出荷羽数が増加し、県内だけでなく、関東閣を主

に需要が増加しており、平成17年の出荷現数は662千羽

に達している O しかし、…方で比内地鶏を始めとするブ

ランド鶏では、その供給量の増加につれて、流通過程で

のブランド鶏以外の混入や偽りが懸念され、消費者のみ

ならず生産者からも科学的根拠に基づいた識別手法の開

発が求められてきている。日本在来あるいは地域特産の

蓄産物としては、黒毛和種 (Sasazakiら2004)、鹿鬼島

黒豚(奥村ら2000)のDNA識別技術が確立されている O

また、鶏ではNakamuraら(2006)によって、名古屋コー

チンの識別技術が開発されている。そこで、本報では、当

試験場の種鶏から生産される秋田北内地鶏と他の鶏を識

別する技術を開発するため、まず初めに秋田北内地鶏の

父親となる比内鶏の遺伝的特性について諦査を行った。

材料及び方法

1 1共試材料

供試材JjEj-には、畜産試験場で維持している比内鶏160

検体を用いた。

2 ニワトリゲノム DNAの調製

ニワトリのゲノム DNAは、翼下静脈から採取した

I鼠液から、 DNA抽出キット(セパジーン:三光純薬)

を用いて抽出した。ゲノムDNAは、分光光度計(Geル

eQuantn1Ilアマシャムバイオサイエンス)を用い

て、 DNA濃度を測定後、 10ng/μiに調製した。

3 マイクロサテライト DNA多裂の検出

114個のマイクロサテライトマーカーを実験に用い

た(表 1)0 114個は、座乗する染色体によって、 92備

の常染色体マーカー、 221聞の Z染色体マーカーに分け

られる。
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表上使用したブライマー

マーカー名 フォワ…ドブライマー (5' -) 3') リパースブライマー (5' 一>3') 染色体番号f 参考文献
DDB] Accession討umber

ABROII3 CGACえ.TCGTGCfGATACCTT GTCCTCCTTCTGCTTTGCTG <:-hr1 Takahashi e乞"1. (2005) AB186551 
ABROIIi CCTGGGATATGCTGAGATTAC GCTAGTAGAACTTTTCTTTGG chrl Takahashi et al. (2005) AB186553 
.18f!0139 AAAAGCCTTGAGCTTCCACT ACTTGTCTCAGCCTGCCTAC chrl Takahashi 8t a1. (2005) ABI86558 
A8ROJ69 CTGGACAむAGTCCCCATTTA CCAGAGCCATAGGTCTAACτG ch1'1 Takahashi 8t a1. (2005) A6186564 
ABR0185 GTCTGむCTG，~GτAATGCTGG CTτGGCTAGATTAAGGTG九九 ch1'l Takahashi ot a1. {20(5) ABI8656i 
ABR024I CAAGTGGTTTGGTT ATTGCT ATTACTGCTGCTTTG1τTGC ch1'l et (2005) A818658.1 
ABR0258 GCATGACAG，九九ATGCCAAτA GATCAGA.\CTT!ν~CCTCCCT ch1'l 
A8ROJ80 CAGAGGTGCTGACAGAGTG，A CTGGCTGTAATτTCAGGTG1 chr1 et (2005) AB136595 
ABR02b'.J TGTTλんへCTAGCCATTTTGT TATTTGAGGAAGCAGACAGC ch1'1 TakaI1ashi 8t a1. (2005) ABl86597 
ABfi.'0287 CC!えGATTTCCA TTAGTGCTC CAAATGTACTCTTTCACAGTCG ch1'l Takahashi 8τaL (2005) A6186598 
A8RO.J24 CTTCAGCCTC九¥GCACTCAG λCCTAACんAAATCGGAC!九も4 chr1 Takal18s11i 8t a1. (2005) ABI86653 

ABR05'12 GTGCCACCTTTCCATTTCTG CTCCCTCTGCATCATTTCTTTG chrl τakahashi 8t alム (2005) ABlS6686 
A8R059J CTGGACCA仁AGCAGTTA'fTC 仁三AATACCTCAGGGAACAGM cll1'1 Takahashi et <11. (2005) λB186707 
A8R0609 TACGGAGTATGAんAGATTTG CTTTATTCCCAしAGAACAGAT chr1 Takahashi et <11. (2005) ABI86iJ4 

ABR0619 CCTCAGTGGCAAAGTGAATA fTA註TGGGAAATACTGGT出 chrl Takahashi et al. (2005) A6186728 
LElO146 TCAAGCCACC九MGTGCTTGG GえICACTCTGCTCATAGCAGT chr1 Wanlle et-a1. (1999) X83254 
設:刃0327 GTCCTTGCCATGTA TTGACTG CAGCACTAAGTGGCTGACATC cll1'l C1'ooijmans et a1. (1997) G32082 

A8R0189 TT AACA TTAAGAGCGCATCT ATTTGAAC'fTCCAAAACACT cl11'2 Takahashi 8t a1. (::~005) 紛 186569

.48RO.J93 CTCCτCCACTCACTCTGTTG TTGGιAAGA TTGTATGA九ACC chr2 Takahashi et a1. (2005) A6186662 
，1BRω。。 CA l'CCCATAGGTT A TTCC九T CCえGMATれCAGTAGTGCC chr2 τakδhash:i et a1. (2005) ABI86664 

ABR0532 ACA，AしAGCどAACACCAlTTAA ACAACTATCTGGえGGCAGTA chr2 Takahashi et a1. (2005) ABI86682 

ABR0569 GCAGんAGGGATAAGATAGAC AAACAACACCACCACA主GAT ch1'2 Takahashi et a1. (2005) ABI86696 

ABR0579 TAATGCTAAAACTGCTCC1T AGClωATGCTTCηGATGT ch1'2 Takahashi et a1. (2005) ABI86609 
ぷ且背'058J GCAGTCAA TCACGGTAAGTT TGTTAGGATTTGGTGGT1TC chr2 et (2005) A詰186702

ABR0645 TATTGTCατ仁CAATTACAT CACGCACTTACATACTTAGA chr2 
，l/CW0185 GATCTACTGTCATTTTAGTTT TGAAT AGA TTTCAGTGAGTGC ch1'2 et a1. (1997) G31976 
A!CIf029S AACAも寸むACACGA!えTAAGGCC GATCCAGCCTGTCCAAATCC cb1'2 et a1. (1997) G32055 
A8ROJ61 AGCACCTGAGへ.CTGAGAAGA CTCGCAAAGTATGG;‘¥ACTGA chr3 et a1. (2005) AB186563 
A昂官'0225 GAATGTAGCACCGAGGM TA AGACAGGCACTTGTACTGGA chr3 Takahashi et a1. (2005) A8186577 
ABR0232 AAAAGACTATGGCAGAACAGA ATACAGTGGGTGGCAACミAGC chr3 T臼kahashiot a 1. (2005) A8186579 
A8R02.15 GATnCTTTCTATGGCTGTTG TTTCTTCACTTTGCAα fTC chr3 e乞a1. (2005) A日186583

ABR0297 ATGTTCCTTCA TTTCCAGAG chr3 
A8R0318 chr3 a1. (2005) ABI86608 

A8f!0353 TT ACCTCCTTTGTAんATCTG chr3 Takahashi et a1. (2005) A8186620 

.4sRO-J72 品CAα;C1¥CCATτTATCTTA CCCτG"CTGCT，;CATTATTG chr:ぅ Takahashi Dt誌1. {20(5) A8186650 

ABR0664 仁TはiPしATACAGTGAGGAGAC TGAAGTGACGGTAAGTAAGA cl11'3 正請綴ら (2006) 

AOL0306 G下fλCTGτA1ごfTGGCTCAT TCAGTTTGACTTTCCTTCAT ch1'3 Hu et uL (200l) G01721 
IICSOJ03 AACTGCGTTGAGAGTGAATGC TTTCCTAACTGGATGCT'fCTG chr3 a1. (1997) G31956 
ABRIじ耶15 CACGTTTGGGTGATCTTCAC1 chr4 et aL (2005) ミ，8186533

AsR0075 CATGAAGACCACAGCAAAGGG chr<l (2006) 

ABR0315 J'AAACCAAACCACCA仁TGM GGCACTTACCTTCCTCCTTC chr-! et a1. (2005) A6186臥j，
AsR05.J.j CACTA.AGAATGGGGCCAGAG GGTGCAGAG1τCACCTATTTCA <:hr4 Tat拍 hashiet a1. (2005) ABI86688 

LEI009.J GATCTCAC仁AGTATGAGCTGC TCTCACACTG1九ACACAGTGC ('111'4 GibLs et o1. (1997) X832，16 
A且lfu出1.16 GTGGTCCCGCCGTTTGCTCT GCCGTGGGGAAACCGAAAGCA chr5 。t81守 (2000) AB18653，1 
As昨'02ii AACCAAGCCAGAGGAT品，¥1 CAιAGCAGAAACAAGATGAτ cl校5 et a1. (2005) AB18659，j 

LEIOH5 CTG1TCA1C1TCCTCTCAGTC Gミ.TC1'1GAえTATAGACCTTGG chr5 。ta1. (1997) X83252 

A8R0028 GTGCGAGGGCTTC以;ATωG TGTGCTTGGGCTGCCGTTGG chr6 et al. (2005) ABl部 528

A8R0605 AGGGCAGTCTTTACTGAGGC GTGAAATτCAAGCTGGCACA chr6 Tal同 hashiet a1. (2005) AB186712 
1正芳0118 ATGATGA.AGCA TTTAGTCT AAG CAA TTTACTCAGAGATGCAGTG chr6 Crooijmans et a1. (1996) U3642 
AsROo.Jl CむCTTTCCCATACCACC1'C1' CTGTτG，¥ACCIGTC.¥ TT AGCG chr 月t T<lka¥mshi et aL (2005) AB186531 
AsR0195 以CGAAATGCCAAGGG1口A CTGC仁執行刊行TGCTGTTGA cl11'7 Tflkuhashi 8t 31. (2005) A8186571 
ABR02I.j 人AG.へGTCAACAGAGCACCAG TCGTAGTTTAGAACCCAATA cbr7 et (2005) A8186593 

ABR0326 TCτGCCCCTTTCTCCCTTCC TTCCTTTCTTATGGTCTGTGC chr7 
A8RO.J19 TTAi品C1GGAGAA TATTTAACAGC TGCTTATTTCCATTCACしAA chr7 。t呂L (2005) AB186651 

A8R0636 TCAGCG，¥GTCTτGCAGATGT GTGAAGGATTA品GGGTAAA cluマ Takah巴¥shiet u1. (2005) AB18672.1 

ADL0279 CATGGCTGTTGCTTTACATA GTGAACCCCM. TGCTCTCTG ('h1'7 !lu 0t a1. (2001) G01699 

ATTGTTATCTCCAGAGAGGAC chr7 et a1. (1997) X85520 
TCTGACAATCGGAGAAAGAしACTCG chr8 。ta1. (;2005) I¥B18仏う7$

j品'fI060.J A TTAACAH TCTACACGTTTTCC CACT AACAACTCGTTTATGGG ch1'S Takuboshi白ta1. (2005) A6186711 

Af)L025S TCATTTCAGCTCACA TTT1五 TTTTCAGGTTGTCTGGTTGC ch1'8 et a1. (]995) GOl678 

ABR03ii TTG'fATCへ.TG仁九九弘主TCfGGT GGCAGTCTGA TCT AGTGGGT dtr9 fJt 0.1. (2005) AB186632 

PCRは、 384ウェルプレートの 1ウェルあたり 6

μiとし、表2に示す組成の反応液を作成して、サー

マjレサイクラー (GeneAmpT;l PCR System9700:ァ

ブライドバイオシステムズあるいはiCyclerサーマル

サイクラー:バイオ・ラッド)を用いて行った。

表 2. P C R反応液の組成

使用蓋
鋳型DNA溶液 (10ng/μ 1) 3.0 μ1 
10XPCRバッファー 0.6μI 
2 mM dNTPミックス 0.6μ1 

2 5 mM MgSo4 0.288μ1 

プライマ-F(200 μM) O. 0125μ1 
プライマーR(200 μM) 0.0125μl 
KOD DNA ポリメラーゼ(1U/μ1) O. 125μ1 
滅菌蒸留水 1. 362μl 
全量 6.0 μl 

KOD DNA ボリメラーゼ KOD-Plus-(東洋紡)

叢蒋護費
5. Ong/μl 

[1 X J 
200μM 

1.2酬

0.4167μM 
0.4167μM 

0.029U/μl 
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各マーカーのフォワードブライマーは、 PCR増幅

産物を DNAシーケンサーを用いて検出するため、表

2に示した 3種の色素(NED 、6 FAM、HEX)

のいずれかで蛍光標識した。 PCRサイクルは、94
0

C、

75秒間の熱変性後、熱変性 (94
0

C、15秒)、アニーリ

ング (60
0

C、30秒)、伸長反応 (68
0

C、60秒)のサイ

クルを10回、アニーリング温度を55
0

Cとしたサイクル

を10回、アニーリング温度を50
0

Cとしたサイクルを30

@I行い、最後に68
0

Cで9分間伸長反応を行った(図

94
0

C 75 sec 

コ
94

0

C 15 sec 
60

0

C 30 sec 10 cycles 

68
0

C 60 sec 

コ
94

0

C 15 sec 
55

0

C 30 sec 10 cycles 

68
0

C 60 sec 

コ
94

0

C 15 sec 
50

0

C 30 sec 30 cycles 

68
0

C 60 sec 

68
0

C 9 min 

国1. PCRの温度条件

277、ABR500、MCW298、λグCW327)において、

それぞれ一つの対立遺伝子に固定していた。また、 Z染

色体についても 5つのマーカ - (ABR89、ABR

241、ABR311、ABR633、ADL250)において、

それぞれ一つの対立遺伝子に固定していた(表 3)。

表 3.比内鶏に固定されたマイク口サテライトマーカー

マーカー名
(常染色体)

ABR0013 

ABR0277 

DNA断片長

137 

247 

ABR0500 160 

MCJJi0298 133 

MCW327 189 

国定した遺伝子裂を示した単型性マーカーの割合を常

染色体、 Z染色体別に比較すると、常染色体マーカーで

は921問中 5個 (5.4%)、Z染色体マーカーでは221問中 5

偶 (22.7%)であり、常染色体よりも Z染色体において

比内鶏に特徴的なマーカーが存在することが示唆され

た。

地鶏肉に関する日本農林規格において、 IJ也鶏jは「在

来種由来血液百分率が50%以上のものj と定義されてお

り、地鶏生産の多くは日本農林規搭の許容範囲内におい

PCR産物をホルムアミドで約1，000倍に希釈し て、外国鶏種との交雑が行われている。また、日本農林

て、サイズスタンダード (GENESCAN400日D [R 規格は「在来種jを「明治時代までに国内で成立し、又

OXJ アプライドバイオシステムズ)と共に、 DN は導入され定着した、別表に掲げる鶏の品種」と定義し

Aシーケンサー(モデル3100:アブライドバイオシス ており、別表品韓には横斑プリマスロック、ロードアイ

テムズ)を用いて電気泳動した。 ランドレッドといった外国鶏種が含まれている(表 4)。

4 各マイクロサテライト DNA座{立の対立遺伝子頻度

コ ン ビ ュ ーターソフトウェア(GeneMapper 

ver. 2. 0 :アプライドバイオシステムズ)を用いて、

PCR増J)日産物の断片長の解析を行った。 PCR増幅

産物のサイズを基に、各個体、各マーカーの遺伝子型

を判定した。

結果及び考察

常染色体では、 5つのマーカー (ABR13、ABR
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表4網地鶏闘の日本農林規格における在来襲

会津地鶏、伊勢地鶏、岩手地鶏、インギー鶏、烏骨鶏、事毒殺鶏、ウタイチャーン

ェーコク、黄斑プリマスロック、沖縄鷺地鶏、尾長鶏、河内奴鶏、雁鶏、

岐阜地鶏、熊本種、久連子鶏、黒柏鶏、コーチン、声良鶏、薩摩鶏、佐渡髭地鶏

地頭鶏、芝鶏、軍鶏、小田鶏、綾鶏、東天紅鶏、萄鶏、土佐九斤、土佐地鶏、

対馬地鶏、名古屋種、比内鶏、三河種、蓑曳嬢鶏、蓑曳鶏、宮地鶏、

ロードアイランドレッド (38品種)

農林水産省告示第 844号(平成 11年 6月 21羽)

これらの事柄が示すように、「地鶏」のほとんどは、

外留鶏種との交雑によって生産されていることから、地

鶏肉のDNA識別は非常に困難である O 名古屋コーチン

では、すでにNakamuraら (2006)によってDNAによ

る識別法が確立されているが、名古屋コーチンの場合は

同一品種内の系統間交配によるコマーシャル鶏である。

一方、秋田比内地鶏のように、特定の地鶏品種と外国鶏

種との交雑によってコマーシャル鶏が生産されている場

合には、コマーシャル鶏は地鶏品種と外国鶏種の遺伝情

報を合わせ持つため、交配が多くなれば多くなるほどD

NA識別は閤難となる。当場の種鶏から生産される秋田

比内地鶏も比内鶏とロードアイランドレッド種の一代雑

麓である O しかしながら、本研究の結果から比内鶏では

10個のマーカーにおいてそれぞれ一つの対立遺伝子に回

定していることが判明した。すなわち、比内鶏とのF1 

個体では、比内鶏で閤定している10偶のマーカーの対立

遺伝子が必ずセットで検出されなければならないことが

わかった。

秋由比内地鶏のDNA識別手法の確立に舟けでは、常

染色体およびZ染色体マーカーの単型性マーカーの割合

に注目できる。本研究において、比内鶏で回定した遺伝

子型を示した単型性マーカーは、常染色体マーカーでは

92個中 5偲 (5.4%)、Z染色体マーカーでは221田中 5個

(22.7%)であり、常染色体よりも Z染色体において、

比内鶏に特徴的なマーカーが存在することが示唆され

た。また、秋田比内地鶏の生産形態にも注呂できる。当

場の種鶏から生産される秋田比内地鶏は、比内鶏の雄と

ロードアイランドレッド穂の雌との一代雑種であり、市

場に流通している鶏のはとんどは雌である。したがっ

て、秋田比内地鶏の雌の性染色体 (ZW)のうち Z染色

体は、間違いなく比内鶏の Z染色体である。このように

単裂性マーカーの割合や生産形態を考慮すると、秋田比

内地鶏のDNA識別には、 Z染色体マーカーの方が常染

色体マーカーよりも有効であることが示唆された。今後

は、 Z染色体マーカーの調査に重点を移して、秋田比内

地鶏のDNA識別手法の確立にi合]けた研究を推進する O
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