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<はしがき>

本研究は、ニワトリがもつ主要な3つの経済形質、すなわち、 「成長関連形質」、

「卵関連形質」ならびに「肉関連形質」の発現に関与している量的形質遺伝子

座の染色体上の位置を明らかにすることを試みたものである。 「成長関連形質」

では、 0-20週齢時の体重および脚長など37形質を、 「卵関連形質」では、産

卵率、外部的卵形質(卵重や卵殻色等)、内部的卵形質(卵黄や卵白のサイズ等)

など33形質を、 「肉関連形質」では、肉のpH値、肉色、肉のミオグロビン含

量など29形質を対象にquantitative trait loci (QTL)解析を遂行した。

その結果、 「成長関連形質」では、 14、 16および20週齢時脚長、 20週齢時

体重および20週齢時屠体重量に関するQTLを、 「卵関連形質」では、 400日齢

時産卵率、 300日齢時卵重、 300日齢時卵殻色L☆値、 300および400日齢時卵

黄重に関するQTLを、 「肉関連形質」では、モモ肉pH値、非破壊モモ肉色b☆

値、非破壊ササミ色b☆値、ならびにササミのミオグロビン含量に関するQTLを、

それぞれsigni丘cant levelで検出することができた。脚長に関するQTL、各種

肉関連形質に関するQTLの発見は世界初の事例であると思われる。特に、 20

週齢時の脚長に関しては、 significant QTLを3つ、 suggestive QTLを1つ発

見することができたが、これら4つのQTLが示したgeneticvarianceは98.4%

に達した。すなわち、本研究において、脚長形質発現に関L major effectをも

つQTLのほぼ全てを発見し得たことになる。このような優れた結果が得られた

のは、本研究で用いた資源家系が、日本の特産鶏である大シャモに基づいた、

世界的にみてもユニークな家系であることに起因すると考えられる。今後、解

析個体数ならびに使用DNAマーカー数を増加させてQTL解析を遂行すること

により、さらに多くの形質についてさらに多くのQTLが高精度で検出されるこ

とが期待される。
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研　究　成　果

O Identification of Quantitative Trait Loci Affecting Shank Length,Body

Weight and Carcass Weight from the Japanese Cockfighting Chicken

Breed, Oh-Shamo (Japanese Large Game)

○　ニワトリの「成長関連形質」に関与する量的形質遺伝子座の

ゲノムマッピング

O Quantitative Trait Loci Affecting Egg-Related Traits of Chickens

○　ニワトリの「卵関連形質」に関与する量的形質遺伝子座の

ゲノムマッピング

○　ニワトリの「肉関連形質」に関与する量的形質遺伝子座の

ゲノムマッピング



Identification of Quantitative Trait Loci

Affecting Shank Length,Body Weight

and Carcass Weight from the Japanese

Cockfighting Chicken Breed, Oh-Shamo

(Japanese Large Game)
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Abstract. We performed a quantitative trait locus (QTL) analysis to map QTLs

controlling shank length, body weight, and carcass weight in a resource family of 245

F? birds developed from a cross of the large-sized, native, Japanese cockfighting breed,

Oh-Shamo (Japanese Large Game), and the White Leghorn breed of chickens. Interval

mapping revealed three significant QTLs for shank length on chromosomes 1, 4 and 24

at the experimenトwise 5 % level, and a suggestive shank length QTL on chromosome

27 at the experiment-wise 10 % level. For body weight, two QTLs, one is significant

and the other suggestive, were identified on chromosomes 4 and 24, respectively. As

expected, QTLs for carcass weight, which was highly correlated with body weight (r =

0.95), were detected at the same chromosomal locations as the body weight QTLs

detected. Interestingly, the chromosomal locations containing these body weight and

carcass weight QTLs coincided with those of two of the four shank length QTLs

detected. No QTL with an epistatic interaction effect was discovered for any trait. The

total contribution of all detected QTLs to genetic variance was 98.4 %, 21.Q % and

25.9 % for shank length, body weight and carcass weight, respectively, indicating that

most shank length QTLs have been identified but many body weight and carcass weight

QTLs have been overlooked by the present analysis because of a low coverage rate of

the 88 microsatellite markers used here (approximately 48% of the whole genome).
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Introduction

The majority of economic traits in domestic animals exhibit quantitative variation

that is controlled by many quantitative trait loci (QTLs) with relatively small effects and

is modified by environment. Mapping QTLs to chromosomal regions leads to

markeトassisted selection (Lande and Thompson, 1990; van der Beek and van Arendonk,

1996), which results in increasing of products and working efficiency in the field of

livestock production. Although QTL mapping had been impossible for long time,

development of DNA markers such as microsatellites and computer technology have

made it possible to map QTLs in various kinds of experimental and industrial animals

(Mackay, 2001; Barton and Keightley, 2002; Roehe et al., 2003; Andersson and Georges,

2004; Khatkar et al., 2004; Purvis and Franklin, 2005; Flint et al., 2005). In chickens,

both the development of a large number of microsatellite markers and the construction

of their consensus linkage map (Groenen et al., 2000; Schmid et al., 2000) allow

researchers to map QTLs. Information on QTLs affecting body weight, growth, and

carcass composition traits, egg quality and egg production traits, and disease

susceptibility (resistance) or immune response trait has been accumulated by 2004

(summarized by Hocking, 2005). After that, growing body of literature related to

chicken QTL analysis is publishing on body composition and production-related traits

(Hansen et al., 2005; Honkatukia et al., 2005; Jacobsson et al., 2005; Jennen et al,

2005; Navarro et al., 2005; Schreiweis et al, 2005ab; Lagarrigue et al, 2006; McElroy

et al., 2006; Park et al, 2006), disease-related traits (McElroy et al., 2005; Robie et al.,

2005; Tilquin et al., 2005; Siwek et al., 2006), and behaviour traits (Schutz et al., 2004;

Jensen et al, 2005). Finding of QTLs for egg-related traits and body/carcass-related

traits will contribute to layer and broiler industries, respectively, through future

marker-assisted selection. Detection of QTLs for feed efficiency and disease resistance

will contribute to both layer and broiler industries. The utility of already found QTLs

begins to be verified by performing actual marker-assisted selection (Pakdel et al.,

2005).

In almost all studies for QTL mapping, F2 0r backcross resource populations were

4



constructed using common commercial layer and/or broiler lines (McElroy et al., 2006).

In the present study, we used Oh-Shamo (Japanese Large Game) (Fig. 1) and White

Leghorn breeds as parental breeds to create an F2 resource population because the use of

genetically different parental breeds is thought to result in efficient finding of

distinguished QTLs. The characteristics of the two breeds are greatly different in many

points from each other (Roberts, 1997; Tsudzuki, 2003). First, the origin of Oh-Shamo

and White Leghorn is greatly different. Oh-Shamo is a native Japanese breed, the

ancestors of which are thought to have been introduced from Thailand around the end of

the 16th century or the beginning of the 17th century. In contrast, White Leghorn has its

origin m Italy. Second, Oh-Shamo is originally a game bird for cockfighting with large

body size (adult male, 4-7 kg; adult female, 3-5 kg). Besides the heavy body weight,

this breed is characterized by erect body shape with large height (about 70-80 cm in

adult males) and long legs. Accordingly, body weight and body shape are quite different

between Oh-Shamo and White Leghorn. Furthermore, it is well known in Japan that the

meat of Oh-Shamo is very delicious. On the contrary of the benefit in meat volume and

quality, egg production rate in this breed is very low as compared with the White

Leghorn breed. The phenotypic differences mentioned above strongly hold out hope that

gene constitution and microsatellite marker genotypes are greatly different between the

two breeds.

Shank length is an important trait for meat-type chicken industry. Moderately short

shanks are desirable, as too long legs give rise to leg problems in heavy-weight chickens

(Deeb and Lamo叫2002). Furthermore, shank length relates to working efficiency in

processing plants (Yamamoto A, personal communication). Finding QTLs for shank

length will contribute to improvement of health control for broilers in hen houses and

efficient management in processing plants. Of course, it is apparent that the detection of

QTLs for body weight and carcass weight is useful to improve efficiently meat-type

chickens. In addition to these industrial demands, the detection of such QTLs would

contribute to basic scientific fields in which the molecular mechanisms of bone and/or

body growth regulation are studying.

In this article, we describe the chromosomal regions harboring QTLs for shank
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length, body weight, and carcass weight that found in the unique F2 resource population

constructed from Oh-Shamo and White Leghorn breeds of chickens. To our knowledge,

this is the first report treating with shank length QTLs.

Materials and methods

Animals

We mated an Oh-Shamo male (Fig. 1) to three White Leghorn females.

Subsequently, we mated an Fi male to six Fi females in full-sib matings. A total of 245

Fi birds were produced. Feed and water were supplied for ad libitum consumption.

Birds were fed a starter diet (crude protein (CP) 20 %, metabolic energy (ME) 2900

Kcal/kg) up to 6 weeks of age under 24-h illumination. From the 7th to loth week, and

from the llth to 16th week, a grower diet (CP 17 %, ME 2850 Kcal/kg) and a developer

diet (CP 15 %, ME 2800 Kcal/kg) were given, respectively. After 16 weeks of age, layer

diet (CP 17 %, ME 2800 Kcal/kg) was supplied. After 6 weeks of age, birds were kept

in the condition of a 14-h light: 10-h dark photoperiod.

Trait measurements

At 20 weeks of age, shank length, body weight, and carcass weight were measured.

For shank length, the distance from the hind corner of the hock joint to the first scale of

the third (middle) toe was measured with a vernier caliper. After deep anesthesia with

C02gass, the blood vesels of the neck were cut and the body was suspended to bleed

out. The bled-out body was steeped into hot water (60 ℃) for 30 seconds and

immediately plucked in an automatic wet defeathering machine. Head was removed at

the boundary between the head and neck, and shanks and toes were also removed by

cutting the hock joint. The trachea, esophagus, and all viscera, excepting kidney, were

also removed, and carcass weight was measured. Birds used in the present study were

treated according to the rules described in Standards Relating to the Care and

Management of Experimental Animals (Prime Minister's Office, Japan, 1980) and
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Guide for the Use of Experimental Animals in Universities (The Ministry of Educations,

Science, Sports, and Culture, Japan, 1987).

Marker genoりiping and linkage map construction

Eighty-eight microsatellite markers spanning 24 autosomes and the Z chromosome

were employed, which are listed in Table. 1. These markers were selected from

Comprehensive Mapping Kits #1, #2, and #3 supplied by the Poultry Genome

Cordinators (http:〟poultry.mph.msu.edu) and were fully informative between

Oh-Shamo and White Leghorn breeds. Genomic DNA extraction and polymerase chain

reaction procedure were performed as described previously (Osman et al., 2005).

Marker genotyping was completed using an ABI 310 DNA sequencer and Genescan

(version 2.1) and Genotyper (version 2.5) softwares (Applied Biosystems, Foster City,

CA,USA).

A marker linkage map was constructed with the computer software, Map Manager

QTXb20 (Manly et al., 2001). Recombination frequencies (%) were converted into

genetic distances in cM using the Kosambi map function. The total map length was

1840 cM, and average marker spacing was 29 cM. A marker coverage rate in this study

was approximately 48 % of the whole genome (relative to 3800 cM, Schmid et al.,

2000).

QTL analyses

Prior to QTL analyses, exploratory statistical analysis was performed with the

statistical discovery software JMP version 6.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) to

reduce the effects of four environmental factors (sex, birthday, sire, and dam) on shank

length and two weight traits. These factors were treated as fixed effects in a linear

model. The interaction of sex and dam was additionally included in the model. The

fixed effects significant at the nominal 5 % level were used for data adjustment. That is,

the effects of sex, birthday and dam were significant for shank length, and those of sex

and dam for both body weight and carcass weight. Next, the data adjusted were

subjected to the Shapiro-Wilk's W-test of JMP to test the trait distributions for normality.
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The data for shank length fitted to a normal distribution (P - 0.68). But those for body

weight and carcass weight did not fit, so they were subjected to the Box-Cox scale

transformation, resulting in a distribution close to the normal (P = 0.052 and 0.0012 for

body and carcass weights, respectively). All data were finally standardized for QTL

analyses to facilitate the comparison of parameter estimates of detected QTLs between

individual traits. Correlation analyses between each pair of the three traits, adjusted for

sex, and the other general statistical analyses were performed with JMP.

A segregation pattern for marker genotypes was clearly different between

autosomes and the Z chromosome in the F2 mapping population used for QTL analysis.

That is, two types of homozygotes and a heterozygote were segregating for autosomes,

whereas for Z one type of homozygote and a heterozygote appeared in males and two

types of hemizygotes in females. Hence QTL analysis below was performed for the

autosomes and Z chromosome separately.

To identify QTLs with main effects on the three traits, two methods of simple

interval mappings based on the maximum-likelihood method (Lander and Botstein,

1989) and multiple regression analysis (Haley and Knott, 1992) were implemented with

two computer softwares, QTL Cartographer Version 1.17j (Basten et al, 2003) and Map

Manager QTX, respectively. Subsequently, composite interval mapping that allows

better resolution and precision of QTL location and effect (Zeng, 1993, 1994) was

performed with QTL Cartographer. A forward/backward selection with an

acceptance/rejection significance threshold of 1 % was used to select background

co factors for composite interval mapping, and a window size of 10 cM was adopted.

The above interval mappings were performed with 2 cM steps within each interval.

Experiment-wise significance thresholds for both simple and composite interval

mappings were established with 1000 permutations of QTL Cartographer, and evaluated

as LOD scores by dividing the likelihood ratio statistics by 4.605. The parameter

estimates of detected QTLs, such as map position, additive effect (half the difference

between two homozygotes) and dominance effect (deviation of a heterozygote from the

mean of the two homozygotes), were estimated with QTL Cartographer. For the Z

chromosome of females, the expected additive effect was half the computed value due
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to its hemizygous state. The 95　% confidence intervals of QTL locations were

calculated according to Darvasi and Soller (1997).

The mode of inheritance of alleles at the QTL detected was determined by two

statistical tests. First, one of additive, dominance and recessive regression models was

contrasted with a no QTL model using the software Map Manager QTX. The likelihood

ratio statistic obtained was tested for significance using the approximate

experiment-wise 5 % threshold that was converted from that threshold for simple

interval mapping as described by Knott et al. (1998). Second, if significant, that model

was compared with a free model. When the difference in likelihood ratio statistic

between the two models exceeded the above approximate threshold, that model was

rejected. In contrast, when the difference was within the threshold, that model was

accepted.

Using one-way ANOVA of the software JMP, a single point analysis was

performed for six microsatellite markers that consisted of only one marker on

chromosomes/linkage groups 18, 19, 24, and E50C23 and two markers on chromosome

9 not linked with each other due to a very long map distance between them (see Table 1

for details). The significance thresholds determined for simple interval mapping were

adopted for significance tests after converting P values to LOD scores using a

chi-square distribution.

To identify QTLs with epistatic interaction effects, all possible pairwise

comparisons between the 84 marker loci on autosomes were performed with Map

Manager QTX. The significance tests to declare significant epistatic QTLs were carried

out following the method of Ishikawa et al. (2005).

The total contribution of all detected QTLs to the phenotypic variance for each trait

was estimated by the multiple regression analysis of JMP. Furthermore, that

contribution to genetic variance was calculated. The genetic variance was obtained at

the time of calculation of broadsense heritability according to the method of Fishman et

al. (2002).
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Results

Table 2 shows sex-adjusted mean values for shank length, body weight, and

carcass weight at 20 weeks after hatching in two parental breeds, Oh-Shamo and White

Leghorn, and their Fi and F? progeny. Oh-Shamo and White Leghorn had the longest

and shortest shank lengths, respectively. The Fi and F2 showed nearly a mid-parental

value for that trait. A similar tendency was observed for carcass weight. On the other

hand, the mean body weight of Oh-Shamo was not significantly different from that of Fi

and their values were highest. White Leghorn had the lowest body weight. The

frequency distributions of values for the three traits in the F2 were all unimodal (data not

shown), implying that those traits are under polygenic controls. In the F2 a very high

phenotypic correlation was observed between body weight and carcass weight (r = 0.95,

P = 1.5 x 10" " ), as expected. Shank length significantly correlated with body weight (r

=0.67,P= 1.2× 10 )andcarcassweight(r =0.70,P= 1.2× lO"35).

To detect QTLs with main effects, simple interval mapping was performed on the

three traits, using QTL Cartographer and Map Manager QTX which have different

statistical algorithms. Furthermore, composite interval mapping was carried out with

QTL Cartographer. Because the two simple interval mappings and also the composite

interval mapping provided nearly the same results, only the result for the simple interval

mapping using QTL Cartographer is described below. In addition, a single point

analysis was performed on six markers which were not linked or only a marker on

chromosomes 9, 18, 19, 24 and E50C23, using one-way ANOVA.

The experiment-wise 10 %, 5 % and 1 % significance threshold levels, determined

by 1000 times of permutation and expressed as LOD scores, were not greatly different

among the three traits and were estimated to be　3.0-3.1, 3.3-3.5　and　3.9-4.3,

respectively.

The LOD score plots are shown in Figs. 2 t0 4. The parameter estimates such as

map positions and maximum LOD scores, are shown in Table 3. Highly significant or

significant QTLs controlling shank length were detected on chromosomes 1, 4, and 24.

Also, a suggestive QTL was identified on chromosome 27. The QTLs on chromosomes
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1, 4, and 24 were found just at the positions of markers ADL0188, MCW0240, and

MCW0301, respectively. The QTL on chromosome 27 mapped 2 cM proximal to

ADL0376. For body weight, significant and suggestive QTLs were discovered on

chromosomes 4 and 24, respectively. At the same chromosomal positions as those of the

body weight QTLs, significant and suggestive QTLs affecting carcass weight were

identified. The QTLs for both body weight and carcass weight had nearly the same

additive and dominance effects. Furthermore, the map positions of these two QTLs were

the same as those of the two shank length QTLs detected on chromosomes 4 and 24.

As shown in Table 3, individual QTLs detected accounted for 6.6-17.5 % of the

phenotypic variance. At the QTLs affecting any trait on chromosomes 1 and 4, the allele

derived from Oh-Shamo increased trait values, whereas it decreased them at the QTLs

on chromosome 24. The Oh-Shamo allele showed the additive, dominance, or recessive

mode of inheritance depending on the QTL detected. No QTL with an epistatic effect on

any trait was detected in this study.

Table 4 shows the total contributions of all detected QTLs for the three traits to the

phenotypic and genetic variances. The total contribution of all detected QTLs for shank

length to the phenotypic variance was 36.6 %, whereas those of body weight and

carcass weight were 12ふ12.9 %. However, all QTLs detected for shank length

accounted for most of the genetic variance, i.e. 98.4 %, contrasting to 25.9-27.0 % for

the body weight and carcass weight QTLs.

Discussion

In the present study, we detected four QTLs for shank length on chromosomes 1, 4,

24 and 27. These QTLs explained 98.4 % of the genetic variance. This high value

strongly indicates that, irrespective of a low marker coverage rate of the whole genome,

almost all QTLs with main effect on shank length have identified in our study although

QTLs with small main and epistatic-interaction effects will be overlooked. On the other

hand, for body weight and carcass weight, we detected only two main effect QTLs

accounting for one fourth of the genetic variance. This means that many QTLs with
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main and/or interaction effects remain undiscovered. Those QTLs are probably located

on chromosomal regions we could not scan here.

Shank length

It is known that shank length and body weight show high positive correlation

(Chambers, 1990). In the present study, the two traits were positively correlated with

each other, meaning that heavier birds tend to have longer shanks. In such a case, if a

traditional phenotypic selection method applied, it would be considerably difficult to

make birds possess both high body weight and short shanks at the same time. This is

because (1) the two shank length QTLs on chromosomes 4 and 24 detected in the

present study were located at the same chromosomal positions as the two body weight

QTLs were, and (2) the shank length QTL on chromosome 4 explained the highest

phenotypic variance in the four shank length QTLs detected here. Nevertheless, a

markeトassisted selection method may make it possible to create a bird with both

relatively heavier body weight and shorter shanks, because it is in fact questionable

whether the chromosome 4 QTL has a pleiotropic effect on the two traits as both QTLs

mapped to the distal margin of that chromosome.

Schreiweis et al. (2005a) identified significant QTLs affecting tibia and humerus

lengths at 35 and 55 weeks of age on chromosomes 4 and 27. Moreover, they also

detected a suggestive QTL for 35 week humerus length on chromosome 1. The

positions of their QTLs on chromosomes 4 and 27 are similar to those of ours. Also, the

position of their QTL on chromosome 1 is relatively close to that of ours. Thus, there is

a possibility that the QTLs on chromosomes 1, 4, and 27 detected by us and Schreiweis

et al. (2005a) are loci that are not only particular about the length of tibia, humerus and

metatarsus (shank), but also influence the length of all long bones in fore and hind limbs

of chickens.

Differing somewhat from the result of Schreiweis et al. (2005a), we detected a

highly significant QTL for shank length on chromosome 1 and another significant one

on chromosome　24. This discrepancy may reflect the difference between the

grandparental breeds used for construction of the F2 resource families. We employed the

12



Oh-shamo breed unique in having extremely long shanks, while Schreiweis et al.

(2005a) used common layer and broiler lines.

Carcass weight

So far, QTLs influencing carcass weight at 6-9 weeks of age have been identified

on chromosomes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 13 and 27 (van Kaam et al., 1999b, de Koning et al.,

2004, Navarro et al, 2005, McElroy et al., 2006). We detected two QTLs for carcass

weight at 20 weeks of age on chromosomes 4 and 24. A carcass QTL on chromosome 4

was also reported by de Koning et al. (2004) and Navarro et al. (2005). In contrast, our

QTL on chromosome 24, although which is a suggestive locus, is the first finding across

all researches performed so far. The position of the QTL on chromosome 4 found by

Navarro et al. (2005) is similar to ours, whereas that determined by de Koning et al.

(2004) seems to be different from ours. We and Navarro et al. (2005) found the QTL at

the region around 200 cM, whereas de Koning et al. (2004) identified the QTL around

the 100 cM region.

In the present study, the positions of carcass weight QTLs were the same as those

of body weight QTLs. Similar results have been observed also in other researches (van

Kaam et al., 1999b; de Konning et al., 2004; McElroy et al., 2006). If these are the

QTLs having a pleiotropic effect, body weight QTLs would be effectively used in

marker-assisted selection for carcass weight. In QTL analysis prior to the

marker-assisted selection, the measurement of body weight is further easier than that for

carcass weight.

Body weight

QTLs affecting body weight at various bird ages have been reported by many

researchers (van Kaam et al., 1998, 1999ab; Tatsuda et al., 2000; Tatsuda and Fujinaka,

2001; Tuiskula-Haavisto et al., 2002; Sewalem et al, 2002; Wardecka et al., 2002; Kerje

et al., 2003; de Koning et al., 2004; Jennen et al, 2004, 2005; Sasaki et al., 2004; Siwek

et al., 2004; Hansen et al, 2005; Jacobsson et al., 2005; Schreiweis et al., 2005ab;

McElroy et al., 2006). Of these, major QTLs are commonly identified on chromosomes
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1 and/or 4. For the chromosome 1 QTLs, there seem to be two major regions where they

are separately located (from 70 cM to 250 cM and from 400 cM to 530 cM in the

consensus map distance (Schmid et al., 2000)). In contrast, on chromosome 4, almost all

body weight QTLs have been discovered at one region from 200 cM to 230 cM, with an

exceptional case for de Koning et al. (2004) reporting a body weight QTL around

100-120 cM.

In addition to the number of the QTL regions each on chromosomes 1 and 4

mentioned above, there seems to be a close relationship between these chromosomes

and the age of birds examined. That is, almost all QTLs detected for body weight at 20

weeks or later ages are uncovered on chromosome 4, with a few exceptional cases of

Wardecka et al. (2002) and Kerje et al. (2003). The former found a QTL for 20-week

body weight at the region around 450 cM on chromosome 1, and the latter detected

28-week body weight QTLs at the two regions (around 70 cM and 420 cM) on

chromosome 1. On the other ha叫QTLs influencing body weight at 16 weeks or earlier

ages seem to distribute both on chromosomes 1 and 4. In the present study, we

discovered a significant QTL for 20-week body weight on chromosome 4 and a

suggestive QTL on chromosome 24. These facts may suggest the presence of

age-specific body weight QTLs. QTL studies on body weight at every week from

hatching to adult age will be necessary to solve this problem.

In addition to chromosomes 1 and 4, QTLs affecting body weight are discovered

onmanychromosomes 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, ll, 12, 13, 14, 15, 17, 21, 23, 27, 28andZ(for

example, Sewalem et al., 2002; Kerje et al., 2003; Siwek et al, 2004; Jacobsson et al.,

2005; Jennen et al., 2005; McElroy et al, 2006). In the present study we detected a

suggestive body weight QTL on chromosome 24, the first finding of a QTL on that

chromosome. This probably reflects the use of a unique Japanese breed, Oh-Shamo, as a

grandparent for our QTL mapping population, although further confirmation studies for

the QTL will be needed.

In conclusion, using the unique Japanese cockfighting breed, Oh-Shamo, we have

mapped several QTLs with main effects on shank length, body weight and carcass

Ml



weight. For QTLs affecting shank length, our study is the first one. This study is the

first step forward to find candidate genes for the QTLs identified. Before identification

of the candidates, in practice, we will be able to contribute to some parts of layer and/or

broiler industries through marker-assisted selection.
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Figure legends

Fig. 1. An adult Oh-Shamo (Japanese Large Game) male. This breed is

characterized by an erect large body and long legs with a long neck.

Fig. 2. LOD score plots of QTLs affecting shank length, body weight, and carcass

weight traits on chicken chromosome 1. Simple interval mapping was carried out with

the software QTL Cartographer (Basten et al., 2003). The horizontal dotted lines show

the experiment-wise 5 % (upper) and 10 % (lower) levels estimated by permutation test

of QTL Cartographer. The marker nearest to the peak LOD score is shown.

Fig. 3. LOD score plots of QTLs affecting shank length, body weight, and carcass

weight traits on chicken chromosome 4. Simple interval mapping was carried out with

the software QTL Cartographer (Basten et al., 2003). The horizontal dotted lines show

the experimenトwise 5 % (upper) and 10 % (lower) levels estimated by permutation test

of QTL Cartographer. The marker nearest to the peak LOD score is shown.

Fig. 4. LOD score plots of QTLs affecting shank length, body weight, and carcass

weight traits on chicken chromosome 27. Simple interval mapping was carried out with

the software QTL Cartographer (Basten et al, 2003). The horizontal dotted lines show

the experiment-wise 5 % (upper) and 10 % (lower) levels estimated by permutation test

of QTL Cartographer. The marker nearest to the peak LOD score is shown.
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Table 1. The microsatellite markers genotyped in the Oh-Shamo x

White Leghorn F2 population

Chromosome or Reference

Marker hnka Position osition
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Table 1. (Continued)
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Table 1. (Continued)
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Position on a sex average map. Distances are in Koambi cM

relative to the position of the first marker on each chromosome or

linkage group. *, No linkage was resulted in calculation by the

software Map Manager QTXb20 (Manly et al., 2001).

From concensus map (Schmid et al., 2000). **, From

Wageningen sex average map (ARKdb,

http ://www. thearkdb. org/browser? species=chicken). -, Unassigned

or no information for position on a sex average map.
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Table 2. Means ± standard deviations (SD) (averaged across sex) for shank length,

body weight, and carcass weight at 20 weeks of age in Oh-Shamo and White Leghorn

breeds and their Fi and F2 birds

Trait Group No. of birds Mean ± SD

Shank length Oh-Shamo

(mm)　　　　White Leghorn

FI

F2

Body weight Oh-Shamo

(g)　　　　　White Leghorn

F.

F2

Carcass weight Oh-Shamo

(g)　　　　　White Leghorn

F.

P2

39

49

53

232

39

49

53

245

39

49

53

244

121.7±　6.8

94.2± 5.4'

111.7±　2.7(

107.7±　6.0'

1937.9 ± 188.7

1171.8± 150.6

1860.9± 137.1

1680.7±　212.2(

1372.2± 140.8;

737.6±　93.0

1276.4 ± 103.4

1137.1 ± 157.8

a-d

Means with the same superscript letter are not significantly different among

the groups at P > 0.05 in each trait (one way ANOVA followed by Tukey's HDS test).
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Table 4. Total contributions of all detected QTLs affecting shank length, body weight,

and carcass weight to the phenotypic and genetic variances

Trait Total numberof Phenotypic Geneticvariance Broadsense

QTLs detected variance heritability

Shank length

Body weight

Carcass weight

The phenotypic variance (%) explained by all detected QTLs, which was estimated

by a multiple regression analysis.

The genetic variance (%) explained by all detected QTLs, i.e., estimated by dividing

the phenotypic variance by the broadsense heritability (%).
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ニワトリの「成長関連形質」に

関与する量的形質遺伝子座の

ゲノムマッピング
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I.緒論

遺伝形質は、質的形質と量的形質とに分けられる。前者は鶏冠の形状やヒトのABO式血

液型のように、明瞭な群に区別できる非連続的な形質を指す0 -方、イネの収量、ニワト

リの産卵数、ウシの乳量などのように、計量的に測られ連続的な分布を示す形質は後者に

属する。染色体上において、量的形質を支配する遺伝子座を、量的形質遺伝子座(Quantitative

TraitLocus :以下QTL)と呼ぶ。

畜産分野を含む農業分野において、経済的に重要な形質の多くは量的形質であり、 QTL

の支配を受ける。従来、 QTLを染色体上にマッピングすることは困難であった。なぜな

ら、量的形質は複数のQTLに支配されており、また個々のQTL間には相互作用も存在する

からである。ところが近年、各種のDNAマーカーや、 QTLマッピングソフトの開発に

伴い、 QTLの染色体上へのマッピングが可能となった。

ニワトリにおける世界初のQTL解析結果は1998年に報告された(Vallejo etal.,1998; van

Kaam et al., 1998),この報告の後、 2006年5月までに、ニワトリの体重、屠体重、屠体成

分形質、卵質等の卵生産形質、疾病感受性等の免疫応答形質など、様々な形質に関するQ

TL情報が蓄積されている(Abshtetal.,2006),さらに2007年1月までに、肉生産や卵生

産に関わる形質について(Rowe et al., 2006; Gaoet a上, 2006; Atzmon et al., 2006; Zhou et al.,

2006 ab;Wright et al., 2006)、また、抗病性関連形質についての(Kimet al., 2006) QTL

解析が新たに報告された。

QTL解析には、着目した量的形質について差異が見られる両親系統を選択し、交雑群

を作成、利用する。本研究では、大シャモと白色レグホーンの交配に基づくF2交雑群を用

いた。大シャモは、鑑賞や闘鶏用に改良されてきた大型の日本鶏であり、肉質が美味であ

ることから肉用鶏の改良用親品種として利用されてきた。一方、白色レグホーンは長年に

渡って卵用鶏として改良されてきた品種で、小型であるが産卵率などの形質が優れている

等、大シャモとは大きく異なる表現型を示す。よって、 2品種間の遺伝子型には大きな差

異が期待され、 QTL解析用の交雑群作成に適していると考えられる。特に、これら2品

種の成長形質に関する相違は顕著であり、成長形質を標的としたQTL解析に有効である。

QTL解析によって、 QTL近傍に存在するマーカーを発見できれば、このマーカーに

着目した効率的育種を行うことが可能であるとされる。これをマーカーアシステイツドセ

レクション(marker-assisted selection:以下MAS)という。実際に、 QTL情報はMAS遂

行に際し、有効である事が示唆されている(Pakdelet al., 2005)t

本研究の最終的な目標は、このMASを用い、既存の肉用鶏よりも優れた我が国独自のニ

ワトリ品種を作出することである。その背景には、我が国の鶏肉の真の自給率が低いとい

う事実がある。なぜなら、我が国の原種鶏のほとんどはオランダ等の外国資本によるもの

であり、種鶏・種卵の供給は輸入に頼らざるを得ないからである。ひとたび輸入相手国に

おいて鶏インフルエンザが発生すれば、輸入停止は免れ得ず、我が国の養鶏産業に大きな
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打撃を与えることになる。したがって、我が国の養鶏産業を真に安定させるために、欧米

の原種鶏を凌ぐ原種鶏を早急に作出する必要がある。

脚長は、ブロイラー産業において重要な成長形質である。ブロイラーは体重が大きいた

め、脚長の大きい個体ほど、脚に疾病が起こりやすいoよって、ブロイラーでは、より短

い脚長が望ましいとされている(Deeb andLamont, 2002),ゆえに、脚長を支配するQTL

をマッピングできれば、脚の疾病にかかりにくいブロイラーの開発が可能になると考えら

れる0本研究では、ニワトリの体重ならびに脚長形質を支配するQTLを染色体上にマッ

ピングすることを目的とした。
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Ⅱ.材料および方法

供試鶏

本研究では、大シャモ雄1個体に対して、白色レグホーン雌3個体の交配に基づくQTL

解析用家系をリソースファミリーとして用いたO　この家系では、それぞれの交配から得ら

れたFlの雌4個体、雄19個体を全きょうだい交配することによりF2世代が得られている

(都築　2003).本研究では、このF2世代のうち、表1に示すように約200個体を用いて、

以下の実験を行った。

形質データ

体重および脚長をQTL解析の対象形質とした。雛の醇化日を0週齢とし、 16週齢まで

の1週間毎に測定された体重形質と脚長形質を対象とした。ここで言う脚長とは、右足の

中足部の長さ、即ち、足を折り曲げた状態で頚骨と中足骨の関節部位から第3指の付け根

部分までの長さを意味している。

上記標的形質について、大シャモ、白色レグホーン、 Fl、 F2の各集団ごとに雌雄補正を

行い、平均値±標準偏差を算出した。この算出には、統計ソフトJMP5.0 (SAS InstituteInc.,

Cary, NC, USA)を用いた。

また、 F2個体については、 QTL解析に先立ち、性、生まれ日、雌親による補正を行った。

一次回帰モデルによって補正の必要性を検定し、環境効果が5%水準で有意に高い形質につ

いて、 JMPを用い補正を行った。次に、 JMPを用いて、 Shapiro-Wilk's W-testによって

正規性の検定を行った。正規性が5%水準で有意に低かった形質については、 Box-Cox変換

を行った。

マーカーアリル型のタイピング

供試F2個体の多型情報を得るために、各個体についてDNAマーカーの型をタイピング

したoマーカーには、 The Poultry Genome Cordinators (httpV/poultry.mph.msu.edu)より

提供されたマイクロサテライトマーカー・プライマーセット(Comprehensive Mapping

Kits#1,#2,#3)から88マーカーを選出し使用した(表2)。この88のマイクロサテライト

マーカーは、親世代(大シャモと白色レグホーン)における多型が確認されたマーカーで

ある。各個体のマーカーアリル型のタイピングは、次のような方法で行った。

1.ゲノムDNAの抽出

核酸抽出キットSepaGene (三光純薬株式会社) ・またはフェノール法を用いて、全血から

のDNA抽出を行なった。抽出には、 1個体当たり全血10 〃1を用いた。

2. PCR
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1サンプル当たり、下に述べるPCR反応液12 〃′1に対し、上で得られたDNA溶液1 ′⊥

lを加えた　DNA溶液はTEbuffer (10 mM tris-HCl、 1 mMEDTA)により0.012 〟.g/〝1

に希釈して用いた　PCR反応液100 〟,1当たりの組成は、滅菌超純水74.5 〃1、 dNTP(2.0

rnM) 10.0 〝1、 10×PCR buffer 10.0 〝1、 Primer 5.0 〟1 (Forward PrimerとReverse

Primerを等量加え、 0.5 〝Mとなるよう超純水で希釈)、 Taq DNAポリメラーゼ(5U/〟

M) 0.5 〟・1であった　DNAポリメラーゼにはAmpli Taq GOLD�"(Applied Biosystems)

を使用したoまた、 10×PCRバッファーの組成は、50mM KCl、 10mMTris-HCl(pH8.3)、

1.5 mM MgCbおよび0.01 %ゼラチンであった　GeneAmp PCR System 9700 (Applied

Biosystems)を用い、次の条件によりMS-DNAの増幅を行った(1)熱変性: 95 ℃、 10分

間、 (2)熱変性:95 ℃、 1分間、 (3)プライマーごとに設定した温度(50-55 ℃)でのアニー

リング反応1分間、 (4)伸長反応:72 ℃、 1分間　[(1)-(4)を1サイクルとし、これを43

サイクル1、 (5)伸長反応:72 ℃、 10分間。

3.マーカータイピング

1サンプルあたり、下に述べるシークエンス溶液12.5 〟.1に対しPCR増幅産物を加え、

95 ℃、2分間の条件で2本鎖DNAの1本鎖への解離を行ったPCR増幅産物の添加量は、

増幅DNA量とプライマーごとの蛍光標識強度により、 1-10!上lの範囲で適宜調節した。

シークエンス溶液100〃,1当たりの組成は、サイズスタンダード(GENESCAN-350

[TAMURA]) 0.4 〟.1、ホルムアミド100 〝1であった。シークエンサーでの電気泳動は規

定のマニュアルに従った　DNAサイズの測定にはGenescanソフトウェア3.1 (Applied

Biosysteins)を、それぞれのマーカーのタイピングにはGenotyperソフトウェア2.5

(Applied Biosystems)を用いた。

マーカーのタイピング結果は、 F2個体それぞれが両親個体それぞれのどのアリルを受け

継いでいるかを記号化して表したo常染色体上に存在するマーカーにおいては、大シャモ

(祖父)のアリルのみを受け継いでいればA、白色レグホーン(祖母)のアリルのみを受け

継いでいればB、両方のアリルを受け継いでいればHと記号化し、解析に用いた。また、 Z

染色体については、 F2 intercrosstypeの解析を行うことができないため、 backcross type

扱いとして連鎖解析を行った。すなわち、大シャモ(祖父)のアリルのみを受け継いでい

ればA、白色レグホーンのアリルのみを受け継いでいればHと記号化し、解析に用いたO

連鎖地図の作成

マーカーアリル型の判定により得られた多型情報から、マーカーの連鎖地図を作成した0

本連鎖地図は、 Map Manager QTXb20 (Manlyet al., 2001)により、 Kosambiの地図関数

を利用して作成した。
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QTL解析

以上の過程より得られた各個体の量的形質値、マーカーのアリル型、マーカー連鎖地図

の各情報を基に、 Map Manager QTXb20を用いてQTL解析を行った。解析手法として、

インターバルマッピング(IM)を用いたoマッピング結果の有意性を判定するための開催

は、 Map ManagerQTX b20を用い、 1000回パーミューテーションテストを行い算出し

た。

さらに、本研究では、 QTL間の相互作用、即ちエビスタシスについても検討した。本解

析にも、 Map Manager QTXb20を用いた。
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Ⅲ.結果

形質データ

大シャモ、白色レグホーン、 Fl、 F2の各集団について、 0-16の各週齢時における体重

および脚長の平均値±標準偏差を表1に示した。双方の形質ともに、いずれの週齢におい

ても、大シャモが白色レグホーンよりも大きな値を示した。

マーカー連鎖地図

連鎖地図の総延長は1840cM、マーカー間の平均距離は29cMであった。ニワトリの全

ゲノムの相対的距離は約4000 cM (WallisJWet al.,2004)であることから、本研究に使

用したマーカーは、ゲノム全体のおよそ46%を占めていると考えられるo

l.'ilfll-Lt

LODスコアの閥値は、各形質での有意水準60%、 5%、 0.1%について、それぞれ1000

回のパーミューテーションテストにより算出された。 60%、 5%、 0.1%の有意水準における

閥値を表3に示した。

QTL解析

全形質に関するQTL解析結果を表4に示した。表4には、解析を加えた34形質のうち、

LOD値のピークが60%の水準を超えた形質について、その解析結果を示した0 14および

16週齢時の脚長に関して、LOD値のピークが5%の有意水準を上回るQTLが検出された。

検出された有意なQTLについて以下に説明する。これら2形質以外には有意なQTLは検

出されなかった。

<14週齢時脚長>

第4染色体の224cM (LEI094-MCW240)の位置にLOD値が5.75を示す有意なQTL

が1個検出された(図1 )。 additive effect、 dominance effectおよびvarianceはそれぞれ、

-2.83、 1.20、および14%であった。

<16週齢時脚長>

また、第4染色体の224cM (LEI094-MCW240)の位置にLOD値が4.28を示す有意な

QTLが1個検出された(図2 )。 additive effect、 dominance effectおよびvarianceはそれ

ぞれ、 2.25、 0.60、および10%であった。

<エビスタシスQTL>

本研究ではまた、上記QTLの他に、 2つのエビスタシスQTLを検出した(衰5)。すな
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わち、第1染色体のLEIOIOlの近傍と、第9染色体のMCW0134の近傍とに、 9週齢時脚

長に関与するエビスタシスQTLを検出した　LOD値(total)は8.6であり、 LOD催

( interaction )は6.0であったoまた、variance ( total )は21%であり、 variance ( interaction )

は14%であった。
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Ⅳ.考察

脚長

本研究では、第4染色体上のマーカーMCW0240の位置に、 14および16週齢時の脚長を

支配するQTLが検出されたが、 13週齢時以前の脚長を支配しているQTLは検出されなか

ったO一方、 Tsudzuki et al. (2007)は、 20週齢時脚長を支配するQTLを第1、 4および24

染色体上に発見している。このうち、第4染色体上のQTLの位置は、本研究における、 14

および16週齢時脚長を支配しているQTLのそれと一致している。これらの事実から、脚長

を支配しているQTLは、ニワトリの成長段階により異なっている可能性が考えられた。

また、一部のQTLは週齢を重複して発現する可能性も考えられた。

体重

本研究では、 0-16週齢時体重を支配するQTLは検出されなかった。リソースファミリー

造成の親世代に用いた大シャモと白色レグホーンの間には、 0および1週齢を除き、その

体重値には大きな差がみられる。通常、このような場合にはQTLの検出効率は良いと考え

られる。ところが、上記の事実にも関わらず、本研究では16週齢時までの体重を支配して

いるQTLが検出されなかった。今後、この理由を明らかにして行く必要があろう。

16週齢までの個体を用いた本研究では、体重を支配している有意なQTLは検出されなか

ったが、 Tsudzukietal.(2007)は、本研究と同じリソースファミリーを用いたQTL解析によ

り、 20週齢時体重に関し、有意なQTLを第4染色体上に検出している。この事実から、体

重に関しても、上記の脚長の場合と同様に、ニワトリの成長段階により、そこに関与して

いるQTLが異なっている可能性が考えられる。

エビスタシスQTI.

Carlborgetal. (2003)は、ニワトリ体重についてのQTLマッピングを行い、エビスタ

シスQTLが成長に影響を及ぼす事を報告している。しかし、本研究では、 0-16週齢のす

べての体重形質について、エビスタシスQTLを検出できなかった。本研究では、エビスタ

シスQTLがマーカーと同じ位置にあると仮定した手法により解析を行ったが、エビスタシ

スQTLがマーカー近傍に存在しなかったため、これらを検出する事ができなかったと考え

られる。

また、本研究では、 9週齢時脚長に関する1対、合計2つのエビスタシスQTLを検出し

たo一方、これらのエビスタシスQTLを検出した染色体領域には、 main-effect QTLは検

出されなかった。従って、本研究で検出した9週齢時脚長に関与するエビスタシスQTLは、

表現型に対し単独では作用しないが、交互作用を持つQTLであると考えられた。
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Ⅴ.要約

本研究では、ニワトリの0 -16週齢時の体重ならびに脚長形質を支配するquantitative

trait loci (QTL)を染色体上にマッピングすることを目的とした。

大シャモ雄1個体と白色レグホーン雌3個体に基づくリソースファミリーから得られた、

F2世代約200個体を解析に用いたoまた、マイクロサテライト(MSトDNAをマーカーに用い

た。各個体の全血から、 DNAを抽出し、 88個のプライマーセットを用いて、 PCR法により

MS-DNAを増幅した。自動DNAシークエンサーを用いて、各座位のMS-DNAの型判定

を行った後、ソフトウェアMapManagerQTXb20を用いて、 QTLマッピングを行った。

QTL解析の結果、第4染色体上のマーカーMCW0240の位置に、 14および16週齢時の脚

長を支配するQTLを検出した。 13週齢時以前の脚長を支配しているQTLは検出されなか

った。また、 16週齢時以前の体重を支配しているQTLも検出されなかった。同じリソース

ファミリーを用いた、 20週齢時個体を対象とした他の研究により、上記とは異なる染色体

領域に複数のQTLが発見されていること、また体重を支配しているQTLも発見されている

ことから、脚長および体重を支配しているQTLは、ニワトリの成長段階により異なってい

る可能性が考えられた。

また、本研究では、 9週齢時脚長に関する1対、合計2つのエビスタシスQTLを検出し

た。これらのエビスタシスQTLは、表現型に対し単独では作用しないが、交互作用をもつ

QTLであると考えられた。
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表2.使用したマイクロサテライトDNAマーカーとその染色体上の位置

マーカー名　　　　　　染色体番号　　　　　染色体位置(cM)

MC W0248

LEI0209

ADL01 88

LEI01 46

MCWO112

MC W0058

LEIOI OI

MC WO31 3

LEI0088

LEI01 98

MC WO03 6

MC W0283

LEI01 06

MCW01 45

MCW01 15

MCWOIO7

ADLO1 90

ADLO1 76

ADL025 7

MC W0062

LEIO096

MCW002 7

LEI023 7

LEI00 70

LEI01 04

MCW01 69

MC W0222

ADL 022 9

ADL 0280

MC W0252

MCWOO1 6

MCW01 56

ADL01 43

ADL031 7

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2

2

2

2

2

2

2

2

2

3

3

3

3

3

3

3

4

4

0

31.64

92.29

116.02

1 53.86

175.31

188.94

242.83

260.15

290.62

316.14

339.28

353.8

380.71

444.57

482.57

0

48.49

88.12

101.85

171.58

186.77

218.72

272.14

290.14

0

62.9

86.33

128.18

155.82

194.37

208.37

0

14.74
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表2. (続き)

MC WO295

MC W0005

ADL 0266

LEIO094

MC W0240

MCW01 93

MCWO21 4

MC W0029

ADL01 66

LEIO092

LEIO1 96

MCWO1 83

LEIO1 58

ADL0315

ADL01 69

ADL 0258

ADLO1 54

ADL01 91

MCW01 34

MCW0067

ADLO1 06

LEI01 1 2

ADL01 23

ADL021 0

ADL03 72

LEI0099

ADL0147

ADL031 0

MC W0322

MC W003 1

MC WO080

ADL 0293

MC W0330

MCW021 7
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表2. (続き)

MC WOO94

ADL01 93

MC W0022

LEI01 02

ADL 02 62

MCWO1 65

ADL0289

MCW0301

MC W02 62

MC WO069

MC W0233

MC W0328

ADL03 76

LEIO1 35

ADLO284

GCTOO04

ADL 0022

ADL02 73

MCW01 54

LEI01 21
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*本研究では連鎖が確認されなかった。
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表3.各形質におけるLOD値の聞値

形質　　週齢　63‥二有意水草　0-;有意水蓮　0.1:一有意水準
0

1

2

3

4

5

6

7

体重　　　　8
9

10

蝣

12

13

14

15

16

2.2

2.2

2.1

2.2

2.2

2.2

2.2

2.2

2.1

2.2

2.2

2.2

2.2

2.2

2.2

2.1

2.2

4.3

4.5

4.1

4.3

4.1

4.1

fiWi¥

4.3

4.3

3.9

4.2

4.1

4.3

5サ

4.0

4.1

4.2

ll.1

12.1

8.5

7.8

12.9

7.2

14.9

14.0

7.1

6.0

m¥

7.9

9.5

10.7

10.1

10.0

10.3

0

1

2

3

4

5

6

7

脚長　　　　8
9

10

11

12

13

14

15

16

2.

2.2

2.2

2.2

2.1

2.1

2.2

2.2

2.2

2.1

2.2

2.2

2.1

2.1

2.1

2.1

2.2

4.3

5*

4.1

4.2

3.9

3.9

4.6

4.3

"蝣

3.8

4.5

4.4

4.1

4.0

4.3

4.2

4.1

7.3

9.6

9.0

7.2

8.7

8.5

13.4

10.2

7.8

7.6

10.3

8.1

10.2

8.7

8.8

10.3

15.9

Map Manager QTX b20を用いて1000回のパーミューテーションテ
ストを行い算出した。
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ABSTRACT

The Oh-Shamo (Japanese Large Game) and White Leghorn breeds of chickens differ markedly in many traits of

physiological or economic importance. For example, Oh-Shamo is a native Japanese chicken with a large body

size that is bred for cockfighting and has a low laying capacity. In contrast, White Leghorn has a medium-sized

body and is a renowned egg layer. Identification of the genomic regions harboring quantitative trait loci (QTLs)

for these traits is of interest. We have generated an F2 resource family based on these two breeds in order to map

QTLs affecting egg-related traits. Simple interval mapping with 325 F2 birds and 102 microsatellite DNA

markers revealed nine significant QTLs on chromosomes 3, 4, and ll for five traits: egg weight at 300 days of

age, egg production rate at 400 days of age, L* value of eggshell color at 300 days of age, and egg yolk weight at

300 and 400 days of age.

Key Words: Chicken, Egg, Mapping, Microsatellite DNA marker, Quantitative trait loci, Resource family

INTRODUCTION

Hereditary traits are classified into two groups: qualitative traits, most of which are controlled by a single major

locus, and quantitative traits, which are controlled by multiple loci (quantitative trait loci, or QTLs), each having

a small phenotypic effect. Mendel's laws were established for qualitative loci, and mapping or linkage analysis

of such loci has been performed for more than a century (Bateson and Punnett, 1905). In contrast, mapping of

QTLs has become possible only recently with the development of statistical analysis and computer technology

together with the exploitation of microsatellite DNA markers. Many QTLs have now been described in various

experimental and industrial animals (Mackay, 200 1 ; Barton and Keightley, 2002; Andersson and Georges, 2004;

Flint et al, 2005) including the chicken, in which most of the iden山Ied loci control traits related to growth or to

disease resistance (Hocking, 2005).

We have now identified egg-related QTLs in an F2 resource family based on Oh-Shamo and White Leghorn

breeds of chickens. Oh-Shamo is a native Japanese chicken that is bred for cockfighting (Tsudzuki, 2003),

whereas White Leghorn is bred for egg laying. In general, it is desirable for parental breeds of a resource family

to be genetically distinct. Oh-Shamo and White Leghorn exhibit many phenotypic differences (such as in body

weight, body shape, age at sexual maturity, egg production rate, and attack behavior), suggesting that they also

differ genetically to a substantial extent.

MATERIALS AND METHODS

An Oh-Shamo male was mated with three White Leghorn females. F2 birds were produced by full-sib matings of

Fi birds (one male with six females) from each dam. With the use of Windows QTL Cartographer 1.15 software

(Basten et al., 2001), we performed simple interval mapping on 325 F2 hens genotyped for 102 microsatellite

DNA markers (95 on 19 autosomes and 7 on the Z chromosome). Some of the primers for the markers were

kindly provided by H. H. Cheng (U.S. Department of Agriculture). Prior to QTL mapping, a linkage map of the

102 markers was generated with the use of Map Manager QTX bl9 software (Manly et al., 2001) and the

Kosambi map function (Kosambi, 1944). Genome-wide significance threshold levels were calculated on the

basis of the formula of van Ooijen (1999).

In total, 29 egg-related traits were targeted for the QTL analysis in this study. These traits included weights of

egg, eggshell, egg yolk, and egg white; eggshell strength, thickness, and color (L*, a*, and b* values; CIE

Central Bureau, Vienna, Austria); heights and diameters of egg yolk and egg white; egg production rate; and hen

age at laying of the first egg. With the exception of age at laying of the first egg, the parameters were measured

at both 300 and 400 days of age.

RESULTS AND DISCUSSION

Significant [likelihood of odds for linkage (LOD) score > 4.4] or highly significant (LOD score > 5.2) QTLs

were identified for five traits: egg weight at 300 days of age, egg production rate at 400 days of age, L* value of

eggshell color at 300 days of age, and egg yolk weight at 300 and 400 days of age.
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Egg weight at 300 days of age

A significant (〕TL (LOD score - 5.1) was detected between markers MCW0005 and MCW0167 on chromosome
4 at a distance of 146 cM from ADLO143, the first marker of the consensus map (Schmid et al, 2000).

Honkatukia et al. (2005) found a QTL for this trait on chromosome 2, whereas Sasaki et al. (2004) and Tuiskula-

Haavisto et al. (2002) each detected one on chromosome 4. The position of our QTL, however, differs from

those of the latter two groups.

Egg production rate at 400 days of age (number of eggs produced between 400 and 430 days of age)

Two highly significant QTLs (LOD scores of9.9 and 6.5) were identified on chromosomes 3 and 4, respectively.

The QTL on chromosome 3 was located between markers MCW0169 and ADL0229, with the distance from

MCWO169 being 38 cM. That on chromosome 4 was located between markers MCWOOO5 and MCW0167 at a

distance of 156 cM from ADLO143. Tuiskula-Haavisto et.al. (2002) detected a QTL for this trait on each of

chromosomes 8 and乙

L* value of eggshell color at 300 days of age

A significant QTL (LOD score - 4.5) was detected between markers MCW0169 and ADL0229 on chromosome

3 at a distance of62 cM from MCWO169. Whereas we did not detect a QTL for a* and b* values of eggshell

color, Sasaki et al. (2004) found a QTL for a* value on chromosome ll.

Egg yolk weight at 300 days of age
Two highly significant QTLs were detected on chromosome 4: one (LOD score - 1 8.6) located between markers

MCW0005 and MCW0167 at a distance of 150 cM from ADLO143, and the other (LOD score - 16.2) between

markers MCWO167 and ADL0266 at a distance of 236 cM from ADLO143. Another highly significant QTL

(LOD score - 15.3) was detected between markers ADL0210 and MCWOO66 on chromosome 1 1 at a distance of
32 cM fromADLO123.

Egg yolk weight at 400 days of age

Two highly significant QTLs were detected: one (LOD score - 12.9) on chromosome 4 between MCWOO05 and

MCW0167 at a distance of 144 cM from ADLO143, and the other (LOD score - 8.7) on chromosome ll

between ADL0210 and MCWOO66 at a distance of32 cM from ADLO123. QTLs affecting egg yolk weight have

not previously been described.

Hansen et al. (2005) and Honkatukia et al. (2005) found QTLs affecting egg white thinning on chromosomes 1

and/or 2. Moreover, Sasaki et al. (2004) and Tuiskula-Haavisto et al. (2002) found a QTL for age at laying of the

first egg on chromosome Z. We did not detect QTLs for these traits. The genome coverage of markers was ~56%

in the present study. An increase in the number of markers used should result in an increase in the number of

QTLs identified m the near future.
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関与する量的形質遺伝子座の
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I.緒論

遺伝形質は、質的形質と量的形質に大きく分類される。質的形質は不連続な形質であり、

量的形質は連続的な形質である。羽色が黒色、白色であるというように区分できる形質が

前者であり、体重や乳量といった、量で表すことのできる形質が後者である。質的形質で

は、 1つの形質が原則として1つの遺伝子によって支配されているが、量的形質では、 1つ

の形質が複数の遺伝子によって支配されている。さらに、量的形質の発現においては、複

数の遺伝子の支配に加えて環境の影響も関係してくるため、表現型に基づいた従来の選抜

方法では、必ずしもその形質を発現させる遺伝子を持つ個体を選抜しているとは限らず

(milel etal, 1993)、かつてはその複数の遺伝子の特定も不可能であった.家畜において、

泌乳量や増体量、産子数、産卵数など経済的に重要な形質の多くが量的形質に含まれ、量

的形質遺伝子座(Quantitative Trait Loci : QTL)によって支配されている。より正確で効率

的な家畜の選抜育種を行うためには、 QTLの染色体上の位置を知る必要がある。

この目的を遂行するために、新たに開発されたのがQTL解析法である　QTL解析では、

減数分裂時の組み換えの生じる頻度から、ある形質を支配する遺伝子とマーカーの、染色

体上での位置関係の推定を行い、遺伝連鎖地図を作成する(鵜飼, 2000)。 QTL解析を遂行す

るためには、リソースフアミリ-、多型性の高いマーカーならびにマーカー連鎖地図が必

要である。リソースファミリーとは、親世代、 Fl世代、 F2世代もしくは戻し交雑世代の3

世代からなる家系のことである。この家系の親世代には、その形質ができるだけ異なって

いる品種を選定することが望ましい。形質が異なっていれば、その形質を支配している対

立遺伝子も異なっていることが推測されるからである(石川ら1998)。

現在では、 QTL解析は世界中で行われているが、利用されている各種マーカーのなかで、

もっとも多く使われているのが、マイクロサテライト(MS)-DNAマーカーである(BehetaL,

2001 ; Casas etal., 2003 ; Sato etal., 2003) MS-DNAは、 1単位が数塩基対の短い配列

が直列に数回から最大100回程度反復したDNAで、 1)ゲノム中に広く散在する(Chens

andCrittenden, 1994)、 2)個体間での変異が多く多型性が高い、 3)単一座位であるため解

析が用意である、 4)親から子へメンデルの法則にしたがって遺伝する、 5) polymerase

chainreaction (PCR)法で容易に増幅できる、などの利点があり、遺伝マーカーとして優れ

ている。

1980年代以降に、 MS-DNAマーカーをはじめとする各種DNAマーカーの利用による、

ゲノム全体にわたる遺伝連鎖地図が作成されるようになった。マウス、ラット、ウシ、ブ

タ、ニワトリなどにおいて、多くの遺伝マーカーの染色体上における位置づけがなされ、

詳細な遺伝連鎖地図が作成されている(Vaughn et ah, 1999 I Kirov et al, 2000 ; Ihara.N

etal, 2004 ; Schmid M. etal, 2005)

QTL解析を行うことにより、量的形質遺伝子座の近くに存在するDNAマーカーが発見

できれば、このマーカーに着目しつつ効率的育種を行うことが可能になる(Hillel et ah,
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1993)t　これをマーカーアシステイドセレクション(marker-assisted selection: MAS)とい

う。従来、量的形質に関する選抜育種では、表現型に基づいた独立淘汰水準法や順繰り選

抜法が用いられてきたが(水間ら, 1996)、このMASを用いることでさらに選抜効果を高

めることが可能であると考えられている(Rillel etal, 1993)。

本研究の最終的な目標は、このMASを用いて、既存の卵用鶏よりも優れたニワトリ品種

をわが国で作出することにある。その背景には、わが国の鶏卵の真の自給率が低いという

事実がある。わが国における鶏卵の見かけ上の自給率は高い(農林水産省,

http://www.ma ff.go.jp/)<　しかし、卵用鶏に関し、わが国が原種鶏を十分に保有しているわ

けではない。そのほぼすべてが、イギリス等の外国資本によるものである。鶏インフルエ

ンザの発生により、中国、韓国、ベトナム、日本などでニワトリの大量死、それにかかわ

る大量殺処分、輸出入停止が行われたが、原種鶏保有国でこのような問題が発生すれば、

わが国の養鶏産業も大打撃をこうむることになる。よって、この状況から脱し、わが国の

養鶏産業を真に安定させるためには、わが国独自の優良原種鶏を作出する必要があると考

えられる。また、原種鶏の保有からさらに発展させ、種鶏や種卵の輸出を行える状況を作

り出せば、わが国の畜産業界の更なる発展につながる。

ニワトリにおける現在までのQTL解析の具体的な報告例としては、成長および代謝関連

形質(van Kaam J.B. etal., 1999 ; Deng etal, 2001 ; Tatsuda etal, 2001 I Sewalem etal,

2002 ; Carlborg etal, 2003 ; Deeb and Lamont, 2003 ; Carlborg etal, 2004 ," De Koning

etal., 2004 ,* Siwek etah, 2004 ; Jacobsson etal, 2005 I Schreiweis etal, 2005 ; Park et

al, 2006)、肉質関連形質(Van Kaan etal, 1999 I Ikeobi etal, 2002 ; de Kerning etah,

2003 ; Jennen etal, 2005)、サルモネラ菌耐性を始めとする各種疾病抵抗性および免疫応

答に関する形質(Vallejo etal, 1998 ; Xu etal, 1998 ; Yonash etal, 1999 ; Yonash etal,

2001 ; Kaiser etal, 2002 ; Siwek etal, 2003a ; Siwek etal, 2003b I Zhou etal, 2003

Zhu etal., 2003 ; Pakdel etal., 2005 ; Rabie etal, 2005 ; Siwek etah, 2005 I Tilquin et

al, 2005)、ならびに羽つつきなどに対するストレス反応および恐怖行動に関する形質

(Buitenhuis etah, 2003 ; Buitenhuis A.J. et ah, 2004 I Schutz etah, 2004 ; Jensen P. et

al, 2005)に関するものがある。また、卵関連形質に関するQTL解析の報告も複数存在する

(Schutz etal, 2002 ; Tuiskula-Haavisto et ah, 2002, 2004 ; Wardecka et al, 2002 ; Kerje

etal, 2003 ; Sasaki etal., 2004 ; Hansen etal, 2005 ; Honkatukia etal, 2005)。

本研究では、将来我が国においてMASを行うための基礎として、我が国独自のリソース

ファミリーを用いて、卵関連形質を支配しているQTLを明らかにすることを目的とした。
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Ⅱ.材料および方法

リソースファミリーとして、大シャモ雄1個体に対して、白色レグホーン雌3個体の交

配に基づく家系を用いた。この家系では、それぞれの交配から得られたFlの雌雄を全きょ

うだい交配することによりF2世代が得られている(都築2003)。QTL解析にはF2世代325

個体を用いた。また、 DNAマーカーには、アメリカ農務省(USDA)のH. Cheng博士から

プライマーセットの提供を受けたマイクロサテライト(MS) DNAマーカーのうち、これま

での研究(都築2003)により、家系の両親品種間でアレルが異なっていることが判明してい

るものを選抜し、既に公表されているMS-DNAマーカーの連鎖地図(Schmid et al., 2005)

から、各マーカー間が可能な限り等距離になるように選定した102個を用いた(表1)。本

研究に使用したMSマーカーの染色体上での分布を表2に示した。

大シャモは、鑑賞や闘鶏用に改良されてきた大型の日本鶏であり、肉質が美味であるこ

とから肉用鶏の改良用親品種として利用されている。一方、白色レグホーンは、長年に渡

って卵用鶏として改良されてきた品種で、小型であるが産卵率などの形質が優れているな

ど、大シャモとは大きな相違点がある。よって、これら2品種間には遺伝子型にも大きな

差異が存在することが期待され、 QTL解析用家系として有用であると考えられることから、

この2品種に基づく家系を本研究に用いた。

各個体の全血より、 DNAを抽出し、 PCR法によりMS-DNAの増幅を行った　MS-DNA

のタイピングは自動DNAシークエンサー(ABI PRISM�"310 Genetic Analyzer, Applied

Biosystems)を用いて行った。タイピング結果と、卯関連形質データに基づき、 QTL解析を

行った。詳細を以下に述べる。

1.ゲノムDNAの抽出

核酸抽出キットSepaGene (三光純薬株式会社)を用いて、全血からのDNA抽出を行な

った。抽出には、 1個体当たり全血10　〃,1を用いた。

2.PCR

lサンプル当たり、下に述べるPCR反応液12　〃,1に対し、上で得られたDNA溶液

1 〟,lを加えた　DNA溶液はTEbuffer(10mMtris-HCl、 1mMEDTA)により0.012 〟.

g/LLlに希釈して用いた　PCR反応液100 〟.1当たりの組成は、滅菌超純水74.5 〟.1、

dNTP (2.0 mM) 10.0 〟.1、 10×PCRbuffer 10.0 〟.1、 Primer5.0 〃1 (ForwardPrimer

とReversePrimerを等量加え、 0.5 〟,Mとなるよう超純水で希釈)、 TaqDNAポリメラ

ーゼ(5U///M) 0.5 ′⊥1であった　DNAポリメラーゼにはAmpli Taq GOLDtm (Applied

Biosystems)を使用したOまた、 10×PCRバッファーの組成は、 50 mM KCl、 10 mM

Tris-HCl (pH 8.3)、 1.5 mM MgCl2および0.01 %ゼラチンであった　GeneAmp PCR

System 9700 (Applied Biosystems)を用い、次の条件によりMS・DNAの増幅を行った。
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(1)熱変性:95 ℃、 10分間、 (2)熱変性:95 ℃、 1分間、 (3)プライマーごとに設定した温

皮(50-55 ℃)でのアニーリング反応1分間、 (4)伸長反応:72 ℃、 1分間[(1)-(4)を1

サイクルとし、これを43サイクル]、 (5)伸長反応:72 ℃、 10分間。

3.マーカータイピング

1サンプルあたり、下に述べるシークエンス溶液12.5 !⊥1に対しPCR増幅産物を加え、

95 ℃、 2分間の条件で2本鎖DNAの1本鎖への解離を行った　PCR増幅産物の添加量

は、増幅DNA量とプライマーごとの蛍光標識強度により、 1-10〃,1の範囲で適宜調節し

た。シークエンス溶液100〃1当たりの組成は、サイズスタンダード(GENESCAN-350

[TAMURA])0.4 〟1、ホルムアミド100 iア¥であった。シークエンサーでの電気泳動は規

定のマニュアルに従った　DNAサイズの測定にはGenescanソフトウェア3.1 (Applied

Biosystems)を、それぞれのマーカーのタイピングにはGenotyperソフトウェア2.5

仏pplied Biosystems)を用いた。

4.量的形質

蔵場(2001)および喜田(2001)によって調べられた初産日齢、卵重、産卵率、卵殻強度、卵

黄高、卵白高、濃厚卵白サイズ、卵黄直径、卵殻厚(鋭端・鈍端・中央部)、卵殻重、卵殻

色(I/,a*,b*値)、卵黄重、卵白重(初産日齢以外の形質については、 300日および400日

齢時において測定)を、 QTL解析の標的形質として選定した。標的形質一覧を表3に示し

た　QTL解析に先立ち、これらの測定値に対しソフトウェアJMP 5.0.1a (株式会社SAS

インスティテュートジャパン,東京)を用いて、醇化日による補正を行ったo

5. QTL解析

QTL　解析に先立ち、 Map Manager QTX bl9 (Manly et ah, 2001,

http://mapmgr.roswellpark.org/mmQTX. html )により、コサンどの地図関数に基づいて、

用いたマーカーの連鎖地図を作成したo　続く　QTL解析ではQTL Cartographer

(HttpV/statgen.ncsu.edu/pub/qtlcart/)を用いてinterval mappingを行った　Mappinng結

果を判定するための有意差の閥値はVan Ooijen(1999)の計算式に基づいて算出した。算出

結果は、 suggestive level (10%水準) 4.2、 significant level (5%水準) 4.4、ならびにhighly

signi丘cant level (1%水準) 5.2であった。

本ソフトの使用に先立ち、用いたMSマーカー102個について、 F2世代325個体のタイ

ピング結果に基づいて、 F2個体それぞれが両親個体それぞれのどのアリルを受け継いでい

るかを調べ、記号化したo　常染色体上に存在するマーカーにおいては、大シャモ(雄親)

のアリルのみを受け継いでいればA、白色レグホーン(雌親)のアリルのみを受け継いでい

れば臥両方のアリルを受け継いでいればHと表した。また、連鎖解析に際し、 Z染色体

については、 F2intercross typeの解析を行うことができないので、 backcrosstype扱いと
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して連鎖解析を行った。すなわち、大シャモ(雄親)のアリルのみを受け継いでいればA、

白色レグホーンのアリルのみを受け継いでいればHと記号化して解析を行った。
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Ⅲ.結果

表4に全形質に関するQTL解析結果をまとめた。解析を加えた、 33形質のうち、

suggestive level以上のQTLが検出できた形質に関し、その解析結果を以下に示す。

1. 300日齢時卵重

第4染色体の146 cM (MCW005-MCW167)の位置にLOD score値が5.14を示す

significant QTLが1個検出された(図l)。 additive effect、 dominance effectおよび

variance explainedはそれぞれ、 -5.205、 5.62および54 %であった。

2. 400日齢時産卵率

第3染色体の38cM (MCW169-ADL229)の位置にLOD score値が9.9を示すhighly

sigm丘cant QTLを1個(図2)、第4染色体の156 cM (MCW005-MCW167)の位置に

LOD score値が6.55を示すhighlysignificantQTLを1個(図3)検出した.このうち、

第3染色体のものは、 additive effect、 dominance effectおよびvariance explainedが

それぞれ、 0.148、 0.4および84%であり、第4染色体のもののそれらはそれぞれ、 -0.04、

0.425および71%であった。

3. 300日齢時卵殻L☆値

第3染色体の62 cM (MCW169-ADL229)の位置にLOD score値が4.52を示す

significant QTLが1個(図4)検出された。その、 additive effect、 dominance effectお

よびvariance explainedはそれぞれ、 0.769、 -0.668および15 %であった。

4.卵黄重

1) 300日齢時卵黄重

第4染色体の150.31 cM (MCW005-MCW167)の位置にLOD score値が18.67を示

すhighly signi丘cant QTLが1個(図5)、 236.09 cM (MCW167-ADL266)の位置に

LOD score値が16.25を示すhighly significant QTLが1個(図5)検出された.このう

ち、前者のadditive effect、 dominance effectおよびvariance explainedはそれぞれ、

2.64、 2.511および70 %であり、後者のadditive effect、 dominance effect, variance

explainedはそれぞれ、 2.818、 2.188および72%であった。また、第11染色体の32.01

cM (ADL210-MCW066)の位置にLOD score値が15.38を示すhighly significant QTL

が1個検出された(図6)。その、 additive effect、 dominance effectおよびvariance

explainedはそれぞれ、 -2.689、 2.468および70 %であった。

2) 400日齢時卵黄重
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第4染色体の144cM (MCW005-MCW167)の位置にLOD score値が12.99を示すhighly

significant QTLが1個(図7)、第11染色体の32 cM (ADL210-MCW066)の位置に

LOD score値が8.75を示すhighly signi丘cant QTLが1個(図8)検出された。これら

のうち、第4染色体のものは、 additive effect、 dominance effectおよびvariance

explainedがそれぞれ、 -3.001、 3.166および67 %であり、第11染色体のものではそ

れぞれ、 ・3.11、 2.903および66%であった。
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Ⅳ.考察

1.300日齢時卵重

卵重形質の分散は他のすべての調査形質の場合よりも大きく、 300日齢時卵重形質の度数

分布表では2つのピークが確認されている(蔵場　2001),このことから、卵重形質発現に

際し、強く働く比較的少数のQTLが存在している可能性が考えられる。本研究では、第4

染色体の146 cM (MCW005-MCW167)の位置にLOD score値が5.14を示すsignificant

QTLが1個検出された(図l)。 additive effect、 dominance effectはそれぞれ、 ・5.205、

5.62で、 varianceexplainedは54%と高い値を示しており、強く働く少数のQTLのひとつ

であると考えられる。また、 Tuiskula-Haavisto (2002)の報告では、第4染色体の173-230

cM (ADL266-MCW099)の位置に41週齢時から60週齢時の卵重に関するsigm丘cant QTL

が検出されている。本研究と異なる位置にQTLが検出されているが、これはリソースファ

ミリーが異なることに起因するものであると考えられる0

本解析では400日齢時卵重に関与する、 QTLの存在は確認されなかった　300日齢時卵

重に関与するQTLと400日齢時卯重に関与するQTLが同一のものであれば、共に等しい

位置にLOD scoreのピークが確認されるはずである。この事実から、 400日齢時卵重形質

と300日齢時卵重形質の発現に際しては、異なったQTLが働いている可能性が考えられる。

2. 400日齢時産卵率

第3染色体の38 cM (MCW169-ADL229)の位置にLOD score値が9.9を示すhighly

significant QTLを1個(図2)、第4染色体の156cM (MCW005-MCW167)の位置にLOD

score値が6.55を示すhighlysigni丘cantQTLを1個(図3)検出した。これらの値は、 1%

水準でのLOD scoreの有意差判定基準である5.2を大きく超えていることから、 400 B齢

時産卵率を支配するQTLが、これらの染色体に存在する可能性は極めて高いと考えられる。

しかし、 QTL近傍の2マーカー間の距離は、第3染色体で81.5 cM (MCW169-ADL229)、

第4染色体で95.8cM (MCW005-MCW167)と大きかった。今後、これらのマーカーの問に

存在する多くのマーカーを用いて解析を進めることで、 QTLの染色体上での位置をさらに

詳細に決定できると考えられる。

一方、 300日齢時産卵率に関して、 LODscoreのピークは確認されなかった　400日齢時

卵重の考察でも述べたが、 300日齢時産卵率と400日齢時産卵率に影響するQTLが同一の

ものであれば、同じ位置にQTLが検出されるはずである。このことから、 300日齢時産卵

率と400日齢時産卵率を支配しているQTLは異なっている可能性が考えられる。

400日齢時産卵率の遺伝率は0.12と低く、環境による影響が大であると考えられた(蔵曝

2001)。しかし、本形質に関与するhighlysigni丘cantQTLが検出されたことから、環境の

影響が大きい(遺伝率が低い)量的形質においてもQTL解析は有効であると考えられる。
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3. 300日齢時卵殻L☆値

第3染色体の62 cM (MCW169-ADL229)の位置にLOD score値が4.52を示す

significant QTLが1個(図4)検出された。 additive effect、 dominance effectおよび

variance explainedはそれぞれ、 0.769、 -0.668および15%であった　Sasakiら(2004)

の報告では、第6染色体と第11染色体上に、 L*値に関するsuggestive QTLが検出されて

いることから、異なった家系を用いることで、より多くのQTLを検出することができると

考えられる。また、褐色卵の卵殻色における主要な成分はプロトポルフィリンであること

から(HelbackaandSwanson, 1958)、これらのQTLは直接的には、プロトポルフィリンの

産生と密接に関係している可能性がある。

4.卵黄重

1)300日齢時卵黄重

第4染色体の150.31 cM (MCWO05-MCW167)の位置にLOD score値が18.67を示す

highly significant QTLと、 236.09 cM (MCW167-ADL266)の位置にLOD score値が

16.25を示すhighly significant QTLが1個検出された.また、第11染色体の32.01 cM

(ADL210-MCW066)の位置にLOD score値が15.38を示すhighly signi丘cant QTLが検

出された。しかし、これらのvariance explainedは71-73%と量的形質遺伝子としては高い

値を示しているため、これらのQTLが正しく検出されているか否か、今後の検討が必要で

ある。

2) 400日齢時卵黄重

第4染色体の144.31 cM (MCW005-MCW167)の位置にLOD score値が13.00を示す

highlysignificantQTLが1個、第11染色体の32.00 cM (ADL210-MCW066)の位置に

LOD score値が8.75を示すhighly significant QTLが1個検出された0

400　日齢時卵黄重のみならず、 300　日齢時卵黄重に関しても、第4染色体の

MCW005-MCW167間と、第11染色体のADL210-MCW066間の極めて近接する位置に

highlysignificantQTLが検出されたOこの事実から、これらのQTLは、 300日齢時、 400

日齢時を通して長期的に発現するQTLであると考えられる。

<全体の考察>

QTL解析の結果、第3染色体と第4染色体上に、 300日齢時卵重、 400日齢時産卵率、

300日齢時L*値、 300日齢時卵黄重、ならびに400日齢時卵黄重に関与するQTLが発見さ

れたことから、卵関連形質を支配している遺伝子の多くが第3染色体と第4染色体上に集

中して存在する可能性が考えられる。

第4染色体においては300日齢時卵重、 400日齢時産卵率、 300日齢時卵黄重、ならび

に400日齢時卵黄重に関与しているQTLが、共にマーカーMCW005とMCW167の間に
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存在すること、染色体位置も144-156cMと近接していることから、これらの複数の形質は

同一のQTLによって支配されている可能性も考えられるo

Tuiskula-Haavisto et al. (2002)の報告では、第4染色体においてADL266とMCW129

の間に、 40から60週齢時卵重、ならびに18から40週齢時産卵個数に関与するQTLが確

認されている0本研究では300日齢時卵重、 400日齢時産卵率のQTLがMCW005と

MCW167の間に検出された。同じ形質に関与するQTLが異なる位置に検出されたことか

ら、同じ卵関連形質の解析であっても、異なるリソースファミリーを材料に用いた場合に

は、異なるQTI.が検出される可能性もあると考えられる。

同一品種内の個体間において、初産日齢の早い個体が、初産目齢の遅い個体に比べて総

産卵量が少ないという傾向にあり、初産日齢が産卵率と負の相関にあるという報告がある

(Sharuma etah, 1998)本研究で用いたF2個体群においても、同一品種内の異なる日齢時

の個体群のうち、約8割の群において負の相関が認められた(蔵場　2001),初産日齢と産

卵率に負の相関がみられる原因は解明されていないが、下垂体前葉ホルモンや性腺刺激ホ

ルモンが密接に関係していることは明らかにされている(Sharuma etal, 1998)。本研究で

は、第4染色体において、 400日齢時産卵率に関するsigm丘cantQTLが検出された。これ

と近い位置に、日周期に影響を与えるCLOCKgeneの存在が確認されており、日周期はホ

ルモンによる影響をうけていることが明かにされている(Noakes etal, 2000)以上のこと

から、産卵率に関与するQTLは、直接的にはホルモンの生成、代謝等に関与するQTLで

ある可能性が考えられる。

先に述べたように、 300日齢時卵重、 400日齢時産卵率、 300日齢時L値、 300日齢時卵

黄重および400日齢時卵黄重の5形質に関L highly significant QTLが検出されたOしか

し、 300日齢時卵重、 400日齢時産卵率、 300日齢時卵黄重および400日齢時卵黄重におけ

るvariance explainedの値は54-84%と、量的形質としては高すぎると判断される値であっ

た(表4)Oまた、本解析家系における全マーカ一間距離と、ニワトリにおけるConsensusMap

のそれ(SchmidM. etal, 2005)との間には大きな差が存在したQTL解析に使用するDNA

マーカー数は多いほど、連鎖地図が詳細になり、飽和連鎖地図に近づく.本研究では、 102

個のMS-DNAマーカーを使用したが、これはニワトリ染色体39対のうち19対にしか分布

していない。従って、今後、全染色体においてさらに使用するマーカー数を増やし、詳細

に研究を進めるとともに、これらの現象が生じた原因を追究する必要がある。
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Ⅴ.要約

家畜・家禽における、泌乳量、増体量、産卵数など、経済的に重要な多くの形質が量的

形質であり、複数の遺伝子座(量的形質遺伝子座: Quantitativetraitloci )によって支配

されている。近年、 QTLの染色体上の位置を知るためには、 DNAマーカーを用いた遺伝連

鎖解析(QTL解析)が有効であることが明らかになり、マーカーアシステイドセレクショ

ン(marker-assisted selection, MAS)などの効率的な育種への応用が期待されているo

現在、世界中でQTL解析が行われており、多くの形質に関与するQTLが報告されてい

る。本研究では、 MASを目指すための第1段階として、卵関連形質を支配するQTLを明

らかにすることを目的として、独自の資源家系を用いてQTL解析を行った。

マーカーには、マイクロサテライト(MS)-DNAを用いた。また、資源家系として、大シ

ャモ雄1個体と白色レグホーン雌3個体を交配した家系を用いた。それぞれの交配からFl

世代(Fi)を作出し、このFl同士を全きょうだい交配することによりF2世代を得た　QTL

解析に使用したF2の個体数は325個体であった。

各個体の全血よりDNAを抽出し、 102個のプライマーセットを用いてPCR法により

MS-DNAの増幅を行った。増幅産物はABI PRISM 310 Sequencerを用いて電気泳動した。

その後、 Gene Scanソフトウェアを用いてDNAのサイズを測定し、次いでGenotyperソ

フトウェアを用いてタイピングを行った後、 QTL cartographerソフトウェアを用いて

interval mappingを行った。

QTL解析の標的形質には、初産日齢、卯重、産卵率、卵殻強度、卵黄高、卵白高、濃厚

卵白サイズ、卵黄直径、卵殻厚(鋭端・鈍端・中央部)、卵殻重、卵殻色(L*,a*,b*値)、卵

黄重、卵白重(初産日齢以外の形質については、 300日および400日齢時において測定)

を選定した。

QTL解析の結果、 signi丘cantQTLが検出された形質は300日齢時卯重、 400日齢時産卵

率、 300日齢時L当直、 300日齢時卵黄重および400日齢時卵黄重であった。それぞれの結

果を以下に示す。

(1)300日齢時卯重:第4染色体の146 cM (MCW005-MCW167)の位置にLOD score

値が5.14を示すsigni丘cant QTLが1個検出された。

(2)400日齢時産卵率:第3染色体の38cM (MCW169-ADL229)の位置にLODscore

値が9.9を示すhighly significant QTLを1個、第4染色体の156 cM(MCW005-MCW167)

の位置にLOD score値が6.55を示すhighly signi丘cant QTLが1個検出した。

(3)300日齢時L*値:第3染色体の62 cM (MCW169-ADL229)の位置にLOD score

値が4.52を示すsigru丘cant QTLが1個検出された。

(4)300日齢時卵黄重:第4染色体の150.31 cM ( MCW005-MCW167)の位置にLOD

score値が18.67を示すhighly signi丘cant QTLが1個、 236.09 cM (MCW167-ADL266)

の位置にLOD score値が16.25を示すhighly significant QTLが1個検出された。また、
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第11染色体の32.01 cM (ADL210-MCW066)の位置にLOD score値が15.38を示すhighly

significant QTLが1個検出されたO

(5)400日齢時卵黄重:第4染色体の144cM (MCW005-MCW167)の位置にLOD score

値が12.99　を示すhighly signi丘cant QTLが1個、第11染色体の　32 cM

(ADL210・MCW066)の位置にLOD score値が8.75を示すhighly signi丘cant QTLが1

個検出された。

300日齢時卵重、400日齢時産卵率、300日齢時卵黄重および400日齢時卵黄重において、

highly signi丘cant QTLが検出されたという事実は、これらの形質を支配しているQTLが、

それぞれのピークの近傍に存在することを強く示唆するものである。しかし、 300日齢時卵

重、 400　日齢時産卵率、 300　日齢時卵黄重および400　日齢時卵黄重におけるvariance

explainedの値は、 54-84%と量的形質としては高すぎると判断される値であった。また、

本解析家系におけるマーカ一間距離と、ニワトリにおけるConsensusMapのそれとは大き

な開きがあった。今後、これらの現象が生じた原因を追究する必要がある。
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革旦二jTL解析に使用したマイクロサテライト(MS)マーカーのニワトリ染色体における分車_

MSマーカー間の　　　　　各染色体に

染色体番号　　　　　MSマーカー数　　　平均距離(cM)染色体番号　　　MSマ~カ~琴　…..T均距耶:(cM)　　　占める割合(%) …
1

2

3

4

5

6

7

9

10

11

12

13

14

15

17

19

23

27

28

Z

L 'fill'

18

12

8

8

6

3

3

3

4

3

2

4

.i

3

2

2

L2

2

4

7

4

31.8

30.9

34.4

32.5

16.9

25.

40.

44.0

22.4

23.6

43.0

14.0

45.0

6.5

15.0

31.0

iHI

26.0

20.0

21.8

96.8

74.8

78.9

84.

56.6

34.2

48.5

66.7

55.9

53.

55.6

56.

58.4

8.3

21.4

78.

38.5

37.7

80.0

65.

合計　　　　　　　　　102

*各染色体に1つしか存在しないMSマーカーをその他として区別した。

84



表3. QTL解析に用いた標的形質1)

300日齢時　　　　　　　　400日齢時

産卵率

卵殻強度

中一1I-III
I¥>'I

卵白高

濃厚卵白サイズ

卵黄直径

卵殻厚・鋭

卵殻厚・鈍

卵殻厚・中

年・:.牛I1

卵殻L*値

卵殻a*値

卵殻b*値

卵黄重

卵白重

産卵率

卵殻強度

卵黄高

卵白高

濃厚卵白サイズ

卵黄直径

卵殻厚・鋭

卵殻厚・鈍

卵殻厚・中

叫・lこM!.

卵殻L*値

卵殻a*値

卵殻b辛値
卵黄重

卵白重

初産日齢は卯封ヒ後初めて産卵した日までの日数O
産卵率は300日齢時、 400日齢時から4週間の産卵率。
その他の形質は、 300日齢時、 400日齢時から2週間の平均値。
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図1. 300日齢時卵重に関する第4染色体のLOD score
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図2. 400日齢時産卵率に関する第3染色体のLOD score
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図5. 300日齢時卵黄重に関する第4染色体のLOD score
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図6. 300日齢時卵黄重に関する第12染色体のLOD score
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図7. 400日齢時卵黄重に関する第4染色体のLOD score
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図8. 400日齢時卵黄重に関する第12染色体のLOD score
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