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論 文 の 内 容 の 要 旨

本巻文はし此雄判別が困難である哺乳類(第一章)や鳥類(第2章)について､採取が

容易である羽毛あるいは羽軸を検体として性判別を行う方法を確立し､また､現在､3亜

種に分類されているコアラ(ダムa∫COJar"05Cj月ereu∫)について､ミトコンドリア

DNAチトクロムb遺伝子領域の塩基配列から遺伝的な多様性を明らかにし(第3章)､これ

らの情報を希少動物の繁殖計酉に応用することを目的としている｡

第1章 哺乳動物における体毛を用いた性判別

5頭のオオアリクイ(〃ケr瓜eCOp血aga rrjdacけJa)､4頸のココノオビアルマジロ

(肋5γpu5月OVe皿Cj皿Cru5)およぴ4頭のシマハイエナ(耳yae刀aムγa餌a)より体毛

を採取し､毛根からDNAを抽出した｡ヒトY染色体上に見いだされたSex-determing

Region of chromosomeY(SRY)遺伝子をもとに設計されたプライマーを用いて

polymerasechain reaction(PCR)を実施した結果､雄ではDNAフラグメントの

掛幅が認められたが､雌では認められなかった｡雄に特異的なDNAフラグメントの増幅は､

1本の毛根より抽出したDNAを試料とした場合でも明瞭lこ検出できた｡オオアリクイにお

いて､このフラグメントの塩基配列を決定したところ､ヒトのSRY遺伝子の塩基配列と高

い相同性を示した｡

第2章 鳥類における羽毛を用いた性判別

鳥類の羽鋤から抽出したDNAを用いて､性判別を試みた｡

まず､ニワトリ(GaJJu∫gaJJu∫do皿e∫dcu∫)W染色体特異反復配列遺伝子をもとに
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設計されたプライマーを用い･10日11科-4穐16品種の鳥類の雌雄から調製したDNA

についてPCRを行った｡その結果､ニワトリの3品種を除き､雌特異的DNAフラグメン

トの増幅は艶められず､本法はニワトリの雌雄判別にのみ有効であることが明らかとなっ

た｡つぎに､シジュウカラ(タaru∫皿aノOr)において見いだされたavian

Chromodomain-helicase-DNA-binding W-1inked(CHD-W)遺伝子とCHD

nonW-1inked(CHD-NW)遺伝子をもとに設計したプライマーを用いてPCRを実施した

後､制限酵素処動こより雌雄差の検出を試みた｡C=D-W遺伝子は多<の鳥類のW染色体上

に存在し､また同遺伝子と相同的なCHD-NW遺伝子は雌雄共通に存在する｡PCRにより､

対象としたすべての種で､増幅されたフラグメントによる標的バンドが雌雄ともに1本認

められた｡6日7科9穐の鳥類について制限酵素β由l処理を行ったところ､キジ科

(ダムa∫ja出血e)とインコ科(タ扇rracj血e)に属する4檀では雌個体のみに2本のバン

ドが確記され､雌雄の判別が可能であったが､他の科に属する種においては雌雄とも2本

のバンドが形成され､判別は不可能であった｡一方･9日10科12種の鳥類について制

限酵素Hae‖処理を行ったところ､キーウイ(Apteryxaustralis)を除き､経では棲的

′くンドの消失とともに2本の新たな′くンドの形成が形成され､雌では棲的バンドに加えて

2本の新たな′くンドが形成され､雌雄の判別が可能であった｡なお､キーウイでは雌雄と

もに榛的バンドの変化は認められなかった｡本研究で検討した羽軸を用いた性判別法は胸

峰類には有効であるが､平陶類への適用は困難であることが分かった｡

第3章 コアラにおけるミトコンドリアDNAチトクロムb遺伝子の遺伝的多様性

3亜種､27個体のコアラから体毛､血液あるいは肝臓を検体として採取し､DNAを調

製後､有袋類のチトクロムb領域塩基配列をもとに設計したプライマーを用いてPCRを実

施した｡得られた増幅産物の塩基配列をダイレクトDNAシークエンス法を用いて調べた｡

その結果､対象としたチトクロムb遺伝子読域の307塩基対の配列には4塩基の置換が存在す

ることを明らかにした｡対象とした個体は3種のmノレ､プロタイプに分類され､さらに2種のアミノ

較タイプに大別できた｡しかし､これらの分類は従来の亜種分類とは一致しなかった｡

本研究で有効性が確認された雌雄判別方法や遺伝的多様性の評価方法は､野生動物の繁

殖計画を策定するうえで広く利用で書ることが示唆された｡

審 査 結 果 の 要 旨

平成10年7月31日(金)に､静岡大学農学部において､5名の審査委且を含め開運

教官及び学生の出席のもとに､高見一利氏の論文公開発表会を行った｡引き続き論文内容

を中心に幸査を行った｡本論文の概要と事査結果は下妃のとおりである｡

本研究は､希少野生動物の繁殖計画を策定するうえで重要な性判別や個体群の遺伝的多

様性の解析を､分子生物学的手法を用いて行うことを目的としている｡

学位論文の第1幸及び2幸は､外見上性判別の難しい哺乳類と鳥類について､サンプル

採取が容易な体毛あるいは羽軸を用いて行う性判別法に関する研究成果を､第3章は､3

亜種に分類されているコアラ(ダムaざCd訂C托旭C血訂euめlこついて､ミトコンドリアの

チトクロムb遺伝子をもとに､遺伝的な速いを解明した研究成果をまとめたものである｡
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第1章:外見上の性判別の困難な動物として､オオアリクイ(叫TmeCqpムaga

打j血cfyJa)､ココノオビアルマジロ(エね寧γpu5月OVe皿C血c亡u5)およびシマハイエナ

(LVaenahyaena)を対象とし､毛根からDNAを抽出し､SeX-determingregionof

ChromosomeY(SRY)遺伝子をもとに設計したプライマーを用いて､POlymerase

Chainreaction(PCR)で増幅を行った｡その結果､いずれの動物においても経では
Mフラグメントの増幅が!殴められたが､雌では!艶められなかった｡また､故に特異的な

フラグメントは､1本の毛根を試料とした場合も明軌こ検出が可能であった｡さらに､オ

オアリクイにおいてこのフラグメントの塩基配列を決定したところ､ヒトのSRY遺伝子

塩基配列と高い相同性を示した｡

オオアリクイに関する成果は､｣.R甲r∝1Dev.(日本繁殖生物学全英文誌)第44巻第

1号､73-7る真に掲載された｡

第2章:14稚の鳥類の羽軸根からDNAを抽出し､ニワトリ(蝕Juぶga〃u5

血esdcus)W染色体特異反復配列遺伝子をもとに設計したプライマーを用いてPC R

を実施した結果､雌に特異的なDNAフラグメントの増幅がニワトリにおいてのみ認められ

たが､他の種Iこおいては辞められなかった｡ついで､シジュウカラ(クaru∫皿如Or)で発

見されたavianChrom(Xbmain-helicase-mA-bin血ngWJlinked(CHD-W)遺

伝子と､CRDnonⅥト1inked(CHD-NW)遺伝子をもとに設計したプライマーを用いて

PCRを実施した｡PCR士一幅産物を制限辞表fbe‖処理し､DNA断片の変化から､対象と

した胸峰類鳥類の全種において性判別が可能であることを明らかにした｡

第3章:コアラは生息地域により､外部形態が異なり､現在3亜種に分類されている｡

これら3亜種について､ミトコンドリアDNAチトクロムb遺伝子の塩基配列をPCR及びダ

イレクトDNAシークエ㌢ス法を用いて決定し､遺伝的多様性を調べた｡チトクロムb遺伝
子領域の307塩基対の配列には4塩基の置換が存在することを明らかにした｡対象とし

た27個体は3種のDNAハブロタイプに分類され､さらに2種のアミノ酸タイプに大別で

きた｡しかし､これらの分類は従来の亜種分類とは一致しなかった｡

これらの結果は､▲｣.鳩t.MdSci.(日本獣医学会会誌)第60巷第10号に掲載される

予定である｡

本研究は､内容的にも新規性があり､開発された手法は､申請者が勤務する動物園での

飼育動物や､絶滅の危機に瀕する野生動物の繁殖計画を策定するうえで今後､大きく寄与

するものと思われる｡

辛査員全員が一致して､本論文を高く評価し､岐阜大学大学院農学研究科の学位論文と

して価値あるものと認定した｡
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