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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

ブリ類から採取したＤＮＡの、連鎖群LG12上のマイクロサテライトDNAマーカー座Sequ17

と Sequ21との間に存在する配列番号1で示される塩基配列の302番目の塩基及び配列番号２

で示される塩基配列の366番目の塩基の少なくとも一方の一塩基多型の遺伝型を調べる段

階、及び該遺伝型に基づいてブリ類の遺伝的性を判定する段階から成る、ブリ類の遺伝的

性を識別する方法。

【請求項２】

検査の対象であるブリ類の個体からゲノムＤＮＡを抽出し、連鎖群LG12上のマイクロサテ

ライトDNAマーカー座Sequ17と Sequ21との間に存在する配列番号1で示される塩基配列の30

2番目の塩基及び配列番号２で示される塩基配列の366番目の塩基の少なくとも一方に存在

する一塩基多型を含む塩基配列の外側に結合する特異的な配列を有する一対のプライマー

を用いてＰＣＲ反応を行い、得られた増幅産物中の該一塩基多型の遺伝型を調べる段階、

及び該遺伝型に基づいてブリ類の遺伝的性を判定する段階から成る、ブリ類の遺伝的性を

識別する方法。

【請求項３】

前記配列番号1で示される塩基配列の302番目の塩基の遺伝型がＡ／Ｃの場合には雌と判定

し、又は該遺伝型がＡ／Ａの場合には雄と判定する請求項１又は２に記載の方法。

【請求項４】

前記配列番号２で示される塩基配列の366番目の塩基の遺伝型がＡ／Ｇの場合には雌と判
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定 し 、 又 は 該 遺 伝 型 が Ａ ／ Ａ の 場 合 に は 雄 と 判 定 す る 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ブ リ 類 の 遺 伝 的 性 を 識 別 す る 方 法 に 使 用 す る た め の

プ ラ イ マ ー セ ッ ト で あ っ て 、 連 鎖 群 LG12上 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト DNAマ ー カ ー 座 Sequ17と S

equ21と の 間 に 存 在 す る 配 列 番 号 1で 示 さ れ る 塩 基 配 列 の 302番 目 の 塩 基 又 は 配 列 番 号 ２ で

示 さ れ る 塩 基 配 列 の 366番 目 の 塩 基 を 含 む 領 域 を 検 出 す る た め の プ ラ イ マ ー で あ っ て 、 該

塩 基 を 含 む 該 塩 基 配 列 中 の ５ ０ ～ １ ０ ０ 塩 基 の 長 さ の 領 域 の 両 端 に 設 定 さ れ た 長 さ が １ ５

塩 基 以 上 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 及 び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー か ら 成 る プ ラ イ マ ー セ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 こ の 発 明 は 、 天 然 の ブ リ 類 の 性 識 別 方 法 に 関 し 、 よ り 詳 細 に は 、 一 塩 基 多 型 を 利 用 し て

ブ リ 類 の 性 を 識 別 す る 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 我 が 国 の 養 殖 重 要 種 で あ る ブ リ で は 、 天 然 種 苗 が 多 く 用 い ら れ て い る が 、 よ り 安 定 し た

養 殖 生 産 の た め に 、 人 工 種 苗 に よ る 種 苗 の 早 期 導 入 と 、 人 工 種 苗 へ の 優 良 形 質 付 与 に 関 す

る 技 術 開 発 が 行 わ れ て い る 。 ブ リ 人 工 種 苗 生 産 に お け る 問 題 点 と し て 、 雄 は 成 熟 期 に 常 に

排 精 す る こ と が 多 く 、 精 子 の 採 取 が 比 較 的 容 易 で あ り 、 ま た 凍 結 保 存 技 術 も 確 立 さ れ て い

る 。 一 方 で 、 雌 は １ 個 体 か ら 良 質 な 卵 を 採 取 で き る 期 間 が 短 い た め 、 ま た 抱 卵 確 認 の 際 の

ハ ン ド リ ン グ に よ り 排 卵 し な く な る こ と が 多 く 、 採 卵 の タ イ ミ ン グ が 難 し い な ど 、 目 的 の

交 配 を 行 う た め に 、 あ る 特 定 の 雌 親 魚 か ら 良 質 な 卵 を 採 取 す る こ と は 難 し い 。 ま た 養 殖 ブ

リ の 出 荷 に お い て は 、 雌 は 春 先 の 産 卵 期 に な る と 体 重 が 目 減 り す る た め 商 品 と し て 向 か な

い と さ れ て い る 。 そ の た め 、 雌 雄 が 識 別 で き れ ば 、 養 成 す る 親 魚 の 雌 雄 の 尾 数 の 調 整 や 出

荷 時 期 を 雌 雄 で 使 い 分 け る こ と が で き る 等 の 利 点 が あ る 。

　 ブ リ 類 の ゲ ノ ム は 未 だ 公 開 さ れ て い な い が 、 発 明 者 ら は 、 既 に 、 ブ リ と ヒ ラ マ サ に つ い

て 、 連 鎖 群 LG12を 含 む ブ リ 連 鎖 地 図 を 開 示 し て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 更 に 、 発 明 者 ら は

、 ブ リ の 性 決 定 遺 伝 子 座 が 、 連 鎖 群 LG12上 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト DNAマ ー カ ー 座 Sequ17と S

equ21と の 間 に あ る と 特 定 し 、 こ の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト DNAマ ー カ ー 座 Sequ21が 性 判 別 マ ー

カ ー と し て 使 え る 可 能 性 を 示 唆 し た （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。 更 に 、 発 明 者 ら は 、 マ イ ク ロ サ テ

ラ イ ト DNAマ ー カ ー 座 Sequ21の 特 定 の 配 列 の 増 幅 産 物 の サ イ ズ の 差 に よ り 性 別 を 判 定 で き

る 方 法 を 開 発 し た （ 特 許 文 献 １ ） 。

（ 特 許 文 献 １ ）

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ３ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 2010-226974

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Aquaculture Vol. 244, 2005, Page. 41-48

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Aquaculture Vol. 308, Supplement 1, 2010, Page.S51-S55

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 本 発 明 は 、 ブ リ 類 の 、 特 に 天 然 の ブ リ 類 の 性 を 識 別 す る た め の 方 法 を 提 供 す る こ と を 目

的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 ブ リ 類 の 性 決 定 遺 伝 子 座 が 存 在 す る と 考 え ら れ る 連 鎖 群 LG12上 の マ イ ク

ロ サ テ ラ イ ト DNAマ ー カ ー 座 Sequ17と Sequ21と の 間 に あ る 塩 基 配 列 を 検 査 し た 結 果 、 複 数
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の 一 塩 基 多 型 (SNP)を 見 出 し た （ 後 述 の 実 施 例 １ ） 。 そ し て 、 天 然 の ブ リ の こ の 一 塩 基 多

型 と 、 別 途 調 べ た 性 別 と を 比 較 し た 結 果 、 特 定 の 一 塩 基 多 型 が ブ リ 類 の 性 別 と 極 め て よ く

相 関 し て い る こ と を 見 出 し （ 後 述 の 実 施 例 ２ ） 、 ブ リ 類 の 性 を 識 別 す る た め の 方 法 を 見 出

し た 。

　 即 ち 、 本 発 明 は 、 ブ リ 類 か ら 採 取 し た Ｄ Ｎ Ａ の 、 連 鎖 群 LG12上 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト DN

Aマ ー カ ー 座 Sequ17と Sequ21と の 間 に 存 在 す る 配 列 番 号 1で 示 さ れ る 塩 基 配 列 の 302番 目 の

塩 基 及 び 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 の 366番 目 の 塩 基 の 少 な く と も 一 方 の 一 塩 基 多 型

の 遺 伝 型 を 調 べ る 段 階 、 及 び 該 遺 伝 型 に 基 づ い て ブ リ 類 の 遺 伝 的 性 を 判 定 す る 段 階 か ら 成

る 、 ブ リ 類 の 遺 伝 的 性 を 識 別 す る 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 検 査 の 対 象 で あ る ブ リ 類 の 個 体 か ら ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 連 鎖 群 LG

12上 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト DNAマ ー カ ー 座 Sequ17と Sequ21と の 間 に 存 在 す る 配 列 番 号 1で 示

さ れ る 塩 基 配 列 の 302番 目 の 塩 基 及 び 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 の 366番 目 の 塩 基 の 少

な く と も 一 方 に 存 在 す る 一 塩 基 多 型 を 含 む 塩 基 配 列 の 外 側 に 結 合 す る 特 異 的 な 配 列 を 有 す

る 一 対 の プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 い 、 得 ら れ た 増 幅 産 物 中 の 該 一 塩 基 多 型 の 遺

伝 型 を 調 べ る 段 階 、 及 び 該 遺 伝 型 に 基 づ い て ブ リ 類 の 遺 伝 的 性 を 判 定 す る 段 階 か ら 成 る 、

ブ リ 類 の 遺 伝 的 性 を 識 別 す る 方 法 で あ る 。

　 更 に 本 発 明 は 、 上 記 の ブ リ 類 の 遺 伝 的 性 を 識 別 す る 方 法 に 使 用 す る た め の プ ラ イ マ ー セ

ッ ト で あ っ て 、 連 鎖 群 LG12上 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト DNAマ ー カ ー 座 Sequ17と Sequ21と の 間

に 存 在 す る 配 列 番 号 1で 示 さ れ る 塩 基 配 列 の 302番 目 の 塩 基 又 は 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基

配 列 の 366番 目 の 塩 基 を 含 む 領 域 を 検 出 す る た め の プ ラ イ マ ー で あ っ て 、 該 塩 基 を 含 む 該

塩 基 配 列 中 の ５ ０ ～ １ ０ ０ 塩 基 の 長 さ の 領 域 の 両 端 に 設 定 さ れ た 長 さ が １ ５ 塩 基 以 上 の フ

ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 及 び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー か ら 成 る プ ラ イ マ ー セ ッ ト で あ る 。

 

 

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

【 図 １ 】 ブ リ の 連 鎖 群 LG12の 性 別 関 連 を 示 す 地 図 で あ る 。 各 地 図 の 上 に 記 し た 「 2008-A f

emale」 等 は 、 調 べ た ブ リ の 個 体 を 示 す 。 Sequ17や Sequ21等 は マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト DNAマ ー

カ ー 座 (又 は 「 DNAマ ー カ ー 座 」 と も い う 。 )を 示 す 。 左 側 の 数 字 は 、 一 番 上 の DNAマ ー カ ー

座 を 起 点 （ ゼ ロ ） と し た と き の 同 一 連 鎖 群 上 の DNAマ ー カ ー の 相 対 的 距 離 (cM)を 示 す 。

【 図 ２ 】 性 決 定 遺 伝 子 座 周 辺 の Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン と 遺 伝 マ ー カ ー を 示 す 図 で あ る 。 図 中 、 性

決 定 遺 伝 子 座 は 「 Sex」 で 示 す 。 ま た 、 Ｚ と Ｗ は 性 染 色 体 を 示 し 、 雄 は Ｚ Ｚ 型 、 雌 は Ｚ Ｗ

型 で あ る 。

【 図 ３ 】 表 １ に 示 す 4つ の 遺 伝 マ ー カ ー (SNP)を 含 む SNPマ ー カ ー 座 の 塩 基 配 列 を 示 す 図 で

あ る 。 下 線 は 実 施 例 で 用 い た プ ラ イ マ ー 、 [ ]は 一 塩 基 多 型 を 示 す 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 は 、 連 鎖 群 Ｌ Ｇ １ ２ 上 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト DNAマ ー カ ー 座 Sequ17と Sequ21と の

間 に 存 在 す る SNPマ ー カ ー 座 269k02t7の 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） の 302番 目 の 塩 基 (即 ち 、

遺 伝 マ ー カ ー 269k02t7SNP)及 び SNPマ ー カ ー 座 163a23t7の 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） の 366番

目 の 塩 基 (即 ち 、 遺 伝 マ ー カ ー 163a23t7SNP)の 少 な く と も 一 方 の 一 塩 基 多 型 を 用 い て 、 ブ

リ 類 の 遺 伝 的 性 を 識 別 す る 方 法 で あ る 。

　 本 発 明 の 方 法 に よ り 性 別 を 調 べ る こ と の で き る 魚 類 は 、 Seriola 属 の 魚 類 で あ り 、 和 名

で は 、 ブ リ （ 学 名 ： Seriola quinqueradiata） 、 ヒ ラ マ サ （ 学 名 ： Seriola lalandi） 、

カ ン パ チ （ 学 名 ： Seriola dumerili） 、 ヒ レ ナ ガ カ ン パ チ （ 学 名 ： Seriola rivoliana）

、 ア オ ブ リ 、 ガ ン ド 、 ガ ン ド ブ リ 、 モ ジ ャ コ 、 モ ジ ャ ッ コ 、 イ ナ ダ 、 イ ナ ラ 、 ワ ラ サ 、 コ

ゾ ク ラ 、 コ ズ ク ラ 、 ツ バ イ ソ 、 フ ク ラ ギ 、 フ ク ラ ゲ 、 ワ カ ナ 、 シ ョ ウ ジ ン ゴ 、 ツ バ ス 、 ヤ

ズ 、 ハ マ チ 、 メ ジ 、 メ ジ ロ 、 ハ ナ ジ ロ 、 マ ル ゴ 、 ワ カ ナ ゴ 、 オ オ イ ナ 、 ス ズ イ ナ 、 オ オ イ

オ 、 ワ カ シ 、 マ サ ギ 、 ヒ ラ サ 、 ヒ ラ ス 、 ヒ ラ ソ 、 テ ン コ ツ 、 セ ン ト ク 、 ア ガ ユ 、 マ ヤ 、 外
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国 名 で は 、 (Japanese) Amberjack、 (Five-ray) Yellowtailと 称 さ れ る 魚 を 含 む 。 本 明 細

書 で は 、 こ れ ら を 総 称 し て ブ リ 類 と い う 。

　 本 発 明 の 方 法 は 、 特 に 天 然 の ブ リ 類 の 性 を 識 別 す る こ と に 優 れ る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 の 一 塩 基 多 型 は 、 SNPマ ー カ ー 座 269k02t7（ 配 列 番 号 １ ） 及 び SNPマ ー カ ー 座 163a

23t7（ 配 列 番 号 ２ ） に 存 在 す る 。 ブ リ 類 の 連 鎖 群 Ｌ Ｇ １ ２ を 図 １ に 示 す (非 特 許 文 献 ２ )。

　 図 １ に 示 す 連 鎖 地 図 は 、 相 同 染 色 体 間 の 組 換 え を 利 用 し て 作 成 し た 、 染 色 体 上 の DNA配

列 の 並 び 順 を 表 す 地 図 で あ る 。 組 換 え は ラ ン ダ ム に 起 こ る た め 、 用 い る 家 系 が 異 な れ ば 特

定 の DNAマ ー カ ー 座 間 で 組 換 え を 起 こ し た 個 体 数 も 異 な る 。 し た が っ て 、 各 DNAマ ー カ ー 座

間 の 遺 伝 的 距 離 は 可 変 で あ る 。 た だ し 、 １ .DNAマ ー カ ー 座 の 並 び 順 は 同 じ で あ る 、 こ と と

、 ２ .DNAマ ー カ ー 座 間 の 物 理 的 距 離 （ bp） が 非 常 に 近 け れ ば そ れ ら 二 つ の DNAマ ー カ ー 座

は 一 つ の マ ー カ ー 座 で あ る か の よ う に 振 る 舞 う 、 こ と は 種 、 性 別 を 問 わ ず 全 て の 連 鎖 地 図

で 不 変 で あ る 。 図 １ に 示 さ れ て い る マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト DNAマ ー カ ー 座 Sequ17と Sequ21の

遺 伝 的 距 離 を 見 て 分 か る よ う に 、 性 決 定 遺 伝 子 座 （ 図 １ に 「 Sex」 で 示 す 。 ） と マ イ ク ロ

サ テ ラ イ ト DNAマ ー カ ー 座 Sequ17と Sequ21と の 間 で は 複 数 の 組 換 え が 起 こ っ て い る 。 SNPマ

ー カ ー 座 269k02t7と 163a23t7は 、 性 決 定 遺 伝 子 座 と 物 理 的 に 非 常 に 近 く 、 連 鎖 地 図 上 で は

性 決 定 遺 伝 子 座 （ 「 Sex」 ） と ほ ぼ 同 じ 位 置 に 存 在 す る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 こ の よ う な 、 ブ リ 類 の 性 の 表 現 型 （ 雄 、 雌 ） と 強 い 相 関 を 示 す 遺 伝 マ ー カ ー を 単 離 す る

に は 、 ま ず マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト DNAマ ー カ ー 座 Sequ17と Sequ21と の 間 に 存 在 す る 遺 伝 マ ー

カ ー を 複 数 単 離 し 、 そ れ ら の う ち 性 決 定 遺 伝 子 座 と の 間 で ほ と ん ど 組 換 え が 観 察 さ れ な い

よ う な 遺 伝 マ ー カ ー を 見 付 け る 。 そ の 次 に 、 組 換 え が ほ と ん ど 観 察 さ れ な い 遺 伝 マ ー カ ー

座 を 起 点 と し て 、 性 決 定 遺 伝 子 座 方 向 に 向 か っ て 染 色 体 上 に 新 た な 遺 伝 マ ー カ ー を 複 数 配

置 し 、 各 マ ー カ ー の 遺 伝 型 が 性 別 と 一 致 す る か ど う か を 調 べ る こ と に よ っ て 行 う 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 ま た 、 本 願 の 性 決 定 遺 伝 子 座 周 辺 の Ｂ Ａ Ｃ ク ロ ー ン と 遺 伝 マ ー カ ー を 図 ２ に 示 す 。

　 図 ２ は 、 上 記 で 説 明 し た う ち 、 性 決 定 遺 伝 子 座 と の 間 で ほ と ん ど 組 換 え が 観 察 さ れ な い

遺 伝 マ ー カ ー （ Sequ0485BAC、 Sequ776TUF） と 、 性 決 定 遺 伝 子 座 方 向 に 向 か っ て 染 色 体 上

に 新 た に 配 置 し た 遺 伝 マ ー カ ー （ 237o03sp6SNP、 198o21sp6SNP、 269k02t7SNP、 163a23t7S

NP、 151d03t7SNP、 190h02sp6SNP） を 示 す 。 枠 内 に 存 在 す る 遺 伝 マ ー カ ー は 、 調 査 し た 家

系 の 個 体 全 て で そ の 遺 伝 型 と 性 別 が 完 全 に 一 致 し て い た た め 、 性 判 別 遺 伝 マ ー カ ー の 有 力

候 補 と し て ま ず 挙 げ ら れ た 。

　 後 述 の 実 施 例 に 示 す よ う に 、 こ れ ら の 遺 伝 マ ー カ ー の う ち 、 269k02t7SNPと 163a23t7SNP

の 遺 伝 型 は 性 決 定 形 質 と 相 関 す る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 上 記 一 塩 基 多 型 の 検 出 は 、 検 査 対 象 の ブ リ 類 の 個 体 の 一 部 、 例 え ば 、 尾 鰭 、 血 液 、 腎 臓

筋 肉 な ど の 核 が 存 在 す る 組 織 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 採 取 し 、 こ の Ｄ Ｎ Ａ に 含 ま れ る 一 塩 基 多 型 の 遺

伝 型 を 検 査 す る 。 一 塩 基 多 型 の 検 出 は 、 一 塩 基 多 型 部 分 の 塩 基 配 列 を 決 定 す る こ と に よ っ

て 行 う こ と が で き る 。 一 塩 基 多 型 部 分 の 塩 基 配 列 の 決 定 に は 、 例 え ば 、 TaqMan法 、 ダ イ レ

ク ト シ ー ク エ ン ス 法 、 ARMS-PCR法 、 飽 和 型 DNA結 合 色 素 に よ る HRM解 析 、 PCR-制 限 酵 素 切 断

断 片 長 多 型 に よ る 方 法 (PCR-RFLP解 析 )、 MALDI-TOF/MSに よ る SNPタ イ ピ ン グ 法 、 DNAチ ッ プ

を 用 い た 方 法 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。

　 一 塩 基 多 型 の 検 出 に は 、 例 え ば 、 PCR-RFLP解 析 を 用 い る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 上

記 遺 伝 子 に お け る 一 塩 基 多 型 の 検 出 は 、 例 え ば 、 ブ リ 類 か ら ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 前 記

一 塩 基 多 型 を 含 む 塩 基 配 列 の 外 側 に 結 合 す る 特 異 的 な 配 列 を 有 す る 一 対 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ

ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 い 、 得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 制 限 酵 素 処 理 し 、 制 限 酵 素 処 理 に よ

り 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ の 遺 伝 型 を 識 別 す る こ と で 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 各 方 法 に 用 い る Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 、 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） の 302番 目 の 塩 基 （ 269k0

2t7SNP） 及 び 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） の 366番 目 の 塩 基 （ 163a23t7SNP） を 含 む 領 域 を 検 出
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す る た め の プ ラ イ マ ー で あ っ て 、 該 塩 基 を 含 む 該 塩 基 配 列 中 の ５ ０ ～ １ ０ ０ 塩 基 の 長 さ の

領 域 の 両 端 に 設 定 さ れ た 長 さ が １ ５ 塩 基 以 上 、 好 ま し く は １ ９ ～ ２ ４ 塩 基 の フ ォ ワ ー ド プ

ラ イ マ ー 及 び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー か ら 成 る プ ラ イ マ ー セ ッ ト で あ る 。 こ れ ら の 塩 基 配 列 に

９ ０ ％ 以 上 相 同 で あ る プ ラ イ マ ー を 使 用 し て も よ い 。

　 遺 伝 マ ー カ ー 269k02t7SNPの 遺 伝 型 が Ａ ／ Ｃ の 場 合 に は 雌 と 判 定 し 、 又 は 該 遺 伝 型 が Ａ

／ Ａ の 場 合 に は 雄 と 判 定 す る こ と が で き る 。

　 ま た 、 遺 伝 マ ー カ ー 163a23t7SNPの 遺 伝 型 が Ａ ／ Ｇ の 場 合 に は 雌 と 判 定 し 、 又 は 該 遺 伝

型 が Ａ ／ Ａ の 場 合 に は 雄 と 判 定 す る こ と が で き る 。

　 ブ リ 類 の 性 を 識 別 す る た め に は 、 こ れ ら い ず れ か 一 方 を 行 っ て も よ い し 、 両 方 行 っ て も

よ い 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ １ ５ 】

　 以 下 、 実 施 例 に て 本 発 明 を 例 証 す る が 本 発 明 を 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。

実 施 例 １

　 本 実 施 例 で は ま ず 、 BACベ ク タ ー に ブ リ ゲ ノ ム DNAを 組 み 込 ん だ ブ リ BACラ イ ブ ラ リ ー を

構 築 し 、 性 決 定 遺 伝 子 座 周 辺 の ゲ ノ ム DNA配 列 を 保 持 す る BACク ロ ー ン を 特 定 し た 。

　 連 鎖 群 LG12上 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト DNAマ ー カ ー 座 Sequ17と Sequ21の 間 に ブ リ 性 決 定 に

関 与 し て い る 遺 伝 子 が 存 在 す る こ と が 既 知 で あ る の で （ 非 特 許 文 献 ２ ） 、 上 記 BACラ イ ブ

ラ リ ー か ら 、 性 決 定 遺 伝 子 座 に 近 い と 推 定 さ れ る 遺 伝 マ ー カ ー Sequ0485BAC（ 配 列 番 号 ５

） を 有 す る BACク ロ ー ン 056j15を 選 ん だ 。 こ の 遺 伝 マ ー カ ー Sequ0485BACを 検 出 す る た め の

下 記 プ ラ イ マ ー 対 を 選 ん だ 。

　 F: GATTGCATCTGTAAGACCACCA（ 配 列 番 号 ６ ）

　 R: GGATTTTCCATACTAAGCGTGC（ 配 列 番 号 ７ ）

　 こ の プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 上 記 BACラ イ ブ ラ リ ー に つ い て 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 2pmo

lと リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 2pmol、 0.2mM each dNTPs、 2.0mM MgCl2、 0.25U Ex taq DNA pol

ymerase（ Takara） 、 50ng BAC DNA poolを 含 む 10μ Lの 反 応 溶 液 を 調 整 し 、 TProfessional

 96 Thermocycler（ Biometra） に て 、 PCRを 行 っ た 。

　 PCR反 応 条 件 は 、 （ 95℃ 、 3分 ） × 1サ イ ク ル -（ 95℃ 、 30秒 -55℃ 、 30秒 、 72℃ 、 1分 ） ×

30サ イ ク ル -（ 72℃ 、 5分 ） × 1サ イ ク ル と し た 。

　 得 ら れ た PCR産 物 は ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り サ イ ズ 分 画 、 可 視 化 し 、 PCR陽 性 を 示

す BACク ロ ー ン を 特 定 し た 。 以 上 の 実 験 で 陽 性 BACク ロ ー ン と し て 045p01と 051i16が 特 定 さ

れ た 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 次 に 、 こ れ ら の BACク ロ ー ン に つ い て DNA抽 出 し 、 得 ら れ た BACク ロ ー ン DNAと 3.2pmol プ

ラ イ マ ー （ 下 記 の SP6プ ラ イ マ ー と T7プ ラ イ マ ー ） を 混 合 し 、 BigDye(R) Terminator v3.1

 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)と 3130xl ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ア ナ ラ イ ザ (Appl

ied Biosystems)を 用 い て 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。

　 SP6　 5'-ATCTGCCGTTTCGATCCTCC-3'（ 配 列 番 号 ８ ）

　 T7　 5'-TGACATTGTAGGACTATATTGC-3'（ 配 列 番 号 ９ ）

　 得 ら れ た 塩 基 配 列 (BES)を も と に プ ラ イ マ ー 対 を 設 計 し た 。 設 計 し た プ ラ イ マ ー 配 列 と

塩 基 配 列 (BES)の 一 部 を 表 １ に 示 す 。 得 ら れ た BACク ロ ー ン 間 の 位 置 関 係 は PCRに よ る バ ン

ド の 有 無 に よ っ て 決 定 し た 。 BACク ロ ー ン 間 の 位 置 関 係 を 図 ２ に 示 す 。

　 以 上 と 同 様 の 操 作 を 他 の BACク ロ ー ン に つ い て 繰 り 返 し 行 う こ と に よ っ て 、 図 ２ に 示 す

よ う に 、 性 決 定 遺 伝 子 が 存 在 す る 領 域 を 含 む 連 続 し た BACク ロ ー ン の 集 団 と そ の 塩 基 配 列 (

BES)を 取 得 し た 。

【 ０ ０ １ ７ 】
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【 表 １ 】

【 ０ ０ １ ８ 】

　 こ れ ら の 塩 基 配 列 か ら 、 下 記 を 含 む 複 数 の 一 塩 基 多 型 (SNP)が 見 つ か っ た (図 ３ )。

　 269k02t7SNP　 ： 　 配 列 番 号 １ の 302番 目 （ A/C）

　 163a23t7SNP　 ： 　 配 列 番 号 ２ の 366番 目 （ A/G）

　 151d03t7SNP　 ： 　 配 列 番 号 ３ の 641番 目 （ T/C）

　 190h02sp6SNP ： 　 配 列 番 号 ４ の 206番 目 （ A/G）

【 ０ ０ １ ９ 】

実 施 例 ２

　 長 崎 県 五 島 に て 採 捕 し た 雄 47尾 、 雌 47尾 の 計 94尾 の ブ リ 野 生 個 体 に つ い て 、 開 腹 し て 生

殖 腺 を 確 認 す る こ と に よ り そ の 性 別 を 判 定 し た 。

　 こ れ ら の ブ リ の 尾 鰭 を 1cm角 の 大 き さ で 採 取 し 、 100mM NaCl、 20mM Tris-HCl(pH8.0)、 1

00mM EDTA、 1.0%SDS、 100μ g/ml Proteinase Kを 含 む 消 化 溶 液 を 600μ L加 え 、 37℃ で 一 晩

静 置 し た 。 さ ら に 、 フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム （ 1:1） 抽 出 を 1回 行 っ た 後 、 エ タ ノ ー ル 沈

殿 に て 染 色 体 DNAを 析 出 さ せ た 。

　 次 に 、 表 １ の 各 プ ラ イ マ ー 2pmol、 0.2mM each dNTPs、 2.0mM MgCl 2 、 0.25U Ex taq DNA

 polymerase（ Takara） 、 得 ら れ た DNA（ テ ン プ レ ー ト ） 50ngを 含 む 10μ Lの 反 応 溶 液 を 調

整 し 、 TProfessional 96 Thermocycler（ Biometra） を 用 い て PCR法 を 行 っ た 。

　 PCR反 応 条 件 は 、 （ 95℃ 、 3分 ） × 1サ イ ク ル -（ 95℃ 、 30秒 -プ ラ イ マ ー 対 固 有 の ア ニ ー

リ ン グ 温 度 50～ 55℃ 、 30秒 、 72℃ 、 1分 ） × 30サ イ ク ル -（ 72℃ 、 5分 ） × 1サ イ ク ル と し た

。

　 PCR反 応 後 、 PCR反 応 液 7μ Lと illustra ExoStarキ ッ ト （ GE Healthcare） に 含 ま れ る Alk

aline Phosphatase 0.1μ Lと Exonuclease1 0.1μ Lを 含 む 9μ Lの 反 応 溶 液 を 調 整 し 、 TProf

essional 96 Thermocycler（ Biometra） に て （ 37℃ 、 1時 間 ） -（ 80℃ 、 15分 ） の 酵 素 反 応

を 行 っ た 。 そ の 後 、 酵 素 反 応 液 3.5μ Lと プ ラ イ マ ー 6.4pmolを 含 む 14μ Lの シ ー ケ ン シ ン グ

反 応 液 を 調 整 し 、 サ ン ガ ー 法 に よ る 塩 基 配 列 決 定 を 行 っ た 。 な お 、 こ こ で プ ラ イ マ ー と し

て PCR反 応 に 用 い た フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー を 用 い た 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 そ の 結 果 得 ら れ た 各 遺 伝 マ ー カ ー (SNP)に つ い て 遺 伝 型 と そ の 性 別 を 下 表 に 示 す 。

10

20

30



(7) JP  6193593  B2  2017.9.6

【 表 ２ 】

【 ０ ０ ２ １ 】

　 表 中 の ス ラ ッ シ ュ (/)を 挟 む 塩 基 は 、 各 ア レ ル の 塩 基 を 表 す 。

　 表 中 、 カ イ 二 乗 値 （ χ
２

） は 、 観 測 度 数 と 帰 無 仮 説 を 「 塩 基 配 列 パ タ ー ン の 頻 度 に 雌 雄

間 で 偏 り が 無 い 」 と し て 算 出 し た 期 待 度 数 と を 用 い て 、 「 （ （ （ 観 測 度 数 － 期 待 度 数 ） の

2乗 ） ÷ 期 待 度 数 ） の 総 和 」 と し て 算 出 し た も の で 、 そ の 数 値 が 高 い ほ ど 遺 伝 型 と 性 決 定

形 質 （ 雌 性 ） と の 相 関 が 確 か ら し い こ と を 示 す 。

　 表 か ら 、 163a23t7SNP及 び /又 は 269k02t7SNPの 遺 伝 型 を 調 べ る こ と で 、 ブ リ 野 生 個 体 の

性 別 を 高 確 率 で 判 別 す る こ と が で き る と い え る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 配 列 表 】
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