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北大牧場研究報告　18：1～7（2001）

PCR　一・　RFLP法による北海道和種馬の

Extension遺伝子座の遺伝子型判定

上田　純治・荻野　　敦・高橋　米太＊・中城敏明＊・富岡　輝男＊・

平克郎＊・秦　寛＊・清水弘
北海道大学大学院農学研究科、札幌市060一一8589　　＊同農学部附属牧場、静内町056－e141

　　　　　　　　　　　　　　　　要　　　　　旨

上田純治・荻野敦・高橋米太＊・中城敏明＊・富岡輝男＊・平克郎㌦秦寛＊・清水弘

（1999）PCR－RFLP法による北海道和種馬のExtens三〇n遺伝子座の遺伝子型判定，

北大農学部牧場研究報告18：

　ウマの基本毛色は鹿毛、青毛、栗毛であり、これらはAgoutiとExtensionの2つの遺伝

子座よって遺伝支配されている。最近、extension遺伝子はメラニン細胞刺激ホルモンリセ

プター（MCIR）をコードしていることが明らかにされ、その遺伝的変異をPCR－RFLP法

によって調べることで、Extension遺伝子座の遺伝子型（EE、　Ee、　ee）の判定が可能とさ

れている。しかし、品種によっては異なる結果も報告されている。そこで、北海道和種馬につ

いて、基本毛色と、河原毛、月毛、佐立毛のそれぞれの個体のMCIRの遺伝的変異を

PCR－RFLP法より調べ、　Extension遺伝子座の遺伝子型を推定することが可能かどうかに

ついて検討した。PCR－RFLP法で得られた結果は、全ての栗毛と月毛のウマはeeのホモ、

それ以外の毛色のウマはEEかEeの遺伝子型とする従来の結果と一致した。このことから、

北海道和種馬においても、このPCR－RFLP法によってExtension遺伝子座の遺伝子型を判

定することが可能であり、親ウマの遺伝子型から栗毛や月毛の子馬の産まれる割合をより正確

に予測できるものと考えられた。

キーワード：北海道和種馬、毛色、栗毛、Extension遺伝子座、　PCR－RFLP

　　　　　　　　　　　　　　　　　　序

　ウマの毛色には種々の表現型が存在し、それらは多数の遺伝子座の遺伝子によって支配され

ているが、各々の毛色の発現機構やその遺伝様式については、まだ明らかにされていないもの

が多い4・　13）。栗毛の遺伝様式については、青毛や鹿毛の表現型に対して劣性形質であること

が昔から知られている6）。ウマの栗毛はマウスやその他のほ乳類に見られる色を淡くするEx－

tension遺伝子座の劣性対立遺伝子（e）により発現される形質とよく似た遺伝様相をするこ

とから、同じ形質ではないかとされ2）、また、ウマとマウスの比較遺伝子地図による研究から

も相同な遺伝子ではないかとされている1）。マウスのExtension遺伝子座の遺伝子はメラニ

ン細胞刺激ホルモン（MSH：）のレセプター（MCIR）をコードしていることをRobbinsら12）
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が明らかにしたことに基づき、Marklundら且。）も、ウマの栗毛とこのMCIRをコードする遺

伝子の塩基配列の変異との関係を調べている。彼らは、ウマの栗毛はMαR遺伝子の83番目

のアミノ酸、セリンをコードするの塩基配列TCCがフェニルアラニンのTTCに突然変異し、

ホモ接合体のとき発現すると報告している。しかし、アラブ種を用いた研究において、同部位

の変異と栗毛とは必ずしも関連していないという報告もあるs）。マウスのExtension遺伝子

座には複数の箇所に遺伝的変異が報告されているので、ウマの場合にも同一遺伝子座の異なっ

た箇所に複数の変異部位が存在することが考えられる。そこで、本研究では、Marklundら

10） ｪ報告した変異部位と栗毛との関係が、北海道和種馬にも当てはまるがどうかをPCR－

RFLP法により検討した。また、家系の明らかな親ウマと子ウマの遺伝子型を調べ、遺伝様

相についても分析し、実際に産まれてくる子ウマの毛色の予測に応用が可能かどうかについて

も考察した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　材料並びに方法

供試動物

　北海道大学農学部附属牧場の北海道和種馬群の中から、2父家系の血統の明らかな107頭を

実験に供試した。各毛色の分布は、青毛16頭、鹿毛34頭、栗毛36頭、河原毛13頭、月毛7頭、

佐目毛1頭であった。

白血球の分離とDNAの袖出

　頚静脈からヘパリン処理注射筒にて約IOm1の血液を影回し、　EDTA添加試験管に移し氷冷

した。これに40m1のT】。E，。［10mM　Tris－HC　l（pH7．5），玉OmM　E：DTA　2　Na］を加え、穏

やかに10分間混合し赤血球を溶血させた。遠心後（4℃，2000×g，10分）、40mlの

T、。E，［10mM　Tris－HC　1（pH7．5），　l　mM　EDTA　2　Na］にて白血球を2回洗浄し、白血球

のペレットを得た。

　白撫球ペレットにlmlのTE［10mM　Tris－HCI（pH　8．0），　lmM　EDTA　2　Na］を加えよ

く浮遊後、Lysed　Buffer［4MUrea、0。2MNaCl，0．1MTris－HCI（pH8．0），10mMED－

TA　2　Na，2％SDS］20mlとProteinase　K（10mg／ml）を100μ1加え、50℃で一晩振与しタ

ンパク質を分解した。次に、等量のP　CI（フェノール：クロロホルム：イソアミルアルコール

漏25：24：Dを加えDNAの抽出操作を3回繰り返し精製した後、エタノール沈殿法により回収

した。回収DNAは減圧乾燥後、5～10mlのTEに溶解し、使用まで4℃で保存した。

PCR－RFLP法による遺伝子型の判定

　Marklundら1。がExtension遺伝子座としてクローニングしたMCIR遺伝子の塩基配列を

基に、Tαα1認識配列の遺伝的変異を挟む様に、一対のプライマー、　MCRIF（5’　”GATGGG
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CTCTTCCTCAGCCT）、　MCRIR（5’一ATGTAGCGGTCTACGGCAATG）を設計し、

PCRによってDNAを増幅した。　PCR反応液の組成はテンプレートDNA（50－100μg／ml）

1μ1、10×Tag　Universal　Buffer　1μ1、　dNTP　Mixture（各2．5mM）0．8μ1、四一プライ

マー（20pmol／μ1）をそれぞれ0．5μ1、　Taq　DNA　Polymerase（5　units／μ1）0．05μ1に滅

菌蒸留水を加え全量10μ1にした。PCR反応は93℃3分（1サイクル）、93℃30秒、65℃1分、

72℃1分（35サイクル）、72℃10分（1サイクル）で行った。反応終了後、増幅産物5μ1に10×

Reaction　Bufferを2．5μ1、　TaqI制限酵素（10U／μ1）0．1μ1、　BSA（20mg／ml）0．05μ1

に滅菌蒸留水を加えて全量25μ1箇日、65℃一晩（20時間以上）反応させた。反応液10μ1を3

％のアガロースゲルで電気泳動後、増幅産物の切断の有無から遺伝子型の判定を行った。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　結　　　　果

PCR－RFLPと遺伝子型

　北海道和種馬の107頭について、ゲノミックDNAをテンプレートにし、　Marklundらが報告

したメラニン細胞刺激ホルモン（MSH）のレセプター（MCIR）をコードする遺伝子の遺伝

的変異を含む塩基配列部位をPCR法によって増幅した。増幅産物を制限酵素Taqlで処理し、

アガロースゲル電気泳動により制限酵素処理増幅産物を分析した結果、Figure　lに示すよう

な3っのタイプ（丁勾1一／Taql一、　Taql一／Taql＋、　Taql＋／Taql＋）の電気泳動像を得た。期

待されたように308bpの増幅産物と183　bp、125bpの2っの制限酵素切断断片のバンドが出現し、

308bp　1本のバンドを持つ個体（Taql一／Taql”）、308bp、183bp、125bpの3本のバンドを持

M　EE　Ee　ee

300　bp－

200　bpij

100　bp一

一308　bp

釦183bp

e125　bp

Figure　1．　PCR－RFLP　analysis　of　extension　locus　in　Hokkaido　native　horses．

　M：100bpDNA　ladder　marker，　EE：dominant　homozygote（Taq　I－ITaq　I一）

　Ee：heterozygote（Taq　I一／Taq　I＋），ee：recessive　homozygote（丁面1＋／Taq　I＋）
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つ個体（Taql”／Taq工＋）、183bp、125bpの2本のバンドを持つ個体（Taq　1“／Taq　1÷）の3

イブの表現型に分類できた。泳動像から183bp、125bpのバンドは308bpのバンドが制隈酵素

Taq。で切断されて出現したものであると思われた。　Table　lにウマの毛色とPCR－RFLP型

から判定したExtension遺伝子座の遺伝子型との関係を示した。栗毛と月毛の個体は全てee

であり、その他の毛色の個体はEEかEeの遺伝子型であった。これらの結果は、　Marklund

ら10）の報告と同様、Extension遺伝子座のEE、　Ee、　eeの遺伝子型とMCIRのそれぞれの

Taql一／Taq　l　、　Taql『／Taql“、　Taql＋／Taq　1“の遺伝子型とは対応していることを明にする

ものであった。

遺伝子型と毛色の遺伝

　Table　2に2頭の種牡馬とその交配から産まれた子ウマのExtension遺伝子座の遺伝子型

Table　1．　The　relationship　between　coat　color　and　genotype　of　extension　locus．

　　　　　　color

dxtension

Black Bay Chestnut　Buckskin　Palomino　Cremello Tota1

EE

de

??

2140 8260

0　　　　0　　　　0

O　　　　13　　　　0

R6　　　　0　　　　7

010 10

T4

S3

Total　16　34　36　13　7　1　107
Table　2．　Segregation　of　progeny　genotypes　produced　by　the　various　matings．

Male　genotypes・Female　No．　of

（horg．　e　name）　genotypes　matings

No．　of　Progeny

EE＊ Ee＊ ee＊＊

Ee

（Arashiyania）

ee
（1〈atEunami）

EE

Ee

ee

EE

Ee

ee

2

7

8

12

15

！1

2 2

7

6

13

9

2

6

14

’13

＊Black，　Bay，　Bucksl〈in，　Creme11o　＊＊Chestnut，　Palomino

4



PCR－RFLP法による北海道和種馬のexもension遭伝子座の遺伝子型判定

を示した。この家系分析の結果から、子ウマの対立遺伝子はどちらかの親ウマに存在しており、

Eとe遺伝子は一対の対立遺伝子としての遺伝関係にあるという仮説には矛盾がなかった。こ

のことから、北海道和種馬においても、栗毛はExtension遺伝子座上の劣性対立遺伝子（e）が

ホモの状態で発現することが確かめられた。また、外見上からは栗毛や月毛以外の毛色の親ウ

マの遺伝子型を判定することは不可能なので、栗毛の子ウマの生まれる確率を推定することは

できない。しかし、PCR－RFLP法によって親ウマの遺伝子型がEEかEeかであるかを判定

できるようになるため、栗毛の子ウマの産まれる確率を正確に推定することが可能になると思

われる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　考　　　　察

　哺乳動物の毛や表皮の色素であるメラニンは、表皮基底層及び毛根に存在する神経冠細胞由

来のメラニン細胞のメラノソームにおいて、アミノ酸のチロシンからチロシナーゼによって生

合成される。合成されたメラニン色素は細胞の樹状突起を通じて周辺の細胞に移行し沈着する

ことで、肉眼的に色として確認されるようになる。種々の毛色の色調はこのメラニン色素の質

と量によっている。即ち、チロシンからメラニンの合成に与るチロシナーゼ活性が強い時、チ

ロシンはユーメラニン（黒色色素）に合成され、活性が弱い時、フェオメラニン（赤／黄色徳

素）に生合成される。その結果、毛色の違いが生じる7）。チロシナーゼの活性は、脳下垂体中

葉から分泌されるメラニン細胞刺激ホルモン（MSH）とその拮抗物質および細胞表面のホルモ

ンレセプター（MCIR）により調節されている3・9）。MCIRとその拮抗物質は、マウスにおけ

る硬論から、それぞれExtension遺伝子座とAgouti遺伝子座の遺伝子によってコードされ

ていることが判明している3・9）。

　ウマの栗毛もこのExtension遺伝子座の遺伝子によってコードされるMCIRのアミノ酸の1

塩基置換により生じた劣性対立遺伝子（e）をホモに持つことで、レセプターの機能が変化し、

チロシナーゼの活性が低下することによって黄色のフェオメラニンが合成されるためとされて

いる10）。劣性対立遺伝子（e）の遺伝的変異はその塩基配列がTαq　1認識部位になることから、

PCR－RFLP法による検出が可能である。しかし、アラブ種ではこのPCR－RFLP法で調べ

られる変異部位は栗毛との間連性で例外も認められたとの報告もされている。そこで、本研究

では北海道和種馬を用いて、このPCR－RFLP法の有効性について検討した。本研究の結果は、

栗毛か，月毛の毛色のウマは全てTαql認識部位をホモに持つ個体であった。Kriegesmannら8）

の調べたアラブ種のウマでは、同遺伝子の異なる部位の塩基配列に変異が存在しているのかも

知れない。

　ウマの基本毛色は、他の遺伝子座の遺伝子との相互作用により、外見上、本来の基本毛色と

は異なった毛色となる場合がある。北海道和種馬にはこのような基本毛色の発現が隠蔽された

河原毛や月毛のウマが多頭数存在する。PCR－RFLP法を用いるとExtension遺伝子座の遺
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伝子型からだけで四四の形質を判定できるため、月毛の個体は、栗毛の基本毛色に月毛の遺伝

子をヘテロに持つことによって生じていることが確かめられた。さらに佐目毛（アルビノ様）

の個体は基本毛色は鹿毛の個体であり、月毛の遺伝子をホモに持つとにより発現することも確

かめられた。また、栗毛の馬は親の遺伝子型が不明な場合、全ての組み合わせの交配から産ま

れる可能性があるが4・12）、非栗毛のウマのExtension遺伝子座の遺伝子がヘテロかホモか

をDNAレベルで明らかにすることで、産まれてくる子馬の毛色の予測が可能になることも示

された（Tab｝e　2）。このことは、登録や親子鑑定の際に役に立つ情報となりうると思われる。

たとえば、青毛や鹿毛、河原毛のウマは、Extension遺伝子座が優性のEEのホモか、　Eeの

ヘテロである。外見では区別がつかないが、本研究の方法によって区別することが可能である。

EEのホモの青毛や鹿毛、河原毛の個体からは、栗毛の子馬が産まれることはない。　Eeのもの

同士の交配が行われるときだけ、栗毛の子馬が産まれる可能性がある。

　本研究でのPCR－RFLP法に用いるサンプルDNAは採血によって血液中の白血球から得た

が、PCR法は毛根のようなサンプルをテンプレートにしても目的の塩基配列を増幅すること

が可能になっている1　‘・15）。さらに、Agouti遺伝子座の遺伝子型の判定も可能になれば、産

まれてくる子馬の基本毛色の予想が一層可能になるものと考えられる。特に、血統登録の際に、

これらの遺伝子型が調べられ登録簿に記載されれば、登録上の誤りの防止と飼養者が望む基本

毛色の子馬を得るために役に立つ情報となりうると思われる。
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PCR－RFLP　analysis　of　Extension　locus
　　　　　　　　　in　Hokkaido　native　horses

　　Junji　UEDA“Atsqshi　OGINO　e　Yoneta　TAKAHASHI“e

Toshiaki　NAKAJO““　Teruo　TOMIOKA““　Katsuro　TAIRA“e

　　　　　　　　　　　Ii［iroshi　HATA“and　Hiroshi　SHIMIZU

Graduate　school　of　Agriculture，　ffokhaido　Universitbl，

Sapporo　060－8589，　Japan

“Livestock　Farm，　Faculty　of　Agriculture，　Hohhaido　Universitbl

Shi2unai，　056－0141，　Japan

　　The　bay，　chestnut，　and　black　colors　of　horses　were　genetically　controlled　by　the

Agouti　and　Extension　loci．　The　Extension　locus　encodes　the　melanocyte－stimulating

hormone　receptor　gene，　ehe　major　candidate　gene　for　chestnut　coat　color　in　horses．

Recently，　PCR－RFLP　analysis　using　genomic　DNA　was　able　to　determine　the

genotypes　of　Extension　locus　in　European　breeds　of　horses　．　However，　it　has　also　been

reported　that　this　method　could　not　determine　their　genotypes　in　Arabian　horses．

　　So，　we　are　trying　to　examine　the　DNA　types　of　Extension　locus　in　various　coat　color

of　Hokkaido　Native　horses．　The　results　show　tha乞the　whole　of　chest職t　and　palomino

horses　have　ressesive　ee　genotype　，　and　all　of　other　color　horses　have　EE　or　Ee

genotypes．　From　the　data　of　various　type　of　mating　for　Extension　locus　we　confirm　to

be　able　to　estimate　the　birth　ratio　of　chestnut　or　palomino　foals．
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