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序  

環境汚染を最初に告発した「沈黙の春」（RachelCarson．“SilentSpring”）は，ケネディ時代  

のアメリカ民衆と政府を動かし，国連を動かし，ヨーロッパ，日本に波及して公害防止と生態系  

の保全を再認識する緒になったことは，四分の一世紀を経た今日でもまだ記憶に新しい。その第  

8章“そして，鳥は鳴かず”の項には，殺虫剤を与えられたウズラの親鳥は外見は何でもないよ  

うだが，その卵はほとんどふ化しなかったこと，また，鳥類が環境汚染に鋭敏に反応しているこ  

とを指摘し，春になっでも鳥が鳴かない“沈黙の春”となってしまった，と記されている。   

このように，鳥類は環境の変化に鋭敏に反応することは古来から経験的に知られていたが，こ  

れを実験的に証明することは困経であった。その理由の一つとしては，鳥類の実験動物化が遅れ  

ていることが挙げられ，マウス・ラットに代表されるほ乳類実験動物に匹敵する鳥類の実験動物  

の開発が強く要望されている。   

ニホンウズラは，本邦原産の野生ウズラから家きん化され，食卵・食肉用として現在約85D方  

羽が全国で飼育されている。しかし，実験動物として確立されているウズラ系統は少なく，その  

遺伝的・微生物的純化も遅れていた。国立公害研究所では，技術部経常研究として環境科学研究  

用実験動物の開発に着手し，昭和55年度に東北大学農学部より抗体産生能の高及び低選抜系（H2  

及びL2系）ウズラを導入して以来，昭和57年度から59年度までの科学技術庁振興調整費の助成  

も受け，上記ウズラの遺伝的・微生物的純化を推進することができた。   

本研究では，H2及びL2系ウズラを35世代まで選抜することによって抗体産生の異なる系統  

に分系育種するとともに，それらの遺伝的・微生物的純化を骨格計測値の多変量解析，高精度分  

染法による染色体の分析，電気泳動法による生化学的標識遺伝子の分析，ホルムアルデヒドによ  

る無菌ウズラの作出等，最新の手法により明らかにすることができた。また，鳥類のガス感受性  

を実験的に証明するために，二酸化窒素を各種実験動物に急性暴露し，ウズラは大気汚染ガスの  

生体影響研究用実験動物として極めて有用であることを明らかにすることができた。   

環境科学は極めて幅広い領域にわたっており，学際的色彩が強い反乱現象を実験的に証明す  

ることが困難な場合が少なくない。環境汚染は今や地球的規模で起っており，それらを鋭敏に感  

知し，環境汚染の拡大を未然に防止できる方策の確立が早急に望まれている。   

今回，環境科学研究用に開発したウズラは“生きている測定器”として，またヒトを代替する  

“生体影響解明用実験動物”として，今後，有用性が急速に広がっていくものと思われる。   

関係者各位には，いろいろな方面に御利用して頂き，御高見を頂くことができれば望外の喜び  

である。  

平成元年 3月  

国立公害研究所 技術部  

部 長 須藤 隆一  

－1iトー   
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Abstract  

Lnthisreport．thcgenetjcandbjo］ogicalcharacteristicsoftheJapanescquailexploitedforenr  

vironmentalscience weredeseribed．  

ThereportbasesorlthestudyonthcbreedingofeXperimentalanimalsforenvironmeIltalsci  

encereseal■Ch，Whichwascarriedoutat19801985inlheN】ES，aSWellasonlhestudyonthee文一  

ploitlng Of experimentalatlimals which was supportcd by the Science and Technology Agency▼  

JAPAN，during1982．1984Hereup？nlthelatter wa5Carried outin eoOPeration ofthe NIES・  

Tohoku U山verslty，and YamagataUnfversity・  

ThisreportcollSistsof6papersalldlappcndix．The董irstpaperrcportsthebreedingprocess  

OItheJapaTleSequailsexp10itedfor erNironmentalst11dies，andtheother areconeertled with the  

geneticarldmicrobiologicalcharacteristicsoftheJapanesequaiLs・  

TheoutlirleOfthesepapersarcasfollows：   

1）Theselectivebreedingforhigh（Hz）andlow（L2）antibodytitrestoinactivatedNewcas－  

tlediseasevirus〔NDV）vaccinewascarriedoutover35generations11SillgtheJapanesequail．The  

arLtibody titrestoinactivated NDV（NT）VHt titre）between H2and L21ines werc significaIltly  

differentfrom each other throughout35generations．The maximaldivergencc between thesetwo  

lineswasobtainedinthc24thgeneration．  

Asthisselection process proceeded，the reproductive abilitydeclined・Everlatthe35th gen  

eration，tlleinbreeding depression was not so severe thatit might be possible to advance their  

geneticpuri‡ication、  

Z）Asthegeneticmonitoringofmousestrains．thediscriminantanalysisofthemandiblewas  

used recently，So，the modified discriminant analysis was applied for theidentifieation of quail  

strains（H2andL2quails）．  

From tllereS111ts oithe classification，the probability of right discriminatiort was more thar1  

97％jnthe】jne5（Hzv．s．L2】jnes）．andmDreLhan92％inthegeneration（14－15thv．s．18th）．Since  

theagedifferencewasalsodiscriminated，thesameageanimalswereneededforthisanalysis，  

3）Toestablishthemicrobiologicalmonitoringtechnique．thegerm－freequailswercneeded  

atfirst．Anditwaspossibl＝oge亡抽ema食eronIyoneeズpOSure‡of卯ma】dehydeatthehal血ng・  

4）Experimentalanimalssuchas mice．hamstcrsandJapanesequailswereexposed to nitL  

rogendioxide（NO2）．Amongthe3species，theJapanescquailsshowedthehighestscnsitivityto  

NO2（20ppm）acuteexposure，andthesensitivityofhamsterswasLligherthanthatofmice、  

WhenthestraindiffereneeoftheJapanesequailswasexamined．allstrainsofthequailswere  

very sensitive to NO2．So the】apanese quailwillbe a tlSeiulexperimentalanimalto study the  

biotogicaleIfectQfNOzandtomonitortheairpollutantgasesintheenvironment・  

5）Recently，thehighresolutionbanding（HRB）techniquehasbeenexploitedtoexaminethe  

human chromosome．The modified HRB teehnique was applied to the genetic monitorlng Of the  

Japanesequail．  
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The chromosomes o（theJapanese quial（2n＝＝78）was clearly definedirlCLuding the  

micro▼Chromosomesbythismethod．Andalso．thepolymorphism wasdetectedinthe3rd．4thand  

ZehroTr［OSOmeSbyC‾banding．TheseresuLtsshowedthatthisHRBtechniquewasveryeffeetiveto  

monitorthegeneticrrlarkerintheJapanesequail．   

6）The biochemiealgenetic markers were monitored using the recent methods of elec－  

trophoresisirltheJapanese quail▲And thegenetic differencesin the H2and L2quails were de・  

tectedinthebandsofpre－alubumin andesterase－Dtypes、Since thesedifferenceswereusefulfor  

discrininationofH2andL2quail．thegeneticfixationwi11bepossibleintheselectionprocess  

Basedon thesefindings．itseems probablethatdiscriminationinthegeneticnlarkersbetween  

H2andL2quaiJswil11eadtodeEj血egeneticfjxatjonby［urtherselectionpT・OeeSS，  

ThechromosDmalanalysisincludingthe HRBtechniqueintheexperimentalanlmalwasalso  

reported．Seeappe－1djx．  

Consequently，it was clarified that the H2and L2quails are one of the most usefulexL  

perlmeTl［aJaLlima15（ortheptIrpOSeOfenvironmentaLreseareh．astheycould beusedforgassensi  

tivitytests．chemicaltoxicltyteStS，diseasesuseeptibilitytests，andsoon．  
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研究概要及び研究成果  

0雨IineofPerbrmedResearchesandI，rospects  

高橋 弘I  

tiiroshiTAKAtiASnll   

はじめに   

本報告書は，環境科学研究用に開発したニホンウズラの遺伝学的及び微生物学的特性の成果を  

まとめたものである。これに関連した研究課題としては，昭和55年度から60年度までの技術部  

経常研究「環境汚染物質の生体影響研究に適した実験動物の開発・改良に関する研究」と，昭和  

57年度から59年度までの科学技術庁板興調整費による研究「実験動物の開発等に関する研究」  

があり，後者においては東北大学及びtl」形大学と共同研究を行った。   

研究は，6つの論文と1つの付録から構成されており，ウズラの実験動物としての開発・改良  

に関するものが1編，ウズラでの遺伝学的モニタリング技術の開発に関するものが3編，微生物  

学的純化に関するものが1編，環境汚染ガスに対する感受性試験に関するものが1編及び付録と  

して染色体分染技術の開発に関するものが1編となっている。それらの論文の概要は以下のとお  

りである。   

研究概要   

1）ウズラを用いてニューカッスル病ウイルス（NDV）の不括化ワクチンに対する抗体産生能  

の高畑z）及び低（Lz）系の分系育種を35世代にわたって行い，両系の遺伝的純化に成功した。  

Hz及びL2系の抗体産生能（NDVⅥ1抗体産生能）、には毎世代高い着意差が認められ，選抜24世  

代目で最大に拡大した。なお，両系ウズラの繁殖能力は予想した程には低下せず，更なる遺伝的  

純化が期待できることが示唆された。   

2）遺伝学的モニタリング技術として，マウスでは下顎骨計測値の多変量解析が系統間判別に  

有効であるとされているが，この方法を変法してウズラに通用した。Hz及びL2系ウズラの判別  

1分析の結果，系統間判別は97％以上の高い確率で可能であり，また選抜世代間でも92％以上の  

確率で正しく識別された。なお，今回の方法では加齢の影響を受けるため，改良が必要とされた。   

3）spF（SpecificPathogenFree）ウズラを開発する目的で，まず無菌ウズラの作出を試みた。  

l．国立公害研究所 技術部 〒305茨城県つくば市小野川16番2   

EngirIeerirlgDivision．theNationalInstituteforErlVironmentalStudies・Onogawa16r2▼Tsukuba▼Ibaraki   

305Japan．  

一 3 ん   



高橋 弘  

その結果，ウズラ発育卵をホルムアルデヒドで効果的に1回くん蒸することにより無菌ウズラを  

得ることができた。   

4）大気汚染ガスの一つであるNO2（20ppm）を急性暴露し，各種実験動物でNO2感受性を比  

較した。ウズラのNO2感受性は著しく高く，次にハムスターが高かったが，マウスでは低いこ  

とより，明確な種間差のあることが分かった。また，ウズラ系統間でNO2感受性を比較しても，  

系統問差はあるものの各系統とも著しく高いことが確認されたので，ウズラは環境汚染指標動物  

として，またNO2の生体影響解明用実験動物として有用であることが示唆された。   

5）最近，ヒトの染色体識別のために開発された高精度分染法（HRB法）をウズラに適用し，  

ウズラ染色体（2n＝78）を分染した結果，これまで同定できなかった小型染色体まで明りょうに  

識別することができた。また，C－バンド法によって常染色体のNo．3とNo．4及び性染色体Zに  

異形性が検出された。HRB法はウズラの遺伝学的モニタリングとして極めて有効であることが  

分かった。   

6）最新の電気泳動法をウズラに適用し，生化学的標識遺伝子のモニタリングを試みた結果，  

プレアルブミンとエステラーゼDとに有意な系統間差が認められた。これらの遺伝的変異は，特  

にH2系とL2系の遺伝的標識として有用であることが分かったので，両系での固定化を試みる。   

なお，付録としては，5）で開発したHRB法を含め，これまでの実験動物での染色体分染技  

術の開発経過と具体的染色方法について解説した。   

研究目的   

本研究の目的は，1960年代頃から実験動物として注目されているウズラ（Japanesequa札  

α血Ⅷ厄n油川血り叫仰永）を，遺伝学的にも微生物学的にも純化し，環境科学研究用実験動物と  

して供給することである。   

現在，我が国には850万羽の産業用ウズラが飼育されており，食卵生産量は世界一となってい  

るが，実験用動物としてのウズラの利用は最近になってからであり，その遺伝的純化は遅れてい  

る。ウズラは本邦原産の野生ウズラより家きん化され，小柄ながら体質が強健であり，性成熟に  

達するまで約6過齢と短いなど，マウス・ラットに匹敵する特性を有している。しかしながら，  

近交退化が起りやすく，兄妹交配による近交系の作出は困難とされている。   

国立公害研究所では，環境科学研究に適した実験動物としてウズラ（H2及びL2系）を，1980  

年に東北大学より導入し，これまで遺伝的純化を行ってきた。Hz及びL2系ウズラは，NDVHI  

抗体産生能を指標として35世代以上にわたって選抜されており，近交系ウズラの作出が最も有  

望となっている系統である。また，H2及びLz系ウズラは，NDVに対する感染抵抗力が異なるこ  

と，NO2に対する感受性が異なること，残留化合物の毒性試験に有用なこと等が報告されており，  

実験動物としての有用性は，更に高まることが期待できる。   

また，実験動物学的には微生物学的純化も重要である。今回の実験では，ホルムアルデヒドに  

－ 4 －   



研究概要及び研究成果  

よるくん蒸を効果的に行うことで，Hz及びLz系ウズラの無菌化・SPF化が可能であることが明  

らかとなり，実験動物としての価値が更に高まることが期待できる。   

本研究ではウズラでの遺伝学的及び微生物学的モニタリング妓術を開発するとともに，これら  

のモニタリング技術を環境科学研究用に開発・改良してきたH2系及びL2系ウズラに適用し，両  

系ウズラの遺伝的・微生物学的純化を明らかにしたので，ここにまとめて報告する。   

研究組織   

本研究には国立公害研究所技術部動物施設管理室，東北大学農学部畜産学科家畜育種学講座，  

山1形大学農学部農学科畜産学講座，及び農林水産省家畜衛生試験場が参加した。   

研究担当者の所属い氏名を以下に示した。  

〔研究担当者〕  

国立公害研究所技術部動物施設管理室   

高橋 弘・高橋慎司・清水 明・山元昭二・伊藤勇三  

東北大学農学部畜産学科家畜育種学講座   

水間 豊・高嶋良弘  

山形大学農学部農学科畜産学講座   

小坂末蔵  

農林水産省家畜衛生試験場   

後藤信男  

研究成果の発表  
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ウズラにおけるニューカッスル病ウイルス  

不活化ワクチンに対する抗体産生能の  

高及び低系への選抜育種  

SelectiveRreeding払rKighandLowAntibodyResponse  

toIna（：tiYatedNewcastleDiseaseVirusVaccine  

in血eJapaneseQuail  

高橋憤司1・清水 明1・高橋 弘1・水間 豊2   

ShinjiTAKAHASHll．AkiraSHIMIZUl，rIiroshiTAKAHASHll  

andYutakaMIZUMA2  

要 旨   

ウズラりapanesequail，仇血涙＝油仰反面如血）を用いて，ニューカッスル病ウイルス  

（NDV）の不活化ワクチン（鳥類の法定伝染病の一種であるNDVをホルマリンで不活化し  

感染力をなくしたものに水酸化アルミニウムを加え，ワクチン効果を高めたもので，今回  

は京都ビゲン社製のものを用いた）に対する抗体蘇生能（NDV－Hl抗体産生能と略す）の  

高（h2）及び低（L2）系の選抜を35世代にわたって行った。   

H2系とL2系のNDV－Hl抗体産生能の差には，35世代を通して有意性が認められ，特に，  

選抜24世代目で両系の差が最大となった（ここでNDV一Ⅲ抗体価は，H2系が8．2log2，  

L2系が0．8log2であった）。また，H2系とL2系の分系過程を直線回帰式で比較すると，  

Lz系の選抜効果がHz系のそれよりも高かった。   

この選抜の経過に伴い，恥系とL2系の繁殖能力のうちでふ化率，産卵率，卵重は低下  

したが，一方，育成率は上昇した。この結果として，H2系とLz系の総合的な繁殖能力は，  

予想されていた程には減衰しなかったので，更なる過伝的純化が期待できる。  

Abstract  

Theseleetivebreedingfor high（H2）andlow（Lz）antibodytitretoinactivatedNew－  

castLediseasevirus（NDV）vaceinewascarriedoutover35generatiotlSuSingtheJapanese  

quail（C勅血相如血両伽羅．  

l．国立公害研究所 技術部 〒305茨城県つくば市′ト野川16番2   

EngineeringDivision，theNatiorLalLtlStitute｛orEnvironmentaEStudies・Onogawa16－2ITsukubaI7baraki   

305Japan．  

2．昭和5卜59年度 国立公害研究所 共同研究員（東北大学農学部 〒980仙台市掟通雨宮卜1）   

ResearchCoLlaboratoroftheNationalInstitutefor EnvironmentalStudies・PresentAddress＝Faeu】tyo［   
AgricuLture，TohokuUniversity・Sendai980Japan・  
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馬橋憤司ら   

TheantjbodyljtrestojnactiyatedNDV（NDV－HJ損re）0川zandL三助eslVereSig”iJj  

cantty difEerent from each other throughout 35 generations．The maxiInaldivergenee  

between these twolines was obtainedin the24th generations．when the antibody titres  

were8．2log2inH21incaTldO．8logzinL21ine．Asthisselectionprocessproeeeded．there  

prod11Ctive traits such as hatchability．egg producibility，and eggweight declined，butthc  

vjabili亡yⅣaS jmproved．Since【he亡0亡alreproducjbiliけjn H20r L2】inequails wasれ0とre  

ducedsomuchasexpected．thegeneticaLpurificationwillbeadvaneedbythefurtherselecr  

tionofbothtl2andL2qtlails．   

l はじめに   

動物における抗体産生能が遺伝的に支配されていることは，これまで多くの報告例から明らか  

にされている。   

McDevittとBenacerrafl）は，これまでの抗体産生能の遺伝支配を，（a）複合抗煉（Complex  

multideterminantantigens）に対する抗体産生能の体質的な差異に関する報告例と，（b）合成タン  

パク抗痩（Syntheticpolypeptideantigens）に対する抗体産生能の遺伝的差異に関する報告例に大  

別し，（b）は免疫応答遺伝子（1mmuneresponsegenes，1r－geneS）の同定に有効であるが，（a）は  

遺伝子の関与が不明確であることを指摘した。   

しかしながら，免疫応答と各種形質との具体的関連性を明らかにするためには，複合抗原に対  

する免痩応答性が極めて重要となってくる。・例えば，抗体産生能と抗病性との関連性において，  

Biozziら2）は，羊赤血球（Sheepredbloodce11，SRBC）に対するマウスの抗体産生能は遺伝的に支  

配され，SRBCに対して高い抗体産生能を示すマウス選抜系はトリパノゾーマ症，住血胞子虫，  

狂犬病等に対して，これの低選抜系より有意に抵抗力が高いことを認め，またSiegdとGross3）も，  

ニワトリのSR8Cに対する高応答系で同様の結果を報告している。また最近では，環境汚染物質  

がヒトの免疫応答力に及ぼす影響が問題となってきており，ぜん乱 スギ花粉症などは一種のア  

レルギー硯象とも考えられてきている。   

このように，免疫応答力と疾病などとの関連性を実験的に証明するためには，モデル動物の開  

発が重要となってくる。著者らは1975年よりNDV不癌化ワクチンに対する抗体産生能の異なる  

ウズラ（H2及びL2系）を導入し，これまで35世代にわたって遺伝的純化を行ってきた。これら  

のウズラは，抗体産生能が明らかに異なるばかりでな〈，大気汚染ガス感受性試晩残留化合物  

毒性試験などにも有用であることが分かっが15）ので，これまでの開発経過について報告する。   

2 方 法   

2．1供試ウズラ   

供試ウズラの由来を凰1に示した。1969年より東北大学農学部家畜育種学講座で選抜してき  

たNDV不晴化ワクチンに対する抗体産生能の高（Hl）及び低（Ll）系を正逆交配し，雑種Flを  
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ウズラでの抗体疎生能の高及び低系への選抜育桂  

図1 高及び低系の選抜経過  

Fig．1 SeLectiveprocessofH2andL21ines  

作成した。このFlに岐阜大学より導入した体重選抜系を交配させ，三元雑種（計234羽）を得た。  

これを基礎集団として．第2回目の高（H2）及び低（Lz）系の選抜が1975年より開始され，選抜  

9世代までは東北大学で，それ以降は国立公害研究所動物実験施設（以下，国公研と略す）で選  

抜が続行された。   

2．2 選抜方法   

ウズラのふ化後4及び6過齢に，NDV不括化ワクチンを腹膵内に1羽当たり0．2mJ（選抜15  

世代までは0．5mりを接種し，7週齢にけい静脈より採血し，血清中のNDV－HI抗体力価をライ  

クロタイダー法により測定した。抗体力価の表示は，骨法に従い，最終希釈値の逆数をlog2に  

変換して行った。親の選抜に際しては，NDV－HI価の家系内平均値を指標として先ず家系選抜し，  

次に家系内で更に高い又は低い個体を各々H2系，Lz系に選抜した（家系内個体選抜）。また交配  

は，原則として，1羽の父親と1羽の母親を交配して計21組／系／世代を組み合わせた。なお，  

近交度の急激な上昇を避けるために循環交配（Rotationalcross）を行った。   

2．3 飼育方法   

ふ化時から10日齢までは，幼雛用専用育雛器（岡崎産業（株）社製を改良）で40－35℃に保温し  

ながら飼育し，以後はブラケット型ケージ （8本クレア（株）社製，ラット用）で飼育した。保温  

は4週齢で廃止し，以後は温度：23±2℃，湿度：55±10％RH，挨気回数：10－15回／hとした。  

なお，採卵する場合は，専用の採卵ケージ（岡崎産業（株）社製を改良）に1含・1♀を収容した。  

飼料は，ふ化後4過齢まで幼鶉用配合飼料（日本ノーサン（株）社製，租タンパク：24．3％，租脂  

肪：3．6％，租繊維：3．3％，租灰分：7．2％）を，それ以降は成鶉用配合飼料（同社製，租タンパ  
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高橋憤司ら  

ク：24．0％，租脂肪：3．2％，租繊維：3．2％，租灰分：10．3ヲ‘）を，不断給餌した。水は，水道  

水を自由飲水させた。照明は，ふ化時から7過齢までは24時間明とし，それ以降は14時間明10  

時間暗とした。   

2．4 繁殖能力の調査方法  

選抜系の親の組み合わせは，原則として10週齢時に行い，交配後3日目から2週間にわたり毎  

日採卵した。種卵は卵重を測定し，貯卵器（13±1℃）に保存して，2週間分をまとめて人卵し  

た（昭和膵卵器社製を便凧37℃恒温）。入卵後15日目に卵カゴに移し，ふ化した雛は19日分ま  

で回収し個体識別用脚帯を付けた。入卵後20日目に割即し，受精率，受精卵に対するふ化率，死  

ゴモリ率，中止率を調査した。また，ふ化後7週齢までの育成率を調査するとともに，Nordskog6）  

の示した適応度指数（産卵率×受精率×ふ化率×育成率）を求めた。   

2．5 統計処理方法   

H2系とL2系とのNDV－HI抗体力価の比較は，平均値の差の検定（Studentのt一検定）で行った。  

また，選抜に伴う繁殖能力の推移（プ）は，世代（∬）に対する直線回帰式を求め，H2系とL2系と  

で比較した。なお，NDVHI抗体産生能の遺伝率（heritability，h2）の推定は表塑価の分散分析法  

より，近交係数の推定はFalconer7）の示した集団の有効な大きさより行った。  

3 結 果  

3．1ウズラにおけるNDV一日l抗体産生能の高低への選抜結果  

選抜35世代までの，NDVHI抗体力価の平均値の推移を図2に示した。H2系とL2系の   



ウズラでの抗体産生能の高及び低系への選抜育種  

NDVHl抗体力価の平均値の差は，選抜第1世代から統計的に有意となり．35世代を通して高  

い有意性が認められた。また，国公研に導入後は同系の平均値の差が急激に拡大し，24世代目  

で最大値が得られた（H2：8．2，L2：0．8，差：7．4log2）。しかし，それ以降ではL2系は低‾Fす  

るもののH2系の上昇は認められなかった。   

H2系とL2系の分系過程を明らかにするために，選抜35世代までの世代数（ズ）に対する  

NDV－HI抗体力価の両系の平均値の差（γ）の直線回帰式を求め図3に示した。すなわち，γ＝・  

0．15x＋1．61（r＝0．76＊＊，＊■p＜0．01）が得られ，両選抜系のNDVJHI抗体産生能の差は，  

35世代を通して1世代平均で0、15log2ずつ有意に拡大したことが示された。   

次に，H2系とL2系の35世代を通しての分系過程を比較するために，世代（ズ）に対する平均  

NDVⅢ抗体力価（y）の直線回帰式を求めると，H2系ではy＝0．04X＋5．12（r＝0．27），L2で  

はブ＝－0．11∬＋3．53（γ＝0．85＊＊）が得られた。すなわち，35世代までの分系過程は，H2系で  

は直線的でなかった（世代による変動が大きいため回帰係数は有意とならなかった）が，L2系で  

は1世代当たりで0．11log2ずつ有意に平均NDV－HI価が低下したことが示された。   

ところで，ウズラにおけるNDV－HI抗体産生能は，マウス2），ニワトリ3）と同様に免疫応答遺  

伝子（Ir－gene）によって支配されていることが上記の選抜結果より明らかとなったので，その遺  

伝率（九2）を以下に推定した。   

表1に，NDV－HI抗体産生能の遺伝率を基礎集団（Go）で推定した結果を示した。表型変動の  

分散分析により，両親からの遺伝率：ん25＋。＝0．12±0．50となり，低く推定された。また，両親  

（28組）の平均値への回帰により推定した結果では，九2＝0．23となり，いずれも遺伝率は低かった。  

なお，実現遺伝率（Realizedheritability，RF12）の推定は，世代によるNDV－Hl抗体力価の変動が  

0 2 4 6 8 1012141帽18 20 22 24 26 28 80 〇2 843¢  
（Gonor8＝on）   

図 3 高及び低系の平均NDV－HI価の差の推移  

Fig，3 DivelopementofaverageTJDV－HItitresbetweenH2andL21ines  

－11－   



高橋慎司ら  

表 1分散分析表と遺伝率の推定  

Tablel EstimationoftheheritabilityfromcoVarianeeanalysis  

変動要因  自山鹿 平均平方 分散の構成成分  

父親閥  13   19．44 E＊＋3D■＋6Sヰ  

父内母親閥  14  4．63  E＋3D  

兄妹間  56  10．07  E  

逝伝率（克之）：   

4S   ムZ・†＝両＝0・92  

1い  
烏2′J＝す両＝0・67   

ん2汁′，＝蕾謡＝0・1Z  

；Environment （環境変動要因）  

：nam  （桂閉 ク ）  

Sjre  （父聞  〃 ）  

大きいために正確な推定は困難であった。   

3．2 ウズラでのNDV一川抗体産生能の高低への選抜に伴う繁殖能力の推移   

選抜35世代までのNDV不括化ワクチンに対する抗体産生能の高及び低系への選抜に伴う繁殖  

能力（卵重，産卵率，受精率，ふ化率，育成率，適応度指数）の推移を直線回帰式にして，図4  

に示した。   

H2系及びL2系とも選抜に伴って，卵重，ふ化率，産卵率は低下する傾向を示した（特に，卵  

重とふ化率は有意に低‾F，P＜0．01）が，－・九育成率は有意に上昇した（P＜0．05）。なお，受  

精率では1Ⅰ2系は低下する傾向を示したものの，L2系は低下しなかった。   

これを，総合的な繁殖能力を表す適応度指数で比較すると，H2系：γ＝0．56∬十51・87（γ  

＝0．77＊＊），L2系：プ＝－0．07∬十46．12（γ＝0．08）となり，H2系は低下するものの，L2系は  

変化しなかった。   

ところで，卵重は選抜第2世代目にLz系がH2系より有意に重くなった。この傾向は選抜第4  

世代目以降，32世代を除く毎世代で認められた。  

3．3 選抜に伴う話形貿の変化について  

3．3．1体重の変化  

H2系とL2系の選抜第12・13・20世代での体重測定の結果を，衷2に示した。  

L2系のふ化時体重は，H2系のそれよりも有意に重〈，またふ化後4過齢以降にもL2系がH2  
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ウズラでの抗体産生能の高及び低系への選抜育桂  

之  4  も  8 10 12 14 1も 18 20 壬2 24 2も 28 さ○  

（Gonor8tl011）  

図 4 高及び低系の繁殖能力の直線回帰式  

Fig・4 RegressionformulasofreproductivetraitsinH2andL21ines  

表  2 高及び低系での体重の比較  

TabLe 2 ComparisonofbodyweightinH2andL21ines  

Gene・ LiIle  AverageBodyWeightfromEtatchLo9Week  （g）  

r8tion  （n）         O  1  2  3  4  5  6  7  8  9WK   

H2 （4）  6．1  16．6   35．2   57．9   80．1   96．4   101．7  111．9  110．8  108．7   

G12  L2（14）  7．2   16．8   36．9   61．1   83．7  100．3   103．8  114．2  108．3  110．9   

（L2一日2）  2．1  3．2   7．5   2．2  

出  H2（23）   
⊇G13 L2（16）  7．7   16．8   33．9   57．9   81，8   93．8   10l．6  108．2  108．5  111．5   

（Lz－H2）  0．4   0．5   2．0   4．3  3．0  9．4事■◆11．4＝－10．9■事■12．3＝  

H2（17）   

G訓  t．Z（23）  6．4   18．6  ／10．5   65．0   79．0   97．9   102．9  105．2  110．8  109．6   

（t．2－H2）  0．5＝  0．7   0．1   1．6   0．2  5．3■   6．9＝  6．6＝  8．4  12．6＝   

H2 （9）  6．9   17．1   39．2   64．5   86．5  105．0   115．8  119．7  1】7．6  115．4   

G12  L2（10）  7．1  18．2   40．1  17．5   92．5  113．4   125．5  132．6  131．2  134．3   

（L2－H2）  

ーー2（22）   

≡G13 L2（12）  7．5   17．4   35．4   60．1   86．7  106．6   127．7  136．6  136．9  136．2   
h （L2－H2）   1．8   5．9＝  7．7＝  12．9◆ 10．8＝■ g．1＝■ （．7  

恥（18）   

G20  L2（21）  6．8   20．7   43．8   69．5   85．2  107．5  128．4  1Z5．】 130．9  141．5   

（L2仇）  0．9‥－ 1．8   3．0   4．1   3．0   7．9＝ 12．3‥■  8．】＊ 10．3●＊ 12．6‥   

■：Pく．05． ■■：Pく．01． ●■書：Pく．仰1  
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表  3 YL羽装型ウズラの分離数及び期待値に対する適合度  

Table 3Incidenceofthe“YL”mutantplumageamongoffspringfromeaehmating  

親の表現型（遺伝子型）交配数 ふ化数 子の羽装（期待比）適合度検定  実験No  
Sire告 × Dam♀ （租）（羽） YL色：野生色  x2（P）   

5
 
1
 
0
 
0
 
2
 
3
 
 

0
 
0
 
9
U
 
1
 
7
 
1
 
 

YL X L2  

（yl・yl）（十・＋）   

YL X YL  

（yl・yl）（yl・yl）   

L2  ×  L2  

（＋・yl）（＋・yl）   

Lz X YL  

（＋・yl）（yl・yl）  

4   25  

ユ3   ア8  

22   219  
．10 ＞．75  

．29 ＞．75  

系よりも有意に重くなることが分かった。   

ふ化時体重と卵重との表型相関を求めたところ，H2系：0．77＊＊九0．80＊＊，L2系：0．82＊＊－  

0．91＊＊（選抜第1ト13世代の親仔間）といずれも高い相関が得られ，Hz系とLz系とのふ化時体  

重の差は卵重に起因することが分かった。   

なあ成体重はH2系含：100ー110g・♀：1初－1罰gに対してL2系含：110～115g・♀：1罰”140gと，  

L2系が含・♀とも有意に重かった。   

このように，ウズラでのNDV－HI抗体産生能の高及び低系への選抜に伴って，同じ基礎集団  

から出発したにもかかわらず，L2系が体重大へH2系が体重小へ分化したことが分かった。   

3．3．2 羽装の変化   

NDV－HI抗体産生能の選抜第22世代目において，L2系1家系に羽装の突然変異（野生色の黄  

色化）が4羽出現した。   

この羽装突然変異（YL型羽装と略す）の遺伝様式を検討した結果，常染色体上の劣性遺伝子に  

支配されていることが分かった（表3を参照）。また，YL型羽装とNDV－HI抗体産生能とは連鎖  

（Linkage）していないことが分かったので，選抜第30世代目からL2系に積極的にYL羽装型を  

導入した結果，選抜第34世代目で100ヲ‘に固定することができた。   

YL羽装型は，ふ化時には全身が黄色であり野生型羽装と明確に区別することができる。また，  

成長に伴って淡黄色化するが，野生型羽装とは容易に識別することができることより，今回出現  

したYL型羽装遺伝子をLz系の標識遺伝子（Geneticmarker）として利用することができること  

が分かった。  

4．考 察  

s。heibeI8）は，維系モルモットを用いてジフテリア毒素に対する抗体産生能の高及び低へ6世  
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ウズラでの抗体産生能の高及び低系への選抜背後  

代にわたり選抜し，両系の分系に成功したことを報告し，これが抗体産生能の遺伝的支配を最初  

に証明した例と言われている。   

最近においては，マウスを中心として，免疫応答遺伝子（1rgeneS）の研究が積極的に行われ，  

染色体地図が作製されるに至っているが，しかしながら，免疫応答が関与すると思われる抗体産  

生能と抗病性との関連，アレルギーと環境汚染物質との関連などを具体的に解明するには新しい  

モデル動物の開発が必要とされた。   

著者ら9）は，ウズラを用いてNDVに対する抗体産生能の高及び低系を選抜し，選抜第7・  

8・18世代においてNDVの感染実験を行い，抗体産生経と抗病性とに上記と同様の正の関連性  

を認めた。しかしながら，ウズラの免疫応答の遺伝支配はマウスの場合とは以下の点で異なって  

いると思われる。   

①今回の選抜実験では，H2系とL2系との平均値の差が最大となったのは，選抜第24世代日  

であったが，Biozziのマウスでは14世代目で既に最大値に達している。この理由の一つとしては，  

選抜指標の遠いが考えられる。すなわち，今回の実験に選抜指標としたNDV－HI抗体力価は  

SRBC－HA抗体力価と異なり測定法が複雑である。これが，親の選抜の際に厳密性を欠いたこと  

が考えられるのである。またH2系でもNDV－HI抗体力価がゼロのウズラが見られたが，この理  

由としては、NDV－Hl抗体藍生に関与する各種修飾因子の影響が考えられる。例えば，微生物統  

御が改善されたと思われる選抜第11世代以降に分系が急激に進んだ事実がこれに当たると思わ  

れる。この点に関してはSPFウズラを作成して微生物純化の影響等を詳しく検討する予定であ  

る。   

①今回の選抜実験での分系過程は，他の報告例よりも遅かった。例えば，Biozziのマウスでは  

9世代で，またSiegelのニワトリでは7世代で分系したのに対して，Hz及びLz系ウズラを分系  

するには10世代以上も必要としている。これは，ウズラのNDV－HI抗体産生能の遺伝辛が低い  

ことによると思われる。ニワトリでの抗体産生能の遺伝率は0．31±0．60（Pelegら）10），また  

Biozziのマウスでは0．20士0．08（Biozziら）2）と推定されたのに対して，今回のウズラでは0．12±  

0．50と低く推定された。一般に複合抗原に対する遺伝支配はPolygenicであり遺伝窄も低く，人  

工タンパク抗原のそれほど単純ではないことが知られている。Bi。ZZiら11）は，SRBC抗体産生能  

の高及び低系マウスの交雑試験と戻し交配の結果から，この抗体産生能はPolygenicな遺伝支配  

を受けており，遺伝子座の数は2－10個と推定している。すなわち，M。DevittとBena。errafl）  

が指摘したように，自然界に存在する抗原（複合抗原）は，如何に遺伝的解析が困難であり多大  

な労力と時間を費やされければならないかを今回の選抜実験も示していることは確かである。   

ところで，今回の選抜実験によって，NDV－m抗体産生能の高（H2）及び低（L2）系ウズラは  

35世代まで絶代することができたが，繁殖能力はこれまで報告された程には低下しなかった。  

Kuwamura12）は，近交係数が10％増加するごとに二受精率は9．1％，ふ化率は11．6％，育成率は  

7・4％∴産卵率は9．0％，卵重は0．03g低下することを報告している。一方，今回の選抜実験では，  
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近交係数10％当たりの低下はH2系・L2系で受精率：3．2・1．5％，ふ化率：5．7・2．6％，育成率   

－5．7・－4．8％，産卵率：0．7・－1．6‰ 卯重：0．39・0．31gであった。すなわち，卵重を除  

いては予想された程には低下せず，育成率では逆に改善されたことが分かった。   

また，これを選抜に伴う直線回帰式で示すと，直線の傾きがマイナスになったのはふ化率佃2：  

一0．69■＊・Lzニー0．53＊★％／世代，＊攣pく0．0り，卵重（Hz：－0．05＊＊・Lz：－004＊＊g／世代）  

及び産卵率（H2ニー0．12・L2ニー0．13％／世代）だけであり，受精率はほとんど変らず（H2：  

0．05・Lzニー0．1‘i％／世代），育成牢は逆にプラスとなった（H2：0，5ユ＊＊・Lz：0．42＊％／世代，  

＊＊pく0．Oi，＊p＜0、05）。   

今回の選抜実験で繁殖能力が予想に反して低下しなかった理由として，親の組み合わせに際し  

て個体の遺伝構成を分析して循環交配（Rotationalcross）を行い近交度を急激に上昇させなかっ  

たことが挙げられる。ウズラの場合は，近親交配による退化現象が出現しやすく，兄妹交配の場  

合は4世代で繁殖が不可能になると報告されている13）。循環交配の場合ほ，近交係数の上昇が  

穏やかであるため繁殖能力の比較的良好な我が選抜される可能性が大きく，今回のような長期に  

わたる選抜実験には有効であったと思われる。なお，集団の有効な大きさより計算した近交係数  

の増加は，H2系：1．61±0．35％／世代，L2系：1．47±0．39％／世代であり，ゆえに35世代を通し  

ての近交係数はH2系：56．4％，L2系：51．4％と推定される（実際の近交係数の増加は選抜に伴っ  

て急激に増加してきており，マイクロコンピュータを利用した系統図からの算定方式を現在検討  

中である）。   

また別の理由としては，選抜基礎集団の作成に用いたウズラはNDVHl抗体産生能又は体重  

を指標として長い世代にわたって既に選抜されてきた集団であり，これらの選抜過程において致  

死遺伝子が自然淘汰されて遺伝的荷重が減少していることが考えられる。ウズラの致死遺伝子は，  

9個のうち家きん化される過程において2～3個が淘汰され6～7個に減少したと言われてい  

る14）。今回の選抜実厳からは，H2系とL2系ウズラの致死遺伝子は更に少なくなったことが予想  

されるので，最終的な致死遺伝子数を今後推定する予定である。   

抗体産生能と繁殖能力との関連性についての具体的報告例は少ないが，産業的には極めて重要  

な問題である。これまでの報告例からは，抗体産生能を指標として抗病性系統の育種が可能であ  

るとすることが指摘されたが，抗体養生能と繁殖能力との関連性について報告した例は少ない。  

sch。ibelg）は，雉系モルモットの分系育種の過程で高及び低速抜糸とも産仔数が減少していくこ  

とを報告しているが，しかし，この場合はできる限り兄妹交配を行っていることより近交退化に  

よる影響と考えており，抗体産生能との関連性については何ら言及していない。今回の選抜実験  

の場合は，ふ化学及び卵重は選抜の経過に伴って有意に低下したが，これはヘテロシス効果の消  

失と近交退化の出現によると考えられる。一方，育成率は上昇したが，これは国公研に導入され  

た以降に起きてきたことより，飼育条件（特に幼雛期）が改善されたことによると考えられる。   

このように，H2及びL2系ウズラの繁殖能力は選抜の経過に伴って両系とも著しい低下は認め  
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ウズラでの抗体産生能の高及び低系への選抜育種  

られなかったため，ウズラの場合は抗体産生能と繁殖能力とは各々独立した形質と考えられる。  

この点に関して，著者ら15）は由来の異なる（財）日本生物科学研究所ウズラ．6系統間でもNDV－Hl  

抗体産生能と繁殖能力との関連性はなかったことを認めており，抗体蘇生能を指標とした選抜は  

繁殖能力に悪影響を及ぼさないと思われる。   

ところで，家きん産業上からは抗病性系統は経済形質も高いことが期待されている。しかしな  

がら，今回の選抜結果からは抗病性系統であるH2系は卵重及び体重が，L2系のそれらよりも有  

意に軽かった。そこで，著者ら15）は体重の異なるウズラ系統間でNDV－Hl抗体産生能を比較し  

てみたが，体重の大小とNDV－Hl抗体力価の高低には何ら相関は認められなかった。したがって，  

今回の選抜実験の結果，L2系の卵重と体重が重くなったのは選抜に伴う二次効果と考えられる。  

すなわち，岐阜大学由来の体重大／ト系ウズラの遺伝子が副次的に関与した可能性があるので，今  

後別の集団で検討する予定である。   

選抜第22世代仁＝こ出現した羽装突然変異（YL）ウズラは，選抜第34世代目でLz系に100％固  

定することができた。YL羽裳は，常染色体上の劣性遺伝に支配されており，この種の羽装は少  

なくとも日本では報告されておらず，新しい羽装突然変異である可能性が高い。L2系にYL羽装  

が固定されたことにより，H2系との区別がふ化時より可能となり，遺伝的コンタミネーション  

を防止するのに極めて有用となった。遺伝的標識（Geneticmarker）としては，生化学的標識遺  

伝子（Biochcmiealmarkergenes），及び染色体異形性（Chromosomalpolymorphism）がHz系とLz  

系との識別に利用できることも指摘されている16）が，羽装突然変異遺伝子は肉眼で直接識別で  

きることより，実際上では最も利用価値の高いマーカーと考えられる。   

以上 ウズラにおけるNDV－HI抗体産生能の選抜結果と，選抜に伴う繁殖能力について述べ  

たが，結論としては，①抗体産生能は遺伝的に支配されており抗病性系統を育種することが可  

能であること，また②抗体産生能と繁殖能力とは各々独立した形質である可能性の高いことが  

分かった。   

そこで，産業上の観点からは，抗体産生能の高い形質と経済形質とを如何に連携させていくか  

が重要な課題となろう。すなわち，実験的にはH2系には体重が大きく卵重が重い形質を組み込  

む（逆にL2系には抗体産生能の高い形質のみを導入する）ことが可能か否かを試みることが次  

の課題と思われる。   

また，環境科学研究の観点からは，ウズラはほ乳類実験動物よりNO2感受性が著しく高い（特  

にL2系♀ウズラが高い）ことが指摘されていること17），OECDガイドラインによるクロルデン  

及びTBTO毒性試験に有用であること18119）など，今後のH2系及びL2系ウズラの環境科学実験  

用動物としての有用性が期待されている。   

これらの研究課題を明確に証明するための実験動物として，H2系とL2系ウズラの遺伝的純化  

並びに微生物学的純化を更に高めていく予定である。  
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骨格計測法によるウズラ選抜系の系統閲読別  
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要 旨   
マウスの系統閥務別に，下顎骨計測債の多変量解析が利用されているが，この方法を変  

法しウズラ（H2系とL2系）に適用した結果，以下のことが明らかにされた。  

1）鳥類では下顎骨の形態がほ乳類と比較して単純なために，下顎骨（5部位）に頭がい  

骨（3トけい骨（1ト大たい骨（1）・鎖骨（2ト胸骨（6）の計6種18部位を多変量解析  

した結果，ウズラの系統閣議削が可能となった。   

2）ウズラ系統間で判別分析を行った結果，含は97％．♀は100％の高い確率で識別する  

ことができた。   

3）ウズラの選抜世代間で判別分析を行った結果，選抜14・15世代と選抜18世代とで今  

は92％，♀は95％が正しく判別された。   

4）選抜18世代において過齢間で判別分析を行った結果，8適齢と24適齢とで告は80％，  

♀は83％が識別されたことにより，加齢の影響を受けることが分かった。   

5）正準判別分析により系統・世代・過齢の位置関係を推定した結果系統＞世代＞適齢  

の順で距離が離れて分布していることが分かった。   

以上 これまでに報告されたマウスでの下顎骨の解析手法をウズラに適用することに  

ょって，ウズラ系統間の判別が高確率で可能であることが分かった。また，今回の方法は  

加齢又は世代の影響も受けることが指摘されたので，これらの影響を加味して系統間を判  

別する必要のあることが分かった。  
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Abstract  

Recently，mOuSe Strains wereiderltified by the discrirninant analys）S On Valucs mea  

Suredatthe13sitesofthemandible．Inthisstudy，theJapanesequailtwostrains（H2and  

L2Strains）werealsoidentificdbythemodifieddiscriminantanalysisasfoLlows＝  

1）sincethemandibleofavianspecieswasmoresimplethanthatofmammalianspecies，  

theskeletonmeasurementsDfmandible（5points），Skull（3），femur（1），tibiotarsus（1），Clavi－  

Cle（Z），Sternum（6）wereneededtoanaLyzetheJapanesequaiLsoftwostrains．   

2）Fromtheresultsoftheclassificationbymeansofdiseriminantfunetion．theprobabiト  

ityofrightdiscriminationwas97％formale，andlOO％forfemaleintherI2andL2Strains．   

3）whenthiselassificationwasappliedtothedistinetionofselectivegenerationirl112and  

L2quajLs，therightdiscr血inationwasa（soobtainedintheprobabltiLyof92％わrmaLe，and  

Of95％for female．   

4）lnaddition．theagediEferenceof8and24weeks－Oldatthe18thgenerationwasclassi－  

fiedintheprobabilityof80％forma】e，ar］dof83％forLema】e，   

5）ThepositionsofH2aTldLzstrainson2－dimensionalplaneasdeterminedbycanonical  

discriminant analysis were different from each anotherin orderofthe strain，generation．  

and age．  

Therefore，the modified discriminant analysis was usefut to distinguish theJapanese－  

qtIialstrains，iftheeffectsofgenerationandagewereconsideredinthejudgement．   

1 はじめに   

Festingl）は，マウスの下顎骨の形状が遺伝的に支配されていることに着Elし，この骨の計測値  

に判別分析を適応して系統（近交系）の同定が可能であると報告した。Gotoら2）は，近交系マウ  

スの10系統の下顎骨13部位計測値に同じ解析を施し系統間識別に成功している。またKomeda  

とGoto3）は，糖尿病モデル動物であるNO工〉マウスにG。h，らの方法を応用し他の近交系マウス  

（9系統）との識別が可能であるばかりでなく，系統間の類縁関係をも明らかにしている。   

このように，マウスでは系統の識別に下顎骨計測値の多変量解析が有効であることが明らかに  

され，また他のほ乳類実験動物（ラット，モルモット，ウサギ等）への応用も試みられている。  

しかしながら，鳥類では下顎骨の形態がほ乳類よりは単純であるため，Gotoらの方法を直援適  

用することは不可能である。そこで，今回は同法を変法することにより，ウズラ系統間の判別が  

可能であるか否かを検討した。   

2 方 法   

ウズラの骨格標本は次の手順で作成した。①エーテル麻酔でと殺し5－10分間ボイルする，  

②筋肉・内臓をできるだけ骨からはく離する，③骨を0．5％パパインに浸し37℃で2日間イン  

キエペー卜する，④パパイン処理後に水洗し骨のみ回収する，⑤37℃でユ日間乾燥する。  
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骨格計測法によるウズラ選抜系の系統間識別  

Fomur（1）  

大腿骨（X9）  

St8rnUm（6）  

胸骨（Xl】－X18）   
Tibiotarsus（り  

脛骨（XlO）  

図1骨格計測の部位  

Fig．1 Sitesofskeletalmeasurements  

今回は，ウズラの骨格計測として，下顎骨（5）・頭がい骨（3）・けい骨（1）・大たい骨（1）・  

鎖骨（2）・胸骨（6）の計6種18部位（図1を参照）を，万能投影機（日本光学社乳 5倍拡大）  

で計測した。計測値は，含・♀別にコンピュータ処理し，それぞれ判別分析と正準判別分析を行っ  

た。   

G。t。ら2）の方法に従い，先ず系統間の判別を最大にするような次の判別関係を求めた。  

18   

Z｛＝bi・0＋、b匂Xノ  （1）  

ここで，Zl（i＝1，2）はi番目の系統用の判別値（discriminantvalue），bi・。（i＝1・2）は定数一  

bリ（イ＝l，2，ノ＝1，2，…，18）はl番目の系統用の判別関数におけるナ番目の変量（計測部位）用  

の判別係数（discriminantcoefficient）とした。   

次に，ある個体の所属系統を定めるために次式を設定した。  

exp（Zi）  
（Z）  P（ilXl，Ⅹ2，・＝・Ⅹ18）＝   

exp（Zl）＋exp（Z2）  

（i＝1，2）   

ここで，左辺は測定値がⅩl，Ⅹ2，‥・，Ⅹ18であるという条件下で，ある個体がl番の系統に  

属する確率である。そして，このPが最大のiの番号を求め，その個体はその番号の系統に属す  

ると定めた。正準判別分析（次元の減少を伴う判別分析）は，多変量からなる多数の群がある時  

に群間の位置関係を明りょうに示すような軸すなわち正準変量を小数個抽出する方法である0抽  

出された正準変量からなる平面あるいは立体上に各群をプロットし，各群間の関係をみることが  

できる2）。なお，コンピュータは農林水産省家畜衛生試験場のACOS800一Ⅲを用いた0   

供試ウズラは，NDV－HI抗体産生能の高（H2）及び低（L2）系で・選抜14と15世代の告Z2・♀  

16（65・75適齢），選抜18世代の銅1（8・24過齢）・♀41の計120羽である。多変量解析は系統  
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間（H2系とL2系），世代間（14・15世代と18世代），及び週齢間（18世代の8適齢と24週齢）で  

行い，それぞれ含・♀別に判別した。   

3 枯 異   

義1に，H2系とL2系ウズラの骨格計測値（計18部位）の平均を含・♀別及び世代別（G14．15と  

G18）に示した。これを変動係数（Cofficientofvariation）で比較すると，頭がい骨・下顎骨・大た  

い骨・けい骨では変異が小さく，胸骨・鎖骨では変異が大きいことが分かった。   

次に，これら18部位の骨格計測値を含と♀に分けてコンピュータ入力し，判別分析を行った  

結果を表2及び表3に示した。すなわち，系統間で比較すると，告は63例中61例（97％）が，  

♀は57例中57例（100％）が正しく判別された。なあ世代別にして入力すれば，倉・♀とも100％  

正しく系統が判別された。   

次に，世代間で比較すると，告：92％（58／63ト♀：95射54／57）が正しく判別された。また．  

ユβ世代での適齢樹の比較では，含：80％（33／4り・♀：83％（34／41）が正しく判別された。   

ところで，系統・世代・週給の三者の位置関係を明らかにするために，G。t。2）の方式による正  

準判別分析を行い，その結果を表4に示した。ここで第1正準変量（Zl）と第2正準変量（Z2）  

を累積した場合，寄与率が含で75％，♀で8り左となったので，Zl－Z2平面上に三者の位置関係  

を作図し，図2に示した。系統間では，告・♀とも象限が違って分布していることより，H2系  

とL2系との区別は明確に識別することができた。また，世代間でもH2系含を除き互に経れて分  

布していることより，識別は容易であるが，－一方，週齢問では比較的近い位置に分布しているた  

め，明確な識別は困難であった。   

4 考 察   

実験動物の系統間識別として，毛色，生化学的遺伝標識，組織適合性抗原等が適用されている  

が，最近では骨格標本の多変量解析も有効であることが明らかにされてきた。特に，ほ乳類実験  

動物の下顎骨は，①成長の比較的早い時期に形状が一定となり（マウスでは約50日齢）加齢の影  

響を受けにくいこと，②形状が複雑な割にはへん平であるため計測が容易なことより，．英国で  

はマウス系統の遺伝的モニタリングに利用されている4）。   

Gotoら2）は，マウスの下顎骨13部位のコンピュータ利用による多変量解析を開発し，マウス  

の系統問識別に極めて有効であったことを報告しているが，この方法はマウスのみならず他のほ  

乳類実験動物（ラット，モルモット，ウサギ等）にも，そのまま適用が可能であることが分かっ  

てきた。しかしながら，鳥類では下顎骨の形態が図1でみられるごとくほ乳顆と比較して単純な  

ため，この方法を直接ウズラに適用することはできなかった。   

今回は，ウズラ系統間（Hz系とL2系）を識別するために，下顎骨を含めた6種18部位を選択  

したが，その結果として高い確率でウズラ系統間の識別が可能であったことより，この方法の烏  
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表 1骨格測定部位の各群平均値  
Tablel Groupmeansforskeletalmeasllrement  

v・b）es・Skull  ・Mandible  ；Femur・CLavicle  ；Sternum  迦  
G（・nera－  

S L■ t■n（n）  X   X   X3  X4  Ⅹ5  Ⅹ6  X7   8  9  10  11 】2   
Gl」・15（1け   

H2 G18（10）  22．3215．3814．63  Z2．6714・75 5・8315・0716・13  36・77 45・10 21▲19 9・14  21・52 6・4813・5819・払13・4A 26・飢   
G18（10）  

AY占   22．614・7 6・015tl16・3   36・8 45・3 2l■Z 9・8   Zl▲3 6・413・519▲213・4 25・4   

2ZO15414．7              ≡  G】4・15（ユ1）  22．4315．6814．90  22．3114▲755・7315・1116・34  37・柑45・4121・7511■82  21・62 5・4613・4516・7614・2122▲48   
Lヱ Gゝち（11）  21，7畠15．7614．組  22．0814・73 6・0415・2016・30  36▲79 45・26 21・舗10・00  21・00 5▲4713・7017・501Z▲3121・18   

G】8（10）  

AYe．  ㌶．214・7 5・915・216・4   37・0 45・4 21・71ユ▲2   21・3 5・513・617・513・ユ 21▲9  

G－。・15（11）   

llz GIS（11）  21ぷ15．2914．68  22．9014．415・4215・0116■19  37・7045▲88 21・86 8▲56  22・38 6・2213▲6919・2413・6124・50   
G18（10）  

A   2Z．814．7 5・915・316・4   37・8 45・0 21・4 9・1  22▲2 6・213・818▲513・5 24・6  

∈ 責 G】4・15（5）  22．7615．7615．肌  22，6314・92 6・3715・53 ユ6・5S  37・45 45・98 22・0411▲38  21・5Q 5・1112・9316・501ユ・4121・別   
L2 G18（10）  21．9715．6814．78  22．3914▲64 5・9215▲2016・41 37・22 46・15 22－2810・09  22■30 5・7914▲0617・9012・92 21・71   

G18（10）  

A   2Z．514，6 6▲015・216・3   37■3 46・2 22－01…   21・8 5・913・717▲713・0 21・8   

MiTli．  

Max．   

A】】  ㌶0915531475  225214▲67 5・9615・2216・36  37・20 45・48 21■5710▲25  21・68 5・9213▲70 柑・4613▲28 23・44   

（％）  1．41．21．0   1．11・3 4、9l・41・4   1・2 Z▲2l・910・5   2▲2 7・12・4 5・9 4・0 7▲8   
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注）G．。．15は74・65適齢．G18は8週齢（中段）と24週給（下段）での測定値■  



高橋憤司ら  

表  2 骨格計測値による判別分析結果のまとめ  

Table 2 SummaryofclassificationanalysISOntheskeletalmeasurement  

sex  Group  Line  Classification Probability  MiscLassificaいOrLratio  

No． Generation（Age） （n）  ratio  M±SD（％）  Line Generation Age  

（11）11／11（100％） 5臥8±33．7  

（10） 7／10（70％） 57，3±35．2  

（ユ0） 5ノユ0（50％） 70．】士30．6  

（11） 9／11（82％） 44．3±35．9  

（11） ‖／11（100％） 74．7±21．6  

（10）10／10（100％） 69．8±27．2  

1  G14，．5（74．65W）  

2 H2 G18（8W）  

3  G⊥g（24W）  

4  G14，15（74．65W）  

5 Lz G18（8W）  

6  G18（24W）  

53／63（84％）  4
 
 

1  Gl。，15（74．65W）  

2ⅠⅠ2 dlB（8W）  

3  G－8（24W）  

4  G．。．15（74．65W）  

5 L2 Gユβ（8W）  

6  G18（24W）   

（11）10／11（91％） 52．1土38．0  

（11） 9／11（82％） 57．7±30．7  

（10） 8／10（80％） 71．2土32．1  

（5） 4／5（80％） 54．3±35．4  

（10） 7／10（70％） 57．9±15．2  

（10）10／10（100％） 70．2土30．1  

。
一
…
丁
こ
 
 

（120） 48／57（84％）  

表  3 高及び低系での判別分析（系統間・世代間・週齢間での誤判別の  

比較）  

Table 3 Discriminant analysis between H2and L21ines differcnt from the  

genera［joJl∂ndtわe∂ge  

Group Line  

No． Generation（Age）  

GroupNo  

HzGl。．15（74・65wk）  

H2G18（8wk）  

H2G18（24wk）  

L2G14．15（74・65wk）  

LzG18（8wk）  

L2G柑（24wk）  
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骨格計測法によるウズラ選抜系の系耗閉識別  

衣  4 骨格計測値の正単利別分析における固有値と寄与率  

Table4 Eigenvalueandeontribution ratioofcanonicaldiscriminantanaly－  

Sisin the skeletalmeasurement  

C’ 
sex Eigenvalue Contribution  

ratio  ratio  

含   3．508  0．535  

♀  4．983  0，683  

告  1．402  0．Z14  

♀  0．918  0．126  

告  0．829  0．126  

♀  0．662  0，091  

軋
 Z
 

Z2  

Gi？一丈蓋d  

←十   」山  l  

▼Zl  

十   n  ratio：75％）  

くFemded  

図 2 正準判別式によるZ－－Zz平面上の高及び低系の位置  

Fig・2 Positions ofH2・L21inesof2－dimensionalplaneZl－Z2aS determined  

bycanonicaldiseriminantanalysIS  
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類への適用も可能であることが分かった。Nishid。ら5）は，日本在来鶏の品種分化を明らかにする  

ためにニワトリ骨格の13種30部位を多変量解析（主成分分析）し，日本在来鶏9品種，赤色野  

鶏及び白色レグホンの計11群の区分が明りょうにできることを報告した。しかし，Nishidaら5）  

の方法は骨格の種類も測定部位も多いため鳥類の遺伝的モニタリングとしては，今回の方法が適  

切であると思われる。しかしながら，マウスの1種13部位と比較すればウズラの場合は更なる  

簡便化が必要であることが指摘された6）。   

ところで，今回のウズラの判別結果からは，系耗間ばかりでなく世代間・週齢間でも識別され  

ることが分かった。今回供試したウズラはH2系とL2系の選抜14・15世代と18世代であったが，  

選抜の経過によって体型が異なってきていることを示唆している。また，同一世代（18世代）の  

8週齢と24週齢でも8割が識別されたことは，加齢によって影響を受ける骨が含まれているこ  

とが考えられる。すなわち，頭骨は加齢による影響を受けにくいが胸骨等は影響を受けると言わ  

れており，これが週齢間の識別となったと考えられる。しかしながら，正準判別分析の結果から  

は，系統間は世代間・週齢問とは全く異なった象限に分布していることが示されたので，実際の  

系統間識別に与える影響は少なく，また世代別にして入力した結果では今回の方法で100％正し  

く系統が識別できることが分かった。   

そこで，今後は加齢及び世代の影響が少ない部位等を選択しこの手法の精度の向上と簡便化を  

因っていくことが重要である。  

引 用 文 献  

1）Festin臥M．F．（1972）：Mousestrainidentification．Nature，238．351352．  

2）Goto，N．．K．NoguehiandK．Imamura（1979）＝MouscstrairlidentiEicationbymeansofdiscriJTlinant   

analysisusingmandiblemeasurcr［1ent．Natl・Inst・AnimrHealthlQuart・，19．121－131■  

3）Komeda，K．and N．Goto（1984）：MandibleanalysisofNODandNON strainsofmice．Lab．Anim．．   

18，237－242．  

4）Festing．M．F．（1974）二Genetic reliability of cornmerciallybredlaboratory mice．Ⅰ．ab．Animり8，  

265－270．  

5）Nishida，T．，Y．Iiayashi，T．Fujioka．I．Tsugiyama．andK．Mochizuki（1985）：Osteometricalstudies   

onthephy］oge・］etjcretationshipsoりapanesenativefowIsLJpn・J・VetLSci・．47．25－37．  

6）高橋慎司・大橋 徹・後藤信男・高橋 弘（1984）：骨格計測によるウズラ選抜系の系統間識臥   

第31匝柑本実験動物学会講演要旨集，66．  
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国立公害研究所研究報告 第124号（R－124ノ89）  
Res．Rep．Natl．InsLEnviron．Stud．，Jpn．，No．124．1989．  

無菌ウズラの作出と微生物学的モニタリング  

ProductionoftheGermFreeQuai1sandTheir  

MicrobiologicalMonitoring  

山元昭二1・伊藤勇三1・高橋憤司1・高橋 弘ユ  

ShojiYAMAMOTOl，YuzoITOl，ShinjiTAKAHASHIl  

andHiroshiTAKAHASHJl  

要 旨   
SPFウズラを開発する目的で，卵殻表面の殺菌にホルムアルデヒドを用いてウズラの無  

菌化を試みた。その結果，ウズラ発育卵を無菌飼育装置へ搬入する際にホルムアルデヒド  

によるくん蒸を効果的に＝乱行うことによって無菌ウズラを作出できることが分かった。  

今回供試したウズラ卵のうち，選抜系ではふ化率が約18％と対照群（ふ化率約80％）に比  

べて低く，また雑種（ふ化率約52％）と比べても低かった。このことから選抜系ウズラの  

発育卵は雑種ウズラの発育卵に比べてホルムアルデヒドに対する耐性が弱いことが示唆さ  
れた。無菌飼育装置内でふ化した雛の育成率及び活力は，選抜系及び雑種ウズラ双方とも  

12日齢の時点では良好であった。なお，同装置内で育成した選抜系ウズラの産卵は滅菌飼  

料給餌期間中の18過齢までは皆無であったが，その後非滅菌飼料に切り換えた7－10日  

目より産卵が認められ，次世代を得ることができた。  

Ab5itraCI  

ToprodueetheSpecific PathogenFreeJapaneseq11ail，thegerm－freeproced11reSWere  

Carriedoutuslngformaldehyde・Itwaspossibletogetthegerm－freequailafteroT11yoneex－  

posuretoformaldehydeatthehatching．   

WhenthisF）Ⅰ．OCedtlreWaSappliedtotwopopulationsoftheJapanesequailforexamin・  

ingthe hatchability，theselectedquailsshowcdlower hatchability（18％）than thecontrol  

group（80％）and the hybrid quaits（52％）．Therefore，it may sんggestthateggsfrom the  

Selectedquailsweremoresusceptibletoformaldehydethanthoscofthehybridquails・   

Theviabilityofhatchingquai）s housedingerm－freeisolatorwas highunti］thc12th  

daysofoldinthebothpopulations．ConcernedwiththeseLcetedquails，しheyweregrownup  

1．国立公賓研究所 技縮部 〒305茨城県つくば市′卜野川16番2   

EnginecringDivision，theNatiorlaLInstituteforEnvironFnerltSt1．dies．Onogawa16－2，Tsukuba．Ibaraki305   

Japan．  
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atthe18weeksoLoldin thegerm－freecondition，and uptothattime．therewas noegg  

production．However，theeggproductionwasappearedafter7to10dayswhenthedietwas  

chanRed to nonsterilized one. 

1 はじめに   

国立公害研究所（以下，国公研と略す）では，ニューカッスル病ウイルス不括化ワクチンに対  

する抗体産性能の高及び低系の選抜系ニホンウズラ（H2及びL2系ウズラ）を用いて，環境科学  

，研究に適した実験用ウズラの開発を行っている。これらのウズラは微生物学的統御が，さほど厳  

重ではない環境下（コンベンショナル）で維持されているが，ウズラに特有な病原性の細菌やウ   

イルス等による感染発症事故は今日まで皆無である。しかしながら，コクシジウム等の腸管内寄  

生原虫類の寄生が見られ 必ずしも微生物学的に清浄であるとは言い難い。また，国公研で行わ  

れる試験研究は．呼吸器系を対象としたNO2・03等大気汚染物質の急性もし〈は慢性のガス暴  

露実験が主体であり，実験精度や経済性の点からも実験期間中の感染事故は絶対に防がねばなら   

ない。   

そこで，著者らは，厳密な微生物学的統御を必要とする実験にも対応できるウズラ，すなわち  

SPFウズラを開発することを目的としてウズラの無菌化を試みた。   

家きん類の無菌化に関する報告としては，ニワトリ14）やウズラ57）の例があるが，我々は，吉  

田ら6）及び神薗7）がウズラ発育卵の卵殻表面の殺菌にホルムアルデヒド（以下，ホルマリンガス   

と呼ぶ）を用いて無菌化を行った方法を参考に，無菌ウズラの作出を試みたので報告する。   

2 方 法   

2．1供試卵と無菌ウズラの作出・育成装置   

ウズラ卵は国公研で維持している選抜系のH2及びL2系ウズラ並びにL2系ウズラと（財）日本  

生物科学研究所由来WE系ウズラの雑種（Fl）から，産卵後1週間以内の正常卵（13℃で低温保  

存）を1回の実験につき50－100個供試した。ふ卵器（520WX390DX510Hm／m）は塩化ベンザ  

ルコニウム系（300倍マイクロカット液）とグルコン酸クロルへキシジン系（300倍ヒピテン液）  

の2種類の消毒液で内部を清拭消毒し，クリーンベンチに設置した。   

無菌ウズラの作出・育成のための装置としてはハードタイプアイソレータ（硬質塩化ビニール  

製無菌動物飼育装置1500Wx600DX600Hmノm）2台を使用し，うち1台は発育卵搬入時の卵  

殻表面の殺菌用とし，もう1台はふ化並び育成用とした。これらのアイソレークを温度調節（23”  

認℃までの範囲）が可能な動物飼育室に搬入設置し，アイソレータヘ発育卵を搬入する1週間前から  

室温を詣℃に保温した。アイソレ一夕の組み立てやリークテスト並びに滅菌方法等についての基本的  

操作は前島らの方法8・9）に準じた。  
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無菌ウズラの作出と微生物学的モニタリング  

表  1供試卵の由来並びにホルマリンガスくん蒸の有無とくん蒸時間  

Tablel Suppliedeggsandtheirfurnigationbyformaldehyde  

ホルマリンガスくん蒸の有無  供試卵  卵供試数   
入卵時  発育卵般入時  

第1回目実験 選抜系ウズラ‥より採卵  

第2回目実験  選抜系ウズラより採卵  

第3回目実験  選抜系ウズラより採卵  

第4回目実験  選抜系ウズラより採卵  

第5回目実験  選抜系と日生研由来のウズ  

ラの雑種－●■より採卵  

有（3時間）＊  

布（3時間）  

有（4時間）  

有（4時間）  

有（4時間）   

個
佃
個
個
個
 
 

0
 
∩
＞
 
0
 
0
 
0
 
 

5
 
5
 
0
0
 
9
 
0
 
 

有
有
無
疑
無
 
 

● ホルマリンガスのくん蒸時間  
…  H2及びL2系の26世代  
‥◆ L2系とWE系の雑種（ド．）   

2．2 無菌ウズラの作出手順   

供託卵の違いや入卵（ふ卵器に卵を搬入しふ卵を開始すること）時のホルマリンガスく・ん蒸の  

有無等により表1に示すように3通り計5回の無菌ウズラ作出実験を行った。各々についてふ化  

率・ふ化日数・育成率等を調査し，その成績を対照詳（コンベンショナル飼育室で維持している  

通常の選抜系ウズラと雑種ウズラ）と比較した。なお，発育卵をアイソレ一夕ヘ搬入する際のホ  

ルマリンガスくん蒸の濃度と作用時間は，予備試験の結果から吉田ら6）及び神薗7）の方法とほほ  

同様なものとなった。各々についての作出手順は以下のとおりである。   

2．2．1供試卵の消毒及び入卵   

卵は表面の汚れをガーゼを使って水道水で軽〈洗い，300倍ヒビテン液に約30秒間浸して消毒  

した後，滅菌水で軽く濯いだ。第1回目と第2回目の実験ではそれらの卵をふ卵器に納め，ふ卵  

器ごとホルマリンガスくん蒸（使用量は1m3当たり過マンガン酸カリウム20gにホルムアルデ  

ヒド37％溶液40mJを添加，ガスは発生と同時に速やかに排気した）を行いふ卵を開始した。第  

3匝憎から第5回目の実験ではこの人卵時の卵のホルマリンガスくん蒸は行わないでふ卵を開始  

した。   

2．2．2 飼育器材の育成用アイソレータヘの搬入   

高圧蒸気滅菌機で滅菌済みの給餌器・給水器・下敷布（モルトプレン布），無菌舐験サンプリ  

ング用綿棒・シャーレ並びに飲水・幼離用粉末飼料（日本ノーサン（株）社製ウズラチック）等を  

所定の無菌操作法9）に従って育成用アイソレ一夕ヘ搬入した。なお，これらの器材の搬入作業は，  

発育卵搬入までに完了した。  
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山元昭二ら   

2．2．3検卵及び発育卵のアイソレータヘの搬入   

ふ卵開始後15－16日目にふ卵器より卵を取り出して検卵器で発育卵のみを選定し，その発育  

卵を38℃の300倍ヒビテン液に1分間浸して消毒し，さらに38℃の滅菌水で軽くすすいだ。乾  

燥後，殺菌用アイソレ一夕に移して静置しアイソレ一夕内でホルマリンガスくん蒸（濃度につい  

ては先の入卵時と同一）した。このくん蒸時間は第1回目と第2匝柑の実験では入卵時に1度短  

時間のホルマリンガスくん蒸をしているのでこのときには3時間とし，第3回目から第5回目の  

実験では初めてのホルマリンガスくん蒸となるので4時間とした。この間，ブロアは停止し送気  

口と排気口はゴム栓で密封しておいた。   

くん蒸終了後．ステリルロック・スリーブを通して発育卵を育成用アイソレ一夕に移して下敷  

布上に静置し難がふ化するのを待った。   

2．2．4 ふ化及び雛の育成   

ふ化した掛ま，ふ化当日より粉末飼料（4週齢までは幼雛用飼料を5週齢からは成鳥用飼料日  

本ノーサン（株）社製ウズラマッシュ）と飲水を自由摂取させた。また，ふ化初日から5日巨＝こは  

卵殻くずと死ごもり卵を取り出した。育成中は飼料・飲水を給餌器・給水器に補充する以外は放  

置した。飼育温度は1適齢までは38℃に保ち，2過齢に達するころまでに36℃とし，その後は徐々  

に温度を下げていき，5週齢から25℃で飼育した。照明は4週齢までは昼夜点灯（光量を落とし  

薄暗くなるよう配慮した）とし，それ以降は14時間明10時間暗とした。   

2．2．5 無菌試験   

第3回目から第5回目の実験では，ふ化初日から5日引こ無菌試験1012）のための試料の採取  

と培養を簡便法で（財）実験動物中央研究所方式11・】2）に準じて行った。すなわち，下敷き布上に  

排せつされた新鮮ふん便を採取し，チオグリコレート培地に荏催した。また別にふん便をギムザ  

染色して鏡検した。さらに給水器内の飲水で湿らした綿棒でアイソレ一夕内壁と下敷き布をこす  

りそれをチオグリコレート培地（TGC）とポテトデキストロース寒天培地（PDA）に移植した。   

2．3微生物学的モニタリング   

第3回目と第5回目の実験では，ふ化後12E＝∃に雛をアイソレータより全て搬出し，各々10羽  

をクリーンベンチ内で解剖し，血液並びに盲腸内容物を採取した。血液は血清分離後，血清反応  

（DID法：二次元免疫拡散法）によるウイルス学的検査5項目（電脳せき髄炎ウイルス，マレック  

病ウイルス，伝染性ファブリシウスのう病ウイルス，トリレオウイルス，トリアデノウイルス）  

を実施した。盲腸内容物は塗抹染色標本並びに懸滴無染色標本の顕撤鋭検査によって，細菌・真  

菌・原虫等の検索を行った。  
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無菌ウズラの作出と微生物学的モニタリング  

2．4 繁殖実験   

第4回目の実験でふ化した雛は，育成用アイソレ一夕内で29週齢までそのまま引き続き雌雄  

同居飼育（18週齢までは含4・♀4で19過齢以降は合2・♀4となった）し，期間内における  

産卵率や卵重等を測定し対照群と比較した。それらのウズラは，18週齢に到達しても産卵が皆  

無であったので，19適齢時に高圧蒸気滅菌飼料から非滅菌飼料に切り換えて（必然的にアイソ  

レ一夕内の無菌的な微生物統御は解除された）以後の観察を続けた。また，産卵された卵はアイ  

ソレ一夕外へ搬出し，卵殻表面の洗浄・消毒は行わないで入卵した。ふ化した雛については，コ  

ンベンショナル飼育室で1過齢まで育成し，受精率・ふ化率・育成率等を調べて対照群と比較し  

た。   

3 結 果   

5回にわたる無菌ウズラ作出実験のふ化成緯と無菌試験成績を表2に示した。第1回目の実験  

ではふ化は皆無であり，第2回目の実験ではアイソレ一夕に移卵後5－6日目にウズラはふ化し，  

ふ化率は23．5％であった。しかしながらそれらの祉は活力が見られず，1”2日目には仝例が  

死亡したため無菌試験は行えなかった。第3回目と第4回目の実験では移卵後1～3日目にウズ  

ラはふ化し，ふ化率は各々18．2％と17．8％であった。雛は双方とも12日齢の時点で仝例が生存し，  

活力も良好であった。無菌試験における細菌等の検出は双方とも皆無であった。第5回目の作出  

実験も供試卵の違いを除いて，第3回目及び第4回目の実験と同様に行ったが，アイソレ一夕に  

移卵後2－′4E＝］にウズラはふ化し，ふ化率は52．3％であった。育成率は衰弱による死亡個体  

が5羽あったため89．1％となったが生存個体の活力は良好であり，無菌試験における細菌等の  

検出も皆無であった。またコンベンショナル飼育室で通常維持のウズラを対照群とし，そのふ化  

表 2 無菌ウズラ作出実験のふ化及び無菌試験成績  

Table2 HatchabilityofthegermfreequailsandtheirmicrobiologicaJ  
examination  

ふ化成績  無菌試験成績  実験区分  
ふ化率■  ふ化日数  育成牢■●   染色銃検 TGC PDA  

第1回目  0ヲ＝0／44）  

選 第2回目 24％（4／17）20－21日  0％（0／4）  

抜 第3回目 18％（10／55）17－19日 100％（10／10） NEG＝● NEG  

系 第4回目  柑％（8月5）17－19日 100％（8川）  NEG NI工G   

対照群   80％  17－19日  95％  

＝
 
G
 
G
 
‥
 
 

‖
 
 
E
 
E
 
‥
 
 

‥
 
N
 
N
 
‖
 
 雉 第5回目 52％（46／88）17－19日 約％（41／46） NEG NEG  

穐 対照辞   63％  17－19日  95％   

■発育卵故に対するふ化数の比較  
…ふ化敦に対する12日齢時での生存救の比較  

‥蠣NEGATIVE（不検出）  
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成摘も併せて表に示した（選抜系対照群：ふ化率79．9％，ふ化日数1卜19臥育成率95％，雑  

種対照群：ふ化率63％，ふ化日数と育成率は選抜系対照群と同一）が，特にふ化率は選抜系及び  

雑種双方とも作出実験群の方が対照群に比べて低かった。その差は選抜系でより顕著であった。   

第3回目と第5回目の実験で作出された無菌ウズラの12日齢時での微生物学的検査成績を表  

3に示した。血清反応では鶏脳せき髄炎ウイルス，マレック病ウイルス，伝染性ファプリシウス  

のう病ウイルス，トリレオウイルス，トリアデノウイルス等の不敗性感染が否定され，また鏡検  

では細菌・真菌・原虫類の検出は皆無であった。   

第4回目実験で作出された選抜系ウズラの繁殖成績を表4に示した。体重はアイソレ一夕から  

表  3 ウズラの12日齢時での微生物学的検査成績  

Table 3 Microbiologiealcheckinquailat12dayold  

検査法   検 査 項 目   第3回目 第5匝柑   

鶏脳せき髄炎ウイルス   NEG■＊  NEG  

マレック病ウイルス   NEG  NEG  

血清反応■  NEG  

トリ レオウイルス   NEG  NEG  

トリ アテリウイルス   NEG   NEG  

細 菌   NEG  NEG  

境検■■＊  真 菌   NEG  NEG  

原虫類   NEG  NEG  

事 DID法に次元免疫拡散法）による血中抗体価測定（n＝10羽×2回）  

‥ NEGATtVE（不検出）  
事■事  盲腸内容物の塗抹染色標本並びに懸滴無染色標本（n＝10羽×2回）  

衷  4 第4回目実験で作出された無菌ウズラの繁殖成績  

Table 4 Reproductivetraitsofthegerm－freequailsobtained  

fromthe4thexperimerl仁  

測定項目  無菌ウズラ繁殖群●  対照群  

体 重＊◆  含90ん100g ♀100－115g   告100～115g♀115－140g  

産卵開始齢  20過齢  

産卵率  40％  

平均卵蛋  8．8g  

6～7週給  

87．4％  

9．2g  

受精率  30．4％（31／102）  

ふ化率  71．0％（22／31）  

育成率＊＝  100％（22／22）  

活 力  良 好   

91，4％  

79．9％  

95％  

良 好   

＊18週齢までは餌・♀4，19適齢以降は含2・♀4  

＝無菌ウズラ繁殖群は29週齢時，対照群は9適齢時の体重  

…■生後7ヒト齢時での生存致  
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搬出直後の29過齢時の1匝lのみの測定であるが，雄が平均95gで雌が平均107gであった。滅  

菌飼料給餌期間中は18過酷を過ぎても産卵せず，非滅菌飼料給餌（必然的にアイソレータ内の  

無菌的微生物統御は解除）に切り換えて約7－10日経た20週齢時より産卵を開始した。雌1羽  

1El当たりの産卵率は40％，卵重は8．8±0．5gであった。産卵された卵はアイソレ一夕より搬  

出し，そのふ化成績を調べた。結果は，受精率30．4％，ふ化率71％，育成率100ヲ占であった。  

対照群（コンベンショナル飼育室で通常維持）の繁殖及びそのふ化成績も併せて表に示した（平  

均体重：雄107g・雌127g，産卵率87．4％，卵重9．2±0．7g，受精率91．4％，ふ化率79・7％）が，  

いずれも繁殖群の方が対照群に比べて低かった。また，産卵開始齢は繁殖群の方が高週齢となっ  

J∴   

4 考 察   

吉田ら6）は発育卵搬入時とふ化時の計2臥 また神薗7）は入卵時・発育卵搬入時・ふ化時の計  

3回のホルマリンガスくん蒸を行い無菌ウズラを作出したと報告しているが，ふ化率についての  

記述はみられなかった。我々が選抜系卵に対して試みた入卵時と発育卵搬入時の計Z回のホルマ  

リンガスくん蒸を行った実験（第1回目と第2回目実験）ではふ化や育成例が皆無であり，難儀  

ウズラを作出できなかった。このことから人卵時と発育卵搬入時の計2回のホルマリンガスによ  

る卵殻表面の殺菌は，選抜系卵に対しては不適当であると判断された。第3匝柑と第4匝柑の実  

験では幼雛が無菌であることが確認され（ふ化初日から5日目の時点），発育卵搬入時の1回の  

ホルマリンガスくん蒸だけで選抜系の無菌ウズラが作出し得た。ただし，ふ化率（約18％）が対  

照群（ふ化率約80％）に比べ著しく低くなっており，必ずしも満足のいくものではなかった。第  

5匝帽実験の雑種でのふ化率（約52％）は対照群（ふ化率63％）に比べ低かったが，第3回目及  

び第4匝帽実験の選抜系でのふ化率と比べると高かった。このことにより選抜系ウズラの発育卵  

は雑種ウズラの発育卵に比べてホルマリンガスに対する耐性が弱いことが示唆された。この一因  

としては選抜系ウズラの遺伝学的純化による近交退化が影響していると考えられるので，今後更  

に検討する必要がある。   

第4回目実験で作出された選抜系ウズラ（ただし，無菌的な微生物統御は18週給まで）の繁殖  

及びそのふ化成績の中で体重，産卵開始齢，産卵率，卵重，受精率，ふ化率は対照群に比べてい  

ずれも劣っていたが，ふ化した雛の育成率及び活力は対照群と同様に良好であった。なお，18  

過齢まで産卵しなかった理由としてはホルマリンガスによる影響や飼育環境並びに滅菌飼料の影  

響，ノーマルフローラ（正常細菌叢）の欠如等種々の原因が考えられるので，それらに関しては  

今後の検討が必要である。  
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国立公害研究所研究報告 第124号（R－124’89）  
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Ⅳ  二酸化窒素急性暴露に対するウズラの感受性試験  

NO2Ga5SensitiYityTestinthりapaneseQuail  

byAcuteExposure  

高橋憤司1・伊藤勇三1・高橋 弘1  

ShiniiTAKAHASHll，YuzoITOlarLdHiroshiTAKAHASHIl  

要 旨   

大気汚染ガスの門つである二酸化窒素（NO2）を，各種実験動物（マウス，ハムスター．  

ウズラ）に急性暴露し，NO2感受性を動物穐間で比較した。   

NO2の20ppm暴蒔に対する感受性は．ウズラが最も高く（平均生存時間：約8－14時  

間），次にハムスター（同：約50～72時間）で，マウスは低かった（72時間以上生存）。   

次に，ウズラ系統間（計7系統）でNO2感受性を同様にして比較した結果，系統閏差は  

あるものの各系統ともNO2感受性は高かった。また，ウズラのNO2感受性には性差があり，  

♀が含より高いNO2感受性を示すことが分かった。また，ウズラのNO2感受性は若齢（4  

－6週令）では低く，性成熟に伴って感受性が高くなることが分かった。なお，含・♀と  

もNO2に強い抵抗性を示す個体も存在することが示唆された。   

このように，ウズラのNO2感受性は他のほ乳類実験動物（マウス・ハムスター）より著  

しく高いことが分かったので，環境汚染ガスの指標動物として，またNO2の生体影響解  

明の実験動物として，ウズラが有用であると思われる。  

Abslract  

Experimen【ala扇ma】s5UChasmice．ham5とer5．andJapane5eqUailsweree又pOSedtDnit－  

rogendioxide（NOz）．oneoftheairpouutantgasesLtOClarifythespeciesdifferenceofNO2  

SenSitivityusingtheacutegasexposureehambers．   

Amongthe3species．theJapanesequaiL5Showed highestsensitivitytoNO2（20ppm）  

acuteexposure（TneanSurvivaltimeisabout814h），andhamsterwashigherthanmiee．  

ThestraindifferenecofJapanesequailswerefound byNO乙aCutCeXpOSure，thoughiLisnot  

SOClearasthespeciesdifference．AndaIso，thereweresexdifferenceandageeffectsinthe  

NO2SenSitivityintheJapanesequail．Thatis．fematequailwasmoresensitivetoNOzacuLc  

exposurethan maleone，and youngquail（4－6weeksofage）was rnoreresistantthanthe  

1，国立公害研究所 技術部 〒305茨城県つくば市′ト野川16番2   

EngirLeeringDivision，the NationalIrLStituteLor一三nvirommerltalStudies．Onogawa16‾2．Tsukuba，lbaraki   

305Japan．  
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maとure orle．   

Since theJapanese quait was very sensitiveto NO2，it willbea usefulexperimental  

anjma】to5tUdyけほbjologjcale打eぐtOfNOza爪dmo血or沌eairpo肋と描上gasesjnenvjron－  

mentalscience．   

1 はじめに   

鳥類のガス感受性が高い；とは，古くから経験的に知られており，例えば，欧米の鉱山ではカ  

ナリアを“生きたガス感知器”として使っていた1）。しかしながら，実験的な証明はなされてお  

らず，詳細は不明となっている。   

国立公害研究所（以下，国公研と略す）では，環境科学研究用実験動物としてウズラ（Japanese  

quail．Cめ仰血相血m十両剃血）の有用性を明らかにするために，現在，7系統のウズラを選抜・  

維持している。また，国公研には高性能ガス暴露チャンバーが設置されており，動物のガス感受  

性を実験的に証明できる条件が整っている。   

そこで，今回は鳥類のガス感受性を明らかにするために鳥類の実験動物として注目されている  

ウズラに，大気汚染ガスの一つであるNO2を各種実験動物と共に暴露し，NO2感受性を動物種  

聞及び系統間で比較した。   

2 方 法   

2．1 供試動物   

ウズラは，東北大学農学部由来のHz系とL2系（ニューカッスル病ウイルス不満化ワクチンに  

対する抗体産生能の高（H2）及び低（L2）系）2），及び（財）日本生物科学研究所（日生軌NIBS）由来  

のWE・YWE・AWE・AMRP・CN系3）の計7系を剛、た。ハムスタ，は，静岡実験動物協同組  

合（静動協，SIc）由来で国公研で近交化しているSilian系（Goldenhamster）を，マウスは東京  

大学医科学研究所由来の近交系で，国公研で維持しているC57Blノ6NとCF♯1を各々供試した。   

2．2 ガス暴露方法   

ガス暴露装産は，国公研備付のAC系暴露チャンバp4）を使用し，ウズラのLC5。値より推定し  

た20ppmのNO2（10ppmNO2では死亡しなかったため）を24－240時間連続して暴露した。暴露  

中は，温度：25±1℃，湿度：55±10％R，H．，換気回数：90回／h，照明：24時間明に設定した。   

2．3 飼育方法   

餌は，各々専用の餌を不断給与し（マウス・ハムスターは日本クレア（株）社製CE－2，ウズラ  

は日本ノーサン（株）社製マッシュ），水は，蒸留水と水道水（ウズラのみ）を自由飲水させた。暴  

露ケージは，各々専用のケージを使用した（マウス・ハムスターは網製ケージ，ウズラはプラケッ  
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ト型ケージに収容）。なお，死亡後は速やかにケージから取り出し，剖検した。   

2．4 感受性試験項目   

ガス感受性の試験項目としては，以下の①－⑤とした。   

①生死数：ガス暴露終了までの生死数（死亡率又は生存率で表示）を，動物種間・系統問で比  

較した。   

②生存期間：ガス暴露開始から鱒了するまで，原則として1時間ごとに観察し，生脊した時  

間を動物種・系統ごとに平均し，平均値士標準偏差値を求め，Studentのt一検定を行った。   

③体重減少率：ガス暴露直前の体重と終了又は死亡時の体重を次式により求め，②と同様に  

比較した。  

暴露終了又は死亡時体重  
）×100   体重減少率＝（1－   暴露前体重  

④肺含水量：ガス暴露終了又は死亡時に，可及的速やかに肺を摘出し湿重量を測定した。そ  

の後，95℃で3日間恒温し，肺乾燥重量を測定した。肺含水量は次式より求め，②と同様に比  

較した。  

肺湿重量一肺乾燥重量  
肺含水量＝   ×100   

肺湿重量  

⑤臓器重量：ガス暴露終了又は死亡時に，可及的速やかに臓器（④の肺の他に，肝臓，腎臓，  

心臓，ひ臓）を摘出し，湿重量を測定した。また，比体重値（一部のみ）も求め，②と同様に比  

較した。   

3 結 果   

3．1NOz急性暴露に対する感受性の動物種間差   

回1に，ウズラリ、ムスター・マウスにNO2の20ppmを連続して10［］問暴露した結果を示した。   

ウズラ（Hz系及びL2系）とハムスターは，暴露した仝例が死亡したが、マウスは1例（C  

57BL／6Nの含）が死亡しただけで残りは10日間耐過した（死亡率4％）。これを平均生存時間（h，  

M±SD（n））で比較すると，ウズラは告：13．8±10．3（6）・♀：7、8±8．0（6），ハムスターは含：  

49．8±24．4（3）・♀：72．2±10．4（4），マウスはC57BL／6Nの含：232．0土19．6（6）・♀：240．0以  

上（5），CF♯1は合（7）・♀（9）とも240．0以上となった。   

次に，ウズラとハムスターのNO2感受性を確認するために20ppmのNO2で追試をした結果，  

ウズラ（含：145・♀：128，計273羽）は24時間以内に含・♀とも72％が死亡し，ハムスター  

（告：23・♀：22，計45匹）は72時間以内に含：78％・♀：68％が死亡した。   

このように，NOz急性暴露（20ppm，24－240h）に対する感受性は，動物種により著しく異なり，  

ウズラ＞ハムスター＞マウスの順で高かった。  
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図 2 NO2（20ppm，24h）を暴露したウズラ7系統の平均生存時間  

Fig．2 Averagesurvivaltimeof7strainsoftheJapanesequailaEter  
NO2（20ppm，24h）exposure   

3．2 NO2急性暴雷に対する感受性のウズラ系統間差   

図2に，ウズラの7系統にNO2の20ppmを連続して24時間暴露した結果を示した。   

ウズラ（含：Z37・♀：209，計446羽）の24時間以内の死亡率は告：84％・♀：90％でNO2感  

受性はこれまでと同様に高かったが，これを7系統間で比較すると，含はAMRP＞L2＞YWE＝  

AWE＞WE＞H2＞CN，♀はAMRP＝YWE＞WE＞CN＞AWE＞L2＞H2系の順で死亡率が高かった。  

これを，平均生存時間で比較しても含・♀ともほぼ同様の順位（含：L2＜YWE＜AMRP＜AWE  

＜H2＜WE＜CN，♀：AMRP＜YWE＜Lz＜WE＜CN＜AWE＜H2の順で平均生存時間が長い）と  

なり，ウズラのNO2感受性には系統間差があった。特に，H2系は比較的にNO2性感受系であり，  

L2系はNO2高感受系であることが分かった。  
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二酸化窒素急性暴露に対するウズラの感受性試験  

3．3 NOz急性暴露に対するウズラの感受性の性差と個体差の出現   

図】より，NO2急性暴動二対するウズラの感受性には性差が認められ，♀がgより高いことが  

示された。また，図2でのウズラ系統間での比較からも，♀が吉より各系統とも感受性が高く，  

掛こL2系の♀は最もNOz感受性が高かった。なお，ウズラの中には含・♀とも著しくNO2に抵  

抗性を示す個体が存在することも分かったので′ ウズラの個体差がどのようにして出現してくる  

のかを，抵抗性含・♀の交配実験より明らかにする必要が指摘された。   

3．4 ウズラのNO2感受性に及ぼす加齢の影響   

図3に，4－50週齢のH2及びL2系ウズラ（含：150・♀：150，計300羽）にNO2を急性暴露  

（20ppm，24h）した結果を示した。   

4－6週齢の若齢ウズラでは死亡率が低く（4過齢で含・♀とも17％，5・6週齢は0％），  

10過齢以降の成ウズラでは死亡率が高く（告：81－100％・♀：6Z－100‰ 全体で93ヲ占），ウズ  

ラのNOz感受性は加齢により影響を受けることが分かった。   

3．5 NO2急性暴露後の臓器重畳及び体重の変化   

表1に，NO2急性暴露彼のウズラ，ハムスターの臓器盈量の変化を示した。   

肺湿重量は，暴露群が対照群よりも重くなっており，特に仝例が死亡したウズラとハムスター  

では有意性が認められた（P＜0．01）。これを，肺含水量で比較すると，ウズラでは暴露群が対照  

群より約9％増加の82．6％となっており，ハムスターでは約6％の増加の83．4％であった。なお，  

肝臓・腎臓・心臓・ひ臓の湿重義に一定の傾向は認められなかった。   

また，体重は，各動物種とも暴露群が対照群より減少する傾向があり．生存時間の長かったマ  

ウスとハムスターの体重減少率は10－25％となり有意性が認められた（P＜0．Ol）。  

3．6 NO2急性暴悪ウズラの病理形態学的所見  

図4（1）～（3）に，24－26週令のH2及びL2系ウズラ（含：25・♀：23，計48羽）にNO2を急性   

Deaate  

」 
図 3 NO2（20ppm，24h）暴露での4－50過齢ウズラの死亡率  

Fig．3 ComparisonofdeathratesintheJat）aneSCquaiLsat4to50weeksof  

oldafterNO2（20ppm．24h）exposurc  
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表 1NO2（20ppm）暴露による死亡個体（ウズラ・ハムスター）の臓器重量  
Tablel OrganweightsoftheJapanesequails andhamstersafterNO2eXpO－  

sure（20ppm．1，30rlOdays）  

ウズラ（H2・L2系）  （単位ニg）  

実験区 暴露時供試数 肺 肝臓 腎臓 ひ臓 心臓  

（暴露期間） 性 Lg Liver  Kidney  Spleen  Heart  

週齢き…悪霊芸Mごs。 M±S。 M±S。 M f SD M±S。  

E：6 1．46 ± 0．18＊◆ 2．71±0．08  

C：6  1．08 ± 0．16   3．48 ± 0．84  

E：6 1．64 ± 0．Zl＊ヰ 5．15±0．67  

C：6  1．13 ± 0．16   6．15 ± 0．66  

1．18± 0．19－  

0．95 ± 0．06  

1．13 ± 0．Ⅰ3  

1．04 ± 0．11  

1，05 ± 0．27   0．03 ± 0．01  

1．13 ± 0．23   0．03 ± 0．01  

l．40 士 0，31  0．05 ± 0．02  

1．79 ± 0，26   0．05 ± 0．Oz  

告 13  

♀ 13  

実験1  

（10日間）  

実験3   含 4－50 E：86 1，54 ±0．23  3，03±0、42  

（1日間） ♀ 4～50 E：77 1．62±0．23  5．27±1．16  
0．03 ± 0．00  l，02 ± 0．16  

0．04 ± 0，01  1．05 ± 0．18  

ハムスター（Silian系）  

E：3  3．08±0．38■♯ 7．34 ±1．94  

C：2  0．68 ± 0．00   5．16 ± 0．01  

E：4  4．01± 0．53＊＊＊5．76 ±0．86  

l．45 ± 0．30   0．32 ± 0．18  0．54 ± 0．12  

0．32 ± 0．14   0．31土 0．23  

1．37±0．06  0．14 ±0．03＊＊＊0，55 ± 0．06  

含  21  

♀  42  

実験1  

（10日間）  

C：4  0．94 ± 0．Z1  7．38±1、68  1．56 ±0．22  0．45±0．08  

E：9 1．94 ±0，12  5．87±0．84  1．02±0．08  0．07土0．03  0．39 ± 0．03  

E：9  2．24 土0．29★■ホ6．60±1．12＝■1．11±0．11＊  

C：9  0．99 ±0，12  9．59±1．46  1．24 ±0．12  

E：8  2．53 ± 0．54   8．82 ± 2．03  1．30 士 0，18  

E：6  2．96 ±0．39◆■●11．07 士 2，20  1．61± 0．33  

C：5  0．94 ± 0．09   9．8Z ±1．62  1．52 士 0．22  

0，08 ±0．02◆★－0．43 ± 0．05  

0，15 士 0．02   0．39 ± 0．03  

0．22 ± 0．14   0．48 ± 0．08  

0．19 ± 0．02   0，60 ± 0．06★●★  

0．33 ± 0．1Z O．14 ± 0．05  

24  
実験2  

（3日間）♀ 15  

24  

ー：Pく0．05  ＝こP＜0，01 ＝■：P＜0．001（Ev．s．C）  



二酸化窒素急性暴露に対するウズラの感受性試験  

暴露（20pp町72h）した際の肺の病理切片（ヘマトイオジン（H．E．）染色，光学顕微鏡写真：40～  

100倍）を示した。   

NOz暴露群の肺では，中気管支より穿気管支にかけて上皮の脱落が一部の個体で認められたが，  

その変化ほ比較的軽く，空胞変性にとどまるものが大部分であった。しかしながら，呼吸管（ほ  

乳類の肺胞に相当）では変化が強く，勇気管支周囲に帯状の壊死が全例に認められた。   

4 考 察   

環境汚染ガスの一つであるNO2の高濃度急性暴露に対する感受性は，動物種及び系統間で異  

なっていることが知られている。竹中ら5）は，マウス，ラット，ハムスター，モルモットの4種  

15系統にNO2を急性暴露し，各々のLC5D倍を比較した結果，ハムスターのNO2感受性が最も高  

かった（Silian系，LC50は含：28・♀：22ppm）と報告している。   

今回のNO2急性暴露実験からも，ハムスターはマウス・ラットよりもNO2感受性の高いこと  

が示されたが，しかしながら，ウズラの場合はハムスター以上に高いNO2感受性を持つことが  

分かった。ウズラのNOz感受性が高い理由として，肺の構造の遠いが考えられる。すなわち，  

鳥類はほ乳類と異なり気のうを括っていること，肺胞の役割をする呼吸管は盲端ではなく末端同  

志が連絡していること等が知られていが）。しかしながら，ウズラの肺機能はほ乳類のそれよりも劣  

るためNO2ガス感受性が高いと考えることはできない。なぜなら．著者らはオゾン（03．5－  

10ppm）をマウス，ラット ハムスター，ウズラに暴露した結果，ウズラが最も03に対して抵  

抗力を示したからである7）。このことは，動物のガス感受性は，ガスの種類により大きく異なっ  

ていることを示唆しており，特にウズラではNO2と03に対する毒性発現機序が全く異なってい  

ることが考えられる。   

次に，ウズラの7系統でのNO2感受性を比較した結果では，マウスと同様5）に系統間で差のあ  

ることが分かった。しかしながら，マウスの場合は低感受系（C57BL／6，LC50は含：64・♀：  

67ppm）と高感受系（CF♯1，LC5。は含：36・♀：33ppm）とに明らかな系統間差が認められが）の  

に対して，ウズラの場合は高感受系（Lz系，平均生存時間含・♀とも14h）と低感受系（H2系．  

平均生存時間は含：9h・♀：8h）とにマウス系統閏ほどの差異はなかった。この理由として，今  

回の実験に供試したウズラの系統は，鳥類の実験動物としては遺伝的純化の進んだ系統に位置付  

けされているものの，マウス系統と比較すれば個体変異が大きいことが考えられる。すなわち，  

ウズラではマウスほど明確な系統となっていないため，ガス暴露に対するウズラ系統内の感受性  

が均一でなかったことが考えられる。動物のNO2感受性に種間差・系統間差が存在することは  

遺伝的要因が関与していることを示しており，今後，ウズラ及びハムスターを用いて遺伝株式等  

の検討を加えNO2感受性の遺伝支配を明らかにする予定である。   

ところで，NO2感受性は加齢によっても影響を受けることが知られている。Evansら8）は，  

Wistarラット含のNO2感受性は加齢とともに高まることを報告しているが，今回のウズラの場  
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二酸化窒棄急性暴露に対するウズラの徳受性筑験   

含も，加齢に伴ってNO2ガス感受性は増加した。また，竹中ら5）は，ラットハムスター・モル  

モットの場合，NOz感受性は♀が告より明らかに高かったと搾告している。今回のウズラの場合  

も，NO2感受性は♀が含よりも高い傾向を示した。すなわち，ウズラのNO2感受性は性成熟に  

達した時点で急激に高まり，また♀が告より高感受性を示すことより，性ホルモンがNO2感受  

性に影響していることが考えられる。なお，NO2感受性と性差の関連については，今後更に検討  

する。   

NO2急性暴露により，各動物とも体塞が減少したが，生存時間の長かった動物種ほど体重減少  

率が大きかった。このことは，20ppmのNO2暴露条件下でははとんどの動物は摂食しなかった  

ことを示しており，これは暴露中の観察からも裏付けられている。しかしながら，暴露後約3日  

目よりマウスとハムスターの一部には摂食行動を行う動物もでてくることがあり，体重増減の個  

体による変異が大きくなった。これは一部のマウス及びハムスターにNOz耐性が誘導されたと  

考えられる。また，短く少例ではあるがウズラの場合もNO2に耐性を示す個体が出現すること  

があり，これらのNO2耐性ウズラの含と♀とを交配し，FlのNO2感受性を調査して，ウズラで  

のNOz抵抗性機序を明らかにする予定である。   

NO2高濃度急性暴露により，各動物種とも肺湿量が増加する傾向が認められた。特にハムスタr  

の場合は，暴露群の肺湿量は対照群の約2－4倍に増加しており，ウズラ（約1．5倍）・マウス  

（約1．5－2倍）と比較して若しかった。肺重量の増加の原因として肺含水量の増加が考えられる。  

すなわち，ウズラの場合は，暴露群が対照群より肺含水量が約9％増加しており，また，病理形  

態所見でも水腫とうっ血が主として観察されたことより，これが肺湿重増加の主な原因と考えら  

れる。しかしながら，ハムスターの場合は肺含水量の増加が約6％に過ぎないことより，肺含水  

量の単なる増加ではなく肺全体が膨潤したことによることが示された。   

このように，NO2の標的器官である肺に対する影響模作はウズラモハムスターでは異なってい  

ると思われる0この点に関して，竹中ら5）は，NO2暴露後のハムスター肺の病理切片を作成し，  

肺胞艦内の水腫形成，1型肺胞上皮の変成，肺胞壁細胞の変成・壊死が進行し3日冒で肺重宝が  

最大に達することを認めている。すなわち，ハムスターの場合は，徐々に肺の水腫が形成され  

NO2暴露後約3日目でピークに達すると思われるが，一九 ウズラの場合はNOz暴露後急激に  

肺水腫が形成され，呼吸困難に陥り死亡すると考えられる。NOz暴露後のウズラの肺では，仝例  

に莞気管支周囲の呼吸管の壊死が認められており，病理所見の遠いからもハムスターとウズラの  

NO2標的箇所の遠いが推定された9▼10）。   

以上 NOz急性暴露に対するウズラの感受性は，他動物種と比較して著しく高いことが明らか  

となった。そこで，ウズラのNO2高感受性を利用して，環境汚染ガスの指標動物として野外暴  

露する利用法等が考えられるとともに，NO2の生体影響機作解明の実験動物として極めて有用  

であると思われる。今後，環境科学研究用実験動物としてウズラの改良を更に加える予定である。  
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高精度分染法（HRB）によるウズラ染色体の異形性の観察  

Polymorphismoりapanesequail’sChromosomesStained  

bytheHighResollltionBanding（HRB）Technique  

高嶋艮弘1・2・高橋憤司3・高橋 弘3・水間 豊1  

YoshihiroTAKASHIMAl▼2，ShinjiTAKAHASHl3，HiroshiTAKAHASHI3  

andYutakaMIZUMAL  

要 旨   
最近，ヒトの染色体識別のために開発された高精度分染法（HRB）をウズラに適用し，ウ  

ズラ染色体を分染した結果，以下のことが分かった。  

1）ウズラのリンパ球の培養温度を39．5±0．5℃と高めに設定することによって，良好な  

細胞分裂像を多数得ることができた。   

2）ウズラの性染色体くZ，W）は，Zが第4，Wが第6－8番目の大きさであることが同  

定できた。また．WはC－バンド法で濃染されることより，性判定へ応用するこ■とができた。   

3）nRB法により，これまで同定できなかったNo．25までの小型染色体を明りょうに識別  

することができた。また，これにトリプシン処理を加えると，新しいバンドが多数出現  

し，No．15までの同義が可能となった。   

4）またC－バンド法により，首染色体のNo．3とNo．4及び性染色体Zに異形性が検出  

され，掛こZの異形性は明りまうであり，遺伝的モニタリングに使えることが示唆された。  

AbstracI   

Recently．therIighresoIutioTlbanding（HRB）techniquehasbeene叩】oitedtocxamine  

thehuman chromosome abnormallty．1n this study．the HRB technique was applied to the  

StudyofchromosomesintheJapanesequail（Co［umixcoturnixjaPLmica）．TheresliItsareas  

follows：  

1）ThevariousearlymitoticstageeelJsappearedaftertheincubationofthequailslym－  

phocytesat39．5±0．5℃，WhicJIWaSratherhightemperature．  

1，昭和5ト59年皮 国立公害研究所 共同研究員（東北大学農学部 〒980仙台市境通涌冨町1－1）   

Research C。1Lab。ratOr。f the Nationa】Institutelor ErlVirorLmentalStudies．Present Address：FacuLty of   

Agricultlユre，Tt〉h（）kllUnivごrSity．Sendai980japan．  

2．現住所：帝京大学医学部 〒173東京都仮構区加慣21ト1   

PreserLtAddre5S：SchooLofMedieirLe，TeikyoUniversity．Itabashi，Tokyo173’Japnan・  

3．国立公害研究所 技術部 〒305茨城県つくば市小野川16番Z   

ErLgineeringDivision，theNationalInstituteforEnvironmenta）Studies・Onogawa16r2ITsukuba・Ibaraki   
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2）ThesexcbroJ刀OSOmeSOfZ8月d Wranked4一九and6－8thjnsjze．Sjnceけ把Wchromo－  

SOrneStaineddeeplybyCbanding，theidentificationofquail’ssexbeeameeasy．   

3）Thefirst25pairsofthetargermicrochromosomescouldbeidentifiedonthebasisof  

HRBteehnique．Andalso，thefirst15palrSOfthechromosomeswereelearlybandedbythe  

trypslntreatment・   

4）Thepo】ymorphisJ刀Wa5detectedjnthe3rd，41handZcbrD】¶05DmeS．Espe血】】y，tわat  

OfZehromosomebyC－bandingwassoclearthatitmightbe possibletouseitforthegene－  

ticmonitoriElgOftheJapanesequail．   

1 はじめに   

ウズラの染色体（2n＝78）は，6対の大型染色体と23対の′ト型染色体より構成されているりが，  

通常の染色法では′J、型の染色体の同定は困難であり，また微細な染色体バンドの識別は不可能で  

あった。   

最近，ヒトの染色体識別のために開発された高精度分染法（High Resolutio8Ba油ng  

Tech一山que，略してHfiB法）は，細胞分裂の前期から後前期に染色体をGバンド法で分染する  

新しい方法で，これまでより遥かに多くのバンドを識別できるようになっが）。   

また，染色体には有害な影響を及ぼさない程度の変異（これを異形性といい，Polymorphismが  

慣例的に使われている）があり，単純なメンデル性遺伝に従うことが知られている。異形性は，  

従来より用いられている赤血球型，血清型，酵素型などの遺伝形質とともに親子鑑定，多胎仔の  

卵性診断等に利用され得る3）。   

そこで，ウズラ染色体にHRB法により多数のBandingを行う技術を開発するとともに，染色  

体の異形性が実際の遺伝的モニタリングに適用できるか否かを検討した。   

2 方 法   

2．1 ウズラのリンパ球の分散法   

けい静脈よりZ－3mLをヘパリン加血注射器で採取し，Conray400－FicoLl（33．4％Conray400  

をユ0容と9％Ficol124容混合）溶液3mJを重層した。室温でユ550rpm30分間の遠心後，遠沈管の  

リンパ球層を吸い取り，リンパ球層をスピッツ管に移し，RPMIl朗0培地にて3回遠沈洗浄し，  

リンパ球を分灘した。   

2．2 リンパ球の培養法  

l）ンパ球を培養液（牛胎仔血清10％加MEM培地）に浮遊させ，PHApP，（PhytohemagglutininP．  

Difco社製）を添加した。培養温度は，ウズラのリンパ球の場合はほ乳類より高めにする必要があ  

り，39．5±0．5℃とし，72時間行った。  
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高精度分染法（HRB）によるウズラ染色体の異形性の観察  

2．3 臭化工チジウム（Ethi山UmBromide，∈β）による高精度分染法4）  

リンパ球の培養70時間目に，最終濃度10ノ“g／mJのEBと0．05／∠g／m慮のコルセミドを添加し，  

更に2時間培養した後，骨法に従って0．075M KClで低張処理し，固定及び標本作成を行った。  

HRB法は，標本作成後3日目に20℃の0．04％トリプシン溶液中に30－45秒浸し，乾燥後に4ヲ‘  

ギムザ液で5分間染色を行い，検鏡した。なお，C－バンド法は，Sumnerの方法5）を変法し，40℃  

に加温した5％Ba（OH）z・8HzO水溶液で60－90秒処理して実施した。   

3 結 果   

ウズラの赤血球を，Conray400－Ficoll法で除去してリンパ球のみを分離し，培養温度39．5±  

0．5℃で培養することにより，多数の細胞分裂像が観察された。仝血を用いての培養も可能であ  

るが，鳥類の場合は赤血球が有核であるためリンパ球と混同しやす〈，リンパ球のみを分離した  

方が好結果が得られた。   

ウズラの性染色体は，含でホモ型（ZZ），♀でヘテロ型（ZW）の核型構成（ほ乳類とは逆）となっ  

ているが，染色体の計測の結果から，Z性染色体は第4番の大きさであった（図1と2を参照）。  

また，W性染色体は常染色体の6～8番目のものと同程度のサイズであることが分かった。   

HRB法を用いると・前中期の細胞分裂條を示す細長い染色体が多数見いださ隼たが，EBの効  

果で染色体の凝縮が抑制されたため，No．25までの小型染色体の形態が明りょうとなった欄3）。  

なお，この標本に10－15秒間トリプシン処理を加えると，従来の方法では検出が不可能であっ  

た微小染色体にも数多くのバンドが認められ，No．15までの染色体の同定が可能となった。   

ところで，Cバンド法（構成性異質ヘテロクロマチン染色法）でウズラ染色体を処理すると，  
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図 1 ニホンウズラのEI〕処理による分裂前中期核板  

Fig．1 EBtreatedchromosomesoftheJapaneseq11ail  
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図 2 Z性染色体及び大型染色体の高精度分染パターン  
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図 3 ニホンウズラのEB処理核型（含）  

Fig．3 EBtreatedkaryotypeoftheJapanesequail（含）  

従来の方法では区別が困難なW染色体全体が濃染されることが分かり，性の判定が容易になった。  

またCバンド法により，常染色体No．3とNo．4及び性染色体（Z）に異質染色質の大きさと染色  

性に個体変異（異形性）が検出された。  

4 考 察  

ほ乳簸では，リンパ球の培養の際には37℃で行うのが通常であるが，しかし，ウズラの場合  
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はこれより高めにすることが必要であり，今回は39．5±0．5℃に培養温度を設定することによっ  

て，鮮明な細胞分裂像を多数得ることができた。   

今回用いたHRB法は，通常の染色体標本作成手順にEBLを加えることにより，細胞分裂の前中  

期に当たる細長い染色体を高頻度で得ることが可能であり，しかも，トリプシン処理をすること  

により多数のバンドが識別できた。これにより，ウズラの小型染色体群の中で今まで分別しえな  

かった15番目までの同定が可能であった。今後．ウズラの染色体異常の検出にHRB法は極めて  

有効な方法と考えられる。   

ウズラのW性染色体は，ノト型染色体群に属しており，従来のギムザ液のみの染色法では同定が  

困難であったが．C－バンド法を用いるとW性染色体が特異的に濃染され，検出が容易となった。  

これまでの方法では，ウズラ発生初期肱での性判定が困難であったが，C、バンド法を用いると  

W性染色体のみ濃染されることを利用することにより，正確な性判定が可能になった。また，  

C－バンド法によりZ性染色体に異形性が検出されたが，これは，Z性染色体上の遺伝的標識  

（Geneticmarker）に利用できることを示唆しており，ウズラ個体ごとの遺伝的モニタリングとし  

ての今後の応用が期待できる6）。  
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Ⅵ ウズラ3系統聞でのタンパク質多型についての遺伝学的解析  
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要 旨   
最新の電気泳動学的手法をウズラの3系統（H2，L2及びWE系）に適用し，生化学的標  

識遺伝子のモニタリングを試みた。その結果として，以下のことが分かった。  

1）スラブディスク電気泳動法を改良することにより，①ブレアルプミン泳動域を5座  

に分別することができ，それらの出現頻度はウズラ系統間（Hz系とL2糸）で差異が認めら  

れた，②すい随可溶性タンパク質ほ30本以上のバンドに分離されたが，ウズラの系統間  

で差は認められなかった，③血清及びすい臓のアミラーゼアイソザイムは，2座に分別  

することができたが，ウズラの系統閉で差はなかった。   

2）デンプンゲル電気泳動法を改良することにより，赤血球内酵素エステラーゼD（Es－D）  

の鮮明な泳動像を得ることができた。Es－Dの多型は，従来から知られている2種の遺伝  

子（Es－DlとEs－D2）が認められ，ウズラの系統関川2系とL2系）で迫伝子頻旺が明確に異  

なっていた。   

3）等電点電気泳動法（IEF法）により，血清トランスフェリン（Tりを検出することができ  

たが，ウズラの個体差は認められなかった。  

Absけatt  

The biochemical genetic markrrS wrre monitored using the reeent methods ol elec 

trophoresisin3strains（t12．L2，atldWEstrains）oftheJapanesequail（Co［umix  

japmicQ）．Theresultsareasfollows：  

1）ByTneanSOftheimprovedsLabdisk electrophoresis，prealbumin was dividedinto5  
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小坂東萩・高橋憤司・高橋 弘  

types，andthegenefrequenciesweres）gnificantlydifferentfromeachotherbetweenH2and  

L2JjL7eS．Theso）ubJeproteine二だtraetedErompaIICreaSWaSdt＞VidedintomQrethat130bands，  

however，the strain difference concerrled with banding patterns was not found definitely．  

Andalso．therewasnostraindi†ferenceinamylaseisozymetypes，thoughitwastypedto2  

loci．   

2）Esterase－Dintheerythrocyteswasclearlydividedinto2genesbymeansoftheim－  

proved starch gelelectrophoresjs．Thcgene LreqLleneies were sjgnjEjcant】y djffe｛ent Erom  

eachotherbetweenH2and L2Strains．   

3）serllmtranS（errinwasdetectedbetweenpH．4and6♭ymeansofisoelectricfocusing，  

However．therewasnogeneticdifferentpatternsamongthese3strains．  

1 はじめに   

ウズラにおける生化学的標識遺伝子の開発は，翫】eyl）による血清アルブミンの多型の＃告以  

来，日本人を中心として積極的に行われている。これまでに，アルブミン・エステラーゼ・ヘモ  

グロビン・トランスフェリン等の遺伝変異がウズラでも報告され2），遺伝的標識（Geneticmarker）  

として活用されている。   

しかしながら，ウズラの生化学的標識遺伝子をGeneticmarkerとして利用するためには，こ  

れまでの報告例で使われた遺伝子記号を統一するとともに，数多くのタンパク質・酵素等に関す  

る集団遺伝学的調査を行う必要がある。また，最新の電気泳動学的手法を取り入れることによっ  

て，新たな遺伝形質を見いだすことが重要である。   

そこで，著者らはこれまでの電気泳動手法に改良を加えることにより，新しい生化学的標識遺  

伝子の検索を行うとともに，遺伝的背景の異なるウズラ系統間で実際に生化学的標識遺伝子のモ  

ニタリングを行い，これまでの報告例と比較検討した。   

2 方 法   

供試ウズラは，国立公害研究所で選抜・維持しているH2，L2，及び（株）日本生物科学研究所  

由来のWEの3系とした。   

ウズラの生化学的標識題伝子の分析方法は以下の1ト3）の方法により行ちた。   

2．1 ウズラの血清タンパク及び臓器抽出液のポリアクリルアミドゲル電気泳動法（PAGE  

法）による分析   

すい臓に重量比1／2量のPBS（0，01M，pH7・2）を加えてホモジナイスし，遠心（3000rpm，10  

分）した上清をすい臓抽出液とした。バッファー系として，トリスー硫酸濃縮バッファー（pH9．2），  

トリスー塩酸濃縮パップ7－（p胴・9），トリズー塩酸分離ゲルバッファー（pH6・7）．トリスグリシンプリッ  ）  

ジバッファー（pH8．3）を使用した。ゲル濃度は，10％，12％，14％の各濃度のゲル（140×  
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120×1mm）を作製した。泳動は，血清又はすい臓抽出液の6－7〆の試料を用い，走電儀  

20mAでトリス硫酸（pti9．2）の場合は1時間20仇トリス一塩酸（pH8・9）の場合は2時間30分  

とした。次に0．15％クーマシープリリアントブルR－250（50％メタノール，10％酢軌40％水）  

により2時間染色し，脱色液（20％メタノールと7％酢酸，73％水）で処理した。アミラーゼアイ  

ソザイムの検Ⅲには，血清5ノ“J又はすい臓抽出液の150倍希釈液5－6直の試料を用い，濃縮  

バッファーとしてトリスー硫酸（pH9．2）を使い，定電流20mAで1時間20分の泳動衡1％可溶  

性デンプン溶液に30分間浸漬し，37℃で30分間恒温してからヨード溶液で染色した。   

2．2 ウズラの赤血球内酵粟エステラーゼD（Es－D）のデンプンゲル電気泳動法による分析   

ウズラ赤血球を洗浄後－20℃で凍結し，溶血させて行った。ゲル（110×110×1mm）は加水分解  

デンプン（Connaught社製）を，トリスクエン酸バソファー（pH7．6）に加熱溶解させ，12％のデン  

プンゲルを作製した。   

試料は，ろ紙片（2×3mm）に試料をしみ込ませ，ゲルの陰極側に挿入した。泳動は，水酸化  

ナトリウムホウ酸バッファー（pH8．7）で140Vの定電圧で約2時間30分行った。Es－D反応掛ま，  

0．05M酢酸バッブ7－（pli5．2）に4一メチルウンベリフェリル酢酸を0・01％（W／V）の割合で溶解  

して作製した。Es－Dのバンドの検出は，15～20分間室温で反応させ，その後に紫外線（Longwave，  

3650Å）を照射することで行った。   

2．3 ウズラの血清トランスフェリン（T†）の等電点電気泳動法による分析  

試料の作製は・血清に1U届のノイラミニクーゼ溶液（0・2M酢酸バッファー・pH5・0）を等  

量加え，37℃で一晩反応させて行った。ゲル（120×120×0．5mm）は，29・1％アクリルアミド溶  

液の1．如，0．9％ビスアクリルアシド溶液の1．4mJ，セルバライト（pH3～10：劫％，pH4～6：  

80％）の0．5mJ，蒸留水4．9mJ，及び1％過硫酸アンモニウム0．2mJを用いて作製した。試料ほ  

ろ紙片（2×2mm）にしみ込ませ，ゲルの陰極側に置き，10℃の冷却下にて5Wの定電力で4時  

間泳動した。タンパク質の固定は11％トリクロル酢酸で30分間行い，クーマシープリリアント  

ブルーR－250で2．1と同様にして染色した。   

3 結 果   

3．1 PA（∋E法による生化学的標識遺伝子のモニタリング   

3．1．1ブレアルブミン（Pa）   

従来のPAGE法でのゲルバッファーであるトリスー塩酸（pH8．9）から，トリスー硫酸（pt19．2）に  

変えることにより，泳動時間の短縮，分離能の向上及び泳動像の鮮明化がなされたDまた，ブ  

レアルブミンの分離とゲル漉度（10，12，14％）との関連を比較した結果，12％のゲル濃度が最も高  

い分離能を示した。  
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上記のように改良したPAGE法により，ウズラ血清のプレアルブミンの電気泳動像を比較す  

ると，プレアルブミンは5域に分離された（陽極側からPa【1－Pa5と命名，図1を参脾）。特に，  

Pa‾1域に明白な1本のバンドが確認でき，ブレアルプミンのAと0（ヌル）遺伝子（A．，01と略す）  

が推定された。   

ウズラ3系統間でPa－1域のAユ・01遺伝子の頻度を比較し，表1に示した。A】の遺伝子頻度  

はL2系がH2系・WE系より多く，一方，01の遺伝子頻度はH2系・WE系がL2系より多く，H2  

系・WE系とL2系で有意差を認めた。   

Pa2域とPa3機では，各々2つの遺伝子（Az・02，A3・B3）が，Pa－4域とPa－5域では，各々  

3つの遺伝子（A4・B4・0。，A5・B5・05）が推定できたが，H2系とL2系とに遺伝子頻度の差異  

は認められなかった。   

3．1．2 すい臆可溶性タンパク質   

すい臓可溶性タンパク質の多型については，30本以上のバンドとして観察されたが，系統間  

で差がなかった。   

3．1．3 アミラーゼアイソザイム   

今回改良したPAGE法により，従来の寒天又はデンプンゲル電気泳動法に比較して，泳動時  

間の短縮と泳動像の鮮明化が得られた。しかし，血清及びすい 臓アミラーゼアイソザイムには個  

体変異は認められなかった。   

3．2 デンプンゲル電気泳動法による生化学的標識遺伝子のモニタリング   

3．2．1赤血球内酵素エステラーゼD（Es－D）   

EsDの検出においては，本実験で新しく用いたバップ7一系を使用することにより，従来の  

Hopkinson法3）より鮮明な泳動像を得ることができた。   

これまで，Es－D型はEs－DlとEs－DZのZつの遺伝子が推定されているが，今回の方法をウズ  

ラの3系統（H2，Lz，WE系）に適用した結果，いづれも上記の2遺伝子が確認できた。   

H2系とL2系でのEsDの遺伝子頻度を，3世代（G．3，Gl，，G23）にわたって調査した結果を表2  

に示した。H2系ではEs－Dlの遺伝子頻度が高く，L2系ではEs－D2の遺伝子頻度が高い‘という現  

象が，3世代を適して認められた。   

3．3 等電点電気泳動法（lEF法）による生化学的標識遺伝子のモニタリング   

ウズラ血清のトランスフェリン（Tf）は，lEF法ではpH4－6の間に検出することができたが，  

個体差は認められなかった。また，ノイラミニクーゼ処理した場合は，無処理の血清と比較して  

等電点が上昇するものの，個体差は認められなかった。  
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Pa－1匹Zヨ【三：＝コ E≡ヨ 囚 E≡∃  

2  
E：≡ヨ  

E＝コ  E＝コ E≡コ 広≡ヨ E＝コ  

E＝コ t；；；コ E＝：ヨ E：＝ヨ E三≡コ  

3 ⊂＝コ  ⊂＝コ ［：：コ 【：：：コ ⊂：コ  ⊂＝コ  

⊂＝コ ■■ ⊂：＝コ ⊂＝コ ⊂＝コ ⊂：：：コ ■ ■■ llll■■ ■ ⊂＝コ ■  

■′′一入  
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匠：ヨ  ■■l匠Zヨ  

［遺伝子型］  

PaLI A／A A／O A／O A〟l A／O O′O A／0 0′O A／O A／O AJ仏 A／0  

2 0／0 0／0 0′O A′0 0／0 0／0 0′O A／O A／O A／O A′O A／0  

3 A／B B／B A／B A′B A／8 A／B 8／B B／B B／B B／B A／B 8／B  

SampleNo．1 2  3  4  5  6  7  8  9 10 11 12    i lJ J  1     1  
（ウズラ系統名）（L2）  （Hz）  （WE）  

図1スラブディスク電気泳動法による血清ブレアルプミンの泳動像  

Fig．1 Electrophotogram of serum prealbuminin theJapanese quailby  

Slab－discelectrophoresis  
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表 1ブレアルブミン1域（Al及びOl）遺伝子頻度におけるウズラ系  

統問差  
Tablel Straindifferencesofpre－alubuminl（AlandOl）genefrequencies  

intheJapanesequaiL  

Strain No・OfSamples  Genotypes  GenefrequerlCies  

Al／AI Al／0101／01 qAl  qO一  

H2  32  

L2  24  

WE  31  
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表  2 赤血球内酵素エステラーゼD（EsDl及びEs－D2）遺伝子頻度にお  

けるウズラ系統間差  
Table2 Strain differences of erythrocyte esteraseD（EsDland Es－DZ）  
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（14）  

WE G3  28  14  5  

（50） （18）  

＊（）：％   

4 考 察  

s。meS．Jr．4）は，ウズラの遺伝的標識（Geneticmarker）について総説し，タンパク質座位26と，  

その他の形態生理代謝に関与する座位46を報告している。また，木村2〉は，ウズラのタンパク  
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質多型についてこれまでの報告をまとめ，全部合わせて100余りの座位があると推定している。   

タンパク質多型は，形質発現が安定していること，遺伝様式が比較的単純で表現型から直接に  

遺伝子型が読みとれることなどの理由で，最近は遺伝的モニタリングに積極的に利用されるよう  

になっが）。ウズラでも多型形質が近年，積極的に検索されてきたが，マウス・ラットに比較す  

ればかなり少なく，またニワトリと比較しても1／3程度にとどまっている2）。   

ウズラは，鳥類の実験動物として世界的にも注目されるようになってきたが，遺伝的純化は遅  

れており，早急な対応が必要．とされている。今回の遺伝学的モニタリングに使用したウズラ（批，  

L2，WEの3系）は，遺伝的純化が最も進んでおり6），ウズラでの生化学的標識遺伝子の分析に適  

当と考えられる。   

今回の生化学的標識遺伝子の分析は，電気泳動学的手法のうちで①pAGE法，②デンプンゲ  

ル法，③1EF法を用いて行ったが，従来の方式を種々改良することにより，より鮮明な泳動像を  

得ることができた。すなわち，①ではバッファー系にトリスー硫酸を適用することによって，泳  

動時間の短縮，分離能の向上泳動像の鮮明化が達成された。②では従来のHopkinso爪法3）のバッ  

ファーを水酸化ナトリウムホウ酸（pH8．7）に変えることにより，鮮明な泳動像が得られた。   

このようにして改良した電気泳動学的手法をウズラの3系統間（H2，L2，WE系）のタンパク質  

多型の分析に適用したことにより．プレアルブミン域（Pa）とエステラーゼD（EsD）に明らかな  

系統間差を見いだすことができた。  

■これまで，ウズラのプレアルブミンに関しては，LucotteとKaminski7）の報告があり，卵白及  

び血清ブレアルブミンは共に4域に分けられるとしている。田名部8）は，水平式ポリアクリルア  

ミドゲル電気泳動法を用いて，血清ブレアルブミンの4域の内1域に易動度の差に基づく個体変  

異がみられるとし，さらに田名部ら9）は卵黄ブレアルプミンでは6域に分別でき，その中の2域  

に個体変異を報告している。ところで，今回のウズラ血清ブレアルプミンは5域に分別され（Pa1－  

PaL5），従来の報告よりも1域多かった。またPa－1域においては明確な個体変異（Al・Ol）が  

見いだされ，ウズラ系統間（H2系とL2系）の遺伝学的モニタリングに有効であることが分かった。  

今後は従来の血清プレアルブミンでの報告例と照合するとともに，Pa－1の遺伝様式を明らかに  

し，新しい遺伝標識として登録する必要がある。   

次に，エステラーゼD（EsD）はダイマー構成のタンパク質であり，複対立遺伝子により支配  

されることが報告されている10・11）。木村ら12）は，Hopkins。nらの方法3）（デンプンゲル法）により，  

ウズラの浅胸骨と肝臓抽出物より3域（Fl，F2，S）に分別できたことを報告している。一九 ウ  

ズラの赤血球抽出物からは，これまで2域（F，S）のみ報告されている（ManwellとBaker13），橋  

口ら14））。今回の場合も，ウズラ赤血球内のEsLD型は2つの遺伝子（Es－Dl，Es－D2）のみで，そ  

れ以外の多型は全く認められなかった。すなわち，ウズラの赤血球のEs－D型は，従来の報告通  

り2つの遺伝子により支配されていると思われる。なお，Es－がとEs－DZの頻度は，ウズラ系統  

間で明らかに差異のあることより，ウズラの遺伝学的モニタリングに有効であることが分かった。  
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ところで，すい臓可溶性タンパク質多型については，著者ら15）は，カモ属で過信変異を報告  

した。ウズラでは，Watan。beとWakasugi16）がすい臓アミラーゼの遺伝変異（対立遺伝子a，b）  

を報告しており，ウズラ9系統のうち1系統においてのみ変異型の遺伝子（b）の存在を認めたと  

報告している。木村ら12）は，岐阜大学のウズラ集団を調査し，野生型（a）が変異型（b）より頻  

度が高いこと（bの遺伝子頻度は0．071）を確認している。   

今回はウズラのすい臓可溶性タンパク質は30本以上のシャープなバンドに分れたが，多型が  

推定される複雑なバンドパターンを示したので，遺伝支配は今後の交配実験により明らかにでき  

ると考える。また，今回のサンプルにおいてはアミラーゼの個体変異は，すい臓及び血清とも認  

められなかった。  

IEF法による血清トランスフェリン（Tf）の多型及びノイラミニターゼ処理の効果を検討した  

が，特に系統間で差異は認められなかった。Itoら17）は，血清のTf型を2本（B，C）に分別して  

いるが，今回はpti4－6の聞に2本のバンドを同様に確認することができた。   

このように，これらの遺伝形質は，ウズラの遺伝学的モニタリングに有効であることが分かっ  

た。捌こ，Pa1とEs－DはH2系とL2系の系統間識別に使えることが明かとなったので，以後の  

選抜に際しては遺伝子のホモ化を進めるように計画交配し，遺伝的コンタミネーションの防止に  

利用する予定である。   

また，生化学的標識遺伝子は，連鎖地図（Linkagemap）を作製する際には，極めて有用な遺伝  

的標識（Geneticmarker）となることより，今後，大規模なウズラ集Eflについて，数多くの遺伝的  

多型を調査することが重要となってくると思われる。  
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［Appendix］  

実験動物の染色体分染技術の開発  

一家きん類の染色体分染法の確立－  

ChromosomalAIlalysisintheExperimentalAnimal  

by Means of Several Banding Techniques 

－AvianChromosomeMethodology－  

高嶋良弘・高橋憤司・高橋 弘・水間 豊  
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はじめに   

実験動物は，遺伝的均一性や特性をもつ集団であり，系統維持や生産においてもそれらの特性  

を保持していかなければならない。例えば，同一の毛色をもつ2つの異なった系統が飼育中に遺  

伝的コンタミネーションを起こす人為的ミスはゼロとは言えないからである。もし遺伝的コンタ  

ミネーションが生じたら実験動物を用いた試験データはすべて無駄になる。さらには，実験に費  

やした年月，費用からも重大な問題である。それを防ぐため，実験動物の維持生産や供給の過程  

のチェックをするために遺伝的モニタリングが必要となる。   

この実験動物の遺伝的モニタリングに使用される遺伝的マーカーは，簡単にかつ明確で短時間  

に検査でき，しかもできる限り費用の安いことが望まれる。現在，近交系マウスを対象として実  

施されている遺伝的モニタリングのための遺伝形質は質的形質と量的形質に大別される。メンデ  

ルの遺伝法則に従う質的形質として毛色，酵素アイソザイム，組織適合性抗原がある。一方，多  

くの遺伝子座位により支配されている量的形質として，産仔数，体重，下顎骨の形状等が利用さ  

れている。また，最近のその他の遺伝的モニタリングとして，ほ乳類でのミトコンドリアDNA  

切断型やDNAフィンガープリント法も利用されつつある。   

このように，染色体を遺伝的モニタリングに利用する試みがなされるようになったが，鳥類の  

染色体の分染手法について詳細にまとめられている文献は，極めて少ない。   

そこで，ウズラを含む象きん類の遺伝的モニタリングに使用される遺伝的標識（Genetic  

marker）としての染色体の利用の可能性について述べると共に，鳥類の染色体の観察法につい  

て解説する。  

1染色体研究の進展   

染色体とは，動植物細胞の有系分裂の際に塩基性色素で濃く染る核内の紐状の物質で，一定の  

順序に配列する遺伝子群を含んでいる。ヒトの染色体が2n＝46で男性ⅩY∃軋女性XX型である  

ことが確定したのは，1956年（TjioとLevan）であることを考えると，染色体の研究の進展は目  

覚しいものがある。これらの進展には，コルヒチン法，低張液処理法，空気乾燥法，分染法など  

いくつかの技術的開発と改良が挙げられる。  

1950年以降の染色体の観察は，細胞分裂の盛んな精巣の組織切片を用いて行われていたが，  

鮮明な分裂像を得ることが困難であった。ところが，組織培養技術の進歩，50年代のコルヒチ  

ン法，低張彼処理法の開発・改良60年代の来しょう血（白血球）を材料とした染色体の観察の  

進展，さらに70年代の種々の分染法による新しい枚塑分析技術の開発など，染色体の研究は近年，  

飛躍的に発展してきた。   

医学の研究分野において，ヒトの染色体の細胞遺伝学（Cytogenetics）的研究が著しく発展して  

きており，単なる核型分析にとどまらず，例えば，染色体異常と疾患の関連，細胞の腫瘍化と染  

色体の特異的異常の閉息遺伝子のマッピング，染色体の分染機嵐染色体の微細構造の解析，  
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霊長類の種の分化と核型進化の関連などの研究が行われている。   

2 細胞分裂と紐胞周期   

染色体を顕微鏡で観察できるのは，細胞分裂期のみに限られている。これは，分裂の間期では  

染色体は糸状のクロマチン繊維となり，光学顕徴鋭によって認めることができないためである。  

この物質が，分裂の前期から徐々に8000倍程度に凝縮し染色体の形態をとる。染色体の数やそ  

の形態が明りょうになるのは，細胞分裂の中期である。1つの細胞分裂から次の細胞分裂までの  

期間を1周期として，細胞は増えていく。細胞分裂の周期は16一別時間であるが，分裂期（M期：  

Mi［0扉phase）はユー2時間以内と比較的短い期間で終了する。そのため，染色体標本の作製に  

当たっては細胞分裂の盛んな細胞を材料として処理する必要がある。   

体細胞の染色体を観察するためには，一般的に①組織の細胞培養，②骨髄細胞の採取，③末  

しょう血（白血球）の培養のいずれかの方法を用いる。染色体は，1組の性染色体（Sex  

Chromosome，ほ乳類では含：ⅩY・♀：XX，鳥類では含：ZZ・♀：ZW）と，残りの常染色体  

（AurDSOJ¶e）より構成される。一般にほ乳類のⅩ染色体は比較的大きく，Y染色体は小型染色体  

の内の1本であることが多い。また‥鳥類のZ染色体はⅩ染色体と同じく大型であり，W染色体  

は小型染色体に属することが多い。   

染色体は，その大きさと形の特徴を表すため，いくつかの指標が用いられている。染色体は両  

腕の比率（腕比：Armratio．L／S）あるいは個々の染色体に対する短腕の長さの比（着糸点指数：  

Centromereindex）に基づいて5型に分類することができる。また，染色体の相対的長さは，X  

染色体1本を含む♀の半数体（n）の長さの総和に対する各染色体の百分率で表すことが多いし，  

核型が示す常染色体の腕の数を合計したものを基本腕数（NF：NombreFondamentale）といい，核  

型に生じた系統進化の説明にこのNF値がよく用いられる。   

正常な個体の染色体数及び形態は，それを構成する体細胞のどの部分でも一定であり，品種間  

で異なることはない。ただし，家きん類を含む鳥類の染色体数については，数ミクロン以下のい  

わゆる小型染色体（Microchromosome）が数多く存在し，現段階の光学顕微鏡下の観察では不明  

確である。細胞分裂の観察から得られる染色体の数及び形によって表される特徴を核型  

（Karyotype）といい，核型を調べることを核型分析と呼ぶ。染色体の並べ換えをする場合には，  

始めに常染色体と性染色体に大別し，染色体の型（大きさ，動原体の位置，付随体や二次くびれ  

の有無）から相同染色体を1対ずつ同定して，イデイオグラム（1diogram）を作製する。   

染色体の分類，記載法に関しては，国際会議（シカゴ会議：1966，パリ会議：1971・1975）で検  

討され，薦一規約がある。また，いくつかの家畜（ウシ，ヒツジ，ヤギ，ブタ，ウマ，ネコ，ウ  

サギ）については．1976年の国際会議（リーディング，英国）で決められている。しかし，家きん  

類や家畜の近縁種の標準核型については，まだ国際的な紘一がなされていない。家畜・家きんの  

種の染色体数及びその形態は一定しているが，相同染色体の同定や染色体異常の分析には通常の  
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ギムサ染色では不十分な場合が多く，詳細な分析には分染法を用いる。   

3 染色体の異形性（正常変異）の染色体標識としての利用   

染色体の特徴としては，染色体構成が各々の種によって固有であり，品種にかかわらずすべて  

同一の染色体構成を待つことが挙げられる。しかし，染色体を種々の染色法を眉いて詳細に調べ  

ると，有害な影響を及ぼさない程度の染色体の個体葦（正常変異）があることが分かってきた。こ  

れを染色体の異形性といい，その個体のすべての細胞の染色体に－・様に観察され，染色体の長さ  

（例えば，ヒトのY染色体）や，染色体上のC－バンド陽性の位置や大きさ．あるいはQ－バンド法  

による染色体の強弱を指標として判定される。その異形性の染色部位の大きさは，連続的に変化  

している。   

染色体の異形性は，慣例的には多塑（Po】ymorpわi5m）という語が用いられている。また，その  

異形性を持つ染色体を異形染色体又は変異染色体という。これらの変異性の染色体マーカーは，  

単純なメンデル性遺伝に従って遺伝することが知られており，従来より用いられている赤血球型，  

血清型，酵素型などの遺伝形贋とともに多胞子の卵性診断，親子鑑定等に応用することが可能で  

ある。   

C一分染法を行うと，相同染色体間に異質染色質の大きさに差異が認められる場合がある。例  

えば，マウスやラットの系統でC一バンドによる異質染色質（ヘテロクロマチン）量やNバンドに  

よる仁形成部位（NOR）による染色体マーカーが検出されている。これは，キメラ個体の作出の際  

に細胞の識別の分析手段として，従来の毛色や酵素型の方法に加え，染色体の異形性も有効であ  

ることを示している。   

4 鳥類の染色体の特徴   

現在，地球上には8600～8700種余りの鳥類が生存している。しかし，その核型が確認されて  

いる穐は，500－560種（約6％）ほどである。一方，ほ乳類は約5000種のうち30％余りが既に調  

査済みである。すなわち，ほ乳類の研究に比べ，鳥類の核型の研究が遅れているのが現状である。   

鳥類のDNA量は，ほ乳類より少なく，またその変異幅も魚類や両生類よりもかなり少ない。  

鳥類の細胞当たりの半数体（Haploid）のDNA量は，1．7－2．3pgである。   

鳥類の染色体は，比較的少数の大型染色体（Macrochromosome）と数多くの小型染色体（微小染  

色体：MicrQchromosome）より構成されている。大型染色体の長さを合計すると，全体の70～80％  

以上に及ぶが，この構成は，は虫類の核型構成とよく似ている。しかし，進化上，鳥類とは虫類  

で何故に微小染色体が多いのかは，全く不明である。また，微′ト染色体上にどのような遺伝子が、  

どの位あり，どのようにして生体の維持に関与しているのかも不明である。   

鳥類の染色体数を正確に数えることはかなり困難である。それは，次のような点があるからで  

ある。①小型の染色体は極めて′トさく，写真撮影しても鮮明に写らないことが多い，②小型の  
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染色体が大型の染色体の下に潜り込んだり，小型染色体の一部が飛び出す可能性が十分にある，  

③小型の染色体同志がくっついて見えて正確な染色体の同定ができないことがある，④′」、さな  

染色体以外の物酎染色液の沈殿物，シミ，ゴミなど）を染色体と誤認する可能性がある。   

鳥類全体の染色体の一般的特徴として，染色体数の幅が狭い（鳥類のほとんどの種が2n＝  

74一別でありZn＝・釦が最も多い）。また，大型染色体と小型染色体をみると，16本（8対）の大型  

染色体と64本（32対）の′ト型染色体ををもつ場合が多く，しかも，大型染色体と′ト型染色体の割合  

も変化の少ないことが知られている。さらに，この染色体を分染法によって分析しても，異種間  

の大型染色体のGバンドパターン（トリプシン処芦別こより染色体に出現する模しま模様）が類似  

していることが，一般的に確認されているク さらに，鳥類の染色体には，1低率以上にわたって  

G一バンドパターンが変化せずに保存されている例も報告されている。以上のことから，鳥類は，  

DNAや染色体の進化の而から考えると，非常に繚慢な進化をした均→な動物群であると言われ  

ている。   

5 家きん類の染色体の観察法   

家きん類の染色体の観察には，①阻 ②骨髄、③末しょう血，④羽軸，⑤生殖腺，⑥組織  

などが材料とされている。は乳類の場合と異なる大きな特徴は，発生途中の胚が簡単に入手でき  

ること，鳥類特有の羽軸を用いて染色体の観察ができることである。   

現在では，末しょう血（白血球）による培養法による観察が一般的となってきている。著者らは，  

この方法を改良し，家きん類の染色体観察を以▼Fの要領で行っている。   

5．1リンパ球の分厳法   

末しょう血の培養には，仝血で行う方法（微量血液培養法）と，リンパ球を分離して培養する方  

法とがある。鳥類の場合は，赤血球が有核であるので，全血よりもリンパ球を分離した方法が観  

察しやすい。  

リンパ球を分離する方法には，カラム法，付着法，比重法などがある。ここで，親戚培養によ  

く用いられている比重遠沈法について述べる。  

〔材 料〕   

コンレイ400（Conray400）ニ66．射ちソV％   

Ficoll（Pharmacia社）  

〔試料の作成〕  

1）あらかじめ66．8％conray400を等量の蒸留水で希釈し，33．4％conray400を作成する。   

2）9％Ficoll蒸留水を作成する。   

3）次いでConray400－Ficollを以下の比率で作成する。  

33．4％ Conray400：10容  

一72一   



9％  Ficoil  ニ24答  

〔手 順〕  

1）2－3mJの末しょう血をヘパリン加注射筒にて採取する。   

2）血液をRPMI1640培地で2倍に希釈する。  

3）conray400－Ficoll溶液3mJの上層に2）の血液を重層する。   

d）室温でユ550rpm3D分間遠沈する。   

5）遠沈管の上澄みの血しょう＋RPM11640培地を取り除く。   

6）リンパ球層を取り出し，その層を新しいスピッツ管に移し，RPMfユ640培地で3回洗う（遠  

心洗浄は最初は1600rpm5分臥 後は1Z00rpmで5分間とする）。   

7）適当な濃度に希釈し，リンパ球を培養する。   

5．2 細胞分裂指数（Mitoticindex）の向上条件について   

鳥類の細胞分裂指数（MltO仁icindex）の向上条件については，数多くの要因を検討しなければな  

らない。白血球の培養法については，PHA（Phytohemagglutinin，インゲン豆より抽出），ConA，  

PWM（PokeWeedMitogen）を抗原刺激物質として利用できる。しかし，PHAは非特異的に鳥類  

の赤血球に凝集反応を起こすため，白血球の分裂を阻害する。このため，ConA，PWMなどを  

白血球の幼若化刺激物質として用いた方がよい。鳥類の種によって，最適の添加濃度が異なって  

いることが考えられる。また，仔牛血清はその品質が重要であり，販売している薬品メーカーや  

ロットによっても細胞分裂の程度に変化を生ずる。   

次に培養温度であるが，培養には→定の温度が必要であり，高すぎても低すぎても良好な鮨果  

は得られない。ほ乳類の細胞は37℃を中心として土1℃くらいが理想的であるが‥鳥類の場合は，  

これよりもやや高い39℃前後にした方がよい。もちろん穫によっては，これよりも異なった方  

がその細胞分裂の頻度が高いことも考えられる。   

すなわち，それぞれの種の細胞間期の長さを検討し，最適な抗煉刺激を含め培地・血清・培養  

温度などの条件を検討していく必要がある。   

5．3 さまぎまな染色法による染色体の同定   

染色体の大きさと形態だけから染色体の同定を行うことは，同じような形態の染色体が存在し  

ている場合が多くて困経である。そこで，さまぎまな工夫がなされてきたが，その一つは，核型  

を構成する個々の染色体中のDNA合成時期が異なることを利用して3H－チミジンの取り込みの  

部位と長から染色体を同定しようということであった。しかしこの方法は，実験操作が面倒であっ  

たため，実用には至っていない。もう一つの方法は，ここで紹介する分染法（Chromosomeb8nd－  

ingtechniques）である。   

細胞分裂中期の染色体を試薬で処理し，横軸方向に濃淡のしま模様（バンド）に染め分ける手法  
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を分染法と呼ぷ。これにより，単なる染色体番号の同定だけでなく，染色体の構造異常（Str。Ct。ral  

abnormal）や変異（Variant）の検出も可能となった。その技術的基本は1970年半ばまでに開発さ  

れたが，現在においてもさまざまな分染法の改良例が報告されている。   

ここでは，最も代表的なQ，G，C－，臣バンドの各分染法について述べる。Qはキナク，）  

ン（Quinacrine），Gはギムザ（Giemsa），Cは構成性ヘテロクロマチン（Constitutive hetero－  

ehrornatin），Rは反転（Reverse）を意味している。なお，G－バンド分析を行った標本を脱色し，  

C、分染法等の他の分析を施すことも可能である。ただし，あまり収縮している染色体では，そ  

のバンドの数が少なく詳細な分析ができないため，コルヒチン処理濃度を低くするか又はその処  

理時間を短縮し，細長い染色体で処理した方が良好な結果が得られる。   

5．3．1 Q－バンド法   

アタリジン系の蛍光色素に属するキナクリンマスタード（Quinacrinemustard）あるいはキナク  

1）ンニ塩化水素（Quinacrine dihydrochloride）を用いて染色体を染色する方法をQ一染色法  

（Q－StainingIllethod）といい，蛍光顕微鏡下で出現する蛍光を発する部分をQ′〈ンドと呼ぶ。   

Q－バンド法では，染色体は特有なバンドパターンを示し，相同染色体の同定だけではなく，  

部分識別のほか，異常染色体の分析や同定も可能である。霊長類のうちヒトとゴリラは，Y染色  

体が蛍光を強く発し，その同定が容易である。またl′染色体は，静止期の核あるいは清子頭部に  

おいてもよく光る′」、体（Y－クロマチン）として認められる。しかしながら，家畜（ウシ，ラクダ，  

ブタ，ウマ，ロ，ウサギ）においてはそのような現象は確認されていない。   

なお，Q－バンドの蛍光顕微鏡による撮影は，自動撮影装置の使えないことが多く（染色体のち  

らばり具合や周囲の核の有無で露出時間が大幅に異なることによる），また紫外線を照射すると  

退色が早いので，適切なシャッター時間をつかむことが必要である。  

〔使用溶液〕  

1）マキルペン（Mac11vaine）緩衝液：クエン酸11．19gとリン酸ニナトリウム（12水塩）33．46g  

を蒸留水1Jに溶かす。   

2）キナクリンマスタード染色液（QM染色液）：キナクリンマスタードを．蒸留水にZ．5  

mg／mJとなるように溶かし，1－3mJずつ分注して，凍結保存する。使用時に1）で  

50〃g／m′になるように希釈する。  

〔手 順〕   

標本の作成は，空気乾燥法でも火炎乾燥法でもどちらでもよいが，乾燥後1日くらい経過して  

染色を行った方がよい結果を得やすい。  

1）マキルベン緩衝液に1分間浸す。   

2）QM染色液で10－20分間室温で染色する。   

3）水道水で軽く洗う。  
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4）約30秒間蒸留水に浸す。  

5）マキルベン緩衝液で2回洗う。  

6）そのままカバーガラスをかけ，余分な緩衝液を吸い取り，鏡検する。   

5．3．2 G－バンド法   

染色体標本を塩類溶液中で加温したり，トリプシンなどのタンパク質分解酵素で前処理して，  

ギムザ液（リン酸緩衡液で希釈で染色する分染法である。数多くの変法があるがASG  

（Acetic－Sa）ine，Giemsa）法やトリプシン法が代表的なものである。トr）プシン処理法は標本の乾  

燥度に応じてトリプシン濃度や処理時間を調整する必要がある。   

GLバンドはQ－バンドと大略的に対応し，GL染色法で漉いバンドはQ－染色法でも強く光る。  

しかし，①Q－バンドよりバンドパターンがシャープであること，②Q一分染法とは異なり染色  

体の永久標本が得られること，（∋蛍光顕微鏡が必要でないこと，などからこの方法が－・般的な  

分染法である。  

〔使用溶液〕   

1）トリプシン液：組級培養の際に使用する市販のトリプシン（1二250）の0．25％溶液を原液  

として，少量ずつ分注して凍結保存する。使用時に，リン酸緩衡液（pH6．8）で10倍に薄  

める。   

Z）ギムザ液：pH6．8のリン酸緩衡液（1／100M）で市販のギムザ原液（メルク社製）を5別こ希  

釈して使用する。  

〔手 順〕   

1）トリプシン液（20℃）に30－45秒間で浸す。   

2）水道水で軽く洗う。   

3）70％アルコールに数秒浸す。   

4）ギムザ液に入れて5分間染色する。  

〔留意点〕   

トリプシンの液温が高いほど反応が進む。あらかじめ一定の温度にしておくと，反応が一定し，  

良好なG－バンド標本ができる。予備実験をし，30－45秒程度の処理時間で最適なバンドができ  

るようにトリプシン濃度を調整する。   

スライドの乾燥度によっても，処理時間が異なる。作成した標本は，室温に放置するよりも，  

37℃の恒温器に数日間入れておき，G－バンド処理した方が良い結果が得られる。また，風乾法  

と火炎法（引火乾燥法）で作成した標本は乾燥度が異なり，前者より後者のほうでトリプシン処理  

を長めにする必要がある。なお，過度なトリプシン処理は，染色体の周辺のみを染め，バンドが  

観察されなかったり，染色体を膨潤させてその形態に破壊を生じさせることがあるので注意が必  

要である。  
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5．3．3 C－バンド法（構成性異屑ヘテロクロマチン染色法）   

染色体標本をアルカリ溶液（NaOH又はBa（OH）2）で前処理してから塩類溶液で加温し，ギムザ  

液で染色すると，構成性異質染色質（Constitutiveheterochromatin）が特異的に濃染され，他の染  

色部位はほとんど染まらなくなる。   

Cバンドは，多くの場合，動庶体部位にあることが多く，個々の染色体の同定はこれのみで  

は困難であるため，あらかじめG－バンド法を行い続いてC一バンド法を施したほうがよい。   

ところで，鳥類のC－バンドの場合は，ほ乳類に比較しBa（OH）2の処理時間を短くし（1－3  

分間），さらに処理温度を低くする（40℃）とうまく染色されることが多い。  

〔使用溶液〕   

1）0．2NのHC1   

2）5％のBa（0‡l）2・8H20   

3）2ⅩSSC溶液（0．3MのNaCl，0．03Mのクエン酸ソーダの水溶液）   

4）5％のギムザ液（原液を蒸留水で希釈）  

〔手 順〕   

1）0．2NのHClを室温で1時間浸す。   

2）軽く水洗した後，蒸留水で洗う。   

3〕Ba（OH）2の水溶液に40℃で1－3分間浸す（この処理時間の長さによってC一バンドの現  

われ方が異なってくる）。   

4）水道水，ついで蒸留水で軽く洗う。   

5）2ⅩSSCで60℃1時間処理する。   

6）軽く水道水で洗う。   

7）ギムザ液で5分間染色する。  

〔留意点〕   

ニホンウズラの染色体をCバンド法で染色すると，W染色体は全体が濃染される。また，ウ  

ズラ・ニワトリともZ染色体の長腕末端部が漉〈染まる。   

なお，ウズラの染色体をCバンド法で詳しく検討した結果，このクロマチン部位の染色され  

る大きさに個体差（異形性）があり，遺伝的標識に使用できる可能性がある。   

5．3．4 R－バンド法   

R一バンド法とは，G一分染法と逆の分染パターンを示す方法で，染色体標本をpH6．5のリン  

酸横衡液（87℃）に5分－2時間加温してからギムザ，アクリジンオレンジ（AO）などで染色する  

と現われる。   

この染色方法は，染色体の末端部が良く染るので，この部分が関与する染色体異常の分析に都  

合が良い。以前は，再現性が必ずしも良くなかったが，最近はBrdU（5－BromodeoxyUridine）の  
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前処理に続くAO又はHoechst33258染色を用いることにより，良好な標本が得られるように  

なった。検鏡後ギムザ染色し，永久標本を作成することもできる。   

またR－バンドは，ミスラマイシンヤクロモマイシンA3などの抗生物質と蛍光色素の二重染色  

でも検出される。これらの抗生物質がDNA塩基中のG（グアニン）・C（シトシン）対に特異的  

に結合するためである。   

以下にBrdUAO法を述べる。  

〔使用溶液】  

1）AO液：1／30Mリン酸緩衡液（pH7．0）でAO（アク1）ジンオレンジ）0．5－2．Omg／100mlと  

して使用。   

2）マキルベン緩衝液  

〔手 順〕  

1）培養したリンパ球に固定する6－8時間前に・BrdU（最終濃度100～200〃g／mりを加える0  

また，固定1－1．5時間前にコルセミド溶液（通常の波風 0．05％）を加える。   

2）固定後，自然乾燥又は引火乾燥法により，標本を作成する。   

3）AO液で10－20分間染色する。   

4）流水で充分に洗う。   

5）マキルベン緩衝液で軽く洗い，そのままカバーガラスをかける。   

6）余分な液を吸い取り，必要ならばマニキュア用ラッカーで周囲を封じて検鏡する  

〔留意点〕   

マキルベン緩衝液は，細菌が繁殖しやすいので，1粒の結晶チモールを加えて冷蔵しておくと  

長期の使用に耐える。BrdUの取り込みにより，染色体の長さが変化するので注意する。また，  

ほ乳類のY染色体及び後期複製Ⅹ染色体は，この染色法により，極めてよく識別される。BrdU  

処理時間を変えるとGバンドが観察できる。   

5．3．5 Nrバンド法   

染色体上の仁形成部（NucIeolarorganizingregion）を特異的に染め分ける方法としてN－バンド  

法があり，最近，硝酸銀水溶液による銀染色（Ag－As）法やAg－Ⅰ法が再現性の高い方法として利  

用されている。  

〔使用溶液〕   

1）Ag液：50％w／VAgNO3液   

2）As液：l）を5mlの蒸留水に溶かし，さらにNn40ti（pHIZ－13）を加える。   

3）現像液：酢酸ナトリウムで中和した3ヲ占ホルマリンを加えpH5－6とする。  

〔手 順〕  

1）Ag液をスライド上に滴下し，カバーガラスをかける。  
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2）50－60℃で15分間ほど加温する。  

3）水洗いして乾燥する。  

4）As液を4滴，現像液を4滴（両液とも水冷しておく）滴下し，カバーガラスをかける。  

5）顕微鏡で染色の状況をチェックしながら，仁形成部が茶褐色になったところで反応を止め，   

ギムザ液で染色し，水洗・乾燥する。  

6）常法のアルコールシリーズで脱水後，キシロールに移す。  

7）乾燥乳 封入し，検鏡する。  

5．3．6 T－バンド法  

染色体の末端部（Terminal）を染めるのにT－バンド法がある。  

（使用溶液〕  

1）1／10Mリン酸緩衡液（pH7．0）。   

2）AO液：1／30Mリン懐緩衝液（pH7．0）で1mg／100mJに希釈。  

〔手 頓〕  

1）【使用溶液〕のユ）の3mJに蒸留水94mJを加え，87℃に加温し，使用直前にギムザ原液3  

mJを加え，100mJとする。この溶液中にスライドを5～30分間浸して，染色する。   

2）水洗後に検鏡する。又は，アルコールで脱色後にAO液で蛍光染色して検接する（AO蛍光  

染色の方がギムザ染色よりコントラストが強くなる）。   

5．3．7 SCE（SisterChromatidExchange．姉妹染色分体交換）法   

SCE法は，姉妹染色分体を染め分ける方法である。これは，細胞の増殖期にBrdUを加えると．  

DNA複製の過程で前駆物質として取り込まれるので，各染色体を構成する染色分体のうちBrdU  

を取り込んだ側と取り込まなかった側を染め分けることを利用するものである。   

このため，変異牒の作用で染色分体が切れで相互に入れ替わって再結合しても，その瓢位を染  

め分けによって識別することができる。この現象を姉妹染色分体交換（Sister chromatid  

exてhan併，略してSCE）といい，この頻度を指凛として放射線，化学物質，ウイルス感染等の環  

境変異原の影響を明確にすることができる。近年，ほ乳類だけでなく鳥類の胚細胞にも用いられ  

るようになってきている。   

姉妹染色分体の染め分けの原理は，次のとおりである。BrdUの存在下で2回分裂すると，1  

本の染色体を構成する2本の染色分体のうち，】本は8rdUを含まないDⅣA単鎖（親由来）が残  

り，残り3本の染色分体はBrdUを含むDNA鎖となる。そこで，このDNA鎖中のBrdU含量の  

差を利用して分染する。すなわち，両方の鎖ともBrdUを取り込んだ方がギムザ染色で淡く，片  

方の鎖だけの場合は，普通に濃く染まる。これは，細胞分裂を2回させることが大切であり，  

BrdU添加のタイミングが重要となる。  
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〔使用溶液〕  

1）ヘキスト（H。。。hst）33258：蒸留水で1mg仙癒とし，褐色瓶に入れ，冷暗で保存する。   

2）マクレバン緩衝液（pH8．2）   

3）2XSSC溶液   

4）BrdU溶液：蒸留水で1mg／mJとし，メンプランフィルターで滅菌後，褐色瓶に入れ，冷  

暗所で保存する。  

〔手 順〕  

1）培地25mlにBrdU溶液（1mg／m］）を50FLl加え，2FEg／mlの培地を作成し，培養を開始  

する。   

2）34時間後，10／∠〟mJのコルミセド液10〃〃mJを50〃J添力【1し．畢く振って，2時間培養を  

続ける。   

3）染色体標本を作成し，ヘキスト33258（1mg／mJ液を蒸留水で20倍に希釈）で15分間染色  

後水洗いする。   

4）マクレバン緩衝液（pH8．2）にスライドを浸し，乾かぬうちにカバーグラスで覆い，余分な  

水分を除いたあと，マニキュア用ラッカーで封ずる。   

5）60℃に加温したホットプレート（パラフィン伸展器でも可）上に載せ，5emの距離からブ  

ラックライト4本で5～10分間照射する。   

6）カバーグラスを除き，水洗後2．5％ギムザ液で10－20分間染色し，水洗，検鏡を行う。  

〔留意点）   

蛍光燈の紫外線は，SCEの要因となるので培養瓶に光が当たらないように，J司りをアルミ箔で  

覆う。また，培養操作中は蛍光燈を消す。ギムザ染色よりAO蛍光染色の方が強いコントラスト  

を与える。   

5．3．8 FPG（FIuorescencePIu＄Giemsa）法   

BrdU（最終浅膚50－100mg／mi）を加えた培養液中で一定期間インキエペー卜すると，各染色  

体上でその時間内でDNAの複製を行っていた区間のみがチミジンの代替としてBrdUを取り込  

む。そこで，AOやヘキスト33258で染色すると，BrdUを含む部分は蛍光が著しく弱く，また含  

まない部分は強く発光する。   

日光又は紫外線を当てた後，2XSSC中でインキエペートし，ギムザ液で染色する。この分染  

法は，BrdU中での培養時間がバンドの形成に重要となる。例えば，Rバンドを分析する場合は，  

標本作成の7時間前にBrdU（300〃g仙）を添加するとよい。   

以下にPerryとWolff（1974：NewGiemsamethodforthediffcrentialstainingofsisterchro  

matids．Nature，251，156－158）の方法を述べる。  
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〔使用溶液〕  

1）ヘキスト33258：脱イオン水で0．5〃g／mJとする。   

2）2XSSCを希釈する。   

3）3％ギムザ液：リン酸綾衡液でpH6．8とする。  

一手 順）  

1）ヘキスト33258液で12分間染色する。   

2）水洗後カバーガラスをかけZ4時間放置する。   

3）カバーガラスを外し，60℃に加温した2XSSCに2時間浸す。   

4）水洗後，3ヲ占ギムザ液で30分間染色する。   

5．3．9 高精度分染法（HighresoIutionbandingtechnique）   

最近の新しい手法として，高精度分染酎Highresolutjombandingtecbnjque．略してHRB法）  

が開発されている。いままでのG－バンド法は，比較的短縮の進んだ分裂中期の分析であるが，  

この方法は，まだ短縮の進んでいない分裂前期の染色体をG一バンド法で分染するもので，はる  

かに多くのバンドを識別することができ，従来の方法では同定不可能な微細なバンドの比較が可  

能となった。   

従来は，染色体の収縮度に応じて，細胞分裂前期，前中期などと分類していた。しかし，高精  

度分染法では，半数の染色体（例えば，ヒトの場合は22本の常染色体とⅩ又はYの性染色体）に認  

められるバンドの数の合引で表わす（300バンド期とか600バンド期と表現される）。   

高精度分染法には，アメソプテリン同調培養法，BrdU同調培養法，臭化エチジウム法などが  

ある。   

以‾Fに臭化エチジウム法について述べる。  

〔使用溶液〕   

1）臭化エナジウム（E8ニE仁hidjum王‡romjde）   

2）4％ギムザ液  

〔手 順）  

1）ptiAを添加してリンパ球を70時間培養し，10〃g／叫の臭化エチジウムと0・05〃g／mJの  

コルセミド溶液を数滴添加する。   

2）さらに，2時間培養した後，通常の方法で染色体標本を作る。   

3）ギムザ液で5分間染色する（軽くトリプシン前処理した後に染色したほうがよい）。  

（留意点）   

臭化エチジウムによる高精度分染法は，同調培養を必要としないので簡単である。EB処理に  

よりG2からM期にかけての染色体の凝縮が抑制されるので，前期，前中期の細胞の割合が相対  

的に増加する。この期間では染色体自体が長いので互いに重なることが多く，いかにうまく染色  
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体を広げるかが極めて重要である。例えば，Yunnisの場合は，スライドを30度傾け，ピペット  

の高さを75～90cmにして，スライドの長軸に対して直角になるように水平を保ちながら，3滴  

滴下している。また，スライドを冷エタノールで予め冷やしておいたり，高温多湿の中でスライ  

ドを乾燥させることがいいという報告もある。   

なお，EBは発ガン物質であり，取り扱いに注意が必要である。   

5．3．10 二重染色法（Doublestainingtechnique）   

最近，特に進展した技術として，DNAと結合する色素の塩基対と特異的に結合する性質を利  

用した二重染色法がある。   

キナクリンマスタード，ヘキスト33258，DAPlなどの蛍光色素あるいは蛍光性はないが  

DNA塩基対の特異性のある色素や抗生物質（A・T対特異性をもつジスタマイシンA，メチルグ  

リーン，ネトロプシン，クレジルバイオレット，またG・C特異性をもつアクチノマイシンD）を  

併用することにより，染色体上のバンドをより強く染色させることができる。   

5．3．11G－からCTJくンドヘの連続染色法（SerialG－andC－bandstainingtechnique）   

C－バンド法による相同染色体の同定は，困難である。そこで，初めにG－バンドを染色し，そ  

の後にCバンドで染色した方が確実に同定できる。すなわち，スライドをG－バンド法で処理し，  

良好な核板について写真を撮り記録しておく。その後，50％酢酸にスライドを数秒問浸し，水洗  

後にC－バンド法を施すことによって，相同染色体の同定と異質染色質を連続的に観察できる。   

5．4 性染色体の同定   

一般的によく知られている家きん類は，その性染色体の形態がよく知られているので，常染色  

体と性染色体の区別ができる。しかし，例えば，動物園からの鳥類の性鑑別の依頼などで初めて  

核型分析を行う種では，どれが性染色体であるか迷うことがある。   

現在，鳥類の核型は500”550種余りが知られているが，もし雌雄の判明していない場合は，  

以下のように行うとよい。   

これまでの鳥類の染色体の研究より，Z性染色体は大型（2－6番目の大きさ）であり，またW  

性染色体はそれより小型（6～10番目の大きさ）であることが知られている。そこで，先ず染色体  

がヘテロ型かホモ型かを検討する。性染色体がホモ（ZZ）の構成では，すべての染色体が対応し  

てしまうが，ヘテロ（ZW）であれば♀であろうと推察できる。次に，これを確認するためには前  

述のC一バンド法でのW染色体の同定を行うこととなる。ただし，種によっては，必ずしも染色  

体が大型と′」、型に明りょうに分けられないこと，またZとWの性染色体に形態の差がないもの（ダ  

チョウ，レア，ヒクイドリ，エミュー）があったり，Cバンド法を用いてもW性染色体がヘテロ  

クロマチンの形態を示さないもの（キーウイ）があったりするので注意が必要である。  
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おわりに   

染色体の分染法は，染色体の構造異常の検出に有効な手法である。しかしながら，現段階では  

最も解像力の高いと思われる高精度分染法を用いても，小部位の欠失や転座，重複，逆位などは，  

検出不可能なことが多いと予想される。   

したがって，染色体検査をしてその核型に異常が認められなかった場合でも，“核型は正常で  

ある”と表現するより，“核型に輿常が検出されない’’と表した方がよいとされている。   

現在，染色体分析におけるコンピュータの利用が急激に進み，染色体の長さの計札大きさ順  

の並び換え，各染色体ごとの形態的特徴，グラフィック表示などを短時間で処理できるようになっ  

てきている。   

このように，家きん類の遺伝学的モニタリングの手法の一つとして，染色体の異形性の分析は  

有効であると考えられる。またこのような染色体の分析は，今後ますます重要になっていくと思  

われるが，そのためには新しい分染技術の開発及び得られた情報の遺伝学的解析が更に必要と  

なってくる。  
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国立公害研究所特別研究成果報告   
第1号 陸水域の富栄養化に関する総合研究－一霞ヶ浦を対象域として【一昭和51年虔．（1977）   
第2号 陸上植物による大気汚染環境の評価と改善に関する基礎的研究－一昭柑51／52年反研究  

報告．（1978）   

（改称）  

国立公害研究所研究報告  
緊第3号 A comparative study of adults andiMature StageS Of niTLeJapanese species of  

the genus Chironomus（Diptera．Chironomidae）．（1978）  
（日本産ユスリカ科 Chiromo硯uS属g種の成虫、サナギ，幼虫の形態の比較）   

第4号 スモッグチャンパーによる炭化水素一要素酸化物系光化学反応の研究－一昭和52年庭中  
問報告．く1978）   

第5号 芳香族炭化水素一望索酸化物系の光酸化反応機構と光酸化二次生成物の培養細胞に及ぼ  
す影響に関する研究－一昭和51．52年虔研究報告．（1978〉   

第6号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（Ⅲ）－一環ヶ浦を中心として－一昭和53年庶．  
（1979）  

渠第7号 A morphoIQgicalstudy of adultミandimれature StageS Of2¢Japamese spe亡ies o†  
lhe family Chirono爪idae（Diptera）．（1g7g）  
（日本産ユスリカ科20種の成虫，サナギ，幼虫の形態学的研究）  

※第8号 大気汚染物質の単一および複合汚染の生体に対する影響に関する実験的研究－一昭和52  
53年度研究報告．（1g79）   

第9号 スモッグチャンバーによる炭化水素一窒素酸化物系光化学反応の研究－一昭柑53年庭中  
問報告．（197g）   

第1Q号 陸上植物による大気汚染周境の評価と故老に関する基性的研究－一昭抑5L－58年匿特  
別研究報告．（1g79〉  

無策11号 Studies on tbe eff¢CtS Of air pollutants on plants and nechanisns of pbyto－  
toxicity，（1980）  
（大気汚染物質の植物影響およぴその植物毒性の機構に関する研究）   

第12号 Multielement analy5is studie＄by flane andinductively coupled plas¶a SpeCtrO－  
seopy utilizing co岬uter－CO爪trOlledinstru厄entation．（1g80）  
（コンピュータ制御装置を利用したフレームおよび誘導結合プラズマ分光法による多元  
素同時分析）   

第13号 Studies oれ仁hirono℡idれidges o†tbe Tana RiYel．（1980）  
Partl．The distribution of chironoIlid speciesin a tributaryin relatiorL tO  

the degree of po11ution Titll＄e▼age Tater．  
Part 2．Descriptio爪Of20species of Chironotロina¢reCOVered fr…a tributary．  
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スリカの研究  
▼一第1租 その一支流に見出されたユスリカ各種の分布と下水による汚染度との関係  
－一第2和 その一文流lこ見出された Cbironoliれae重科の20種について）   

第14号 有機廃棄物．合成有機化含物，東金属等の土壌生態系に及ぼす影響と浄化に関する研究  
－一昭和53，54年皮特別研究報告，（1980）  

※第15号 大気汚染物質の単一および接合汚染の生体に対する影響に関する実験的研究一一昭抑54  
年度特別研究報告．（1g80）   

第16号 計利幸レーザーレーダーによる大気汚染遠隔計削．（1g80）  
※第17号 流体の運動および輸送過程に及ぼす浮力効果－一億海地域の気象特性と大気拡散現象の  

研究－一昭和53，54年皮特別研究報告．（1980）   
葦18号 PTepaation・analysisandcertificationof PEPP錯BUSh standardreference  

而aterlal．（1980）  

（環境標準試料「リョウブ」の調整，分析および保証債）  
洪第19号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（Ⅲ）－⊥隈ヶ洒（西浦）の潮流－一昭柏53，54年度，  

（1g81）  

冤罪ZO号 隆7k牧の富栄養化に関する組合研究（Ⅳ）－－霞ヶ浦流域の地形，気象水文特性およぴそ  
の潮水環境に及ぼす影響一一昭和53，54年庶．（1g81）   

第21号 陸7K域の富栄養化に関する総合研究（Ⅴ〉－一環ヶ涌流入河川の流出負荷望変化とその評  
価一一昭和53．54年虔．（1g81）   

第22号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（Ⅵ）－一霞ヶ浦の生態系の構造と生物現存曳十一昭  
和53，〝54年度．（1981）   

第23号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（Ⅶトニ湖沼の富栄養化状態指標に関する基礎的研  
究－∽昭和5S．51年皮．（1981）   

第24号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（Ⅷ）一一富栄養化が湖利用に及ぼす影響の定員化に  
関する研究－一昭和53，54年度．（1981）   

第25号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（Ⅸ）－－Microcyctis（藍藻類）の増殖特性－一昭和  
53，54年度．（1981）   



第祁号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（Ⅹ〉－一貫類培養試験法によるAGPの測定－一昭和  
53，54年度．（1981〉   

第27号 陸水域の富栄養化に関する総合研究（氾）－一研究絵描一一昭和53．54年皮．（1981）   
第28号 複合大気汚染の植物影響に関する研究一一昭柏5j，55年皮特別研究報告．（ユ981〉  
歎第2g号 Studies on chirononid midges of the TaⅥa River．（1g81）  

Part 3．Species olthe subfanily Orthocladiinae recorded at the suTmer SurVey  
8れdlムeir distribut50れjn re】8とjoJ】tOりIe pOlユutioれ ▼‖h5eWage Y8te∫S．  

Part4．Chironomidae recoTded at a甘inter survey．  
（多摩川に発生するユスリカ頬の研究  
－一男3報 夏期の調査で見出きれたエリユスリカ重科Orthoc】8djj乃ae各種の記載と．  

その分布の下水汚染度との関係について  
－一第4報 南浅川の冬期の調査で見出された各種の分布と記載）  

嘉第30号 海域における富栄養化と赤潮の発生機構に関する基礎的研究－一昭粗目，55年度特別  
研究報告．（1g82）  

※第31号 大気汚染物質の単一および複合汚染の生体に対する影響に関する実験的研究－一昭柏55  
年皮特別研究報告．り981〉   

第32号 スモッグチャンパーによる炭化水素一望乗酸化物系光化学反応の研究一一環境大気中に  
おける光化学二次汚染物質生成機構の研究（フィールド研究1）一一昭和51年皮特別  
研究中聞報告，（1982）   

第33号 臨海地域の気象特性と大気拡散現象の研究－一大気運動と大気拡散過程のシミュレーシ  
ョンー一昭和55年皮特別研究報告．（1g82）  

※第34号 環境汚染の遠隔計測・評価手法の開発に関する研究一一昭和∬年度特別研究報告．（1982）   
第35号 環境面よりみた地域交通体系の評価に関する総会解析研究．（1982）  
業第す6号 環境試料による汚染の長期モニタリング手法に関する研究一一昭和55．S6年皮特別研  

究報告．（19る2）  

衣第87号 環境施策のシステム分析支援技術の開発に関する研究．（1g82）   
第38号 Preparation．ユnalysis and certirication of POⅣD SED川EⅣT certified reference  

qaterial．（1982）  
（環境標準試料「池底質」の調整．分析及び保証値）  

衣第き9号 環境汚染の遠隔計測・評価手法の開発に関する研究一一昭和朗年度特別研究報告．（1982）   
第40号 大気汚染物質の単→及び複合汚染の生体に対する影響に関する実験的研究一一昭和56年  

皮特別研究報告．（1g83）  
炎第41号 土壌環境の計測と評価に関する統計学的研究．（1983）  
東軍42号 底泥の物性及び流速特性に関する実験的研究．（1983）  
束第13号 Studies on（血irononid≠idges of the Ta机River．（1g83）  

P丘r15．血observaとi（）れOn tわe disとribuとio爪Of Cわiro爪0ロi爪ae8lo叩tわe訂ai爪  
StreaminJuれe Yith deseription of15ne▼SpeCies．  

Part 6．De6Cription of印eCies of tbeミUbfaロily Orthocladiinae reeovered frotl  

tわel柑in strea血irltheJu口eざUrVey．  
Part 7．Additionalspe¢ies⊂011ectedin¶inter fro一山 the吼ain streaⅦ．  
（多摩川に発生するユスリカ頬の研究  
一一弟5雑 木流に発生するユスリカ顆の分布に関する6月の調査成績とユスリカ重科  

に属する15新種等の記録  
一～第6報 多摩本流より6月に採集されたエリユスリカ亜科の各種について  
一一第7報 多摩本流より3月に採柴されたユスリカ科の各種について〉   

第44号 スモッグチャンバーによる炭化水菜一望素酸化物系光化学反応の研究一一環境大気中に  
おける光化学二次汚染物質生成微積の研究（フィールド研究2）一一昭和51年皮特別  
研究中聞報告．（1983）   

第45号 有捜廃棄物，合成有機化合物，重金属等の土壌生態系に及ぼす影響と浄化に関する研究  
－一昭柑53～55年度特別研究総合報告．（1983）  

兼第46号 有機廃棄物，合成有機化合物，重金属等の土壌生態系に及ぼす影響と浄化に関する研究  
－一昭和54，55年度特別研究報告等1分冊．（lg83）  

京第47号 有械廃棄軌 合成有機化合軌 東金屈等の土壌生僅系に及ぼす影響と浄化に関する研究  
－一昭和54，55年度特別研究報告罪2分冊．（1983）  

※第18号 水質観測点の適正配置に関するシステム解析．（1g椚）   
第49雪 原境汚染の遠隔計測・評価手法の開発に関する研究－一昭和57年度：弔別研究報告（1g8り  
緊第50号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅰ）－一霞ヶ浦の流入負荷真の算定と評価一、  

昭和55～57年鑑特別研究報告．（19る4）  
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※第51号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究川）一一霞ヶ浦の物質循環とそれを支配する因  
子－一昭和55－57年皮特別研究報告．（1984）  

※第52号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅲ）一一環ヶ浦高浜人における隔離水界を利用  
した富栄養化防止手法の研究－一昭和55－57年度特別研究報告．（1984）   

第58号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅳ）一一霞ヶ浦の魚項及び甲かく頬現存見の季  
節変化と富栄養化－一昭粗55－57年皮特別研究報告（198A）  

※第54号 陸水域の富栄養化防止に関する組合研究（Ⅴ卜一環ヶ浦の富栄養化現象のモデル化一  
昭和55－57年虔特別研究報告．（1984）   

第55号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅵ）－エ富栄養化防止対帯－一昭和55～57年度  
特別研究報告．（1g84〉   

第56号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅶ）一一親ノ湖における富栄養化とその防止対  
策－，昭和55～57年虔特別研究報告．（1984）  

災第57号 陸水域の富栄養化防止に関する総合研究（Ⅶ）－一総括報告－一昭知55～57年皮特別研  
究報告．（1981）   

第58号 環境試料による汚染の長期的モニタリング手法に関する研究－一昭和55～57年庶特別  
研究総合報告．（1984）   

第5g号 炭化水素一望素酸化物一硫黄酸化物系光化学反応の研究一一光化学スモッグチャンパー  
によるオゾン生成機構の研究一一大気中における有線化合物の光針ヒ反応機構の研究  
－一昭和55－57年度特別研究報告（第1分冊）．（1984）   

第60号 炭化水素一望素酸化物一統黄酸化物系光化学反応の研究－一光化学エアロゾル生成機偶の  
嘲究－一昭和55－57年皮特別研究報告（第2分冊）．（1g84）   

第81号 炭化水素一窒素酎ヒ物一硫黄酸化物系光化学反応の研究－一環増大気中における光化学二  
次汚染物質生成機構の研究（フィールド研究1）－一昭和55～57年度特別研究報告（第  
3分冊）．（1984）   

第62号 有書汚染物質による水界生態系のかく乱と回復過程に関する研究－一昭和56－58年度  
特別研究中間報告．（1g84）  

※第椚号 海域における富栄養化と赤潮の発生機様に関する基礎的研究－一昭和56年皮特別研究  
報告．（1g84）  

※第64号 複合大気汚染の植物影響に関する研究一一昭印封－56年旺特別研究総合報告．く1的l）  
※第∬号 Studie50n erfeets of air pollutant niHure50れplants－－Partl．（198り  

（複合大気汚染の植物に及ぼす影響－一帯1分冊）  
※第66号 Studies on effects of air polluta几tⅦi爪UreS On plants一－Part2．（1g84）  

（複合大気汚染の植物に及ぼす影響－一策2分冊）  
※第67号 環境中の有事物質による人の傾牲影響に関する基礎的研究－一昭和54－56年度特別研  

究縁台報告．（1g81）  
※第68号 汚泥の土壌還元とその環境影軌こ関する研究－一昭和56－57年庶特別研究報告．（1984）  
散策8帽 中禅寺湖の富栄養化現象に関する基礎的研究．（1981）  
※第10号 Studies on chironolid DidgesiJtlakes of the NikkoⅣationalPark．（1984）  

PartI．Ecologiealstudies o几Chirononidsinlakes of theⅣikko NationalP祈k．  
Part Ⅱ．TaxonohicalarldlOrphologicalstudies on the chironolnid species  

eoll¢Cted froコ1akesiれtheⅣikko鵬tionalPark．  
く日光国立公園の湖沼のユスリカに関する研究∴  
－一帯1部日光国立公園の湖のユスリカの生態学的研究  
－一策2部日光国立公園の湖沼に生息するユスリカ顆の分環学的，生態学的研究）  

煮第71号リモートセンシングによる残雪及び雪田植生の分布解析．（1g84）   
第72号 炭化水素一窒素酸化物一硫黄酸化物系光化学反応の研究－一環填大気中における光化学二  

次汚染物質生成機楕の研究（フィールド研究2）－一昭和55－57年皮特別研究報告（第4  
分間）．（1985）  

※第73号 炭化水素一重束酸化物一硫黄酸化物系光化学反応の研究－一昭相55～S7年匿特別研究総合  
報告．（1985）  

※第74号 都市域及びその周辺の自然環動こ係る環境指楼の開発に関する研究一 環境指接－その考え  
方と作成方法一昭紬59年皮特別研究報告．（1g84）   

第75号 Limnologicaland enYironnental．studies of elenentsin the sediment ot Lake  
BiYa．（1985）  
（琵琶湖底泥中の元素に関する陸水学及び環境化学的研究）   

第76号 A study on the behavior of dOnOtCrPenSin the atmosphere．（1985）  
（大気中モノテルペンの挙動に関する研究）   

第7T号 環境汚染の遠隔計酢評価手法の開発に関する研究一一昭和58年度特別研究報告．（1985）   
第78号 生活環境保全に果たす生活者の役割の解明．（1985）   
第79号 Studies on the nethod forlong tern erLVironlnerLtalmorLitoring，Research report  

in1980－1982．（1985）  
順境試料による汚染の長期的モニタリンク手法に関する研究）  

※第80号 海域における赤潮発生のモデル化に関する研究－一昭和57／58年庶特別研究報告．（1gさ5）  

－Xi一   



※罪81号 環境彫響評価制度の政策効果に関する研究－一地方公共団体の制度運用を中心として．  
（1985）  

※第82号 植物の大気環境浄イヒ職能に関する研究－一昭和57－58年皮特別研究報告．（1g85）   
第83号 StudieミOn ChironoⅦid midges of somelakesinJapan．（1985）  

（日本の湖沼のユスリカの研究）  
睾第81号 竜金属環境汚染による健康影響評価手法の開発に関する研究一一昭和郎～59年皮特別研  

究総合報告，（1985）   

第85号 Studies on the rate constants of free radicalreactions and related spectro－  
scopic and thermochelnicalparalqeterS．（1985）  
（プリ、ラジカルの反応速度と分光学的及び熱力学的パラメーターに関する研究〉   

第86号 GC／MSスペクトルの検索システムに関する研究．（1g86）   
弟87号 光化学二次汚染物質の分析とその細胞毒性に関する研究－一昭和53～58年庶幾会報告，  

（1988）  

緊第88号 都市域及びその周辺の自然環境等に係る環境指標の開発に関する研究Ⅱ．環境相榛一応用  
例とシステムー一昭和59年皮特別研究報告．（1g86）   

罪89号 Measuring the Yater quality or Lake質asumigaura by LAⅣ8SAT renote sensing，  
（1g86）  

（LANDS ATリモートセyシングによる霞ヶ浦の水質計測）   
第90号 ナショナルトラスト運動にみる自然保護にむけての住民意識と行動一一知床国立公園内  

100平方メートル運動と天神橋市民地主運動への参加者の分析を中心として．（lg86）   
第91号 EcoOmicanalysisofqan’sutilizationofenvironmentalresourcesin′aquatic  

envlrOnmentS and nationalpark regions．（1986）  
（人間による環境資源利用の綬済分析水環境と国立公園地域を対象にして）   

罪g2号 アオコの増殖及び分解に関する研究．（1g86）  
準努g3号 汚泥の土壌還元とその環境影響に関する研究（1〉－－昭和58～S9年皮特別研究総合報告  

第l分冊，（1986）  
※第g4号 汚泥の土壌還元とその環境影響に関する研究川〉－一昭和58－59年皮特別研究総合報告  

弟2分冊．（1g86）  

異第95号 自然馴ヒ横能による水質改善に関する総合研究（l〉－－汚濁負荷の発生と流出・流速一一  
昭和銅一朗年度特別研究報告．（1986）  

※第96号 自然馴ヒ機能による水質改善に関する総合研究川）－一水草帯・河口域・池沼の生態系補遺  
と機能一昭和58～5g年度特別研究報告．（1986）  

耗罪g7号 自然浄化機能による水質改善に関する総合研究（m）一十水路及び土壌による水質の浄化－  
昭和58～59年度特別研究報告．（1g86）   

第9も号 自然浄化械能による水質改善に関する総合研究岬）一一自然削ヒ機能を活用した処理技術  
の開発と応用一一昭和58－59年度特別研究報告．（1g86）   

弟9g号 有害汚染物質による水罪生態系のかく乱と回復過掛こ関する研究－一昭和56－59年度  
特別研究総合報告．（1g8も〉   

第10¢号バックグラウンド地域における環境汚染物質の長期モニタリング手法の研究－一時定汚染  
選択的検出法及び高感度分析技術の開発－一昭和58－60年皮特別研究報告．（1986）   

弟101号複合ガス状大気汚染物質の生体影響に関する実験的研究一一昭和57～60年皮特別研究  
報告．（1g86）   

第102号地球規模大気質変動に関する予備的研究．（1986）   
第103号環境調和型技術としての電気自動華の評価に関する基跨的研究．（ユ987）   
第101号Studies on chiTOnOmid nidgesinlakes o†the Akan NationalPark．（1g87）  

（北海道阿寒国立公園の湖におけるユスリカ相の研究）   
弟105号畑地土壌における水分と諸元素の動態．（1987）  
※第10＄号筑波研究学園都市における景観評価と景観体験に関する研究．（1987）   
第107号遠隔計測による環境動態の評価手法の開発に関する研究－一昭粗銅～GO年匿特別研究報  

告．（1987）  

※第108号椿物の大男環頒汚りと餞能に関する研究一｝昭和印一朝年度特別研究総合報告．（ユ，椚）   
第10g号地域環境評価のための環境情報システムに関する研究．（1987）   
第11帽海域における赤潮発生のモデル化に閲す声研究一一昭和59－60年皮特別研究総合報告▲  

（1g87）   

欝111号Applfcation orよ一ray PhotoeIectron spectroscopy to the study of silicate  
minerals．（1987）  
（ケイ駿塩鉱物研究へのX枝光電子分光法の応用）   

弟112号光化学汚染大気中における有捜エアロゾルに関する研究一有様エアロゾルの生成と挙  
動に関する研究－一昭和58－61年庶特別研究報告．（1g88）   

第113号光化学汚染大気中における有機エアロゾルに関する研究－一昭和58－61年度特別研究総  
合報告．（1988）   

許Ⅲ増水界生虐系に及ぼす有書汚染物質の影響評価に関する研究－一昭和6¢－61年虔特別研究   



報告．（1988）  
第115号複合ガス状大気汚染物質の生体影響に関する実験的研究一一昭和57～61年皮特別研究総  

合報告．（1988）  

第116号自然浄化機能による水質改善に関する総合研究（Vトー汚濁負荷の発生と流出・流速－  
昭和58－61年皮特別研究報告．（1g88）  

第117号自然浄化機能による水質改善に関する総合研究（Ⅵ）－一朝沼の生態系構造と自然浄イヒー  
昭和60－61年虔特別研究報告．（1988）  
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然浄化機能による水質改善に  
和60～61年皮特別研究報告  
然浄化機能による水質改善に関する総合研究（Ⅸ）昭和58－61年度特別総合研究報告．  
9る8）  

udies on the chironotdid Tbidges oflakesin Southren rEokkaido．（1g88）  
（北海道南部の湖におけるユスリカ相の研究）  

第122号揮似ランダム変調CWライダーの開発とフィールド観測への応用．（1g8g）  
第128号′ヾツクダラウンド地域における環境汚染物質の長期モニタリング手法の研究（Ⅲ）一十離島  

及び山岳地における大気汚染成分凛皮とその変動－一昭細58～62年度特別研究報告．  
（198g）  

第124号環境科学研究用に開発したニホンウズラの遺伝学的及び微生物学的特阻（1989〉  

※ 残部なし   



Report of SpecialResearch Project of theⅣationa11nstitLlte for EnvironmentalStudies：  

No．1毒Man activity and aquatic environmentrYith specialreferences to Lake  
Easumigaura－Progress reportinig76．（1gTT）   

〃0． 2事Studjeざ0乃ey8】u∂tion8nd a挿e】jora亡fo爪Or air po‖鳥tion by pJants－Progress  
reportinlg76－1977、（1978）   

Research Report from the NationalInstitute for EnvironmentalStudiesH：  
簸No．3 A comparative study of adults andimature stages of爪ineJapanese species of  

the genus Chironomus（Diptera．Cllirono川idae）．（1978）   
No．4‡S¶Og chamber studies on photo¢he¶icalreaction80r hydrocarbon－nitrogen oxides  

SyStem－Progres5repOrtin19T7．（1g7る）   
Ⅳ0・5‡Studies on thc photooxidation products of the alkylbenヱerLe－nitTOgen OXides  

SyStem．and on their effects on cultured cells－Research reportin1976－1971，  
（1g78）   

No，61舶n activity and aquatic environrnentLYith specialreferences to Lake  
粧asumigauTa－P10即eちS repOTtinl勺7■卜1918．（1979）  

簸恥．7 A morphologica15tudy of adults aれd j即柑tUre5t8geS O∫20Jap8月eざe叩eCjes of  
the family Chironomidae（Diptera〉．（197g）  

※No． 8IStudies on the bio10gicaleffects of single and combirled exposure Qf air  
pollutants－Research r印Ortinlg77－1978，（1979）   

No， 9ISTnOg Chamber studies on photocheznicalreactions of hydrocarborLrrLitrogen oxides  
SyStem－Progress reportin1978．（19T9）   

NQ．LQヰ Studies on evaluatiく〉n and aTnelioTatioT10f aiT pDllution by plants－Progress  
reportin19丁6－1卯8．（j979）  

※No．11Studies on the effects of air pollutants on plants andlneChanisTnS Or  
phytotoxicity．（1980）   

¶0．12 Wultielement analysi5 StUdies by flame andiJlductively coupled plasTna    d p
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SpeCtrOSCOpy utilizing comouter－COntrolledinstrune   
No．13 Studies on chironomid midges of the Tama River．（1980）  
Partl．The distribution of chiro几Omid speciesin a tributaryin relation to  
tLle degree of pollutfon Yith seYage YIater，  
Part 2，Description of 20 species of ChirorlOTninae recovered froln a tributary．   

No．141Studies oTt the effects of organic YaSteS On the soilecosystem－Progress  
repoTlin1978－1979．（1980）  

※No．15‡Studies on the biologicaleffects of single arld coTnbi爪ed exposure of air  
POllutants－Research reportin1979．（＝柑0）   

No．16‡Remote measurenent of air pollution by a¶Ob‖elaser Tadar．（1g8Q）  
済仙．1TII爪fluence of buoyaney on fluid¶0＝ons and transport processes－Meteorological  

Characteristics and atlnOSpheric diffusion phenomenain the coastalreEion－  
Progress 
． 

rial．（1980）  

※No，19ICoTnprehensive studies orL the eutrophicatjon of fresh－Water areaS－Lake current  
Of甘a＄umu∫a、川js＝uraトユ978‾1979・（19飢）  

※No．20＊ ConprehensIVe Studies on the eutrophication of fresh－Yater areaSrGeomorpho－  
logicaland hydrometeoroIogicalcharacteristics of Kasulnigaura YaterShed a  
related to thelake envirorLlnent－1g78－19Tg．（1981）   

No，21‡ColmPrehcnsive studies on the eutrophication of fresh－Yater areaS－Variation  
Of po11utarLtload byinfluent rivers to Lake首asumigauraL1978－1979．（1981）   

No．221CoTnprehensive studies orL the eutrophication of fresh－Yater areaS－Structure of  
eeo5y8te卯8れd∫t丘nd王ng cropsi爪La欠eだasu¶igaura－1g78－1gT9．（1g81）   

Wo，23＋CoⅦpTetLenSive studies oT）the eutrophicatiorL Of fresh－Yater areaSpApplica－  
bility of trophic stateirLdices forlakes－1978－1979．（1981）   

No．241Comprehensive studies ort the eutrophication of fresトvater areas－Qua爪titative  
analysis of eutrophication effect＄oT）main utilization Qflake Yater reSOurCeS  
－1978－1979．（1g81）   

No．25‡Comprehensive studies on the eutrophication of fresh－Yater areaS－GroYth  
characteristies of6Iue－Green Algae．Mycrocystis－1g78－197g．（1981）  

H startin8Yith Report No．3，the series title YaS Cha爪ged．   



No．26‡Compr8hensive studies on the eutrophication of fresh▼Vater areaS，  
Determination of argalgroYth potentialby algalassay procedure－1978rlg7g・  
（1g81）   

No．27■Co叩rehensive studies on the eutrophication of fresh－Vater areaS－Sulnlnary Of  
researches－1978－1979．（1g81）   

No．28‡Studies on effects of air pollutantlnixtures on plants－PTOgreSS repOrtin  
1979－1980．（1g81）  

※No．2g Studies on chironolnid Tnidges of the Tama River．（1g81）  
Part 3．Species of the subfaTnily Orthocladiinae recorded at the sumTner SurVey  
and their distributionin relation to the pollution Yith sevage vaters．  
Part 4．Chironomidae recorded at a Yinter survey，  

※No．30＋ Eutrophication and red tidesin the coastalTnarine eTtVironment L Progress  
reportin197g－1g80，（1g82）  

※No．31‡Studies on the biologicaleffects of single and colnbined exposure of air  
pollutants－Research reportin1980．（1g81）   

No．32＊Smog chaTnber studies orL photochemicalreactiorLS Of hydrocarbon－nitrogen  
oxides system－－Progress reportin197g－Research on the photochelnical  
secondary pollutants formation mechanisTnin the environmentalatmosphere  
（Partl）．（1g82）   

No．33‡Meteorologicalcharacteristics and atlnOSpheric diffusion phenoTnenain the  
coastalregion－Si爪Ulation of atl［OSpheric motions and diffusion proces5eS ‾  
Progress reportin1980．（1g8Z）  

※Ⅷ0．34＊The developrnent arLd evaluatioIlOf remote measurement methods for environmental  
pollution－Research reportin1980．（1982）   

No．351Comprehensive evaluation of environmentalimpacts of road and traffic，（1g82）  
※No．361Studies on the method forlorLg tem enVironlnerLtalmonitoring－Progress report  

in1980－1g81．（1g82）  
※Ⅷ0．37‡Study on supporting technology for syste爪S analysis of envirorLmentalpolicy  

－The EYaluation Labolatory of MarL－Environ爪ent SysteTAS．（1982）   
No．38 Preparation．analysis and certification of POND SEDIMENT certified referenc  

material．（1982）  
※Ⅷ0．391The development and eYaluation of re7AOte meaSurelnent TRethods for environlnerLtal  

POllu＝on‾Research r9pOrtin1981・（1g83〉   
No．4D＊ Studies on the biologlCaleffects of sirLgle and colnbirLed exposure of air  

pollutants－Re＄earCh TepOrtim1981．（1g83）  
※No．411Statisticalstudies on EDethods of tneasureTnent and evaluation of chemical  

condition of so‖－Yith specialreference to heavy Tnetals－．（1983）  
※No．42＊Experimetalstudies on the physicalproperties of爪Ud and the characteristics  

of mud transportation．（19る3）  
※No．43 Studies orL ChiroTlOTnid Tnidge＄Of the Tama River．（1g83）  

Part 5．An observation on the distribution of Chironolninae along thelnain  
streaminJune．Yith description of15 neY SpeCies．  
Part S．Description of species of the subfaTnily Orthcladiinae recovered from  
tlle main streamin theJune survey．  
Part 7．Additionalspecies collectedirt Yinter from the main streaTn．   

No．44＊Smog chaTnber studies on photochemicalreactions of hydrocarbon－nitrogen oxides  
systeln－Progress reportin1979－Research on the photochemicalsecondary  
POllutantsfomationmechanism 

． 

specialresearch project－1g78－1g80．（1983）  
※Ⅷ0．46＊ Studies on the effect of organic YaSteS On the soilecosystem－Research report  

in19T9－1980．Partl．（1g83）  
※No．471Studies on the effect of organic YaSteS On the soilecosysteTn－Research report  

in197g－198D．PaTt 2．（1983）   
No．48＊Study on optimalallocation of water quality monitoring points，（1983）   
Ⅳ0．49＊ The development and evaluation of remote measurement Tnethod for environmental  

pollution－Research reportin1982．（1984）  
繁No．501Co叩rehensive sttJdies on the eutrophication contro10f freshvaters－Estimation  

ofinputloading of Lake Xasu¶igaura－1980－1ga2．（1984）  
※No．51‡Comprehensive studies on tbe eutrophication controlof freshYaterS－The func－  

tion of the ecosysten and significarLCe Of sedinentin nutrient cyclein Lake  
Kasumigaura－1g80－198Z．（1g81）   



簸¶0．52事Co¶pTebeれSiYe Sludies on the eutrophication controlof freshYaterS－Enclosure  
experiTnentS for restoratiorL Of highIy eutrophic shalloY Lake Kasumi8aura－ユ980M  
1982．（1984）   

No．531Comprehensive studies on the eutrophication controlof freshYaterS－Seaso爪al  
Changes of the biol几aSS Of fishes and erustaeiain Lake Xasumigaura－1980－1982．  
（1g84〉  

※No．541Comprehensive studies on the eutrophication controlof freshYatCrS－Modeling  
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