
- 8 -

神畜研研報No.90 2005

豚人工授精の利用技術高度化に関する試験
混合精液により得られた子豚の父子鑑定

仲沢慶紀・青木稔・矢後啓司・岸井誠男
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系統豚の半兄弟どうしについて、父子鑑定が可能かどうか検討するため、大

ヨークシャー種2頭（Ａ、Ｂ）由来の混合精液を用いて、雌豚9頭に人工授精

（ＡＩ）を行い、妊娠51～64日でと畜した。得られた95頭の胎子を用い、ＤＮ

Ａマーカーによる父子鑑定を実施した。

ＤＮＡマーカーとしてマイクロサテライトマーカーを用い、父親間で多型を

示す父子鑑定に使用可能なマーカーを検索したところ、54マーカー中32マーカ

ーに多型が検出された。このうち3マーカーを用いて、胎子の多型と父、母の

多型と比較したところ、胎子95頭すべての父親を特定することができた。
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近年、養豚農家においては、受胎率と産子数の

向上を目的として、数頭分の精液を混合して人工

授精（ＡＩ）に利用する形態が増えてきている。

しかし、混合精液によるＡＩでは、産子から父

親の特定ができないため、後代からの種雄豚の評

価が困難である。

このため、湊らはマイクロサテライトマーカー

を用いて、混合精液で生産された子豚の父親判定

が可能であることを報告した。１）

マイクロサテライトマーカーにより得られる多

型は、血統や個体ごとに異なるが知られている。
２）そこで、当所で飼養する系統豚について、使用

可能なマイクロサテライトマーカーを検索し、混

合精液のＡＩで得られる子豚の父子判定を試みた。

材料及び方法

当所で飼養する系統豚、大ヨークシャー種の成

雄2頭から採取した濃厚部精液を用いて、精子濃

度を測定した後、最終精子濃度が1億/mlになるよ

うにモデナ液で希釈調製した。

混合精液の作成は、供試豚2頭の希釈精液をそ

れぞれ等量ずつ同一容器に静かに注入し混和し、

18℃のインキュベーター内に保存しておき、随時

ＡＩに供した。

同系統の大ヨークシャー種の未経産豚6頭及び

系統造成中のランドレース種の初産豚1頭、未経

産豚2頭の合計9頭にＡＩを行った。混合精液の注

入量は80mlとし、雌豚の自然発情期間中、1日1
回ＡＩを実施した。妊娠51～64日目に雌豚をと畜

して胎子を摘出し、その皮膚及び皮下織をサンプ

ルとした。

胎子の父親鑑定を行うため、父親2頭の精子か

らフェノール法によりＤＮＡを抽出し、54個のマ

イクロサテライトマーカーを用いて、父親につい

て多型解析を実施した。

抽出したＤＮＡを蒸留水で3ng/μlに調製した

ものを8.5μl、蛍光プライマー（F:30ng/μl、R:30
ng/μl）2μl、Ｍｉｘ（10×Buffer1.5μl、2mM d
NTP1.5μl、蒸留水1.425μl、Taq Polymerase0.075
μl）4.5μlを混和し、94℃9分、（94℃30秒－55
℃30秒－72℃30秒）を40サイクル、72℃5分、20
℃5分の条件でＰＣＲを行い、蛍光プライマーで

挟んだマイクロサテライトを含むＤＮＡ領域を増

幅した。

ＰＣＲ産物2.5～10μlに総量180μlとなるよう

に蒸留水を加え、このうち2μlとstandard液（ホ
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ルムアルデヒド2μl、GeneScan500TAMURA0.5μ
l、色素0.5μl）3μlとを混和した後、94℃2分間

でディメンジョンを行い、ＤＮＡ2本鎖を1本にし、

ただちに氷水につけた。このうち3.7μlをアクリ

ルアミドゲル（ＳＱＣ６Ｐ）にアプライし、ＤＮ

Ａシーケンサー（ａｂｉ３７３Ａ）を用いて電気

泳動によるジーンスキャンを実施した。

ジーンスキャンによる電気泳動像について各マ

ーカーごとにジェノタイパーを用いて2頭の父親

の多型を検出し、父親鑑定に使用可能なマーカー

を選択した。

2頭の父親間に明確な多型を認めた12マーカー

を用いて雌豚（母豚）及び胎子（子豚）の多型を

検出し、父子鑑定を実施した。母親については筋

肉組織から、子豚は表皮及び皮下組織からフェノ

ール法によりＤＮＡを抽出した。母親及び子豚の

ＤＮＡについて12個の蛍光プライマーを用いてＰ

ＣＲを行い、シーケンサーでジーンスキャンを実

施し、ジェノタイパーで多型を解析した。

子豚のアリル多型を父親2頭及び母親の多型と

比較し、子豚の父親を特定した。

結果及び考察

表１に用いたマイクロサテライトマーカーと検

出された多型性について示した。雄豚Ａ及びＢに

ついて合計54個のマーカーを無作為に用い、マイ

クロサテライト多型を検出した結果、32マーカー

について多型が検出された。その内訳は、2カ所

に多型が検出されたものが16個、1カ所に検出さ

れたものが16個であった。

同じ系統豚間で同品種かつ比較的血縁関係の近

い父親間であっても、多型を示すマイクロサテラ

イトマーカーを数多くスクリーニングすることが

できた。

これら32マーカーをいくつか組み合わせること

によって親子鑑定が可能になるものと思われた。

表１ 雄豚Ａ、Ｂのマーカー多型状況

No. マーカー 多型の有無

○：2カ所 △：1カ所
×：なしor検出不能

１ Ｓ０２２７ ×
２ ＡＬＯＸ１２ ×
３ ＡＰＯＢ ×
４ ＯＰＮ ○
５ Ｓ０００５Ｎ ○
６ Ｓ００８６ ○
７ Ｓ００９７ △
８ Ｓ３２０ △
９ ２４４３ △
１０ Ｓ０００７ ×
１１ ２４８０ ×
１２ Ｓ００７３ ×
１３ ７４５ ○
１４ ７８１Ｎ ×
１５ １０５７Ｆｅｘ ○
１６ ９７４ ○
１７ １４２ ×
１８ ３４４ ○
１９ ９６３ △
２０ ４８０ ○
２１ ８５９ △
２２ ６０７ ○
２３ ４４６ ×
２４ ４８５Ｎ ○
２５ ９０２ △
２６ １０９２Ｎ ×
２７ １７０８ △
２８ Ｓ０３０１ ×
２９ １６０８ ○
３０ １６６７ ×
３１ ８２７Ｎ △
３２ １５５７Ｎ ×
３３ ２０９３ △
３４ ２１２６ ×
３５ １８４１ ○
３６ １８１６ ×
３７ ７７ △
３８ ６０ ×
３９ ７ ×
４０ ５１１ △
４１ ２３００ △
４２ ２５２５ ○
４３ Ｓ００１９ ○
４４ Ｓ０３８５ ×
４５ ＧＰＩ１ ×
４６ １３３９ ×
４７ １３７８ △
４８ １８０２ △
４９ ４４３Ｎ ○
５０ ＩＧＦ１ △
５１ ９７０ △
５２ ２５９ ○
５３ ３１４ ×
５４ ８５６ ×
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表２には、マイクロサテライトマーカーを用い

て父親、母親及びその子豚のアリルサイズを比較

し、父親を特定した１例を示した。

マーカーＯＰＮの場合、父親Ａのアリルサイズ

は165bp及び169bpであった。父親Ｂのアリルサイ

ズは145bp及び163bpであった。一方、母親１は14
5bpと169bpであった。

同一マーカーについて、父親と母親からその子

はそれぞれ一本ずつ遺伝子を引き継ぐことから、

母親１の子であるNo.１－２についてマーカーＯ

ＰＮで増幅したときは、165bp及び169bpのアリル

サイズを示しており、子No.１－２が示した165bp
のアリルは父親Ａしか有していないことから、こ

れが父親Ａ由来のものであることが分かる。マー

カーＳ０００５及び１８０２を用いたときも同様

に父親Ａ由来のアリルが検出され、結果に矛盾が

ないことから、子No.１－２の父親はＡであると

判定した。

表２ 父子鑑定の１例

165 169 244 248 89 115
145 163 236 250 115 121

145 169 236 248 115 121

1-1 145 169 ? 236 248 ? 89 115 A A
1-2 165 169 A 244 248 A 89 115 A A
1-3 145 169 ? 236 248 ? 89 121 A A
1-4 163 169 B 236 236 B 115 121 ? B
1-5 145 145 B 236 250 B 115 115 ? B
1-6 169 169 A 236 244 A 89 121 A A
1-7 145 145 B 236 250 B 121 121 B B
1-8 145 169 ? 248 248 A 89 115 A A
1-9 163 169 B 236 236 B 115 121 ? B
1-10 145 163 B 236 236 B 121 121 B B
1-11 145 145 B 236 250 B 115 115 ? B
1-12 145 169 ? 236 244 A 89 121 A A
1-13 165 169 A 248 248 A 115 121 ? A
1-14 145 163 B 236 250 B 115 115 ? B

注： ：父親Ａ由来のアリル ：父親Ｂ由来のアリル ：母親１由来のアリル ：由来不明

？ ：父親判定不能

母親１の子

父親判定総
合結果

サンプル

父親Ａ
父親Ｂ
×

母親１

∥

アリルサイズ

父親
判定

父親
判定

父親
判定

マーカー
ＯＰＮ（ＦＡＭ） S0005（ＦＡＭ） 1802（ＴＥＴ）

アリルサイズ アリルサイズ

一方、子No.１－１のアリルサイズはマーカーＯ

ＰＮでは、145bp及び169bpであったが、145bpの
アリルは父親Ｂと母親１が持っており、169bpの
アリルは父親Ａと母親１が持っている。したがっ

て、子No.１－１は父親Ｂ×母親１由来の可能性

と母親１×父親Ａ由来の可能性があり、父親を特

定することができなかった。マーカーＳ０００５

を用いても同様の結果であった。マーカー１８０

２を用いたところ、子No.１－１のアリルサイズ8
9bpは父親Ａしか持っていないサイズであり、父

親Ａ由来のアリルであることが分かり、父親Ａの

子であると判定した。

このようにマーカーＯＰＮ、Ｓ０００５、１８０

２を用いた結果、系統豚間においても、複数の父

－母－子の関係について多型を示したため、父親

Ａ、Ｂの子豚95頭についてすべての父親を特定す

ることができた。

本試験では、父親2頭を判定するのに3マーカー

を要したが、判定に矛盾がないかどうかを確認す

る上で、複数のマーカーを同時に用いることは有

効であると考えられる。
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