
Ⅰ．はじめに

　鳥類における条件的性比操作は，生活史研究において魅力的な

分野の一つである（西海，１９９９）。ところが，ほとんどの種では，

雛の性は外部形態によって識別できず，研究を進める上での障害

となっていた。そのため，近年では生化学的手法の発達にともな

い，性判別にDNAを用いる多数の方法が報告された（江口，

１９９９；西海，１９９９に総説）。鳥類では雌が異型配偶子（ZW）を

雄が同型配偶子（ZZ）を持つため，この性染色体の違いを調べ

ることで性の判別ができる。なかでも，性染色体上のCHD

（chromo-helicase-DNA-binding）遺伝子の塩基配列の違いを

PCRによって検出するいくつかの手法は，方法が簡便で大量の

サンプル処理が可能であり，また汎用性が高いため，様々な種の

研究に用いられている（江口，１９９９）。しかし，技術的な問題が

完全に解決されているわけではなく，それぞれの種で性判定の信

頼性を高めるためには，いくつかの方法を組み合わせたり，性が

既知のサンプルで信頼性を確認したりする必要がある（西海，

１９９９）。

　アカヒゲ（Eritacus komadori）でも雛の性を外部形態によっ

て判別することは困難である。その一方で，アカヒゲの雛の帰還

数には性差があること，１歳以降の生存率には性差が認められる

ことなどから，巣立ち後一年目の分散・生存率等を評価する上で

は雛の性を判別する必要がある（関，２００２）。また，個体群性比

や，環境条件の変化による条件的性比操作の可能性に関するデー

タは，種の保全をはかる上で重要である（Hayashi et al., ２０００）。

そこで，外部形態により性がわかっているアカヒゲ成鳥について，

血液から抽出したDNAを用いて性判別が可能かどうか検討した。

また，アカヒゲの雛の採血については，文化庁と鹿児島県教育委

員会により非常に厳しく制限されているため，より影響の少ない

サンプルとして排泄物からのDNA抽出と性判別を試みた。

Ⅱ．材料および方法

　アカヒゲからの標本採取は，屋久島と奄美大島の間に位置する

トカラ列島中之島の，クロマツ・スダジイの二次林で行った。

２００２年５月に，営巣が確認されている成鳥の雌雄各１０羽を，カス

ミ網を用いて捕獲し，約２０μl の血液を毛細管を用いて採取した。

血液はGenTLE solution I（Takara）と攪拌して常温保存し，１０

日以内にキット（QIAamp DNA Mini Kit，QIAGEN）を用いて

DNAを抽出した。また，各個体の排泄直後の排泄物から，表面

の尿部分を採取した。鳥類では尿と糞が同時に排泄されるが，表

層の白色部分（尿）にはアカヒゲの腸内粘膜細胞が比較的多く含

まれ，餌由来の他の真核生物の細胞の含有率が低いと考えられる。

採取には滅菌した綿棒を用い，綿棒をそのまま保存バッファー

（１５０mM NaCl，１０mM EDTA）に入れて冷蔵した（Yamauchi 

et al., ２０００）。排泄物からの試料は，採取から１ヶ月以内に，

フェノール・クロロホルム法でDNAを抽出した。

　血液から抽出したDNAは，３組のプライマー（２９４５F ／ cfR ＆

３２２４R Ellegren，１９９６；３００７F ／３１１２R，Ellegren ＆ Fridolfsson，

１９９７；２５５０F ／２７１８R，Fridolfsson ＆ Ellegren，１９９９）を用いて

PCRで増幅し，電気泳動によって性判別を試みた。PCRの条件

はEllegren（１９９６）およびFridolfsson ＆ Ellegren（１９９９）によ

る。泳動には３％アガロースゲルを用いた。その結果，アカヒゲ

の性判別に最も適していると判断された方法を用いて，排泄物か

ら得られたDNAの増幅と泳動を行い，性判別が可能であるかど

うか試験した。

Ⅲ．結　果

　プライマー２９４５F／cfR＆３２２４Rを用いたPCRでは，雌雄ともZ

染色体由来のDNA断片のみが増幅され，雌のW染色体由来の断

片は増幅されなかった。そのため，電気泳動パターンには雌雄と

もに１本のバンドのみがみられ，性の判別はできなかった。プラ

イマー３００７F ／３１１２Rを用いた場合には，Z染色体およびW染色

体由来の長さの異なるDNA断片が増幅されたことにより，電気

泳動では雄で１本，雌で２本のバンドが検出された。これにより，

２０個体すべてで性が正しく判別された（図－１）。プライマー

２５５０F ／２７１８Rでは雄雌ともDNA断片の増幅がみられず，全くバ
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ンドが検出されなかった。

　プライマー３００７F ／３１１２Rを用いて，排泄物から得たDNAで

PCRを行った結果，雄では１０個体中の２個体，雌では１０個体中

の１個体で，DNA断片が増幅され性が正しく判別された。それ以

外の１７個体では，明瞭なバンドが検出されず雌雄の判定はできな

かった。また，雌雄間違って判別された個体はなかった。

Ⅳ．考　察

　アカヒゲでは，プライマー３００７F ／ ３１１２RとFridolfsson ＆

Ellegren（１９９９）の PCR条件を用いることにより性が判別され，

判別結果の信頼性は高いと判断された。今後はこの手法を用いて

雛の性判別を行うことにより，０歳齢での年生存率や分散距離な

どを性別に評価することが可能となる。

　しかし，非侵襲的なDNAサンプリング手法として検討した排

泄物の利用は，通常の抽出・増幅手順では困難であった。これは，

排泄物中に含まれるアカヒゲの腸内粘膜細胞が微量でDNAの収

量が少ないこと，餌由来の他の真核生物のDNAが多く含まれて

いること（Nota＆Takenaka，２０００），排泄物中にはPCRを阻害

する物質が含まれていること（Yamauchi et al., ２０００）などによ

ると考えられる。排泄物サンプルを用いた性判別の信頼性を高め

るには，今後，これらの問題点を軽減する手法を併用する必要が

ある。

　鳥類の生体からDNAを得る場合には，血液の採取が最も一般

的な方法として使われており，他の手法の検討は進んでいない。

これは，鳥類の赤血球には核があるために極微量の血液から十分

なDNAが得られること，採血手法が確立されその影響がそれほ

ど大きくないと確かめられていることによる（Wingfield，１９９９）。

Wingfield（１９９９）では，羽根・卵膜などからのDNA抽出例につ

いても紹介しているが，雛のように成長中の羽根を採集した場合

には出血に注意が必要であることを指摘しており，必ずしも採血

より影響の少ない方法とは言えない。ヒト，霊長類，家畜，実験

動物などを対象とした遺伝的研究では非侵襲的サンプルの利用が

進んでおり（Hashimoto，１９９６），今後は鳥類においても非侵襲

的で信頼性の高いサンプリング手法の検討が必要であると考えら

れた。

　なお，調査にあたって十島村役場および村役場中之島支所，十

島村教育委員会には格別の便宜を図っていただいた。また，川路

則友，山根明弘，山内貴義，小倉豪，三谷奈保の各氏には捕獲と

性判別についてご助力をいただいた。鹿児島県教育委員会および

鮫島正道，井上友里の両氏には捕獲に関して多大なご指導をいた

だいた。ここに厚く御礼申しあげる。この研究の一部は科学研究

費（若手B）課題番号１４７６０１０８によって行われた。
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図－１．プライマー３００Fと３１１２Rにより増幅されたDNA断片
の泳動パターン


