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第1章

総合緒言
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はじめに

犬は私たち人間と古くから行動を共にし、共生 してきた。太古の昔、犬の祖先は、人間

の祖先の暮 らす住居の近くを徘徊 し、人間の出した残飯 を食糧 として生活することで、住

居の衛生状態を良好に保つとい う恩恵を人間の祖先に与 えてきた。近年では文明の発展や

ライフスタイルの変化によって、そ うした原始的な関係 は解消 されることとなったが、犬

を生活の伴侶 としている多くの人々は、彼 らからさまざまな恩恵を受けていると感 じてい

るだろう。それは例えば、一緒に散歩することによる健康増進であったり、散歩中に出会

う犬の飼い主とのコミュニケーションであった り、一緒に暮らす家族への話題提供であっ

たりする。ただ し、こうした恩恵は、ともに暮 らしている犬との関係が良好である場合に

のみ得 られるものであ り、飼い主の日常生活に支障をきたすような粗悪な関係である場合

にはこうした恩恵も期待できない。

近年、日本では、飼い主が犬との関係を改善する目的で行動カウンセ リングを受けた り、

しつけ教室に参加 した り、あるいは訓練施設に犬を預けた りすることが増えてきた。この

一因には、生活様式の欧米化に伴い、犬を屋内で飼育す る家庭が増えてきたことがあるだ

ろう。犬を屋内で飼育す る場合、屋外で飼育す る場合に比べ、犬と接する時間が長 く、よ

り緊密な関係が築かれ るからである。また、犬には家庭内のマナーをわきまえさせるため

にいくつかのしつけをする必要が生 じるか らである。そ して、飼い主と良好な関係が築け

るか否かは、しつけの成否 と犬の個性にかかっているといえる。つまり、飼い主が犬との

関係を良好でない と感 じる背景には、しっけが うまく行われていないことや犬の個性が理

解できず誤った接 し方 をしていることが挙げられ る。

個性とは、他の個体 とは違った、その個体に特有の性格を指す。複数の犬を見知ってい

る人なら気づいていると思われるが、われわれ人間のみならず犬においても個性があり、

同じ状況におかれても、個体によって反応は様々である。そ うした犬の個性を正 しく把握

することは、飼い主が犬と良好な関係を築き、犬 との暮 らしから恩恵を享受するために重

要なことであるといえよう。

研究の背景

遺伝子多型と性格傾向の関連研究

人 の精神 医学分 野 では、脳 内神経伝達物質 の動態 が個人 の性 格傾 向 に影響を及ぼす こ

とが明 らかに されつつ あ る。中で もセ ロ トニ ンが損害 回避傾向 に、 ドーパ ミンが新奇探求

傾 向に、 ノルエ ピネ フ リンが報酬依存傾 向にかかわ る とい うCloningerの 提 唱を発端 に、

脳 内モ ノア ミンに関す る研 究が盛 んに行 なわれてい る[Cloninger,C.R.1987]。 こうした
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分 野では塩基配列 の一部 が個体 によって異な る 「遺伝 子多型」を個性のマーカー と して用

いる研究 が進 んでお り、例 えばDRD4遺 伝子多型 と新奇 探求性[Ben jamin,J.et al.1996;

Ebstein,R.P.et al.1996]、 あるいはセ ロ トニ ン トランスポー ター遺伝 子多型 と不安傾

向な どに関連 が あるとい う報告[Lesch,K.P.et al.1996]が 相 次いでい る。 主な遺伝子

多型 と、関連す る表現型 につ いて表1に 示 した。

"氏 か育 ちか"と は
、人の個性 が遺伝的要 因 によ るのか、それ とも生後の環境要 因に

よるのか とい う古 くか らの疑問 である。近年、人 の精神 遺伝学分野で は、この遺伝 要因 と

環境要因 が対 立す る因子 では な く、相互作用 を持 ってい ると考 え られ るよ うにな って きた。

つ ま り、例 えば遺伝的 に不安傾 向の高い親 は、子 にその遺伝子 を伝 える と共 に、自 らが遺

伝子 の影響 を受 けた行動様式 に より、育児行 動 の不安定化 を引 き起 こ し、子が さらに不安

傾 向を持 ちやす い環境 を作 り与えて しま うか も しれない。あるいは遺伝子が行動特性に影

響 を与 える ことで、相対す る個体に負の感 情反応 を惹起 し、自らをよ りス トレスフル な環

境 へ と暴露 させ て しま うことがあるだろ う。モ ノア ミンオキシダーゼ遺伝子多型の特定の

変異 を持つ個体で は生後の環境が厳 しい場合 に精神 疾患への脆弱性が高 くなった とい う、

環境 要因 に対す る感 受性 の差 異に も遺伝 的要 因が深 く関わってい るこ とを示 す報告 も最

近 な され てい る[Caspi,A.et al.2002]。 つ ま り、行動特性 さ らには気質 とい う複雑 な

表現 系を包括的 に理解す るには、まずそ の遺伝 学的背景 を解 明 してい くこ とが重要 である

と思われ る。

これまでの行動特性の研究における課題

人では双生児 ・家族研究などと関連 して行動特性に関連する遺伝子の検索を大規模に

実施す ることが可能であるが、一貫 した結果が得 られていないのが現状である。その理由

として、人では気質評価時の精神状態や社会的要因が研究結果に大きく影響を及ぼしてし

ま うことが考えられよう。他方、齧歯類のような小型実験動物の遺伝子を人為的に操作す

るとい う手法は、特定の遺伝子が特定の行動特性に与える影響を検討するにはきわめて有

効であるが、こうした動物では評価の難 しい個性や気質 といった複雑な表現系に関連する

ような遺伝子情報を得ることは困難である。そのため行動評価および遺伝子解析が可能と

なる適切なモデルの選択が必要とされている。

研 究 の 目的

犬は非常に古 くに家畜化 されたが、われわれ と共存 していく過程で人間の様々な需要に

応えるために、その行動特性や体格を指標 とした育種選抜を受けてきた。ScottとFuller
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が犬種の交雑や戻 し交配といった手法を用いて、様々な行動テス トの成績についての遺伝

率を算出 した[Scott,J.P.et al.1965]結 果、探索行動や逃避行動、遊び、訓練性能な

どにおいて犬種間に大きな差が認められ、それ ら行動特性の高い遺伝性が報告 されている。

また不安傾向なども遺伝する傾向にあることが示されている[Goddard,M.E.et al.1982]。

このように、犬種ごとに特徴的な強い遺伝的支配を受けている犬は、行動特性に関連する

遺伝子研究において、客観的な性格評価を行 うことができる有効な実験モデル となりうる

であろう。 しかしながら、前述 したように、犬の行動特性に関わる遺伝的要因の研究は観

察評価を中心とした記述統計的研究であり、分子生物学的アプローチはまだなされていな

い。そこで本研究の目的として、犬を研究モデル として、遺伝子多型を利用 した分子生物

学的アプローチによって行動特性の遺伝的背景を解き明かすこととした。気質およびその

個体差の生物学的背景の理解は、脳神経科学の基礎的研究の発展に貢献するだけでなく、

人と動物の適正な共存関係 を模索 していく上でも意義が大きいと考えられる。また、本研

究では特に、需要がありなが らも、育成率が驚 くほどに低い、盲導犬育成(一 頭あた り数

百万円とい う多大な投資を要するものの、盲導犬育成の成功率は低 く、現在は米国でも

50%に 満たず我が国では30%前 後 といわれている)に 焦点を絞 り、どのような行動特性

が盲導犬としての合否判定に関与し、その行動特性は遺伝学的背景の解析によって早期に

予測できるかについて検討 した。盲導犬候補個体の行動特性を早期に予測す ることができ

るようになれば、個体の特性に応 じた訓練を実施することが可能 となるだけではなく、盲

導犬 としては適 さないと予測 される個体については早期に一般家庭へ譲渡することで個

体に合わせた飼育環境を提供することが可能 とな り、動物福祉的観点からも本研究の意義

は大きいと考えられよう。

具体的には、第2章 では犬における気質関連遺伝子の候補 として、行動の動機付けに

関わる ドーパ ミンを代謝分解するモノア ミン水酸化酵素(MAO)遺 伝子および、 ドーパ ミ

ンをノルア ドレナ リンへ と生合成する ドーパ ミンβ水酸化酵素(DBH)遺 伝子を選定 し、

それぞれのアミノ酸をコー ドする領域(ORF)の 塩基配列を決定 した。次に、これ ら遺伝

子の塩基配列を複数個体由来のDNAを 用いて比較することによって、個体間での相違、す

なわち遺伝子多型を検索 した。同定された遺伝子多型については、国内の獣医科病院の協

力を得て、5犬 種(ラ ブラ ドール レトリバー、ゴールデンレトリバー、マルチーズ、ミニ

チュアシュナ ウザー、シバイヌ)か ら採材 したDNAを 解析 し、犬種間での遺伝子多型出現

頻度を比較検討 した。第3章 では米国カ リフォルニア盲導犬訓練協会の協力により入手し

た、年間約300頭 もの規模で繁殖 ・育成 され る盲導犬候補個体の遺伝情報 と訓練時におけ

る行動の継時的記録、および最終適性審査の合否結果を調査した。そして、どのような行

動特性が盲導犬の合否判定に関与するのかを精査する目的で、盲導犬訓練士によって訓練
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期間を通 じて毎週記録 された評価コメン トに着 目し、各個体のデータを数値化 して因子分

析および主成分分析を行った。続 く第4章 では第2章 で同定した遺伝子多型が、盲導犬候

補個体の行動特性に及ぼす影響について検討す るために、各遺伝子多型の遺伝子型別に候

補個体をグループ化 し、第3章 にて集計 ・解析を行った行動評価スコアおよび主成分得点

の平均値を算出し比較検討 した。更に、盲導犬適性審査の合否別に各遺伝子多型のア レル

出現頻度を比較 し、それぞれの遺伝子多型が適性審査の結果に関連 しているかについても

検討 した。そして第5章 では、これまで個々に調査 してきた遺伝子多型と行動特性の関係

を、遺伝子多型の相互作用についても調査する目的で重回帰分析を行い、行動特性 との関

連を検討 した。更に遺伝子多型マーカーを用いることで、盲導犬候補個体の最終審査合否

結果が予測可能であるかについても検討 した。
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表1 気質や精神疾患と関係が認められた多型のある遺伝子群
(文 献 は1996～2000年 のMEDLINEデ ー タベ ー ス に て検 索 した)

次ページに続 く

―6―



*;カ ッ コ 内 に 多 型 の 様 式 を示 す 。RFLP;制 限 酵素 切 断 断片 長 多型,VNTR;可 変 長 タンデ ム リピー ト,

Microsatellite;2～4塩 基 のタンデ ム リピー ト,SNP;一 塩 基 多型,SNPa;ア ミノ酸置換 を伴 う一塩基多型
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第2 章

犬における気質関連遺伝子の多型マーカー検索

― 8 ―



緒言

行動特性や性格傾向 は、遺伝的要因 と環境 的要因の相 互作用 に よって形成 され ることが

知 られ てお り、現在 では家族研 究や双生児研究 な どか ら、人では性格 の形成 にお ける遺伝

的 要因の占める割合 は約30～60%と 推 定 され ている[Plomin,R.1990]。 精神医学領域に

お いても、躁鬱病や不安症 の中には高発家系 のものがあるため、糖 尿病 やハ ンチ ン トン舞

踏病 とい った遺伝性 疾患 と同様 に、精神疾 患に も遺伝 的な背景が存在す ることが知 られて

い る。近年の脳神 経科学分野 は、人の精神 状態や性格 を、神 経伝 達物質やその情報 を受け

取 る受容体 といった分子 を基盤 に解析 して きたが、性格 の中で も遺伝 的要因の影響 を強 く

受 ける気質(temperament)に 関 しては、 ドーパ ミン、セ ロ トニン、ノルエ ピネ フ リンと

い った神経伝 達物 質の動態 との 関連 が示唆 され ている[Cloninger,C.R.1987]。 さらに、

分 子 生 物 学 の 発 展 は 、 遺 伝 子 の 大 規 模 な解 析 を可 能 と し、 遺 伝 子 多 型 〔genetic

polymorphism;集 団の中で1%以 上 の多型性 出現頻度 を有す る遺伝子座 を指 し、直列反復

配列にお ける反 復回数の相違や一塩基置換 な どが含まれ る〕と特定精神 疾患の罹患率や薬

物反応 との関連 について様々 な情報 をもた ら した[Brunner,H.G.et al.1993;Lesch,K.P,

et al.1996]。 心理学領 域において も、新奇性追求 と ドーパ ミンD4レ セプ ター(DRD4)

遺伝子多型 との関連[Benjamin,J.et al.1996]を は じめ として様 々な遺伝 子 と性格の関

連 につい ての研 究が始 ま り、これ らの遺伝子変異が どの よ うな機序で性格に影響 を及 ぼ し、

それ が顕在化す るのか 、大変 興味 を引かれ る分野 となっている。

本研究 を始 めるにあた り、遺伝子多型 と精神疾患や気質 との関連 について解析 した文献

を検索 した ところ、人 においては、ドーパ ミンD4レ セプ ター(DRD4) [Catalano,M.et al.

1993; Nothen,M.M.et al.1994;Seeman,P.et al.1994;Cichon,S.et al.1995;Liu,

I.S.et al.1996] 、セ ロ トニ ン トラ ンス ポ ー タ ー [Di Bella,D.et al.1996;Lesch,K.P.

et al.1996;Caspi,A.et al.2003;Ozaki,N.et al.2003] 、セ トロニ ン2Cレ セ プ

タ ー[Gutierrez, B.et al.1996;Ebstein,R.P.et al.1997;Oruc,L.et a1.1997;

Lappalainen,J.et al.1999;Segman,R.H.et al.2000] 、 ドーパ ミン トラ ンス ポ ー タ

ー[Chen
,C.K. et al.2003;Kirley,A.et al.2003] 、 ドー パ ミ ンD2レ セ プ ター

(DRD2)[Duan,J.et al.2003;Tan,E.C.et al.2003] 、モ ノア ミン酸化酵素A(MAOA)

[Brunner,H.G.et al.1993;Sabol,S.Z.et al.1998;Deckert,J.et al.1999;Huang,

Y.Y.et al.2004]、 カ テ コ ー ル-0-メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ[Ben jamin,J.et al.2000;

Egan,M.F.et al.2001; Frisch,A.et al.2001] 、 ドー パ ミン β-水 酸 化 酵 素(DBH)
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[Cubells,J.F.et al.1998;Wood,J.G.et al.2002;Smith,K.M.et al.2003;Healy,

D.G.et al.2004]と いった8種 の遺伝子 を中心に気 質 との関連 が研究 されていた(表1)。

ドーパ ミン神 経 系

なかで も興味 を引かれたのは、動物 に とって根源 的な報酬、食物に対す る動機 付けな ど

にかかわる ことが近年明 らか とな って きた、 ドーパ ミン神経系である。 ドーパ ミン神経 系

には、パーキ ンソン病 の変性部位 であ り運動機 能に関与す る中脳 ―黒質 ―線条体 系、統合

失調症 な どの情動失調 との関連が示唆 されて いる中脳 ―辺縁 ―皮質系、また下垂体ホル モ

ンの分泌 を調節す る隆起 ―下垂体系な どが ある。ドーパ ミンはカテ コラ ミン合成経路で作

られ る最 初 の 神経 伝 達 物質 で あ り、前 駆体 で あ るチ ロシ ンか らチ ロシ ン水 酸化 酵 素

(tyrosine hydroxylase,TH)、 芳香 族 ア ミノ酸 脱 炭 酸酵 素(aromatic L-amino acid

decarboxylase,AADC)に よる修 飾を受けて生合成 され る。 そ して、 ドーパ ミンは ドーパ

ミンβ-水 酸化 酵素(dopamine beta-hydroxylase,DBH)に よってノルア ドレナ リンへ と

転換 され る。 また、 ドーパ ミンはモ ノア ミン酸化 酵素(monoamine oxidase,MAO)お よび

カテコール-0-メ チル トランスフェラーゼ(catechol O-metyltransferase,COMT)に よっ

て代謝分解 され る。

モ ノア ミン 酸 化 酵 素(MAO)

MAOは 神 経 細 胞 の終 末 や 星 状 膠 細 胞 に 存 在 す る ミ トコ ン ドリア の外 膜 に存 在 し、 ドー パ

ミンだ けで な く、 セ ロ トニ ンや ノル ア ドレナ リン を代 謝 分 解 す る[Shih,J.C.1991]。MAO

に はMAOAとMAOBの2種 類 の サ ブ タ イ プ が あ り、そ れ ぞ れ 基 質 と阻害 薬 に特 異 的 に反 応 す

る[Johnston,J.P.1968;Knoll,J.et al.1972]。 人 のMAOA遺 伝 子 お よびMAOB遺 伝 子

は 共 にX染 色 体 に 存在 し、隣 り合 っ て い る こ とが 分 か っ て い る。そ の た め 、元 来 一 つ だ っ

た 遺伝 子 が 進化 の 過程 で2種 類 のサ ブ タ イ プ に分 化 し、異 な る基 質 特 異性 を獲 得 した と考

え られ て い る。 人 で はMAOAは セ ロ トニ ン と ノル ア ドレナ リン に高 い 親 和性 を持 ち、MAOB

は ドー パ ミンに 高 い 親 和性 を持 つ こ とが 明 ら か とな っ て い る。 ま た 、MAOAお よ びMAOBは

と も に 、 そ の代 謝 機 能 に 重 要 な役 割 を果 たす 補 酵 素flavin-adenine dinucleotide(FAD)

が 結 合 す る ア ミ ノ酸 配 列(Ser-Gly-Gly-Cys-Tyr)を 持 っ て い る[Minamiura,N.et al.

1978]。 こ の ア ミノ酸 配列 は 人以 外 に 、牛 お よび ラ ッ トに も存 在 して い る[Johnston,J.P.

1968;Minamiura,N.et al.1978;Bach,A.W.et al.1988;Cases,O.et al.1995]。

近 年 の研 究 か らMAOは い くつ か の行 動 障 害 に 関 与 して い る こ とが明 らか とな っ て きた。

MAOAノ ッ クア ウ トマ ウス は成 長 後 に 異 常 な 攻 撃性 を 示 し[Cases,O.et al.1995]、 人 の

MAOA遺 伝 子 突 然 変 異 家 系 で は衝 動 的 な 攻 撃 性 が認 め られ て い る[Brunner,H.G.et al.
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1993]。MAOA遺 伝子の翻訳開始 コ ドンATGよ り上流 約1400bpに は繰 り返 し配列 があ り[Zhu,

Q.S.et al.1992]、 パニ ック障害の発症 に関連 してい る とい う報告がある[Deckert,J.et

al.1999]。 また、人の血小板 に存在す るMAOBの 酵素活性が衝動的行動傾 向に関連す ると

い う報告 もあ る[Klinteberg,B.et al.1987]。 獣 医学領域で は、MAOBの 選択的阻害薬

で ある1-deprenylの 投 与は、老齢 犬の認知 障害 の改善に役 立ち[Milgram,N.W.et al.

1993]、 空間認知記憶 をも増強す ること[Rueh1,W.W.et al.1995]が 知 られ ている。 こ う

したこ とか ら、MAOは 情動や認 知機能 に重要 な役割 を演 じてい る可能性 が高 く、MAOの 機

能障害 は個体 の行動様式 に大 きな影響を及 ぼす もの と考え られ る。 しか しなが ら、MAOサ

ブ タイ プの主要な基 質や 発現部位 は動物種に よって異な ってい るため[Shih,J.C.1991;

Inoue,H.et al.1999]、 犬 におけ るMAOの 発 現部位 を特定 し、犬特有の発 現パ ターンに

ついて検討す るこ とは重要 である。

ドーパ ミン β-水 酸 化 酵 素(DBH)

DBHは ドーパ ミンか らノルア ドレナ リンを生合成す る酵素であ り、 ノルア ドレナ リン、

お よび ア ドレナ リン神経系 のシナプス小胞 に存在 してい る。DBHは シグナルがシナプスに

到達す る とシナプス小胞 か ら放出 され、シナプ ス間隙か らやがて脳 室液(CSF)中 や血漿

中に も浸 出す る[Weinshilboum,R.M.et al.1975;O'Connor,D.T.et al.1983]。 人の

CSF中 お よび血漿 中のDBH活 性 は遺伝 的要因に大 き く影 響を受 けるよ うであ り、DBH遺 伝

子翻訳開始 コ ドンか ら444番 目のア ミノ酸置 換 を伴わ ない一塩基多型 とCSFや 血漿中の

DBH活 性 に相関が見 られ た とい う報告 は興味深 い[Cubells,J.F.et al.1998]。 また、

この一塩 基多型 とうつ病発症率 に関連 がある との報告 もあ り[Wood,J.G.et al.2002]、

DBH機 能異常が情動反応 に変化 を及ぼす可能性が示唆 され てい る。

こ うした背景 か ら、まず第2章 においては、行動 関連遺伝 子の候補 として ドーパ ミン生

合成経 路に関与す る遺伝 子 としてモ ノア ミン酸化 酵素(漁0)お よび ドーパ ミン β水酸化

酵 素(DBH)に 着 目 し、 これ らを司 る遺伝 子 の ア ミノ酸 を コー ドす る領域 で あ るopen

readingframe(ORF)の 塩基配 列を決 定 し、これ らの遺伝 子におけ る多型部位 を検 索 した。

MAOA遺 伝子ではプ ロモー ター領域 について も多型部位 を検索 した。さらに、Northern Blot

解析 を行 い、脳 内におけ る 漁0遺 伝子 の発現 分布様式 について も検討 した。
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材料と方法

犬のMAOA遺 伝子cDNA全 長 の塩 基配列決 定

Total RNAの 抽 出 とcDNAの 合成

ビーグル犬(東 京大学農学部獣医学専修実習犬)を 高用量の麻酔薬を用いて安楽死 し、

大脳辺縁系扁桃体を含む部位を採材 した。本研究における全ての動物実験については、東

京大学における動物実験実施マニュアルに従い実施 した。Total RNA はTRIZOL(R) reagent

(Gibco BRL,U.S.A.) を用 いて抽出 した。得 られ た 1μgの total RNAを鋳型 としOligod(T)16

(Perkin-Elmer Co.,U.S.A.) とGeneAmp(R) RNA PCR Kit Components(Perkin-Elmer Co.,

U.S.A.) を用 いてmRNAを 選択的に逆転 写 し1本 鎖cDNAを 得た。

cDNA全 長の塩基配列決定

人 [Hsu,Y.P.et al.1988] 、 牛 [Powell,J.F.et al.1989] お よび ラ ッ ト[Kuwahara,T.

et al.1990] のMAOA遺 伝子cDNA塩 基配列間で相同性の高い部位 を元に設計したプライ

マー を用いて 犬cDNAを 鋳型 としたPCRを 行 った。反応液はcDNA溶 液4μl、 dNTP 各 200

μM、10× Ex Tau Buffer 10 μl (Takara,Japan), プ ライ マ ー 各0.2μM、 TaKaRa Ex Taq

(Takara,Japan)2.5unit として、最終液量 が100μlと なるよ う調整 した。反応 はプロ

グラムテ ンプ コン トロール システム PC-701(Astec,Japan) を用いた。使用 したプ ライマ

ーお よびPCR条 件 を以 下に示す。

Forward(F1):5'-GGA CTA TCT GCT GCC AAA CT-3'

Reverse(R1):5'-TGA GGC TCA GAG GTC ACA TT-3'

PCR条 件:94℃1分 、55℃1分 、72℃1分 を30サ イ クル

反応後十分 に冷却 したPCR産 物を フェノールークロロフォル ム処理後 、2%ア ガロースゲ

ル(BMA,U.S.A,)で 電 気 泳 動 し目的 のDNAバ ン ドを切 り出 し、QIAquick gel extraction kit

(Qiagen,U.S.A.) に よって精製 した。得 られ たDNA溶 液をエ タノール沈殿 によって濃縮

し、うち100ngを ダ イ レク トシー クエ ン シ ン グ に 用 い た 。ダ イ レク トシー ク エ ン シ ン グは 、

BigDye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kit(Perkin-Elmer Co.,U.S.A.)
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を 用 い て 、ABI Prism377シ ー ケ ンサ(Perkin-Elmer Co.,U.S.A.)で 行 っ た。 得 られ た塩

基配 列 を解 析 ソフ トウ ェアDNASIS-MAC v3.0を 用 い て牛 、人 お よび ラ ッ トのMAOA遺 伝 子

cDNA塩 基 配 列 と比較 す る と、相 同性 が そ れ ぞ れ88%、85%、80%と 高 い値 で あ っ た ので 、

同塩 基配 列 を犬 のMAOA cDNAの 一 部 で あ る と推 察 した 。

次 に 、ビー グル 犬 大脳 海 馬 部mRNAの 全 塩 基 配 列 をイ ンサ ー トに 持 つ 完 全長cDNAラ イ ブ

ラ リー[Suzuki,Y.et al.1997](東 京 大 学 医 科 学研 究 所 癌 ウイ ル ス研 究 部 ・鈴木 穣 先 生

よ り獣 医 実験 動 物 学 研 究 室 を経 由 して 供 与 い た だ く)を 鋳 型 と したPCRに よ って 犬MAOA

遺 伝 子cDNA塩 基 配 列 に お け る未 読 の5'領 域 お よび3'領 域 を特 異 的 に増 幅 した 。5'領 域 増

幅 の た め に 、 ライ ブ ラ リー ベ ク ターpME18S-FL3(GenBank accession No.:AB009864)の 塩

基 配 列 を も とに したforwardプ ラ イ マ ー(pME-fw)と 犬MAOA cDNA一 部 配 列 を も とに した

reverseプ ラ イ マ ー(RV953)を 用 い てPCRを 行 っ た。ま た 、3'領 域 増 幅 の た め に犬MAOA cDNA

一 部 配 列 を も とに したforwardプ ラ イ マ ー(FW1357)と
、ライ ブ ラ リー ベ ク ターpME18S-FL3

の 塩 基配 列 を も とに したreverseプ ラ イ マー(RV1857)を 用 い てPCRを 行 った。PCR増 幅

に はExtaq polymerase(Takara,Japan)を 用 い た。 使 用 した プ ライ マ ー お よびPCR条 件

を 以 下 に示 す 。

5'領 域: Forward(pME-fw):5'-CTT CTG CTC TAA AAG CTG CG-3'

Reverse(RV953):5'-CGA CAT GTT CAT TCC TCA CG-3'

3'領 域: Forward(FW1357):5'-GTG GTA TGT GAA GCA GTG CG-3'

Reverse(RV1857):5'-ATG TTT CAG GTT CAG GGG GA-3'

PCR条 件:94℃1分 、59℃1分 、72℃1分 を30サ イ クル

得 られたDNA溶 液 をフェノールーク ロロフォル ム処理後エ タノール沈殿 に よ り濃縮 し、

ダイ レク トシー クエンシ ングを行 い、翻訳開始 コ ドンか ら数 えて1番 目か ら1095番 目ま

で の配列 を得た。 さらにORF全 長 の配列 を得 るために、3'領 域 について はシー クエンス

ウォー キングを行い、得 られ た塩基 配列 を既知の配列 につ なぎ合 わせ るこ とで1番 目か ら

1715番 目までの配列 を得 て(図2-1)、 これ を牛(GenBank:X15609)、 人(GenBank:M68840)

お よびマ ウス(GenBank:D00688)のMAOA cDNA配 列 と解析 ソフ トウェアDNASIS-MAC v3.0

を用いて比較 した。
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犬のMAOA遺 伝子のプロモーター領域の塩基配列決定

人 のMAOA遺 伝 子 プ ロモ ー ター領 域 の構 造 に 関 す る報 告[Grimsby,J.et al.1991]を も

とに 、犬MAOA遺 伝 子 プ ロモ ー ター 領 域 をInverse PCR法[小 笠 原,1995]に よ って 特 異 的

に増 幅 した。 鋳 型DNAは 、 犬 の ゲ ノムDNAを 制 限 酵 素Bam H Iに て 切 断 し、T4DNA Ligase

(Promega,U.S.A.)に よ って セル フ ライ ゲー シ ョン した もの と した。反 応 液 は ゲ ノムDNA

1μg、Ligase10x Buffer100μl、T4DNA Ligase10μlと し、 最 終 液 量 が1000μlと な

る よ う調 整 し、16℃ の 恒 温 水槽 で14時 間 反 応 を行 っ た。 得 られ た 反応 液 をQIAquick PCR

purification kitを 用 い て 精製 し、滅 菌 超 純 水20μlに 溶 か し、DNA溶 液 と した 。

次 に、Inverse PCR法 に よる特 異 的 増 幅 産 物 を確 実 に 得 るた め 、1st PCR後 の 増 幅 産 物

を鋳 型 と した2nd PCRを 行 うnested PCR法 を 採 用 した。PCR増 幅 にはExtaq polymerase

(Takara,Japan)を 用 いた 。 使 用 した プ ライ マ ー お よびPCR条 件 を以 下 に 示す 。

1st PCR:Forward(F32):5'-GCC ACA TGT TTG ACG TAG TC-3'

Reverse(R3):5'-CTC GTC TTC TCT CTA CTC GC-3'

2nd PCR:Forward(F41):5'-TTG ACG TAG TCG TGA TAG GA-3'

Reverse(R3)1st PCRと 同 様

PCR条 件:95℃30秒 、57℃1分 、72℃5分 を35サ イ クル

得 られ たPCR産 物 をSuprec-02(Takara,Japan)を 用 いて 精 製 し、pGEM-T Easy Vector

(Promega,U.S.A.)に 組 み 込 み 、JM109competent cell(Takara,Japan)へ 導 入 した。

目的 のPCR産 物 が挿 入 され て い る大腸 菌 を選 択 し、LB-ア ン ピシ リン添 加 液 体 培 地 で培 養

後 、QIAfilter Plasmid Midi Kit(Qiagen,U.S.A.)に よ っ て プ ラ ス ミ ドDNAを 抽 出 し、

シー クエ ンシ ン グ に用 い た。

犬のMAOB遺 伝子cDNA全 長の塩 基配 列決定

Total RNAの 抽 出 とcDNAの 合 成

Total RNAは 、 ビ ー グ ル 犬 の 大 脳 辺 縁 系 扁 桃 体 を 含 む 脳 ブ ロ ッ ク か らTRIZOL(R)reagent

(Gibco BRL,U.S.A.)を 用 い て 抽 出 し た 。 得 ら れ た1μgのtotal RNAを 鋳 型 と しOligo

d(T)16(Perkin-Elmer Co.,U.S.A.)とGeneAmp(R)RNA PCR Kit Components(Perkin-Elmer
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Co.,U.S.A.)を 用 い てmRNAを 選 択 的 に逆転 写 し1本 鎖cDNAを 得 た。

cDNA全 長の塩基配列決定

人(GenBank:M69177)、 お よび ラ ッ ト(GenBank:M23601)のMAOB遺 伝 子cDNA塩 基 配 列

間 で相 同性 の 高 い 部位 を元 に設 計 した プ ライ マ ー を用 い て 犬cDNAを 鋳 型 と したPCRを 行

っ た。PCR増 幅 に はExtaq polymerase(Takara,Japan)を 用 い た。 使 用 した プ ライマ ー

お よびPCR条 件 を以 下 に 示 す 。

Forward(F3):5'-CTC TGG GCA TGA AGA TTC AC-3'

Reverse(R3):5'-TTC ATC CTC TGG AAT CTT CC-3'

PCR条 件:94℃1分 、55℃1分 、72℃30秒 を30サ イ クル

得 られ たDNA溶 液 を ダ イ レク トシ ー クエ ン シ ン グ に用 い た。得 られ た 塩 基 配列 を解 析 ソ

フ トウ ェアDNASIS-MAC v3.0を 用 いて 人 お よび ラ ッ トのMAOB遺 伝 子cDNA塩 基 配 列 と比

較 す る と、相 同性 がそ れ ぞれ92%お よ び85%と 高 い 値 で あ った ので 、 同塩 基配 列 を犬 の

MAOB cDNAの 一 部 で あ る と推 察 した。

次 に 、MAOA遺 伝 子 と同 様 に ビー グル 犬 大脳 海 馬 部mRNAの 全 塩 基 配 列 をイ ンサー トに持

つ 完 全 長cDNAラ イ ブ ラ リー を鋳 型 と したPCRに よ って 犬MAOB遺 伝 子cDNA塩 基 配 列 にお

け る未 読 の5'領 域 お よび3'領 域 を特 異 的 に増 幅 した。PCR増 幅 にはExtaq polymerase

(Takara,Japan)を 用 い た。 使 用 した プ ライ マ ー お よびPCR条 件 を以 下 に示 す。

5'領 域:Forward(pME-fw):5'-CTT CTG CTC TAA AAG CTG CG-3'

Reverse(R635):5'-CGC ACC AGT TCT TCT CTT CG-3'

3'領 域:Forward(F730):5'-AGA GAA GAA CTG GTG CGA GG-3'

Reverse(RV1857):5'-ATG TTT CAG GTT CAG GGG GA-3'

PCR条 件:95℃30秒 、60℃1分 、72℃1分 を30サ イ クル

得 られ たDNA溶 液 を フ ェ ノー ル ーク ロ ロ フォ ル ム処 理 後 エ タ ノー ル 沈 殿 に よ り濃 縮 し、

ダ イ レク トシ ー ク エ ン シ ン グ を行 い 、翻 訳 開 始 コ ドン か ら数 え て1番 目か ら1709番 目 ま

で の 配列 を得 た。 さ らにORF全 長 の配 列 を得 るた め に 、3'領 域 につ い て は シー クエ ン ス

ウォ ー キ ン グを行 い 、得 られ た 塩 基 配 列 を既 知 の配 列 に つ な ぎ合 わせ る こ とで1番 目か ら

2400番 目 ま で の配 列 を得 て(図2-2)、 これ を 人お よ び ラ ッ トのMAOA cDNA配 列 と解 析 ソ

フ トウ ェアDNASIS-MAC v3.0を 用 い て 比較 した 。
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犬のMAOAお よびMAOB遺 伝 子の脳 内にお ける発現分布様 式の解析

Total RNA の抽出

2頭 のビーグル犬(東 京大学農学部獣医学専修実習犬)を 高用量の麻酔薬を用いて安楽

死 し、小脳、視床下部、海馬、扁桃体、前頭前野、側頭野、脳幹、線条体、および嗅球を

採材 した。 それぞれ の組織 よ りTRIZOL(R) reagent(Gibco BRL,U.S.A.) を用いて Total RNA

を抽出 し、使用す るまで-80℃ にて保存 した。

Northern Blot 解析のための cRNA probe 作成

cRNA probe はMA0遺 伝子 のサブタイプに特 異的な塩基配列 とす るため、PCRに よって特

異的に増幅 した産物を鋳型 とし、 in vitro transcription によって作成 した。

まず犬cDNAを 鋳型 としてMAOAお よびMAOB遺 伝 子を特異的に増幅 した。対 照実験 と し

て β-actin遺 伝子 を採用 し、同様 に特異的 に増 幅 した。PCR増 幅 には Extaq polymerase

(Takara,Japan) を用 いた。使用 したプライ マーお よびPCR条 件を以下に示す。

MAOA:Forward(F32):5'-GCC ACA TGT TTG ACG TAG TC-3'

Reverse(R1030):5'-CAT CTG GCT TGG TGT CAT CC-3'

MAOB:Forward(F60):5'-ATG AGC GGC AAG TGC GAC-3'

Reverse(R865):5'-CCA GAG TAG GAG GAA TGG CA-3'

PCR条 件:95℃30秒 、60℃30秒 、72℃45秒 を35サ イ クル

β-actin :Forward(F25):5'-GTT GTA GAT AAC GGC TCC GG-3'

Reverse(R984):5'-CTT GAT CTT CAT CCT TGC TG-3'

PCR条 件:95℃30秒 、57℃1分 、72℃1分 を40サ イ クル

得 られたPCR産 物 を Suprec-PCR(Takara,Japan) を用いて精製 し、pGEM-T Easy Vector

(Promega,U.S.A.) に組 み込み、JM109 competent cell(Takara,Japan) へ導入 した。

目的 のPCR産 物が挿入 され てい る大腸 菌 を選択 し、LB-ア ン ピシ リン添加液体培地で培養

後 、 QIAfilter Plasmid Midi Kit(Qiagen,U.S.A.) に よってプラス ミ ドDNAを 抽 出 し、

シー クエ ンシングにて確認 した。得 られたプ ラス ミ ドDNAを 鋳型 として Northern Starter

Kit(Roche Diagnostics KK,Japan) を用いて in vitro transcription に よ り、 DIG-11-UTP

に ラベル され たcRNAを 調整 した。
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Northern Blot 解析

Total RNA 3μgを1%ア ガロースMOPS-ホ ル ムアルデ ヒ ド含 有ゲル に電気泳動 し、ナイ

ロンメ ンブ レン (Biodyne,Poll Biosupport,Japan) に転写 した。ナイ ロンメンブ レンは

80℃ 、30分 間乾燥 させRNAを メンブ レンに固着 させ た。次にメ ンブ レンを以下の溶液 中

に65℃ 、90分 間 浸 す こ と で ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。 Hybridization solution

(diethylpyrocarbonate(DEPC)-treated 水にて調整) :5× standard saline citrate (SSC)、

50% formamide,50mM sodium phosphate  buffer、7% SDS、2% DIG-blocking reagent(Roche

Diagnostics KK,Japan) 、0.1% N-laurylsarcosine 、お よび0.05mg/ml  salmon sperm  DNA。

引き続 き DIG-11-UTP-labeled cRNA probe とのハ イブ リダイゼーシ ョンを65℃ 、16時 間

行 った 。 ハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン後 、ナ イ ロ ン メ ン ブ レン を2×SSC/0.1%SDS溶 液 で

65℃ 、5分 間 、溶 液 を換 え て2回 洗浄 し、 同様 に0.5×SSC/0 .1%SDS溶 液 で65℃ 、20

分 間 、溶 液 を換 えて2回 洗 浄 した。 次 に ナ イ ロ ンメ ンブ レン を anti-DIG alkaline

phosphatase-conjugated antibody(Roche Diagnostics KK,Japan) と30分 間反応 させ 、

CDP-Star(Roche Diagnostics KK,Japan) を用いてDIGの 化学発光 を励起 し、 X-ray film

(Hyperfilm;ECL,Japan) に15分 間暴露す るこ とに よって発 光を可視化 した。

犬のDBH遺 伝子cDNA全 長 の塩 基配列 決定

Total RNA の抽出とcDNAの 合 成

Total RNAは、ビーグル犬の大脳辺縁系扁桃体を含む脳ブロックから TRIZOL(R)reagent

(Gibco BRL,U.S.A.) を用いて抽出 した。得 られ 1μgの total RNA を鋳型とし01igo d(T)

16(Perkin-Elmer Co.,U.S.A.) とGeneAmp(R) RNA PCR Kit Components(Perkin-Elmer Co.,

U.S.A.) を用いてmRNAを 選択的に逆転写 し1本 鎖cDNAを 得 た。

cDNA全 長 の 塩 基 配 列 決 定

人(GenBank:Y00096)、 牛(GenBank:AF118638)、 馬(GenBank:AB029430)、 マ ウ ス

(GenBank:S50200)、 お よび ラ ッ ト(GenBank:L12407)のDBH遺 伝 子cDNA塩 基 配 列 間 で相

同性 の 高 い部 位 を元 に 設 計 した プ ライ マ ー を用 い て 犬cDNAを 鋳 型 と したPCRを 行 った 。

PCR増 幅 に はExtaq polymerase(Takara,Japan)を 用 い た。 使 用 したプ ライ マ ー お よび

PCR条 件 を以 下 に示 す 。
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Forward(F23):5'-TCT TCC TGG TCA TCC TGG TG-3'

Reverse(R1411):5'-AGT TGA CGG ACA TCT CCT CC-3'

PCR条 件:95℃30秒 、60℃1分 、72℃1分 を35サ イ クル

得 られ たDNA溶 液 を ダ イ レク トシー クエ ン シ ン グ に用 い た。得 られ た塩 基 配 列 を解 析 ソ

フ トウェ アDNASIS-MAC v3.0を 用 いて 既 知 のDBH遺 伝 子cDNA塩 基 配列 と比 較す る と、 相

同性 が 高 い値 で あ っ た の で 、 同塩 基 配 列 を 犬 のDBH cDNAの 一 部 で あ る と推 察 した。

次 に 、ORF全 長 の塩 基 配列 を決 定 す る 目的 で 、 効 率 的 な 遺伝 子 特 異 的 配列 の増 幅 が可 能

なRACE法 を 用 い た。5'RACE法 に は 、SMART RACE cDNA Amplification Kit(ク ロ ンテ ッ

ク)を 用 い た。50ngのtotalRNAを 鋳 型 と して、 逆 転 写 に よ り5'末 端 に プ ライ ミング部

位 と して のSMARTオ リ ゴ(5'-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA CGC GGG-3')を 持 つcDNA

を 合 成 した。 次 に 、forward primerに はSMARTオ リ ゴ配 列 由来 のプ ライ マ ー(NUPお よび

NUP2)を 、reverse primerに は 上 記 で得 られ た 犬DBH遺 伝 子cDNA配 列 由来 の プ ライ マー

(R429お よ びR374)を 用 い てnested PCRを 行 った 。PCR増 幅 に はExtaq polymerase(Takara,

Japan)を 用 い た。 使 用 した プ ライ マ ー お よびPCR条 件 を以 下 に示 す。

1st PCR:Forward(NUP):5'-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT-3'

Reverse(R429):5'-TGG CCT CTT GAA GAG TAG AC-3'

PCR条 件:95℃30秒 、58℃1分 、72℃1分 を35サ イ クル

2nd PCR:Forward(NUP2):5'-TGG TAT CAA CGC AGA GTA C-3'

Reverse (R374):5'-TGG TAA TCC TGC TGG GAA TC-3'

PCR条 件:95℃30秒 、60℃1分 、72℃45秒 を35サ イ クル

得 られ たPCR産 物 を フ ェ ノ ー ル ーク ロ ロ フ ォル ム 処 理 後 、1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル(BMA,

U.S.A.)で 電 気 泳 動 し 目的 のDNAバ ン ドを切 り出 し、QIAquick gel extraction kit(Qiagen,

U.S.A.)に よ って 精 製 しダイ レク トシー ク エ ン シ ン グ に 用 い た。

3'RACE法 に は3'-Full RACE Core Set(Takara,Japan)を 用 い た。Adaptor site連 結

オ リゴdTプ ラ イ マ ー を用 いて 、1μgの イ ヌtotalRNAを 逆 転 写 してcDNAを 作 製 した 。逆

転 写 は30℃10分 、50℃15分 、95℃5分 、5℃5分 で行 っ た。 作 製 したcDNAを 鋳 型 と

して 、3sites Adaptor primerと 犬DBH遺 伝 子cDNA配 列 由来 のプ ライ マ ー(F1258お よび

F1357)を 用 い てnested PCRを 行 った。PCR増 幅 に はExtaq polymerase(Takara,Japan)

を 用 いた 。 使 用 した プ ライ マ ーお よびPCR条 件 を 以 下 に示 す 。
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1st PCR:3sites Adaptor primer:5'-CTG ATC TAG AGG TAC CGG ATC C-3'

DBH F1258:5'-GAT GGC CAA GAG ATA GAG ATC G-3'

PCR条 件:95℃30秒 、60℃1分 、72℃45秒 を30サ イ クル

2nd PCR:3sites Adaptor primer:配 列 は 上 記 と同 様

DBH F1357:5'-GAC GTG CTC ATC ACT TCC TG-3'

得 られ たPCR産 物 を 同 様 に フ ェ ノー ル-ク ロ ロ フォ ル ム 処 理後 、1%ア ガ ロー ス ゲル(BMA,

U.S.A.)で 電 気 泳 動 し目的 のDNAバ ン ドを切 り出 し、QIAquick gel extraction kit(Qiagen,

U.S.A.)に よ って 精製 しダ イ レク トシー クエ ン シ ン グ に用 い た。シ ー ク エ ン ス に よ って 得

られ た 塩 基 配 列 を既 知 の配 列 に つ な ぎ合 わせ る こ とで翻 訳 開 始 コ ドン か ら数 え て1番 目

か ら2338番 目ま で の 配 列 を得 て(図2-3)、 こ れ を 人 、牛 、馬 、 マ ウス 、お よ び ラ ッ トの

DBH cDNA配 列 と解 析 ソフ トウ ェアDNASIS-MAC v3.0を 用 い て比 較 した。

犬MAOA遺 伝子プロモーター領 域における遺伝子多型検索

ゲノムDNAの 抽出

カ リフォル ニア盲導犬協会 よ り提供 された盲導 犬候補個体血液試料の うち、ラブ ラ ドー

ル レ トリバー種 か らランダムに10頭 を選択 した。血液試料は個体の健 康診 断の際に末梢

か ら抗凝 固処理済みバ キュテイナ採血管(Becton Dickinson,U.S.A.)を 用いて採取 され

た。 ゲノムDNAの 抽出はQIAamp DNA Blood Midi Kit(Qiagen,U.S.A.)を 用いて通常

の方法 で行 い、得 られたゲ ノムDNAは 滅菌超 純水 に溶か し4℃ に保存 した。

MAOA遺 伝子プロモーター領域の塩基配列増幅と比較

人で翻訳 開始 コ ドンであるATGか ら約1300bp上 流 に30bpの 繰 り返 し配列 が存在 し、繰

り返 し数が異な る多型 が報告 され ている こと[Sabol,S.Z.et al.1998]に 基づいて、犬

のプ ロモー ター領域 について十分上流で あ る と思 われ る翻訳開始 コ ドンATGか ら上流約

1450bpと 上流約70bpの 間 の約1380bpの 部分 について 、ゲ ノムDNAをPCRに よって特異

的に増 幅 し、ダイ レク トシー クエ ンスによって決定 した。PCR増 幅にはExtaq polymerase

(Takara,Japan)を 用 いた。使用 したプ ライマー お よびPCR条 件 を以下に示す。
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Forward(F521):5'-ACT ATG AGC TCA CAC AAG CTC G-3'

Reverse(R10):5'-CTC GAT ACT CGT CTT CTC TC-3'

PCR条 件:95℃30秒 、62℃30秒 、72℃2分 を35サ イ クル

得 られ たPCR産 物 をSuprec-02(Takara,Japan)を 用 い て精 製 し、 ダイ レク トシ ー ク

エ ン シ ン グ に用 い た。 得 られ た 部 分 的 プ ロモ ー ター 領 域 の塩 基 配 列 は 解 析 ソフ トウェ ア

DNASIS-MAC v3.0を 用 い て つ な ぎ合 わせ 、MAlign1.0.2を 用 い て比 較 す る こ とで 多 型 部位

を検 索 した。

犬 のMAOA、MAOB、 お よびDBH遺 伝 子 にお ける遺 伝 子 多 型 の検 索

Total RNAの 抽出 とcDNAの 合 成

血縁関係 が無い10頭 の ビー グル犬(東 京大学農 学部獣 医学専修実習犬)を 高用量の麻

酔 薬 を用いて安楽死 し、大脳辺縁系扁桃体 を含 む脳 ブ ロックか らTRIZOL(R)reagent(Gibco

BRL,U.S.A.)を 用いて抽出 した。 得 られた1μgのtotal RNAを 鋳型 としOligo d(T)16

(Perkin-Elmer Co.,U.S,A.)とGeneAmp(R)RNA PCR Kit Components(Perkin-Elmer Co.,

U.S.A.)を 用いてmRNAを 選 択的に逆転写 し1本 鎖cDNAを 得た。

MAOA、MAOB,お よ びDBH遺 伝 子ORFの 塩 基 配 列 増 幅 との 比 較

ORF全 長の塩基配列 を得た遺伝子3種 につ いて、ORFに お ける多型 を検索す る 目的で、

10頭 の ビー グル犬 よ り合成 したcDNAを 鋳 型 と したPCRお よび ダイ レク トシー クエ ンスを

行 った。MAOA及 びMAOB遺 伝子 につい ては5'及 び3'非 翻訳領域 の配列 を元 に、ORFの 全長

を含 むPCRプ ライマー を設計 した。DBH遺 伝子 については、ORFを 前後半の2部 位 に分割

してそれぞれ の部位 を増幅す るプライ マー を設 計 した。PCR増 幅 にはExtaq polymerase

(Takara,Japan)を 用いた。使用 したプ ライマ ーお よびPCR条 件 を以下に示す。

MAOA:Forward(F6):5'-TAC TGG AGT CTC TAC CAG AC-3'

Reverse(R1894):5'-GGT TTC TGA TCA GCA CTT CA-3'

PCR条 件:95℃30秒 、60℃1分 、72℃1分 を30サ イ クル

MAOB:Forward(F60):5'-ATG AGC GGC AAG TGC GAC-3'

Reverse(R2156):5'-GTG GAC CTG TGT TCT AGT CCT CC-3'
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PCR条 件:95℃30秒 、61℃30秒 、72℃1分 を30サ イ クル

DBH:前 半Forward(F23):5'-TCT TCC TGG TCA TCC TGG TG-3'

Reverse(R1498):5'-TAT GGC TCT TGC AGA GCT CC-3'

PCR条 件:95℃30秒 、54℃30秒 、72℃1分 を35サ イ クル

DBH:後 半Forward(F1258):5'-GAT GGC CAA GAG ATA GAG ATC G-3'

Reverse(R2312):5'-CAG CAC ACC AAC ACA GAT CG-3'

PCR条 件:95℃30秒 、65℃1分 、72℃1分 を35サ イ クル

得 られ たPCR産 物 をSuprec-PCR(Takara,Japan)を 用 い て精 製 し、 ダイ レク トシー

クエ ンシ ン グ に用 い た。 得 られ た塩 基 配 列 は解 析 ソ フ トウェアDNASIS-MAC v3.0、 お よび

MAlign1.0.2を 用 い て 比較 す る こ と に よ り多 型 部 位 を 検 索 した。

犬のMAOB、 およびDBH遺 伝 子の多型 出現頻度の調査

遺 伝 子 多 型 の検 索に 供 試 す るゲノ ムDNAの 抽 出

遺 伝 子 解 析 の た め の 血 液 採 材 は,獣 医 動 物 行 動 研 究 会

(http://www.vm.a.u-tokyo.ac.jp/koudou/vbhHP/)の 一部の コアメンバー獣 医師(五 十

嵐和恵;ベ ス トフ レン ド・ペ ッ トの行動 ク リニ ック,井 本史夫;井 本動物病院,臼 井玲子;

臼井犬猫病院,内 田恵子;苅 谷動物病院 ・葛 西橋通 り,宇 野哲安;宇 野獣医科病院,柿 沼

綾子;柿 沼ペ ッ ト動物病院,小 暮規夫;小 暮動 物病院,佐 藤昭 司;千 里ニ ュー タウン動物

病院,武 部正美;武 部獣医科病院,立 松誠;立 松獣 医科,村 田香織;も みの木動物病院:

五 十音順,敬 称略)の 協力を得 て,神 奈川県,栃 木 県,東 京都,愛 知県,大 阪府,兵 庫 県

にて実施 した。各担 当獣医師 には,飼 い主 に研 究内容 を説明 して了承 を得 た上で主 として

フィラリア検 査時に出 る剰 余血液 を採 取 して頂いた。まず末梢か ら抗 凝固処理済みバ キュ

テイナ採血管(Becton Dickinson,U.S.A.)を 用いて得 られ た犬全血 は-20℃ にて凍結保

存 した。ゲ ノムDNAの 抽出はQIAamp DNA Blood Midi Kit(Qiagen,U.S.A.)を 用いて

通常 の方法で行 い、得 られ たゲノムDNAは 滅 菌超純水 に溶か し4℃ に保存 した。 このよ う

に して5犬 種(ラ ブラ ドール レ トリバー、 ゴールデ ン レ トリバー、マルチーズ、 ミニチュ

アシュナ ウザー 、シバイ ヌ)そ れぞれ20頭 以 上か ら採材 したゲ ノムDNAを 解析 した。詳

細 な解析頭数 については表2-1お よび2-2に 示 した。
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5犬種を対象とした遺伝子多型解析

前述の遺伝子多型検索 によ りORF領 域に認 め られた2遺 伝 子、3個 の遺伝 子多型(一 塩

基 多型)に ついて遺伝 子型出現頻度、お よび ア レル(allele;対 立遺伝子座)出 現頻度の

分析 を行 った。解析方法 は、制限酵素切断断片鎖長分析法(Restriction enzyme Fragment

Length Polymorphism method:RFLP)を 用いた。本法 は、制限酵素に よ り認識 され る塩基

配列 の有無によ り、酵 素処理 後のDNA鎖 の電気 泳動度が異なる ことを利用 した、シークエ

ンシ ングに比較 して簡便 な一塩基多型解析手 法である。多型部位 をPCR増 幅 後、PCR産 物

を酵 素処理 し電気 泳動す ることで可視化で き る。使 用す るプ ライマー とPCR条 件 、RFLP

条件 を以下に示す。PCR増 幅 にはExtaq polymerase(Takara,Japan)を 用いた。

<MAOB>

T199C(翻 訳 開 始 コ ドン よ り199番 目 の チ ミンか ら シ トシ ンへ の 一塩 基 置換)

Forward(F224):5'-TCC ATG GAT ACA CCT CAA GG-3'

Reverse(R332):5'-TGA TGG ATG AGA CGC TCT AC-3'

PCR条 件:95℃30秒 、60℃30秒 、72℃30秒 を35サ イ クル

RFLP:(反 応 量:50μ1):PCR産 物 を制 限 酵 素Hinf I(Takara,Japan)8unitsで37℃ 、

16時 間 処 理 後 、3%ア ガ ロー ス ・ゲ ル を 用 い て 電 気 泳 動 。Tア レル の 場 合 はHinfIに よ っ

てDNA鎖 が 切 断 され ず 、258bpのPCR産 物 が 泳 動 され るの に対 し、Cア レル の場 合 は切 断

され 、180bpと77bpの2種 のPCR産 物 が泳 動 され る。

<DBH>

C789A(翻 訳 開始 コ ドン よ り789番 目 の シ トシ ンか らア デ ニ ンへ の 一 塩 基 置換)

Forward(F1):5'-GCT TCT GGC AGA TTC TGT GG-3'

Reverse(R862):5'-GGC AGA CTT TGA GCT CTT GG-3'

PCR条 件:95℃1分 、60℃30秒 、72℃1分 を33サ イ クル

RFLP:(反 応 量:50μl):PCR産 物 を制 限 酵 素HpyCH4III enzyme(NEB,U.S.A.)5units

で37℃ 、16時 間 処 理 後 、3%ア ガ ロー ス ・ゲル を用 い て電 気 泳 動 。Cア レル の 場 合 はHpyCH4

IIIに よ っ てDNA鎖 が 切 断 され ず 、361bpのPCR産 物 が 泳動 され るの に対 し、Aア レル の

場 合 は切 断 され 、290bpと71bpの2種 のPCR産 物 が泳 動 され る。

A1819G(翻 訳 開始 コ ドン よ り1819番 目 の アデ ニ ンか らグ ア ニ ンへ の 一 塩 基 置換)

Forward(Fl747):5'-GGT AAA TGG GAT CTG CAA CC-3'

―22―



Reverse(R1979):5'-AGG CAG AGC TAT TCC ACA GG-3'

PCR条 件:95℃30秒 、60℃30秒 、72℃30秒 を30サ イ クル

RFLP:(反 応 量:50μl):PCR産 物 を制 限酵 素Bgl I(TOYOBO,Japan)9.6unitsで37℃ 、

16時 間 処 理 後 、3%ア ガ ロー ス ・ゲル を用 い て 電 気 泳 動。Aア レル の 場合 はBgl Iに よ っ

てDNA鎖 が 切 断 され ず 、236bpのPCR産 物 が 泳 動 され るの に対 し、Gア レル の 場 合 は切 断

され 、164bpと72bpの2種 のPCR産 物 が 泳 動 され る。
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結果

犬MAOA遺 伝子 のcDNA全 長の塩基配列 決定

得 られ た塩 基 配 列 を人 、牛 、マ ウスのMAOA cDNA配 列 と、解 析 ソフ トウ ェアDNASIS-MAC

v3.0を 用 い て 比 較 す る と、そ れ ぞ れ86.80%、86.67%、81.56%と 高 い相 同性 が得 られ た

(表2-3)。 ア ミノ酸 配 列 で は相 同性 はそれ ぞ れ89.75%、89.56%、85.57%で あ った(表

2-4)。 ア ミノ酸配 列 の 相 同 部 位 を図2-4に 示 した。本 実 験 で得 られ た 塩 基 配列 は ア ミノ酸

527個 か らな るORFを も っ て お り、 人 と牛 のMAOAア ミ ノ酸 構 成 数 と同 数 で あ っ た た め、

得 られ た 塩 基配 列 を 犬MAOA cDNA全 長 と し、GenBankに 登 録 した(Accession No.AB038563)。

犬MAOA遺 伝子 のプロモーター領域 の塩某 配列決定

Inverse PCR法 によ り得 られ たゲノムDNAの 塩基配列 は犬MAOA遺 伝子exonlを 含 んでい

たため、exon1の5'末 端側 をそれ に隣接す るプ ロモー ター領域 、3'末 端側 をintron1

の一部で あると推 察 した。 犬MAOA遺 伝子 プ ロモーター領域 と推察 され た塩基配列 は、解

析 ソフ トウェアBasic BLAST(NCBI提 供;http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)を 用

いて人MAOA遺 伝子 プ ロモー ター領域[Grimsby,J.et al.1991]と 比較す ることに よって、

翻訳開始 コ ドンであ るATGか ら上流202bpと174bpの 間にある29bpの 配列 がGC signal領

域であ ることが示唆 され た。塩 基配列 と位 置 については図2-5に 示 した。また、人では翻

訳開始 コ ドンか ら上流263bpと212bpの 間に ある52bpの 塩基配列 と、犬の翻訳開始 コ ド

ンか ら上流620bpと569bpお よび同530bpと479bpの 間にあるそれ ぞれ52bpの 配列がい

ずれ も86%の 高い相同性 を持 っていた。それ以外 の領域 につ いては50%以 上 の相同性 を

認 めなかった。

人 で30bpの 繰 り返 し配列 が3回 か ら5回 ある とされてい る翻訳開始 コ ドンよ り上流約

1300bpの 付近 は犬では繰 り返 し配列 を認 めず 、また人 の塩基配列 との相 同部位 もなか っ

た。本実験 で得 られた犬のプ ロモー ターの構造特徴 として、翻訳開始 コ ドンよ り上流901bp

に至る間において50%以 上の高い相 同性 をもつ90bpの 繰 り返 し配列が10回 見 られた。

また、翻訳開始 コ ドンよ り上流991bpか ら902bpま での90bpに つ いて も上述の繰 り返 し

―24―



配列 と類 似 した配列であった。図2-6に90bpの 繰 り返 し構造 をなす塩基配列 を1単 位 と

した ものを11単 位 示 した。

犬のMAOB遺 伝子cDNA全 長の塩基 配列決 定

得 られた塩基配 列を人、お よび ラッ トのMAOB cDNA配 列 と、解析 ソフ トウェアDNASIS-MAC

v3.0を 用いて比較す る と、それぞれ91.81%、 お よび85.28%と 高い相 同性が得 られた(表

2-3)。 ア ミノ酸 配列では相同性はそれぞれ95.00%、 お よび88.50%で あった(表2-4)。

ア ミノ酸配列 の相同部位 を図2-7に 示 した。本実験 で得 られ た塩基配列 はア ミノ酸520個

か らな るORFを もってお り、人 とラッ トのMAOAア ミノ酸構成数 と同数 であったた め、得

られた塩 基配列 を犬MAOB cDNA全 長 とし、GenBankに 登録 した(Accession No.ABO70958)。

犬のMAOAお よびMAOB遺 伝子の脳内における発現分布様式の解析

Northern Blot解 析 によってMAOAお よびMAOB遺 伝 子のmRNA発 現分布様式 を確認 した

ところ、サブ タイ プによって発現様 式に特徴 が見 出 され た。mRNAの 分子量 についてMAOA

遺伝子mRNAは 約4.8kb、 一 方MAOB遺 伝子mRNAは 約3kbと 推 定 された(図2-8)。 また脳

の各部位 にお ける発現パ ターンでは、MAOA遺 伝 子mRNAが 嗅球 と小脳 を除いた7部 位 では

ほ とん ど等量 の発現 量であったが、MAOB遺 伝子mRNAは 視床 下部、海馬、脳 幹、お よび嗅

球 に強い発現が認 め られ 、扁桃体 、前頭葉 、側頭葉 、お よび線条体 でも発現が認め られた。

しか し小脳で は発 現が認 め られず、(図2-9)部 位 特異的な発現パ ター ンを持ってい るこ

とが明 らか となった。

犬のDBH遺 伝 子cDNA全 長 の塩 基配 列決定

得 られ た塩 基 配 列 を 人 、 牛 、馬 、マ ウス、 お よび ラ ッ トのDBH cDNA配 列 と、解 析 ソフ

トウ ェアDNASIS-MAC v3.0を 用 い て比 較 す る と、 そ れ ぞれ78.85%、79.20%、82.24%、

74.03%、 お よび73.76%と 高 い相 同性 が 得 られ た(表2-3)。 ア ミノ酸配 列 で は相 同性 は

そ れ ぞ れ72.9%、73.2%、75.9%、68.7%、 お よび68.7%で あ った(表2-4)。 ア ミノ酸

配 列 の 相 同 部位 を図2-10に 示 した。 本 実 験 で 得 られ た塩 基 配 列 は ア ミノ酸625個 か らな
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るORFを もってお り、既知 のDBHア ミノ酸配列 と相 同性 が高か ったため、得 られた塩基配

列 を犬DBH cDNA全 長 とし、GenBankに 登録 した(Accession No.ABO97057)。

犬MAOA遺 伝 子 プ ロモ ー ター 領 域 に お け る遺 伝 子 多 型 部 位 の 検 索

得 られた塩基配列1221bpに ついて、解 析 ソフ トウェアMAlign1.0.2を 用いて相 同部

位 を検 索 した ところ、いずれ の個体 か ら得 られ たゲ ノムDNAも 全 く同 じ配列 であ り、プロ

モー ター領域 にお いて遺伝子多型は認 め られ なかった。

犬 のMAOA、MAOB、 お よびDBH遺 伝 子 の 多 型 部 位 検 索

ビー グル10頭 の脳 由来cDNAを 用いた多型部位 検索に よって、MAOA遺 伝 子ORFに は多

型 が認 め られ なかったもの の、MAOB遺 伝子ORFで は翻訳 開始 コ ドンよ り199番 目のチ ミ

ンか らシ トシンへ の一塩基多型(T199C)が 、DBH遺 伝 子ORFで は翻訳 開始 コ ドンより789

番 目のシ トシンか らアデ ニンへの一塩基多型(C789A)と1866番 目の アデ ニンか らグアニ

ンへの一塩基 多型(G1866A)が 認 め られた。次 に複数 の犬種 由来のゲ ノムDNAを 用いて多

型 解析 を行い、これ らの一塩基多型 が他 の犬種 において も認 め られ るかを検討 した ところ、

MAOB C199Tお よびDBH C789Aは 検索 に用 いた5犬 種全 てに認 め られた ものの、DBH G1866A

はいずれの犬種 において も認 め られ なかった。しか しなが ら、同遺伝子 多型 を解析す る過

程 で、その近傍 であ る翻訳開始 コ ドンか ら1819番 目のアデ ニンが、グアニンに置換す る

一塩基多型 を同定 したた め、同様 に複数 の犬種 におい て発現頻度 を調査 した。 その結果、

DBH A1819Gは シバイ ヌにのみ認 め られた。発 現頻度等 について以下 に示す。

MAOB T199C

T199CはMAOB遺 伝子 のア ミノ酸配列 において システイ ン(中 性 ア ミノ酸)か らアル ギ

ニ ン(親 水性 ア ミノ酸)へ のア ミノ酸置換 を もた らす 一塩基 多型 であ ることが判明 した。

オスではヘテ ロの遺伝 子型(TC)を 有す る個体 は認 め られなか った。犬種別の発現頻度解

析 ではオス、メス共 にア レル頻度 において有意 な犬種差 が認 め られた(male:x2=38.9,

df=4,p<0.0001;female:x2=39.9,df=4,p<0.0001)。 ゴール デン レ トリバー

ではTア レル の頻度が90%以 上で あったの に対 し、 ミニチュアシュナ ウザー では17%未

満 となってお り、犬種間でのア レル頻度 に大 きな違 いが認 め られ た(表2-1)。
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DBH C789A

C789AはDBH遺 伝子のア ミノ酸配列 におい てアスパ ラギン(中 性 ア ミノ酸)か らリジン

(親水性 ア ミノ酸)へ のア ミノ酸置換 をもた らす一塩基 多型 であるこ とが判明 した。犬種別

の発現頻度解 析ではア レル頻度 において有 意な差 が認 め られ た(x2=81.6,df=8,p<

0.0001)。 ラブラ ドール レ トリバーではAア レルの頻度 が73%以 上 であったのに対 し、シ

バイ ヌではAア レル の頻度 が9%未 満 となってお り、犬種間 でのア レル頻度に大きな違い

が認 め られ た(表2-2)。

DBH A1819G

A1819GはDBH遺 伝 子のア ミノ酸配列におい てセ リン(中 性 ア ミノ酸)か らグ リシ ン(疎 水

性 ア ミノ酸)へ のア ミノ酸置換 をもたらす一塩基 多型で あるこ とが判明 した。犬種別の発

現頻度解 析で はGア レルが シバイ ヌにのみ認 め られ、そのア レル頻度 は59%と なってい

た(表2-2)。
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考察

犬のMAOAお よびMAOB遺 伝子cDNAの 塩基配列 は、 これまで に報告 されてい る他 の動物

種 の もの[Hsu,Y.P.et al.1988;Ito,A.et al.1988;Powell,J.F.et al.1989;

Kuwahara,T.et al.1990]と 相 同性 が高い こ とが明 らか とな り、MAOは 哺 乳類 の進化の

過 程 にお いて変化す るこ とな く重要 な役割 を演 じて きた こ とが考え られ る。 また補酵素

FADが 結合す る部位 のア ミノ酸配列は動物種 を超 えて同一で あった ことか ら(図2-4,2-7)、

FADの 重要性 も推察 され る。犬のMAOAとMAOB遺 伝子のア ミノ酸配列 を比較す る と、人の

報告 と同 じく、か な り高 い相 同性 を有 してい るこ とが明 らか となった(>70%)。 この ことか

ら、 これ ら2つ の遺伝 子が同一の遺伝子 か ら派生 した ものであ ることが示唆 され る。

また,イ ヌのMAOA遺 伝子 プ ロモー ター領域 の塩 基配列 は ヒ トMAOA遺 伝子 プ ロモー ター

領域[Zhu,Q.S.et al.1992]と 同様 にTATA Boxを 持 たず,ATGよ り上流991bpか ら50%

以上の相同性 をもつ90bpの 繰 り返 し配列 が11回 続 くことが,明 らか とな った(図2-6)。

ヒ トMAOA遺 伝子 プ ロモー ターにおいて も90bpと48bpの 配列 がATGよ り上流819bpか ら

11回 の繰 り返 され るこ とが知 られてお り[Zhu,Q.S.et al.1992],ヒ トとイヌでプロモ

ー ター領域において類似 した構造が存在す る と言 える。繰 り返 し配列 を構 成す る塩基配列

に相 同性 は認 め られ ない ものの,繰 り返 し配列 は基本パ ター ンが進化の過 程で増幅 してき

た ものだ とす る と[Zhu,Q.S.et al.1992],11回 とい う繰 り返 しには何 らかの進化的な

意味 が存在す るのか も知れ ない。

Northern Blot解 析 によってMAOA遺 伝子mRNAは 海馬 、前頭葉、お よび小脳 に強 く発現

していた(図2-8)。 しか し人では海馬 お よび小脳 ではほ とん ど発現 していない[Shih,J.c.

et al.1990]。 また 、犬のMAOB遺 伝子mRNAの 脳 内発現分布様 式 も人 とは大き く異 なって

いた。 犬では海馬お よび脳幹部位 でmRNAの 発 現が強 く認め られ、小脳 では認 め られなか

ったが(図2-9)、 人では海馬で は認 め られ な いが、小脳 では認 め られ てい る[Shih,J.C.

1991]。 これ らの結果 よ り、MAO遺 伝子 のmRNAは 脳内 において動物種 特異的な発 現パ ター

ンが見 られ ることが示唆 され た。 人ではMAOAは セ ロ トニンとノルア ドレナ リンに高い親

和性 を持 ち、MAOBは ドーパ ミンに高い親和性 を持 つ ことが明 らか となっている[Shih,J.C.

1991]が 、犬では脳 内のモ ノア ミンがMAOの サ ブタイ プの どち らが どのよ うな代謝を担 っ

て いるのかはいまだ明 らかに されてお らず 、本 実験 で明 らか となった脳内 にお ける発現分

布様式 の動物種特 異性 か らも検 討の余地が あ る。 しか し、MAOBに よる ドーパ ミンの脱 ア
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ミノ化 を阻害 す るこ とで ドーパ ミンを増 加 させ て効 果 を発揮 す る と考 え られ てい る

1-depreny1(不 可逆的MAOB阻 害薬)を 用 いて認 知障害様 の症状 を呈 していた老齢犬 を治療

した ところ症状が飛躍的に軽減 した とい う報告 がある[Milgram,N.W.et al.1993]。 近

年 の猿 を用いた研究 な どか ら、認 知障害は前頭 葉の ドーパ ミン欠乏が原因 であることが明

らか となっている ことか ら[Arnsten,A.F.1993]、 犬で もMAOBは ドーパ ミンに高い親和

性 を持 つ ことが考え られ る。犬のMAOB mRNAは 特 に視床 下部、海馬 、お よび縫線核 と青斑

核 を含 む脳 幹において強 く発 現 していた ことか ら(図2-9)、 これ らの うちいずれ かの領

域 におけ る ドーパ ミン欠乏が、老齢犬の認 知障害 に関連 してい るのか も しれない。

本 実験 におけるMAOA遺 伝子ORFと プ ロモー ター領域 、お よびMAOB遺 伝 子ORFの 多型部

位検 索では、MAOB遺 伝子 のみ にア ミノ酸置換 を伴 う一塩基多型が1箇 所認 め られた。 こ

のT199C多 型 は、MAOBが 代謝酵素 として役割 を演ず るのに重要 な補酵素FADの 核 酸認識

領域 であ ると考 えられ ること[Gottowik,J.et al.1995]か ら、モ ノア ミン代謝能、中で

もおそ ら く ドーパ ミン代謝 に重要 な影響 を及 ぼす ことが考え られ た。また、ヘテ ロの遺伝

子型(TC)を 有す るオ スの個体は認 め られ なかった。MAOB遺 伝子の犬 にお ける染色体位

置は明 らかでない ものの、人 の 温OB遺 伝子 がX染 色体 上に存在 しているこ とや、近年 の

犬 と人の比較染色体地図情報 か ら、犬のMAOB遺 伝子 もX染 色体 に存在 している可能性 が

高い。 このため、オスの個体 にお いてヘ テ ロ型が認 められなか った と考 えられ る。

このT199C多 型の出現頻度 を、5犬 種(ラ ブ ラ ドール レ トリバー、 ゴール デン レ トリバ

ー、マル チー ズ、 ミニチュアシュナ ウザー 、シバイヌ)を 用いて比較す ることで明 らかな

犬種差 が認 め られ た。特 に、 ゴールデ ン レ トリバー ではア レルTが90%以 上の個体 に認

め られ たのに対 し、 ミニチュアシュナ ウザー ではわず か17%の 個 体に認 め られ るに とど

ま っていた(表2-5)。 この よ うな多型 出現頻度 の偏 りは、犬のDRD4遺 伝子反復配列多型

で も報告 されてい る[Niimi,Y.et al.2001]。 ゴール デ ンレ トリバー と ミニチ ュアシュ

ナ ウザー は周知 のよ うに、非 常に異 なった体格 と被毛色 を有 してい る。のみ な らず獣医師

へ のアンケー トを用い て、犬種 ごとの行動特性 について検討 した研究 か らは両極端な行動

特性 も有 してい る。つま りゴールデ ンレ トリバー はお とな しく、人に友好 的な行動特性 を

持 ってい るのに対 し、ミニチ ュア シュナ ウザ ーは興奮 しやす く時には攻撃的に振舞 うこと

もあ る とい う行動特性 を持 ってい る[Hart,B.L.et al.1985]。 犬の攻 撃性 の発現には

ドーパ ミン代謝 の低下が関与 してい る よ うで あ り、犬 で異 常な衝動 的攻 撃性(impulsive

aggression)を 示す個体で は、ドーパ ミンの代謝 産物 であるホモバ ニ リン酸(homovanillic

acid;HVA)の 濃度 が、脳室液 にお いて低 レベル になっている ことが明 らか となってい る

[Reisner,I.R.et al.1996]。MAOBのSNPと 犬種 間の行動特性の差異 については、更な

― 29 ―



る検証が必要であるが、本実験か らMAOBのT199C多 型 に よって、 ドーパ ミン代謝が変化

し、攻撃性 な どの情動の犬種差が生み 出され る可 能性 が考 えられ た。T199C多 型がア レル

Tの 場合は ドーパ ミンの代 謝が低下 しに くく、攻 撃性 が抑 え られ てい るのか もしれ ない。

本 実験 で得 られ た犬 のDBH遺 伝子cDNAの 塩基 配列は、 これ までに報告 されてい る他 の

動物種 の もの と相 同性 が高 いことが明 らか とな り、DBHは 哺乳類の進化 の過程 において変

化す るこ とな く重要 な役割 を演 じて きたこ とが考 え られ る。本実験で同定 されたDBHの 一

塩基置換 は翻訳 開始 コ ドンか ら789番 目と1819番 目にあ り、前者 はORFの 中盤、後者は

ORFの 終盤 に位 置 していた(図2-10)。DBH遺 伝 子ORFに おい て、活性 に重要 な影響 を及

ぼす と思 われ る糖鎖 の結合部位 と想定 され てい る部位 は4箇 所 あ り、翻訳開始 コ ドンか ら

数 えてそれ ぞれ148、508、988、 お よび1654番 目とされ ている[Kobayashi,K.et al.1989]。

人 の報告 と比較 す ると犬の遺伝子多型部位 は糖鎖結合部位 とは幾分離れてお り、塩基置換

が糖鎖結合 部位 に及ぼす影響 は少ない と推 察 され る。

DBH遺 伝子C789A多 型ではアスパ ラギン(中 性 ア ミノ酸)が リジ ン(親 水性 ア ミノ酸)

へ と置換す るが、同部位 にお ける他の動物種 のア ミノ酸性 質を比較す ると、牛、馬お よび

マ ウスがアラニン(疎 水性 ア ミノ酸)で あ り、ラ ッ トがアスパ ラギン となってお り(図2-10)、

C789A多 型においてア レルAを 持 つ ことで、他 の動物種 に も見 られ ないア ミノ酸性質へ と

変化す る と考え られ る。 同様 に、A1819G多 型 ではセ リン(中 性 ア ミノ酸)が グ リシ ン(疎

水性 ア ミノ酸)へ と置換す るが 、他の動物種で は牛、馬、お よび人がセ リンであ り、マ ウ

スお よび ラッ トがアル ギニ ン(親 水性ア ミノ酸)と な ってお り(図2-10)、A1819G多 型 に

お いてア レルGを 持つ こ とで他の動物種に も見 られ ない ア ミノ酸性質へ と変化す ると考

え られ る。また、ア ミノ酸 の立体構造 をWeb上(独 立行 政法人 産業技術総合研究所 生

命情 報科学セ ンター提供 、PAPIAシ ステ ム)で 部 分的 に推 定 してみ る と、C789Aお よび

A1819Gに よって αヘ リックス構造が変化す るこ とが明 らか となった。これ らの ことか ら、

犬のDBHの 一塩 基置換 ではDBH蛋 白構造の変化 に よって、DBH活 性 が変化す る可能性 が考

え られた。

DBHは ドーパ ミンをノルア ドレナ リンへ と変換す る酵 素 として知 られてお り、DBHの 活

性 が変化 す るこ とは ドーパ ミンとノル ア ドレナ リンの生体内バ ランスが変化 す ることに

つなが る と考 えられ る。C789A多 型やA1819G多 型 によってDBH活 性か変化す るこ ととな

れ ば、そ うしたバ ランス変化 が起 こり、情動反応 が変化す る可能性 がある。 これ らのDBH

C789Aお よびA1819Gの ア レル出現頻度 について5犬 種 を用い て比較す ると顕 著な犬種差

が認 め られ た(表2-6)。 従 って、犬種 育種 の際 に取捨 された行動特性 の中には、これ ら

の遺伝子 多型 によって影響を受 ける情動反応 が含 まれ ていたのか もしれ ない。
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小括

第2章 においては、行動 関連遺伝子の候補 として ドーパ ミン代謝経路 に関与す る遺伝子で

あ るモ ノア ミン酸化酵 素(MAO)お よび ドーパ ミン β水 酸化酵素(DBH)に 着 目し、同遺伝

子 の塩 基配列 を決定 し、遺伝子多型部位 を検索 した。MAO遺 伝子 については、Northern Blot

解 析 を行 い脳 内におけ る遺伝子 の発現分布様 式について も検討 した ところ、2種 のサブタ

イプは共に、情動 に関与す る と考 えられてい る中脳辺縁系 におい て発現が認 め られ た。さ

らに、MAOサ ブ タイプA(MAOA)遺 伝子 の全翻 訳領 域(ORF)お よびプ ロモー ター領域、MAO

サブ タイプB(MAOB)遺 伝子 のORF、 お よびDBH遺 伝子のORFの 塩基配列 につ いて、遺伝

的 背景の 異な る複数 の ビー グル犬 か ら採 取 した遺伝 子配列 を比較す るこ とに よって多型

部位 を検索 した。MAOA遺 伝子 については多型部位が認 め られ なかったが、MAOB遺 伝子で

はア ミノ酸置換 を伴 う一塩 基多型(SNP)が1箇 所 見出 され、DBH遺 伝子では2箇 所のア

ミノ酸置換 を伴 うSNPが 認 め られ た。ア ミノ酸置換が起 こると、蛋 白構 造が変化 し、MAOB

お よびDBHの 酵素 と しての機 能が変化す る こ とにつ なが る可能性が高い。 犬のMAOBは ド

ー パ ミンの代謝分解 に、DBHは ノル ア ドレナ リン生合成に関わ る酵素である ことを勘案す

ると、本実験 によって同定 された遺伝子多型 が、犬 の行動特性 を変化 させ る遺伝子 マーカ

ー とな り得 ると考 え られた。

これ らア ミノ酸置換 を伴 うSNPの 出現頻度 につ いて犬種差の有無 を検討す るため、国内

11獣 医科病院の協力 を得 て、各病院 に来院 した5犬 種(ラ ブラ ドール レ トリバー、ゴー

ル デ ン レ トリバー、マルチー ズ、 ミニチ ュア シュナ ウザー、 シバイ ヌ)そ れぞれ20頭 以

上か ら採材 したゲ ノムDNAを 解析 した。その結果 、多型 出現頻度 は、5犬 種全体で は 甑OB

遺伝子T199C多 型 については、Cア レルが40.1%、DBH遺 伝子C789A多 型 についてはAア

レルが38.9%、 また同A1819G多 型 はシバイ ヌにおいてのみGア レル が認 め られ、その頻

度 は59.0%で あった。これ ら全ての多型出現頻度 について犬種差 が認 め られ たことか ら、

こ う した遺伝子 多型 が犬種 の育種選抜 の際 に 取捨 され るよ うな犬種特徴 に影響 を及 ぼ し

ている可能性 が示唆 され た。
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第2章  図表
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図2-1 犬 のMAOA遺 伝 子cDNA全 長 の塩 基 配 列

Polyadenylation signal をア ン ダー ライ ンで 示 した。
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図2-2 犬 のMAOB遺 伝 子cDNA全 長 の塩 基配 列

一 塩 基 多 型 部 位 を □ で 示 した
。

Polyadenylation signalを ア ン ダ ー ラ イ ン で 示 した 。
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図2-3 犬 のDBH遺 伝 子cDNA全 長 の塩 基 配 列

一塩基多型部位を□で示 した
。
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表2-1 MAOB遺 伝 子多型 の犬種差

GLDは ゴー ル デ ン レ トリバ ー 、LABは ラ ブ ラ ドール レ トリバ ー 、MLTは マル チ ー ズ 、

MSは ミニ チ ュ ア シ ュナ ウザー 、 お よびSHIBAは シバ イ ヌ を示す 。
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表2-2 DBH遺 伝子 多型 の犬種差

GLDは ゴー ル デ ン レ トリバ ー 、LABは ラ ブ ラ ドー ル レ トリバー 、MLTは マル チー ズ、

MSは ミニチ ュ ア シ ュナ ウザ ー 、お よびSHIBAは シバ イ ヌ を示 す。
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表2-3 犬 の各遺伝子 と他種動 物遺 伝子 との相 同性(核酸;%)
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表2-4 犬 の遺伝 子 と他種動物遺伝子 との相 同性(ア ミノ酸;%)
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図2-4 MAOA遺 伝 子 ア ミノ酸配 列

MAOA遺 伝 子ア ミノ酸変換後 のマー ライ ン結果。*は 相同部位 を示す。

□は補酵素FAD結 合配列 を示す。
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図2-5 MAOA遺 伝 子 プ ロモ ー ター領 域 の塩 基 配 列

プロモーター領域は小文字で表示 し、エ クソン領域は大文字で表示 した。

翻訳開始コ ドンはアンダー ラインで示 した。
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図2-6  犬のMAOA遺 伝子 プ ロモ ー ター領域 の繰 り返 し配列

相同性の高い部位 を.で 示 した。

数値は翻訳開始 コ ドンか らの塩基数を示す。
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図2-7 MAOB遺 伝 子 ア ミノ酸 配 列

MAOB遺 伝子 ア ミノ酸 変換後 のマー ライ ン結果。多型部位は□で示 した。

*は 相 同部位 を示す。
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図2-8 MAO遺 伝 子mRNAのNorthern blot解 析

イ ヌ脳 各部 位 のtotalRNAを 各3μg用 い た。

1.cerebellum,2.hypothalamus,3.hippocampus,4.amygdala,5.frontal cortex,

6.temporal cortex,7.brain stem,8.corpus striatum,9.olfactory bulb
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脳矢状断面の模式図

図2-9 MAOAお よびMAOBの 脳 各 部 位 にお け る発 現 パ ター ン
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図2-10 DBH遺 伝 子 ア ミノ酸配列

DBH遺 伝子 ア ミノ酸変換後 のマー ライ ン結果。多型部位は□で示 した。

*は 相 同部位 を示す。
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第3章

盲導犬候補個体の気質評価
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緒言

盲導犬は目の不 自由な人にとって、日常の行動範囲を広げてくれるとい う恩恵をもたら

す存在である。盲導犬を育成 している多くの施設は、盲導犬を必要としている人々に、こ

うしたすばらしい伴侶を効率良く、安全に提供するためにさまざまな育成プログラムを作

成 し、工夫を重ねてきた。その育成プログラムとして、盲導犬育成施設の多 くは、パ ピー

ウォーキ ングプログラム (Puppy Walking Program) を採用 している [Goddard,M.E.et al.

1984;Wilsson,E.et al.1997]。 盲導犬 の候補個 体はまず 、生後2～3ヶ 月齢 の段 階で、

ボラ ンテ ィアのパ ピー ウォー カー と呼 ばれ る一般 家庭 に引 き取 られ 、生後1年 までの 9～

10ヶ 月間を家庭犬として飼育 される。その後育成施設に戻 され、約半年か ら1年 をかけ

て、盲導犬 となるべくさまざまな訓練をうける。そ して最終的に盲導犬適性審査を受け、

合格 した個体のみが盲導犬 として活動できる。このように、盲導犬育成には約2年 もの月

日がかかる上、候補個体は多くのタスクを学ばなければならないが、多くの犬は盲導犬不

適格 として訓練を全 うすることができず、その結果、盲導犬育成には多大なコス トがかか

っている。

これまでの盲導犬育成施設からの報告によると、犬が盲導犬不適格 となる理由としては、

犬が求められていることを理解、学習できなかっただけでなく、犬が盲導犬 としての活動

に支障をきたす行動特性を持っているとい う点が指摘 されてきた [Goddard,M.E.et al.

1983]。 こ うした背景か ら、主 に行動 テス トによって、 どのよ うな行動特性 を持っ個体が

盲導犬不適格 とな りやす いか とい う研 究が行 われ てきたが、不安傾向 を持っ と評価 された

個体が盲導犬不適 格にな りやす い ことが明 らか となってきた。不安傾向は12週 齢 の時の

行 動テ ス トにおいて認 め られ るものが将来 の不安傾 向 と相関す るこ とが報告 されて いる

[Goddard,M.E.et al.1984]。 パ ピー ウォー カー での暮 らしぶ りが成長後 の不安傾 向に

影響 を及 ぼ さない ことも報 告 されてお り[Goddard,M.E.et al.1985]、 不安傾 向はかな

りの割 合で遺伝的 な支配 を受けてい るよ うで ある。また1944年 にThroneら がバセ ッ トハ

ウン ドの行 動遺伝学的研 究で、極端 に臆病 な性格 が優性 遺伝 する とい う報告 を出 してお り

[Thorne,F.C.1944]、 このこ とも、臆病 な気 質が遺伝す るとい うことを支持 している。

近 年で はSerpellら が 、従来 の行 動テス トではな く、パ ピー ウォー カーへ のア ンケー ト

に よって、1歳 齢 となった候補 個体 の行動 特性 を評価 したが 、その報告に よる と、ア ンケ

ー ト結果より抽出された因子(見 知 らぬ人に対す る恐怖性/攻撃性)の 高い個体は、盲導

犬訓練士によって 「人に対 して慎重」および 「人に対 して攻撃的/防護的」と評価 されて、
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盲導犬不適格 とな りやすいことが明らかとなった [Serpell,J.A.et al.2001] 。 この研

究から、盲導犬候補個体の適性評価 として、テス ト自体が子犬へ負荷をかけて しまう行動

テス トを用いなくとも、アンケー トなどからも正確な評価が得られる可能性が示唆 された。

そこで、本研究では、どのような気質が盲導犬の合否判定に関与するのかを更に精査す

る目的で、盲導犬訓練士によって訓練期間を通 じて毎週記録 された評価コメン トから、各

個体の行動特性に関するコメントデータを数値化 して因子分析および主成分分析 を行っ

た。

―49―



材料と方法

盲導犬候補個体の行動評価

供試動物

本研 究では米 国サンフラ ンシス コ郊外 に あ るカ リフォルニ ア盲導 犬協会 で育成 され て

い る盲導犬候補個体 を供試 した。 同協会 では ラブラ ドール種 ゴールデ ン レ トリバー種,

これ ら2種 の1代 交雑種,ジ ャーマ ン シェパー ド種 の計4犬 種 が年 間300頭 近 く候補個体

と して育成 され ている。同協会 にて繁殖 され た盲導犬候補 個体は通常,生 後約2～3ヶ 月

齢 の時点 でパ ピィウォーカーに預 けられ,半 年～1年 後訓練セ ンター に戻 され る。それか

ら約半年～1年 間かけて盲導 犬 となるための訓練 を受け,盲 導犬 としての適性 を審査 され

てい る(訓 練 内容 の概要は 図3-1に 示 した)。 本研 究では,1999年6月 か ら11月 に訓練 を

開始 した候補 犬197個 体(ラ ブ ラ ドール レ トリバ ー種;130,ゴ ールデ ン レ トリバー種;

25,前2種1代 交雑種;20,ジ ャー マンシ ェパー ド種;22)の 中か ら、詳細 な行動解析 を

行 う目的で、 ラブ ラ ドール レ トリバー種(盲 導犬適性審査合格群42頭 、不合格群40頭)

を選択 した。 なお,疾 患が原 因で適性審 査に不合格 とされ た個体 については除外 した。

行動評価の方法

行動評価は,訓 練士が個体の行動や反応について記した訓練記録より,攻 撃性および不

安傾向を示唆する内容のコメン ト数を行動評価スコア(ポイン ト)におきかえて集計 した。

訓練士による訓練記録は、候補個体が1歳 齢になりパ ピーウォーカー宅か ら戻 されてきた

ところか ら始まる。記録開始 となるPhase#1で は、総合的な身体検査が行われ、食餌や散

歩セ ッションの様子が記録 されている。こうした記録は候補個体が最終的な適性審査を受

けるまで、あるいは盲導犬として不適格と判断されて訓練プログラムか ら除外 されるまで

の毎週1回 続けられている。本研究では、訓練開始から終了までのすべての訓練記録をデ

ー タ化 した
。取 り扱った候補個体の訓練記録 は最長19週 、最短1週 であり、その平均は

12.3週(SD:4.61)と 比較的短期間であった。

行動評価は、候補個体の訓練の進歩状況によって、実施する訓練のコマ数が異なるため、

訓練上達が迅速であるかそ うでないかとい う別要因によって、コメン ト数が変動してしま

い、正確な行動評価が難 しくなると考えられたため、訓練終了までのコメン ト数を訓練の
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コマ数で除 した、 コメン ト出現率 を行動評価 ス コア としたため、最 大値が1、 最 小値 が0

とな ってい る。コメン トカテ ゴ リーは、オー ス トラ リアの盲導犬協会が盲導犬候補個体 を

訓練プ ログラムか ら除外す る理 由 として"Dog Distraction"や"Aggressiveness"な ど

10の 行動傾 向を報告 していた こと[Goddard,M.E.et al.1982]を 参考 に訓練記録 を精査

し、"Willing"な どの良い行動傾 向も含 めた15の 行動特性 を選択 した。 カテ ゴ リー の詳

細は表 に示 した(表3-1)。

多変量解析

行動評価 ス コアの多変量解析 には因子分析 、主成 分分析 を用いた。解析 には、ソフ トウ

ェア;エ クセル統計2000for Windows((株)社 会情 報サー ビス)を 用 いた。 因子分析 では

得 られ た評価 ス コアが幾つの行動 因子(フ ァクター)に 分 かれ 、それぞれ が どの程度寄与

してい るのかについて解析す る ことを 目的 とした。一方主成 分分析 では得 られた評価ス コ

アを総 合 し、盲導 犬適性度 といった総合評価 について解析 す ることを 目的 とした。つ ま り、

因子分析 では評価 ス コアを構成 してい る因子 へ の分解 に、主成分分析で は評価 ス コアの相

関か ら総合 的な成 分や概念 を導 き出す ことを 目的 とした。

因子分析 では、固有値 が1以 上 となる因子 を抽 出 した。主成 分分析 では、累積 寄与率が

60%以 上 となる主成分 を抽出 した。次に、抽 出 され た各 因子お よび主成分 について、適性

審査 の結果 との関連 をMann-WhitneyのU検 定 を用 いて検討 した。

多 重 検 定 に お け る有 意値

一つ の独立変数 に対 して 関連 のある事項 を複 数の従属変数 より見 いだそ うとす る、すな

わ ち多重検定 を行 う際に注意す るべ き点 として、有意 とは本来認 め られ ない にもかかわ ら

ず有意 である と判断 して しま う、いわ ゆる第 一種 の過誤(type I error)に 陥 って しま う

危 険性 がある。 この場合 、多重検定 に適合 した有意水準 を設 定す る必要 があ り、統計学的

には厳 しい有意 水準で検 定を行 うBonferroni補 正を行 うか、再試 を行 い同様 な傾 向を確

認 し、再現性 を認 める ことでデー タの正 当性 を示 す といった ことが不可欠 とな る。しか し

なが ら、本研究の よ うに従属変 数が多い解析 ではBonferroni補 正に より本来有意 である

ものを有意で ない と判断 して しま う、いわ ゆる第 二種の過誤(type II error)に 陥る危険

性 も生 じて しま う。そ こで本論文 では、で き るだけP値 をそのまま表示す るよ う心掛ける

とともに、Bonferroni補 正後 の有意値 を各 図表 の下部 に明記 す ることとした。基本 的に

全 ての有意水 準は0.05%に 設 定 した。
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結果

行動評価スコア

行 動 評 価 ス コア 間 の 相 関 を そ れ ぞ れ 検 討 した と こ ろ 、"Bite"-"Hackle"、"Bite"-

"B
arking"、"Bite"-"Nervous"お よ び"Dog Distraction"-"Non Dog Distraction"

に そ れ ぞ れ 有 意 な 相 関 が認 め られ た(相 関係 数;0.444、0.427、0.422、 お よび0.457、

p<0.0001)(表3-2)。 他 の カ テ ゴ リー に は 相 関 が認 め られ ず 、お お む ね 良好 なカ テ ゴ リ

ー 設定で あった ことが示 された。

行 動 評 価 ス コア には 雌 雄 差 が認 め られ な か っ た(図3-2)。 合 否 群 に分 け た と ころ 、行

動 評 価 ス コア の 平 均値 は"Hackle"と"Barking"の2カ テ ゴ リー にお い て 両 群 間 に有 意

差 が 認 め られ た(p=0.0001,お よ び0.0007,Mann-WhitneyのU検 定)(図3-3)。

因子分析

行動評 価 ス コアの因子分析結果 を表 に示 した(表3-3)。 本分析手法で は因子 と しての

抽 出基準 となる固有値1以 上 となるのは因子3ま でで あ り、因子3ま での累積寄与率は

30%に 満 た なか った。なお8因 子 まで抽 出 して も、累積 寄与率が52.2%に しか満 たなかっ

た。

因 子 の抽 出 に あ た り、 因 子 負 荷 量 の 絶 対 値 が0.4以 上 の もの と して 選択 した とこ ろ、

"I
nconsistent"を 除 く14項 目 が 全8因 子 の いず れ か に属 す る こ とが 判 明 した 。 な お 、

因 子1に は"Hackle"、"Nervous"、 お よび"Bite"の3項 目が 、因子2に は"Dog Distraction"、

"N
on Dog Distraction"、 お よび"Willing"の3項 目が 、 因 子3に は"Barking"、 因 子

4に は"Sensitive"、 因 子5に は"Defecation"、 因 子6に は"Calm"、 お よび"Active"

の2項 目 が 、 因 子7に は"Willing"、 お よび"Confident Type"の2項 目 が 、 そ して因子

8に は"Animated"、 お よび"Responsive"の2項 目 が 属 して いた(表3-3)。 そ こで 、各 因

子 に含 ま れ る個 々 の行 動 評 価 カ テ ゴ リー が 内 的整 合 性 を持 つ か を検 証 す る、ク ロ ンバ ック

α信 頼 性 係 数 を算 出 した。通 常 ク ロ ンバ ッ ク αは0.8以 上 を も って 妥 当 な尺 度 とみ な され

て い る。 しか しな が ら、本 分 析 で は 因 子1で0.6438、 因 子2で0.5848と な って お り、 ク

―52―



ロンバ ックαが0.8以 上 となった因子 は存在 しなか った。

主成分分析

行動評価ス コアの主成 分分析 結果 を表に示 した(表3-4)。 累積寄与率が60%以 上 となる

主成分5ま で を抽出 し、以降 の解析 に用 いた。各 主成 分 に属す る行動評価 カテ ゴリー と し

て、主成分負荷量の絶対値 が0.4以 上 とな るもの を抽出 した ところ、主成分1に は"Dog

Distraction"、"Non Dog Distraction"、"Willing"、"Nervous"、 お よび"Active"、 主 成

分2に は"Hackle"、"Barking"、"Sensitive"、"Bite"、 お よび"Active"、 主 成 分3に

は"Willing"、"Hackle"、"Nervous"、 お よび"Sensitive"、 主 成 分4に は"Animated"、

"Willi
ng"、 お よび"Active"、 主 成 分5に は"Willing"が 属 して い た(表3-4)。 各 主 成

分 中 の行 動評 価 カ テ ゴ リー の ウェ イ トを示 す 固有 ベ ク トル そ して 寄 与率 、お よび絶 対 値 の

大 きな 固 有ベ ク トル か ら類 推 した 各 主成 分 の名 称 を示 した(表3-5)。

候 補 個体 の 主成 分 得 点 の雌 雄 別 お よび合 否 別 平均 値 を 図 に 示 した。雌 雄 間で は 主成 分 得

点 に 有 意 な差 が認 め られ な か っ た(図3-4)。 合 否 群 間 で は 主 成 分2に 有 意 な差 が 認 め られ

(p<0.0001,Mann-WhitneyのU検 定)、 主 成 分5に 差 が 認 め られ た(p=0.0413,

Mann-WhitneyのU検 定)(図3-5)。 主 成 分 を 構成 す る固 有 ベ ク トル 値 か ら主成 分2を 「攻

撃 的 反 応 性 」の成 分(図3-6)、 主 成 分5を 「集 中力 」の成 分(図3-7)と 類 推 した と ころ、

攻 撃 的 反 応 性 が 低 く、集 中力 の高 い 個 体 が 盲 導 犬 と して 適 性 が あ る と判 断 され て い る と考

え られ た。
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考察

行 動傾向の雌雄 差について、行動評価 ス コア の平均値 を比較す るこ とで検討 した ところ、

有意 な差は認 め られなかった。 しか し、Goddardら の報告 ではオス犬 のほ うが犬 に対す る

興味が過度 によ り強 く、メス犬のほ うが不安傾 向や易興奮性が よ り高 く、そ のた めに盲導

犬不適格 となる ことが多い ことを報告 してい る[Goddard,M.E.et al.1982]。 今回差が

認 め られなか った理 由として、解析 に用いた個体数 が少 なかった ことや、飼育 方法 の違い

な どが考 え られ る。カ リフォルニア盲導 犬協会 では、訓練開始直後に去勢 ・避妊 手術 を施

して いるため、性 ホルモンの影響 を受 けた行 動特性 が消失 していた可能性 も考 え られ る。

あるいは、1982年 の報 告以来、オス犬のほ うが犬 に対す る過度 の興味 がよ り強 く、メス

犬 のほ うが不安傾 向や易興奮性 が よ り高い とい うこ とが、訓練士の間で通念 となってお り、

訓練記録 に特筆 され る程度 にな らなか ったの かも しれ ない。いずれ にせ よ、行動傾 向には

雌雄差 が認 め られ なかった ことか ら、以降の解析 は雌雄 を混合 した形で行 った。

盲導 犬適性審査 にお いて合格 となった群 とそ うでなかった群 につ いて 、行動評価 スコア

の平均値 を比較 検討 した ところ、"Hackle(背 中の 毛 を逆立て なが ら捻 るこ と)"お よび

"B
arking"に おいて差が認 められ、不合格 とな った個体群では有意 にこ うした傾向が高

い ことが明 らか とな った(図3-3)。"Hackle"の 評価 ス コアは、合格群 では0.02で あっ

たの に対 し、不合格群では0.19と なっていた。 評価ス コアが コメン トの出現 率である と

い うこ とを勘案す る と、不合格 となった群 の平均値が0.2に 満 たない小 さな値 であ るとい

うこ とは、訓練期間 中にほんの数 回Hackleす るだ けで 、その個体が盲導犬 と して不適格

とみ なされ る とい う事実 を反映 してい るとい える。

行動評価 ス コア の因子分析 では、固有値 が1以 上 とな る因子を抽 出 した ところ、累積寄

与率 が60%に 満 たず、主要因子内の内的整 合性 を示す ク ロンバ ック α値 も0.8に 満たない

結果 とな り、解析 を行 うことがで きなかった。 この ことは、解析 に使用 したカテ ゴ リーが

お互いに独 立 してお り、相互相関が低か った ことに起因 している と考え られ た。

一方
、主成分分析 では主成分5ま でを抽出す る ことで、累積寄与率が60%を 超 えて有意

義な分析 を行 うことがで きた。候補 個体 の主成分得 点について、合 否別 平均値 を比較 した

ところ、主成分2に 差 が認 め られ、合格群 では有意 に攻撃的反応性 が低い ことが明 らか と

なった。また、主成分5に も差 が認 め られ 、合格群 では集 中力が高い傾向 にあることも示

唆 され た。これ ら二つの主成分得点 をX軸 お よびY軸 にと り、合格群 と不合格群 に分けて

プ ロッ トした ところ、合格群 は攻撃的反応性 が低 く、集 中力 が高 い傾向 にある個体が多い
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のに対 し、不合格群 は攻撃的反応性が高い、あ るいは集 中力 が低い傾向にあ り、主成分得

点がば らついてい ることが明 らか となった(図3-8)。 盲導 犬育成施設 での調査 を行 った

Goddardら は、候補 個体が盲導 犬 として不適 格 とみ な され る大きな理 由 として、不安傾向

の高い こと、犬 に対す る興味が過度である ことに加 えて本研 究で も示唆 された、攻撃的 に

振舞 うことの3つ を報告 している[Goddard,M.E.et al.1982]。 また、Scottら は5犬

種 を用いた大規模 な交雑試験 を行 うことに よって 、使役 犬 と しての適性 は、 「優秀 な行動

力が あ り自信 にあふれてい る」-「 見知 らぬ状況や 人間に対 して臆病」軸 に集約 され てい

ることを報告 して いる[Scott,J.P.et al.1965]。 本 章の解析 で得 られた結果 は こ うし

た過去 の報告 に類似す るもの とな り、これ らの こ とか らも、盲導犬 訓練士 による評価 コメ

ン トの主成 分分析は盲導犬候補個体の適性評価 に有用で あ り、盲導犬に必要 な気質 と して

は、攻撃的反応性 の低 さと集 中力 の高 さであ ることが考 え られた。
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小括

第3章 においては、遺伝的環境や飼育環境が比較的均一であり、かつ一定の基準をも

って行動評価が実施 されている盲導犬候補個体を研究対象として選択 し、米国 ・カ リフォ

ルニア盲導犬訓練協会の協力を得て、同協会で繁殖 ・育成中の盲導犬候補個体の血液サン

プルと遺伝情報、そ して盲導犬訓練士による各個体の行動評価記録を入手した。試料を供

与された犬の内訳は、盲導犬適性審査に最終的に合格 した合格群84頭(42%)、 不合格群

78頭(40%)お よび 白内障や股関節異形成などの疾患により訓練を中止 した脱落群35頭

(18%)で あったが、この うちラブラドール レトリバー82頭(合 格群42頭 、不合格群40

頭)に ついて詳細な解析を行った。行動評価 としては、訓練期間を通 じ毎週記録 された訓

練士の評価 コメン トをもとに、攻撃性や不安傾向等 について各個体のコメン ト数を数値化

した。こうして数値化 した行動評価データをもとに、因子分析および主成分分析を行って

合否判定に関与する要因を検索した。その結果、因子分析では累積寄与率が60%に 満た

ず、有意義な解析を行 うことができなかった。一方主成分分析では5つ の主成分が抽出さ

れ、その うち攻撃的反応性および集中力に関連する主成分が合否判定に影響を及ぼしてい

ることが明 らかとなった。
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第3章 図表
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訓練は犬の進歩程度に合 わせ て10段 階(phase)に 分 け られている。

(協会Website;http://www.guidedogs.comよ り抜粋)

Phase #1

訓練前 の身体検査お よび去勢/避 妊手術 、(繁殖用個 体 と して残す 可能性 のある個体につい

て は評価途 中であ るため行 わない)、X線 撮影 、眼科検診 を行 う。 リー ド装着での歩行。

犬舎で の環境や 日常スケ ジュールへの馴致。イ ンス トラクター との協会 敷地内での リラッ

クス した散歩お よび遊びセ ッシ ョン。 日常的ケ ア と一般 的グルー ミング。

Phase #2

ハーネ ス とオ ビーデ ィエ ンス(服 従)の 予備訓練。注意散漫 となる対象物(お もちゃ、食べ

物 、他 の犬、猫な ど)へ の馴致開始。 「BEST」 方法を用いた協会敷地内でのハー ネスの訓

練(ハ ーネスで前進す るな ど)、 お よび 「前 へ(Forward)」 、 「止まれ(Halt)」 、 「飛び乗れ

(Hopp up)」、 「落 ち着いて(Steady)」 な どガ イ ドワー ク(誘 導歩行)固 有の号令 の訓練。

協 会敷地内 にある障害物 コースを リー ド装着 で歩行 訓練。

Phase #3

協 会敷地外 の静 かな住宅地 でのハーネ ス歩行 訓練。 訓練用 車両への馴致。Phase #2で 学

習 した号令 に加 えて、新 たなガイ ドワー ク号令(「右(Right)」 、「左(Left)」 、「こち らへ(Over

here)」 な どの訓練。 曲が り角での注意歩行 や通 りの横 断への馴致。協会敷地内の障害物

コー スの上達訓練。オ ビーデ イエ ンスの訓練 。シ ョッピングモール 内歩行への馴致 と犬 同

士 の社 交セ ッシ ョン。繁殖 用個体 として評価 対象 になっていた個体で、繁殖 用 とな らなか

った個体 の去 勢/避 妊手術。

Phase #4

市街 地のに ぎやかな区画 の歩道 を使 ったガイ ドワー ク上達訓練。様 々なパ ター ンの 曲が り

角や通 りの横 断への馴致。訓練犬は次第に前方 障害物 への注意 が払 えるよ うにな り、障害

物 コースでイ ンス トラクターを誘導歩行 し始 める。オ ビーデ ィエ ンスの予備評価お よびヘ

ッ ドカ ラー(head collar)に 対す る反応 を評価。

Phase #5

目隠 しを したイ ンス トラクターに よるガイ ドワークの予備審査を行 う。身体検査記録 の総

評価。ガイ ドワーク訓練 が行 われ る環境 が更 に難易度 の高 いもの になる(他 の歩行者 がい

る歩道 、階段 、 さまざまな材質 の床の歩行 な ど)。

図3-1-1 カ リフォル ニ ア盲導犬協会訓練 内容
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Phase #6

ガイ ドワーク訓練を行 うコースが更に難易度の高い環境 になる。多くの歩行者と車両が行

きか う道路や大きな横断歩道、人々の熱気にあふれた区画など。歩道のない道路や、丸 く

カーブを描いている角への馴致。さまざまな物、音や匂いにあふれたショッピングモール

や商店、建物内でのガイ ドワーク訓練。動きながら方向を転換するといった高度なガイ ド

ワーク技術の習得。また、たとえ号令が出ていてもそ うすることが危険である場合に、そ

の号令に従わない という 「賢い不服従 (intelligent disobedience) 」 を学習す る。オ ビ

ーデ ィエ ンス上達訓練。

Phase #7

都会の中心地などの最も困難な状況でのガイ ドワーク訓練へと移行。バス、電車および地

下鉄への乗車やプラットフォームでの歩行訓練。頭上が低 くなっている通路への馴致や、

リー ド無 しでの高度な服従訓練。

Phase #8

ガイ ドワー ク とオ ビーデ ィエンスの上達訓練 の継続。混雑 した状況や滑 りやすい床での歩

行 、お よびエ スカ レー ターへの乗 降な どシ ョッピングモールで の難易度の高い訓練。歩道

が無 く、障害物が ある道路での歩行訓練。

Phase #9

イ ンス トラクター が 目隠 しをした状態や 、リー ド無 しでのオ ビーデ ィエ ンス最終審査 、お

よび注意散漫 とな りがちな対象物への反応テ ス ト。見知 らぬハ ン ドラーや初心者 インス ト

ラクター との訓練 も行 う。また、目隠 しした状 態のイ ンス トラクター と実生活 に準 じた交

通機 関にお け る最 終歩行審査 も行 う。

Phase #10

最終ガイ ドワー ク審査。目隠 しした状態のイ ンス トラクター と共 に市街地 を約40-50分 間

ガイ ドワー クす る もの。審査に使 われ るコース には 日常的 な障害物(曲 が り角 、横 断歩道、

階段 、建物 、歩行者 の多い歩道、交通機 関な ど)が 含 まれ てお り、 コース途 中ではオ ビー

デ ィエ ンス審 査 も行 われる。さらに屋 内最 終ガイ ドワー ク審査 を行 う。目隠 しした状態 の

イ ンス トラク ター とシ ョッピングモールや商店 な ど建物 の中を歩行 し、エスカ レー ターや

エ レベーターの乗 降 、階段の昇 降な どを行 う。

図3-1-2 カ リフォル ニア盲導犬協会訓練 内容
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表3-1 訓練記録 か ら抽 出 した行動特性 に関す るコメン トカテゴリー
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Bonferroni補 正 後 の

有 意 値:p<0.0033

図3-2 行動評価 ス コア の雌雄差

◆お よび□は評価スコアの平均値を、エ ラーバーは標準誤差を示す。
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Bonfgerroni補 正 後 の

有 意 値:p<0.0033

図3-3 合格群お よび不合格群の行動評価スコア

◆お よび □ は 評価 ス コ アの 平均 値 を 、 エ ラ ー バ ー は標 準 誤 差 を示 す 。

有意 差 が 認 め られ た カテ ゴ リー は太 字 で 示 した。

p値 はMann-WhitneyのU検 定 に よる。
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表3-3 因子分析 因子負荷量 と累積寄与率

因子負荷量の絶対値が0.4以 上の ものをア ンダーライ ンで示 した。
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表3-4 主成分分析 主成分負荷量 と累積寄与率

主成分負荷量の絶対値が0.4以 上の もの をア ンダー ラインで示 した。
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表3-5  主成分分析 固有ベク トルと寄与率

固有ベ ク トルの絶対値が0.3以 上の もの をア ンダー ライ ンで示 した。
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Bonferroni補 正 後 の

有 意 値:p<0.01

図3-4 主成分分析 雌雄別の主成分得点平均値

p値 はMann-WhitneyのU検 定 に よ り算 出 した 。
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Bonferroni補 正 後 の

有 意値:p<0.01

図3-5  主成分分析 合否群別の主成分得点平均値

p値 はMann-WhitneyのU検 定 に よ り算 出 した 。
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変数名 固有ベク トル

主成 分2

図3-6 主成分分析 主成分2を 構成す る変数 とその固有ベク トル
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変数名  固 有 ベ ク トル

主成分5

図3-7 主成分分析 主成分5を 構成する変数 とその固有ベク トル
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図3-8 主成分分析 合否群別の主成分得点の散布図

X軸 に 主成 分2、Y軸 に主成 分5の 得 点 を プ ロ ッ トした。
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第4章

盲導犬候補個体における遺伝子多型解析
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緒言

人の心理学 ・精神 医学分野では、脳 内モ ノア ミン動態 に関与す る遺伝子 を中心 として、

それ らに認 め られ る遺伝子多型 と情動お よび精神疾患 の関連が数多 く報告 され ている。こ

れ らの報告で は、被験者へのアンケー トか ら、そ の人 の気質や精神 疾患への脆弱性 な どを

調査 す ると同時に、DNA解 析 を行 うこ とによって遺伝子 多型 の出現頻度 も調査 し、遺伝子

多型 と情動お よび精神疾患 の関連 を検討 して いる。そ こで第4章 では、第3章 において詳

細 な行 動評 価 を行 った盲導犬候補個体 を対象 に、第2章 で同定 したMAOBお よびDBHの 遺

伝子 多型、 さ らに既 に報告 され ている ドーパ ミンD2レ セプター(DRD2)遺 伝子多型およ

び ドーパ ミンD4レ セプ ター(DRD4)遺 伝子 多型 との関連 を検討 した。

本 章で新た に解析 に加 えた、ドーパ ミン レセ プター には5つ のサブタイプがあ り、アデ

ニル酸 シクラーゼ を活性化 するD1レ セプ ター フ ァミ リー(D1,D5)と 、その活性 を抑制

す るD2レ セプ ターフ ァミリー(D2,D3,D4)に 大別 され る。 中で もDRD2お よびDRD4は

向精神薬 に対す る親和性が高い こともあ り、情動や精神 疾患 との関連 が注 目されてい る。

人の脳 内で はDRD2は 主に中脳 ―黒質 ―線条体 系に発現 してお り、DRD2阻 害薬 が抗精神病

薬 と して臨床 的に有用視 され ている こと[Goldstein,M.et al.1992]か ら、統合失調症

の発 症 に関与 してい ると考 えられ てい る。また、DRD2遺 伝子 の3'未 翻訳領域 にある一塩

基置換 とアル コール依存症発症 率の関連 も報告 されてい る[Blum,K.et al.1990]。 一方、

人 のDRD4は 行動 の動機付 けに関連す ると考 え られてい る前頭葉 、海馬、お よび扁桃体 に

発現 してお り、人のDRD4遺 伝子のexon3部 位 にみ られ る反復配列多型がアル コール依存

症[George,S.R.et al.1993]や 性 格傾 向 の一つで ある新奇性追求傾 向[Benjamin,J.et

al.1996;Ebstein,R.P.et al.1996]に 関連 している。 しか しなが ら、本研 究で解析 に

加 えた犬のDRD2お よびDRD4遺 伝子多型 、す なわ ちDRD2遺 伝子塩基配列挿入 ・欠失多型

[Myeong,H.et al.2000]、 犬のDRD4遺 伝子exon1部 位の塩 基配列挿入 ・欠失多型[Ito,H.

et al.2004]、 お よび同遺伝子exon3部 位 の反復 配列 多型[Niimi,Y.et al.2001]と 犬

の気質 との関連は未 だ明 らかに されて いない。

解 析 を行 った計4遺 伝子5種 の遺伝子 多型 が、盲導犬候補 個体 の行動 特性 に及 ぼす影響

につい て検討す るために、各遺伝 子多型 の遺伝子型別 に候補個体 をグループ化 し、第3章

にて集計 ・解析 を行 った行動評価ス コアお よび主成 分得点の平均値 を算 出 し比較 検討 した。

更 に、盲導犬適性審査 の合否別 に各遺伝 子多型 のア レル 出現頻度 を比較 し、それ ぞれ の遺

伝子多型が適性審査の結果 に関連 してい るか につい ても検討 した。
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材 料 と方 法

供 試 動 物

第3章 にて詳細 な行動評 価 を行 った、盲導犬候補 個体(ラ ブ ラ ドール レ トリバー種、合

格群n=42、 不合格群n=39)を 供試 した。個体 の健 康診断 の際に末梢か ら抗凝 固処理済

みバ キ ュテイナ採血管(Becton Dickinson,U.S.A.)を 用い て得 られた犬全血 は、ゲノム

DNA抽 出 を行 うまで-20℃ にて凍結保存 した。 ゲ ノムDNAの 抽出はQIAamp DNA Blood Midi

Kit(Qiagen,U.S.A.)を 用いて通常の方法で行 い、得 られ たゲノムDNAは 滅菌超純水 に

溶か し4℃ に保存 した。

遺 伝 子 型 マ ー カ ー の 型 出 現 頻 度 の 解 析

MAO T199C多 型 お よ びDBH C789A多 型

第2章 で遺伝子型 を判 定す るのに用 いた手 法 と同様 の手法で行 った。

DRD2遺 伝 子 多 型

犬 のDRD2遺 伝子 のintron3部 位に塩 基配列 の挿入,欠 失が あるとい う報告[Myeong,H.

et al.2000]を 参考にPCR-電 気泳動 法を用 いて遺伝子型 を判定 した。PCR増 幅 にはExtaq

polymerase(TaKaRa)を 用 いた。使用 したプ ライマーお よびPCR条 件 を以下に示す。

Forward(SINE F):5'-TGT GAG CTT GAG ATA CCA TA-3'

Reverse(SINE R):5'-CGG TAT GGA GGC GTT GTG AG-3'

PCR条 件:95℃30秒 、55℃30秒 、72℃30秒 を30サ イ クル

得 られ たPCR産 物 を1.5%ア ガロース ・ゲル を用 いて電気泳動 し、泳動 度の違 いによっ

て遺伝子型 を判定 した。塩基数が多いア レル をDRD2Sア レル とし、少ないア レル をDRD2

Nア レル とした。詳細 な塩 基配列 について は図4-1に 示 した。

DRD4遺 伝 子 多 型

DRD4遺 伝子多型 は人 の性格(新 奇性 追求)へ の影 響が報告 されたexon3領 域[Benjamin,
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J.et al.1996;Ebstein,R.P.et al.1996] について、犬での多様性を調査 した岐阜大

学村山博士 ら [Niimi,Y.et al.2001;Ito,H.et al.2004] の協力によって、遺伝子型

を同定 した。 更に、村 山博士 らが同定 したexon1部 位 にお ける24bpの 塩基配列挿入 ・欠

失多型 [Ito,H.et al.2004] についても同様 に協力を頂き遺伝子型を同定 した。

遺伝子 型と行動評 スコア、および主 分得点の関連解析

遺伝子型がホモ型2種 とヘテ ロ型1種 の計3グ ル ープ となる MAOB T199C 多型 、DBH C789A

多型および DRD4exon 1多型については Kruskal-Wallis の検定を、片方のホモ型が検出さ

れず遺伝子型 が2グ ループ となる DRD2 多型お よび DRD4exon3 多型については

Mann-Whitney のU検 定 を行 った。解析 ソフ トウェアは StatView ver.5.0 を用 いた。

遺伝子多型と盲導犬適性審査の合否との関連解析

x2検 定により合格群と不合格群間におけるア レル出現頻度の相違を検討 した。
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結果

解 析 を行 った遺伝子 多型 のア レル 出現頻度 は、MAOB遺 伝子T199C多 型 についてはCア

レルが11.7%(表4-1)、DBH遺 伝子C789A多 型 についてはAア レルが42.0%(表4-2)、

DRD2遺 伝 子多型 につい てはNア レルが9.9%(表4-3)、DRD4exon1遺 伝子多型 について

はLア レル が38.3%(表4-4)、 お よびDRD4遺 伝子exon3反 復配列多型についてはSア レ

ルが12.5%(表4-4)で あった。 このこ とか ら、この5遺 伝 子マーカー は検索 した個体群

に普遍的 に存在 してい ることが明 らか とな った。

第3章 で得 られた行動評価結果 との関連で は、DBH遺 伝子C789A多 型 と、"Defecation"

(訓練ルー ト上で排便 をす る こと)ス コア に有 意な相 関(p=0.0018,Kruskal-Wallisの

検 定)が 認 め られ(表4-5)、 遺伝子型がAAで ある個体 がCAお よびCCで ある個 体に比べ

て排便 す る傾 向が高 いこ とが明 らか となった(図4-2)。

また、DRD4exon1多 型 と、主成分2(攻 撃的反応性)の 主成分得点 に有意な相関(p=0.0004,

Kruskal-Wallisの 検 定)が 認 められ(表4-5)、 遺伝子型がLLで あ る個体 がSSお よびSL

であ る個体 に比べ攻撃的反応性 が高 い ことが明 らか となった(図4-3)。

また有 意値 のBonferroni補 正 を行 うと有 意 では ない もの の、DRD4exon1多 型 と、

"S
ensitive"(敏 感)お よび"Active"(活 発)ス コアの相 関傾 向が認 め られ(p=0.0064

お よびp=0.0054,と もにKruskal-Wallisの 検定)(表4-5)、 遺伝子型がLLで ある個体

がSSお よびSLで あ る個体 に比べ鈍感で活動性 が高い傾 向にあることが明 らか となった

(図4-3)。

x2検 定 によ り合格群 と不合 格群 間におけ るア レル 出現頻度の相違を検討 した ところ、

いずれ の遺伝子多型 において も、合格群 と不合格群 の間に有意 な相違 が見 られ なかった。
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考察

MAOB遺 伝 子T199C多 型で は、遺伝子型 でCCを もつ個体 が存在 しなかった。総計 のア レ

ル出現頻度 でもア レルCは11.7%と 非常に少 ない ことか ら、盲導犬候補 個体のMAOB遺 伝

子T199C多 型 におけ る遺伝 的多様性 は小 さい と言 え る。 しか し、日本 国内の ラブ ラ ドール

レ トリバー では、ア レルCの 出現頻度が40%も あ り、盲導犬候補群 とは大 きく異なって

いた。もちろん、今回解析 に供試 した盲導犬候補個 体には、疾患に よって不適格 となった

個体 が除外 されてお り、純粋 な盲導 犬候補群 のア レル 出現頻度 を反映 していない。しか し、

このよ うに出現頻度 に大 きな差が認め られた とい うことは、これ までの盲導犬育成の育種

選抜 の過程 で、MAOB遺 伝 子T199C多 型のア レルCが 積極 的に排除 されて きた ことを示唆

してい るとも考え られ る。

第3章 で得 られ た行動評価結果 との関連で は、DBH遺 伝 子C789A多 型 と、"Defecation"

(訓練ルー ト上で排便 をす る こと)ス コアに有意 な相関(p=0.0018,Kruskal-Wallisの

検 定)が 認 め られ(表4-5)、 遺伝 子型がAAで ある個体 がCAお よびCCで ある個体に比 べ

て排便す る傾 向が高い ことが明 らか となった(図4-2)。 この ことか らDBH遺 伝子C789A

多型 ではCア レルの有無 が排便傾 向に関連 してい るよ うで ある。もし実際の盲導犬活動中

に排 便すれば、目の不 自由なユーザーはそれ に気 がつ くことが困難 であ り、往来の頻繁 な

路上で は危険 な状況 に陥 る可能性 もあ る。そのた め盲導犬候補個体は訓練 ルー ト上 に排便

す るこ とが無 いよ うに、訓練開始直前 に排 便す るべ き場所(ト イ レ)で 排便 を済 ませ るよ

うに トレー ニング され る。DBHは ドーパ ミンか らノル ア ドレナ リンを生合成す る酵素で あ

る。そのた め ドーパ ミンあるいは ノル ア ドレナ リンが排 泄場所 の学習 に関与す る可能性 が

示唆 された ことは興味深い。

また、DRD4exon1多 型 と、主成分2(攻 撃 的反応性)の 主成分 得点 に有意 な相関(P=0.0004,

Kruskal-Wallisの 検定)が 認 め られ(表4-5)、 遺伝子型がLLで ある個 体がSSお よびSL

であ る個体 に比べ攻撃 的反応性が高い こ とが明 らか となった(図4-3)。 人 のDRD4は 行動

の動機 付けや 、新奇性 追究傾向に関わ ることが知 られてい るが、攻撃性 との関連 は報告 が

無い。犬における攻撃 的反応性が人のそ うした行動特性 に一致す るのかについては今後の

検討課題 と したい。第3章 にお いて盲導犬不適 格 となる個体 は主成分2の 主成分得点が高

い傾向 にある ことが示 され たた め、DRD4exon1多 型 が盲導 犬適性審 査の結果 に関与す る

可能性が考 え られた。しか し、合否群 間に遺 伝子型 出現 頻度および ア レル出現頻度の相違

が認 め られず 、DRD4exon1多 型 の直接的 な関与 は実証 され なかった。
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こうした解析によって、それぞれの遺伝子多型が盲導犬候補個体の行動特性 に及ぼしてい

る影響について新たな知見を得ることができた。犬の行動遺伝学において、遺伝子多型を用

いた行動特性の解析 という新たな試みは、交雑試験、戻 し交配などコス トのかかる試験 より

簡便であり、今後の強力な解析ツール となる可能性が考えられた。
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小括

第4章 では、第3章 において詳細な行動評価 を行 った盲導犬候補 個体 を対象に、第2章 で同

定 したMAOBお よびDBHの 遺伝子多型、さらに既 に報告 されてい る ドーパ ミンD2レ セプター

(DRD2)遺 伝子 多型お よび ドーパ ミンD4レ セプ ター(DRD4)遺 伝 子多型の計4遺 伝子5種

の遺伝 子多型 が、盲導犬候補 個体 の行動特性 に及 ぼす影響 について検討す るた めに、各遺伝

子 多型 の遺伝子型別 に候補個体 をグルー プ化 し、行動評価ス コアお よび主成分得点の平均値

を算 出 し比較検討 した。更 に、盲導犬適性審査 の合否別 に各遺伝子多型 のア レル出現頻度を

比較 し、それ ぞれ の遺伝子多型 が適性審査 の結果 に関連 して いるか につい ても検討 した。そ

の結果 、DBH遺 伝子C789A多 型 と、"Defecation"(訓 練ルー ト上 で排便 をす ること)ス コア

に有 意な相 関(p=0.0018,Kruskal-Wallisの 検 定)が 認 め られ、Cア レル の有無が排便傾

向に関連 している ことが 明 らか となった。 また、DRD4exon1多 型 と、主成 分2(攻 撃的反応

性)の 主成 分得点 に有意 な相関 が認 め られ、遺伝子型がLLで ある個体 がSSお よびSLで あ

る個体 に比 べ攻撃的反応性が高 い ことが明 らか となった。第3章 では盲導犬不適格 となる個

体 は主成分2の 主成分得点が高 い傾 向にある ことが示 された ため、DRD4exon1多 型が盲導犬

適性審 査の結果 に関与す る可能性 が考 え られ た。
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第4章 図表
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図4-1 DRD2遺 伝子 の多型 部位

□内は塩基配列の挿入 ・欠失部位を示す。
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表4-1 MAOB遺 伝子多型の遺伝子型お よびアレル出現頻度
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表4-2 DBH遺 伝子多型の遺伝子型およびア レル出現頻度

―83―



表4-3 DRD2遺 伝子多型の遺伝子型お よびア レル出現頻度
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表4-4 DRD4遺 伝子多型の遺伝子型およびア レル 出現頻度
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表4-5 多型遺伝子型 と行動評価スコア、主成分得点の関係

数 値 はp値 を 示 す 。(Kruskal-Wallisの 検 定;MAOB T199C,DBH C789A,DRD4exon1,

Mann-WhitneyのU検 定;DRD2,DRD4exon3)

Bonferroni補 正 後 の 有 意 値 はp<0.0033(行 動 評 価 ス コ ア)お よ びp<0.01(主

成 分 得 点)と した 。 有 意 レベ ル に 達 した も の にaを 、有 意 レベ ル に 近 い も の にb

を 付 した 。
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p=0.0018,

Kruskal-Wallisの 検 定

図4-2 DBH C789A多 型 の 遺 伝 子 型 とDefecationス コ ア の 関係

◆ には行 動評価 ス コアの平均値 を、エラーバーは標準誤差を示す。

()内 の数値 は個体数 を示す。
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図4-3 DRD4exon1多 型 の遺伝 子型 と行動評価 ス コアおよび主成分得点の関係

◆には行動評価スコアの平均値を、エラーバーは標準誤差を示す。

()内 の数値 は個体数 を示す。
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第5章

重回帰分析による盲導犬候補個体の適性予測
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緒言

個体の行動特性には、大きく分けて行動の駆動系、抑制系および両者のバランス維持系

の3つ がある。人の精神医学分野では、それぞれ駆動系には ドーパ ミン神経系、抑制系に

はセロ トニン神経系、そ してバランス維持系にはノルア ドレナ リン神経系が関わるとされ

てい る [Cloninger,C.R.1987] 。 しか し、た った一つ 「攻撃性」 とい う行動特性 を取 り上

げてみても、その特性を支配 している脳部位は前頭葉や扁桃体、海馬などさまざまな部位

に渡ってお り、関与 している神経伝達物質や受容体は複数にわたると考えられる。近年、

人の遺伝学分野では、複数の遺伝子多型を用いて、一つの行動特性や精神疾患への脆弱性

との関連を調査する試みが始まっている。Nobleら はDRD2遺 伝子多型 とDRD4遺 伝子多型

を組み合わせることで、新奇性追究傾向とこの2遺 伝子多型の相互作用が関連 しているこ

とを報告 した [Noble,E.P.et al.1998] 。彼 らは複数の遺伝子型を統合 して解析するた

めにハ プ ロタイ プ解析 とよばれ る解 析手法 を使用 した。この解析手法 は、例えばA遺 伝子

多型 がAA、aaの2タ イプに、B遺 伝子多型がBB、Bb、bbの3タ イプに分かれ る場合、ハ

プ ロタイ プはAABB、AABb、AAbb、aaBB、aaBb、 お よびaabbの2×3=6タ イプ とな り、6タ

イ プのハプ ロタイプに分類 され たサ ンプル につ いて比較解析 を行 う手法 である。しか しな

が ら、解析す る遺伝子が増加 す るに従いハプ ロタイプ も増加す るため、それぞれの タイプ

に属す る個体数が統計的必要数 を満 たす ため には、大規模 な例数が必要 とな る。本研究 に

おい て も複数 の遺伝子 多型 とそれ ぞれ の行動 特性 との関連 を見出す 目的 でハ プ ロタイプ

解 析の実施 を検討 したが、各ハプ ロタイ プの例数 が統計的に充分 でないこ とか ら、実施 で

きなか った。そ こで、複 数のデー タを統合 し、一つ の結果 を説 明す ることを可能 とす る重

回帰分析 に着 目し、複数の遺伝 子多型の相互作用 と行動 特性 の関連について検討 した。

重回帰分析 とはp個 の説明変数(独 立変数)と ある 目的変数(従 属変数)の 間に式をあ

て はめ、目的変数の変動が説明変数の変動に よって どの程度影響 され るか を分析す る手法

を指 す。重回帰分析 では

1、 予測/潜 在能力/評 価

2、 説 明変数 の 目的変数に及ぼす 影響 度

3、 説 明変数 の大事 さランキング

が明 らかにできる。

あて はめ る式は重回帰式 と呼ばれ 、最小二乗法 に よ り求め られ る。
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重 回帰 式;

Y(目 的 変 数)=α1X1(説 明 変 数1)+α2X2(説 明 変 数2)+…+αpXp(説 明 変 数P)+(定 数 項)

本研究では、まず第4章 で解析を行った5つ の遺伝子多型が盲導犬 としての適性にどの

程度関与 しているかについて検討するために、第3章 で得 られた第2主 成分 「攻撃的反応

性」の主成分得点を盲導犬候補個体の適性に関す る基準、つまり目的変数とし、5遺 伝子

マーカーを説明変数として重回帰分析を行い、盲導犬の適性を予測する計算式を導いた。

また、これら5種 の遺伝子多型が他の主成分として抽出された行動特性にどの程度関与し

ているかについても検討 した。さらに解析の精度を向上させ る目的で、候補個体の性別、

訓練開始時の 日齢、訓練士の初回訓練時の第一印象を攻撃性および不安傾向にスコア化 し

たデータを説明変数に加えた重回帰分析も行った。最後に盲導犬候補個体の最終審査合否

結果が、これ ら5種 の遺伝子多型から予測可能であるかについて判別分析によって検討 し

た。
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材料と方法

重回帰分析

重回帰式;

Y(目 的 変 数)=α1X1(説 明 変 数1)+α2X2(説 明 変 数2)+…+αpXp(説 明 変 数P)+(定 数 項)

説明変数と目的変数

本研 究では 目的変数 を主成分得 点(主 成分1か ら5)と し、説明変数 を5遺 伝子マーカ

ー、性別 、訓練開始時 の 日齢、お よび訓練 士の第一印象 と設定 した。訓練士の第一印象 は、

盲導犬候補個体の訓練開始週 におけ る訓練記録 か ら、攻 撃性 あるいは不安傾 向が認 め られ

た ことを示す コメン トの有無 によって判断 した。説明変数の数値化 に際 し、遺伝子マーカ

ーについては表5-1の よ うに数値化 を行 い、性別 は雄 を1、 雌 を2、 第一印象 については

攻 撃性 を示す コメ ン ト(1st agg)が 無かった場合 を1、 あった場合 を2、 同様 に不安傾 向

を示す コメ ン ト(1st fear)が 無か った場合 を1、 あった場合を2と して算出 した(表5-1)。

偏回帰係数と標準偏回帰係数

重回帰式に使用 される α1,α2,… αpは偏回帰係数とよばれ、各説明変数の単位

が1つ 変動することに目的変数に与える影響を示す。ただし目的変数 として使用するデー

タは単位がそれぞれ異なるため、それぞれ説明変数の目的変数に及ぼす影響力については、

偏回帰係数の値を直接比較す ることができない。それぞれの説明変数が 目的変数に及ぼす

影響について比較する場合は、データ単位 を同一にして重回帰分析を行 うことによって算

出できる、標準偏回帰係数を用いる。本解析では、説明変数の影響力について比較するこ

とを目的として、重回帰式の偏回帰係数とともに標準偏回帰係数を算出し併記することに

した。

分析の精度と決定係数(R2)

説明変数の全変動の うち、回帰によって説明できる割合(寄 与率)は 重相関係数の2乗

(R2;決 定係数)に 等 しくなる。しかし説明変数を増や してゆけば、寄与率はだんだんと

1に 近付くので、寄与率が高 くなったのが追加 された説明変数の効果なのかどうかがわか
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らな くな る。 このため、 自由度調整 済み の重相 関係数 の2乗(R2)が 定義 され る。分析の

精度 については、統計的基準はな く、分析者 の経験 的な判断に基づいて決定 され る もので

ある。一般 的には、決定係数が0.8以 上で、分析 の精度 が非常 に良 く、0.5以 上でやや よ

い、0.5未 満 でよ くない と判断 され てい る。 この決定係数の検 定は分散分析 に よって実施

す るもので ある。

また、分析の精度 を高め、過誤の無い重回帰 式 を作成す るに当た り、説明変数を適切 に

増減す る必要が ある。説明変数 は

1、 目的変数 と相関 の高い変数 であるこ と。

2、 説明変数相互で相関が高い ものは、いず れか の変数 を除外す ること。

で あるべ きで、あ らか じめ変数同士の相関 につ いて勘案 し、適切に変数 を増減す る ことが

重要で ある。そ のため本研究では変数増減 法 を適用 し、最適 な重回帰式の算 出を 目指 した。

目的変数 の取捨 には分散分析F値2.0を 上回 る ことを基準 とした。

判 別 分 析

判別分析 とはサ ンプル が持 ってい る諸特性 か ら、その サンプルが どの群(グ ループ)に

属す るかを判別 す る手法を指す。この手法 では 、群(グ ループ)で 表 され るカテ ゴ リーデ

ー タを目的変数に と り、数量デー タで表 され るP個 の諸特性 を説明変数に とることで、線

形判別関数式 を導 く。

本研究では合否判定結果 を目的変数 とし、5つ の遺伝子マーカー を説明変数 と した。

線 形判別関数式;

Z(目 的変数)=β1X1(説 明変数1)+β2X2(説 明変数2)+…+βpXp(説 明変数P)+(定 数項)

この時の β1,β2,… βpを 判別係数 といい 、各説明変数の単位 が1つ 変動す るご

とに 目的変数 に与 える影響 を示す。ただ し偏 回帰係 数 と同様 に説明変数の単位 が異な るた

めに判別係数 をそ のまま比較す ることはで きない。

この式の右辺 で求 め られ る値(判 別 得点)に よって、分析に用 いたサ ンプルが どの群 に

属 す るかを推 定 し、実際の群 との対応 を調 べ る ことに よって、分析 の精度 を調べ ることが

で きる。本研究では判別得点が正の値 とな る個 体は合格群 とな り、負 の値 となる個体 は不

合 格群 と して推 定 され る。 分析の精度 を、判 別的 中率に よって求 めた。

判別 的中率=100× 推 定群 と実際群が一致したサンプル数/分 析対象全サンプル
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結果

重回帰分析

表に重回帰分析結果をまとめるとともに、各主成分の重回帰式に用いられた偏重回帰係

数および標準偏回帰係数を示 した。5種 すべての遺伝子多型を説明変数 として使用する全

数法(表5-2)と 、遺伝子多型を最適に取捨す る増減法(表5-3)に て解析を行ったが、

盲導犬適性度の評価基準とした主成分2、および他の主成分のいずれを目的変数 としても、

有意水準95%を 満たす説明変数は存在せず、行動特性におよぼす遺伝子相互作用につい

て有意義な結果は得られなかった。ただし増減法では主成分2を 目的変数とした場合にお

いて、修正済み重相関係数が0.172、 分散分析によるP値0.068、F値3.415と 予測精度

は高 くないものの、DRD4exon1の 塩基配列挿入 ・欠失多型が説明変数として採用 された

次の重回帰式が得 られた。

主 成 分2=0.081×(DRD4exon1多 型)-0.140

主成分1を 目的変数 とした場合は、修 正済み重相関係 数が0.135、 分散分析 によるP値

0.121、F値2.461と 予測精度は低いが、DRD4exon1の 塩基配列挿入 ・欠 失多型 が説明変

数 として採用 され た次の重回帰式が得 られた。

主 成 分1=0.083×(DRD4exon1多 型)-0.139

主成分5を 目的変数 とした場合は 、修正済み重相 関係数が0.133、 分散分析に よるP値

0.123、F値2.430と 予測精度は低い が、DRD2の 塩 基配列挿入 ・欠失 多型 が説明変数 とし

て採用 された次の重回帰式 が得 られ た。

主 成 分5=0.092×(DRD2多 型)-0.166

次に、解析 の精 度 を向上 させ る 目的 で、候 補個体 の性別 と訓練士の初回訓練時の第一印

象 を攻撃性お よび不安傾 向にス コア化 したデ ー タを説明変数 に加 えて重回帰分析 を行 っ

た ところ、修正 済み 重相関係 数が0.597、 分 散分析 によるP値0.0001以 下、F値5.863と
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なる以下の重回帰式が導き出された。

主 成 分2=0.017×(MAOB多 型)-0.004×(DBH多 型)-0.019×(DRD2多 型)-0.005

×(DRD4exon1多 型)-0.037×(DRD4exon3多 型)+0.096×(Sex)+0.0002×(日 齢)

+0.504×(1st agg)-0.052×(lst fear)-0.518

ま た 、増 減 法 お い て も第 一 印 象 の攻 撃性 が説 明 変 数 と して採 用 され た以 下 の重 回 帰 式 が

導 き 出 され 、修 正 済 み 重 相 関係 数 が0.623、 分 散 分 析 に よ るP値0.0001以 下 、F値51.002

と い う分 析 結 果 が得 られ た(表5-4)。

主 成 分2=0.497×(1st agg)-0.581

判別分析

判別分析の結果を表および次に示す(表5-5)。

判 別 得 点=-0.379×(MAOB多 型)+0.440×(DBH多 型)+0.876×(DRD2多 型)-0.403

×(DRD4exon1多 型)+0.115×(DRD4exon3多 型)+0.945×(Sex)-2.367

この線形判別 式 によって求め られ た判別得 点の分布 を図 に示 した(図5-1)。 個体の分

布を視 覚的に捕 らえや すい よ うに、X軸 には階級値 を用 いた。判別得 点階級値 は、判別得

点が1以 上の ものを1と し、0以 上1未 満の ものを0、-1以 上0未 満 の もの を-1、-1未 満

の ものを-2と した。また、導 き出 された判別式 を用いて求めた判別的中率は66.3%と なっ

た。(表5-6)。
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考察

重回帰分析

主成分2を 目的変数 とした変数増減 法において、修 正済み重相関係 数が0.172、 分散分

析 によるP値0.068、F値3.415と 予 測精度 は高 くない ものの、DRD4exon1の 塩基配列挿

入 ・欠失多型が説明変数 として採用 された次の重回帰式が得 られ た。

主成分2=0.081×(DRD4exon1多 型)-0,140

この重回帰式 の偏回帰係数 が0.081と 正の値で あるた め、DRD4exon1多 型 においてSS

ア レルお よびSLア レル に対 しLLア レル を持 った個体の ほ うが攻撃的反応性 が高 くなる傾

向がある と解釈 できる。

主成分1を 目的変数 とした場合は、修 正済み重相関係数が0.135、 分散 分析 によるP値

0.121、F値2.461と 予測精度は低 いが、DRD4exon1の 塩基配列挿 入 ・欠 失多型 が説明変

数 として採用 され た次の重回帰式が得 られた。

主成分1=0.083×(DRD4exon1多 型)-0,139

偏 回帰係数 が0.083と 正の値で あるた め、DRD4exon1多 型においてSSア レルお よびSL

ア レル に対 しLLア レル を持 った個体の ほ うが外 向性 が高 くなる傾向が あると解釈 できる。

ドーパ ミン神経系 は情動の駆動系 と推察 され てお り、DRD4遺 伝 子多型が新奇性 追求傾 向

に関連 があるこ とを示 した人での報告例 な どを勘案す る と、DRD4exon1に 関わ る遺伝子

多型 が攻撃的反応性 や外 向性 に関わる とい う結果 は妥 当なもの と考え られ よ う。また、第

4章 におい て も、DRD4exon1多 型 が"Sensitive"お よび"Active"と 関連す る とい う結

果 が得 られてお り、本 章での結果 に合 致す る と考 え られ る。

主成分5を 目的変数 とした場合 は、修 正済み重相関係数が0.133、 分散分析 によるP値

0.123、F値2.430と 予測精度 は低 いが、DRD2の 塩基配列挿 入 ・欠 失多型 が説 明変数 とし

て採用 され た次 の重回帰式が得 られ た。

主成分5=0.092×(DRD2多 型)-0.166

偏 回帰係数 が正 の値 であるため、DRD2多 型 にお いてSNア レル を持つ個体に対 し、SSア

レル を持つ個体のほ うが集 中力 が高 くな る傾 向があ ると解釈 で きる。DRD2に 関わる遺伝

子 多型が集 中力に関わ る とい う結 果 は、げ っ歯類 のDRD2が 学習 に関わ るとい う報告例

[Wise,R.A.2004]な どを考 え合わせ る とDRD2の 果たす役割 について新た な解釈 ができ興

味深 い。
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次に、解析の精度を向上 させ る 目的 で、候補 個体の性別 と訓練士の初回訓練時の第一印

象 を攻撃性 お よび不安傾 向にス コア化 したデ ー タを説 明変数に加 えて重回帰分析 を行 っ

た ところ、修 正済み重相関係数が0.597、 分散分析 に よるP値0.0001以 下、F値5.863と

なる以下の重回帰式が導 き出 された。

主成分2=0.017×(MAOB多 型)-0.004×(DBH多 型)-0.019×(DRD2多 型)-0.005×(DRD4

exon1多 型)-0.037×(DRD4exon3多 型)+0.096×(Sex)+0.0002×(日 齢)+0.504×(1st

agg)-0.052×(1st fear)-0.518

標 準偏 回帰係数の値か ら、攻撃的反応性 に最 も大 きな影響を及ぼ している説明変数が第

一印象 の攻撃性 である ことが判 明 した(表5-4)
。 また、増減法お いて も第一印象の攻撃

性 が説 明変数 と して採 用 され た以 下の重 回 帰式 が導 き出 され 、修 正済 み重相 関係数 が

0.623、分 散分析 に よるP値0.0001以 下、F値51.002と い う分析結果が得 られ た(表5-4)。

主成分2=0.497×(1st agg)-0.581

本研 究では、複数 の遺伝子多型のみの相 互作用で は犬 の行動特性 に及ぼす影響 について

分析 で きなかったが、訓練士 の第一印象な どの他の説明変数 を補 うことで、主成分2「 攻

撃的反応性 」につ いての各説明変数の相互作用 を明 らかにす るこ とが可能 となった。また、

1st agg(訓 練士の第一印象 と して攻撃性 が認 め られ る こと)が 、説 明変数 の重要度 を示

す標準偏 回帰係数 の値 におい て最 も大 きい結果 となった ことか ら、第3章 で明 らか となっ

た盲導 犬の合否判 定にお いて重視 されてい る攻撃 的反応性 が、既 に初回訓練時に認 め られ

る傾 向にあ ることが判 明 した。

判 別 分 析

判別分析では、5遺 伝子マーカーと性別を用いて線形判別式を作成 した。得 られた線形

判別式によって求められた判別得点の分布を図に示 した(図5-1)。 図によると合格群、

不合格群 ともそれぞれ正規分布を描いているものの、合格群の中には判別得点が負の値に

なっている個体や不合格群の中には判別得点が正の値になっている個体も存在 してお り、

本分析で得 られた判別関数式ではすべての個体について正確に判別することができず、分

析の限界が認められた。また、導き出された判別式を用いて求めた判別的中率は66.3%と

なった。(表5-6)。 判別的中率は慣例により75%以 上をもって判別分析の精度が良いと判

断することから、本研究の結果は分析の精度が良 くない と言える。 しかし、5遺 伝子マー

カー と性別を用いるだけで約60%の 個体について合否予測を行 うことができることが判明

したことにより、更なる遺伝子マーカーの蓄積によって合否予測が高精度で行 うことがで

きるようになる可能性があるといえるだろう。
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小括

第5章 では、犬の行動 特性 に複数 の遺伝子多型の相互 作用 が影響 してい るのか、さらに

は盲導犬 と しての適性 が複数 の遺伝 子多型 の相互作用 に よって説 明可能 であ るのかにつ

いて検討す る 目的で、第4章 で解析 を行 った4遺 伝子5種 の遺伝子多型 を説明変数 とし、

第3章 で集 計 ・算出 した主成 分得点を 目的変数 とした重回帰分析 を行い、遺伝子多型 と行

動特性の関連 を調査 した。その結果 、複数 の遺伝子多型のみの相互作用では犬 の行動特性

に及ぼす影響 について分析で きなか ったが、訓練士の第一印象な どの他の説明変数 を補 う

ことで、主成分2「 攻撃的反応性」についての以 下のよ うな重回帰式が導き出 され 、各説

明変数の相互作用 を明 らかにす るこ とが可能 となった。

主成分2=0.017×(MAOB多 型)-0.004×(DBH多 型)-0.019×(DRD2多 型)-0.005×(DRD4

exon1多 型)-0.037×(DRD4exon3多 型)+0.096×(Sex)+0.0002×(日 齢)+0.504×(1st

agg)-0.052×(1st fear)-0.518

また、遺伝子マーカー と性別 を用い た盲導犬適性審査合否判別分析 では、60%以 上 の判別

率を得 ることがで きた。
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第5章 図表
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表5-1 重回帰分析 各デー タの数値化

1st aggは 訓 練 士 の第 一 印象 に お い て 攻 撃性 を表 す。

1st fearは 訓 練 士 の 第 一 印象 に お い て 不 安傾 向 を表 す。
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表5-4 説明変数に性別、 日齢および第一印象を加えた場合の重回帰分析結果

**:1%有 意*:5%有 意
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表5-5 判別 分析 の結果

―104―



表5-6  判別得点によって合否を推定した結果および判別的中率

判別的中率

=100× 推 定群 と実際群 が一致 したサ ンプル数/分 析対象全サ ンプル
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図5-1 判別分析 判 別得点 の分布

判 別 得 点 階 級 値 は、 判 別 得 点 が1以 上 の もの を1と し、0以 上1未 満 の も

の を0、-1以 上0未 満 の もの を-1、-1未 満 の もの を-2と した 。
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第6章

総合考察
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人の精神 医学分野では、脳 内神経伝 達物質の動態が個 人の性格傾 向に影響 を及ぼす こと

が明 らか に されつつある。精神遺伝学分 野では塩 基配列 の一部 が個体 によって異 なる 「遺

伝子 多型」 を個性のマー カー と して用い る研 究が進んでお り[Benjamin,J.et al.1996;

Ebstein,R.P.et al.1996;Noble,E.P.et al.1998;Caspi,A.et al.2002]、 個性

が遺伝 的要 因か ら影響 を受 ける割 合 が40～60%に も及ぶ と考 え られて い る[Plomin,R.

1990]。 犬はその長い家畜化 の歴 史におい て、その見かけだけでな く行 動特性 をも指標 と

した育種選抜 を受 けてきた。しか しなが ら、犬の行動特性 に関わ る遺伝的要因の研 究は観

察評価 を中心 とした記述統計的研究 であ り、分 子生物学的 アプ ローチ は端 についたばか り

で ある。そ こで本研究では、犬 を研究 モデル として、遺伝子多型 を利用 した分子生物学的

アプ ロー チに よって行動特性 の遺伝 的背景 を解 き明かす ことを 目的 とした。

研 究 結 果 の 概 要

本研 究ではまず第2章 において、行動 関連遺伝子の候 補 として ドーパ ミン代謝経路 に関

与す る遺伝 子であるモ ノア ミン酸化 酵素(MAO)お よび ドーパ ミン β水酸化酵素(DBH)に

着 目し、同遺伝子の塩 基配列 を決 定 し、遺伝 子多型部位 を検 索 した。MAO遺 伝子について

は 、Northern Blot解 析を行 い脳 内にお ける遺伝子 の発現分布様 式について も検討 したと

ころ、2種 のサブ タイプは共 に、情 動 に関 与す ると考 え られてい る中脳 辺縁系 において発

現 が認 め られ た。 さらに、MAOサ ブ タイプA(MAOA)遺 伝子 の全翻訳領域(ORF)お よびプ

ロモー ター領域 、MAOサ ブタイ プB(MAOB)遺 伝子のORF、 お よびDBH遺 伝子 のORFの 塩

基配列 につ いて、遺伝 的背景 の異 なる複数 の ビー グル犬か ら採取 した遺伝子配列 を比較す

るこ とに よって多型部位 を検索 した。MAOA遺 伝子 については多型部位 が認 め られ なかっ

たが、MAOB遺 伝子ではア ミノ酸置換 を伴 う一塩基多型(SNP)が1箇 所 見出 され、DBH遺

伝 子で は2箇 所 のア ミノ酸置換 を伴 うSNPが 認 め られ た。ア ミノ酸置換 が起 こる と、蛋 白

構造 が変化 し、MAOBお よびDBHの 酵 素 と しての機能 が変化す ることにつ なが る可能性が

高 い。犬 のMAOBは ドーパ ミンの代 謝分解 に、DBHは ノルア ドレナ リン生合成に関わる酵

素 であ ることを勘案す ると、本実験 に よって 同定 された遺伝子多型 が、犬 の行動特性を変

化 させ る遺伝 子マーカー とな り得 ると考 え られた。

これ らア ミノ酸置換 を伴 うSNPの 出現頻度 について犬種差 の有無 を検討す るため、国内

11箇 所 の獣 医科病院の協力を得 て、各病院 に来院 した5犬 種(ラ ブラ ドール レ トリバー、

ゴールデ ンレ トリバー、マル チーズ、 ミニチ ュアシュナ ウザー、 シバ イヌ)そ れぞれ20

頭 以上 か ら採材 したゲ ノムDNAを 解析 した。そ の結果、多型 出現頻度は 、MAOB遺 伝子T199C

多型 につ いては、Cア レルが40.1%、DBH遺 伝子C789A多 型につ いてはAア レルが38.9%、
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また同A1819G多 型はシバイヌにおいてのみGア レルが認め られ、その頻度は59.0%で あ

った。これ ら全ての多型出現頻度について犬種差が認められたことから、こうした遺伝子

多型が犬種の育種選抜の際に取捨され るような犬種特徴に影響を及ぼしている可能性が

示唆 された。

第3章 においては、遺伝的環境や飼育環境が比較的均一であり、かつ一定の基準をも

って行動評価が実施 されている盲導犬候補個体を研究対象 として選択 し、米国 ・カ リフォ

ルニア盲導犬訓練協会の協力を得て、同協会で繁殖 ・育成中の盲導犬候補個体の血液サン

プルと遺伝情報、そ して盲導犬訓練士による各個体の行動評価記録を入手 した。この うち

ラブラ ドール レトリバー82頭(合 格群42頭 、不合格群40頭)を 研究対象 として、どの

ような行動特性が盲導犬の合否判定に関与す るのかを精査す る目的で、盲導犬訓練士によ

って訓練期間を通じて毎週記録 された評価 コメン トに着 目し、攻撃性や不安傾向等15種

のカテゴリーについて各個体のデータを数値化 して因子分析および主成分分析を行った。

その結果、因子分析では累積寄与率が60%に 満たず、有意義な解析を行 うことができな

かった。一方主成分分析では5つ の主成分が抽出され、その うち攻撃的反応性および集中

力に関連する主成分が合否判定に関与 していた。したがって盲導犬に必要な気質としては、

攻撃的反応性の低 さと集中力の高さであることが考えられた。

第4章 では、第3章 にお いて詳細 な行動評価 を行 った 盲導犬候補個体 を対象 に、第2章

で同定 したMAOBお よびDBHの 遺伝子多型、さ らに既 に報告 されてい る ドーパ ミンD2レ セ

プ ター(DRD2)遺 伝子多型お よび ドーパ ミンD4レ セプ ター(DRD4)遺 伝子多型の計4遺

伝子5種 の遺伝子多型 が、盲導犬候補個体の行動特性 に及 ぼす影響について検討す るため

に、各遺伝 子多型 の遺伝子 型別に候補個体 をグルー プ化 し、行動評価ス コアお よび主成分

得点 の平均値 を算 出 し比較検討 した。更に、盲導犬適性審査 の合否別 に各遺伝子多型のア

レル 出現頻度 を比較 し、それぞれの遺伝子多型 が適性審査 の結果 に関連 しているか につい

て も検討 した。その結果、DBH遺 伝子C789A多 型 と、"Defecation"(訓 練ル ー ト上で排便

をす ること)ス コア に有意な相関(p=0.0018,Kruskal-Wallisの 検 定)が 認 め られ、C

ア レルの有無が排 便傾 向に関連 してい ることが明 らか となった。 また、DRD4exon1多 型

と、主成分2(攻 撃 的反応性)の 主成分得 点 に有意 な相関が認 められ 、遺伝子型がLLで

あ る個体がSSお よびSLで あ る個体 に比べ攻撃的反 応性 が高い ことが明 らか となった。第

3章 では盲導犬不適格 とな る個体は主成分2の 主成分 得点が高い傾 向にあることが示 され

たた め、DRD4exon1多 型 が盲導犬適性 審査 の結果 に関与す る可能性 が考 え られた。

第5章 では、犬の行動特性に複数の遺伝子多型の相互作用が影響しているのか、さらに

は盲導犬としての適性が複数の遺伝子多型 の相互作用によって説明可能であるのかにつ

いて検討する目的で、第4章 で解析を行った4遺 伝子5種 の遺伝子多型を説明変数 とし、
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第3章 で集計・算出 した主成分得点を目的変数 とした重回帰分析を行い、遺伝子多型 と行

動特性の関連を調査 した。その結果、複数の遺伝子多型のみの相互作用では犬の行動特性

に及ぼす影響について分析できなかったが、訓練士の第一印象などの他の説明変数を補 う

ことで、主成分2「 攻撃的反応性」についての重回帰式が導き出され、各説明変数の相互

作用を明らかにすることが可能 となった。また、遺伝子マーカーと性別を用いた盲導犬適

性審査合否判別分析では、60%以 上の判別率を得 ることができた。

犬種による遺伝子多型出現頻度の違い

MAOB遺 伝子T199C多 型

MAOB遺 伝子T199C多 型のア レル 出現頻度は5犬 種間で大き く異 なっていた。特 に、 ゴ

ールデ ン レ トリバー ではア レルTが90%以 上の個体 に認め られたのに対 し、 ミニチ ュア

シュナ ウザー ではわず か17%の 個 体に認 め られ るに とどまっていた(表2-1)。 このよ う

に出現頻度 に偏 りが見 られ るこ とは、犬 のDRD4遺 伝子反復配 列多型で も報告 され てい る

が[Niimi,Y.et al.2001]、 同様 に犬種創 出 の際 の人為的選択淘 汰の結 果なのか もしれ

ない。 ゴールデ ン レ トリバー と ミニチ ュアシュナ ウザーは周 知の よ うに、体格、被 毛色

お よび行 動特性 について非 常に異 なった特徴 を有 してい る。獣医師へ のアンケー トを用 い

て、犬種 ごとの行動特性 につ いて検討 した研 究では、ゴールデ ンレ トリバー はお とな しく、

人に友好的 な特性 を持 ってい るのに対 し、ミニチ ュア シュナ ウザーは興奮 しやす く時には

攻撃 的に振舞 うこ ともある とい う特性 であ るこ とが明 らか となってい る[Hart,B.L.et

al.1985]。 本 実験 にお いてMAOB mRNAのNorthern blot解 析 を行 った結果で は、犬のMAOB

が視床 下部や海馬 に多 く発現 してい るこ とが確認 された(図2-9)。 これ らの脳 部位 では

攻撃性 を含 む様 々な情動の発現調節 が行 われ てい る と考 え られてい る[Krotewicz,M.et

al,1995]。 また、犬で異常 な衝動的攻 撃性(impulsive aggression)を 示す個体では、

ドーパ ミンの代 謝産物であるホモバ ニ リン酸(homovanillic acid;HVA)の 濃度が、脳室

液 中にお いて低 レベル にな ってい る こ とが明 らか とな ってい る[Reisner,I.R.et al.

1996]。 こ うした事象 よ り、本 実験で認 め られたMAOBのSNPが ドーパ ミン代謝 を変化 させ、

そ の結果 、攻撃的 な行動特性 の個体差 を生み だ している と考 え られ る。MAOBのSNPを 組

み 込んだ細胞生物学的研究 あるい はMAOB阻 害薬 な どを用いた臨床実験 な どによって更 に

検 証 してい くことで、MAOB遺 伝子T199C多 型 と行動特性 との関連 につ いて新た な知見が

得 られ るで あろ う。
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DBH遺 伝 子C789A多 型

DBH遺 伝子C789A多 型 のア レル出現頻度 もMAOB遺 伝子T199C多 型 と同様 に、5犬 種 間で

大き く異 なっていた。特に、 ラブラ ドール レ トリバーではア レルAが70%以 上の個体 に

認 め られ たのに対 し、 ミニチュアシュナ ウザー ではわず か15%の 個体に、シバ イヌでは

9%の 個体 に認 め られ るに とどまっていた(表2-2)。1999年 に 田名部 らが、日本 国内の獣

医師に対 し外国産犬種13品 種 と日本 犬種6品 種 の犬の行動特性 についてア ンケー ト調査

した報告 による と、シバ イヌは領土防衛傾 向が高 く、人 にあま りなつ かない傾 向 にあるの

に対 し、ラブラ ドール レ トリバー は領土防衛傾 向がな く、人なつ こい傾向に あるこ とが判

明 した[Tanabe,Y.et al.1999]。DBHは ドー パ ミンか らノルア ドレナ リンを生合成す る

酵素である。健 常男性 を対象 とした性格調査 において、ノルア ドレナ リンの末梢血 中濃度

が高い人は新奇性追 究傾 向 も高 くなることが明 らか となった。ノルア ドレナ リンは内分泌

器官でテス トステ ロンや プ ロラクチンの分泌 を促進 す る因子 として働 いてい るため、こ う

した物質が新奇性追究傾 向を作 り出 してい るのか も しれ ない と考 えられて いる[Gerra,G.

et al.1999]。DBH遺 伝子C789A多 型ではア ミノ酸置換 を伴 うこ とが判明 してお り、ア レ

ルCが コー ドす るア ミノ酸はアスパ ラギン(中 性 ア ミノ酸)で あるのに対 し、ア レルAが

コー ドす るア ミノ酸 が リジ ン(親 水性ア ミノ酸)と なっている。C789A多 型 においてア レ

ルAを 持つ ことは、DBHの ア ミノ酸配列が変化 し、蛋 白構造が変化す ることに繋が る。つ

ま り、シバイヌに比べて人なつ こい性格 を持つ とされ るラブ ラ ドール レ トリバー において、

多 く見 られ るア レルAの 遺伝子型では、ア レルCを 持 つ他の犬 と異な り、ノルア ドレナ リ

ンの生合成が高 ま り、新奇性 追究傾 向が高 くなってい る可能性 がある。犬の末梢血 中ノル

ア ドレナ リン とDBH遺 伝子C789Aに 関連が見 られ るか、臨床的 な検討によって明 らかにす

ることができるであろ う。

DBH遺 伝 子A1819G多 型

DBH遺 伝子A1819G多 型で はセ リン(中 性ア ミノ酸)が グ リシン(疎 水性 ア ミノ酸)へ と

置換す るが、これ まで解析 を行 った犬種の うちシバイヌ以外でア レルGは 見つか っていな

い。本論文では扱わ なか ったが、開業獣 医師 か ら提供 され た秋 田犬サンプル9頭 において

もア レルGは 認 め られなかった。ただ し秋 田犬 は戦後す ぐに洋犬 をミックス して品種改良

が行 われた り、軍用犬 として使役 されたた め個 体数が激減 し、現在の個体の先祖 はほんの

数頭 の繁殖犬由来であ るとい う説 もあ り、秋 田犬 が純粋 な 日本古来犬由来で あるかは疑わ

しい。シバイヌの由来につ いては諸説 あるものの、 日本古来の犬種で あるこ とは明 白であ

るため、A1819Gが 日本 古来の他 の紀州犬や 甲斐犬 な どにも普遍的に存在す る ものである

のか、それ ともシバイヌ固有の ものであ るのか につ いて、犬種 の由来 と犬種特徴 を踏まえ
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て解 析す ることで、日本古来犬種の特徴 とされ る 「主人以外にはなつ こ うとしない気高 さ」

といった特性 とDBH遺 伝子A1819G多 型 の関連 が明 らかになるか もしれ ない。

盲 導 犬 候 補 個 体 の 気 質 と遺 伝 子 多 型

主成 分分析では主成分1「 外向性 」、主成分2「 攻撃 的反応性」、主成分3「 不安傾向」、

主成 分4「 機敏性 」、お よび主成分5「 集 中力」の5つ の主成分 が抽 出 された。候補個体の

主成 分得 点について、盲導犬適性審査 の合否別 に平均値 を比較 した ところ、主成分2に 差

が認 め られ、合格群 では有意に攻撃的反応性 が低 い ことが明 らか となった。また、主成分

5に も差が認 め られ、合格群で は集 中力が高い傾 向にあ ることも示唆 された。 これ ら二つ

の主成分得 点をX軸 お よびY軸 に と り、合格 群 と不合格群に分けてプ ロッ トした ところ、

合格群 は攻撃的反応性 が低 く、集 中力 が高い傾 向に ある個体が多 いのに対 し、不合格群は

攻撃 的反応性 が高い、あるいは集 中力 が低い傾 向 にあ り、主成分得点がば らつ いているこ

とが明 らか となった(図3-8)。 つま り、盲導犬 と して必要 とされて いるのは、攻撃的反

応性 が低 い と同時に集 中力が高い個体であ る といえ よ う。

盲 導犬候補個体 を対象に遺伝子 多型解析 を行 った結果、DRD4exon1多 型 と、主成分2

(攻撃的反応性)の 主成分得 点に有意 な相 関が認 め られ 、遺伝子型 がLLで ある個体がSS

お よびSLで ある個 体に比べ攻撃的反応性 が高 い ことが明 らか となった。DRD4exon1多 型

は、5犬 種(ゴ ールデ ンレ トリバー 、ラブ ラ ドール レ トリバー、マルチーズ、 ミニチュア

シュナ ウザー、お よびシバイヌ)で の多型 出現頻 度 を比較 した場合、ア レル出現頻度 にお

いて、有意 な差が認 め られ ている(p<0.0001,x2検 定)(表6-1)。 ア レルSの 出現頻度

は、 ラブ ラ ドール レ トリバーでは43%に も達 して いるのに対 し、 ゴール デ ンレ トリバー

では24%、 ミニチ ュアシュナ ウザーでは17%足 らず 、シバイヌでは0%で あった。 ゴー

ルデ ン レ トリバーにおいてア レルSが24%程 度 に とどまったこ とは解釈が難 しいが、犬

種 による出現頻度 の差 と犬種特性の関連 を勘 案す る と、ア レルSの 存在が攻撃的反応性 を

低下 させ る要因である とい う結果 は妥 当な もの と考 え られ る。 人のDRD4遺 伝子exon3多

型 では、遺伝子型が長いア レル を持つ人 は新 奇性 追求傾 向が高い とい う報告 がある。DRD4

はG蛋 白と供役 してアデ ニル酸 シクラーゼ を抑制す るが、この多型領域が長い とシグナル

伝達 効率が悪 く、 ドーパ ミン神経の興奮が持 続す ると推定 され ている[Ebstein,R.P.et

al.1996]。 従 って、本研究の行動 特性 との関連結 果 よ り、犬 のDRD4exon1多 型 において

ア レルSの 個体 は、シグナル伝達が素早 く、 ドーパ ミン神経の興奮が速やか にお さま り、

穏や か な性格 とな ることが推測 され る。
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複数の遺伝子マーカーを用いた盲導犬の適性予測

人の精神遺伝 学分野 では、ある精神疾患 への脆 弱性 や性格傾 向な ど表現型 は一つで

あって も、それに影響 を及 ぼす 遺伝子 は複 数 あ ると考 え られ てお り(poly-gene)、 複

数の候補遺伝子 の多型 の組み合 わせや相互 作用 について検討す る必要 がある。 盲導犬

の適性 については、Goddardら が、候補個体 が盲 導犬 として不適格 とみな され る大きな

理 由 として 、不 安傾 向の高い こ と、犬 に対す る興 味が過度で あるこ とに加 えて本研究

で も示唆 され た、攻撃的 に振 舞 うことの3つ を報告 してい る[Goddard,M.E.et al.

1982]。 また、Scottら は5犬 種 を用いた大規模 な交雑試験を行 うことによって、使役

犬 としての適性 は、 「行動力があ り自信 にあふれ てい る」 ― 「見知 らぬ状況や人間に対

して臆病 」軸 に集 約 されてい ることを報告 してい る[Scott,J.P.et al.1965]。 つま

り、盲導犬 の適性 には複数 の表現型が関わ ってお り、複数 の遺伝 子の影響 を受 けてい

る と考 えるこ とがで きる。第4章 でDRD4遺 伝子exon1多 型 が 「攻撃的反応性」 に関連

す る結果 とな った よ うに、攻撃性 や行 動力 を支配す るモ ノア ミンが ドーパ ミンで ある

とす るな ら、不 安傾 向 を支配す るモ ノア ミン はセ ロ トニ ンであ る[Cloninger,C.R.

1987]。 本研 究では ドーパ ミン代謝 とノル ア ドレナ リン生合成 に関わ る酵 素の活性 に影

響 を及ぼす可能性の ある一塩基多型 と、ドーパ ミンのD2レ セプ ターフ ァミリー のDRD2

遺伝子お よびDRD4遺 伝子 の塩 基配列多型 の計4遺 伝子5多 型 をマー カー と して使用 し、

線形判別式 によって合否 を判別 した ところ、66%の 判別的 中率であった。残 りの34%

はセ ロ トニ ン関連 の遺伝子 お よび環境 要因で あ ろ う。今後 は さらに遺伝子 多型 のマー

カー をセ ロ トニ ン関連 の遺伝子 へ と増や す こ とで、 盲導 犬の適性 につ いて よ り精度 の

高い予測式を導 くことが可能 とな るであろ う。

盲導犬育成への発展的応用

本研究に よ り、盲導 犬不適格 とな る個 体は 「攻 撃的反応 性」が高 く、その行動 特性 は、

5つ の遺伝子 多型 マーカーお よび盲導犬訓練 士の第一 印象 に よってある程度 予測す るこ と

が可能 となった。

盲導犬候補個体 が生後2ヶ 月か ら1歳 齢 までの約10ヶ 月間の生活 を共にす るパ ピー ウ

ォーカー との関係 についてパ ピー ウォーカー 宅での行動観察 を行 った研究で は、子犬は生

後6ヶ 月前後を境 に、体への強い当た りな どを行 う"Fighting"が 減少 し、代わ りにパ ピ

ー ウォーカー と一つのお もち ゃで一緒に遊 んだ りす る"Possessing Together"が 増加 し、

パ ピー ウォーカー と適 切な距離感 を持 って接す るこ とがで きるよ うになるこ とが分か っ

た[Koda,N.2001]。6ヶ 月齢で遊び形態 が変化 す るこ とについてKodaは 、体格 が成犬近

くな り、以前の よ うに乱暴な遊びを続 ける ことが危険 である とパ ピー ウォー カー が判断 し、
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遊びの内容を変更したためではないか と考察 している。従って、6ヶ 月齢前後のパ ピーウ

ォーカーの接 し方が、その後の子犬の 「攻撃性」を左右する可能性が考えられる。こうし

たことか ら、本研究で得られた重回帰式を、この時期の子犬に適用することで、「攻撃的

反応性」が高いと予測された個体については、パピーウォーカー宅での飼育方法を変化さ

せる、 トレーニング開始時期を変化 させるなど、環境要因を変化させ、それが合格率に及

ぼす影響を検討 したい。さらに、遺伝子多型マーカーを増加 させ、やがて遺伝子多型の解

析によって、盲導犬候補個体の行動特性 を早期に、かつ高精度に予測することができるよ

うになれば、個体の特性に応 じた訓練を実施することが可能 となるだけではなく、盲導犬

としては適 さないと予測 され る個体については早期に一般家庭へ譲渡することで個体に

合わせた飼育環境を提供することが可能 とな り、個体のQOLの 上昇にも繋がるであろう。

犬 の行 動 カウンセリングへ の応 用

近年増加 しつつある犬の問題行動に対す る診断 ・治療方法への、本研究の発展応用の可

能性について考えてみたい。犬の問題行動は、攻撃性や不安が背景に存在するものが中心

となっているが、診断の際には、こうした気質的な特性に関する情報を得るために、長時

間にわたる詳 しいカウンセ リングや、詳細な観察が必要 とされる。また問題行動の治療は

長期にわたることが多く、実際に治療を実践することになる飼い主にとっては物理的にも

精神的にも非常に大きな負担が強い られる事になることからも正確 な診断 と予後判定を

期する必要がある。本研究を発展 させることにより、行動特性に影響を与えうる遺伝子多

型が発見されれば、カウンセ リングや観察に加えて、より客観的な診断基準を利用するこ

とが可能 とな り、適切な行動修正療法の選択 と治療効果の改善が期待されよう。

お わ りに

筆者は、約半年前に、雄の子犬を飼い始めた。引き取る以前にブ リーダーが行ったパ ピ

ーテス ト(子 犬の性格テス ト;「デキのいい犬、わるい犬」S.コ レン著 を参照したもの)

では同腹の兄弟8頭 の うち、最も不安傾向が高いという結果になった。その結果を受けて、

引き取った当日から散歩に連れ出し、見知 らぬ犬との接触、自動車、子供など様々な刺激

に積極的に暴露 していった。当初は怖がって家の玄関さえ自力で通ることができず、抱き

かかえていたが、2週 間もすると通れるようになり、1ヶ 月もすると散歩を楽 しみにする

ようになった。もし、この犬が 「大変な怖が りである」とブ リーダーからあらかじめ言わ

れていなかった ら、こんなにも積極的に周辺環境への社会化を行お うとしたか疑わしい。

今では、積極的な社会化の過程を経たことにより、日常生活に支障なく暮 らす ことができ

るまでになり、飼い犬への信頼感や愛着が生まれ、精神的な絆がしっかりと育まれてきて
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いるのを実感できるようになった。

既に問題行動が顕在化 し、行動修正が必要な状態に陥っている飼い主と飼い犬に適切な

カウンセ リングをし、良好な関係へ と修復の手伝いをす ることも、臨床獣医師として重要

な課題であると思われるが、更に重要なのは、やは り問題行動の予防であろう。あたらし

く迎える子犬が実はどんな個性を持っているのか、現段階では、飼ってから毎日の触れ合

いの中で模索していくしかない。 「こんな性格だと分かっていれば」 とい う飼い主も少な

くないであろう。もし、あらか じめ子犬の個性についてヒン トを得ることができていれば、

その個性に見合った接 し方や しつけ方を、発達段階のタイ ミングを逃すことなく実践して

いくことができるであろう。本研究で得られた知見や、アプローチ方法を応用することに

よって、そ うした子犬の個性を簡便に予測することも可能となり、早期の発達段階から子

犬の個性に合わせた飼い方が提案できるようになるだろ う。そして、飼い主が適切な飼い

方を実践す ることで、飼い主 と飼い犬がより良い絆で結ばれることにつながると考えられ

る。望んで一緒に暮 らす伴侶だからこそ、素晴 らしい関係を築き、そこから生まれる恩恵

を少 しでも多く授か りたいものである。
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第6章 図表
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表6-1 DRD4遺 伝 子exon1多 型 の犬 種 差

岐阜大村山博士らの協力により作成
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図6-1 本研究のまとめ
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総括

人の精神医学分野では、脳内神経伝達物質の動態が個人の性格傾向に影響を及ぼすこ

とが明らかにされつつある。中でもセ ロトニンが損害回避傾向に、ドーパミンが新奇探求

傾向に、またノルエピネフリンが報酬依存傾向に関わるというCloningerの 仮説を発端に、

脳内モノア ミンに関する研究が盛んに行なわれている。こうした研究分野では、塩基配列

の一部が個体によって異なる 「遺伝子多型」を個性のマーカーとして用いようとす る研究

が進んでお り、 ドーパ ミンD4受 容体(DRD4)遺 伝子多型と新奇探求性、あるいはセロ ト

ニン トランスポー ター遺伝子多型 と不安傾向などに関連があるとい う報告が相次いでい

る。人では双生児研究や家族研究などと関連 して遺伝学的研究を大規模に実施することが

可能である一方、社会的・文化的要因の性格形成に対する影響が大きいことなどもあって、

これまでに一貫 した結果が得られていないのが現状である。

犬は最 も早い時期に家畜化された動物であり、人の様々な需要に応えるため育種選抜

を受け、様々な品種が作 られてきた。犬の行動特性もまた遺伝的要因 と環境的要因の相互

作用によって形成 され ると考えられるが、犬種ごとに特徴的な強い遺伝的支配を受けるこ

とも知 られてお り、また盲導犬を対象とした調査では不安傾向など特定の行動特性が遺伝

する傾向にあることが示 されている。しかしなが ら、これまでに行われた調査研究のほと

んどは観察評価 を中心 とした記述統計学的研究の枠を超えるものではない。

本研究は、個性の基盤 となるメカニズムを探 る行動遺伝学的研究のモデル動物として

犬を取 り上げ、気質に関わる遺伝子多型と行動特性 との関連を解析する事により、犬の気

質およびその個体差の生物学的背景について理解を深めることを目的としたものである。

本論文は6章 か ら構成 され、第1章 において本研究の背景 と目的を論 じた後、第2章 から

第5章 では本研究で実施 した調査と実験について 記述し、最後の第6章 において本研究で

得 られた成果をもとに総合的な考察を行った。

まず第2章 においては、行動関連遺伝子の候補 としてカテコラミン生合成経路に関与

する遺伝子に着 目し、モノアミン酸化酵素(MAO)お よび ドーパ ミンβ水酸化酵素(DBH)

の塩基配列を決定 し、これらの遺伝子における多型部位 を検索 した。MAO遺 伝子について

は、NorthernBlot解 析を行い脳内における遺伝子の発現分布様式についても検討 したと

ころ、2種 のサブタイプは共に、情動に関与すると考えられている中脳辺縁系において発

現が認められた。 さらに、MAOサ ブタイプA(MAOA)遺 伝子の全翻訳領域(ORF)お よびプ

ロモーター領域、MAOサ ブタイプB(MAOB)遺 伝子のORF、 およびDBH遺 伝子のORFの 塩

基配列について、遺伝的背景の異なる複数の ビーグル犬から採取 した遺伝子配列を比較す
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るこ とに よって多型部位 を検索 した。MAOA遺 伝 子については多型部位 が認 め られなかっ

たが 、MAOB遺 伝子 ではア ミノ酸置換 を伴 う一塩 基多型(SNP)が1箇 所、DBH遺 伝子では

2箇 所の ア ミノ酸置換 を伴 うSNPが それ ぞれ認 め られた。 これ らア ミノ酸置換 を伴 うSNP

の出現頻度 につ いて犬種差の有無を検討す るため、国内11獣 医科病院の協力 を得て、各

病院 に来院 した5犬 種(ラ ブ ラ ドール レ トリバー、 ゴールデ ン レ トリバー 、マルチーズ、

ミニチュアシュナ ウザー、 シバイヌ)そ れ ぞれ20頭 以上か ら採材 したゲ ノムDNAを 解析

した。 その結果、多型 出現頻度 は、5犬 種全 体で はMAOB遺 伝 子T199C多 型 については、C

ア レル が40.1%、DBH遺 伝子C789A多 型 について はAア レル が38.9%、 また同A1819G多

型 はシバ イヌにお いてのみGア レルが認め られ 、その頻度は59.0%で あ った。 これ ら全

ての多型 につ いて犬種差 が認 め られた こ とか ら、こうした遺伝子 多型 が犬種特徴に何 らか

の影響 を及ぼ してい る可能性 が示唆 され た。

次の第3章 においては、遺伝的環境や飼 育環境 が比較的均一で あ り、かつ一定の基準

をもって行動評価が実施 され ている盲導 犬候 補個体を研 究対象 として選択 し、米国 ・カ リ

フォルニ ア盲導犬訓練協会の協力を得 て、同協会 で繁殖 ・育成 中の盲導犬候補個体 の血液

サ ンプル と遺伝情報、そ して盲導犬訓練士に よる各個体の行動評価記 録 を入手 した。試料

を供 与 された犬の内訳は、盲導 犬適性審査 に最終的に合格 した合格群84頭(42%)、 不合

格群78頭(40%)お よび 白内障や股 関節異形 成な どの疾患 によ り訓練 を中止 した脱落群

35頭(18%)で あったが、この うちデー タが完備 していたラブ ラ ドール レ トリバー82頭

(合格群42頭 、不合格群40頭)に つ いて詳 細な解 析を行 った。行動評価 としては、訓練

期 間を通 じ毎週記録 され た訓練士の評価 コメン トを もとに、攻 撃性や 不安傾 向等について

各個体 のデー タを数値化 した。こ うして数値 化 した行動評価デー タを もとに、主成分分析

を行 って合否判 定に関与す る要因 を検索 した。 その結果 、5つ の主成分が抽 出 され、その

うち攻 撃的 な行 動に関連す る主成 分 が合 否判 定に影響 を及ぼ して い るこ とが明 らか とな

った。このこ とか ら訓練士は一般 に攻撃的 な行動 が盲導 犬 としての適性 を著 しく損な うと

評価 してい ることが示唆 され た。

続 く第4章 においては、第3章 にお いて行動評価を行 った盲導犬候補個体群 について

遺伝子多型の出現頻度 を検討 した。解析 した遺伝子多型 は、第2章 で同定 したMAOB遺 伝

子お よびDBH遺 伝子の一塩 基多型 に加 え、DRD4遺 伝子exon1の 塩基配列挿入 ・欠失多型、

exon3の 反復配列多型、お よび統合 失調 症 との関連が示唆 され てい る ドーパ ミンD2受 容

体(DRD2)遺 伝子の塩基配列挿 入 ・欠失 多型の計4遺 伝子におけ る5遺 伝 子マーカーであ

る。それ ぞれ の多型の 出現頻度 は、MAOB遺 伝 子T199C多 型 については、Cア レル が11.7%、

DBH遺 伝子C789A多 型 についてはAア レル が42.0%、DRD4exon1遺 伝子多型 についてはL

ア レル が38.3%、DRD4遺 伝 子反復配列 多型 につ いてはSア レル が12.5%、 お よびDRD2遺
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伝子 多型 につ いてはNア レルが9.9%で あった。 この こ とか ら、 この5遺 伝子マーカー は

検 索 した個体群 に普遍的に存在 している ことが明 らか となった。 また、DRD4exon1多 型

と、主成分2の 主成分得点に有意 な相関が認 め られ 、遺伝子型 がLLで ある個体がSSお よ

びSLで あ る個 体に比べ攻撃的反応性 が高いこ とが明 らかとな った。 第3章 では盲導犬不

適 格 とな る個 体 は主成 分2の 主成分得 点 が高 い傾 向に あるこ とが示 された ため、DRD4

exon1多 型が盲導犬適性審査の結果に関与する可能性が考えられた。

第5章 では、犬の行動特性に複数の遺伝子多型の相互作用が影響しているのか、さら

には盲導犬としての適性が複数の遺伝子多型の相互作用によって説明可能であるのかに

ついて検討する目的で、第4章 で解析を行った4遺 伝子5種 の遺伝子多型 を説明変数 とし、

第3章 で集計・算出した主成分得点を目的変数 とした重回帰分析を行い、遺伝子多型 と行

動特性の関連 を調査した。その結果、複数の遺伝子多型のみの相互作用では犬の行動特性

に及ぼす影響について分析できなかったが、訓練士の第一印象などの他の説明変数を補 う

ことで、主成分2「 攻撃的反応性」について、修正済み重相関係数が0.597、 分散分析に

よるP値0.001以 下、F値5.863と なる重回帰式が導き出された。このことから、盲導犬

の合否判定においては攻撃性が重視 されていること、その攻撃性は初回訓練時に既に認め

られていることが明らかとなった。また、遺伝子マーカーと性別を用いた盲導犬適性審査

合否判別分析 では、66.3%の 判別的 中率 を得 ることがで きた。

以上、本研究ではまず犬のMAOB遺 伝子およびDBH遺 伝子の塩基配列を決定するととも

にこれら遺伝子上の多型部位を同定し、遺伝子多型の発現頻度が犬種によって異なること、

あるいは特定の犬種にのみ発現していることを明 らかに した。次に、遺伝子多型が犬種特

異的な行動特性に及ぼす影響について検討す る目的で、盲導犬候補個体群を対象とした行

動解析と遺伝子マーカーを用いた適性予測解析を行った。その結果、盲導犬の適性 として

攻撃性が少ないことが重要視されていることが見出された。本研究で得 られた知見は遺伝

子マーカーを犬の行動特性の予測に適用す るための基盤 となることが期待 され、今後こう

した研究が進展すれば、ヒ トを含む動物の個性形成のメカニズムとい う基礎生物学的課題

に対する理解が深まるだけでなく、多大な投資を要する補助犬の育成効率の改善にもつな

がるであろ うし、また家庭犬においても個性 に応 じた飼育訓練方法を開発 し問題行動の発

生を予防す るといった応用面でも少なからぬ恩恵がもたらされ るであろうと予測 される。
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