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(57)【 要 約 】

【 課 題 】 盲 導 犬 の 選 抜 に 有 効 な 方 法 を 提 供 す る 。

【 解 決 手 段 】 盲 導 犬 と し て 有 益 な 遺 伝 的 資 質 を 備 え た イ ヌ を 選 別 す る た め の 犬 の 選 別 方 法

。 被 検 査 イ ヌ の 個 体 の セ ロ ト ニ ン 受 容 体 1B（ 5-hydroxyt rypta m ine receptor 1B： 5- H T R1B

） 遺 伝 子 の 157番 目 の 塩 基 お よ び ／ ま た は 246番 目 の 塩 基 の 対 立 遺 伝 子 に 存 在 す る 一 塩 基 多

型 を 調 べ 、 該 対 立 遺 伝 子 に 存 在 す る 一 塩 基 多 型 に 基 づ い て 盲 導 犬 に 適 し た 犬 を 選 別 す る こ

と を 含 む 。

【 選 択 図 】 な し
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

盲 導 犬 と し て 有 益 な 遺 伝 的 資 質 を 備 え た イ ヌ を 選 別 す る た め の 犬 の 選 別 方 法 で あ っ て 、

被 検 査 イ ヌ の 個 体 の セ ロ ト ニ ン 受 容 体 1B（ 5-hydroxytryptamine receptor 1B： 5-HTR1B）

遺 伝 子 の 157番 目 の 塩 基 お よ び ／ ま た は 246番 目 の 塩 基 の 対 立 遺 伝 子 に 存 在 す る 一 塩 基 多 型

を 調 べ 、 該 対 立 遺 伝 子 に 存 在 す る 一 塩 基 多 型 に 基 づ い て 盲 導 犬 に 適 し た 犬 を 選 別 す る こ と

を 含 む 、 犬 の 選 別 方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

前 記 157番 目 の 塩 基 の 遺 伝 子 型 が A/Cで あ る 被 検 査 イ ヌ の 個 体 を 盲 導 犬 に 適 し た 犬 で あ る と

判 定 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

前 記 246番 目 の 塩 基 の 遺 伝 子 型 が G/Aで あ る 被 検 査 イ ヌ の 個 体 を 盲 導 犬 に 適 し た 犬 で あ る と

判 定 す る 、 請 求 項 1ま た は 2に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

被 検 査 イ ヌ の 個 体 か ら 前 記 一 塩 基 多 型 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ に 含 ま れ る

対 立 遺 伝 子 に 存 在 す る 一 塩 基 多 型 を 調 べ る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

対 立 遺 伝 子 に 存 在 す る 一 塩 基 多 型 は 、 前 記 一 塩 基 多 型 を 含 む 塩 基 配 列 の 外 側 に 結 合 す る 特

異 的 な 配 列 を 有 す る 一 対 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー と リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 機 検 出 用 の 蛍 光 標 識 さ

れ た 対 立 遺 伝 子 特 異 的 な 配 列 を 有 す る 2種 類 の プ ロ ー ブ を 用 意 し 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 う こ と

で 実 施 す る リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 調 べ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 盲 導 犬 に 適 し た 犬 を 選 別 す る 方 法 に 関 す る 。 さ ら に 詳 し く は 、 本 発 明 は 、 セ

ロ ト ニ ン 受 容 体 1B（ 5-hydroxytryptamine receptor 1B： 5-HTR1B） 遺 伝 子 が 有 す る 特 定 の

一 塩 基 多 型 を 調 べ る こ と で 盲 導 犬 に 適 し た 犬 を 選 別 す る 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 我 が 国 の 盲 導 犬 の 実 働 数 は 約 １ ， ０ ０ ０ 頭 で あ る 。 一 方 、 盲 導 犬 の 需 要 は ５ ， ０ ０ ０ ～

８ ， ０ ０ ０ 頭 と 推 定 さ れ て お り 、 慢 性 的 な 盲 導 犬 不 足 が 続 い て い る 。 こ の 慢 性 的 不 足 の 要

因 は 多 々 存 在 す る が 、 そ の ひ と つ に 、 き わ め て 低 率 な 合 格 率 が 挙 げ ら れ る 。 盲 導 犬 候 補 犬

の 訓 練 後 の 合 格 率 は 約 ３ ０ ％ に 過 ぎ な い 。 そ の た め 、 訓 練 開 始 前 の 適 当 な 予 備 選 抜 方 法 の

開 発 が 望 ま れ て い た 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 こ れ に 対 し て 、 特 開 ２ ０ ０ ４ － ２ ０ １ ５ ４ ２ 号 公 報 （ 特 許 文 献 １ ） に は 、 ド ー パ ミ ン 受

容 体 Ｄ Ｒ Ｄ ４ の エ ク ソ ン １ の 多 型 が 有 用 犬 の 選 抜 に 有 効 に 利 用 し 得 る と 記 載 さ れ て い る 。

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ４ － ２ ０ １ ５ ４ ２ 号 公 報

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 し か る に 、 本 発 明 者 の 検 討 に よ れ ば 、 ド ー パ ミ ン 受 容 体 Ｄ Ｒ Ｄ ４ の エ ク ソ ン １ の 多 型 が

有 用 犬 の 選 抜 に 有 効 で は な か っ た （ 後 述 の 比 較 例 参 照 ） 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 そ こ で 本 発 明 の 目 的 は 、 盲 導 犬 の 選 抜 に 有 効 な 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 者 は 上 記 目 的 を 達 成 す る た め に 鋭 意 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 犬 の セ ロ ト ニ ン 受 容 体

1B（ 5-hydroxytryptamine receptor 1B： 5-HTR1B） を コ ー ド す る 遺 伝 子 多 型 の 内 、 特 定 の

多 型 を 検 出 す る こ と で 、 盲 導 犬 に 適 し た 犬 の 選 抜 が 可 能 で あ る こ と 見 い だ し て 本 発 明 を 完

成 さ せ た 。
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【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 は 、 以 下 の と お り で あ る 。

［ １ ］ 盲 導 犬 と し て 有 益 な 遺 伝 的 資 質 を 備 え た イ ヌ を 選 別 す る た め の 犬 の 選 別 方 法 で あ っ

て 、 被 検 査 イ ヌ の 個 体 の セ ロ ト ニ ン 受 容 体 1B（ 5-hydroxytryptamine receptor 1B： 5-HTR

1B） 遺 伝 子 の 157番 目 の 塩 基 お よ び ／ ま た は 246番 目 の 塩 基 の 対 立 遺 伝 子 に 存 在 す る 一 塩 基

多 型 を 調 べ 、 該 対 立 遺 伝 子 に 存 在 す る 一 塩 基 多 型 に 基 づ い て 盲 導 犬 に 適 し た 犬 を 選 別 す る

こ と を 含 む 、 犬 の 選 別 方 法 。

［ ２ ］ 前 記 157番 目 の 塩 基 の 遺 伝 子 型 が A/Cで あ る 被 検 査 イ ヌ の 個 体 を 盲 導 犬 に 適 し た 犬 で

あ る と 判 定 す る 、 ［ １ ］ に 記 載 の 方 法 。

［ ３ ］ 前 記 246番 目 の 塩 基 の 遺 伝 子 型 が G/Aで あ る 被 検 査 イ ヌ の 個 体 を 盲 導 犬 に 適 し た 犬 で

あ る と 判 定 す る 、 ［ １ ］ ま た は ［ ２ ］ に 記 載 の 方 法 。

［ ４ ］ 被 検 査 イ ヌ の 個 体 か ら 前 記 一 塩 基 多 型 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ に 含

ま れ る 対 立 遺 伝 子 に 存 在 す る 一 塩 基 多 型 を 調 べ る ［ １ ］ ～ ［ ３ ］ の い ず れ か に 記 載 の 方 法

。

［ ５ ］ 対 立 遺 伝 子 に 存 在 す る 一 塩 基 多 型 は 、 前 記 一 塩 基 多 型 を 含 む 塩 基 配 列 の 外 側 に 結 合

す る 特 異 的 な 配 列 を 有 す る 一 対 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー と リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 機 検 出 用 の 蛍 光

標 識 さ れ た 対 立 遺 伝 子 特 異 的 な 配 列 を 有 す る 2種 類 の プ ロ ー ブ を 用 意 し 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行

う こ と で 実 施 す る リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 調 べ る 、 ［ ４ ］ に 記 載 の 方 法 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 盲 導 犬 に 適 し た 犬 の 選 抜 が 可 能 で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 セ ロ ト ニ ン 受 容 体 は 7つ の フ ァ ミ リ ー に 分 け ら れ 、 現 在 ま で に 14種 類 の サ ブ タ イ プ が 知

ら れ て い る 。 そ の 中 の 一 つ で あ る セ ロ ト ニ ン 受 容 体 1B（ 5-hydroxytryptamine receptor 1

B： 5-HTR1B） は 、 セ ロ ト ニ ン 神 経 系 で は シ ナ プ ス 前 膜 側 で オ ー ト ・ レ セ プ タ ー と し て セ ロ

ト ニ ン の 放 出 を 調 節 す る 受 容 体 で 、 Gタ ン パ ク 質 に 供 役 し た 7回 膜 貫 通 型 受 容 体 を コ ー ド し

、 ま た ア デ ノ シ ル ・ シ ク ラ ー ゼ 活 性 を 低 下 さ せ る 。 ヒ ト に お い て 、 SNP G861C（ silent mu

tation） は ア ル コ ー ル 依 存 症 、 物 質 依 存 症 、 鬱 と の 関 連 が 示 唆 さ れ て い る （ Lappalainen

et al. 1998, Kranzler et al. 2002, Huang et al. 2003） 。 ま た 、 5-HTR1B K Oマ ウ ス は

W Tと 比 べ て 攻 撃 的 で 、 不 安 行 動 が 少 な い と い う 報 告 も あ る （ Saudou et al. 1994, Zhuang

 et al. 1999） 。 イ ヌ の 5-HTR1B遺 伝 子 は 1170bpで 、 ヒ ト の 5-HTR1Bと 高 い 相 同 性 を 示 し 、

こ れ ま で に 6 SNPsが 報 告 さ れ て い る （ Masuda et al. 2004） が 、 こ れ ら SNPsと イ ヌ の 気 質

と の 関 連 性 に つ い て の 報 告 は ま だ な い 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 イ ヌ の 5-HTR1B遺 伝 子 は 、 図 １ に 示 す よ う に 、 1170bp（ 配 列 番 号 １ ） で あ る 。 翻 訳 領 域 1

57、 246、 660、 955番 目 に SNP（ A157C、 G246A、 C660G、 T955C） が 認 め ら れ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 は 、 盲 導 犬 と し て 有 益 な 遺 伝 的 資 質 を 備 え た イ ヌ を 選 別 す る た め の 犬 の 選 別 方 法

で あ っ て 、 本 発 明 の 犬 の 選 別 方 法 は 、 被 検 査 イ ヌ の 個 体 の セ ロ ト ニ ン 受 容 体 1B（ 5-HTR1B

） 遺 伝 子 の 157番 目 の 塩 基 お よ び ／ ま た は 246番 目 の 塩 基 の 対 立 遺 伝 子 に 存 在 す る 一 塩 基 多

型 を 調 べ 、 該 対 立 遺 伝 子 に 存 在 す る 一 塩 基 多 型 に 基 づ い て 盲 導 犬 に 適 し た 犬 を 選 別 す る こ

と を 含 む 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 よ り 具 体 的 に は 、 前 記 157番 目 の 塩 基 の 遺 伝 子 型 が A/Cで あ る 被 検 査 イ ヌ の 個 体 を 盲 導 犬

に 適 し た 犬 で あ る と 判 定 す る こ と が で き る 。 実 施 例 で 詳 述 す る よ う に 、 A/Cで あ る 被 検 査

イ ヌ の 個 体 の 訓 練 後 の 盲 導 犬 合 格 率 は 約 73%で あ る の に 対 し て 、 A/Aま た は C/Cで あ る 個 体

の 訓 練 後 の 盲 導 犬 合 格 率 は 約 38～ 53%で あ っ た 。

【 ０ ０ １ ３ 】
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　 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 で は 、 前 記 246番 目 の 塩 基 の 遺 伝 子 型 が G/Aで あ る 被 検 査 イ ヌ の 個

体 を 盲 導 犬 に 適 し た 犬 で あ る と 判 定 す る こ と が で き る 。 実 施 例 で 詳 述 す る よ う に 、 G/Aで

あ る 被 検 査 イ ヌ の 個 体 の 訓 練 後 の 盲 導 犬 合 格 率 は 約 73%で あ る の に 対 し て 、 G/Gま た は A/A

で あ る 個 体 の 訓 練 後 の 盲 導 犬 合 格 率 は 約 38～ 53%で あ っ た 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 上 記 対 立 遺 伝 子 に お け る 一 塩 基 多 型 の 検 出 は 、 検 査 イ ヌ の 個 体 か ら 被 検 体 を 採 取 し 、 こ

の 被 検 体 に 含 ま れ る 上 記 対 立 遺 伝 子 を 検 査 す る 。 被 検 体 は 、 例 え ば 、 検 査 イ ヌ の 個 体 か ら

採 取 し た 血 液 で あ る こ と が で き る 。 但 し 、 被 検 体 は 、 上 記 対 立 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子 を 採 取

で き る 限 り 、 血 液 以 外 の 検 査 イ ヌ の 個 体 の 組 織 等 で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 上 記 対 立 遺 伝 子 に お け る 一 塩 基 多 型 の 検 出 は 、 一 塩 基 多 型 部 分 の 塩 基 配 列 を 決 定 す る こ

と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 一 塩 基 多 型 部 分 の 塩 基 配 列 の 決 定 に は 、 例 え ば 、 TaqMan法

（ リ ア ル タ イ ム PCR） 、 ダ イ レ ク ト シ ー ク エ ン ス 法 、 PCR-制 限 酵 素 切 断 断 片 長 多 型 に よ る

方 法 (PCR-RFLP解 析 )、 M ALDI-TOF/MSに よ る SNPタ イ ピ ン グ 法 、 D N Aチ ッ プ を 用 い た 方 法 な ど

を 挙 げ る こ と が で き る 。 各 方 法 に 用 い る プ ロ ー ブ や プ ラ イ マ ー は イ ヌ の 5-HTR1B遺 伝 子 (配

列 番 号 １ ） に 基 づ い て 適 宜 調 製 で き る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 上 記 対 立 遺 伝 子 に お け る 一 塩 基 多 型 の 検 出 は 、 例 え ば 、 被 検 査 イ ヌ の 個 体 か ら 前 記 一 塩

基 多 型 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 次 い で 、 対 立 遺 伝 子 に 存 在 す る 一 塩 基 多 型 の 検 出 を 例 え ば

、 TaqMan法 で 行 う こ と で 実 施 で き る 。 よ り 具 体 的 に は 、 被 検 査 イ ヌ の 個 体 か ら 前 記 一 塩 基

多 型 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 前 記 一 塩 基 多 型 を 含 む 塩 基 配 列 の 外 側 に 結 合 す る 特 異 的 な 配

列 を 有 す る 一 対 の PCRプ ラ イ マ ー と リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 機 検 出 用 の 蛍 光 標 識 さ れ た 対 立 遺

伝 子 特 異 的 な 配 列 を 有 す る 2種 類 の プ ロ ー ブ を 用 意 し 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 う こ と で 実 施 す る

こ と が で き る 。 TaqMan法 （ リ ア ル タ イ ム PCR） に 用 い る 蛍 光 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ の 具 体 的

な 例 は 、 実 施 例 に 示 す 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 上 記 対 立 遺 伝 子 に お け る 一 塩 基 多 型 の 検 出 に は 、 例 え ば 、 ダ イ レ ク ト シ ー ク エ ン ス 法 を

用 い る こ と も で き る 。 具 体 的 に は 、 上 記 対 立 遺 伝 子 に お け る 一 塩 基 多 型 の 検 出 は 、 例 え ば

、 被 検 査 イ ヌ の 個 体 か ら 前 記 一 塩 基 多 型 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 前 記 一 塩 基 多 型 を 含 む 塩

基 配 列 の 外 側 に 結 合 す る 特 異 的 な 配 列 を 有 す る 一 対 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 反

応 を 行 い 、 得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 塩 基 配 列 を シ ー ク エ ン サ ー で 決 定 す る こ と で 行 う こ と が

で き る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 5-HTR1B遺 伝 子 の 157番 目 と 246番 目 の 塩 基 対 立 遺 伝 子 に 存 在 す る 一 塩 基 多 型 を 調 べ る 場

合 に は 、 プ ラ イ マ ー と し て 、 例 え ば 、 フ ォ ワ ー ド : 5'-A G A G ACATG G A A GCA GCCG G-3'(配 列 番

号 18)と リ バ ー ス : 5'-TCCG ACG ACA GCCACA A GTC-3'(配 列 番 号 19)を 用 い る こ と が で き る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ １ ９ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

盲 導 犬 の 適 性 検 査 方 法 （ 材 料 お よ び 方 法 ）

　 全 て の 解 析 は 、 合 計 122頭 の 盲 導 犬 と 90頭 の リ ジ ェ ク ト 犬 の ゲ ノ ム D N Aを 用 い て 行 っ た 。

盲 導 犬 グ ル ー プ は 、 盲 導 犬 テ ス ト に 合 格 し た 犬 、 現 役 盲 導 犬 、 引 退 盲 導 犬 を 示 し 、 リ ジ ェ

ク ト 犬 グ ル ー プ は 、 盲 導 犬 テ ス ト に 不 合 格 し た 犬 を 示 す 。 2つ の グ ル ー プ 共 に 犬 種 は 、 ラ

ブ ラ ド ー ル ・ レ ト リ ー バ ー 、 ゴ ー ル デ ン ・ レ ト リ ー バ ー 、 そ し て そ れ ら 2種 の F1で あ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

5-HTR1B A157C、 G246A、 C660G、 T955C SNPs

　 5-HTR1B A157C、 G246A、 C660G、 T955C SNPsの 遺 伝 子 型 判 定 に は 、 TaqMan SNP genotypi

ng assayを 用 い た 。 Assayに 使 用 し た イ ヌ ゲ ノ ム D N Aは 、 PI-50α 核 酸 自 動 分 離 装 置 （ K URAB

O, Tokyo, Japan） を 使 用 し 、 付 属 の マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 血 液 よ り 抽 出 し た も の 、 あ る い
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は FTAカ ー ド （ Whatman Inc., Clifton, NJ） に 血 液 あ る い は 口 腔 粘 膜 細 胞 を ト ラ ン ス フ ァ

ー し た も の を 使 用 し た 。 20μ lの PCR反 応 液 中 に 5-20ngの ゲ ノ ム D N Aを 使 用 し た 。 各 SNP領 域

の 増 幅 に は 、 TaqMan Universal PCR Master Mix, No U N G（ Applied Biosystems Inc., Fo

ster City, CA） 、 Custom TaqMan SNP Genotyping Assaysを 使 用 し 、 PCRの 反 応 液 組 成 は

各 キ ッ ト 付 属 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ た 。 TaqMan probeの 配 列 は そ れ ぞ れ 、 以 下 の も の で あ

っ た 。

A157C（ A allele specific： 5'-VIC-CCTG GTCATTCTGC-3'(配 列 番 号 2)； C allele specific

： 5'-FA M-CCTG GTCCTTCTGC-3'(配 列 番 号 3)） 、

G246A（ G allele specific： 5'-VIC-CACGCCG GCCA AC-3'(配 列 番 号 4)； A allele specific

： 5'-FA M-CACGCCA GCCA AC-3'(配 列 番 号 5)） 、

C660G（ C allele specific： 5'-VIC-CCCCACCCTGCTCC-3'(配 列 番 号 6)； G allele specific

： 5'-FA M-CCCACGCTGCTCC-3'(配 列 番 号 7)） 、

T955C（ T allele specific： 5'-VIC-CTCCCA A G ATG ATTC-3'(配 列 番 号 8)； C allele specifi

c： 5'-FA M-TCCCA G G ATG ATTC-3'(配 列 番 号 9)） 、

　 さ ら に 、 プ ラ イ マ ー の 配 列 は そ れ ぞ れ 、 以 下 の も の で あ っ た 。

A157C（ フ ォ ワ ー ド ： 5'-CGCTGCCCTG G A A A GTG-3'(配 列 番 号 10)； リ バ ー ス ： 5'-GTG GCCA G G GT

G ATG A GT-3' (配 列 番 号 11)） 、

G246A（ フ ォ ワ ー ド ： 5'-CCG G ACCCG G A A GCT-3'(配 列 番 号 12)； リ バ ー ス ： 5'-CCA G G G A G GCG AT

CA G GTA-3' (配 列 番 号 13)） 、

C660G（ フ ォ ワ ー ド ： 5'-CG GTG G GCGCTTTCTACTT-3'(配 列 番 号 14)； リ バ ー ス ： 5'-GCCGTA G A G

G GCG ATG A-3' (配 列 番 号 15)） 、

T955C（ フ ォ ワ ー ド ： 5'-GCGCA A A GCCACCA A G AC-3'(配 列 番 号 16)； リ バ ー ス ： 5'-CA GCCA GCAC

ACG ATA A A G G-3' (配 列 番 号 17)）

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 PCR反 応 条 件 は 、 95℃ で 10分 間 反 応 さ せ た 後 、 増 幅 ス テ ッ プ (92℃ ・ 15秒 、 60℃ ・ 1分 )

を 50サ イ ク ル 行 っ た 。 PCR産 物 の 蛍 光 レ ベ ル は 、 ABI PRISM 7900HT Sequence Detection S

ystem（ Applied Biosystems Inc., Foster City, CA） を 用 い て 測 定 し た 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

統 計 解 析

　 統 計 解 析 に は 、 カ イ 二 乗 検 定 （ StatView 5.0, SAS Institute Inc., USA） を 用 い 、 p<0

.05は 有 意 な 差 を 示 す と み な し た 。

　 結 果 を 表 1～ 5に 示 す 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ ２ ５ 】
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【 表 ２ 】

【 ０ ０ ２ ６ 】

【 表 ３ 】

【 ０ ０ ２ ７ 】

【 表 ４ 】

【 ０ ０ ２ ８ 】
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【 表 ５ 】

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 上 記 表 1に 示 す よ う に 、 5-HTR1B 157番 目 の 塩 基 の 遺 伝 子 型 が A/Cで あ る 被 検 査 イ ヌ の 個

体 の 訓 練 後 の 盲 導 犬 合 格 率 は 約 73%で あ る の に 対 し て 、 A/Aま た は C/Cで あ る 個 体 の 訓 練 後

の 盲 導 犬 合 格 率 は 約 38～ 53%で あ っ た 。 こ の 結 果 か ら 、 5-HTR1Bの 157番 目 の 塩 基 の 遺 伝 子

型 が A/Cで あ る 被 検 査 イ ヌ の 個 体 を 盲 導 犬 に 適 し た 犬 で あ る と 判 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 上 記 表 2に 示 す よ う に 、 5-HTR1B 246番 目 の 塩 基 の 遺 伝 子 型 が G/Aで あ る 被 検 査 イ ヌ の 個

体 の 訓 練 後 の 盲 導 犬 合 格 率 は 約 73%で あ る の に 対 し て 、 G/Gま た は A/Aで あ る 個 体 の 訓 練 後

の 盲 導 犬 合 格 率 は 約 38～ 53%で あ っ た 。 こ の 結 果 か ら 、 5-HTR1Bの 246番 目 の 塩 基 の 遺 伝 子

型 が G/Aで あ る 被 検 査 イ ヌ の 個 体 を 盲 導 犬 に 適 し た 犬 で あ る と 判 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 上 記 表 3に 示 す よ う に 、 5-HTR1B 660番 目 の 塩 基 の 遺 伝 子 型 に つ い て は 、 C/Cで あ る 被 検

査 イ ヌ の 個 体 、 C/Gで あ る 被 検 査 イ ヌ の 個 体 及 び G/Gで あ る 被 検 査 イ ヌ の 個 体 の 間 で 、 盲 導

犬 合 格 率 に 有 意 な 差 は な か っ た 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 上 記 表 4に 示 す よ う に 、 5-HTR1B 955番 目 の 塩 基 の 遺 伝 子 型 に つ い て は 、 T/Tで あ る 被 検

査 イ ヌ の 個 体 、 T/Cで あ る 被 検 査 イ ヌ の 個 体 及 び C/Cで あ る 被 検 査 イ ヌ の 個 体 の 間 で 、 盲 導

犬 合 格 率 に 有 意 な 差 は な か っ た 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 上 記 表 5に 示 す よ う に 5-HTR1Bの 157番 目 と 246番 目 の 塩 基 の 遺 伝 子 型 が そ れ ぞ れ 、 A/Cと G

/Aで あ る 被 検 査 イ ヌ の 個 体 の 盲 導 犬 合 格 率 は 約 73％ で あ る の に 対 し 、 A/Aま た は C/Cと G/G

ま た は A/Aで あ る 個 体 の 合 格 率 は 約 52％ で あ っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 5-HTR1Bの 157番 目

と 246番 目 の 塩 基 の 遺 伝 子 型 が A/Cと G/Aの 両 方 で あ る 被 検 査 イ ヌ の 個 体 を 盲 導 犬 に 適 し た

イ ヌ で あ る と 判 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

比 較 例

DRD4 exon Iと III多 型

　 DRD4 exon Iと IIIの 多 型 領 域 は 、 PCRに よ っ て 増 幅 し た 。 PCRに 使 用 し た イ ヌ ゲ ノ ム D N A

は 、 PI-50α 核 酸 自 動 分 離 装 置 （ K URABO, Tokyo, Japan） を 使 用 し 、 付 属 の マ ニ ュ ア ル に

従 っ て 血 液 よ り 抽 出 し た も の 、 あ る い は FTAカ ー ド （ Whatman Inc., Clifton, NJ） に 血 液

あ る い は 口 腔 粘 膜 細 胞 を ト ラ ン ス フ ァ ー し た も の を 使 用 し た 。 20μ lの PCR反 応 液 中 に 5-50

ngの ゲ ノ ム D N Aを 使 用 し た 。 DRD4 exon I多 型 領 域 の 増 幅 に は 、 TaKaRa LA Taq with GC Bu

ffer（ TaKaRa Co. Ltd., Kyoto, Japan） を 使 用 し 、 PCRの 反 応 液 組 成 は 付 属 の プ ロ ト コ ー

ル に 従 っ た （ 2 X GC Buffer IIを 使 用 ） 。 プ ラ イ マ ー は 、 0.2μ Mの 蛍 光 標 識 フ ォ ワ ー ド プ

ラ イ マ ー （ 5'-VIC-CGCCATG G G G A ACCGCA G-3'(配 列 番 号 20)） と リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 5'-CG G

CTCACCTCG G A GTA G A-3'(配 列 番 号 21)） を 用 い た （ Ito et al. 2004） 。 PCR反 応 条 件 は 、 95

℃ で 5分 間 反 応 さ せ た 後 、 増 幅 ス テ ッ プ (95℃ ・ 30秒 、 60℃ ・ 30秒 、 72℃ ・ 30秒 ) を 35-45

サ イ ク ル 行 い 、 最 後 に 72℃ で 7分 間 伸 長 反 応 を 行 っ た 。
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【 ０ ０ ３ ５ 】

　 DRD4 exon III多 型 領 域 の 増 幅 に 用 い た PCRの 反 応 液 組 成 は 、 0.5μ Mの 蛍 光 標 識 フ ォ ワ ー

ド プ ラ イ マ ー （ 5' -FA M-TTCTTCCTACCCTGCCCGCTCATG-3'(配 列 番 号 22)） と リ バ ー ス プ ラ イ

マ ー （ 5' -CCGCG G G G GCTCTGCA G G GTCG-3'(配 列 番 号 23)） 、 250μ Mの dATPと dCTPと dTTP、 125

μ Mの dGTP、 125μ Mの 7-deaza-dGTP（ Boehringer-Mannheim, Germany） 、 5%の dimethyl su

lfoxide、 20m Mの Tris-HCl（ pH 8.8） 、 10m Mの KCl、 2m Mの MgSO 4 、 0.1%の Triton X-100、 2

μ gの BSA、 2Uの Pfu Turbo D N A Polymerase（ STRATA GENE, U.S.A.） で あ っ た （ Ito et al.

 2004） 。 ま た 、 同 じ 長 さ の 対 立 遺 伝 子 を 区 別 す る た め に 、 蛍 光 標 識 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ

ー （ 5' -FA M-TTCTTCCTACCCTGCCCGCTCATG-3'(配 列 番 号 24)） と リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 5' -T

G G GCTG G G G GTGCCGTCC-3'(配 列 番 号 25)） を 用 い て 増 幅 さ せ た （ Ito et al. 2004） 。 PCR反

応 条 件 は 、 98℃ で 3分 間 反 応 さ せ た 後 、 増 幅 ス テ ッ プ (98℃ ・ 1分 、 65℃ ・ 1分 、 74℃ ・ 1分

) を 30サ イ ク ル 行 い 、 最 後 に 74℃ で 5分 間 伸 長 反 応 を 行 っ た 。 PCR産 物 の サ イ ズ 測 定 に は 、

ABI 3730 D N A analyzer（ Applied Biosystems, CA, USA） を 用 い た 。 結 果 を 表 6及 び 7に 示

す 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

【 表 ６ 】

【 ０ ０ ３ ７ 】

【 表 ７ 】
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【 ０ ０ ３ ８ 】

　 上 記 表 6及 び 7に 示 す よ う に 、 DRD4 exon III 多 型 対 立 遺 伝 子 頻 度 及 び DRD4 exon I多 型

対 立 遺 伝 子 頻 度 と 盲 導 犬 合 格 率 と の 間 に 有 意 な 差 は 見 い だ せ な か っ た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 本 発 明 は 盲 導 犬 の 育 成 に 有 用 で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ４ ０ 】

【 図 １ 】 イ ヌ の 5-HTR1B遺 伝 子 を 示 す 。

【 図 １ 】
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【 配 列 表 】
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