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第1章 序論

分子生物学の発展によって､遺伝子の本体である DNA を分析できるように

なり､DNAでの情報や遺伝子自体の情報を取 り込んだ家畜育種-の道が開か

れようとしている｡

近年､遺伝子工学と呼ばれる新技術の発達に伴って､従来の血液型や多型蛋

白質に代わる方法として遺伝物質である DNAそのものの多型を分析する方法

が注 目され るようになった｡それ らの うちでも代表的なものが､RFLP

(RestrictionFragmentLengthPolymorphism)法､DNAフィンガープリン ト

法､及びVNTR(VariableNumberofTandemRepeat)分析法などである｡

晴乳類の染色体 DNAは､1倍体あたり約 3×109bpからなり､このDNA全

体をゲノムとよぶ｡しかし､このなかで実際に遺伝子として翻訳される領域や

それに関わる領域は全体の 1%以下であり､ゲノムの大部分はスペーサーやイ

ントロンと呼ばれる非遺伝子領域であると考えられている｡これらの領域にお

ける突然変異は､生命維持には直接関係 しないために､排除されることなく受

け継がれ､蓄積される｡よってこれらの領域は高度な多型性をもつことになる｡

また､これらの非遺伝子領域には､単純な塩基配列が多数反復している部分が

あり､ゲノム全体の 30-40%をも占めている｡ これらは､反復単位の大きさ

により3種類に分けられ､300bp以上のものはサテライ ト､9-100bpのもの

はミニサテライ ト､数塩基のものはマイクロサテライ トと呼ばれている｡

ミニサテライ トでは数十塩基ほどの配列が 10-1000回も繰 り返されている｡

この反復回数は個体間でかなり異なり､この領域が高い多型を示す原因となっ

ている｡1985年､Jeffreysらはこの反復配列をプローブとしてサザン-イブリ

ダイゼ-ションを行ったところ､ゲノムに存在する類似 した複数のミニサテラ

イ ト遺伝子座を同時に検出することに成功した｡これが DNA フィンガープリ

ント法とよばれるもので､個体識別や親子鑑定に有用とされている｡ しかしな

がら､この方法では 20-50個の遺伝子座を同時に検出してしまうため､各々



のバンドがどの染色体に由来するのか､さらには遺伝子型の判定が不可能であ

るという欠点をもっている｡

この欠点を補 うため､各々の反復配列を単離 ･クローニングし､1遺伝子座

のみを検出する VNTR法が開発された｡VNTR法は､ある特定の領域 (遺伝

子座)において､タンデムに並んだ反復配列の回数が個体間で異なっているこ

とを利用した多型検出法である｡前述のように､DNAフィンガープリン ト法

では複数の遺伝子座の多型を同時に検出する為に､各々のバン ドにおけるホモ

か-テロかの区別は困難であるが､VNTR法では特定の遺伝子座について検出

を行 うので､ホモか-テロかの判定は容易である｡このことからVNTR法は､

DNAフィンガープリン ト法にない有利な点を備えている｡なかでも､マイク

ロサテライ トにおいては､植物､昆虫､魚類から晴乳類まで大部分の生物のゲ

ノムに共通 して観察されている｡晴乳類においては､ヒトやマウスをはじめと

してブタ､ウシ､ラットなどについて調べられており､高度な多型性が観察さ

れている｡また､晴乳類では､マイクロサテライ ト遺伝子座は数万から 10数

万個あることが知られてお り､ミニサテライ トと比較しても多くの多型を検出

する事が可能である｡

以上のような特徴によりマイクロサテライ トは､遺伝的マーカーとして優れ

ており､個体識別や親子鑑定､あるいは高等動物における遺伝子地図作成に､

近年最も利用されている｡ しかしながら､マイクロサテライ トマーカーは､ヒ

トやマウスでは多数開発されているものの､家畜においては､いまだ十分とは

いえず､遺伝子地図の作成に関しても完成の域には達していない｡

そこで新 しい多型解析の方法として AFLP(AmplifiedFragmentLength

Polymorphism)法が近年注目されるようになった｡AFLP法は 1995年､オラ

ンダの Vosらにより開発された多型分析法である｡この方法は､ゲノム DNA

を制限酵素で切断した断片に特定のアダプターを付加 し､これを増幅のための

鋳型 DNAとし､3'末端に任意の塩基を付加 したプライマーを用いることによ

り選択的に増幅することに基づいてお り､このため以下のような利点をもって

いる｡ (1)必要とするゲノムDNAの量がすくなくてすむ｡500ngのDNAで
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理論的には 1万回の電気泳動が可能である｡ (2)ゲノムDNAの塩基配列に関

する情報が必要でない｡ (3)操作が簡便で､再現性が高い｡ (4)一回の電気

泳動で多くの多型を一度に検出できる｡ (5)プライマーのセットを変えるこ

とにより､多数のバンドを検出できる｡3つの選択的塩基を用いることにより､

同じ鋳型 DNAに対して 46=4096のプライマーセットが使用できる｡この方法

は､最初は植物の研究に対して用いられ､連鎖解析や遺伝的類縁関係の推定な

どに利用されてきた｡また､ここ数年では動物に対 しても適用されてきており､

その価値が認められている｡

そこで本研究では､この AFLP法をウシに適用し､AFLP法の有用性を検討

するとともに､本法を用いた新たな育種法について検討 した｡
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第 2章 AFLP法による肉用牛 5品種の系統分析

第1節 緒言

AFLP法は 1995年にVosら (1995)によって開発された多型分析法である｡

本法は､DNA を制限酵素で断片化 したものに特定のアダプターを付加 し､そ

の中から任意の配列を持つものだけを選択的に増幅して多型を検出する｡その

特徴としては､一度に多くの多型を検出できる､プライマーの種類を変えるこ

とにより無数のバンドが得られる､再現性が高く信頼性がある､既知のゲノム

情報が必要なく基本的にどんな生物種にも適用できるといった利点がある｡こ

れまで本法は主に植物に対して適用され､連鎖解析等における優れた DNA マ

ーカー としてその有用性が確認 されている (Beckerら､1995;Eck ら､

1995)｡家畜ではニワトリやウシに対して適用されているが､その報告例はま

だ少ない (Ajmone-Marsanら､1997;Knorrら､1999;Nijmanら､1999)O

我国固有のウシ肉用品種 としては黒毛和種､褐毛和種､日本短角種および無

角和種が存在する｡これ ら肉用種はそれぞれ成立過程が異なり､基本的には我

国の在来牛を基礎 とするものの､韓国の在来牛 (韓牛)の影響が強いものやヨ

ーロッパ品種の影響を受けているものなど様々である｡そこで本研究では､我

国の代表的な肉用品種である黒毛和種と褐毛和種､韓国の肉用品種である韓牛

に加え､ヨーロッパ起源の肉用品種である- レフォー ドとリムジンの合計 5肉

用品種に対して AFLP法を適用し､これら肉用品種の遺伝的構造や品種間の遺

伝的類縁関係について調査するとともに､ウシ遺伝学的解析におけるAFLP法

の有用性について検討した｡
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第2節 材料および方法

2･A) 供試動物

肉用牛である黒毛和種､褐毛和種 (土佐)､韓牛､-レフォー ド､リムジンの

5品種､各 6頭を実験に供した｡

黒毛和種は 1992年に開催された第 6回全国和牛能力共進会出品牛のうち､

同一県､同一種雄牛にまたがらないように選んだ｡褐毛和種 (土佐)は高知大農

の樫井孝志博士により高知県下で飼育されている繁殖雌牛から､韓牛は韓国嶺

南大学校の呂政秀博士により収集 された韓国在来牛集団のサンプルを譲 り受け

た｡- レフォー ドは新得畜産試験場で飼育されている雌牛､およびリムジンは

家畜改良センター十勝牧場で飼育されている雌牛を用いた｡これらの供試動物

は血統情報から血縁関係が認められないことを確認 している｡

2-B) ゲノムDNAの精製

ウシゲノムDNAは肝臓組織､リンパ節､血液より抽出し､精製した｡

2-B･1) 肝臓組織からのDNA精製

組織からのゲノム DNAは以下のように抽出した｡組織約 1.0gをホモジナイ

ザーを用いてホモジナイズし､TNE溶液 (10mMTris･HClpH7.5,0.1M NaCl,

1mM EDTA)20mlを加えながらガーゼを用いて液過 し､3,000rpmで 10分間

遠心分離した｡その後上清を除き､TNE溶液を 15ml加え良く混和して､再び

3,000rpm で 10分間遠心分離 し上清を除いた｡そ して生理食塩水/EDTA

(0.16M NaCl,1mM EDTA)lmlに良く混和 し､ザルコシル溶液 (0.5% N-

lauroylsarcosinesodiumsalt,10mM γris-HClpH8.0,10mM EDTA)15mlを

加えて DNA を切断しないようにゆっくりと振とうして DNA を溶出させた｡

そしてProteinaseK溶液 (long/mlinwater)200〃1を加え､37℃で一晩イン

キュベ- トした｡当量のTE-フェノール (フェノールを60℃で溶かし､0.1%に

なるように8･hydroxyquinolineを加え､TEbuffTer(10mM Tris･HCl;pH8.0,

1mM EDTA)で水飽和 した もの)を加 え 10分間ゆっ くりと混和 した｡
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3,000rpm で 10分間遠心分離し､水屑とフェノール層の間にできる蛋白質を取

らないように水屑を分取した｡この水屑にフェノール ･クロロフォルム ･イソ

アミルアルコール (25:24:1,0.05%の8･ydroxyquinoiineを含む)を加え､10分

間遠心分離し水層を分取した｡この水屑に当量のクロロフォルム ･イソアミル

アルコール (24:1)を加え 10分間混和した後､3,000rpm で 5分間遠心分離し

た｡次に水層を分取し当量のジェチルエーテルを加え､白色になった水屑が透

明になるまでやや強めに振とうした後 3,000rpm で数秒間遠心分離し､エーテ

ルを通風除去した｡そして 10分の 1量の 3M 酢酸ナ トリウム溶液 (酢酸で

pH5.2に調整)を加え､冷却した 100%エタノールを2倍量混合しDNAを沈殿

させた｡その DNA は 70%ェタノールで洗浄 し室温で乾燥させた後､2mlの

TEbuffTerに溶解 して4℃で保存した｡

2･B･2)リンパ節からのDNA精製

リンパ節約 0.5gをテフロン ･ペッスルとステンレスメッシュを用いて､生理

食塩水/EDTA 中ですり潰しガーゼで渡過 した後､3,000rpm で 10分間遠心分

離した｡その後上清を除去して 20mlの生理食塩水/EDTAを加えよく混和し､

再び 3,000rpm で 10分間遠心分離 した｡上清を除き､約 1mlの生理食塩水

/EDTAによく混和し､20mlのザルコシル溶液を加えて DNA を溶出させた｡

その後の操作は肝臓組織からのDNAの精製と同様に行った｡

2･B-3)全血からのDNA精製

約 10mlの全血を 3,000rpmで 10分間遠心分離し､パスツールピペットを用

いて白血球層を分取した｡40mlの 0.2%NaCl溶液を加えてよく混和して血球

を溶血させ､3,000rpm で 10分間遠心分離し上清を除いた｡その後 0.5mlの

0.16M NaClノ1mM EDTA溶液を加えてよく懸濁した後､20mlのザルコシル

溶液を加え DNA を切断しないようにゆっくりと振とうL DNA を溶出させた｡

その後の操作は肝臓組織からのDNAの精製と同様に行った｡

2･C) DNAの定量
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DNA の定量は 260mm の吸光度測定で行った｡0.D.260=1.00は 2本鎖の

DNA が 50〃g/mlの濃度に相当する｡同時に 280mm の吸光度も測定した｡

0.D.260:0.D.280比が 1.8±0,1であれば､蛋白質､界面活性剤､フェノールな

どの不純物が混入 していない純粋なDNAが回収されたとみなした｡

2lD) AFLP法

以下のAFLP法における操作は､基本的にVosら (1995)の方法に従った｡

方法の概要は図 1に示 した｡

2lDl1) 制限酵素によるDNAの切断

500ngの DNAを制限酵素 EcoRIとMseIを用いて切断した｡まず､10×

制限酵素buffer2.5〃1､10×BSA 1.0〃1､MseI(4unit/〃1)5FLl､DNA溶液

20〃1をよく混和した後､37℃で 1時間インキュベ- トした｡その後､超純水

13.25〃1,10×制限酵素buffer1.5LLl､EcoRI(20unit/Ill)0.25FLlを加え､よ

く混和した後､37℃で 1時間インキュベ- トした｡

2･D-2) アダプターの付加

制限酵素処理をした断片に MseIアダプターと EcoRIアダプターを付加 し

た｡AFLP法におけるアダプター及びプライマーの配列は表 1に示 した｡DNA

溶液 40LLlに､10×ligasebuffer1.OLLl､1mMATP1.OFLl､EcoRIアダプタ

ー 2.5pmol､MseIアダプター 25pmol､T4DNAligase(7.5unit/LL1)0.2〃1を

含む 10〃1の溶液を加え､全量を 50〃1とし､37℃で 3時間インキュベ- トし

た｡その後､10mM γris-HCl/0.1mM EDTApH8.0で 10倍に希釈 し､-

20℃で保存 した｡

2-D-3) 1stPCR(Preampli丘cationPCR)

アダプターを付加 した鋳型 DNA5.OFLlに､10×PCRbuffer(100mM Tris･

HC1,15mM MgCl,500mM KCl,pH8.6)5.0〃1､dNTPMixture(2.5mM

each)4.0〃1､TakaraEX･Taq polymerase(5units/〃1)0.2〃1､1つの塩基を

7



GenomeDNA

2種類の制限酵素 による消化

2種類のアダプターの付加

N L ,:州 ,:～:.ここ

I
& N

N

電気泳動

Pre-ampli丘cation

-一一-一-→一一-一･一-●-→一一 一一~--●こii手i与i一一一一言▲ll+こi

図1AFLP法の概要図



付加したEcoRIとMseIのプライマー (表 1)それぞれ 75ng加え､超純水で全

量を 50〃1とした｡反応はサーマルサイクラ-を用い､以下の条件により pre

ampli丘cationを行った｡まず 94℃ 30秒､56℃ 1分､72℃ 1分を30サイクル

行い､その後 72℃ 10分の伸長反応を行った｡PCR反応後､超純水により 10

倍に希釈した｡その後､PCR産物は-20℃で保存した｡

2･D-4) 2ndPCR(Selectiveampli丘cationPCR)

得られたPCR産物を､3つの塩基を付加 した EcoRIとMseIのプライマー

(表 1)により増幅したoEcoRIプライマーは蛍光 (IRD800)でラベル したもの

を用いた｡今回用いた選択的塩基の種類は表 1に示す通 りである｡PCR 産物

5.0〃1､10×PCRbufb (100mM Tris-HCl,15mM MgCl,500mM KCl,

pH8.6)2.0〃1､dNTP Mixture(2.5mM each)1.6〃1､TakaraEX･Taq

polymerase(5units/〃1)0.08〃1､3つの塩基を付加 した EcoRIプライマー5

ngとMseIプライマー30ngをそれぞれ加え､超純水で全量を20FLlとした｡

反応はサーマルサイクラ-を用い､以下の条件により行った｡まず､94℃ 30

秒､65℃ 30秒､72℃ 1分を 13サイクル行い､次に94℃ 30秒､56℃ 30秒､

72℃ 1分を 30サイクル行い､最後に 72℃ 10分の伸長反応行った｡反応後､

Stop/Loading Bufferを8Jll加え､混合した｡

2･E) オー トシーケンサーによるバンドの検出

オー トシーケンサー用のゲル板を作成したOゲル板は 41cm のもの､スペー

サーは 0.2mm のものを用いた｡ガラス板は水洗後､蒸留水およびエタノール

で よく拭 いた｡ ゲル溶液 は､尿 素 12.6g､10×TBE3.Oml､sequence

solusion3.3ml､これに超純水を少 し加えてよく摸拝 し､尿素が完全に溶けた

後 30mlまで超純水を加えた｡この溶液を渡過 し､10分間脱気 した｡ここに

10%APS200〃1､TEMED(N,N.N',N'･テ トラメチルジアミン)20〃1を加え､

ガラス板にゆっくりと流し込み､上部にコ-ムを差し込み､3時間以上放置し

てから電気泳動に用いた｡
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表 l AFLP法に用いたアダプターおよびプライマーの塩基配列

名称 塩基配列

Adapters EcoRIadapter
Mseladapter

TaqIadapter

Primers EcoRIprimer
MseIprlmer
Taqlprlmer

5ラ-CTCGTAGACTGCGTACC-3'
3'-CATCTGACGCATGGTTAA-5ラ

5'-GACGATGAGTCCTGAG-3'
3'-TACTCAGGACTCAT-5'

5チ-GACGATGAGTCCTGAC-3'
3ラ-TACTCAGGACTGGC-5ち

5'-GACTGCGTACCAATTCNNN-3'
5'-GATGAGTCCTGAGTAANNN -3'
5'-GATGAGTCCTGACCGANNN-3'

各プライマーの3'末端におけるNは選択的塩基を表 し､A,C,G,Tのうち任意の

塩基が入る
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BuffTerは 0.8×TBEを用い､LI･COR社 DNAシーケンサー使用し､5時間

以上通電して､バンドを検出した｡

2-F)分析

2-F･1) Bandsharing値の算出

4種類のプライマーによって検出された 95本の多型バン ドより､5品種の､

品種間及び品種内のBandsharingの値を求めた｡Bandsharing(BS)値は 2個

体間における共通バン ドの割合であり､次の式で表される｡

BS=2Nab/ (Na+Nb)

ここで Nabは個体 aと個体 bに共通のバン ド数､NaとNbは個体 aとbに

おけるそれぞれのバン ド数である｡

2サ 2) Geneticdistance値の算出

各品種において 95本の多型バン ドそれぞれの遺伝子頻度を推定した｡遺伝

子頻度の値は基本的に Hardy･Weinbergの法則に従って算出した｡つま り､

AFLPのバン ドは､2対立遺伝子(バン ドの有無)からなっているものと仮定する｡

さらに､バン ドを示す対立遺伝子の頻度を p､バン ドを示さない対立遺伝子頻

度をqとする｡品種内で得られたバン ドの頻度はp2+2pq(p2+2pq+q2=1)を示

しているものとし､ここからpおよび qの遺伝子頻度を求めた｡次に PHYLIP

ソフ トウェアプログラムを用い､各対立遺伝子頻度から Gendistにより各品種

間のgeneticdistanceの値を求めた｡

2･F･3) 系統樹の作成

上で求めた geneticdistance値から､UPGMA法 (Sokalら､1958) による

肉用車5品種の系統樹をMEGAソフ トウェア (Kumarら､1993)を用いて作

成した｡
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第3節 結果

3･A) ウシにおける有効なAFLPプライマーの選択

初めに､実験に用いるプライマーの選択を行った｡制限酵素の組み合わせは､

Vosら(1995)の最初の報告通り､4塩基認識の frequent cutterにはMseIを､

6塩基認識のrare cutter には EcoRIを用いた｡選択的塩基については､最

も多くの多型を検出することのできる組み合わせを検出するために､7種類の

EcoRIプライマー (EcoRIAAC/AAG/ACA/ACC/ACG/ACT/AGC)を､

6品種各 1個体を用い､出現する多型バン ドの数を調べた｡MseIプライマー

は全てMseICACを用いて行った｡各プライマーセットで 3-10の多型バンド

が検出され､EcoRIACG が最も多くの多型を検出でき､バンドも鮮明であっ

た｡よって今回の実験では､このプライマーが有効であると判断し､実験に用

いた.

最終的に､4種類のMseIプライマー (MseICAC/CAG/CGA/CGT)と

1種類のEcoRIプライマー (EcoRIACG)を用いた｡どのプライマーセットに

おいても､おおよそ 50bp～500bpの範囲を分析に用いた｡AFLPでは断片に

アダプターの配列が含まれる為､バン ドが検出できるのは約 50bpからである｡

また､500bp以上のバンドもいくつか検出されるが､バンドが不鮮明になり読

み取りにくくなる為に分析には用いなかった｡

3-B) AFLP法における品種内多型バンドの数

各品種内における多型バンドの数をプライマーセット毎に表した (表 2)｡一

つのプライマーあたり約 7.35本の多型バン ドが検出され､4種類のプライマー

セットの合計では平均 36.75本となった｡4種類のプライマーセットについて

比較してみると､多型バンドの数は､それほど差がないように思われた｡これ

は今回実験に供した個体が 6頭と少なく､さらにサンプル数を増やして行 うこ

とにより､有意な差が観察できると推測 される｡品種毎に見ると､黒毛和
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表 2 各品種内における多型バン ドの数

MseIプライマー 黒毛和種 褐毛和種 韓牛 リムジン - レフォー ド

MseICAC 3 8 10
MseICAG 4 9 8
MseICGA 9 6 14
Mse1CGT 3 5 4

合 計 19 28 36

7
6
9
9
31

EcoRIプライマーは全てEcoRIACGを用いた
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種が 19本と最も少なく､その他 4品種の間にはそれほど大きな差は見られな

かった｡

3･C) 品種間における遺伝的類似性

次に､品種間の分析において､各プライマーセットにより得 られた多型バン

ドの数はMseICAC21本､ MseICAG26本､ MseICGA25本､ MseI

CGT23本であり､ 4種類のプライマーセット合計では 95本の多型バンドが

検出できた｡ この 95本の多型バン ドより､品種間および品種内の Band

sharing値を算出した (表 3)｡ 各品種内の値に注目すると､前述 した各品種

内における多型バンドの本数を反映する結果となった｡最も多型バン ドの少な

かった黒毛和種では 0.854と高い値を示した｡これは､Nomuraら (2001)が

報告しているように､黒毛和種において集団の近交が高まってお り､遺伝的な

多様性が減少していることを示しているものと思われる｡

3･D) 肉用牛 5品種の系統樹

これら 5品種の遺伝的類縁関係を調べるため､系統樹を作成 した (図 2)｡

まず､各品種において 95本の多型バン ドそれぞれの遺伝子頻度を求めた｡

AFLPにおいては､バンドのホモ､-テロの区別は困難であるため､正確な遺

伝子頻度は不明である｡ しかし､それぞれの遺伝子座における集団内の遺伝子

頻度は Hardy･Weinbergの法則に従 うものとすると､遺伝子頻度の推定は可能

となる｡推定遺伝子頻度を用い､PHYLIP ソフ トウェアプログラムを用い､

Gendistにより各品種間の geneticdistanceの値を求めた｡これらの値は示し

ていないが､先ほどの品種間 Bandsharing値における関係 とほぼ一致した｡

この距離の推定値を元に､MEGA ソフ トウェアを用いて UPGMA 法により肉

用牛 5品種の系統樹を作成 した｡

これまでの報告通 り､日本のウシ 2品種及び韓牛､すなわちアジア牛のクラ

スターと､ヨーロッパを起源 とするリムジンと-レフォー ドのクラスターに大
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表 3 肉用牛 5品種におけるBandsharing値

黒毛和種 褐毛和種 韓牛 リムジン -レフォー ド

黒毛和種 0.854

褐毛和種 0.720 0.773

## 0.776 0.714 0.753

リムジン 0.674 0.722 0.695 0.782

-レフォー ド 0.728 0.705 0.659 0.738 0.778

対角､下対角は品種内および品種間の Bandsharing値をそれぞれ表す
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黒毛和種

韓牛

褐毛和種

リムジン

-レフォー ド

図 2 UPGMA法による肉用牛 5品種の系統樹
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きく分類 された｡その中でも黒毛和種 と韓牛は近い関係を示 した｡褐毛和種

(土佐)は､基本的に は黒毛和種と韓牛により造成されたと考えられているが､

過去にシンメンタールを交配した経緯があるため､黒毛和種と韓牛のクラスタ

ーよりも外側に位置したものと思われるD
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第4節 考察

肉用牛 5品種に対してAFLP法を適応 し､遺伝学的解析を行 うとともに､ウ

シにおけるAFLP法の有用性について検討 した｡

AFLP法の原理について以下に記述した｡まず 2種類の制限酵素によりゲノ

ムDNAを切断する｡制限酵素は､4塩基認識の frequent cutterと6塩基認

識の rare cutterが用いられる｡2つの制限酵素を用いる利点は以下の通りで

ある｡ (1)frequent cutterはゲル電気泳動により検出が可能な小 さい

DNA断片を作 り出す｡ (2)rare cutterを用いる事により増幅される断片の

数を減らす事ができる｡(3)PCR産物の 2本鎖のうち 1本鎖のみをラベルする

ことが可能になる｡ (4)選択的プライマーにより増幅される断片の数を調節

する際に大きな融通性ができる｡

制限酵素の種類に関しては､frequent cutterにはMseIが有効である事が

Vosら (1995)により示されている｡その理由は､多くの真核生物の DNAで

は､AとTが多く含まれているため､TTAAの配列を認識するMseIは､より

多くの断片を作 り出す事ができるからである｡ しかしながら､家畜における最

近の報告では､TaqIを用いたものもあり､本実験においても更なる検討が必

要である｡rare cutterにおいては､どの制限酵素においても大きな差異は見

られず､その信頼性とコス トの面からも EcoRIを用いられるのが一般的であ

る｡次に制限酵素で切断した断片に､各々の制限酵素に特異的なアダプターが

付加される｡このアダプターの配列は､増幅の際にプライマーの結合部位とな

る｡また､このアダプターの配列には､制限酵素の認識部位が含まれておらず､

アダプターを付加 した断片は制限酵素で切断されない｡

ゲノムDNAを2種類の制限酵素 EcoRIとMseIで切ると､3種類の断片が

できる｡すなわちEcoRI･EcoRI､ EcoRIIMseI､MseI-MseIである｡それ

ぞれの断片の数は EcoRIが 6塩基認識､MseIが 4塩基認識であることから､

MseIIMseIが最も多く､EcoRI･MseI､EcoRI･EcoRIの順となる｡このう
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ちAFLP法において検出されるのは EcoRI-MseIの断片が大部分であると考

えられている｡その原理としては､増幅を行 う際に､EcoRIプライマーを蛍光

色素や放射性同位元素で標識 したものを用いるため､MseIIMseIの断片は検

出されないこと､EcoRI-EcoRIとMseI･MseI断片は､その両端の切断部位

が同じであり､反転した構造になっているため stem･loop構造が形成され､プ

ライマーのアニーリングを阻害する､さらに､MseIプライマーはEcoRIプラ

イマーよりアニー リング温度が低 く設定されてお り､タッチダウン PCR によ

りEcoRI断片をより効果的に増幅できるといったことが主なものである｡

複雑なゲノムに対するAFLP法においては､通常 2段階の増幅が行われる｡

最初の増幅はpreampli丘cationと呼ばれるもので､3'末端に一つの塩基を付加

したプライマーを用いて行われる｡次に増幅産物を希釈 し､ 2段階目の増幅に

用いる｡PCR に用いるテンプレー トの濃度は､DNA フィンガープリン ト法な

どでは非常に敏感であるのに対して､AFLP法では 1000倍の濃度差において

も非常に類似した図が得られることがVosら (1995)により報告されている｡

また､プライマーの配列においては､PCRのためのプライマーにおける一般的

原理がDieffenbachら(1993)により報告されており､AFLPプライマーにおい

ても確実に増幅を行 うことができるように設計されている｡AFLPプライマー

における重要な特徴は､すべてのプライマーにおいて 5'塩基は G塩基 から始

まっていることである｡この G塩基が doublebandsを防ぐのに最も有効であ

る｡doublebandsは増幅の際に､余分な塩基が 3'末端に付加することにより起

こる現象であり､dNTP の濃度が影響すると言われているが､合成 された

DNAの 3'末端が C塩基のときが最も起こりにくいことが Vosら(1995)によ

り報告されている｡

2段階目の増幅では2つ､あるいは 3つの塩基を付加したプライマーを用い

て行われる｡1段階目に直接､3つの塩基を付加したプライマーを用いて増幅

を行 うと､塩基不適合である断片を増幅してしまい backgroundの smearを

起こしたり､また 2段階増幅では検出されるバンドが欠けていたりすることが

あり､確実に選択的増幅を行 う為に2段階増幅が必要である｡
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本研究では､本法を肉用牛 5品種に対して適用し､その有効性を検討 した｡

4種類のプライマーセットを用いてAFLP法を行った結果､95本の多型バン ド

を得ることが出来､ウシにおいても簡便に多数の DNA 多型バン ドを検出でき

ることが示された｡また､こうして得られた多型情報より 5品種の遺伝的類縁

関係を推定したところ､品種成立の遺伝的な背景と一致することが認められた｡

しかしながら､こういった系統樹の信頼度を上げるには､対象とするサンプル

数を増やすことが重要である｡また､同様の理由から､プライマーセットの数

を増やし､分析に用いる多型の数を増やすことも必要である｡これまで述べて

きたように､AFLP法では､プライマーの選択的塩基の部分のみを変えること

で､無数の異なった DNA 断片を検出することができる｡本研究においても､

分析に用いる多型バン ドの数を増やすことにより､遺伝的類縁関係の推定に関

して､より信頼度の高い考察を行 うことができると考えられる｡

AFLP法の有効性と利用法については､第 1章でも述べたように､AFLP法

が動物に適用されたのは､ここ 2､3年のことである｡ しかしながら､これま

での多型分析法に代わる新 しい方法として有効なことが認められてきてお り､

様々な形での利用法が考えられる｡まず､第 1に遺伝子地図の作成におけるマ

ーカーとしての利用である｡ウシの遺伝子地図の作成において､マイクロサテ

ライ ト･マーカーの数もいまだ十分とは言えず､遺伝子地図が完成 している状

況にはない｡そこで､AFLPにより検出できる多型をマーカーとして利用する

事が可能であり､動物ではこれまでニワトリやマウスなどでの報告がある｡ま

た､ラット家系を用いて､QTL解析が行われたとい う例もある (Ostenら､

1996)｡我国においては､現在ウシのリファレンスファミリーを構築している

状況にあり､ウシ家系が構築されれば､連鎖解析に利用でき､家畜に重要な経

済形質の分析も行 う事ができるであろう｡

以上の結果より､AFLP法は､家畜においても品種間の遺伝的類縁関係や集

団内の遺伝的構成を知るのに簡便で有効な手段であり､また連鎖解析や QTL

解析にも有用な手段を提供することが期待される｡
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第3章 DNAマーカーを用いた国産牛肉の品種鑑定

第1節 緒言

現在､我国で飼育されている肉用牛は､黒毛和種､褐色和種､無角和種､日

本短角種の和牛 4品種と､若干の-レフォー ド種､アンガス種など外国種であ

る｡和牛は明治から昭和初期にかけて､体格の改善を目的としてデボン種､ブ

ラウンスイス種､シンメンタール種､ショー トホーン種などの品種を交配 し､

日本の気候､風土に合 うように改良が試みられて来た｡その後､耕運機の導入

など農作業の機械化で役牛としての役割は消失 し､肉専用種として改良が加え

られ､今日に至っている｡和牛 4品種の中でも特に黒毛和種の供用頭数は多く､

その繁殖雌牛は我国の肉用種繁殖雌牛総頭数において約 90%を占めている｡

この黒毛和種の優れた肉質は市場における評価も高く､高級牛肉の主な供給源

となっている｡また国際的にも､その肉質の良さは高い評価を得ている (福島､

1972､並河､1972)｡

他方､我国で飼育されている乳用牛は､そのほぼ全てがホルスタイン種で､

この他に若干のジャージー種が存在するのみである｡ホルスタイン種は世界を

代表する乳牛であり､泌乳能力に優れている｡この品種は明治時代､国民の体

格改善を目指して乳製品の摂取が推奨されたのを機に､その種雄牛が外国から

輸入され､在来の雌牛に累進交配されて､乳用牛の増頭が図られ今日に至って

いる(加茂､1976)｡

今日まで､ホルスタイン種の雄子牛は肥育用素牛として出荷されていた｡こ

の品種の生産する牛肉は肉質の点では黒毛和種に劣るが､その枝肉は安価で､

大衆肉として好まれてきた｡ところが牛肉の輸入自由化に伴い､ホルスタイン

種牛肉と競合する外国産の安価な牛肉が市場に大量に出回るようになった｡こ

のため､ホルスタイン種の枝肉の需要が激減し､価格の値崩れを起こした｡そ

こで､外国産の安価な牛肉に対抗するため､国内では､ホルスタイン種雌牛に
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黒毛和種種雄牛を交配 して作った雑種第一代 (Fl)からの牛肉生産が盛んにな

り､現在では国産牛の 1/3を占めるに至っている｡

ここ数年来食肉に関わる社会的問題が生じるようになってきた｡一つは牛肉

の安 全 性 の 問 題 で あ る｡ 牛 海 綿 状 脳 症 (BSE;BovineSpongi丘)rm

Encephalopathy)感染牛が我国でも確認た｡現在のところ､BSE感染牛は乳

用牛として飼育されているホルスタイン種のみで､それ らは焼却処分されてい

るが､この BSE感染牛の発生は牛肉の安全性に対する消費者の不安を招き､

牛肉の需要が激減 した｡他の一つは外国産輸入牛肉を国産牛肉と偽称 した事例

に代表されるような､牛肉などの食品を不当表示して販売するという問題であ

る｡偽装販売は輸入牛肉だけでなく､国産牛肉においても存在 している形跡が

ある｡すなわち､上述の Fl牛肉が時として黒毛和種高級牛肉に偽称販売され

る問題である｡ というのも､Flは毛色を見た限りでは黒毛和種と見分けがつ

きにくく､肉質においては黒毛和種に近く､Flの中でも特に肉質の良いもの

は黒毛和種とほとんど差がないためである｡これらの偽称を防止するため､農

林水産省は素牛の誕生から市場までの流れを トレースできるシステム (トレー

サビリティー)の構築に努めている｡これを構築することにより､食肉の偽装

販売を防ぎ､また食肉の品質や安全性を保証する上でも重要な要素になること

が期待 されている｡この トレーサビリティーを補完する意味で､黒毛和種 と

Flとを正しく鑑別する技術､ひいてはウシ品種を正しく鑑別する技術の確立

が望まれるようになってきた｡

近年､遺伝子工学が飛躍的に発展 し､DNA分析に基づく遺伝学的な分析が

可能となった｡家畜では 『DNA多型に基づく家畜選抜』を行 うことを目的と

して､DNA多型マーカーの開発が行われるようになってきた (万年､1994)｡

DNA多型は遺伝標識 として有用で､それをマーカーとして､家畜では血統登

録､個体識別､親子判定､病原遺伝子のキャリア個体の除去などに利用されて

いる｡DNAマーカーには主にミトコンドリア DNA(mtDNA)とゲノム DNA

を対象としたマーカーが存在する｡mtDNAマーカーは mtDNAの D･loop領

域の変異を利用したものである｡mtDNAは細胞質遺伝によって雌親を通 じて
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のみ子孫に受け継がれるため､純粋に母系統を比較することができる｡ しかし

ながら､我国では在来牛にホルスタイン種種雄牛を累進交配させてきたため､

黒毛和種と我国のホルスタイン種とでは mtDNAのハプロタイプ構成が類似 し

ている (Tsujiら､2004)｡このため mtDNA は黒毛和種､Fl､ホルスタイン

種に関する品種鑑別のマーカーとしては利用できない｡他方､ゲノム DNA を

対象 とした DNA マーカーには､マイ クロサテライ トマーカー､RAPD

(RandomAmplificationofPolymorphicDNA)マーカー､RFLPマーカーなど

がある｡ しかしながら､再現性が低かったり､全ゲノム情報を反映していなか

ったり､DNA の塩基配列情報が必要であったりするなどの欠点を持つ｡それ

に対して､AFLP法は､2種類の制限酵素を用いた多型解析法であり､上で述

べた欠点を補い､比較的簡単に多数のゲノム情報を得ることの出来る多型解析

法として注目されている｡そのため近年においては､遺伝的類縁関係 (Moreno

ら､2002)､QTL(quantitativetraitloci)解析 (Otsenら､1996)､連鎖地図

作成 (Barendseら､1994;Leeら､2002)､cDNAを利用 した発現遺伝子の解

析 (Bracacciaら､2001)などの幅広い研究に応用されている｡ただし AFLP

法は一度にゲノム全体の多型をスクリーニングするため､遺伝子座毎の遺伝子

型の判定が不可能である｡それを可能にするには AFLP多型の SNPs(single

nucleotidepolymorphisms)化が必要であるQSNPsは塩基配列の点突然変異

のことであり､ゲノム上に 300万個所以上存在すると推測されている｡SNPs

マーカーは､ゲノム上の点突然変異を対象とするため､PCR･RFLP法や-イ

ブリダイズ法などにより遺伝子型の判定が可能である｡それをもとに遺伝子頻

度を推測し､品種間の遺伝的構造の差異が予測できるようになる｡さらに､こ

こで得られた SNPsマーカーを DNAチップとして用いれば､電気泳動を介さ

ずに迅速な遺伝子型の判定が可能になる｡

本研究では､まず AFLP法を用いて黒毛和種 とホルスタイン種の品種間での

塩基配列の違いを検出し､次いでそれを SNPsマーカーに転化 したDこうして

得られたどちらかの品種特異的 SNPsマーカーを組み合わせることにより Fl

個体の識別を試みた｡
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第2節 材料及び方法

2･A) 供試動物

肉牛である黒毛和種 299頭と乳牛であるホルスタイン種 100頭､及びその雑

種第一代 (Fl)96頭を実験に供した｡

黒毛和種は 1992年､2002年に開催された第 6回､第 8回全国和牛能力共進

会出品牛の うち､同一県､同一種雄牛に偏 らないように選んだ肝臓サンプル

259頭､動物遺伝研究所より譲 り受けた黒毛和種 DNAサンプル 40頭分を用い

た｡ホルスタイン種は､岐阜県境川市の屠場より譲 り受けた肝臓組織サンプル

40頭分､伊藤-ム鳴尾浜工場より譲 り受けたリンパ節のサンプル 7頭分､東条

町の酪農家の鷹尾氏より譲 り受けた血液サンプル 4頭分､動物遺伝研究所より

譲り受けたホルスタイン種 DNAサンプル 49頭分計 100頭分を用いた｡Flは

神戸大学付属農場より譲 り受けた血液サンプル 20頭分､北海道の早川牧場よ

り譲り受けた血液サンプル 25頭分､群馬県の茂木牧場より譲 り受けた血液サ

ンプル 25頭分､長野県より譲 り受けた血液サンプル 20頭分､兵庫県の村田牧

場より譲 り受けた血液サンプル 6頭分合計 96頭分である｡これらの組織より

ゲノムDNAを抽出した｡

RNA抽出に用いた筋肉組織は､岐阜市食肉衛生検査所より入手した｡供試

牛は､平均屠殺月齢が約 30ケ月の黒毛和種去勢肥育牛 10個体､平均屠殺月齢

が約 19ケ月のホルスタイン種去勢肥育牛 10個体である｡屠殺直後に頚部筋肉

組織を得た｡採取後直ちに液体窒素により瞬時に凍結 して､-80℃で保存 した｡

これらの組織より totalRNA (ribosomalRNA,transferRNA,messenger

RNAを含む)を抽出した｡

2･B)ゲノムDNAの精製

ウシゲノム DNA は肝臓組織､リンパ節､血液より抽出し､精製 した｡方法

は第 2章の2･B)に従った｡
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2･C) DNAの定量

DNAの定量は 260nm の吸光度の測定で行った｡方法は第 2章の 2･C)に従

った｡

2･D) RNAの精製

RNAの抽出方法は Chomczynskiと Sacchi(1987)の方法に従い､SepazoI

RNAⅠ (Nakalaitesque)により行った｡

ファルコンチューブ 2059(BD バイオサイエンス ･クロンテック)に 10ml

の SepazoIRNAⅠを測 り取 り､そこ-液体窒素中で細かく砕いた 0.5gから最

高で 1.0gの頚部筋肉組織を加えて十分に転倒混和 した｡ポリトロン型ホモジェ

ナイザ- (IKA)で､十分な長さの RNAが得 られるように 10,000rpm､25秒

以内の破砕を行った｡核タンパク質複合体を完全に分離するために､室温で 5

分間放置した後､3000gで 5分間遠心分離 した｡遠心分離後､沈殿を除き､液

層を新しい遠心管に移 した｡そこ-､2mlのクロロフォルムを加え､キャップ

をして 15秒間激 しく摸拝 した後､3分間室温で放置 した｡次に､12000g､4℃

で 15分間遠心分離を行った｡水屑を新 しい遠心管に移 し､5mlのイソプロピ

ルアルコール (nakalaitesque)を加えて十分に撹拝 した｡このチューブを室

温で 10分間放置した後､12000g､4℃で 15分間遠心分離した｡遠心分離後､

イソプロピルアルコールを除き､10mlの 75%ェタノールを加え､ボルテック

スミキサー (IKA)で沈殿物を懸濁して､7500g､4℃で 5分間遠心分離 した｡

遠心分離後､75%ェタノールを除き､沈殿物である総 RNAのペ レットを 5分

間乾燥させた｡沈殿物の大きさに応 じて 100〃1から最大で 500〃1の DEPC処

理水に溶解 した｡ この RNA 溶液の一部 を取って分光光度計 UV･150･02

(Shimadzu)を用いて､濃度測定を行 った｡260mm の波長 (OD260)と

280nm の波長 (OD280)での吸光度を測定 し､RNA の場合､OD260が､

1.00のとき 40.0mg/mlとして濃度の計算を行った｡また､OD280に対する

OD260の比 (OD260/OD280)が 1.7以上であること､さらに､1.0%アガロ
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-スゲル電気泳動によって 28SrRNA､18SrRNA､5SrRNA が確認できたも

のをcDNA合成に用いた｡

また､totalRNA を長期間保存する場合､1.5mlエツペン ドルフ型チューブ

(BioBic;以下 1.5mlチューブ)にRNA溶液の 10分の 1量の 3M､pH5.2､

酢酸ナ トリウムと･20℃の冷凍庫内で冷却した RNA溶液の 2倍量の 100%ェタ

ノールを加えて転倒混和 した後､10000g､15分間遠心分離 した｡遠心分離後､

RNAが沈殿 した状態で､･80℃の冷凍庫内で保存 した｡

2･E) AFLP法

AFLP法における操作は､基本的に､Vosら(1995)の方法に従って行った｡

2･E-1) 制限酵素によるDNAの切断

500ngのゲノムDNAを TaqI及び EcoRIの組み合わせで切断した｡

超純水 1.OFLl､10×制限酵素 buffer2.5FLl､10×BSA 1.OLLl､TaqI

(10unit/〃1)0.5〃1､DNA溶液 20〃1をよく混和 し､65℃で 1時間インキュベ

- 下した｡その後､超純水 12.5LLl､10×制限酵素 buffer1.5LLl､EcoRI

(10unit/〟1)1.0〃1を加えてよく混和し､37℃で 1時間インキュベ- トした｡

2･E･2) アダプターの付加

制限酵素で処理 した断片に TaqIアダプターと EcoRIアダプターを付加 し

た｡アダプター配列については､第 2章の表 1に示 した｡各アダプターは一本

鎖の DNA をアニーリングさせて､二本鎖にすることにより作成した｡一本鎖

の溶液 100pmol/〃1当量ずつをよく混和 し､65℃のウオーターバスの水槽に

つけた後､電源を切 り､一晩放置 して二本鎖にした｡

DNA溶液 40〃1に､10×ligasebuffer1.OLLl､1mM ATP1.0〟1､TaqIア

ダプター 50pmol､EcoRIアダプター 5.Opmol､T4DNAligase(7.5unit/Ill)

0,2〃1を含む 10〃1の溶液を加えて全量を 50〃1とし､37℃で 3時間インキュ

ベ- トした｡その後､10mM Tris･HCl/0.1mM EDTA(pH8.0)で 10倍に希釈
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し､これを PCRのためのテンプレー トとした｡また､得られた産物は-20℃

で保存した｡

2･E･3) 1stPCR(Pre･ampli丘cationPCR)

アダプターを付加 した鋳型 DNA5.OLLlに､10×PCRbuffer5.OLLl､dNTP

Mixture(2.5mM each)4.0〃1､TaKaRaExTaqTMHotStartVersion(5unit/

〃1)0.2LLl､1つの塩基を付加させたアダプターに特異的に結合する TaqIプラ

イマーとEcoRIプライマーをそれぞれ 75ngずつ加えて全量を50LLlとして皮

応を行った｡反応はサーマルサイクラ-を用いた｡条件は以下のように設定し

た｡すなわち､94℃ 30秒､56℃ 1分､72℃ 1分を 1サイクルとして 20サイ

クル繰 り返した後､72℃ 10分の伸長反応を行った｡また､PCR後の産物は超

純水で 10倍希釈 し､-20℃で保存 した｡用いたプライマーの組み合わせは表

1に示 した｡

2-E･4) 2ndPCR(Selective･amplificationPCR)

Pre･amplificationPCRで得 られた産物に､3つの塩基を付加させた TaqIプ

ライマーとEcoRIプライマーを加えて増幅した｡PCR産物 5.OLLl､10×PCR

buftbr2.OILl､dNTPMixture1.6〃1､TaKaRaExTaqTMHotStartVersion

0,08〃1､3つの塩基を付加させた TaqIプライマー 30ngとEcoRIプライマー

5ngをそれぞれ加え､超純水で全量を 20〃1として反応を行った｡加えるプラ

イマーは付加 されたアダプターの種類に従った｡反応はサーマルサイクラ-を

用いた｡条件は以下のように設定した｡すなわち､94℃ 30秒､65℃ 30秒､

72℃ 1分を 1サイクルとして 13サイクル繰 り返 した｡さらに 94℃ 30秒､

65℃ 30秒､72℃ 1分のサイクルを23サイクル繰 り返した｡その際に､1サイ

クルごとに 0.7℃ずつ温度を下げるタッチダウンを行った｡そして､反応後は､

Stop/Loadingbuffer(100ml中に95%Formamid95m1,1M EDTA2ml,超純

水 3m1,ⅩylenCyanoIFF0.1g,BromophenoIBlue0.1g)を8〃1加え､混合し

た｡

2･F) cDNA･AFLP法
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cDNAIAFLP法における操作は､基本的に､Bachem ら (1996)の方法に従

って行った｡方法の詳細については､以下に示す｡

2サ 1)mRNAの単離

抽 出 した totalRNA か ら PolyATtractmRNA Isolationkit(Promega,

Madison,WI)を用いて mRNAを単離 した｡

まず､Steptavidin･ParamagneticParticles(SAIPMPs)の準備を行 うoSAI

PMPs溶液をよく擾拝 してから､MagneticStandに置き､SA･pMPsをチュー

ブの側壁に集める｡注意深 く上清を取 り除き 300〃1の 0.5×SSC を加 えて

WASHする｡同様に 300〃1の 0.5×SSCで 3回 WASHを行い､最後に 100〃

1の0.5×SSCを加えておく｡

200〃gの totalRNA を 1.5mlエツペン ドルフ型チューブ (BioBic;以下

1.5mlチューブ)に取 り､RNase/DNasefreewaterを加えて 500FLlにメスア

ップした｡Heatingblockで､65℃､10分間インキュべ- トした後､1.5〃1の

Biotinylated-01igo(dT)Probeと 13.0〃1の 20×SSCを加えて､室温で 10分

間放置する｡次に､用意 した SA･PMPs溶液の入ったチューブに混ぜ合わせ､

室温で 10分間放置する｡上記 と同様に 300〃1の 0.1×SSCで 3回 WASH を

行い､SuperScriptⅢ RnaseH-ReverseTranscriptase(Invitrogen)の 5×

1ststrandbuftbrをRNase/DNasefreewaterで 5倍希釈 し､50〃1で SSCと

同様にWASHを行った｡

2･F･2)cDNA合成

SAIPMPsチューブに､RNase/DNasefreewater12.OFLl､5×1Ststrand

buffer4.0〃1､0.1M DTT1.OLLl､10mM dNTPmixture1.OFLl､RNaseOUT

inhibitor1.0〟1､SuperScriptⅢ ReverseTranscriptase1.0〃1を加えて全量

を 20.0〃1にし､サーマルサイクラ- (TR･100､TAITEC)で､50℃､60分

間インキュベ- トした｡

次に､氷上で全量 20.OFLlを 0.5mlチ ューブに取 り､10×E.coll'DNA

PolymeraseIbuffer16.OILl､10mM dNTPmixture3.OILl､RibonucleaseH
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(TaKaRa)1unit､E.coll'I)NAPolymeraseI(TaKaRa)10unit､E.coll'DNA

Ligase(TaKaRa)2.5unitを加えて､RNase/DNasefreewaterで全量を 160.0

〟1にメスアップし､サーマルサイクラ- (PJ2000､TaKaRa)で､16℃､2

時間インキュベ- トした｡

2･F･3) 制限酵素によるDNAの切断

合成されたcDNAを制限酵素 TaqI及びEcoRIの組み合わせで切断した｡

cDNA を含む SA･PMPs溶液をよく摸拝してから､MagneticStandに置き､

SA･PMPsをチューブの側壁に集める｡注意深く上清を取り除き 300〃1の 2×

TANGObufferを加えて一度 WASH L､40plの 2×TANGObufferを加えて

よく摸拝する｡TaqI(10unit/Lil)を2.OLLl加えて､65℃のウオーターバスで2

時間インキュべ- トするOウオーターバスから取 り出し､氷上に置き､温度が

下がったら､EcoRI(10unit/LLl)を 1.OFLl加えて､37℃のウオーターバスで2

時間インキュベ- トする｡

2･F･4) アダプターの付加

SA-PMPs溶液をよく擾拝してから､MagneticStandに置き､SA･PMPsを

チューブの側壁に集める｡制限酵素処理により､cDNA断片は SA･PMPsから

分離しているので､注意深く上清を取り､0.5mlチューブに移す｡次に､制限

酵素で処理した断片に TaqIアダプターと EcoRIアダプターを付加 した｡

DNA溶液 40LLlに､10×ligasebuffer5.OLLl､TaqIアダプター 50pmol､

EcoRIアダプター 5.Opmol､T4DNAligase5.Ounitを含む 10FLlの溶液を加

えて全量を 50〃1とし､37℃で 3時間インキュベ- トした｡その後､10mM

Tris･HCl/0.1mM EDTA(pH8.0)で 10倍に希釈し､これを PCRのためのテン

プレー トとした｡得られた産物は-20℃で保存した｡

2lF･5) lstPCR(Pre-amplificationPCR)

1stPCRは選択的塩基を付加 しない EcoRIおよび TaqIのプライマーを用

いて行った｡詳細は本章の2･D･3)に示した通りである｡

2-F･6) 2ndPCR(Selective-ampli丘cationPCR)
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2ndPCRは2つの選択的塩基を付加 したEcoRI及び TaqIのプライマーを

用いて行った｡詳細は本章の2･D･4)に示した通 りである｡

2-G) バンドの検出

AFLP法および cDNA･AFLP法で増幅されたバン ドの検出には銀染色法を用

いた｡銀 染色 法 には SILVER SEQUENCETM DNA StainingReagents

(Promega)を用いた｡方法はプロトコールに従った｡

ゲル溶液の作成は､尿素 35g､10×TBE(1L中にTrislO8g,BoricAcid55g,

Na3EDTA･2H209.3g)8.4ml､LongRanger⑧ GelSolution8.4ml､これに超

純水を加えてよく撹拝 し､尿素が完全に溶けた後､超純水を加えて全量を

70mlにした｡この溶液を 0.45〃m のフィルターで滅過 し､10分間脱気した｡

これに 10%APS350〃1､TEMED35〃1を加え､ゲル板にゆっくり流 し込み､

上部にコ-ムを差し込み 2時間以上放置した｡電気泳動は､スラブ型電気泳動

装置を用いた｡buftTerには0.6×TBEを使用し､1,800Vで 2時間半行った｡

電気泳動後､ゲル板をはがし染色 した｡染色には､10%酢酸溶液 2L(停止液)､

2gAgNO3･37%Formaldehyde2L(染色液)､6gNaCO32L(現像液)を用いた｡

また現像液は氷上に保存 し､使用す る直前に 37% Formaldehyde3mlと

SodiumThiosulfate400LLlを加えた｡

ゲル板を トレイに入れ､停止液 1Lを加え､20分間振とうした｡その後､超

純水で 3回洗浄し､染色液にゲル板を浸し､30分間振とうした｡染色が終わっ

たゲル板は､銀が落ちすぎない程度に超純水に軽く浸し､すばやく現像液に浸

し､バンドが現れるまで振とうした｡その後､適度なところで停止液を加えて

反応を止めた後､超純水で再び洗浄し､DNAバンドを観察した｡

2･H) AFLP多型断片の塩基配列決定

AFLP法により黒毛和種とホルスタイン種の間で検出された､頻度に偏 りの

あるAFLP多型断片について以下の方法により変異個所を特定した｡

2･H･1) AFLP多型断片の抽出
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銀染色法により検出された AFLP多型断片を超純水でよく拭いたメスを用いて

ポリアクリルアミドゲルから切 り出した｡その後､TEbuffer20.0〃lに浸し､

ゲル切片からAFLP多型断片を浸出させた｡その DNA溶液をテンプレー トと

して Selective･ampli丘cationPCRを行い､40%グリセロール液 (40% グリセ

ロール,0.25% BromophenoIBlue,0.25%ⅩyleneCyanoIFF)を加えて 1.5%

アガロースゲル (アガロース S60mg,1×TBEbuffer40ml,エチジウムブロマ

イ ド溶液 (long/mlinwater)2.0〃1)で20分間電気泳動した｡その後 UV照射

下でゲルを切 り出し､1.5mlチューブに移 し､ゲル回収を行った｡アガロース

ゲルの回収はUltraCleanTM15DNAPurificationKit(MOBIO)を用いた｡

全ての手順はプロトコールに従った｡抽出した DNAは超純水 14〃1に溶かし

た｡

2･H･2) AFLP多型断片のサブクローニング

サブクローニングにはpGEM-TEasyVectorSystemII(Promega)を用いた｡

全ての手順はプロトコールに従った｡

まずAFLP断片をpGEM⑧･TEasyVectorにライゲ-ションした｡2×Rapid

LigationBuffer,T4DNALigase2.5〟1､ pGEM⑧･TEasyVector(50ng/LLl)

0.5〃1､T4DNALigase(3Weissunits/〃1)0.5〃1､DNA溶液 1.5〃1を混和し

て室温で一時間静置した｡

コンビテン トセル (JM109)を氷上で溶かし､エツペンに50〃1ずつ分注し､

DNA溶液を 2〃1加えて氷上で 20分間静置した｡その後 42℃で 45秒間ヒー

トショックを行い､氷上で 2分間静置した｡950LLlの SOC培地 (SOB培地

(Trypton6g,YeastExtract1.5g,NaC10.175g,KCI0.056g)を蒸留水に溶かし､

オー トクレーブで滅菌した)990〃1､2M グルコース (グルコース 180gを蒸留

水 500mlに溶かしフィルター滅菌した)10〃1､2M MgSO410〃1を加え37℃

で 2時間振塗培養 した｡50〃g/mlアンピシリン (AP)を含む Luria･Bertani's

broth(LB･アンピシリン:1% trypton,0.5% yeastextract,1% NaCl;pH7.2)

アガ-プレー トに Ⅹ-GALジメチルホルムアミド溶液 (Ⅹ･GAL50mg,ジメチル
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ホルムアミドlml)20〃1､IPTG (100mM)100〃1を塗り広げた｡その上に培

養したDNA溶液をプレー ト全体に塗り広げ､37℃で一晩培養 した｡

銀染色で検出された 1本の AFLPバンドの中に複数の AFLP断片が含まれ

ている可能性があるため (Meksenら､2001)､プレー トに生育したコロニー

から白色のものをランダムに5つ選択した｡

2･H･3) サブクローニングの確認

選択したコロニーに対して菌体 PCR を行い､コロニーが求めている AFLP

多型断片を含んでいることを確認 した｡まず選択 したコロニーを滅菌した爪楊

枝を用いて拾い上げ､保存用のプレー トに少し殖菌した後､ProteinaseK溶液

1〃1と菌体 PCR溶液 (50mM KCl=10mM Tris･HClpH8.3,2,5mM MgC12,

0.1mg/mlゼラチン,0.45%NP40,0.45%Tween20)を混和した0.5mlチューブ

に懸濁した｡これを50℃で 1時間インキュベ- トした｡再びよく懸濁した後､

約 100℃で 10分間ボイルし､直ちに 10分間氷水につけて急冷した｡これをテ

ンプレー トとして PCR を行った｡ここではテンプレー トの濃度が高いことを

考慮 し､テンプレー ト 1.0〃1､ 超純水 13.2LLl､10×PCRbuffer2.OFLl､

dNTPMixture1.6LLl､Selective･amplificationプライマー 1.0〟1､ExTaqTM

HotStartVersion0.2〃1を加 え､全量を 20〃1とした｡反応条件 は､

Selective･amplificationPCRと同様に行った｡その後､AFLPサンプルと並べ

て電気泳動し､目的のサイズと同等の位置を示すクローンを目的のものとした｡

2･H-4)プラスミド精製

保存用のプレー トに生育したコロニーを加熱滅菌した白金耳で拾い､それぞ

れを 50FLg/mlアンピシリンを含む LB液体培地 3mlに移 し､37℃で一晩前培

養した｡プラスミドはアルカリSDS法により回収した｡まず､6,000rpm で 5

分間遠心し､グルコース液 (グルコース 50mM,EDTAIOmM,25mMTris･HCl

pH8.0)100〃1を加えよく混和して 5分間静置した｡そして､アルカリSDS液

(0.2N NaOH,1%SDS)200〟1を加え穏やかに混和した後､氷上で 5分間静置

した｡その復氷冷 した酢酸カ リウム溶液 (5M 酢酸カ リウム 60m1,氷酢酸

ll.5ml,超純水 28.5ml)150〃1を加 えよく懸濁 し､5分間静置 した後､
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15,000rpmで 5分間遠心分離し上清を移して､フェノール抽出法で抽出したO

まず､フェノール ･クロロフォルム ･イソアミルアルコール 400〃1を加えて

よく混和した後､15,000rpmで 3分間遠心した｡次に水屑を分散しジェチルエ

ーテル 400〃1加えてよく混和し 15,000rpm で数秒間遠心した｡その後､エー

テルを完全に除去し､100%ェタノールを当量加えてゆっくりと揺らし室温で

5分間静置 した｡15,000rpm で 5分間遠心分離し､70%エタノールを 400〃1

加えてゆっくり洗浄した｡数秒間遠心分離をして､完全に 70%エタノールを除

去して DNAを沈殿させた｡超純水 100〃1に溶解 し､ProteinaseK溶液 1〃1､

RNaseA溶液 (long/mlinwater)1〃1を加え､37℃で2時間インキュべ- ト

した｡当量のフェノール ･クロロフォルム ･イソアミルアルコールを加えて懸

濁し､15,000rpmで 5分間遠心分離した｡次に水屑を分取し当量のジェチルエ

ーテルを加えてよく混和 し 15,000rpm で数秒間遠心した｡その後､エーテル

を完全に除去し､10分の 1量の 3M酢酸ナ トリウム溶液と2.5倍量の 100%エ

タノールを加えてゆっくりと揺らし･80℃で 15分間静置して DNA を析出させ

た｡15,000rpmで 10分間遠心分離して上清を除去し､70%ェタノール 200〃1

を加えてゆっくり洗浄 した｡完全にエタノールを除去 した後､DNA を超純水

50〃1に溶かした｡

2･H-5)シーケンス反応

シーケンス反応にはSequiTherm EXCELTMⅡ DNAsequencingKits･LC

(EPICENTRETechnologies)を用いた｡プライマーには､IRD800で標識され

た M13Forward､M13Reverseの 2種類のプライマーを用いた｡反応は､シ

ーケンスキットのプロ トコールに従った｡反応はサーマルサイクラ-を用いた｡

条件は以下のように設定した｡すなわち､95℃ 5分後､95℃ 30秒､50℃ 15

秒､70℃ 1分を 1サイクルとして 30サイクル繰 り返 した後､70℃ 7分の伸長

反応を行った｡

2･H･6) オー トシーケンサーによる検出

まず､オー トシーケンサー用のゲルを作成 した｡ゲル板は､41cmのものを用

いた｡ゲル溶液は､尿素 12.6g､10×TBE3.Oml､LongRanger⑧ GelSolution

35



3.3ml､これに超純水を加えてよく撹拝 し､尿素が完全に溶けた後､超純水を

加えて全量を 30mlにした｡この溶液を 0.45〃m のフィルターで溝過 し､10

分間脱気 した｡これに､10%APS200〃1､TEMED20〟1を加え､ガラス板に

ゆっくりと流 し込み､上部にシヤークコ-ムを差 し､3時間以上放置 してから

電気泳動に用いた｡泳動用の bufferは 0.8×TBEを使用 し､LIICOR社 DNA

シーケンサーを使用し､2,000Vで 5時間以上通電 して､バン ドを検出した｡

2･Ⅰ) フランキングサイ トの塩基配列決定

多型部位は､EcoRI､TaqIの制限酵素認識部位である可能性がある｡その

部分を用いて PCR-RFLPができるようにするために､AFLP多型断片の両側

を含むフランキングサイ トの塩基配列を決定 した｡フランキングサイ トをスク

リーニングするために､Devicら (1997)が報告 したPCRWalking法を利用 し

た｡

2･Ⅰ-1) PCRWalking法による塩基配列の決定

PCRWalking法は､UniversalGenomeWalker'MKit(BDBiosciences)を

利用 した｡方法については､プロ トコールに従った｡

本研究では､ライブラリーの作成には､第 6回全国和牛能力共進会に出品さ

れた黒毛和種 1個体のDNAを利用した｡

まず､1.5mlエツペン ドルフチューブ 4本にそれぞれ､ゲノムDNA(0.l〟g/

Ill)25LLlを分注したO次に､各チューブに対 して､制限酵素 DTaI(10units/

FLl)､EcoRV(10units/LL1)､PvuⅡ(10units/lLl)､StuI(10unitS/TLl)8LLl､

それに対する制限酵素 buffTerlO〃1､超純水 57〃1を加え穏やかに混和 し37℃

で 20時間インキュベ- トした｡次に､各チューブにフェノール ･クロロフォ

ルム ･イソアミルアルコール 95〃1を加え､数秒間ボルテックスで擾拝 した｡

15,000rpm で5分間遠心 した後､上清を別のエツペンに分取 し､当量のジェチ

ルエーテルを加えてよく混和 し 15,000rpm で数秒間遠心した｡その後､エー

テルを完全に除去 し､10分の 1量の 3M酢酸ナ トリウム溶液､2倍量の氷冷 し

た 100%エタノール､グリコーゲン 20FLgを加えて数秒間ボルテックスで摸拝

36



し15,000rpmで 10分間遠心した｡その後上清を捨て､氷冷した80%エタノー

ル 100LLlで洗浄 し 15,000rpm で 10分間遠心したO完全にエタノールを除去

した後､DNAをTE20〃1に溶かした｡次に4種類の各エツペンから制限酵素

処理をした DNA4〃1をとり､新 しい 0.5mlのエツペンドルフチューブに分注

した｡それぞれに対 して Genome-WalkerAdaptor(25〃M)1.9〃1､10×

LigationBuffer1.6LLl､T4DNALigase(6units/Ill)0.5FLlを加えてよく混和

し､16℃で一晩インキュベ- トした｡70℃で 5分間インキュベ- トした後､

TE72〃1を加え､数秒間ボルテックスで獲拝 した｡アダプターの配列について

は表 2に示した｡

2十2) pCRWalkingプライマリーPCR

アダプターを付加した 4種類のゲノムライブラリー 1.0〃1に超純水 37.8〃1､

10×TthPCRReactionBuffer5.OILl､dNTP1.OILl､Mg(Oac)2(25mM)2.2〟

1､アダプター特異的プライマー 1.OLLl､AFLP多型断片特異的プライマー 1.0

〃1､AdvantageGenomicPolymeraseMix(50×)1.0〃1を加え全量 50〃1と

して反応を行ったO反応条件は 94℃ 2秒､72℃ 3分を 1サイクルとして 7サ

イクル行った｡この際､タッチダウンにより67℃まで伸長反応の温度を下げた｡

その後､94℃ 2秒､67℃ 3分を 1サイクルとして 32サイクル行い､67℃で 4

分維持 した｡その後､50倍に希釈 した｡EcoRI側のフランキングサイ トを伸

長するためのAFLP多型断片特異的プライマー､または TaqI側のフランキン

グサイ トを伸長するための特異的プライマーは OLIGO4.0･Sソフトウェアを用

いて設計した｡ここで用いたアダプター特異的プライマーの配列は表 2に示し

た｡

2十3) PCRWalkingセカンダリーPCR

プライマ リーPCR産物 1.0〟1に超純水 37.8〃1､10×TthPCRReaction

Buffer5.OLLl､dNTP1.0〃1､Mg(Oac)2(25mM)2.2〃1､セカンダリーPCRの

ためのアダプター特異的プライマー 1.0〃1､AFLP多型断片特異的プライマー

1.0〃1､AdvantageGenomicPolymeraseMix(50×)1.0〃1を加え全量 50〃1
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表 2 PCRWalkingにおけるアダプターおよびプライマーの塩基配列

PCRWalking
adaptor

Adapterprlmer1
Adapterprlmer2

5'-GTM TACGACTCACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGT
H2N-CCCGACCA-PO4-5'

5'-GTAATACGACTCACTATAGGGC
5'-ACTATAGGGCACGCGTGGT



として反応を行った｡反応条件は 94℃ 2秒､72℃ 3分を 1サイクルとして 5

サイクル行った｡この際､タッチダウンにより67℃まで伸長反応の温度を下げ

た｡その後､94℃ 2秒､67℃ 3分を 1サイクルとして20サイクル行い､67℃

で 4分維持 した｡上記の条件で伸長反応がうまく行かないものに関しては､

stepdownPCRを行った (Zhang,etal.2000)｡このPCRはPCRWalking法

でダイレク トシーケンスを行 うために最適化された増幅法であり､フランキン

グサイ トを効率的に増幅できるものである｡この方法に従い､94℃ 2秒､72℃

3分を 1サイクルとして 3サイクル行った｡その後､94℃ 2秒､70℃ 3分を 1

サイクルとして 3サイクル行い､次いで 94℃ 2秒､68℃ 3分を 1サイクルと

して3サイクル行った｡そして94℃ 2秒､66℃ 20秒､68℃ 3分を 1サイクル

として 3サイクル行い､68℃で 8分間維持した｡また EcoRI側のフランキン

グサイ トを伸長するための AFLP多型断片特異的プライマー､TaqI側のフラ

ンキングサイ トを伸長するための特異的プライマーは OLIGO4.0･Sソフ トウェ

アを用いて設計した｡ここで用いたアダプター特異的プライマーの配列は表 2､

AFLP多型断片特異的プライマーについては表 3に示した｡

2十4)フランキングサイ トの塩基配列の特定

上記の結果により得 られた PCR産物について､アガロースゲルからの回収

を行い､ベクターに挿入 して､シーケンスを行った｡方法は､2-1)､212)と同

様に行った｡ただし､サブクローニングの確認は､PCRWalking法のセカン

ダリーPCRで用いたプライマーを用いた｡

2-J) 品種間の変異の特定

PCRWalkingのライブラリーを黒毛和種で作成 しているため､ホルスタイ

ン種に高頻度で検出される AFLP多型断片の場合､その配列と PCRWalking

法で得られた配列の比較により変異個所を特定できる可能性がある｡ しかしな

がら､黒毛和種で高頻度に検出される断片の場合はその方法では変異個所を特

定できない｡そのため､以下の方法を採用した｡まずフランキングサイ トの塩

基配列に基づいてプライマーを設計 した｡プライマーの設計には OLIGO4.0･S
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ソフ トウェアを用いた｡このプライマーを用いて黒毛和種とホルスタイン種で

PCR反応により産物を得た｡PCRの条件は94℃ 2分の後､94℃ 30秒､65℃

30秒､72℃ 1分を1サイクルとして 30サイクル行った後､72℃ 7分で維持し

た｡得られた産物についてアガロースゲルからの回収を行い､超純水 25〃1に

溶解させた｡そのDNA溶液を用いて､2品種を代表する個体のDNAを用いて､

シーケンス反応を行った｡シーケンス反応は､SILVERSEQUENCETMDNA

SequencingReagentsを用いた｡反応は､プロトコールに従った｡反応はサー

マルサイクラ-を用いた｡条件は以下のように設定した｡すなわち､94℃ 2分

後､94℃30秒､65℃ 30秒､72℃ 1分を 1サイクルとして 60サイクル繰 り返

した後､72℃ 7分の伸長反応を行った｡その後､Stop/LoadingBuftbrを 3LLl

加え､混合した｡バンドの検出には銀染色法を用いた｡方法については 1･3･5)

と同様に行った｡この方法により黒毛和種とホルスタイン種の塩基配列を比較

し､品種間での変異を特定した｡

2･K) 遺伝子型判別

塩基配列の比較により特定された変異を用いて､黒毛和種 300頭､ホルスタ

イン種 100頭､F190頭の遺伝子型判別を行った｡判別方法については､変異

の種類に応じてPCR･RFLP､ミスマッチPCR-RFLPなどを行った｡PCRの条

件は基本的には以下のように設定した｡すなわち､94℃ 2分後､94℃30秒､

65℃ 30秒､72℃ 1分を 1サイクルとして 30サイクル繰 り返した後､72℃ 7

分の伸長反応を行った｡また､PCR産物のサイズに応 じて､アガロースゲルや

ポリアクリルアミドゲルにより検出した｡
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第3節 結果

AFLP多型断片を検出しその SNPsマーカー-の転化の可能性を検討 した｡

そのためにまず AFLP法を用い黒毛和種とホルスタイン種の 2品種を比較し品

種特異的､あるいは品種に偏 りのある多型断片を検出し､次いで､多型断片の

SNPs化を試みた｡

3･A･1) AFLP法による品種特異的断片の検出

レアカッターの EcoRI､フリークエントカッターの TaqIを用いてゲノム

DNAを切断してAFLP法を行った｡EcoRIプライマー32種類と､TaqIプラ

イマー64種類 (合計 730種類のプライマーの組み合わせ)で黒毛和種とホルス

タイン種の遺伝的多型を調べた｡用いた組み合わせの詳細は表 1に示した｡ま

ず､1次スクリーニングとして各品種それぞれ 10頭ずつを供試 し､AFLP多

型断片を検出した｡本研究では､黒毛和種と Flの鑑別を主目的としているた

め､ホルスタイン種特異的 AFLP多型断片を中心に検出を試みた｡AFLP多型

断片の選択基準は AFLP多型断片の出現頻度をホルスタイン種で 70%以上､

黒毛和種では 10%以下とした｡特にホルスタイン種で検出される多型断片に関

しては黒毛和種で全く多型断片が見られない場合に限り､50%しか検出されな

くとも鑑別に利用できるものとした｡まず 1次スクリーニングの結果､ホルス

タイン種に高頻度に検出された多型断片は 25本であった｡AFLP法では 1プ

ライマーセットにつき､平均 140本の断片が検出された｡そのAFLP断片の内､

1次スクリーニングで品種鑑別に利用できると考えられる AFLP多型断片は､

平均 29.2プライマーセット(AFLP断片 4088本)に対して 1本の割合で検出さ

れた｡

次に 1次スクリーニングにより検出された AFLP多型断片について､供試頭

数を 100頭ずつに増やして 2次スクリーニングを行った｡その結果､10本の

AFLP多型断片が得られた｡これは 1次スクリーニングで検出された多型断片
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の 40%であった｡その結果を表 311に示す｡マーカー名は BIMA (Breed

IdentificationMarkerfromAFLP)とした｡表示法を 1番 目のBIMAlの例で

は､Selective-amplificationの際､EcoRIのプライマーの配列にACCの 3つ

の選択的塩基を付けたプライマーと､TaqIのプライマーの配列にCTGの 3つ

の選択的塩基を付けたプライマーを用いたことを意味する｡バン ドの頻度につ

いては､黒毛和種では Selective･ampli丘cationで PCR増幅を行った個体 100

頭の うち､その多型断片を持った個体が存在せず､一方ホルスタイン種では

100頭の PCR増幅のうち､この多型断片を持っている個体が 78頭存在 し､黒

毛和種 との比較で著しい偏 りがみられたことを意味している｡このことから 1

次スクリーニングで検出頻度に差のあった多型断片のうち約 25%の断片で個体

数を増やした 2次スクリーニングでも偏 りのある断片となることが示された｡

3･A･2)cDNA･AFLP法による品種特異的断片の検出

AFLP法と共に､cDNA･AFLP法でも同様に品種特異的断片の探索を行った｡

AFLP法ではゲノム全体を対象とし､主に非遺伝子領域を検出するのに対 して､

CDNA-AFLP法では発現領域のみの多型を検出することができる｡すなわち､

黒毛和種 とホルスタイン種の形質の違いを支配する変異を､ダイレク トに検出

することが可能となる｡AFLP法と同様に､EcoRI及び TaqIを用いてcDNA

を切断してcDNA-AFLP法を行った｡CDNA-AFLP法では対象となる領域がゲ

ノムに比べて短いため､プライマーには 2つの塩基を付加 したものが用いられ

るcEcoRIプライマー全 16種類と､TaqIプライマー全 16種類 (合計 256種

類のプライマーの組み合わせ)で黒毛和種とホルスタイン種の遺伝的多型を調

べた｡100頭分の組織サンプルを入手することは困難であるため､段階的スク

リーニングは行わず､各品種それぞれ 8頭ずつを供試 し､検出した断片は直ち

に SNPs化を行ったccDNA･AFLPでは､ホルスタイン種特異的断片の検出を

試みるため､多型断片の選択基準は AFLP多型断片の出現頻度が黒毛和種では

0%のものを選択した｡その結果を表 3･2に示す｡黒毛和種での頻度が 0%でホ

ルスタイン種での頻度が 70%以上の断片が 3つ検出された｡
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表 3-1AFLP法による品種特異的バン ド

マーカー AFLPプライマー バン ドを持つ個体数 (100)

EcoRI TaqI 黒毛和種 ホルス タイン種
BIMA1
BIMA2
BIMA3
BIMA4
BIMA5
BIMA6
BIMA7
BIMA8
BIMA9
BIMA10

ACC CTG
ACC TTG
ATG CCA
AAT CAA
AAT CCT
ACT TAC
CCC TGC
CGT TAT
CCA TAT
ACG TTC

0

8
9
ll
8
1
0
0
3
0

表3-2 cDNA-AFLP法による品種特異的バンド

マーカー AFLPプライマー バンドを持つ個体数 (8)

EcoRI TaqI 黒毛和種 ホルスタイン種
BIMAll
BIMA12
BIMA13

AG CC
TG TC
AT CC
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3･B) AFLPマーカーのSNPsマーカー-の転化 (SNPs化)

次いでAFLP法で検出された多型断片について SNPs化を試みた｡AFLP多

型断片の変異個所を特定するため､多型断片のフランキングサイ トの塩基配列

を決定したO塩基配列の決定にはPCRWalking法を行った｡

その結果､AFLP法で検出したマーカー10本､CDNA-AFLP法で 3本の全て

が SNPs化された｡その結果について図 1-1から1-3に示した｡表示法は 2種

類の配列において塩基配列 aはAFLP法を行った際に､多型断片が検出される

配列を示し､塩基配列 bは多型断片が検出されない配列を示す｡また SNPs検

出のために作成 したプライマー､およびアニー リング温度等についてまとめて

表 4に示した｡各 SNPsの変異個所の詳細を､図を参照し説明すると以下のよ

うになる｡

BIMAl:ホルスタイン種のみで検出された AFLP断片の配列であり､内部に

3塩基 (CTC)の deletionが検出されたものであった｡また､欠失部分に制限

酵素 NlaⅣの認識部位 (GGNNCC)が存在 していたため､PCRIRFLPにより

遺伝子型判定を行った｡

BIMA2:ホルスタイン種に高頻度に検出された AFLP断片の配列であり､

&'(RIの制限酵素認識部位において (GAGTTC)から(GAATTC)に点突然変異

したものであった｡

BIMA3:ホルスタイン種で高頻度に検出されたAFLP断片の配列であり､9

塩基のdeletionが検出されたものであった｡

BIMA4:ホルスタイン種で高頻度に検出された AFLP断片の配列であり､

TagIの制限酵素認識部位において (TCCA)から (TCGA)に点突然変異 したも

のであった｡

BIM 5:ホルスタイン種のみで検出された AFLP断片の配列であり､TaqI

の制限酵素認識部位において (TCCA)から(TCGA)に点突然変異したものであ

った｡

BIMA6:ホルスタイン種で高頻度に検出された AFLP断片の配列であり､

EcoRIの制限酵素認識部位において (GAAATTC)から (GAATTC)に点突然変
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表 4･1 AFLP法により同定された各マーカーにおける多型検出法

-ーカー FROervWe:Bredpprriim-eerr('55=33･;' ァニー リング温度 PnC:7p/冒? 農 ☆

BIM I

BIMA2

BIMA3

BIM 4

BIMA5

BIMA6

BIMA7

BIMA8

BIR4A9

BIMA10

GAGTGTAGTTGATTTATTTTTATTTGT
GAGTACTGACGCAGCACACCTACAGCC

GTAAAACAACTTAGTGGTGAATTCGGG
TCGGATTGCTTACGTGCCTTTCTGGAGAC

CCTTTGTCTTCCACTGCCCACCTGTCA
CACATCTCTTTAGCACTCTCGTTCTGGT

TAGGGAAGATACCACAATAAGTAAAG
GTAAAGATAAACATGTAAAGATATAGCACAGCATCGACC

TGTTACAACGCAAGGCTGGGAAACTG
GAGAGTGGAGAGAATAGCGGATGCCTCGACCTGACTTTC

CGGGCTGGTCTGAGAAAAGTCAAGTCAC
CAGTCAATGAAGAGCCGAGTAGAAGAAC

TCTTGGTCACCTGCTGCTTCCTGTCCTG
CGTATCCGTAGTATAGTAGTATGGTG

ATTCTATCAACAGCAAAAACCAAGCATT
AAATGGCAGGAAGGAAGGCTATAGATGG

CCCAAGGTCTAAGAGCCAGGGTACTGATGC
TCTGTAAAGACAAAGTGAATCTCTAAGG

ACCCCCGTCCTTCTTCCCCATCACAGCC
GCAGACAACAGGAAGACCCGTAAGTTTC

65 177/174

65 305

65 170/179

65 249

65 223

65 638/639

63 562

62 365

59 366

65 243

deletion(3bp)
PCR-RFLP(制限酵素 NlaⅣ)

EcoRIsitemutation (G-A)

ミスマッチPCR-RFLP(制限酵素 EcoRI)

deletion(9bp)
PCR

TaqIsitemutation(C-G)
ミスマッチ PCR-RFLP(制限酵素Taqi)

TaqIsitemutation(C-G)
ミスマッチPCR-RFLP(制限酵素 TaqI)

EcoRIsitemutation(A-Ⅹ)

PCR-RFLP(制限酵素EcoRI)

HinHsitemutation(T-C)

PCR-RFLP(制限酵素HinH)

TaqIsitemutation(C-T)

PCR-RFLP(制限酵素 TaqI)

Taqisitemutation(A-G)

PCR･RFLP(制限酵素 TaqI)
EcoRIsitemutation(A-G)

PCR-RFLP(制限酵素 EcoRI)

☆PCRは全て 30サイクルで行った｡PCRの場合は 5%ポリアクリルアミドゲル､PCR･RFLPの場合は 3%アガロースゲルで

それぞれ適時電気泳動して､検出した｡



表 4-2 cDNA-AFLP法により同定された各マーカーにおける多型検出法

Forwardprimer(5--31) アニーリング温度 PCR産物の 変異

Reverseprimer(5し→3り pCRサイクル数 サイズ(bp) 検出法☆

CACATGATACAGCAAAAGGAGTTC
CCCAATGTTCTGACGTCTTCCGA

ACATTCTACTTCCAAACACCCCAGC
CTGCCTGCAATGCAGGAGACCTGGG

CTGAAAGCCTGAGGGGAAAATGG
TGAAGGTGAAGCGGTGGGGAGAG

5
0
5
0

0
0

6
3
6
3

6
3

deletion(3bp)
PCR

deletion(8bp)
PCR

PCR-RFLP(制限酵素 TaqI)

*PCRの場合は 5%ポリアクリルアミドゲル､PCRIRFLPの場合は 3%アガロースゲルでそれぞれ適時電気泳動して､検出

した｡













具したものであった｡

BIMA7:ホルスタイン種のみで検出されたAFLP断片の配列であり､内部の

TagIの制限酵素認識部位において (GAATCGA)から(GAATTGA)に点突然変

異したものであった｡また､PCRIPFLPにおいて､TaqIでは検出が困難であ

ったため､制限酵素には Hl'hfI(GANTC)を用いて行った｡

BIMA8:ホルスタイン種のみで検出された AFLP断片の配列であり､TagI

の制限酵素認識部位において (TTGA)から(TCGA)に点突然変異したものであ

った｡

BIMA9:ホルスタイン種で高頻度に検出された AFLP断片の配列であり､

TaqIの制限酵素認識部位において (TCGG)から (TCGA)に点突然変異したも

のであった｡

BIMA10:ホルスタイン種のみで検出されたAFLP断片の配列であり､EcoR

Iの制限酵素認識部位において (GAGTTC)から (GAATTC)に点突然変異した

ものであった｡

BIMAll:ホルスタイン種のみで検出された cDNA-AFLP断片の配列であり､

断片の内部に 3bpの deletionが検出された｡また､この断片の塩基配列を

BLASTにより相同性検索を行ったところ､microtubule-actincrosslinking

factorl遺伝子の 3'非翻訳領域の一部と高い相同性を示した｡

BIMA12:ホルスタイン種のみで検出された cDNA-AFLP断片の配列であり､

断片の内部に 8bpの deletionが検出された｡また､この断片の塩基配列を

BLASTにより相同性検索を行ったところ､Bogtaut:asにおける LINE(long

interspersedrepetitiveelement)配列の一部と高い相同性を示した｡

BIMA13:ホルスタイン種のみで検出された cDNAIAFLP断片の配列であり､

TaqIの制限酵素認識部位において (TCGA)から (TTGA)に点突然変異しもの

であった｡また､この断片の塩基配列を BLASTにより相同性検索を行ったと

ころ､BogtauzIBSにおけるEST(expressedsequencetag)配列の一部と高い

相同性を示 した｡

これらの突然変異個所を特定できた 13種類の内､制限酵素認識部位の変異
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が原因であったものが9種類 (EcoRI5種類､TaqI4種類)､欠失によるもの

が 4種類であった｡以上のことから､AFLP法で検出される多型は制限酵素認

識部位だけでなく､欠失などの変異によるものも検出が可能であることが示さ

れた｡

3lC)SNPsマーカーを用いた遺伝子型判別

各 SNPsマーカーを用いて黒毛和種､ホルスタイン種､Flでの遺伝子頻度､

および遺伝子型頻度を判定した｡遺伝子型の判定には､表 4で示したプライマ

ーを利用 し､PCR･RFLP､あるいはミスマッチ PCRIRFLPを行ったQこれは､

操作が簡便であり､誤差が生じにくいためである｡結果については､表 5に示

した｡表示法において対立遺伝子AはAFLP法を行った際に多型断片が検出さ

れる配列､対立遺伝子 Bは多型断片が検出されない配列を示す｡また､pは対

立遺伝子 Aの遺伝子頻度を示した｡AFLP法を行った黒毛和種､ホルスタイン

種各個体における判定結果とRFLP遺伝子型判別の結果について比較したとこ

ろ､各マーカーにつき 1頭程度の不一致は見られたがAFLP断片の有無の判定

とSNPsの遺伝子型はほぼ一致 した｡よって､各マーカーにおける SNPsマー

カー-の転化は正確に行 うことができたと判断した｡AFLPとRFLPの結果が

一致しなかった個体については､RFLPを再度行い､その結果を正しい判定と

した｡

SNPsマーカーによる遺伝子型判別には黒毛和種約 300頭､ホルスタイン種

100頭､Fl･96頭を分析に用いた｡cDNA･AFLP由来の BIM ll113について

は両品種 8頭ずつしかAFLPを行っていないため､SNPsマーカーでは､まず

各 100頭で分析を行い､有意な遺伝子頻度の差が認められたものについては黒

毛和種の頭数を 300頭に増やして分析を行った｡その結果､100頭での分析に

おいて BIMA12は黒毛和種での頻度が高く､BIMA13はホルスタイン種での

頻度が低かったため､品種鑑定のマーカーとしては貢献できるものではないと

判断した｡

本研究では､黒毛和種と Flの鑑別を主目的としているため､ホルスタイン
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表 5 各マーカーにおける遺伝子頻度

マーカー 黒毛和種 ホルスタイン種

AA AB BB p AA AB BB p BBBA舶
BIMA1 0
BIM 2 0
BIMA3 0
BIM 4 0

1 294 0.0017

25 265 0.0431

9 91 0.045

11 89 0.055

BIMA5 026 264 0.0448

BIM 6 0
BIM 7 0
BIMA8 0
BIM 9 0
BIMA10 0

BIMAll 0
Bn4A12 0
BIMA13 0

2 288 0.0034

0292 0.0000

0297 0.0000
3 287 0.0052

9 282 0.0155

1 310 0.0016

8 100 0.037

1 99 0.005

37 41 22 0.575

19 56 25 0.470

14 59 27 0.435

30 47 23 0.525

40 44 16 0.620

14 45 41 0.365

13 54 33 0.400

5 45 50 0.275

15 44 41 0.370

15 46 39 0.380

31 48 21 0.550

25 62 21 0.519

8 37 55 0.265

3

2

0
00
00
00
1

0

4

5

1

3

2

1

4

6

6

0

0

3

3

4

5

5

3

3

2

2

3

4

6

8

5

9

0

4
0

7

5

5

5

3

4

6
6

6

5

5

4

8

3

3

1

0

1

0

1

8

8

6

8

4

2

2

2

2

2

1

1

1

0

0

0

0

0

0

0

0
69 0,137

63 0.170

54 0.213

AはAFLP法を行った際に検出される対立遺伝子､Bは検出されない対立遺伝子を示す｡また､pは対立遺伝子Aの遺伝子頻

度を示す｡



種に特異的な断片､すなわち黒毛和種での頻度が非常に重要であると考えられ

る｡黒毛和種 300頭 レベルで分析を行った SNPsマーカーのうち､黒毛和種で

全く検出されなかった断片は2種類 (BIMA7,8)､ 遺伝子頻度が 1%未満であっ

たものが 4種類 (BIMAl,6,9,ll)であった｡その他はすべて 1%以上であり､最

も高いもので 5.5% (BIMA4)であった｡また､ホルスタイン種での頻度は最も

高いもので62%(BIMA5)､最も低いもので 27.5%(BIM 8)であった｡

また､黒毛和種やホルスタイン種から検出された SNPsマーカーの遺伝子頻

度は､Flにおいてほぼ半分の値を示した｡この事から､各 SNPsマーカーは､

黒毛和種とホルスタイン種の集団においてここで示された遺伝子頻度と同等の

頻度で分布 していることが示唆された｡

3･D) SNPsマーカーによる黒毛和種とFlの鑑別

開発されたマーカーのうち､完全にホルスタイン種に特異的なものは検出さ

れていないため､1種類のマーカーで完全に鑑別を行 うのは不可能である｡よ

って 11種類のマーカーを用いて､黒毛和種とFlの品種鑑別における､それぞ

れのマーカー検出率と誤判別率を計算し､より鑑別能力の高いマーカーの組み

合わせを検討 した｡

黒毛和種およびホルスタイン種における対立遺伝子 Aの遺伝子頻度 pより､

黒毛和種と Flの鑑別における､各 SNPsマーカーの検出率と誤判別率の値を

算出した (表 6)｡鑑定の際に､ホルスタイン種に高頻度で存在する対立遺伝

子 Aを検出した場合に､Flであると推定するものとする｡検出率 Piは､判定

される個体が Flである場合に､ホルスタイン由来の断片を検出し､Flである

と推定できる確率を示し､すなわちホルスタイン種における対立遺伝子 Aの遼

伝子頻度 pの値 と等しいO誤判別率 Pmは､判定される個体が黒毛和種である

場合に､黒毛和種由来の対立遺伝子 Aを検出してしまい､誤って Flであると

推定してしまう確率である｡すなわち黒毛和種の対立遺伝子 Aの遺伝子頻度を

Pbとすると､Pm=Pb+Pb･PbPbとなる｡

各マーカーにおける誤判別率 Pmの値は､0.00-10.70であった｡鑑定を行 う
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表 6 各マーカーの品種鑑定における検出率と正確度

マーカー 黒毛和種 ホルスタイン種 検出率 誤判別率

AA AB BB p AA AB BB p Pi(%) Pm(%)

BIM 1 0 l 294 0.0017 37 41 22 0.575

BIMA2 025 265 0.0431

BIM 3 0 9 91 0.045

BIM 4 011 89 0.055

BIM 5 026 264 0.0448

BIMA6 0
Bn4A7 0
BIMA8 0
BIMA9 0
BIM 10 0

BIMAll 0

2 288

0292

0297

3 287

9 282

1 310

0.0034

0.0000

0.0000

0.0052

0.0155

0.0016

19 56 25 0.470

14 59 27 0.435

30 47 23 0.525

40 44 16 0.620

14 45 41 0.365

13 54 33 0.400

5 45 50 0.275

15 44 41 0.370

15 46 39 0.380

31 48 21 0.550

57.5 0.34

47.0 8.43

43.5 8.80

52.5 10.70

62.0 8.76

36.5 0.68

40.0 0.00

27.5 0.00

37.0 1.04

38.0 3.08

55.0 0.32

AはAFLP法を行った際に検出される対立遺伝子､Bは検出されない対立遺伝子を示す｡また､pは対立遺伝子
Aの遺伝子頻度を示す｡



表 7 複数のマーカーにおける鑑定能の推移

マーカー数 マーカー
検出率 誤判別率

Pi(%) Pm(%)

1
2
3
4
5
/LU

BIMA7

BIMA7,8
BIMA7,8,11
BIMA7,8,11,1
BIMA7,8,11,1,6
BIMA7,8,ll,1,6,9

40.00 0
56,50 0
80.42 0,32
91.68 0.66
94.72 1.34
96.67 2.36

マーカーの組み合わせについては､各マーカーにおける誤判別率の低いものか

ら順次追加 した｡
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際に誤って判別してしまう確率の許容範囲は 1%程度と設定し､11個のマーカ

ーのうち誤判別率が 1%以下である上位 6個のマーカー(BIMA9含む)を用いて

鑑定を行 うことにした｡

表 7に上位 6個のマーカーの組み合わせによる､鑑定能の推移を示 した｡組

み合わせは､誤判別率の低いマーカーを順次追加 し､マーカー数を 1から6個

までを用い､各組み合わせにおける Fl検出率と誤判別率の値を算出した｡各

組み合わせにおける検出率は､複数のマーカーのうち､どれか 1個のマーカー

でも検出されれば Flと判定される｡例をあげると､6個のマーカーを用いた

場合､検出率 Pi=1-(1･Pi7)(1･Pi8)(1lPill)(1･Pil)(1･Pi6)(1･Pi9)となる｡誤判

別率も同様に､黒毛和種由来の断片が検出される確率を示し､各マーカーにお

ける誤判別率に依存 し､Pm=1･(1-Pm7)(1-Pm8)(1･Pmll)(1･Pml)(1･Pm6)(1･

Pm9)の式により算出される｡

7-カー数が 2個の場合､誤判別率は 0%であるが､検出率は 56.5%と､約半

史の FlLか検出できない｡マーカー数が 3個の場合でも検出率は 80.42%であ

､鑑定能不足であると考えられる｡マーカー数が 4個から6個の場合はいず

も検出率が 90%以上で､誤判別率が 3%未満と､どちらの値も鑑定能の高い

み合わせであると考えられる｡

58



第 4節 考察

AFLP法により､2種類の制限酵素でゲノム DNA を切断した｡制限酵素に

は､4塩基認識のフリークエン トカッターと 6塩基認識のレアカッターが用い

られる｡制限酵素の種類に関して､以前よりフリークエン トカッターには Mse

Iが有効であることがVbsら (1995) により示されている｡ というのも真核生

物の DNAは AT含量が多いため､TTAAの配列を認識する MseIは､より多

くの断片を作 り出すことができるためである｡それ と同様に､家畜における最

近の研究では､TaqIを用いたものも報告 されている (Ajimoe-Marsan ら､

1997;Knorrら､1999)｡理由は､晴乳類の DNAに数多く存在する CpGア

イラン ドも検出できるためである｡他方､レアカッターに関してはいずれの制

限酵素を用いても大きな差はみ られないため､一般的には信頼性の高さとコス

トの面からEcoRIが用いられている (Oviloら､2000)｡

以上のことを考慮 して本研究では､レアカッターには EcoRI､フリークエン

トカッターには TaqIを用いた｡そしてそれ らのプライマーを用いて合計で種

類のプライマーの組み合わせで黒毛和種 とホルスタイン種の遺伝的多型の検出

を試みた｡その結果､1次スクリーニングにより個体間､および品種間で差異

がみられた AFLP断片は約 1万本あり､1プライマーセットあたり平均 14本

の割合で検出された｡その内､ホルスタイン種に高頻度に検出された多型断片

は 25本であった｡このことから､EcoRIと TaqIのプライマーセットでは､

平均 25.2プライマーセット(検出されるAFLP断片は 4088本)に対してホル

スタイン種に高頻度に検出されるAFLP多型断片が 1本得 られることが示唆さ

れた｡他方､AFLP法を用いたイタリアのホルスタイン種 とブラウン種におけ

る遺伝的距離の研究では､EcoRIとTaqIのプライマーセットにおいて､合計

16セット(検出された AFLP断片は 1042本)から248本の多型断片が得 られ

ている (Ajmone･Marsan,etal.1997､2002)｡すなわち､1プライマーセ ット

あたり平均 15.5本の多型断片が検出されている｡以上のことを比較すると､黒
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毛和種と我国のホルスタイン種の間での遺伝的距離は近いと考えられる｡我国

では､明治の一時期に黒毛和種は在来牛にヨーロッパ牛の品種を交配させ､品

種改良した経緯があり､他方､ホルスタイン種も在来牛にホルスタイン種を累

進交配したものである｡また年代的にも､ヨーロッパ牛の導入が明治～昭和初

期と近年に行われたという歴史的な背景が､黒毛和種 とホルスタイン種の遺伝

的類似性に反映されていると考えられる｡このことは､Mannenら (1998)が

報告した黒毛和種の mtDNAにおける Dlloopの変異の結果､および Tsujiら

(2004)が報告したmtDNAを対象 とした我国のホルスタイン種における遺伝的

構成の結果からも裏付けられる｡

2次スクリーニングの結果､6種類の検出頻度に偏 りのある AFLP多型断片

が得られた｡これは 1次スクリーニングの 24%の数に相当することから､1次

スクリーニングで得 られる多型断片の約 4分の 1が 2次スクリーニングでも検

出頻度に偏 りのある多型として検出されることが示唆された｡

また本研究では､ゲノム DNAを用いた AFLP法に加え､cDNAでも同様に

AFLP法を行い､品種特異的断片の検出を試みた｡結果 256プライマーセット

を用いて､ホルスタインに高頻度で存在する 3つの断片をクローニングするこ

とができた｡これらの うち既知の遺伝子と高い相同性を示したのは 1つのみで

あり､その変異も 3'非翻訳領域に存在 していたため､品種間の形質の違いに影

響するものではないと考えられる｡

次にAFLP法で検出された多型断片について SNPs化を試みた｡本研究では

AFLP法を用いて DNAマーカーの検出を行い､これらの DNAマーカーの有

用性について確認 した｡これまで述べてきたように､AFLP法は簡便に多くの

DNA多型を検出する方法として非常に有効である｡ しかしながら､遺伝子型

判定 (Genotyping)を行 う際には､ (1)精製度の高いゲノム DNAが必要で

ある､ (2)遺伝子座に関してホモ と-テロの区別ができない､ (3)PCR･

RFLP法などと比較 して､操作が煩雑である､などの欠点を持っ｡そこで

AFLPマーカーの多型の原因を検出し､SNPsマーカーに転化することで､

PCR法及び PCR･RFLP法などで遺伝子型判定が行 うことが出来､これらの欠
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点を補 うことが出来ると考えられる｡

変異個所は制限酵素認識部位の可能性が高いと考えられる｡ その部位を利用

して PCR-RFLPが出来るようにするために AFLP断片のフランキングサイ ト

の塩基配列を決定することが必要である｡塩基配列の特定には PCRWalking

法を行った｡PCRWalking法は Negiら (2000)により､植物から得られた

AFLP多型断片のフランキングサイ トの同定に利用できることが報告されてい

る｡これはアダプター特異的プライマーとAFLP多型断片の特異的プライマー

でnestedPCRを行 う方法である｡ それによりEcoRI､あるいは TaqIにおけ

る制限酵素認識部位 とそのフランキングサイ トを含む PCR産物を得ることが

出来る｡今回､AFLP多型断片 13種類全てについてそのフランキングサイ ト

の塩基配列を特定できたことから､PCRWalking法は SNPs化の手段に有効

であることが示された｡

これら 13種類の AFLP多型断片について変異個所の特定を試みた｡その結

果､全ての多型断片の変異個所を特定出来た｡変異個所を特定できた 13種類

に関して､制限酵素認識部位の変異が原因であったものは 9種類､欠失による

ものは 4種類であった｡また､今回は検出されていないが､3つの選択的塩基

の部位に多型がある場合もある｡以上のことからAFLP法で検出される多型の

原因は複数存在することが示唆された｡

次にこの SNPsマーカーを利用して黒毛和種約 300頭とホルスタイン種 100

頭､および F196頭について遺伝子型頻度､および遺伝子頻度を調べた｡黒毛

和種やホルスタイン種から検出された SNPsマーカーの遺伝子頻度は､Flに

おいてほぼ中間の値を示した｡この事から､各 SNPsマーカーは､黒毛和種と

ホルスタイン種の集団においてここで示された遺伝子頻度と同等の頻度で分布

していることが示唆された｡今回開発された多くの SNPsマーカーにおいて､

遺伝子頻度が 0.5より低いことが示されたことから､AFLP法で検出された多

型断片が 7割 以上であっても遺伝子型が-テロの個体が多く､Flに伝わる可

能性が低くなると考えられる｡そのためマーカーとしての精度も低くなると考

えられる｡
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また開発された SNPsマーカーを用いて､黒毛和種と Flとの品種鑑定の可

能性を検討した｡全 13個のマーカーのうち､信頼度の高い上位 6個のマーカ

ーを用いて､Flの検出率と､黒毛和種であるにもかかわらず Flであると判定

してしまう誤判別率の値を算出したところ､6個全てのマーカーを用いた場合､

97.64%の信頼度で 96.67%の Flを検出できることが示唆された｡これ らの

DNAマーカーは偽装販売されていると考えられる牛肉から､Flであるものを

検出するのに有効なマーカーであると考えられ､偽装販売の抑止として貢献で

きるものであると期待できる｡

他方､最近の研究で AFLPマーカーを利用した純粋種と交雑種の判別を行っ

ている報告がある (Alvesら､2002)｡これはイベリアブタとデュロックとの

雑種第一代とイベリアブタを判別するというものである｡ここでは 13種類の

AFLPプライマーセットを用いてデュロック種に特異的な 9つのマーカーを検

出している｡これらのマーカーを用いることにより 96.79%の Flを判別でき

ることが示されている｡すなわち､家畜品種の鑑別において AFLP法は非常に

有効な手段であり､その効率は識別する品種間の遺伝的距離に依存することが

示唆される｡

以上のことから､本研究により開発された SNPsマーカーにおいて､黒毛和

垂と Flの品種鑑別が可能であることが示された｡今後､本研究で確立された

三法を用い､現在 日本国内で問題となっている､BSE問題に端を発し､社会問

享化した外国産牛肉と国内産牛肉との鑑定にも利用できるものであると期待で

る｡
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第 4章 DNAマーカーを利用した黒毛和種の選抜

第 1節 緒言

第 2､3章において､AFLP法を用いてウシ品種間における DNA多型の探

索を行った｡これまで述べてきたように､AFLP法は簡便に多数の DNA多型

を検出することが出来る｡本章では､本法を用いてウシ品種内での多型バン ド

の検出を試み､有用性を検討すると共に､新たな育種戦略の構築とい う目的で､

経済形質に関わると思われる多型を同定することにより､選抜の指標 となり得

るDNAマーカーの開発を試みた｡

重要な形質と関連 した DNAマーカーの開発に関しては､ここ十数年の間に

急速に進歩 してきている｡まず､ヒトにおいて､遺伝性疾患における遺伝子解

析が試みられるようになり､マーカーとして RFLP､VNTR､マイクロサテラ

イ トマーカーの順で汎用される遺伝子上のマーカーが変化 してきた (Hingら､

1993)｡現在もっとも期待 される解析手法はゲノム上に多数存在する 1塩基

多型 (SNPs)マーカーを使って網羅的に多因子性疾患の感受性遺伝子を探索

する方法である｡SNPsは各個人の遺伝的背景をまさに個別化するのに最適で

あると考えられ､特定の形質 (Phenotype)と比較するアソシエーションスタ

ディ(相関解析)により､多因子性疾患に対する感受性などの ｢体質｣が同定で

きると期待されている (Sentinelliら､2002)｡さらに､ヒト全ゲノム配列情

報に関する ドラフ トの公表によって､100万を超える SNPs情報と､10万を

超えるマイクロサテライ トが利用可能となりつつある｡未だ SNP情報のみか

ら疾患関連遺伝子を同定した例は報告されておらず､現実には他の遺伝子マー

カーと組み合わせて利用されている｡すなわち､まず VNTR あるいはマイク

ロサテライ トマーカーを指標に疾患関連遺伝子の存在部位を絞 り込み､最終的

にそのマーカー付近の SNP と疾患との連鎖不平衡を検討するとい う方法が取

られる (Lin ら､1998)｡これは､マイクロサテライ トマーカーが約数百 kb
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にわたって連鎖が認められるのに対し､SNPマーカーでは数 kbLか連鎖不平

衡が保たれないといわれているためである｡この方法により､いくつかの重要

な関連遺伝子が同定されるならば､これらの疾患の病態解明と病型別の予防 ･

治療方針､また新規治療法の開発が可能になると期待されるOこうした背景の

下､ヒトでは､多くの SNPsマーカーを連鎖解析により染色体地図上に位置づ

け され､疾患な どに関す る候補遺伝子群 の相 関解析 が進 め られ てい る

(Landerら､1994)｡ウシなどの家畜においては､ヒトと比較すると､まだ

全ゲノム配列の ドラフ トも公表されておらず､DNA マーカーの数も十分に利

用できる状況には無い｡ しかしながら､塩基配列の情報なしに多くの DNA 多

型を検出することが出来るというAFLP法の利点を生かし､多数のマーカーを

得ることにより､アソシエーションスタディによる形質に関連 した候補遺伝子

群の同定が可能だと考えられる｡

黒毛和種はその肉質の良さから市場でも高く評価され､現在では繁殖雌牛頭

数の約 95%以上を占める我が国固有の肉専用種である (福島､1972;並河､

1972)｡多くの外国種は脂肪交雑と皮下脂肪厚の間の遺伝相関が正であるが､

黒毛和種の場合は 0か小さいながらも負となっていることから､世界の牛品種

の中で脂肪交雑すなわち霜降り肉を作る遺伝的能力が優れ､かつ余分な皮下脂

肪の少ない特徴を持っ品種 として世界的に認知 されている (Mukaiら､

1996)｡ しかし､1991年 4月からの我が国の牛肉市場の自由化に伴い､外国

からの牛肉の輸入量の増加のみならず､近い将来海外では黒毛和種の遺伝資源

を活用した雑種が生産する牛肉の逆輸入の可能性があることから､いっそ うの

肉質の改良と斉-化が緊急の課題となっている｡

全国和牛登録協会では､枝肉格付規格が従来の一元評価から質と量の二元評

価に改正された 1988年から産肉調査報告事業と枝肉市場における格付け結果

を活用 した枝肉形質の遺伝的評価法の検討を始め､1991年度からアニマルモ

デル BLUP(BestLinearUnbiasedPrediction;Henderson､1973)法によ

る枝肉形質の育種価評価事業を各生産県単位で開始した (向井ら､1994)｡育

種価評価事業が開始された 1991年度には全国で 8県が参加 しただけにすぎず､
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分析に供される枝肉記録数も少なかったため､新たに記録が追加 されるたびに

相加的遺伝分散や､予測育種価までも大きく変化するという問題点もみられた｡

しかし､枝肉記録が産地の肥育地帯からまんべんなく収集されるに及び､種雄

牛の後代のデータが多く蓄積され､種雄牛の予測育種価の正確さは増 し､生産

現場での理解も得られるようになってきた｡これに加え､人工授精法の普及に

従って特定のエ リー ト種雄牛に限られた交配が顕著に行われるようになり､肉

質の改良と斉-化が進むようになってきた (大山､1997)｡

しかしながも､順風満帆にみえる育種価評価による黒毛和種の改良にも解決

しなければならない問題が依然存在 している｡育種価は農家の効果などの環境

効果を除いて推定される個体の遺伝的能力値であり､枝肉形質の遺伝率が高い

ことからある程度の正確さを有している｡ しかし､父親と母親が共通する全兄

弟の個体の育種価は自信の記録が無い限り等しくなる等､その分析能は記録数

に依存し､早期の個体評価に課題がある｡また､育種価評価による種雄牛の選

抜を行 うと､特定の家系に属する種雄牛のみが選抜されることになり､他の種

雄牛が持っ貴重な遺伝子が失われる危険性がある｡すなわち､短い目で見れば

改良効果が大きくなるが､改良速度はいずれ低下していくことが予想 され､長

い目で見れば遺伝的多様性を維持するために､多様な遺伝子が保有されるよう

な選抜を行 うことが好ましいと考えられる｡

このような育種価評価における問題点を補 うべく､本研究では DNA レベル

での黒毛和種における枝肉形質の遺伝的能力の評価法を開発 し､その有効性を

検証した｡繁殖牛毎に DNA型で枝肉形質の遺伝的能力を評価できれば､より

厳密な遺伝的能力の早期の評価ができ､特定の種雄牛に偏る交配を避け､能力

の高い種牛を選抜することが可能となる｡本研究ではヒトと同様に､アソシエ

ーションスタディを行い､黒毛和種の経済形質に関する遺伝子群 と連鎖する

DNA マーカーの特定を行った｡ ここでは､AFLP (AmplifiedFragment

LengthPolymorphism)法を用いたセレクティブ･ジェノタイピング (Lander

ら､1989;Ayoub ら､2002)･を行い､肉質に関連 した遺伝子座連鎖マーカー

を検出しようと試みた｡ここで言 うセレクティブ･ジェノタイピングは､目的
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とする形質に関して最も高い能力を示す個体 と最 も低い能力を示す個体の

DNAを比較することで形質に関連 した遺伝子座近傍の DNAマーカーの検出

を可能にする解析法である｡AFLP法は 1995年にVosらによって開発された

フィンガープリント法であり､標的サンプルの塩基配列の情報なしで全ゲノム

の DNA多型を包括的に調べることができ､多型性が高いこと､かつ再現性が

高いこと､制限酵素の組み合わせで検出できる多型数を増やすことが出来るな

どの特徴がある｡ すなわち､この方法はアソシエーションスタディに必要な､

多くの多型情報を得るのに適していると考えられる｡

本研究では､黒毛和種において他品種に見られない特徴のある ｢さし｣､す

なわち脂肪交雑評点 (BMS,BeefMarblingStandard)を対象形質とした｡

｢さし｣とは筋肉内に脂肪が沈着 している状態で､BMSは ｢さし｣の入 り具

合の指標とされる｡和牛の脂肪は融点が低く､口の中でよく溶けて官能的にも

優れておりおいしいとされていることから､この評価値が高いものはより肉質

が良いとされ､黒毛和種の枝肉形質の中でも特に重要な経済形質となっている｡

また BMSは遺伝率が高いことからも､BMSに関する後代の能力を比較的予

測 し易く､予測育種価の評価は正確度が高いと考えられる｡そのため､BMS

予測育種価の高い個体と低い個体間での塩基配列の違いが､AFLPバンドパタ

ーンに反映されれば､そのバンド群がBMSのQTL(QuantitiveTraitLoci)

に連鎖したDNAマーカー群と考えられる｡

本研究では､このような QTLに連鎖していると考えられるAFLPマーカー

を探索し､多型の原因となっている SNPsを同定することで､黒毛和種の

BMSに対する選抜に有効なDNAマーカーの開発を行 うことを目的とした｡
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第 2節 材料及び方法

2･A) 供試動物

A県で供用中の黒毛和種繁殖雌牛約 4000頭の中から､高 BMS育種価牛 25

頭､低 BMS育種価牛 23頭を含む計 169頭を実験に供与した｡

2･B)ゲノムDNAの精製

ウシゲノム DNA は肝臓組織､リンパ節､血液より抽出し､精製 した｡方法

は第 2章の2-B)に従った｡

2･C) DNAの定量

DNAの定量は 260nmの吸光度の測定で行った｡方法は第 2章の 2･C)に従

った｡

2･D) AFLP法

AFLP法における操作は､制限酵素にMseIを用いたものは第 2章の 2･D)､

TaqIを用いたものは第 3章の 2･D)に､AFLPバンドの検出は､第 3章の 2･F)

に従って行った｡また､AFLPマーカーの SNPsマーカー-の転化については

第 3章の2-G)から2･J)に示した通 りである｡

2-E) データ分析

2IE-1) x2検定による高低グループ間におけるマーカー頻度の有意差検定

AFLP法により得られた多型バンドの頻度が高 BMS育種価のグループと低

BMS育種価のグループにおいて有意差がみられるかどうかを判断した｡AFLP

バン ドを保有する遺伝子型と保有 しない遺伝子型のデータに対 して､各マーカ

ーの各遺伝子型に対する分離比を計算するためにx2検定を行った｡
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このx2値に対して自由度 1と設定し､P値を算出した｡P値が 0.01より小さ

いものが高 BMS育種価のグループと低 BMS育種価のグループ間で差がみら

れるとみなした｡

2･E･2) 正準判別法を用いた集団の分類

個体本来の性質により事前にグループ分けがされている個体のデータを用い

て､グループを最も適切に分類するようにそれぞれの多型情報に重み付けをす

る式を正準判別関数 と呼ぶ｡高 BMS育種価のグループと低 BMS育種価のグ

ループにおいて頻度差が大きく見られた AFLPバンドについて正準判別関数を

導出し､分類能を評価 した｡正準判別関数は以下のように算出される｡

Ⅹnxp:マーカーの行列 (nは個体数)

G｡×g:グループの指標行列 (pはマーカー数)

M gxp:グループの平均行列 (gはグループ数)

W
(X-GM)I(X-GM)

〃~g

(GMllX)'(GM-1X)
g-1

比率生型 を最大化
dWa

⇒ 固有方程式 (B-1W)a-0 ただしl回l-1
⇒ 正準判別関数 score=xa:aは固有ベクトル

以上のように算出された正準判別関数を用いて､全ての個体の総合遺伝子型値

を算出し､BMSの予測育種価との相関を調べた｡総合遺伝子型値はバン ドを

持つ場合にはそのバン ドに関するスコアが加算され､バン ドを持たない場合は

正準判別関数が加算されないというようにして算出される｡

2-E･3) ランダムに採取した個体群における正準判別関数の算出
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本分析では､第 1節に用いた高低グループ計 48頭を加えて 169頭分の

AFLPデータがある｡これらの個体のうち､予測育種価の上位から 20頭､下

位から20頭､中間を20頭選んだ｡まず､上位､中間､下位のグループを分類

するための正準判別関数を求め､これを LD (LinearDiscriminant)1とする｡

その係数値を基に LDlでの各個体の総合遺伝子型値を算出した｡さらに､詳

細にグループ分けを行 うために第 2の正準判別関数を求め､これを LD2とす

る｡その係数値を基に LD2での各個体の総合遺伝子型値を算出した｡ これら

の 2つの総合遺伝子型価をもとに 2次元のグラフ上に各グループの個体をプロ

ットした｡

2･E-4) 正準判別関数による各個体のグループ分け

3)で算出した正準判別関数をもとに全 169頭の LDlとLD2による総合遺伝

子型値を求め､これ らの個体が上位､中間､下位のどのグループに分類 される

,.･を明らかにした｡同時に､各個体のBMSの予測育種価とLDlの総合遺伝子

型値の相関を見た｡
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第 3節 結果

本研究では黒毛和種のセレクティブ･ジェノタイピングに AFLP法を適用 し､

BMSに連鎖 した DNA マーカーの検出を行った｡ さらに検出したマーカーが

BMSの予測育種価の予測に利用できるか否かを調べた｡

3-A) AFLP法による黒毛和種の量的形質に関する遺伝子座近傍のマーカーの

同定

本研究においては､EcoRIプライマー11種類 とMseIプライマー16種類を

用いて 156組､EcoRIプライマー14種類と TaqIプライマー32種類を用いて

235組､合計 391組のプライマーを用いて BMS育種価の高いグループと低い

グループの間の遺伝的変異を調べた｡

まず､各グループそれぞれ 8頭ずつを電気泳動 し､AFLPバン ドを検出した｡

高 BMS育種価のグループと低 BMS育種価のグループ間で多型が見られたバ

ン ド全てについてそれぞれの個体で 0および 1のスコアを与えたものをAFLP

データとした｡本研究では約 150bp以上のバン ドを評価対象としたoEcoRH

MseIでは 1種類のプライマーセ ットで平均 して約 90本の AFLPバン ドを検

出し､5.5本の多型バンドが検出された｡EcoRH TaqIでは 1種類のプライマ

ーセットで平均 して約 70本のAFLPバン ドを検出し､5.3本の多型バン ドが検

出された｡ このようにして見つかったグループ間の多型バン ドのうちで､形質

に連鎖 している多型バン ドの頻度差を､5割以上として考えると､このような

多型バン ドは全プライマーセット391組から 227本得 られた｡その うち EcoR

I/MseIで見られた多型バン ドが 141本で､出現頻度は 1.7プライマーセット

につき1本の割合､EcoRI/TaqIで見られた多型バン ドは86本で､出現頻度

は 1.8プライマーセットにつき 1本の割合であったoこのことから ECORI/

MseIよりもEcoRH TaqIの方が効率よく偏 りの大きい多型バン ドを検出で

きたことが示された｡また､泳動図もEcoRH MseIよりもEcORH TaqIの
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方がバンドの数が少なく､多型を判別 しやすいことから､ウシの AFLP法を行

う際に用いるfrequentcutterには MseIより TaqIが適 していることが示唆

された｡

さらに､これら227本の多型バンドについて分析個体を増やし､高 BMS育

種価の個体 25頭と低 BMS育種価の個体 23頭で比較を行った｡これらの偏 り

の大きさについてはx2検定による P値より判断し､より小さい Pの値を示す

ものを偏 りが大きいと判断した｡本研究では BMSに強く連鎖 しているものと

して､P値が 0.003以下の 16個の AFLPバンドを選んだ｡これらを表 1に示

す｡1番 目の多型バン ドでは､Selective-amplificationに EcoRIのプライマー

の配列にACTの選択的塩基を付けたプライマーと､TagIのプライマーの配列

に CGTの選択的塩基を付けたプライマーを用いたことを示 している｡バン ド

の頻度については､高 BMS育種価の個体 25頭中22頭､すなわち88%の頻度

でバン ド持っていることを示し､低 BMS育種価の個体では 23頭中6頭､すな

わち 26%の頻度でバンドをもっていることを示している｡この結果をもとに頻

度差を自由度 1で産出した3C2検定のP値が0.000014である｡

3lB) AFLPマーカーによる個体評価

得られた 16個のAFLPマーカーを用いて､BMSにおける個体評価法につい

て検討 した｡これらのマーカーは距離に関わらず QTLに連鎖 したマーカーで

あると考えられる｡ しかしながら､QTLには効果の大小があり､また AFLP

バン ドの QTLとの連鎖の程度も異なることが予測され､全ての AFLPバン ド

を一様の重み付けすることで BMSにおける遺伝的能力の評価を行 うことは難

しいと考えられる｡そこで本研究ではさらに､見つかった AFLPバンド毎に適

当な重み付けを行い､これ らの効果について検討を加えた｡まず､16個の

AFLPバンドについて､正準判別法を行い､高低グループ間を識別できるよう

に､各マーカーについて､それぞれの重み付け値である正準判別関数を算出し

た｡正の値は､この AFLPバンドを持っていれば BMS値がプラスに動くと予

測されるもので､負の値は､このバンドを持っていればBMS値がマイナスに
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表 1 x2検定により選出したAFLPマーカー

AFLPプライマーセット
高 BMS育種価 低 BMS育種価

25頭 (%) 23頭 (%)

AF74

AF36

AF7

AF169

AF188

AF8

AF156

AF18

AF67

AF99

AF149

AF134

AF21

AF120

AF110

AF184

ACT

肌

肌

慧

慧

慧

慧

M

AC｡

慧

c

一

E

E

E

E

E

E

E

E

E

E

E

E

E

E

E

E

cGT

慧

cm

脳

AGA

崇

諾

ccT

慧

a

oE

跳

EL
EL
EL
EI
M

EL
EL
EI
T

EL
EI
EL
EL
EL
T

M

22(88%) 6(26%)

22(88%) 7(30%)

13(52%) 0(0%)

13(52%) 0(0%)

13(52%) 0(0%)

17(68%) 3(13%)

12(48%) 0(0%)

12(48%) 22(96%)

12(48%) 1(4%)

12(48%) 1(4%)

3(12%) 13(57%)

12(48%) 21(91%)

ll(44%) 1(4%)

ll(44%) 1(4%)

2

8

2

2

2

5

RU
8

4

4

5

3

0

0

6

5

5

5

5

5

4

4

4

4

4

4

4

4

0.000014

0.000046

0.000051

0.000051

0.000051

0.000114

0.000125

0.000285

0.000674

0.000674

0.001080

0.001222

0.001527

0.001527

6(24%) 16(70%) 46 0.001550

12(48%) 2(8%) 40 0.002763

☆AFLPプライマーセットにおいて､E-はEcoRIプライマー､T-はTaqIプライマー､M･はMseIプライマーをそれぞれ示

している｡



動くと予測されるものである｡全てのマーカーにおける正準判別関数の和が､

その個体における総合遺伝子型価 となる｡すなわち､総合遺伝子型価 と̀は

DNA多型情報から推定された遺伝的能力値のことである｡

続いて､集団内からランダムに抽出した 121頭についても同様に 16マーカ

ーを用いてAFLP分析を行い､この正準判別関数と 16個のAFLPバンドの有

無で各個体の BMSに関する能力を予測し､合計 169頭について総合遺伝子型

価を算出した｡これらの値と､BMS予測育種価 との相関をみることで､個体

評価が正確に行えるかどうかを検証した｡結果､図 1のような分布を示し､相

関係数 r=0.70と高い値を示した｡したがって､本研究により同定された 16個

の AFLPマーカーの情報をもとに､個体の総合遺伝子型価を算出することで､

BMSにおける個体評価が有効に行えることが示唆された｡

3-C) AFLPマーカーの選抜

16個のマーカーから導いた総合遺伝子型価による BMSに関する個体評価が

可能であることを示 した｡ しかしながら､実際に DNAマーカーによる個体評

価を行 う際には､コス トならびに時間的な効率の面から､より少数のマーカー

を用いる方が好ましい｡そこで､16個のマーカーから選抜して､より少数のマ

ーカーで同等の評価が行えるかを検証した｡

正準判別分析において各マーカーの重要度の指標として 16個の AFLPマー

カーの F値を算出したところ､F値が 2以上のマーカーは AF74･AF7･

AF188･AF156･AF18･AF8･AF120･AFllOの 8マーカーであった (表

2)｡すなわち､これらの 8マーカーは総合遺伝子型価による個体評価を行っ

た 16AFLPマーカーのなかで貢献度の高いマーカーであると考えられる｡そこ

で､この 8マーカーのみの情報による個体評価が有効であるかどうかを検証し

た｡

まず､8マーカーのタイピング情報から再度､高グループ 25頭と低グループ

23頭を識別できるような正準判別関数を算出し (表 2)､それをもとに各個体
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表 2 正準判別分析により選出した 8マーカー

マーカー プライマーセット 高 BMS育種価 低 BMS育種価 正準判別関数

(25頭) (23頭)
AF74 E-ACT/TICGT
AF7 E-ATC/T-ACT

AF188 E-CGC/M-AGG
AF156 E-AAG/T-CAA
AF18 E-ACG/T-ACA
AF120 E-AGA/T-CAA
A一l10 E-AGC/T-CTG
AF8 E-ATCノT-AGA

6 0.99434590 1.709502
0 0.7810611
0 0.8301725
22 -1.575019
1 0.8985219
16 -0.676016
3 0_1478168

75



の総合遺伝子型価を算出した｡その結果､高グループの 1頭の総合遺伝子型価

が負の値をとってしまい､低グループの個体と誤判別 してしまったが､それ以

外の個体では正確に高グループの個体と低グループの個体を識別することがで

きた｡そこで､続いて残 り 121頭全頭について､この正準判別関数を用いて総

合遺伝子型価を算出しなおし､得 られた総合遺伝子型価 と BMS育種価との相

関を調べた｡その結果が図 2で､相関係数は 0.675であり､16マーカーによる

分類と比較しても同等の評価をすることができることが示された｡

3･D) AFLPマーカーのSNPsマーカー-の転化

第 3章でも述べたように､AFLP法により同定された多型は､簡便に遺伝子

型判定を行 うために､その変異を特定し､SNPsマーカー-と転化することが

重要であるCここでは 3･C)で選出された 8個の AFLPマーカーについて､

SNPs化を行った｡また SNPs検出のために作成 したプライマー､およびアニ

ー リング温度等については表 3にまとめた｡各 SNPsの変異個所の詳細を以下､

図 3を参照しながら概説する｡

AF74:BMS育種価の高いグループで高頻度に検出された AFLP断片で 441

塩基からなる配列であり､このマーカーの多型の原因は 3塩基の insertionで

あった｡

AF7:BMS育種価の高いグループで高頻度に検出されたAFLP断片で 159塩

基からなる配列であり､このマーカーの多型の原因は TaqIの制限酵素認識部

位において (TCGA)から(TTGA)に点突然変異したものであった｡

AF188:BMS育種価の高いグループで高頻度に検出されたAFLP断片で 127

塩基からなる配列であり､このマーカーの多型の原因は 8塩基の insertionで

あった｡

AF156:BMS育種価の高いグループで高頻度に検出されたAFLP断片で201

塩基からなる配列であり､このマーカーの多型の原因は 8塩基の deletionであ

った｡また､この配列は相同検索の結果､97塩基から 201塩基がヒトの TTN

遮伝子(全 294540塩基)の 97871塩基か ら 97975塩基までと 90%の相同
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表 3 各マーカーにおける多型検出法

-ーカー FROerv::sredpprriimmeerr('55:_-:33･;' ァニー リング温度 P+CjR票 T,? 農 ☆

AF74

AF7

AF188

AF156

AF18

AF120

AFllO

AF8

TTTTATAGAGTGTGTTGGATTTCATGG

TCCTCCCCACAGTAGTAGATATAATGG

TTGTCTAGTTATCTGTTGCTAAGACGG
ATTTGTGACTTCCTGGACCTATATGGC

GGACATGGGGTATCGTTTTTTGGTGGC

AAGGAAACTGGGTAGAGAATACAAAGG
TAATW GTGAACATCAATGACAGTGG
ATTTTCATCATCTCGTAGAAGTACCCC

CCTGTGGGTATGGAAGTGAGAGAATGG
CAGGCAGTAGTCCATAGGGTCAGAGTC

AATGCTGTTCCTATGTCCACACAAGCC

CAATCTTTGGGGACGGAGTTAGAAGCC

TATTTTCTTCACTGTTGACTAGGAGGC
AACATCTGGATTGCTGACATTGTAAGG

GAGGGAAAGGAAGTCTTGAGGTATGGG
GAATTTACTGATGGCTTGGATCTGGGG

65 566/569

60 611

67 240/248

57 307/315

65 499/503

63 254

60 859

63 377

deletion(3bp)
PCR

Taqlsitemutation(C-→T)
PCR-RFLP(制限酵素 TaqI)

insertion(8bp)
PCR

deletion(8bp)
PCR

deletion(4bp)
PCR

TaqIsitemutation(G-C)
ミスマ ッチPCR-RFLP(制限酵素 TaqI)

AFLP3slcsitemutation(G-C)
PCR-RFLP(制限酵素 HinH)

TaqIsitemutation(C-T)
PCR･RFLP(制限酵素 TaqI)

☆PCRは全て30サイクルで行った｡PCRの場合は5%ポリアクリルアミドゲル､PCR･RFLPの場合は2%アガロースゲル

でそれぞれ適時電気泳動 して､検出した｡









性を示し､ウシのTTN遺伝子の一部であることが示唆された｡

AF18:BMS育種価の低いグループで高頻度に検出された AFLP断片で 325

塩基からなる配列であり､このマーカーの多型の原因は4塩基の deletionであ

った｡

AF120:BMS育種価の高いグループで高頻度に検出されたAFLP断片で328

塩基からなる配列であり､このマーカーの多型の原因は､断片内の配列におい

て(TGGA)から TaqIの制限酵素認識配列の(TCGA)に点突然変異した部位が存

在 した｡

AFllO:BMS育種価の低いグループで高頻度に検出されたAFLP断片で409

塩基からなる配列であり､このマーカーの多型の原因は､TaqI側の 3セレク

ティブの配列において(CTG)から(CTC)-点突然変異していることであった｡

この配列は相同検索の結果､既知の遺伝子との相同性はなかったが､62塩基か

ら379塩基までがウシSINE(shortinterspersednuclearelement)配列(全 560

塩基)と 93%の相同性があったため､この断片は SINE配列をもつことが示さ

れ た｡ また､遺伝子型判 定 にお いては､変異個所 が制 限酵素 H)'i2fI

(GANTC)の認識部位をであったため､HL'idIを用いてPCR-RFLPを行った｡

AF8はBMS育種価の高いグループで高頻度に検出されたAFLP断片で 132

塩基からなる配列であり､このマーカーの多型の原因は TaqIの制限酵素認識

部位において(TCGA)から(TTGA)-の点突然変異したものであった｡
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第 4節 考察

ウシ経済形質の多くは QTL と呼ばれる複数の遺伝子座に支配されていると

考えられている｡本研究では､枝肉形質の中でも黒毛和種において特に経済的

価値の高い BMSに注目し､QTLに連鎖している DNAマーカーの同定を試み

た｡本研究では AFLP法を用いて黒毛和種の高 BMS育種価グループと低

BMS育種価グループのバンドパターンの比較を行い､セレクティブ ･ジェノ

タイピングによりDNAマーカーを選抜するという方法をとった｡QTLに関す

る研究において､従来は家系を用いた QTLマッピングとい う方法で染色体上

の領域を限定 し､遺伝子を同定す るとい う方法が取 られてきた (Taylor,

1998)｡しかし､ウシ家系の利用が困難である状況では､セレクティブ ･ジェ

ノタイピングによりマイクロサテライ トなどの QTLに連鎖 したDNAマーカー

を同定する方法も報告されている (Ayoubら,2002)｡ Ayoubら(2002)による

と､セレクティブ･ジェノタイピングにより QTLに連鎖したマーカーの検出は

慣習的な QTLマッピングと比べ､3割以下の労力で QTLの検出を行 うことが

できると述べられている｡また､AFLPマーカーを利用したセ レクティブ ･ジ

ェノタイピングも､ブタにおいて同様の報告がある (Wimmersら,2002)｡

本研究の結果､QTLに連鎖していると考えられる 16個の AFLPバン ドを検

出し､正準判別法を用いて各マーカーに重み付けすることで､予測育種価を正

確に反映した分類を行 うことが出来た｡また､実際に個体の遺伝的能力の評価

を行 う際の効率を考え､そのうち貢献度の高いと考えられる 8個のマーカーを

選定し､遺伝子型判定をより迅速に行 うため SNPsマーカー-の転化を行った｡

これらのマーカーは､これまでの統計遺伝学的手法を用いた育種価評価による

選抜を補完する意味で重要な､DNA マーカーによる選抜 (MAS,Marker･

assistedselection)の可能性を示している｡

MASは従来の選抜法ではカバーし難い面においてその有用性を示す｡本研

究で云えば､血統情報の利用できない個体､育種価の判明していない個体につ
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いて DNA総合遺伝子型値より育種価を推定することが可能であり､､育種価

では記録を持たない場合､同等の評価が与えられる全きょうだいでも個別の能

力評価が可能となる｡また､従来の種雄牛の代表的検定法である､後代検定に

よる種雄牛の遺伝的能力の評価 と比較 しても､費用や時間の短縮の面でも有効

に利用できると考えられる｡さらに､枝肉形質以外にも例えば性に限定して発

現する泌乳形質に MASを当てはめると､表現型値は雌でしか測定されないが､

DNA マーカーでは性に限定せずに情報を得ることができ､選抜の効率を高め

ることができる｡本研究のように経済形質と関連するアソシエーションスタデ

ィを行い､MASを行 うことは育種価評価のような明確な選抜法が採用されて

いない家畜などで特に有効であると考えられる｡このように､MASの利点は

多く考えられ､今後の家畜育種でその効果を発揮することが期待される｡
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第5章 総括

分子生物学を基礎 としたゲノム科学の発展により､ヒトの医療ばかりでなく､

家畜の生産性の向上においても新たな道が切 り開らかれるものと期待される｡

ヒトでは全ゲノム塩基配列が決定されるなど､その基盤が整備 され､医療現場

での応用-の出口が見え始めている｡これに対 して､家畜では､基盤整備が遅

れ､ヒトで使える手法を家畜に直ちに利用することは出来ない｡ しかしながら

数あるゲノム分析の手法の中には､ゲノム配列などの基礎的情報を必ずしも必

要としない方法もある｡本研究では､その うちの代表的な方法である､AFLP

法を用いゲノムワイ ドに得られる点突然変異 (SNPs)情報を駆使 して､牛の育

種戦略に貢献するDNA情報を得ようと試みた｡

AFLP法は 1995年､オランダの Vosらにより開発された多型検出法である｡

この方法は､DNA を制限酵素で切断した断片に特定のアダプターを付加 し､

これら多くの鋳型 DNA から､3'末端に任意の塩基を付加したプライマーを用

いることにより､選択的な DNA断片を増幅するものである｡このため以下の

ような利点をもっている｡ (1)必要とするゲノム DNAの量が少なくてすむ｡

500ngの DNA で理論的には 1万回の電気泳動が可能である｡ (2)ゲノム

DNAの塩基配列に関する情報が必要でない｡ (3)操作が簡便で､再現性が高

い｡ (4)一回の電気泳動で多くの多型を一度に検出できる｡ (5)プライマー

のセットを変えることにより､ほぼ無限のバン ドを検出できる｡3つの選択的

塩基を用いることにより､同じ鋳型 DNAに対して 46=4096のプライマーセッ

トが使用できる｡この方法は､最初は植物の研究に対して用いられ､連鎖解析

や遺伝的類縁関係の推定などに利用されてきた｡また､ここ数年では動物に対

しても適用されてきており､その価値が認められている｡

本研究では､この AFLP法をウシに適用し､膨大な DNA多型情報を得るこ

とで､遺伝子の多型情報を取 り込んだ新たな家畜育種法の構築を試みた｡
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まず第 2章では､国内外の肉用牛 5品種においてAFLP法を適用し､品種間

における遺伝的類縁関係の推定を行 うことで､本法の有用性を確認 した｡ここ

では 4種類のプライマーセットを用い､95本の多型バンドを検出できた｡すな

わち一つのプライマーセットあたり約 24遺伝子座におけるDNA遺伝情報を得

ることが出来た｡また､その情報を基にして推定された品種間の類縁関係は歴

史的な品種成立背景とほぼ一致した｡すなわち本法から得られる多型情報はウ

シにおいてもその遺伝的類縁関係を検討するための簡便で有効な方法であるこ

とが確認された｡

そこで第 3章では､プライマーセットの種類を変えることにより､ゲノム中

の膨大な遺伝子座をスクリーニングできるという利点を生かし､現在国内の食

肉市場において問題になっている偽装販売の問題に取 り組んだ｡ウシ品種間で

特異的なDNA断片を検索することで､DNAマーカーによる品種鑑定技術の開

発を試みた｡本研究では 1000種類以上のプライマーセットを用いて､およそ

10万遺伝子座にものぼるゲノム領域をスクリーニングし､ホルスタイン種に特

異的変異の検出を試みた｡その結果､品種間に完全に特異的である変異は同定

できなかったが､頻度に著しく差のある多型を数種類同定することに成功し､

それらを組み合わせて用いることで､高い精度で鑑定できる DNA マーカーを

開発することができた｡

次に第 4章では､我匡l固有の肉用牛である黒毛和種における育種価評価にお

ける選抜の問題に取 り組んだ｡分子生物学の発展によって､家畜においても

DNAマーカーを用いて特定形質の遺伝的能力の優れた個体を選抜するMASが

行われるようになってきた｡本研究においても､黒毛和種において特に重要と

される脂肪交雑に焦点を充て､AFLP法を用いて QTLに連鎖していると考え

られるマーカーの同定を試みた｡結果､約 400種類のプライマーセットを用い

て､およそ3万6千遺伝子座におよぶゲノム領域をスクリーニングし､16個の

マーカーを得た｡これらのマーカーにより脂肪交雑における個体の遺伝的能力

の推定を行ったところ､予測育種価 と高い相関を示 した｡予測育種価は BMS
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真の育種価と非常に高い相関があることから､これらの DNA マーカーでの個

体評価が可能であると考えられる｡

以上のように､家畜育種において貢献できると期待できる DNA情報を得る

ことが出来､AFLP法は非常に有効な手段であることが示された｡2004年 10

月､ウシ全ゲノム配列の解読終了が報告された｡今後､塩基配列の情報が利用

できるようになれば､本研究によって同定された DNA マーカーにおいても､

染色体上での位置や､連鎖 している QTLの詳細について明らかになると考え

られる｡
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