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第 1章序論

生物の種の保存や品種改良に重要な遺伝資源は人類共通の財産であるとい

う認識が社会的に広まり、種の遺伝的多様性の維持や遺伝資源の保存に対する

認識が高まってきている。現在、経済的に最も重要である家畜のひとつである

ウシは、 19世紀以降各地で品種改良が行われ、約 800品種が存在している

(Loftusら、 1993)。また、世界の家畜牛は大きく Bostaurusと Bosindicusに

分類することができる。 Bosindicusはインド、東南アジアそして東アフリカと

いった熱帯地域に分布しており、一方Bostaurusはヨーロッパ、西アフリカそ

してアジアではシベリア、モンゴル、中国西北部、朝鮮半島、日本などに広く

分布している (Phillips、1961)。

長年にわたり生物集団は進化の過程で生じた突然変異・移入・交雑などによ

り遺伝変異を拡大し、選択・淘汰や遺伝浮動による変化を受け高い遺伝的多様

性を保存してきた。しかし、品種改良やクローン技術、バイオテクノロジーの

発達に伴った偏った遺伝情報の集団内への拡散、環境の著しい変化、疾病蔓延

による様々な生物の絶滅などにより家畜における遺伝的多様性は大きく減少し

ている。一方、近代品種の影響を受けていない発展途上国の在来牛は、抗病性

や耐寒性、耐熱性などの優良な特性を備えている可能性が強い固有種と考えら

れるようになってきた。これらの遺伝資源を保存していく上で、詳細な遺伝的

背景や遺伝的類縁関係あるいはその起源の解析は基礎情報として極めて重要と

なるが、その調査は緒についたばかりである。

近年になって分子遺伝学的手法が発達し、ミトコンドリア DNA、マイクロ

サテライトそしてY染色体などを用い、これら BosindicusとBostaurusの

起源や遺伝的多様性、遺伝的類縁関係について研究が行われるようになった。

ミトコンドリア DNAは、同種内或は近縁種内の系統関係を明らかにするための

優れたマーカーとして用いられてきており、様々な動物において種や系統分化

に関する研究に用いられている。ミトコンドリアの特徴として、組み換えを起
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こさずに母から子へ伝えられる母系遺伝があり、核内遺伝子とは異なる遺伝様

式があげられる。また、その進化速度は核DNAを比べ 10倍以上も速く、これ

は生物進化を研究する上で強力な道具となっている。このミトコンドリア DNA

の変化を追うことにより、どのように種が分岐していったか、分岐はいつ頃起

こったのかを調べることが可能である。

ウシにおいても、ミトコンドリア DNAを用いて、その起源や系統など様々

な研究が行われている。ミトコンドリア DNA・D-loop領域の変異を用いた研究

の結果より、 BostaurusとBosindicusがおよそ 20万年前から 100万年前に

分岐したことが推定された (Loftusら、 1994)。すなわち、これら 2亜種が別々

の家畜化の起源と祖先に由来していることが解明された。このようにミトコン

ドリア DNAは、家畜の品種や系統の分析に有効な手法である。しかしながら、

ウシに対するミトコンドリア DNAoD-loopを用いた研究は、Bostaurusについ

ては多く研究されているが、 Bosindicusに対する詳細な研究や、特にアジアに

おける Bosindicus亜種の遺伝的多様性を解析した研究はほとんどない。

また、熱帯地方を多く含む東アジアにおける在来牛の遺伝構造を知るために

はBostaurus型と Bosindicus型遺伝子座の含有率を調査することが肝要であ

る。しかし、ミトコンドリア DNAとは異なり、 Bostaurus型と Bosindicus 

型を明確に区分する常染色体上の DNAマーカーは現在のところ発見されてい

ない。このような亜系間あるいは大きく分化した系統問の類縁関係を調査する

ためには、 トランスポゾンのような大きな挿入・欠失による DNA多型は有効で

あると考えられる。その理由としては、このような挿入欠失は非同祖的に起こ

りにくい、つまりそれら突然変異が生じる以前の系統に基づく DNA領域なのか、

それ以後の系統に基づく領域なのかを概ね正確に知ることができるためである。

機能遺伝子である GHR遺伝子上には、約1.2kbpのLINE-1配列の挿入の

有無による 2つの対立遺伝子の存在が知られている。これまでの研究から、ヨ

ーロッパ品種で、はその LINE挿入型の頻度が極めて高く、インド系牛では欠失

型の頻度が極めて高いとしヴ報告がされている。しかし、これまでの研究では、

分析頭数が少なく、ヨーロッパ品種は 2品種数頭程度、インド系牛でも 2品種
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合計 4頭程度で、あった。このように、品種及び地域などが限定され、さらにサ

ンプル数があまり多くないため、その詳細については明らかにされていない。

しかしながら、この GHRLINE-1多型は挿入・欠失による「司祖性DNA多型と考

えられ、亜種間などの遺伝的関係を調べるのに有効なマーカーで、あると期待さ

れる。

また、東アジア在来牛における包括的な遺伝構造および遺伝的類縁関係を調

査するためには、 Bosindicus型特異的マーカーのみならず、常染色体由来のラ

ンダムな遺伝マーカーによる調査が必要であると考えられる O これまで、様々

な地域の在来牛の遺伝的調査にはマイクロサテライトマーカーが主に利用され

てきた。その理由としては、ゲノム中に数多く存在し、固有遺伝子座の調査が

可能、また多型性が極めて高いなどの利点による。実際、 FAO(国連食糧農業機

関)においても 30のマイクロサテライトマーカーが多様性の調査に推奨されて

いる。しかしながら、このマーカーの欠点としては、 1)反復配列数の違いによ

る多型を検出するため、データ化しにくく調査研究室聞などでの比較が難しい、

2)反復配列数が異なる突然変異が起こりやすいために、同じ遺伝子型を示す場

合においてもその対立遺伝子が同祖的でない場合が多い、などがあげられる。

その結果として、解析データは誤差を有する場合が多く明確な結果が出にくい

といった傾向がある。

近年、一塩基多型 (SNP)が代替マーカーとして注目を浴びている。この

SNPマーカーを利用すれば、マイクロサテライトマーカーが持つ欠点を補うば

かりでなく、簡易・迅速・廉価化できる可能性も秘めており、遺伝的多様性解

析や遺伝構造解析に極めて有用なマーカーシステムとなることが期待される。

ウシゲノム配列の解読に伴い、大量のSNPマーカーが利用可能になりつつある。

2007年末にはIllumina社より 54，001SNPが解析可能な BovineSNP50

BeadChipが利用可能となり、ゲノムワイドの集団遺伝的解析にも利用されるよ

うになった (Tassellら、 2008)。しかし、このシステムによる解析は非常に高

価であり、大量かっ永続的な分析が必須となる遺伝的多様性解析には、不適当

である。よって、限られた適当数の SNPを分析する SNPシステムが必要とな
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るが、現在のところコンセンサスのとれたシステムは開発されていなし、。

以上の観点から、本研究では東アジアの在来牛に対し、ミトコンドリアDNA、

常染色体上の機能遺伝子の多型、常染色体上のSNPシステムの開発、そのシス

テムを用いた遺伝的多様性解析、集団の遺伝構造、および遺伝的類縁関係の調

査を以下のとおり行った。

1)西アジア、南アジア、東アジアの幅広い地域のウシのミトコンドリア

DNA ・D-loop領域の塩基配列を決定した。得られた塩基配列に Genbankデー

タベースによりアジア Bosindicus在来牛のデータを加え、これら地域のウシの

ミトコンドリア DNAの変異、遺伝的多様性、遺伝構造を調査し、さらに Bos

indicusウシの起源の推定を行った。

2)成長ホルモンレセプター (GHR)遺伝子における多型に注目し、両亜種

で、の検討を行った。即ち GHR遺伝子の遺伝的多様性及び起源を調べるために、

ヨーロッパおよび東アジア BostaurusとBosindicus在来牛における GHR遺

伝子型の頻度を調査し、 GHRLINE-1配列の遺伝的多様性とその起源について

考察した。

3)常染色体由来のランダムな遺伝マーカーには数多くの SNPによる解析

が有効であると考えた。そこで、ウシ常染色体上のSNP探索を染色体ごとにラ

ンダム行いSNPシステムの開発を行った。さらに、このシステムを用いてアジ

ア6集団の在来牛を含むユーラシア大陸に生存するウシ 9集団に対して遺伝構

造、遺伝的類縁関係及び遺伝的多様性を検討した。
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第2章 ミトコンドリア DNAを用いた Bosindicus起源の推定

第 1節緒言

世界の家畜牛は大きく Bostaurusと Bosindicusに分類することができ

るo Bos indicusはインド、東南アジアそして東アフリカといった熱帯地域に分

布しており、一方Bostaurusはヨーロッパ、西アフリカそしてアジアではシベ

リア、モンゴル、中国西北部、朝鮮半島、日本などに広く分布している (Phillips、

1961)。また、ミトコンドリア DNA・D-loop領域の変異を用いた研究の結果よ

り、 BostaurusとBosindiωsがおよそ 20万年前から 100万年前に分岐した

ことが推定された (Loftusら、 1994)。実際、考古学のデータにより、 Bostaurus 

の起源は 10，000年前の近東または北アフリカであり、 Bosindicusは8，000年

前インド亜大陸に起源を有することが推定された (Zeuner、1963; Meadow、

1996 ; Bokonyi、1997)。

さらに近年、ミトコンドリア DNAを用い、 Bostaurusの起源や遺伝的多様

性、遺伝的類縁関係について詳細な分析が行われた(Bradleyら、 1996; Troy 

ら、 2001; Mannenら、 1998，2004)。これらの研究では、 Bostaurusのミトコ

ンドリア DNA は大きく T、 T1~T4 の 5 つのハプログループロに分かれ、各ノ\プ

ログループは放射状のネットワークを形成し、その分布は地理的に分かれてお

り、 T1はアフリカ、 T2は中・近東、 T3はヨーロッパ、 T4はアジアで主に観察

されているハプロタイプである。これらの結果より、 Bostaurusウシの二次的

移住、集団拡大及び家畜化年代の深さが示された (Mageeら、 2002)。

一方、 Bosindicusに対するミトコンドリア DNAの研究は中国、インドそ

して近東に限定されて行われた (Baigら、2005;Laiら、2006;Mageeら、2002)。

これらの研究結果より、 Bosindi叩s型ミトコンドリア DNAは大きく 2つのグ

ループ、 11と12に分類された。この 2つハプログソレーフ。はともに Bostaurus 

のハプログループと同様な放射状のネットワークが示された。しかし、これま
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での研究では地域が限られていたため、I1、 12ハプログループOの地理的分布が

明らかにされず、 Bosindicusの起源および多様性についても不明である。

そこで本研究では、西アジア、南アジア、東アジアの 19ヶ国により 30ウ

シ集団のミトコンドリア DNA・D-loop領域の塩基配列により、これら地域のウ

シのミトコンドリア DNAバリエーション、遺伝的多様性、遺伝構造そして Bos

indicusウ、ンの起源の推定を行った。
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第2節材料及び方法

2-A)供試動物

本研究ではBosindiωsに属する、ユーラシア、南及び東アジアの 16ヶ国

の在来牛により、 548固体を実験に供した(表 2・1)。カンボジア、ミャンマー、

ブータンにおいては、現地で採取された全血よりゲノム DNAを抽出した。それ

らのサンフ。ルから、サンプリングの地域が偏らないように各 30頭を選出した。

ベトナム在来牛においては麻布大学の田中 和明博士より譲り受けた DNAサ

ンプルのうち、北部地方より 14個体、南部地方より 16個体を選出し実験に用

いた。その他のサンプルは、 Beja -Pereirらとの共同研究の中でぞれぞれの研究

室においてサンプリングおよび分析を行った (Chenら、 inpress)。これらの供

試動物は血縁情報から血縁関係、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

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 /lmM EDTA溶液を加えてよく懸濁した後、 20mlのザ、ルコ、ンル溶

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

そして ProteinaseK溶液 UOmg/mlin water) 200μIを加え、 370Cで一晩イン

キュベートした。当量の TE-フェノール(フェノールを 600Cで溶かし、 0.1%に

なるように 8-hydroxyquinolineを力日え、 TEbuffer (10mミトコンドリア

ris-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。 3，000rpmで 10分間遠心分離し、水層とフェノール層の聞にで、きる

タンパク質を取らないように水層を分取した。この水層にフェノール・クロロ

フォルム・イソアミルアルコール (25:24:1，0.05%の 8-hydroxyquinoiineを含

む)を加え、 10分間遠心分離し水層を分取した。この水層に当量のクロロフォ
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表 2-1サンフ。ル情報、ハプログループ頻度及び多様性

Regional group 
11 12 11 12 

Geographic origin Population N 
frequency f.でquency π SD π SD 

Northeast Indian Bhutan and Nepal Bhutanese native 38 0.605 0.395 0.0072 0.0048 0.0075 0.0052 

subcontinent & DwarfLulu 

Northeast Indian Arunachal Pradesh， Arunachal Pradesh 29 0.621 0.379 0.0051 0.0038 0.0061 0.0045 

subcontinent India local 

Ganges Uttar Pradesh， lndia Uttar Pradesh local 45 0.356 0.644 0.0116 0.0072 0.0006 0.0009 

Ganges Bangladesh Red Chittagong 46 0.652 0.348 0.0079 0.0052 0.0072 0.0049 

Ganges 民1eghalaya，India Meghalaya local 10 0.700 0.300 0.0071 0.0054 0.0111 0.0100 

Ganges Mizoram， lndia Mizoram local 17 0.765 0.235 0.0043 0.0034 0.0083 0.0070 
αコ
Ganges West Bengal， lndia West Bengallocal 75 0.587 0.413 0.0043 0.0033 0.0028 0.0025 

Indus Valley Punjab， Indo-Pakistan Sahiwal & Hariana 31 0.613 0.387 0.0083 0.0055 0.0031 0.0028 

border 

Indus Valley Rajasthan，lndia Rajasthan local 71 0.577 0.423 0.0072 0.0048 0.0052 0.0038 

Indus Valley Thar region， India Tharparker 27 0.704 0.296 0.0078 0.0052 0.0023 0.0024 

Indus Valley Baluchistan， Pakistan Red Sindhi 20 0.350 0.650 0.0071 0.0054 0.0045 0.0035 

South India Andhra Pradesh， Ongole 17 0.706 0.294 0.0092 0.0061 0.0050 0.0044 

lndia 

South India 恥1aharash仕a- Maharashtra local 33 0.333 0.667 0.0061 0.0045 0.0078 0.0052 

Kamataka， India & Desi 

South India Tamil Nadu， India Tamil Nadu local 30 0.700 0.300 0.0050 0.0037 0.0029 0.0028 



EastAsia Central， East 恥1ultiplebreeds 51 1.000 0.000 0.0006 0.0010 0.0000 0.0000 

& North China 

East Asia South China Hainan & Leizhou 16 1.000 0.000 0.0034 0.0029 0.0000 0.0000 

EastAsia Southwest China Local yellow cattle 80 0.912 0.088 0.0019 0.0019 0.0000 0.0000 

East Asia 恥1ongolia 恥1ongolian 16 1.000 0.000 0.0021 0.0021 0.0000 0.0000 

Central Asia Kazakhstan Kazakh 1.000 0.000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 

Central Asia Kyrgyzstan Kyrgyzstan local 2 1.000 0.000 0.0042 0.0059 0.0000 0.0000 

Central Asia Turkmenistan Turkmenistan local 8 0.750 0.250 0.0042 0.0037 0.0000 0.0000 

Central Asia Af匡hanistan Af注hanistanlocal 18 0.833 0.167 0.0011 0.0014 0.0000 0.0000 

WestAsia Oman Oman local 11 0.818 0.182 0.0022 0.0024 0.0000 0.0000 

WestAsia Iraq Iraqi & Kurdi 13 0.308 0.692 0.0021 0.0026 0.0016 0.0019 

'" WestAsia Turkey East Anatolian 0.000 1.000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 

Southeast Asia Myanmar Myanmar native 30 0.933 0.067 0.0020 0.0020 0.0000 0.0000 

Southeast Asia Cambodia Cambodia native 30 0.933 0.067 0.0034 0.0028 0.0000 0.0000 

Southeast Asia Laos Laotian 30 0.967 0.033 0.0032 0.0027 0.0000 

Southeast Asia Vietnam Vietnam native 30 1.000 0.000 0.0017 0.0018 0.0000 0.0000 

Southeast Asia Philippines Philippine native 18 1".000 0.000 0.0013 0.0016 0.0000 0.0000 I 

π:シーケンス多様性 SD:標準偏差



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、当量のジエチルエーテルを加え、白色

になった水層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%エタノールで洗浄し室温で乾燥させた後、2mlのTEbuffer に溶解して40C

で保存した。

2-C) DNAの定量

DNAの定量は 260nmの吸光測定で、行った。 O.D.260=1.00は 2本鎖の

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

O.D.260:0.D.280比が1.8土0.1であれば、タンパク質、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。

2-D)ミトコンドリア DNA・D-loop領域の塩基配列の決定

2-D-1)プライマーの作成

ウシのミトコンドリア DNAにおける D-loop全領域を増幅するために、

OligoTMソフトウェアを用いて全ミトコンドリア DNA(GenBank Accession 

no. :AY526085)領域内のcytochromeb遺伝子における 15706bpから 15727bp

の領域に Forwardprimer、12SrRNA遺伝子における 971bpから 992bpの領

域に Reverseprimerを作成した。シーケンス用のプライマーも同様に 16233bp

から 16255bpの領域に作成した。それらプライマーの塩基配列を以下に示す。

Forward primer:b-15706F: 5'-ACA ACT AAC CTC CCT AAG ACT C-3' 

(22mer) Reverse primer:b-971R: 5'-GAT TAT AGA ACA GGC TCC TCT A -3' 

(22mer) Sequencing primer:b-16233F: 5' -TTC ATT AAA TAG CGA CCC CCA 

C-3' (22mer)。カンボジア、ミャンマー、ブータン、ベトナムのサンプルに対し

て上記のプライマーを用いたが、それ以外のサンプルに対し、プライマー
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AN2FOR及びAN3REV(Troyら、 2001)を利用した。

2-D-2) PCR反応

上記のプライマーを用いて D-loop領域を増幅した。全血より精製したゲ

ノム DNAは超純水で 10nglμlに調整し鋳型とした。この鋳型 DNA2μlに、超

純水 12.3μl、ForwardとReverseのプライマー (10pmollμ1)各 1μl、10xPCR

buffer (100mミトコンドリア ris-HCl，15mMMgCb，500mM KCl， pH8.6) 2μI、

dNTP Mixture (2.5mM each) 1.6μl、EX-Taqpolymerase 5unitslμ1) 0.1μlを加

えた溶液で PCR反応を行った。以上の作業は氷上で行った。 PCR反応は

GeneAmp9700 (Applied Biosystems)を用い、940C-2分間で熱変性後940C-30 

秒間、 550C-30秒間、 720C-90秒間を 30サイクル行い、最後に 720C-4分間の

伸長反応を行った。

2-D-3)キャピラリーシーケンサーを用いた塩基配列の決定

2-D-3・1)DNA精製

精製には GENECLEAN 11 KIT (Qbio gene)を用いた。まずPCR産物20μl

を1.5mlチューブに移し、 3倍量の NaIと5μlのglassmilkを加え懸濁し、室

温で 5分間インキュベートして DNAを吸着させた。次に 10，000rpmで 30秒

間遠心して glassmilkを沈殿させ、溶液を除いた。氷冷した洗浄液 (Newwash

14ml， water 280ml，100% ethanol310m1) 100μlを加えて 10，000rpmで30秒間

遠心し、上清を除く操作を三回繰り返し、三回目で十分乾燥させた。最後に 100μl

の滅菌超純水を加え懸濁して室温で5分間インキュベートした後 10，000rpmで

1分間遠心して上清を別のチューブに移して保存した。

2-D-3-2)シーケンス反応

最初に NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies)を用いて上で精製

した DNA濃度を測定した。シーケンス反応は BigDyeTerminator v3.1 Cycle 

Sequenceing Kitを用いて行った。鋳型DNAを5-10ng、ReadyReaction Premix 

を1μl、BigDyeSequencing Bufferを3.5μI、プライマー1μ1(3.2μM)、滅菌超

純水で全量が 20μlになるよう混合して反応を行った。 GeneAmp9700(Applied 
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Biosystems)により、960C-1minの熱変性後960C-10sec，50oC-5sec， 60oC-4min 

で25サイクル行い、 40Cで保存した。

2-D-3・3)Ethanol/EDTA沈殿によるシーケンス産物の精製

次に反応させた産物からより正確なデータを読みとるため、未反応の蛍光タ

ーミネーターを除去する Ethanol/EDTA沈殿法を行った。BigDyeTerminator 

v3.1 Cycle Sequencing Kitのプロトコールに従い、まずシーケンス産物に

125mMEDTAを5μl、100%エタノールを 60μI加えて四回転倒混和し、室温で

15分間インキュベートした。次に、室温で 14000rpm、25分間遠心分離し、上

清を除いた。さらに、 70%エタノールを 60μ1加え再び室温で 14000rpm、5分

間遠心分離した後、上清を除いた。これを 15分間室温で風乾させた。乾燥した

状態では遮光するよう注意する。実験を中断する時はこの状態で遮光し 40C保

存。次に沈殿にインジェクションバッファー (Hi-Diホルムアミド)を加えて

3-5分vortexし沈殿を溶解させた。この溶液を 950C、2分間のボイルにかけ、

すぐに氷上で 5分間冷やす。これをキャピラリーシーケンサー用の 96ウェルプ

レートに全量移しキャピラリーシーケンサーにセットした。

2-E)分析

シーケンスのチェック及びアラインメントは DNASTAR6.0 (DNASTAR 

lnc.， Madison)を用いて行った。分析にはミトコンドリア DNA超可変領域

16，023-16，262間の 240bpを用い、今回塩基配列決定を行った 548固体在来牛

に、データベースより 296個体のデータを加えた合計 844個体で行った

(Genbank Accession number: Bhutan: F J 492456-492464、AB268559-2685810

Nepal: AB065125-065126、065128、085921-0859230Arunachal Pradesh 

lndia: FJ492465-4924930 Uttar Pradesh lndia: FJ492494-492538。

Bangladesh: DQ985396-9854380 Meghalaya lndia: FJ492539-4925480 

Mizoram lndia: FJ492549-4925650 West Bengal lndia: FJ492566-492640。

Punjab lndo・Pakistanborder: FJ492379-492399、L27732、27733、27722、

27723 、 U51806-51811 0 Rajasthan lndia: FJ492641-492700 
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AY972130-9721400 Thar region India: FJ492333-492352、L27736-27737、

U51812-51815、AY3181370Baluchistan Pakistan: FJ492359-4923780 

Andhra Pradesh India: FJ492353-492358 ， AF336738-336744 

AY378133-378136 。 Maharasthra India: FJ492701-492708 

AY972149-9721540 Karnataka India: FJ492314-4923320 Tamil Nadu India: 

FJ492709-492730、AY972141-9721480Neimenggu North China: DQ1660550 

Shanxi North China: DQ166073-166074、166076-166077、166084、166089、

AF521973、AY119669、1196760Shandong East China: DQ166069-166070、

166078、166081-166082、344930-344932、344946-344947、3449490Anhui 

East China: AY521122、521125、902398-9023990Jiangxi East China: 

DQ166117、344933-3449370Henan Central China: DQ166090-166091、

166093、166095、166103-166105、344957、AY115527、521133、902405、

9023930 Fujian East China: DQ166118、166120-166122、344953-3449550

Hainan South China: DQ166130-166132、344938-3449390Guangdong 

South China: DQ166123-166129、344965-3449680Guizhou South China: 

AY491437、491440、515610-515625、515627、515632、515634-515635、

515637-515638、515643、515647、515650、515652、515654-515655、515658、

515661-515663、515667-515671、515676、515678、DQ166115-166116。

Sichuan South China: DQ166111、166113、344963、AY521083、521085、

902385 、 902396 、 EF417970-417986 0 Yunnan South China: 

AY521127-521128、902400-902403、FJ492425-4924260Xizang South China: 

AY3781190 Mongolia: FJ492414-492424、AB117088-1170920Kazakhstan: 

FJ492427-492729 0 Turkmenistan: FJ492430-492437 0 Afghanistan: 

FJ492438-4924550 Oman: FJ492731-4927410 Iraq: FJ492400-4924120 

Turkey: FJ492413 0 Myanmar: FJ492254-492283 0 Cambodia: 

F J 492224-4922530 Laos: F J 492284-4923130 Vietnam:F J 492194-4922230 

Philippines: AB079301-079307、079310、079312-079313、079315-079317、

079319-079323)0 Mean number of pairwise differences、シーケンス多様性
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(π)、neutralitytestsのTajima'sD、Fu'sFs及びミスマッチ分布と raggedness

indexはAr1equin3.1 (Excoffierら、 2005)を用いて計算を行った。ネットワー

クの作成には median-joining ネットワーク (Bandelt ら、 1999)

(NETWORK4.5; http//www.f1uxus-engineering.com/)を用いた。各ノ¥プログル

ープの拡大年代の推定は demographicexpansionパラメーター (mismatch

distribution)を用いた。遺伝的多様性の推定にサンフ。ルサイズの影響の分析は

ブートストラップ検定Manly(1997)にしたがって行った。
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第3節結果

3-A)ミトコンドリア DNA・D-loop領域の塩基配列決定

3-A-1)塩基配列の結果及びハプログループ

ユーラシア、南及び東アジアの 16ヶ国の在来牛により、 548個体における

ミトコンドリア DNA・D-loop領域の塩基配列を決定した。得られた塩基配列に

Genbankデータベースによりアジア Bosindicus在来牛のデータを加え、合計

844個体のミトコンドリア DNA・ D-loop 領域の 16，023~16， 262 間の 240bp 超

可変領域を参照のミトコンドリア DNAの塩基配列 (GenbankAccession no. 

V00654)と比較した。

その結果、合計60突然変異、 94ハプロタイプが観察された。これらのハプ

ロタイプは大きくI1と 12グループ。に分類された。このI1と 12グループ。は後に

解析を行ったネットワーク分析に基づいて分類された。この分析の詳細につい

ては後述する。検出された 94ハプロタイプのうち、 56ハプロタイプ (607個体)

はI1ハプログソレープに属し、38ハプロタイプ (237個体)は12ハプログループo

に属された。I1グループの最も頻度の高いハプロタイプは 391個体、 12グルー

プには最も頻度の高いハプロタイプは 118個体が観察された。

3-A-2)シーケンス多様性

Bos indicusのミトコンドリア DNA・D-loop多様性を評価するため、アジ

ア全域を 1ndus(Pakistan、1ndia)、Ganges(India、Bangladesh)、South1ndia、

Northeast 1ndian subcontinent (Bhutan、Nepalと1ndia)、WestAsia (Iraq、

OmanとTurkey)、CentralAsia (Kazakhstan、Kyrgyzstan、Turkmenistan

と Afghanistan)、EastAsia (Chinaと Mongolia)、そして SoutheastAsia 

(Myanmar、Cambodia、Laos、VietnamとPhilippines)8つの地域に分け、そ

れぞれ地域内のウシ集団のI1及び12ハプログループ。のシーケンス多様性を算出

した(表2-1)。表2・1から、Northeast1ndia subcontinent、Ganges、1ndusValley 
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及びSouth1ndia地域においてのウシ集団は高いI1及び12グループのシーケン

ス多様性が示されており、I1ハプログループにおいては、最も高い多様性値は

Ongole集団の 0.0092であり、 12ハプログループにはその値は Maharashtra

集団の 0.0078で、あった。 また、全体として、I1グループは高い割合を占めて

いるが、 12ハプログループの Meannumber of pairwise differences 

(1.411土0.867)はI1ハプログループ。(1.143土0.742)より高い値を示した。

また、インド亜大陸及びそれ以外地域を2つの大きな地域グ、ループとし、各

グループのI1や12グループ。のシーケンス多様性を算出し、表2・2に示した。表

2・2から、インド亜大陸グループで、の平均シーケンス多様性について、I1ハプロ

グループは0.0070であり、12ハプログループは0.0053で、あった。これに対し、

それ以外地域グループで、のI1、 12平均シーケンス多様性はそれぞれ 0.0021と

0.0001となり、インド亜大陸とそれ以外地域において、両地域グループ。間のI1

及び12グ、ループ、ンーケンス多様性の有意差がP(P<0.001)値において観察され

た。

3-B)アジアにおける Bosindicus在来牛の系統分析

3-B-1)アジア領域のミトコンドリアDNAハプロタイプネットワーク

得られたユーラシア、南及び東アジアの 16ヶ国の在来牛のミトコンドリア

DNA. D-loopの塩基配列に Genbankデータベースによりアジア Bosindicus 

在来牛のデータを加え、 NETWORK4.5ソフトを用い、ネットワーク系統樹を

作成した(図 2・1)。このネットワーク分析の結果、アジア在来牛のBosindicus 

型ミトコンドリア DNAは明らかに大きく 2つのグループに分類された。この2

つのハプロタイプグループは数箇所の置換によって分類される(16084、16232、

16085、16141)。このネットワーク系統樹において、円で示されるハプロタイプ

の大きさはそのハプロタイプの遺伝子頻度を反映している。 2つのハプロタイプ

グループの地理的分布を示しており、I1グループは、インド~東南アジアの各地

で主として見られるミトコンドリア DNAグループ。で、あり、 12グループ。は、イ

ンド北部、ブータン、ネパールなどで相対的に高い頻度で観察されたが、東南
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表 2-2インド亜大陸及び他の地域グループのシーケンス多様性

Haplogroup Location n Meanπ s.d. U P 

I1 1ndian subcontinent 14 0.0070 0.0020 224 く0.001

Other 16 0.0021 0.0013 

12 1ndian subcontinent 14 0.0053 0.0029 223 く0.001

Other 16 0.0001 0.0004 

nは地理的地域の数。 πはシーケンス多様性、 s.d.は標準偏差を示す。 Uはnon

parametric検定 (Mann-Whitney(U) test)o Pは有意差水準を示す。 Other地
域はWestAsia、CentralAsia、EastAsia及びSoutheastAsiaを含む。
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図2-1アジアBosindicusウシのミトコンドリアDNAハプログループ。の地理的

分布及びインド亜大陸においてのウシ考古学上の遺跡分布。(A)アジア領域にわ

たって Bosindicusウシハプロタイプのネットワーク o(B)インドE大陸におい
て3つ候補家畜化センター(Indus、GangesとSouthIndia)のウシハプロタイ

プのネットワーク。(C)考古学上のデータによるインド亜大陸の異なる時期のウ
シ分布、そのデータの詳細は表2・4に示す。
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アジア在来牛では極めて低い頻度であった。

11グループOの中心を占める高頻度なハブoロタイプはブータンを除くその他

の国でいずれも高頻度を示すノ¥プロタイプとなっている。 11グループで、は、こ

の高頻度を示すノ¥プロタイプを中心として放射状にその他低頻度なハフ。ロタイ

プが散在していた。特に、高頻度なハプロタイプと 1-2塩基のみが異なるハプ

ロタイプが数多く観察された。このことは、この高頻度なハプロタイプが 11ハ

プログループの中で最も祖先型を示すハフ。ロタイプであることを示しており、

家畜化初期において最も集団に遺伝的貢献をしたハプロタイプであることが推

測される。

一方、 12グループにおいても放射状のネットワークを形成していたが、 11

グループのように中心をなすノ¥プロタイプはインドを除いて高頻度で、はなかっ

た。このことは12グループ。の祖先集団が、多様性を有する複数の集団から形成

されているか、家畜化後に野生集団からの遺伝子移入が起こったことを示唆し

ている。これは、 11グループと比較して12グループ。を形成するハプロタイプが

変異に富むものが多いことからも示唆される。

3-B-2)インド亜大陸の 1ndus、Ganges及び South1ndiaでのミトコンドリア

DNAハプロタイプのネットワーク

考古学データにより、インド亜大陸の 1ndus、Ganges及びSouth1ndiaは

Bosindicus起源の有力な候補地域と考えられている。そこで、これらの地域に

おいて 11、12ハプロタイプのネットワークを構築し、図 2・2に示した。図 2-2

から、 3つ地域にともに高頻度の11、12ハプログループが観察された。 11ハプ

ログループに関しては、1ndusにおいて中心をなすハブ。ロタイプは高頻度であり、

完全な放射状のネットワークを形成した。 Gangesには高頻度の 11ハプロタイ

プが観察されたが、その放射状のネットワークは完全ではない。 South1ndia に

は相対的に低い頻度の11ハプログループが示された。また、 12ハプログループ

について、 GangesやSouth1ndiaともに高頻度で観察された。
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図2-2インド亜大陸の 1ndus、Ganges及び South1ndiaにおいて 11、12のミ

トコンドリア DNAハプロタイプのネットワーク O
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3-C) Bos indicus起源の推定

前述したように起源の候補領域である 1ndus、Ganges及びSouth1ndiaに

対し、ミスマッチ分布及びTajima'sD、Fu'sFsとraggednessindexの検定を

行い、その結果は図2・3に示した。図 2-3から、ミスマッチ分布の曲線より、1ndus

においてのI1ハプログループのピーク (modalvalue=2)は Gangesや South

1ndia (2つ地域共に modalvalue=l)より高く、そのピークの位置は分岐年代の

深さを反映するため、 1ndusにおいてのI1ク、ループの分岐年代は Gangesや

South 1ndiaより昔であると考えられる。したがって、 1ndusはI1ハプログツレ

ープの起源である可能性が最も高いと推定できる。これに対し、 12ハプログル

ープ曲線のピーク位置は1ndusやSouth1ndia共に観察され、 Gangesでの曲線

は不明確であるため、 12グループOの起源に関しての同定は困難であると考えら

れる。

また、 Tajima'sD、Fu'sFsの検定は中立的な進化から逸脱の程度を示す。

図2・3のGanges、1ndus及びSouth1ndiaにおいて、それぞれのI1の Tajima's

D値は-1.764(P<0.05)、ー1.790 (P<0.05)、-1.534(Pく0.05)で、あり、 12のTajima's

D値は-1.691(pく0.05)、-2.024(pく0.05)、-2.098(pく0.05)で、あった。、I1のそれ

ぞれの Fu'sFsの値は-13.096(P<O.OOl)、-25.167(pく0.001)、 -6.638(P<O.Ol) 

であり、12のFu'sFsの値は-7.359(P<O.Ol)、-9.119(Pく0.001)、-9.801(P<O.OOl) 

で、あった。これらの数値はともに負の値であり、ミトコンドリア遺伝子全体に

自然選択が働いたか、あるいは過去に集団が急激に拡大したことを示唆してい

る。また、 raggednessindexの検定には 3つ地域の 2つハプログループ。共に有

意差が観察されず (P>0.05)、集団の拡大が示された。
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第4節考察

近年、分子遺伝学の急速な発展に伴い、 DNA塩基配列を用いた分析が様々

な動物において簡便に行えるようになった。特に、ミトコンドリア DNA・D-loop

の塩基配列を用いた分析は、種や系統分化に関する研究に対して幅広く行われ

ている。ウシにおいてもミトコンドリア DNA・D-loopの塩基配列を用いた分析

により、起源や遺伝的多様性、遺伝的類縁関係についての研究が世界中多くの

在来牛において進んでいる。しかしながら、これらの研究は Bosindicusに属

する在来牛においては緒に着いたばかりである。アジア在来牛に対する分析は、

中国 (Laiら、 2006)、日本、韓国、モンゴル (Mannenら、 2004)の家畜牛に

おいて研究がなされてきた。しかし、Bosindicus在来牛が多く生息している南、

東南アジアなどの遺伝的な調査は行われておらず、これら発展途上国にあたる

地域の分析は固有の在来牛を有していることからも遺伝資源学上有益であると

考えられる。

そこで本研究では、ユーラシア、南及び東アジアの 16ヶ国の在来牛により、

548個体の在来牛におけるミトコンドリア DNA・D-loop領域の塩基配列を決定

し、さらに Genbankデータベースから利用可能なアジア Bosindicus在来牛の

データを加えて、アジア Bosindicus在来牛に対する遺伝的構造及び多様性の解

析を行った。ハプロタイプ分析の結果、 94ハプロタイプが得られた。これらの

ノ¥プロタイプは大きく 11と12グソレープに分類し、各地域においての 2つグソレ

ープの多様性を推定した。

地域グループ聞の多様性を比較したところ、インド亜大陸地域では 2つのミ

トコンドリアハプログループ。共に著しく高いシーケンス多様性が観察された

(P<O.OOl) (図 2-1、表2・2)。家畜化起源(家畜化センター)におけるウシ集団は、

野生集団に由来する突然変異を多く保有し、高い遺伝的多様性を有すると考え

られる。また、家畜化センター以外の地域においてのウシ集団には、祖先の多

様性も明らかに含まれているが、家畜化センターから離れれば離れるほど、そ
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の多様性は減少していく傾向がある(Troyら、 2001; Beja-Pereiraら、 2004)。

したがって、ここで示されたインド亜大陸における 11及び12グループの高いシ

ーケンス多様性は、 Bosindicusの起源がインド亜大陸であることを示唆してい

る。また、遺伝的多様性の推定にサンプルサイズの影響をブートストラップ検

定 (Manly、1997)により分析している。反復回数を 10，000固とした各グルー

プの 40、100、200サンプルを分析に用いた結果、サンプルサイズの違いによ

り、遺伝的多様性の検定には影響を与えないことを明らかにした (P>0.05)。

Bos indicusの家畜化センターと考えられている 3つ領域 1ndusValley、

Ganges region及びSouth1ndia (Allchin、1963; Fuller、2008)の中で、 11及

び12グループの起源がどの地域であるかを同定するため、各ハフ。ログループ。に

対する多様性の詳細な分析を行った(図 2・3)01ndusにおいての modalvalue 

は2であり、 Ganges及びSouth1ndiaのmodalvalue (共に=1)より大きい

数値を示した。その分析から、 11ハプログループ。の最も有力な起源は 1ndus

(RajasthanとPakistanを含む)であること示唆しており、これは考古学上の研

究 (Meadow、1984; Meadow、1996)によっても支持されている。 11ハプログ

ループはインドのみならず、それ以外のアジア領域においても高い頻度で観察

され、いくつかの地域にはこの 11ハプログループのみが観察されている。次の

3つの分析結果から、 1ndus地域はBosindlωsの最有力家畜化センターである

といえる。(1)1ndusウシ集団の 11ハプログループは完全な放射状ネットワー

クを示す。 (2)ミトコンドリア DNAミスマッチ分布の分析結果により、 1ndus

においての 11ハプログループの modalvalue はGanges及びSouth1ndianよ

り高く、 11ハプログループは 1ndusにおいての集団拡大年代は Ganges及び

South 1ndianにより昔であることが推定された。 (3)Ganges及びSouth1ndian 

と比べ、 1ndusでは 11ハプログループ。のユニークなハプロタイプが多いことで

ある。

一方、 12ハプログループに対して同様な分析を行った結果、より複雑なパ

ターンが観察された。 12ハプログループ。の祖先ハブoロタイプに由来したいくつ

かのハプロタイプが高頻度で観察されたが、その他の派生的なハプロタイプは
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特定の場所のみで観察された。また、 11-12の中間ハフ。ロタイプ12a(12ハプロ

グループに属すと考えられる)は11及び12中心ハプロタイプからそれぞれ3ま

たは 1塩基置換によって分岐している。このハプロタイプはUttar Pradesh (図

2・2)において高頻度 (93%)で示され、 Gangesの中部平原において、 Uttar

Pradeshから離れるほど、 12aハプロタイプの頻度が減少する傾向にあった。こ

のパターンはおそらくウシ集団の拡大時期に、 Ganges及び中央インドの野生牛

が家畜集団に導入されたことを示唆するものであろう。

また、 1ndus及びSouth1ndianの12ハプpログループにおいて、類似的なネ

ットワーク構造による同程度の多様性(図 2・1、2-2)、同様のミトコンドリア

DNAミスマッチ分布 modalvalue (図 2・3)、そして同程度のユニークなハフoロ

タイプ数(表 2・3)が観察された。さらに、 Gangesにおいては高頻度の 12aハ

プログループ(図 2・2)が観察されることを鑑みると、 12ハプログ、ループの家畜

化センターの明確な特定は困難であると考えられた。一方、考古学上の証拠に

より、 1ndusにおいて Bosindicus家畜牛が現れる時期(約 8，000年前)は、

South 1ndia (約 5，000年前)及び中央Ganges(約 4，000年前)よりかなり昔で

ある。さらに、これら地域の家畜牛と野生原牛の地理的分布も類似しているこ

とも示されている(図 2・1C，Chattopadyaya 2002; Fuller 2006)。これらの結果

から、 12グソレープの起源は South1ndiaや中央 Gangesより、インド亜大陸の

北部である可能性が高いことが指摘されている。

東南アジアや中国では高頻度の 11ハプログループが観察され、またその遺

伝的多様性から、これらの地域へは11ハプログループを持つ系統が 1ndiaから

導入された可能性が高いことを示している。考古学データから、家畜牛が South

ChinaやSoutheastAsia に移動した時期はおそらく 3，000~3 ， 500 年前で、あった

と考えられる (Higham、1996)。東南アジアでは、 12ハプロタイプがほとんど

観察されないため、 12ハプログループ。は金石併用時代或いは鉄器時代の時代に

家畜牛集団へ導入されたと考えられる。この時期、中国や東南アジアでの文化

的な品種成立により 12ハプログ、ループの拡散が妨げられ、各地域に存在する 12

ノ¥プロタイプはおそらく貿易による伝播の結果で、あったと示唆される。

25 



表2-3インド亜大陸において 3つ家畜化センター候補地域のハプロタイプ

Number 
Number ofunique 

Number of haplotypes 2-step 
Haplogroup Region1 of 

haplotypes distant from main 
sequences 

haplotype (I1， 12) 

I1 Ganges 110 19 (5)2 4 

Indus Valley 86 23 (11) 7 

South India 44 10 (4) 4 

12 Ganges 83 9 (5) 2 

Indus Valley 63 13 (9) 4 

South India 36 14 (10) 4 

lGangesはUttarPradesh、Bangladesh、Meghalaya、WestBengalとMizoram

を含む。 Indus ValleyはPunjab、Rajasthan、TharregionとBaluchistanを

含む。 SouthIndia はAndhraPradesh、Maharasthtra-KarnatakaとTamil

Naduを含む。 20内の数字はユニークなハプロタイプ数を表す。
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以上のことから、 Bosindicusウシの起源はインド亜大陸の北部であること

が示唆された。さらに、考古学上の推定により、 1ndusはBosindicus亜種の家

畜化センターの最有力候補であり、本研究の遺伝的データはその推測を支持し

ている。また少なくとも、 Uttar Pradesh及びGangesにおける 12ハプログソレ

ープの頻度と分布から、インド北部において雌野牛が Bosindicus家畜牛集団に

導入されたことが考えられるであろう。このように、約 8，000年前 1ndusでの

Bosindicusウシの家畜化早期段階、 11ハプログループ。を有する野生牛が家畜化

されてから、 SoutheastAsia及びSouthernChinaまで伝播されたと考えられ

る (<4，000年前)。

また、家畜牛の初期伝播に伴い、 12ハプログループに属する南アジアの野

生集団の家畜牛への遺伝子流入が考えられるが、これら野生牛集団は、現在で

はもう絶滅しているため現時点での推測は容易ではない。考古学の証拠から、

新石器時代における Gangesでの野生原牛の存在が示され(図 2・1、

Chattopadyaya、2002; Fuller、2006)、家畜牛集団への野牛の導入が行われた

可能性は十分に考えられる。また、 South1ndiaでは野生原牛の分布についての

データが少ないが、更新世後期や完新世の時期に野生原牛が大陸で広く分布し

ていたと考えられており (Grigsonら、 1985; Van Vuure、2005)、South1ndia 

においてもいくつかの野生原牛が新石器時代に生存していた可能性がある。例

として、表 2・4 に示しているように、 4，200年前の野生原牛 (B.

primigeniusl namadicus)の遺物がBanahalliKanatakaにおいて発見されてし、

る (Korisettarら、 2001; Chattopadyaya、2002; Fuller、2006)。表 2-4では、

Greater 1ndus、Gujarat/Rajasthan、NorthPeninsula、EastMaharashtraと

South Peninsulaなどの南アジア地域において、考古学の証拠により他の家畜牛

及び野生ウシの年代分布も示唆した。また、東南アジアにおいて他のウシ属(例

えばB.gaurusとB.ゐvanlcus、約 3，500年前)の家畜化も考えられるが、こ

れらの家畜化に関するデータは現在のところ充分ではない。

以上、本研究ではミトコンドリア DNAの塩基配列情報を用い、アジア Bos

indicus在来牛の母系系統より遺伝的関係、の研究を行った。これらの結果は考古

27 



表2・4考古学の証拠による南アジアにおいての家畜牛及び野牛の分布

DOMESTICATED CATTLE 

Greater Indus 

Mehrgarh， Baluchistan 

Kili Ghul Mohammad 

Sheri Khan Terakai， NW  
Frontier Province 

Harappa， Pakistani Punjab 

Miri Qalat， Makran 

Kanishpur， Kashmir 

Gutkral， Kashmir 

Burzahom 

GujaratlRajasthan 

Lotβshwar， Gujarat 

Balathal， Rajasthan 

Padri， Gujarat 

Kuntasi， Gujarat 
Shikarpur， Gujarat 

North Peninsula 

Kayatha， Madya Pradesh 

Kaothe， Maharashtra 

Daimabad， Maharashtra 
Inamgaon， Maharashtra 

East Maharashtra 

Tuljapur Garhi 

Bhagimohari 

South Peninsula 

Kodekal， Kamataka 

Utnur， Kamataka 

Budihal， Kamataka 

Banahalli， Kamataka 

Terdal 

Hallur， Kamataka 

T. Narsipur 

Rupanagudi， Andhra Pradesh 
Hanumantaraopeta， Andhra 
Pradesh 

Biljapalle， Andhra Pradesh 

6000 BC 

7000-5000 
BC 

4000 BC 

3200 BC 

3000 BC 

3000 BC 

2500 BC 

2500 BC 

3600 BC 

3000 BC 

3000 BC 

2500 BC 

2500 BC 

2500-2300 
BC 

2000 BC 

2000 BC 

1700 BC 

1500 BC 

1000 BC 

(?) 2800 BC 

2800 BC 

2300 BC 

2200 BC 

2200-2000 
BC 

2000 BC 

2000 BC 

1700 BC 

1600 BC 

1600 BC 
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PROBABLE WILD CATTLE 

Mehrgarh， Baluchistan 6000 BC 

Gutkral， Kashmir 2500 BC 

Kuntasi， Gujarat 2500 BC 

Shikarpur， Gujarat 2500 BC 

Banahalli， Kamataka， 2200 BC 



South Peninsula 

Tamil Nadu 

Middle Ganges 

Lahuradewa II， Uttar Pradesh 

Senuwar 1 B， Uttar Pradesh 

Lal Qila， Uttar Pradesh 

Chirand， Bihar 

Mahagara， Uttar Pradesh 

Khairadih， Uttar Pradesh 

East India (Orissa) 

Golbai Sassan， Orissa 

Gopalpur， Orissa 

(?)三800BC

2000 BC 

2000 BC 

1800 BC 

1800 BC 

1800 BC 

1400 BC 

1500 BC 

1500 BC 
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Ganges 

S訂ai-Nahar・Rai， Uttar (?) ~5000 
Pradesh BC 

Damdama， Uttar Pradesh 
4500-4000 
BC 

Chopani-mando， Uttar 10，000-300 
Pradesh OBC 

Mahadaha， Uttar Pradesh 2500 BC 

Koldihwa/ Mahagara， Uttar 
1800 BC 

Pradesh 



学研究を補足するのみならず、いくつかの分岐系統の地理的起源及び伝播方向

の解明に貢献するものである。また、伝播の歴史及び起源の解明は潜在的な遺

伝多様性資源の把握及び将来の家畜改良や農業生産に役に立っと考えられる。
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第 3章 ウシ成長ホルモンレセプター遺伝子における遺伝的多様性

第 1節緒言

成長ホルモンは多くの動物種において、出産後成長などの重要な役割を担っ

ている (Etherton& Bauman、1998)。成長ホルモンレセプター (GHR)はサイ

トカインレセプターの 1つタイプであり、組織レベルで GHの生物学的作用を

仲介する。 GHRの発現は様々な組織において広く分布され、肝臓において最も

高く発現されている (Kellyら、 1991)。ウシにおいて、肝臓の GHRは IGF1

{insulin -like growth factor 1)のメッセンジャーRNA発現と高度に関連してい

ることが報告されている (Kobayashiら、 1999)。また、 GHR遺伝子はウシの

成長、胴体、乳形質にとって重要な遺伝子と考えられている (Haleら、 2000; 

Curiら、 2005; Di 8tasioら、 2005)。

ウシの成長ホルモンレセプター遺伝子は 20番染色体に位置し、 5明IJに存在

する 1A~1Iまでの 9 つの非コードエクソンは選択的にスプライシングされ、お

のおののエクソンにはプロモーターが存在する。そのうちエクソン 1Aの上流に

はおよそ1.2kbpのレトロポゾンファミリーのメンバーで、ある LINE-1が存在し、

Bos taurusで、のみこのLINE配列が存在すると報告されている (Lucyら、1998)。

LINE-1の挿入 (Lタイプ)はヨーロッパ牛に特異で、あり、 Bosi刀直ωsウシに

はこのLINE-1が欠失している (8タイプ)と考えられてきた (Lucyら、1998)。

また、黒毛和種ではこの両方の型が混在しているという報告がある (Ohkuboら、

2006)。

このような挿入欠失は塩基置換とは異なり、非同祖的にはきわめて生じにく

い。いいかえれば、通常の塩基置換は同一遺伝子座で、あったとしても異なった

系統や時期に十分起こり得るが、大きな単位での全く同じ挿入欠失は、偶然に

異なった系統間ではほとんど起こりえないといえる。したがって、このような

DNA多型は生物種問、亜種、系統あるいは品種間の遺伝的類縁関係を調べるた
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めの、良いマーカーとなりえる。

そこで、本研究ではこの遺伝的多様性及び起源を調べるために、ヨーロッパ

および東アジア BostaurusとBosindicus在来牛における GHR遺伝子型の頻

度を調査し、 GHRLINE-l配列の遺伝的多様性とその起源について考察した。
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第2節材料及び方法

2-A)供試動物

肉用牛である黒毛和種60個体、アンガス種30個体、へレフォード種55個

体と乳用牛であるホルスタイン種30個体、また韓牛 115個体、モンゴ、ル在来牛

47個体、さらにベトナム、カンボジア、ラオスおよびミャンマーの在来牛各30

個体を実験に供した。黒毛和種は2002年に開催された第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60

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30頭分を用いた。アンガス種およびへレフォード種はオーストラリ

アクイーンズランド大学の HongDuong博士より譲り受けたゲノム DNAを用

いた。韓牛は嶺南大学の呂博士よりゲノムDNAサンプルを譲り受けた55頭分、

韓国中南大学より 60頭分を用いた。モンゴ、ル在来牛はモンゴル北東部のドルノ

ド県スンベル地方より 47個体サンプルを得た。これは東京農業大学の天野 卓

博士によって血液採取が行われ、サンプルを譲り受けたものである。ベトナム、

カンボジア、ラオスおよびミャンマーの在来牛は現地より各30個体のサンプル

を得た。これらの供試動物は血縁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、血液および筋肉組織より抽出し、

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

イザーでホモジナイズし、TNE溶液(IOmMTris-HCl pH7_5， O.lM NaCl， 1mM 

EDTA) 20mlを加えながらガーゼを用いて鴻過し、 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
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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) 1mlに良く混和し、ザルコシル溶液 (0.5%N-lauroylsarcosine 

sodium sa1t， 10mM Tris-HCl pH8.0 10mM EDTA) 15ml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 UOmg/mlin water) 200μlを加え、 370Cで一晩インキュベートした。当量の

TE-フェノール(フェノールを 600C で溶かし、 0.1%になるように

8-hydroxyq uinolineを加え、 TEbuffer 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。 3，000rpmで 10分間遠心

分離し、水層とフェノール層の聞にできるタンパク質を取らないように水層を

分取した。この水層にフェノール・クロロフオルム・イソアミルアルコール

(25:24:1，0.05%の8・hydroxyquinoiineを含む)を加え、 10分間遠心分離し水層

を分取した。この水層に当量のクロロブオルム・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、当量のジエチルエーテルを加え、白色になった水層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%エタノールで、洗浄し室温で乾燥させた後、 2mlのTEbuffer に溶解して

40C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滴過した後、 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。そして上清を除き約 1mlの生理食塩水

/EDTAによく混和し、 20mlのザルコ、ンル溶液を加えて 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。
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2-B-3) 全血からの DNA精製

ウシゲノム DNAは血液より抽出し、精製した。方法は第2章の 2-B)に従

った。

2-B-4) 筋肉組織からの DNA精製

組織約 O.lgをホモジナイザーでホモジナイズし、 TNE溶液 5ml、

Proteinase K溶液 (10mg/ml)200μIを加えた後、 DNAを切断しないようにゆ

っくりと振とうして 370Cで一晩インキュベートした。当量のフェノール・クロ

ロフオルム・イソアミルアルコールを加え、 3，000rpmで 10分間遠心分離し水

層を分取した。その際、タンパクなどの不純物が多く残っていると思われたも

のは再度フェノール・クロロブオルム・イソアミルアルコールによりタンパク

等をさらに除去した。次に水層を分取し、当量のジエチルエーテルを加え、白

色になった水層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 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%エタノールで洗浄し室温で乾燥させた後、

2mlのTEbuffer に溶解して 40Cで保存した。

2-C) DNAの定量

DNAの定量は 260nmの吸光測定で、行った。 O.D.260=1.00は 2本鎖の

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

O.D.260:0.D.280比が1.8土0.1であれば、タンパク質、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。

2-D)遺伝子型決定

2-D-1) PCRによる遺伝子領域の増幅

プライマーセット Forwardプライマー:5'-TGC GTG CAC AGC AGC 

TCA ACC-3'と Reverseフライマー:5'-GGC AAA CAG TGC GGG GTT 

GGA-3' (Aggreyら、 1999)を用いて GHR遺伝子領域を増幅した。精製したゲ
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ノム DNAは超純水で 10nglμlに調整し鋳型とした。この鋳型DNA2μlに、超

純水 12.3μl、ForwardとReverseのプライマー (IOpmollμ1)各 1μl、10xPCR

buffer (100mM Tris-HCl， 15mM MgCh， 500mM KCl， pH8.6) 2μl、dNTP

Mixture (2.5mM each) 1.6μl、EX-1、'aqpolymerase 5unitslμ1) 0.1μ1を加えた溶

液で PCR反応を行った。以上の作業は氷上で行った。 PCR反応は

GeneAmp9700 (Applied Biosystems)を用い、 940C-2分間で熱変性後 940C-30

秒間、 550C-30秒間、 720C-90秒間を 35サイクル行い、最後に 720C-4分間の

伸長反応を行った。

2-D-2)アガロース・ゲ、ル電気泳動

実験には、 75x108mm及び 75x49mmの1.2%アガロース・ゲ、ル(ゲ、ル厚

は4mm)を用いた。アガロース・ゲルは AgaroseS (NIPPON GENE， Japan) 

を用い、 TEバッファー (40mMTris-acetate pH7.7， 1mM EDTA)中で、電子

レンジを用いて完全溶解した後、 0.5mg/mlのethidiumbromideを加えた(目

安:20mlアガロース溶液に 5μ1該試薬)。水平な面でアガロース・ゲ、ルを完全

に固めた。 PCR産物 15μlには 40%グリセロール5μlを加えて全量20μlずつア

プライし、断片の大きさの指標としては 100bpDNA ladderを用いた。泳動後、

紫外線照射してバンドを確認した。

2-E)分析

各ウシ集団において GHRLINE-1の遺伝子型分布及びアリル頻度を算出し

た。 GHR遺伝子の LINE-1因子の有無により、 3つの遺伝子型:LL、LS、SS(L: 

long type、S:short type)が存在している。本研究に供した 10ウシ集団におい

て、この 3つタイプの遺伝子型の分布及びL、Sアリルの頻度の計算を行った。

次に、遺伝子型判定から求めたアリル頻度に対し、 ArelquinVersion 3.1 

(Excoffierら、 2005)ソフトウェアプログラムを用い、各ウシ集団においての

Hardy-Weinberg法則の検定を行った。
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第3節結果

3-A)遺伝子型の分布及び頻度の算出

GHR遺伝子ではLINE-1因子の挿入欠失の有無により、3つの遺伝子型:LL、

LS、SS(Ltype約 2.0kb、Stype約 0.7kb)が存在する(図 3・1)0PCR法によ

るそのタイピング結果の例を図 3・2に示した。このタイピング結果にしたがい、

Bos taurusとBosindicusを含む 10のウシ集団において、 Lアリル及びSア

リルの頻度を算出した(表3・1)。

Bos taurus集団のホルスタイン、アンガス、へレフォード、黒毛和種、韓

牛及びモンゴ、ノレ在来牛において、Lアリルの頻度は0.991(ヘレフォード)~0.417 

(韓牛)で、あった。ヨーロッパ集団で、あるホルスタイン、アンガス、へレフォー

ドの L アリル頻度が 0.917~0.991 と非常に高い頻度を示した。一方、 Bosindicus

であるベトナム、カンボジア、ミャンマー、ラオス在来牛では、 2%以下の非常に

低いアリルL頻度を示した。また、北東アジアの日本、韓国とモンゴルでの Bos

taurus集団では、 3 集団共に中程度の頻度を示した (0.417~0.522)。韓牛におい

ての 2つ集団(韓牛Aと韓牛B)は共に低いヘテロ遺伝子型頻度を示した。

3-B) Hardy-Weinberg法則の検定

表3・2は10のウシ集団における、 GHRLINE-1遺伝子のヘテロ接合度の実

測値と推定値の結果である。ベトナムとカンボジア在来牛集団は Lアリルが観

察されなかったため、これら集団に対し、 Hardy-Weinberg法則の検定から排除

した。表 3・2で示されているように、北東アジアの黒毛和種、韓牛、モンゴル

在来牛集団のヘテロ接合度推定値は 0.468~0.505 と高い値を示したが、他の集

団は 0.018~0.155 と低い値を示した。ヘテロ接合度実測値と推定値聞の有意差

検定を行った結果、ホルスタイン、へレフォード、黒毛和種、ラオスとミャン

マー在来牛集団においては、Hardy-Weinberg法則にしたがっており不平衡が認

められなかった (P>0.05)。一方、アンガス、韓牛、モンゴル在来牛においては
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〆/↓
1lA-l 1 lBI ~ ---. 

1lA 1 1 lB 1--1 ----' 
LINE-1 

図3-1GHR遺伝子の LINE-l因子の挿入。ウシの GHR遺伝子は 20番染色体
に位置し、約1.2kbpのLINE-1因子がこの遺伝子の exon1Aの上流に存在して

いる。
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L allele 

S allele 

図3・2GHR遺伝子の遺伝子型判定における電気泳動図。LINE-1因子の有無に

よる泳動パターンの違いを示し、レーン 4，5はLL遺伝子型、レーン1，3はSS

遺伝子型、レーン2，6と7はLS遺伝子型である。電気泳動は1.2%のアガロー

スで 100V30分間を行った。左端Mは100bpDNA ladderである。
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表 3-1GHR LINE-1の遺伝子型分布及びアリル頻度

集団 個体数
遺伝子型 アリル頻度

LL LS SS L S 

ホノレスタイン 30 29 。 0.983 0.017 

アンガス 30 27 2 0.917 0.083 

へレフォード 55 54 。 0.991 0.009 

黒毛和種 60 15 27 18 0.475 0.525 

韓牛 115 43 10 62 0.417 0.583 

韓牛A 55 22 8 25 0.473 0.527 

韓牛B 60 21 2 37 0.367 0.663 

モンゴ、ル在来牛 47 18 13 16 0.522 0.478 

ベトナム在来牛 30 。 。 30 0.000 1.000 

カンボジア在来牛 30 。 。 30 0.000 1.000 

ミャンマー在来牛 30 。 29 0.017 0.983 

ラオス在来牛 30 。 29 0.017 0.983 
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表3・2Hardy.Weinberg法則の検定

集団 個体数 Obs. Het1 Exp.Hee P-value s. d 3 

ホルスタイン 30 0.03333 0.03333 1.00000 0.00000 

アンガス 30 0.03333 0.15537 0.00436 0.00007 

へレフォード 55 0.01818 0.01818 1.00000 0.00000 

黒毛和種 60 0.45000 0.50294 0.44697 0.00049 

韓牛 115 

韓牛A 55 0.14545 0.50309 0.00000 0.00000 

韓牛B 60 0.03333 0.46835 0.00000 0.00000 

モンゴ、ル在来牛 47 0.27660 0.50446 0.00270 0.00005 

ミャンマー在来牛 30 0.03333 0.03333 1.00000 0.00000 

ラオス在来牛 30 0.03333 0.03333 1.00000 0.00000 

1ヘテロ接合度実測値、 2ヘテロ接合度推定値、 3p値の標準偏差。
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ヘテロ接合度の実測値と推定値に大きな隔たりがみられ、不平衡が認められた

(P<O.Ol)。特に不平衡は韓牛で、顕著で、あった (Pく0.001)。
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第4節考察

ウシの GHR遺伝子では、 5

していることがわかつている。これまでの研究から、ヨーロッパ品種ではその

LINE挿入型の頻度がきわめて高く、インド系牛では欠失型の頻度が極めて高い

としづ報告がされている (Lucyら、 1998)。また、黒毛和種ではこの両方の型が

混在していると報告されている (Ohkuboら、 2006)。一方、それらの研究では、

アンガスが 100頭程度分析されたが、その他ヨーロッパ品種は2品種数頭程度、

インド系牛でも 2品種合計 4頭程度とそれらの遺伝子頻度は十分には分析され

ていなかった。このように、品種及び地域などが限定され、さらにサンブ。ル数

があまり多くないため、その詳細については不明で、あった。

このような挿入欠失は非同祖的にはきわめて生じにくく、またインド系牛で

は特異的な遺伝子頻度を示していることが考えられ、BostaurusとBosindicus

の両亜種間等の遺伝的類縁関係を調査するために適した DNAマーカーといえ

る。そこで、本研究ではウシGHR遺伝子のLINE-1配列に対する遺伝的多様性

及び起源を調べるために、ヨーロッパ及び東アジア在来牛合計 10集団における

遺伝子頻度を調査した。タイピング結果により、 Bostaurus品種であるホルス

タイン、アンガス及びヘレフォードではLINE-1挿入型 (Lアリル)の対立遺伝

頻度はきわめて高く、一方Bosindicus品種に属すると考えられるベトナム、カ

ンボジア、ラオス在来牛ではほとんど欠失型 (8アリノレ)で、あった。この結果は

以前の研究と一致した (Lucyら、 1998)。また、北東アジアの黒毛和種、韓牛、

モンゴ、ル在来牛で、は 3集団共に両対立遺伝子は中程度の頻度を示した。

Ohkuboら (2006)は黒毛和種に対してLアリルと Sアリルの頻度を調査し

たところ、この両型が混在していることを明らかした。黒毛和種は純粋種とし

て管理される前、一時期に日本在来牛は数種のヨーロッパ牛との交雑が行われ

た経緯がある。彼らによれば、日本在来牛の祖先集団はLINE-1因子を持たず、

Lアリルは交雑が行われた時期にヨーロッパ牛から導入されたことを推測して

43 



いる。しかし本研究においては、同程度の Lアリル頻度が北東アジアの日本、

モンゴ、ル及び韓国牛集団において観察されている(表 3-1)。したがって、北東ア

ジア牛の Lアリルは近代ヨーロッパ牛から導入されたのではなく、東アジアに

おける祖先のウシは古代より既にLアリルを有していたと考えられる。

LINE-1因子は日甫乳類トランスポゾンのうち最も豊富であり、このタイプの

トランスポゾンは晴乳類において最近発生したトランスポゾン因子である

(Han & Boeke、2005)。レトロポゾンの性質から、 LINE-1因子は異なる分化系

統のオーソロガスな箇所での挿入や欠失は滅多に起こらないと考えられている

(Shimamuraら、 1997; Han & Boeke、2005)。このような特徴から、ウシの

GHR遺伝子内のLINE-1因子はヨーロッパ牛とアジア牛において同起源である

と考えられる。

Bos indlωs集団では、 LINE-1因子挿入型の対立遺伝子がきわめて低い頻

度ながらも観察された。この理由としては、東南アジア在来牛集団に対する L

アリルの近年の遺伝子流入が考えら得る。東南アジアでは、近代になって牛乳

の利用が一般的になるにしたがい、牛乳の需要が高まりつつある。そのために、

在来品種の育種改良を目的としたヨーロッパ牛の導入および交配が試みられて

いる。したがって、 Bosindicus集団における LINE-1因子の Lアリルの存在

は、これら近代に導入されたヨーロッパ品種に由来している可能性が考えられ

る。したがって、本来 Bosindicus祖先集団においては LINE-1因子を有する

GHR Lアリルは存在しなかったものと考えられる。

Bos indicusウシでは Lアリルが存在していなかったと仮定すると、この

LINE-1因子の挿入はBostaurusウシと Bosindicusウシの分岐以降であると

推測できる。ヨーロッパとアジア Bostaurusウシでの頻度の違いから、 LINE-1

因子の挿入は家畜化前後のBostaurus祖先集団において発生した可能性が高い。

ヨーロッパ品種集団で、観察された Lアリルの高頻度は、伝播前の集団頻度の影

響やその後の選抜などによる遺伝的浮動の結果が考えられる。また、北東アジ

ア集団でのLS型の混在は、両型が混在している祖先集団に由来するか、後の伝

播の影響による可能性も考えられる。一方、アジア集団の L型の頻度が著しく
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高いこと、またアジア集団間で同程度の頻度を示していることから、少なくと

も、近代における欧米品種の影響は小さいと考えられる。さらに、ミトコンド

リア DNA研究により、ヨーロッパ牛で、は特異的なミトコンドリア系統が存在す

ることが明らかになっており、またアジア牛では遺伝的多様性が高く、ヨーロ

ッパ牛のミトコンドリア系統を含む多様なミトコンドリア系統が観察されてい

る (Mannenら、 1998，2004 ; Troyら、 2001)。これらの結果から、 GHR遺伝

子での LINE-1因子の挿入時期は近代より以前であることが支持された。

Hardy -Weinberg検定の結果より、アンガス、韓牛、モンゴ、ル在来牛にお

いてはヘテロ接合度の実測値と推定値に大きな隔たりがみられ、不平衡が認め

られた (P<O.Ol)(表 3・1)。特に韓牛にはヘテロ LS遺伝子型の頻度が非常に低い

値で観察され、 Hardy-Weinberg平衡から高度に逸脱している (pく0.001)。韓

牛に対して最初に 55個体(韓牛 A)を分析したところ、非常に低い LS遺伝子

型頻度が観察された (LL:LS:SS=22:8:25)。次に、異なる60個体韓牛(韓牛B)を

解析したところ、同様の結果が観察された (LL:LS:SS=21:2:37)。その原因は不

明であるが、実験に供した韓牛はいくつかの遠く離れた地域に由来したため、

サンフ。ルの偏りが原因である可能性が考えられる。モンゴ、ル在来牛は数個の遠

く離れた地域からサンプリングしたため、その Hardy-Weinberg不平衡は韓牛

のようにサンプルの偏りが原因であると考えられる。また、アンガス集団にお

いては、その不平衡は近交或いは人工授精より生じた遺伝的多様性減少の結果

であると考えられる。

Di Stasioら (2005)はGHR遺伝子のエクソン 10にある多型と牛肉品質と

の関連を報告した。また、 GHRプロモーターにある TGマイクロサテライト多

型がウシの成長に影響するとの報告もなされている (Haleら、 2000; Curiら、

2005)。上述したように、 LINE-1因子は経済形質との関連としづ報告がされて

いないが、これまでGHR遺伝子はウシの経済形質との関連が示唆されているた

め、 LINE-1多型に対して更なる研究は、とくに多型が認められるアジア集団に

おいては、興味深いマーカーであると考えられる。

以上のように、本研究で、はユーラシアのウシ集団における GHRLINE-1因
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子の遺伝的多様性と遺伝的起源の推定を行った。本研究の結果より、欧米 Bos

taurusウシとインド系牛では、それぞれの遺伝子型にほぼ固定し、アジア Bos

taurusウシではLとS型が混在し、その頻度は類似していた。さらに、アジア

在来牛の LINE-l配列の挿入が近代における遺伝的流入による結果ではないこ

とを推測し、 GHRLINE-l配列の挿入は、北方系牛の祖先集団において発生し

たことを示唆した。
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第4章 SNPマーカーを用いたウシの遺伝的多様性と遺伝的構造の

解析

第 1節緒言

この 20年の問、分子マーカーの利用は、家畜動物の遺伝的多様性及び遺伝

構造の解析に重要な役割を担っている。ウシに関しては、様々な集団構造及び

多様性の研究により、ウシの起源と進化への洞察がなされてきた。これまで、

これらの研究は主にマイクロサテライトマーカーが利用されてきた (Goudarzi

ら、 1997; MacHughら、 1998;Mukeshら、 2004)。マイクロサテライトマー

カーは、 1つ遺伝子座に多数のアリルが存在し、大量の遺伝情報を有するため、

最も広く利用されているマーカーで、ある (Vignalら、 2002)。一方、特に多型性

が高い代表的なマイクロサテライトマーカーが選抜・使用されているため、遺

伝的多様性の解析やゲノムワイド相関解析には誤差がもたらされる可能性があ

る (Valiら、 2008)。

近年、一塩基多型 (SNP)が代替マーカーとして注目を浴びている。 SNP

マーカーはマイクロサテライトマーカーより遺伝情報量が少ないが、多くの

SNPマーカーを利用することにより同程度の分析が行えることが報告されてい

る。 Mckayら (2008)はウシ常染色体上の 2，641個 SNPマーカーを用い、数集

団のウシの系統関係と集団構造を解析した。 Seldinら (2006)はウシゲノム上

の5，700SNPマーカーを利用し、様々な欧米ウシ集団の遺伝的構造の推定を行

った。一方、適当な少数の SNPマーカーを利用することにより大規模な調査に

対して実験コストの軽減が期待される。

これまでウシに対する遺伝的解析は、世界に広く分布しているヨーロッパ牛

品種に対して主になされてきた。アジア在来牛に対しての遺伝的研究は、ミト

コンドリア DNA、Y染色体及び、マイクロサテライトマーカーをもとに行われて

きた (Mannenら、 2004; Mukeshら、 2004;Sodhiら、 2008)。アジア在来牛
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は将来の品種改良や遺伝的多様性保持において重要な遺伝資源である。したが

って、 SNPsのような包括的なマーカーの分子情報は、アジア在来牛の遺伝的構

造及び多様性の理解に寄与できると考えられる。

そこで本研究では、ウシ常染色体上の SNPs探索を染色体ごとにランダム行

い SNPsシステムの開発を行った。さらに、このシステムを用い、アジア在来

牛及びヨーロッパ牛を含む 9ウシ集団においての集団構造と系統関係の推定を

千子った。
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第2節材料及び方法

2-A)供試動物

肉用牛である黒毛和種、アンガス種、へレフォード種と乳用牛であるホルス

タイン種、また韓牛、モンゴ、ル在来牛、さらにカンボジア、ラオスおよびミャ

ンマーの在来牛各 30個体を実験に供した。黒毛和種は 2002年に開催された第

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30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30頭分を用いた。アンガス種およびへレフォー

ド種はオーストラリアクイーンズランド大学の HongDuong博士より譲り受け

たゲノム DNAを用いた。韓牛は嶺南大学の呂博士よりゲノム DNAサンプルを

譲り受けた 30頭分を用いた。モンゴル在来牛はモンゴ、ル北東部のドルノド県ス

ンベル地方より 30個体サンプルを得た。これは東京農業大学の天野 卓博士に

よって血液採取が行われ、サンプルを譲り受けたものである。カンボジア、ラ

オスおよびミャンマーの在来牛は現地より各 30個体のサンプルを得た。これら

の供試動物は血縁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、血液および筋肉組織より抽出し、

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の吸光測定で、行った。方法は第2章の 2-C)に従っ

た。

2-D)遺伝子型決定

2-D-1) SNPマーカーの選抜
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58 SNPマーカーはMckayら (2008)より決定された 2，641SNPマーカー

及びIlluminaBovineSNP50 BeadChip (Illumina Inc.， San Diego， CA)から選

んだ。各常染色体よりランダムかつマーカ一間隔は 30Mbp以上である 2個の

SNPマーカーを選抜した。

2-D-2) PCRによる遺伝子領域の増幅

プライマーセット(表4・1)を用いて各 SNPマーカーを増幅した。精製した

ゲノム DNAは超純水で、 10ng/μlに調整し鋳型とした。この鋳型DNA2111に、

超純水 12.3μl、ForwardとReverseのプライマー (10pmol/μ1)各 1μl、10xPCR

buffer (IOOmM Tris-HC1， 15mM MgCh，500mM KC1， pH8.6) 2μl、dNTP

Mixture (2.5mM each) 1.6μl、EX-Taq polymerase 5units/μ1) 0.1μlを加えた溶

液で PCR反応を行った O 以上の作業は氷上で行った。 PCR反応は

GeneAmp9700 (Applied Biosystems)を用い、 940C-2分間で熱変性後 940C-30

秒間、600Cまたは650C-30秒間、720C-90秒間を35サイクル行い、最後に720C-4

分間の伸長反応を行った。

2-D-3)制限酵素による切断

PCR産物 5.0μl、10x制限酵素Buffer1.5μl、制限酵素(表4・1)0.25μl、滅

菌超純ア水1<8.2お5μμlを加えて全量1日5.0μρlで

を用い、 370Cまたは 650Cで8時間以上インキュベートした。

2-D-4)アガロース電気泳動

どのマーカーもアガロース電気泳動を行った。方法は第2章の 2-D-2)に従

った。

2-E)分析

2-E-1)統計的計算及び遺伝的多様性の分析

遺伝子型分布およびアリル頻度を計算した Microsatellites Tools for Excel 

(Park、2001)により遺伝的多様性(ヘテロ接合度の期待値を指標に)の計算を

行った。 BostaurusとBosindicusグループ聞の遺伝的多様性の有意差検定に
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表 4-1SNPマーカー情報及びPCR条件

Marker BTA 
F orward primer 5に3' TAI 

Variation RE 
Reverse primer 5' -3 ' CC) 

rs29016906 TGGAAACAGACACACAATCATCA 60 T/C Rsal 
GTTCTTTAGGAGTGAGCCAACTG 

rs29019581 AATGGACGGTTTGGAACTAGACA 60 AlG TaqI 
CACTTTGAGAAATTGCTGGCATG 

AAFC02105141 2 GAGGGCACTCTTTCTTCCAGTCA 60 C/T RsaI 
AAAATCCCACCCTCAAAAGCATC 

SCAFFOLD296064 2119 2 CAAAAGTGCTGGCTAGGGAATCA 60 CIT Rsal 
TTGAACCCGCACCTCCTGTGTCT 

SCAFFOLD120581 8167 3 TTAACGTCTCATAGAATGCATAA 60 T/A Rsal 
ATAGTAGAGGAAGGGGGAAGGAT 

NW  931151 3 GGTTAGTGTTTGCTGTGAGGGAT 60 CT Rsal 
C1I 

CGGGGGAGAGGATAATTTGAGTT ドー

rs29011127 4 TTGCACACAGATATGGGGAAGGA 60 C/T RsaI 
ACAGCTCTTCGGGGAGACAGTTC 

ARS-BFGL-N GS-20771 4 GAGGGACAAGTGGGTCGATACA 60 C/T ん1spl
GAGTGGGGTTCTGCTGGCTTTA 

NW  931537 5 GCTGGCTCTGAATAGGTGTCTTTG 60 C/G TaqI 
TCTGAGGAAGGAGAAGAAGAGGTC 

rs29021807 5 CTATTGAGGACTTCGGGCAGGAT 60 C/A Hhal 
GGCTAGGTGGGTACATGATCAGA 

rs29011393 6 ATCACACTCCTGGCAACAAGAATGA 60 G/A TaqI 
TGTGGAAGATAAGAGTACAAACACC 

ARS-BFGL-NGS-100394 6 CGCTTACCTGCTTGGGGAGTCA 60 A/G HhaI 
GCTGGTGACGCTCTGCCTCTTA 

SCAFFOLD300151 9022 7 GCAAGTGTGTATTCAGTCTGAGTCA 60 T/C Taql 
ATCCATAACCGCAGGCAATATAGCA 

ARS-BFGL-NGS-100448 7 GGCTTCAGTGGTTGTGGTGTAT 60 T/C 凡1spl
GATGGACAIGCCTGAAGAGACT 



rs29015318 8 GCAGAGAAATTCCAGTTGGCAGTAT 60 T/C RsaI 
TTTCACCATACTCGCCATCCAATCT 

ARS-BFGL-NGS-I00986 8 TACACCCTCCCCTATCACTACA 60 AlC んIspI
CTAGACCTTTGCCCACAGATGA 

rs29013606 9 CAGTGCCTTTGTACTTACACCTACT 60 C/A TaqI 
GTACTCGGCCAAAGGATGTGTATAT 

rs29026780 9 ACTGTCTGTCCCATGTGACTTTA 60 G/T MspI 
GCTAACTGAAAGTGGGCTAATCA 

rs29023741 10 CAGTATCCTGCTTCCTTTGATGTAG 60 T/C RsaI 
ATCCTGACACACTGACTCCAGATAA 

ARS-BFGL-NGS-20486 10 TCTTTGGATGGACCTGAATGACTGG 60 AlG λゐ>pI
TGTTCCCCCTCCCCCACTGCAA 

rs29018818 11 CTGGGGACAGGATCTGGGCTAA 60 AlG TaqI 
CTGGCTTGGAATCCTGGTCTCA 

rs29017375 11 CCTGCTGACCTAAACTTCTGACA 60 C/G ルIspI
TTTAGTCACTCCCACCTCCAGTT 

01 rs29013665 12 AGAAGCCAGCACCCTCAGCCAA 60 C/T RsaI t>:> 

CCTACCTGCCTTCTCTTCCACA 
ARS-BFGL-NGS-5229 12 AATAATGGGCAGGGGTCAGAGT 60 G/A んIspI

ACTACTCTTACCCTGCCCTCTA 
rs29026914 13 GCACCCACACACCATGAGCAGA 60 C/T RsaI 

TGCTGAAGTCAAACCGGGGTCA 
rs29019327 13 GTCCTCTCAGCAAACTCCCAGAT 60 AlG HhaI 

AATGCGGGTCGTGAGGATGTGAT 
SCAFFOLD140142 1793 14 CAGGACTCTCTTCTTCTTGCCA 60 T/C TaiI 
4 TACAGCCCATTCTCACCAGACT 
rs29023700 14 CCTCAGTGACCCATTCAGAGCTA 60 AlG HhaI 

TGTGAAACCCAGTTGGCCCATCT 
SCAFFOLD150141 9327 15 CCATCTCAGCCCCAGTACTATG 60 C/T TaqI 

ACCATGCACACGGGCTTACCAA 
rs29012705 15 CCAAGCTCCATCCCCTAGAAGTA 60 A/C MspI 

GGGTACTAGAGAAAGAGGCGGAA 



AAFC02081606 16 CTTGGCCTGTCTGAGTCGTCTT 60 AlG RsaI 
AGTCACACTCTCTGCTCCTCTC 

ARS-BFGL-NGS-13451 16 GGGTCTCCATTGTCCTTCTGAA 60 AlG HhaI 
TCCCTGCCTGCTGTTATCTCTT 

SCAFFOLD 136321685 17 GGAGGGAGGCGGATTTCTAATG 60 AlG HhaI 
GAGCCAGCGGGTGAAGAATTAG 

SCAFFOLD261036 2309 17 GTCTAGTTTTCTGAATGCCGCTT 60 AlG MspI 
TAAAAGAACAGGCGTGGAGAACA 

SCAFFOLD251179 6898 18 ACACAAACCCCACCCACAGGAA 60 AlG TaiI 
GATCTGGGCCAATCAACCTCCT 

ARS-BFGL-N GS-85483 18 GACCTGGGAACCGCTGCAACTA 60 G/A ん1spI
GAGCCGACCCCAGTGAGAATGA 

rs29025978 19 CATGTCCTGGTTTGCGCTCTGA 60 AlG TaqI 
TGAAAGAGCTGAGCACGGGAGA 

SCAFFOLD226442 2944 19 TGGCAGGCGAAACTAAGACAGTA 60 AlG MspI 
GCCTGAACCAAGCTGCATTAGTA 

01 rs29012338 20 AGAGGGAGGGGGCATATATACA 60 G/T TaiI 。コ
GTTGCCAAACTTTGCCTCTGTC 

ARS-BFGL-BAC-33065 20 TTGATGGAGGGGTGGTGAGAAT 60 G/A HhaI 
TTCCCTGGCAGTCTAGTGGTTA 

rs29016768 21 TCCCCATCTATTTGCCCTGAAGT 60 G/C Eco721 
AACTTTCCCTGCTCCACACTCTA 

ARS-BFGL-NGS-I01514 21 GTGATGGGGTCCTGACGCCTTT 60 C/T HhaI 
AGGGACAGGCAGGGGAGACTAA 

rs29014026 22 TTCCACCTCACACAAGTGCAGAG 60 T/C RsaI 
TTGGGTCACATGGCCGTGTCTAA 

rs29020896 22 CTGCCCTCAATCTCAACCATCAT 60 T/G TaqI 
GGACAACAGAGGATGAGATGGTT 

AAFC02073768 23 GGATGACTTCACCACCATGACTT 60 C/T TaiI 
CAAGGCTCCTCTGGTGATTCTTA 

Hapmap24587・BTA・25254 23 GCTGCCACAACCGGAAAACTAT 60 CIT HhaI 
CTCCGTTTACCCCTTCCATGAT 



AF265221 24 CATTGACTCGGTGATCTGTAGCT 60 C/G Tail 
CAAGACTGGGCACTGTTTCACAT 

ARS-BFGL-BAC-41574 24 CTATCTCCCTGTCCACCCATCA 60 C/T Taql 
CCAGGTAACAGCAGAAGCAAGT 

ARS-BFGL-BAC-6544 7 25 GGAACTAGGCCAGCAGAGAACA 65 AlG λゐ~I
GGTCCAACTCTCCCATCTGTAC 

ARS-BFGL-BAC-29419 25 CCAATTCCCTCTCCAGCCTTCT 60 AlG MspI 
CCACCCTCTGATCCTTAGCCAT 

AAFC02015915 26 CGGTGCCATTGCCTACTGTTGAA 60 C/G ん1spI
GAGGTGAATGAGGCTCCAGGAAA 

ARS-BFGL-NGS-I0954 26 AGAGGGAGGCTGTGGGAGGAAT 60 C/T λlspI 
CAAGCAATGCCAGACGCCTCAA 

rs29013388 27 CTGGAACTCTCTTGCTTTTTCTATG 60 AlG MspI 
TGAATGGATGGAGAAGAGCAAAGTT 

rs29012090 27 CCAAATTCACGCCACTGAGTCAA 60 AlG MspI 
CTCAAGTTCAGATCCGAGCTTCA 

01 ARS-BFGL-NGS-I03673 28 GGGGTCGCTAGGAGTTGGATAT 65 C/T MspI 
時る

TGCCTGTCTCATCCCCCTCTTA 
ARS-BFGL-NGS-107787 28 CTCGTGTTTGTCTGCCTTATCT 60 AlG MspI 

GAGAAGAACACCATATCCCAGA 
AAFC02172006 29 CTAGACCATCCGAGGAAGACATT 60 C/A DraI 

AGTGTCCCTGGACCAATGTGTTT 
ARS-BFGL-NGS-I06983 29 CTACAGTCCAAGGGGTCGTGAA 60 AlG MspI 

TCACTCTACCCCCTCACCTTCA 
1アニーリング温度



はFSTATv2.9.3 (Goudet、2001)を用いた。

2-E-2)集団関系統関係の推定

ARLEQUIN (Excoffierら、 2005)を用い、集団分化及びHardy-Weinberg 

法則の検定を行った。ウシ集団間の系統関係推定のため、アリル頻度をもとに

Nei (1972)遺伝距離を計算し、さらに PHYLIP3.6 (Felsenstein、1989)ソフ

トウェアを用い、得た遺伝距離をもとに平均距離法 (UPGMA，Sneath & Sokal、

1973)と近隣結合法 (Neighbor-joiningmethod， Saitou & Nei、1987)にて 2

種類の系統樹を構築した。集団関の系統関係の信頼度を推定するため、 PHYLIP

3.6 ソフトウェアに含んである SEQBOOT，GENDIST， NEIGHBOR， 

CONSENSEとRETREEを用い、系統樹の統計的検定にブートストラップの反

復回数は 1000固とし、解析を行った。 MVSP3.1 (Kovach、2005)ソフトウェ

アにより主成分分析を行い、各集団のアリル頻度を基づいた主成分を計算した。

2-E-3)集団構造解析

STRUCTURE 2.2 (Pritchardら、 2000)を用い、集団構造及び集団間混合

程度を推定した。 STRUCTUREはマルチ遺伝子座の遺伝子型をもとに、祖先集

団の数と各個体の混合割合の推定を行う。代表的な祖先集団数を得るため、 9ウ

シ集団にて9回の独立な計算を行った。ソフトウェアの設定はFalushら (2007)

が提案した 20，000burn-in及び 100，000MARKOV CHAIN MONTE CARLO 

に従って千子った。
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第3節結果

3-A) SNPマーカーシステムの開発

SNPマーカーはMckayら (2008)より報告された 2，641SNPマーカーおよ

び54，001SNPを含むIlluminaBovineSNP50 BeadChipから選抜した。それ

ぞれの SNPマーカーは、各常染色体よりランダムかっ 2つのマーカ一間隔が

30Mbp以上である SNPマーカーを選抜した。 PCR-RFLP (Restriction 

Fragment Length Polymorphism、制限酵素断片長多型)法によるタイピング

を行うため、マーカー選抜には、制限酵素認識部位のある突然変異を選び、こ

の制限酵素部位を挟むように両端でプライマーを作成した。最終的に、 58SNP

マーカーを開発し、それらの詳細を表4-1にまとめた。表 4-1は左の列から、選

抜したマーカーの名称 (2，641SNPマーカーやIlluminaBovineSNP50 

BeadChipにおける名称)、これらマーカーが存在する染色体番号、プライマー

セットの塩基配列、 PCRにおけるアニーリング温度、変異多型の塩基配列、

PCR-RFLPに使用した制限酵素を示している。

3-B)統計分析および遺伝的多様性

開発した 58SNPマーカーからなる SNPシステムを用い、 9ウシ集団にお

いてのアリル頻度を計算した。この SNPマイナーアリル頻度 (MAFs)を表4・2

に示す。各集団における MAFs三0.1のSNPマーカーの割合は、 0.121(黒毛和

種)~0.621 (ラオス在来牛)の範囲で、あった。 Bosindicusのラオス、ミャンマー

とカンボジア在来牛においては、半分以上の SNPマーカーが MAFs三0.1を示

した。しかし、それ以外の Bostaurusの6集団においては、 MAFs>0.2を示す

SNPマーカーが高い割合を示した (>0.5)。

表 4-3は各ウシ集団のヘテロ接合度の実測値と期待値を示す。 Bostaurus 

集団においては、ヘテロ接合度の実測値は 0.310(アンガス)~0.362 (韓牛)の範

囲で、あったが、Bosindicus集団においては相対的に低い値0.185(ミャンマー在
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表 4・2各集団のマイナアリル頻度分布

Population HER ANG JH MON KOR JB LAO MYA CAM 
乱1AF:SO.l 0.172 0.207 0.121 0.155 0.172 0.190 0.621 0.603 0.517 

O.l<MAF三0.2 0.241 0.172 0.155 0.138 0.103 0.224 0.103 0.103 0.207 

0.2<MAF三0.3 0.155 0.190 0.328 0.293 0.345 0.276 0.069 0.103 0.034 

0.3<MAFく0.4 0.224 0.224 0.241 0.207 0.190 0.121 0.103 0.103 0.138 

0.4くMAF<0.5 0.207 0.207 0.155 0.207 0.190 0.190 0.103 0.086 0.103 

HER:ヘレフォード、 ANG:アンガス、 JH:日本ホルスタイン、 MON:モンゴ、ル在来牛、 KOR:韓牛、 JB:黒毛和種、 LAO:ラ

オス在来牛、 MYA:ミャンマー在来牛、 CAM:カンボジア在来牛。



表4-3遺伝的多様性

Population 
Samples no Exp. HZl Obs. HZ2 

Bos taurus 
HER 30 0.346 0.333 
ANG 30 0.351 0.310 
JH 30 0.370 0.352 
MON 30 0.364 0.350 
KOR 30 0.362 0.362 
JB 30 0.331 0.320 
Overall 180 0.356 0.338 
Bosi刀dicus
LAO 30 0.194 0.186 
MYA 30 0.196 0.185 
CAM 30 0.219 0.214 
Overall 90 0.204 0.195 

1ヘテロ接合度推測値、 2ヘテロ接合度実測値。

各牛集団の略称は表4・2に示す。
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来牛)~0.214 (ラオス在来牛)が観察された。 BostaurusとBosindlωsグルー

プ全体に対し、それぞれのヘテロ接合度の期待値を求めた。 Bostaurusグ、ルー

プでは 0.356、Bosindicusグループ。で、は 0.204であり、 Bostaurusより Bos

indi叩s集団では有意に低い値を示していた (permutationtest P=0.010)。全9

ウシ集団に対して各集団の Hardy-Weinberg法則の検定を行ったところ、ヘテ

ロ接合度実測値と推定値間の有意差は認められなかった (P>0.05)。

3-C)集団間の遺伝距離及び類縁関係

表 4・4は各集団聞の遺伝的距離及び遺伝的分化の値を示す。 Bostaurusの

集団聞において、最も低い遺伝距離を示したのは韓牛とモンゴル在来牛間の

0.036であり、黒毛和種とへレフォード間では最も高い遺伝距離の値を示した

(0.125)0 Bos indiωs集団で、は非常に低い集団関の遺伝距離G;0.010)を観察した。

Bos taurusとBosindicus集団問の遺伝距離は概して高い値で、あったが、比較

的低い値 (0.149~0.152) がモンゴ、ル在来牛と Bos indicus集団聞において観察

された。 BostaurusとBosindi祝日集団聞には高い Fst値が求められたが、ど

の集団分化値間でも有意差が認められなかった。

集団間の系統関係を 2つのタイプの系統樹、 UPGMA(図 4・1A) と

Neighbor-joining (図 4-1B)系統樹にて推定した。これら系統樹の結果から、Bos

taurusとBosindicus聞の明確な分岐が観察された。図 4・1Aにおいては、アジ

アBos臼urusの黒毛和種、韓牛及びモンゴ、ル在来牛は近い系統関係を示し、ヨ

ーロッパ集団のへレフォードとアンガスはBostaurusグループの外側に位置し、

日本のホルスタインは黒毛和種とモンゴル在来牛の聞に位置した。 3つの Bos

indicus集団は 1つクラスターを形成し、緊密な系統関係を示唆した。図 4-1B

のNeighbor-joining系統樹による系統関係の解析はUPGMA系統樹の結果とほ

ぼ一致し、 3つの Bosindl叩s集団は近い系統関係を示し、 Bostaurusクラスタ

ーと大きく分類された。図 4・1Bにおいてもヨーロッパ品種(へレフォード、ア

ンガス及び日本ホルスタイン)とアジア Bostaurus種(黒毛和種、韓牛及びモ

ンゴ、ル在来牛)が分岐していることが示され、モンゴ、ル在来牛はBostaurusク
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表4・4遺伝的距離(下対角)及びFst検定(上対角)

Population HER ANG JH MON KOR JB LAO 乱ITA CAM 

HER 0.145 0.116 0.127 0.143 0.183 0.347 0.364 0.345 
ANG 0.114 0.122 0.122 0.145 0.171 0.340 0.342 0.311 
JH 0.080 0.094 0.071 0.075 0.131 0.330 0.334 0.306 
MON 0.097 0.093 0.062 0.040 0.098 0.272 0.274 0.258 
KOR 0.105 0.108 0.056 0.036 0.091 0.328 0.333 0.315 
JB 0.125 0.122 0.091 0.079 0.062 0.331 0.339 0.308 
LAO 0.227 0.203 0.224 0.149 0.214 0.206 0.023 0.017 
MYA 0.233 0.209 0.230 0.152 0.212 0.216 0.010 0.018 

σ。コ CAM 0.225 0.189 0.213 0.149 0.215 0.201 0.009 0.009 

各牛集団の略称は表4・2に不す。



61 



ラスターの外側に位置していたことを示唆していた。また、 2つの系統樹ともに

Bos taurusまたはBosindicusグループ内においてほとんどのクラスターのブ

ートストラップ値は比較的低い値を示したが、 Bostaurus及びBosindicus聞

におけるクラスターは 100%の信頼度を示した。

3-D)集団の主成分分析

9集団に対して 58SNPのマーカーアリル頻度を用い、集団ごとの主成分分

析を行った(図 4-2)。第一主成分は 61.1%を占め、 BostaurusとBosindi・cus

問の明らかな分岐を示した。第二主成分は 12.5%であり、概ねヨーロッパ品種

とアジア在来牛を区分することが可能で、あった。この主成分分析の結果から、 3

つの Bosindicus集団は図の左側に緊密な関係を有していることが示された。ま

た、Bostaurus集団には図の右側において、緩やかなクラスターを形成したが、

どの集団聞においても Bosindicus集団のような緊密な遺伝的類縁関係を示す

ものは認められなかった。 Bostaurus集団で、はヨーロッパとアジアグループ間

の部分的な分岐が観察されたが、系統樹解析で、遺伝的位置が不明瞭で、あった日

本のホルスタインとモンゴ、ル在来牛はその中間あたりに位置づけられた。

3-E)集団構造及び混合度合いの推定

図4・3は58SNPの情報を用い、 STRUCTUREプログラムにより解析され

たウシ 9集団の構造分析の結果を示す。この STRUCTURE解析より集団の遺

伝的構造と混合度合いの解明が行える。長2の場合は、 2つ明確なクラスター

が示され、 BostaurusとBosindicusグループ。が大きく分類された。 K=3の場

合、 Bostaurusグ、ループにはヨーロッパ集団のへレフォード、アンガスとアジ

ア集団及び日本ホルスタイン集団間の異なる構造が観察された。一方、長4の

場合では日本ホルスタインとアンガスは同じクラスターを形成した。 K=4、5と

6の場合において、モンゴ、ル在来牛集団ではアジア及びヨーロッパ祖先ウシの混

合パターンが示唆された。長7ではBostaurusの各集団は混合パターンがほと

んど観察されず、それぞれのクラスターを形成した。また、 Bosindiωs集団は
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図4・2主成分分析。第一、第二主成分はそれぞれ61-1%、12.5%を占め。

各牛集団の略称は表 4・2に示す。
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図4-3STRUCTUREによる牛集団の遺伝的構造
各牛集団の略称は表4-2に示す
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極めて近い遺伝的類縁関係が観察された(長2~7)。
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第4節考察

本研究では、 Mckayら (2008)より報告された 2，641SNPマーカーおよび

54，001 SNPを含むIlluminaBovineSNP50 BeadChipにより、各常染色体より

ランダムかっ 2つのマーカ一間隔が 30Mbp以上である SNPマーカーを選抜し

た。これら選出したマーカーに対して実験条件等を精査し、最終的に 58SNP 

マーカーからなるマーカーシステムを開発した。構築した 58SNPマーカーシ

ステムを用い、アジア及びヨーロッパのBostaurusとBosindicusウシ集団270

個体における SNPマーカーアリル頻度を調査し、さらにこれら集団の遺伝的構

造及び系統関係の推定を行った。

Bos taurusとBosindicusウシ集団は高い Fst値 (0.258-0.364)により大

きく分かれたが、どの Fst値間でも有意差が認められなかった。また、 2つの系

統樹分析はBos臼urusとBosindicus聞の明確な分岐を示唆した。一方、ブー

トストラップ値に関しては、以前他の SNPマーカー (Ryynanenら、 2007)と

マイクロサテライトマーカー (Goudarziら、 1997 Maudetら、 2002

MacHughら、 1997)を基づいた研究結果と同様に、比較的低い値を示した。こ

の理由としては、お互いの遺伝的類縁関係が近い集団関は分岐程度が低いため、

ブートストラップ値は高くならないと考えられる。したがって、特に系統関係

近い集団に対して構築された系統樹では、信頼性が低い遺伝的関係が示される

ことが多く、本研究で示されたようにホルスタインやモンゴル在来牛の遺伝的

位置は系統樹間で若干違いがもたらされると考えられた。

一方、主成分分析及びSTRUCTURE解析には、集団間の分類、混合度合い

と遺伝的類縁関係がよく示された。主成分分析の結果は概ね 2つの系統樹の結

果と一致していたが、部分的な相違が観察された。例としては、日本ホルスタ

インは図 4・1と図 4・2におけるそれぞれの分析ごとに異なる位置関係を示した。

本研究における主成分分析は、第 1と第 2主成分を合わせて全体バリエーショ

ンの 73.6%を占め、高い分析能を示していると考えられる。さらに、この主成
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分分析の結果は、 STRUCTURE解析結果とほとんど一致していた。これらの結

果より、 58SNPマーカーはアジアやヨーロッパのウシ集団に対する遺伝的構造

の推定に対し、十分な遺伝情報を含んでいると考えられる。

Mannenら (2004)はミトコンドリア DNAを分析した結果により、モンゴ

ル在来牛は 20%のBosindicusミトコンドリアハプロタイプを有していること

を明らかにし、 Bosindicusの母性系統からモンゴ、ル在来牛への遺伝子移入を示

唆した。本研究では、モンゴ、ル在来牛と Bosindicus集団問のより低い遺伝的距

離が求められた。これと比較したところ、主成分分析と STRUCTURE分析の

結果から、 Bosindicus常染色体ゲノムはモンゴル在来牛への遺伝子移入はほと

んど認められなかった。モンゴ、ル在来牛は完全に Bostaurus形態特徴を有し、

モンゴ、ノレの寒冷な気候は耐暑'1主に選抜されてきた Bosindicusには適しないと

思われる (Mannenら、 2004)。したがって、モンゴル在来牛には Bosindicus 

のミトコンドリア DNAが残っているものの、在来のモンゴル雄牛との累進交配

が進められた結果、現存のモンゴル在来牛にはBosindicusの常染色体遺伝子が

ほとんど残っていないものと考えられる。

Bos taurus集団聞における日本ホルスタインの遺伝的位置関係は不安定で

あることが複数の分析から明らかとなった。どの分析においても、日本ホルス

タインはアジアとヨーロッパ集団の概ね中間に位置していることが示されてい

る(表4・4、図4・1と4-2)。一方、 STRUCTURE分析では、日本ホルスタイン

は長3の場合、アジア集団とクラスターを形成し、 K=4の場合ではアンガスと

クラスターを形成した(図 4・3)。一方、どちらの場合においても日本ホルスタイ

ン集団において他集団との混合パターンはほとんど示されなかった。

ホルスタインは最初、 1889年にアメリカとオランダから日本に輸入された

とされている。 Tsuji ら (2004) は日本ホルスタインは 15~57%の頻度で日本在

来牛のミトコンドリア DNAを有していることを示唆した。したがって、日本ホ

ルスタインは、おそらくある程度の日本在来牛常染色体遺伝子を有していたと

考えられる。このように、日本ホルスタインは、アジア及びヨーロッパ牛の遺

伝子が混在していると考えられる。しかし、長年にわたって日本ホルスタイン
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に対する5齢、選抜の結果、現存集団では日本ホルスタインに特異的な遺伝子構

造が形成されているため、他集団の遺伝子混在が認められない集団構造を示し

ていると考えられる。

遺伝資源の重要性が益々重視されることに伴い、遺伝的多様性の研究が促進

されている (BovineHapMap Consortiumら、 2009)。本研究では、ヘテロ接合

度期待値に基づいた遺伝的多様性に関しては、 Bosindicus集団と比べ、 Bos

taurus集団の多様性が高いことが示唆された。しかし、本研究で用いられたほ

とんどの SNPは、 Bostaurus集団において検出されたものである。そのため、

これら SNPを用いたBostaurusとBosindicus間の分析においては、 SNPの

選抜の影響に関する誤差が存在すると考えられる。本研究では、 Bostaurus集

団においては同程度の遺伝的多様性 (0.331~0.370) が観察されたが、 Bos

indicus集団で、は明らかに低い値 (0.194~0.219) が観察された。一方、マイクロ

サテライトマーカーを用いた研究により、 Bostaurus集団(ホルスタイン:

0.686)とBosindlωs集団 (Tharparkar:0.716 ; Rathi: 0.694)においては、類

似した遺伝的多様性が報告されている (Maudetら、 2002; Sodhiら、 2008)。

このように、 BostaurusとBosindicus間の多様性の推定には、 Bostaurusと

Bos indicusの両方を用いて検出された新たな SNPの開発が必要であると考え

られる。

以上より、本研究では 58SNPからなる SNPシステムを構築し、このシス

テムを用いた BostaurusとBosindicusを含むユーラシアウシ集団の遺伝的解

析を行った。このシステムを 9つのウシ集団に適用し、各集団の区分、遺伝的

多様性及び集団関の類縁関係が明らかにした。この開発した SNPシステムと最

新構造分析法を用いた解析は、これまで、のマイクロサテライトマーカーによる

分析と比べると、これら集団のより詳細な位置付けと集団聞の遺伝子混在の程

度を明らかにすることが可能であった。したがって、この SNPシステムは品種

や集団の遺伝的類縁関係や多様性を知る上で極めて有用なマーカーパネルとな

ることを示唆した。また、今後は多くのウシ集団に対する総合的な遺伝的多様

性などの分析の際、より多くの SNPマーカーを利用することにより、分析精度
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を上げることが期待される。
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第 5章総括

生物多様性の理解と維持は、人類の生存や発展にきわめて重要であり、これ

らの家畜遺伝資源は人と最も緊密に関連し、人類の現在及び将来の生存・発展

に必須である。したがって、遺伝資源の保護や有効、合理かっ継続利用可能な

国際戦略は人類の将来を見据える上で極めて重要である。現在、家畜の中で最

も経済的に重要であり品種改良が進んでいるウシは、 19世紀以降各地で品種改

良が行われ、約 800品種が存在している。しかし、極度な改良を受けた品種が

その優位性から世界中に広まるに連れ、世界におけるウシの遺伝的多様性の減

少が問題視されてきている。一度失われた遺伝的多様性は元に戻ることはない。

その結果、多様性に富んだ遺伝資源は人類共通の財産であるという認識が高ま

り、遺伝資源を保存するために現在の遺伝的多様性がどのような状況にあるの

かを把握しておく必要性が生じている。

以上の観点から、本研究では東アジアの在来牛に対し、ミトコンドリア DNA、

常染色体上の機能遺伝子の多型、常染色体上の SNPマーカーシステムの開発、

そのシステムを用いた遺伝的多様性解析、集団の遺伝構造、および遺伝的類縁

関係の調査を行った。

まず第2章では、ミトコンドリア DNA・D-loop領域の全塩基配列を決定し、

これまで調査が行われてこなかったアジア在来牛に対し、その遺伝的類縁関係

や遺伝的多様性を解析した。ミトコンドリア DNA・D-loopを用いたウシの起源

や遺伝的多様性、遺伝的類縁関係についての研究が世界中多くの国において進

んでいるが、これらの研究ではインド系牛はほとんど扱われていない。そこで

本研究では、ミトコンドリア DNAの解析を行い、インド系牛の遺伝的多様性や

遺伝的類縁関係および起源について研究を行った。その結果、インドや東南ア

ジア在来牛のミトコンドリアDNAグループは大きく 2つに分岐することを明ら

かにした(I1及び 12グループtI1グループは、インドから東南アジアの各地

で主として見られるミトコンドリア DNAグループ。で、あるが、その平均遺伝的多
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様性は低かった。一方、 12グループは、インド北部、ブータン、ネパールなど

で相対的に高い頻度で観察される一方、東南アジア在来牛では極めて頻度が低

かった。またその多様性はI1グループりと比較して高かった。さらに詳細な遺伝

分析から、I1グループ。はインダス川流域に起源を有し、 12グループはガンジス

川流域に起源を有することが示唆された。

第3章では、機能遺伝子であるウシの GHR遺伝子の多型をもとに遺伝学的

な解析を行った。アジアにおける在来牛の遺伝構造を知るためにはBostaurus 

型と Bosindlωs型遺伝子座の含有率を調査することが肝要である。しかし、ミ

トコンドリア DNAとは異なり、Bostaurus型と Bosindicus型を明確に区分す

る常染色体上のDNAマーカーは現在のところ発見されていない。このような亜

系間あるいは大きく分化した系統聞の類縁関係を調査するためには、同祖性の

大きな挿入・欠失による DNA多型は有効であると考えられる。ウシの GHR遺

伝子上には、約1.2kbpのLINE-1配列の挿入の有無による 2つの対立遺伝子

の存在が知られている。本研究では、ヨーロッパおよび東アジア在来牛におけ

る10品種・集団における GHR遺伝子型の頻度を調査し、 GHRLINE-1配列の

遺伝的多様性とその起源について考察した。その結果、欧米品種のホルスタイ

ン、アンガス、へレフォードでは、 LINE-1 挿入遺伝子頻度が 0.917~0.991 と非

常に高い頻度を示し、アジア品種・在来牛では 0.417~0.522 と中程度の頻度を

示した。一方、インド系牛であるベトナム、カンボジア、ミャンマー、ラオス在

来牛では、 0.000~0.017 と非常に低い遺伝子頻度を示した。 LINE-1 配列の特徴

から、ヨーロッパ品種とアジア在来牛における GHRLINE-1配列は同じ祖先に

起因していると考えられ、アジア在来牛の LINE-1配列の挿入が近代における

遺伝的流入による結果ではないことが推測された。したがって、 GHRLINE-1 

配列の挿入は、北方系牛の祖先集団において発生したことが示唆された。

次に第 4章では、 SNPマーカーの開発とそれらのマーカーを用いたウシの

遺伝的多様性の解析を行った。これまで蓄積したゲノム情報から、常染色体か

ら各マーカーを選出し、合計 58SNPからなる分析システムを構築した。この

システムをヨーロッパおよび東アジア在来牛における 9品種・集団に適用し、
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遺伝的類縁関係の分析を行った。系統樹解析では、大きく Bostaurus型ウシと

Bosindicus型ウシに区分され、さらにアジア在来牛とヨーロッパ品種に分かれ

る傾向が認められたが、その信頼度は高くなかった。次いで、主成分分析でも

同様の結果が得られたが、モンゴ、ル在来牛や日本ホルスタイン種における遺伝

的交雑も示唆された。また、最新の遺伝構造分析 rSTRUCTUREJを用いた結

果、系統樹解析で、は区分が不可能で、あった各品種の分類も可能であり、その遺

伝的構造を明らかにした。またこの結果から、開発した SNPマーカーおよび最

新分析法の有効性が示された。

以上の研究から、 mtDNA、機能遺伝子、 SNP多型に基づいた遺伝学的分析

を実施し、ヨーロッパおよび東アジア在来牛における 9品種・集団に対する遺

伝的多様性の評価を行い、さらにその遺伝的構造や遺伝的類縁関係について明

らかにした。また、これらの方法や開発した SNPシステムは系統進化的調査に

対して有効な方法となることが示された。
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