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ま　え　が　き

近年消費者は食品の安全性や品質には敏感になっている。これに応じて販売側も販売す

る食品の安全性や品質に関わる種々の情報を提供している。生鮮野菜であれば、産地、農

薬使用の有無等が重要な情報であり、コメでは産地、品種などが品質に関わる重要な情報

となる。

食肉の場合は、とくに牛肉では、産地（国産か外国産か）、国産であれば由来する品種

などが重要な情報となる。国産牛肉が由来する品種としては、和牛（大部分が黒毛和種）、

ホルスタイン種及びこれらの間の交雑種（Ｆ１）の３品種にほぼ限定される。品種は牛肉

の品質を示す重要な情報とされている。

消費者に牛肉の品種情報を正確に提供することは、牛肉品質についての重要な情報を提

供することになり、消費者の牛肉消費行動にも大きな影響を与えるものといえる。そして、

正確な品種情報の裏付けとなるのは科学的な牛肉品種鑑定の技術である。

私どもの協会は（財）日本食肉消費総合センターからの委託を受けて、平成１０年度か

ら３年計画で牛肉品種鑑定手法の開発事業をスタートさせた。その後さらに１年間事業を

延長し、４年間の事業として行われた。業務を担当した附属動物遺伝研究所では、現時点

における最も有効な手段はＤＮＡの差異に基づくものしかないであろうとの立場から種々

の実験を繰り返してきた。

和牛の改良史や我が国の酪農発達史をひもとけば、和牛といいホルスタイン種といって

も祖先では遺伝的重複があることは明らかであり、事業開始の当初からある程度の困難さ

を指摘する声があった。しかし、４年間の関係者の努力の結果、牛肉の品種判別をかなり

の精度で行いうる成果を得るに至っている。本冊子はこの４年間の事業報告書である。

この間、農林水産省畜産局食肉鶏卵課（その後生産局畜産部食肉鶏卵課）の関係官、（財）

日本食肉消費総合センターの各位、本事業にかかる中央推進委員会並びに技術専門委員会

の諸先生方には多くのご助言を頂いた。また、神戸大学農学部の辻壮一教授並びにスタッ

フには共同研究者として多くのご支援をいただいた。ここに記して深く感謝の意を表しま

す。

平成14年３月31日

社団法人 畜産技術協会

会長　白　根　　　亨
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（Ｆ１）がほとんどを占め、その他に褐毛和種、

日本短角種、ヘレフォード種などに由来する牛

肉もある。牛肉の品質表示の要素として品種表

示が重視されればされるほど、その表示は正確

でなければならない。品種表示の正確さを裏付

けるものは科学的な品種鑑定の技術である。

本プロジェクトでは、国産牛肉のほとんどを

占める黒毛和種、ホルスタイン種及びこれらの

間の交雑種（Ｆ１）由来の牛肉を判別する技術

を開発することを目的としている。このために

現在考えられる最善の手法としてはＤＮＡの塩

基配列の品種間の差を調べることであった。

本報告書は牛肉の品種鑑定技術の開発を目的

に平成10年から４年間行った事業の成果をとり

まとめたものである。

第１章　は じ め に

近年消費者は食品の安全性や品質に関わる情

報には極めて敏感になっている。これに応じて

生産者、流通業者は必要な情報を消費者に提供

するべく努力している。

食肉の場合は、薬物等の残留がないこと、衛

生的な取り扱いがされていることなど安全性に

関わる事項は生産、流通の過程で満たされるべ

き要件であって、商品として店頭に並ぶときに

はすでに安全性は確保されていると見なすこと

が出来る。

品質に関わる要因には、産地（国産か外国産

か）、国産であれば由来する品種等がある。特

に牛肉では品質に関わるこれらの要因は重視さ

れる。国産牛肉の由来する品種としては、黒毛

和種、ホルスタイン種及びこれらの間の交雑種

－ １ －



－ ２ －



－ ３ －



－ ４ －



－ ５ －



－ ６ －



－ ７ －



－ ８ －



－ ９ －



－ 10 －



－ 11 －



－ 12 －



－ 13 －



－ 14 －



－ 15 －



－ 16 －



－ 17 －



－ 18 －



－ 19 －



－ 20 －



－ 21 －



－ 22 －



－ 23 －



－ 24 －



－ 25 －



－ 26 －



－ 27 －



－ 28 －



－ 29 －



－
30
－

表９．RAPD-PCRによる検索結果と塩基配列の差異の決定
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表10．アリル特異的ＰＣＲによるアリル分布の解析
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表11．ＳＮＰを用いた品種鑑定の試算
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め、国内では、ホルスタイン種雌牛と黒毛
和種種雄牛を交配して作ったF1からの牛肉
生産が盛んになってきた。このF1の肉質は
黒毛和種とホルスタイン種の中間で、毛色
を見た限りでは黒毛和種と見分けがつきに
くく、時として、黒毛和種高級和牛肉と偽
って販売されていることがあって、問題と
なっている。F1牛肉を黒毛和種牛肉と表示
し、販売することは不当表示にあたり、こ
れらを正しく区別し、そのソースを表示す
ることは、販売する側の責任である。
近年になって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加
えられるようになった。家畜では『DNA多
型に基づく家畜選抜』を行う一環として、
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, 1998) 。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
用されるようになった。そして、さらには、
QTL (Quantitative Trait Loci) と呼ばれる成
長、肉質、乳量などの経済形質に関わる遺
伝子座に連鎖するマーカーを用いて家畜選
抜を行う、いわゆるMAS選抜 (Marker
Assisted Selection) のためのマーカーの開発
も進められている。DNAマーカーには、マ
イクロサテライトマーカー、ミニサテライト
マーカー、RAPD (Random Amplification of
Po l ymo rph i c  DNA)  マーカー、RFLP
(Restriction Fragments Length Polymorphism)
マーカーなどがあるが、中には、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の塩基配列情報を必要とし
たりするなどの欠点を持つものがある。そ
の中で、最近注目されるようになったのが

6-1．序論
現在、わが国で飼養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、若干のヘレフォード種、
アンガス種など外国種である。和牛は、明
治～昭和初期にかけて、当初は体格の改善
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
などの品種と交配し、日本の気候、風土に
合うように改良された。その後、耕運機の
導入などの機械化による牛の役割の転換に
よって、肉専用種としての改良が加えられ、
今日に至っている。和牛４品種の中でも、
黒毛和種は、その肉質の良さから市場でも
高く評価され、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、ホルスタイン種は世界を代
表する乳牛で、泌乳能力に優れ、わが国で
は乳用種のほぼ全てがこの品種で占められ
ている。この品種も明治時代において、国
民の体格改善を目指して乳製品の摂取が推
進されたのを機に、その種雄牛が外国から
輸入され、在来牛の雌牛に累進交配されて、
乳用牛の増頭がはかられた経緯がある (加
茂, 1976: 日本ホルスタイン登録協会, 1967)
。近年、ホルスタイン種の雄子牛は、肥育
用素牛として出荷され、肥育後に食肉とし
て販売されている。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来
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
な牛肉が市場に出回るようになったため、
ホルスタイン種の枝肉の需要が激減した。
そこで、外国産の安価な牛肉に対抗するた

第６章　AFLP法を用いた黒毛和種とホルスタイン種および
その雑種第一代（F1）の鑑別

（共同研究）笹崎晋史･有光誠司･井藤健介･万年英之･辻荘一

（神戸大学農学部応用動物遺伝学講座）
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AFLP (Amplified Fragment Length Polymorp-
hism) 法である (Vos et al., 1995) 。この方法
は、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っている。そのため、
AFLP法は比較的簡単に多くのゲノム情報を
得る多型解析法として注目されている。
本研究では、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するた
めにAFLP法を用いた。品種間での塩基配列
の違いが、制限酵素断片パターンの違いと
して検出できれば、そのバンドがDNAマー
カーとして両品種の識別に利用できると考
えられる。さらに、そうして得られた両品
種に特異的なバンドを両方持つ個体が見つ
かれば、その個体がF1であると判断できる。
よって本研究では、AFLP法を用いた黒毛和
種とホルスタイン種およびそのF1を識別可
能にする品種特異的なDNAバンドの検索を
試みた。さらに、こうして検出されたDNA
バンドを用いて品種鑑別を簡便に行うため
に、AFLP法で得られた多型の原因となって
いる塩基配列の特定を行った。

6-2．材料および方法
6-2-1．供試動物
肉牛である黒毛和種と乳牛であるホルス
タイン種およびそのF1の3品種、各100-200
頭を実験に供した。これらのサンプルの詳
細を次に示す。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、同一種雄牛に偏らないように
100頭を選んだ。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、伊藤ハム鳴尾浜工場より譲り
受けたリンパ節のサンプル９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、および高知県下のホルスタイ
ン種雄牛の精液サンプル７頭分を用いた。
また、畜産技術協会付属動物遺伝研究所よ
り、黒毛和種およびホルスタイン種のゲノ
ムDNA各120個体分を譲り受けた。F1は、
北海道士別市早川牧場から25頭、群馬県茂
木牧場から25頭、兵庫県飾磨郡村田牧場か

ら25頭、をそれぞれ採取した。

6-2-2．実験操作法
1) ゲノムDNAの精製

ウシゲノムDNAは、肝臓組織、リンパ節、
血液、あるいは精液より抽出、精製した。
1)－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
(10mM Tris-HCl pH7.5, 0.1M NaCl, 1mM
EDTA) 20mlを加えながら、ガーゼを用いて
濾過し、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) 1mlに
良く混和し、ザルコシル溶液 (0.5% N-
lauroylsarcosine sodium salt, 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、D
NAを溶出させた。そして、Proteinase K溶
液 (10mg/ml in water) 200μlを加え、37℃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60℃で溶かし、TE
(10mM Tris-HCl pH8.0, 1mM EDTA) で水飽
和し、0.1％になるように8-hydroxyquinoline
を加えたもの) を加え、10分間ゆっくりと
混和した。3,000rpm 10分間遠心分離し、水
層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-hydroxyqu
inoiine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
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明になるまで数回洗浄し、通風によりエタ
ノールを除いて約20mlのTEに溶解させた。
100分の1量のProteinase K溶液を加え、37℃
で一晩インキュベートした。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) DNAの定量

DNAの定量は260nmの吸光度の測定で行
った。OD260=1.00は、2本鎖のDNAが50μ
g/mlの濃度に相当する。また、同時に280nm
の吸光度も測定し、OD260/OD280比が1.8±
0.1であれば、蛋白質、界面活性剤、フェノ
ールなどの不純物のない、純度の高いDNA
を回収できたとみなした。
3) AFLP法

AFLP法における操作は、基本的には、
Vos et al.  (1995) の方法に従って行い、方法
の詳細については、以下に示す。
3)－1 制限酵素によるDNAの切断

制限酵素はfrequent cutterとしてMse蠢と
Taq蠢の２種類、rare cutterとしてEcoR蠢を
用い、Mse蠢/ EcoR蠢とTaq蠢/ EcoR蠢の２
通りの組み合わせで500ngのDNAを切断し
た。
Mse蠢/ EcoR蠢による切断
10×制限酵素 buffer 2.5μl、10×BSA 1.0

μl、Mse蠢（4unit/μl）1.25μl、超純水0.25
μl、DNA溶液20μlをよく混和し、37 ℃で
１時間インキュベートした。その後、超純
水12μl、10×制限酵素 buffer 2.5μl、EcoR
蠢（10unit/μl）0.5μlを加えてよく混和し、
37℃で1時間インキュベートした。
Taq蠢/ EcoR｡による切断
10×制限酵素 buffer 2.0μl、Taq蠢（10un

it/μl）1.0μl、DNA溶液17μlをよく混和し、
65℃で１時間インキュベートした。その後、
超純水17μl、10×制限酵素 buffer 2.0μl、
EcoR蠢（10unit/μl）1.0μlを加えてよく混
和し、37℃で1時間インキュベートした。
3)－2 アダプターの付加

制限酵素で処理した断片にMse蠢または
Taq蠢アダプター、EcoR蠢アダプターを付
加した。アダプター配列については表１に

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。そし
て、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TEに溶解して、
4℃で保存した。
1)－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、ガーゼで濾過した後、
3,000rpmで10分間遠心分離した。その後、
上清を除去し、20mlの生理食塩水/EDTAの
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。
1)－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，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
くりと振とうし、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。
1)－4 精子からのDNA精製

精液ストローから取り出した精液を生理
食塩水 (0.16M NaCl in water) によく混和し、
3,000rpm 10分間遠心分離し精子を沈殿させ
た。この操作を数回繰り返し、精子を洗浄
した。その後、0.5mlの生理食塩水/EDTA
(0.16M NaCl, 1mM EDTA) によく混和し、
30mlのグアニジン溶液 (4M guanidine thiocy
anate, 25mM sodium acetate, 0.84% β-merca
ptoethanol) を加え、50℃で２時間インキュ
ベートし、DNAを溶出させた。そして、37
℃で一晩インキュベートした後、0.6倍量の
イソプロパノールを加え、DNAを析出させ
た。70%エタノールで析出したDNAが半透
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示した。DNA溶液40μlに、10×ligase buffer
1.0μl、1mM ATP 1.0μl、Mse蠢またはTaq
蠢アダプター（25pmol/μl）2.0μlとEcoR蠢
アダプター (2.5pmol/μl)  2.0μl、T4 DNA
ligase（5unit/μl）0.2μl、超純水3.8μl計10
μlの溶液を加えて全量を50μlとし、37℃
で３時間インキュベートした。その後、10
mM Tris-HCl/0.1mM EDTA（pH8.0）で10倍
に希釈し、これをPCRのための鋳型DNAと
した。また得られた産物は－20℃で保存し
た。
3)－3 PCR 反応

（1st PCR : Pre-selective amplification）

アダプターを付加した鋳型DNA 5.0μlに
10×PCR buffer（100mM Tris-HCl pH8.3、
15mM MgCl2、500mM KCl）5.0μl、dNTP
Mixture（2.5mM each）4.0μl、Takara EX-
Taq Polymerase（5unit/μl）0.2μl、1つの塩
基を付加させたMse蠢またはTaq蠢プライマ
ー、EcoR蠢プライマーをそれぞれ75ng加え、
超純水で全量を50μlとして反応を行った。
反応はサーマルサイクラーを用い、反応条
件は94℃30秒、56℃１分、72℃１分を１サ
イクルとして30サイクルを繰り返した後、
72℃10分の伸長反応を行うよう設定した。
またPCR後の産物は超純水で10倍希釈し、
－20℃で保存した。1st PCRに用いたプライ
マーの配列は表１に示した。
3)－4 PCR反応

（2nd PCR : Selective amplification）

1st PCRで得られた産物5.0μlに、10×
PCR buffer 2.0μl、dNTP Mixture 1.6μl、
Takara EX-Taq Polymerase（5unit/μl）0.08
μl、3つの塩基を付加させたMse蠢または
Taq蠢プライマー30ng、EcoR蠢プライマー
5ngをそれぞれ加え、超純水で全量を20μl
として反応を行った。反応はサーマルサイ
クラーを用い、反応条件は94℃30秒、65℃
30秒、72℃１分を１サイクルとして13サイ
クル繰り返した後、さらに94℃30秒、56℃
30秒、72℃１分のサイクルを23サイクル繰
り返すよう設定した。反応後はStop/Loading
Bufferを8μl加え混合した。2nd PCRに用い

たプライマーの配列は表1に示した。
3)－5 バンドの検出

バンドの検出は銀染色法で行い、銀染色
法はSILVER SEQUENCETM DNA
Sequencing System (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 7.5ml、

Super Reading Sequence Solution 7.5ml、これ
に超純水を加えてよく撹拌、尿素を完全に
溶かした後、超純水を再び加え全量を70ml
にした。この溶液を0.45μmのフィルター
で濾過し、10分間脱気した。これに10%
APS（Ammonium Peroxodisulfate）350μl、
TEMED（N,N.N’,N’-テトラメチルジアミ
ン）35μlを加え、ゲル板にゆっくり流し込
み、上部にコームを差し込んで２時間以上
静置した。電気泳動はスラブ型電気泳動装
置を用いた。バッファーには0.6×TBEを使
用し1800Vで、Mse蠢/EcoR蠢PCR産物は２
時間半、Taq蠢/EcoR蠢PCR産物は２時間電
気泳動を行った。
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1L（停止液）、2g AgNO3
2L（染色液）、60g NaCO3 2L（現像液）を
用いた。現像液は氷上に保存し冷やしてか
ら用いた。染色液には使用前に37%Formal
dehyde 3ｍlを加え、現像液には 37% Form
aldehyde 3ｍlとSodium thiosulfate 400μlを
使用する直前に加えた。
ゲル板をトレイに入れ停止液１Lを加え

25分間振とうした。ゲル板を超純水で３回
洗浄してから染色液に浸し30分間振とうし
た。染色が終わったゲル板は、超純水に数
秒間浸して余分な銀を落とした後、現像液
に浸しバンドが現れるまで振とうした。バ
ンドがはっきり確認できるようになったと
ころで停止液を加え反応を止めた。現像が
終わったゲル板は超純水で洗浄しDNAバン
ドを観察した。またその泳動像については
スキャナーで取り込み泳動像の記録とした。



区分　　　　名称　　　　　　　　　配列

adapter Mse蠢｡ 　5’-GACGATGAGTCCTGAG
TACTCAGGACTCAT

Taq蠢｡ 5’-GACGATGAGTCCTGAC
TACTCAGGACTGGC-5’

EcoR蠢｡ 5’-CTCGTAGACTGCGTACC
CATCTGACGCATGGTTAA-5’

Pre- Mse蠢｡ 　5’-GATGAGTCCTGAGTAA    N’
selective Taq蠢｡ 5’-GATGAGTCCTGACCGA    N’’
Primer EcoR蠢｡ 5’-GACTGCGTACCAATTC    N’’’
Selective Mse蠢｡ 　5’-GATGAGTCCTGAGTAA    N’NN
Primer Taq蠢｡ 5’-GATGAGTCCTGACCGA    N’’NN 

EcoR蠢｡ 5’-GACTGCGTACCAATTC    N’’’NN

N’N’’N’’’NにはA,C,G,Tの任意の塩基が入り、組み合わせは　
4×4×4=64通りとなる。

表１． AFLP法におけるアダプターとプライマーの塩基配列
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1.5％ アガロースゲルで20分間泳動した。
ゲル回収はUltraCleanTM DNA Purification
Kit (MO BIO) を用いた。方法はプロトコー
ルに従い、超純水14μlに溶かした。
2) バンドのライゲーション

DNA溶液5μl、サンプル処理液を加えて
1.5％アガロースゲルで電気泳動し、AFLP
断片のサイズを確認した。AFLP断片を
pGEM?-T Easy Vectorにライゲーションし
た。ライゲーションにはpGEM? -T  E a s y
Vector Systems 蠡 (Promega) を用いた。2×
Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase 2.5μl、
pGEM?-T or pGEM?-T Easy Vector (50ng)
0.5g、T4 DNA Ligase (3 Weiss units/μl) 0.5
μl、DNA溶液1.5μlを混和して室温で一時
間静置した。
3) バンドのトランスフォーメーション

コンピテントセル (JM109) を氷上で溶か
し、エッペンに50μlずつ分注し、DNA溶
液を2μl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。950μlのSOC培地
(SOB培地 (Trypton 6g、Yeast Extract 1.5g、
NaCl 0.175g、KCl 0.056gを蒸留水に溶かし、

6-2-3．データ分析
1) Band Sharing値の算出

AFLP法により検出された多型バンドよ
り、各個体間のBand Sharing値を求めた。
Band Sharing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

ドの数、NaとNbは個体aと個体bにおける
それぞれのバンド数を示す。
2) 系統樹の作成

求めたBand Sharing値をもとに、UPGMA
法により、黒毛和種、ホルスタイン種、F1
の系統樹を作成した。

6-2-4．変異個所の特定
1)  バンドの回収

銀染色法により検出されたAFLP多型バ
ンドをゲルから切り出し、TE buffer 20.0μl
に浸し、ゲル切片から浸出させた。その
DNA溶液をテンプレートとして2nd PCRを
行い、サンプル処理液(グリセロール 40％,
ブロモフェノールブルー[BPB] 0.25％, キ
シレンシアノール[XC] 0.25％) を加えて
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オートクレーブで滅菌した) 990μl、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) 10μl) を加
え37℃で1.5時間振盪培養した。50μg/ml
ampicillin (AP) を含むLuria-Bertani’s broth
(LB-ampicillin;1％ trypton、0.5％ yeast extract、
1% NaCl、pH7.2) アガープレートにX-GAL
ジメチルホルムアミド溶液 (X-GAL50mg、
ジメチルホルムアミド1ml) 20μl、IPTG
(100mM) 100μl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。
4) プラスミド精製

LB-ampicillinアガープレートから白色の
コロニー１つを加熱滅菌した白金耳でこす
り取り、3mlのLB-ampicillin培地に植菌して、
一晩振盪培養した。6000rpmで５分間遠心
分離して上清を捨て、グルコース-リゾチー
ム溶液 (グルコース液1mlに対し、リゾチー
ム10mgを溶解させたもの) 100μlに懸濁し、
室温で５分間放置した。アルカリ溶液 (1ml
あたり；1N NaOH 200μl、10％SDS 100μl、
H2O 700μl) 200μlを加えてスパテラで攪
拌し氷上で５分間放置した。冷却した酢酸
カリウム溶液 (1mlあたり；5M 酢酸カリウ
ム 600ml、氷酢酸 115ml、H2O 285ml)150μl
を加えてよく混合して氷上に5分間置いた。
15000rpmで５分間遠心分離して上清を別の
エッペンに移してフェノール・クロロフォ
ルムを400μl加えて、よく混合した。15000
rpmで3分間遠心分離して、上清を別のエッ
ペンに移し、エーテルを加えた。数秒間遠
心分離して、エーテルを完全に除去した。
100％エタノールを加えてゆっくりと揺ら
し、室温で５分間放置した。15000rpmで５
分間遠心分離をして、100％エタノールを
除去し、70％エタノールを500μl加えてゆ
っくり混ぜた。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。100μlの超純水にDNAを溶解し、
ProteinaseK溶液1μl、RNaseA溶液 1μlを加
え、ウォーターバスで２時間インキュベー
トした。当量のフェノール・クロロフォル

ムを加えて懸濁し、15000rpmで５分間遠心
分離して、上清を別のエッペンに移し、エ
ーテルを加えた。数秒間遠心分離して、エ
ーテルを完全に除去した。酢酸ナトリウム
溶液を10分の１量、2.5倍量の100％エタノ
ールを加えてゆっくり混ぜて、15分間以上
マイナス80℃で放置してDNAを析出させた。
15000rpmで10分間遠心分離をして、上清を
除去し、70％エタノールを加えてゆっくり
混ぜた。15000rpmで5分間遠心分離して70
％エタノールを除去し、こよりを使って70
％エタノールを完全に除去した。超純水50
μlにDNAを溶解させてマイナス20℃に保
存した。
5) シーケンス反応

シーケンス反応にはSequiTherm EXCELTM

蠡 Long-ReadTM DNA Sequencing Kit-LC
(Epicentre Technologies)の試薬とM13蛍光プ
ライマーを使用した。方法はプロトコール
に従った。シーケンス反応は94℃で４分間
熱変性した後、94℃30秒、50℃15秒、72℃
１分を30サイクル行い、72℃で７分間の伸
長反応を行った。
6) シーケンス解析

シーケンス用のゲルは50％尿素を含む12
％ポリアクリルアミドゲルを使用し、オー
トシーケンサーを利用した。方法はAFLP多
型バンドの検出と同様に行った。
7) プライマーの設計

塩基配列はMacDNASIS Pro ver.1.0で入力
し、プライマーを設計した。プライマーの
設計には、OLIGO 4.0-Sを使用した。
8) BACクローンのクローニング

動物遺伝研究所にプライマーを送り、
BACライブラリーからのスクリーニングと
シーケンス解析を委託した。
9) シーケンス反応

動物遺伝研究所からの塩基配列情報をも
とに、OLIGO 4.0-SでAFLP多型バンドのフ
ランキングサイトにプライマーを設計した。
そのプライマーとSILVER SEQUENCETM
DNA sequencing reagents (Promega) を用い、
塩基配列の決定を行った。方法はプロトコ
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品種間に存在する多型バンドのうちで、
品種鑑別に利用できると思われる偏りのあ
る多型バンドを特定した。選定基準は、片
方の品種で７割以上、もう一方の品種では
２割以下とした。このような多型バンドは
900プライマーセットの分析で、約100本検
出された。すなわち出現頻度は９プライマ
ーセットにつき１本の割合であった。
10頭ずつの比較で頻度に偏りのあったも

のに関しては、次いで、30頭ずつで、比較
した。その結果、30頭ずつの比較でもなお
頻度に差のあったものは28本であった。
こうして得られた28本のAFLPバンドに

ついて黒毛和種46頭、ホルスタイン種48頭、
F150頭を対象にAFLP分析を行い、系統樹
を作成し、それらの品種の区別が可能か否
かを調べた。本研究の最終的な目的である
黒毛和種とF1の区分にはホルスタイン種に
偏ったバンドが有効である。そこで、最終
的に表２に示した21本の多型バンド (その
内訳は、黒毛和種に偏った多型バンド７本、
ホルスタイン種に偏った多型バンド14本で
ある)を用いて、系統樹を作成した。21本の
うちMse蠢プライマーにおいて検出された
多型は7本、Taq蠢プライマーにおいて検出
された多型は14本である。図１に示すよう
に、赤色はホルスタイン種、緑色はF1、青
色は黒毛和種である。この図から明らかな
ように、系統樹は大きくホルスタイン種、
F1、黒毛和種の３つのクラスターに分かれ
た。すなわち21本のAFLP断片より、これら
３グループの鑑別は基本的に可能であるこ
とが示唆された。しかしながら、1,2,3の矢
印で示している３頭のF1はホルスタイン種
のクラスターに含まれ、４の矢印で示した
１頭の黒毛和種はF1のクラスターに含まれ
た。これらの個体の更なる識別は、マーカ
ーの数を増やすか、品種に偏りのある断片
を更に開発することにより可能である。

ールに従った。シーケンス反応はAFLP法で
バンドの有無が分かっている黒毛和種とホ
ルスタイン種で行った。反応は94℃で４分
間熱変性した後、94℃30秒、65℃30秒、72
℃1分を60サイクル行い、72℃で7分間の伸
長反応を行った。
10) シーケンス解析

シーケンスラダーの検出は銀染色法で行
った。方法はAFLP多型バンドの検出と同様
に行った。
11) PCR-RFLP反応

特定した変異個所を認識する制限酵素を
選択した。それにあわせてOLIGO 4.0-Sで
プライマーを設計してPCRを行った。反応
は94℃で４分間熱変性した後、94℃30秒、
65℃30秒、72℃１分を30サイクル行い、72
℃で７分間の伸長反応を行った。PCR産物
に対し、制限酵素とそのbufferを加え、適当
な温度で一晩インキュベートした。
12) PCR-RFLP解析

解析にはRFLP産物のサイズにより3％ア
ガロースゲルと12％ポリアクリルアミドゲ
ルを使い分けた。

6-3．結果および考察
1）AFLPマーカーの開発と品種鑑定

本研究において、EcoR蠢プライマー15種
類とMse蠢プライマー64種類またはTaq蠢プ
ライマー64種類の組み合わせの中から約
900種類のプライマーセットを用いて、黒
毛和種とホルスタイン種の遺伝的差異を調
べた。用いた2ndプライマーは表1に示した。
まず、各品種それぞれ10頭ずつを電気泳動
し、AFLPバンド・パターンを比較した。１
種類のプライマーセットで平均して約90本
のAFLPバンドが検出される。そのうち、品
種間で比較すると平均８本の多型バンドが
あった。
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表２．品種鑑定に用いたAFLP多型マーカー



図１、21AFLPマーカーを用いたデンドログラム

赤：ホルスタイン種、緑：F1、青：黒毛和種
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2）AFLP候補バンドのSNPs化

以上のように21本ほどの品種特異的な
AFLP断片を用いれば、黒毛和種、F1およ
びホルスタイン種の鑑別は概ね可能である
ことが示された。しかしながらAFLP法では
手間がかかることと、サンプルとして状態
の良いDNAが必要であるため、これらの断
片の多型の原因となっている塩基配列を特
定し、PCR-RFLPなどですばやく簡便に鑑
定が行えるようにSNP化（SNPs; Single Nuc
leotide Polymorphisms）する必要がある。
そこで、最初に検出した14種類のAFLP断

片についてSNPs化を試みた。その結果を表
3に示す。14種類のAFLP断片の内、SNPs化
出来たものはブルーで示した６種類で、残
りについてはSNP化できなかった。その理
由は、１）AFLP断片が小さすぎるためクロ
ーニングできない、２）多型の原因がSINE
やLINEなどの配列を含むためスクリーニン
グできない、３）多型が検出されなかった、
などである。No13を除く、SNPs化された５
種類について、黒毛和種、ホルスタイン種、
F1それぞれ100～200頭ほどについてPCR-
RFLP法によりその遺伝子型判定を行い、
AFLP法における結果と比較した（表4）。そ
の結果、各品種におけるAFLP法とSNPsの
遺伝子型と遺伝子頻度はほぼ一致しており、
AFLP法で検出された多型の原因となってい
る配列が特定できたことを示している。ま
た、F1における遺伝子頻度は、黒毛和種と
ホルスタイン種のおよそ中間の値を示した。
以上の結果から、AFLP断片の約3分の一
はSNPs化できると予想される。以上の結果
より、60本ほどの品種に頻度の偏りのある
AFLP断片を検出すれば、20個所のSNPs化
を行うことが出来、PCR-RFLPやマイクロ
アレー法により、簡便に黒毛和種、ホルス
タイン種、F1の品種鑑定が行えると期待さ
れる。
仮に、F1を判定される黒毛和種が存在す
るとしても、黒毛和種の個体では、血統登
録(子牛登記の形で)が備わっており、両親､
もしくは片親(雄牛)のマイクロサテライト

遺伝子型が登録されているはずなので、当
該牛と登記簿の牛の父親が同じであれば、
親子の真偽は容易に判定できる。従って、
AFLP法により品種に特有の塩基配列を発
見し、その個所をSNPｓとして特定し、PC
R-RFLP法、マイクロアレー法などで、判定
することで、食肉の由来する品種をおおま
かに区分することが可能なことが示された。
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表３．AFLP多型バンドのSNPs化
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表４．AFLP法により得られた多型バンドの頻度および多型解析での頻度



和種、F1、ホルスタイン種の鑑別が行える
ことが示唆された。
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6-4．要　約
黒毛和種はわが国を代表する肉用牛であ
り、その肉質の良さから、高価な値段で取
引されている。一方、ホルスタイン種は世
界を代表する乳用牛であるが、ホルスタイ
ン種の雄は、食肉用として安価で手に入る
大衆国産牛として取引されている。しかし、
牛肉の輸入自由化に伴い安い輸入牛肉が入
ってくるようになり、国内ではこれに対抗
すべく、黒毛和種とホルスタイン種でのF1、
F1の生産に力を入れるようになった。しか
し、このF1が、高級和牛肉と偽って販売さ
れる事が問題となっており、本研究では、
黒毛和種とF1の品種鑑別法を確立するため、
AFLP法を用いて黒毛和種とホルスタイン
種の品種特異的なバンドの検出を目指した。
このAFLPは1995年にVosらによって報告さ
れた多型解析法であり、再現性の高さなど
から、植物の多型解析によく用いられる。
黒毛和種10頭、ホルスタイン種10頭を用い、
約900種類のプライマーセットで多型解析
を行った結果、品種に偏りのある100本ほ
どの多型バンドが得られた。しかし、分析
頭数を増やすと品種特異的なバンドの頻度
が減少し、各品種30頭ずつの解析では、品
種特異的なバンドは28本にまで減少した。
これは、黒毛和種とホルスタイン種のどち
らの品種も、近年に入ってから外国産品種
と在来牛とを交配した経緯があるため、両
品種を識別できるような遺伝的な多様性が
小さいからであると考えられる。次に、多
型バンド21本を用い、UPGMA法による系
統樹を作成した。その結果、黒毛和種、F1、
ホルスタイン種を概ね区分することができ
た。
また品種鑑別をPCR-RFLPなどにより簡

便に行うため、AFLPバンドのSNPs化を行
った。最初に検出した14のAFLP断片のうち、
５つについてSNPs化が出来、PCR-RFLPを
行ったところ、その遺伝子頻度はAFLP法
の結果と一致した。以上の結果より、60本
ほどの品種に偏りのあるAFLP断片を検出
し、SNPs化を行えば、すばやく簡便に黒毛
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精子のミトコンドリアは受精が成立した段階
で卵子の中で破壊されてしまうとされ、精子を
介しての親から子へのミトコンドリアの伝達は
無いとされている。従って親から子へのミトコ
ンドリアの伝達は専ら卵子を介して行われる。
染色体に見られる組み換えも起こさないので、
突然変異を生じない限り、子のミトコンドリア
のＤＮＡ型は母親と同じものである。明治年間
に在来牛を役肉用牛として改良する目的で外国
種との交雑を行った際にも、雄牛が外国種で、
雌牛が在来牛であるケースがほとんどであった
はずである。一方、現在のホルスタイン種に明
治期の交雑種の末裔、あるいはいわゆる新乳牛
の末裔がいるとしても、その比率は低いと考え
られる。これらのことはミトコンドリアのＤＮ
Ａ型の違いを品種鑑別の手段として利用しよう
と考えた一つの理由であった。その結果は第２
章で述べたとおりであり、ミトコンドリアＤＮ
Ａの中でも変異の多い部分とされるＤ－ループ
のミトコンドリアＤＮＡ型の違いを品種鑑別の
手段として用いることは困難との結論である。
考えられる理由の一つは、我が国の在来牛は

中央アジアを経て朝鮮半島経由で我が国に到達
したものとされており、ヨーロッパの牛とも共
通のミトコンドリアＤＮＡ型を持った牛が我が
国の在来牛に存在していた可能性があることで
ある。考えられる理由の二つ目は、明治期に導
入された外国種には雌牛も含まれており、この
外国種を母とした交雑種の末裔が黒毛和種の中
で現在も活躍していると言うことであり、考え
られる理由の三番目は、明治期の交雑種乳牛や
新乳牛の末裔が現在でもホルスタイン種として
活躍していると言うことである。

２）毛色関連遺伝子の遺伝子型多型による方法

肉眼的には黒毛和種とホルスタイン種の被毛
には差異がある。黒毛和種の黒はやや褐色がか
っており、ホルスタイン種の黒は漆黒である。
また、白斑についても、現在の黒毛和種では見
かけなくなっているが、ホルスタイン種は黒白
斑である。このような毛色や斑紋に関わる遺伝
子の多型によって品種の鑑別が出来ないか調べ

第７章　考察とまとめ

周知の通り、黒毛和種の成立過程では、明治
年間に欧米から種畜を導入しこれを在来牛に交
雑することによって改良を行った歴史がある。
導入された品種としては、ショートホーン種、
デボン種、ブラウンスイス種、シンメンタール
種、エアシャー種、ホルスタイン種などがある。
大正期に入り、外国種の影響の強いものは、骨
が太く歩留まりが劣る、肉質が劣る等の理由で
好まれなくなり、無角和種の造成に用いられた
アバディーンアンガス種や日本短角種の改良に
用いられたショートホーン種を除いては、和牛
の改良を目的とした外国種の交雑はこの後行わ
れていない。一方、外国種の利用によって和牛
は、在来のものに比べて体格が大きく胴伸びが
よくなったとされている。外国種の導入をやめ
て100年近く経っている現在の黒毛和種に明治
年間に導入された外国種由来の遺伝子の影響が
どの程度あるかは不明であるが、大きな影響を
残していることは間違いないことであろう。
乳牛についても、明治年間にはエアシャー種、

ショートホーン種、ホルスタイン種などが乳用
牛として導入されている。これらと在来牛との
交雑種も生産されており、さらに累進交雑され
て乳用牛として利用されたものも多いとみられ
る。また、我が国の敗戦後の一時期、酪農振興
を急ぐ余り、黒毛和種にホルスタイン種を累進
交雑して乳牛としての利用を推進した歴史があ
る。このいわゆる新乳牛は不評・短命に終わっ
ているが、これらの末裔が現在ホルスタイン種
として活躍している可能性も大いにあり得よう。
つまり、黒毛和種といいホルスタイン種と言

っても、過去に遡れば遺伝的に重複する部分が
あり得ると言うことである。我が国の牛の平均
世代間隔を６～７年とすれば（ホルスタイン種
では最近はもっと短くなっているとされるが）、
大正に入って、外国種との交雑を止めてから現
在までに15世代程度しか経っていないことにな
る。このことは、これまで述べてきた研究結果
を読む際に念頭に置かなければならない。

１）ミトコンドリアＤＮＡのＤ－ループの配列

の多型による方法



たのが第４章に述べた結果である。
毛色に関わることが知られているメラノコル

チン１レセプター（ＭＣ１Ｒ）遺伝子及びagouti遺
伝子（いずれもメラニン合成に関与し、黒色の
程度に影響する）、白斑に関わることが知られて
いるc-kit遺伝子及びsteel遺伝子（ＭＧＦ遺伝子と
も言う）の遺伝子型（アリール）を調べた結果で
は、品種によりアリール頻度が異なるものが見
られたが、いずれも品種鑑別には有効なほどの
偏りとはいえない。毛色に関わる上述の遺伝子
の解析からは品種鑑別に有効な情報は得られな
かった。

３）ＲＡＰＤ法及びＡＦＬＰ法により開発した

ＤＮＡ断片の多型による方法

以上のように特定の部分のＤＮＡ、あるいは
特定形質に関わる遺伝子では品種鑑別に有効な
情報は得られなかったので、次に試みたのがゲ
ノムＤＮＡの断片で、品種鑑別に有効なほどに
品種による偏りが見られるＤＮＡ断片をランダ
ムに探索することであった。２種類の方法を試
みた。一つはランダム増幅ＤＮＡ多型（ＲＡＰ
Ｄ）法であり、もう一つは増幅断片長多型（Ａ
ＦＬＰ）法である。ＲＡＰＤ法は、ランダムな
配列のプライマーによってＰＣＲ増幅されたＤ
ＮＡ断片を調べる方法であり、ＡＦＬＰ法は制
限酵素でＤＮＡを断片化し、その末端に共通の
短い塩基配列（アダプター）を連結し、この配
列を用いてＰＣＲ増幅した断片の多型を調べる
方法である。ゲノムＤＮＡをやみくもに断片化
して調べる点では考え方に大差ない。この結果
は第５章及び第６章に述べられている。
いずれの方法で得られたＤＮＡ断片であって

も、ある品種で出現率100％、別の品種で出現
率０％の多型を示すものは見つかっていない。
このことは、ゲノムＤＮＡ上のある一つの部分
の塩基配列の違いに基づいて、ほぼ100％の確
率で品種鑑別を行いうる程に塩基配列が品種に
よって異なる多型を示す部分は見つけられなか
ったと言うことである。黒毛和種が外国種に対
して閉鎖集団となってから15世代程度しか経過
していないと考えられること、及び、ＤＮＡマ
ーカー（マイクロサテライトマーカー）の多型
性を調べると黒毛和種でもホルスタイン種でも

60％を越えるマーカーでヘテロ性を維持してい
ることを合わせ考えると、この結果は当然とも
いえる。（ちなみに、アンガス種やヘレフォー
ド種の純粋種ではヘテロのマーカーは50％以下
とされている。また、自殖であるイネではＦ１
世代から数えて４－５世代でヘテロのマーカー
は０に近くなるであろう。）
一つの（ある一箇所の）ＤＮＡ断片では品種

鑑別を正確に行い得ないとなれば、次に検討す
べきは品種によって出現率に大きな相違が認め
られる多型を示すＤＮＡ断片の情報をいくつか
組み合わせるとどうなるかである。ＲＡＰＤ法
の場合もＡＦＬＰ法の場合もこの点について検
討を行っている。
ＡＦＬＰ法の場合、約900本の断片の中から

品種による偏りが大きい多型バンド21本を用い
て、黒毛和種46頭、ホルスタイン種48頭、これ
らの品種間のＦ１　50頭を対象にクラスター分
析による系統樹を作成すると、Ｆ１の３頭がホ
ルスタイン種に分類されたことおよび黒毛和種
の１頭がＦ１に分類されたことを除けば、３品
種は正確に分類できた。つまり、21本のＡＦＬ
Ｐ断片によって品種鑑別はかなりの精度で可能
なことがわかった。
今後さらに多くのＡＦＬＰ断片を検索し、品

種による偏りのある多型を示す断片を開発する
ことによって、鑑別の精度をさらに向上させる
ことは可能であろう。
なお、ＡＦＬＰ法には、手間がかかること、

状態のよいＤＮＡ試料が必要であること、等の
短所もある。そのため、品種によって偏りのあ
る多型を有し、品種鑑別に使えるＡＦＬＰ断片
については、これらの断片が多型を示す原因で
ある塩基配列の違いを特定して（ＳＮＰｓ化し
て）、簡便に鑑定できるようにしておくことが望
ましい。本研究の実績では、ＡＦＬＰ断片の約
３分の１はＳＮＰｓ化が可能であった。品種鑑
別が実用的に有効であるためには何箇所をＳＮ
Ｐｓ化する必要があるかは、それぞれのＳＮＰ
ｓが品種によってどの程度出現頻度に偏りがあ
るかに依存するので現状では明確にしがたい。
上述のＡＦＬＰ断片21本による品種分類の結果
からすれば、20箇所程度はＳＮＰｓ化する必要
があるかも知れない。今後の課題としたい。
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