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序　　 文

本年報は平成15年度における附属動物遺伝研究所の研究の概要などを中心に、研究所

の諸活動についてとりまとめたものである。

これまで研究所は、ウシゲノム解析ツールの開発を独自に担いつつ、黒毛和種を主た

る研究対象として、DNA育種手法実用化を目的とした研究を進めてきた。その成果の一つ

として、DNAマーカーとの遺伝的な連鎖関係からいくつかの遺伝性疾病の原因遺伝子を同

定し、不良因子を見分けるDNA診断法を開発することで不良因子キャリアのコントロール

を可能にしてきた。しかしながら、依然として複数の不良因子が、クローディン-16欠損

症ほどの影響力はないものの、黒毛和種集団に残存していることから、今後とも育種現

場との連携を密にして対処していかなくてはならない。

また、ウシゲノムの解析のためツールの開発に伴い、経済形質責任遺伝子の研究も進

んできた。本年報においてそれらの進展の様相が述べられているが、肉質や肉量に関わ

る責任遺伝子を同定することはもはや夢物語ではない段階まで到達することができたと

思う。DNAマーカーによる連鎖地図の高密度化とDNAクローンという実体を持つ断片をつ

ないだ詳細な物理地図の作成のおかげで、量的形質に関するメカニズムが分子レベルで

解明されるのは近いかもしれない。今年度の年報は、これまでひたすら行ってきた長い

地道な基盤作りから大きな飛躍が始まり、収穫期への転換の記念碑的なものになること

を願ってやまない。

関係各位におかれましても、研究所の今後の研究推進に一層のご支援をいただければ

幸いに存じます。

平成16年７月

社団法人畜産技術協会

会長　山　下　喜　弘
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１．設立の経緯と沿革

家畜育種の基本は、個体の能力を正確に測定し、遺伝的能力に基づいた選抜を行い、選抜さ

れた個体間の交配から次世代を生産するという、一連の作業を反復することにより、望ましい

遺伝子を個体内に集積することにある。

家畜の経済形質の大部分はいわゆる量的形質で、一つ一つは決定的な効果を持たない多数の

遺伝子によって支配され、また、遺伝以外の環境などの多くの要因に支配されて形質は発現す

る。そのため、個々の遺伝子を解析することは難しく、遺伝子型そのものの解析ではなく、血

統情報と表現型に基づいて統計遺伝学的手法により種畜の遺伝的能力を推定し選抜が行われて

きた。

統計遺伝学的手法は、1940年代には理論的にほぼ集大成され、近年のコンピュータの発達と

もあいまって、BLUPに代表されるような理論と計算手法の発展があり、近年家畜の能力は大き

く向上した。とくに乳牛では、年あたりの遺伝的改良量は加速的に大きくなっている。

しかし、遺伝率が低く、あるいは表現型の測定に多大の時間と経費を要する形質、たとえば、

繁殖性、抗病性等の形質については現行の育種法では改良が難しいことが指摘されている。さ

らに、多様化する育種目標に迅速、的確に対応するためには、育種に要する時間、費用等につ

いて効率化が強く求められている。

最近の分子遺伝学並びにその重要な領域であるゲノム研究の進展に伴い、家畜においても遺

伝地図の作成が急速に進み、DNAマーカーと経済形質に関与する遺伝領域あるいは遺伝子座

（QTL）との連鎖解析が可能になった。連鎖解析が進めば、DNAマーカーを指標として、育種目標

に適合した遺伝子型を選抜する新しい育種法の開発が期待できる。また、DNAマーカーを指標と

した遺伝性疾病原因遺伝子のキャリアのスクリーニングも可能になる。

我が国の畜産は、外国のそれに比して国土資源の制約、高水準の人件費などきわめて厳しい

条件下で低コスト化・高品質化をはからなければならない状況にある。そのためには畜産技術

の基本である優良家畜への育種を効率的に行うことが必須であり、上述の新しい育種技術の開

発に早急に着手する必要があった。

このような状況から、農林水産省の指導のもとに、日本中央競馬会及び譛全国競馬・畜産振

興会のご理解を得て、日本中央競馬会の畜産振興資金の助成により、譖畜産技術協会附属動物

遺伝研究所が設立されることとなった。

研究の拠点となる建物は平成３年度に設計を開始し、平成４年９月着工、平成５年１月に竣

工した。建物は鉄筋コンクリート造り一部２階建て延べ面積884裃（研究員室、実験室（2）、バ

イオハザード室、クリーンルーム、ドラフトチャンバー、会議室等）である。さらに、平成６

年度にRI実験室、動物飼育室の２室（計116裃）を増築した。研究プロジェクトの拡大に伴い、
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実験室が手狭になったことから、平成９年度に新たな実験棟を建設することとなった。平成9年

９月着工、平成10年２月竣工で、建物は鉄筋コンクリート造り一部２階建て延べ面積1,094裃

（DNA解析室、コンピュータ室、大会議室、研究員室、図書保管室等）である。新たな実験棟の

建設に伴い、これまでの実験棟を本館、新設棟を別館と呼称している。

研究プロジェクトは、平成４年度から「個体識別システムの開発」、平成６年度から「肉質等

経済形質DNAマーカー育種手法開発事業」、平成９年度から「家畜疾病DNAマーカー育種手法開発

事業」、平成10年度から「家畜遺伝子解析基盤技術緊急開発事業」及び「食肉品種鑑別技術の確

立」が開始されるなど順次拡大されてきた。このうち「個体識別システムの開発」は所期の目

的を達成し、平成10年度をもって終了した。このプロジェクトによって数多くのDNAマーカーの

開発、遺伝地図上への位置づけを行い、これらのマーカーを適宜選択することにより、個体識

別や親子鑑定が実用上支障なくできることを明らかにした。個体識別の手法は、牛肉のトレー

サビリティを保証する基本的な技術ともなっている。

これまでに脂肪交雑や枝肉重量に関与するとみられる60個所以上の染色体領域を有意水準

１％以下のレベルで位置づけ、所在するQTLの遺伝子そのものを同定すべく努力を続けている。

染色体領域が位置付けされたことに基づいて、DNAマーカーを指標にした種畜のスクリーニング

が一部で試行されつつある。さらに、黒毛和種、褐毛和種、及び、ホルスタイン種に見られた

計５種の遺伝的疾病の遺伝子を特定してキャリアの診断法を開発した。

上記のプロジェクトは平成12年度をもって予算上一区切りとなった。平成13年度からは新た

に、ウシのゲノム地図などの基盤技術の開発や遺伝性疾患のキャリア診断技術の開発などを

「畜産新技術開発活用促進事業」として進め、経済形質QTLの特定とこれを活用した育種手法の

開発を目標として研究を「肉用牛遺伝資源活用体制整備事業」として進めている。また平成12

年度から引き続き「畜産新技術実用化対策事業」の一環としてDNA育種基盤整備事業を進め、こ

の中で従来通り関係する道県との共同研究を推進している。平成14年度からは新たに「BSE生体

診断技術緊急開発事業」がスタートし、BSE感受性についての遺伝的な差異が我が国の牛にある

かどうかをプリオン遺伝子の多型との関係で調べている。平成15年度からは、「牛肉の品種鑑定

技術開発事業」がスタートした。

職員は平成４年度管理部門２名、研究員２名の計４名から発足し、研究の進展・拡大ととも

に順次増員し、平成15年度末には所長を含む管理部門４名、研究部門21名（研究員８名、研究

補助員13名）となった。
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１．研究推進の状況

１）ウシDNAマーカー育種手法の開発

１）－１　ウシゲノム解析用ツールの開発

盧 研究年次： 平成10年～平成15年
ウシのほとんどの経済形質は量的形質（quantitative trait）であり、遺伝的には量的形質

遺伝子座（quantitative trait loci, QTL）に支配されている。現在までに、表型値と血統情
報を基に遺伝的能力を推定する統計遺伝学的アプローチを用いた黒毛和種の遺伝的改良が行わ
れ、大きな成果を挙げてきた。この手法では、種畜の保有する優良遺伝子型が後代集団へ遺伝
する確率を推定できるが、特定の個体についての情報はない。そこで、近年の発展しているゲ
ノム科学の成果を活用したDNA育種手法を開発し、個体毎のDNA情報から育種の精度を高めるこ
とが求められてきた。

1980年代後半よりヒトや実験動物等で、DNAマーカーを利用した連鎖解析手法によって表現型
（特に劣性遺伝を示す形質）に影響を及ぼす領域、および、そこに存在する責任遺伝子の同定が
行われてきた。ウシにおいても、クローディン-16欠損症やモリブデン補酵素欠損症といった劣
性遺伝病の原因遺伝子が当研究所で同定されてきた。DNAマーカーの中でも、CAの繰り返し配列
からなるマイクロサテライト（MS）マーカーは、最も多型に富みゲノム全体に分布している優
れたマーカーである。畜産の分野において、MSマーカーの多型と表型値との相関性を調べるQTL
解析手法を用いることにより、表型値にばらつきをもたらしている領域を明らかにし、その領
域に存在するMSマーカーの多型を用いた育種への応用が可能になると考えられる。また、関連
領域から責任遺伝子を同定し、機能解析等を行うことにより、量的形質に関わる遺伝子の作用
機序を明らかにし、育種学以外の飼養学や栄養学等の分野にも貢献することが期待される。
我々は、道県、および、譖家畜改良事業団との共同で父方半きょうだい家系を用いた経済形質

QTLマッピング（位置付け）を行ってきた。
ゲノム解析でマッピングしたQTL遺伝子座領域を狭めて信頼性の高い高精度マーカー情報を

得、それらの責任遺伝子をクローニングするためには詳細なウシ染色体地図が必要である。ウ
シの育種選抜に利用可能なDNA情報の開発を加速化するため、高密度ゲノム連鎖地図の作成、マ
ッピングされたDNAマーカーによる物理地図である放射線照射ウシ体細胞ハイブリッド地図
（Radiation Hybrid Map, RH地図）のフレーム作成、ウシ発現遺伝子座断片（Expressed
sequence tagged, EST）のマッピング、ヒトゲノム情報を有効に活用できるウシ-ヒトゲノム比
較地図の作成などを行い、詳細なウシ染色体地図を作成する。

QTLをウシゲノム上にマッピングするには、ゲノム連鎖地図が不可欠であり、地図のマーカー
密度が高いほど正確な領域が判明する。しかしながら、マーカーの位置は遺伝的組換えの頻度
を計算して決められたものであるため、どこまで高密度化していってもマーカーはゲノム上の
点に過ぎない。隣接するマーカーとの間から領域特異的にマーカーを開発することはできない。
そこで、マーカーで高密度化した、いわゆる計算で作成した連鎖地図から、DNAクローンという
物質的な実体で位置付けた物理地図に変換してやらなくてはならない。この役割を演じるのが

BACクローンである。マーカーとマーカーの間を複数のBACクローンでつないだものをBAC整列地
図、あるいは、BACコンティグ地図という。いったん整列化すると、任意の領域からマーカーを
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開発することができ、ヒトゲノム情報から予測できるウシ相同遺伝子をコンティグ化した領域
から分離できるようになる。なぜなら、整列化領域に存在するBACクローンのDNAからマーカー
や遺伝子を開発できるからである。連鎖地図から物理地図への変換にはマーカーの高密度化が
必要であり、物理地図を作成できれば、QTL領域の解析は飛躍的に進展する。
最も情報量の多い生物種はヒトであるため、ヒトゲノム情報を有効に活用することはQTL責任

遺伝子のクローニングに大いに意義のあることである。ウシの染色体領域は、それぞれヒト染
色体の特定の領域と類似している（シンテニーであるという）ので、ウシ遺伝子を貼り付けた
物理地図を作成すれば、ウシ遺伝子とその隣の遺伝子の間に存在するであろう遺伝子の情報は
ヒトゲノムから得られる。しかしながら、遺伝子断片であるESTには多型がないため、連鎖地図
にマッピングすることはできないが、RH地図にはマッピングできる。そこで、連鎖地図上に並
べたDNAマーカーをフレームとしてRH地図を作り、遺伝子をその地図にマッピングすれば、詳細
な物理地図が得られることになる。この段階まで進めば、もはやマーカーは点ではなく、マー
カーとマーカーの間に存在する遺伝子が推測でき、その領域のBACクローンDNAを鋳型にPCRすれ
ば、任意のウシ遺伝子の塩基配列の変異を調べることが可能になる。
したがって、高密度化したゲノム連鎖地図を作り、物理地図であるRH地図を作ることは、QTL

責任遺伝子のクローニングに重要な準備であると言える。

盪 研究の具体的な目標

盪－１．マイクロサテライトの開発、および、高密度ゲノム連鎖地図の作成

1997年に公開された米国農務省肉畜研究センター（USDA-MARC）によるウシゲノム連鎖地図に
は約1,200種のマイクロサテライトがマッピングされている。我々は、USDA-MARCのウシリファ
レンスファミリー（標準家系）を用い、ゲノム連鎖地図を完成させる。このリファレンスファ
ミリーで作成する地図の解離度限界は0.8cMなので、3,000個程度のマイクロサテライト（平均
間隔：1 cM以下）を載せたゲノム連鎖地図を完成させる。

盪－２．ウシ染色体地図の作成：放射線照射ウシ体細胞ハイブリッドパネル地図（RH地図）、お
よび、ウシ-ヒトゲノム比較地図の作成
我々は、これまでに、ヒトゲノム情報を有効に活用できる詳細なウシ染色体地図を作成する

ための準備を進めてきた。まず、平成12年度までに米国ミネソタ大学と共同で、染色体物理地
図の作成に有用なRHパネルの作成を完了した。また、大まかに遺伝子の染色体マッピングを行
うために、ウシ体細胞ハイブリッドパネル（Somatic Cell Hybrid Panel, SCHパネル）を調製
した。さらに、ウシ-ヒトゲノム比較地図の作成のため、ウシの各種組織で発現している遺伝子
断片であるESTを約３万６千個開発し、GeneBankに登録した。これらのESTに含まれる約7,000配
列からPCR増幅用のプライマーセット4,000種を作成した。これらの準備してきたツールと盪-1
で作成するウシゲノム連鎖地図を活用して詳細なウシ染色体地図を作成する。

・ゲノム連鎖地図に載せたマイクロサテライトでフレームワークマップを作る。
・4,000種のウシESTをマッピングし、ヒトゲノムへ位置づけ、比較地図とする（ウシEST数、

419,416：平成16年４月30日現在）。
・最終的なウシのRH地図は、3,000個のマイクロサテライト、3,000個の ESTを含む合計約6,000
座とする。
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蘯　研究開発の成果　
今年度の成果であるウシゲノム連鎖地図とウシRH地図の概要は表１、２と表３にまとめて示

し、詳しくは、第３節の1.ウシゲノム連鎖地図の現状、に述べている。
最新のウシゲノム連鎖地図のMS数は、3,802個となった。これらのMSのマッピング、および、

MSの開発へ貢献してきた機関を表2にまとめた。当研究所によってマッピングされたMS数、およ
び、開発されたMS数は共に過半数を越えており、最新ウシゲノム連鎖地図作成において当研究
所が主導的な役割を果たしてきたことは明らかである。

表１. マイクロサテライト（Microsatellite, MS）開発とマッピングのまとめ

表２. 最新ウシゲノム連鎖地図におけるマイクロサテライト等のマーカー開発の貢献度

表３. RH地図のまとめ

独自開発し、物理的に染色体上の位置を決めているが、連鎖解析でマッピングしていないMS、346個を除く。

1997年のUSDA-MARCウシゲノム連鎖地図のDNAマーカー数 1,236

ゲノム連鎖地図に新たに載せることのできたMS数
（内訳） 独自開発したMS数

他機関が開発したMS数

2,397
2,183
214

最新のウシゲノム連鎖地図のMS数 3,802

機　　関 国 マッピングした
マーカー数 マーカー開発数

1 動物遺伝研究所 日本 2,397 (63.0％) 2,183 (55.2％)

2 USDA-MARC 米国 1,405 (37.0％) 781 (19.7％)

3 リェージュ大学 ベルギー 0 84 (2.3％)

4 ILRI ケニア 0 79（2.1％)

5 CSIRO オーストラリア 0 57 (1.5％)

6 IDVGA イタリア 0 42（1.1％)

7 URB 米国 0 36 (1.0％)

その他 0 540 (18.8％)

合計 3,802 （＝100％） 3,802（＝100％）

フレームワークに用いたMS数 3,219

マッピングしたMS数
マッピングしたEST数
合計

3,294
2,582
5,876

RHパネルの平均保持率
ゲノムの全長

17.5％
25,088 cR（約120 kb/cR）
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盻　国内および海外の状況
ウシのゲノム解析のためのツールの開発は、1997年の春の段階で一応のレベルに達し、ゲノ

ム解析ができるようになったため、各国の研究機関は一斉に経済形質や抗病性の家系を用いた
解析に取り掛かってきたが、ツールは十分でなく、ヒトゲノム情報を有効に活用するためにも
ツールの充実が急がれていた。
一方、ウシ全ゲノム配列の解読のための国際協力プロジェクトが進行中である。平成12年１

月より、USDA-MARCの主導でウシゲノム全体を対象とするBAC整列地図作りが開始された。米
国・カナダ・英国・フランス・ニュージーランド・オーストラリア・ブラジル等から出資を含
む参加があり、ヒトゲノム解析での経験を有する米国の TIGR（The Institute of Genomic
Research）とカナダのブリティッシュ・コロンビア大学を含む共同研究体制で進められている。

BACクローンの整列化とは、多数のBACクローンの中からお互いに一部重複するクローンのつ
ながり具合を調べ、並べていくことの繰り返しでBACクローンをつないでいくことである。つな
ぎ方には２つの方法がある。１つはフィンガープリンティング法である。BACクローンを制限酵
素（特定のDNA塩基配列の個所を切断する酵素）で切断してゲル電気泳動でDNA断片のサイズで
分離すると、BACクローン特有の切断された断片のパターンが得られる。このパターンをフィン
ガープリントと言い、お互いに一部重複するクローン間では類似のパターンが見られる。この
パターンの類似性からBACクローンをつないでいく方法である。もう一つの方法はBACクローン
の末端配列解読法である。BACクローンの末端配列を解読してPCRで増幅できるプライマーを作
成する。このプライマーでスクリーニングされるBACクローンはこの末端配列を共通に有する、
すなわち、お互いにつながっていることがわかる。
この国際協力プロジェクトによる研究成果であるBACクローンのフィンガープリントと末端配

列などの結果はネット上に公開されている。これまでの過去2年間で、40万クローンのフィンガ
ープリンティングがなされ（平成16年３月中旬）、26万６千クローンの末端配列は４月に終了し
た（表４～６）。ウシBAC整列地図作成に関する論文が、国際協力プロジェクトから近々発表さ
れることだろう。

表４．BAC フィンガープリンティング数

表５．解読したBACクローンの末端配列

Library Clones Fingerprints In contigs Singles

CHORI-240 200,064 170,644 159,542 11,102

RPCI-42 94848 83,627 76,633 6,954

TAMBT 44,928 40,380 22,998 17,382

Total 339,840 294,651 259,173 35,478

Library Clones Paired Single Clones Reads Length

CHORI-240 200,064 119,091 26,067 145,164 264,261 605.4

TAMU 94848 9,686 5,299 14,985 24,671 501.5

INRA 44,928 11,174 544 11,718 22,892 722.8*

Total 339,840 139,957 31,910 171,867 311,824 605.8
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眈　今後の進め方
今年度までに進めてきた高密度ゲノム連鎖地図の作成、および、RH地図とウシ-ヒトゲノム比

較地図の作成は現段階で完成とし、論文発表を行う。これらの情報は、経済形質の責任遺伝子
だけでなく、遺伝性疾病の原因遺伝子のポジショナルクローニングに威力を発揮すると期待で
きる。

* UCSC hg15 masked sequences

表６．ヒトゲノムに占める作成したウシBAC整列化領域の割合

Human Chr * Size (bp) Covered by Bovine Ctgs ％ Coverage

1 245,203,898 203,209,542 83

2 243,315,028 189,896,964 78

3 199,411,731 146,712,637 74

4 191,610,523 87,438,872 46

5 180,967,295 164,929,686 91

6 170,740,541 157,704,095 92

7 158,431,299 134,446,220 85

8 145,908,738 130,536,790 89

9 134,505,819 122,085,695 91

10 135,480,874 102,980,468 76

11 134,978,784 93,970,761 70

12 133,464,434 129,723,153 97

13 114,151,656 75,906,289 66

14 105,311,216 56,025,377 53

15 100,114,055 49,252,665 49

16 89,995,999 32,748,104 36

17 81,691,216 30,765,924 38

18 77,753,510 54,277,916 70

19 63,790,860 31,378,878 49

20 63,644,868 27,604,294 43

21 46,976,537 12,194,145 26

22 49,476,972 20,136,019 41

X 152,634,166 136,858,566 90

Y 50,961,097 - -

Total 3,070,521,116 2,190,783,060 73
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１）－２　ウシ遺伝性疾病・抗病性のDNA育種手法の開発

盧 研究年次： 平成９年～平成15年

盪 研究目的と期待される成果　
ウシの遺伝性疾病の多くは常染色体性単純劣性遺伝病である。遺伝性疾病の原因となる変異

アリルはヘテロの状態では健常であるため、集団中に維持される。したがって、この変異アリ
ルの遺伝子頻度を一定以下に下げることは従来の血統記録に頼る方法では容易ではない。一方、
黒毛和種集団では近年における近交の高まりにつれて、遺伝性疾病が顕在化しつつあるとされ
る。このような風評の中で優良なウシがいたずらに淘汰されることは今後の育種改良基盤を狭
めるおそれがある。そのため、遺伝性疾病のキャリア（当該遺伝子をヘテロに保有する個体）
をDNA診断によってスクリーニングする方法の開発は従来にもまして重要となってきた。
感染症の防御対策において、飼養管理面の改善が重要なことは当然であり、これによってか

なりの部分で目的を達成できると考えられるが、その上で、感染症に対する抵抗性、いわゆる
抗病性育種を可能にすることが本事業の目的である。ここで云うウシの抗病性とは、細菌やウ
イルスなどの寄生生物によってもたらされるいわゆる感染症の発症を抑制するように働く遺伝
的な形質を云う。抗病性に関わるDNA情報を明らかにし、選抜手法として確立し、感染症防御を
容易にする。小型ピロ、乳房炎、トリパノゾーマ症等の疾病に対する感受性（抵抗性）は、単
純劣性遺伝ではないものの、遺伝的変異のあることは明らかであり、これらの疾病に対する感
受性（抵抗性）についてスクリーニングできれば経済的に重要な意義を持つこととなる。
また、黒毛和種に多発する脂肪壊死症を起こしにくいDNA情報を明らかにすることも経済的に

意義を持つ。
本事業では、これらの疾病、あるいは疾病に対する感受性（抵抗性）について、DNAを指標と

したスクリーニング（マーカーアシスト選抜）の手法を開発すると同時に、さらに進んで遺伝
性疾病原因遺伝子の単離・特定を目的とする。このような目的が達成されれば、遺伝子の変異
を検出するDNA診断によってキャリアのスクリーニングができるため、遺伝性疾病の発症を制御
しつつキャリア牛の遺伝的能力を育種に生かすことができる。

蘯 研究開発の個別目標と成果

蘯－１．ウシ遺伝性疾病解析の前年度までの経緯
本課題は平成９年度から開始されており、当研究所が疾病の原因遺伝子を同定し、DNA診断手

法を開発し、家畜改良事業団が検査業務を行うことになっている。平成14年度までの成果を表7
に示した。
黒毛和種では水頭腫、盲目等の遺伝性疾病に取り組んできた。さらに広く疾病の家系を収集す
るため、道県との共同研究を進めると共に、大学の家畜病院や共済組合などとの連携強化を進
めてきた。

蘯－２．ウシ遺伝性疾病解析の今年度の成果

蘯－２－１．水頭症：一次スクリーニングおよび二次スクリーニングの結果、特定の染色体領
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域にマッピングすることができた。この領域に存在するヒト水頭症の原因遺伝子には本疾病と
関連する変異は認められなかった。

蘯－２－２．盲目：特定の地域集団で散発する疾病であるが、ビタミンA欠乏などの栄養障害や
感染症が原因とも考えられていた。一症例についての病理的な観察では、網膜神経細胞層の空
胞形成と視神経繊維に疎な網状構造が見られたことから、遺伝的な異常の可能性も考えられた。
しかしながら、ほとんどの発症牛で病理診断がなされていないため、これらの個体は同じ原因
で発症したかどうか不明である。人間の場合は診断法が精緻なため、盲目をタイプ別に分類で
きるが、本ケースではそれを望むことはできない。発症牛の血統記録を総合すると、特定の個
体（ファウンダー）に由来しているようであるが、そうでない症例も見られた。したがって、
この疾病が遺伝的なものかどうか、劣性かどうかを含め、その本態を明らかにする現実的に最
善の手段は、DNAマーカーを用いた連鎖解析で原因遺伝子座を特定の領域にマッピングできるか
どうか調べることである。もし、劣性遺伝病であるなら、発症牛はホモ、その親はヘテロのマ
ーカーが複数並ぶゲノム領域があるはずである。
発症個体数に性別による違いはなかったことから、常染色体を対象にDNAマーカーを選び、発

症牛14頭を含む家系で連鎖解析を行った。その結果、染色体５番に最も強い連鎖を認めた（LOD
スコア＝3.9）。発症牛11頭はその領域でホモであったが、発症牛３頭はヘテロであった。そこ
で、発症牛３頭で連鎖解析を行ったところ、染色体18番にマッピングされた（LODスコア＝3.0）。
２つの領域でそれぞれマーカーを増やすことで、ファウンダーには２つの異なった遺伝子座で
変異をヘテロで持つことを証明した。５番と18番の変異はそれぞれが独立にホモになると発症
するようである。このように、疾病に関する基礎的な情報がなくとも、ゲノム解析で遺伝性疾
病かどうかが判明する。２つの遺伝子座の同定は、ヒトゲノム情報を利用する候補遺伝子捜し
で進めている。

表７．遺伝性疾病の遺伝子解析のまとめ

劣性遺伝病名 品種 原因遺伝子 変異の種類 遺伝子診断手法 特許

クローディン-16
欠損症 黒毛 Claudin-16

（新規） 37kbの欠損 あり 受理

モリブデン補酵素
欠損症 黒毛 Mcsu（新規） ３塩基欠損 あり 受理

Chediak-Higashi
症候群 黒毛 CHS-1 1塩基置換 あり 受理

クローディン-16
欠損症タイプ2 黒毛 Claudin-16 56kbの欠損 あり 受理

軟骨異形成性矮
小体躯症 褐毛 LIMBIN

１塩基置換
１塩基の２
塩基置換

あり 申請中

横隔膜筋症 ホルスタ
イン種 HSP70 11kbの欠損 あり 申請中
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蘯－２－３．上記以外の遺伝性疾病も解析の対象にしている。発育不全、腎無形成症、腎機能
不全症、乳頭欠損などである。

蘯－３．ウシ抗病性育種

蘯－３－１．小型ピロ抵抗性（北海道畜試との共同研究）：放牧時に小型ピロに感染し、貧血
症状を示すことを特徴とするが、黒毛和種と比べホルスタイン種やヘレフォード種は感受性を
示すことが知られている。黒毛和種とヘレフォード種の交配により、小型ピロ抵抗性のばらつ
いた集団を作成し、抵抗性を支配する遺伝子座の特定を行っている。黒毛和種とヘレフォード
種の交雑であるF1は、黒毛和種と同等の小型ピロ抵抗性を示したことから、F1雄とヘレフォー
ド種雌間のバッククロス家系を作成した。この実験家系を用いたゲノム解析を進めている。

蘯－３－２．乳房炎抵抗性（家畜改良センター、北海道畜試との共同研究）：乳房炎発症に及ぼす
環境要因を最小にするため、特定地域より搾乳牛のDNAを集め、ゲノム解析の対象とした。対象
とした搾乳牛は、初産時の体細胞スコアの得られており、共通の祖父牛を持つ。これらの搾乳
牛集団の中から、体細胞スコア小（抵抗性）と体細胞スコア大（感受性）の集団を集め、マイクロ
サテライトマーカーで相関解析を行った。その結果、染色体21番（BTA 21）とBTA 22 に同程度
の遺伝的効果を示す遺伝子座を特定した。BTA 22の遺伝子座についてBACクローンによる整列地
図を作成し、この領域に存在する遺伝子を対象に抵抗性・感受性と相関する塩基置換を調べて
いる。

蘯－３－３．トリパノゾーマ抵抗性（国際畜産研究所、英国リバプール大学との共同研究）：
アフリカ赤道周辺に分布している原虫トリパノゾーマは外来肉用牛種であるBos indicusの貧血
を引き起こすが、在来種であるBos taurusのN’Dama 種はトリパノゾーマ抵抗性を示すことが知
られている。そこで、国際畜産研究所では、15年かけてBos indicus であるBolan 種とN’Dama 種
を用いて受精卵移植技術を駆使したF2リソース家系を作成した。検出したQTL領域等の結果は5.
資料-1. 論文再録に掲載している Hanotte et al.（2003）Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100:
7443-7448.の論文を参照されたい。これらQTL遺伝子座の解析は、平成15年から英国の財団ウェ
ルカムトラストの出資により、国際畜産研究所・リバプール大学・英国ロズリン研究所の共同
研究プロジェクトとして進められている。

盻 国内および海外の状況
ウシの疾病のゲノム解析では、リェージュ大学のグループによって、ブラウンスイスのウィ

ーバー症候群、ベルジャンブルーの繁殖障害のマッピングが報告されている。今年度には、無
角形質に影響する遺伝子座としてscurs座がBTA 19にマッピングされた（Asai et al.（2003）
Animal Genetics, 35, 34-39）。

眈 今後の進め方
共同研究機関との緊密な連携をとりつつ、現在解析中の遺伝病のさらなる家系の収集を行う。

染色体の特定領域にマップできた遺伝病については、原因遺伝子を同定すべく、該当領域の整
列地図作りなどを試みる。また、新たな遺伝病についても家系の収集を行い、原因遺伝子をマ
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ップする。抗病性についても研究を進める。

１）－３　肉用牛経済形質のDNA育種手法の開発

盧 研究年次： 平成６年～平成15年

盪 研究目的と期待される成果　
ウシの経済形質の改良はこれまで主としてBLUP等に代表される統計遺伝学的手法によって行

われており、大きな成果を挙げてきた。しかしこの方法では種畜評価に要する時間、コストが
膨大なものになる欠点がある。一方、近年におけるゲノム解析研究の進展は、ゲノム連鎖地図
を用いることにより、特定経済形質に関与する染色体上の遺伝領域、あるいは遺伝子を特定す
ることを可能にしつつある。しかしながら、ウシのほとんどの経済形質は量的形質であるため、
責任遺伝子の特定は困難であることが容易に予想できる。責任遺伝子の特定という目的を達成
するには明確な戦略に基づいた組織的・継続的な取り組みが欠かせない。
平成６年度に開始された本課題の第一期では、肉用牛（黒毛和種及び褐毛和種）の増体・肉

質等の経済形質についてDNA情報を指標とした改良手法の開発を目的に、道県の畜産試験場・研
究所や譖家畜改良事業団家畜改良技術研究所との共同研究を開始した。平成12年度までに、脂
肪交雑などの主要な経済形質について連鎖する染色体領域を確実に特定してきており、一部の
経済形質についてはマーカーアシスト選抜に適用しうる段階に至った。平成13年からの第二期
では、道県等との共同研究を継続して、肉用牛の増体・肉質等の経済形質領域をマッピングす
る（染色体上の位置を特定する、位置付ける）とともに、マッピングした経済形質、特に、脂
肪交雑に影響する遺伝子を同定し、その遺伝子情報を応用することを目的としている。

蘯 研究開発の個別目標と成果

蘯－１．経済形質解析のためのDNAサンプルの収集
平成13年度から18道県・家畜改良事業団・家畜改良センターの合計20機関と共同研究を実施

している。特定種雄牛を父とする大規模な父方半きょうだい家系を作成することは、道県にお
いては該当種雄牛の遺伝的能力の的確な把握と後継種雄牛の作成に重要であり、かつ、多種多
様な解析用家系の作成は経済形質に影響する遺伝子（QTL）を同定するためにも有用である。そ
こで、枝肉共励会や枝肉共進会等において血統情報の明らかな肥育牛のDNAサンプルを収集する

表８．平成15年度までのDNAサンプル収集状況

収集数 年　　度 収　集　数 合　計

道県、LIAJ 13 7,902

14 12,413

15 17,658 37,973

動物遺伝研究所 13 1,054

14 2,503

15 5,387 8,944

合　　計 46,917
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ことを始めた。当研究所では、東京食肉市場、および、大阪市食肉市場におけるサンプリング
を実施している。平成15年度までの収集の状況は表８の通りである。これらの収集したDNAサン
プル数は約４万７千となった。これらのサンプルから17以上の父方半きょうだい家系が作成さ
れ、経済形質のマッピングに利用されている。

蘯－２．ウシ経済形質解析の前年度までの経緯、および、今年度の成果
これまでウシ、ブタ、ニワトリ等の家畜・家禽の量的形質である経済形質QTLマッピングには、
遺伝的に離れ、表型値の異なる品種間の交雑家系が使われてきた。たとえば肉用牛ではBos
taurusのアンガス種とBos indicusのブラーマン種が解析用家系の親に使われている。このよう
な場合、QTLを検出しやすいが、得られた結果を育種に応用することは比較的困難となる。一方、
同一品種内での家系は、得られた結果はそのまま育種に応用できると予想されるが、効果の大
きいQTLだけがマーカー型判定の多大な労力によって検出されるとシミュレートされている。本
事業では、同一品種内の父方半きょうだい家系のデザインを黒毛和種に応用することを試みて
きた。平成12年度までに、適度な型判定労力により、脂肪交雑QTLを４家系で４ヶ所、枝肉重量

QTLを７家系で４ヶ所検出してきた（表９）。たとえば、表９に示す経済形質遺伝子座である脂
肪交雑-1の領域について、兵庫県では県内の集団で広くサーベイすることで、その優れたハプ
ロタイプをホモで有する繁殖雌牛を確保することに成功した。このような個体を次世代の種雄
牛作りに使うことができる。また、枝肉重量-1について鹿児島県内の集団について調査し、優
れたハプロタイプの頻度を知ることができた。
これまで我々がQTLマッピングに用いていた解析法Explorer/ Half-sibは、表型値が正規分布

していない場合でも解析できる順位和検定に基づいているという長所があるが、点毎（1 cM毎,
point-wise）に有意水準を検定しており、多重検定の補正がなされていなかったため、有意水
準が高くでやすい欠点が判明した。そこで、解析法を染色体毎（染色体ワイズ、chromosome-
wise）やゲノム毎（ゲノムワイズ、experiment-wiseまたはgenome-wise）に有意水準を検定し、
多重検定を補正するインターバルマッピング法のQTL Express（Haleyら、1994；2002）に変更
した。QTL Expressでは順位和検定をしていないが、ほとんどの表型値分布は正規分布であるこ
とを保証する尖度と歪度を示した。２種の解析法でそれぞれ得られた有意なQTLのアリール効果
に差はなかった。表９では２つの解析法の結果を比較している。脂肪交雑-1や枝肉重量-1など
ほとんどのQTLは有意であったが、枝肉重量-3と枝肉重量-4は有意ではなくなった。
そこで我々はQTL Expressで解析することにした。平成15年度までに全国で17家系についての

経済形質のマッピングが得られた。それらの結果を表10と図１に示す。

QTL Expressを用いた解析で有意水準p < 0.001でマッピングされたQTLは、アリール効果が大
きいことが期待される。すなわち、平成15年度までに全国で20のQTLがマーカーアシスト選抜の
対象になりうる段階まで至った。図１には、表10に示すp < 0.01の各QTLの染色体領域を表して
いる。興味深いことに、同種のQTLが同じ領域にマッピングされている。表９では、独立に４つ
の家系でマッピングされている枝肉重量-1は同一QTLと推測しているが、17家系のQTL解析の結
果を見ると、２つの体重QTLと５つの枝肉重量QTLがいずれも有意水準p < 0.001で同じ領域にマ
ッピングされている。我々は、蘯-3-3においてこの領域（黄土色で示している）を枝肉重量-1
（CW-1）としてポジショナルクローニングのターゲットにして詳細に研究しており、現在までの
ところ互いに同祖的であるという結果を得ている。
もう２ヶ所の黄土色で示している領域のBTA 21番テロメア領域とBTA ７番セントロメア領域
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表９．黒毛和種経済形質マッピングとアリール効果：Explorer/ Half-sibとQTL Expressの比較

#同一のQTLと思われる。*染色体ワイズの有意水準。**QTL Expressでは有意でなかった。ns, 有意ではない。

表10．平成15年度までのQTL Expressによる黒毛和種経済形質マッピングのまとめ

*染色体ワイズの有意水準。

経済形質 有意の度合い
Explorer/Half-sib

有意の度合い*QTL
Express

アリール効果

脂肪交雑-1 p < 0.00001 p < 0.001 BMS, 1.0

脂肪交雑-2 p < 0.00005 p < 0.001 BMS, 1.0

脂肪交雑-3 p < 0.00001 p < 0.001 BMS, 1.0

脂肪交雑-4 p < 0.0001 p < 0.01 BMS, 1.5

枝肉重量-1 p < 0.00001 p < 0.001 枝重、36 kg

枝肉重量-1-2# p < 0.00001 p < 0.001 枝重、32 kg

枝肉重量-1-3# p < 0.0001 p < 0.001 枝重、28 kg

枝肉重量1-4# p < 0.00001 p < 0.001 枝重、27kg/体重、40kg

枝肉重量-2 p < 0.00001 p < 0.01 枝重、22kg/体重、45kg

枝肉重量-3 p < 0.0001 ns 枝重、23 kg**

枝肉重量-4 p < 0.0001 ns 枝重、33 kg**

経済形質QTL* p < 0.05 p < 0.01 p < 0.001

体重 12 6 5

枝肉重量 21 13 5

脂肪交雑 44 21 10

ロース芯面積 36 18 5

バラ厚 16 2 0

皮下脂肪厚 16 4 0

合計 145 64 25

は、脂肪交雑-1（Marbling-1）と脂肪交雑-2（Marbling-2）として、それぞれ、蘯-3-1 と 蘯-
3-2 に述べるようにポジショナルクローニングのターゲットにして詳細に研究している。
肉牛の経済形質のような量的形質には、複数の遺伝子座の間の相互作用であるエピスタティ

ック（非相加的）効果が見られる場合がある。そこで、相互作用も検証するため、我々はQTL
Express を改良したGlissardoを開発した。まだ本格的な解析が行われたケースはないが、今後、

Glissardoを用いる予定である。

蘯－３．経済形質、脂肪交雑に影響する遺伝子のポジショナルクローニング
これまでにマッピングしてきた経済形質遺伝子座の内、図１の黄土色で示す領域である脂肪
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図１　黒毛和種牛経済形質マッピングのまとめ

交雑-1・脂肪交雑-2・枝肉重量-1の３領域について、ポジショナルクローニングによる責任遺
伝子取りを試みた。

蘯－３－１．Marbling-1（脂肪交雑-1）の解析（兵庫県との共同研究）
中小家畜（ブタ、ニワトリ）におけるQTL解析は、品種間の遺伝的差異に注目してF2家系やバ

ッククロス家系といった資源家系を構築して行うことが多い。一方、大家畜（ウシ）において
資源家系を構築するには、多大な時間と費用を要する。そこで、枝肉成績、血統情報が公開さ
れる枝肉共励会・共進会からサンプリングし、父方半きょうだい家系を構築し、QTL解析に供す
ることにした。黒毛和種家系のゲノム解析で得られる結果は品種内における表型値のバラツキ
を説明できると予想されるため、黒毛和種の育種への実用化が容易であると考えられる。
平成12年度までの家系解析でBTA21テロメア領域約20cMに脂肪交雑QTLをマッピングし、

Marbling-1と名付けていた。平成13年度からの本事業で、ウシEST情報・ヒトとの比較地図作
成・BAC整列地図作成・相関解析などで、BACクローン３個で構成される約50万塩基対領域まで
狭めることができた。約２千万塩基対に相当する20cMの領域から、約50万塩基対領域までいか
にして狭めたか、以下、詳述する。

蘯－３-1－１．QTL解析家系の構築
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兵庫県内で開催された枝肉共例会及び共進会（1997年４月～2000年12月）に出展された肥育
牛を調査牛としてサプリングし、家系の肥育産子1,010頭からなる父方半きょうだい家系を構築
した。一次スクリーニングとして252頭の肥育産子を解析に用いた。

蘯－３－１－２．表型値としての枝肉検定成績
表型値としての枝肉検定成績は、日本格付協会によって測定された枝肉重量、脂肪交雑スコ

ア、ロース芯面積、バラ厚、皮下脂肪厚の５形質を使用した。枝肉重量を除く形質の測定は第
６-７肋間断面で行われ、脂肪交雑スコアは日本格付協会の標準規格（beef marbling standard）
で示す１から12までのスコアに基づいている。QTL解析では、日本格付協会による枝肉検定成績
について、性・年次・農家・出荷月齢を母数効果としてREML法で補正した。

蘯－３－１－３．マイクロサテライトマーカーの型判定法
解析に用いたDNAは、種雄牛の凍結精液及び肥育牛の屠体腎周囲脂肪組織より、定法に従い抽

出した。使用したマイクロサテライトマーカーは、アメリカ農務省の連鎖地図にマップされて
いるマーカーから、解析用の家系の種雄牛で多型な207個のマーカーを選択した。マーカー間隔
は平均15cMであった。選択したマーカーを用いて産子252頭のマーカー型判定を行った。判定に
は、マイクロサテライトマーカーをPCRで増幅後、ABI377シークエンサーで電気泳動し、解析ソ
フトGENOSCAN、Genotyperを用いた。

蘯－３－１－４．統計検定
解析したマーカー型判定の結果は、Haleyらの開発したインターバルマッピング法プログラム

であるQTL Expressを用いて以下のように解析した：親と子供達の各染色体のハプロタイプの再
構成は、隣接する２マーカーの親におけるハプロタイプを再構成し、染色体上の任意のある点
において、子がある一方のハプロタイプを親から受け継いでいる確率を計算した。ハプロタイ
プの概念図を示す（図２）。
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図２　ハプロタイプとは？
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次に、各子個体の各点の確率と表型値との相関性を線形回帰により検定した。QTLを検出する
ための統計量はF値を用い、多重検定効果を考慮するため染色体ワイズ、および、ゲノムワイズ
で計算した。それぞれの１％及び５％有意水準は、１万回の無作為化検定により決定した。

蘯－３－１－５．ゲノムスキャンの結果
解析対象とした５形質（枝肉重量、ロース芯面積、脂肪交雑、バラ厚、皮下脂肪厚）におい

て、一次スクリーニングのゲノムスキャンで染色体ワイズ５％水準で有意であったQTL領域を19
箇所検出した。21番染色体テロメア領域に見出した脂肪交雑QTL領域Marbling-1はゲノムワイズ
１％水準で有意であった（図３）。852頭の去勢産子を用いた二次スクリーニングでMarbling-1
の存在を確実にした。このMarbling-1 QTLのアリール効果（Q－q;相対的に優れた効果を示すア
リールをQ、劣っているアリールをq）は、脂肪交雑スコア1.09であり、その遺伝分散は14.4％
に達する大きな影響を示したことから、主動遺伝子座、メジャージーンと考えられる。Qハプロ
タイプは母方由来であり、集団内でのQアリール頻度は低かった。今後はこのQアリールを保持
する後代が繁殖に使われるようになるだろう。我々は、脂肪交雑に大きな効果を示す21番染色
体の当該領域を狭め、責任遺伝子の同定を目指すこととした。

蘯－３－１－６．ポジショナルクローニング
父方半きょうだい家系で得た当該領域を更に狭めるためには、解析頭数を増加することによ

り、組み換え個体を増やす必要がある。しかしながら、解析対象の種雄牛の産子が市場に出て
くる数には限りがあり、解析頭数を増加することに期待ができない。そこで、ヒトの多因子性
疾患のマッピングなどで用いられている相関解析のアプローチを採ることとした。これは、黒
毛和種集団より脂肪交雑スコアの高い群と低い群を構築し、各マーカーのアリール頻度の差を
検定する手法である。そのためには、高密度なマーカーを配置する必要があった。そこで、ウ
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図３　21番染色体への脂肪交雑ＱＴＬマッピング
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シBACクローンを用いた整列地図を作成し、領域特異的なマイクロサテライトマーカーの開発を
行った。

蘯－3－１－７．BAC整列地図の作成
ヒト-ウシ比較地図より、ウシ21番染色体テロメア領域は、ヒト14番染色体テロメア領域とシ

ンテニーがあった。ヒト14番染色体テロメア側に存在する遺伝子の塩基配列情報を用いて相同
検索を行い、14個のウシESTを得た。このESTと本領域に位置する既知MSマーカー11個をアンカ
ーとして、２つのウシBACライブラリー（RPCI-42、WAGYU）をPCR法によりスクリーニングした。
得られたBACクローンの末端配列を用いてゲノムウオーキングを行い、整列地図を作成した（図
４）。整列地図は、単離した126クローンの内、66クローンで構成された。その距離は、ヒトド
ラフト配列情報より約6.2Mbと推定された。また、家系の肥育産子1,010頭を用いて遺伝的距離
を推定したところ3.5cMであった。

蘯－３－１－８．領域特異的なマイクロサテライトマーカーの開発
得られたBACクローンよりライブラリーを作成し、（CA/GT）nをプローブとしてスクリーニン

グを行い、CA繰り返し数が８回以上のものを97個単離した。既知マーカー11個を含め合計108個
のマーカーのうち、解析対象の種雄牛で多型だったのは37個であった。108個のマーカーのヘテ
ロ接合率及びアリール数を兵庫県種雄牛82頭で調べた。多型の全くなかったマーカーは24個あ
り、それらを除いた84個のマーカーの平均ヘテロ接合率は52％、平均アリール数は3.5であった。
それらの中から、PCR増幅が良好な47マーカーを選択し相関解析に用いた。平均マーカー間隔は
約130kbに相当する。

蘯－３－１－９．相関解析
兵庫県内で開催された枝肉共例会及び共進会（1997年４月～2002年12月）に出展された肥育

牛3,632頭の中から、解析対象の種雄牛以外の産子2,303頭を調査牛とした。脂肪交雑評点２～
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図４　Marbling-1領域のBAC整列地図
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４の430頭、脂肪交雑評点８～12の378頭をデータセットとし、母方アリールを抽出し解析に用
いた。相関解析調査牛のマーカーアリールのうち、解析対象種雄牛の保有するQ/qと見かけ上同
じアリールは同祖的と仮定した。脂肪交雑スコア２～４群と脂肪交雑スコア８～12群における
各マーカーのアリール及びハプロタイプ頻度の有意差をFisher’s正確検定により算出した。

Qアリール、qアリール、Qハプロタイプ、qハプロタイプにおいて、有意水準１％を越えた領
域を複数箇所に見いだした（図５）。中でも、Qアリール、q Aリール、qハプロタイプにおいて、
連続した３つのマーカーハプロタイプで有意水準１％を越えた領域（259D24MS1-438A17MS1）を
候補領域とした。この領域は、３つのウシBACクローンで構成されており、ヒト塩基配列情報か
ら490kbと推定され、既知及び予想される遺伝子は７個存在していた。

蘯－３－１－10．今後の展開
相関解析を用いることにより、脂肪交雑責任遺伝子領域を約490kbにまで絞り込むことに成功

した。現在、以下の手法を用いて該当する領域の絞り込みを行っている。

1．候補領域の塩基配列の決定

2．一塩基多型（SNP）の探索

a.候補領域に存在する遺伝子のエキソンの多型の探索

b.候補領域に存在する遺伝子のイントロンの多型の探索

c.遺伝子間に存在する多型の探索

3．2.で得られた一塩基多型を用いた相関解析

4．候補領域に存在する遺伝子の発現パターンの解析

以上、Marbling-1の責任遺伝子取りの過程を詳述した。我々は、本事業においてもう２つの

図５．相関解析結果
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経済形質QTLの責任遺伝子取りを進めてきた。それらの過程はMarbling-1の場合と基本的に類似
しているので、以下、概略について説明する。

蘯－３－２．Marbling-2（脂肪交雑-2）の解析（宮崎県との共同研究）
平成12年度までに、種雄牛aの父方半兄弟家系解析によりBTA７セントロメア領域約20cMまで

領域を狭めていた。
同じ母を持つ兄弟の種雄牛bの家系解析では該当部位でバラツキが認められなかったことか

ら、両種雄牛におけるハプロタイプを詳細に調べた。その結果、Marbling-2のQは種雄牛aに遺
伝しているが、種雄牛bにはqが遺伝していることが考えられた。このQ/qの違いを根拠に
Marbling-2領域を約６cMに狭めた。
この領域に位置するマイクロサテライトマーカー２個、ヒト相同遺伝子24種をアンカーとし

てBACライブラリーをスクリーニングし、60個のクローンで整列化を完成した。この領域の距離
はヒトゲノム情報から7.1Mbと判明し、含まれる多型性を示すマイクロサテライトは68個、既知
および予想される遺伝子数は148個であった。２種の家系の解析と、45個のSNPのタイピングに
より、Marbling-2 領域をBACの１クローン以内まで（約50kb）狭めることに成功した。
今後は、この候補領域周辺に存在する遺伝子を探索し、検出された遺伝子の発現様式などを

調べ、責任遺伝子を同定していく予定である。

蘯－４．経済形質、枝肉重量に影響する遺伝子のポジショナルクローニング
これまでにマッピングしてきた枝肉重量遺伝子座の一つは、異なった血統の複数の家系で繰

り返し検出されてきている。このことは、少なくとも黒毛和種の集団内で比較的大きな効果を
示す遺伝子が存在することを予想させる。そこで、表２に示す枝肉重量-1について、ポジショ
ナルクローニングによる責任遺伝子取りを始めた。

蘯－４－１．CW-1（枝肉重量-1）の解析（鹿児島県・長崎県との共同研究）
平成12年度までに、父方半兄弟家系を解析し、BTA14の35-60cMの領域にマッピングした。CW-

1のアリール効果は38kgを示した。別の父方半兄弟家系の解析により、同様な領域がマッピング
され、アリール効果は38kgを示した。マッピングされた両種雄牛のQハプロタイプを比較したと
ころ、約10cMのIBD（Identical By Descent,同祖的）領域を見出したので、平成13年度から該
当領域の多型性マイクロサテライトを開発し、ファインマッピングを開始した。

BTA14特異的DNAライブラリーからマイクロサテライトを33個開発し、その内25個がBTA14に存
在することがわかった。また、ウシ-ヒトゲノム比較地図情報から該当領域に存在すると予想さ
れるESTを２個開発した。これらのマイクロサテライトとESTをアンカーにしてBACクローンによ
る整列化を行った。整列地図は38個のBACクローンで構成され、ヒトドラフト配列情報から、約

4.5Mbと推測された。各BACクローンからマイクロサテライトの開発を行い、45個のマイクロサ
テライトマーカーを用いた一般の黒毛和種集団等を対象とする相関解析を行った。該当領域の
セントロメア側の約1.2cMに有意な相関が得られ、黒毛和種一般に共通なQハプロタイプを見出
した。
今後、20個のBACクローンで整列化されたCW-1 領域（1.2cM、2.3Mb）からマイクロサテライト

を開発し、相関解析でさらに候補領域を狭め、SNP解析で候補遺伝子を絞っていく予定である。
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盻 国内および海外の状況
経済形質のような複数の遺伝子の関与する形質のゲノム解析の成果は、平成６年のスウェー

デン農業大学のグループによるブタの肉質、および、平成７年のリェージュ大学（ベルギー）
のグループによるホルスタイン種のミルク生産性について報告された。また、平成９年にもリ
ェージュ大学などいくつかのグループによって豚尻形質（単一遺伝子が関与）について報告さ
れた。
平成11年にはリェージュ大学（ベルギー）のグループは、ホルスタイン種のミルク生産性に

ついて、BTA14番のセントロメア領域の７cMに責任遺伝子が存在することを示した。平成14年２
月に、問題の領域をさらに３cMまで狭め、乳脂肪含量に影響する遺伝子候補としてジアシルグ
リセロールアシル基転移酵素１（DGAT1: acyl-CoA:diacylglycerol acyltransferase 1）を同
定したことを報告した。経済形質QTLの責任遺伝子についての最初の報告と思われる。DGAT1タ
ンパク質の232位にリジン/アラニンの多型があり、リジンの場合ミルク生産量やタンパク質量
を減らすが、乳脂肪量を増やす効果がある。
肉牛については、米国などから経済形質のマッピングについてこれまでにいくつか報告され

ている。いずれの研究もBos Taurus（アンガス種など）とBos indicus（ブラーマン種）の交雑
家系を解析に用いている。交雑家系の解析は、表型値が対照的なためQTLを検出しやすいと言わ
れている。染色体ワイズレベル0.1％以下に増体や肉質関連のQTLが多数マッピングされている。
しかしながら、特定の領域においてマーカー密度を高めて責任遺伝子のクローニングを試みて
いる研究室はまだ無く、10cM以内のファインマッピングに成功した例もまだ無い。BTA29は最小
サイズの染色体であり、かつ、USDA-MARCのCasasらによって肉の柔らかさ（tenderness）や脂
肪交雑QTLがマッピングされている。我々はBTA29の高密度連鎖地図を作成した（Reed et al.,
2002）ので、ポジショナルクローニングが行われるかもしれない。黒毛和種ではロース芯面積

QTLがBTA29にマッピングされている（p < 0.01）。
ブタにおいて、肉量・肉質に影響するQTLの責任遺伝子としてインスリン様成長因子II（IGF-

II）がリェージュ大学と農業大学のグループにより同定された。第１イントロン内のSNPによっ
て筋肉内の発現に差が認められたが、主要な臓器である肝臓での発現（筋肉の約10倍）にも、

IGF-IIタンパク質の血中レベルにも差は無かった。作用機作については今後明らかにされるだ
ろう。

眈 まとめと今後の進め方
フィールドから黒毛和種肥育牛のDNAサンプル・血統記録・枝肉成績を収集する共同研究機関

各位の努力の結果、経済形質解析に使える家系を多数作成することができ、マーカー型判定技
術の習熟も相俟って145のQTL（p < 0.05）を検出することができた。64のQTLは有意水準１％以
下であり、25のQTLに至っては有意水準0.1％以下であった。今後、これらのQTLは同祖的なのか
独立なのかを含め、それぞれの中味を検証していく必要がある。また、アリール効果の大きい

QTLは、責任遺伝子クローニングのターゲットになる可能性があると思われる。
我々がこれまで行ってきたゲノム解析用ツールの地道な開発により、マッピングしたQTL領域

の詳細な染色体地図の作成が現実的なものとなった結果、Marbling-1、Marbling-2、CW-1の責
任遺伝子の同定に向けて着々と進行している。平成16年度からの継続事業では、Marbling-1、
Marbling-2、CW-1遺伝子を同定するため、SNPを使って候補遺伝子を絞り、それぞれの遺伝子機
能の解明を培養細胞レベル・マウス個体レベルで進めると共に、バイオインフォーマティック
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スを活用することで責任遺伝子の同定を行う。
育種に有用と思われるDNA情報が得られてきたため、実用レベルでこれらの情報をどのように

使うべきかが緊急の課題となってきた。黒毛和種集団の遺伝的な可能性を保持しつつ、重要な
経済形質を向上させていくために広範なシミュレーションを実施し、本事業の生み出す成果を
有効に活用するためのプロトコールを確立する必要がある。

２）BSE感受性の遺伝的差異の診断技術の開発

盧 研究年次：平成14年～平成16年

盪 研究目的と期待される成果　
平成13年９月のBSE発生の影響等により、国産牛肉の消費量が減少し、価格の低迷等により我

が国の畜産経営は厳しい状況に置かれている。このため、DNA研究に関する知見を活用し、BSE
感受性の遺伝的差異に関する生体診断技術の開発を行う。

蘯 研究開発の個別目標と成果
ヒト、マウス、ヒツジでは、プリオンタンパク質のC末端側に、感染型プリオンタンパク質に

抵抗性や耐性を示すアミノ酸変異が存在することが報告されている。ウシにおいても、そのよ
うなアミノ酸変異が存在すれば、BSE抵抗性の遺伝子診断やBSE抵抗性ウシの育種が可能になる。
そこで、まず、ウシの各品種からDNAサンプルをできるだけランダムに集め、それらについてプ
リオン遺伝子の配列を広くサーベイし、アミノ酸変異を起こす遺伝子配列の変化があるかどう
かを検索する。検出されたアミノ酸変異がBSE耐性に貢献するか否かをトランスジェニックマウ
スの作出で調べる。用いる手法は、ウシゲノムDNAよりプリオン遺伝子（PRNP）の調査該当部分

図６．ウシプリオン遺伝子の構造

赤い矢印はCDS全体をPCR増幅させるためのプライマーの位置を示し、黒の矢印は塩基配列解
読のためのプライマーの位置を示している。青の矢印はC末端側をPCR増幅させるためのプライ
マーの位置を示している。この場合、青のプライマーで塩基配列を読んだ。
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をPCR増幅し、PCR産物のダイレクトシークエンシングにより塩基配列を決定するものである。
図６にプリオン遺伝子の構造を示している。プリオン遺伝子はウシ染色体13番（BTA 13）に

位置する。第３エクソンにプリオンタンパク質のコード領域であるCDSが存在し、プリオンタン
パク質は約250のアミノ酸からなる。

盻 研究開発の成果
盻－１．プリオン遺伝子調査牛の品種と調査頭数について
これまでに、黒毛和種とホルスタイン種についてはそれぞれ約1000頭、褐毛和種および日本

短角種についてはそれぞれ約30頭、そのほか、参考としてインドネシアおよびアフリカの在来
牛についてプリオン遺伝子の塩基配列を調べた（表11）。黒毛和種およびホルスタイン種では、
同一種雄牛の産子は４頭以内にするなど、サンプルが特定の血縁に偏らない配慮をした。その
他の品種についてもサンプル牛が互いに血縁関係を極力持たないように配慮した。

盻－２．プリオン遺伝子CDS塩基配列の多型について

盻－２－１．国内種のプリオン遺伝子の全CDS配列における変異
ホルスタイン種（79頭）、黒毛和種（63頭）について、プリオン遺伝子のタンパク質翻訳領域

のDNA塩基配列を調査した。３箇所に１塩基多型（SNP）を見いだしたが、いずれもアミノ酸変

品種 CDS全体１） C末端側２）

ホルスタイン種 79 1,031

黒毛和種 63 957

褐毛和種 30

日本短角種 34

リムジン 6

リムジンｘ黒毛和種 6

インドネシア在来牛

オンゴール 8 41

バリ 8 42

ジャヴァ 8 39

マヅラ 8 42

アフリカ在来牛

ンダマ 4

ボラン 4

合計頭数 174 2,236

表11．プリオン遺伝子調査牛の品種と調査頭数

１）CDS:プリオン遺伝子におけるアミノ酸コード領域（約250のアミノ酸をコード）
２）CDSの末端側：ヒト、マウス、ヒツジで感染型プリオンタンパク質への抵抗性を示すアミノ
酸変異がある領域
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異を伴うものではなかった。また、オクタペプチドリピートのくり返し数は、５回、６回、ヘ
テロのものがみられたが、BSE抵抗性に影響しないことがわかっているので、その遺伝子頻度は
出していない。

盻－２－２．プリオンタンパク質のC末端側（122His 以降）の変異
プリオンタンパク質のC末端側（122His 以降）に相当する領域に絞って、幅広い品種（日本

３品種、インドネシア４品種、アフリカ２品種を含む）で、DNA塩基配列を調べた。インドネシ
ア由来の4品種においてのみ、アミノ酸変異を起こす遺伝子配列の変化が２箇所（154S→N,
185N→S）見いだされた。

154S→Nの変異は、ヒツジの該当部位のアミノ酸配列と同じになることから、BSE耐性に貢献
する可能性はないと考えられる。

185Nは、他の生物種でも保存されているアミノ酸であるため、Sへの変異は、何らかの影響を
持つかもしれない。他の生物種で、この部位にアミノ酸変異の報告はない。

14箇所のアミノ酸変異を伴わないSNPのうち、新規SNPは、12箇所であった（SNP-5とSNP-10の
２箇所は、Hill et al.により最近報告された：Anim. Genet., 34, 183-190, 2003）。12箇所の
内11箇所は、インドネシア由来の品種においてのみ検出された。日本3品種で、(4)-2-1で見い
だされたのと同じ箇所に１つ、また、インドネシア由来の４品種からは、日本由来のものとは
異なる箇所に計４箇所が見いだされた。

盻－2－３．プリオンタンパク質のC末端側（122His 以降）領域について
黒毛和種、ホルスタイン種を2,000頭規模に拡大し、DNA塩基配列を調べた。両品種ともに、

１家系内最大４頭（半兄弟４頭）として、調査を行った。現在までに、黒毛和種約1,000頭、ホ
ルスタイン種約1,000頭について解析を行ったが、新規SNPは見いだされなかった。

図７．プリオンタンパク質のアミノ酸配列とアミノ酸置換
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眈 国内および海外の状況
ウシプリオン遺伝子領域において、51種のSNPが報告されているが、アミノ酸置換をもたらす

SNPは知られていない。プリオンタンパク質のアミノ末端側に８アミノ酸、オクタペプチドの繰
り返し数の多型が知られており、この多型はプリオンタンパク質の感染性に影響しない。
英国ロズリン研究所のWilliamsらは、ホルスタイン種の父方半兄弟家系を用い、BSE感染牛と

正常牛の間でDNAマーカーのアリール頻度に有意な差があるかどうかを調べた。種雄牛４頭それ
ぞれBSE感染牛（53-124頭；合計358頭）と正常牛（28-56頭；合計172頭）をサンプルとした。
マイクロサテライトマーカーを全ゲノムに約20cM間隔で選択し、種雄牛に多型性を示す166種の
型判定を行ったところ、BTA 5、BTA 10、BTA 20のマーカーに連鎖が認められた。これらのマー
カーの近傍のマーカーでも調べたところ、染色体５番では連鎖が確認できたが、BTA 10とBTA
20では多型性を示すマーカーが無かった。したがって、BSE抵抗性遺伝子座をさらに研究するた
めには、多数のマイクロサテライトが必要であることは明らかである。当研究所の作成した高
密度連鎖地図作成は、この研究においても重要な貢献をすることが予想される。

３）牛肉の品種鑑定技術の開発

盧 研究年次：平成15年～平成17年

盪 研究目的と期待される成果　
近年の食品偽装の発覚等を契機に消費者から食品の安全・安心が強く求められている中で、

畜産物のトレーサビリティーの導入など推進されているが、尚解決すべき技術的課題も多い。
本事業において食肉表示の信頼性を確保するため、DNA解析手法を活用した品種鑑定技術を確立
し、牛肉の安全・安心に資する。

蘯 研究開発の個別目標と成果
当研究所では牛肉品種鑑定のためランダム増幅したDNA断片を使った識別手法を作成しつつ、

一塩基多型（SNP）による手法へと改善を図ってきたが、依然として識別精度100％までに至っ
ていない。そのため、ゲノム上のSNP単独ではなく、隣接するSNPを含むゲノム領域を利用する
ハプロタイプブロック手法を開発する。牛の品種確立までにはある程度小さい集団内での交配
がなされてきた経緯がある。したがって、これまでに品種内で蓄積されてきた遺伝的組換えの
結果、品種に特有のハプロタイプブロックが保存されているはずである。すでに見出してきた
品種特異的な傾向のあるSNPの中には、そのハプロタイプブロックの一部を構成している可能性
がある。そこで、それらSNPを中心とする領域にDNAクローン（BACクローン）による整列地図を
作成し、多数のSNPを開発し、ハプロタイプブロックを構成する。これによって鑑定率の改善を
図る。

盻 研究開発の成果
盻－１．ウシのハプロタイプブロックの推定
ヒトでは平均10kb、純系マウスでは平均2,300kb（2.3Mb）と報告されている。純系マウスの

世代交代速度は速いが、その歴史は高々100年程度なので、ウシの品種確立の時期と世代交代速
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度から想定すると、ウシのハプロタイプブロックのサイズはヒトとマウスの中間、1Mbと予想さ
れる。
そこで、ハプロタイプ推定の容易な父方半きょうだい家系の産子872頭を対象に、ウシ染色体

21番のマイクロサテライトマーカー39個のタイピングを行い、ハプロタイプブロックについて
調べた。その結果、当該条件でもハプロタイプブロックのサイズを推定することができたが、
今後は対象にする領域を特定したやり方を行う必要がある。

眈 国内および海外の状況
２つの遺伝子座位において観察されるハプロタイプの頻度が、期待される平均的な頻度（完

全な連鎖平衡状態）からずれることを連鎖不平衡と云う。ヒトにおいて、高血圧などの生活習
慣病や癌などの多因子遺伝性疾患の原因遺伝子座（感受性遺伝子座）のマッピングに連鎖不平
衡が利用されている。ハプロタイプブロックは、連鎖不平衡距離であり、そのサイズは組換え
の起こりやすい箇所（hot spot）、起こりにくい箇所（cold spot）、突然変異の頻度などに影響
される。
ウシ品種鑑定技術の開発は、神戸大のグループなどで行われ、黒毛和種とホルスタイン種を

識別する技術が最近開発され、実用化に至っている。
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会、2004年３月、東京。

３）研究発表要旨

［学会発表の次の数字は、学会発表の番号に相当する］

学会発表３.

題　目：ウシ高密度連鎖地図の作製
発表者：井原尚也１、高須賀晶子１、溝下和則２、竹田晴子１、杉本真由美３、溝口康１、Gary L
Bennett４、Kent M Reed５、Craig W Beattie６、杉本喜憲１

所　属：１畜技協・動物遺伝研、２鹿児島県肉改研、３家畜改良セ、４米国農務省肉畜セ、５ミネソ
タ大・病態生物、６ネバダ大・動物生物工
要　旨：【目的】1997年に米国農務省肉畜研究センター（USDA-MARC）グループが報告した

1,250個のマーカーを含む第二世代ウシ連鎖地図は、遺伝病や経済形質のマッピングに世界中で
活用されてきた。しかしながら、責任遺伝子の同定、RH物理地図やBAC整列地図の作製から全ゲ
ノム配列の解読にはさらにマーカーを増やす必要があった。我々はUSDA-MARCの地図の高密度化
を行ってきたが、当初の目的をほぼ達成したので今回報告する。
【方法・結果】マイクロサテライト（MS）濃縮ライブラリー等から多数開発した新規のMS3,181
個、及び、これまでマッピングされていなかった既報のMS438個のUSDA-MARC連鎖地図へのマッ
ピングを行った。その結果、２ポイント連鎖解析で新たに約2,500個がマッピングされ、マルチ
ポイント解析によりその内2,100個の詳細な位置が明らかとなった。従来の1,250個と合わせ、
本研究で作製されたウシ連鎖地図は約3,500個のマーカーを含み、平均のマーカー間隔は0.86
cM（ゲノムサイズ/マーカー数）と第二世代連鎖地図の2.8倍のマーカー密度となった。
（日本畜産学会第102回大会、2003年９月、岐阜）

学会発表４．

題　目：黒毛和種の枝肉重量関連領域（CW-1）におけるBACコンティグ作成
発表者：高野　淳１、溝下和則２、高須賀晶子１、杉本喜憲１

所　属：１畜技協・動物遺伝研、２鹿児島県肉改研、
要　旨：【目的】現在までに我々は、父方半きょうだい家系を用いた連鎖解析によりCW-1を7.5
cMの領域にマップした（溝下ら、日本畜産学会第97回大会）。当該領域に存在する責任遺伝子を
同定するためには高密度なMSマーカーの配置および詳細な物理地図の情報が必要とされる。今
回、我々はCW-1のBACコンティグ作成と高密度な新規MSマーカーの開発を行ったので報告する。
【方法】本領域に位置する既知MSマーカー16個とヒト相同遺伝子２種をアンカーとして、BAC ラ
イブラリーより当該領域の断片を含むクローンを単離した。クローンの末端配列を基にPCRを用
いたBACスクリーニングを反復し、ゲノムウォーキングを行った。得られたBACクローンを基に
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ライブラリーを作製し、(CA/GT)nをプローブとしてMSを単離した。
【結果】我々は、116個のBACクローンをスクリーニングし、38個で構成される約4Mbのコンティ
グを作成することに成功した。また、各BACクローンから合計39個の新規MSを開発したことで、
本領域のマーカー間隔は平均78kbとなった。当該領域における高密度マーカーの開発により、
枝肉重量に関する相関解析が可能となった。今後、黒毛和種一般集団を対象に候補領域の絞り
込みを進める予定である。
（日本畜産学会第102回大会、2003年９月、岐阜）

学会発表５．

題　目：黒毛和種のMarbling-2 領域特定のためのBACコンティグ作成
発表者：平野　貴１、井上和也２、原　好宏２、杉本喜憲１

所　属：１畜技協・動物遺伝研、２宮崎県畜試
要　旨：【目的】我々は、種雄牛Aの半きょうだい家系の解析で、Marbling-2 領域（約20cM）を
見出したが、近縁種雄牛B, Cの家系では同領域の脂肪交雑への影響は見られなかった。産子の

BMS値の比較から、A特有のハプロタイプ中にMarbling-2 遺伝子が存在すると仮定し、約６cMま
で狭めた（第100回大会）。今回、A特有のハプロタイプを塩基配列レベルで明らかにするため、

BACコンティグ作成とMS・SNP開発を行った。
【方法】コンティグは、２個のMSと24個の既知遺伝子をアンカーとして得たBACクローンの末端
配列をゲノムウォーキングに用いて作成した。MSはBACクローンから(CA/GT)nをプローブとして
単離し、SNPは目的のBACクローンのショットガンシークエンスで得た配列からプライマーを設
計した。
【結果】作成したBACコンティグは48個のクローンで構成され、ヒトゲノム情報から既知遺伝子
が148個存在すると推定された。多型性MSを59個、SNPを26個単離し、ハプロタイプを再構成し
たところ、１個のBACクローン内にB, Cハプロタイプと区別する組換え点を見出した。今後、シ
ョットガンシークエンスやSNPの情報を基にA特有のハプロタイプを明らかにし、責任遺伝子を
探索したい。
（日本畜産学会第102回大会、2003年９月、岐阜）

学会発表６．

題　目：黒毛和種エリート種雄牛の父方半きょうだい家系におけるQTL解析
発表者：小林直彦１、平野　貴２、加藤誠二１、傍島英雄１、林　登１、平尾一平１、大谷　健１、杉
本喜憲２

所　属：１岐阜県畜産研、２畜技協・動物遺伝研
要　旨：【目的】我々は、黒毛和種の経済形質を支配するQTL領域を明らかにするために、岐阜
県保有のエリート種雄牛産子で父方半きょうだい家系を構築し、連鎖解析を行っている。エリ
ート種雄牛家系の１次スクリーニングで、脂肪交雑に関して２箇所のQTL候補領域が検出された。
これら２箇所の候補領域について、さらに詳細な２次スクリーニングを実施した。
【方法】エリート種雄牛の産子である肥育牛190頭について、種雄牛でヘテロであったマイクロ
サテライトマーカーを中心に254個のマーカーを全染色体に配置した。それぞれについてDNA型
判定を行い、連鎖解析を行った。その結果Chromosome-wise 5％有意水準で検出された２箇所の

QTL候補領域に、さらに52個のマイクロサテライトマーカーを配置し、さらに解析頭数を524頭
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に増やして２スクリーニングを行った。
【結果】２箇所のBMSに関するQTL候補領域のうち、２番染色体（BTA2）の候補領域では、BMS
No.に関してLODスコア2.02、ハプロタイプ効果として、BMS No.を0.55上昇させる効果が見ら
れた。さらに同じ領域には、Beef Color Standard（BCS）に関して、LODスコア1.55、ハプロタ
イプ効果として、BCSを0.15下げる効果が見られた。24番染色体（BTA 24）の候補領域では、

BMS No.に関してLODスコア1.25、ハプロタイプ効果として、BMS No.を0.45上昇させる効果が
見られた。さらに同じ領域には、枝肉重量（CW）に関して、LODスコア2.1、ハプロタイプ効果
として、CWを14.8kg上げる効果が見られた。これら２箇所のQTL候補領域の優良ハプロタイプに
よりウシの選抜を行えば、BMSだけでなくBCS, CWに関しても改良が期待できる。今後これらの

QTL候補領域の効果検証を実施する予定である。
（日本動物遺伝育種学会第４回大会、2003年11月、東京）

学会発表７．

題　目：ウシ高密度RH地図作成
発表者：伊藤智仁１,２ 、高須賀晶子１、井原尚也１、渡邊敏夫１、杉本喜憲１

所　属：１畜技協・動物遺伝研、２畜改団・畜改技研
要　旨：【目的】我々はこれまでにマイクロサテライトマーカー約1100個をフレームワークと
するウシRH地図の作成し、発現遺伝子座EST約2000個をマッピングしたウシ物理地図の作成につ
いて報告してきた（日畜第101回大会、2003）。ウシRH地図の精度を高めるため、約3,500個のマ
イクロサテライトマーカーを使用したフレームワークの作成を試み、高密度にしたフレームワ
ークの効果を検討したので報告する。
【方法】井原らによって新規に開発されたマイクロサテライトマーカー（井原ら、日畜第102回
大会、2003）は報告されたプライマーでPCR増幅した。RH地図の作成は、前回と同様にRHMAP
v3.0を用いて２ポイントLODスコア>４による連鎖グループの各染色体への帰属に基づいて行っ
た。
【結果】約3500個のマイクロサテライトマーカーの内、約3,100個をフレームワークに使用でき
た。各染色体について２ポイント解析（2pt）によりLod スコア>４によるグループ化を行った。
マーカーの最も多い染色体はBTA 1で215マーカー、最も少ない染色体はBTA 23で48マーカーで
あった。前回の報告において、BTA 1は約100個のマーカーでフレームワークを作成すると、４
つの連鎖グループで構成されていたが、今回約200個のマーカーを使ったところ、連鎖グループ
は2つとなった。このBTA 1のフレームワークに、BTA 1に位置付けられているウシESTを２pt
Lod スコア > 10の条件でマッピングしたところ、50個のESTの位置が決まり、ヒト遺伝子との
相同性からBTA 1はヒト第３番および21番染色体とシンテニーを形成していることが明らかにな
った。マイクロサテライトマーカー約1100個のフレームワークでは約30個のESTしかマッピング
できなかったことから、フレームワークの充実により、これまでマップされなかったESTもRH地
図上にマップできることが期待できる。現在、EST約2,700個をタイピング済みであり、フレー
ムワークと合わせてマーカー数約6,000個以上によるマップ作成が可能となった。今後はフレー
ムワークに使ったマイクロサテライトマーカーの連鎖地図上における並び方との整合性を調整
し、もっとも確からしいRH地図作成を続けていくつもりである。
（日本動物遺伝育種学会第４回大会、2003年11月、東京）
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学会発表10.

題　目：黒毛和種大規模半兄弟家系を用いた高BMS責任領域同定の試み
発表者：横内耕１、渡邊敏夫１、藤田達夫２、志賀一穂２、杉本喜憲１

所　属：１畜技協・動物遺伝研、２大分県畜試
要　旨：【目的】黒毛和種において筋肉内脂肪交雑スコア（BMS）を左右するゲノム上の責任領
域、さらには遺伝子の同定が重要な課題となっている。本研究は大分県内市場に出荷された去
勢牛で父方半兄弟家系を作成し、QTL解析を行うことで高BMS責任領域の同定を試みた。また、

QTL解析の手法としてselective genotypingを採用し、解析効率の改善をはかった。
【方法】一次スクリーニングはselective genotypingの手法に従い、sire Aの産子330頭から

BMS≦3とBMS≧7の個体163頭のみを解析した。常染色体上に均等に配置した242 マイクロサテラ
イトマーカーの型判定を行い、線形回帰によりBMSに相関するマーカーからなるゲノム上領域を
検出した。有意な相関が検出された領域については全個体での型判定を行い、selective
genotypingの結果を再検討した。相関が再確認された領域について、二次スクリーニングとし
て新たにマーカーを追加して解析を進めた。
【結果】BMSの偏った163頭の解析から、1, 8, 10, 11, 22番染色体上に、BMSに相関した領域が
検出された（p < 0.05）。さらに330頭全頭を解析した結果から、同様の位置に有意な領域が検
出されることが確認され、selective genotypingの手法を用いることで一次スクリーニングの
解析効率を大幅に上げられることが示された。
これらの染色体について二次スクリーニングを行ったところ、特に1, 10番染色体上の領域に

BMSへの強い相関が検出され[BTA1, 84 cM; BTA10, 55 cM（p < 0.01）]、QTLの存在が示唆され
た。そこで、sire Aとは兄弟にあたるsire Bの産子についても解析を行った。両sireの優良ハ
プロタイプはほぼ同一であり、QTL解析の結果、sire Bの1,10番のいずれの染色体上にもBMSへ
の弱い相関を示す領域が検出されたが、その位置はsire Aとは異なっていた[BTA 1, 43 cM;
BTA 10, 92 cM（p < 0.05）]。今後さらに解析頭数を増やし、QTLのより正確な位置を同定する
予定である。
（日本畜産学会第103回大会、2004年３月、東京）

学会発表11.

題　目：黒毛和種種雄牛の父方半きょうだい家系における枝肉形質のQTL解析と育種改良への応
用
発表者：小林直彦１、平野　貴２、加藤誠二１、傍島英雄１、林　登１、平尾一平１、大谷　健１、杉
本喜憲２

所　属：１岐阜県畜産研、２畜技協・動物遺伝研
要　旨：【目的】我々は、黒毛和種の経済形質を支配するQTL領域を明らかにするために、岐阜
県保有のエリート種雄牛産子で父方半きょうだい家系を構築し、連鎖解析を行っている。ある
エリート種雄牛家系で、脂肪交雑に関して2箇所のQTL候補領域が検出された。さらに、枝肉重
量、肉色（BCS）に関するQTL候補領域が検出された。これらのQTL候補領域の保有が枝肉形質に
及ぼす効果について検討し、DNA情報利用した育種改良手法の可能性について検討した。
【方法】エリート種雄牛の産子である肥育牛190頭について、種雄牛でヘテロであったマイクロ
サテライトマーカーを中心に254個のマーカーを全染色体に配置した。それぞれについてDNA型
判定を行い、解析ソフトQTL Expressで連鎖解析を行った。その結果Chromosome-wise 5％有意
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水準で検出された２箇所のQTL候補領域に、さらに52個のマイクロサテライトマーカーを配置し、
さらに解析頭数を524頭に増やして２次スクリーニングを行った。
【結果】２箇所のQTL候補領域の父由来ハプロタイプが確定した個体（488頭）について、これら
２箇所のハプロタイプの種類と脂肪交雑（BMS No.）について比較した。候補領域２箇所の２番
染色体（BTA 2）と、24番染色体（BTA 24）の脂肪交雑に効果のあったハプロタイプを各々Ｑ２、
Ｑ２４とし、効果のないハプロタイプをｑ２、ｑ２４とした。効果のあるハプロタイプを両方保有す
る個体（Ｑ２ Ｑ２４）は113頭でそのBMS No.平均値、標準偏差は6.98±2.21、Ｑ２ ｑ２４が131頭で

6.68±2.26、ｑ２ Ｑ２４が92頭で6.5±2.03、ｑ２ ｑ２４が152頭で6.02±2.02であった。各タイプ
のBMS No.平均値の差の検定をF検定で行った。各タイプのBMS No.平均値には、Ｑ２Ｑ２４とｑ２ｑ

２４、ｑ２Ｑ２４に有意差（p < 0.01）がみられた。以上の結果から、２箇所のQTL候補領域の脂肪
交雑に効果のあるハプロタイプは、相加的効果を持つことが示唆された。さらに、BTA2の候補
領域では、Beef Color Standard（BCS）に関して、LODスコア3.65、ハプロタイプ効果として、

BCSを0.15下げる効果が見られた。BTA 24の候補領域では、枝肉重量（CW）に関して、LODスコ
ア6.05、ハプロタイプ効果として、CWを14.9kg上げる効果が見られた。これら２箇所のQTL候補
領域の優良ハプロタイプによりウシの選抜を行えば、BMSだけでなくBCS, CWに関しても改良が
期待できる。今後これらのQTL候補領域の効果検証を実施する予定である。
（日本畜産学会第103回大会、2004年３月、東京）
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３．委員会、会議等の開催

１）肉用牛ゲノム研究開発推進委員会

この委員会は、動物遺伝研究所が行う肉用牛のゲノム研究、開発事業のあるべき方向並びに
研究開発成果の応用方向などについて審議し、必要な助言をいただくものとして開催されてい
る。
平成15年度の委員会は平成16年３月11日東京で開催された。議事内容は次の通りであった。
① 動物遺伝研究所におけるウシゲノム研究の進展状況について

a. ウシ高密度連鎖地図の作成

b. ウシRHパネルを用いた物理地図の作成

c. ウシ脂肪交雑遺伝子の探索

d. ウシ枝肉重量遺伝子の探索

e. ウシプリオンタンパク質多型の検索

f. ウシ品種鑑定のためのゲノム解析
② 他の家畜・家禽のゲノム研究の進展状況について

a. ブタゲノム研究について

b. ニワトリゲノム研究について
③ 今後のウシゲノム研究の方向と成果の活用方法について
これらの議事の中で、動物遺伝研究所の15年度の活動の概要が資料に基づいて紹介された。

研究成果並びに活動方向については諒とされた。

肉用牛ゲノム研究・開発推進委員会委員
板井康明　　　　　（社）家畜改良事業団専務理事
栗山憲司　　　　　（財）競走馬理化学研究所理事長
佐々木義之 京都大学大学院農学研究科動物遺伝育種学教授
辻　荘一　　　　　神戸大学農学部応用動物遺伝学科教授
南波利昭　　　　　（独）家畜改良センター理事長
菱沼　毅　　　　　（独）農畜産業振興機構副理事長
福原利一　　　　　（社）全国和牛登録協会会長
藤山秋佐夫 国立情報学研究所学術研究情報系教授
松田延義　　　　　全国畜産関係場所長会会長
横内圀生　　　　　（独）農業・生物系特定産業技術研究機構理事

２）肉用牛ゲノム研究・開発技術推進委員会

動物遺伝研究所が行う研究開発について、研究手法など技術的側面から審議し、助言をいた
だくとともに、研究開発成果の学術的評価もいただくものとして平成13年度よりこの委員会は
設置されている。平成15年度委員会は、平成16年１月21日動物遺伝研究所で開催された。議事
は次の通りであった。
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① 動物遺伝研究所における研究の全体計画について
② 平成15年度までの主要成果について

a. ウシ高密度連鎖地図の作成

b. ウシRHパネルを用いた物理地図の作成

c. ウシ脂肪交雑遺伝子の探索

d. ウシ枝肉重量遺伝子の探索
③ 平成16年度の研究計画について
④ 動物遺伝研究所の研究推進に対する評価及び助言について
⑤ 都道府県におけるDNA育種技術の確立普及について

肉用牛ゲノム研究・開発技術推進委員会委員
猪子英俊　　　　　東海大学医学部分子生命学科教授
菅野純夫　　　　　東京大学医科学研究所ヒトゲノム解析センター助教授
新山正隆　　　　　（独）家畜改良センター理事
野村哲郎　　　　　京都産業大学工学部生物工学科教授
安江　博　　　　　（独）農業生物資源研究所ゲノム研究グループ上席研究官

３）全国DNA育種推進会議

この会議は畜産新技術実用化対策事業の一環である「DNA育種基盤の確立」にかかる全国推進
会議である。平成13年度からは動物遺伝研究所と道県の研究機関との共同研究はこの事業の枠
組みの中で実施されることになったもので、平成12年度までの連絡調整会議に相当する。共同
研究参画機関は20の道県（北海道、岩手、宮城、秋田、山形、福島、茨城、山梨、岐阜、兵庫、
鳥取、島根、岡山、広島、佐賀、長崎、熊本、大分、宮崎、鹿児島）であり、本事業の枠組み
外で動物遺伝研究所と共同研究を行っている（独）家畜改良センター、（社）家畜改良事業団も
本推進会議に参加した。
平成15年度推進会議は平成16年２月24日白河で開催された。主要議題は、①平成15年度事業

報告、②平成15年度成果のまとめ、③解析手法の改善について、④アンケート結果及び来年度
予算について、等であった。

４）BSE生体診断技術緊急開発事業推進検討委員会及び研究打ち合わせ会

推進検討委員会は平成14年度から開始された「BSE 感受性の遺伝的差異の診断技術の開発」
にかかる研究推進について、研究企画・実施への助言、研究成果の検討・評価を行うものとし
て設置された委員会であり、研究打ち合わせ会議は、研究計画の作成、研究実施状況の確認、
研究情報の交換・協力を主たる目的として設置されている。なお、「BSE感受性の遺伝的差異の
診断技術の開発」プロジェクトの予算上の事業名は「BSE生体診断技術緊急開発事業」であり、
この事業の一部は（株）ワイエスニューテクノロジー研究所及び独立行政法人農業技術研究機
構動物衛生研究所に委託し、実質的に共同研究として推進されている。
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平成15年度は推進検討委員会と研究打ち合わせ会議を開催した。推進検討委員会は平成15年

12月25日東京で開催している。議事は次の通りであった。

① 平成15年度における各参加機関における研究業務の進捗状況と次年度の計画について

a. 動物遺伝研究所

b. （株）ワイエスニューテクノロジー研究所

c. 動物衛生研究所

d. 東京大学
② 討議
③ 海外情勢報告

東京大学　小野寺教授

研究打ち合わせ会議は、平成15年10月28日に東京で開催した。

BSE生体診断技術緊急開発事業推進検討委員会委員
小野寺節 東京大学大学院農学生命科学研究科教授
品川森一　　　（独）動物衛生研究所プリオン病研究センター長
関川賢二 （独）農業生物資源研究所生体防御研究グループ長
辻　荘一　　　神戸大学農学部応用動物学科教授
東條英昭　　　東京大学大学院農学生命科学研究科教授
毛利資郎　　　九州大学大学院医学研究院教授

BSE生体診断技術緊急開発事業研究打合せ会メンバー
金子清俊　　　国立精神神経センター神経研究所研究第７部長
八谷如美　　　国立精神神経センター神経研究所研究第７部研究員
高田益弘　　　（独）動物衛生研究所プリオン病研究センター主任研究官
上田正次　　　（株）ワイエスニューテクノロジー研究所長
塩田　明　　　（株）ワイエスニューテクノロジー研究所研究室長

５）牛肉の品種鑑定技術検討委員会

検討委員会は平成15年度から開始された「牛肉の品種鑑定技術開発事業」にかかる研究推進
について、研究企画・実施への助言、研究成果の検討・評価を行うものとして設置された委員
会である。

平成15年度は検討委員会を２回開催した。第1回検討委員会は平成15年８月25日東京で開催し
ている。議事は次の通りであった。
①先端技術を活用した畜産技術研究開発推進事業について

a. 先端技術を活用した畜産技術研究開発推進事業の趣旨と「牛肉の品種鑑定技術開発事業
の位置づけ
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b. 先端技術を活用した畜産技術研究開発推進事業の達成目標
② 牛肉の品種鑑定技術開発事業について

a. 牛肉の品種鑑定技術開発事業の推進体制

b. 牛肉の品種鑑定技術の現状と成果目標
③ 牛肉の品種鑑定技術の開発計画について

a. ゲノム解析による品種鑑定の技術的課題について

b. 年次別技術開発計画について

第２回検討委員会は平成16年２月20日東京で開催した。議事は次の通りである。
① 平成15年度における研究の進捗状況について

a. 動物遺伝研究所

b. 神戸大学
② 平成16年度の研究達成目標と研究計画について

a. 動物遺伝研究所

b. 神戸大学

牛肉の品種鑑定技術検討委員会委員
北池　隆　　　（独）家畜改良センター技術部長
椎名　隆　　　東海大学医学部分子生命科学科助手
谷口幸雄　　　京都大学大学院農学研究科動物遺伝育種学教室助手
辻　荘一　　　神戸大学農学部応用動物学科教授
津曲公夫　　　（社）日本食肉格付協会専務理事
安江　博　　　（独）農業生物資源研究所ゲノム研究グループ上席研究官
吉村豊信　　　（社）全国和牛登録協会事務局長

６）研究会等の開催

①（独）農業生物資源研究所、（社）農林水産先端技術産業振興センターと共催で国際動物ゲノ
ムワークショップ「動物ゲノム研究成果の産業への応用」を開催した。

開催日：平成15年11月６日
開催場所：KKRホテル東京

内容：(1) ニワトリのウイルス抵抗性Mx遺伝子のゲノム解析（渡邊智正、北海道大学大学院
農学研究科家畜改良増殖学）

(2) ヒトゲノム研究成果とその産業化への応用（藤澤幸夫、武田薬品工業株式会社医
薬研究本部）

(3) ブタMHC領域のゲノム解析の現状と医学・畜産学分野における応用（安藤麻子、東
海大学医学部基礎医学系分子生命科学科）

(4) The application of Genomic Research in the Pig Industry
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(Graham S. Plastow, 米国Sygen International)
(5) ウシQTLのゲノム解析（杉本喜憲、（社）畜産技術協会附属動物遺伝研究所）

(6) Positional Identification of Structural and Regulatory QTN in Livestock
（Michel Georges, ベルギーUniversity of Liege）

② 動物遺伝育種シンポジウム組織委員会による「動物ゲノム解析と新たな育種戦略」を農林水
産先端技術産業振興センター、家畜改良事業団、と共催した。

開催日：平成15年11月９日
開催場所：明治大学駿河台校舎大学会館

内容：特別講演：Positional Identification of Structural and Regulatory QTN in
Livestock （Michel Georges, ベルギーUniversity of Liege）

I. シグナル伝達系におけるバイオインフォマティックス

(1) シグナル伝達系を表現する枠組みを支えるオントロジー
（高井貴子、東京大学大学院情報理工学系研究科）

(2) 植物の自己・非自己認識と防御応答
（渋谷直人、明治大学農学部生命科学科）

II. 植物と魚類でのゲノム解析

(1) イネゲノム解析
（肥後健一、（独）農業生物資源研究所）

(2) ヒラメ・カレイの身体に左右非対称性をもたらす発生機構
（鈴木　徹、（独）水産総合研究センター）

③ 動物遺伝研究所講演会
国際動物遺伝学会会長であるWomack博士が東京で開催された国際動物遺伝学会評議委員会へ

参加された機会に、動物遺伝研究所で講演会を開催した。

開催日：平成15年９月24日
開催場所：動物遺伝研究所大会議室

内容：Cattle Genome Analysis: Past, Present and Future（James E. Womack, 米国Texas
A&M University）
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４．委託研究

動物遺伝研究所の研究と深く関わりを持つテーマについて、平成15年度は次の11課題を研究
委託した。

１）筋肉内脂肪細胞の分化制御と関連遺伝子の解明（平成13年度より継続）
①委託先：東北大学大学院農学研究科
②委託研究者：麻生　久

２）ウシ品種間において発現量を異にする筋組織遺伝子の解析（平成13年度より継続）
①委託先：神戸大学農学部
②委託研究者：万年英之

３）大規模データに基づく黒毛和種牛における経済形質のゲノム解析（平成13年度より継続）
①委託先：家畜改良技術研究所
②委託研究者：森田光夫

４）子牛の発育不全に関わる遺伝的研究（平成14年度より継続）
①委託先：山形農業共済組合連合会
②委託研究者：斉藤博水

５）量的形質遺伝領域マッピングのための数理的解析手法の開発（平成13年度より継続）
①委託先：農業生物資源研究所
②委託研究者：林　　武

６）量的形質遺伝領域マッピングのためのヒトーウシ比較地図の高精度化に関わる技術開発
（平成13年度より継続）
①委託先：農業生物資源研究所
②委託研究者：安江　博

７）BSE感受性並びに抵抗性ウシ型プリオン遺伝子トランスジェニックマウスの作出に関する研
究（平成13年度より継続）
①委託先：ワイエスニューテクノロジー研究所
②委託研究者：上田正次

８）ウシPrp遺伝子トランスジェニックマウスに対するBSE感染実験（平成15年度新規）
① 委託先：動物衛生研究所
② 委託研究者：高田益宏

９）プロモーター領域多型とプリオン遺伝子発現に関する細胞生物学的研究（平成15年度新規）
① 委託先：東京大学
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②委託研究者：小野寺　節

10）ウシと人、マウスにおける遺伝子転写制御領域の比較（平成15年度新規）
①委託先：佐賀大学農学部
②委託研究者：和田康彦

11）ウシ食肉品種鑑定の実用化を目指した迅速・低コスト・省力的分析技術の検討（平成15年
度新規）
①委託先：神戸大学農学部
②委託研究者：万年英之
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５．研修員の受け入れ

所　属　機　関　名 氏　　名 受け入れ期間

岩手県農業畜産センター畜産研修所 鈴　木　暁　之
平15．４．24～４．25
平15．８．５～８．６

福島県畜産試験場
本　多　　　巌
本　多　　　巌
坂　本　秀　樹

平15．５．27～５．29
平16．２．２～２．３
平16．２．２～２．３

山梨県酪農試験場
菊　島　一　人
菊　島　一　人

平15．６．９～６．20
平16．３．８～３．19

鳥取県畜産試験場 小　江　敏　明
平15．８．13～８．20
平16．１．13～２．27

岡山県総合畜産センター 古　川　　　恵 平15．９．１～９．12

佐賀県畜産試験場
片　淵　直　人
片　淵　直　人
片　淵　直　人

平15．10．６～10．10
平15．12．16～12．19
平16．１．19～１．23

兵庫県立農林水産技術総合センター 龍　田　　　健 平15．10．16～10．17

茨城県畜産センター肉用牛研究所

堀　越　忠　泰
木　村　安　之
堀　越　忠　泰
木　村　安　之
堀　越　忠　泰
木　村　安　之

平15．11．10～11．14
平15．11．10～11．14
平15．11．17～11．21
平15．11．17～11．20
平16．３．１～３．５
平16．３．１～３．５

大分県畜産試験場 藤　田　達　男 平15．11．11～11．13

山形県農業研究研修センター
斎　藤　真　希
斎　藤　真　希

平15．11．22～11．25
平16．３．15～３．19

岡山大学大学院 Abdol Rahim Abbasi
平15．12．15～12．22
平16．１．13～２．９

鹿児島県肉用牛改良研究所 瀬戸口　浩　二 平16．１．19～２．27

島根県立畜産試験場 安　部　亜津子 平16．２．23～２．27

岐阜県畜産研究所　 小　林　直　彦 平16．２．25～２．27

宮城県畜産試験場 千　葉　和　義 平16．３．15～３．17

北海道立畜産試験場 藤　川　　　朗 平16．３．22～３．23
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６．職員の普及活動等

１）講演

１． 渡邊敏夫：和牛経済形質のための連鎖解析プログラム～理論と実践～、第一回最先端育種
セミナー、2003年６月、京都。

２．杉本喜憲：QTLから遺伝子同定に向けての戦略、第一回最先端育種セミナー、2003年６月、
京都。

３．杉本喜憲：ウシゲノム解析の現状と今後の課題、東海大学医学部、2003年７月、神奈川県
伊勢原市。

４．杉本喜憲：ウシQTLのゲノム解析、家畜ゲノム国際ワークショップ、2003年11月、東京。

５．杉本喜憲：牛のDNA解析から見えてくるもの、平成15年度鹿児島県肉用牛振興協議会姶良支
部　肉用牛肥育技術検討会、 2003年11月、鹿児島県隼人町。

６．杉本喜憲：ウシ経済形質のゲノム解析の現状と今後の展開、平成15年度水産養殖関係試験
研究推進会議「育種部会」、 2003年12月、伊勢。

７．平野　貴：DNA解析の先進事例：黒毛和種のMarbling-2領域からの脂肪交雑関連遺伝子決定
に向けて、岐阜県客員研究員招聘事業講演会、2004年２月、高山。



蠱　研 究 の 解 説
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１．ウシゲノム連鎖地図の現状

盧 ゲノム連鎖地図とは
ゲノム上の任意の場所である座（locus）の塩基配列が個体間で異なる場合には多型性がある

といい、DNAマーカーと呼ばれる。精子や卵子が生成する減数分裂の過程で相同染色体間の組換
えが起こるが、その頻度はマーカー間の距離にほぼ比例する。近接しているほどマーカー間の
組換え頻度は小さくなる。ゲノム解析のための基本的なツールであるゲノム連鎖地図（linkage
map）は、DNAマーカーを連鎖の程度に応じて直線上に並べたものである。多数の減数分裂が観
察されるリファレンスファミリー（標準家系）を使うと、DNAマーカーの並んだ連鎖地図を作成
できる。ウシのゲノムは29本の常染色体と性染色体XYで構成されているので、DNAマーカーは30
の連鎖グループに属する（Y染色体には相同染色体がないので組換えは起こらない）。それぞれ
の連鎖グループで多数のDNAマーカーをcM（センチモルガン）という距離の単位で並べることが
できる。1-cMとは減数分裂中に１％の頻度で組み換えを起こしうる遺伝的距離を示す単位であ
る。ウシやヒトでは1-cMが約1 Mb（メガベース：百万塩基対）に相当し、全ゲノムは約3,000-
cM、30億塩基対になる。連鎖地図はマーカー間の組換え頻度に依存してマーカーを並べたもの
ゆえ、マーカーは点に過ぎない。しかしながら、地図上に位置の明らかなマーカーが多数ある
ほど正確なマッピングが可能なだけでなく、マーカー間をクローン化されたDNA断片で連結する
ことが可能となる。すなわち、物理的な実体のある染色体地図となり、任意の領域のマーカー
開発や遺伝子配列の変異を調べることが容易になる。したがって、マーカー密度が高くなれば
なるほど、連鎖地図のツールとしての有用性は飛躍的に高まるのである。

盪 家畜・家禽におけるゲノム連鎖地図の現状
多数のDNAマーカーを含むゲノム連鎖地図は、経済形質や遺伝性疾病などに関わっている遺伝

子のマッピングに必要不可欠である。表１に家畜・家禽における連鎖地図の現状を示している。
ウシでは、1997年に米国農務省肉畜研究センター（USDA-MARC）らのグループが1,250個のDNA

マーカーを含む連鎖地図を作成した。他の家畜・家禽でも約1,000個のDNAマーカーを含む連鎖
地図が報告された。約1,000個のマーカーを含む連鎖地図があれば、遺伝的な形質のマッピング
は可能であることと、マーカーを開発するには大変な労力と費用を要するため、家畜・家禽で
はそれ以降本格的なマーカーの開発と連鎖地図のアップデートはなされていなかった。しかし
ながら、マーカーアシスト選抜のためのファインマッピングや目的の遺伝子の単離・同定の局
面になるとマーカー数が少ないため、マッピングした領域毎に多大なコストをかけて高密度に
マーカーを開発しなくてはならない。そこで、我々はウシゲノムの全体を対象にランダムにマ
ーカーを開発し、USDA-MARC と共同で3,000個のマーカーのマップされた連鎖地図の作成を行う
ことにした。本事業で作成したウシ連鎖地図の概要も表１に示している。
ヒトの場合、全ゲノムの塩基配列が明らかになっても遺伝的形質のマッピングにおける連鎖

地図の重要性は変わらない。生活習慣病である高血圧・糖尿病などの感受性遺伝子を探索する
には、統計的に有意に連鎖する領域を特定しなければならないからである。表１の下段に示す
ように1998年に８千個のマーカーを使った連鎖地図が作成されたが、そのマッピングに使った
標準家系の減数分裂数は約200のため連鎖地図の解離度が低く、多数のマーカーの位置の違いを
区別できず、同じ場所に位置づけられることとなった。そこで、2002年には減数分裂数を1,257
まで増やした連鎖地図が作成された。さらに、米国National Institute of Healthは減数分裂
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数5,000まで増やしたヒト連鎖地図作成プロジェクトに30億円を使う計画である。因みに、我々
の用いたウシ標準家系の減数分裂数は391であるため、解離度の限界は0.8 cMとなり、本事業で
作成したウシ連鎖地図はまだ限界まで到達していない。USDA-MARCは独自に約800個の一塩基多
型SNPマーカーをマッピングしていることから、合計4,600マーカーになり、さらに限界まで近
づくだろう。今後は、解離度の高い連鎖地図を作成するため、減数分裂数を増やす、つまり、
マッピングのための標準家系の規模を大きくする必要があるかもしれない。

蘯 本事業で作成したウシゲノム連鎖地図
本事業で作成したウシゲノム連鎖地図は2004年春から夏頃には公表される見込みである。新

しい連鎖地図にマッピングされたマーカーの内、当研究所で開発されたマイクロサテライトマ
ーカーが半数以上を占めている。1997年の地図において常染色体上にいくつか存在していた20-
cMを越える大きなギャップは消滅し、どの常染色体もマーカー間隔は10-cM未満となっている。
この連鎖地図により、ウシの遺伝性疾患などの原因遺伝子をはじめ、肉質など経済形質の責任
遺伝子の精度の高い染色体マッピング（ファインマッピング）が可能となる。表２と図１に本
事業で作成したウシゲノム連鎖地図を示す。

盻 ゲノム連鎖地図の重要性
現在、米国を中心にウシの全ゲノムの塩基配列を決定するプロジェクトが始まっている。全

ゲノムの塩基配列を決定するには、詳細な物理地図（遺伝的な距離ではなく、DNAの長さに基づ
く地図）を作成する必要がある。詳細な物理地図を作成するには、高密度な連鎖地図が重要な
足場となる。したがって、新しいウシゲノム連鎖地図は、遺伝形質の責任遺伝子の正確なマッ
ピングだけではなく、全ゲノムの塩基配列決定にも大きく貢献することが期待される。

2001年にヒトゲノムのドラフト配列が公表され、ゲノム上には約3万の遺伝子の存在が示唆さ
れた。ヒトゲノム配列中の未解読ギャップはその後修復されて完成に近づいている。ゲノムの

表１　家畜・家禽のゲノム連鎖地図の現状

*雌雄平均値。一般に雌の方が大きい。**本事業で作成したウシゲノム連鎖地図。＃ヒトやマウスでは同一
個所に位置づけられたマーカー集団を１個に数えている。本事業で作成したウシ連鎖地図をヒト・マウス
のように個所数で計算すると、ヒト連鎖地図（1998）と同程度のマーカー密度となる。

畜種 作成年
連鎖地図にマップさ
れているマーカー数

ゲノムの大きさ*
(cM)

マーカー密度
（cM/マーカー）

ウシ 1997 1,250 2,990 2.5

ウシ** 2004 3,802 3,214 0.8

1.4＃

ブタ 1996 1,042 2,286 2.2

ヒツジ 2001 1,093 3,500 3.4

ニワトリ 2000 1,889 3,800 2.1

ヒト 1998 8,031 3,567 1.5＃

ヒト 2002 5,136 3,615 0.5＃
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全塩基配列が明らかとなり、全遺伝子の機能がわかったとしても、任意の遺伝形質の原因（責
任）遺伝子をそれだけで同定することはできない。しかし、ゲノム連鎖地図を使って該当する
遺伝形質をマッピングしておけば、その領域に存在する遺伝子群から効率的に原因（責任）遺
伝子の候補を見つけることが可能となる。高密度な連鎖地図は、全ゲノム配列が決定された後
においても、遺伝子の同定に重要な役割を果たすのである。

表７　ウシ連鎖地図の概要

BTA/X1)
サイズ
(cM)

マーカー数 ポジション数
平均間隔
（cM）

間隔最大値
（cM）

間隔の数

10～15cM 5～10cM

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

Ｘ

total

154.7＊

128.9

128.9

119.9

135.6

134.4

135.6

128.6

116.2

118.8

131.0

110.0

105.4

103.9

109.8

98.6

95.9

84.4

109.6

82.9

83.8

88.1

80.0

78.1

68.4

79.4

71.2

61.7＃

69.7

146.5

3159.9

266＊

188

173

132

184

232

139

125

130

126

201

126

116

136

145

104

104

114

136

121

129

82

77

98

74

64

72

81

158

189

3960

151＊

113

102

82

116

133

89

85

80

89

104

75

81    

78

95

68

70

71

90

65

73

58

49

62

49

44＃

44＃

44＃

79

84

2423

1.0

1.2

1.3

1.5

1.2

1.1

1.6

1.5

1.5

1.4

1.3

1.5

1.3

1.4

1.2

1.5

1.4

1.2

1.2

1.3

1.2

1.6

1.7

1.3

1.5

1.9＊

1.7

1.5

0.9＃

1.8

1.4（平均）

4.6

6.2

5.2

4.7

4.7

9.2

8.6

7.9

4.9

4.4

7.6

8.9

4.9

5.1

5.6

4.0

5.5

5.1

6.7

5.2

4.0

7.1

6.3

3.8

6.8

7.4

6.2

4.7

3.3＃

10.2＊

10.2（最大値）

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

1

0

2

1

0

0

3

5＊

4

0

0

2

1

0

1

1

0

1

1

3

1

0

1

2

0

2

3

1

0

0

5＊

40

*は最大値、＃は最小値を示す
1）29番染色体までは、性平均値、Ｘ染色体は雌による値
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BTA1

154.7 cM

BTA2

128.9 cM

BTA3

128.9 cM

20

40

60

80

100

120

0

140

160

BMS4025

BMS4045

BMS4010

DIK2216

DIK4653

DIK2744

DIK2445

DIK104

AGLA17

HPS

BM6438

DIK4591

TGLA49/DIK1044

ARO24/SOD1

DIK5019

BMS1928

BM8139/DIK4856/DIK634

INRA117

BMS4020

DIK4957

DIK4900/HEL6

RM095/BMS711/DIK2677/DIK2112

DIK2431

DIK4751

BMS4015/ILSTS104/MNS-92

DIK2396

ILSTS004

DIK4738

DIK4803/DIK2557

DIK4518

SRC11

BMS4017/MNS-94

BM4307

INRABERN173/DIK4666

DVEPC63

DVEPC67

DIK4478

MILSTS080/DIK5372

MNB-58

DIK2395

BMS4024/BMS4037

BMS2725/MNS-30

DVEPC18

HEL24

DIK4362

TGLA57

BMS4000

MNB-189

MNB-152

DVEPC26

BMS4012

DIK4483

INRA011/BMS4021

BMS4035/DIK024

DIK5350

RM326/DIK2659/TEXAN14

BM1312

BMS527/BMS2572

DIK2321

DIK2339

DIK4749

DVEPC47

BMS4030/DIK4121

MILSTS083

DIK5304

MNS-72

DIK4814

DVEPC57

DIK4586

BMS4013/DIK2121/DIK2886

DIK1171

BMS4029/DIK2877

DVEPC56/DIK5245/DIK4810

DIK4658

BMS4003/BMS4001

DIK2289

DIK5162

DIK2284

INRA049/BM9019/BMS4009

INRA119/BMS4047/INRA128/INRA073

DIK2192

DIK4988

BM6506/BM7145/DIK4770

DIK2627

DIK4781

BMS4008

DIK5290

TGLA415

DIK2731

BM8246

BMS4048/DIK2273/DIK2080/INRA054
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１．職員名簿

所　　　　属 職　　　　名 氏　　　　名

所　　　　　長

管　　理　　部

動物遺伝研究部

所　　　長

部　　　長

補　助　員

補　助　員

部　　　長

主任研究員

主任研究員

研　究　員

研　究　員

研　究　員

研　究　員

研　究　員

補　助　員

補　助　員

補　助　員

補　助　員

補　助　員

補　助　員

補　助　員

補　助　員

補　助　員

補　助　員

補　助　員

補　助　員

補　助　員

松　　川　　　　　正

高　　田　　耕　　節

浅　　比　　紀　　子

芳　　賀　　元　　子

杉　　本　　喜　　憲

高 須 賀　　晶　　子

渡　　邊　　敏　　夫

溝　　口　　　　　康

平　　野　　　　　貴

井　　原　　尚　　也

横　　内　　　　　耕

高　　野　　　　　淳

渡　　辺　　恵 美 子

塚　　沢　　浩　　子

藤　　田　　郁　　子

伊　　藤　　千 代 子

藤　　井　　友　　子

鳴　　島　　亜 希 子

金　　内　　由 美 子

緑　　川　　淑　　枝

丸　　山　　久 美 子

高　　田　　亜　　紀

真　　船　　文　　恵

星　　　　　優　　美

相　　馬　　千　　裕

（平成16年３月31日現在）
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２．職員の異動
１）職員の採用

２）職員の退職・退任

採用年月日 氏　　名 所　　属

平成15年４月１日 横　内　　　耕 動物遺伝研究部

３．職員の海外出張

氏　名 出張先

竹　田　晴　子 米　国

備　　考

National Institute of Environmental
Health Sciencesにおいて在外研究

用　　務

高須賀　晶　子 米　国
サンディエゴ市で開催されたPlant
＆ Animal Genome XII出席

渡　邊　敏　夫 米　国
サンディエゴ市で開催されたPlant
＆ Animal Genome XII出席

期　間

平成15年４月１日～
６月30日

平成16年１月９日～
１月16日

平成16年１月９日～
１月16日

退職・退任年月日 氏　　名 所　　属 備　　考

平成15年８月31日 竹　田　晴　子 動物遺伝研究部

平成15年11月16日 伊　藤　智　仁 動物遺伝研究部

平成16年３月31日 伊　藤　千代子 動物遺伝研究部

平成16年３月31日 緑　川　淑　枝 動物遺伝研究部

平成16年３月31日 芳　賀　元　子 管　　理　　部
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４．施設・機器の整備

１）施　設

研究施設の平面図は58ページの通り。

２）平成15年度購入の主要機器（単位百万円以上）

機　　器　　名

１

蛍光分光光度計（パーキンエルマー LS55ルミネッセンス）

15PCR増幅装置（アプライドバイオシステム社 9700 Gold96-Well）

１

DNAシーケンサー（アプライドバイオシステム社 3730XL-300）

式　　数

リアルタイム定量PCR増幅装置（ABI PRISM 7900HT） １
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研 究 施 設 平 面 図
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５．購読雑誌一覧

1）American Journal of Human Genetics
2）Animal Genetics
3）Cell
4）Cytogenetics and Genome Research
5）Genes and Development
6）Genome Research
7）Genomics
8）Journal of Biological Chemistry
9）Journal of Cell Biology
10）Mammalian Genome
11）Molecular Cell
12）Nature
13）Nature Biotechnology
14）Nature Cell Biology
15）Nature Genetics
16）Nature Medicine
17）Nature Reviews, Genetics
18）Nature Reviews, Molecular Cell Biology
19）Proceedings of the National Academy of Sciences USA
20）Science
21）Software Design
22）Trends in Genetics
23）細胞工学

24）実験医学

25）畜産技術

26）畜産の研究

27）肉牛ジャーナル

28）日経バイオテク

29）日経バイオビジネス

30）和牛
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２．海外出張報告

Plant & Animal Genome XII（第12回植物動物ゲノム学会）に参加して

高須賀　晶子、渡邊　敏夫

2004年１月10日から14日までの５日間、米国カリフォルニア州サンディエゴにおいてPlant &
Animal Genome XIIが開催された。この学会は毎年同地にて開催され、主に農畜産水産関係の生
物種におけるゲノム研究の国際的な発表の場となっている。
サンディエゴは西海岸の温暖な気候に恵まれており、１月というのに半袖でも表を歩けるほ

どの、日本で言えば晩春の暖かさがあった。その地の Town & Country Hotel をほぼ借り切っ
て、口頭発表がホールにおいて、ポスター発表と企業展示が地下駐車場の広大な面積において
行われた。総演題数はワークショップが267題、ポスターが995題であった。ワークショップは
家畜の動物種ごと、植物の栽培品種ごとに分かれていたり、あるいは解析理論など分野ごとに
分かれていたりした。植物と動物という分け方をすると、演題数としては植物の演題が動物の
それよりも３～４倍多い印象があった。以下、家畜動物種に関するものの内容について一部紹
介したい。高須賀がプレナリーセッション、ワークショップなどの口頭発表について、渡邊が
主にポスター発表について紹介する。
今年の家畜ゲノムの最大の進展は、ニワトリの全ゲノムドラフト配列決定であり、家畜の中

での最初の全ゲノム配列決定となった。これによって、ニワトリでは、アミノ酸置換を生じる
ような一塩基多型（SNP）が多いと推定されること、また、ヒトとのシンテニーは、少なくとも

231個と細かく、進化の過程で染色体内転位が起こったことが推定されることなどが明らかにな
った。しかしながら、明らかにされたゲノム配列を用いてのQTLマッピングや、ポジショナルク
ローニングへの取り組みは、残念ながら、まだこれからといったところであった。ニワトリは、
ゲノムサイズが小さいことと、鳥類の代表ということで、ゲノムシークエンシングの対象に選
ばれたわけだが、全ゲノムドラフト配列決定が、家禽研究者の必要性に先んじて行われた感が
ある。
一方、ウシゲノムに関しては、現在、米国が中心となって国際プロジェクトとして進行して

いるBACフィンガープリント地図の進捗状況、および、全ゲノムシークエンシングの計画が報告
された。BACフィンガープリント地図は、昨年のこの学会で完成間近と報告され、その進展の早
さに大変な衝撃を受けたが、結局、完成には1年を要することになった。この発表では、完成度
がどの程度なのかが把握しづらかったのだが、日本に戻ってきて、実際に使ってみると、目的
領域のBACコンティグの作成に大いに役立つものだということがわかった。BACの末端塩基配列
も、現在、283,000配列がGenBankに登録されており、まだ十分ではないが、SNPの検索等に利用
できるリソースが徐々に整備されつつあると思われる。今後の全ゲノムシークエンシングが大
いに期待される。
プレナリーレクチャーで、プロテオミクスの研究が２つも紹介されたことに、新しい兆しを

感じた。一つは、国際プロジェクトとして、生体内のタンパク質をより微量まで検出、同定す
るために、様々なレベルで技術開発が行われているという話題、もう一つは、「ショットガンプ
ロテオミクス」と名付けて、片っ端からタンパク質を断片化して、その配列を決めるという手
法をとることによって、細胞内のオルガネラなど、生物の基礎的な知見が新たに得られている



― 117 ―

という話であった。家畜ゲノムは、全ゲノムシークエンシングにまだ少し(2?3年)時間がかかる
と思われるが、イネの全ゲノムシークエンシングを終了した植物の研究者たちには、時宜を得
たレクチャーだったに違いない。

QTLクローニングと題されたワークショップにおいては、総演題数12題のうち家畜に関するも
のは2題であった。そのうちの一つは、ベルギー・リェージュ大学の M. Georges によるもので、
氏は近年乳牛のミルク脂肪含量のQTLが DGAT1 遺伝子の多型によるものであることを突き止め
た実績がある。またスウェーデン・ウプサラ大学との共同でブタの骨格筋量のQTLが IGF2 遺伝
子の非翻訳領域における多型であることを論文発表しており、ワークショップではそれについ
ての詳細な報告を行った。
もう一つの家畜に関する演題は米国・農務省肉畜研究所(US-MARC)の D. Nonneman によるブ

タの精巣サイズのQTLに関する報告であった。彼らはQTLマッピングの手法により精巣サイズを
コントロールするQTLがX染色体上にあることを突き止めた。最終的に thyroxin binding
globulin （TBG; セリンプロテアーゼインヒビターの一種） のアミノ酸置換を伴う多型が精巣
サイズと相関があることを示した。TBG は thyroxin （甲状腺ホルモン）に結合する活性があ
るが、げっ歯類において thyroxin は精巣のセルトリー細胞の増殖に関与している報告があり、
これは TBG が精巣サイズの QTL であることを強く示唆するものである。
ポスター発表の中で印象に残ったものを以下に紹介する。
放射線照射体細胞雑種(RH)パネルによるRH地図はゲノム研究における強力なツールである(本

年報の研究報告を参照)。ウシ、ブタのRH地図の報告は以前からあったが、今回、ウマ全ゲノム、
ヒツジ全ゲノム、ニワトリ4番染色体のRH地図を作製した結果がそれぞれテキサスA&M大学、ユ
タ大学、ワーゲニンゲン大学などによって相次いで報告された。今のところこれらの動物種に
関するQTL解析の報告例あるいは成功例は少ないが、新たなツールの開発によって今後その解析
が進展することが大いに期待される。
米国では牛肉の柔らかさ(tenderness)が経済的に重要な形質の一つとされているが、

tenderness に関するQTL原因遺伝子としてCAPN1がUS-MARCにより同定された。同遺伝子は屠殺
後の筋繊維タンパク質を分解するプロテアーゼの一つである μ-カルパインをコードしている。
μ-カルパインの316番目のグリシンがアラニンへ、または530番目のバリンがイソロイシンへア
ミノ酸置換をおこすといずれも tendernessを上昇させる。今回CAPN1のイントロン領域に3つの
塩基多型を見いだし、これらがtendernessと相関があることを新たに報告した。彼らはこれら
の多型マーカーが市場に出荷される集団においても相関を検討し、検査手法として実用的であ
ることを示している。CAPN1はQTL解析と候補遺伝子アプローチの手法で同定されたQTL原因遺伝
子であり、候補遺伝子の絞り込みが容易であったため検査マーカーとしての実用化への道が短
い例である。
最後に、学会期間中に海外の共同研究者や友人に多くあう機会があり、食事をともにしなが

ら彼らと議論することで研究上の多くの刺激を受けることができた。今回の海外出張はその意
味でも貴重な機会であったと思う。
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