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序　　 文

本年報は平成17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、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

で到達しつつあるものの、目的を達成するにはなお一層の精進が求められていることも

明らかとなった。DNAマーカーによる連鎖地図の高密度化と詳細な物理地図の作成のおか

げで、経済形質責任遺伝子の領域を格段に狭め、少数の候補遺伝子に絞りこむことがで

き、それらの遺伝子の内のどれが責任遺伝子なのかを決める段階に至ったことは確かそ

うに見える。しかしながら、責任遺伝子を同定することは、依然として挑戦的な課題で

あり続けている。ここを突破してこそ初めて生物学における未知の領域を切り開いたこ

とになる。量的形質に関するメカニズムを分子レベルで解明し、飼養管理等の改善にま

でもっていくには更なる努力が必要である。

今年度の特筆すべき成果は、全ゲノムを対象とする相関解析手法が有効なことを示し

たことである。今後、黒毛和種等で昔から問題になっていた繁殖性や脂肪壊死なども研

究対象になり、育種に有用なDNA情報が得られるかもしれない。

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18年３月

社団法人畜産技術協会

会長　山　下　喜　弘



平成17年度
動物遺伝研究所年報

目　　　　　次

序　　文

第１節　設立の経緯と沿革

1. 設立の経緯と沿革………………………………………………………………………………１

第２節　平成17年度の動き

1. 研究推進の状況…………………………………………………………………………………３

1) ウシゲノム解析用ツールの開発……………………………………………………………３

2) ウシ遺伝性疾病のDNA育種手法の開発 ……………………………………………………３

3) 肉用牛経済形質のDNA育種手法の開発 ……………………………………………………５

4) ウシ抗病性遺伝子座の解析…………………………………………………………………９

5) 牛肉の品種鑑定技術の開発…………………………………………………………………10

6) ウシ全ゲノムを対象とする相関解析手法による新たな経済形質の解析………………13

2. 平成17年度研究発表……………………………………………………………………………15

1) 論文発表………………………………………………………………………………………15

2) 学会発表………………………………………………………………………………………16

3) 学会発表要旨…………………………………………………………………………………17

3. 委員会・会議等の開催…………………………………………………………………………27

1) 肉用牛ゲノム研究・開発委員会……………………………………………………………27

2) 肉用牛ゲノム研究・開発技術推進委員会…………………………………………………28

3) 全国DNA育種推進会議 ………………………………………………………………………28

4) 牛肉の品種鑑定技術検討委員会……………………………………………………………29

5) SNP利用検討会議 ……………………………………………………………………………29

6) 研究会等の開催………………………………………………………………………………30



4. 委託研究…………………………………………………………………………………………32

5. 研修員の受け入れ………………………………………………………………………………33

6. 職員の普及活動等………………………………………………………………………………34

第３節　研究の解説

「ウシゲノム解析用ツールの開発とゲノム解読の現状」………………………………………35

第４節 総務

1. 職員名簿…………………………………………………………………………………………45

2. 職員の異動………………………………………………………………………………………45

3. 職員の海外出張…………………………………………………………………………………46

4. 施設・機器の整備………………………………………………………………………………48

5. 購読雑誌一覧……………………………………………………………………………………48

第５節 資料

1. 論文再録…………………………………………………………………………………………49



第１節　設立の経緯と沿革
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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個以上の遺伝子座を位置づけ（p<

0.01）、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。遺伝子座が位置づけさ

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13年度から新たに、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」として進めていたが、平成17年度で終了した。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年度からスタートした「BSE生体診断技術緊急開発事

業」は平成16年度で終了した。また、平成15年度から「牛肉の品種鑑定技術開発事業」がスタ

ートし、平成17年度で終了した。この事業では、我が国の肉用牛として飼養されている黒毛和

種、ホルスタイン種、黒毛和種とホルスタイン種間の交雑種の３者間をDNA情報で鑑別する技術

を確立することに成功した。これまで実施してきた複数年に渉る事業は平成17年度末をもって

すべて終了することとなり、平成18年度からは装いも新たにウシDNA育種に関する事業が始まる

予定である。

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17年度末には所長を含む管理部門３名、研究部門17名（研究員７名、研究

補助員９名）となった。
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１．研究推進の状況

１）ウシゲノム解析用ツールの開発

盧 国内および海外の状況
国際コンソーシアムによるウシ全ゲノム配列の解読の現状について（米国・サンディエゴ、

2006年１月）
ウシゲノムプロジェクトは、PhaseIとPhaseIIから成り、PhaseIは、ウシゲノムの塩基配列決

定からAnnotationまでを、PhaseIIは、SNP検索と各品種のHapMapの作成を目的としている。

PhaseIについては、2004年９月に、3x（ゲノムの３倍長に相当する長さ）のWGS（Whole
Genome Shotgun：全ゲノムを対象にランダムに解読し、重なり合うものをつないだ配列）配列
が公開され、ついで、2005年３月に、6xWGS配列が公開された。後者は、3.1Gbから成り、92％
のESTと96％のBAC末端配列を含んでいる。現在用いられているゲノム塩基配列決定の手法は、

WGSとBACskim（フィンガープリントで整列化したBACクローンを、単一、もしくは、プールして、
読んだ配列）を組み合わせたもので、現在2xBACskim（全BACクローンの長さの２倍長に相当す
る長さの配列）が進行中である。プールしたBACクローンの配列を読むことにより、特に、リピ
ート配列によるアセンブルエラーの改善が期待される。個々の配列はアセンブルされて

scaffold配列（足場となる配列）とされる。一昨年、昨年と当研究所が発表したShirakawa-
USDA連鎖地図（4881マーカー）、SUN-RH地図（5513）、および、SNP連鎖地図（2564）、BAC末端配
列を並べたBovGen RH地図（9190）とIllinoi RH地図（3484））、これら５個の地図からなる統合
地図（Composite map）が、アセンブルされたscaffold配列を並べるための基盤となる。

PhaseIIは、SNP検索とHapMapの作成を目的としている。WGS（ヘレフォード種雄１頭）と、そ
の他６品種（アンガス、ブラーマン、ホルスタイン、ジャージー、リムジン、ノルウエーレッ
ド）のゲノムシークエンシングにより、１万個以上のSNPが開発された。今後、これらのSNPが
各品種でタイピングされ、ハプロタイプブロック等が明らかにされたHapMapが作成される。

２）ウシ遺伝性疾病のDNAマーカー育種手法の開発

盧 研究年次：平成９年～平成17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。これまでに４種の疾病の原因

遺伝子同定に成功しており、そのノウハウを生かして引き続き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診断する手法を開発し、発症を防止する。
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・
特定を行う。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。
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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17年度までの成果を表
３に示した。

表３．遺伝性疾病の遺伝子解析のまとめ

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 ウシ遺伝性疾患の解析に関わる今年度の成果

蘯-2-1．乳頭欠損症（某県との共同研究）
先天的乳頭欠損症（ATPP:Abnormal Teat Patterning Phenotype）が、特定の黒毛和種種雄牛
の産子の性別に関わらず多発した。乳頭１対の２本欠損、１本欠損、乳頭形状の異常など多様
な表現型を示した。乳頭欠損を伴う雌個体は繁殖雌牛として登録できないため、農家に大きな
経済損失を被っている。そこで、発症をコントロールする診断手法の開発を目的とし原因遺伝
子座のマッピングを行った。
家系内発症頻度は、２本欠損、１本欠損ともに８％、乳頭形状異常が９％であった。発症頻

度および血統情報から単一劣性遺伝様式の可能性は排除された。常染色体上に447個のマイクロ
サテライトマーカーを平均6.7cM間隔で配置し、産子144頭（２本欠損21頭、１本欠損19頭、形
状異常13頭、健常91頭）を用いて、Glissado1.3.1による連鎖解析（順位和検定）を行った。そ
の結果、１番、７番、17番、25番染色体に本疾病との連鎖が見られ、複数の遺伝子が関与する
不完全優性遺伝様式の量的形質であることがわかった。次に解析頭数を発症152頭、健常454頭

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 黒毛和種 Claudin-16

（新規） 37kbの欠損 あり 受　理

モリブデン補酵素
欠損症 黒毛和種 MCSU

（新規） ３塩基欠損 あり 受　理

Chediak-Higashi
症候群 黒毛和種 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 黒毛和種 Claudin-16 56kbの欠損 あり 受　理

軟骨異形成性矮
小体躯症 褐毛和種 LIMBIN

（新規）

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 受　理
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に増やし、この４本の染色体に対し解析を行った。その結果、２本欠損（49頭）と健常個体
（454頭）の間で、17番染色体セントロメア（ATPP1:p=2.2x10-9）および１番染色体のセントロメ
ア（ATPP3:p=0.035）とテロメア（ATPP2:p=0.005）の計３カ所に父由来アレル頻度が有意に異
なる領域が見いだされた。２本欠損個体のリスク比は、ATPP1=2.2、ATPP2=1.7、ATPP3=1.6で
ATPP1が発症に対し最も大きく寄与していた。ATPP1は１本欠損個体（48頭）においても有意で
あった（リスク比:1.9、p=2.3x10-4）。一方、７番、25番染色体の有意性は消滅した。これら３
遺伝子座すべてにおいてリスクハプロタイプを排除すれば、乳頭欠損個体の発症確率を0.06に
まで下げることが可能となる。

蘯-2-2．眼球形成不全症（岡山大学との共同研究）
眼球形成不全症（multiple ocular defects,MOD）を発症した18頭を中心とする集団の連鎖解
析を行い、染色体18番の領域にマッピングした。常染色体劣性遺伝病であった。

盻　国内および海外の状況
複合脊椎形成不全症（Complex Vertebral Malformation,CVM）はホルスタイン種に見られる

劣性遺伝病で、すでに我が国では遺伝診断がなされているが、この発明グループから最近報告
された（Thomsen et al.,Genome Res.,16:97-105,2006）。ゴルジ体に存在するUDP-N-
acetylglucosamine transporterであるSLC35A3のミスセンス変異（V180F）が原因であった。ブ
ラウンスイス種における脊髄性筋萎縮症（Spinal Muscular Atrophy,SMA）の解析が進んだ
（Krebs et al.,Mammal.Genome,17:67-76,2006）。染色体24番のテロメア部位にファインマッピングし、
抗アポトーシス因子であるBCL2を候補遺伝子とした。ヒトにおけるSMA原因遺伝子と同定された
SMNも抗アポトーシス因子である。しかしながら、プロモーター領域だけに変異が見られ、この
位置は隣接する神経変性に関わる遺伝子VPS4Bに近いため最終的な同定にまでは至らなかった。

眈　今後の進め方
乳頭欠損症は、これまで解析してきた遺伝性疾患と異なり、多因子性疾病であり、QTLである。

適当な時期のウシ胎児サンプルが得られ、正常個体と欠損個体の乳腺組織におけるmRNA・タン
パク質の発現プロファイルをそれぞれ比較することで候補遺伝子を絞ることができるかもしれ
ない。染色体17番などのリスクハプロタイプを持たない後継種雄牛を作成することで発症頻度
はかなり低下すると思われるので、実用上はほぼ解決したと言えよう。

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17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、
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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。
経済形質を支配する領域や遺伝子座を同定することでDNA情報を活用した育種が可能になる。

多くの家系の連鎖解析を進めて、ハプロタイプに関する情報を豊富にする。一つの遺伝子が同
定されれば、分子的なメカニズムの研究から多数の責任遺伝子座を明らかにすることが可能に
なる。

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20道県・家畜改良事業団・家畜改良センターの合計22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
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17年度までの収集の状況は表１の通りである。これらの収集したDNAサン
プル数は約５万９千となった。これらのサンプルから25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。

表１．平成17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

動物遺伝研究所 13 1,054

14 2,503

15 5,387

合　　計 75,953

16 6,831

16 4,922

17 12,715 57,519

17 4,634 18,434
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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
経済形質（QTL）の解析において、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であるQTL Express（Haleyら、1994；2002）が優れている。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。平成17年度までに全国で15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２に示す。

表２．平成17年度までの黒毛和種経済形質マッピングのまとめ

経済形質QTL* p < 0.01 p < 0.001

体重 9 2

枝肉重量 13 2

脂肪交雑 19 9

ロース芯面積 13 3

バラ厚 11 1

皮下脂肪厚 18 3

合計 83 20

蘯-3 ウシ経済形質遺伝子座のポジショナルクローニングに関わる今年度の成果

蘯-3-1．Marbling-1（脂肪交雑-１）の解析（兵庫県との共同研究）
昨年度までに、父方半きょうだい家系を用いた連鎖解析を行い、21番染色体テロメア側に脂

肪交雑連鎖領域3.5cMを特定した。去勢牛396頭を用いた解析におけるQTLへの寄与率は3.9％で
あった。この領域を絞り込むため、66個のBACcloneからなるBAC整列地図を作成し、74個の新規
マイクロサテライトマーカーを開発した。新規マーカー及び既知マーカーで多型性に富む33マ
ーカーを選択し、２種類の集団で母方アリルについての相関解析を行い、約720kbに限局化した。
この近傍には父由来アリルだけ発現するインプリンティング遺伝子が２個見られた。母方アリ
ルを用いた相関解析では検出できないので、この領域もMarbling-1候補領域とした。
今年度は、責任遺伝子を同定するため、遺伝子機能の解明などによる候補遺伝子の絞り込み

を試みた。まず、Marbling-1候補領域に存在する12種の遺伝子の全エクソンについて、ウシド
ラフト塩基配列及びショットガンシークエンスにより決定した塩基配列を用いてプライマーを
設計し、種雄牛のSNP探索を行ったが、アミノ酸変異を伴ったSNPを見いだすことはできなかっ
た。そこで、Marbling-1優良遺伝子型Qとそうでない遺伝子型qをそれぞれ保有する肥育個体に
おいて、発現の異なる遺伝子を調べた。Q/qの32ヶ月齢去勢牛１頭とq/?の28ヶ月齢去勢牛８頭
の筋間脂肪、皮下脂肪、腎臓、肝臓、筋肉組織などを採取した。３種の遺伝子a,b,cは筋間脂肪
においてq/?と比べてQ/qの発現量が22-94倍高かった。aにヒト・マウスの相同遺伝子は存在し
なかったが、bにヒト相同遺伝子が存在した。cはマウス3T3 L1細胞において脂肪細胞分化抑制

*染色体ワイズの有意水準。
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因子として知られている。Q/q最長筋ロースのバイオプシーを月齢18ヶ月から30ヶ月まで２ヶ月
毎に行い、cの経時的発現量の経緯を調べた。筋肉部位では20ヶ月から22ヶ月にかけて20分の１
に減少したが、脂肪部位は、28ヶ月と30ヶ月の間で急激な増加を示した。aとbについても調べ
る予定である。
次に、これら３種の遺伝子の5’上流1.0～6,1kb、イントロン、3’下流1.0～5.6kbについて

を対象にSNP探索を行った。b,c周辺にSNPは見つからなかったが、a遺伝子の5’上流195bpに１
ヵ所、3’上流168bpに１ヵ所のSNPを見いだした。ルシフェラーゼアッセイの結果、5’上流SNP
はプロモーター活性に影響することがわかった（p<0.001）。
そこで、aのORFと予測される部位をpcDNA3.1に挿入し、3T3-L1細胞にトランスフェクション

した。aの発現量の最も多かったクローンは、コントロールに比べてOil red O染色されず、脂
肪細胞分化が抑制された。脂肪細胞分化マーカーのFABP4/aP2遺伝子発現量もコントロールに比
べて顕著に低かった。コントロールのc発現量は、脂肪細胞分化前と比べて分化後に約７分の１
に減少したが、aクローンは分化前でコントローと比べてc発現量約半分に減少したに過ぎず、
その発現量は分化後も維持された。a遺伝子の発現がbやc遺伝子の発現に影響するか、そのメカ
ニズムは何かを今後明らかにしていきたい。

蘯-3-2．Marbling-2（脂肪交雑-2）の解析（宮崎県・岐阜県との共同研究）
昨年度までにSNPの検出で約50kbの領域まで狭めたが、可能性のあるセントロメア側の4cMを

除外する根拠があまりないことがわかった。今年度は、約50kbの領域に存在する牛特異的な遺
伝子を候補として細胞レベルで機能を調べること、および、Marbling-2の優良遺伝子型Qを保有
すると考えられる集団を対象とした相関解析を行い、領域を狭めることを試みた。
細胞レベルの遺伝子機能を見るため、マウス脂肪前駆細胞である3T3 L1に候補遺伝子のcDNAを
導入した。抗体染色でタンパク質が生成していることは確認できたが、stable transfectants
の単離はこれからである。一方、約1,500頭からなる父方半きょうだい家系から脂肪交雑成績両
極端集団を抽出し、母方アリールについてQ相関解析を行った。Q保有個体の血統を調べると、
いずれも元の解析家系種雄牛の孫であった。該当する地域におけるQの頻度はきわめて低いこと
が言える。したがって、相関解析の手法を使ってセントロメア側の4cMを検証することはできな
い。今後、月齢30ヶ月のQおよびq保有個体のロース芯におけるmRNAとタンパク質の発現プロフ
ァイルを比較することで候補遺伝子を絞ることができるかもしれない。

蘯-3-3．CW-1（枝肉重量-1）の解析（鹿児島県との共同研究）
これまでに我々は、黒毛和種父方半兄弟家系を用いた連鎖解析により、枝肉重量QTL（CW-1）

をBTA14セントロメア付近8.1cMの領域にマップした。この領域のさらなる絞り込みのために、

60個のBACクローンでカバーされる6.8MbのBAC整列地図を作成し、80個のMSマーカーを含む高密
度な物理地図を作成した。次に、当該領域のLDマッピングを行い、1.1Mbの領域に有意な相関を
得た。さらに、11頭の種雄牛の産子1,700頭において、この1.1Mbの優良遺伝子型Qは枝肉重量を

23.6kg増加させ、二つ目のQで15.2kgの有意な増加効果を得たことから、この1.1Mbの領域内に

CW-1の責任遺伝子が存在することが強く示唆された。
今年度は、1.1Mb内の想定される４つのヒト相同遺伝子の全エクソンについて、種雄牛の変異

探索を行ったが、アミノ酸置換を伴う変異は見いだせなかった。エクソン以外に見いだされた

SNPのなかには、Sp1の結合モチーフに存在するものもあった。そこで、Qとnon-Q個体間におけ
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る遺伝子発現量の違いを比較するため、1.1MbハプロタイプがQ/Qおよびq/-である個体（６ヶ月
齢）各１頭から各種組織臓器を採取し、RNAを抽出した。本領域内の４つの候補遺伝子について
定量的PCRを行ったところ、各遺伝子において２倍以上の差が現れた組織が数多く観察された。
したがって、これらの結果から有力な候補遺伝子を絞り込むことはできなかった。そこで、こ
れらの遺伝子をそれぞれ含むBACクローンを単離し、BACクローントランスジェニックマウスの
作製を行い、個体レベルで成長関連の表現型と導入遺伝子の発現量との関係を調べることで責
任遺伝子の同定を試みることとした。現在、委託中の導入マウスは３月から４月にかけてでき
あがる予定である。

盻 国内および海外の状況
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

ているが、ゲノムワイズレベル１％以下、20cM以内にファインマッピングされている例はまだ
ない。今年度においても顕著な報告は見られなかった。

眈 今後の進め方

Marbling-1、CW-1遺伝子を同定するため、報告候補遺伝子の機能の解明を培養細胞レベル・
マウス個体レベルで進め、遺伝子機能の解明から責任遺伝子の同定を行う。Marbling-2遺伝子
については、候補遺伝子を絞っていく。

４）ウシ抗病性遺伝子座の解析

盧　研究年次：平成７年～平成17年

盪　研究目的と期待される成果
小型ピロ、脂肪壊死症、乳房炎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DNA診断で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。これらの内、
今年度には乳房炎について更なる進展があった。

蘯　ウシ抗病性遺伝子座の解析に関わる今年度の成果

蘯-1．乳房炎抵抗性の解析（家畜改良センター・北海道との共同研究）
牛群検定に参加した搾乳牛の初産時体細胞数を乳房炎抵抗性の指標とした。特定地域で飼養

され、共通の祖父牛由来の集団から、体細胞数が低い集団（<25,000;297頭）と高い集団（>
100,000;181頭）を収集し、連鎖解析した結果、染色体21番と22番に有意な連鎖を見いだした。
昨年度までに、染色体22番のQTL（SCC22）について、グリシン残基１個の挿入変異の認められ

たFEZL（Forebrain embryonic zinc finger-like）を責任遺伝子とした。挿入変異のあるFEZL
遺伝子は感受型（S）で、そうでない方は抵抗型（R）であった。責任遺伝子同定の根拠は：（i）
乳腺由来細胞株を大腸菌毒素LPS処理したところ、サイトカインであるインターロイキン８と腫
瘍壊死因子aのmRNA発現が誘導されたが、その程度は挿入変異により低下した、（ii）挿入変異
により、搾乳牛集団における乳房炎発症率が12％（父-R/Sの娘集団）から18％（父-S/Sの娘集
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団）に増加した。また、FEZL抵抗型１個の導入により体細胞スコアを0.82減少させる効果が認
められた。しかしながら、このことは、FEZL挿入変異以外の要因を除外するものではない。
今年度は、染色体21番のQTL（SCC 21）について解析した。解析対象家系搾乳牛を、R/R,R/S,

S/Sに分けた。R/RとR/S集団ではSCC21の検出はできなかったが、SCC22QTLの影響の無いS/S集団で
は、SCC21のロッドスコアは大幅に高くなった。すなわち、二つのQTL SCC22とSCC21間には機能的
な相互作用が予想された。SCC21領域に存在する候補遺伝子の多型を調べたところ、プロモータ
ー活性を支配するSNPを見いだした。この領域にはFEZLの認識配列があり、実際にFEZLが結合し
た。すでに、候補遺伝子は自然免疫応答性に影響することが知られていることから、責任遺伝
子と考えられる。FEZL導入による発現プロファイルを解析したところ、SCC21にもう一つの候補
遺伝子が存在していた。第二の候補遺伝子も自然免疫応答性に関係することが知られている。
この遺伝子のプロモーター領域に４塩基からなるFEZLの認識配列があり、この４塩基内にSNPを
見いだした。このSNPは抵抗性と連鎖していた。すなわち、一つのQTLに二つの責任遺伝子を見
いだしたことになる。詳細は共同研究者から報告される。SCC22とSCC21の責任遺伝子候補はいず
れも自然免疫応答性に関わっていることから、乳房炎抵抗性の遺伝的要因の大部分は自然免疫
応答性かもしれない。

盻 国内および海外の状況
これまで、米国農務省、イリノイ大学、ノルウェー農業大学などから、体細胞数を指標とし

た乳房炎抵抗性のマッピングが報告されてきたが、ファインマッピングの段階には至っていな
い。

眈 今後の進め方
現在供用されているすべてのホルスタイン種の種雄牛精液ストローを入手できたので、今後、

遺伝子型を調べて頻度を明らかにするとともに、日本ホルスタイン登録協会などと共同研究を
行い、牛群検定のデータから遺伝子型と乳房炎抵抗性などについての相関性を調べる。

５）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％近くまでに
は至っていない。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
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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。開発目標とする品種鑑定手法は次の通りである：
①　あるサンプルが黒毛和種であるのか、ホルスタイン種であるのか、DNAマーカー型検査に
より判定する手法。（黒毛／ホルスタイン）。
②　あるサンプルが黒毛和種であるのか、F1（黒毛Ｘホルスタイン）であるのか、DNAマーカ
ー型検査により判定する手法。（黒毛／F1）。
③　あるサンプルが黒毛和種であるのか、外国品種であるのか、DNAマーカー型検査により判
定する手法。（黒毛／アンガス、または、黒毛／ヘレフォード）。
いずれの手法も、マイクロサテライトマーカーによるハプロタイプ頻度の品種による違いに

よる鑑定法の確立を試みる。

盻 研究開発の成果

盻-1 前年度までの成果?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
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、任意のウシ

染色体についてマイクロサテライトマーカー39個のタイピングを行い、母由来ハプロタイプ情
報から連鎖不平衡係数D’を算出した。従来ウシゲノム（乳用種）のハプロタイプブロックは数
十cMと報告されていたが、本試験により黒毛和種においても同様の結果を得た。染色体上には
ハプロタイプブロックが細かく分断されていると思われる箇所が存在し、品種特異的なハプロ
タイプブロックが存在する可能性を示唆した。
従来の連鎖不平衡係数の算出には既存のプログラム「Arlequin」が用いられてきたが、使用

時の煩雑さを改善するため、ハプロタイプを推定するプログラムを追加したものを開発した。
解析対象のウシ染色体領域として任意に３ヶ所を選び、新規マイクロサテライトの開発を行

った。既存のマイクロサテライトと合わせ、28-30個の多型性マイクロサテライトを選定し、そ
の内の１領域（6cM,28個）について解析を行った。黒毛和種については市場に出荷された非血
縁個体192頭、および父方半きょうだい個体872頭を選び、ホルスタイン種については非血縁個
体96頭を選定した。すべてのマーカーペアについての連鎖不平衡係数D’を求め、連鎖不平衡度
の分布を調べた。この領域はBACコンティグとしてBACクローンが連結されているので、BACクロ
ーン数をマーカー間の距離の尺度とし、ïﾖ宜的にBAC単位と呼ぶこととした。仮に平均BAC長が

200kbだとすると、（隣接するBACクローン同士は必ず互いに重なりがあるので）10BAC単位は推
定1Mbとなる。
比較の結果、黒毛和種において10BAC単位と20BAC単位の２ヶ所に比較的大きなハプロタイプ

ブロックと思われる領域が観察されたが、ホルスタインにおいてはいずれの領域もブロックが
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分断されていた。上記二カ所の領域をそれぞれ表す「マーカーペア1」と「マーカーペア２」の
ハプロタイプ頻度の比較をおこなった。マーカーペア２において黒毛和種特異的およびホルス
タイン特異的なハプロタイプ頻度の顕著な偏りが観察された。
そこで上記のマーカーペアを用いた品種鑑定能力を検討した。２マーカーのアリル情報から、

黒毛である事後確率とホルスタインである事後確率を比較した。マーカーAのアリルiおよびB
のアリルjからなるハプロタイプAiBjの、品種１集団内における頻度をP1AiBj、品種２集団内での
頻度をP2AiBjとする。ある個体をマーカーAおよびBによりジェノタイピングをおこない、ジェノタ
イプAx、Ay、Bz、Bwを得たとする。個体が品種１である事前確率を0.5とすると、品種１である
事後確率は Ax=AyまたはBz=Bwのとき（相が決定するので）

Ax ≠ Ay かつ Bz ≠ Bw のとき、

同様にL２を算出した。品種１を試料としたとき、L１/L２が1000を超えるような事後確率比が得
られたものを判定成功とした。またL１/L２が1000分の１を下回るとき誤判定とした。
上記の方法で、ハプロタイプ推定に用いた個体と同一サンプルを対象に検査をした。「ホルス

タインをホルスタインと判定」できた例がマーカーペア１およびマーカーペア２を用いたとき、
それぞれ57.1％（77例中44例）および98.9％（90例中89例）であった。また「黒毛和種を黒毛
和種と判定」できた例がマーカーペア１、マーカーペア２でそれぞれ10.2％（206例中21例）お
よび99.8％（628例中627例）であった。いずれの品種に関してもマーカーペア２による判定成
功率が高かった。なお、誤判定の例はいずれの品種サンプル、いずれのマーカーペアにおいて
も一つもなかった。

盻-2．今年度の成果
上記の方法で、ごく狭い範囲におけるハプロタイプブロック長を調査するために、黒毛和種

個体192頭、ホルスタイン個体96頭をそれぞれ対象集団とし、染色体７番、14番、21番の任意の
箇所それぞれ約10cMの範囲にマイクロサテライトマーカー48個、23個、38個を選定し、マーカ
ー型を検査した。おのおのの集団において推定されたマーカーペアのハプロタイプ頻度からD’
を算出し、これを連鎖不平衡度の指標とした。
その結果1cM以下にブロックが分断されていると考えられる箇所が多く観察された。ウシはヒ

ト（100kb以下）、マウス（数10Mb）の中間程度のブロック長を持つと考えられた。
あらかじめ適当なマーカーを用いて黒毛和種、ホルスタイン種、アンガス種、ヘレフォード

種集団のハプロタイプ頻度を調査した。ある個体についてマーカーの型情報を得たとき、この
個体が「黒毛和種である事後確率」を算出し、この値を鑑定基準とした。
適切な事後確率の基準値を設けることで、下記のとおり高い判定成功率をもつ鑑定手法を開

発することができた。マーカーペア（A,B）を用いた手法でほぼ完全に鑑定できたが、黒毛和
種／F1交雑種については十分な情報量が得られなかった。そこで、二つ以上のマーカーペアを
組み合わせた得た事後確率をマーカーAとBのペアで得た「黒毛である事後確率」を再び事前確

0.5P1AxBz P1AyBwL1=
0.5P1AxBz P1AyBw +0.5P2AxBz P2AyBw

0.5P1AxBz P1AyBw + 0.5P1AxBw P1AyBzL1=
0.5P1AxBz P1AyBw +0.5P1AxBw P1AyBz + 0.5P2AxBz P2AyBw + 0.5P2AxBw P2AyBz
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率として採用し、別のマーカーペア（C,D）の情報から「黒毛である事後確率」を算出した。同
様にして用いるマーカーペアを増やした場合の「黒毛である事後確率」を算出できる。黒毛和
種／F1交雑種の鑑定では３マーカーペアを用いることで鑑定率 100％に到達した。

黒毛和種／ホルスタイン種 100％　（１マーカーペアによる）
黒毛和種／F1交雑種 100％　（３マーカーペアによる）
黒毛和種／アンガス種 100％　（１マーカーペアによる）
黒毛和種／ヘレフォード種 100％　（１マーカーペアによる）

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。

眇 今後の進め方
今後は、マイクロサテライトから一塩基置換多型（SNP）を用いることで簡便化を図ると共に、
ウシ品種間の差異をゲノム全体で調べる。

６）ウシ全ゲノムを対象とする相関解析の手法による新たな経済形質の解析
（次年度から始まる牛有用ゲノム等知的財産活用事業と関連）

盧 研究目的と期待される成果
これまでの研究の結果から、家系を解析することでほとんどのウシ経済形質責任遺伝子座の

マッピングは可能と考えられる。しかしながら、目標とする表現型が分散している家系を構築
できない場合がある。たとえば、精子の授精能欠如、受胎率、過排卵処理への反応性、脂肪壊
死症などが挙げられる。そこで、家系の構築に拠らない全ゲノムを対象とする相関解析を行い、
懸案になっている形質の育種手法の確立を目標とする。

盪 ウシ全ゲノムを対象とする相関解析の試み～過排卵処理への反応性（全農ETセンターとの
共同研究）
黒毛和種では、遺伝的な能力の高い雌牛をFSHなどで過排卵処理して採卵し、受精卵として販

売されている。しかしながら、購入した雌牛から採卵できない場合がある。あらかじめ採卵性
の高い牛をDNA情報で選抜する手法の確立が期待されているが、特定の系統の雌牛が集中して利
用されないため解析家系を構築することができない。ハプロタイプブロック長が、部分的には、
従来の報告よりも短いことを受けて、家系の構築に拠らない全ゲノムを対象とする相関解析手
法を過排卵処理への反応性に適用した。
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703頭の黒毛和種メスから採卵数の上位および下位、各96頭ずつを抽出し、常染色体１～29番
およびX染色体に配置した1,073個のマイクロサテライトマーカーにより、ペアワイズハプロタ
イプによる相関解析をおこなった。その結果、全染色体で10ヵ所程度の５％水準（多重検定補
正済み）で有意な領域を得た。６ヵ所についてマーカーを追加したところ、４ヵ所において確
認できた。今後は、順次マーカーの追加、および別個体セットによる相関の再現などを行い、
候補遺伝子の絞り込みをおこなう予定である。

蘯 国内および海外の状況
連鎖不平衡は、これまで、ベルギーやイスラエルで経済形質のファインマッピングの手法と

して使われてきたが、全ゲノムを対象とする相関解析の実施例はまだない。

盻 今後の進め方
過排卵処理への反応性については、責任遺伝子の同定を視野に入れて進める。元々のマーカ

ー密度が高いので、いわゆるファインマッピングから始まっている。現在、進行中の課題の一
つは、黒毛和種における脂肪壊死症抵抗性である。昨年11月から７県の協力を得てサンプル集
めを開始した。２-３年の内に血統に偏らない脂肪壊死感受性集団を抽出し、相関解析を行う。
また、ホルスタイン種における受胎率についてのサンプリングのための交渉をこの１月から始
めた。年内にサンプリングが完了する可能性がある。黒毛和種における受胎率では、交渉を始
めつつある段階である。SNPによる相関解析を中心とする。
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２）学会発表
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用化について。平成17年度日本産業動物獣医学会（中国）、2005年10月、岡山。

10．井原尚也、渡邊敏夫、佐藤洋一、杉本喜憲：ウシ黒毛和種における乳頭欠損症原因遺伝子
座のマッピング。日本分子生物学会第28回大会、2005年12月、福岡。

11．高野　淳、溝下和則、高須賀晶子、杉本喜憲：黒毛和種における枝肉重量QTL(CW-1)の候補
遺伝子の同定。日本分子生物学会第28回大会、2005年12月、福岡。

12．平野　貴、井上和也、原　好宏、小林直彦、渡邊敏夫、杉本喜憲：和牛における脂肪交雑

QTLの特定とBACコンティグ作成および解析。第28回分子生物学会、2005年、福岡

13．高須賀晶子、小江敏明、溝口　康、渡邊敏夫、杉本喜憲：ウシ黒毛和種9番染色体上の脂肪
交雑遺伝子座(Marbling-4)のファインマッピング。第28回日本分子生物学会年会、2005年12
月、福岡。

14．渡邊敏夫、高須賀晶子、溝口　康、平野　貴、高野　淳、杉本喜憲：マイクロサテライト
マーカーによるウシ・ハプロタイプブロック長の調査および品種特異的ハプロタイプによる
品種鑑別の試み。第28回日本分子生物学会年会、2005年12月、福岡。

15．杉本真由美、藤川　朗、杉本喜憲：連鎖解析によるウシ乳房炎抵抗性遺伝子の同定とその
機能解析。第28回日本分子生物学会年会ワークショップ「自然免疫」、2005年12月、福岡。

16．安部亜津子、渡邊敏夫、中村亮一、長谷川清寿、佐々木恵美、杉本喜憲、高仁敏光：黒毛
和種の父方半きょうだい家系解析による脂肪交雑QTLの検出。日本畜産学会第106回大会、

2006年３月、福岡。

３）学会発表要旨
［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１．

題　目：大規模雌半きょうだい家系データを用いた黒毛和種の枝肉形質に対するQTLの検出
発表者：荻野　敦１、平野　貴２、渡邊敏夫２、田邉義弘１、森田光夫１

所　属：１改良事業団、２畜技協・動物遺伝研
要　旨：【目的】黒毛和種の大規模半きょうだい家系の連鎖解析を行い、脂肪交雑等の枝肉形
質と有意に連鎖するQTL領域の検出を試みた。
【方法】１頭の黒毛和種種雄牛の雌産子760頭より、低BMS-Noおよび高BMS-Noの190頭を選択、全
常染色体上の250マイクロサテライトマーカーのDNA型判定を行い、BMS-Noならびに枝肉重量、
ロース芯面積、ばら厚、皮下脂肪厚の各形質についてインターバルマッピングによるQTL解析を
行った。その結果検出された候補領域について、マーカーを追加し、全760頭を用いて、その領
域のみの解析を行った。



― 18 ―

【結果】全常染色体に対する解析では染色体ワイズ５％水準で連鎖する領域がBMS-Noで５ヵ所、
枝肉重量で２ヵ所、ロース芯面積で４ヵ所、ばら厚で４ヵ所、皮下脂肪厚で２ヵ所検出された。
全760頭と追加マーカーを用いた解析は、BMS-Noと連鎖する候補領域BTA6とBTA10、および枝肉
重量に連鎖する候補領域BTA14について行った。その結果、BMS-NoについてはBTA6で最大lodス
コア11.3、アリル置換効果0.766（BMS-No）、BTA10で最大lodスコア11.7、アリル置換効果0.770
（BMS-No）を示した。また、この２ヵ所のQTL候補領域は相加的効果を持つことが示唆された。枝肉
重量についてはBTA14で最大lodスコア13.3、アリル置換効果16.49kgを示した。
（日本畜産学会第105回大会、2005年９月、札幌）

学会発表２．

題　目：黒毛和種４番染色体上に検出された脂肪交雑QTLのファインマッピング
発表者：横内　耕１、溝下和則２、溝口　康１、岩本英治３、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、３兵庫県農水総技セ
要　旨：【目的】我々は、黒毛和種半兄弟家系１の解析で４番染色体40-70cMに脂肪交雑領域を
検出してきた。本報告では相関解析とハプロタイプ比較により、領域の絞り込みを行った。
【材料と方法】同一県内市場に出荷された肥育牛より、出荷頭数の多い種雄牛６頭の産子307頭

(BMS≧8,116頭;BMS≦4,191頭)を抽出し、４番染色体の40-70cMに位置するマイクロサテライト
（MS）マーカーを調べ、母由来アリルを推定した。次に、高BMSと低BMS集団における母由来Qア
リル頻度をそれぞれpairwiseで求め、BMSとの相関を検定した。一方、種雄牛の内の１頭につい
ては、その産子344頭を半兄弟家系２とし、0-77cMに位置する37個のマーカーを用いてQTL解析
を行った。
【結果】種雄牛６頭の産子307頭の脂肪交雑領域40-70cMについて母由来Qアリル頻度とBMSとの相
関を25個のマーカーで検定したところ、45cMと67cM付近に二峰性の有意な相関（p<0.001）が検
出された。この領域の位置は半兄弟家系１の解析から導かれた結果と一致しており、Qアリルが
県内の繁殖雌牛集団内に保存されていることが確認された。
種雄牛６頭の内１頭はqアリルと母由来の第３のアリルを受け継ぐヘテロ個体であった。この

第３のアリルはQアリルと異なるが、県内の繁殖雌牛集団内に高頻度に保存され、ホモで有する
種雄牛はBMSに対して高い育種価を示す。そこで、この１頭について半兄弟家系を構成し、QTL
解析を行ったところ、同じ領域に１％有意水準を超える脂肪交雑QTLが検出された。Qアリルと
第３のアリル間にIBDが存在するかどうか調べるため、25個の新規MSを含む50個のMSマーカー
（平均間隔0.68cM,最大間隔2.97cM）を用いて相関解析を行った。その結果、45cM付近の領域
（1.74cM）と67cM付近の領域（0.95cM）はBMSに相関し（p<0.001）、Qアリルと一致したハプロタ
イプを持つことが明らかになった。
（第６回日本動物遺伝育種学会大会、2005年９月、札幌）

学会発表３．

題　目：黒毛和種９番染色体に見出された脂肪交雑遺伝子座(Marbling-4)のファインマッピン
グ
発表者：高須賀晶子１、小江敏明２、溝口　康１、渡邊敏夫１、杉本喜憲１

所　属：１畜技協・動物遺伝研、２鳥取畜試
要　旨：【目的】Marbling-4は、黒毛和種種雄牛Aの父方半兄弟家系を用いた解析で、ウシ９番
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染色体にマッピングされたQTLである。９番染色体上に新規マイクロサテライトマーカーを開発
し、また、異なる屠場で収集した種雄牛Aの肥育産子を解析に加えることにより、Marbling-4の
ファインマッピングを行った。
【方法・結果】９番染色体の20.4-45.7cMの報告されたマイクロサテライトマーカー26個で、

CHORI-240 BAC library(http://bacpac.chori.org/bovine240.htm)をスクリーニングし、BAC
fingerprint map(http://www.bcgsc.ca/lab/mapping/bovine)情報を基に、物理地図を作成した。
この物理地図が含むBACクローンよりマイクロサテライトを単離する方法と、公開されたウシゲ
ノム配列(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/BtaBlast.html)からマイクロサテライト
配列を検索する方法によって、新規マーカー57個を開発した。これらのマイクロサテライトマ
ーカーのうち26個を用いて、種雄牛Aの去勢肥育産子354頭（屠場１）、および、439頭（屠場２）
のQTL解析を行い、Marbling-4を37.6-43.8cM領域まで狭めた。また、肥育産子の母方ハプロタ
イプを検討したところ、種雄牛Aの持つMarbling-4のQアリルは、非常に稀にしか存在しないこ
とがわかった。
（第６回日本動物遺伝育種学会大会、2005年９月、札幌）

学会発表５．

題　目：しまね和牛における脂肪交雑に関するQTL領域の検索
発表者：安部亜津子１、渡邊敏夫２、長谷川清寿１、佐々木恵美１、杉本喜憲２、高仁敏光１

所　属：１島根県畜技セ、２畜技協・動物遺伝研
要　旨：【目的】我々は、「しまね和牛」の経済形質に関与するDNA領域を特定し、種牛選抜に
活用するために、父方半兄弟家系を用いたQTL解析を行っている。今回、県有種雄牛A（Sire A）
を対象として、脂肪交雑（BMS No.）に着目した、Selective genotypingによるQTL解析を行っ
た。
【方法】１次スクリーニングの解析対象個体（162頭）は、Sire A由来の去勢肥育牛（527頭）か
らBMS No.の上位（8～10）および下位（2～3）を抽出した。常染色体に配置した227個のマイク
ロサテライトマーカーを型判定後、子個体が染色体上の任意の点においてラージQを伝達された
確率を、表現型値に対し線形回帰を行うことでQTLの有無を検定した。１次スクリーニングで有
意であった染色体のうち２つの染色体を対象に、48個のマイクロサテライトマーカーを配置し
て、全個体（527頭）を用いた２次スクリーニングを行った。
【結果】１次スクリーニングにおいて、Genome-wise５％水準で有意な領域は３か所（BTA4:p<
0.05,BTA9:p<0.05,BTA14:p<0.001）検出された。このうち、２本の染色体（BTA9,14）を対象と
して２次スクリーニングを行った結果、BTA9,14いずれの染色体ともに、有意な領域
（Chromosome-wise,p<0.001）が確認された。BTA9で最も有意性が高かったのは80cMであり、最
大LOD scoreは９であった。BTA14では、38cMが最も有意性が高く、最大LOD scoreは7.4であっ
た。各領域のハプロタイプ置換効果は、BMS No.でBTA9が0.8、BTA14が0.7と推定された。また、
この２領域について重回帰分析を行った結果、２つの優良ハプロタイプが両方存在する場合の
効果は1.5であり、相加的であった。
（第６回日本動物遺伝育種学会大会、2005年９月、札幌）

学会発表６．

題　目：MQEM法による大分県黒毛和種の脂肪交雑に関する複数QTLマッピング
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発表者：黒澤舞子１、三宅　武１、小谷　基１、成田　暁１,２、渡邊敏夫３、横内　耕３、杉本喜憲３、
藤田達男４、佐々木義之１

所　属：１京大院農、２現東大医科研、３畜技協・動物遺伝研、４大分県畜試
要　旨：【目的】近年、肉牛の産肉性形質に関するQTLの探索が注目されてきている。これまで
に演者らは2QTL間エピスタシス効果やポリジーン効果を取り込んだ新たな複数QTLマッピング法
であるMultiple QTL with Epistasis Mapping法（MQEM法,Narita and Sasaki 2004）を確立し、
さらに第４回日本動物遺伝育種学会大会において、その半きょうだい家系解析用プログラム
（MQEM-HS(Halfsib)）を発表している（成田と佐々木、2003）。本研究では大分県黒毛和種の脂
肪交雑について、MQEM法を用いて主効果、エピスタシス効果を持つ複数のQTLを検出し染色体上
での位置推定を行う。
【方法】材料として、環境要因を補正した、大分県黒毛和種集団における半きょうだい家系142
頭のBMSナンバー、およびゲノムワイドに散在するマイクロサテライトマーカー240個を用いた。
エピスタシス効果を探索するための最適な戦略を検討するため、MQEM法におけるMCMCサイクル
数を100万、2000万、4000万、6000万と変化させモデルが収束する最適サイクルを調べた。また、
モデル採択関数を2種変化させ、より効果の小さなQTLやエピスタシス効果がモデルに取り込ま
れやすくなった場合の影響も調べた。
【結果】全ゲノムのエピスタシス探索を理論上２回以上行う4000万サイクル以上でモデルは収束
し、また、採択関数の違いによって事後確率から期待されるQTL数に変動が見られたことから、
これらを適切に設定することの重要性が示唆される。染色体１と８で表型分散比が0.1以上の高
い値を示す主効果を持つQTLが検出され、1-26染色体ペアで0.16以上の高い値を示すエピスタシ
ス効果を持つQTLペアが検出された。主効果を持つQTL数の期待値は1.7から3.4個、エピスタシ
ス効果を持つQTLペア数の期待値は0.4から0.5個であった。
（第６回日本動物遺伝育種学会大会、2005年９月、札幌）

学会発表７．

題　目：熊本系褐毛和種における連鎖不平衡（LD）の広がりと分布に関するマーカー数を増や
しての検討
発表者：渡邊真司１、小谷　基１、小邦朋子２、松本道夫２、渡邊敏夫３、横内　耕３、杉本喜憲３、
佐々木義之１

所　属：１京大院農、２熊本農研セ畜研、３畜技協・動物遺伝研
要　旨：【目的】近年、経済形質を支配している量的形質遺伝子座（QTL）の解析が行われ、LD
がQTLファインマッピングに効果的であるとされている。演者等は第104回日本畜産学大会で褐
毛和種について広範囲なLDがゲノムワイドに存在することを示した。本研究では褐毛和種に対
してさらにマーカー数を増やして、LDの広がりや分布をより詳細に検討した。
【方法】材料として、熊本系褐毛和種種雄牛の後代肥育牛406頭からなる半きょうだい家系を用
いた。マーカー数を増やした４本の染色体およびその他の染色体に散在するマイクロサテライ
トDNAマーカーをそれぞれ68個および131個用いてマーカー型判定を行った。４本の染色体にお
ける平均マーカー間距離は7.6cMであった。母方由来配偶子に関してハプロタイプを推定し、

LewontinのD’でLDを評価した。またFisherの正確確率検定を行い、アリル相関の統計的有意性
を検定した。次に、４本の染色体のD’値について染色体、マーカー間距離およびそれらの間の
交互作用の効果を取り入れた数学モデルにより最小二乗分散分析を行った。
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【結果】マーカー数を増やしたことにより高度なLDが5cM以内の距離に保たれていることが確認
された。前回の報告のようにマーカー間距離5－20cMでD’値は急激に減少し、20cM以上は徐々
に減少を示しながら平坦域に達した。アリル相関の統計的有意性では、マーカー間距離40cM以
上と配偶子不平衡が似通った水準であった。４本の染色体領域のD’値に対して最小二乗分散分
析を行うと、染色体の効果に有意性は見られず、マーカー間距離の効果および染色体とマーカ
ー間距離の交互作用の効果が（p＜0.05）で有意であった。今回の結果から、褐毛和種ではマー
カー間距離5cM以内に高度なLDが保存されていて、LDの分布が染色体ごとに異なっていることが
示唆される。
（第６回日本動物遺伝育種学会大会、2005年９月、札幌）

学会発表８．

題　目：乳房炎抵抗性遺伝子FEZLの効果検証
発表者：杉本真由美１、藤川　朗２、杉本喜憲３

所　属：１家畜改良セ、２北海道畜試、３畜技協・動物遺伝研
要　旨：我々は連鎖解析手法を用いて同定した乳房炎抵抗性遺伝子forebrain embryonic zinc-
finger like（FEZL）の効果検証を行った。第９回学術集会において発表したとおり、Walkway
chief markを祖父とする６半兄弟種雄牛家系の娘牛478頭ではFEZL遺伝子のグリシン鎖において

12個のグリシン（12G）が体細胞数の高い個体では13個（13G）となる多型が見いだされた。こ
の６種雄牛のうち、12Gと13Gをヘテロで持つ５種雄牛の娘牛5950頭の初産次の平均体細胞スコ
ア（2.56±1.42）は、13Gをホモで持つ種雄牛の娘牛611頭の平均スコア（2.97±1.60）より低
かった（p=3.35E-09）。ランダムサンプルにおいても、12Gと13Gをヘテロで持つ娘牛44頭の平均
スコア（2.00±0.69）は13Gをホモで持つ娘牛448頭の平均スコア（2.31±0.89）より低かった
（p<0.01）。乳房炎罹患記録とともに集めたランダムサンプルでは、12Gと13Gをヘテロで持つ娘
牛78頭の乳房炎発生率（14.10％）は13Gをホモで持つ娘牛648頭の乳房炎発生率（23.46％）よ
り低かった（p<0.05）。したがって、12GFEZLを持つ種雄牛を選抜することにより、初産次の平
均体細胞スコアを下げ、乳房炎発生率を顕著に低下させると思われる。
（日本乳房炎研究会第10回学術集会、2005年10月、つくば）

学会発表９．

題　目：DNAマーカーを利用した黒毛和種の選抜技術の実用化について
発表者：古川恵１、平本圭二１、溝口康２、杉本喜憲２

所　属：１岡山県総合畜産センター、２畜技協・動物遺伝研
要　旨：【目的】現在、牛の産肉形質（枝肉重量、脂肪交雑、ロース芯面積など）に係る改良
は主にBLUP等の育種価を用いて行われている。しかし、個体それぞれが持つ遺伝子から産肉能
力が判定できれば、選抜の正確度が向上し、改良速度も上昇する。このことを目的として、今
回、岡山県基幹種雄牛「利花」号について大規模半兄弟家系を構築し、QTL解析を実施した。
【方法】種雄牛「利花」号と、これを父とする肥育産子去勢300頭の腎周囲脂肪からDNAを抽出し
た。このうち、１次スクリーニングとして、種雄牛１頭と産子166頭について、QTL解析を行っ
た。マイクロサテライトマーカー197個を全常染色体に配置し、PCR法を用いてDNAの増幅を行い、
遺伝子型判定を実施した。解析対象形質は、枝肉重量、BMS No.、ロース芯面積とした。染色体
レベル５％有意水準で検出された領域の染色体について、２次スクリーニングを実施した。さ
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らに詳細に各染色体28個のマーカーを配置し、300頭の産子を用いてQTL解析を行った。有意な
結果が得られた領域について、岡山県所有の利花産子である直接検定牛・候補種雄牛及び繁殖
雌牛の遺伝子型判定を行った。【結果】１次スクリーニングの結果、４本の染色体において、枝
肉重量、BMS No.、ロース芯面積に関連する領域が染色体レベル５％及び１％有意水準で検出さ
れた。２次スクリーニングの結果では、８番染色体に染色体レベル１％でBMSに関連する有意な
領域が１カ所、14番染色体ではロース芯面積に関連する有意な領域が染色体レベル１％で２カ
所特定された。また、これらの領域について直接検定牛・候補種雄牛及び繁殖雌牛合わせて16
頭の調査の結果、BMS No.について、８頭、ロース芯面積について８頭が優良ハプロタイプを保
持していた。
【考察】本研究の結果、種雄牛「利花」号のBMS No.及びロース芯面積に関連する領域が染色体
上に特定された。また、これらの結果を用いて検定牛の遺伝子領域の調査を実施することによ
って、DNAマーカーを用いて遺伝子情報を利用した選抜手法を確立することができた。
（平成17年度日本産業動物獣医学会（中国）、2005年10月、岡山）

学会発表10.

題　目：ウシ黒毛和種における乳頭欠損症原因遺伝子座のマッピング
発表者：井原尚也１、渡邊敏夫１、佐藤洋一２、杉本喜憲１

所　属：１畜技協・動物遺伝研、２岩手農研究セ
要　旨：【目的】ヒトにおいて報告が希な先天的乳頭欠損症が、特定の黒毛和種種雄牛産子に
多発した。表現型は、４本ある乳頭の左右２本を欠損、１本を欠損、乳頭の感覚が狭く癒着、
乳頭の形状が小など多様であり、性別の発症頻度は13-15％と差はなかった。発症個体は黒毛和
種として登録できないため、繁殖に使用できないという問題が生じている。そこで、乳頭欠損
症のDNA診断手法の開発を目的とし原因遺伝子座のマッピングを行った。
【方法と結果】常染色体上に430個のマイクロサテライトマーカーを平均7cM間隔で配置し、息牛

144頭（発症52頭、健常92頭）を用いて、シブペア・ハプロタイプシェアリング連鎖解析を行っ
た。その結果、１番染色体のテロメア近傍（130-150cM）領域、17番染色体のセントロメア近傍
（0-20cM）領域、25番染色体の中央部（15-52cM）領域に本疾病との連鎖が示唆され、劣性遺伝
病でないことが明らかとなった。二次スクリーニングとしてサンプル数を増やし（発症116頭、
健常230頭）、これらの染色体領域のマーカー数を増やした（平均1.6cM）。さらに表現型を階層
化して連鎖解析を行った。その結果、雌の２本欠損個体（22頭）がこれらの染色体と非常に強
く連鎖することが確認され、その連鎖の強さは、17番＞１番＞25番であった。17番染色体にお
いては、雌の２本欠損個体はすべて共通のハプロタイプを有していたが、健常息牛の中にも同
じハプロタイプを有する個体が多数存在した。17番染色体疾病遺伝子座の寄与率は32％と計算
され、発症の中核を担うものと考えられたが、１番染色体と25番染色体上の遺伝子座も寄与す
る複合遺伝子疾患であることが明らかとなった。これらの遺伝子座の同定は、哺乳動物の乳
腺・乳頭形成のメカニズムのさらなる解明へ貢献すると期待される。
（第28回日本分子生物学会年会、2005年12月、福岡）

学会発表11.

題　目：黒毛和種における枝肉重量QTL(CW-1)の候補遺伝子の同定
発表者：高野　淳１,溝下和則２,高須賀晶子１,杉本喜憲１
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所　属：１畜技協・動物遺伝研、２鹿児島県・肉改研
要　旨：【背景・目的】家畜の育種改良のための重要な目標の一つとして、脂肪交雑や枝肉重
量といった経済形質の遺伝子座の同定が上げられる。これまでに我々は、黒毛和種父方半兄弟
家系Aを用いた連鎖解析により、枝肉重量QTL（CW-1）をBTA14セントロメア付近8.1cMの領域に
マップした。この領域のさらなる絞り込みのために、まず、60個のBACクローンでカバーされる
約6.8MbのBAC整列地図の作成と、新規マイクロサテライト（MS）マーカーの開発を行い、80個
のMSマーカーを含む高密度な物理地図を作成した。次に、CW-1領域全体に渡りQハプロタイプが
ホモである種雄牛２頭の父方半兄弟家系を用いて、当該領域のLDマッピングを行い、1.1Mbの領
域まで狭めた。さらに、11頭の種雄牛の産子1,700頭について、この1.1MbのQハプロタイプの枝
肉重量における効果を調べ、最初のQで23.6kg、二つ目のQで15.2kgの有意な増加効果を得た。
従って、この1.1Mbの領域内にCW-1の責任遺伝子が存在することが強く示唆された。現在、責任
遺伝子を同定するために、（1）1.1Mb領域内の遺伝子群のアミノ酸変異の有無の解析、（2）Q/q
間におけるそれらの遺伝子の発現量の比較、（3）マウスにおける候補遺伝子の影響を調べてい
るので報告する。
【方法・結果】1.1Mb内のヒト相同遺伝子の全エクソンについて、種雄牛AのSNP探索を行ったが、
各遺伝子のタンパク質翻訳領域に、アミノ酸置換を伴う変異は見つからなかった。次に、各遺
伝子の発現量をQ/q間で比較するために、子牛集団についてMSマーカーの型判定を行い、1.1Mb
ハプロタイプがQ/Qおよびq/qである個体（６ヶ月齢）の各種臓器を採取し、RNAを抽出した。本
領域内のヒト相同遺伝子およびウシESTについて定量的PCRを行ったところ、４つの遺伝子にお
いて各々3-10倍程度の差が認められた。現在この４つの遺伝子の転写制御領域についてSNP探索
を進めている。
（日本分子生物学会第28回大会、2005年12月、福岡）

学会発表12.

題　目：和牛における脂肪交雑QTLの特定とBACコンティグ作成および解析
発表者：平野　貴１、井上和也２、原　好宏２、小林直彦３、渡邊敏夫１、杉本喜憲１

所　属：１畜技協・動物遺伝研、２宮崎県畜試、３岐阜県畜産研
要　旨：【目的】家畜の経済形質の多くはQTLsであり、これらを特定することでマーカーアシ
スト選抜を利用した効率的な育種が可能となる。我々は、種雄牛Aの父方半きょうだい家系を用
いた解析で、脂肪交雑（BMS）に関するQTLをマップした。このQTL領域のDNA情報を育種選抜に
利用するため、領域を狭め、候補遺伝子を特定することを試みた。
【方法】種雄牛Aの母方兄弟である種雄牛Bの家系での解析を行い、これら種雄牛のハプロタイプ
および各産子のBMS値を比較することでQTL領域を狭めることを試みた。狭めた領域をカバーす
るBACコンティグは、２個のマイクロサテライト（MS）マーカーと24個の既知遺伝子をアンカー
としてライブラリー（RPCI-42）から得られた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た。
【結果】種雄牛Aの家系でBTA7にマップしたBMSに関するQTLは、近縁種雄牛Bの家系では検出でき
なかった。これら各産子のBMS値の比較から、種雄牛A特有のハプロタイプ中に脂肪交雑関連遺
伝子が存在すると考えられた。当該領域のハプロタイプの比較より、種雄牛AのQは種雄牛Bでは
組み換えが起こっていることがわかったので、95％信頼区間のQTL領域から組み換え点より外の

IBD領域を除きQTL領域を6-cMまで狭めた。作成したBACコンティグは64個のクローンから構成さ
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れ、対応するヒトゲノム領域は9.3-Mbに渡る。コンティグからMSマーカーを新たに68個開発し
たので、一般集団による相関解析によりさらに領域を狭めることを試みている。
（日本分子生物学会第28回大会、2005年12月、福岡）

学会発表13．

題　目：ウシ黒毛和種９番染色体上の脂肪交雑遺伝子座(Marbling-4)のファインマッピング
発表者：高須賀晶子１、小江敏明２、溝口　康１、渡邊敏夫１、杉本喜憲１

所　属：１畜技協・動物遺伝研、２鳥取畜試
要　旨：【目的】これまでに様々な黒毛和種種雄牛の父方半兄弟家系を用いたQTL解析によって、
黒毛和種牛肉の脂肪交雑(BMS値; beef marbling standard score)に影響を及ぼすQTLが、数本
のウシ染色体上にマッピングされてきた。その中の、種雄牛Aで見出された９番染色体上のQTL
(Marbling-4)について、ファインマッピングを行った。
【方法・結果】種雄牛Aの去勢肥育産子について、屠場-1で収集した354頭と屠場-1で収集した

439頭を、ウシ９番染色体上のマイクロサテライトマーカー47個を用いて型判定を行った。屠場
による補正BMS値を用いてQTL解析を行い、Marbling-4を37.6-43.8cM領域に狭めた。用いた産子
の母方ハプロタイプを検討したところ、種雄牛Aの持つMarbling-4のQ（優良型）アリルは、非
常に稀にしか存在せず、そのほとんどは、３代祖に種雄牛Aの父牛を持つものであった。そこで、
屠場-1と屠場-2で収集した一般去勢肥育牛の血統を調査したところ、母方の２代祖（母の父）
または３代祖（母の母の父）が種雄牛AまたはAの父牛である個体が772頭得られた。このうち、
高BMS(>=8)129頭と低BMS(=<4)150頭を用いて、狭めた領域を含む30-55cM領域について、20個の
マイクロサテライトマーカーを用いて型判定を行った。高BMS集団と低BMS集団におけるQ頻度の
比率は1.6から1.0の間で推移し、一方、q頻度の比率は0.70から1.2の間で推移した。Fisherの
正確検定を行うと、37.6cM付近のマーカーで最も低いP値(0.031)が得られ、また、40.3-55cMに
は相関が見られなかった。この結果は、QTL解析の結果を裏付けると同時に、QTL解析で狭めた
領域の前半37.6-40.3cMが有力候補領域と考えられた。
（第28回日本分子生物学会年会、2005年12月、福岡）

学会発表14．

題　目：マイクロサテライトマーカーによるウシ・ハプロタイプブロック長の調査および品種
特異的ハプロタイプによる品種鑑別の試み
発表者：渡邊敏夫、高須賀晶子、溝口　康、平野　貴、高野　淳、杉本喜憲
所　属：畜技協・動物遺伝研
要　旨：【目的】近年、量的形質遺伝子座(QTL)領域絞り込みの手法として連鎖不平衡(LD)マッ
ピングが注目されているが、同手法は祖先型のハプロタイプはhistorical recombinationによ
り細かく分断されているとの仮定に基づく。Farnirら(2000)および小谷ら(2004)は、ウシ（そ
れぞれ乳用品種および黒毛和種品種）のハプロタイプブロック長はいずれも数十cMに及ぶと報
告しているが、彼らが用いた多型マーカー密度はいずれも平均間隔が10cM程度と低密度であっ
た。もしこれらの報告が正しいとすれば、たとえLDマッピングの手法を用いてもウシにおいて
はQTL領域を狭めることは困難であると予想される。われわれはウシ染色体上に任意に選んだ３
箇所（10cM以下の狭い範囲）に高密度にマイクロサテライトマーカーを配置して、黒毛和種品
種集団およびホルスタイン種集団におけるハプロタイプブロック長を調査した。さらに２品種
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それぞれにおけるハプロタイプを分類し、品種特異的なハプロタイプを利用した品種鑑別の可
能性について検討した。
【方法と結果】東京市場および大阪市場で肉片として収集した黒毛和種品種個体サンプルから

192頭を、国内において血液として収集したホルスタイン個体サンプルから96頭をそれぞれ抽出
し解析対象とした。染色体７番、14番、21番の任意の箇所にマイクロサテライトマーカーをそ
れぞれ約10cMの範囲に68個、約8cMに28個、約7cMに42個配置し、それぞれ型判定をおこなった。
おのおのの集団においてEMアルゴリズムにより推定されたマーカーペアワイズのハプロタイプ
頻度からD’を算出し、これを連鎖不平衡度の指標とした。結果、1cM以下にブロックが分断さ
れていると考えられる箇所が多く観察されたが、D’平均が急激に低下するマーカー距離は特に
観察されなかった。また品種特異的なハプロタイプと考えられる箇所もいくつか観察された。
各品種集団におけるハプロタイプの頻度が著しく異なるマーカーペアを選び、品種について事
前情報がないと仮定したサンプルの品種推定（黒毛和種/ホルスタイン）を試みた。マーカー型
判定後の事後確率比1000をしきい値としたとき、判定成功率97.0％になるマーカーペアを得た。
この結果からハプロタイプによる品種鑑別は有望であると考えられた。
（第28回日本分子生物学会年会、2005年12月、福岡）

学会発表15．

題　目：連鎖解析によるウシ乳房炎抵抗性遺伝子の同定とその機能解析
発表者：杉本真由美１、藤川　朗２、杉本喜憲３

所　属：１家畜改良セ、２北海道畜試、３畜技協・動物遺伝研
要　旨：【目的】ウシ乳房への常在細菌感染で生じる乳房炎は、国内のホルスタイン種の20-
30％に発生する。乳房炎に罹ると、生産乳の出荷停止や治療費の負担だけでなく、完治は困難
なため感染牛の廃棄と新規更新の経費がかかり、全国で年間690億円の被害をもたらしている。
年間3,000億円と云われる牛乳生産高と比べ、その負担は大きい。現在、集団選抜法により乳牛
における乳生産性の遺伝的能力は充分改良されているが、生産経費を下げるためには、乳房炎
抵抗性を遺伝的に高めることが急務である。そこで、連鎖解析を用いた抵抗性遺伝子の同定を
行った。
【方法と結果】祖父牛を共有する６頭の種雄牛の半姉妹家系を用いて、297頭の抵抗型ウシと181
頭の感受型ウシを選択タイピングすることにより、乳房炎抵抗性遺伝子候補を同定した。感受
型ウシでは、神経発達に関与する転写因子と知られているforebrain embryonic zinc finger-
like(FEZL)遺伝子の12グリシン鎖に３塩基の挿入が見られ、13グリシン鎖に変異していた。乳
房炎発症時及び培養乳腺細胞へのLPS刺激により、乳腺におけるFEZL遺伝子の発現量は上昇した。

FEZLを過剰発現させた乳腺細胞のクロマチン免疫沈降法及び電気泳動移動度シフト解析により、

FEZLは神経軸索誘導因子と知られているsemaphorin(SEMA)5A遺伝子のプロモーター領域におけ
るGCAG配列に結合することが分かった。SEMA5Aを過剰発現させた乳腺細胞のマイクロアレイ解
析により、SEMA5Aはtumor necrosis factor α(TNFα)やinterleukin(IL)８等９つの免疫関連
遺伝子の発現を誘導していることが確認された。ルシフェラーゼ解析及びリアルタイムPCRによ
り、感受型FEZLは、抵抗型FEZLに比べ、SEMA5A、TNFα及びIL-8の発現誘導の程度が低下してい
た。感受型ウシはFEZL-SEMA5Aを介した免疫反応が抵抗型ウシより弱いために、乳房炎に罹りや
すいのかもしれない。我々の結果は、乳房炎抵抗性を遺伝的に高める新しい方法を提供し、

FEZL-SEMA5Aは自然免疫応答にも関与していることを示唆している。
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（第28回日本分子生物学会年会ワークショップ「自然免疫」、2005年12月、福岡）

学会発表16．

題　目：黒毛和種の父方半きょうだい家系解析による脂肪交雑QTLの検出
発表者：安部亜津子１、渡邊敏夫２、中村亮一１、長谷川清寿１、佐々木恵美１、杉本喜憲２、高仁
敏光1
所　属：１島根県畜技セ、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に関与する染色体領域を特定するため、父方半き
ょうだい家系を用いたQTL解析を行っている。今回、１頭の種雄牛(sire A)を対象として、脂肪
交雑(BMS No.)に関する解析を行った。
【方法】Sire A由来の去勢産子（527頭）からBMS No.の上位（8～10）および下位（2～3）の個
体（161頭）を抽出し、１次スクリーニングの解析対象とした。常染色体上227個のマイクロサ
テライトマーカーを型判定後、染色体上の任意の点において、産子にQが伝達された確率の表現
型値に対する線形回帰を行うことでQTLの有無を検定した。その結果に基づき、２次スクリーニ
ングを行った。【結果】１次スクリーニングでgenome-wise5％水準で有意な領域は３か所(BTA
4,BTA9,BTA14)検出された。このうち、BTA 9,14について25マーカー、711頭を用いた２次スク
リーニングを行った結果、BTA9は最大LOD score7.15(72cM)、BTA14では最大LOD score6.52
(40cM)を示し、ハプロタイプ置換効果はBTA9、BTA14ともに0.6と推定された。
（日本畜産学会第106回大会、2006年3月、福岡）
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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17年度の委員会は平成18年３月２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開発の成果について

a. ウシゲノム解析用ツールの開発

b. ウシ遺伝性疾患の解析

c. ウシ経済形質遺伝子座の解析

d. ウシ全ゲノムを対象とする相関解析手法による新たな経済形質の解析

e. 牛肉品種鑑定

f. ウシ抗病性遺伝子座の解析
② 我が国における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

a. ヒトゲノム研究の動向から見る家畜ゲノム研究の近未来

b. 肉用牛DNA研究・開発推進の今後
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
④ 次年度開始事業及び継続実施予定事業
これらの議事の中で、動物遺伝研究所の17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
伊藤　克己　　　（財）競走馬理化学研究所理事長
木下　良智　　　（独）家畜改良センター理事長
小島　信男　　　　全国畜産関係場所長会会長
佐々木義之　　　　京都大学大学院農学研究科教授
柴田　正貴　　　（独）農業・生物系特定産業技術研究機構畜産草地研究所長
辻　　荘一　　　　神戸大学農学部名誉教授
新山　正隆　　　（社）家畜改良事業団専務理事
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

研究情勢報告者
菅野　純夫　　　　東京大学大学院新領域創成科学研究科教授
辻　　荘一　　　　神戸大学農学部名誉教授
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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17年度委員会は、平成18年２月23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。
① ウシゲノム解析用ツールの開発

a.ウシゲノム解読の現状
② ウシ経済形質遺伝子座の解析

a.黒毛和種経済形質QTLマッピングのまとめ

b.黒毛和種の脂肪交雑遺伝子Marbling-1遺伝子の同定について
c.黒毛和種の枝肉重量遺伝子CW-1遺伝子の同定について
③ ウシにおける連鎖不平衡について～牛肉品種鑑定技術開発と全ゲノム対象相関解析への応用
④ 平成17年度のその他の研究成果と平成18年度の研究計画について
⑤ 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

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　　　　東京大学大学院新領域創成科学研究科教授
松尾　昌一　　　（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。
第１回の平成17年度推進会議は平成17年10月27日動物遺伝研究所で開催された。主要議題は、

① 経済形質のゲノム解析手法について、② 効果検証について、③ 研究報告「Marbling-3の解
析」、④ 平成17年度事業実施状況について、⑤ 平成17年度事業計画と進展について、⑥ 経済
形質解析のまとめと質疑応答等であった。
第２回の平成17年度推進会議は平成18年３月９日東京で開催された。主要議題は、① 平成17

年度事業報告と平成18年度事業計画について、② 黒毛和種経済形質のゲノム解析のまとめ、③
質疑応答および今後の進め方等であった。
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４）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17年度は検討委員会を平成18年２月３日東京で開催された。議事は次の通りであった。
① 平成17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 事業３年間の成果について

a.動物遺伝研究所

b.神戸大学
③ 事業成果の最終とりまとめについて

牛肉の品種鑑定技術検討委員会委員
椎名　　隆　　　　東海大学医学部分子生命科学科助手
高橋　博人　　　（独）家畜改良センター技術部長
谷口　幸雄　　　　京都大学大学院農学研究科助手
辻　　荘一　　　　神戸大学農学部名誉教授
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）全国和牛登録協会専務理事

５）SNP利用検討会議

ウシゲノム解析用ツールの開発に伴い、新たなDNAマーカーであるSNP（一塩基多型）の開発
が網羅的に進められ、実用段階に至りつつある。今後の活用法などを視野に入れ、専門家を招
集した会議を平成17年８月４日に東京で開催した。議事は次の通りであった。
① ウシSNP開発及び利用状況について
② ウシSNP情報利用の留意点と問題点について

ウシSNP利用検討会議委員
大谷　　健　　　　岐阜県畜産研究所所長
菊地　　令　　　（独）家畜改良センター技術部長
小松　正憲　　　（独）農業・生物系特定産業技術研究機構畜産草地研究所上席研究官
田原　則男　　　　鹿児島県肉用牛改良研究所研究主幹
辻　　荘一　　　　神戸大学農学部名誉教授
新山　正隆　　　（社）家畜改良事業団専務理事
藤山秋佐夫　　　　国立情報学研究所学術研究情報系教授
吉村　豊信　　　（社）全国和牛登録協会専務理事
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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「抗病性解析と家畜育種・選抜をめざして」を開催した。

開催日：平成17年11月９日
開催場所：日本自転車会館ホール、東京

内容：
第１部　MHC（主要組織適合性複合体）およびMHC様遺伝子の構造

(1) MHC研究の現状について
（猪子英俊、東海大学医学部分子生命科学科）

(2) ニワトリMHCとその疾病との関連について
（Marcia M. Miller, City of Hope National Medical Center）

(3) MHC領域の創成とMHC遺伝子の進化ダイナミックス
（笠原正典、北海道大学大学院医学研究科）

(4) 各種動物のMHC領域の構造と疾病との関連
（椎名　隆、東海大学医学部分子生命科学科）

(5) ブタのMHC様遺伝子CD1のゲノム構造解析
（小川智子、（独）農業生物資源研究所）

第２部　MHCおよびMHC様遺伝子の機能と感染防御との関連

(6) MHCと感染防御との関連：マウスレトロウイルスの感染におけるMHCを介した感染
防御メカニズム（河原佐智代, 近畿大学医学部免疫学教室）

(7) MHC遺伝子型と感染防御との関連：サルSIVの感染におけるMHC拘束性エピトープ特
異的CTLの抑制効果（俣野哲朗、東京大学大学院医学研究科）

(8) CD1遺伝子の機能と疾病との関連（杉田昌彦、京都大学ウイルス研究所細胞制御研
究分野）

② 動物遺伝育種シンポジウム組織委員会による第11回シンポジウム「動物ゲノム解析と新たな
育種戦略：産業動物育種への新たな視点と技術」を北大21世紀COEプログラムと共催した。

開催日：平成17年９月12日
開催場所：北海道大学学術交流会館（北海道札幌市）

内容：
セッションI. 育種改良から見た遺伝子発現調節と乳牛の生産寿命

(1) 育種改良とエピジェネティックス
（須田義人、宮城大学食産業学部）

(2) ホルスタインの生産寿命と体型形質の関連
（（社）日本ホルスタイン登録協会北海道支部）
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特別講演

Milestone events and future perspective of genetic manipulation for aquaculture 
(Yoon Kwon Nam, 大韓民国釜慶大学校水産科学大学)

セッションII. 産業育種へのトランスジェニックおよびクローン技術の応用

(3) 遺伝子改変家畜の現況とその利用、とくに脂質改変による食への貢献
（佐伯和弘、近畿大学生物理工学部）

(4) ウシの体細胞クローン技術－－－その応用に向けた取組み
（澤井　健、北海道立畜産試験場）
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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17年度は次の6課題を研究及
び事業委託した。

１）ウシの筋肉内脂肪細胞の分化関連遺伝子の単離と機能解明（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）QTLを用いた選抜から期待される肉用牛の育種効率の定量的評価（平成16年度より）
①委託先：神戸大学農学部
②委託研究者：向井文雄

３）子牛の発育不全症に係る遺伝的研究（平成17年度新規）
①委託先：北里大学獣医畜産学部　大動物外科学研究室
②委託研究者：渡辺大作

４）ウシとヒト、マウスにおける遺伝子転写制御領域の比較（平成15年度より継続）
①委託先：佐賀大学農学部
②委託研究者：和田康彦

５）量的形質遺伝領域のマッピングのためのヒト－ウシ比較地図の高精度化に関わる技術開発
（平成17年度新規）
①委託先：（独）農業生物資源研究所ゲノム研究グループ
②委託研究者：安江　博

６）ウシプリオン遺伝子とプロモーター因子の相互作用に関する研究（平成15年度より継続）
①委託先：東京大学
②委託研究者：小野寺　節

７）国産牛肉と豪州産牛肉の識別を目的としたインド系牛（Bos indicus)に特異的なDNAマーカ
ーの開発（平成15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

８）実験動物講習会開催事業「実験動物における遺伝子改変技術の現状と畜産分野への展開」
（平成16年度新規）
①委託先：財団法人　日本実験動物協会
②委託実施者：光岡知足
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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

広島県立畜産技術センター
辻　　　紗弥香
辻　　　紗弥香

平17．４．18～４．28
平17．10．24～10．28

佐賀県畜産試験場
片　淵　直　人
片　淵　直　人
片　淵　直　人

平17．６．14～６．17
平17．10．24～11．２
平18．３．14～３．23

山形県農業研究センター
中　嶋　宏　明
中　嶋　宏　明

平17．７．６～７．20
平18．１．６～１．20

岡山県総合畜産センター 古　川　　　恵 平17．７．25～８．５

鳥取県畜産試験場 小　江　敏　明 平17．10．３～10．28

島根県立畜産技術センター
中　村　亮　一
安　部　亜津子

平17．９．28～10．14
平18．１．６～１．20

福島県畜産試験場
小　林　　　準
小　林　　　準

平17．10．17～10．21
平17．10．24～10．28

茨城県畜産センター
木　村　安　之
藤　森　祐　紀
藤　森　祐　紀

平17．12．12～12．16
平17．12．12～12．16
平18．３．13～３．23

大分県農林水産研究センター
藤　田　達　男
藤　田　達　男

平17．12．12～12．23
平18．１．30～２．９

熊本県農業研究センター 古　田　雅　子 平18．１．16～２．10

宮城県畜産試験場
千　葉　和　義
千　葉　和　義

平18．１．19～１．20
平18．２．９～２．16

岐阜県畜産研究所 小　林　直　彦 平18．２．２～３．17

鹿児島県肉用牛改良研究所 瀬戸口　浩　二 平18．２．６～２．17

兵庫県立農林水産技術総合センター 龍　田　　　健 平18．２．15～２．17

長崎県肉用牛改良センター 丸　田　俊　治 平18．３．６～３．17
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６．職員の普及活動等

１）講演

１．杉本喜憲：「ウシゲノム解析とDNA育種」、日本学術会議公開シンポジウム「動植物育種の
未来とゲノム研究」、2005年６月、東京。

２．杉本喜憲：「畜産におけるバイオテクノロジー技術の応用について」、第22回食品産業コー
デックス対策委員会、2005年８月、東京。

３．杉本喜憲：日本の農畜産分野における育種研究：畜産生物「ウシDNA育種の現状と今後の課
題」、中央水産研究所ワークショップ「水産における育種－その戦略的研究展開」、2005年10
月、横浜。

４．杉本喜憲：DNA解析研究に関する講演、黒毛和種の経済形質解析。平成17年度DNA解析に関
する検討会、2005年11月、高山。

５．平野　貴：黒毛和種大規模家系QTL解析の現状と展望。平成17年度DNA解析に関する検討会、

2005年12月、高山。

６．井原尚也：家畜ゲノム解析の現状と課題、褐毛和種育種改良技術検討会、熊本県農業研究
センター、2006年３月、熊本。

７．杉本喜憲：「肉用牛育種におけるTgマウス利用の可能性」、教育セミナーフォーラム2006
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「ウシゲノム解析用ツールの開発とゲノム解読の現状」 高須賀　晶子

１．はじめに

ゲノム解析のツールとして、連鎖地図、RH地図、BAC整列地図など（後に詳述する）があげら
れるが、究極は全ゲノム塩基配列の決定である。2001年にヒトゲノムドラフト配列が決定され
て以降、哺乳動物としては、マウス（2002年）、ラット（2004年）、チンパンジー（2005年）、イ
ヌ（2005年）のゲノム配列が決定され、次いで、今、ウシのゲノム配列が決定されつつある。
家畜の中では、ニワトリに次ぐ２番手となり、３番手にはブタの配列決定が予定されている。
ウシのゲノム塩基配列決定は、米国テキサス大学ベイラー校のヒトゲノムシークエンシングセ
ンターで行われているが、ここは、一ヶ月で一つの哺乳動物種ゲノムの塩基配列を読むキャパ
シティーを持っているそうだ。が、実際は、最初にあげたような地図（それも、多数のマーカ
ーを持つ高密度のもの）がなければ、染色体上の位置のわからない、短い配列断片が大量にで
きるだけで、ゲノム配列にはならない。
動物遺伝研究所では、ウシゲノムプロジェクトが始まる以前から、研究を効率良く進めるに

はゲノム解析用ツールの充実が必須と考え、米国農務省肉畜研究センター（USDA-MARC）と共同
で高密度連鎖地図の作成に、また、ネバダ大との共同で高密度RH地図の作成に着手した。その
後、米国を中心とした国際コンソシアム（日本の研究機関は参加していない）が結成され、BAC
フィンガープリント整列地図などが作成されつつある。ウシゲノム塩基配列については、2004
年９月に、3xWGS(Whole Genome Shotgun)配列（全ゲノムを断片化した配列を、のべで全ゲノム
の３倍に相当する長さ読んだもの）が、ついで、2005年３月に、6xWGS配列が公開された。ここ
では、私たちの作成した高密度連鎖地図およびRH地図を、ウシゲノム解読の現状とともに紹介
したい。また、ゲノム解析に詳しくない方のために、次項で各地図の特長と役割について記し
たので、参照していただければと思う。

２．各々の地図の特徴と役割

地図には、連鎖地図と物理地図（RH地図、BAC整列地図）とがあり、連鎖地図は、マーカー間
の距離を遺伝的な物差し（連鎖の度合い、すなわち遺伝上の組み換え頻度）で測り、並べたも
のであるのに対して、物理地図はDNAの長さという物理的な物差しの上にマーカーを並べたもの
である。

盧 連鎖地図
減数分裂の過程で相同染色体間の組み換えが50％の確率で起こるが、ある２マーカーの位置

（座位という）が同一染色体上で近い位置にあればあるほど、その間で組み換えの起こる確率は
低くなり、ともに親から子に受け継がれる（連鎖する）確率が高くなる。一方、距離が遠けれ
ば、その間で組み換えの起こる確率は高く、連鎖しない。多数の減数分裂が観察できる大きな
家系で各マーカーの伝わり方を調べると、マーカー間の組み換え頻度が算定でき、遺伝的尺度
上にマーカーを並べることができる。
連鎖地図のマーカーには、相同染色体間を識別できる多型性が必要である。ゲノム上には、

マイクロサテライトと呼ばれる短い塩基配列の繰り返しから成る反復配列（(CA)nなど）が散在
しており、その繰り返し数nは各相同染色体に固有であるので、連鎖地図のマーカーとして汎用
される。
連鎖地図の役割には、大きく２つがあり、ひとつは、遺伝病や経済形質などの座位をマッピ
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ングするためのマーカーの提供、もう一つは、物理地図作成のための足場の提供である。

盪 RH地図

RH地図は、放射線照射体細胞雑種（Radiation Hybrid）地図のことで、一定量の放射線照射
で切断されるゲノムDNAの長さが尺度となっている。正常細胞（私たちの場合は、ウシ正常細胞）
の染色体を放射線照射により断片化した後、ハムスターなどの齧歯類由来の細胞（宿主細胞）
と融合させ、100種類程度の融合細胞から各々DNAを回収してセットとした「RHパネル」を用い
て、地図を作成する。RHパネルを構成する各DNAには、断片化された正常細胞（ウシ）由来の染
色体の一部が宿主細胞の染色体内に組み込まれて保持されているので、任意のマーカーをPCR増
幅することで、どの融合細胞DNAがそのマーカーを含む染色体領域を保持していたか否かを知る
ことができる。ある２つのマーカーが近接していれば、各RHパネルにおけるPCR増幅の有無のパ
ターンは相似し、離れていれば相似しない。このような原理で、各マーカーの順番とマーカー
間距離が算定できる。

RH地図のマーカーは、連鎖地図のマーカーのように多型性を必要としないため、遺伝子配列
からマーカーを設計してマッピングすることにより、遺伝子地図を作ることができる。一方で、

RHマッピングはPCR増幅の有無のみに依拠するため、エラーを除くことが難しい。そこで、RH地
図の信頼性を確保するためには、連鎖地図の情報を基本にしなければならない。つまり、連鎖
地図上で染色体上の位置が特定されているマーカー、通常はマイクロサテライトマーカー、の
並ぶ順番の情報を用いて、RH地図のフレームワークを構築する（枠作りを行う）。照射放射線量
が高いほど、染色体は細かく分断されてRH地図の解像度は上がるものの、これらを正確につな
ぐためには、数多くのマーカーが必要になる。したがって、解像度の良いRH地図を作るために
は、高密度連鎖地図の作成が不可欠である。

RH地図の有用性は、第一に、遺伝子地図を作ることができるということで、これによって、
他の種、例えばヒトとのゲノム比較地図を作成することができ、比較地図を通じて、ヒトなど
の豊富な遺伝子情報をはじめとするゲノム情報を利用できるようになることである。連鎖地図
との統合によって、遺伝病などをマッピングした染色体領域が、ヒトのどの染色体領域に相当
するのか、そこにはどのような候補遺伝子があるか、を一時に知ることができる。第二に、BAC
整列地図の作成やゲノム配列を染色体上に並べる際の足場として、重要である。

蘯 BAC整列地図
染色体DNAを150-200kb程度の大きさに切断して、大腸菌細胞内で複製できるように人工染色

体に組み込んだものをBACクローンといい、これを染色体上の順番で並べたものがBAC整列地図
である。BACクローンDNAを特定の制限酵素で切断したパターン（フィンガープリント）同士を
比較し、パターンの相同性に基づいてつなぎ合わせることによって、染色体上の順番にBACクロ
ーンを並べることができる。このようにして並べたBACクローンの一群をコンティグと呼ぶ。コ
ンティグに含まれるマーカーを用いて、RH地図と統合することにより、コンティグを染色体上
に並べたBAC整列地図ができる。

BAC整列地図があるか否かは、ゲノム配列決定の質を左右する。ゲノム配列決定には、通常、
全ゲノムを断片化した配列を全ゲノムの６倍長読んだものと、整列化したBACクローンを全ゲノ
ムの２倍長読んだものとを合わせて用いる。後者を加えることにより、配列間のギャップやつ
なぎ間違いの少ないゲノム配列が得られる。
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３．高密度連鎖地図の作成

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、1250個の

DNAマーカーを含む連鎖地図を作成したが(Kappesら1997)、その後は、形質のマッピングにはこ
の程度の密度でも差し支えないことと、マーカーの開発には多大な労力と費用がかかることか
ら、連鎖地図の更新はなされていなかった。しかし、疾病や経済形質をマッピングした後の原
因遺伝子の同定を視野に入れた時、マッピングした領域ごとにマーカーを高密度に開発するの
では、大変に効率が悪い。そこで、全ゲノムを対象にランダムにマーカーを開発し、3000個の
マイクロサテライトマーカーを含む連鎖地図を作ることを目標として作成に取りかかった。そ
して、2293個のマイクロサテライトをUSDA-MARCの連鎖地図に追加することによって、3802個の
マイクロサテライトマーカーを含む3960個のマーカーから成る地図を作成し、Shirakawa-USDA
連鎖地図として発表した（Iharaら2004）（図１.Shirakawa-USDA連鎖地図BTAI-3）。
連鎖地図の解像度は、マッピングに用いる標準家系の規模に依存するので、USDA-MARCのウシ

標準家系では、解像度の限界は0.8cM（＝約800kb）である。Shirakawa-USDA連鎖地図の3960個
のマーカーは、2423ポジションの「点」であり、マーカー間隔は平均1.4cMであった。連鎖地図
の更新により、マーカー間隔が10cMを超えるギャップは、X染色体の一箇所を除いてなくなり、
全ゲノムの51％はマーカー間隔2cM以下で、また、91％は5cM以下でカバーされた。この結果、
疾病や経済形質のファインマッピングに十分なマーカー密度となり、また、RH地図の足場とし
ても十分なものが作成できた。

４．高密度RH地図とウシ-ヒトゲノム比較地図の作成

2000年に米国テキサスA&M大学のWomackらのグループが最初のウシ全ゲノムRH地図（5000-rad
放射線照射RHパネルによる）を報告した(Bandら2000)。これは、319個のマイクロサテライトと

768個の遺伝子から成り、ウシ-ヒトゲノム比較地図において105以上のシンテニーが観察される
ことがわかった。2002年には、英国のロスリン研究所やフランスの国立農業研究機構（INRA）
などの共同で3000-rad放射線照射RHパネルを用いた地図が報告された(Williamsら2002)。これ
は、当時の連鎖地図にマップされていたマーカーから、できるだけ多くのマーカーを用いてフ
レームワークを構築しようとしたもので、1148個のマイクロサテライトと90個の遺伝子から成
っていた。前者のWomackらのRHパネルについては、イリノイ大のLewinらのグループが1913個の
マーカー（うち、667個をフレームワークマーカーとして使用）から成る第２世代の全ゲノムRH
地図を作成し、2004年に報告した (Everts-van der Windら2004)。しかしながら、これらのウ
シRH地図では、フレームワークに用いたマーカー数が充分とはいえず、信頼性および解像度に
限界があると思われた（図２.SUNbRH地図BTA6）。
私たちは、米国ミネソタ大（現、ネバダ大）のBeattie教授と共同で、7000-rad 放射線照射

RHパネルを作成した。このRHパネル（SUNbRHパネル）を用いて、Shirakawa-USDA連鎖地図上に
マップされたマイクロサテライトマーカー3216個を用いてフレームワークを作成した。図２を
みると、連鎖地図と比較して、マーカー同士がよく分離しており、RH地図の解像度のよいこと
が一目でわかる。
このフレームワーク上に、2377個の遺伝子またはESTをマップした。ESTとは、ゲノム上で発

現している配列（遺伝子）の一部分について塩基配列を決定したもののことをいう。ここで用
いたほとんどのESTは、私たちが過去に開発したものである（Takasugaら2001:Itohら2003）。
このようにして、計5593マーカーから成るRH地図（SUNbRH地図）が完成した（Itohら2005）。
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図１．Shirakawa-USDA連鎖地図

第１番染色体から第３番染色体（BTA1－3）までを示した。その他の染色体およびマーカー情報は、

http://www.marc.usda.gov/genome/cattle.htmlで閲覧できる。
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図２．SUNbRHフレームワーク地図と連鎖地図との対応

例として第６番染色体を示した。その他の染色体については、http://www.animalgenome.org/cattle/maps/RHMap3/で

閲覧できる。
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このうち1716マーカーについて、ヒトゲノム上に相同配列を見いだすことができ、これらを用
いてウシ-ヒトゲノム比較地図を作成した（図３）。少なくとも161個のシンテニーが観察され、
特に４番、８番、10番、13番、19番などの染色体について、過去の報告と比べて、より複雑な
シンテニーが観察された。私たちの比較地図で観察された全シンテニーは、ウシRH地図の79％、
ヒトゲノムの72％をカバーしていた。また、RH地図での1cRは、約114kbに相当すると算定され
た（図３．ウシ－ヒトゲノム比較図BTA1-6）。

５．BACフィンガープリント地図との統合

私たちの作成したRH地図が物理的な実体のある染色体地図を作成する上でどの程度有効かを、

4番染色体を例に検証した（Itohら2005）。前述のように、国際コンソシアムでは、BACフィンガ
ープリント地図を作成中で、随時、データをウェブサイトで公開している（http://www.bcgsc.
ca/lab/mapping/bovine)。そこで、４番染色体のマイクロサテライトマーカーおよびESTについ
てBACクローンのスクリーニングを行い、ウェブサイトでこれらのクローンの属するBACコンテ
ィグを検索し、BACクローンの末端塩基配列とヒトゲノム塩基配列との相同性の情報も含めて、
ウシ染色体上に並べてみた（図４）。その結果、私たちのRH地図は、BACコンティグをウシ染色
体上に並べていくのに十分なマーカー数を持つことが確認された。また、私たちの比較地図は、

BACクローンの末端塩基配列を相同性に基づいてヒトゲノム上に並べた結果と、よく一致してお
り、私たちの比較地図は十分な解像度をもつ、信頼性の高い地図であることが確認された（図
４．SUNbRH地図を用いたBACコンティングの整列化）。

６．ウシゲノム解読の現状

ウシゲノムプロジェクトは、PhaseIとPhaseIIから成り、PhaseIは、ウシゲノムの塩基配列決
定からAnnotaionまでを、PhaseIIは、SNP検索と各品種のHapMapの作成を目的としている。

PhaseIについては、先に触れたように、すでに、ゲノムの６倍長のWGS配列が公開されている
が、現在、ゲノムの２倍長のBACskim（フィンガープリントで整列化したBACクローンを、単一、
もしくは、プールして、配列を読んだもの）が進行中である（http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/
projects/bovine/）。現在用いられているゲノム塩基配列決定の手法は、WGSとBACskimを組み合
わせたもので、BACskimにより、配列間のギャップが埋まり、また、リピート配列によるつなぎ
間違いが改善されることが期待される。実際、現在公開されている6xWGS配列は、92％のESTと

96％のBAC末端配列を含んでいて、遺伝子のAnnotationにはほぼ十分であると考えられているが、

WGS配列の半分は434kb以下の長さで、特に、遺伝子のプロモーター領域に相当するCpG island
部分はギャップになっていることが多いのが現状である。

WGS配列とBAC skim配列は、アセンブルされてscaffold配列となった後、scaffold配列が含む
マーカーによって、地図を通してウシ染色体上に配列される。ウシゲノムプロジェクトにおい
て、高密度地図の必要性が認識されるのに伴い、前出の5000-radと3000-radのRH地図の充実も
図られている。Lewinらのグループは、2005年12月に、3484個のマーカーから成る第３世代のRH
地図を報告した (Everts-van der Windら2005)。これは、2516個のBAC末端マーカーを含んでお
り、BACフィンガープリント地図との統合を図ったものである。また、カナダのMooreらのグル
ープは、3000-radのRH地図に、多数のSNPをマッピングし、WGS配列との統合を図っている

(McKayら2006)。また、米国ミズーリ大のTaylorらは、14世代から成るアンガス種の家系を用い
て、多数のSNPをマッピングした連鎖地図を作成している。国際コンソシアムでは、現在これら
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図３．ウシ－ヒトゲノム比較地図

第１番染色体から第６番染色体までを示した。ウシ染色体（黒太線、数字の単位はcR）上に、ヒト染色体との相同領

域（シンテニー）を、□で示した。□の右側の数字は、ヒト染色体の塩基配列番号（単位は、bp）を示し、□内の矢印

は、シンテニーの向きを示す。その他の染色体については、Itohらの文献（2005）を参照されたい。また、これらの詳

細は、http://www.animalgenome.org/cattle/maps/RHMap3/で閲覧できる。
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図４．SUNbRH地図を用いたBACコンティグの整列化

ウシ４番染色体上の霜降りの肉質に関与する領域について（Mizoshitaら2004）、SUNbRH地図とBACフィンガープリ

ント地図の情報を用いて、BACコンティングの整列化を行った。SUNbRH地図上のマーカーでスクリーニングしたBAC

クローンのBACコンティング内での位置を線で結んでいる。左端はSUNbRH地図の、右端はコンティングに含まれる

BACクローンの末端塩基配列を用いた場合のヒトゲノムとの比較地図を示す。BACコンティングを整列化することによ

って、ヒトゲノムとのシンテニーが、より詳細に明らかになった。また、この時点で用いたBACコンティングの情報に

は誤りがあることも明らかになったが、（contig8087はcontig3584の間に入る）、その後の改訂で修正されている。
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すべてを含んだ統合地図（Composite map）を作成中である。この統合地図を用いて、scaffold
配列がウシゲノム上にアセンブルされる見込みである。
一方、PhaseIIは、SNP検索とHapMapの作成を目的としている。すでに、WGS（ヘレフォード種

を使用）と、その他６品種（アンガス、ブラーマン、ホルスタイン、ジャージー、リムジン、
ノルウエーレッド）のゲノムシークエンシングにより、一万個以上のSNPが見出されている。今
後、これらのSNPが各品種でタイピングされ、ハプロタイプブロック等が明らかにされていく予
定である。

７．おわりに

動物遺伝研究所が取り組んできたゲノム解析用ツールの開発は、時代の流れに沿って、ウシ
ゲノムプロジェクトへ受け継がれた。連鎖地図の高密度化を行い、その結果を利用して構築し
たフレームワークに基づいたRH地図の作成は、ウシゲノム配列決定へのきわめて重要な貢献で
あったと位置付けられるだろう。PhaseIで完成度の高いウシゲノム配列が得られることが、

PhaseIIのウシHapMapの作成にも重要である。SNPの正しい位置が得られなければ、ハプロタイ
プブロックの解析などできないからである。PhaseIIが完了する数年後には、ウシ品種間の差が、

SNPレベルで明らかにされ、ヒトと同じように、ウシにおいてもSNPアレイを用いて全ゲノムを
対象にした相関解析を行える基盤ができるだろう。その時には、ゲノム解析に関して、皆が同
じスタートラインに立つことになる。今、その先を見通した戦略が必要とされている。
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１．職員名簿
（平成18年３月31日現在）

２．職員の異動
１）職員の採用
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２）職員の退職・退任
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３．職員の海外出張

４．施設・機器の整備

１）施　設

研究施設の平面図は47ページの通り。

２）平成17年度購入の主要機器（単価百万円以上）

氏　名 出張先

杉　本　喜　憲 英　国

英国ロズリン研究所においてウシ
ゲノム解析についてセミナー及び
助言（往復航空賃及び滞在費は英
国ロズリン研究所負担）

用　　務

高須賀　晶　子 アメリカ
カリフォルニア州サンディエゴ市
で開催された第14回植物・動物ゲ
ノム会議に参加

期　間

平成17年７月17日～
７月23日

平成18年１月31日～
１月20日

機　　器　　名

１

超純水製造装置（ミリポア社製 Milli-Q Synthesis）

１
オートヒートシーラー（ABgene社製　オートヒートシーラー

ALPS 300）

１

SNP型判定（アフィメトリクス・ジャパン製 GeneChip
Scanner 300TGシステム）

式　　数
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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）Cell Metabolism
５）Current Biology
６）Genes and Development
７）Genome Research
８）Genomics
９）Journal of Biological Chemistry
10）Journal of Cell Biology
11）Mammalian Genome
12）Molecular Cell
13）Nature
14）Nature Genetics
15）Nature Medicine
16）Nature Reviews, Molecular Cell Biology
17）Nature Reviews, Genetics
18）Science
19）Trends in Genetics 
20）実験医学

21）細胞工学

22）畜産技術
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