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序 文

本年報は平成21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す｡

これまで当研究所は､ウシゲノム解析用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

てきました｡ その成果の一つとして､不良因子であるクローデイン-16欠損症

のDNA診断法を開発 し､キャリアのコントロールを可能にしてきました｡ しか

しながらまだ不良因子が黒毛和種集団に残存 していると見られることから､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りません｡また､

ウシ経済形質QTLの解析では､昨年度の枝肉重量責任遺伝子の同定に続き､脂

肪交雑の責任遺伝子を同定しました｡ 関係機関の協力でDNAサンプル収集を行

ってきましたが､これまでの蓄積が最終的な証明を可能にしたと言えます｡

ここ1-2年のウシゲノム解析における変化には特筆すべきものがあります｡

国際コンソーシアムとかねて進めていたウシゲノムの仝配列解読が完成を見､

平成21年4月にScience誌に発表することができました｡当研究所にとっても大

きな成果です｡このウシゲノム解読は､大量のSNP(一塩基多型)マーカーの

開発をもたらし､5万個 (50K)のSNPを搭載 したチップが市販され､ゲノム解

析の手法を様変わりさせました｡ このチップの出現で､以前から提案されてい

たDNA情報で若雄の能力を推定する方法､ゲノム選抜法が乳牛で応用される動

きとなりました｡ 今後､50KSNPから700K SNPへとパワーアップすることは必

定で､その詳細なSNP情報を乳牛だけでなく肉牛でも活用する場面をいかに構

築するかが重要になってくると思います｡

最後に､終始ご指導いただいた農林水産省､ご理解とご支援を頂いた日本中

央競馬会､(財)全国競馬 ･畜産振興会､および､共同研究を進めてきた関係機

関の各位に厚 くお礼申し上げます｡

平成22年3月

社団法人畜産技術協会 附属動物遺伝研究所

所長 杉 本 喜 憲
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第1節 設立の経緯と沿革



1Ⅰ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､望ましい遺伝子型を個体内に集積することにある｡ そのため､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｡一方､

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-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 (財)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､(社)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｡

平成4年度から開始された研究のプロジェクトは､ウシ個体識別システムの開発から

始まり､遺伝性疾病のDNA診断法の確立や肉質等経済形質のゲノム解析-と順次拡大さ

れてきた｡個体識別システムの開発では多数のDNAマーカーの開発 ･遺伝地図上-の位

置付けを行い､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｡ 遺伝性疾病では､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DNA診断

法を開発した｡平成6年度から経済形質の解析が始まったが､この過程で都道府県の畜

産研究機関と始まった共同研究は､現在に至るまで継続され､当研究所の研究進展にと

って不可欠な中核となっている｡ 経済形質の解析では､脂肪交雑や枝肉重量に関与する

多数のQTLを位置づけ (P<0.01)､各QTLの効果の推定を試み､QTLの遺伝子そのものを

同定すべ く努力を続けている｡

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病のキャ

リア診断技術の開発などを進め､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進めてきた｡牛肉の品種鑑定では､我が国の肉用牛として飼養され
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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着間を

DNA情報で鑑別する技術を確立することに成功した｡

平成18年度からは新たにウシDNA育種に関する事業が始まり､ウシゲノム研究の更な

る進展とフィールドでの効果検証に加え､重要な遺伝子情報の特許化を進めることで我

が国の畜産業を側面から支援するという責任が課せられた｡ウシゲノム解析は仝ゲノム

の解読に伴うツールの整備によって解析手法そのものも家系解析からゲノムワイド関連

解析-発展している｡ この潮流にどのように対応したかについては以下詳述している｡

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10,11年度には管理部門4名､研究部門25名 (研究員13名､

研究補助員12名)となった｡その後漸減し､平成21年度末は所長を含む管理部門3名､

研究部門13名 (研究員7名､研究補助員6名)である｡
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第2節 平成21年度の動き



i.研究推進の状況

1)ウシゲノム解析用ツールの開発

(1)ウシ仝ゲノム配列の解読とSNP開発

(1ト1.ウシゲノム配列の更新と今後の計画

ウシゲノムは､Baylor医科大 (BCM)のヒトゲノムシーケンシングセンターにより塩

基配列の決定とアセンブルが行われてきた｡2004年にゲノムの3倍長の配列を予備的に

アセンブルした配列 (Btau｣.0)が公開されて以降､順次更新が行われ､2007年10月の

Btau_4.0(4回目の更新)がコンソーシアムによるアノテ-ション (注釈付け)を経て､

2009年4月にウシゲノム配列解読としてScience誌に論文発表された｡Btau_4.0は､従来

型DNAシークエンサーを用いてWGS(WholeGenomeShotgun:仝ゲノムを対象にランダム

に配列を決定したもの)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)をゲノムの7.1倍長読み､それらの配列をア

センブルしたもので､EST(ExpressedSequenceTag:発現している遺伝子の配列の一

那)のカバー率から95%のゲノムをカバーしていると推定されるが､配列中には小さな

ギャップや多少のつなぎ間違い (アセンブルエラー)が残されている｡ また､アセンブ

ルされなかった配列は､染色体不明 (Chr_unknown)として区分されている｡

そのため､ゲノム配列をさらに完成度の高いものにするための作業が行われている｡

BCMヒトゲノムシーケンシングセンターでは､Y染色体の配列を決定するためのBACクロ

ーンを従来型DNAシークエンサーで読んでお り､また､仝ゲノムについて､次世代型DNA

シークエンサー (ABI社SOLiD)で13Gbの配列 (1-2kb長断片の両端25bp)を読んだ｡

これらを加えてアセンブルしたBtau_4.5が公開予定である｡

一方､メリーランド大では､独自にゲノムアセンブルを行っており､ウシゲノムアセ

ンブリは､2009年8月にUMD3.0に更新された｡ UMD2.0に比べて､5本の染色体 (ウシ染色

体 (BTA)2,4,14,26,27:)以外は､より多 くの配列を含んでおり､特にⅩ染色体の

配列が改善されているとのことだった｡ UMD3.0では､BCMヒトゲノムシーケンシングセ

ンターで読まれた配列 (35.62millionreads)と他のシークエンシングセンターで読

まれた配列 (BAC末端配列など1.2millionreads)とをCeleraAssemblerversion5.2

を用いて波形データでアセンブルを行い､BACskimのアセンブルエラー (BACクローン

をプールして読んだ配列をアセンブルする際に生 じたエラー)を､BACの両末端の配列

とマーカー情報を加えることによって修正 したとのことである｡

Liuら (米国農務省農業調査局;USDA-ARS)は､Btau_4.0に含まれるsegmental
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duplicationを検索し､その一部について､蛍光1'nsl'tuハイブリダイゼーション (FISH)

による検証を行っている (BMCGenomics2009)｡ その中で､segmentalduplicationの

約半分 (94.4Mbの47%)はウシ染色体に帰属されていないこと (Chr_unknown)､一方で､

染色体配列上には計267Mbに相当するduplication(≧1kb,≧94%一致)が人為的にも

しくはアセンブルエラーとして含まれていること､さらに､BtauJ .0とUMD3.0の2つの

アセンブリに関しては､10箇所のFISHがUMD3.0を､2箇所のFISHがBtau-4.0を支持 した

ことを報告している｡ したがって､現時点では､UMD3.0が最良のゲノム配列であり､解

析にはこれを用いる必要がある｡

今後については､BCMヒトゲノムシーケンシングセンターは､次世代型DNAシークエン

サー (ロッシュ社454)で読んだホルスタイン種の配列を加えることによりゲノム配列

を改善する可能性があるという｡ メリーランド大は､Bosl'ndl'cus配列のアセンブルを

進行中であり､また､次世代型DNAシークエンサーで読まれた配列が送付されれば､そ

れらを加えて解析することは可能とのことだった｡

(1ト2.ウシSNPチップの更新

ウシ50KSNPチップ (イルミナ社)が､2007年12月に市販され､これを用いて､特に

ホルスタイン種種雄牛選抜では､後代検定から算出した評価育種価による選抜法からゲ

ノム選抜法に移行しようとしている｡ ゲノム選抜というのは､種雄牛数千頭についての

遺伝子型と評価育種価 との関連を基に各SNPの遺伝子型にスコアを付けておき､種雄牛

候補牛の能力を遺伝子型によるスコアで評価 し､選抜するというものである｡ ある程度

の正確度が保たれれば､後代検定に比べて､後代の成績を得るまでの時間やコス トを削

減できるのでメリットは大きい｡しかしながら､一定の正確度を得るためには､参考集

団として数千頭の種雄牛が必要なため､米国以外の国や他の品種においてゲノム選抜法

を適用するのは難しかった｡高密度のSNPチップが開発されれば､品種を超えた乳牛全

体の解析を行うことができるため､参考集団の規模を大きくすることができ､また､よ

り正確に有用形質関連領域を特定できることが期待される｡ このような背景から､イル

ミナ社､ファイザー社､米国農務省等が共同で､高密度SNPチップを開発し､今春には

市販予定という｡ 彼らは､20以上の品種に属する約300頭のウシから約120種類のDNAラ

イブラリーを調製LSNPを検索した｡得られた約4,500万個のSNPから､マイナーアリル

頻度､マーカー間隔､品種､ゲノム領域 (エキソン､ リピー ト配列､segmental

duplicationなど)等を考慮 して580万個のSNPについてプローブをデザインし､最終的

には50KSNPチップ上に搭載された全SNPを含む約85万個のSNPから成るチップを作成す

るとのことだった｡
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一方､親子判別､ トレーサビリティー､(ゲノム選抜後の)遺伝的能力予測などにつ

いては､低密度SNPチップで必要十分との考えから､約3,000個のSNPから成るチップも

作成されていた｡

(2)今後の進め方

(2ト1.黒毛和種のSNP開発

黒毛和種はウシHapMapに参加していないことから､現在､独自にSNP開発を行ってい

る｡ 今後､黒毛和種に特徴的なSNPや､黒毛和種の各系統に特徴的なSNPが明らかになる

ことが期待される｡ これらの情報は､有用形質関連領域のファインマッピングや責任

SNPの同定に有用である｡

(2ト2.SNPチップ

(ヨ イルミナ高密度SNPチップの黒毛和種における有用性の確認を行う｡ 50KSNPチップ

は､黒毛和種ゲノムの少なくとも15%は十分にカバーできていなかったので､高密度SNP

チップを用いることで､より確実で精度の高いマッピングが可能になることが期待され

る｡ 繁殖性のように遺伝率の低い形質のマッピングには､多数のDNAサンプルを要する

ことから､異なる品種であっても同じ形質について表現型値付きのDNAサンプルを収集

し､高密度SNPチップを用いて品種を超えたマッピングを試行する必要があるかもしれ

ない｡

(∋ 連鎖解析用カスタムSNPチップを用いた父方半きょうだい家系解析を行う｡ これまで

用いていたDNAマーカーであるマイクロサテライトは､SNPと比べ情報量が多いが､型判

定に熟練が必要で時間がかかるという欠点があったため､家系解析に年単位の時間を要

していた｡SNPチップを用いると月単位の時間で解析が完了するかもしれない｡どのよ

うな組み合わせのSNPを使うか検討すべきだろう｡

(3)ウシゲノム解読の意義

ウシゲノムが解読されたわけであるが､その意義について ｢ウシゲノム解読と今後の

展望｣(ブレインテクノニュース ･136,2009)と題する解説を転載する｡
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□総 説□

ウシゲノムの解読と今後の展望

社団法人畜産技術協会附属動物遺伝研究所

杉 本 喜 憲

当研究所の設立された 1993年2月はウシゲノム解析の揺藍期であった｡当時､10数個のDNAマーカーしか報

告されておらず,400個のマーカーが特許化されたという噂はあった.以来,ヒトゲノムで築き上げられたルー トを

営々と歩み,2009年4月のウシゲノム解読の発表に至った｡これでようやく完成されたゲノム解析用ツールを手に

することとなった｡ウシのDNA育種手法の迅速な発展が期待できる｡

1. ヒトゲノム解読の始まり

1986年,レナ- ト･ダルべッコ博士 (1975年

ノーベル医学生理学賞受賞)はScience誌に,｢ヒ

トの癌研究の転回点に至った今,ヒトゲノム配

列の解読という目標を掲げよう｣と提案した 1)｡

この提言がきっかけとなって,米国エネルギー

省/厚生省は 1990年から 15年計画の MHuman

GenomePrqjectHを開始した｡当時の技術レベル

から言えば第2のアポロ計画ともいうべき無謀

な出発であった｡幸運にもその後の技術革新の

おかげで 2003年の完成を告げる発表まで到達

した｡ダルベッコの夢見たあらゆる遺伝子の時

間的空間的な発現が把握できるだけでなく,坐

物の複雑さを担保する様々な機構が明らかとな

り,生物学は豊穣期を迎えようとしている｡

ヒトゲノム研究の進展に刺激され,ウシゲノ

ム解読のための国際コンソーシアムが 1999年

12月にカナダのバンクーバーで結成された｡そ

の努力は9年後の2009年4月にScience誌-ウ

シゲノムの解読が報告されることで結実した 2)

2. これまでのウシの育種手法

近年におけるウシの育種は,1940年代までに

SUGIMOTOYoshikazu

〒96ト8061 福島県西白河郡西郷村小田倉

理論的な集大成がなされ,コンピュータの発達

とも相侯って,BLUP法に代表されるような理論

と計算手法の発展があり,家畜の能力は大きく

向上した｡推定された遺伝的能力の信頼度をさ

らに高めることに関 し,Niemann-Sorensen皮

Robertson (1961)3)は,QTL(量的形質)とLD

(連鎖不平衡ブロック :祖先から現在まで組換

えが起こらず,そのまま遺伝してきた領域)状態

にある DNAマーカー情報は選抜指数方式で利

用できると報告し,Meuwissenら (2001) 4)はさ

らに踏み込んで 5万個の DNAマーカーをゲノ

ム解析に用いるケースのシミュレーションを行

い,雄牛の遺伝的能力を信頼度 85%で推定可能

と報告した｡そのためには高密度 DNAマーカ

ー地図などのゲノム解析用ツールを充実させる

必要があった｡ツールの充実,すなわちDNAマ

ーカーの大量開発はゲノム解読によって初めて

可能になった｡

3. ウシゲノム解読までのステップ

3-1. 晴乳動物の遺伝の特徴

晴乳動物の有性生殖では減数分裂の過程を経

て,親の2本の染色体 (祖父と祖母由来)から1

本の染色体だけの配偶子が作られる｡ 配偶子の

持っ染色体は,祖父由来･祖母由来･組換え体 (2

檀)の 4種の内のどれかである｡ ウシには 29

本の常染色体が存在するので,ウシの精原細胞 1
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個から生ずる配偶子の多様性は,429-約 10京

図 1 減数分裂による精原細胞か らの配偶子生成

(1017) 通 りである｡ 親の染色体のどの領域が

子に伝わったかを知るには,DNA マーカー地図

(連鎖地図)を作 り,DNA マーカーの型 (アリ

ル)を調べる必要がある｡

3-2. 連鎖地図作成の拳明か ら発展まで

(1997年春まで)

異なる染色体に位置する DNA マーカーは互

いに独立に遺伝するので組換え頻度50%となる｡

同じ染色体に位置するマーカーは近接 している

とマーカー間の組換え頻度は50%より小さくな

る (共に遺伝する:連鎖という)｡ 組換え頻度を

そのまま遺伝距離とし,cM (センチモルガン)

単位で表示する｡ マーカー数が増えてくると同

じ染色体に位置するマーカー同士は連鎖グルー

プを形成することになる｡

ウシ連鎖地図作 りの突破 口を開いたのは米国

Genmark社の Georgesである｡ 1992年までに

DNAマーカー354個を特許化した｡1994年に第

1世代のウシ連鎖地図が2つ報告された｡米国

農務省肉畜研究センター (USDA-MARC)の

Beattieらは 313個の DNA マーカーで 5),また

USDA-MARC以外のBovMapグループも同年に

DNAマーカー202個で地図を作った 6)｡これら

第 1世代の連鎖地図は解析に使え

るような代物ではなかったが,こ

の年の夏プラハで開催された国際

動物遺伝学会のウシゲノムワーク

ショップに参加者が多数詰めかけ,

何か新しいことが始まるという期

待に満ちたものとなった｡

連鎖地図を有用なものにするた

め,(1)多型性の高い DNA マーカ

ーであるマイクロサテライ トを多

数開発する,(2)マーカー間の空隙

を埋める,(3)連鎖グループを染色

体に対応 させ る,(4)蛍光 insitu

ハイブリダイゼーション (FISH)

で染色体の方向を決めるなどの積

み重ねが行 われ た ｡ 私 たちは

BovMapに加わり,マイクロサテラ

イ トの開発と位置付け(マッピング)を行った｡

1997年の春,2つのグループはそれぞれ第2世代

のウシ連鎖地図を発表した｡BovMapの 703個

のマイクロサテライ トからなる地図のサイズは

3,567cM と大きく,しかも252個の正確な位置が

決まっていない 7)｡多くの機関が参加している

BovMapの地図にはマーカーの型判定エラーが

多く含まれていた｡一 方 ,UsDA-MARCの 1,236

個のマイクロサテライ トからなる地図のサイズ

は 2,990cM であり,これまで想定されていた

3,000cM に近い 8)｡UsDA-MARCはすべて単独

でマーカーの型判定を行い,エラーを厳 しくチ

ェックしながら地図作 りを行った｡ したがっ

て,USDA-MARC の地図はウシゲノム解析のゴ

ールデンスタンダー ドとなって,遺伝病や QTL

のマッピングに使われてきた｡UsDA-MARCは

論文中で,彼 らの連鎖地図の DNAマーカーは平

均して多型性が低く (<60%),マーカー間隔が

10cM 以上のものが 14% (177/1220)も存在す

るため,マーカーアシス ト選抜には不十分であ

るにもかかわらず,各国で QTL検出に熱中して

いるため,自分たちが行ったような大規模なマ

ーカー開発で地図を改良することは近未来には

無いだろうと述べている｡
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3-3. 高密度連鎖地図か ら物理地図への道

(1997年か ら2005年)

USDA-MARCの地図で遺伝病や QTLのマッ

ピングはできたが,マッピングした領域をさら

に狭め,マーカーアシス ト選抜-発展させるに

は多大 な努力 が必要であった ｡ 明 らかに

UsDA-MARC の地図の高密度化がなされるべ

きであったが,各国の動きは鈍く,国際的に連携

してマーカー開発することにならなかった (国

際動物遺伝学会,1998年夏,ミネアポリス)｡私た

ちはこの問題を解決するため,単独でマイクロ

サ テ ラ イ トの 大 規 模 な 開 発 を 決 断

し,USDA-MARC の地図を高密度化するだけで

なく,遺伝子の位置情報を含んだ物理地図作成

を1998年秋から始めた｡連鎖地図はマーカー間

の組換え頻度から求められた遺伝的な距離だが,

物理地図は DNA の長さに則してマーカーや遺

伝子を並べたものである｡ 私たちは多数のマイ

クロサテライ トを開発し,USDA-MARC の協力

を得ながら,2,325個のマーカーを加えた第三世

代 の Shirakawa-USDA 連鎖地図を作成 した

(2004)9)｡また,約 7,000種の遺伝子断片を分

離 し (2001)10),その内の 2,377種を含む合計

5,593座からなるウシ物理地図 SUN-RH 地図

(旦hirakawa一望niversity of 型evada 旦adiation

Bybrid地図)を作成した (2004)ll)｡これらの

地 図に他機 関の地図 も加 わった統合地図

(compositemap)が作成され､年々改善された｡

4. ウシゲノム解読へ

国際コンソーシアムは,1999年のバンクーバ

ー会議でウシゲノム解読-向けて次のような

ことを決めた :(1)解読の対象に-レフォー ド

種雄1頭を選び,そのBACライブラリー (約150

kbのDNA断片を含むクローンで構成)をオーク

ランド小児病院の Dejongが作成し,必要機関に

配布する;(2)ヒトやマウスで経験豊富なブリ

ティッシュ･コロンビア大のMarraが中心になっ

て,フィンガープリントでウシBACの整列化を

行う;(3)テキサスBaylor医科大ヒトゲノムシー

ケンシングセンターのGibbsが中心になって,全

ゲノムを対象にショットガンシーケンシング

を行い,ゲノムの3倍長分の配列を決める;(4)参

加機関は基金を拠出し,様々な品種のウシDNA

を提供する｡

Dejongが作成したウシBACライブラリーは,

平均DNAサイズ167kbの19万クローンで構成さ

れた｡Marraのフィンガープリントでは,各BAC

クローンを制限酵素で切断し,ゲル電気泳動を

行 うとクローン毎に特徴あるDNAのバンドパ

ターンを示す｡BACクローン同士でオーバーラ

ップしている部分は,そのフィンガープリント

も重なるので,この重なりを利用してBACクロ

ーンをつなぐことができる (整列化するとい

ラ)｡ 整列化されたBACクローン集団の染色体

-の位置付けを正確に行 うため､前述の統合地

図が使われた｡

Gibbsらは,まず,2004年9月に全ゲノムを対象

にランダムに決定した配列 (WGS)をゲノムの

3倍長分得,2007年 10月にBtau…4.0(4回目の更

新)としてゲノム ドラフト配列を完成させた｡

これは,WGSに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,

ゲノムの7.1倍長の配列 (WGS+BACskim)

からなる｡ これまで位置不明だった配列は延長

されることで,29本の常染色体とx性染色体の

計 30本の染色体の配列 となった｡ Btauー4.0

は,EST (遺伝子の発現断片)のカバー率か

ら,95%のゲノムをカバーしていると推定され

るが,配列中には小さなギャップや多少のつな

ぎ間違い(アセンブルエラー)が残されている｡

ゲノム配列中にアセンブルされなかった配列は,

染色体不明 (chr_unknown)として区分されて

い る｡

ゲノム配列をより完成度の高いものにするた

めに,Baylor医科大のヒトゲノムシーケンシン

グセンターでは,次世代型 DNAシーケンサーを

用いて約 13Gbの配列を読む予定である｡ 他の

品種の配列も解読し,これらも加えてゲノム配

- 8-



列の更新を行う予定だという｡

5. ウシゲノムの特徴

ウシの染色体では,ヒトやマウスなどの他の

種に比べてゲノム DNA の部分的な重複が多く

起こっており,そこに含まれていた遺伝子が重

複されることによって遺伝子ファミリーとなっ

ている｡ その多くは自然免疫に関与するもので,

結果として,ウシはヒトやマウスより自然免疫

に関与する遺伝子を多種類持つこととなった｡

それらは,ウシが反鶴胃動物として進化する過

程で,反鶴胃の微生物発酵に適応 して代謝や免

疫を変化させるのに必要であったと考えられる｡

また,ゲノム解読に伴って開発された約4万個

のSNPが 19品種,497頭で調べられ,これまでの

家畜化や品種確立の過程でゲノムに残された痕

跡が明らかになった｡品種当たり25頭程度なの

で今後 50頭くらいまで増やせば結果の信頼性

が高まる｡

6. ウシのSNPチップ

ヒトゲノムの解読後,500KのSNPを搭載した

チップ/アレ-が発売され,ヒト生活習慣病や癌

の感受性遺伝子座の探索がゲノムワイ ド相関解

柿 (WGAS)の手法で始まった｡WGASでは,

患者群をケースとし,そうでない群をコントロ

ールとし,ケース ｡コントロール間で SNPアリ

ルの頻度の偏りをゲノム全体にわたって調べる

という家系に拠らない解析法である｡

wGASをウシで行うには多数の SNPが必要

となる｡-レフォー ド種雄のリファレンス配列

が示されたことで,SNP開発が行われ,50KSNP

チップが市販された｡Meuwissen ら (2001)4)

の提唱したゲノム選抜法 (参考資料 :ref12)を

実用化する条件が整った｡ゲノム選抜法という

のは,種雄牛数千頭についての各 sNPの遺伝子
型と育種価との相関から種雄牛候補牛の能力を

評価するというものである｡2009年 1月に米国

ホルスタイン登録協会は種雄牛にゲノム育種価

を付けて公表した｡ある程度の信頼度が保たれ

れば,後代の成績を得るまでの時間やコス トを

削減できるのでメリットは大きい｡米国の他,

カナダ,EU,オース トラリア,ニュージーラン ド

などもホルスタイン種種雄牛の選抜に,この方

法を適用する試みを行っている｡

市販されている 50K SNPチップは広く使わ

れているが,マーカー間隔がLDの長さより長い

個所が多数あり,多型性の低いものも多い｡多型

性の高いSNPをLDブロックに数個置くことが

できれば,解析の能力の高いものになるだろう｡

7. 我が国における今後の展開

7-1. 黒毛和種の有用な SNPの開発

黒毛和種において 50K SNPチップに搭載さ

れている SNPの多型性は他品種とほぼ同等で,

多型性の高い (>10%)sNPは80%に過ぎなか

った｡したがって,黒毛和種のLD (約 100kb)1

個に 多型性の高い有用な sNPを3個ずつ配置

するには,少なくとも15,000個の SNPの追加が

必要である｡ 黒毛和種のリシーケンシングを行

って有用な sNPを大量に開発することが目下

の課題である｡ 世界的にも有用なsNPが大量に

開発される方向にある｡

7-2. SNPで行 う黒毛和種父方半きょうだ

い

家系解析

黒毛和種父方半きょうだい家系解析は､父で

多型性を示すマイクロサテライ ト300個を300

頭の産子で型判定してきた｡一次スクリーニン

グに約 1年かかり､経費もかかる｡ 選抜された

黒毛和種で有用な sNPl,000個を型判定できる

ようにすれば､4週程度で完了する｡ SNP判定

技術は日進月歩ゆえ､経費も少なくて済むよう

になるだろう｡

713. ウシWGASのための集団

ウシゲノムの詳細な情報,網羅的な発現解析

手法,SNPチップの改良などでウシ WGASの解

析威力は高まるだろう｡wGASに必要なもうー
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つのポイントは,表型値付きの集団のDNAサン

プルである｡ 計画的なサンプリングが伴えば,

産肉性だけでなく繁殖性 ･抗病性などの解析が

進むだろう｡

7-4. ウシのゲノム選抜法

ホルスタイン種で試みられているゲノム選抜

法は,マーカーアシス ト選抜に関する新 しい展

開である｡ホルスタイン種種雄牛の場合,多数の

娘牛の成績から遺伝的能力を評価するので信頼

度が高い｡一方,肉牛の場合,遺伝的能力を評価

された種雄牛を多数確保することは難しい｡産

子そのもののデータだけで可能なゲノム選抜法

が開発されるだろう｡

ヒトの WGASで多数の生活習慣病などのリ

スク SNP情報が蓄積されており,個人毎のリス

ク評価を定量的に行 うというゲノム選抜法に似

た動きがある｡子牛の段階で脂肪交雑や子牛生

産性など個体毎のスコア化が信頼度高くできる

ようになれば,育種の現場は様相を変えること

になるだろう｡
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2)ウシ遺伝性疾病のDNA診断法の開発

(1)研究年次 :平成9年一平成21年

(2)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5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｡

(3)ウシ遺伝性疾病解析の平成20年度までのまとめ (表1)

表1.遺伝性疾病の遺伝子解析の平成20年度までのまとめ

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

クローデイン-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

クローデイン-16欠損症タイプ2 黒毛和種 Claudin-16 56kbの欠損 あり 受理

軟骨異形成性接小体躯症 褐毛和種 LIMBIN(新規) 1塩基置換1塩基の2塩基置換 あり 受理

→ ill←



(4)ウシ遺伝性疾患の解析

(4)-1.前肢帯筋異常症 (岡山大学との共同研究)

黒毛和種に見られる前肢帯筋異常症 (FMA:Forelimb一girdleMuscularAnomaly)の

解析を行った｡同一地域の集団においてこれまでに2回発症が頻発したが､交配の調節

で対処してきた｡しかしながら､最近､3度日の頻発が繰り返された｡父方半きょうだ

い家系 (3頭の種雄牛を含む)に属する26頭の発症牛を集め､DNAを調製した｡仝染色体

上に配置した258個のマイクロサテライトマーカーを用いて発症との関連性を調べたと

ころ､ウシ染色体26番 (BTA26)のテロメア側にあるマーカー群が発症と有意に連鎖し

ていることがわかった｡そこで､この領域にさらにマーカーを追加しハプロタイプを検

討した結果､平成19年度までにFMA候補領域を3Mbまで絞ったが､依然として多数の候

補遺伝子が存在する (Masoudieta1., Anl'malGenetl'cs, 39:46-50,2008)｡そこで

平成20年度から次世代シーケンサーを用いて､半きょうだい関係のあるFMAキャリア牛

と正常牛のゲノムを対象にこの領域のDNA配列を解読することを始めた｡

平成21年度にFMA領域のDNA配列解読を終了し､FMAキャリア牛でヘテロかつ正常牛で

ホモのマーカー型を示すSNPを探索した｡この条件に適合する約1,700個のSNPを見出し

た｡今後､ヒトやマウスゲノムとの相同性からFMA領域に存在するウシ遺伝子群を明ら

かにする｡

(4ト2.マルファン症候群様不良形質 (岐阜県との共同研究)

黒毛和種の特定種雄牛の産子に発育不良と見られる不良形質が散見され､体高は正常

値を示すが体幅が得られない (薄く痩せている印象)､ヒトの指にあたる部位が長い

(猫足)など､ヒトのマルファン症候群に似ていた｡マルファン症候群は優性遺伝様式

を示し､Fl'brl'111'nl(FBNl)が原因遺伝子の1つと考えられている｡ 父方半きょうだい

家系 (典型的発症牛36頭､正常牛10頭)を50KSNPチップ (イルミナ社)でタイピング

し､連鎖解析を行ったところ､BTAIO上に有意な連鎖が得られ､マッピングされた領域

の近傍にはFBNlが位置していた｡マイクロサテライトマーカーを用いてハプロタイプを

確認したところ､発症牛はリスク型ハプロタイプをヘテロで有しており､この不良形質

はマルファン症候群と同様に優性遺伝様式を示すと考えられた｡現在､FBNlを第1の候

補として､変異の探索を行っている｡

(4ト3.子牛損耗解析の準備の開始

子牛死亡による損耗率は約10%に達しており､経済的な損失は無視できない｡子牛死

亡の内､遺伝性疾病例についてはDNA解析で改善することが可能である｡ そこで､黒毛
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和種およびホルスタイン種の生後3週間内に死亡した胎児 ･新生子のサンプル収集を平

成21年度から開始した｡

(5)今後の進め方

国内で発生している子牛の損耗対策のために､包括的なサンプリングと症例記録を収

集する必要がある｡ 関係者の協力を募 り､劣性遺伝病の存在 ･免疫能の低下などの可能

性を調べる｡

(6)国内および海外の状況

ゲノム解析用のツールが充実し､また､ヒトなどでの遺伝病の解析が蓄積しているこ

とから､研究の進展が期待される｡ 一方､依然として疾病の診断は難しく､類似の様相

を示す複数の疾病､原因遺伝子の異なる疾病を解析の対象にしかねないという問題が残

る｡ 平成21年度における国内外の成果を紹介する｡

(6)-1.偽筋硬直症 (Pseudomyotonia:Sacchettoeta1., Amerl'canJournalof

Pathology,174:565-573,2009)

Pseudomyotoniaはキアニーナ種に見られる筋肉障害で､運動によって筋拘撃が起こる

ヒトのBrody症と類似している｡ ヒトBrody症の原因遺伝子として知られているSERCAl

(sarcoplasmicreticulumCa2･-ATPase)のウシ相同遺伝子の配列を調べ､164位のアル

ギニンがヒスチジンに変わる変異を検出した｡この変異により､SERCAlのmRNA量は変わ

らないが､タンパク質量の減少が認められた｡

(6ト2. 脊髄 ミエ リン変性症 (Spinal dysmyelination:Thomsen eta1.,

Neurogenetl'cs,ll:175-183,2009)

Spinaldysmyelinationはアメリカブラウンスイス種に発症する疾病で､2001年にBTA

llの2.6cM領域にマッピングされていた｡ウシゲノム配列が解読され､ヒト遺伝性硬直

性対麻痔の原因遺伝子であるSPAS7が この領域に存在することが判明したので､ウシ中

枢神経系でのSPAST発現を確認し､560位のアルギニンからグルタミンへの変異を検出し

た｡この変異により､SPASTタンパクのATPase活性の消失が認められた｡

(6ト3.ねじれ尾症候群 (Crookedtailsyndrome:Fasquelleeta1., PLoSGenetl'cs,

5:elOOO666,2009)

Crookedtailsyndromeは骨格異常を特徴とし､ベルジアン･ブルー種に頻発する｡
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2008年に8症例を解析し､BTA19の2.4Mbにマッピングしていた｡さらに105症例を加え

てファインマッピングを行い､812kbまで狭めた｡この領域の7種の遺伝子の配列を調

べ､MannosereceptorCtJPe2(ADPC2)に2bp欠損のフレームシフト変異を見出した｡

この欠損によって骨化の過程での細胞外マトリックス形成不全が起こる｡ キャリア個体

のMRC2タンパク量は半減しており､そのため骨格が細 く､ロース芯が大きい｡この肉牛

としての利点のため､変異アリルは25%という高い頻度で維持されてきたと考えられる｡

(6ト4.A型血友病 (HaemophiliaA:Khatajeta1., Anl'malGenetl'cs,40:763-765,

2009)

褐毛和種に伴性遺伝様式で発症するA型血友病が見られ､血液凝固因子を測定し､第

VHⅠ因子量が低いことが明らかになった｡ 第ⅤⅠⅠⅠ因子遺伝子の配列を調べた結果､

2,153位のロイシンからヒスチジンへの変異が起こっていた｡

3)肉用牛経済形質のDNA育種手法の開発

(1)研究年次 :平成6年一平成21年

(2)研究目的と期待される成果

近年のゲノム解析研究の進展は､連鎖地図を用いて経済形質に関与する染色体上の領

域､あるいは遺伝子を特定することを可能にしてきた｡経済形質に関与する領域や遺伝

子座を同定することでDNA情報を活用した育種を実用化する｡

(3)経済形質解析のためのDNAサンプルの収集

平成6年度から道県 (19道県､平成20年度) ･家畜改良事業団 ･家畜改良センターと

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を同定

するために有用である｡ そこで､枝肉共助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サンプルを収集している｡ 平成21年度までの収集の状況は表2の通りであ

る｡ これらの収集した黒毛和種のDNAサンプル数の累計は4万4千となった｡
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表2.平成21年度までの黒毛和種DNAサンプル収集状況

年度 収集数

13-20累計 38,595

21 5,443

(4)父方半きょうだい家系を用いる経済形質のゲノム解析

ほとんどの経済形質は多数の遺伝子の関与する量的形質 (QTL)である｡ QTLのゲノム

解析 (QTL解析)において､染色体毎 (染色体レベル､Chromosome-wise)やゲノム毎

(ゲノムレベル､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QTLExpress(Haleyetal.,Genetl'cs,

136:1195-1207, 1994)が優れている｡ 肉牛の経済形質のQTL解析を行う際は､しばし

ば複数形質を同時に解析するが､このような場合 FalseDiscoveryRate(FDR)により

偽陽性率を把捉する必要がある｡ 我々はQTLExpressが持つ機能に加え､ FDR算出機

能､LODスコア算出機能､順位和検定機能､PleiotropicQTL検出機能等を実装し､結

果のPDFファイル出力など､利用者の利便性を向上させてきた｡これまで､枝肉形質の

表現型値は､生データ (格付け成績の値)をそのまま用いてきたが､これらは､日齢､

肥育期間､年度､季節､市場､農家等の影響を受けるため､これらを固定効果として扱

えるようにプログラム Glissadoを改善した (build219)｡今後は､固定効果を含めた

解析結果もしくは育種価を用いた解析結果に更新していきたい｡

道県等の共同研究機関と行ってきた父方半きょうだい家系を用いた経済形質のマッピ

ング成果を2006年にまとめ､経済形質QTLマップを作成 した｡ 複数家系で検出された

(Replicateされた)QTLは､優良ハプロタイプの比較と関連解析によって責任領域を狭

められることが､枝肉重量QTLである CW-1とCW-2､脂肪交雑QTLである Marbll'ng-3で示

されており､マップを作成･更新することは､有用ゲノム領域に関する情報を共同研究

機関内で共有し､次の責任遺伝子探索のターゲットを探すために重要である｡ 毎年定期

的にマップを更新 し､複数家系で検出されたQTLについては､優良ハプロタイプの比較

を行っている｡

平成21年度のQTLマップの更新は以下のようになされた｡1家系のゲノムスキャン結果､

3家系の染色体限定スキャン結果､および2家系の2次解析結果を新たに加えた｡さらに1

家系の2次解析結果については修正を行った｡その結果､更新QTLマップは､25家系のゲ

ノムスキャンと9家系の染色体スクリーニングの結果から成 り､用いた産子数は総数

14,400頭となった (図1)｡
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経済形質遺伝子領域マップ(33束裏､2009年10月更新)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

漉計的有意水準 : P<0.01 ...~●~ 95%信頼区間 : BusNo.+ バラ厚 -+

(染色体ワイズ) P<0･001 一合.~~~ 体重 - 皮下股肱厚 -
枝肉重量 - 一日増体重 ･ー

∩-ス芯面故 -

図1 黒毛和種QTLマップ

検出されたQTLを､Lander& Kruglyak(1995)の基準に沿ってまとめると､｢有意な

連鎖｣は､ゲノムレベル5%有意を超えたものである (都合上､2次スクリーニングで染

色体レベル0.01%有意を超えたものも含めている)｡

新たにBTA5に枝肉重量QTLが2家系で検出され､その後､別の1家系でも検出された｡

これらのQTLのピークの位置は異なっていたが､信頼区間が広 く､また､各優良アリル

は同じ系統に由来すると予測されたため､これら3種雄牛についてハプロタイプ比較を

行った｡しかし､優良型ハプロタイプは共通ではなく､SireIのQTLピークを含む領域

のSireI優良型ハプロタイプは､SireIIでは非優良型ハプロタイプとなってお り､

SireHのQTLピークはよりセントロメア側にあることから､両者は別のQTLである可能

性が高いと考えられた｡そこで､両QTLのファインマッピングを簡便に行うために､50K

SNPチップを用いた枝肉重量の関連解析を行うこととし､現在､タイピングを行ってい

る｡

(5)父方半きょうだい家系を用いる経済形質QTL解析の今後の進め方

道県等と行っている父方半きょうだい家系を用いた経済形質QTLのマッピングは､後

継種雄牛の選抜に活用できるという利点がある｡ 種雄牛の半きょうだい家系を用いたウ
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シ経済形質遺伝子座のマッピングは､これまで､マイクロサテライトマーカーを用いて

行ってきたが､より迅速に解析を行うために､市販SNPチップより安価なウシ連鎖解析

用カスタムSNPチップ (約3,000個のSNPを型判定できる)を作成し､SNPによる半きょう

だい家系解析を試行する｡ カスタムSNPチップは､順次､有用形質関連SNP等を加え改良

する｡

経済形質のうち枝肉重量については､黒毛和種の家系解析でQTLが検出されたのと同

じ領域に､アンガス種や交雑種など他の品種集団において､すでに50KSNPチップで関

連座位が報告されている｡ 半きょうだい家系解析と並行して50KSNPチップを用いた仝

ゲノム関連解析を行い､経済形質遺伝子座のマッピングを加速する｡ マッピングした領

域からより早 く責任遺伝子に到達するには､より多 くのDNAサンプルを収集してファイ

ンマッピングを行うことに加え､候補遺伝子を解析する手順と技術を確立しておくこと

が必要である｡

ゲノム選抜法については､黒毛和種の種雄牛は乳牛に比べて数が少ない上､県単位で

種雄牛の育種価が算出されているので､乳牛のようなゲノム選抜を行うことはできない｡

しかし､高密度SNPチップを用いて多数の肥育牛を解析対象とすることにより､個体間

の血縁係数が未知であっても遺伝分散の推定が可能となり､SNPの遺伝子型に基づ く個

体のゲノム育種価を予測できる可能性があることから､今後の研究課題である｡ しかし

ながら､Soller(イスラエル)によると､ホルスタイン種でほ乳タンパク質含量と乳量

に関するQTLの約半数が両方の形質に効果を持ち､かつ､両形質は相反するため､ゲノ

ム選抜で両形質を同時に改良することは難しく､乳タンパク質含量のみもしくは乳量の

みに効果のあるQTLをマーカー選抜する方が良いという｡ これと同じように､肉牛の枝

肉重量QTLの中には､肉量を増やすが同時に難産を引き起こす可能性のあるものも含ま

れていることから､何らかの工夫が必要となる｡

(6)ウシ経済形質遺伝子座の解析

(6ト1.CW-i(枝肉重量-1)の解析 (鹿児島県との共同研究)

黒毛和種BTA 14のCW-1は､優良型アリル (0)1つで23.6kg(ウシ体重の約50/.)､2つ

でさらに15.2kgの相加的な枝肉重量増加効果をもつ (Mizoshitaeta1., Mammall'an

Genome,16:532-537,2005)｡CW-1領域1Mbには3遺伝子 (Gene｣,GeneJ,Gene_3))

が存在する｡

平成21年度は､Gene_2上流のSNP7個をランダムな384頭について型判定したところ､

連鎖不平衡が強 くいずれのSNPでもCWJを区別できることわかった｡このうちの一つ､

SNP2066を用いて､黒毛和種一般集団1,232頭の型判定を行った｡その結果､CW-1の寄与
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率は4.6%､アリル置換効果は14.2kgであった｡

(6ト2.CW-2(枝肉重量-2)の解析 (鹿児島県との共同研究)

黒毛和種3家系と褐毛和種2家系の半きょうだい家系QTL解析において､BTA6上の重複

する領域に枝肉重量または体重QTLが検出されている (種雄牛Aにおける寄与率6.9%､ア

リル置換効果26kg)｡ これら5種雄牛の優良型 (0)ハプロタイプの比較と連鎖不平衡

(LD)マッピングにより､このQTL(CW-2)の責任領域を約600kbに狭めた｡600kb内に

存在する4つの遺伝子のうち､NCAPG(ChromosomeCondensationProteinG)のアミノ

酸置換を伴うSNP(SNp-9;C.1326T>G)は枝肉重量との関連性が高く (p-1.2Ⅹ10-

11)､優良型ハプロタイプを見分ける良いマーカーであり､責任候補と考えられた｡

SNp-9の遺伝子型とロース芯面積､皮下脂肪厚との関連をみると､いずれの家系におい

ても､SNp-9の優良型アリルを持つとロース芯面積が大きく､また､去勢牛については

皮下脂肪厚が薄いことがわかった｡したがって､CW-2は多面的な効果を持つQTLで､優

良型アリルは肉用牛の形質として好ましい効果を併せ持っていると考えられた｡これら

の結果を基に国内特許を出願した｡

次に､CW-2ヘテロ種雄牛の去勢産子6頭について出荷時の牌臓の大きさを比較したと

ころ､CW-2優良型アリル保有牛は牌臓の大きい傾向が見られた｡細胞周期の負の制御

因子であるp27Kiplのノックアウトマウスでは､細胞増殖が盛んになるため体重増加とと

もに牌臓や胸腺が肥大することが報告されており､CW-2優良型においても細胞増殖が

盛んになっている可能性がある｡NCAPGのSNp-9によるアミノ酸置換が細胞増殖に影響を

与えるか否かを調べる目的で､マウス繊維芽細胞由来FIp-1n3T3株を用いてNCAPGの0

型とq型の安定発現株をそれぞれ取得し､細胞増殖速度を比較したが､有意な結果は得

られなかった｡NCAPGは種間でよく保存されているが､SNp-9に対応するアミノ酸残基は､

0型はMet､q型はIleであるのに対して､マウス (とヒト)はValであり､導入ウシ

NCAPG遺伝子の発現量がマウスNCAP扇宣伝子発現量と同程度でしかなかったために0型と

q型の細胞増殖の差を検出できなかったのかもしれない｡

(6)13.CWJ (枝肉重量-1)とCW-2(枝肉重量-2)の効果検証 (鹿児島県との共同研究)

黒毛和種においてこれまでに検出された枝肉重量QTLのうち2つのQTL(CW-1, CW-2)

は､それぞれ約730kbと約600kbに責任領域を限定しており､有力な責任候補遺伝子を

特定している｡ CW-1の効果については､優良型アリルを1本持つと+23.6kg､2本めを

持つとさらに+ 15.2kgの枝肉重量が増加することが､約1700頭の去勢牛を用いて示さ

れているが(Mizoshitaeta1.,2005)､CW-2の大規模一般集団での効果や､CW-1とCW-2
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が独立に作用して相加的に働 くのか､相互作用があるのかについては､未解明であった｡

これらを明らかにすることは､2つのQTLをどのようにマーカーアシス ト選抜に用いてい

くかという実用的な問いに答えるだけでなく､これらの責任遺伝子の機能を明らかにし

ていく上でも大いに参考になる｡ 鹿児島においては､候補種雄牛の能力評価のために間

接検定が行われており､間接検定では､体重や体型の各項目が定期的に測定されている

ので､両QTLの体重や体型-の効果を経時的に調べることも可能である｡ そこで､間接

検定牛を用いて､CW-1とCW-2の各形質(体重､体型測定値､枝肉成績)-の効果を調べる

ことにした｡

鹿児島において1997-2006年度に間接検定にかけられた100頭の候補種雄牛の去勢産千

792頭 (1候補種雄牛につき8去勢牛;8頭は事故等により検定途中で調査中止)を用いた｡

これらは､体重 (364日間の検定期間中､4週間ごとに測定)､体型測定値(体高､体長､

胸囲など10項目､8週間ごとに測定)､枝肉格付け成績(枝肉重量､ロース芯面積､皮下

脂肪厚､脂肪交雑､バラ厚)のデータを持つ｡CW-1の遺伝子型判定は､4個のマイクロ

サテライトマーカーおよび周辺のマイクロサテライトマーカーで候補種雄牛と産子をタ

イピングし､アリル伝達情報を用いて優良型 (Q)か否かを判定した｡CW-2 について

は､NCAPGのアミノ酸置換 (Ile442Met)を生じるSNPを用いて優良型か否かを判定した｡

統計解析は線形回帰により行い､検定開始日齢､父種雄牛､年度､季節を固定効果とし

た｡

CWJとCW-2の優良型アリル頻度は約640/.と約400/.であり､各QTLの効果および相互作用

を検討するのに適当であると考えられた｡まず､それぞれのQTLの､検定開始時 (約9ケ

月齢)と終了時 (約21ケ月齢)における体重と体型測定値への効果を調べた｡各QTLと

もにドミナンス効果は検出されず､効果は相加的であった｡CWJとC肝-2の相互作用も有

意ではなく､2つのQTLは独立に相加的に働 くと考えられた｡CWJの効果は､検定開始時

(寄与率0.5-1.30/.)､終了時 (寄与率0.4-3.30/.)ともに比較的小さかったが､CW-2の効果

は､検定開始時 が寄与率0.5-18.4%､終了時が寄与率2.0-23.6%で､優良型保有牛は体

全体が大きいことがわかった｡特に､十字部高とかん幅に対する寄与率は､検定開始時

に15-180/.､終了時に約230/.と大きく､CW-2優良型保有牛は後躯が発達していることが推

察された｡次に､各QTLの一日平均増体量-の効果を検定期間8週ごとに調べたところ､

一日平均増体量が最大となる検定8-16週において､CW-1とCW-2ともに効果は最大であっ

た｡CW-2の一日平均増体量への効果の経時推移は､一日平均増体量の経時推移と一致し

ていたが､CW-1の一日平均増体量への効果は､検定24週以降ふたたび増加する傾向にあ

った｡約21ケ月齢での枝肉成績については､枝肉重量への効果が､CW-1は8.1kg/アリル

(寄与率2.10/.)､CW-2は19.9kg/アリル(寄与率14.60/.)､CW-2については､ロース芯面積を

大きくし､皮下脂肪厚は薄 くする効果を併せ持つことが確認された (Setoguchiet
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a1., BbcGenetl'cs, 10:43,2009).

(6)-4.Marbll'ng-2(脂肪交雑-2)の解析 (宮崎県との共同研究)

平成20年度までに､種雄牛A家系を用いてBTA7セントロメア領域18.6cMに脂肪交雑

領域 (Marbll'ng-2)を特定し､Aの半兄弟の種雄牛BがこのQTL領域内で組み換えをおこ

していることを利用して､2.9cMにまで狭めた (Hiranoeta1., 2008)｡しかし､黒毛

和種一般集団での優良遺伝子型Qの頻度が低いために関連解析で領域を狭めることはで

きなかった｡そこで､連鎖するSNPアリルを見出すために､種雄牛AおよびBの2.9cM領

域 (4.2肋)の塩基配列を､次世代型DNAシークエンサーを用いて解読することにした｡

平成20年度と21年度で､種雄牛AとBについて､それぞれ117Gb(ギガベース;109塩基)､

114Gbのゲノム配列 (ウシゲノムの38-39倍の長さに相当､ひとつの配列の長さは36塩

塞)を読み､Marbll'ng-2領域4.2Mbにマッピングされる284Mb(種雄牛A)､308Mb(檀

雄牛B)の配列を得た｡これらを参照配列と比較することにより､種雄牛AのMarbll'ng-2

領域に13,488個､種雄牛Bに14,045個のSNP候補を見出した｡ Marbll'ng-2に連鎖するSNP

は､種雄牛Aではヘテロ､種雄牛Bでは(非優良型の)ホモであることが期待されるので､

これに該当するSNP候補を抽出したところ､1,324個以上あることがわかった｡

(6ト5.Marbll'ng-3(脂肪交雑-3)の解析 (兵庫県との共同研究)

平成20年度までに､BTA4に脂肪交雑QTLが検出された2頭の種雄牛 (A､B)のハプロ

タイプ比較と関連解析によってQTLの候補領域を46cM付近の約0.7Mbまで絞 り込んだ

(Yokouchieta1., Anl'malGenetl'cs,40:945-951,2009)｡この領域には4つの既知遺

伝子が存在していた｡各遺伝子のエキソン内のSNP検索とアリル間の発現量比較を行っ

たところ､1つの遺伝子の発現量のみが優良型 (¢)個体の筋間脂肪において非優良型

(q)個体より有意に高いことから有力な候補遺伝子であると考えられた｡その遺伝子の

5'上流3.2kbには､Qとqで異なる7個のSNPが存在しており､国内黒毛和種一般集団の型

判定結果をもとにBMS上位､下位集団のハプロタイプ頻度推定を行ったところ､3個の

SNP(SNP-1､-3､-4)の0アリルはBMS上位集団に多いハプロタイプのみで見られた｡し

たがって､原因となる変異はこれら3個の SNPのどれかであると予想された｡

平成21年度は､当該遺伝子の 5'上流域をPCR法により増幅してpGL3-basicvector

(promega)に連結し､アリルと転写活性の関係について検討した｡まず､SNP-1､-3､-

4を含む5'上流1.8kbの領域と､SNP-1のみを含む5'上流0.9kbの領域について0 , qハプ

ロタイプ間の転写活性を比較したところ､5'上流0.9kbの領域のみでハプロタイプ間の

発現差が再現された｡さらに､5'上流1.8kbの領域からSNPlのみを0型からq型に置換
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することで転写活性が59%低下し (P<0.05)､SNP-3,4については転写活性の有意な変

化が見られなかったことから､SNP-1がハプロタイプ間の発現差の原因となる変異であ

ると考えられた｡SNP-1の脂肪交雑度への効果を検証する目的で､兵庫県の県有種雄牛

102頭と､家畜改良事業団所有の種雄牛44頭の型判定を行い､遺伝子型間で平均BMS(育

種価)を比較したところ､いずれの集団においても0ホモ型の平均値がqホモ型に比べて

有意に高かった (P<0.05)｡

この遺伝子は細胞膜および細胞内小胞の膜タンパクであり､マウス3T3Ll細胞ではグ

ルコース輸送との関係が報告されている｡ そこで､この遺伝子の発現を抑制するshRNA

を用いて脂肪蓄積-の効果を調べた｡3T3Ll細胞に当該遺伝子のshRNAを導入し､脂肪

細胞分化後のトリグリセリド蓄積量を測定したところ､コントロールに比べて有意に蓄

積量が減少していた (P<0.05)｡ここまでの成果について特許申請するべ く準備中で

ある｡

(6)-6.ウシ50KSNPチップを用いた黒毛和種の脂肪交雑ゲノムワイド関連解析

これまで､ゲノムワイド関連解析の手法の確立を目的としてきた｡屠場から収集した

黒毛和種肥育去勢牛について､BMSNo.の上位と下位10%ずつからサンプルを選抜した｡

市場別に､BMSNo.上位と下位で半きょうだいをマッチさせるように個体を選び､上位

と下位で303頭ずつ､合計606頭をウシ50KSNPチップ (イルミナ社)で解析 した｡まず

PLINKで統計解析を行ったが集団の構造化を回避できなかった｡そこでEIGENSTRATプロ

グラムを用いて主成分分析による補正を行い､遺伝子型頻度の偏 りについて検定した結

果､BTA4､BTA19､BTA23で関連のあるSNPを検出した｡特にBTA4のSNPはp-6.1Ⅹ

10-7でBonferroniの補正を考慮 してもα =0.05で有意であった｡BTA4のSNPは近傍の

SNPと約500kbの範囲にLDブロックを構成しており､この領域は家系解析で検出された

脂肪交雑QTLの近くに存在していた｡

平成21年度は､解析の頭数を増やし､手法の改善を試みた｡東京芝浦市場と大阪南港

市場から収集した肥育去勢牛について､BMSNo.の上位と下位の約10%ずつから解析に用

いるサンプルを､上位群と下位群で半きょうだい数をそれぞれ5頭以内でそろうように

抽出した｡芝浦市場から461頭､南港市場から414頭を抽出した合計875頭のサンプルを

ウシ50KSNPチップでタイピングした｡CallRate(>95%)やマイナーアリル頻度 (>

0.01)､Hardy-Weinberg平衡検定 (P>0.001)の条件を満たす約38,500個のSNPを解析

に用いた｡集団の構造化を補正するためにEIGENSTRATプログラムを用いて主成分分析を

行った｡上位群と下位群の間で有意差のある主成分を用いて補正し､ArmitageTrend

Testで遺伝子型頻度の偏 りを検定した｡さらに､芝浦市場と南港市場で個別に解析後､
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それぞれの市場の解析サンプル数で重み付けして統合するメタアナリシスを行うことと

した｡

主成分分析の結果､集団構造を最もよく表している第1および第2主成分は､黒毛和種

種雄牛の主要な3系統の違いを反映していることがわかった｡主成分分析を利用した補

正の結果､構造化の指標となるGenomicControlの人値 (InflationFactor)は両市場

とも1.1以下に抑えることができた｡メタアナリシスの結果､前年度の解析と同様にBTA

4で脂肪交雑と強い関連のあるSNPを検出し､新たにBTA7にも関連のあるSNPを検出する

ことができた｡これらのSNPはBonferroniの補正を考慮しても有意であった｡BTA4の最

も関連の強いSNP(p-7.31×10-9) は近傍のSNPと約500kbの範囲にハプロタイプブロ

ックを構成していた｡BTA7は関連の強い2個の SNP(p-2.77×10-7､7.75×10-7) が強
い連鎖不平衡状態 (r2 - 0.81)にあった｡最も関連の強いSNPを検出したBTA4にマイ

クロサテライトマーカーを約100kb間隔で16個配置して､関連解析に使ったサンプル

606頭をタイピングした｡隣り合うマーカーペアのハプロタイプ頻度についてFisherの

正確検定を行った結果､50K チップのSNPによる約500kbのLDブロック内で脂肪交雑と

の関連が強く､最も関連の強いSNPを含む約340kbの範囲で強いLDブロックを形成して

いた｡

(6ト7.ウシ50KSNPチップを用いた黒毛和種の枝肉重量ゲノムワイド関連解析

関連解析には､芝浦と南港市場で収集した去勢牛DNAサンプル20,493頭の枝肉重量上

位･下位各15%(月齢､年度､市場で表型値を補正)から､父種雄牛をマッチさせて選択

した150組の個体を用いた｡50KSNPチップでタイピングし､クオリティチェックをパス

した (マイナーアリル頻度 ≧ 0.01､CallRate≧0.95､かつHardy-Weinberg平衡から

乗離していない (P ≧ 0.001))約4万個の常染色体上のSNPについて､Armitage傾向検

定を行った｡集団の構造化 (ス= 1.843).を補正するために､EIGENSTRATプログラムを

用いて､枝肉重量とは関連しない (P ≧ 0.01)SNPで主成分分析を行い､上位5主成分

を用いて補正を行った (A-1.007に改善)｡ ゲノムレベル有意水準 (0.05/4万個SNP-

1.25Ⅹ10-6) を超えた領域は､BTA6(CW-2)とBTA14(CW-1)のみであったが､P<

0.001において一様分布からの東経が見られたことから､解析個体数を増やすことで､

さらに多 くの関連座位を検出できると考えられた｡また､BTA8のCWJ領域において､

最も関連するSNP(ど- 8.8Ⅹ10-6) が､機能的にも責任候補となる遺伝子のイントロン

にあったことから､候補遺伝子アプローチが有効かもしれないと思われた｡

(7)ウシ経済形質遺伝子座の解析の今後の予定
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CW-1は肥育後期から作用を発揮するのに対 して､CW-2 は子牛期から作用を発揮 し体

型自体を大きくする作用があることがわかった｡2つのQTLは相加的に枝肉重量を増加さ

せるが､これは､両者の作用が異なっているためと理解できる｡ CW-1の効果が顕著とな

る肥育中期一後期の組織において､ウシ払 non-Ql固体間でGene_2､Gene_3の発現量を調

べ､2つの遺伝子発現量の関連性や増体との関連を調べる｡ CW-2については､体型 (骨

格)自体を大きくすることがわかったので､引き続き､責任候補遺伝子NCAPGのアミノ

酸置換 (Ile442Met)による細胞分裂-の影響を調べるとともに､子牛時の成長関連ホ

ルモンの測定等を行う予定である｡

脂肪交雑QTLの解析では､Marbll'ng-2に領域で見出したSNPのうち､アミノ酸置換を起

こすSNPや遺伝子の5'近傍に存在するSNPから優先して調べ､Marbll'ng-2に連鎖するSNP

を見出す｡ Marbll'ng-3では､引き続き有力候補遺伝子のトリグリセリド蓄積や､グルコ

ースあるいは脂肪酸の取り込み-の影響について調べ､また､SNP-1の黒毛和種集団全

体におけるアリル頻度と寄与率を調べる予定である｡

脂肪交雑のゲノムワイド関連解析では､BTA4の候補領域約340kbを網羅的に解析し､

真の責任変異を特定する｡ 枝肉重量のゲノムワイド関連解析では､関連解析の個体数を

追加して､関連SNPの検出を行う｡ 関連解析の結果と家系解析の結果と対応させて､¢ア

リルに達鎖したSNPマーカーを開発する｡ 開発したSNPマーカーを用いて､一般集団にお

けるアリル頻度や効果の大きさの推定､および､後代検定牛を用いた作用発揮時期の特

定などを行っていく｡

4)ウシ抗病性遺伝子座の解析

(1)研究年次 :平成7年一平成21年

(2)研究目的と期待される成果

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

差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､平

成21年度には乳房炎について進展があった｡

(3)ホルスタイン種の乳房炎抵抗性 (家畜改良センターとの共同研究)

十勝地域で収集したWalkwayChiefMark家系を用い､体細胞スコアに影響する遺伝子

としてFEZLを同定した (Sugimotoeta1., 2006)｡
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一般集団におけるFEZLの効果を調べるため､種雄牛693頭のFEZL遺伝子型を調べた｡

59頭は抵抗性12Gをヘテロで持つが､634頭は感受性の13Gのホモだった｡体細胞数スコ

ア育種価はヘテロの方が低いスコアを示した (p- 0.004)｡しかしながら､乳量､乳脂

肪､乳タンパク質等ミルク生産性に関わる育種価に有意な差は見られなかった｡

次に､FEZLの臨床性乳房炎に対する効果を調べるため､平成20年度から十勝NOSAI､

日本ホルスタイン登録協会北海道支局(以下､ホル協北海道という)､家畜改良事業団の

協力を得て､調査を行っている｡ 平成21年度には､平成15年度から平成19年度までの十

勝地方における発症 (延べ162,655頭)と雌牛の父親693頭のFEZLの遺伝子型との関係を

調べた｡2歳以降における発症率はFEZLへテロの種雄牛から生まれた娘牛の方が有意に

低かった｡3歳未満ではヘテロ種雄牛娘の発症牛2,136頭/ll,283頭 (18.9%)､ホモ種雄

牛娘の発症牛12,691/63,435頭 (20.1%)(p - 0.004)｡3-4歳ではヘテロ種雄牛娘

1,619/6,213頭 (26.1%)､ホモ種雄牛娘の発症牛11,065/39,653頭 (27.9%)(p -0.002)｡

4-5歳ではヘテロ種雄牛娘の発症牛1,184/4,109頭(28.8%)､ホモ種雄牛娘の発症牛

6,872/20,949頭 (32.8%)(p-5E-07)とそれぞれ有意な効果の差が得られた｡

したがって､フィールドにおいてFEZL12G型を保有する雄の選抜は､ミルク生産性を

損なうことなく､集団における乳房炎抵抗性を高めることが期待できる｡

(4)今後の進め方

十勝NOSAI･ホル協北海道などと共同でホルスタイン種種雄牛の遺伝子型と搾乳牛の

臨床性乳房炎の発症率についての関連性を継続して調べる｡ また､種雄牛の体細胞スコ

ア育種価との関係も調べる｡

(5)国内および海外の状況

(5)-1.乳房炎抵抗性

これまで､グランドド一夕-デザイン (Grand-DaughterDesign)によるホルスタイ

ン種雄牛の半兄弟家系を用いた体細胞数や乳房炎のマッピングが数々報告されてきた｡

それらの内､ノルウェー農業大学のLienらは､ノルウェー赤ホルスタイン種において乳

房炎抵抗性領域をBTA6(1-49cM)にゲノムレベルで有意にマッピングしていた

(Klunglandeta1.,Mammall'anGenome, 12:837-842,2001)｡その後､種雄牛とその

娘牛の数を増やし､自ら開発した399個のSNP(Nilseneta1., Anl'malGenetl'cs,39:

97-104,2008)でBTA6のファインマッピングを行い､Mucl'n7の4つのアミノ酸変異

SNPに有意な関連を見出したが､それらの変異の分子生物学的な意味付けは不明である

(Nilseneta1.,Anl'malGenetl'cs,40:701712,2009).
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5)その他のウシ有用形質遺伝子座の解析

(1)研究年次 :平成18年一平成21年

(2)研究目的と期待される成果

これまでウシ経済形質のゲノム解析では､産肉能力やミルク生産性などを対象に父方

半きょうだい家系を作成し､マイクロサテライトのような多型性の高いDNAマーカーの

型判定結果に基づいたQTL解析が行われてきたが､当研究所と国際コンソーシアムによ

るウシゲノム解読の進展により多数のSNPの開発が容易になり､SNPチップが実用化され

た｡SNPチップの開発により仝ゲノム関連解析というランダムな集団を対象にする解析

が可能になった｡繁殖性や飼料利用性なども解析の対象に加え､有用なDNA情報を探索

していく｡

(3)その他のウシ有用形質遺伝子座の解析

(3ト1.黒毛和種の飼料利用性

効率の高い肥育牛生産のためには､飼料利用性を向上させることが重要である｡ 飼料

利用性の向上には､飼養管理の改善とともに､遺伝的能力の改善が必要である｡ 本解析

の目的は､ウシ50KSNPチップ (イルミナ社)を用い黒毛和種における飼料利用性に関

するQTLを同定し､より精度の高い飼料利用性の遺伝的能力評価に貢献することである｡

全国和牛登録協会が定めた直接検定法に則り､平成14年度から19年度までに県畜産試

験場等の機関において実施された直接検定の対象牛､1,876頭を解析対象とした｡解析

対象形質は余剰飼料摂取量 (ResidualFeedlntake,RFI)とした｡濃厚飼料RFI､粗飼

料RFI､TDNRFIを独立に解析し､それぞれの形質に関連するQTLの同定を目指す｡表型

値は仝和により算出された3形質の育種価推定値を用いた｡

表型値の分布の上位15%､下位15%を ｢高RFI｣､｢低RFI｣とし､半兄弟数を群あたり

最大3頭までに制限して抽出し､SNP型との関連を検定した｡関連解析にはEIGENSTRATプ

ログラムを用いた｡

まず､濃厚飼料RFIを優先 して解析を行った｡同形質は3形質中､最も遺伝率が高 く

(推定値0.236)､年度による変動が小さい｡現時点までに収集できたサンプル225頭の

SNP型判定を行った｡このうち､不良データ個体2頭を除いた223頭 (上位100頭､下位

123頭)を関連解析に用いた｡

54,001個のSNPのうち､常染色体上の､マイナーアリル頻度 >0.01､CallRate>

0.9､かつHardy-Weinberg平衡から乗離していない (P>0.001)39,594個を用いて関
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連解析を行った｡P値は期待される分布から遥かに低い側-偏った結果となり､高度な

集団の構造化 (人 - 4.7)が観察された｡直接検定の対象牛集団に血統の偏りが大きい

ことを意味する｡

sNP型の主成分分析の結果､上位集団と下位集団間で有意差 (P<0.1)を生じた5つ

の主成分 (第2､3､9､12､13主成分)により補正を行い､再度全SNPについて検定を行

ったところ､A -1.7まで構造化を抑えることができた｡14個のSNPについて有意な結

果が得られた (最小P億 -1.5×10-5)｡

(3ト2.黒毛和種の繁殖性 (鹿児島県､岐阜県､大分県､熊本県､岡山県､民間)

繁殖能力の遺伝的改良を行うため､子牛の生産効率の1つの指標である ｢4歳時子牛
生産数｣を対象に仝ゲノム関連解析を行い､関連する遺伝子座と有用な多型の同定を目

指す｡

平成21年度は､繁殖記録付きのDNAサンプル収集を行い､解析対象個体を次の条件で

選抜した :1)1産からの連続した記録がある｡ 2)双子がない｡3)受精卵での出産が

ない｡4)供卵による産子がない｡5)流死産の産歴がない｡6)妊娠期間が261-310日｡

7)分娩間隔が276-730日｡ 8)初産月齢が37ケ月未満｡9)牧場の移動がない｡条件を

満たす約12,000頭の4歳時子牛生産数成績上位､下位各15%の中から半きょうだい上限5

頭とすると､676頭が選抜された｡この676頭をウシ50KSNPチップ (イルミナ社)でジ

ェノタイピングした｡4歳時子牛生産数は､成績上位と下位をそれぞれ症例群､対照群

とみなし関連解析を行った｡また､それぞれの個体が持つ初産分娩月齢は量的形質とし

て扱い関連解析を行った｡

P値は期待される分布より全体に高い分布を示した｡そこで2､3代祖を考慮に入れ解

析個体を選抜 したところ､P値が期待値に近くなった｡また､GenomicControlで補正

を行うことで､期待値を下回るP倍が､BTA4とBTA13のSNPに観察された｡この中で､

BTA4のSNPは初産分娩月齢においても有意な関連性が観察された｡

(3ト3.黒毛和種の採卵性 (家畜改良センター ･新潟大学 ･仝農ETセンターとの共同研

究)

ウシの育種を進めるには､優秀な個体の子孫を多く残すことが重要である｡ そのため

に過排卵処理で多数の肱を採集する手法がとられるが､1回あたりに得られる回収卵数

は0個から50個と個体差は大きい｡個体の卵子生産能力は遺伝的な側面が少なくないの

で､5回の過排卵反応につき平均回収卵数が少ない黒毛和牛 (平均9.6個以下)42頭及び

多い個体 (平均18.2個以上)42頭についてウシ仝ゲノムをカバーする1,020個のDNAマ-
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カーを用いた相関解析を行い､採卵性の責任遺伝子としてイオンチャネルをコードする

ことが知られているglutamatereceptor,1'onotropl'C,AWA1(GRZAl)遺伝子を同定

した｡GRIAlの306番目のセリンからアスパラギンへの変異により採卵性が低下していた｡

この変異の機能に対する影響を調べるため､ウシGRIAlの野生型 (多排卵)と変異型

(少排卵)をカエル卵母細胞にて強制発現を行い､濃度の異なるグルタミン酸を加える

ことによってどの程度電流活性をもたらすか調べた｡その結果､野生型GRIAlは変異型

GRIAlよりグルタミン酸の50%効果濃度が低いことが分かった (国内､および､米国にて

特許申請中)｡

平成21年度は以下の実験を行った｡

(∋GRIAlタンパク質のリガンド結合性

野生型叉は変異型GRIAl遺伝子を有するウシの大脳 より膜 タンパク質を抽出し､

[3HトAMPAとの結合を調べたところ､変異型GRIAlは野生型GRIAlよりリガンドとの結合

能力が弱いことが分かった｡このアミノ酸変異は細胞表面への発現に影響を与えていな

いことも確認できたため､変異型GRIAlは野生型GRIAlと同様に細胞表面に発現し､チャ

ネルを形成しているが､リガンドとの結合能力が弱いため､チャネル活性の低下をもた

らしていると思われる｡

(∋GRIAl遺伝子のホルモンに対する影響

マウス視床下部細胞より樹立したGT1-7細胞に､HAtagをつけたウシ野生型又は変異

型GRIAlクローンを過剰発現させ､グルタミン酸刺激後のGnRH産生量を比較した｡その

結果､変異型GRIAlは野生型GRIAlよりGnRH産生量が少ないことが観察された｡

野生型GRIAl,又は変異型GだIAl遺伝子を有するウシにおいて､過排卵処理前及び後の

血清中の性ホルモン量を測定した｡その結果､野生型(訳IAl遺伝子を有する個体では変

異型GRZAl遺伝子を有する個体と比べ､LHサージの2峰性のピークが早く現れることが分

かった｡GRIAlはホルモン調節に関与することにより､排卵数に影響を及ぼしているこ

とが示唆された｡

③ GRZAl遺伝子の卵巣に対する影響

野生型GRIAl,又は変異型GRIAl遺伝子を有するウシにおいて､過排卵処理前及び後の

卵巣における末成熟卵胞数および成熟卵子数を観察した｡その結果､野生型GRIAl遺伝

子を有する個体では変異型GだIAl遺伝子を有する個体と比べ､過排卵処理前の末成熟卵

胞数が有意に多 く､さらに過排卵処理後の成熟卵胞数も有意に多いことが分かった｡

GRIAlのチャネル活性が低下することにより､グルタミン酸刺激後のGnRH産生量を下げ､

過排卵処理前の卵巣中の未成熟卵胞数が減少するため､排卵可能な成熟卵胞数が減少す

ると考えられる｡
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(3ト4.ホルスタイン種の妊娠率 (家畜改良センター ･ホル協北海道との共同研究)

ウシにおける改良は乳量や肉質については飛躍的に進んだ反面､妊娠率は低下する傾

向が見られる｡ 十勝及び石狩地方における農家において妊娠率育種価とその個体の血液

を集めたところ､4,362頭の妊娠率育種価はほぼ正規分布 していることが分かった｡そ

こで､妊娠率育種価が低い個体 (42%以下)179頭及び高い個体 (51%以上)187頭を選

抜した｡選抜した個体について､ウシ仝ゲノムをカバーする43,924個の50KSNPチップ

(イルミナ社)の型判定を行い､集団の構造化の影響を取 り除くための主成分分析を行

った結果､Genomic Controlの人値は1.02に抑えられ､かつBTA3､5､13､18､28に有

意なSNPが兄いだされた｡

(3ト5.ホルスタイン種の生時体重 (家畜改良センターとの共同研究)

乳牛の育種においては､乳量を増やすために体重が大きくなる傾向が強まる中､産子

体重を小さくする遺伝子が同定されれば､分娩事政を減らし､母牛に負担が減らすこと

が出来る｡ また､産子体重の遺伝率は0.3から0.4と比較的高く､当該遺伝子が同定され

ればその効果も大きいと予測される｡ 家畜改良センター各牧場において生時体重とその

個体の血液を集めたところ､体細胞クローン牛及び双子を除く雌1,483頭の生時体重は

ほほ正規分布 していることが分かった｡そこで､生時体重が小さい個体 (35kg以下)

86頭及び多い個体 (51kg以上)86頭を選抜 した｡なお､血統による偏 りを防ぐため､

同じ種雄牛を父とする個体が各群5頭以下となるように調整した｡選抜した個体の血液

よりDNAを抽出し､ウシ仝ゲノムをカバーする1,151個のマイクロサテライトを用いた一

次スクリーニングを行った｡有意な関連性の見られた12個の染色体についてマーカーを

増やした二次スクリーニングを行い､有意な関連性を9個の染色体に見出した｡

平成21年度は､連鎖が認められた染色体について､さらに290個のDNAマーカーを加え

て三次スクリーニングを進めたところ､BTA3の100kb領域に強い連鎖が見られた｡こ

の領域にはウシ胎児脳から分離されたESTが存在し､そのESTの326bp上流のGが体重の

大きい個体ではAに変異していた｡Gをホモで持つ個体1,471頭の平均体重とAをホモで持

つ個体61頭の平均体重の差は､2.6kgであった｡また､Gをホモで持つ種雄牛61頭の平

均難産出現頻度は0.58%に対し､Aをホモ又はヘテロで持つ種雄牛20頭の平均難産出現頻

虎はO.72%であった｡この変異を含む領域についてLuciferase活性を調べたところ､Gを

含む領域はAを含む領域より活性が高いことが分かった｡Gをホモで持つ個体の大脳にお

けるESTの発現量は､Aを持つ個体より高いことが確認できた｡このESTの発現量が､産

子体重に影響を及ぼしているかもしれない｡
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(4)今後の予定

黒毛和種の飼料効率について､現時点では検出されたSNPのP値は期待値からの乗離

の度合いがまだ小さい｡今後は平成20年度以降の個体についても検査対象として追加し､

検定の検出力と信頼性の向上に努める｡ また粗飼料RFI､TDNRFIの残 り2形質について

も､順次解析を進めてゆく｡

黒毛和種の繁殖性について､1)検出力を高めるため､解析頭数をさらに増やす､2)

解析個体の選抜条件に､一代祖に加え､2､3代祖の頭数を考慮に入れる､3)他の牛群

で再現性実験を行う､またそのためのサンプリングを行う､4)他の方法で関連解析の

結果を検証する (種雄牛の4歳時子牛生産数の育種価と遺伝子型の関連など)､5)効果

検証実験を行う､またそのためのサンプリングを行う｡

黒毛和種の採卵性について､新潟大学が作成したノックインマウスを使い､繁殖性全

般におけるアミノ酸変異の影響､パッチクランプ法によるチャネル活性の測定､GIIRHを

介する排卵メカニズムについて調べる｡

ホルスタイン種の妊娠率について､解析対象のサンプルを増やす必要がある｡ ホルス

タイン種の生時体重では責任遺伝子の同定を行う｡

(5)国内および海外の状況

飼料利用性のゲノム解析では､アンガス種やへレフォー ド種などの交雑去勢集団を対

象に余剰飼料摂取量 (RFI)などの形質がマッピングされている｡ 繁殖性は､グランド

ド一夕-デザインに基づいたホルスタイン種雄牛の半兄弟家系を対象に､初産次月齢や

受胎率育種価についてマッピングが行われている｡ どちらの形質においてもファインマ

ッピングの段階まで進んだ例はない｡また､50KSNPチップなどを用いたゲノムワイド

関連解析の報告もない｡
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Takasuga,A. Identificationofa3.7-MbregionforamarblingQTIJOnbovine

Chromosome4byidentical-by-descentandassociationanalysis.Anl'mal

Genetl'cs,40:945-951,2009.
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6.杉本喜憲 :｢ウシゲノムの解読と今後の展望｣ ブレインテクノニュース､136､

2009年｡
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2)学会発表

1.高須賀晶子､西村期太､渡達敏夫､荻野 敦､清水-広､森田光夫､杉本喜憲 :SNP

を用いたウシの品種鑑別法の開発｡日本動物遺伝育種学会第10回大会､2009年11月､前

橋｡

2.平野 貴､松橋珠子､小林直彦､渡蓮敏夫､高須賀晶子､杉本喜憲 :黒毛和種のマ

ルフアン症候群様不良形質のマッピング｡日本動物遺伝育種学会第10回大会､2009年11

月､前橋｡

3.横内 耕､溝口 康､岩本英治､麻生久､渡達敏夫､高須賀晶子､杉本喜憲 : ウシ

脂肪交雑QTL(Marbll'ng-3)の責任SNPの検出｡ 日本動物遺伝育種学会第10回大会､

2009年11月､前橋｡

4.西村期太､高須賀晶子､杉本喜憲 :50KSNPチップを用いたウシ脂肪交雑のゲノムワ

イド関連解析｡日本動物遺伝育種学会第10回大会､2009年11月､前橋｡

5.高野 淳､渡連直人､藤田達男､岡部 裕､大坪利豪､鈴木晶夫､田淵一郎､中村

亮一､高須賀晶子､杉本喜憲 :ウシ8番染色体上の枝肉重量QTL(CW-3)の同視 (IBD)

領域の同定と高密度マイクロサテライト (MS)マーカーの開発｡日本動物遺伝育種学会

第10回大会､2009年11月､前橋｡

6.増田 豊､山口茂樹､荻野 敦､渡連敏夫 :乳用候補種雄牛におけるゲノミック評

価値の正確度｡日本動物遺伝育種学会第10回大会､2009年11月､前橋｡

7.渡達敏夫､荒川愛作､西村期太､山田宜永､杉本喜憲､祝前博明 :50KSNPデータを

利用した黒毛和種枝肉重量の分散の推定｡日本畜産学会大112回大会､2010年3月､東

京 ｡

3)講演

1.高須賀晶子 :ウシ50KSNPチップを用いた黒毛和種のゲノム解析｡イルミナアグリバ

イオセミナー ｢SNPを用いた新しいアグリバイオ研究の時代｣へ､2009年10月､秋葉原｡
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2.西村期太 :SNPチップを用いた黒毛和種牛QTLのゲノムワイド関連解析｡｢SNPアレイ

を利用 した動物ゲノム解析｣､第15回動物遺伝育種シンポジウム ｢動物ゲノム解析と新

たな育種戦略｣､2009年11月､前橋｡

4)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 :SNPを用いたウシの品種鑑別法の開発

発表者 :高須賀晶子1､西村期太1､渡連敏夫1､荻野 敦2､清水-広2､森田光夫2､杉本

喜 憲 1

所属 :1畜技協 ･動物遺伝研､2家畜改良事業団

要旨 :【目的】動物遺伝研ではこれまでに､6個のマイクロサテライト (MS)マーカー

を用いた黒毛和種とホルスタイン種､Fl (黒毛和種Ⅹホルスタイン種)の品種鑑別法を

開発 した (Watanabeeta1.,2008)｡ しかしながら､MSマーカーのタイピングは､多

数検体の処理には不向きである｡ 一方､最近発表されたウシHapMapコンソシアムの論文

においては､約3万7千個のSNPの遺伝子型を主成分分析することにより､ウシの各品種

をクラスター化できることが示されている (Scl'ence,2009)｡そこで､SNPを用いた簡

便な品種鑑別法を開発するために､今回､黒毛和種とホルスタイン種､Flの識別に必要

なSNPマーカーを選別した｡

【方法と結果】国内のホルスタイン種雄牛125頭と黒毛和種去勢牛127頭 (両品種とも半

兄弟を含まない)を50KSNPチップ (イルミナ社)でタイピングし､252頭中のマイナー

アリル頻度が0.1以上でデータ欠損のない約3万3千個のSNPを解析に用いた｡まず､これ

らのSNPの遺伝子型で主成分分析を行うと､第一主成分のみで両品種を分けることがで

きた｡ 次に､各SNPについて､それぞれの品種におけるヘテロ接合率期待値の平均値

(Hs)と両品種のアリル頻度の相加平均から計算されるヘテロ接合率期待値 (HT)を用

いてWrightのFsT統計量を計算した (FsT- (HT-Hs)/HT)｡ FsTの大きい順にソートし､

500kb以内に存在するものは除いて上位10個 (FsT>0.70)および29個 (FsT>0.63)

のSNPを選び､主成分分析を行っても､両品種の識別は可能であった｡そこで､これら

のSNPについて､Fl個体96頭をタイピングしたところ､20個のSNPを用いれば､Flを両品

種から識別できることがわかった｡今後､多数の検体で検証するとともに､マルチプレ

ックス化による簡便な鑑別技術の確立を目指す｡

(日本動物遺伝育種学会第10回大会､2009年11月､前橋)
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学会発表2.

題目:黒毛和種のマルファン症候群様不良形質のマッピング

発表者 :平野 貴1､松橋珠子2､小林直彦2､渡達敏夫1､高須賀晶子1､杉本喜憲1

所属 :1畜技協 ･動物遺伝研､2岐阜県畜産研

要旨:【目的】黒毛和種種雄牛Aの産子で､発育不良と見られる不良形質が散見された｡

その特徴的な症状は､体高は正常値を示すが体幅が得られない (薄く痩せている印象)､

ヒトの指にあたる部位が長い (猫足)､などである｡ その他に､背骨奇形､眼球異常､

結膜炎､目の中心が白濁､耳が垂れている､などの症状を示す個体も見られた｡これら

の症状は､ヒトのマルファン症候群で見られる症状 (盲目､緑内障､白内障等による視

力低下または視力喪失､高身長､手足や指が細くて長い､長身痩躯の体型､面長､大き

い耳介)に似ると思われた｡ マルファン症候群は優性遺伝様式を示 し､Fl'brll111'nl

(FBNl)が原因遺伝子の一つと考えられている｡

【方法 ･結果】我々は､種雄牛Aの父方半きょうだい家系 (典型的発症牛36頭､正常牛10

戻)を用いてマッピングを試みた｡ジェノタイピングは50KSNPチップ (イルミナ社)

を用いて行った｡その結果､ETAIOで有意な結果が得られた｡BTAIOにマイクロサテラ

イトマーカーをさらに配置して解析したところ､同様の結果が得られた｡また､マッピ

ングされた領域には相似が位置することがわかった｡ハプロタイプを確認したところ､

発症牛はリスク型をヘテロで有しており､この不良形質はマルファン症候群と同様に優

性遺伝様式を示すと考えられた｡現在､FBNlを第1の候補として解析を進めている｡

(日本動物遺伝育種学会第10回大会､2009年11月､前橋)

学会発表3.

題目:ウシ脂肪交雑QTL (Marbll'ng-3)の責任SNPの検出

発表者:横内耕1,溝口廉 2,岩本英治3,麻生久4,渡達敏夫1,高須賀晶子1,杉本喜憲1

所属 : 1畜技協 ･動物遺伝研､2明治大､3兵庫県農林水産総技セ､4東北大

要旨: 【目的】これまでに､複数の黒毛和種半きょうだい家系解析から､4番染色体に

脂肪交雑QTLが検出されている｡ それらのうち血縁関係にある2頭の種雄牛に注目し､ハ

プロタイプ比較と相関解析によってQTL候補領域の絞り込みを行った｡その結果､候補

領域は46cM付近の約0.7Mbの連鎖不平衡領域まで絞り込むことができた｡本報告では､

0.7Mbの候補領域内にある4個の既知遺伝子について､脂肪交雑QTLの原因遺伝子となり

うるかどうか検討し､さらにQTLの責任SNPの同定を試みた｡

【方法と結果】候補領域内の4個の既知遺伝子に対して､エキソン内の変異探索とウシ筋

間脂肪組織における発現量比較を行った｡その結果､それらのうちの一つの遺伝子では､
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001固体での発現量がqq個体よりも高く､また､3T3Ll脂肪前駆細胞の分化に伴い発現が
増加するとの報告もあったことから､最も有力な候補遺伝子であると考えられた｡こう

した発現差の原因となる多型検出を目的として遺伝子の5'上流3.2kbを調べたところ､

Qとqハプロタイプ間で異なる7個のSNPを検出した｡国内黒毛和種集団19,112頭から脂肪

交雑等級の上位406頭と下位412頭を選び､各集団内のハプロタイプ頻度を比較したとこ

ろ､3個のSNP (SNPJ,-3,一4)を0型で持つハプロタイプ歩度が､上位集団で有意に高か

った (P < 10-8)｡さらに､ウシ筋間脂肪組織由来脂肪前駆細胞を用い､Luciferase

assayによってこれら3SNPのアリルと転写活性の関係について検討した結果､SNP-1にお

いてのみ､アリルを0 型からq 型に置換することで転写活性が600/.低下 した (P<

0.005)｡よってSNP-1が脇rbll'ng-3の責任SNPであると考えられた｡

(日本動物遺伝育種学会第10回大会､2009年11月､前橋)

学会発表4.

題目 :50KSNPチップを用いたウシ脂肪交雑のゲノムワイド関連解析

発表者 :高須賀晶子1､西村期太1､渡連敏夫1､荻野 敦2､清水-広2､森田 光夫2､杉

本 喜憲1

所属 :1畜技協 ･動物遺伝研､2家畜改良事業団

要旨:【目的】ウシの脂肪交雑関連座位をマッピングするために､50KSNPチップ (イ

ルミナ社)を用いたゲノムワイド関連解析を行った｡

【方法】東京芝浦市場と大阪南港市場から収集した肥育去勢牛について､BMSNo.の上位

と下位の約10%ずつから解析に用いるサンプルを､上位群と下位群で半きょうだい数が

そろうように抽出した｡芝浦市場から461頭､南港市場から414頭を抽出した合計875頭

のサンプルをウシ50KSNPチップでタイピングした｡Callrate (>95%)やマイナーア

リル頻度 (P>0.01)､Hardy-Weinberg平衡検定 (P>0.001)の条件を満たす約

38,500個のSNPを解析に用いた｡集団の構造化を補正するためにEIGENSTRATプログラム

を用いて主成分分析を行った｡種雄牛の系統を反映している第1および第2成分と､第3

成分以下の上位群と下位群の間で有意差のある成分を用いて補正し､ArmitageTrend

Testで遺伝子型頻度の偏 りを検定した｡芝浦市場と南港市場で個別に解析後､それぞれ

の市場の解析サンプル数で重み付けして統合するメタアナリシスを行った｡

【結果】 BTA4およびBTA7で脂肪交雑と関連のあるSNPを検出した｡これらのSNPは

Bonferroniの補正を考慮しても有意であった｡BTA4の最も関連の強いSNP(p- 7.31Ⅹ

10-9) は近傍のSNPと約500kbの範囲にハプロタイプブロックを構成しており､種雄牛A

の半きょうだい家系解析で検出した脂肪交雑QTLのピークとほぼ一致していた｡BTA7は
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関連の強い2SNP(p-2.77Ⅹ 10-7､7.75Ⅹ10-7) が強い連鎖不平衡状態 (r2-0.81)

にあったが､2SNPのマーカー間隔は約1Mb離れており､種雄牛Bの家系解析で検出され

た脂肪交雑QTLの信頼区間内にあった｡

(日本動物遺伝育種学会第10回大会､2009年11月､前橋)

学会発表5.

題目 :ウシ8番染色体上の枝肉重量QTL(CW-3)の同視 (IBD)領域の同定と高密度マイ

クロサテライト (MS)マーカーの開発

発表者 :高野 淳1､渡追 直人2､藤田 達男2､岡部 裕3､大坪 利豪4､鈴木 晶夫5､田淵

一郎6､中村 亮一7､高須賀 晶子1､杉本 喜憲1

所属 :1畜技協 ･動物遺伝研､2大分県農水研セ､3長崎県肉改セ､4佐賀県畜試､5青森県

産技セ､6鳥取県農総研畜試､7島根県畜技七

要旨 : 【目的】家畜の育種改良のための重要な目標の一つに､脂肪交雑や枝肉重量など

の経済形質遺伝子座の同定が挙げられる｡ これまでに､共通祖先を有する6つの黒毛和

種父方半兄弟家系において独立に枝肉重量QTLが8番染色体上に検出されている｡ 本研究

では､当該領域の絞り込みに向けて､高密度に多型性の良いMSマーカーを開発するとと

もに､6種雄牛の優良型 (Q)ハプロタイプを比較し､共通祖先に由来するIBD領域を同

定 した｡

【方法 ･結果】6家系の去勢産子数は163-523頭､染色体上のマーカー情報量は0.79-0.94

であった｡各家系で検出された枝肉重量QTLはいずれも染色体レベル0.01%有意を超え､

FalseDiscoveryRateは0.01以下､アリル置換効果は21.0-37.8kg､寄与率は4.7-14.6

%であった｡

家系規模が大きい種雄牛Aと種雄牛Bの共通の950/o信頼区間 ;DZKl129-DIK2402のゲノム

配列 (Btau4.0)を用いて､9回以上のリピート数を持つMS配列 (96座位)についてプラ

イマーを設計した｡領域内の22個の既存MSマーカーのうち18個および新規開発MSマーカ

ーのうち71個が､いずれかの種雄牛でヘテロ接合を示した (平均間隔0.29Mb)｡これら

89個のMSマーカーで6種雄牛のハプロタイプを比較した結果､共通の0ハプロタイプ領域

(MSO63-MSO71, 17.7Mb)を見出した｡各種雄牛の¢アリルの由来より､この領域はIBD

であることが確認され､我々はこれをCW-3と名付けた｡CW-3領域の高多型性MSマーカ

ーは40個､平均間隔は0.45肋であった｡これまでにWatanabeら (2008)により黒毛和

種のLDブロック長が3Mb以下 (3cM以下)と推測されていることから､本研究で開発 し

たマーカーを用いて､今後､連鎖不平衡マッピングが可能であると考えられる｡

(日本動物遺伝育種学会第10回大会､2009年11月､前橋)
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学会発表6.

題目 :乳用候補種雄牛におけるゲノミック評価値の正確度

発表者 :増田 豊1､山口茂樹2､荻野 敦2､波速敏夫3

所属 :1帯畜大､2家畜改良事業団､3畜技協 ･動物遺伝研

要旨 .'【目的】本研究では､高密度SNPマーカーに基づくゲノミック予測値の正確度に

ついて検証した｡

【材料 と方法】現在までにわが国で供用されたホルスタイン種雄牛1,835頭の精液から

DNAを抽出し､50KSNPチップ (イルミナ社)を用いてSNP型判定を行った｡マイナーア

リル頻度とCallRateにより選別を行い､最終的に個体あたり39,081個のSNPを分析に供

した｡不明アリルは､Genglerら (2007)の混合モデル法により補完した｡前述の種雄

牛のうち､2005年2月の段階で育種価 (EBVO9)が得られた407頭を予測対象集団とした｡

対象形質は､乳量､乳脂質､乳蛋白量､肢蹄､乳器および決定得点とした｡EBV05とSNP

データに基づき､リッジ回帰､BLUP､VanRaden (2008)の線形法､非線形AおよびB法

を用いて､各形質についてそれぞれ直接ゲノム価 (DGV)を算出し､EBV09との相関を

計算した｡また､国際種雄牛評価値が利用可能になった平成16年度の候補種雄牛84頭に

ついて､育種価の両親平均 (PA)との相関も計算した｡

【結果】予測対象集団において､DGVとEBV09の相関は､いずれの手法においても各形質

とも0.30から0.65の範囲にあった｡非線形A法からの相関係数は平均して高く､上記の

各形質に対して､それぞれ0.47､0.65､0.32､0.50､0.43､0.51であった｡平成16年度

の種雄牛について､乳量､乳蛋白量､乳器､決定得点について､PAとEBV09との相関は､

それぞれ0.17､0.03､0.02､0.00であった｡一方､非線形A法によるDGVとEBV09との相

関は､それぞれ0.37､0.14､0.27､0.25であった｡わが国において､ゲノミック予備選

抜は､PAにもとづくそれよりも正確であると示唆された｡

(日本動物遺伝育種学会第10回大会､2009年11月､前橋)

学会発表7.

題目:50KSNPデータを利用した黒毛和種枝肉重量の分散の推定

発表者 :波速敏夫1､荒川愛作2､西村期太1､山田宜永2､杉本喜憲1､祝前博明2

所属 :1畜技協 ･動物遺伝研､2京大院農

要旨 :【目的】50KSNPチップ (イルミナ社)が開発され､ホルスタイン種種雄牛にお

いてゲノム育種価予測 (GP)が行われつつあるが､黒毛和種種雄牛においてもGPにつ

いて検討を行っていく必要がある｡ 今回は､-予備検討として､肥育個体の成績とそれ

らの50KSNPデータから､遺伝および残差分散の推定を試みた｡
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【方法】黒毛和種去勢肥育牛673頭の枝肉重量およびSNP (39,442個)を用いて､線形回

帰分析により､LODスコアの高い81個 (P<0.0001)から4,216個 (P<0.05)のSNP

を選択 した｡選択 したSNPの効果とポリジーン効果を取 り上げたモデルにより､ベイズ

法を用いて分散の推定を行った｡ここでは､分子血縁係数行列に代えて､仝SNPのデー

タにより作成したゲノム関係行列を用いた｡

【結果】モデルにLODスコアの高いSNPをより多 く含めると､推定SNP分散は増加し､ポリ

ジーン効果変数による推定分散は減少した｡選択 したSNP数の増加に伴 う残差分散およ

び トータル遺伝分散の推定値の大幅な変化はみられず､ポリジーン効果変数のみのモデ

ルによる推定値 と概ね同程度の値であった｡P<0.1のSNP (32,590個)により説明さ

れる遺伝分散は､ほぼ0であった｡今後は､枝肉重量以外の形質も対象 とし､解析頭数

を増やすことでより詳細な検討を続ける｡

(日本畜産学会大112回大会､2010年3月､東京)

5)講演要旨

請演l.

題目:ウシ50KSNPチップを用いた黒毛和種のゲノム解析

発表者 :高須賀晶子

所属 :畜技協 ･動物遺伝研

【はじめに】

黒毛和種は､霜降り (脂肪交雑)に優れているという特質をもってお り､日本のもつ

貴重な遺伝資源のひとつである｡ 脂肪交雑や枝肉重量のような経済形質に関わるゲノム

領域を明らかにし､種雄牛選抜に利用するために､これまで､動物遺伝研究所では､19

道県の畜産試験場や研究所および家畜改良事業団と共同で､半きょうだい家系を用いた

QTLマッピングを行ってきた｡しかし､近年､ウシにおいてもSNPチップが市販されるよ

うになり､家系によらない一般集団を対象としたゲノムワイド関連解析 (GWAS)が可

能になった｡GWASは､比較的効果の小さい座位も検出することができ､また､家系解析

より狭い領域にマッピングできるので､有力なツールになることが期待される｡ 一方で､

ウシは有効な集団の大きさが小さく､血縁関係が濃いこと､また､系統によって､脂肪

交雑が入 りやすい､あるいは､増体がよいなどの特長があることから､集団の構造化が

生じやす く､解析個体の選び方や統計解析手法に工夫が必要となる｡ そこで､まず脂肪

交雑をターゲットとして､黒毛和種におけるSNPチップの有効性およびGWASの有用性を
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検証したので､その結果を紹介したい｡

【方法と結果】

2つの大きなと場で収集した肥育去勢牛について､脂肪交雑基準値 (BeefMarbling

Standard,BMS)の上位と下位10%ずつから､と場別にBMS上位 ･下位で半きょうだいを

マッチさせるように解析個体を選択した｡と場1については､14,132頭の肥育去勢牛よ

り計461頭を､と場2については､10,380頭の肥育去勢牛より計414頭を選別し､イルミ

ナ ウシ50KSNPチップでタイピングした (CallRate>950/.)｡マイナーアリル頻度が

0.01以下およびMardy-Weinberg平衡にない (P<0.001)SNPを除外すると､黒毛和種

においては､約40,000個のSNPを検定に使うことができ､ゲノムの約85%を200kb以下の

間隔でカバーできていることがわかった｡次に､集団の構造を把握するために､タイピ

ングデータをEIGENSTRATプログラムで主成分分析し､各個体を第一主成分 (Ⅹ軸)と第

二主成分 (Y軸)でプロットすると､その分布は系統を反映していると考えられた｡そ

こで､これらの成分を補正して検定を行った｡と場別に､上位2個の主成分およびBMS上

位･下位間で有意差のあるその他の主成分 (P<0.1)(と場1;10個､と場2;8個)につ

いて補正を行い､相加的､優性､劣性の各モデルにおける遺伝子型頻度の差を検定した

(Armitage'STrendTest)｡ 構造化の指標である人 (InflationFactor)は約1.05

(と場1)と1.09 (と場2)に抑えられ､それぞれ､さらにGenomicControlによる補正

を行ってP値とオッズ比を算出した｡また､と場1と2の結果をメタアナリシスにより統

合し､統合したP値とオッズ比を算出した｡P<1.25Ⅹ10-6で関連の検出された領域は

2箇所あり､それぞれ家系解析で検出された脂肪交雑QTL領域に含まれていた｡これらに

ついて､マイクロサテライトマーカーを用いて関連ハプロタイプを調べたところ､とも

に家系解析で検出されたQTLに一致していることが確認された｡

【まとめと今後の展望】

これまでの半きょうだい家系を用いた解析では､脂肪交雑QTLは枝肉重量QTLに比べて

信頼区間が広 くマッピングされてしまうため､ファインマッピングに多大な労力を要し

ていた｡一方､GWASでは､検出された関連座位が偽陽性でないことを確認するために

replication実験を行うのが一般的である｡ 今回､GWASと家系解析を組み合わせること

で､信頼度の高い座位を検出することができ､GWASの有用性を確認することができた｡

さらに多くの関連座位を見出すには､解析個体数を増やす必要があり､広 くサンプルを

収集することが課題である｡ 今後､GWASを用いて､飼料効率や繁殖性､抗病性などの解

析を予定しているが､いずれも､信頼できる表型値付きのDNAサンプルをいかに多 く集

- 38-



めることができるかにかかっており､関係各所の方々のご理解とご協力を賜 りたい｡

(イルミナアグリバイオセミナー ｢SNPを用いた新 しいアグリバイオ研究の時代｣-､

2009年10月､秋葉原)
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3.委員会 ･会議等の開催

1)｢牛DNA解析技術を活用した家畜育種等推進事業 (肉用牛DNA育種検証事業)｣
に関わる育種推進検討委員会

この委員会は､当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､必要な助言を行うために開催されている｡

平成21年度事業成果についての委員会は平成22年4月28日東京で開催された｡議事内容

は次の通りであった｡

① 本事業の平成21年度実施概況及び平成22年度実施計画について

(∋ 本事業以外のDNA関連事業の平成21年度研究成果について

③ 話題提供 :

｢肉用牛におけるゲノミック評価と選抜｣､祝前 博明 (京都大学大学院農学

研究科応用生物科学専攻動物遺伝育種学分野)

④ その他

これらの議事の中で､動物遺伝研究所の研究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諒とされた｡

肉用牛ゲノム研究 ･開発推進委員会委員

小畑 太郎

夫

隆

幸

哲

正

信

枝

山

揮

国

新

花

菱沼 毅

藤山秋佐夫

松･本 光人

向井 文雄

矢野 秀雄

(社)農林水産先端技術産業振興センター (STAFF)農林水産先

端技術研究所 研究開発第2部長

岡山大学農学部大学院自然科学研究科 教授

(社)家畜改良事業団 専務理事

全国畜産関係場所長会 会長 (千葉県畜産総合研究センター

センター長)

(社)中央畜産会 副会長

情報 ･システム研究機構国立情報学研究所 教授

(狗)農業 ･食品産業技術総合研究機構畜産草地研究所 所長)

(社)全国和牛登録協会 会長

(独)家畜改良センター 理事長
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話題提供 (招聴講師)

祝前 博明 京都大学大学院農学研究科応用生物科学専攻動物遺伝育種学分野

教授

2)｢DNA育種技術開発実用化事業｣に関わるDNA育種技術推進委員会､兼､｢肉

用牛DNA育種検証事業｣に関わる技術推進委員会

この委員会は､当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､助言するとともに､研究開発成果の学術的評価するため平成13年度より開催されて

いる｡ 平成21年度委員会は､平成22年2月2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 平成21年度の研究成果発表

(a)次世代シーケンサーを用いた Marbll'ng-2と前肢帯筋異骨症領域の網羅的 SNP探

索

(b)黒毛和種枝肉重量 QTL(CW〕)の責任遺伝子の同定に向けて

(C)黒毛和種脂肪交雑QTL(Marbll'ng-3)の責任遺伝子の同定に向けて

(d)50KSNPチップを用いたウシ脂肪交雑のゲノムワイド関連解析

(e)飼料利用性に関するゲノム解析

(f)平成21年度のその他の研究成果

(∋ (狗)家畜改良センター実施事業の研究成果報告

(彰 平成22年度の研究計画について

④ 講評

肉用牛DNA育種技術推進委員会委員

居在家義昭

猪子 英俊

菅野 純夫

野村 哲郎

贋川 治

美濃部備三

岩手大学農学部獣医学科 教授

東海大学医学部分子生命学科 教授

東京大学大学院新領域創成科学研究科 教授

京都産業大学工学部生物工学科 教授

(独)家畜改良センター 理事

(秩)植物ゲノムセンター 代表取締役社長

3)｢牛有用ゲノム解析手法高度化事業｣に関わる解析手法高度化検討委員会

この委員会は､平成18年度から当研究所が行った ｢牛有用ゲノム等探索 ･知的財産化
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事業｣の後継事業と位置付けられる ｢牛有用ゲノム解析手法高度化事業｣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､必要な助言をするものとして開

催されている｡

平成21年度以降の研究の方向性について､検討委員会が平成21年8月6日に東京で開催

された｡また､平成21年度の事業成果についての検討会は平成22年4月22日に東京で開

催された｡それぞれの検討委員会の議事は次の通りであった｡

･平成21年8月6日の検討委員会

① 牛有用ゲノム解析手法高度化事業の概要及び事業計画について

② 牛有用ゲノム解析手法高度化事業の達成目標について

③ 話題提供 :

｢ゲノミック選抜法｣､富樫 研治 ((独)農業 ･食品産業技術総合研究機構

北海道農業研究センター

④ その他

･平成22年4月28日の検討委員会

① 平成21年度事業実施結果について

(む平成22年度事業実施計画について

解析手法高度化検討委員会委員

河原 孝吉

菅野 純夫

畳 伸吾

富樫 研治

隆

正

博

信

正

豊

山

川

江

村

新

桧

安

吾

(社)日本ホルスタイン登録協会北海道支局情報分析課 次長

東京大学大学院新領域創成科学研究科 教授

道南NOSAI東部支所長

(独)農業 ･食品産業技術総合研究機構北海道農業研究センター

研究管理監

(社)家畜改良事業団 専務理事

(社)畜産技術協会 参与

(狗)農業生物資源研究所ゲノム研究ユニット 上席研究員

(社)全国和牛登録協会 専務理事

4)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｣に関わる

全国推進会議である｡ 平成13年度からは当研究所と道県の研究機関との共同研究はこの
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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｡ 平成21年度における共同研究参画機関は19道県 (北海道､青森､岩手､宮城､

秋田､山形､福島､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当研究所と共同研究を行っている (狗)衣

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21年度全国DNA育種推進会議は平成21年10月7日動物遺伝研究所で開催さ

れた｡主要議題は次の通りであった｡

① 動物遺伝研究所が実施する平成21年度事業について

(∋ ｢平成21年度計画と進捗状況報告｣及び ｢育種現場におけるDNA情報の活用状況と

今後の予定 (アンケート関係)｣について

③ 動物遺伝研究所からの話題提供

④ アンケート ｢DNA育種事業の現状と今後に向けて｣の取りまとめ結果

第2回の平成21年度全国DNA育種推進会議は平成22年2月23日東京で開催された｡主要

議題は次の通りであった｡

(∋ 平成21年度の道県等の事業成果について

(a)枝肉形質QTLの家系解析

(b)枝肉重量QTLCW-i/CWjの効果検証

② 平成21年度の動物遺伝研究所の研究進捗状況について

(a)飼料利用性に関するゲノム解析

(b)繁殖性に関するゲノム解析

③ 動物遺伝研究所事業の研究成果のまとめ､及び､今後の研究の進め方について

(a)5番染色体上の枝肉重量QTLのハプロタイプ比較

(b)連鎖解析用カスタム 3KSNPチップを用いた半きょうだい家系解析 :対象家系の

募集

④ 平成22年度のDNA育種技術関連事業について

⑤ その他

5)研究会等の開催

① 第4回家畜DNA西郷シンポジウムの開催

牛ゲノム解析の進展に伴い､フィールドにおけるDNA育種効果､責任遺伝子の機能解
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明に向けた取 り組みが重要な課題となってきた｡そのため内外の関係する専門家を招待

し､(独)家畜改良センターと共同で､家畜DNA西郷シンポジウムを平成21年10月6日に

開催 した｡

開催場所 : (独)家畜改良センター講堂

主催 : (独)家畜改良センター､(社)畜産技術協会

第1部 食肉生産とプロテオーム解析

(1) ｢筋肉の繊維型と食肉の品質｣､千国 幸一 ((狗)農業 ･食品産業技術総合研

究機構畜産草地研究所食肉プロテオーム研究チーム)

(2) ｢プロテオーム解析による牛枝肉形質バイオマーカーの探索｣､松本 和也

(近畿大学生物理工学部)

第2部 RNAの解析から見えてくるもの

(1) ｢ハイスループットなデジタル遺伝子発現解析の活用について｣､松村 秀生

((財)岩手生物工学研究センター生命科学研究部)

(2) ｢核内ノンコーディングRNAの世界一Ⅹistから新規遺伝子まで｣､中川 真一

((狗)理化学研究所基幹研究所中川独立主幹研究ユニット)

(多 動物遺伝育種シンポジウム組織委員会による第15回シンポジウム ｢動物ゲノム解析

と新たな育種戦略 :SNPアレイを利用した動物ゲノム解析｣を動物遺伝育種学会と共催

した｡

開催日:平成21年11月10日

開催場所 :群馬会館2階ホール (前橋市)

内容 :

(1) ｢乳用牛の新たな遺伝的能力評価法に用いる高密度SNPマーカーの有用性｣､荻野

敦 ((礼)家畜改良事業団家畜改良技術研究所)

(2) ｢乳用牛におけるゲノム情報を使った遺伝的能力評価法の検証｣､佐分 淳一

((狗)家畜改良センター改良部)

(3) ｢SNPチップを用いた黒毛和種QTLのゲノムワイド関連解析｣､西村 朔太 ((社)

畜産技術協会附属動物遺伝研究所)

(4) ｢ブタのSNP開発､集団の遺伝学的構造解析および育種への応用の試み｣､奥村
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直彦 ((社)農林水産先端技術産業振興センター)

(5) ｢DigiTag2法を用いたニワトリSNPの解析について｣､下桐 猛 (鹿児島大学農学

部生物生産学科)

4.委託研究

当研究所の研究と深く関わりを持つテーマについて､平成21年度は次の9課題を研究

及び事業委託した｡

1)ウシ筋肉内脂肪細胞株を用いた脂肪交雑関連遺伝子発現機構の解明 (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)脂肪交雑に影響を及ぼす遺伝子の単離とその機能解析 (平成20年度より継続)

(∋ 委託先 :明治大学農学部

(∋ 委託研究者 :溝口 康

3)子牛の発育不全症に係る遺伝的研究 (平成17年度より継続)

① 委託先 :北里大学獣医畜産学部

(∋ 委託研究者 :渡辺 大作

4)モデル動物を利用した脂肪交雑形成遺伝子ネットワークの解明 (平成19年度より継

続)

① 委託先 :京都大学農学部

(∋委託研究者 :山田 宜永

5)ウシ経済形質研究のためのモデルマウス系樹立とその分子相関の解明 (平成20年度

より継続)

(∋委託先 :新潟大学医学部

(∋委託研究者 :峰村 健司

6)和牛の繁殖性の分子遺伝学的解明 (平成20年度より継続)
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①委託先 :鹿児島県肉用牛改良研究所

②委託研究者 :溝下 和則

7)飛騨牛における繁殖性の分子遺伝学的研究 (平成20年度より継続)

(∋委託先 :岐阜県畜産研究所

(∋委託研究者 :小林 直彦

8)和牛繁殖性の遺伝学的研究 (新規)

① 委託先 :岡山県総合畜産センター

② 委託研究者 :中藤 由紀

9)大分牛における繁殖性の遺伝学的研究 (新規)

① 委託先 :大分県農林水産研究センター畜産試験場

(参委託研究者 :佐藤 邦雄
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5.研修員の受け入れ

所 属 機 関 名 氏 名 受 入 期 間

岐阜県畜産研究所 松橋 珠子 平21.05.16-06.17

鹿児島県肉用牛改良研究所 池田 省吾 平21.05.25-06.05

宮崎県畜産試験場 築木 努 平21.06.01-06.12

福島県農業総合センター畜産研究所 内田 守譜 平21.06.15-07.03

北海道立畜産試験場 内藤 学 平21.06.16-07.09

佐賀県畜産試験場 大坪 利豪 平21.06.16-06.26

山形県農業総合研究センター畜産試験場 中嶋 宏明 平21.08.10-08.13

岡山県総合畜産センター 中藤 由紀 平21.09.28-10.16

北海道立畜産試験場 内藤 学 平21.09.29-10.09

島根県畜産技術センター 中村 亮一 平21.10.08-10..23

青森県農林総合研究センター畜産試験場 小野 博之 平21.10.19-ll.06

兵庫県立農林水産技術総合センター 秋山 敬孝 平21.10.26-ll.06
北部農業技術センター

広島県立総合技術研究所畜産技術センター 松井 莱由 平21.ll.16-ll.20

宮城県畜産試験場 斉藤 陽介 平21.ll.16-ll.20

鳥取県農林総合研究所畜産試験場 田淵 一郎 平21.ll.24-12.10

大分県農林水産研究センター畜産試験場 佐藤 邦雄 平22.01.25-02.05

大分県農林水産研究センター畜産試験場 渡連 直人 平22.01.25-02.05

島根県畜産技術センター 中村 亮一 平22.02.24-03.19

岐阜県畜産研究所 松橋 珠子 平21.03.08-03.19

鹿児島県肉用牛改良研究所 池田 省吾 平22.03.08-03.19

佐賀県畜産試験場 大坪 利豪 平22.03.09-03.19

宮城県畜産試験場 斉藤 陽介 平22.03.15-03.19
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1.職員名簿 (平成22年3月31日現在)

所 属 職 名 氏 名

所 長 所 長 杉 本 喜 憲

管 理 部 部 長 西 野 大 樹

補 助 貞 浅 比 紀 子

動物遺伝研究部 部 長 高須賀 晶 子

主任研究員 渡 連 敏 夫

主任研究員 平 野 貴

研 究 員 佐々木 慎 二

研 究 員 横 内 耕

研 究 員 高 野 淳

研 究 員 西 村 期 太

補 助 貞 渡 辺 恵美子

補 助 貞 金 内 由美子

補 助 貞 丸 山 久美子

補 助 貞 真 船 文 恵

臨時職員 吉 田 加奈子

臨時職員 小 松 まゆみ

2.職員の異動

1)職員の採用

採用年月日 氏 名 所 属 備 考

2)職員の退職 ｡退任

退職 .退任年月日 氏 名 所 属 備 考
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3.職員の海外出張

氏 名 出張先 期 間 用 務

平 野 貴 米 国 平21.05.08-05.13 米国コール ドスプリングハーバー市で開催されたウシゲノム共同研究会議 (BoVineGenomeConsortiumMeeting)に参加

西 村 期 太 米 国 平21.05.08-05.13 米国コール ドスプリングハーバー市で開催されたウシゲノム共同研究会議 (BoVineGenomeConsortiumMeeting)に参加

4.施設 ･機器の整備

1)施設

研究施設の平面図は51ページの通 り｡

… 50-



研 究 施 設 平 面 図

本館 1階 (742m2) 別館 1階 (788m2)
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2)平成21年度購入の主要機器 (単価百万円以上)

■ 機 器 名 式 数

遺伝子導入システム (Lonza社製 ヌクレオフエク夕-ⅡAAD-101S) 1

Ⅰmarkマイクロプレートリーダー (BioRad社製 168-1130J1.-CAM) 1

1〃18チャンネル分光光度計 (テルモ社製 NanoDrop8000) 1

フリーズ超低温槽 (日本フリーザー社製 CLN-50CW) 1

DNA塩基配列情報抽出用ワークステーション (DELL社製 T7500) 2

データベースネットワーク用ワークステーション (DELL社製 T7500) 1

共焦点レーザー走査型顕微鏡 (オリンパス社製 ⅠⅩ81組合せ FV1001- 1

5.購読雑誌一覧

1 AnimalGenetics

2 Cell

3 CellMetabolism

4 GenomeResearch

5 Genomics

6 MammalianGenome

7 Nature

8 NatureGenetics

9 NatureMedicne

10 NatureReViewsGenetics

ll NatureReViewsMolecuraCellBiology

12 Science

13 The血ericanJournalofHumanGenetics

14 TrendsinGenetics

15 細胞工学

16 実験医学

17 畜産技術
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BovineGenomeSequencingandAnalysisConsortium(2009)

TheGenomeSequenceofTaurine
Cattle:AWindowtoRuminant

BiologyaEldEvolution
TheBovineGenomeSequen⊂1ngandAnaLysjsConsortl'um,'⊂hristjne伝.EIsik,1
RossL.Teuam,2KjmC.Worley3

TounderstandthebiologyandevoLutl.OnOfruminants,theCattlegenomewassequen〔edtoaboutsevenfoLd
(overage.The(attLegenomeContal'nsaminimumof22,000genes,witha〔oresetof14,3450rthoLogs
sharedamongsevenmammall'anSPedesofwhlCh1217areabsentOrundetectedinnoneutherian
(marsupialormonotreme)genomes.Cattle-SPeCjflkeVOtutjonarybreakpojntregionsjn⊂hromo50meS
haveahigherdensl'tyofsegmentaldupLj⊂atjons,enrkhmentofrepetjtjveelements,andspeCje5-5PeCjflk
variationsjngenesas50C1'atedwl'thLa⊂tatjonandimmuneresponsjveneSS.GenesinvolvedjnmetaboLjSm
aregenerauyhjghty(onserved,althoughfivemetabou⊂genesaredeletedorextensivelydivergedfrom
theirhumanorthoLogs.TheCatttegenomesequencethusProvidesaresourceforunderstanding
mammalianevolutionandaC⊂eLeratjngljveStO〔kgenetj⊂lImprovementformilkandmeatproduCtjon.

omesticatedcattle(Bostaunts and Bos billionhumans.Cattlebelongtoacladephyloge-
taufuSindiaLF)provideasigniBcantsource neticallydistantfromhumansandrodents,the
ofnutritionandlivelihoodtonearly6.6 Cetartiodactylorderofeutherianmammals,which

522 24APRIL2009 VOL324 SClENCE www･sciencemag･org
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iiZg

Brstappeared～60millionyearsago(1).Cattle
representtheRuminantia,whichoccupydiverse
terrestrialenvironmentswiththeirability to
eBicientlyconvertlow-qualityforageintoenergy-
densefat,muscle,andmik.Thesebiological
processeshavebeenexploitedbyhumanssince
domestication,whichbeganintheNearEastsome
8000to10,000yearsago(2).Sincethen,over800
cattlebreedshavebeenestablished,representingan
importantworldheritageandascient姐cresource
forunderstandingthegeneticsofcomplextraits.
Thecattlegenomewasassembledwith
methodssilnilarto仇oseusedf♭rtheratandsea

1DepartmentofBiology,406RejSS,GeorgetownUnlVerSlty,
37thand0Streets,NW,Washington,D(20057,USA.E-majL:
Ce75@georgetown･edu2(51ROLiveStO⊂klnduStn'eS,306⊂arm-
odyRoad,5t.Lucid,OLD4067.AustraLl'a.E-maiL:ros≦.teLLam@
(5iro･au3HumanGenomeSequen口ngCenter,Departmentof
MoLeCutarandHumanGenetks,Baylor(ouegeofMedidne,MS
B⊂MZZ6,OneBayLorPLaza,Houston,17(77030′USA.E-malは:
kworLey@bcm.edu
'AuauthorsWl'ththel'raffiLiatl'onSand⊂Ontributjonsare
LiStedattheendofthisPaper.

A BPIacental-speciflCOrthoLogs
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■Mammalianmultiple-copyorthologs
IMammalianslngre-copyOrthologs

urchingenomes(3,4).Themostrecentassem-
blies,Btau3.1andBtau4.0,combinedbacterial
arti五cialchromosome(BAC)andwhole-genome
shotgun(WGS)sequences.Btau3.1wasusedfor
gene-specifiCanalyses.Btau4.0,whichincludes
finishedsequencedataanduseddifferentmap-
pmgme血Odstoplace血esequenceonchromo-
somes,wasusedf♭rallglobalanalysesother
thangeneprediction.ThecontigN50(50%of
thegenomeisincontigsofthissizeorgreater)
is48.7kbfb∫bo也assemblies;也esca放)ldN50
forBtau4.0is1.9Mb.htheBtau4.0assembly,
90%ofthetotalgenomesequencewasplaced
onthe29autosomesandXchromosomeand

validated(3).Of1.04millionexpressedsequence

tag(EST)sequenc?S,95･0%werecontainedin
theassembledcontlgS.Wi血anequivalentgene
distributionintheremaining5%ofthegenome,
theestimatedgenomesizeis2.87Gbp.Compar-
isonwith73血ishedBACsandsingle-nucleotide
polymorphism(SNP)linkagedata(5,6)con-
firmedthisassemblyqualitywithgreaterthan
92%genomiccoverage,andfewerthan0.8%of

□Unique
uHomologs(E-value<1e-3)
□Otherorthologs

B.tau C.由m H.sap M.mus R.nor M.dom 0.ana

20 30 40 50 60 70 80 90 100

Percenta.a,identitytoH.sap

Fig.1.Proteinorthology(omparl'50namonggenOmeSOfCattle,dog,human,
mouse.andrat(BoStaurus,ConisfamiLian'S,HomoSaPiens,MuSmuSCulus,
RottuSnOWegicus,representingpta(entaLmammals),opossum(仙 nodelphi5
domestT'co,marSuPjaL),andpLatypuS(OrnithorhynchuSanOtl'nuS,mOnOtreme).
(A)ThemajorityofmammaLjangenesareorthologous,withmorethanhaLf
preservedaSSl'ngLeCopjeS(darkbLue);afewthousandhavespedes-spe⊂jfl.⊂
dupLi(atjons(bLue),･anotherfewthousandhavebeenLostjnspe⊂ifjCLjneageS
(orange).WealsoShowthoseLaCkl'ngconfidentorthoLogyaSSjgnment(green),
andthosethatareapparentlyLineageSPe〔jfiC【unique(white)】.PLa⊂entaL-
5pe⊂jfjCorthoLogsareshownjnpink.Single-ormuLtipLe-(opygenesWere

REPORTS

SNPswereinco汀eCtlypositionedat血eresolu-
tionofthesemaps(3,4).
Weusedthecattlegenometocatalogprotein-
codinggenes,microRNA(miRNA)genes,and
ruminant-speciBcinterspersedrepeats,andwe
manuallyannotatedover4000genes.The
consensusprotein-codinggenesetforBtau3.1
(OGSvl),from sixpredictedgenesets(4),
consistsof26,835geneswithavahdationrate
of82%(4).Onthisbasis,Weestimatethatthe
cattlegenomecontainsatleast22,000protein-
codinggenes.Weidentified496miRNAgenes
ofwhich135wereunpublishedmiRNAs(4).
AbouthalfofthecattlemiN Aoccurin60ge-
nomicmiRNAclusters,containingtwotoseven
miRNAgenesseparatedbylessthan10kbp(fig.
S2).TheoverallGCcontentofthecattlegenome
is41.7%,WithanobseⅣed-to-expectedCpG
ratioof0.234,Sin1ilartothatofothermamm als.

Thecattlegenomehastransposableelement
classeslikethoseofothermamm als,aswellas

largenumbersofruminant-speci五crepeats(table
S4)thatcompose27% ofitsgenome.The

Numberoforthologousgroups

definedonthebaSjsofrepresentativesl'nhuman,bovine,ordog;mouseor
rat;andopossumorplatypus.(B)Venndl'agramshowingsharedorthoLogouS
groups(dupLi⊂atedgeneswereCountedasone)betweenLaurasl'athen'ans
((attLeanddog),human,rodents(mouseandrat),andnonpLacentaLmammals
(opossumandpLatypuS)onthebasisofthepresenceofarepresentativegene
l'natLeastOneOfthegroupedspede5【aSjn(A)】.(⊂)DjstrjbutionoforthoLog
proteinidentitjeSbetweenhumanandtheotherSPeCieSforaSubsetofstriCtLy
ConservedSjngLe-CopyorthoLogs.(D)AmaximumukeLihoodphyLogenetktree
uslngaLLsingle-CopyorthoLogSSupportsthea(〔eptedphyLogenyandquantifies
thereLativerates0fmoLeCuLarevolutionexpressedaSthebranchLengths.

www.sciencema9.0rg SCIENCE VOL324 24APRIL2009
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consensussequenceofBov-B,alongInterspersed
nuclearelement(LINE)lackedafunctionalopen

TeadingB'ame(ORF),whichsuggestedthatitwas
lnaCtive(7).However,Bov-Brepeatswithintact
ORFwereidentifledinthegenome,andtheir

phylogeny(Bg･S4)indicatesthatsom?arestill
activelyexpandingandevolving.MapplngChrO-
mosomalsegmentsofhigh-andlow-density
ancientrepeatcontent,L2/MIRlaLNE/SINE
(shortinterspersednuclearelement)pair]and
Bov-B,andmorerecentrepeats,Bov-B/ART2A

Pov-B-derivedSINEpair),r.evealedthatthe
genomeconsistsofancientregionsemichedfor
L2爪4ⅠRandrecentregionsemiChedforBov-B/
ART2A(丘g.S7).ExchsionoHiov-B/ART2A
丘omcontlguOuSblocksofancientrepeatssug一
geststhatevolutionoftheruminantorcattlege-
nomeexperiencedinvasionsofnewrepeatsinto
reglOnSlackingancientrepeats.Altematively,
Olderrepeatsmayhavebeendestroyedbyinser-
tionofruminant-orcattle-speciBcrepeats.AGC
t血 lCleotiderepeats,也emostcommonsimple-
sequencerepeat(SSR)in artiodactyls(which
includecattle,pigs,andsheep),are90-and142-
foldoverrepresentedincattlecomparedwithhu-
mananddog,respectively(Bg.SIO).Ofthe

HSAl:175-247Mbp
～/>J/ A:/､′ふ 蘇TF
LSLv///
で/～:

+_喜Jr/-2三

怒n/b/ fUJ
/.諺 ･ii;5/:a
38l

'芯.こ/jy/ /V}÷′､

､～.こく

-焚ry gA宴､

･%/ヰl
当妻;//kA餐
ヅこて
-. ･つて､

AGCrepeatsinthecattlegenome,39%were
associatedwithBovIA2SDJEelements.

Acomparativeanalystsexaminedtherateof
proteinevolutionandtheconservationofgene
repertoiresamongo血ologsinthegenomesof
dog,human,mouse,andrat(representingplacen-
talmammals);opossum(marsupial);andplaty-
pus(monotreme).0血ologywasresolvedfわr
>75%ofca仕leand>80%ofhumangenes(Fig.

lA)･There.were14,3450rthologousgroupswith
representatlVeSinhuman,cattle,ordog;mouse
orrat;andopossumorplatypus,whichrepresent
16,749cattleand16,177humangenes,respec-
tively,ofwhich12,592areslngle-copyorthologs.
Wealsoidentified1217placenta上mamm al-
speci丘colthologousgroupswithgenespresentin
human,cattle,ordog;mouseormt;butnotopos-
sumorplatypus.About1000orthologsshared
betweenrodentsandlaurasiatherians(cattleand
dog),manyofwhichencodeGproteinTCOuPled
receptors,appeartohavebeenlostormaybe
misannotatedinthehumangenome(Fig.1B).
Generepertoireconservationamongthesemam-
malscon･elateswithconservationattheamino

acid-sequencelevel(Fig.1C).Theelevatedrate
ofevolutioninrodentsrelativetoothermammals

(8)wassupportedbythehigheraminoacidse-
quenceidentitybetweenhumananddogorcattle
proteinsrelativetothatbetweenhumanandrodent

1ferungulate TabLel･Changesjnthenumberofgenesjninnate
immunegenefamilies.Manyoftheβ-defenSjngenes
arepresentl'nunassigned5(a恥Ids,i.e.′theyarenot

lferungulate yetpartoftheCurrentassembly.Theexadlnumberof

lferunguLate p-defensjngenesisunCertal'n･lnte什eronsubfamiLy
lan,･odactyl PSeudogenespredl'dedonthebasisofframe-shl'R

mutatlonsorstop〔Odonswithinthefirst100amino

lferungulate adds0fthe〔odingSequen(ehavebeenexdudedfrom
thetable.TheIFNXgenesrepresentanewlydiscovered
subfaml'Lyof]FNandaresonamedfor(onvenien(e.

lhPg:atied EE'i,e7ah'bt.e:tl諾eaaLse?nLdB/po,rLi,P.epr.7yeSaabcltLLE諾dneC_rbefnsiTngj
protejn;ULBP,UL16-bjndjngprotein.

Gene
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Fig.2.ExamplesofEBRs.FerunguLate-,artioda叫-.
andprhate-speCjfi⊂EBRsonHSAlat175to247
Ntbp(otherLineage-SPe⊂ifk EBRsnotshown).
HomoLogouSSyntenyblocks〔onstruCtedforthe
ma〔aque,(hjmp,Cattle,dog,mouse,rat,andpig
genomeSWereusedforpajrwjSeCOmParj50nS(4).
WhiteareascorrespondtoEBRs.Arrowstotheright
oftheChromosomeideogramjndkatepositionsof
representativeCattle-spe〔ifk;artioda⊂tyトspedflk
(speCifi(tothe⊂hromo50meSOfpjg5andCattle);
ferunguLate-SPedfk((attLe,dog,andpig);primate-
spe⊂ifk (human,maCaque,andChjmp);and
hominol'd-spedfj〔(humanandChjmp)rearrange一
ments.OpossumisShownaSanOutgrOuPtOthe
eutherjandade′whkhaLLowS⊂Lassjfi⊂atjonof
ferunguLate-speCjflkEBRs.

(atheLjCjdjn
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lFNT 3 0

lFNX 3 0
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proteins.However,max血1m-likelihoodanalysis
ofaminoacidsubstitutionsinslngle-copyorth0-
10gssupportstheacceptedsisterlineagerelationof
primatesandrodents(1)拝ig.1D).
AltemativesplicinglSamajormechanismfor
transcriptdiversi丘cation(9),yettheextentofits
evolutionaryconservationandfunctionalimpact
remainunclear.Weusedthecattlegenometo
analyzetheconservationofthemostcommon
formofaltemativesplicing,exonskipplng,de-
finedasatripletofexonsinwhichthemiddle
exonisabsentinsometranscnpts,inasetof
1930e又on-skippingeventsacrosshman,mouse,
dog,andcattle(4).Weexamined277cases,widl
diqerentconservationpattemsbetweenhumanand
mouse,in16differentcattletissueswithreverse
transcriptionpolymerasechainreaction(4).These
splicingeventsweredividedintoasharedset(163

inbodlhumanandm?use)andanonsharedset
(114inhumanbutnotlnmouse).Ofthe277,we

detectedexon-skippingfor188case空 cade(table
S5),whichsuggested血atthemaJOntyofgenes
withexon-skippinginhumanwerepresentand
regulatedincattleandthat,ifaneventisshared
betweenhumanandmouse,itwasmorelikelytobe
foundincattle.Itwasestimatedthatatmost40%of

exon-skippinglSCOnServedamOngmammals;dlus,
ourdataagreewiththeupperbound丘omprevious
analyseswithhumanandrodentsle.g.,(10)].
Weconstructedacattle-humanOxfordgrid
(fig.S12)(4)toconductsynteny-basedchromoI
somalcomparisons,whichreinforcedthathuman
genomeorganizationismoresimilartocattle-s
thanrodents-becausemostcattlechromosomes

prlmari1ycorrespondtopartofonehumanchro-
mosome,albeitwithmultiplerearrangements
le.g.,(ll)].Incontrast,thecattle-mouseOxford
gridshowspoorerchromosomalcorrespondence.
Lineage-speciBcevolutionarybreakpointswere
identi丘edforcattle,artiodacty1S,andferungulates
(agroupencompassingartiodactylsandcami-
vores,representedbycattle,pig,anddog)andare
shownwithcattle(fig.S11)andhumansequence
coordinates(Fig.2)(4).Primate,dog,rodent,
mouse,andratlineage-speciBcbreakpointposi-
tionsweresilnilarlyident迫ed.Atotalof124evolu-

1 tionarybreakpointregiol6匹BRs)Wereidenti名ed
25 inthecattlelineage,ofwhich100werecattle-or
ll ruminant,speci五cand24wereartiodacty1-speci丘C
2 (e.g.,Fig.2).NineadditionalEBRsrepresentpre-
52 sumptiveferungulate-speci五crearrangements･Bos
tauruschromosome16PTA16)ispopulatedwith
fourferungulate-speci丘cEBRs,whichsuggests

l that血sregionWasreamngedbeforetheArti0-
1 dactylaandCamivoradivergence(Fig.2).Such
1 conservedregionsdemonsb･atethatmanylnVerl
14 sionsthatoccurredbeforethedivergenceofthe0camivoresandartiodactylshaveprobablybeen0retainedintheancestralform withinthehuman0
22

3
1

1(31).

genome.Incontrasttothecattlegenome,apig
physicalmapidentiBedonly77lineage-speci丘c
EBRs.Interchromosomalrean･angementsandin-
versionscharacterizemostofthelineage-speci丘c
rearrangementsobservedinthecattle,dog,andpig
genOmeS･
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Anexaminationofrepeatfamiliesandin -

dividualtransposableelementswithincattle-,
artiodactyllandferungulate-specificEBRsshowed

asigni負cantlyhigherdensityofLNEILlele-

mentsandtheruminant-speci負cLINE-RTEre-

peatfamily(12)incattle-speci丘cEBRsrelative

totheremainderofthecattlegenome(tableS6).

Incontrast,theSINEIBovArepeatfamilyand
themoreancienttRNAGlu-derivedSINErepeats

(13)werepresentinlowerdensity incattle-

specificEBRs,similartootherLINEsandSNEs
(tableS7).Thedifferencesinrepeatdensities

weregenerallyconsistentincattle-,artiodactyl-

andferungulate-speci丘cEBRs,withtheexcep-
tionofthetRNAGlu_derivedandLTR_ERVL

repeats,whichareathigherdensitiesinaltiodac-

tylEBRscomparedwiththerestofthegenome.

ThetRNAGlu-derivedSINEsoriginatedinthe

comm on竺cestorofSuina(pigsandpeccaries),
Ruminantla,andCetacea(whales)(13),which
suggeststhattRNAGlu-derivedSINEswere
involvedinancestralartiodactylchromosomere-

arrangements.FurdlemOre,thelowerdensityof

themoreancientrepeatfamiliesincattle-speciflC

EBRssuggeststhateithermorerecentlyarislng

repeatelementswereinsertedintoregionslack-

ingancientrepeatsorthatolderrepeatswere

destroyedbythisinsertion(tableS7).Therepeat

elementsdifferingindensityinEBRswerealso

foundinreg10nSOfhomologoussynteny,which

stlggeStSthatrepeatsmaypromoteevolutionaⅣ

rearrangements(seebelow).Differencesinrepeat

densityincattle-SpeciflCEBRsarethusunlikely

tobecausedbytheaccumulationofrepeatsin

EBRsa洗ersuchrearrangementsoccur.We

identifiedacattle-speciflCEBRassociatedwith

abidirectionalpromoter(figs.S14andS15)that
mayaffectcontroloftheexpressionofthe

CYB5R4gene,whichhasbeenimplicatedin

humandiabetesand,therefore,maybeimportant

intheregulationofenergy瓜owincattle(4).

Weidentified1020segmentalduplications

(SDs)con-espondingto3.1%(94.4Mbp)ofthe
cattlegenome(4).Duplicationsassignedtoa

chromosomeshowedabipartitedistributionwith

respecttolengthandpercentidentity(fig.S16),
andinterchromosomalduplicationswereshorter

(medianlength2.5kbp)弧dmoredivwgent(<94%

idendty)relativetoinぬchromosomalduplications

(medianlengd120kbp,～97%identity)andtended

tobelocallyclustered(Bg.S17).Twenty-oneof

theseduplicationswere>300kbpandlocatedin

regionsemichedfortandem duplications(e.g-,

BTA18)(五g.S18).Thspattemisreminiscentof

theduplicationpattemof也edog,rat,andmouse
butdi庇rentfbmthatofprimateandgreat-ape

genomes(14,15)IOnaverage,cattleSDs>10kbp
representll.7%ofbasepawsin101kbpintervals

locatedwidlinC此le-specificEBRsand23.0%of

basepairslocatedwithintheartiodacty1-specific

EBRs_Byconぬst,intheremahderof血egenome

sequenceassignedtochromosomesthehctiOnof

sDswas1.7%(P<1×1012).Thesedataindicate

dlatSDsplayaroleinpromotlngChromosome

reamngementsbynonallelichomologousrecombi-

nationle.g.,(16)]andsuggestthateithera
sigdcant血CtionoftheSDsobservedincattle

occulTedbefore也eRuminant-Suinasplit,and/or
dlatthesitesforaccumulationofSDsarenon-

randomlydisbibutedinartiodactylgenomes.

SDsinvolvinggeniereg10nSmayglVeriseto

new functionalparalogs.Seventy-sixpercent

(778outof1020)ofthecattleSDscorrespond

tocompleteorpartialgeneduplicationswithhigh

sequenceidentity(median98.7%).Thissuggests

thatmanyofthesegeneduplicationsarespecific

toeithertheartiodactylaortheBoslineageand

tendtoencodeproteinsthatoReninterfacewith

theextemalenvironment,particularlyImmune

proteinsandsensoryand/orolfactoryreceptors.

Severalofthesegeneduplicationsarealso

duplicatedin othermammalianlineages(e.g.,

cytochromep-450,sulfotransferase,ribonuclease

A,defensinS,andpregnancy-associatedglyco-

proteinS).Paralogslocatedinsegmentalduplica-

tionsthatarepresentexclusivelylnCattlemay

havefunctiOnalimplicationsfortheuniquePhys-

iology,environment,anddietofcattle.

An overrqpresentationofgenesinvolvedin

reproductionincattleSDs(tablesS8andS9)is
associatedwidlSeVeralgenefamiliesexpressedin

dieruminantplacenta.Thesefamiliesencodethe

intercellularsignalingproteinSpregnancy-associated

glycoproteinS(onBTA29),trophoblastKmitz
domainPrOteinS(onBTA13),andinterferontau

()TNT)(onBTA8).A genefamilyencoding
prolactin-relatedproteins(onBTA23)wasonly

identiBedindleassembly-dependentanalysisof

SDs.Thesegenesregulateruminant-speci丘caspects

offetalgrow恥matemaladaptationstopregnancy,
anddieCOOrdinationofpartmition(17,18).Al-
dlOugh typeIinterferonOFN)genesareprimarily

9volvedinhostdefense(19),LFNTpreventsregres-
sionOf也ecolpuslutetm dWingearlypregnancy,
whichresultsinauterineenvironmentreceptivetO

earlyconcqPtusdevelopment(20).
Signaturesofpositiveselection(obtainedby

measurementof血eirratesofsynonymousand

nonsynonymoussubstitutions)identi負ed71genes

(4),including10immune-relatedgenes(i.e.,
ZFNAR2,IFNG,CD34,TREMl,TREMLl,

FCERIA,且23R,且24,且15,andLEAP2).Aspre-

viouslymentioned,immunegenesareoverrepre-
sentedinSDs(seeTable1and五g.S20).Examples
ofgenesvarymglnCattlerelativetomouseinclude

aclusterofp-defensingen?S,whichencodeanti-
micFObialpeptides;theantimicrobialcathelicidin

geneslwhichshowincreasedsequencediversityof

thematureca血elicidinpeptides(21)];andchanges

indlenumbersofinte&rongeTes(22)anddientlm-
berandorganizationofgeneslnVOIvedinadaptive

imnumeresponsesincattlecomparedwithhuman
andmouse(4).Thisextensiveduplicationanddi-

vergenceofgenesinvolvedininnateimmunitymay

bebecauseofthesubstantialloadofmicroorga-

nismspresentin血erumenofcattle,whichincreases

theriskofopportunlsticinfectionsatmucosalsur-

facesandpositiveselectionfor血ebdts也atenabled

s仕ongerandmorediversi五edinnateimmunere-

sponsesattheselocations.Anotherpossibilityis

REPORTS

thatimm unitymayhavebeenunderselectiondue

totheherdstmcture,whichcanpromoterapiddis-
easetransmission.Also,imm unefunctiOnielated

duplicatedgeneshavegainednonimmuefunctions,
e.g.,IFNT(seeabove),andtheC-Classlysozyme

genes,whichareinvolvedinmicrobialdegradation

indleabomasum(seebelow).

Therehasbeensubstantialreorganizationof

genefamiliesencodingproteinspresentinmilk.

Onesuchrearrangementaffectingmilkcompo-

sitioninvolvesthehistatherin(HS7Ⅳ)genewith-
inthecaseingeneclusteronBTA6(丘g.S21).In
thecattlegenome,HSIN isJuxtaposedtoa

regulatoryelement(BCE)important(23)forβ-

casein (CSN2)expression,andasaprobable

consequence,HS7NisregulatedlikedieCaSein

genesduringthelactationcycle.Thisrearrange-

mentthatledtothejuxtapositionofHS刀Vnextto

theBCEisalsotheprobablecauseofdeletionof

oneofthetwocopleSOf(x-S2-likecaseingenes

(CSNIS2A)presentinotherrrtammaliangenomes
(24).ThebiologicalimplicationsOfthischange

incaseingenecopynum berarenotyetclear.

Additionally,thecattleserumamyloidA(SAA)
geneclusterarosekombothalaurasiatherian

SDandacattle-specificEBR,whichresultedin

twomammaryglandぺXPreSSedSAA3-likegenes,
SAA3.1andSAA3.2onBTA29,andanSAA311ike

geneonBTA15(Bg.S21).SAA3.2hasbeen
shown toinl1ibitmicrobialgrowth(25).Twoad-

ditionalmi 1kproteingeneswereassociatedwith

SDs:Cathelicidin(C4Ta l)andβ24nicroglobulin

(B2A4LpartoftheneonatalFcreceptor(fcRJl)
thattransfersimmunoglobulinIgGacrossepithelial
cellsofmanytissuesincludingthegutand

誓ammarygland(26,27)･IgGisthepredominant
lmnunOglobulinincow'sm此comparedwithIgA
inhum警milk(28)･ullikehm ans,whoacquire
passivelnmunity 丘omthemotherviaplacental

b:ansferofimmunoglobulinsduringpregnancy,
calvesacquirepassiveimm unitybyingestionof
IgGinmilk(28).B2M isalsoredistributedin

epithelialcellsuponcalving,anditprotectsIgG

良)mde卵 dation(26).AgeneticvariantofB2Mhas
negativeeffectsonpassiveimmunetransfer(29),

TheadditionalcopyofthegeneencodingB2M

mightbeassociatedwith也eabundanceoflgGin

cows'milkandanincreasedcapacityforuptaliein

theneonatalgut.ConsideringdlatdiePassivetrans-
ferofimmunitytodieCalfisoneofdieimportant

functionsofmilk,itisstrikingdlatlactation-related

genesaB:ectedbygenomicrearrangementsoRen

encodeimmune-relatedproteinsinmilk.

Cattlemetabolicpathwaysdemonstrateda

strongdegreeofconservationamongthecompre-

hensivesetofgenesinvolvedincoremam alian

metabolism(4)andpemi ttedanexaminationof
uniquegeneticeventsthatmayberelatedto

nminant-speciBcmetabolicadaptations.How-

ever,among1032genesexaminedB-omthehu一
manmetabolicpathways,丘veweredeletedor
extensivelydivergedincattle:PLA2G4Cbhospho-
1ipaseA2,groupⅣC),1SAAH2(fattyacidamide
hydrolase2),1D12(isopentenyl-diphosphatedelta
isomemse2),GSTT2(gluta血ioneS-transferase
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theta2),andn≠『(thymidinephosphorylase),
whichmaybeadaptationsthatimpactonfatty

acidmetabolism (PLA2G4CandEAAH2);the

m?valonatepathway(synthesisofdolichols,vita-
mlnS,Steroidhorm ones,andcholesterol)(IDI2);
detoxiBcation(GSTT2);andpyrimidinemetabo-

1ism (nMP).Phylogeneticanalysisshowsthat
PLA2G4Cwasdeleted～87to97millionyears

agointhelaurasiatherianlineages(flg.S22).

Strikingly,～20% ofthesequencesfroln two

abomasum (lastchamberofthecattlestomach)

ESTlibraries(atotalof2392sequences)co汀e-

spondtothreeC-typelysozymegenes.Lysozym e

prlmarilyfunctionsinanimalsasanantibacterial

protein,whichsuggeststhattheyprobablyfunc-
tionintheabomasum(similartothemonogastric

stomach)todegrade仇ecellwallsofbacteria

enteringkomtheforegut(30).Thecattlegenome

contains10C-typelysozymegenes(tableS14

andfig.S23),andESTevidence(flg,S23)shows
thatsixofthesevenremainingC-typelysozyme

genesareexpressedprlmarilyin theintestinal

tract,which suggestsadditionalrolesforthe

encodedproteinSinruminantdigestion.

h summary,thebiologicalsystemsmostaf-

fectedbychangesinthenumberandorganization

ofgenesinthecattlelineageincludereproduction,
imm unity,lactation,anddigestion.Wehighlighted

theevolutionaryactivity associatedwithchromo-

somalbrealq)Ointregionsandtheirpropensity for

promotlnggenebirthandrearrangement.These

changesindleCattlelineageprobablyreflectmeta -

bolic,physiologiC,andimmuneadaptationsdueto

microbialfermentationin 也erumen,theherd

environmentanditsin丑uenceondiseasebⅦlSmiS-

sion,andthereproductivestrategyofcattle.The

cattlegenolneand associated resourceswill
facditatetheidenti点cationofnovelfunctionsand

regulatorysystemsofgeneralimportanceinmam -

malsandmayprovideanenablingtoolforgenetic

improvementwithinthebeefanddairyindustries.
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jsnctudedattheendofthemanus⊂rjpt.

A
K=2

mentofindividualbreedsditferingin,forex-
ample,miu(yield,meatquality,draRability,and
toleranceorresistancetodiseaseandpests.How-
ever,despitemappinganddiversitystudies(1-5)
andtheidentificationofmutationsaffectingsome
quantitativephenotypes(6-8),thedetailedgenetic
s仕uctureandhistoryOfcattlearenothown.
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Cattleoccurastwomajorgeographictypes,
thetaurine(bumplessIEuropean,Ahcan,and
Asian)andindicine(humped-SouthAsian,and
EastA血Can),whichdiverged>250thousand
yearsago(Kya)(3).Wesampledindividuals
representing14taurine(n-376),threeindicine
(n-73)(tableSl),andtwohybridbreeds(n-
48),aswellastwoindividualseachofBubalus
quarlesiandBubalusbubalis,whichdiverged
B-omBostaunLS～1.25to2.0Mya(9,10).All
breedsexceptRedAngus(n-12)wererep-
resentedbyatleast24individuals.Wepreferred
individualsthatwereunrelatedfor≧4genera-
tions;however,eachbreedhadoneortwosire,
dam,andprogenytriostoallowassessmentof
genotypequality.
Single-nucleotidepolymoIPhisms(SNPs)that
werepolym oIPhicinmanypopulationswerepri-
marilyderivedbycomparmgwhole-genomese-
quencereadsrepresentlngfivetaurineandone
indicinebreedtothereferencegenomeassembly
obtainedfromaHerefordcow(10)(tableS2).
ThisledtotheascertainmentofSNPswithhigh
minora11ele丘equencies(M s)withinthedisI
coverybreeds(tableS5).Thus,asexpected,with
bioprogenyremoved,SNPsdiscoveredwithin
血etau血ebreedshadhigheraverageMAFs

-0.05

Fig.1.(A)PopulationStructureaSSeSSedbylnStrult.Barplot,generated
byDISTRU⊂T,depj(t5CLassjfj(atjonSWiththehighestprobabjLjtyunder
themodelthatasSumeSindependentaLLeLefrequen⊂jeSandinbreedl'ng
(oeffj⊂jentsamongassumed⊂Lusters.Ea(hjndjvjduaLjsrepresentedbya
vertjCaLbar,oftenpartitionedintoCoLoredsegmentsWiththeLengthof
eachsegmentrepreSentjngtheproportionofthejndivjduaLIsgenome
fromK=2,3,or9an⊂estraLpopuLationS.BreedsareSeparatedbybLaCk

0.00 0.05
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Lines.NDA,N'Dama;SHK,Sheko,･NEL′NeLore;BRNt,Brahman;GIR,Gjr;
SGT,SantaGertrudjS;B糊A,Beefma5ter;ANG′AnguS;RGU,RedAngus;
HFD,Hereford;NR(,NorwegianRed;HOL,Holstein;LMS,LjmouSin;⊂HL′
(haroLajS,'BSW,BrownSwjss;]ER.JerSey;GNS,Guernsey;PMT,Piedmontese;
RNtG.RomagnoLa.(B)Prjn〔jpaL⊂omponentSP(1andP(2fromallSNPs.
Taurjnebreedsremainseparatedfromjndj⊂jnebreeds,andadmjxedbreeds
arejntermedjate.
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Jdentificationofa3.71MbregionforamarbJingQTLonbovine
c如omosome4by岳de雨はag-by-desee離a円dassoeia的門aRaBysjS

｢

K･Yokouchi紫,Y･Mjzoguchi兼r十.T. Watanabe紫,E･lwamoto手,Y･sugjmoto兼andA･Takasuga紫
外ShiralくaWa∫nstituteofAnimalGenetics,Odakura,Nishigo.Fukushima961-8061,Japan.+MeijiUniversity,HigashHWta,Tama-ku,

Kawasakトshi214-8571.Japan･手HyogoPrefecturallnstituteofAgriculture,ForestryaFisheries,lくasai,Hyogo679-0198,Japan

Sumnlary QTLmappingforgrowthandcarcasstraitswasperformedusingapaternalhalf-sibfamily

composedof325JapaneseBlackcattleoffspring.NineQTLweredetectedatthe1%chro-

mosome-Wisesignificancelevelatafalsediscoveryrateoflessthan0.1.Theseincludedtwo

QTI｣formarblingonBTA4and18,twoQTLforcarcassweightonBTA14and24,two

QTLforlongissimusmuscleareaonBTA1and4,twoQTLforsubcutaneousfatthickness

onBTA1and15andoneQTLfわrribthicknessonBTA6.AlthoughthemarblingQTLon

ETA4hasbeenreplicatedwithsignificantlinkagesintwoJapaneseBlackcattlesires,the

threeQ(moremarbling)haplotypes,eachinheritedmaternally,wereapparentlydifferent.

TocomparethethreeQhaplotypesinmoredetail,high-densitymicrosatellitemarkersfor

theoverlappingregionsweredevelopedwithinthe95%CIs(65markersin44-78cM).

Adetailedhaplotypecomparisonindicatedthatasmallregion(<3.7Mb)around46CM

wassharedbetweentheQsofthetwosires,whosedamswererelated.Anassociationofthis

regionwithmarblingwasshownbyaregressionanalysisusingthelocalpopulation,in

whichthetwosireswereproducedandthiswasconRrmedbyanassociationstudyusinga

populationcollectedthroughoutJapan.Theseresultsstronglysuggestthatthemarbling

QTLonBTA4islocatedinthe3.7-Mbregionataround46cM.

Keywordsidenticaトby-descent,intramuscularfatdeposition,quantitativetraitloci.

tntrodu⊂tion

Marblingasaform ofintramuscularfatdepositionisan

importanteconomictraitthatisrelatedtobeefquality.The

regulationmechanismsandthegenesinvolvedinmarbling

arenotclear,butquantitativetraitlocus(QTI｣)mappingis

expectedtobeaneffectivemethodfordetectingthegenomic

regionresponsiblefわrmarbling.Signi丘cantQTLwithmar-

blingwererecentlydetectedonBTA4,6,7,8,9,10,14,20

and21inJapaneseBlackcattle(Mizoshitaetal.2004;

Mizoguchietal.2006;TakasugaetaI.2007),basedona

progenydesign(Welleretal.1990;Moodyetal.1997).An

identical-by-descent(IBD)haplotypeofQ(moremarbling)

orq(lessmarbling)wasdetectedfortheQTLonBTA4,6

and10,buttheseIBDhaplotypesweretoolong(>20cM)

forpositionalcloningoracandidategeneapproach.Onthe

Addressforcorrespondence
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Fukushima961-8061,Japa･n･
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otherhand,acarcassweightQTLonBTA14(CW-1)was

nappedinsevenhalf-sibfamilieswhosesuperiorQhaplO-

typeswereclusteredintotwogroups,eachspanningmore

than8cM,buttheyshareda1.1-Mbregionresponsiblefわr

theQTL(MizoshitaetaI.2005;Taliasugaetal.2007).

TheseresultssuggestedthatadditionalQTLmappingstudies

mightleadtothedetectionofareplicationofthemarbling

QTLandallowustonarrowdowntheQTLregionusing

IBD-mapplng.

Inthisstudy,weanalysedanotherpaternalhalf-sib

familyofJapaneseBlackcattleandreplicatedthemapping

ofthemarblingQTI｣onBTA4.TheQTLwaspreviously

nappedintwofamiliesandapaternallyinheritedQTI｣

explained 5.9% to 7.8% ofthephenotypicvariance

(MizoshitaetaI.2004=;Mizoguchietal.2006),whichwas

arelativelylargeeffectamongmarblingQTL(Takasuga

etal.2007).Here,Weperformedadetailedhaplotype

analysisandassociationstudyusingthemicrosatellites

developedfrom thepreviouslyconstructedphysicalmap

(ItohetaI.2005),whichallowedustonarrowdownthe

QTLregionfrom a34-cM region(39Mb)toapproxi-

mately3.7Mb.
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〃laterialsandmethods

DNAsamplesandphenotypedata

lnthisstudy,SireA7spaternalhalf-sibfamilywascon-

structedfromcarcassdataandpedigreerecordscollectedby

theJapanWagyuRegistryAssociation(Kyoto,Japan).The

offspringwererearedindifferentherdsinalocalarea.The

sireDNAwereobtainedfromsemen.OffspringDNAsamples

wereextractedfromadiposetissuesaroundthekidneythat

hadbeencollectedatthetwoslaughterhousesinthesame

localareainJapanfrom 1997to2000.Fivetraitswere

analysedinthisstudy(Table1):coldcarcassweight(CW),

longissimusmusclearea(LMA),ribthickness(RT,thickness

ofthemusclelayerinaribofbeef),subcutaneousfat

thickness(SFT)andmarbling.Marblingwasscoredusinga
beefmarblingscore(BMS)thatranksthecarcassfrom1to

12accordingtothedegreeofintramuscularfatdeposition,

wherehigherscorescorrespondtomoremarbling.These

traitsweresystematicallymeasuredbycertiaedgradersand

recordedattheslaughterhouse.

GenotyplngandQTLmapplng

Thegenomescreenwasconductedusingthemicrosatellite

markersontheShirakawa-USDAlinliagemap(IharaetaI.

2004).Themarkerswereselectedasheterozygousforthe

sireandwereatapproximately10-cMintervalsonauto-

somes.Polymerasechainreactionproductswereresolved

usinganABI3700DNAanalyzer(AppliedBiosystems).

GenotypedatawerecapturedusingGenotyper(Applied

Biosystems).

TheQTLanalysiswasperfわrmedwiththeintervalmapping

methodusingalinearregressionmodelfわrahalfJsibfamily

(KnottetaI.1996;Seatonetal.2002).Briefly,phasesofthe

sire'schromosomesweredeterminedateachpairoftwo

consecutiveheterozygousmarkersusingalleletransmission

informationtotheoffspringsothatrecombinationbetween

thetwomarkerswasminimized.Linearregressionanalysis

wasperformedaccordingtothefollowingmodel:y=Xβ+e,
whereyisthevectorofindividualphenotypicvalues,Pisthe

Table1PhenotypicdataforcarcasstraitsofSireAhalf-sib子am)ly･

OffsprJng Number Trait Average SD

Steers 263 CW.Kg

LMA,cm2

RT.cm

SFT.cm
BMS

Cows 62 CW,Kg

LMA.cm2

RT.cm

SFT.cm
BMS
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1

vectorofnxedeffects(sex,slaughteryear,slaughterhouse

andtheprobabilityhavingtheQphaselProb(Q)]atagiven

location),Xisthecorrespondingdesignmatrixandeisthe

vectorofresidualerror.AnF-Statisticvalueofregressionwas

calculatedat2-cM intervalsalongeachchromosome.To

evaluatewhethertheQTLeffectwaswellestimated,the

informationcontentwascalculatedasavarianceofProb(Q)

dividedby0.25,whichwasthemaximumpossiblevalueof

Prob(Q)(Knottetal.1998).Thecontributionratiowascal-

culatedasaproportionofthetraitvarianceexplainedbythe

paternalallelesubstitutionfromatoQ.Thresholdsforsig-

nincanceoftheF-Statisticvaluewereobtainedby10000

randompermutationsofthephenotypicdata(Churchill&

Doerge1994).Tocontroltheerrorrateofmultipletrait

analysis,weappliedthefalsediscoveryrate(FDR)proposedby

WelleretaI.(1998).Anominalp-valueforFDRwascalcul

latedateachanalysispointonthechromosome.The95%CI

oftheQTLlocationwascalculatedbybootstrapping(Visscher

etal.1996).

Microsatellitedevelopment

TheregionfromDIK2875(46.0cM)toDIK123(82.5cM)

consistedof12bacterialarti丘cialchromosome(BAC)丘n-

gerprintcontigs(Itohetal.2005)correspondingtoscaffold

NW931283-NW931289(NCBIMapViewer,Bostaurus

Build2.1).Microsatellitesequencesoverllrepeatswere

searchedinthescaffoldsequences.PCR primerswere

designedfbrthemicrosatellitesusingPrimersV.0.4.0(http://

frodo.wi.mit.edu/primer3/).Theheterozygousmarkersin
SireA wereselectedfrom thesemicrosatellitemarkers.

MarkerorderwasconfirmedbyscreeningtheCHORL24=O

bovineBAC library (http://bacpac.chor上.org/bovine240.

htm)usingthemicrosatellitemarkersfわllowedbyposi-

tioningtheclonesontheBACGngerprintcontigs(http://

www.bcgsc.ca/platfわrm/mapping/bovine),and thiswas

alsoconRrmedbythelatestbovinegenomeassemblyDos

taul･uSBuild4.0 (NCBIMapViewer)(TableSl).Some

markerswerepositionedontheBACclonesusingtheBlast

search using BLASTN againstbovine high-throughput

genomic sequences (http://www.ncbi.nlm.nib.gov/blast/

Blast.cgi).

Associationstudy

Fromthelocalpopulation,inwhichthetwosires(SireA

andBinFig.1)wereproduced,654steersof丘vepaternal

half-sibfamilies(notincludingSireA,BandSireCfamilies)

werecollected.Orthem,109BMS-high(BMS≧8)and162

BMS-lowsteers(BMS≦4)weregenotyped.Thenumbers

from thefamilieswere4-85inBMS-highand10-72in

BMS-lowgroupsrespectively(TableS2).Microsatellitesthat

wereheterozygousineitherSireAorSireBandhadmore

thanthreeallelesinthepopulationwereusedfb∫thetest.
Themarkerintervalswerelessthan2.3Mb.Fivesireswere

㊨2009TheAuthors,JournalcompiJation㊨20095tichtinglntemationaIFounda･tionforAnimalGenetics,Anima/Genetics,40,945-951
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F=igure1PedigreeofthesiresinwhichthemarblingQTLonBTA4
weredetected.SireA(thisstudy),SireB(Mizoguchieta/.2006)and
SireC(MizoShitaeta/I2004)ITheSquareindicatestheloca一areawhere
SiresAandBwereproduced.

alsogenotypedandthephaseofsire'schromosomeswas

determinedinthesamewayastheQTLanalysis.Thisis

showninTableS2.Followingthis,probabilitiesofalleles

transmittedfromasiretoanoffspringwerecalculated.For

258ofthe271steers,paternallyinheritedalleleswere

successfullydeterminedwithf'>0.7fわreverymarker.As
fortheresidualsteers,theallelesestimatedwith P>0.7

wereusedfわrtheanalysis.Thematernalalleleswere

determinedbyremovingthepaternalalleles(thosewith

P>0.7)fromtheoffspringgenotype.Toconsidertheeffect

ofbothpaternalandmatemalalleles,anassociationwith

marblingwasassessedbyalinearregressionorthenumber

oftheQallele(0,1or2)ontheBMSscoresateachofthe

twoadjacentmarkers.Anominal p-valuewasobtained

fromtheF-Statisticvaluewiththedegreesoffreedom(P,n-

p-1)ateachlocation,whereP=1,andnisthenumberof

theindividualswhosediplotypesweredetermined.

A fわllow-upstudywasperfわrmedusingapopulation

collectedthroughoutJapan.From19100steers,406BMS-

high(BMS≧8)and411BMS-low (BMS≦4)steerswere

chosentoincludenomorethansixpaternalhalfJsiblingsin

eachgroupandgenotypedusingeightmarkersbetweenMl

andM9.Allelefrequenciesoftwoconsecutivemicrosatellite

markerswereestimatedusingtheARIJEQUINProgram(http://

lgb.unige.ch/arlequin/).Association with marblingwas

Table2SummaryoftheQTLdetectedinSireAhalf-sibfamlly.

rdentifjcationofa3.7-MbregionforamarblingQTLonBTA4 947

assessedbyFisher'sexacttestcomparingtheQandnon-Q

allelefrequenciesoftwoconsecutivemicrosatellitemarkers

betweenBMS-highandlowgroups.

Resu]tsanddiscussion

QTLmappinginSireAfamily

WeconstructedSireA'shalf-sibfamily,composedof325

0ffspring(263steersand62cows)andperformedagenome

scanusing225microsatellitemarkerson29autosomes

(Shirakawa-USDAlinkagemap,Iharaetal.2004).Markers

wereselectedatapproximately10-cMintervals,exceptfわr

chromosomes9and22(3markersoneachchromosome),
onwhichwecouldnotnndinformativemicrosatellite

markers.The31microsatellitemarkersbetween26and

lO9cM on chromosome9 andthellmicrosatellite

markersbetween0and56cM onchromosome22were

homozygousinSireA.Theremaybewidehomozygous

regionsonthesechromosomesbecauseSireA'sparents

wererelated(Fig.1).Theoverallaverageinformationcon-

tentwas0.71.QTLanalysiswasperfbrmedwithaninterval

mappingmethodusingalinearregressionmodel(Knott

etaI.1996).ThepowertodetectapaternallyinheritedQTL

accountingfわr5%andlO%ofthephenotypicvariancewas

estimatedtobe67% and97% respectively,atthe1%

Chromosome-wisesigniacancelevelusing3000ffspring

(TakasugaetaI.2007).WedetectednineQTI｣forcarcass

traitsat1%Chromosome-wisesigniacancelevelsthatalso

passedtheFDRthreshold(<0.1)(Weltereta1.1998):two

QTLfわrmarblingonBTA4and18,twoQTI｣fわrCW on

BTA14and24,twoQTLforLMAonBTA1and4,twoQTL

forSFTonBTA1and15andoneQTLforRTonBTA6

(Table2).

Amongthem,amarblingQTLonBTA18,anLMA(〕TL

onBTA1,twoSFTQTLonBTA1and15andan RTQTL

onBTA6werearstnappedintheJapaneseBlackcattle

population,andtheotherQTLwerenappedintheregions

thatoverlappedwithpreviouslydetectedQTIJ(Takasuga

Qtoqallele Genome-wise

No･ Average Position substitution Contribution Chromosome-wise slgniflcance

Trait Chromosome markers lC (cM) F-statistic effect ratio(%) FDR significancerevel leve一
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<0.01

<0.01
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≠2ndscan(FDRisthevaluecalculatedinthelstscan).
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etaI･2007).TheCW QTIJOnBTA14wasareplicationof

CW-1 (Mizoshita etaI.2004;Mizoguchietal.2006;

Takasuga etal.2007),which wasconBrmedusing six
microsatellitemarkersfrom DIK7012toDIK7020asde-

scribedpreviously(TakasugaetaI.2007).Themarbling

QTLonBTA4wasexpectedtobethesameasthosedetected

inSireB(MizoguchietaI.2006)andSireC(MizoshitaetaI.

2004),because the three sireswere related (Fig.1).

Therefore,itwasBne-mappedbyaddingllmicrosatellite

markers(Fig.2a).ThemaximalF-statisticvaluewas10.90

atposition44cM andthepaternalQexplained3.0%ofthe

totalvariance (Table2).The 95% CIwas 30-88cM

(Fig.2a).TheFproBIesofthethreesiresweresimilarand

the95%CIoverlappedbetween47and75cM(SireB'sQTL,

47-75cM;SireC'sQTL,47-76cM;Fig.2b).

ldentical-by-state(lBS)Q regioninthemarbling

QTLonBTA4

AsthemarblingQTLonBTA4wasexpectedtobearep-

1icationoftheQTLdetectedinSiresBandC,wecompared

thehaplotypesofthethreesires.Asreportedpreviously,
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Figure2MarblingQTLonBTA4detectedinpaternalhalト5ibfamilies.

(a)F-statisticprofjleofSireA･HorizontaJlineindicatesthethresholdfor

thechromosome-wise1%levelsofmarbling.Brolくenlineindicates
informationcontentBoxesonthex-axisindicatethe95%CI～.Marlくer

positionsareshownastriangle50nthex-axis.(b)F-statisticprofilesof
SireB(solidline,Mizoguchieta/.2006)andC(dottedline,Mizoshita
eta/.2004).Boxesonthex-axisindicatethe95%CloftheSireB's

QTL(upper)andSireC'sQTL(lower).Thegreyrectangleunderthe

S ireA SireB SireC

cM Q q Q q Q q

Figure3Haplotypecomparisonbetween44.5and77.6cMonBTA4.
SireA'sQaHelesarecolouredblack.andcommonaHelesoftheother
twoSireforQarealsocoloured.Markerlocationswereobtainedfrom

theShirakawa-USDAbovinelinlくagemap(lhara,eta/.2004)andBA仁

paneJrepresentstheintervalappliedforhaplotypecomparison･ fhgerprintcontigs(httpニ//www.bcgsc･ca/platform/mapping′bovine)･
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Markerposition

F=igure4Associationanalysisbetween44.5
and77.6cMonBTA4,ThenumberofQalleles

inthepaternalandmaternalhapJotypes(0,1or
2)wasrinearlyregressedontheBMSscoresat
eachsetofadjacentmarkers.Anominalp-vaJue
wasobtainedfromtheF-Statisticvaluewith

degreesoffreedom(P,n-p-1)ateachlocation,
whereP=1andnisthenumberofindividuals

whosediplotypesweredetermined.Thesolid
andbroJくenlinesindicatethep-vafue5Obtained

forSireA'SandSireB'sQa‖elesrespectively.The
horizontaHinesindicatethethresholdsof

Bonferroni-Correctedp-values(P<0.05and
P<0.01).*M24-M26,SireB'sQa‖eFewasnot
detected.

(a)OIB
o2-

2

3

5

SiresBandCsharedaqhaplotype,whereastheQswere

different(TakasugaetaI.2007).SireAalsosharedtheq

haplotype,whichwasinheritedpaternally(Fig.3).Onthe

otherhand,SireA'SQwasapparentlydifferentfromboth

SireB'sandC'sQs.AsSireAwasrelatedtoSireBboth

paternallyandmaternally(Fig.1),weexpectedthatanIBD

QregionbetweenSireAandBwouldexist.Therefore,a

totalof65microsatellitemarkerswerepreparedbetween44

and78cMtocovertheoverlapping95%CIandwereused

tocomparetheQhaplotypes(Fig.3).Themarkerinterval

waslessthan1.6-Mb,exceptforthe2.3-Mbintervalbe-

tweenM59andM60,wheretwoothermicrosatelliteswere

notpolymorphicinthesires(TableSl).
SiresA andBharbouredthecommonallelesforaye

consecutivemarkersaround46cM(2.3Mbregionbetween

M4andM8)intheirQs,butforlessthanthreeconsecutive

markersin otherregions(M29-30:192kb;M45-46:

385kb;M57-58:33kb;M61-62:130kb).ThisIBSregion

around46cM mightbeIBD.Ontheotherhand,an

apparentIBSwiththreeconsecutivemarkerswasdetected

around52cM (1.7MbregionbetweenM17andM19)in

theQsofSiresAandC(Fig.3).Thisregion,however,was

homozygousinbothSiresAandC(Fig.3),andthereforewe

didnotinvestigatethisregionfurther.

AssociationofthelBSQ regionwithmarbling

WethenexaminedwhethertheIBSregionaround46CM

wasassociatedwithmarbling.As allthedamsofthepedi-

greeofSiresAandBbelongedtothesamelocalpopulation

(Fig.1),WeexpectedthatthesuperiorQmightbewidely

distributedinthislocalpopulation.Therefore,wechosefive

sireswithmanyoffspringinthispopulation,and654steers

oftheiroffspringwerecollected(TableS2).Fromthispop-

ulation,109BMS-high(BMS8)and162BMS-low(BMS4)

steersweregenotyped,andpaternalandmaternalhaplo-

- Q_SireA
--IQ_SireB

Bonferroni0.05

Bonferroni0.01

typeswereestimated.Ofthe65microsatellitemarkers

coveringthe44.5-77.6cMregion,49microsatellitesthat

wereheterozygousineitherSireAorSireBandhadmore

thanthreealleleswereusedfわrtheanalysis.Thehetero-

zygosityofthesemicrosatellitesrangedfrom0.28to0.77.

Themarkerintervalswerelessthan2.3Mb(TableSl).To

considertheeffectofboth paternally andmaternally

inheritedQhaplotype(TableS2),aregressionanalysiswas

performedforeachsetofadjacentmarkers.Thecentr0-

meric-sideregionwasmostsigniacantlyassociatedwith

marbling(Bonferroni-correctedP<0.01;Fig.4).TheM4-

M7regioncorrespondedtotheIBSregionaround46cM.

TheQallelefrequenciesofM5-M6were0.75inBMS-high

and0.62 in BMS-low groupsrespectively.SireB'sQ

haplotype,comprisingM3andM4,wasalsoassociatedwith

marbling,butthisassociationappearedtobederivedfroma

longerQhaplotypefrom M3toM7.SireB'sQallelefre-

quencyofM3-M4(0.68inBMS-highand0.49inBMS-low

groups)wascomparabletothatofM6-M7(0.67inBMS-

highand0.50BMS-lowgroups).
Tofurtherexaminetheassociationorthiscentromeric

region,apopulationcollectedthroughoutJapanwasused.

Table3AssociationofSireB'sQaHelewithmarbFing.

Bonferroni-

corrected Qfreq]n Qfreqin

Region p-va山e p-value BMS-high(%) BMS-low(%)

M1-M3

M3-M4

M4-IVt5溌

IV15-lVt6井

M6-M7*

M7-M8

M8-M9

0.2086

0.0187

0.0015

0.0012

0.0035

0.0079

0.0733

1

1

8

4

5

3

3

1

0

2

5

1

.
1

0

0

0

0

5

1

0

0

0

0

0
0

3

8

4

8

つ
エ

3

5

2

1

3

2

2

2

0

4

6

1

6

8

3

2

1

2

2

1

1

兼TheM4-M7regJOnisanlBSbetweenSireA'andB'sQhapfotypes･
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From 19100steers,406BMS-high(BMS≧8)and411

BMS-low (BMS ≦4)steerswerechosentoincludeno

morethansixpaternalhalf-sibsineachgroupandwere

genotypedusing eightmarkersbetween Ml andM9

(Table3).TheIBSregionbetweenM4andM7wassig-

niacantlyassociatedwithmarbling(Bonferroni-corrected

P<0.05),whereasSireB'sQofM3-M4=wasnotsignif-

icantly associated (Bonferroni-corrected P=0.13).The

resultthattheassociationoftheIBSQregionwasrep-

1icatedinthislargeless-relatedpopulationstronglysug-

geststhatthemarblingQTLislocatedintheIBSregion.

Inthispopulation,theQallelefrequencywaslowerthan

thatinthelocalpopulation(M5-M6:0.28inBMS-high

and0.21inBMS-lowgroups).Arelativelyhighfrequency

oftheIBSQregioninthelocalpopulationmightbea

resultora breeding history ofthispopulation that

emphasizedselectionfわrmarbling.

TheIBSQregionbracketedbyM3andM9Comprises

3.7Mb on the bovine genome assembly Btau4.0

(TableSl).Asindicatedbythecomparativemaps(Everts-

vanderWindetaI.2005;ItohetaI.2005),thisregion

showsaconservedsyntenywithhumanchromosome7.

Thecorrespondingregiononhumanchromosome7con-

tains20genes.Severalgenesamongthem,suchasPBEFl

andSYPLl,areinvolvedinadipocytefunction.PBEFl

(alsocalledNampt),anadipocytokineexpressedmainlyin

visceralfat,isrelatedtoobesityandinsulinresistance

(Beltowski2006).PBEFlexpressionisincreasedduring

adipogenicconversion(KralischetaI.2005).SYPLl(also

calledpantophysiTl)isalsoabundantinadiposetissueandis

associatedwithGIJUT4-containingvesicles(BrooksetaI.

2000).Althoughtheregulatorysystem ofbovineintra一

muscularfatdifferentiationand/orfatdepositionhasnot

beenelucidated,thesegenesarestrongcandidatesfb∫this

marblingQTL

Perspective

BasedonaQTLanalysesofcloselyrelatedsiresandasso-

ciationanalysisusingalocalpopulationandalargerpop-

ulationcollectedthroughouりapan,Weharroweddownthe

regioncontainingamarblingQTLonBTA4toa3.7-Mb

region.SireCsQallelesbetweenM3andM8weredifferent

fromthoseofSiresAandB(Fig.3).SireCmighthavea

differentallele(mutation)oftheQTLorhaveadifferentQTIJ

fromthatofSireAandB.Sequencinganalysisofthecan-

didategenesaswellasothergenesinthecriticalregionwill

revealthegeneresponsiblefb∫theQTI｣andprovideanovel

mechanismforbovineintramuscularfatdevelopment.

ACknowledgements

TheauthorsthankY.Sohmafわrtechnicalassistance.This

workwassupportedbytheJapanRacingandLivestock
PromotionFoundation.

References

BeltowskiI.(2006)Apelinandvisfatin:uniquè b̀eneBcial''adipo-
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Abstract

Background:Growth-relatedtraitshavebeenmappedonbovinechromosome6(BTA6)in

variousbovinebreedpopulationsIWepreviouslymappedaslgnificantquantitativetraitlocus

(QTL)forcarcassandbodyweight(CW-2)between38and55crlonBTA6usingaJapaneseBlack

half-sibfamily･AdditionalQTLmappingstudiesdetectedfourQTLforbodyorcarcassweightthat

overlappedwithCW-2inJapaneseBlackandJapaneseBrownhalf-sibfamiliesITomaptheregionin

greaterdetail,weappliedcross-breedcomparisonsofhaplotypesthathavebeenshowntobe

powerfulinCanine･

Results:VVeused38microsatellitemarkerstosearchforasharedQ(increasingcarcassand/or

bodyweight)haplotypewithinthe17-cMCW-2regionamongfivesires･Linkagedisequilibrium

mappingusingmaternalaHelesoftheoffspringshowedthatan8151kbsharedQhaplotypewas
associatedwithbodyorcarcassweightinbothbreeds･Theadditionof43singlenucleotide

polymorphism(SNP)markersnarrowedtheregionto591kbcontaining4genes･TheSNPchanging

lle-442toMetinNCAPG(chromosomeCondensationproteinG)wassignificantlyassociatedwith

carcassweight(p<I.2×10~ll)inalargeJapaneseBlaClくPOPUlationaswe‖asinthefivefamilies･
TheQalleleoftheSNPwasalsoassociatedwithalargerlongissimusmuscleareaandthinner

subcutaneousfatthicknessinsteersofallfivefami一ies,indiCatlngthattheCW-2locusispleiotroplC
andfavorableformarker-assistedselectionofbeefcatde.

ConClusion:A59I-kbcriticalreglOnforCW-2wasidentified･TheSNPchanglngHe-442toMetin

NCAPG(ChromosomecondensationproteinG)CanbeusedasapositionalcandidateofCW-2for
marker-assistedselection.
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Background
Bodysizeisoneofthemostvisibleanimalcharacteristics
andmanygenescanaffectbodysize.Incattle′bodysizeis
correlatedwithmeatquantity,aneconomicallyimportant
traitthatvarieswithinandacrossbreeds.Wepreviously
perfわrmedbovinequantitativetraitlocus(QTL)mapping
forgrowthandcarcasstraitsusingJapaneseBlackpaternal
half-sibfamiliesconstructedfromacommercialpopula-
tionl1-3].Inthesestudies,acarcassweightQTL,CW-1on
bovinechromosome14(BTA14)′wasdetectedin丘ve
familieswithsigniflCantlinkagesandsuccessfullynar-
roweddowntoa1.1-MbreglOnbyidenticaLby-descent
mapping【3】andlinkagedisequilibrium (LD)mapping
l4】.IncontrastwithCW｣′anothersignificantQTLfor
carcassandbodyweight′designatedCWL2′on石TA6was
replicatedata10/ochromosome-wiseslgnificancelevel,
butthetwosignificantlysegregatlngSlreShadnoapparent
sharedQhaplotypesl3].LDmappingonlynarrowedthe
regiondownt013.1Mb(SeeResults)･WethusChanged
strategiestOnarrowdowntheCW-2reg10n･Werecently
detectedcarcassweightQTLinregions血atoverlapped
withCW-2inJapaneseBrownpopulations.TheJapanese
Blackbreedwasestablishedin1948,basicallyfromindig-
enouspopulationsoftheJapaneseIslands,whiletheJap-
anese Brown breed orlglnated from indigenous
populationsoftheKoreanPeninsula.Approximately100
yearsago,theKoreancattlewereimportedtoJapanand
crossedseveraltimeswithSimmentalbulls,followedby
theestablishmentoftheJapaneseBrownbreedin1948.
Therefbre′itcanbeestimatedthatthetwoindigenous
populationshavesuⅣivedseparatelyfわrthousandsof
years.Itwillbeinterestlngifacommon〔ar〔assweight
QTLispresentacrosstheentireBostauruspopulation.
Indeed,theCW-2reg10nWasrepeatedlyhighlightedforits
associationwithgrowth-relatedtraitsinamixedbreed
population[51′postweaninggrowthinabeefcattlepop-
ulationl6],andweightandbodylengthatbirthinaCha-
rolaisxHolsteincross-bredpopulationl7].Thesedata
indicate血atCW-2maybesharedacrossbreeds.Ⅰfthisis
thecase,cross-breedcomparisonsmightbeusefulfor
fine-mappingtoidentifyasharedhypotheticalidentical-
by-descenthaplotype.

Indogs′cross-breedcomparisonshavebeenproposedfor
fine一mappingto pinpointdisease-related genes【8].
CanineLDpatternsreflecttwobottlenecksindoghistory
(earlydomesticationandrecentbreedcreation)andlong-
rangebreed-speciflChaplotypeblocksretaintheunderly-
ingshort-rangeancestralhaplotypeblocks,suggesting
thatgeneticriskfactorsaresharedacrossbreeds.Thissitu-
ationprovidesforanefficientmappingStrategy:initial
mapplngwithinbreedsandsubsequentfine-mapplngby
cross-breedcomparisons.Thestrategywasvalidatedin
coatcolorandhairridgestudiesl9],inwhichcross-breed
comparisonssuccessfullyrefinedthelocationofthecoat

http://www.biomedcentral.com/1471-2156/10/43

colorlocus丘om800kbto100kbwithintheplgmenta-
tion-relatedgene.Arecentstudyincattlealsorevealed
footprintsofancestralLDatshortdistances(<10kb)and
theseancestralblocksareorganizedintolargerblocksofa
fewhundredkilobaseswithinabreedl10].

Here′wedemonstratethatcross-breedcomparisonsare
alsoefficientforfine-mappingofQTLincattle.TheCW-2
locuswasnarroweddownfroma17lCMregiontOa5911
kbregionsharedbytheJapaneseBlackandJapanese
Brownbreeds.Furthermore,asinglenucleotidepolymor-

phism(SNP)changingIle-442toMetinNCAPG(chrO-
mo誓mecondensationProteinG)wasidentifiedasa
posltlOnalcandidate.TheNCAPGICORLJlocuswas
recentlynappedasalocusassociatedwithhumanadult
heightl11,12].Thefindingsofthepresentstudyindicate
thatgeneticvariationsinNCAPGmayaffectbodysizein
cattleaswellasinhumans.

Resu一ts

CoreossondlorbodyweightQTLinJ坤OneSeBlockand
J坤OneSeBrowncatt′e

Carcassand/orbodyweightQTLonBTA6werenapped
inthreeJapaneseBlackhalf-sibfamilies(SiresA-C)and
twoJapaneseBrownhalf-sibfamilies(SiresDandE;Fig-
ure1;Additionalfile1).SiresAandBhadthesameQ
haplotype(Ql)intheQTLregion,whereasSireChada
differentQhaplotype(Q2)(Figure2A)･SireEisanoff-
springofSireDandinheritedtheQhaplotypeofSireD
(Q3).ⅠntheseQTLanalyses,thehighestF-statisticwas
obtainedinSireA'sfamily,whoseQTLwaspreviously
designatedasCW-2[3].Becausethe950/oconfldence
intervals(CI)oftheQTLintheotherfamiliesoverlapped

withtheCW-2resion(38-55cM)′weassumedthatthese
QTLhadanidenticalgeneticoriginandattemptedtofind
asharedhaplotypeamongthethreeQhaplotypes.By
comparingthethreeQhaplotypesusing38microsatellite
markerswithaninteⅣaloflessthan1.18Mb′山reepos-

sibleidenticaLby-state(IBS)Q regionsweredetected
between38and55cM:DIK9006-BMS2508(663kb)′
DIK9010-DIK9011 (537kb)′andDIK4852-DIK9017
(815kb)(Figure2A,･Additionalfile2)･

EdentBko l-by-S地軸h坤lotypeossociotedwithcorcossand

bodyweight

ToexaminewhetheranyofthepossibleIBSreglOnSWere
associatedwithcarcassorbodyweight,weperformedLD
mapplngbetween38and54CMusingthematemalalleles
oftheoffspringfromSireC(JapaneseBlack)andSiresD
andE(JapaneseBrown)(Figure3)･TheoffTspringsteers
weredividedintotwogroupsaccordingtotheirpatemally
inheritedhaplotypes(Qorq)inthisregion･Theaverage
carcassorbodyweightwasthencomparedbetweenthe
steersthatharboredtwoconsecutiveQ allelesin血e

matemalallelesandtheothersteersineachgroup.InSire
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Figurel
F-Statisticprofilesforcarcassorbodyweight(SireConly)onBTA6･Markerlocationswereobtainedfromthe

ShirakaTa-USDAlinkagemapl20】･Boldandthinlinesindicateafixed-effectQTLmodelandafixed-effectQTLmodel
accountlngfortheeffectofSNP-9ofNCAPG,respectively･Theboxesonthex-axisindicatethe95%CloftheQTL･Thehori-
zontallinesindicatethethresholdsforChromosome-wise0.1%(--),1%(--),and5%(一一-)significancelevels･
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Figure2
HaplotypecomparisonintheCW-2region.TheaHelessharedamongtwoorthreeQhapZotypesarecoloredlightgreyor
grey,respective‡y･Thealleleshomozygousinasireareshowninitalics･TheregJOnShomozygousformorethantwoconsecu-
tivemarkersareboxed.(A)Haplotypesbetween38and55cM.LocationsofthemicrosatellitemarkersintheBACfingerprint

mapareshownl27】･(B)Haplotypesaroundthecritical59 Hくbregio.n･(C)Geneslocatedinthe59l-kbregion･Exonsareindi-
catedbythevertica川nes･EacharrowshowsthelocationanddirectlOnOfatransc叩t･

C.sfamily,thefrequencyoftwoconsecutiveQ2alleles
amongthematernalalleleswasless血an3% inmost
regions,whilethefrequencyoftwoconsecutiveQlalleles
wasgreaterthan170/obetweenDIKIO58andDIK9019･
Therefore,averagebodyweightwascomparedbetween
thesteersharboringQlallelesinthematernalallelesand
thoseharboringnon-Qlalleles,andbetweenthesteers
harboringmaternalQ2allelesandthoseharboringnon-
Q2alleles,intheregionswherecorrespondingQfrequen-
ciesfb∫twoconsecutivemarkerswerehigher血an5%.

BodyweightwassigniflCantlyhigher(p<1013)inthe
regionsbetweenDIKIO58andDIK9019inthematernal
Ql-harboringsteersthaninthenon-Ql-harboringsteers
inthepaternalq-inheritedoffspringgroup(Figure3A).
ThisfindingallowedustonarrowdowntheCW-2reglOn
tothe13.1MbflankedbyDIK1058andDIK9020,which
containedallpossibleIBSregions.Asf♭rQ2′SireCwas
homozygousinthetelomericpartatthe95%CI(Figures
1and2)′whichallowedustonarrowdown血eQTLto
thecentromericsideofDIK9017.
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Figure3

LDmappingusingmaternalaHelesoftheoffspringinjapaneseBh｡kandJapaneseBrownfamilies･Theチverage
ofslaughteryear-andage-adjustedbodyor｡ar｡.assweightwascomparedbetweenthesteersharboringtwoconsecutNeQ
allelesinthematernalallelesandothersteersuslngai-test,Thebrokenandsolidlinesindicatethep-valuesforthepaternalQ-

andq-inheritedoffspriTg･respectively･(A)JapaneseBLackSireCfamily･Openandclosedmarksindicatethep-valuesfortheQl
andQ2alleLes,respectlVely･(B)JapaneseBrownfamiliesofSiresDandE･
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InJapaneseBrownfamilies,offspringfromSiresDandE
werecombinedtomaximizethenumberofoffsprlng.
CarcassweightwashigherinDIK4852-DIK9016(p-
0.011)andinDIK9019-MNB202(p-0.0052atDIK9019-
DIK9020)inthematernalQ3-harboringsteersthaninthe
non-Q3-harboringsteersamongtheoffspringwiththe

pat.ernallyinheritedqhaplotype(Figure3B)･Thetwo
reglOnSWereinlinkagedisequilibrium.Among161Steers
thatinheritedthepaternal〟haplotype′50harbored
maternalQ3inDIK4852-DIK9016,310fwhichharbored
maternalQ3inDIK9019-DIK9020.0ntheotherhand,
allofthesteersthatharboredmaternalQ3inDIK9019-
DIK9020 also harbored maternalQ3 in DIK4852-

DIK9016.TheDIK4852-DIK9016reg10nWasincludedin
thenarrowed-downCW-2reg10nandcorrespondedto
oneofthepossibleIBSreglOnS,WhereastheDIK9019-
MNB202reglOnWasincludedinahomozygousreglOnin
SireC.AnassociationoftheDIK4852-DIK9016reglOn
withcarcassweightwasalsoobservedamongoffspring
withthepaternallyinheritedQhaplotype.

Theseresultsstronglysuggestthatthecausalallelesinthe
threeQTLhaplotypesQl,Q2,andQ3areidentical,and
thattheIBSregionbetweenDIK4852andDIK9017might
beresponsiblef♭rtheQTL.

Ile-442-JVIetMutationosapositionalcondidote
ThepossibleIBSreg10nbetweenDIK4852andDIK9017
correspondstothe17.2to17.9-MbreglOnOnhuman
chromosome4thatcontainssixgenes(LAP3′MED28′
FAM184B′C6H40130,NCAPG,andLCORL)[13-15].To
examine血ereglOnindetail′SNPsweresearchedfわrby
resequencingSireAintheco°ingreglOnSOfthesixorthoL
ogous bovine genes (LAP3′ MED28′ LOC523874′
C6H4oTf30,NCAPG′andLOC540095)andgenotypedin
thefivesires(Figu1-e2B;Additionalfile3)･Thisensured
andreflnedtheIBSQregiontoan879-kbinteⅣalnanked
bySNp-0andBTC-071108**.Inaddition′thetelomeric
partofthereglOnfromBTA-09966**toBTC-071108**
washomozygousinSireC′resultinglnthenarrowlngOf
theCW-2reglOntOa591lkbinterva1月.ankedbySNPl0
andBTA-09966**(Figure2B;Additionalfile3).

The critical5911kb region contained four genes
(LOC523874′C6H40130′NCAPG′andLOC540095,･Fig-

ure2C)･Intheircoding.regions,fournon-synonymous
SNPsandonelndelcauslnganaminoacidinsertionwere
foundinSireA(Figure2BC,･Additionalfile3).Acausative
sequencevariation′however′shouldbeheterozygousin
allfivesires.Amongthesequencevariationsinthecoding
regions′onlytheSNPine又on9ofNCAPC(SNp-9)that
substitutesaMet(ATG)forIle-442(AlT)washetero-
zygousinallfivesires.FourintronicSNPslocatingln
LOC523874,NCAPG,andLOC540095werealsohetero-

http://www.biomedcentral.com/147112156/10/43

zygousinallfivesires(bUSOlj8,NGS-45457,SNP16,
andBTC-041023inFigure4C;Additionalfile3).

ToassesstheassociationoftheseSNPswithcarcass

weight,187steersselectedfrom the4.7% extremesof
7990JapaneseBlacksteersweregenotyped.SNp-90f
NCAPChadthestrongestassociation(p<1.2×10~11′
Fisherlsexacttestforindependence;frequencyofG-allele,
0.14;Figure4A;Additionalfile3),anditwasinstrong
linkagedisequilibriumwiththefourintronicSNPs(Fig-
ure4BC).ThesedataindicatedthatSNp-9isthemost
approprlateCW-2markeramongtheexaminedSNPsasa
candidatefわrthecausativesequencevariation′although
threeothergenesareinthesameLDblockandcannotbe
excludedascandidategenesforCW-2.

TofurtherconfirmtheassociationofSNPl9withcarcass

weightinJapaneseBrownaswellasJapaneseBlackpopu-
1ations,thesteersofallflVefamiliesandthecowsofSire

DrsoffspringweregenotypedwithSNp-9andaveragecar-
cassweightwascomparedbetweengenotypesineach
family.Becausesteersandcowssometimesshowdifferent
traitcharacteristics′thecowswereseparatelyevaluated
fromthesteersinSireDfamily(Figure5)･TheG/G一geno-
type(442-Met/MetofNCAPG)andG/T-genotype(442-
Met/IleofNCAI'G)hadsignificantlygreateraveragecar-
cassweightthantheT/T-genotype(442-Ile/IieofNCAPG)
inthesteersofallfiVefamiliesandthecowsofSireDrsoff-

spring(p<0.01,t-test).ThecarcassweightoftheG/G-gen-
otypetendedtobehigherthanthatoftheG/T-genotype,
butthedifferencewasslgnificantonlyinthefamiliesof
SiresBandE.TheeffectofSNp-9wasalsoconfirmedby
QTLanalysesincludingthegenotypeofSNp-9asaflXed
effect.TheQTLpeakswereallextinguishedbyincluding
theSNp-9genotype(Figure1).Thesedataconfirmedthat
SNp-90fNCAPGisapositionalcandidateforthequanti-
tativetraitnucleotideforCW-2.

PIeiotropyofCW･2
QTLmappingstudiesdetectedQTLfわrthelongissimus
musclearea(LMA)andsubcutaneousfatthickness(SFr)
inthereglOnSOVerlapplngWi血 CW-2atlessthan5%
Chromosome-wisesignificancelevelsinfamiliesofSiresA
andB(Additionalfile4).AQTLforLMAwasalsodetected
inSireD.sfamilyatthe10/ochromosome-wiseslgnifi-
Cancelevel(Additionalfile4).TheseQTLpeakswerealso
extinguishedinafTIXedeffectQTLmodelaccountingfor
theeffectofSNP-9(Additionalflle4).ThereforetheSNp-
9genotypesweretestedforLMAandSFrineachfamily
(Figure5).TheG/G-orG/T-genotypeshadasignificantly
greateraverageLMAthantheT/T-genotypeinthesteersof
thefiVefamiliesandthecowsofSireDrsoffspring(p<
0.01,i-test),although thecorrelationbetweencarcass
weightandLMAtraitswasnothigh (r-0.26-0.54).On
theotherhand,theG/G-genotypehadasignificantly
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Assodationstudyinthe]BSregionusingaJapaneseBlaCkpopulation･(A)AssociationoftheSNPswithcarcass
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forthe187steers.
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F:igureS
AssociationoftheSNp-9genotypesofNCAPGwithCarCassweight,LMA,andSET.Thesteersofthefivefam‖ies
andthecowsofSireD-sfamilyweregenotypedwithSNp-9･ThenumberofoffsprJngOfeachgenotypeisshowninthebarof
theupperpanel･Theayeragesofslaughteryear-andage-adjustedphenotypICValueswerecomparedbetweengenotypesusJng
aトtest.*,P<0.05;**,p<0.Ol;***,p<0.00l.
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loweraverageSFTthantheT/TorG/T-genotypesinthe
steersoftheflVefamilies(p<0.039,i-test).Thisisapar-
ticularly interestingflndingbecausethecorrelation
betweencarcassweightandSFrtraitswasγ-0.18-0･39in
eachfamily(Additionalfile5),meaningthatgreatercar-
cassweightwascorrelatedwiththickerSFr.Forexample′
aQalleleofanothercarcassweightQTLCW-ionBTA14
isassociatedwithgreatercarcassweightandthickerSFr
l1].InCW-2,however,theSNp-9genotypewasassociated
withthinnerSFTinthesteersofthefivefamilies,indicat-

ingthattheCW-2locusispleiotropic.Theresultsfurther
supportthenotionthattheCW-2QTLintheJapanese
BlackpopulationisthesameastheQTLinarespective
positionintheJapaneseBrownpopulation.

Discussion

Hereweshowthatcross-breedcomparisonsareusefulfor
fine一mappingoftheQTLincattle′asrecentlydemon-
stratedinthefine-mapplngOfamonogenictraitlocusin
dogs囲.WedetectedacarcassweightQTLonBTA6in
twobreedpopulations,JapaneseBlackandJapanese
Brown.ThegeneticdistancebetweenthetwoCattlebreeds
canbethousandsofyears′becausetheirancestorshave
survivedseparatelyontheJapaneseIslandsandthe
KoreanPeninsula.LinkagedisequilibriummapplnguSlng
thetwobreedsnarrowedtheCW-2QTLregiontoa591-
kbsection.ComparisonoftheQhaplotypesinheritedin
differentlineagesis,therefore,ausefulstrategyfornar-
rowingdownaQTL

OneofthecriticalissuesshouldbewhethertheCW-2Q

intheJapaneseBlackpopulationisidenticaltotheQTLin
theJapaneseBrownpopulation.Inthisstudy,theeffects
oftheCW-2oncarcassweight,LMA,andSFTtraitswere
similarinthetwobreedpopulations.Namely′theCW-2
Qallelewasassociatedwithgreatercarcassweight′larger
LMA′andthinnerSFr.Importantly′al血oughgreatercar-
cassweightisgenerallyassociatedwithathickerSFr′in
bothpopulationstheCW-2Qallelewasassociatedwitha
thinnerSFr.Inaddition′QTLfわrgrowth-relatedtraits
werenappedaroundtheCW-2regioninvariousCattle
populationsl5-7],suggestingthattheCW-2Qalleleis
widelydistributedinBoStaurusPOPulations.

The 591-kb critical reglOn contains four genes,
LJOC523874,C6H4orf30,NCAPG,andLOC540095(the
bovineorthologofLCORL).TheNCAPC-LCORLregion
wasrecentlyidentifiedasaQTLforhumanadultheight
lll,12].AnSNPcausingIle-442toMetinNCAPGwas
detectedasapositionalcandidatefわrthequantitativetrait
nucleotideforCW-2.TheNCAPGgeneencodeschromo-
somecondensationsubunitC′whichisacatalyticsubunit
ofthemammaliancondensinIcomplex.DisruptlOnOf
theNCAPGortholog(cnd3)causesdefectivechromosome
condensationinfissionyeastl16],whileinDrosophila,

http://www.biomedcentral,com/1471-2156/10/43

theNCAPGortholog(Cap-G)isessentialforchromosome
condensationinthemetaphaseofsingle′unreplicatedsis-
terchromatids′andalsohasaroleduringtheinterphase
inregulatingheterochromaticgeneexpression【171.In
Helacells′NCAPG interactswith HSF2tomediate

HSPAIA(hSP70i)bookmarkingl18].TheNCAI'Gexpres-
sionisupregulatedinmoreaggressivemetastaticmelan0-
masthaninlessaggressiveprimarymelanomast191.
ThesefindingsindicatethatNCAPGmayaffectcellprolif-
erationandgrowththroughregulatingcellcycleandchro-
mosomecondensation.Furtherstudiesarerequiredto
revealthemolecularmechanism thatlinksNCAPCto

growthandbodysize.

Condusion

Weidentifieda591-kbcriticalreg10nforCW-2.Among
thefわurgeneslocatedwithinthereglOn′NCAPGisacan-
didateforthecausativegenebecauseithasanaminoacid
substitutionthatisslgnificantlyassociatedwithcarcass
weight.TheSNPfわrtheaminoacidsubstitutionprovides
ausefulCW-2markerformarker-assistedselection.The

pleiotropiccharacteristicofCW-2,especiallytheeffecton
SFr,isclearlydifferentfromapreviouslyfine-nappedcar-
cassweightQTL,CWlll1].Therefore,thetwoQTLprob-
ablyaffectcarcassweightindifferentwaysandbothwill
beusefulforbreedingbeefcattle.

Methods

DNAsomplesandpF7enOtyPedoto

Paternalhalf-sibfamiliesofSiresAthrough Ewerecon-
structed丘omcarcassdataandpedigreerecordscollected
bytheJapanWagyuRegisterAssociation(Kyoto,Japan)
andKumamotoUnionofLivestockandAgricultureCoop-
eration(Kumamoto′Japan).Offspringofeachsirewere
rearedindifferentherdsinaprefecture.TheoffspringOf
eachsirewerecollectedoveraperiodranglng丘om2to5
years.Theaverageslaughteragewas878daysfortheoff-
springoHapaneseBlackSiresAthroughCand750days
fortheoffspringofJapaneseBrownSiresDandE.Sire
DNAwasobtainedfromsemen.OffspringDNAsamples
werecollectedfromadiposetissuesaroundthekidneyat
theslaughterhousesorbloodattheindividualfarmerls
houses.Sixtraitswereanalysedinthisstudy:bodyweight

atslaughter(SireConly)′cold｡arcチssweight′LMA′rib
thickness(thicknessofamusclelayerlnaribofbeef)′SFT′
andmarbling.Thesetraitsweresystematicallymeasured
bycertifiedgradersandrecordedattheslaughterhousesin
Japan.

QTLm坤Ping

Thegenomeorchromosomescreenwasconducteduslng
themicrosatellitemarkersontheShirakawa-USDAlink-

agemap【201･QTLanalys?swereperfわrmedwiththe
inteⅣalmapplngmethoduslngalinearregressionmodel
forhalf-sibfamiliesl21,22],asdescribedpreviouslyl1].
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Linearregressionanalvsiswasperformedusingthefo1-
lowlngmodel:

y-Xb+e,

whereyisthevectorofphenotypicvalue,Xisthedesign
matrixofflXedeffectscomposedofsex,slaughteryear,age
(day)′andprobabilityofhavingtheQphaseatagiven
location(Prob(Q)),bisthevectorofflXedeffects,andeis
theresidualerror.bwasestimatedbytheleastsquares
method.AnF-Statisticvalueateachpositionwascalcu-
latedfrom theresidualsum squareregressedwith
Prob(Q),andthetotalresidualsum squarewithout
Prob(Q).Theanalysiswasperformedat2-cM intervals
alongeachchromosome.ToevaluatewhethertheQTL
effectwaswellestimated,theinformationcontentwas

calculatedasFvarianceofProb(Q)dividedbyO･25,which
wasthemaxlrPum possiblevalueofProb(Q)[23]･The
allelesubstitutlOneffectfromqtoQwascalculatedasan

estimatorofthecofactorforProb(Q)intheb･Thecワntri-
butionratiowascalculatedasaproportionofthetraltVar-
ianceexplainedbythepaternalallelesubstitutionfromq
toQ.AthresholdforsignificanceoftheFIStatisticvalue
wasobtainedby1O′000randompermutationsofthephe-
notypicdatat24】.The95%CIoftheQTLlocationswas
calculatedusingthebootstrappingmethodl25].Briefly,a
setofoffSprlngWasChosensoastobethesamenumber
astheorlglnalhalf-sibsbyresamplingfromtheorlglnal
half-sibs.Resamplingwasrepeated10,000times.The
positionoftheFIStatisticpeakineachbootstrapplngWas
collected.TheCIwasdeterminedbythedistributionof
thepeaks.Therefore,theCImaybefragmentedintosepa-
ratedreglOnS′andnotaslnglecontiguousreglOn.

Microsotellitedeyelopmentandgenotyping

Microsatelliteswere searched fわrin the genomic
sequencesandtheprlmerSWeredesigneduslngPrimer3
[26].Twentymicrosatellitemarkersfrom DIK9001to
DIK9020weredevelopedinthisstudy.Themarkerswere
anchoredtotheBACfingerprintmapl27]byaBIJAST
search(BIASTN)againstbovineBACsequences(HTGS)
[28]OrbyscreeningbovineBAClibraries,RPCIl42[29]
andCHORI-240[30].Markerinformation,suchasprimer
sequences′genomicpositions′andlocationsintheBAC
fingerprintmap,isshowninAdditionalfile2.ccnotypl
lngWasPerfわrmedusingpOlymerasechainreaction

(PCR)withafluoresでent-labeledreverseprimer,followed
byelectrophoresisuslngABI3730DNAanalyzer(Applied

Biosystems,FosterCity,CA)andanalysisu?ingGeneMa-
pperso氏ware(AppliedBiosystems)･TheslreSandtheir
offspringweregenotypedtodeterminethephaseofthe
sires-chromosomes.

http://www.biomedcentraLcom/1471-2156/10/43

Linkagedl.Sequilib血mm坤ping

LinkagedisequilibriummapplngWasperfわrmedusingthe
matemalallelesoftheoffspringsteers.First,offspring
weredividedintotwogroupsaccordingtopaternally
inheritedhaplotypes(Qorq)oftheCW-2region(38-55

｡M)･When.a｡rossoverwasobseⅣedorsuspectedwithin
theregionlnthepaternalhaplotype,theoffTspringwere
eliminated.ThenumbersofpaternalQ-andq-inherited
steerswere126and117inSireC.sfamily/106and94in
SireDrsfamily′and104and67inSireEIsfamily′respec-
tively.Thematernalallelewasdeterminedbysubtractlng
thepaternalallelefrom thegenotype.Themarkersfor
whichthenumberofalleleswaslessthanfわur(SireC
family)orthree(familiesofSiresDandE)′orheterozy-
gositywaslessthan0.4wereeliminated.Theeffectofpair-
WiseQallelesonbodyorcarcassweightwasevaluatedin
eachgroupuslngai-test.PhenotypICValuesforcarcass
andbodyweightwereadjustedbasedonslaughteryear
andageinthefamily.Theaverageoftheadjustedcarcass
orbodyweightwascomparedbetweenthesteersthathaト
boredtwoconsecutiveQallelesinthematernalalleles

andtheothersteers,ineachgroup.InSireCfamily,the
testwasperformedforQlandQ2allelesintheregions
wherecorrespondingQfrequencieswerehigherthan5%.
InJapaneseBrownfamilies,offspringfromSiresDandE
werecombinedtomaximizethenumberofoffsprlng.
Carcassweightwasnotadjusted between families,
becausetheeffectofsirewasnotsignificant(p-0.21).
FrequenciesoftwoconsecutiveQ3allelesinthematernal
allelesweremorethan4.3%intheentirereglOn.

SNPdiscoyeryandgenotyping

Six genes(LAP3′MED28′LOC523874′C6H4orf30′
NCAPG,andLOC540095)werelocatedbetweenDIK4852
andDIK9017.SNPsinthecodingreglOnSOfthegenes
weresearchedfわrbyresequenclngSireA.SNPschosen
from a120KSNPcollectionl31]andacommercially
availablebovine50KSNPchip(Illumina′SamDiego′CA)
werealsoused.Thesiresandtheiroffspringweregeno-
typedtodeterminethephasesofthesiresrchromosomes.
SNPsweregenotypedbydirectsequencingofthegenomic
PCRproducts.AsforSNP(Indel)19,PCRwasperformed
usingafluorescent-labeledreverseprimerandgenotyped
inthesamewayasamicrosatellitemarker.SNPinfbrma-
tion′suchasalleles′genomicpositions′andprlmer
sequencesusedforampliflCationandsequencing,is
showninAdditionalfile3.

Associationstudy

Apopulationconsistingof7990JapaneseBlacksteerswas
constructedfromDNAsamplescollectedatoneslaughter-
houseover7years.ThesecattlewererearedindiffTerent
herdsthroughouりapan.Tomaximizethepowerandmin-
imizethepedigreeeffectofaselectedpopulation,steers
wereselectedfromthe4.70/Oextremes,frommanydiffer-
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entsires′anddidnotincludemorethan5halfJsibsin

eachextreme.Theselectedpopulationconsistedof90off-

spring(>570kg)from 41siresand970ffTspring(<410
kg)from 52sires,amongwhich18sireswerecommon.

The187steersweregenotypedwithSNPs.Theassociation

ofeachSNPwi thcarcassweightwasassessedbyFisherls

exacttestforindependenceuslnga2x2contingencytable

consistingofanobseⅣednumberofeachalleleineach

extremepopulation.

ColculotionofLD

SNPswereconfirmednottohavedeviatedfrom Hardy-

Weinbergequilibrium (p>0.05).Haplotypefrequencies
consistingoftwoSNPswereestimatedusingtheexpecta-

tion-maximizationalgorithm ofDempsteretal.[32].An

LDcoefficient(r2)betweentwoSNPswascalculatedfrom
theestimatedhaplotypefrequencies.
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Additionalfile1

summaryofcarca.ssorbodyweightQTLdetectedonETA6･Thistable
ShowstheSummarte50fthehalflSibQTLanalyses.
Clickhereforfile

lhttp://ww .biomedcentral.com/content/supplementary/1471-
2156-10143-Sl.xls]

Additionalfile2

Microsatellitew!arたerinformation･Thistableshowsprimersequences
andphysicalposltion50fthemicrosatellitemarkers.
Clickhereforfile

lhttp://www.biomedcentral.com/content/supplementary/1471-
2156-10143-S2.xls]

Additionalfile3

SNPSandhapl仰 eSOfthefl'vesiresarワundtheIBSregion･Thistable
showsprimersequencesandphγSicalpoS托ion50ftheSNPmarkersand
haplotype50fthefiveSiγeS.
Clickhereforfile

lhttp://www.biomedcentral.com/content/supplementary/1471-
2156-10-43-S3.xls】

Additionalfile4
F-statisticprofilesforLMAandSFTonETA6.F-Statisticprofilesfor
LMAandSETonETA6areshownasFigure1.
Clickhereforfile

lhttp://www.biomedcentral.com/content/supplementary/1471-
2156-10-43-S4.pdq

http://www.biomedcentraI.com/1471-2156/10/43

Additionalfile5
Co7-relationbetweencarcassweightandSFTineachfamilγ.Slaughter
year-andage-adjustedphenotypicyaluesforcarcasSWeightandsubcuta-
neousfaHhicknessareplottedbydotscoloredpergenotype.
Clickhereforfile

[http://www.biomedcentral.com/content/supplementary/1471-
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