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序 文

2011(平成23)年3月11日の東日本大震災に際 し､多 くの方々からお見舞い

や激励をいただきました｡この場を借 りてお礼申しあげます｡附属動物遺伝研

究所に被害はありませんでしたが､改めて自然の怖さを思い知らされ､この年

報の序文を書いていることすら不思議な気がいたします｡

本年幸鋸ま2010(平成22)年度における当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､肉牛 ･乳牛における子牛損耗率は高 く､畜産現場 と連携

しつつ対処 していかなくてはな りません｡

ウシゲノムの解読以来､大量のSNP(1塩基多型)マーカーの開発が容易 と

なり､5万個 (50K)/70万個 (700K)のSNPを搭載 したチップが市販されていま

す｡当研究所でも2010年度の成果の 1つとして､黒毛和種牛由来の情報量の

多いSNPを1,300万個開発 し､データベース化 しました｡ また､ウシ枝肉形質

QTLの解析では､3,000個のSNPを活用することで従来の手法 と比べ､大幅な迅

速化 とコス トの削減を達成することができました｡ 当研究所は､肉牛でも乳牛

でも詳細なSNP情報を蓄積 してお り､世界中で進んでいるウシゲノム情報の解

明と合わせて､今後の新たな展開を期するところです｡

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､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｡

2011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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1L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｡

1992(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へと順

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

上への位置付けを行い､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､ホルスタイン種に見られた計 8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｡遺伝性疾病の解析は､その後､ウシ仝ゲノムの解読 (2009年)から

始まるSNPの実用化やウシ遺伝子構造の解明などの進展により加速されている｡

1994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｡ 経済形質の解析においても､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へ発展 している｡
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職員は1992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､2010年度末には所長を含む管理部門3名､研究部門11名 (研究員 6

名､研究補助員 5名)となった｡

- 2-



蓑≡爵 蔓≡葦≡二軍意≧≡二t:It華裏芸豪華



机 研究推進の状況

1)ウシゲノム解析用ツールの開発

(1)ウシゲノム配列の現状

ウシゲノム配列(Bostaurus, ヘレフォー ド種)は､現在 2つのアセンブリが登録｡公

開されている｡ 1つは､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たもので､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Scl'ence誌に論文発表さ

れ (Btau_4.0)､2010年10月には､Y染色体の配列を加えたBtau_4.5が登録｡公開された｡

もう1つのアセンブリは､メリーランド大が､Btau｣.0と同じ塩基配列を用いて別の手

法でアセンブルしたもので､2010年10月にNCBIのパイプラインでアノテ-ションされた

(UMD3.1)｡どちらのアセンブリにも､小 さなギャップや配列のつなぎ間違い(アセンブ

ルエラー)が残されているため､ゲノム配列の完成度を上げることが優先課題 となって

いる｡BCMヒトゲノムシーケンシングセンターでは､ウシゲノム配列と同じ手法 [-BAC

クローンとwGS (WholeGenomeShotgun:仝ゲノムを対象にランダムに配列を決定 した

もの) を組み合わせたもの]で作成 したラットのゲノム配列を､新型シーケンサーのデ

ータを加えて改良してお り､ウシのゲノム配列 も同様のやり方で改良できると述べてい

た｡今後の進展に期待 したい｡

一方､米国農務省(USDA-ARS)では､世界のウシの3分の 1を占め､熱帯気候に順応 し

たBosl'ndl'cusのゲノム配列を決定するため､新型シーケンサーを用いて､ネロ-レ種

個体の塩基配列決定とアセンブリ､SNP探索､mRNA配列の決定などを行っていた｡さら

に､水牛(Bubalusbubalus)についても､労働力や乳､肉､角､革など経済的に非常に

優れていることから､ゲノム配列決定のためのコンソーシアムが組まれていた｡

ウシゲノム配列のアノテ-ションについては､現在､

個の遺伝子が､UMD3.1アセンブリには26,000個の遺伝

Btau_4.2アセンブリには24,000

が注釈 されている｡ この中には､

ヒ トなど他の生物種の遺伝子 との配列の相同性から予測されたものも多 く含まれるが､

遺伝子の5'側および3'側非翻訳領域は他生物種 との配列の相同性が高 くないため､予測

遺伝子の5'側および3'側非翻訳領域は注釈されていない｡米国農務省(USDA-ARS)は､ウ

シの81種類の組織か らそれぞれ抽出 したmRNAの配列 を新型 シーケンサーで決定 し､

UMD3.1アセンブリにアラインメントすることで､遺伝子の5'側および3'側非翻訳領域を

正 しく決定 した｡その結果､ウシゲノム中の仝エクソン領域は､32Mb (3,200万塩基
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対)から40Mbとなった｡

(2)新型シーケンサーと従来のシーケンサーの違い

従来のシーケンサーは､サンガー法という方法で500-1,000bp(塩基対)のDNA配列を

効率よく読むことができる｡ 当研究所で使用 しているABI3730DNAシーケンサーは､一

度に96個のDNAサンプルを1時間で読む｡BACクローンの長さ150kb(15万塩基対)くらい

なら多数のDNA配列をつなぎ合わせて解読が完成する｡ この作業の繰 り返 しで仝ゲノム

解読に至るのである｡

一方､新型シーケンサーはアダプター上で36bpx2のDNA配列を40時間で読むこと

ができる｡ 短い長さしか読めず､時間もかかるが､アダプターは1レーンに2,750万個あ

り､ 1回の解読でレーン当たりゲノムの2/3倍に相当する2Gb(20億塩基対)を読むこと

ができる｡ 8サンプル8レーン使 うと､16Gb､5.3ゲノム相当となるが､36bp断片を

互いにつなでいくことはできない｡ところが､ウシゲノム解読でウシの参照配列が完成

しているので､36bpであっても参照配列と比較する (貼 り付けてい く) ことでつない

でいける｡ すなわち､新型シーケンサーはゲノムの参照配列が存在 して初めて役に立

つ｡

(3)新型シーケンサーによるウシSNPの大量開発

新型シーケンサーでゲノムを読むことをリシーケンシングというが､リシーケンシン

グすると多 くのSNP(1塩基多型) が見つかる｡ 大量に開発 したSNPをまとめてチップや

アレイ化 した商品が販売されている｡

ウシSNPチ ップは､イル ミナ社が先行 し､現在､50K (2007年12月市販開始)､HD

(2010年7月)､3K(2010年7月)の3種類が市販されているが､今臥 匡I7イメ トリクスf

社がAxiomBOSlアレイを発表 した｡これは､Bostaurusや Bosl'ndl'cusを新型シーケ

ンサーで配列決定 している研究室がそれぞれのデータをアフイメ トリクス社に提供 し､

様々な品種のデータを合わせて解析することで､質の高い多数のSNP開発を可能にした

ものである｡ 検出された4,600万個のSNPのうち､2品種以上で検出された約300万個を

スクリーニングアレイに載せ､20品種 計400個体でタイピングし､各品種における連鎖

不平衡度を基に､遺伝的カバー率が最大となるようにSNPを選択 した｡その結果､Axiom

BOSlアレイ(64.8万個のSNPを搭載)は､イルミナIiDSNPチップ(ゲノム上に等間隔にSNP

を配置するように選択 した77｡8万個のSNPを搭載)よりも各品種における遺伝的カバー率

が高 く､Bostaurusで88-990/O､Bosl'ndl'cusで79-870/.をカバーしているという｡
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(3)ウシ仝エクソンキャプチャー

仝エクソンキャプチャー法は､断片化 したゲノムからエクソン(- 遺伝子としてmRNA

に転写される領域)部分を濃縮して取 り出す方法であり､新型シーケンサーで配列決定

することによってエクソン部分に生じた変異を効率良く探索できる｡ ヒトの遺伝病の原

因変異を見出す方法として開発されたもので､発症個体の少ない比較的稀な遺伝病にお

いても原因変異を同定することができる新 しい解析手法である｡ ヒト仝エクソンキャプ

チャー用キットは､現在､ロッシュNimblegen､アジレント､イルミナの3社から市販

されていて､最大62Mb (最新ヒトRefSeqデータベースの910/.､タンパク質コー ド領域の

95%をカバー)をターゲットとしている｡

ウシにおいても遺伝子情報が整備されてきたことから ((1)項参照)､アジレント社

が米国農務省 (USDA-ARS)と共同で､ウシ仝エクソンキャプチャー用キットの製品化に

向けた試作を行うことになった｡ウシの遺伝性疾病解析のための新 しいツールとなるだ

けでなく､ゲノム選抜を念頭においた遺伝子領域の集中的なSNP開発に利用できること

が期待される｡

(4)新たな育種価推定手法-ゲノム選抜法の進展

ゲノム選抜 とは､種雄牛数千頭についての遺伝子型と評価育種価 との相関を基に各

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｡ 米国では､2009年1月からホルスタイン種のゲノ

ム育種価を (評価育種価 と併記で)公開している｡ ゲノム選抜法は､後代検定に比べて､

後代の成績を得るまでの時間やコス トを大幅に削減できるというメリットがあるが､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｡ Hayesらは､高密度SNP

チップを用いることによって､ゲノム選抜の正確度を上げ､また､異なる品種にも適用

できる可能性を示 した｡ 彼 らによると､イルミナ50K SNPチップでタイピングしたホル

スタイン種2,203種雄牛のうち､この集団内に大 きな遺伝的影響を与えている祖先種推

牛45頭と他の400頭をイルミナfiD (約800K)SNPチップでタイピングすることによって､

残 りの個体の800KSNP遺伝子型を97%以上の正確さで推定することができ､800KSNP遣

伝子型では50K SNP遺伝子型よりもやや上回る形質との相関を検出した｡新たに検出さ

れた相関は､ジャージ一種398種雄牛においても再現された｡次に､これらの種雄牛を､

ホルスタイン種1,886頭 + ジャージ一種325頭の参考集団と､ホルスタイン種317頭 +

ジャージ一種73頭の検証集団に分割し､50K SNP遺伝子型と800K SNP遺伝子型のそれぞ

れでゲノム育種価を算出したところ､その相関 (0.5-0.6) はいずれも800KSNP遺伝子
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型の方がやや上回っていた｡彼 らは､800K SNP遺伝子型から仝ゲノム配列 (すべての

SNP遺伝子型) を推定することを次の課題 としていて､各研究所が種雄牛のゲノムリシ

-クエンスデータを提供｡共有 し､ゲノム配列推定のための参考集団として利用できる

｢1,000種雄牛ゲノム｣構想を提案 していた｡

肉牛のゲノム選抜については､Garrickらが､50KSNP遺伝子型を用いて､アンガス種

を参考集団､ヘレフォー ド種を検証集団とした場合 と､その道の場合を試 していたが､

いずれも育種価 との相関は低かった (0.16-0.18)｡

(5)当研究所における取 り組み:新型シーケンサーを用いた黒毛和種由来のSNP開発

SNPは関連解析などのゲノム解析に有効なDNAマーカーである｡ ウシの仝ゲノム配列が

整ってきたことにより､新型シーケンサーを用いた網羅的なSNP探索が可能になった｡

黒毛和種で効率的なゲノム解析を行 うため､黒毛和種で情報量の多いSNP [マイナーア

リル頻度 (MAF)≧ 0.05]を開発 し､｢黒毛和種sNPマップ｣としてデータベース化 した｡

黒毛和種集団のSNPを偏 りなく探索するために､イルミナ50KSNP遺伝子型を用いた主

成分分析 と各個体の血統情報に基づ き､4つの系統グループに分け､半 きょうだいを含

まない52頭 (気高系 ;15頭､田尻系 ;19頭､藤良系 ;11頭､茂金系 ;7頭)の肥育去勢

牛を選抜 した｡ゲノムDNAは､グループごとにプールした (図 1)｡

･AII.■

@
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図 1.黒毛和種集団と選抜個体の分布
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これら4つのDNAプールに対して､
それぞれPaired-End
用シーケンシングライブラリー

を作成し
､GenomeAnalyzerJ
Jにてシーケンシングを行った｡フロー
セルは8レーンに

分かれているため
､
各グループに2レーンずつ使用して､36bpのread
長で4ラン､40bp
で11ラン行った｡リファレンス
配列にはUMD3
.
0を用い､10,
000>depth≧20でカバー

されている領域を対象としてSNP探索を行い､マ
イナーアリルが2reads以上､
推定MAF

(eMAF)が0.
05以上である部位をSNPとして検出した｡
仝15ランで170
.
8Gb(Ⅹ63.
94:1,
708億塩基対)の配列データが得られた｡
各グルー

プについては
､
気高系;40
.
8Gb(Ⅹ15.
27)､
田尻系;43
.
9Gb(Ⅹ16.
45)､
藤良系;

44
.
8Gb(Ⅹ16.
77)､
茂金糸;41
.
3Gb(Ⅹ15.
45)であり､
仝グループで同程度の配列デ

ータが得られた｡仝readの93.
2%はUMD3
.
0にマップでき､
解析に使用された｡これら

read(総塩基数-159.
4Gb;Ⅹ59.
70)によって､
ゲノムの95
.
3%が20depth以上でカ

バーされ､常染色体およびⅩ染色体か ら見出 したSNP (推定MAF ≧ 0.05) の総数は

13,281,834個であ り､リピー ト領域外では 4,594,381個 となった｡平均推定MAFは0.26

(リピー ト領域外､0.28)､平均間隔;は202bp(リピー ト領域外､308bp)であった｡各

常染色体の検出されたSNP数 と配列の長さは同様のパターンを示すため､SNP探索はゲノ

ム全体から偏 りな く行 うことができたと考えられる (図3)｡

芦
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図 2.eMAFとSNP数
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図3.各染色体のSNP数と長さ

解析の対象 とした52頭をイルミナIiD SNPチップで型判定 して得 られた染色体 29番の

SNPのMAFを､ここで得 られたeMAFと比較 した｡イルミナIiDSNPチップには0.05<MAF<

0.20 のSNPは4,068個あり､その内2,684個(66.0%)だけが52頭のリシーケンシングで見

出された｡ しか し､ リシーケンシングでのread数が多 くなるMAF ≧ 0.20のSNPでは

6,809個中6,522個(95.80/.)を検出できた｡リシーケンシングで検出したSNPのeMAFは､fiD

チップのMAFとよく一致 していたことから､MAF推定の信頼性は高いことがわかった｡

今回開発 したSNPは､黒毛和種でアレル頻度が高い一般的なSNP(CommonSNP)である｡

アレル頻度の低いSNPは含まれないので､不良形質の原因SNP候補を絞 り込む目的にも有

用かもしれない｡

(6)SNPを用いる品種鑑定手法の確立

当研究所ではこれまでに､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.,Anl'm.Genet., 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コンソーシアムの

論文においては､約37,000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､黒毛和種 とホルスタイン種､Flの識別に必要な
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SNPマーカーを選別 した｡

国内のホルスタイン種雄牛125頭と黒毛和種去勢牛129頭 (両品種とも半きょうだいを

含まない)をイルミナ50KSNPチップでタイピングし､マイナーアリル頻度が0.1以上で

データ欠損のない約33,000個のSNPを解析に用いた｡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)/

軌] ｡

FsTの大 きい順に18個のSNP(r2<0.12)を選び､96頭のFlを加え､品種鑑定を行った｡

SNP18個の遺伝子型を用いてLinearDiscriminantAnalysisを行ったところ､黒毛和種

をホルスタイン種及びFlと識別することに成功 した｡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｡

(7)今後の進め方

(7ト1.SNPチップ

アフイメ トリクスAxiomBOSlアレイの黒毛和種における有用性を確認する｡ イルミ

ナrDSNPチップを､黒毛和種の各系統に属する計52頭 (半 きょうだいを含まない)で評

価すると､マイナーアリル頻度0.01以上の常染色体上のSNPが約59万個､500kb以上の

ギャップが6本の染色体上に7箇所 (最大1.47Mb) 存在 した｡AxiomBOSlアレイは､

sNP探索に韓牛のゲノム配列も使われお り､また､遺伝的カバー率が高 くなるようにSNP

選択されているため､rDチップより有用であるかもしれない｡AxiomBOSlアレイに搭

載されたSNPを､上記黒毛和種52頭を用いて作成 した

その有用性を検討する｡

(7ト2.ウシ仝エクソンキャプチャー

｢黒毛和種sNPマップ｣と照合 し､

NCBIで公開されているBtau_4.2アセンブリ上および uMD3.1アセンブリ上の計2万6千

個の遺伝子情報を用いて､配列キャプチャー用のロッシュNimblegenカスタムアレイを

作成中である｡ これを用いて､子牛損耗のゲノム解析に新たに取 り組む｡エクソン上の

sNPを集中的に探索できるので､新たに見出したSNPを加えて ｢黒毛和種sNPマ ップ｣を

充実させる｡ アジレント社の試作品の使用も検討する｡
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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:1997年-2010年 (平成 9年一平成22年)

(2)研究目的と期待される成果

ウシの遺伝性疾病の多 くは単純劣性遺伝病であり､発症すると胎児死や子牛の損耗 と

なり､経済的な損失は大 きい｡本事業では､これらの疾病について､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｡ 2010年度までに8種の遺伝性疾病の原因変

異を明らかにし､遺伝子診断法を確立した (表 1)｡

表1.遺伝性疾病の遺伝子解析の2010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

横隔膜筋症 ホルスタイン種 HSP70 11kbの欠損 あり 受理

眼球形成不全症 黒毛和種 WFDC1 1塩基挿入 あり 岡山大学
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(3)ウシ遺伝性疾患の解析

(3ト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度目の頻発が繰 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､

2007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'm.Genet., 2008)｡ そこで新型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､2009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約上700個のSNPを見出した｡

2010年度は､引 き続いて疾病の原因となる変異を探索 した｡

(3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｡ 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)に類似 している｡ ヒトでは優性の遺伝様式を示 し､

Flbrl'111'nl(FBN])の変異が原因の一つと判明している｡

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頭)を用い

てイルミナ50K SNPチップで型判定 し､染色体10番にマッピングした｡染色体10番にマ

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｡

マッピングされた領域にはFBNlが位置 し､発症牛のハプロタイプはヘテロであることか

ら､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が､種

雄牛Aは発症 していない｡そこで､FBNlをの配列を調べたところ､種雄牛Aのエクソン65

のスプライシング部位に1塩基欠損のモザイク変異を見出した｡この変異は､発症牛36

頭中31頭にヘテロで認められ､種雄牛Aの正常産子20頭 と非血縁牛94頭に存在 しなかっ

た｡モザイク変異の頻度は15%であったことから種雄牛Aの産子の15%が発症する｡ した

がって､産子 についてDNA診断することが望 ましいと考えられる (Hirano eta1.,

← il印←



Anl'm.Genet., 2011).

(3ト3.子牛損耗

黒毛和種およびホルスタイン種の生後6ケ月までの子牛損耗率は約15%に達 してお り､

経済的な損失は軽視できない｡子牛死亡における遺伝的要因を解析するため､2009年度

から､生後3週間内に死亡 した胎児･新生子のサンプルを収集 してきた｡これまで黒毛和

種の ｢子牛虚弱症候群｣サンプルを163頭､および､死亡子牛の耳片490サンプルを収集

した｡また､ホルスタイン種の子牛損耗に関して､58,000症例データ (2006-2009年度)

と1,600頭 (2009年11月以降) の耳片サンプルを収集した｡症例中に多数の ｢子牛虚弱

症候群｣や ｢腸炎｣などが見られ､黒毛和種およびホルスタイン種の子牛損耗率推定育

種価は種雄牛による違いが認められた｡

(4)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｡

2011年度は､仝エクソンキャプチャ一法 [1ト(6ト2参照]による変異の探索ができ

るようにする｡ 遺伝病の疑われる子牛損耗の原因についてイルミナ50K SNPチップによ

るマッピングを行い､仝エクソンキャプチャー法で変異を探索 して､遺伝的要因の解明

を目指す｡

(5)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｡ 2010年度における国内外の成果を紹介する｡

(5)-1.蜘昧肢症

ブラウンスイス種に見られる蜘昧肢症 (Arachnomelia)は､四肢遠位端が著 しく長 く

細い特徴があり､劣性の脊柱背側響症である｡ Leebらは､これまでにマッピングされて

いた染色体 5番の 7Mb領域をアレーキヤプチヤー法でリシーケンシングし､Sulfl'te

Oxl'dase(SuOX)に1塩基挿入変異を見出した ｡ この挿入変異によってタンパク質の停

止コドンができる (Drogemullereta1., PLoSGenet.,2010)｡
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(5ト2.無毛性外肱葉形成不全症

無毛性外肱菓形成不全症 (Anhidroticectodermaldysplasia)は､ヒトやマウスに

おいて認められた伴性遺伝疾患で､原因遺伝子 として Ectodysplasl'n-A (EDA)が報告

されている｡ 荻野らは､ホルスタイン種において同様の疾病を認め､EDA を調べ､第1

エクソン中に19bpの欠損を見出した (Oginoeta1., Heredl'tas, 2011)｡

3)ウシ経済形質のDNA育種手法の開発

(1)研究年次:1994年-2010年 (平成 6年一平成22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｡また､ウシ仝ゲノムの解読で一

気に加速 したゲノム解析用ツールの整備により､SNPを用いる家系解析や一般集団を対

照とするゲノムワイド関連解析の実施が可能となった｡これらの手法を用いて枝肉形質

や繁殖形質などの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)ウシ枝肉形質のゲノム解析

(3ト1.枝肉形質解析のためのDNAサンプルの収集

1994年度から道県 (19道県､2010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､枝肉共励会や枝肉共進会等において血統情報の明らかな肥

育牛のDNAサンプルを収集 している｡ 2010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約5万となった｡

表2.2010年度までの黒毛和種DNAサンプル収集状況

年度 収集数

2001-2009累計 44,358

2010 6,215
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(3)-2.父方半きょうだい家系を用いる枝肉形質のゲノム解析

ほとんどの枝肉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 (染色体ワイズ､Chromosome-wise)やゲノム毎

(ゲノムワイズ､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(Haleyeta1., Genetl'cs, 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握する必要がある｡ 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)｡

平成22年度から約3,000個のSNPパネルによる半きょうだい家系QTLマッピングを開始

した｡SNPデータを用いる場合､父染色体の相推定には総当たりの尤度計算を要求する

が､旧バージョンでは､-染色体あたり32を超えるマーカーを扱うことができなかった｡

また尤度の計算速度も遅かったため､制限数以下のマーカー数であっても実用的な計算

時間内にSNPパネルによるデータを解析できなかった｡本バージョンは1染色体あたり

1,024個までのマーカーを扱えるよう､拡張をおこなうとともに､アルゴリズムの見直

しにより計算速度の大幅な向上 を達成 し､SNPデータを解析で きるようになった

(Glissadoversion2.2.7:build259)｡

(3ト3.カスタム3KSNPによる枝肉形質QTLマッピング

これまでわれわれは､子世代で分離する､父親においてヘテロな枝肉形質QTLを検出

する目的で､黒毛和種父方半 きょうだいを対象に､マイクロサテライ ト(MS) マーカー

を用いて解析を行ってきた｡MSは一般に多型性が高 く､情報量が多いという利点がある

ものの､マーカー型判定作業には多大な労力を要する｡

一方､SNPマーカーは2アリルしかないため､情報量は少ないが､大量かつ高速に型判

定を行うことができる｡ 半きょうだい家系解析の型判定に要するコス トを圧縮する目的

で､約3,000個のSNPからなるカスタムチップをデザインした｡これらのSNPは､イルミ

ナ50KSNPチップの中から黒毛和種集団において多型性が高いものが選ばれている｡

2010年度は､このカスタムチップを用いて170-280頭の半 きょうだい家系4つを対象に

QTL解析を行った｡低コス トで短時間にQTLマッピングができることがわかった｡
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4家系合計で1,000頭あまりの個体を全ての常染色体を対象に同一マーカーセットで型

判定を行ったことになるが､半きょうだい家系解析の際には ｢父親でホモ｣のマーカー

情報は一切使用 していない｡そこで本研究では4家系､仝産子の仝sNPマーカー情報を利

用 して､子世代で分離するもの以外のQTLの検出を試みるとともに､QTLマッピングの検

出力を高めることを目的とした｡

解析対象は4組の黒毛和種父方半きょうだいで､産子数はそれぞれ175頭､282頭､283

頭､および251頭からなる｡ 合計991頭で､2004年から2010年の間に8箇所の市場で採材

された｡解析対象形質は､枝肉重量および脂肪交雑等級 (以下BMSNo) とした｡2,800

個のSNPを含むカスタム3KSNPチップにより型判定 し､個体あたりの型判定率0.95以上

(データ欠損率 5%以下)､SNPあたりの型判定率0.95以上を採用 し､2,764個のSNPを選択

した｡

サンプルは半きょうだいであるため､単純な相関解析を行うのは不適切である｡ 同サ

ンプルの場合､集団の構造化を補正するよりも､血縁情報を利用 した混合モデルでSNP

効果を推定する方が適切である｡ しかしながら､異なる県集団間の血縁係数を得るのは

きわめて困難である｡

解析ソフトウェア EMMAX(EfficientMixed-ModelAssociatione茎pedite,Ranget

a1.,Nat.Genet., 2010)は混合モデルによりSNP効果を推定することができるが､血

統情報による分子血縁係数行列を得 られないとき､sNP遺伝子型データから ｢ゲノム関

係行列｣を作成することができる｡ 今回は､3KSNP遺伝子型データから同ソフトウェ

アによりゲノム関係行列を得､これを利用 した｡市場､年次､月齢を固定効果とし､各

SNPが持つ効果の推定を行い､そのP値を算出した｡

今回の解析においてBonferroni補正 したp- 0.05はp- 1.8Ⅹ 10-5であるが､この開

催はあまりに保守的であると考えられる｡ P値の期待値からの乗離が十分見 られたp =

0.001を暫定的な開催 とし､これを下回ったSNPを有意とした｡枝肉重量の場合､6本の

染色体上に関連が検出され､うち3領域はCWJ,CW-2､およびCW-3と一致 した｡2領域

(3個)のSNPは黒毛和種半 きょうだい家系解析では報告されていないQTLであった｡検出

されたQTLのうち4領域については各半 きょうだい家系解析において分離するQTLとして

検出されていた｡BMSNoの場合､p<0.001の10個中､6個が未報告QTLであった｡また､

各半 きょうだい家系解析において分離するQTLとして検出されたものは2個のみであっ

た｡

枝肉重量QTLはこれまでに検出しているCW-1,2､3の効果が大 きかったが､それ以外

にも新規のQTLを検出することができた｡BMSNo についてもい くつか新規のQTLを検出

できたと考えられるが､枝肉重量QTLに比較するといずれも効果は小さいものであった｡
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(3)-4.枝肉形質QTLマップの更新

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年からまとめ､経済形質QTLマップを作成 してきた｡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

を狭めることができる｡ 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｡

2010年度の更新QTLマップは､3KSNPチップでの結果を含め､44家系の結果から成 り､

用いた産子数は総数 17,389頭となった (図4)｡
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検出されたQTLを､Lander&Kruglyak(Nat.Genet., 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｡

(3ト5.SNPを用いた脂肪交雑･枝肉重量のゲノムワイド関連解析

ゲノムワイ ド関連解析では､一般集団を対照に表型値の上位下位の両極端集団間にお

けるSNPアリルの偏 りを観察 し､表型値に影響する遺伝子座を見出す｡2010年度までに
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屠場から黒毛和種の肥育牛約 5万頭のDNAと枝肉成績を収集 してきたが(表 2)､この集

団から去勢牛の脂肪交雑 と枝肉重量について両極端集団を抽出し､ゲノムワイ ド関連解

析を行っている｡

(3ト5-1｡枝肉重量のゲノムワイ ド関連解析

2009年度までに､ゲノムワイズ有意水準を超えた領域を染色体 6番 rcw-2)と染色体

14番rcw-i)に見出した｡p< 0.001において一様分布からの乗離が見 られたことから､

解析個体数を増やすことで､さらに関連座位を検出できると考えられた｡また､染色体

8番のCW-3領域において､最も関連するSNP(p- 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｡

2010年度は､2大市場で収集 した黒毛和種去勢牛27,531頭の枝肉重量 (月齢､年度､

市場で補正) 上位｡下位15%から､グループ内で半兄弟を含まないように計502個体を選

択 し､イルミナ50KSNPチップでタイピングした｡また､脂肪交雑の関連解析でタイピ

ング済みの計664個体も加えて関連解析を行った｡塑判定率 0.95以上､マイナーアリル

頻度 (MAF)0.01以上､ハ-デイ･ワインバーグ平衡検定p≧ 0.001を満たす約 3万 9千

個のSNPを解析に用いた｡統計解析は､EMMAXプログラムを用い､線形混合モデルにより

行った｡

ゲノムワイズで有意な関連を､染色体 6番､8番､14番に検出した(20SNPs;P<1.2

Ⅹ 10-6)｡ これらの領域は父方半 きょうだい家系解析で検出したCW-2,CW-3,CW-1とそれ

ぞれ同じと考えられた｡染色体 6番 と14番では､最 も関連の強かったSNP(SNP-1と4)に

ついて､染色体 8番では最も関連の強かったSNP(SNP-2)ともう1つのSNP(SNP-3)につい

て､ConditionalAnalysis(特定のSNPの効果を固定効果 とし､別のSNPの効果を解析す

る方法) を行 うと有意な関連は検出されなくなり､ーこれら3領域で検出された関連は､

それぞれ 1つのQTLによるものと考えられた｡ また､これら4つのSNPのConditional

Analysisでは､Quantile-QuantileプロットにおいてP値の期待値からの兼離は見られず､

3座位以外の関連座位を検出することはできなかった｡

次に､関連解析の結果 と家系解析の結果を比較すると､染色体14番で最も関連の強か

ったSNp-4は､CWJ領域 として限定 した領域から約1Mbセントロメア側に存在 していた｡

SNp-4の周辺にマイクロサテライ トマーカーを開発 し､再度連鎖不平衡マッピングを行

ったところ､SNp-4周辺の方がCWJ領域として限定 していた1.1Mbよりも強い関連を示

し､真のCW一封まSNp-4周辺の約940kb内にあると考えられた｡この領域は､ヒトの身長

関連座位およびジャージ一種 Ⅹホルスタイン種の集団で同定された体高QTLを含んでい
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た (Karimeta1., Nat.Genet., 2010).

cw-3については､2010年度､家系解析に用いた種雄牛のハプロタイプの由来を精査す

ることによって､領域 を､共通祖先由来の11Mbに限定 した｡ 関連解析の結果より､

SNP-2,3は単独ではCW-3のマーカーにできないため､最近市販されたイルミナIiDSNPチ

ップを利用 して適当なSNPを検索 し､SNP-2(5.3Ⅹ10-9)よりはるかに低いP値 (1.8Ⅹ

10-13)を示すSNPfOを得た｡ マイクロサテライ トによる連鎖不平衡マッピングでは､領域

をさらに狭めることはできなかったものの､P値が最 も低 くなる約1.2Mbが候補領域 と

して有望と思われた｡この領域にも､ヒトの身長関連座位が存在 していた｡

CW-1 , CW-2,CW-3の効果は､黒毛和種去勢牛1,236頭 (半兄弟3頭以内で構成｡表現型

値は母集団において月齢､年度､市場で補正｡)を用い､各sNPマーカー (SNp-4,NCWG

c.1326T>G, SNPfiD)の遺伝子型(0, 1,2)による線形回帰によって推定 した｡各座位は､

枝肉重量の分散の4｡9-7.40/.を説明し､全部で200/.を説明した｡また､C距2とCW-3のアリ

ル頻度は比較的低いので､今後の改良に役立つと思われた(表3)｡

表3.黒毛和種におけるCW-1,CW-2,CW-3の枝肉重量への効果

Q Allele %
freq. substitution VarlanCe
(%) effect(kg) explained

CW-i 74.7 20.6 7.4

CW-2 19.9 21.3 6.8

CW-3 10.2 24.8 4.9

2010年度の成果として､黒毛和種集団には枝肉重量に影響するメジャージーンCW-1,

CW-2, CW-3の存在を明らかにすることができた｡CWJ, CW-2について道県 と検証試験を

行い､有効であることが確認できた [2-(2)学会発表の項参照]｡ CW一罰こついての詳細

な解析を今後進めてい く｡

(3ト5-2.脂肪交雑のゲノムワイ ド関連解析

2009年度までに､染色体 4番 と染色体 7番にゲノムレベル有意水準を超えた領域を検

出した｡染色体 4番の最も関連の強い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｡染色体 7番は関連の強い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｡

2010年度は解析の頭数を増やして解析を続けたが､
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在を示唆する結果は得られなかった｡

黒毛和種で枝肉重量のメジャージーンが検出できるその理由の 1つとして､黒毛和種

は相対的に成長が遅 く､体格も小ぶりなため遺伝的な影響を受けやすいことがあげられ

る｡ それに対 し､脂肪交雑のメジャージーンはすでに固定されているのではないだろう

か｡

(3ト6.ウシ枝肉形質遺伝子座の解析

(3ト6-1.C肝-2(枝肉重量-2)の解析 (鹿児島県 ｡熊本県 ｡鳥取県 ｡宮崎県との共同研究)

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､ウシ6番染色

体上の重複する領域に枝肉重量または体重QTLが検出され､平成20年度までに､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の責任領域を590kbに狭めた｡ 590kb内に存在する4つの遺伝子のうち､ⅣmpG

(chromosomeCondensationProteinG)のアミノ酸置換 (Ile442Met)を伴うsNP(SNp-

9)は枝肉重量と有意に関連 し (P= 1.2Ⅹ 10-ll)､責任候補と考えられた｡また､CW-2

の優良型アリルを持つと､ロース芯面積は有意に大きく､去勢牛については皮下脂肪厚

が有意に薄いことがわかった (Setoguchietal.BMCGenetics,2009)｡その後､外国

品種においても､シャロレ一種とドイツホルスタイン種のF2集団において､Ile442Met

SNPと生時体重との関連が (Eberleineta1.,Genetl'cs, 2009)､7品種から成る交雑種

の集団において､CW-2と同じ領域が生時体重､205日齢体重､365日齢体重のそれぞれと

関連することが報告された(Snellingeta1.,J.Anl'm.Sc1㌧,2009)｡平成21年度には､

鹿児島の間接検定牛のデータ100セット(1997-2006年度の調査牛､約800頭の去勢牛)

を用いた解析によって､CW-2の一日平均増体量への効果は､一日平均増体量の推移に一

致 して推移し､一日平均増体量が最大となる検定8-16週 (平均11-13ケ月齢) において

最大となることがわかった (アリル置換効果96.7g/day､寄与率8.10/.:Weikardeta1.,

Physl'01.Genoa., 2010)｡また､体型測定値への効果については､体長､体高､腰骨幅

のいずれにおいても､検定開始時 (平均 9ケ月齢)に寄与率2-5%､終了時(平均21ケ月

齢)には寄与率4-15%の効果がみられ､優良型保有牛は有意に体格が大きく､特に､十字

部高とかん幅に対する寄与率は､検定開始時に12-160/.､終了時に20-210/.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(Setoguchieta1., Anl'm｡

Genet.1'npress)｡CW-2と体格との関連は､ヒトのCW-2相同領域が身長に関連する遺伝

子領域のひとつとして報告されていることにも一致 してお り(weedoneta1., Nat｡

Genet., 2008;Gudbjartssoneta1.,Nat｡Genet.,2008)､CW-2優良型保有牛では体

格が大きくなることが体重 ｡枝肉重量の増加につながっている可能性が推測された｡
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2010年度は､責任候補遺伝子NCAPGについて､ 1)生体の発育とNCAPG遺伝子発現 との

関係､2)NCAPGのアミノ酸置換Ile442Metによる細胞分裂｡増殖への影響について解析

を行った｡ウシの各成育段階で遺伝子発現を調べるには採材が困難なため､マウスを用

いて解析することにし､出生から初回発情までの発育曲線をウシ (全国和牛登録協会,

2004)とマウス (Lupu,Dev.Bio1.,2001)で比較することによって､ウシで生後約8

ケ月に認められる初回発情後の最高頂点速度期は､マウスの生後24日に相当すると考え

られた｡そこで､マウスの生後 0日から24日まで 7日ごとに様々な組織におけるNCAPG

遺伝子の発現を調べた結果､NCAPGは全ての組織で分裂M期マーカーであるリン酸化ヒス

トンH3陽性細胞に発現 していることが分かった｡また､培養細胞にNCAPGに対するsiRNA

を導入 して発現阻害を行った結果､細胞分裂のanaphaseからtelophaseにおける染色体

の分離が不十分で､染色体が分離 しない､あるいは､分裂期が延長 し､細胞が大型化す

ることが観察された｡最近､コンデンシン複合体の別のサブユニットの変異によっても､

不均一な染色体分離が誘起され､その結果､娘細胞のDNA量が増えることが報告された

(Fazzioeta1.,J.CellBl'01.,2010;Seipoldeta1.,BMCDev.Bl'01.,2009)｡そ

こで､この系を用いて､NCAPGのアミノ酸置換による機能の変化を検出することを試み

ている｡ 培養細胞の内在性NCAPGをsiRNA導入によって発現抑制すると同時に､Met442型

ウシNCAPGまたはIle442型ウシNCAPGの遺伝子を導入し､細胞あたりのDNA量の変化をフ

ローサイ トメーターで定量的に観察する予定である｡

一万､2009年度に､新型DNAシーケンサーを用いたCW-2ヘテロ種雄牛Aのゲノムリシーケ

ンシングにより､CW-2領域に約1,300個のヘテロSNP候補を得ていたが､これらのうち､

遺伝子の上流3kb以内､CpG領域､3'UTR領域に存在する41個のSNPと2個のIndelについ

て解析を進めた｡これらのうち､2箇所以外は種雄牛Aでヘテロであることが確認され､

sNP検出の偽陽性率は低いと考えられた｡これらのうち､cw-2へテロ種雄牛 5頭全てで

ヘテロであったのは3個のSNPのみで､これらは枝肉重量と関連 し､NCAPGのアミノ酸置

換 (Ile442Met)SNPと連鎖不平衡にあったが､周辺の配列にヒトとの保存性などは見ら

れなかった｡したがって､NCAPGのアミノ酸置換 (Ile442Met)SNPが依然有力な責任SNP

候補であり､アミノ酸置換による細胞分裂等への影響を引き続 き調べる｡ また､子牛時

の成長関連ホルモンの測定等を行う｡

(3)-6-2.Marbll'ng-3(脂肪交雑-3)の解析 (兵庫県との共同研究)

ウシ4番染色体上に脂肪交雑QTLが検出された2頭の種雄牛 (A､B)に注目し､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3.7Mbに (Yokouchiet

a1., Anl'm.Genet.,2009)､その後､さらに約0.7Mbにまで絞 り込んだ｡また､候補領
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域内の4つの遺伝子について変異探索 と発現解析 を行った結果､SWLl (pantophysl'n)

が最 も有力な候補 と考えられた｡SWLlはQQ型の筋間脂肪組織 においてqq型に比べて約

2.4倍発現量が高 く､SmLlの5'上流3.2kbに存在する7個のSNPのうちエクソン1に最 も

近いSNP1(-718位) が発現量の差をもたらす変異であることを､ウシ筋間脂肪由来脂

肪前駆細胞株 (BIP)を用いたプロモーターアッセイにより明らかにした｡SYPLlタンパ

ク質は､マ由ス3T3Ll細胞において､その一部がグルコース輸送タンパ ク質 (GLUT4)

の輸送小胞 に局在 していることが報告 されてお り､インスリン刺激によるGLUT4の細胞

膜-の移行に関与する可能性が示唆されているが､詳細はわかっていない｡

2010年度は､ウシBIP細胞においてSYPLlタンパク質の局在や動態を調べた｡BIP細胞

では､SYPLlタンパク質は､分化の前後あるいはインスリンの有無に関わらず細胞膜画

分 に分布 していたが､GLUT4タンパク質は細胞内小胞画分 (HDMとLDM)に分布 してお り､

SYPLlとGLUT4との共局在は見 られなかった｡ウシの場合､脂肪細胞の炭素源 としてはグ

ルコースよりも酢酸などの血中の脂肪酸が主であ り､BIP細胞 においても分化 に伴い酢

酸の取 り込みが増加することが報告 されていることから､脂肪酸の取 り込みに関わる4

種類の単鎖脂肪酸 トランスポーターに注目し､BIP細胞における局在を調べている｡ 2011

年度は､SYPLlと単鎖脂肪酸 トランスポーターおよび脂肪酸の取 り込みとの関連を調べる｡

(3ト7.枝肉形質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 を用いた枝肉形質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

シ枝肉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､3KSNPチップで解析する｡

(3ト7-1｡ゲノム育種価予測への展開

後代の成績 を得ずに､多数のSNP型判定を行 うことだけで個体の遺伝的能力 を推定す

る試みとして､ゲノム育種価予測 (GenomicPrediction)という手法がある｡ 同手法は

一般に､高密度SNPセットにより ｢学習群｣の遺伝子型データを得､予測式 をたてるも

のであるが､低密度のSNPセットでもある程度の予測精度 を達成することがで きるとす

る研究報告 もある｡ この3KSNPチップによるデータでゲノム育種価予測が可能かどうか､

血縁情報から得 られる育種価 との相関が どの程度あるかなどについて検討を行 う｡

(3ト7-2.SNP遺伝子型の推定:Imputation

低密度SNP遺伝子型 デー タか らよ り高密度 のSNP遺伝子型 デー タを推 定す る､
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Imputationの研究が現在盛んにおこなわれている｡ このImputationにより､カスタム3K

SNP遺伝子型データと市販3KSNPデータから50Kなどの高密度SNPデータを推定 し､より

多 くのサンプルに由来するデータを統合 してQTL解析およびゲノム育種価予測に利用す

ることを検討する｡

(4)ウシ繁殖形質のゲノム解析

(4ト1. 黒毛和種繁殖性のゲノムワイド関連解析 (岡山大学 ･鹿児島県 ･岐阜県 ･大分

県 ･熊本県 ･岡山県 ･北海道 ･兵庫県 ･民間牧場との共同)

黒毛和種 ･繁殖雌牛の子牛の生産効率に関与する遺伝的な要因を同定することを目的

として､4歳時子牛生産指数を対象にゲノムワイ ド関連解析を行った｡

黒毛和種 ｡繁殖雌牛で､4歳時以降に分娩記録を持つ約12,943頭のデータからMTDF-

REMLで算出された4歳時子牛生産指数を解析に用いた｡成績上位6.7%と下位6.7%の集団

から､それぞれ365頭と342頭(各グループ内に父方半きょうだいは最大 5頭)を選択 し､

イルミナ50KSNPチップを用いてSNPの型判定を行った｡関連解析には､型判定率が95%

以上､マイナーアリル頻度が 1%以上､ハ-デイ ･ワインバーグ平衡から乗離 しない P

値が0.001以上の37,238個のSNPを用い､EMMAXプログラムを用いて解析を行った｡

EMMAXを用いてSNP遺伝子型から得 られるゲノム関係行列を混合モデルに組み入れるこ

とにより､集団の構造化の指標であるGenomicControl Aの値は､1.539から0.99にな

った｡期待値 を下回るSNPが染色体12番に3個､21番に1個､4番に1個観察された｡

12番の3つのSNPは遺伝子のイントロン内に位置 し､同じ連鎖不平衡ブロック内に位置

していた｡21番のSNPは遺伝子間に位置していた｡4番のSNPは遺伝子のイントロン内に

位置していた｡これらの領域に4歳時子牛生産数QTLが存在することが示唆された｡

今後､黒毛和種の連産性のゲノムワイド関連解析を行う｡ 連産性の指標として ｢4歳

時子牛生産指数｣を用いる｡ 1民間牧場から繁殖雌牛約 5万頭の繁殖記録の提供を受け､

これまでに約3,000頭のDNAサンプルを収集 した｡これらの繁殖形質の表型値は､環境要

因 (牧場､出生年等)と血統の偏 りを補正するため､岡山大学揖斐隆之博士の協力を得

て､育種価補正を行っている｡ 今後 も繁殖記録やDNAサンプルは蓄積 される｡ その他､

道県の協力を得て繁殖記録を持つ黒毛和種繁殖雌牛約15,000頭(一般集団)のDNAサンプ

ルを収集 してお り､得られるDNA情報の効果検証に用いる｡ 黒毛和種では地域ごとに血

統の偏 りが見 られるため､この一般集団はゲノムワイド関連解析には適 していない｡

2010年度に､ 5万頭の集団から選抜 した約1,000頭の ｢4歳時子牛生産指数｣の育種

価を持つ個体について高密度SNPチップを用いたゲノムワイド関連解析の1次スクリーニ

ングを終了する｡
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2012年度以降は､関連が認められたSNPに関して､他の黒毛和種集団における再現性

を確認 し､再現性が認められた領域についてターゲット配列捕捉法で回収 し､そのDNA

配列を次世代シーケンサーで読み､責任候補SNPの検索を行う｡ 責任候補SNPのアレル間

におけるタンパク質機能や遺伝子発現量の差などの検討を行い､責任sNPの同定を目指

す｡また､一般集団を用いて､責任候補SNPのアレルと ｢4歳時子牛生産指数｣との関

連性を調べる｡

(4ト2.ホルスタイン種受胎率のゲノムワイド関連解析(家畜改良センター､日本ホルス

タイン登録協会北海道支局との共同)

ホルスタイン種における改良は乳量や乳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｡ 道内75万頭の雌牛の妊娠率育種価はほぼ正規分布 していた｡

十勝及び石狩地方における農家において妊娠率育種価 とその集めた個体4,362頭の妊娠

率育種価 もほぼ同様な正規分布 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､ウシ仝ゲノムをカバー

する43,924個のSNPの型判定を行った｡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､GenomicControlAは1｡02に抑えられ､染色体 3番､5番､13番､18

番､28番に有意なSNPが兄いだされた｡

2010年度は､染色体 3番のGeneJ､3番のGene_2､13番のGene13､18番のGene_4のそ

れぞれのSNPが有力であることを見出した｡Gene_1とGene_2は脱リン酸化を介 した関係

にあり､ギャップジャンクションの透過性に影響する可能性がある｡

今後､遺伝子機能の解析を進め､受胎の分子機構の解明を行う｡

(4ト3. ホルスタイン種生時体重 (分娩難易度)のゲノム解析 (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､分娩事故を減らし､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｡ 2009年度までに､染色体 3番の73,870,987bpか

ら73,970,396bpの領域に強い連鎖を見出した｡この領域に存在するGene_5のプロモー

ター領域SNPのアリルGをホモで持つ個体1,471頭の平均体重は､アリルAをホモで持つ個

体61頭の平均体重より2.6kg大 きかった｡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をホモ又はへテロで持つ種雄牛20頭の平均難産出現頻度は

O｡720/.であった｡この変異を含む領域のプロモーター活性を調べたところ､Gを含む領域
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はAを含む領域より活性が高 く､発現を増加させることが予測され､Gをホモで持つ個体

の大脳におけるGene_5の発現量は､Aを持つ個体より高いことが確認できた｡

2010年度はGene_5の機能を調べた｡ヒト子宮頚ガン由来のHeLa細胞を用いた増殖試験

により､siRNAでGene_5の発現を抑えると増殖が促進され､過剰発現させると抑制され

た｡Gene_5はコリン輸送体と予想され､細胞膜合成に必須であり､その欠乏は細胞死を

引き起こすというこれまでの知見と矛盾する｡ そこで､[3H]コリン輸送の実験を行った

ところ､Gene_5はコリンの取 り込みではなく放出に寄与 していた｡したがって､コリン

動態が出生時の成長に大きく影響 していると思われる｡

2011年度は､このSNPに結合するタンパク質を同定 し､アリルによって発現量が異な

る仕組みを解明する｡

(5)黒毛和種の飼料利用性のゲノム解析

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､イルミナ50KSNPチップ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､2002年度から2007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 (ResidualFeedIntake,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｡3形質の上位15%および下位

15%から､半きょうだい数をカテゴリーあたり最大3頭までとして抽出し､それぞれ262

頭､260頭､および238頭を型判定の対象とした｡SNP型判定はイルミナ50KSNP チップ

を用いた｡EMMA‡プログラムを用い線形混合モデルにより解析をおこなった結果､3形質

それぞれにおいて79個､49個､および71個のSNPにおいて､P値の期待値から十分乗離し

たP<0.0001となった｡

しかしながら､いずれの形質においても極端に強い効果を持つQTLと関連するSNPは得

られなかった｡従って､QTLマッピングのためには､検出力を高めるためサンプルの追

加が必要である｡ あるいはゲノム育種価予測を試みるためには､2011年度以降の直接検

定牛の追加と育種価の分布の中間に位置する個体の追加が必要であり､関係機関の協力

を得て実施 したい｡

(6)ホルスタイン種のゲノムワイド関連解析
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畜産技術協会を含む共同研究体 (畜産技術協会､家畜改良センター､家畜改良事業団､

北海道ジェネティクス､十勝家畜人工授精所)は､ホルスタイン種雄牛を対象としたゲ

ノム選抜法の開発を進めているが､その過程で2,000頭を超えるホルスタイン種雄牛の

50KSNP遺伝子型データが得 られている｡ 本研究ではこのデータを利用 して､ホルスタ

イン種の有用形質を対象 としたゲノムワイ ド関連解析を行い､QTLマッピングを試みた｡

ゲノム選抜のために型判定を行ったホルスタイン種雄牛2,590頭 (314家系父方半 きょ

うだい数最大79頭)のイルミナ 50KSNPチップの遺伝子型データと､泌乳形質7個およ

び体型形質20個の育種価を解析に用いた｡育種価については娘牛の記録があり信頼度が

0.5以上の値を抽出し､泌乳形質は2,260頭､体型形質は1,955頭を解析対象 とした｡そ

れぞれのサンプルセットで型判定率 ≧ O｡95､MAF≧ 0｡01､ハ-デイ ｡ワインバーグ

平衡の検定p≧ 0.001をクリアした約42,000個のSNPについて解析 した｡関連解析には

集団の構造化を補正するために､SNP遺伝子型データからゲノム関係行列を作 り､分散

成分の推定 と混合モデル方程式による検定を行うプログラムEMMAXを用いた｡また､泌

乳形質の解析を行 う際に構造化の補正が過剰にならないように､効果が非常に大 きいこ

とが知られている既知のQTLであるDGATl領域のSNPの遺伝子型を固定効果 として混合モ

デルに含めた｡

解析サンプルは多数の半きょうだいを含んでいたが､ゲノム関係行列で分散成分を推

定す るこ とによって集団の構造化 を補正す ることがで きた ｡ 関連解析 の結果､

Bonferroniの補正を考慮 しても有意水準 α - 0.05(p-1.18×10-6) で有意であるSNP

が､泌乳形質では7つの形質について12染色体21カ所で検出された｡そのうち14カ所は

データベースに登録されている既知のQTLと同一の領域であったが､染色体23番､24番､

26番､28番および29番ではこれまでに報告例のない7カ所の領域でSNPが検出された｡一

方､体型形質では20形質の内12形質について､8染色体15カ所で関連の強いSNPを検出し

た｡染色体18番､23番､26番の3カ所では既知のQTL領域で検出されたが､それ以外の染

色体5番､11番､23番､24番､26番､27番および29番の12カ所はこれまでに報告 されて

いない新規のQTL領域であると考えられた｡

ホルスタイン種牛を対象としたゲノムワイ ド関連解析で､有用形質と関連のあるSNP

を多数検出することができた｡特に体型形質では多 くの新規領域で関連の強いSNPを検

出した｡今後は､ゲノム選抜のために追加されたサンプルを関連解析にも加え､さらに

検出力を高めるとともに関連解析で得 られた結果のゲノム選抜-のフィー ドバックにつ

いて検討する｡
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リシーケンシングによるMarbll'ng-2, CW-2およびFMA関連領域からの網羅的SNP探索｡

32th InternationalConferenceonAnimalGenetics(第32回国際動物遺伝学会大会)､

2010年7月､エディンバラ､英国｡

2.渡連 敏夫､荒川 愛作､西村 期太､山田 宜永､杉本 喜憲､祝前 博明 :50KSNP遺

伝子型データを用いた黒毛和種枝肉形質の分散成分の推定｡32thlnternational

ConferenceonAnimalGenetics(第32回国際動物遺伝学会大会)､2010年7月､エディ

ンバラ､英国｡

3.守屋 真､溝口 康､佐藤 昭利､高須賀 晶子､杉本 喜憲､波速 敏夫 :ウシ筋肉

内脂肪前駆細胞の脂肪生成時における遺伝子発現プロファイル｡第32回国際動物遺伝学

会大会､2010年7月､エディンバラ､英国｡
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4.高須賀 晶子､西村 期太､平野 貴､渡達 敏夫､杉本 喜憲 :イルミナウシⅠⅦチッ

プの黒毛和種における有用性評価と遺伝的構造の解析｡日本動物遺伝育種学会第11回大

会､2010年10月､西白河郡西郷村｡

5.西村 朔太､渡連 敏夫､高須賀 晶子､杉本 喜憲 :黒毛和種牛家系解析用カスタム

3KSNPチップの作成と性能評価｡日本動物遺伝育種学会第11回大会､2010年10月､西白

河郡西郷村｡

6｡渡達 敏夫､中村 亮一､松橋 珠子､渡遵 直人､西村 期太､高須賀 晶子､杉本 喜

塞 :カスタム3KSNPチップによる黒毛和種3家系を対象とした枝肉形質QTLのマッピン

グ｡日本動物遺伝育種学会第11回大会､2011年10月､西白河郡西郷村｡

7.中村 亮一､西村 期太､渡達 敏夫､岡 尚之､長谷川 活寿､坂本 洋一､遠藤 治､

杉本 喜憲 :カスタム3KSNPチップを用いた黒毛和種父方半きょうだい家系のQTL解析｡

日本動物遺伝育種学会第11回大会､2011年10月､西白河郡西郷村｡

8.松橋 珠子､西村 期太､平野 貴､小林 直彦､丸山 新､涯達 敏夫､高須賀 晶子､

杉本 喜憲､坂口 慎一､加藤 勉 :カスタム3KSNPチップを用いた岐阜県産黒毛和種の

QTL解析｡日本動物遺伝育種学会第11回大会､2010年10月､西白河郡西郷村｡

9.伊藤 智仁､高野 淳､瀬戸口 浩二､高須賀 晶子､清水 -広､森田 光夫 :黒毛和

種における枝肉重量に係わる2つの遺伝子(CW-1,CW-2)の種雄牛および検定材料牛を利

用 した効果検証｡日本動物遺伝育種学会第11回大会､2010年10月､西白河郡西郷村｡

10｡小林 直彦､松橋 珠子､平野 貴､高須賀 晶子､坂口 慎一､杉本 喜憲､加藤

勉 :黒毛和種における枝肉重量QTL(CW-2)の効果｡日本動物遺伝育種学会第11回大会､

2010年10月､西白河郡西郷村｡

11｡今井 佳積､松井 莱由､平野 貴､高須賀 晶子､吉上 渉､杉本 喜憲 :広島県産

牛における枝肉重量QTL(CW-2)の遺伝子型効果について｡ 日本動物遺伝育種学会第11

回大会､2010年10月､西白河郡西郷村｡

12｡渡達 敏夫､荒川 愛作､祝前 博明､西村 期太､高須賀 晶子､杉本 喜憲 :黒毛和
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種の枝肉重量に関するQTL候補領域のSNPsが説明する相加的遺伝分散の割合の推定｡日

本動物遺伝育種学会第11回大会､2011年10月､西白河郡西郷村｡

13｡鈴木 晶夫､西村 期太､小野 博之､木村 勉､渡達 敏夫､杉本 喜憲､閉山 潤

二 :青森和牛における産肉形質に関与するQTL解析の1次スクリーニング｡日本動物遺伝

育種学会第11回大会､2010年10月､西白河郡西郷村｡

14｡佐藤 洋一､安田 潤平､米揮 智恵美､細川 泰子､鈴木 強史､菊池 雄､空軍

貴､渡達 敏夫､杉本 喜憲､鈴木 啓一 :日本短角種における枝肉形質QTLのマッピング｡

日本動物遺伝育種学会第11回大会､2010年10月､西白河郡西郷村｡

15｡佐々木 慎二､揖斐 隆之､渡連 敏夫､松橋 珠子､中藤 由紀､小林 直彦､杉本

重量 :黒毛和種における雌牛の繁殖能力に関するゲノム解析｡日本動物遺伝育種学会第

11回大会､2010年10月､西白河郡西郷村｡

16.永乗 沙夜子､渡辺 大作､木崎 景一郎､富岡 美千子､平野 貴､杉本 喜憲､橋

爪 -善 :黒毛和種発育不全牛と正常発育牛の肝組織に発現する遺伝子の網羅的解析｡

日本動物遺伝育種学会第11回大会､2010年10月､西白河郡西郷村｡

17｡黒木 -仁､宮崎 義之､荻野 敦､西村 期太､島貫 伸一､塗本 政伸､高須賀 晶

壬､田連 義弘 :親子判定および個体識別用国際基準SNPマーカーセットを用いた黒毛和

種およびホルスタイン種における父権否定確率｡日本動物遺伝育種学会第11回大会､

2010年10月､西白河郡西郷村｡

18｡宮崎 義之､黒木 -仁､島貫 伸一､塗本 政伸､西村 朔太､高須賀 晶子､田遵

義弘 :SNPとMS(マイクロサテライト)を用いた牛の親子判定｡日本動物遺伝育種学会

第11回大会､2010年10月､西白河郡西郷村｡

19｡杉本 真由美､後藤 裕作､河原 孝吉､杉本 喜憲 :ウシ50KSNPChipを用いた受胎

率に関与する遺伝子の同定｡第33回日本分子生物学会年会､2010年12月､神戸｡

20｡西村 期太､渡達 敏夫､高須賀 晶子､杉本 喜憲 :黒毛和種牛のゲノムワイド関連

解析 ;IBS行列を用いた構造化の補正と枝肉重量QTLの効果推定｡第33回日本分子生物学
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会年会､2010年12月､神戸｡

21｡平野 貴､渡達 敏夫､西村 期太､高須賀 晶子､杉本 喜憲 :黒毛和種の仝ゲノム

SNP探索｡Plant&AnimalGenomeXIX(第19回国際植物動物ゲノム学会大会)､ 2011年

1月､サンディエゴ､米国｡

22｡渡連 敏夫､中村 亮一､松橋 殊子､渡連 直人､鹿島 聖志､西村 期太､杉本 喜

憲､高須賀 晶子 :複数の黒毛和種父方半きょうだい家系を用いた中密度カスタムSNPチ

ップによる枝肉形質QTLマッピング｡Plant&AnimalGenomeXIX(第19回国際植物動物

ゲノム学会大会)､ 2011年1月､サンディエゴ､米国｡

3)講演

1｡高須賀 晶子 :ウシSNPチップを用いた黒毛和種のゲノム解析｡第148回農林交流セン

タ-ワークショップ ｢次世代シーケンサーを利用 したゲノム解析の実際｣､2010年9月､

つ くば｡

2.平野 貴 :次世代シーケンサーを用いた黒毛和種のゲノムリシーケンシング

2010年10月､第16回動物遺伝育種シンポジウム､西白河郡西郷村

3｡平野 貴 :黒毛和種に見られたマルファン症候群様疾患について

2010年10月､遺伝性疾患シンポジウム､西白河郡西郷村

4｡平野 貴 :黒毛和種に見られたマルファン症候群様疾患

2011年2月､日本獣医師会獣医学術学会 日本産業動物獣医学会シンポジウム､岐阜

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1L

題 目 :黒毛和種の全ゲノムリシーケンシングによるMarbll'ng-2, CW-2およびEM4関連領

域における網羅的SNP探索

発表者 :平野 貴 1､渡連 敏夫 1､国枝 哲夫 2､杉本 喜憲 1､高須賀 晶子 1
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所属 : 1畜技協 ･動物遺伝研､2岡山大大学院

要旨 : E目的ヨMarbll'ng-2, CW-2はそれぞれ脂肪交雑､枝肉重量に関するQTLである｡

また､EMは劣性遺伝病である前肢帯筋異骨症 (Forelimb一girdleMuscularAnomaly)

の原因領域である｡ Marbll'ng-2とCW-2は種雄牛Aの家系でマッピングされ､EMは種雄牛

Aと母方半 きょうだいである種雄牛Bの家系 でマ ッピングされた｡ 我 々はこれ ら

Marbll'ng-2､EnL4､CW-2領域 をそれぞれ4.6Mb､2.4Mb､0.9Mbまで狭めたが､これ

以上のファインマッピングは困難であった｡そこで､これらの責任 (原因)遺伝子また

は特異的SNPを同定するために､次世代型シーケンサーを用いて､これら2種雄牛のリ

シーケンシングを行い､網羅的SNP探索を行った｡

【方法】リシーケンシングには､GenomeAnalyzerII(イルミナ社) を用いた｡シーケ

ンシングは仝ゲノムを対象 とし､参照配列にはターゲット領域部のみを使用 した｡両個

体 ともにシーケンシングライブラリーの片端のみを読み取るSingleEndRunと､DNA断

片長の異なる3種類のライブラリーを用い､ライブラリーの両端を読み取るPairedEnd

Runを行った｡各読み取 りの長さは主に36塩基で行った｡ターゲット領域の参照配列は､

Btau4.0から抽出した｡

【結果】種雄牛Aは32.0億個の配列データ (read)を得て､ターゲット領域 (計8Mb)に

合計1,160万reads､総塩基数412.3Mb(Ⅹ52.03;41.2億塩基対)がマップされた｡種

雄牛Bは31.7億readsを得て､ターゲット領域 (計7Mb)に合計1,170万reads､総塩基数

415.3Mb (Ⅹ58.96;41.5億塩基対) がマップされた｡その結果､それぞれ21,136種､

19,598種のSNP候補が検出された｡責任 (原因)遺伝子またはSNPを同定するために､種

雄牛AとBのSNP型を比較 してい く予定である｡

(第32回国際動物遺伝学会大会､ 2010年7月､エジンバラ､英国)

学会発表2.

題目 :50KSNP遺伝子型データを用いた黒毛和種枝肉形質の分散成分の推定

発表者 :渡連 敏夫1､荒川 愛作2､西村 期太 1､山田 宜永3､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､3新潟大院自然科学

要旨 : 監目的ヨ高密度SNP遺伝子型データを用いたゲノム選抜の手法は家畜の遺伝的改

良を大いに進展させる可能性がある｡ ゲノム選抜-向けての-予備検討 として､われわ

れは黒毛和種肥育個体の枝肉成績 とそれらのイルミナ50KSNP遺伝子型データから､遺

伝および残差分散の推定を試みた｡

監方法ヨ黒毛和種去勢肥育牛673頭の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
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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､全SNPのデータにより作成 した

ゲノム関係行列を用いた｡

監結果ヨモデルに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予定である｡

(第32回国際動物遺伝学会大会､2010年7月､エディンバラ､英国｡)

学会発表4.

題目 :イルミナウシⅠⅢ SNPチップの黒毛和種における有用性評価 と遺伝的構造の解析

発表者 :高須賀 晶子､西村 期太､平野 貴､渡達 敏夫､杉本 喜憲

所属 :畜技協 ｡動物遺伝研

要旨:監目的還黒毛和種には､血縁の異なるいくつかの系統が存在 し､系統によって体

の大 きさや肉質などに違いがあることが知 られている｡ 系統については､これまでに血

縁を用いた解析は行われているが､ゲノム情報を用いた解析はあまり行われていない｡

最近､ウシにおいては､低密度から高密度まで3種類のイルミナSNPチップ (3K､50K､

HD) が市販されるようになり､ゲノム全体に配置された多数のSNPを用いて系統を解析

することが可能になった｡そこで､黒毛和種における､これらのチップの性能 (多型性

のあるSNPの数やゲノム上の間隔) を評価するとともに､それぞれのチップを用いて把

捉できる遺伝的構造を主成分分析により検討 した｡

監方法と結果還2代祖まで同じ系統に属する黒毛和種去勢牛52頭 (気高15頭､田尻19頭､

藤良11頭､茂金 7頭､半兄弟を含まない) において､マイナーアリル頻度 (MAF)0.01

以上､かつ､ハ-デイ ｡ワインバーグ平衡検定P> 0.001の条件を満たす常染色体上の

SNPは､3Kチップで2,367個､50Kチップで約4万1千個､HDチップで約59万個であった｡

SNP間隔は､50Kチップでは､1Mb以上のギャップが6箇所､500kb-1Mbの間隔が70箇所

もあったが､Ⅲチップでは､500kb以上の間隔が7箇所 (最大間隔1.47Mb､染色体6番)

となっていた｡したがって､Ⅰ廿チップは､50Kチップから大幅に改善されたが､十分に

カバーされていないゲノム領域が若干残っていると思われた｡52頭の遺伝子型を用いた

主成分分析では､どのチップを用いた場合でも､系統間に差のある主成分 (分散分析P

< O｡001) は上位 3成分であり､これらで全体の約15%の分散を説明した｡また､上位3



主成分は各チップで良 く一致 していたが､第4主成分では､3Kチップに若干の違いが見

られた｡ したがって､遺伝的構造の把握は､50KチップとHDチップでは同等に､3Kチッ

プでもほぼ同等にできることがわかった｡

(日本動物遺伝育種学会第11回大会､2010年10月､西白河郡西郷村)

学会発表5.

題目 :黒毛和種牛家系解析用カスタム3KSNPチップの作成と性能評価

発表者 :西村 期太､渡達 敏夫､高須賀 晶子､杉本 喜憲

所属 :畜技協 ｡動物遺伝研

要旨 :監目的ヨウシの大規模半きょうだい家系解析の遺伝子型判定作業の効率化を目指

して､黒毛和種集団におけるイルミナ50K SNP遺伝子型データを基に約3,000個のSNPを

選定 し家系解析用カスタムチップを作成 した｡作成 したカスタムチップと市販のイルミ

ナ3KSNPチップ (2,900SNP)について性能評価を行った｡

監方法ヨSNPの選定にはこれまでに脂肪壊死や枝肉形質の関連解析に用いた黒毛和種牛

1,349頭 (種雄牛8頭を含む)のイルミナ50K SNPチップの遺伝子型データを用いた｡マ

イナーアリル頻度が0.2以上の多型性の高いSNPからマーカー間隔が0.5-1.5Mbになるよ

うに選んだ｡さらに8頭の種雄牛ごとにヘテロマーカー間隔が5Mb以下になるようにマ

ーカーを追加 した｡開発 したカスタムチップと市販のチップで家系解析において得 られ

る情報量について､8種雄牛のうち遺伝子型データのある産子数が20頭以上の3家系を用

いて模擬的な連鎖解析を行 うことで情報量 (InformationContent:IC)を算出した｡

監結果33,065個のSNPを選定 しイルミナ社にカスタムチップの作成を依頼 した｡完成 し

たチップには約91%にあたる2,800個のSNPが搭載されていた｡8種雄牛の平均へテロマー

カー数と平均マーカー間隔はそれぞれカスタムチップが1564個 と1.7Mb､市販チップが

925個 と2.9Mbであり､家系解析で得られるICはカスタムチップが0.82-0.89､市販チッ

プが0.77-0.86であった｡動物遺伝研究所 と共同研究機関がこれまでに行ってきたMSマ

ーカーによる家系解析で得 られるICは0.7前後であることから､SNPチップによる家系解

析でMSマーカー以上の情報量が得 られることがわかった｡また､カスタムチップは市販

のチップと比較 してより多 くの情報量を得 られることが示唆された｡

(日本動物遺伝育種学会第11回大会､2010年10月､西白河郡西郷村)

学会発表6.

題目 :カスタム3KSNPチップによる黒毛和種3家系を対象とした枝肉形質QTLのマッピン

グ
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発表者 :渡蓮 敏夫 1､中村 亮- 2､松橋 珠子3､渡遣 直人4､西村 朔太 1､高須賀 晶

子 1､杉本 喜憲 1

所属 : 1畜技協 ｡動物遺伝研､2島根県畜技セ､3岐阜県畜産研､4大分農林水産研指畜産

要旨 : 監目的遜これまでわれわれは子世代で分離する父親の枝肉形質QTLを検出する目

的で､黒毛和種父方半きょうだいを対象に､カスタム3K SNPチップを用いたQTLマッピ

ングを行った (西村 ら､中村ら､松橋 ら､日本動物遺伝育種学会第11回大会)｡本研究

では､未発表の1家系を含む3家系分のSNP遺伝子型データをあわせて､各SNPの効果を混

合モデルにおける固定効果として推定することで､子世代で分離するもの以外のQTLの

検出を試みるとともに､QTL検出力を上げることを目的とした｡

監材料 と方法ヨ解析対象は､それぞれ176頭､282頭､285頭の去勢肥育牛からなる､3つ

の黒毛和種父方半 きょうだい (743頭)とした｡解析対象形質は､枝肉重量およびTBMSNo

とした｡各個体のDNAを2,800種類のSNPで構成されるカスタムSNPチップにより型判定を

行い､マイナーアリル頻度50/o以上､型判定率950/o以上のフィルターの後､2,750個の

SNPを選択 した｡対象個体は日本各地からサンプリングしているため､これらについて

の分子血縁係数行列を得ることが困難であった｡そこで得 られたSNP遺伝子型データか

らゲノム関係行列を作成 し代用 した｡解析ソフトウェアは EMMAX を用い､と畜場､年

次､月齢を固定効果とし､各SNPが持つ効果の推定を行い､そのP値を算出した｡

監結果遜枝肉重量およびもMSNoに関して､それぞれ26個､10個のSNPが形質と強い関連を

示 した (P<0｡001)｡ 枝肉重量に関して有意だったSNPのうち､染色体6番､8番､14番

のものは既知のQTL領域 (CW-2､CWJ､およびCW-i)と一致 した｡BMSNoについては､8

個のSNPが既知の黒毛和種QTL領域の近傍に位置していた｡枝肉重量およびBMSNoでそれ

ぞれ4個および2個のSNPは既知のQTL領域ではない箇所に存在 した｡今後は他の枝肉形質

を対象としてQTL解析を行うとともに､同SNPによるゲノム育種価予測の可能性を検討 し

たい｡

(日本動物遺伝育種学会第11回大会､2011年10月､西白河郡西郷村)

学会発表7.

題目 :カスタム3KSNPチップを用いた黒毛和種父方半きょうだい家系のQTL解析

発表者 :中村 亮一1､西村 期太2､渡達 敏夫2､岡 尚之 1､長谷川 清寿 1､坂本 洋

一 1､遠藤 治1､杉本 喜憲2

所属 :1島根県畜技セ､2畜技協 ｡動物遺伝研

要旨 : 監目的還我々はこれまでに､マイクロサテライ トマーカーによる枝肉形質に関与

するQTLマッピングを行ってきたが､型判定のために多 くの時間と労力を要することが
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課題であった｡そこで今回､解析効率の改善を目的に､短時間に大量の型判定が可能な

SNPチップを用いて､黒毛和種父方半きょうだい家系の枝肉形質に関するQTL解析を試み

た｡

【方法】対象家系は､1頭の黒毛和種種雄牛およびその去勢産子176頭とした｡SNPタイピ

ングは､黒毛和種の家系解析用に作成されたカスタム3KSNPチップにより､常染色体上

の2,800マーカーについて行った｡それらのSNPデータをもとに､種雄牛でヘテロ型かつ

型判定率が0.95以上のマーカーを選抜 してQTL解析に用いた｡対象形質は枝肉重量､ロ

ース芯面積､バラ厚､皮下脂肪厚､歩留基準値およびBMSNo.とし､線形回帰によるイ

ンターバルマッピングの手法を用いてQTLの検出を行った｡このとき､食肉処理場およ

び出荷日齢を固定効果として計算 した｡

監結果】2,800個のSNPマーカー中､型判定率が0.95以上のマーカーは2,772個､このうち

種雄牛がヘテロ型のマーカーは1,326個であり､平均マーカー間隔は1.9Mb (最大26.4

Mb､最小75b)であった｡QTL解析の結果､枝肉重量について5か所､ロース芯面積につ

いて3か所､バラ厚について4か所､皮下脂肪厚について1か所､歩留基準値について6か

所､BMSNo.について2か所､総計21か所に5%有意水準 (染色体ワイズ) でQTLが検出さ

れた｡また､ⅠnformationContentは平均0.91(最大0.99､最小0.55)であった｡

(日本動物遺伝育種学会第11回大会､2011年10月､西白河郡西郷村)

学会発表8,

題目 :カスタム3KSNPチップを用いた岐阜県産黒毛和種のQTL解析

発表者 :松橋 殊子 1､西村 期太2､平野 貴2､小林 直彦 1､九山 新 1､波速 敏夫2､

高須賀 晶子2､杉本 喜憲2､坂口 憤- 1､加藤 勉 1

所属 : 1岐阜畜研､2畜技協 ･動物遺伝研

要旨 : 【目的】父方半 きょうだい家系のQTL解析において､マイクロサテライ ト (MS)

マーカーを用いた従来の手法はタイピング作業に膨大な時間を必要とする｡ そこで本研

究ではMSマーカーに代えてSNPマーカーを用いて岐阜県産黒毛和種の枝肉形質に関する

QTL解析を行い､その有効性を検討 した｡

【方法】2007-2009年に県内の1カ所の食肉センターに出荷された特定種雄牛の去勢産子

282頭から枝肉格付成績と枝肉断面画像､腎周囲脂肪組織を収集 した｡腎周囲脂肪から

DNAを抽出し､黒毛和種の多型性を考慮 して作成 したカスタム3KSNPチップを用いてタ

イピングした後､型判定率 > 95%のSNPについて種雄牛ハプロタイプの産子-の伝達確

率を形質倍-線形回帰することにより枝肉格付形質及び画像解析形質のQTL解析を行っ

た｡
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監結果ヨ解析対象とした2,775個のSNPのうち､解析 した種雄牛の遺伝子型がヘテロで型

判定率 > 95%の解析対象SNPは927個だった｡これらの平均情報量は0.785であった｡ヘ

テロのSNPマーカーがほとんど存在 しない染色体領域が複数見られたが､その多 くはMS

マーカーがホモである領域と重なっていた｡10,000回のPermutationTestに基づ くゲノ

ムワイズ5%水準で検出されたQTLは､枝肉格付成績では枝肉重量が1ヶ所 (染色体14番)､

ロース芯面積は2ヶ所 (染色体10番､27番)､バラの厚さは1ヶ所 (染色体5番)､皮下脂

肪の厚さは1ヶ所 (染色体24番) だった｡画像解析形質では画像ロース芯面積で2ヶ所

(染色体10番､27番)のQTLが検出された｡

(日本動物遺伝育種学会第11回大会､2010年10月､西白河郡西郷村)

学会発表9.

題 目 :黒毛和種における枝肉重量に係わる2つの遺伝子(CW〕,CW-2)の種雄牛および検

定材料牛を利用した効果検証

発表者 :伊藤 智仁1､高野 淳2､瀬戸口 浩二3､高須賀 晶子2､清水 -広 1､森田 光

夫 1

所属 : 1家畜改良事業団 ｡家畜改良技術研究所､2畜技協 ｡動物遺伝研､3鹿児島県肉改

研

要旨:監目的ヨ近年､家畜において経済形質に関与する遺伝子のポジショナルクローニ

ングが行われている｡ 当団では海外で報告されているホルスタイン種の泌乳形質や繁殖

形質､肉用牛の増体に関与する遺伝子等の効果検証を行っている｡ 国内において､これ

までに動物遺伝研究所および各県の共同研究の成果として､枝肉重量に係わる遺伝子が

2つ (CWJ,CW-2)報告されている｡ 今回､当団の保有する種雄牛における各形質の育

種価 (BV) と間接検定材料牛の成績を利用 して､2つの遺伝子の効果について検証す

る｡

臣方法遜CW-1遺伝子内にあるSNP 5カ所､CW-2遺伝子内にあるSNP lカ所について､アレ

ル特異的PCRで検出する方法を構築した｡続いて､種雄牛約500頭についてアレル特異的

PCRによるタイピングを行い､CWJおよびCW-2の遺伝子型と種雄牛のBVを用いて分散分

析を行った｡次にCWJのSNPlカ所とCW-2を利用 して間接検定材料牛約440頭を用いて同

様にタイピングし､分散分析による解析を行った｡

監結果ヨCW-]の5カ所のSNPのうち､増体に関する効果が大きい責任SNPを同定 した｡種雄

牛BVを用いたCW-ム CW-2の解析の結果､ともに有意水準P < 0.001となった形質とアリ

ル置換効果は1日増体量､枝肉重量､皮下脂肪厚､バラ厚であった｡増体の効果はCW-1

よりCW-2が大きく､それぞれの枝肉重量のアリル置換効果は + 16.332kg､+ 33.430
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kgであった｡検定材料牛を用いた結果でCWJ,C粁-2ともにP<0.001となった形質は1日

増体量､枝肉重量､終了体重であった｡

学会発表10.

題目 :黒毛和種における枝肉重量QTL(CW-2)の効果

発表者 :小林 直彦 1､1松橋 珠子1､平野 貴2､高須賀 晶子2､坂口 慎一1､杉本 喜

憲2､加藤 勉 1

所属 : 1岐阜県畜産研究所､2畜技協 ｡動物遺伝研

要旨:監目的ヨ黒毛和種枝肉重量に関するQTL領域として報告されているCW-2は､特定

種雄牛の大規模父方半きょうだい家系を用いたQTL解析で特定された (Setoguchiet

a1., BBCGenet.,2009)｡CW-2の責任遺伝子はNCAPGと考えられ､エクソン9の候補責任

SNPの変異を検出するとことにより､CW-2の優良遺伝子型診断が可能である｡ 今回､岐

阜県内産の肥育牛で､発育や枝肉形質に対するCW-2の効果を検証した｡

匿方法ヨ黒毛和種肥育牛の増体成績 (導入時日齢体重､肥育開始4ケ月後の日齢体重)､

特定枝肉共進会出品牛の枝肉成績､特定種雄牛による半きょうだい家系の枝肉成績をも

つサンプルを用いた｡ CW-2の優良遺伝子型診断は､NCAPGc｡1326T>G を検出するPCR-

RFLP法で実施 した｡

監結果ヨNCAPGc.1326T>G を検出するPCR-RFLP法で､GG型､GT型､TT型に分類した｡黒

毛和種肥育牛の増体成績 (導入時日齢体重､肥育開始4ケ月後の冒齢体重)ではGT型が

TT型より有意に高かった｡さらに､特定枝肉共進会出品牛では､肥育牛と同様に増体成

績 (と殺前体重､枝肉重量､肥育期間通算1日増体量) でGT型がTT型より有意に高かっ

た｡NCAPGc.1326T>GがGT型のヘテロである種雄牛の家系では､GG型 (9頭)の枝肉重量

483.0±44.2kg､GT (124頭)475.3±50.5kg､T型 (103頭)456.7±49.7kgでGT型とT

型に有意差が (P<0.01)みられた｡これらの成績から､CW-2(NCAPGc.1326T>G)は枝

肉重量QTLの改良に貢献できる遺伝子マーカーであることが示された｡本研究の一部は

生研センターイノベーション創出基礎研究推進事業で実施した｡

(日本動物遺伝育種学会第11回大会､2010年10月､西白河郡西郷村)

学会発表11.

題目 :広島県産牛における枝肉重量QTL(CW-2)の遺伝子型効果について

発表者 :今井 佳積 1､松井 莱由1､平野 貴2､高須賀 晶子2､吉上 渉1､杉本 喜憲2

所属 : 1広島総研畜技セ､2畜技協 ｡動物遺伝研

要旨 :監目的ヨCW-2は､黒毛和種の父方半きょうだい家系を用いたQTL解析によって檎
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出された枝肉重量QTLである (Setoguchieta1., BBCGenet., 2009)｡このQTLの責任

遺伝子はNCAPGと考えられ､候補責任SNPのアレル型判定によって枝肉重量における優

良遺伝子型判定が可能であることが示唆されている｡ 広島県でもCW-2を育種改良の現場

に活用するために､今回広島県での枝肉重量に対するCW-2の遺伝子型効果を調査 した｡

匿方法ヨ広島県産種雄牛 (直接検定牛含む)43頭,繁殖雌牛18頭の計61頭を用いた｡遺

伝子型判定はPCR-RFLP法でNCAPGの候補責任SNP(C｡1326T>G)を検出し､GG型 (優良

ホモ)､GT型およびTT型に分類 した後､育種価を持つ個体について､育種価から算出

した枝肉重量推定能力値と遺伝子型との関連性を調査 した｡

監結果還仝61頭におけるC恥2遺伝子型を調査 した結果､アレル頻度はGアレル19.70/Oに対

し､Tアレル80.3%であり､遺伝子型頻度はGG型 1頭 (1.6%)､GT型22頭 (36.1%)､rr

型38頭 (62.3%)であった｡育種価保有種雄牛20頭および雌牛15頭で枝肉重量推定能力値

を遺伝子型別に比較した結果,種雄牛ではGT型群 (6頭) はTT型群 (14頭) と比較 して

41kg大きく (P<0.05)､雌牛でもGT型群 (5頭)が¶型群 (10頭)を38kg上回った

(P<0.01)｡ これらの成績から､CW-2遺伝子型は広島牛における枝肉重量の改良に有

効活用できることが示唆された｡今後､広島県内産肥育牛を用いて､実際の肥育成績と

の関連性を詳細に調査 し,広島牛での遺伝子型効果をさらに検証 してい く必要があると

考えられる｡

(日本動物遺伝育種学会第11回大会､2010年10月､西白河郡西郷村)

学会発表12B

題 目 :黒毛和種の枝肉重量に関するQTL候補領域のSNPsが説明する相加的遺伝分散の割

合の推定

発表者 :波速 敏夫1､荒川 愛作2､祝前 博明2､西村 朔太 1､高須賀 晶子1､杉本 喜

!=i二 lrmノt1ヽ

所属 : 1畜技協 ｡動物遺伝研､2京大院農

要旨 : 監目的題これまでに､黒毛和種の枝肉重量に関する種々のQTL解析により､関与

するQTLの候補領域が絞 り込まれてきている｡ また､現在では､イルミナ50KSNPチ ップ

も開発され､SNPの遺伝子型判定も可能となっている｡ 本研究では､これらの情報を合

わせて取 り上げ､黒毛和種肥育牛の枝肉重量について､現時点までに同定されている

QTL候補領域内のSNPsによって説明される相加的遺伝分散の割合を推定した｡

監方法ヨ枝肉重量の記録の分布の上位 ｡下位それぞれ150/.に属する468個体の記録を利用

し､EIGENSTRATによって集団の構造化を補正 した後に､Armitage傾向検定によりP値を

計算 した｡ついで､これらの個体 とは別の872個体の形質記録および個体あたり39,510
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個のSNPs情報を利用 して､分散成分の推定を行った｡SNPについては､P値が5%を下回

る2,271のSNPs群､ならびにそれらのSNPsからこれまでに報告されている染色体6番､8

番および14番のQTL候補領域に存在する計34のSNPsを抽出し､それぞれのSNPsを説明変

数とした解析を実施した｡分析モデルには､ポリジーン効果および選択 したSNPsの効果

を取 り上げ､分散の推定はベイズ法により行った｡ここでは､相加的血縁行列に代えて､

選択 したSNPsを除いたSNPsのデータによって作成したゲノム関係行列を用いた｡

【結果】残差分散および トータルの相加的遺伝分散の推定値には､SNPの選択の如何に関

わらず､大きな変化は認められなかった｡モデルにQTL候補領域内に存在する34のSNPs

の効果を取 り上げた場合､それらのSNPsによって説明される相加的遺伝分散は､ トータ

ルの相加的遺伝分散の23%程度であった｡ゲノムワイド関連解析におけるP値が5%を下回

る2,271のSNPsをすべて取 り上げたときには､ トータル相加的遺伝分散の50%程度が説明

された｡今後は､主に他品種に関して明らかにされているQTL候補領域をも取 り上げ､

説明される相加的遺伝分散の割合の評価を行う予定である｡

(日本動物遺伝育種学会第11回大会､2011年10月､西白河郡西郷村)

学会発表13.

題目 :青森和牛における産肉形質に関与するQTL解析の1次スクリーニング

発表者 :鈴木 晶夫1､西村 朔太2､小野 博之1､木村 勉2､渡達 敏夫 1､杉本 喜憲 1､

間山 潤二2

所属 : 1青森県産技七畜研､2畜技協 ｡動物遺伝研

要旨 :【目的】我々は本県を代表する県基幹種雄牛 ｢sireA｣が持つ優良遺伝子を受け

継ぐ次世代の優良種雄牛を効率的かつ早期に作出する精度の高い選抜指標を確立するた

めに､産肉形質について父方半きょうだい家系解析を実施した｡

監方法ヨ東京芝浦市場及び青森県十和田食肉センターにおいて､県基幹種雄牛 ｢sireA｣

を父に持つ肥育牛319頭 (去勢244頭､雌75頭)の腎周囲脂肪組織を収集 し､ゲノムDNA

を抽出した｡常染色体上に概ね10-20cM間隔で配置されるように選定した231個のマイ

クロサテライ トマーカーをタイピングした｡ 解析対象の枝肉形質は､枝肉重量､BMS

No｡､ロース芯面積､バラ厚および皮下脂肪厚の5形質とした｡これらの表現型値は環

境効果 (性別､出荷年次､出荷先､農家､月齢)を除くため､農家が不明な64頭を除く

255頭 (去勢200頭､雌55頭)について､本県のフィール ド記録からBLUP法により算出さ

れる育種価解析時のパラメータを用いて日本格付協会発行の牛枝肉格付明細書の数値を

補正 した｡QTL解析は､染色体上の任意の点において父から子にQハプロタイプが伝達さ

れた確率の表現型値に対する線形回帰を行うことでQTLの有無を検定した｡
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監結果3319頭のうち､育種価解析時のパラメータによる環境効果の補正ができた255頭

を用いて､県基幹種雄牛 ｢sireA｣を対象に1次スクリーニングを行った結果､BMSNo.

は染色体7番に､枝肉重量は染色体8番に､バラの厚さは染色体11番に染色体ワイズでそ

れぞれP<0.05､P<0.001､P<0.01で有意に関与するQTL領域が検出された｡各領域

でのハプロタイプ置換効果は､BMSNo.で0.9､枝肉重量で37kg､バラの厚さで0.4cm

とそれぞれ推定された｡

(日本動物遺伝育種学会第11回大会､2010年10月､西白河郡西郷村)

学会発表14.

題目:日本短角種における枝肉形質QTLのマッピング

佐藤 洋一1,3､安田 潤平 1､米揮 智恵美 1､細川 泰子 1､鈴木 強史1､菊池 雄1､平

野 貴2､渡達 敏夫2､杉本 喜憲2､鈴木 啓- 3

所属 : 1岩手農研七畜研､2畜技協 ｡動物遺伝研､3東北大院農

要旨: 【目的ヨ日本短角種は和牛の一品種であり､その多 くは岩手県を中心とした北東

北地域で繁養されている｡ 日本短角種の経済形質に関わるQTLを明らかにし､その情報

を利用 した育種が望まれるが､集団の規模が小さい､まき牛による繁殖方法が主流であ

る等の理由から､解析用家系の構築が困難であり､QTL解析の報告はない｡岩手県では

放牧地での血液サンプルの収集体制を構築し､これまでに数年間サンプルを収集 ｡累積

した｡そこで､これらサンプルを用いてQTL解析を行い､日本短角種のゲノム育種の可

能性を検討 した｡

監方法3 日本短角種種雄牛 1頭を父とする半きょうだい家系78頭のサンプルを用い､仝

常染色体を対象にQTL解析を行った｡対象形質は､BMSナンバー､枝肉重量､ロース芯面

積､バラ厚､皮下脂肪厚､しまり､きめ､BCSナンバー､BCS光沢スコア､BFSナンバー､

BFS光沢 と質スコアとした｡DNAマーカーには､マイクロサテライ トマーカー266種を用

い､各染色体に4-17個配置した｡補正効果は肥育地域､性､出荷年､出荷月齢の他､冒

本短角種の飼養管理特性を考慮 し､出荷月､生れ月をとりあげた｡

監結果ヨ50/.染色体ワイズの有意水準で､枝肉重量 ;染色体21番､ロース芯面積 ;20番､

バラ厚 ; 18番､BMSナンバー ;19番､BCSナンバー ;4番､BCS光沢スコア ;22番及び25

番､しまり;19番､きめ ;20番の8形質9カ所､1% 染色体ワイズの有意水準でしまり;

18番の1か所､計8形質10カ所がマッピングされた｡染色体19番のBMSナンバーとしまり､

20番のロース芯面積 ときめのQTLはハプロタイプ置換効果が同一方向であった｡今後､

さらに血縁家系のハプロタイプを調査 し検証するが､日本短角種においてもQTL解析結

果に基づ くゲノム育種の可能性が示唆された｡



(日本動物遺伝育種学会第11回大会､2010年10月､西白河郡西郷村)

学会発表15.

題目 :黒毛和種における雌牛の繁殖能力に関するゲノム解析

発表者 :佐々木 慎二 1､揖斐 隆之2､波速 敏夫 1､松橋 珠子 3､中藤 由紀4､小林 直

彦3､杉本 喜憲 1

所属 : 1畜技協 ｡動物遺伝研､2岡山大学､3岐阜県畜産研究所､4岡山県備前県民局農林

水産事業部

要旨 : 監目的ヨ繁殖雌牛は子牛を生産する基本的能力に加え､年 1産する達産性が求め

られている｡ このような背景から､本研究では連産能力に影響を与える遺伝的要因を同

定するため､平成20年度から全国和牛登録協会が連産能力の評価に採用 している4歳時

子牛生産指数を対象にゲノムワイ ド関連解析を行った｡

監方法ヨ黒毛和種､雌牛約1万3千頭の繁殖情報を収集 し､4歳時子牛生産指数の成績上

位15%と下位15%に含まれる676頭の血液からDNAを抽出し､イルミナ50KSNPチップを用

いてSNPの型判定を行った｡関連解析には､型判定率が95%以上､マイナーアリル頻度が

5%以上､ハ-デイ ｡ワインバーグ平衡から乗離 しないP値が0.001以上の約38,500個の

SNPを用いた｡

監結果ヨp値は期待される分布より全体に高い分布を示 し､4歳時子牛生産指数の遺伝率

の低さを反映 していると考えられた｡そこでGenomicControlにより補正を行ったとこ

ろ､期待値を下回るSNPが染色体4番に1カ所､13番に2カ所観察された｡染色体4番のSNP

は遺伝子のイントロン内に位置 し､この遺伝子産物は繁殖性に関与する蛋白質の調節因

子であることが報告されていた｡そこで､このSNPを含む約2.5Mbの領域にあるマイク

ロサテライ トマーカー11個を選択 し､関連解析に用いた676頭について隣接する2マーカ

ー間でのハプロタイプ頻度推定を行い､Fisher正確検定によってハプロタイプの偏 りを

検定 したところ､SNPに隣接する2カ所が有意であった｡これらの結果から､この領域に

4歳時子牛生産数QTLが存在することが示唆された｡今後､他の牛群での再現性の確認 と

効果の推定を行う予定である｡

(日本動物遺伝育種学会第11回大会､2010年10月､西白河郡西郷村)

学会発表16.

題目 :黒毛和種発育不全牛と正常発育牛の肝組織に発現する遺伝子の網羅的解析

発表者 :永乗 沙夜子 1､渡辺 大作 1､木崎 景一郎2､富岡 美千子 1､平野 貴 3､杉本

喜憲3､橋爪 -善2

- 40-



所属 : 1北里大獣医学部､2岩手大農学部､3畜技協 ｡動物遺伝研

要旨 : 監日的遜黒毛和種牛に発生する原因不明の発育不全症は､これまでの研究から免

疫系 ｡代謝系に異常がある多因子疾患と推定され､十分に栄養を摂取 しても栄養不良で

削痩体型を里する｡ 本研究ではその原因を明らかにする目的で､肝組織に発現する遺伝

子の網羅的解析を行った｡

監方法ヨ臨床的 ｡血液学的に正常な12カ月齢の黒毛和種去勢牛3頭および10~12カ月齢の

黒毛和種の発育不全牛3頭を用いて肝生検を行い､液体窒素で凍結､-80℃に保管した｡

肝組織から総RNAを抽出､ウシオリゴマイクロアレイ解析に供 した｡

監結果ヨ発育不全牛では､血清総コレステロール､インスリン､インスリン様成長因子-

1(IGF-1)､サイロキシン (T4)が低値で､成長ホルモン (GH)分泌は克進した｡正常

牛と発育不全牛の肝組織に発現 した遺伝子の網羅的解析から有意な変動 (P<0.05)が

あった257遺伝子のうち､特に発育不全/正常牛の比率が0.4以下と低値を示 した遺伝子

には､ハプ トグロビン､メタロペプチダーゼ､heatshockprotein(HSP)関連遺伝子､

IgG関連遺伝子､ケモカイン (MCP-2)､インターフェロンγなどがみられた｡脂質関連

では発育不全牛でfattyacidbindingprotein関連遺伝子､PPARおよびhydroxyacy1-

CoenzymeAdehydrogenase 関連遺伝子などが､またヒトの遺伝病であるShwachan-

Diamondsyndrome遺伝子も有意に発現が低下していた｡発育不全牛の肝組織において発

現が有意に低い遺伝子には､ヘモグロビン代謝､免疫､糖代謝､蛋白質の輸送と構造維

持､脂質代謝および膝分泌機能に関わる遺伝子があり､発症に関与 している可能性があ

る｡ 分析を進めて､発育不全に関わる遺伝子異常を特定する必要がある｡

(日本動物遺伝育種学会第11回大会､2010年10月､西白河郡西郷村)

学会発表17.

題目 :親子判定および個体識別用国際基準SNPマーカーセットを用いた黒毛和種および

ホルスタイン種における父権否定確率

発表者 :黒木 -仁 1､宮崎 義之 1､荻野 敦 1､西村 期太2､島貫 伸- 1､塗本 政伸 1､

高須賀 晶子 2､田遵 義弘1

所属 : 1家畜改良事業団､2畜技協 ｡動物遺伝研

要旨 : 監目的ヨ現在､牛の親子判定を行っている世界の検査機関は､国際標準マイクロ

サテライ ト (MS)マーカーセット (12種類)をベースに､独自に追加 したMSマーカーセ

ットを用いている｡ 近年SNPマーカーを用いた親子判定の可能性の検証とSNPマーカーの

国際標準化を目的とする取 り組みとして､国際比較試験が実施され2010年7月の国際動

物遺伝学会 (ISAG2010)でその結果の一部が報告された｡本研究は親子判定および個体
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識別用国際標準SNPマーカーを用いた日本における黒毛和種およびホルスタイン種の判

定効率について検討することを目的とした｡

監方法ヨ国際標準SNPマーカーは121種類で､そのうちの116種類がイルミナ50K SNPチッ

プに含まれており､イルミナ50KSNPチップのタイピング結果から､国際標準SNPマーカ

ーのデータを抜粋 し分析を行った｡父権否定確率の計算には動物遺伝研究所においてゲ

ノムワイ ド関連解析に用いられた父牛の明確な黒毛和種肥育牛1,221頭､ゲノミック評

価のために解析された国内外のホルスタイ種雄牛2,590頭の合計3,811頭を用いた｡

E結果ヨ黒毛和種において型判定率が0.95を下回ったSNPおよび仝頭ホモが確認された

SNPを除いた110種類のSNPでの父権否定確率は0.999999991(父-母一子)､0.99992(父一

千)であった｡ホルスタイン種において同様の条件で計算 したところ､父権否定確率は

0.9999999996(父一母一子)､0.999997(父一子)であった｡各品種において遺伝子頻度が

極端に偏っているSNPマーカーが確認されたものの､国際標準SNPマーカーセットは日本

国内においても高い精度で親子判定､個体識別が可能であることが確認された｡

(日本動物遺伝育種学会第11回大会､2010年10月､西白河郡西郷村)

学会発表18.

題目 :SNPとMS(マイクロサテライト)を用いた牛の親子判定

発表者 :宮崎 義之1､黒木 -仁 1､島貫 伸一1､塗本 政伸 1､西村 期太2､高須賀 晶

子2､田遣 義弘1

所属 : 1家畜改良事業団､2畜技協 ｡動物遺伝研

要旨 :監目的】日本における牛の親子判定は18MS(12種の国際標準ISAGマーカー+6種)

を用いて行ってお り､父権否定確率 (父一母一子 :PEl)は> 0.999997である｡ また､判

定が困難な場合はさらに14種のマーカーを追加 して判定を行っている｡ 近年､国際的に

SNPを用いた親子判定の評価が報告されている｡ 本研究では､当団で親子判定用 として

選択 したSNPと現在使用 しているMSの父権否定確率の比較､さらにそれらを用いた実際

の親子判定結果およびコス ト面について検証することを目的とした｡

監方法】サンプルは2005年から2007年までAIまたはETで供用された種雄牛､母牛および

その産子の計1,061頭 (黒毛 :680頭､ホルスタイン :381頭)を用いた｡SNPはISAG2008

で演者らが報告 した85マーカー､MSは32マーカーを用いた｡SNPの実用性を検証するた

めに､種雄牛622頭 (黒毛 :427頭､ホルスタイン :195頭)に対 して､血縁の確認され

ている母子183組 (黒毛 :104組､ホルスタイン :79組)を仝組合せで親子判定を行っ

た｡

【結果】85種類のSNPのPE値は> 0.99999993であり､18種類のMSと同等のPE1倍を得るに
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は､少な くとも61種類のSNPが必要であった｡ マーカーセ ットのPEl値は32 MS>85

SNP>18MSの順で高い値を示 した｡タイピングを行った種雄牛において､85種類のSNP

中ヘテロ接合を示 したマーカーの割合は0.28-0.69(平均0.47)と個体間で大 きな差が

みられ､特に父子関係 において親子判定に利用できるSNP数に違いが生 じた｡母のデー

タのない実際の父子判定において､85種類のSNPでも真の父のみに絞 り込むことはでき

なかったがSNPとMSを併用 した場合には全ての父子関係において其の父のみを特定する

ことが可能であった｡コス ト面では85SNP>>32MSであった｡

(日本動物遺伝育種学会第11回大会､2010年10月､西白河郡西郷村)

学会発表19.

題目 :ウシ50KSNPチップを用いた受胎率に関与する遺伝子の同定

発表者 :杉本 真由美 1､後藤 裕作2､河原 孝吉2､杉本 喜憲 3

所属 : 1家畜改良セ､2日本ホルスタイン登録協会北海道支局､3畜技協 ｡動物遺伝研

要旨 .. 監目的ヨ酪農家にとって､乳牛の泌乳能力の向上と共に繁殖性の改善は重要であ

る｡ 近年､ホルスタインの泌乳能力は飼養管理の改善及び遺伝改良により飛躍的に向上

した一方､受胎率の低下が顕著である｡ 受胎率の低下は､泌乳量の増大によるス トレス

等環境要因の影響だけでなく､繁殖性の改善のための遺伝改良を行っていなかったため

と考えられる｡ そこで､イルミナ50K SNPチップを用いた受胎率に関与する遺伝子の同

定を試みた｡

匿方法 ｡結果ヨ北海道において採血された4,362頭のホルスタイン雌牛について､開催 ｡

線形アニマルモデルを用いて受胎率の育種価を推定 したところ､平均受胎率育種価は

45｡25?0.05%であった｡このうち､受胎率育種価が低い個体192頭 (42.08%以下)及び

高い個体192頭 (51.04%以上)を選抜 し､各個体の血液よりDNAを抽出し､ウシ仝ゲノム

をカバーする54,001個のSNPについて､イルミナ50K SNPチップを用いて解析 した｡

54,001個のSNPのうち､型判定率が950/.を超え､マイナーアリル頻度 (MAF) がlO/.以上で

あり､ハ-デイ ｡ワインバーグ平衡 (Ⅰ珊E)に達 し (P>0.001)､ウシゲノム上の位置

が判明 しているSNPは43,924個であった｡ 集団の構造化 を示す指標であるGenomic

ControlのGenomiclnflationFactor(A)は2.89であり､解析に用いたサンプルには

構造化が存在 していることが示唆された｡そこで､判定率が100%であ り､MAFが10%以

上であり､Ⅰ珊Eに達 し､受胎率に関与せず (P>0.01)､ゲノム上の位置が100kb以上離

れている8,267個のSNPを用いて主成分分析を行った｡主成分分析の結果に基づいた補正

を行ったところ､ 人は1.02まで下が り､受胎率に関与するSNPは､染色体3番に2カ所､5

番､13番､18番､28番染色体にそれぞれ1カ所ずつ存在 した (P<1.2E-06)｡
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(第33回日本分子生物学会年会､2010年12月､神戸)

学会発表20.

題目 :黒毛和種牛のゲノムワイ ド関連解析 ;IBS行列を用いた構造化の補正と枝肉重量

QTLの効果推定

発表者 :西村 期太､渡蓮 敏夫､高須賀 晶子､杉本 喜憲

所属 :畜技協 ｡動物遺伝研

要旨 :監目的還我々は高密度SNPチップを用いて枝肉市場から収集した黒毛和種集団を

対象とした枝肉形質のゲノムワイド関連解析を行ってきたが､家畜のように半きょうだ

いを多数含み血縁関係が複雑な集団に対 しては主成分分析を用いた方法では集団の構造

化の十分な補正が困難であった｡ 本研究では､遺伝子型データから推測 した個体間の

IBS行列を用いて表現型に対する血縁の効果を補正する手法であるEMMAX の家畜集団に

対する有効性を検討 し､従来の家系解析で検出されているQTLと同一の領域に検出され

たSNPの効果の大きさを推定した｡

監材料 ｡方法ヨ2カ所の枝肉市場から収集した27,531頭の肥育去勢牛のうち､これまでに

枝肉形質の関連解析のために抽出した1,156頭を材料 として用いた｡解析サンプルの枝

肉重量の分布は母集団の分布を反映していた｡イルミナ50KSNPチップでタイピングし

た40,037個のSNPを解析に用いて､E皿AXで構造化を補正 して分散成分の推定を行った｡

市場､年次､月齢を固定効果 として含む混合モデル方程式により各SNPの効果の大きさ

を推定 した｡

監結果ヨ解析に用いたサンプルは父方半きょうだいを最大で20頭含みGenomicControlの

ノ‖ま5.503で構造化の程度が非常に大きい集団であったが､EMMAXによる補正後のノ‖ま約

1.008で構造化を効果的に補正できた｡解析の結果､これまでに複数の家系解析で枝肉

重量QTLの検出が再現されている染色体6番､8番および14番のQTL領域に強い関連を示す

SNPを複数検出した｡それぞれの染色体で最 も関連の強いSNPの効果の大きさは､6番で

は35.5kg､8番では26.0kg､14番では27.2kgであり､家系解析で検出されたQTLは一

般集団においても大きな効果を持っていることが分かった｡

(第33回日本分子生物学会年会､2010年12月､神戸)

学会発表21.

題目 :黒毛和種の仝ゲノムSNP探索

発表者 :平野 貴､渡連 敏夫､西村 朔太､高須賀 晶子､杉本 喜憲

所属 :畜技協 ｡動物遺伝研
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要旨 : 監目的ヨSNPは関連解析や連鎖解析などのゲノム解析に有用なマーカーであるが､

ウシで効率的なゲノム解析を行うためには､マイナーアリル頻度 (掴AF) が0.05以上の

SNPを大量に開発する必要がある｡ 今回､我々は黒毛和種で有用なSNPを網羅的に仝ゲノ

ムから同定することを目的として､黒毛和種52頭を用いて､リシーケンシングを行っ

た｡

監方法ヨ黒毛和種集団で有用なSNPを探索するために､イルミナ50KSNPチップを用いた

主成分分析 と各個体の血統情報に基づ き､気高系､田尻系､藤良系､茂金系の4グルー

プに分類 される黒毛和種集団を代表する52頭を選抜 した｡各固体から抽出したゲノム

DNAは､グループごとにプールした｡これら4つのDNAプールを用いて､GenomeAnalyzer

IZ(イルミナ社)にて36または40塩基でライブラリーの両端を読み取るPaired-Endシー

ケンシングを行った｡参照配列にはUⅦ)3.0を用いた｡

匿結果ヨシーケンシングは1グループ/レーンで15ラン行い､全体で170.8Gb(平均63.94

depth)の配列データ (read)を得た｡これらにより約95｡30/.の領域がdepth20でカバー

され､10,000>depth20でカバーされる領域をSNP探索の対象とした｡マイナーアリル

が2reads以上､推定MAFが0.05以上である部位を探索 し､常染色体及びⅩ染色体から

1,328万個のSNP (平均推定MAF- 0.26､202bp)を検出した｡

[plant&AnimalGenome‡ⅠⅩ(第19回国際植物動物ゲノム学会大会)､ 2011年1月､サ

ンディエゴ､米国]

学会発表22.

題 目 :複数の黒毛和種父方半 きょうだい家系を用いた中密度カスタムSNPチップによる

枝肉形質QTLマッピング

発表者 :渡連敏夫 1､中村亮一2､松橋珠子3､渡遣直人4､鹿島聖志 5､西村期太 1､杉本

喜 憲 1､ 高 須 賀 晶 子 1

所属 : 1畜技協 ｡動物遺伝研､2島根県畜技セ､3岐阜県畜産研､4大分農林水産研指畜産 ､

5北海道畜試

要旨 : 監目的遜これまでわれわれは子世代で分離する父親の枝肉形質QTLを検出する目

的で､黒毛和種父方半 きょうだいを対象に､カスタム3KSNPチップを用いたQTLマッピ

ングを行った本研究では､未発表の1家系を含む4家系分のSNP遺伝子型データをあわせ

て､各SNPの効果を混合モデルにおける固定効果として推定することで､子世代で分離

するもの以外のQTLの検出を試みるとともに､QTL検出力を上げることを目的とした｡

監材料 と方法遜イルミナ50KSNPチップから黒毛和種において多型性の高いSNPを2800個

選択 し､中密度カスタムSNPチップをデザインした｡同SNPセットの黒毛和種におけるマ
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イナ-アリル頻度は平均0.36であり､全ての常染色体を0.025-3.4Mbの間隔 (平均

0.9Mb)でカバーする｡ 解析対象は､それぞれ176､282､285､251頭の去勢肥育牛から

なる､4つの黒毛和種父方半 きょうだい (991頭) とした｡解析対象形質は､枝肉重量お

よびBMSNoとした｡各個体のDNAをカスタムSNPチップにより型判定を行い､マイナーア

リル頻度5%以上､型判定率95%以上のフィルターの後､2,771個のSNPを選択 した｡解

析対象個体のサンプリング場所は多様なため､これらについての分子血縁係数行列を得

ることが困難であった｡そこで得 られたSNP遺伝子型データからゲノム関係行列を作成

し代用 した｡解析ソフトウェアは EMMAXを用い､と畜場､年次､月齢を固定効果とし､

各SNPが持つ効果の推定を行い､そのP値を算出した｡

【結果】枝肉重量に関して29個のSNPが形質と強い関連を示 した (P<0.0001)｡ 有意だ

ったSNPのうち26個は既知のQTL領域 (Takasugaeta1., Mama.Genome,2007)に位置し

ていた｡BMSNoについては10個のSNPが P<0.0001で有意となったが､うち6個は既知

の黒毛和種QTL領域の近傍に位置 していた｡低密度のSNP遺伝子型データから高密度の

SNP遺伝子型データを推定する手法が提案されているが (Browning, Hum.Genet.,

2010)､本研究で用いた中密度SNPデータから50KSNP遺伝子型データの推定についても

検討 した｡今後は他の枝肉形質を対象としてQTL解析を行うとともに､同SNPによるゲノ

ム育種価予測の可能性を検討 したい｡

[plant&AnimalGenomeXIX.(国際植物動物ゲノム学会第19回大会)､2011年1月､サ

ンディエゴ､米国]
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3日委員会 ◎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

(彰 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 (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

国枝 哲夫

新山 正隆

花揮 信幸

菱沼 毅

藤山 秋佐夫

松･本 光人

向井 文雄

矢野 秀雄

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

((独)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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2)｢DNA育種技術開発 ◎利用促進事業｣に関わるDNA育種技術推進委員会､兼､

｢肉周年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22年度委員会は､平成23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｡

(∋ 平成22年度の研究成果発表

(a)次世代シーケンサーを用いたの網羅的 SNP探索

(b)ホルスタイン種のゲノムワイ ド関連解析

(C)黒毛和種枝肉重量のゲノムワイ ド関連解析

(d)4家系を合わせた 3KSNPによる QTL解析

(e)黒毛和種脂肪交雑QTL(Marbll'ng-3)の責任遺伝子 Pantophysinの解析

(f)黒毛和種繁殖性のゲノムワイ ド関連解析

(g)平成22年度のその他の研究成果

(∋ 平成23年度の研究計画について

③ 講評

④ 閉会

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

廉岡 博之

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

京都大学大学院農学研究科 教授

(狗)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21年度から当研究所が行った ｢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22年度以降の研究の方向性について､検討委員会が平成22年4月22日に東京で開

催 された｡また､平成22年度の事業成果についての検討会は平成23年3月9日に東京で開
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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22年4月22日の検討委員会

① 平成21年度事業実施結果について

② 平成22年度事業実施計画について

(釘 その他

｡平成23年3月9日の検討委員会

(∋ 平成21､22年度事業実施結果について

｢事業の目標 と成果の概略｣

｢次世代シーケンサーを用いた黒毛和種の網羅的SNP探索｣

(∋ 平成21?22年度事業結果の評価について

(勤 その他

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

新山 正隆

松川 正

安江 博

吉村 豊信

(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

(狗)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 相談役

(社)畜産技術協会 参与

(狗)農業生物資源研究所研究企画調整室 研究専門委員

(社)全国和牛登録協会 専務理事

4)全国PNA育種推進会議

この会議は ｢DNA育種技術開発 ｡利用促進事業｣に関わる全国推進会議である｡ 平成

22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)家畜改良センター､

(社)家畜改良事業団も本推進会議に参加 した｡

第 1回の平成22年度全国DNA育種推進会議は平成22年10月8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｡
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① 動物遺伝研究所の平成22年度事業について

② ｢平成22年度の計画と進捗状況報告｣

1.成果報告:カスタム 3KSNPチップを用いた半きょうだい家系解析

｢カスタム 3KSNPチップの作成｣

｢実際の解析 と結果｣(2題)

｢4家系を合わせた 3KSNPチップによる QTL解析｣

2.計画 ･進捗状況報告

③ 動物遺伝研究所からの話題提供

｢市販 3KSNPチップの評価と解析スケジュールについて｣

｢イルミナ ウシ Ⅲ)SNPチップの黒毛和種における有用性評価とCW-3マーカー開

発への利用｣

｢平成22年度 QTLマップ更新スケジュール変更について｣

④ その他

第 2回の平成22年度全国DNA育種推進会議は平成23年3月3日東京で開催された｡主要

議題は次の通 りであった｡

① 平成22年度の道県等の事業成果の報告

② 平成22年度の動物遺伝研究所の進捗状況報告

｢脂肪交雑QTL (Marbling-3)の責任遺伝子同定｣

｢繁殖性に関するゲノム解析｣

③ 事業成果のまとめと今後の研究の進め方について

｢平成22年度QTLマップ｣

｢枝肉重量QTL (CW-1,-2,-3)の効果検証｣

｢平成23年度の計画｣

④ その他

5)研究会等の開催

① 日本動物遺伝育種学会第11回年次大会を (狗)家畜改良センターと平成22年10月6日

に開催 した｡

開催場所 : (狗)家畜改良センター講堂/中央畜産研修施設 (体育鋸)

主催 :日本動物遺伝育種学会
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(1)学会会長挨拶 国枝 哲夫 (岡山大学)

(2)特別講演 座長:屠在家 義昭 (岩手大学)

｢寿 しネタ育種の現状 と将来｣ 岡本 信明 (東京海洋大学)

｢豚ゲノム研究成果を育種に生かす｣ 小畑 太郎 (農林水産先端技術研究所)

(3)総会

(4)ランチョンセミナー

(5)ポスター発表

(6)特別賞選考対象の口頭発表

(7)懇親会

② 動物遺伝育種シンポジウム組織委員会による第16回シンポジウム ｢動物ゲノム解析

と新たな育種戦略?ゲノム解析から始まる多面的アプローチ:生命現象の解明へ向けて｣

を動物遺伝育種学会と共催 した｡

開催 日 :平成22年10月7日

開催場所 : (狗)家畜改良センター講堂

内容 : 座長:安江 博 (生物資源研究所)

(1)｢次世代シーケンサーを用いた黒毛和種牛のゲノムリシーケンシング｣､平野 貴

((社)畜産技術協会附属動物遺伝研究所)

(2)｢マイクロサテライ トマーカーを用いた牛ゲノム相関解析｣､杉本 真由美

((狗)家畜改良センター改良部)

(3)｢BovineGenomics?Thenextsetofgrandchallenges｣､TadS.Sonstegard

(USDA-ARS,BovineFunctionalGenomicsLaboratory)

(4)｢ゲノムインプリンティング､体細胞クローンと個体発生｣､幸田 尚 (東京医

科歯科大学 難治疾患研究所)

(5)｢最新のヒトゲノム多様性研究の現状 と方向性｣､鎌谷 直之 ((独)理化学研究

所 ゲノム医科学研究センター)

*毎年10月初旬に (狗)家畜改良センターと開催 していた家畜DNA西郷シンポジウムは､

日本動物遺伝育種学会第11回年次大会､および､第16回シンポジウムを開催するため中

止 した｡
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札委託研寵

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22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 (2001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 (2008年度より継続)

① 委託先 :明治大学農学部

② 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 (2005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)和牛の繁殖性の分子遺伝学的解明 (2008年度より継続)

(∋委託先 :鹿児島県肉用牛改良研究所

(参委託研究者 :池田 省吾

5)飛騨牛における繁殖性の分子遺伝学的研究 (2008年度より継続)

① 委託先 :岐阜県畜産研究所

② 委託研究者 :小林 直彦

6)和牛の繁殖性の分子遺伝学的研究 (2009年度より継続)

① 委託先 :岡山県総合畜産センター

② 委託研究者 :片岡 博行

7)北海道における黒毛和種雌牛の繁殖性の遺伝学的研究 (新規)

① 委託先 :地方独立行政法人北海道立総合研究機構農業研究本部畜産試験場場

② 委託研究者 :鹿島 聖志
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8)但馬牛の繁殖性の分子遺伝学的研究 (新規)

① 委託先 :兵庫県立農林水産技術総合センター畜産技術センター

② 委託研究者 :秋山 敬孝
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5.研修員の受け入れ

所 属 機 関 名 氏 名 受 入 期 間

山形県農業総合研究センター畜産試験場 本田 光平 2010.06.07-06.ll

島根県畜産技術センター 中村 亮一 2010.06.21-07.09

青森県産業技術センター畜産研究所 小野 博之 2010.07.05-07.16

岐阜県畜産研究所 松橋 珠子 2010.07.20-08.06

岐阜県畜産研究所 松橋 珠子 2010.08.09-08.20

大分県農林水産研究指導センター畜産研究部 渡連 直人 2010.08.16-09.03

北海道立畜産試験場 鹿島 聖志 2010.08.3-09.17

佐賀県畜産試験場 山下 大司 2010.09.07-09.17

長崎県肉用牛改良センター 岡部 裕 2010.10.06-10.22

鹿児島県肉用牛改良研究所 干場 浩 2010.10.12-10.19

山形県農業総合研究センター畜産試験場 本田 光平 2010.10.18-10.29

青森県産業技術センター畜産研究所 小野 博之 2010.10.18-10.29

熊本県農業研究センター畜産研究所 稲永 敏明 2010.ll.15-12.10

岐阜県畜産研究所 松橋 珠子 2010.ll.29-12.17

佐賀県畜産試験場 山下 大司 2010.12.06-09.17

島根県畜産技術センター 中村 亮一 2010.12.09-12.22

鹿児島県肉用牛改良研究所 干場 浩 2010.12.13-12.22

宮城県畜産試験場 斉藤 陽介 2011.01.ll-01.21

岐阜県畜産研究所 松橋 珠子 2011.01.18-02.10

鹿児島県肉用牛改良研究所 池田 省吾 2011.01.24-02.03

山形県農業総合研究センター畜産試験場 本田 光平 2011.01.31-02.10

長崎県肉用牛改良センター 岡部 裕 2011.01.31-02.19

兵庫県立農林水産技術総合センター北部農業 吉田 恵美 2011.02.07-02.18
技術センター

青森県産業技術センター畜産研究所 小野 博之 2011.02.14-02.25

兵庫県立農林水産技術総合センター北部農業 秋山 敬孝 2011.02.21-03.02
技術センター

鹿児島県肉用牛改良研究所 干場 浩 2011.02.23-03.02

島根県畜産技術センター 中村 亮一 2011.03.04-03.18
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頂E職員名簿 (2011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 達 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 西 村 朔 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 小 松 まゆみ

臨 時 職 員 吉 成 加奈子

蓋し職農の異動

1)職員の採用

採用年月日 氏 名 所 属 備 考

2010年 7月 1日 吉 成 加奈子 動物遺伝研究部臨時職員

2)職員の退職 ｡退任

退職 .退任年月日 氏 名 所 属 備 考

2010年 8月31日 吉 田 加奈子 動物遺伝研究部補助員

2010年 9月30日 高 野 淳 動物遺伝研究部研究員

2010年 9月30日 真 船 文 恵 動物遺伝研究部補助員
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3｡職員の海外出張

氏 名 出張先 期 間 用 務

杉 本 喜 憲 英 国 2010.07.25-08.01 英国エディンバラ市で開催 された第32回国際動物遺伝学会2010大会に参加

渡 連 敏 夫 英 国 2010.07.25-08.01 英国エディンバラ市で開催 された第32回国際動物遺伝学会2010大会に参加

平 野 貴 英 国 2010.07.25-08.01 英国エディンバラ市で開催 された第32回国際動物遺伝学会2010大会に参加

高須賀 晶 子 米 国 2011.01.14-01.21 米国サンディエゴ市で開催 された第19回植物 .動物ゲノム学会(plant&AnimalGenomeXⅠⅩ)に参加

渡 達 敏 夫 米 国 2011.01.14-01.21 米国サンディエゴ市で開催 された第19回植物 .動物ゲノム学会(plant&AnimalGenomeXⅠⅩ)に参加

4.施設 ｡機器の整備

1)施設

研究施設の平面図は57ページの通 り｡
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研 究 施 設 平 面 図

本館 1階 (742m2) 別館 1階 (788m2)
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毒､.､K
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2)2010年度購入の主要機器 (単価百万円以上)

機 器 名 式 数

超純水製造装置(日本 ミリポア社製 Mi111-Q Ⅰntegralバイオタイプ) 1

高密度SNP解析装置 (イルミナ社製 Ⅰscanスキャナー (SY-101-1001) 1

超低温槽 (日本フリーザー社製 CLN-50CW) 2

ピペ ットステーション (バイオテック社製 EDR-384UX) 1

5｡購読雑誌-質

1 AnimalGenetics

2 Cell

3 CellMetabolism

4 GenomeResearch

5 Genomics

6 MammalianGenome

7 Nature

8 NatureGenetics

9 NatureMedicne

10 NatureReViewsGenetics

ll NatureReViewsMolecuraCeH Biology

12 Science

13 TheAmericanJournalofHumanGenetics

14 TrendsinGenetics

15 細胞工学

16 実験医学

17 畜産技術
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AbstraCt

lonotropkglutamatere⊂eptorsmediatemostexdtatoryneurotransmissioninthe⊂entralnervoussystem byopenlngl0n

⊂hannelSuponthebindingofgLutamate.Despitetheessentialrolesofglutamateinthecontrolofreproductionand

anteriorpituitaryhormoneSe⊂retion,thereiSalimitedunderstandingofhowglutamatereCeptorsControlovulation.Here

werevealthefunctionoftheionotropi⊂glutamatere⊂eptorAMPA-1(GRIAl)inovulation.Basedonagenome-Wide

assoCiationstudyinBostaurus,WefoundthatovulationrateisinfluencedbyavariationintheN-terminalIeuCine/

i50leu⊂ine/valine-bindingprotein(LIVBP)domainofGRIAl,inwhichserineisreplaCedbyaSParagine.GRIAIAsnhasaWeaker

affinitytogIutamatethanGRIAlSer,bothinXenopu500CyteSandinthemembranefractionofbovinebrain･ThisSlngle

amino acidsubstitution 一eadstothedecreasedreleaseOfgonadotropin-releasing hormone(GnRH)inimmortalized

hypothaIamkGTl17CeHs･〔owswithGRIAIAsnhaveaslowerluteinizinghormone(LH)surgethan〔owswithGRIAlSer.ln

addition,cowswithGRIAIAsnpossessfewerimmatureovarianfolliclesbeforesuperovulationandhaveatowerresponseto
hormonetreatmentthancowswithGRIAISer.OurworkidentifiedthatGRIAlisacriticalmediatorofovulationandthat

GRIAlmightbeausefultargetforreproductivetherapy.
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lntrodu⊂tion

Cattle,1ikelmmans,usuallyhavesingleovulations･Superovu-

1ationisamethodoftenusedin thelivestockindustrytoobtain

moredescendantsfrom exceptionaldams,butthetreatments

produceinconsistentresultsl1]･Identifyingthegenevariants

responsiblefわrthevariableresponsestosuperovulationtreatments

mayhelptowardselectlngCOWSthatw山bemoreresponsivetothe

superovulation treatment.The molecular mechanisms that

regulateovarianfolliculardevelopmentinmammalsarepoorly

understood,mainlybecauseofspecies-specificdiLrerencesbetween

mono-0vu1atoryandpolyovu1atoryanimals･Analysesofmouse

modelswithfemalefertuitydefectshaverevealednumerousgene

productswithkeyrolesatvariousstagesofovarianfblliculogenesis

l2]･Itisimportant,however,toidentifySpecificgeneproductsthat

control0､mlationinmono-0vu1atoryanimals.

Although g竺ome-widescanstoidentifythegenesthatinfluence
ovulationratelnCattlehavebeenperformed,nospecificgenes

have been identified to date l3].The estimated maternal

heritabilityofovulationrateisrelativelyhigh (0･23)[4],butother

factors,suchasenvironmentandtechnicalexpertise,arepotential

impedimentstodetermininggeneticvariationsandidentifyingthe

specificgenesinvolved･Toovercomethisproblem,wecollccted

bloodandsupero-1ationrecordsor639JapaneseBlackcatdeat

●
･:-@.'･pLoSONEAwww･p.osone･org

theEmbryoTransferCenterZEN-NOH,whereprofessionals

routinelyperfわrm repeatedsupero…lationtreatmentstocollect

embryosfわrcommercialpurposes･Theaveragenumberorova

anderribryoscollectedoverfivetreatmentsrangedfrom 0.4to

44･2persuperovulationwithamedianof1318(Figurel)･

Usingthese,samples,wefわundthato…lationrateincatdewas

associatedwiththeGRIAl.･GRIAlmediatesmostexcitatory

neurotransmissionbyopenlnglOnChannelsuponthebindingor

glutamatel5],CowswithGRIAlAsnI,lnWhichserュneisreplaced

byasparaglne,havefewerimmaturefolliclesintheirovariesthan

cowswithGRm lSell.Thissingleaminoacidsubstitutiondecreases

theaffinity ofthereceptortoglutamate･Immortalizedhypotha-
1amiccellstransfectedwithGRIAlAsnreleasellessGnRH thand｡

ceuswithGRZAISer.cowswithGRn lAsnhaveaslowerLHsurge
thancowswithGRIAISer.ourworkwouldleadt｡moreefficient

breedingpracdcesf♭rcatdeandtoabetterunderstandingof

folliculogenesisinmono-0vu1atoryanimals･

Results

GRIAlisassociatedwithovulationrateincattle

Am ongthesampleswecollectedattheEmbryoTransferCenter

ZEN-NOH,weselected42Cowsfrom whichmanyovaand

embryoswerecollected(high,≧18･2)and42cowsfrom which

November2010IVolume5IlSSuellIe13817
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GRIAIIsLinkedwithOvulation

N N 寸 く白 く0
⊂)

書 記 誓 言
▼- N O 寸

OvaandEmbryosCoHected

Figure1.TheaveragenumberofovaandembryosCoIleCted
persuperovulationoverfivetreatments.
do首:10.1371/journal.pone.0013817.gOOI

onlyafewovaandembryoswerecollectedPow,≦9･6).Toreduce

theeffectsofspecificsires,fewerthanfivecowsderivedfrom the

samefatherwereincluded.Basedontyping1154microsateuite

markerscovering from chromosomes lto 29 and X,the

populationstructureortheselectedsampleswasevaluatedwi血

STRUCTUREl6]andwefoundnoevidenceofasystematicbias

(FigureSl)･Thestratification[7]ofoursaTPleswasalsolow

(九-1･104)･TheestimatedeFectivepopulat10n.Size[8]ofthe
selected samples,29･6,wassimilar to previously reported

populationsizesofJapaneseBlackcattlel9](14･0152･l),indicating

thatthesampleinthisstudywellrepresentedtheJapaneseBlack

catdepopulation.

Wescannedatotal of84bovinegenomesandrevealeda

significantassociationatthechromosome-wiseorgenome-Wise
levelbetween ovulation rate and markers associated with

chromosomes2,3,4,6,7,8,9,10,13,14,15,16,19,21,23,
24,27,andX (FigureS2,PanelA)･Minorhaplotypeswhose

frequencieswerelessthan5%wereremovedfromthecalculations

andauofthemarkerswerereasonablywi血inHardy-Weinberg

equilibrium (HWE,P>0･002foreitherhigh orlow)･Whenthe

numberofsampleswasincreasedfrom84to134(67high ≧16･6,

67low≦7･7),theanalysisdemonstratedthatchrom.osomes6,7,8,
14,16,19,and24maintainedasignificantassociat10n(FigureS2,
PanelB)･Furtheranalysisw血 anaddidona150markersshowed

themostrobustassociationonchromosome7(FigureS2,Panel

C)･Scanningofthischromosomewith anadditional86markers

indicatedthatcandidategeneswerelocatedin血eregionbetween

62and63Mb(Figure2,PanelA),whichharborsGRL41(Figure2,
Panelli)･

GRIAl(G62483696A,exon7)

TMITM2TM3

23

bovinehigh
bovinelow
human

maCaque
mouse
rat

377 537

285 306

638 806 826 906

RPKYTSALTYDGVKVMAEAFQSLRRQRIDISRRGNAGDCLANPAVP
RPKYTSALTYDGVKVMAEAFQNLRRQRlDISRRGNAGDCLANPAVP
RPKYTSALTYDGVKVMAEAFQSLRRQR=⊃ISRRGNAGDCLANPAVP
RPKYTSALTYDGVKVMAEAFQSLRRQRIDISRRGNAGDCLANPAVP
RPKYTSALTYDGVKVMAEAFQSLRRQRIDISRRGNAGDCLANPAVP
RPKYTSALTYDGVKVMAEAFQSLRRQRIDISRRGNAGDCLANPAVP

Figure2.GRIAlisassociatedwithovuJationratein⊂attle.(A)AssociationsignalswithovulationrateonChromosome7usingplotsoftheP
valuesforFiSher'sexacttestafteresthllatinghapIotype50f⊂onse⊂utivemarkerpairsbyexpectation-maximizationalgorithm.TheredIinerepresents
thethresholdforgenome-wisesignificanceaftercorrectionusingtheBonferronicorrectionformultiplecomparisons.(B)Themapofmarkers(blue
circles)andagene(blackline)foundinthecandidateregionofchromo50me7.TheredcirclerepresentsanSNPfoundinthegene.(C)Schematic
illustrationofGRlAlthatharbors4transmembrane(TM)domainsandtheLNBPdomain,whichindudesalignmentofpartialmammalianaminoacid
SequenCeS.(D)TheaveragenumberofovaandembryosColle⊂tedpersuperovuJationof～/S′S/N,andN/N〔owsoverfivetreatments.Dataare
presentedaSmean±SEM.Pvalueswere⊂al⊂ulatedbyStudent'st-test.
doi:10.1371/journal.pone.0013817.g002

':'@.'･pLoSONEIwww･plo50ne･Org
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Todetectpossiblecausativepolymorphismsin GRL41,Wc

sequenced allexonsorthisgenein selected sampleswith

homozygoushigh-orlow-specifichaplotypes(FigureS3)and

foundthatthehighsampleslladGalleles,whilethelowsamples
hadAauelesinexon7(Figure2,PanelB).Theidentifiedsingle

nucleotide polymorphism (SNP)and its three neighboring

microsatenitemarkersTereinstronglinkagedisequdibrium匹D)
witheachother;palrWISex2′measureswereallgreaterthanO･7

(FigureS4)･ThisSNPreplacesaserinewithanasparagineat
aminoacidresidue306(S306N)intheLIVBPdomainofGRIAl,

whichishighlyconservedfromrattohuman(Figure2,PanelC)I
Encouragedbythisfinding,wesequenced GRL41inall63g

samplesand confirmedthatS306N ofGRIAlislinkedto
ovulationrateandonecopyofGRm 1As11decreasesthenumberof

ovaandembryoscollectedpersuperovulation bythreeova

(Figure2,PanelD).

TocheckthegeneralratioofthisnaturallyoccurrlngVariantin

cattle,wesequencedGRL41incommerciallyavailablesiresand

observedthattheMendelian1:2:1genotyperatioremainedand

thisSNPdoesnotdepartfromHWEineithertheJapaneseBlack

(P=0.125)orHolsteinpopulations(P=0･547,FigureS5,PanelA)I

Intensivegeneticselectionforhigh yieldsofmeatormilkamong

beefordairycattlehasnotchangedthefrequencyofvariantsin
GRL41.0ntheotherhand,intheEmbryoTransferCenterZENI

NOH,theychoosecowstocollectmanyembryosafterconducting

threetofivesuperovulations,wllichmightreducethenumberor

N/Ncowsintheirpopulation(44/618=7･1%;HUE,P=01004,
Figure2,PanelD).Wedidnothaveenough superovulation
recordstoconfirm thatGRIAlinfluencesovulationrateamong

Holsteins;however〕theaverageconceptlOnrateOrtheN/N
populationwaslowerthantheS/Spopulationbasedonartificial

insemination(AI)records(FigureS5,PanelB)･GRIAlmight

affecttheconceptionratethrough effectsontheovulationratein
catde.

5306NinGRIAlaffectsIigandaffinity
ThefunctionsoftheN-terminalLIVBPdomainofGRIAlare

largelyunknown･A170-residuedeletionintheLIVBPdomainof

theionotropicglutamatere?eptordelta2(Grid2)impairsitsexit

from theendoplasmicretlCulum in m.ice l10].Toexamine
whetherS306N inGRIAlaffectsproteintransporttOthecell

surface,westainedGRIAトexpressingHEK293ccllswithananti-

hemagglutinin (HA)antibodyundernonpermeabilizingcondi-
tions.TherewasnodifferencebetweenGRIAIScr,GRIAlAsn,and

murinewnd-type Grid2 asa positive.control(PC)in the
fluorescenceintensityratiooftheHAstainlngtOgreenfluorescent

protein(Gyp)expressedinthenucleus(FigureS6,PanelA)･
ExpressionofmurinedeletionmutantGrid2asanegativecontrol

(NC)unde rnonpermeabilizingandpermeabilizingconditions

confirmedtheplausibilityoftheexperiments(FigureS6,PanelB)I

WealsocomparedGRIAlexpressioninmembranefractionsfrom
thebrainofS/S,S/N,andN/Ncowsandfoundnodifference

(FigureS6,PanelC).Asinglemutation,notalargedeletion,ofthe

LIVBPdomainmightnotaffectqualitycontrolmechanisms･

TheN-terminaldomain ofionotropICglutamatereceptors

mediatesdimerization lll]and affectsligand affinity [12]･

GRn lAs n mighthavelowerligand afrlnitythan GRIAISer

Indeed,aligandbindingassayuslngmembranefhctionsextracted
frombovinebrainshowedthattheKDforAMPA,was27.7,43.6,

and59･6nM inS/S,S/N,andN/Ncows,respectively(Figure3,
PanelA)･Moreover,currentresponsesinXenopu∫oocytesinjected
withGRL41mRNA revealedthattheEC50forGRIAIScrand

GRIA IAsnwas4.5and10.7uM,respectively(Figure3)PanelB).

WhencoexpressedwithGRIA2,thedimerpartnerofGRIAl,the

●

･:礎.'･pLoSONEiwwwIPlosone･Org
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EC5｡forGRIAISer(4.9LIM)wasalsolowerthan thatfor
GRn lAs1-(10.4LIM,Figure3,PanelC),although theI-V
relationshipsofbothGRIAIweresimilar(Figure3,PanelD)･

The N-tcrminal domain ofNmethyl-D-aSPartate reCePtOrS
controlschannelgating[13]･S306N intheN-terminalLIVfiP

domain ofGRIAlmightaffTectitsligand affinity through
controllingdinerassembly.

S306NinGRIAlaffectshormonerelease

ThemolecularlinkbetweenGRIAlandovulationisnotwell

understood･Toaddressthisissue〕WefirstinvestlgatedGnRH

secretioninmurineimmortalizedhypothalamicGT1-7ceus[14]

expresslngGRIAl,becauseglutamatestimulateshypothalamic

GnRHreleasel15](Figure4,PanelA).Asexpected,stimulationof'
GT1-7ccllsexpresslngGRIAIScrwith 100LIM glutamatefor
30mininducedthereleaseofmoreGnRH thanthatfrom cells

ExpressingGRIA IAsn(Figure4,PanelB).Therewasnodifference
lnthetransfectionefrlCiencybetweenGRIAIScrandGRZA lAs n

(Figure4,PanelC)IS306N inGRIAlmightinfluenceGnRH

releasebyalteringglutamateaffiniq,･

GnRH regulatesfわlliclestimulatinghormone(FSH)andLH

secretionintheanteriorpituitaryl16](Figure4,PanelA)･FSH
inducesfolliclegrowth [17]whileLH inducesovulation l18].

BecauseGRIAlvariantsmightinnuenceFSHandLH secretion

through theregulationofGnRHrelease,weexaminedFSH and
LH concentrationsintheserum ofS/S,S/N,andN/N cows

duringsuperovulation･Forsuperovulation,cattleWereadminis-
tereddecreasingdosesofFSHtwiceadayonDays10,ll,and12

0ftheirestruscycle(Figure4〕PanelD)･Theprostaglandin(PG)
F2cLWasalsoadministeredatthefifthFSHtreatment.W edetected
nodifferencesintheFSH concentrationbetweenS/SandN/N

cows(Figure4,PanelE)･Ontheotherhand,N/Ncowsexhibited

slowerLH surgethanS/Scowsat55hafterPGF2∝treatment

(Figure4,PanelFandFigureS7)･

5306NinGRlAlaffectsovulat'ron

TomorecloselyobservetheeffectsofS306N inGRIAlon

folliculogenesisduringsuperovulation,weexaminedtheovariesin

S/S,S/N,andN/Ncowsbyultrasoundscanning(Figure5,Panel

A).N/Ncowshadfewerimmaturefollicles(4)=2-5mm)thanS/S
cowsbeforesuperovulationatDayg(Figure5,PanelB)･Moreover,

N/Ncowsalsohadfewer誓aturingfonicles(¢=6~9mm)thanS/S
cowsandtheratioormaturlngfわlliclestototalfわlliclesinN/Ncows

waslowerthanthatofS/ScowsatDay12(Figure5,PanelC,
16.5±6･4%vs･42.9±5･7%,P=0.0097),indicatingthatN/Ncows

respondedlesstoFSHadministrationthanS/Scows･AtDay13,

N/Ncowshadfewermaturefouicles(¢>10mm)thanS/Sco≠:S
(Figure5,PanelD)･Wealsocountedcorporalutea(CL),however,1t
wasnotastatisticallysignificantdifferencebetweenS/SandN/N
cows(P=0･07,Figure5,PanelE)･

Discussion

Weidentifiedanaturallyoccurringgeneticvariantwitharather

largeeffectonaquantitativetrait,ovulationrate･Basedonqrping

manymicrosatellitemarkers,Wenarrowedtheregionassociated

with ovulationrate,wherelocatesonlyonecandidategene,

GRL41･GRIAIcarriesone SNP chang1ng from serine to
asparaglne,CowswithGRIAISerhaveanaverageofsixmore

ovaandembryosthancowswithGRIAIAsll,comprlSlngalO%

variationoftheaveragenumberofovaandembryoscollected

duringfivesuperovulations･Ourresultsmightprovideamethod
forselectingCOWStObesuperovulatedsothatovaandembryoscan

becollectedmoreefficiently.
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Figure3.S306NinGRIAlaffectsJigandaffinity.(A)SaturationCurvesforl3H]AMPAbindingtobrainofS/S(red,n=3),S/N(green,n=3)′and
N/N〔ows(blue′n-3).Dataarepresentedasmean±SEM.aindi⊂ateSP<0.05byStudent'st-testbetweenS/～andN/N⊂owS.(B)Dose-response
CurvesofXenopu500⊂yteSeXPre55ingGRIAlSer(red,n=10)orGRIAIAsn(blue.n=9).NormalizedresponsemeansCurrentnormalizedtotheCurrent
evokedbyasaturatlngdoseOfglutamate･Dataarepresentedasmean±SEM･a-eindicatep<0･05byStudent･st-testbetweenGRIAISerand
GRIAIAsn.(⊂)Dose-reSPOnSe⊂urVe50fXenopusooCyteSeXPreSSingGRIAISer(red,n=8)orGRIAIAsn(blue,n=8)withGRIA2.Dataarepresentedas
mean±SEM.a-dindicatep<0･05byStudent′st-testbetweenGRIAISerandGRIAIAsn･(D)I-Vrelationshipsofoo⊂yteSexpressingGRIA1Ser(red
brokenline;n=4)′GRIAISerwithGRIA2(redline,An=5),GRIAIASn(bluebrokenHne,･n=4),andGRIAIASnwithGRIA2(blueline;n=5).Each/-V

relationshipwasnormalizedtotheCurrentobtainedat-70mV.Dataarepresentedasmean±SEM.
doi:10.1371/)'ournaLpone.0013817.g003

Basedoninm-trostiudies,wefoundthatthissingleaminoacid

substitutionchangestheaffinityofthereceptortoglutamate.

Immortalized hypothalamic cellstransfected with GRIAlAsn
releaselessGnRH thand｡cellswith GRIAIScr.Based｡ninvivo

studies,weobservedthatcowswithGRIAlAsnhaveaslowerLH

surgethancowswithGRIAISerat55hafterPGF2αtreatment,
although cowsusuallyexhibitLHsurgeat43･9±1･5h(mean±
SEM,n=28)afterPGF2α treatment[19],LH administration

from Day7to13stimulatescontinuedgrowthoflargefouicles

[20],suggesdngthatearlierLHsurgesmightincreasethenumber
offolliclesthatareovulated.Moreover,AMPAinfusionintothe

thirdcerebralventricleinovariectomizedestrogen-primedad山t

femaleratsinducesLHreleasel21].Adominantnegativemutant

ofGRIAlexpressedinthepreoptlCareaOffemaleratsattenuates

LHsecretion[22]･Therefわre,GRIAlmightcontrolLHsecretion

byregulatlngGnRHrelease･

InadditiontoLHsecretion,GRIAIpolym Orphismmightaffect

theovarydirectlythrough GnRH･Choietal･[23]observed

expression orGnR-H receptorsin thehuman ovary during

folliculardevelopment,BecausehypothalamiccellswithGRZA1Ser
releasemoreGnRHthandocellswithGRIAlAsn,releasedGnRH

mightcontributeovulationintheovarydirectly･

Manys山dieshaveevaluatedvariousphysiologlCaspectsOf

Holsteincowsthathavehighandlownumbersoffbllicles･For

example,lntrafbllicularconcentrationorestradiolwasgreaterfらr

･:廟.'･pLoSONEAwW P･osone･Org

cowswithlowantralfb止iclecountthanfわrcowswithhighantral

follicleaccount[24]･GRIAlmightinfluenceconcentrationsof
otherhormonein additiontoLH.

Inthisstudy,wedemonstratedthatGRIAlhasanimportant

roleinovarianfbuiculardevelopmentamongcatde,amon0-

0vulatoryanimal･Although glutamateinfluencesLHreleasel21],
reproductionisnotaffectedinmicedeficientinGRIAll25]･Mice

lackingGria2in GnRH neuronshavenormal fertiliq,despite

impairedreproductivebehavior[26].Itmightbedifficultto

observetheeffectsofGRIAlin fo止iculogenesisin mice,a

polyovu1atory animal･In humans,amonol0vulatoryspecies,
superovulationisoftenconductedforthetreatmentofinfer山ity

[27]･Increasingthenumberofov?andembryosreleasedby
superovulation combinedwith in-ultrOfertilization toenhance

conceptlOnimprovespregnancyrates･Ourresultsindicatethat

GRIAlmightbeauseful targetforreproductivetherapyln
WOmen.

MaterialsandMethods

EthksStatement

Allanimalexperimentationwasundertakenwiththeapproval

oftheNationalLivestockBreedingCenterCommitteeonAn imal

Research(H21-35)･
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Superovulation

Thecatdewereadministered5armourunits(AU)ofFSH

(Antrin良-10,Kawasaki-Mitaka,KanagawaJapan)atO800hand

1600honDay10,3AUatO800hand1600honDayll,and
2AU at0800hand1600honDay120rtheirestruscycle･A

PGF2cEanalogue (3mi Resipron-c containing Ol25mg/mi
cloprostenol,ASKA PharmaceuticalCo･,Ltd･)Tokyo,Japan)

wasadministered at08001lOn Day 12･Thecatdewere
inseminated with onedoseoffrozen-thawed semen in the

afternoononDay140ronthemornlngOrDay15･0､7aand

embryoswere reco､′ered by uterine flushing on Day 21･

Superovulated ovarieswereexamined by real-time ち-mode

ultrasonography(TringaLinearUltrasoundSystem;Esaote-Pie
Medical,Maastricht,Netherlands)with a 7.5MHz rectal
transducer.

Mapplng

GenomicDNAwasisolatedfromthebloodorsemenuslngNA-

1000/48S(Kurabo,Tokyo,Japan)orEasy-DNAkit(Invitrogen,
Carlsbad,CA).Fluorescence-labeled(CA)nmicrosateuitemarkers

･:廟.'･pLoSONEIwww･p･osone･org

wereselected from theShirakawa-USDA geneticmap l28]･

GenotypingwasperformedusingtheABI3730sequencerand

GeneMapper(AppliedBiosystems,FosterCity,CA)･

Thepopulationstructureoroursampleswasestimatedwi仙
STRUCTURE [6].155markerswereextracted from 1154
markers,wi血 atleasta20-cM inteⅣal.Weset100,000Markov

chain Monte Carlo interactions including 10,000 burn-in

interactions,andassumed血esubpopulationnumbertobe2･

Eighty-fourindividualswereseparatedintopopulationsland2.

Thedegreeofstratificationofthesamplesin thisstudywas

examinedusingthegenomiccontrolmethod[7]･Briefly,九wasthe

observedmedianofx2Valuesofmuldpletestingdividedbythe

expectedmedianofx2Value(p =0.5)underthenJlhypothesis.九

indicatesdegreeofinflationofx2statisdcvaluesthroughoutmultiple

tests･Ifthereisnostradficadon,んisequaltol･Becausethedegreeof

freedomofeachtestindlisstudywasnotalwaysthesam e(from1to9

in1122tests),theoverallaverageof九weightedbythenumberoftests

foreachdegreeoffreedom wascalCulated･x2Valueswith Yates,

correctionforcontinultyWereusedbecausetheexpectedvalueofthe

cellsin thecontingencytableswasoftenlessthan5.
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Egectivepopulationsize,Ne,wasestimatedasthecoefrlCientin

山eequationreportedbySved[8];

r2-1/(1+4Nec)+e

wherer2isthelinkagedisequilibriumcoefrlCient,cisagenetic

distancebetweentwomarkersinMorgans,andeistheresidual

error･Toestimateaneffectivepopulationsizeusingmicrosatellite

markers,x2′Valueispreferredoverr2asthelinkagedisequilibrium
coefrlCient[29].Effectivepopulationsizewasestimatedwithx2̀

valuesof5192pairsoftwomarkersonal1autosomeswithina15-

cM window･Non-linearregressionofgeneticdistancesonx2′

valueswasperformedwiththenlSfunctionofRsoftware(http://

v- .r-project･org/)･

I:.歯'･pLoSONEIwww･p･osone･org

Fisher'sexacttestwasused fらrassociadon studiesafter

estimatinghaplotypesofconsecutivemarkerpairsbyexpecta-

tion-maximizationalgorithm asdescribedpreviouslyl30]･Tests

fordeviationfrom Hardy-Weinbergequilibriumwerecomputed

asdescribedpreviously[30]･

AllexonsofbovineGRL41weresequencedafteramplifyingby

polymerasechainreaction(PCR)withprimersshownonTableL

ASNPinGRL41wastypedwithprimersGRIAlexon7FandR

(Table号

ImmunohistoChemi⊂alanalySlS

BovineGRL4Icodingsequenceswerederivedbyreverse-

transcriptionPCRwithprin1erSGRIAIFandR(Table1)･These

co°ingsequenceswereclonedintopTracer-?UCGFPqnvitrogen)
toexpressGRIAIproteinwithahemagglutinln(HA)taginitsN-
terminalandGFPinthenucleusweretransfectedintoHEK293
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cells,which were provided by the RIKEN CELL BANK

(Tsukuba,Japan)･Immunocytochemicalanalysiswasperformed

asdescribedpreviously[31].Stainedcellswere.visualizedwitl"
microscope(IX8i,Olympus,Tokyo,Japan)equlPPCdwithaCCD

ca苧?ra(Luca,AndorTechnology ,Tokyo,Japan)･Theintensityof
stalnlngbasedon10cellseachfrom 3independentexperiments

wasquantifiedbyAndoriO～1･9(AndorTechnolog勇.

WesternblottinganalysIS
R/lembranefractionswereextracted from bovine brain as

describedpreviouslyl32],and25ugofproteillWereresolvedby

SDS-PAGE andtransferredtopolyvlnylidenedifluoridemem-

brancs･Theblotswereincubatedwith rabbitpolyclonalantibody

Tablel.Primersequences.

Name Sequeれ(:e

GRIAlexonlF A7TGGACCTGGGClTCm

GRlAlexonlR CAGCACAACAGCCCATAGTG

GFuAlexon2F GCCCAGATACCATGTTGCAT

GRIAlexon2R CCCTCC⊂m AATGGTCGAT

GRIAlexon3F AAm CTCTm CTCLHI1cc

GRIA1exon3R ITCAATGTCTCCCTC⊂⊂⊂TA

GRIAlexon4F TGTCCTACTCA⊂⊂⊂CA⊂⊂TC

GRlAlexon4R C⊂TTCGCTGCGCTCACTA

GRIAlexonSF GGATAGGACAGGGCAGT⊂AG

GRlAlexon5R AGmGAGGGCT｢G⊂AGTGTT

GRlAlexon6ド A⊂Tr⊂CT｢⊂⊂⊂TTCCTCACC

G剛Alexon6R AGAGAC⊂AGCAGGGTCClm

GRIAlexon7F AGCCTCCCTA⊂⊂AGCTCTCT

GRIAlexon7R ⊂GITGITGCCAGCCTCAC

GRIAlexon8F AGGAAAAGCCAGCAAATGAA

GRJAlexon8R TGGAAG⊂AAAGGGAGCm A

GRIAlexon9F CCACACCCCTCTCCTTAACA

GRJAlexon9R CCTCTGTGITGGCCTAGCTC

GRIAlexonl0F GTCTCCCAm ⊂TCCAC⊂AG

GRlAlexon10R CCCTACCCTATGGGGGACT

GRIAlexon11F GGAACAGAGGGCTGATGAAC

GRIAlexonl1R TGATGAGAAGAG⊂CGA⊂TGA

GRIAlexon12F TGC1TCTGATATCT⊂TTCCCTTG

GRIAlexon12R TGGITCC⊂lTCTGTGGAAGT

GRlAlexon13F CAITCCAGCm GITCTGTCC

GRlAlexon13R GGAAGCAAATCTTGGCTACITA

GRIAlexon14F TGCTGAGTG¶てTCCACCTG

GRJAlexon14R GGITACTGG⊂⊂ATG⊂TGm

GRIAlexon15F CCTGGCTCAITGGACTCTT⊂

GRIAlexonl5R ⊂⊂AGGAAACCCAG⊂TGTATC

GRIAlexon16F GCTGGGTAGGGAGGAGAGTr

GRIAlexon16R G⊂TCCAGTGACACAGGCTCT

GRIAIF GGAATrClTC⊂⊂⊂AACAATATCCA

GRIAiR TT｢GTA⊂AAGG⊂GG⊂⊂GCTrA⊂AATCCAGTGGCT⊂

GR‡AllnFuSionF CCGGGATCCCGAATTCGCCACCATGGTCCTGCTGGT

GRIAllnFusionR ⊂CTGAGGAGTGAATTClTACAATC⊂AGTGGCT⊂⊂⊂A

doi:10.1371/journal.pone.0013817.tool

':.a..･pLoSONEIwww･plosone10rg

toGRIAl(1:1000,AB1504,MilliporeっTokyo,Japan)oractin

(1:200,A2066,Sigma-Aldrich,St･Louis,MO).

Ligandbindinganalysls

Protein (500ドg/ml)wasusedforaligandbindingassaywith

[3q AMPA (392.2GBq/mmol,ト200nM)asdescribedprevil

ously[33]･Non-specificbindingobtainedbyincubating1mM I:

glutamateinthebindingassaywassubtractedfrom totalbinding

toyieldsp ecific[JH]AMPA-binding･

EleCtrophysiolog]calanalysIS

BovineGRL41mRNAs weresynthesizedusingmMESSAGE

mR仏 CHINE㊥sp6Kit(AppliedBiosystems)andinjectedinto

Xenoj"LSOOCyteSaSdescribedpreviously[34].Whole一ccllcurrent

responsesto 1,3,10,30,100,and 300LIM glutamatewere

recordedasdescribedpI,C､′iously[35].

GnRHenzymeimmunoassay

WeamplifiedbovineGRL41thathadbeenclolledintopTracer-

nucGFPwithprlmerSGRIAIInFusionFandRandthenswitched

intoPCAGGS(N-R)[36]using-theIn-FusionTMAdvantag･CPCR

CloningKit(TakaraBioInc･,Shiga,Japan)toproduceHA-tagged

ProteinunderthecontrolofaubiqultOuSStrongpromoterthatWas

basedontheβ-actinpromoter.

GT1-7cellswereculturedinsix-welldishescoatedwithpoly-L-

ornithine(BDBiocoat[PLO/LM]354658,BectonDickinsonand

Company,Franklin Lakes,NJ)with conditioned-Dulbecco's

modifiedEaglesmedium (C-MEM),whicl- Wascomprisedofa

1:Imixture ofconditioned medium fl･Om mouseembryonic

astrocytesinprimarycultureandDulbeccoつsmodifiedEagles

medium Withhighglucose(In､′itrogcn)supplementedWithlO%

托talcalrserum,Penicillin(100U/ml),andstreptomycin(100ug/
ml)･Whencellsreached90% confluence,CIMEM wasreplaced

withOpti-MEM (Invitrogcn)andtransfectedwith Lipofectamine

2000(Invitrogcn)for24h･

Thenextday,confluentGT1-7ccllsweretreatedasdescl-ibed

previouslyl37].TheconcentrationofGnRH inthemediawas

assayedusinganLH-releaslnghormoneenzymeimmunoassaykit

(S-1217,PeninsulaLaborato空S,LLC,SamCarlos,CA)according
tothemanufacturer'SinStructlOnS.

Cellswel･eextractedwithphosphate-bufferedsalinecontainlng

O･5%sodium deoxycholateandO･5%NP-40･Aliquotsof5けgOf

protein wereusedforWestern blottlngWith ratmonoclonal

antibody to HA (i:1000,11867423001,Roche,Mannheim,

Germany)･

Radioimmunoassay

BloodwascollecteddailybycoccygcalvenlPunCturefromDay9

toDay21andalternatclyonceevery2hfrom 30to58hafter

PGF2αtreatment.Bloodwasstored at40C untilscrtlm Was

harvestedbycentrifhgation･Serum wasstoredat-300C until

assayed･Theserum concentrationsweremeasuredbyradioim-

munoassayforFSH l38]andLH l39]･AssaysensitivityofFSH

andLH wereO･003nbO./tubeanclO1008ng/tube,respectivcly･

Intra-assaycoefficientsofvariationforFSH andLH Were2.7%

and3･5%,respectively.

Supporting lnformation

FigureSI Thepopulationstructureofanalyzedsamplesbased

onSTRUCTUR-E･ThepopulationstructureoroursamplesWas

estimatedwithSTRUCTURE [6].155markerswereextracted

from i154markers,withatleasta20-CM interval.Weset100,000

Marko､′chainMonteCarlointeractionsincluding10,000burn-in
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interactions,and assumedthesubpopulation numbertobe2.

EightyJourindividualswereseparatedintopopulations1and2.

Theinferredprol"rtionofancestryinpopulationiofhigh (red)

andlow (blue)weresimilar･

Foundat:doi:10･1371/journal･pone･0013817･sOOl(0･06MBTIF)

Figur eS2 Chromosome7isassociatedwithovulationratein

cattle･(A.C)Associationsignalswithovulationrateusingplotsof

thePvaluesforFisher'sexacttestafterestimatingthehaplotypes

ofconsecuti､′e markerpairsby the expectation一maximization

algorithm･Differentbandsofgreen areused to differentiate

markerpalrSOn COnSeCutivechromosomes.Blueandredlines

representthethresholdsforchromosome-wiseandgenome-Wise

significance based on Bonferroni's correction for multiple

comparisons, respectively･(A)Genome-widescans.(B)Scansat

selected chromosomeswith additionalsamples.(C)Scansat
selectedchromosomeswithaddidonalmarkers.

Foundat:doi:10･1371/journal･pone･0013817･sOO2(0･39MBTIF)

FigⅦre S3 Samples for sequenclng are Selected by their

haplotypes･(A)Frequencyofhaploqpesofconsecutivemarker
pairsinthecandidatercglOn･Redandblueindicate'high '-and

'low'-specifichaplotypeS,respectively･NLBCMS3,4,5,6,and7
andBMS792aremicrosatellitemarkerslocatedin thecritical

region･(B)Selected samplesforsequencinbO.･Sample iand 2

represent h̀igh'samplesWhichha､′eboth h̀igh'-specifichaplo-

qJPeSand h̀igh 'phenotype ･Sample3 and 4 represent l̀ow'

sampleswhich have both l̀ow'-specific haploq7PeSand l̀ow'

phen0年pe･

Foundat:doi:10･1371/journal･pone･0013817･sOOS(0･39MBTIF)

FigureS4 Linkagedisequilibrium structureforchromosome7

basedonjB2'･Thelinkagedisequilibrium coefrlCient,jS2',indicates
thattheregionbetweenthemicrosatellitemarkers,BMS792and

NLBCMS6,harborsstronglinkagedisequilibrium structure･

Foundat:doi:10･1371/journal･pone10013817･sOO4(l･36MBTIF)

FigureS5 VariantsofGRL41areobservedinbothJapanese

BlackandHolstein･(A)FrequencyofS/S(red),S/N(green),and
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N/N (blue)SiresamongJapaneseBlackandHolstein.(B)The
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FigureS6 S306N inGRIAldoesnotaffectexpression.(A)The

ratioofred(HA,surfacee.xpre.ssion)andgreen(GFP,expressed
cells) fluorescence intenslq7 1n HEK 293 cells expressing

GRIAISer,GRIAIAsl一,NC,or PC under nonpermeabnizing

conditions･Dataarepresentedasmean±SEMI(B)Represen-

tative photosofHEK 293 ccllstransfected with GRIAISer,
GRIAlAsll,NC,orPC undernonpermeabilizing(-Triton)and

permeabilizing(+Triton)conditions.(C)Immunoblotsofmem-

braneandcytosolfractionsextractedfrom brain of'S/S,S/N,and
N/Ncows.

Foundat:doi:10･1371/journal･pone.0013817.sOO6(0･92MBTIF)

Figure S7 Theconcentration ofLH in theserum ofeach

animalsafterPGF treatment.S/S,S/N,andN/N cowsWere
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Stl汀〕･'朋と.iri,7 Beefmarblingorintramuscularfatdepositionisaneconomicallyimportantcarcasstraitin

JapaneseBlackcattle.Toinvestigategenesinvolvedinintramuscularadipogenesis,differ-

entialgeneexpressionduringadipogenesisinaclonalbovineintramuscularpreadipocyte

(BIP)celllinewasproBIedwithserialanalysisofgeneexpression(SAGE).Wesequenced

75283tagsfortheproliferationphase(day0)and81878tagsforthedifferentiationphase

(4daysafteradipogenicstimulation:day4).AcomparisonoftheuniqueSAGEtagfre-

quenciesbetweentheday0-andday4-librariesrevealedthat878(2.8%)ofthe30989

uniqueputativetranscriptswereexpressedatsigniacantlydifferentlevels(P<0.05);401

tags(1.4%)wereup-regulatedand477tags(1.2%)weredown-regulatedintheday

4-libraryrelativetotheday0-library.Wecon月.rmedup-regulationof10tagsofthegenes

thatwereup-regulatedintheprevioussubtractioncloningstudiesinBIPcells[Animal

SciellCeloLLma1,76(2005)479].Ofthe878differentiallyexpressedtags,377wereidentiaed

inthebovineRefSeqlibraryand356Wereassignedabovinedraftgenomicsequence.

Fifteentagswerenappedinpreviouslydetectedbeefmarblingquantitativetraitloci(QTL)

regionslMammalim Genome,18(2007)125].Thesegenesmaybeinvolvedintheadip0-

genicprocessesofbeefmarbling.

遍くeyw⑳『dsbovineintramuscularpreadipocyte,differentiation,marblingQTL,serialanal-

ysisofgeneexpression.

Geneticvariationsinfatnessimpactmetabolicdiseasesin

humans,aswellasfeedefnciency,meattenderness,taste,

andmeatpriceinlivestock.Beefmarblingischaracterized

asintramuscularfatdepositioninthemuscleandiseco-

nomicallyimportantwith respecttobeefquality.The

molecularmechanismsinvolvedinmarbling,however,are

stilllargelyunknown.Mostin17itJ･ostudiesonadipocyte

differentiationandmetabolism havebeenperformedusing

themousepreadipocytecellline3T3-Ll,andanumberof

geneshavebeenshowntobeinvolvedinadipocytediffer-
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entiationusingthiscellline(Ntambi&Kin 2000;Soukas

etal.2001;Feve2005).

WehavenappedanumberofmarblingQTI｣onbovine

chromosomesusingJapaneseBlackcattlepaternalhalf-sib

families(TakasugaetaI.2007).However,QTI｣regionsare

nosmallerthanseveralmegabases,andwehavenotyet

determinedanygeneresponsiblefわrmarblingin these

chromosomalregions.A comprehensivegeneexpression

analysisduringadipogenesiswouldprovideinfわrmation

aboutgenesinvolvedinintramuscularfatdeposition.

A clonalbovineintramuscularpreadipocyte(BIP)line

wasestablishedfromtheintramuscularadiposetissueofthe

musculuslongissimusthoracisoHapaneseBlackcattle(As°

etaI.1995).TheBIPcellsexhibita艮broblasticappearance.

Adipocytedifferentiationisinitiatedbytreatingconfluent

BIPcellswithdifferentiationmedium supplementedwith

50ng/mlinsulin,0.25pMdexamethasone,5mMOCtanate,
10mMaceticacidand10% foetalbovineserum.After

stainingwithOiLRed0,smalllipiddropletsappear5-6

daysafterstimulationandoccupyalargeproportionofthe

cellvolumeby10days(Inoue-Murayamaetal.2000).This

celllineisusefulf♭rstudyingbovineadipogenesisbecause

◎2010TheAuthors,｣ournalcompilation㊨2010StichtinglnternationaIFoundationforAnimalGenetics,An/'maIGenetics,41,436-441
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thedifferentiation induction methodiswell-established

(Nakajirnaetal.1998;Inoue-MurayamaetaI.2000)and

hascharacteristicsapparentlydifferentfrom3T3lLl.Firstly,

peroxisomeproliferator-activatedreceptor-γandCCAAT/

enhancerbindingprotein-α(C/EBp-α),whicharemaster

regulatorsin3T3-Lladipogenesis(MacDougald&Lane

1995;TontonozetaI.1995),arenotdetected(Yamasaki

etaI.2006).Inaddition,theglucosetransporterresponsive

toinsulin,GLUT-4,isnotdetected(As°etal.1995).C/EBp-

∂,expressed during BIP adipogenesis(YamasakietaI.

2006),wasup-regulated,andislmowntobeanearly

markerofadipogenesisinhumans(Ursetal.2004),butitis

notup-regulatedinmouse3T3-Ll.

Currenttechnologiesmakeitpossibletostudythousands

ofgenessimultaneouslyusinganintegratedapproachthat

includesdifferentialdisplay,subtractivecloning,serial

analysisofgeneexpression(SAGE)andCDNAmicroarrays.

Themajordisadvantagesofdifferentialdisplayandsub-

tractivecloningarethehighnumberoffalsepositivesand

thelow sensitivityfわrdetectingraretranscripts(David

etal.2005).Thesensitivity ofcDNA microarraysfor

detectingraretranscriptsisalsolimited.Transcriptome-

widequantiBcationisdifGcultusingdifferentialdisplayor

microarray.Ontheotherhand,SAGEenablessensitive

transcriptome-Widequalitativeandquantitativeanalysisor

geneexpressionwithintissuesduringdistinctdifferentia-

tionstages(Velculescuetal.1995;Sunetal.2004).Here,

weusedSAGEtocharacterizeandcomparegeneexpres-
sionlevelsinBIPcells.Thecellcultureconditionsfor

proliferationanddifferentiationofaBIPcelllinewerede-

scribedpreviously(AsoetaI.1995).TotalRNA samples

wereextractedusingTrizol(Invitrogen)from BIPcells

culturedingrowthmediumfor2daysafterseeding(day0

ofstimulation)andafter4daysofadipogenicstimulation

(day4=:YamasakietaI.2005).WeconBrmedthatBIPcells

inthesameexperimentaccumulatedlipid8daysafter

stimulation.TheSAGElibrariesweregeneratedusingthe

IISAGE kit(Invitrogen)based on the manufacturel}s

recommendationsandsequencedusinganABI3730DNA

AnalyzerusingBigDyeterminatorv3.1(AppliedBiosys-

tems).Qualityassessmentofthesequenceswasperformed

usingPHRED(EwingetaI.1998)withaminimumquality

scoreof18andaminimum sequencelengthor28nu-
cleotides.

ThestatisticalsigniBcanceofdifferentexpressionlevels

oftagsbetweenthetwolibrarieswasdeterminedusingthe

Z-test(Kaletal,1999).Briefly,proportionsofaspeciBc
mRNAmoleculeinthetwolibrarieswerecalculatedas

p-nspeC.rlCtags/Nt｡t｡ltags.
Theteststatisticcanbecalculatedasthedifferenceinthe

proportionsofatag(p1-P2)dividedbythestandarderrorof

theproportionunderthenullhypothesis(p())thatplandp2

areequal:

Z-(p1-P2)/V節 二 p｡)(1/Nl+1/N2)

ExpressionprofHesinbovineadipocytedifferentiation

whereNlandN2aretotaltagnumbersofthetwolibraries

andpo- (nl+ n2)/(Nl+N2).TheteststatisticZasymp-

toticallydistributesnormally.

A totalof157161tagswereobtainedfrom theday

0-(75283tags)andday4-(81878tags)SAGElibraries.

Theday0-andday4-librariesconsistedof20929and

22441 uniquetagsrespectively.Combined,the two

librariesrepresented34223uniquetags,with9147tags

(27%)commontobothlibrariesandll782tags(34%)and

13294tags(39%)uniquetoday0andday4respectively.

Inday0andday4,0.6%(120/20929)and0.5%(114/

22441)ofthetagshadexpressionlevelsofatleast0.1%(i.e.

onetagper1000sequenced)respectively.Theoriginsofthe

tagsweresearchedusingthebovineRefSeqlibrary(http://

www.ncbi.nlm.nib.gov/RefSeq/)wherepredicted cDNAs

(XMseries)withno3′-untranslatedregionwereexcluded.Or

the34223uniquetags,5960tagswereidenti昆edinthe

bovineRefSeqlibrary.Oftheuniquetags,27558werenot

foundand705hadtwoormorehitsinRefSeqgenes.

Acomparisonofthe34223uniquetagfrequenciesbetween

thetwolibrariesrevealedthat878putativetranscriptswere

differentiallyexpressedatasignincancelevelofP<0.05.

A totalor401(1･4%)wereup-regulatedand477tags

(1.2%)weredown-regulatedintheday411ibraryafterdif-

ferentiation.Ofthese878tags,377werefoundinthebovine

RefSeqlibraryand356Wereassignedonthebovinegenome

(TableSl).

AsSAGEisatypeofmultipletesting,Wecalculatedthe

falsediscoveryrate(FDR)tocontrolfortheproportionof

falsepositiveresults(Benjamini&Hochberg1995)onthe

basisofthenumberortags(5960)thatcorrespondedto

RefSeqgenes.FDRistheexpectedproportionoftruenull

hypotheseswithintheclassofrejectednullhypotheses.FDR

valuesfbr377tags(P<0.05andmappedonbovine

chromosomes)arelistedinTableSl.Amongthe79puta-

tivetranscriptsinTable1,whereFDRislessthan0.039,

thenumberoftruenullhypothesesisexpectedtobeno

morethan3.ForthosewithFDR<0.039,GeneOntology

annotationsweresearchedinthedatabase(http://www.

ebi.ac.uk/GOA/Cow_release.html).Withregardtobiological

functions,multipletranscriptswerecommonlyup-regulated

inthecategoriesorproteinaceousextracellularmatrix(ECM)

(GO:0005578,5),peptidaseactivity (GO:0008233,4),

serine-typeendopeptidaseinhibitoractivity(GO:0004867,

3),celladhesion(GO:0007155,3)andmetalloendopepti-

dase activity/collagen catabolicprocess(GO:0004222/

GO:0030574,2).TwoofIGFbinding(GO:0005520),and

two ofglycolysis(GO:0006096)weredown-regulated.

Burton etal.(2004)reportedthatThbsl,Serpinfl and

Press23weredown-regulatedduring3T3-Lldifferentiation,

whileallofthesewereup-regulatedin thisstudy.These

threegenesarecomponentsoftheECM.Extracellularpro-

teinasesandproteinaseinhibitorshavebeensuggestedtobe

involvedinECMremodelling(LillaetaI.2002).ECM orga-

nizationduringadipogenesisinBIPmaybedifferentfrom

◎2010TheAuthors,｣ournalcompllation◎2010StichtinglnternationalFoundationforAnimalGenetics,Anima/Genetics,41,4361441
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Table1Putativetranscriptsexpressedinsignificantdifference･

Genesymbolof

putativetranscript

ADFP

ANPEP

βG〟

⊂LU

FNI

GPX3

PTX3

TIMPI

NP

COL6AI

NETI

MMP9

C13H20orf149

PRSS23

CCL2

MD/(

COL18AI

APOD

COL6A3

TSC22D3

1Uル1

DD/T4

ElmI/

SERPINE7

TMEM132A

JUNB

E/F4EBPI

SERPINF1

Annotation

AdipoSedifferentiationィelatedprotein

Ahnyl(membrane)aminopeptidase

Bigrycan

Clusterin

Fibronectin1,transcriptvariant2

Glutathioneperoxidase3(plasma)

Pentraxin-relatedgene,rapidly

inducedbylL-1beta

TIMPmetaHopeptidaseinhibitor1

NucJeoSidephosphorylase

Coflagen,typeVl,alpha1

NeuroepithelialceHtransformlnggene1

Matrixmetallopeptidase9

(gela_tinaseB,92kDagelatinaSe,

92l(DatypeJVcollagenase)

Chromosome20openreadI'ng

frame1490rtholog

Protease,serine,23

Chemolくine(⊂一cmotif)ligand2

Midkine(neuritegrowth-promoting

factor2)

CoIFagen.typeXVHl,alpha1

ApolrpoproteinD

CoHagen,typeVl,alpha3

TSC22domainfamlry,member3

Lumican

DNA-damage-inducibletranscript4

Extracelhra,rmatrixprotein1

SerplnPePtidaseinhibr'tor,GladeE

(nexin,Plasminogenactivator

inhibitortype1),member1

Transmembraneprotein132A

ノunBprot0-0ncogene

EuEくaryOtictranslationinitiationfactor

4Ebindingprotein1

Serp(npeptidaseinhibitor,cladeF

(alphal2antiplasmin,pigment

epitheHum derl'vedfactor).member1

Thrombospondin1

Ribo50malproteinS8

UDP一glucosepyrophosphorylase2

Nuclearprotein1

Nidogen2(osteonidogen)

Ribonuclea se,RNaseAfamlly, 4

Prostatetransmembraneprotein,

androgeninduced1

Tissuefactorpathwayinhibitor2

Matrixmetallopeptidase2(gelatinaseA,

72kDagelatinase,72kDatypelV

coHagenase)

SerumamyFol'dA3

Basichelix-loop-heJixdomain

containing,c一assB,2

Glutamate-ammonial‡gase

(gJutaminesynthetase)

Up/Down p-Va/ue FDR

P

P

P

P

P

P

P

U

U

U

U

U

U

U

P

P

P

P

P

U

U

U

U

U

P

P

P

P

U

U

U

U

P

P

P

D_
P

P

P

P

U

U

U

U

U

U

U

U

P

P

P

P

U

U

U

U

P

P

P

P

P

P

P

P

P

U

U

U

U

U

U

U

U

U

<1E-16

<1E-16

<1ト16

<1[-16

<1E-16

<1E-16

<1E-16

<1E-16

5.1E-10

2.3E-09

4.1E-09

6.OE-08

6.4E-08

7.2E-08

1.2E-07

1.4E-07

1.5 E-07

4.9E-07

8.3E-07

1.OE-06

1.2E-06

1.9E-06

1.9E-06

2.4E-06

<6E-13

<6E-13

<6E-13

<6E-13

<6E-13

<6E-13

<6[一13

<6E-13

1.8E107

7.OE-07

1.2E-06

1.4E105

1.5E-05

1.6E-05

2.5E-05

2.9E-05

3.OE-05

9.2E-05

1.5E-04

1.8E-04

1.9E-04

3.OE-04

3.OE-04

3.7E-04

27E106 4.OE-04

3.O E-06 4.4El04

2.OE-05 2.5 E-03

2.5 E-05 3.1E-03

Category

41

つ
エ
イー

*

*

*

1,2.5

≠′2

'".4

*,3

2.9E-05 3.4E-03 4

5.8E-05 6.4E-03 it

8.2E-05 8.7E-03

1.2E-04 0.012

1.7E-04 0.015

1.7E-04 0.015

2.OE-04 0.018

2.1E-04 0.018 3

2.3E-04 0.020 1,2,5

UP 27E-04 0.022

UP 2.7E-04 0.022

UP 3.3E-04 0.027
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Table1(Continued)

Genesymbo一0f

putativetranscript Annotation

琵

榔

≡

伽

藍

m

許

諾 iiZ

Qq〟〟V
_

PRRX7

B2M

SH3BGRL3

CSRP7

HSPA5

SERP/NH7

SPATA20

CD9

CALR

/D3

月P5~72

LMNA

CDC20

Pl.P2

51OOA77

COLIA7

A⊂丁β

LOC540962

CUEDC7

Up/Down

Actin.gamma1

Vimentin

Secretedprotein.acidic.cysteine-rich(osteonectin)

lnsulin-IiIくegrowthfactorbindingprotein6

SIOOcalciumbindingproteinA4

Somatostatin

lnsulin-likegrowthfactorbindingprotein4

AnnexinA2

Caveolin1,caveolaeprotein,22kDa

TransJocatorprotein(18kDa)

High-mobilitygroupbox1

Cathepsmlく

ColIagen,type川,alpha1

CofjJin1(non-muSCle)

Pyruvaterくinase,mus°)e

Phosphoglyceratemutase1(brain)

Peptidylproly‖someraseA(cyclophilinA)

Myosin,Jightchain6,allくali,Smooth

muscleandnon-muscfe

Tyrosine31mOnOOXygenaSe/tryptophan

5-monooxygenaseactivationprotein,

thetapolypeptide

Paired-relatedhomeobox1

Beta-2-microgIobulin

SH3domainbindingglutamicacid-rich

proteinHくe3

CysteineandgJyclne-richprotein1

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

W

O

O

O

O

O

O

O

O

O

〇

〇

〇

〇

〇

〇

〇

〇

〇

〇

D

D

D

D

D

D

D

D

D

D

D

D

D

D

D

D

D

D

D

DOWN

DOWN

DOWN

DOWN

Heatshock70kDaprotein5(glucose-regulated DOWN

protein,78kDa)

SerplnPePtidaseinhibitor,cladeH

(heatshockprotein47),member1,

(coHagenbindingprotein1)

Spermatogenesisassociated20

CD9molecule

CalreticuHn

lnhibitorofDNA-binding3,dom的ant

negativehelix-loop-hellXProtein

RibosomalproteinS12

LaminA/C

Ce=divisioncycJe20homolog(I.cerevislrae)

Proteolipidprotein2(coJonicepithe=um-enriched)

SIOOcalciumbindingproteinAl1(calgizzarin)

CoHagen,typeI,alpha1

Actin,beta

SimilartoQILIprotein

CUEdomaincontainlng1

DOWN

N

N

N

N

W

W

W

W

O

O

O

O

D

D

D

D

N

N

N

N

N

N

N

N

N

W

W

W

W

W

W

W

W

W

O

O

O

O

O

O

O

O

O

D

D

D

D

D

D

D

D

D

p-va/ue FDR

<1E116 <6E13

<1E-16 <6E-13

1.6E-15 8.4E113

1.8E-15 8.8E-13

3.6E-15 1.6E-12

8.9E-15 3.8E-12

3.3E-12 1.3E-09

5.1E-11 1.9E-08

1.8E-09 5.8E-07

2.OE-09 6.2E-07

3.9E-08 1.1E-05

4.5E-08 1.2E-05

5.6E-08 1.4E-05

2.6E-07 5.OE-05

1.1E106 1.9E-04

4.1E-06 5.9E-04

4.1E-06 5.7E104

4.6E-06 6.2E-04

1.7EI05 2.2E-03

1.7E-05 2.2E-03

2.OE-05 2.5E-03

3.3E-05 3.8E-03

3.7E-05

4.3E-05

7.4 E-05

1.1E-04

1.2E-04

1,2E-04

1.4E-04

1.4E-04

1.5E-04

1.7E-04

2.OE-04

23E-04

3.9E-04

3.9E-04

4.3 ト04

5.OE-04

3

つJ

3

0

0

0

l

l

l

｢u
⊂L

rU

3

8

0

4

4

8

1

2

2

3

LHl

LI

LH.l

■り1

0

0

0

0

0

0

0

0

4

4

5

8

9

1

1

つJ
8

1

1

1

1

う~
つJ
つJ
3

つJ

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

Category

3

4

井UpィeguJatedaspreviouslyreportedbymeansofSubtractioncloninginBrPce‖S(noue-Murayamaeta/･2000;Yamasakieta/･2005,2006).

1,GO:0005578(proteinaceousextracelfuhrmatrix).

2,GO:0008233(peptidaseactivity)･

3,GO:0004867(serine-typeendopeptidaseinhibitoractivity),

4,GO:0007155(celJadhesion).

5,GO:0004222/GO:0030574(metalloendopeptidaseactivity/collagencataboLicprocess).

6,GO:0005520(insulinJikegrowthfactorbinding).

7,GO:0006096(gfycolysis)i
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thatin3T3-Ll.Intramuscuiarfatdepositionisobservedin

livestockanimalsbutisnotnormallyevidentinmice.The

ECM organizationofadipocytesinmuscletissueincattle

mayhavecausedlocalizationtobedifferenttothatofmice.

Wecomparedtheresultsofthisstudywiththoseofa

previousstudyinwhichthegenesweredetectedusing

subtraction cloningfbllowedbyNorthern blotanalysis

(Yamasakietal.2005,2006).Theup-regulationofseveral

genes,COL18Al,GPX3,SAA3,FNlandADFP,waswell

reproducedin thecurrentstudy(Table1),with afew

exceptions lFKBP4 (P=0.3),TMEM49 (P=0.4)and

ECM2(presumedtagnotdetected)].Although theFDRfor

A2M,CEPBD,andSCDexceeded0.1,thesetranscriptswere

alsoup-regulatedinthisstudy(P=0.011,0.005and

O.015respectively,Table1).

Although PPARG and CEBPA presumably produce

SAGEtags,both ofthesetranscriptswerenotdetected

inthisstudy,whilebothmousePpargandCebpawere

up-regulatedduring3T3-Lldifferentiation(Burtonetal.

2004).TheexpressionlevelofCEBPA inbovinestromal

vascular ceus after adipose differentiation induction

treatmentwasreportedtobesixtimeslowerthanthatof

SCD (Ohsakietal.2007).Therefore,theexpressionlevel

ofCEBP aswellasPPARG in BIP cellsmay be at

undetectable levels,although apossibility thatbreed-

Speciacpolymorphismsmightcausenodetectionofthe

tagsisnotexcluded.

Recently,Takasuga etaI.(2007)identified QTL for

marblingon bovinechromosomes4,6and 10,using

identicaLby-descentmappinginJapaneseBlackcattle.We

mapped15genes,whosetagfrequencieswerechangedat

P<0.05,tothemarblingQTLregionsabove(Table2),

which suggeststhatthesegenesmay beinvolved in

marblinginJapaneseBlackcattle.Interestingly,IGFBP3

wasdown-regulatedafteradipocytedifferentiation,whichis

Table2TranscriptsmappedinthemarblingQTLregionsprevious一y
reported(Takasugaetall2007)･

Bovine Chromosomal Gene

chromosome location(base) symbol

4

4

4

4

4

4

4

4

6

6

6

6

6

6

01

51752381 SFRP4

54006274 CAV7

54362517 TES

63399085 EEPD1

66317434 FKBP9

71609761 HOXA9

78895680 /GFBP3

79456746 H2AFV

Up/Down p-value

known tobeinvolvedinmyobiastdifferentiaJLion.This

IGFBP3down-regulationmaycontributetothepromotion

ofpreadipocytedifferentiationinbeefmarbling.

Inthisstudy,wehavefわundlargenumberoftranscripts

up-regulated and down-regulated in bovineadipogenic

processes.Ourresultswillprovideinformation tohelp

understandthemolecularbiochemicalpathwayunderlying

bovineintramuscularpreadipocytedifferentiation.There

were425 tagsofunlmown origin whosefrequencies

changed signi丘cantly.When thewholebovinemRNA

sequencingiscompleted,theseunknown tagsmaybe

identiaedandwillprovidemoreinformationaboutgene

regulationinadipogenesis.

加 †m3-I.11T]Lh竜晦(;hmep.1台s
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WeikardR,AltmaierE,SuhreK,WeinbergerKM,Hammon
HM,AlbrechtA,SetoguehiK,TakasllgaA,KGhnC.Metabolomic
profilesindicatedistinctphysiologlCalpathwaysaffectedbytwoloci
withmajordivergenteffectonBostaurusgrowthandlipiddeposition.
PhysioIGenomics42A:79-88,2010.FirstpublishedJuly20,2010;
doi:10.1152/physiolgenomics.00120.2010.-Identifyingtrait-associ-
atedgeneticvariationoffersnewprospectstorevealnovelphysiolog-
icalpathwaysmodulatingcomplextraits.Takingadvantageofa
uniqueanimalmodel,weidentifiedtheI442M mutationinthenon-

SMCcondensinIcomplex,subunitG(NCAPG)geneandtheQ204X
mutationinthegrowthdifferentiationfactor8(GDF8)geneas
substantialmodulatorsofpre-and/orpostnatalgrowthincattle.Ina
combinedmetabolomicandgenotypeassociationapproach,whichis
the丘rstrespectivestudyinlivestock,wesurveyedthespeciBc
physiologlCalbackgroundoftheeffectsofbothlocionbody-mass
gainandlipiddeposition.OurdataprovidedconBrmingevidence
fromtwohistoricallyandgeographicallydistantcattlepopulationsthat
theonsetofpubertylSthekeylntervalofdivergentgrowth.The
locus-specificmetabolicpattemsobtainedfrommonitoring201plasma
metabolitesatpubertymirrortheparticularNCAPGI442MandGDF8
Q204Xeffectsandrepresentbiosignaturesofdivergentphysiological
pathwayspotentiallymodulatingeffectsonproportionalanddispropor-
tionalgrowth,respectively.WhiletheNCAPGI442Mmutationaffected
thearglnlnemetabolism,the204XalleleintheGDF8genepredomi-
nantlyraisedthecamitinelevelandhadconcordanteffectsonglycero-
phosphatidylcholinesandsphingomyelins.Ourstudyprovidesaconclu-
sivelinkbetweenthewell-describedgrowth-regulatingfunctionsof
arglIlinemetabolismandthepreviouslyunknownspeciBcphysiological
roleof血eNCAPGproteininmammalianmetabolism.Owingtothe
confirmedeffectoftheNCAPG/LCORLlocusonhumanheightill
genome-wideassociationstudies,theresultsobtainedforbovineNC4PG
mightaddvahable,comparativeiI血mationonthephysiologicalback一

groundofgeneticallydetemi neddivergentmammaliangrowth.

non-SMCcondensinIcomplex,subunitGgene;arglnine;dispropor-
tionalgrowth;carnitine;geneticassociation

THEGENETICANDPHYSIOLOGICALmeChanismsandinteractions

underlyingthegeneticallydeterminedvariationinmammalian
pre-andpostnatalgrowthandlipidmetabolism arestillonly
partiallyunderstood.Identifyingtrait-associatedgeneticvaria-

Addressforrepnntrequestsandothercorrespondence:C.Kiilm,Reseal'chUnit
MolecularBiology,LeibmizhstituteforFarmAnimalBiology(FEN),Wilhelm-Stah1-
A11ee2,18196Dummerstorf,GetTnany(e-mail:knehn@fbn-durnmerstorf.de).

tionoffersnewprospectstorevealnovelphysiologicalpath-

waysmodulatingsuchcomplextraits.Largeanimalmodelsas

suppliedbylivestockpopulationscanprovidesubstantialin-

formationaboutthegeneticandphysiologicalmechanisms

underlyingthegeneticallydeterminedvariationofcomplex

traits,especiallywhentargetlngpre-andpostnataldevelop一

ment:LivestockspeciesofferunlParOuSmodels,ahighphe-

notyplCVariabilityforcomplextraitsinoutbredpopulations

duetolong-termselectivebreeding,suitablesamplesizes,and

high-qualitygenomesequences(4).

Inapreviousstudy,weidentifiedthenonsynonymousmu-
tationI442M (C.1326T>G)inthebovinenonstructuralmain-

tenanceofchromosomes(SMC)condensinIcomplex,subunit

G(NCAPG)gFneonBostauruschromosome6(BTA6)tobe
stronglyassoclatedwithprenatalgrowthincattle(18).Further

dataonthebovineNCAPGgene(45),aswellascomparative

infom ationfromthehumanandmousegenomes(23,27,47,
54),suggestedthattheNCAPGlocusmightalsobeassociated

withpostnatalgrowthandlipiddeposition.Untilnow,dataon

thephysiologicalfunctionoftheNCAPG geneinmammals
havebeenscarce.NCAPG hasacatalyticfunctioninthe

mammaliancondensinIcomplexandisimportantduring

mitoticcelldivision(15).Owingtoitsinteractionwiththe

DNA methyltransferase3β,NCAPG linkstheregulationof

DNA methylationwithmitoticchromosomecondensationin

mammaliancells(20).However,adetailedanalysisoftherole

ofNCAPGinmam alianphysiologicalpathwayshasyettobe
undertaken.

Recently,progressinmassspectrometryhasenabledexten-

sivetargetedmetabolomicstudiesonbodyBuidsprovidinga

directreadoutofbiologicalprocesses(24).Theresultingcom-

prehensiveanalysisOfspeciBctargetedplasmametabolite

concentrationscanrevealdetailsonthephysiologicalback一

groundofgeneticallydetermineddifferencesinphysiologlCal

processesanddisclosenewregulatorypathwaysforcomplex
traitsasdemonstratedinrecentstudiesinhumanandmice(16,

24).Forlargeanimalmodels,e.g.,ruminants,comprehensive

metabolomicplasmaanalysesarelackingdespltetheirpoten-

tialtoimproveourunderstandingofgeneticallydetermined

variationofruminantphysiologyandcomparativephysiology
ofmammals.

1094-8341/10Copyright㊨2010theAmericanPhysiologicalSociety
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80 METABOLOMICANALYSISOFGENETICALLYDIVERGENTBOVINEGROWTH

Ourexperimentalpopulationfacilitateddiscriminatlngthe

specificeffectsoftheNCAPGI442Mmutationfromunspeci点c

growth-relatedeffectsduetotheparallelsegregationofthe

NCAPGI442MlocusandthedisruptingQ402Xmutationinthe

myostatinencodinggrowthdifferentiationfactor8(GDF8)AAs

aconsequence,theeffectsofbothlocicouldbemonitoredon

anidenticalgeneticbackground.Myostatinisawell-charac-

terizedinhibitorofthemyoblastterminaldifferentiation(29,
41)andmyogeniccellproliferation(50)･TheGDF8geneis

wellconfirmedasamajorlocusaffectinggrowthandlipid

depositionillmammals.Incattle,avarietyofmutationsare

described(17)･Howev?r,mostassociationstudies,e･g･,Refs･
22,35,focusedoncamersofthec･819_829del11bpdeletion

ortheF94L(C.283C>A)mutation.Inthecurrentstudy,we

combinedmeticulousphenotyplCmOnitorlngandgeneticasso-

ciationanalyseswiththenewmethodoftargetedmetabolomic

profilingtoelucidatethephysiologlCalbackgroundofthe

divergentgeneticeffectsoftheNCAPG I442M andGDF8
Q204Xmutationsongrowthandlipiddeposition.Ourmetab0-

10micdataprovideddiscriminatingbiosignaturesfわrtwodis-
tinctloci,NCAPGI442M andGDF8Q204X,bothofwhichare

associatedwithdivergentpostnatalbody一massgalれandlipid

deposition.Ⅰnterestlngly,theaminoacidarglnineanditsme-

tabolitesymmetricdimethylarglnineshowedaslgnificantas-

sociationwiththeNCAPGI442M mutation.Arginineisfre-

quentlyproposedasafoodadditiveduetotheimportant

regulatoryroleofarglnineanditsmetabolitesinpre-and

postnatalgrowthinmanyspecies(58).

MATERIALSANDMETHODS

Animals.Ourstudycomprised156maleindividualsfromanF2

resourcepopulation(28)generatedfromthefounderbreedsCharolais
andGermanHolstein.AllFlandF2animalsoftheresourcepopula-
tionweregeneratedbymultipleovulationandembryotransferto
dissectanypotentialsystematiceffectofmaternalallelesonintl-auter-
inedevelopmentfromthespecificeffectofthefetalalleles.Embryos
weretransferredrandomlytovirginheiferskeptintheexperimental
herdoftheFBNDummerstorfaccordingtoastandardprotocol.The
calveswereweanedfromtheirmothersimmediatelyafterbirth.Until
day121postnatum,thecalveswerefedamilkreplacerdietaccording
torequlrementS,Whichwasgraduallyreplacedbyadlibitumaccessto
hayandconcentrates･Subsequently,theindividualswerekeptina
tie-stallbarnonadailysemi-adlibitum feedration,whichwas
composedofchaffedhayandaconcentrate(RM 2007;Vollkraft
Mischfutterwerke,Rendsburg,Germany)withahay-to-concentrate
ratioof1:3andanenergycontentof12.7MJME/kgdrymatter.The
rationprovidedforamaximalaveragedailyweightgalれ,Whilestill
beingcompatiblewithruminantrequirements.Allexperimentalpro-
cedureswerecarriedoutaccordingtotheGermananimalcareguide-
linesandwereapprovedandsupervisedbytherelevantauthoritiesof
theStateMecklenburg-Vorpommern,Germany.

ForaconfirmationstudyoftheeffectsoftheNCAPGI442M
mutationonpostnatalgrowth,aJapaneseblack(Wagyu)population
usedfortheofBcialprogenytestswasinvestlgated.Atotalof792
steersweretestedunderstandardizedenvironmentalconditionsdeter一

minedforprogenytestingbytheJapanWagyuRegisterAssociation
(36).Theindividualsenteredtheteststationat271daysofage
(averageage,± 12daysSD)andwerefedanadlibitumdietof
concentrates(totaldigestiblenutrients73.0%,crudeprotein12.0%)
androughage(timothy)duringthetestperiodof364days.

Monitoringofgrowthandlipiddeposition.Theaveragedaily
weightgainforallindividualsfromtheexperimentalresourcepopu-
lationwasobtainedfrommonthlyweightmeasurementsandcalcu-

latedforsixintervalsfrombirthtoday547(SupplementalTableSl),I
whenallindividualswereslaughteredatthesameage.Afterdeath,a
detaileddissectionofthebody(SupplementalTableS2)wasper-
formedtomonitortheweightofthedifferentbodycompartments
aswellasthetotalamountandthespeci丘cdepotsofbodyfat
deposition(38).

Forthecon丘 rmationpopulationfromtheJapaneseWagyubreed,
theaveragedailygainWasrecordedin2-mointervalsfromday271to
day607(SupplementalTableSl).

Geneticmarkers.TheNCAPGI442Mlocus(NCAPGc.1326T>G)
wasgenotypedinallPo,F1,andF2 individualsoftheresource
population,asdescribedbyEberleinetal.(18).ForgenotypingallPo,
Fl,andF2 individualsattheGDF8Q204X (GDF8C.611C>77

mutation,aTetra-ARMSassaywasappliedwiththefollowlngPrlm-
ers(5′-3′)andPCRconditions:embracingforwardprimer:AGACT-
CATCAAACCCATGAAAG(02 tLM),embracingreverseprimer:
TGAGTACAGGGCTACCACTGG(0.2LLM),specificinnerforward
primer:ACTCAGGCACTGGTATTTGGT(0.2トLM),specificinner
reverseprimer:ACTGTCTTCACATCAATACTCTG(lLLM)at600C
annealingtemperature.Allgenotypesweremeticulouslycheckedfor
inconsistenciesaccordingtoapreviouslydescribedprotocol(18).

Metabolomicanalyses･Becausetheinitialassociationanalyseshad
suggestedthatthemostdivergentgrowthwasobservedbetween180
and270daysafterbirth,atargetedmetabolomescanonplasma
samplesf1-0m156individualsattheageof240dayswasperformed.
Toavoidanypotentialeffectsonplasmametaboliteconcentrationdue
todifferencesincircadianrhythmsorfeeding,allbloodsampleswere
drawnfromtheleftjugularveinintoK-EDTA-containingtubesat
7:30AMwithaprlOrfastingtimefortheindividualsof12h.Blood
sampleswereimmediatelystoredoniceandtransferredtothelabo-
ratory,whereplasmawasobtainedbycentljfugationwithin30min
afterbloodsampling.Theplasmawasstoredat-800Cuntilfurther
analysュs.

Forthetargetedmetabolomicanalysュs,essentially,plasmametab-
OlitesweredeterminedbyelectrospraylOnizationtandemmassspec-
trometrywiththeBiocratesAbsoluteIDQ targetedmetabolomics
technologyanalogouslytoRefs･3,21,24.Brie月y,atargetedprofiling
schemeisappliedtoquantitativelyscreenforknownsmall-molecule
metabolitesuslngmultiplereactionmonitonng,neutralloss,and
precursor-ionscans.Appropriateinternalstandardsservedasrefer-
enceforquanti爺Cationofthemetabolitesintheplasmasamples.
Detailsoftheexperimentalmetabolomicsmeasurementtechniques
aredescribedinthepatentUS2007/0004044(accessibleonline at

http://www.freepatentsonline.com/20070004044.html).A furthel･

summaryofthemethodcanbefoundinRefs.55,56,andacompre-

hensiveoverviewofthefieldandtherelatedtechnologiesisgivenby

Wenk(57).BecauseinitialdataandresultsonGDF8Q204X inthe

literature(2)hadsuggestedeffectsofbothgenes,NCAPG andGDF8,

0nlipiddeposition,theinvestlgationofplasmametabolitesfocusedon

indicatorsoflipidmetabolism:freecarnitine (CO),acylcarnitines
(Cx:y),hydroxylacylcarnitineslC(OH)x/y],dicarboxyacylcami tines

(Cx:yDC),acylglycerophosphatidylcholines (lysoPCCx:y),diacylg-
1ycerophosphatidylcholines(PCaaCx:y),acylethylglycerophosphati-
dylcholines(PCaeCx:y),sphingomyelins(SMx:y),N-hydroxyldicar-
boacyloylsphingosyI-phosphocholineslSM(OHCOOH)x:y],and N-

hydroxylacyloylsphingosy1-phosphocholines[SM(OH)x/y].Thelipid
sidechainformationisabbreviatedasCx:y,wherexsummarizesthe
numberofcarbons,andJ′indicatesthenumberofdoubleboundsin
thesidechains.Thesetoflipidmetaboliteswascomplementedby
aminoacids, sugars(withHncorrespondingtoa-hexose,dH to
desoxyhexose,UAtouronicacid,HNACtoN-acetylglucosamine,P
toPentose,NANAtoN-acetylneuraminicacid),andbiogenicamines.
Afulllistofalltestedmetabolites,aswellastheiracronyms,mean

ITheonlineversionofthisarticlecontainssuppiementalmatel･ial･

PhysioIGeno17u'cs･VOL42A･www.physiolgenomics･org
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METABOLOMICANALYSISOFGENETICALLYDIVERGENTBOVINEGROWTH 81

levels,andstandarddeviations(inLLM),isprovidedinSupplemental
TableS3.

Statisticalanalyses.Associationlinkagedisequilibrium(LD)stud-
iesintheexperimentalresourcepopulationwereperformedessen-
tiallyasdescribedbyEberleinetal.(18)toevaluate,ifthetarget
mutationsNCAPGI442M andGDF8Q204Xwereassociatedwith
additiveeffectsongrowth,lipiddeposition,ormetabolicpro丘1e.The
followingmodelasimplementedintheLDassociationanalysisin
Qxpak(37)wasapplied:yi- Sd+ higk+ ui+ed.k,Whereyiisthe
recordofindividuali,sdisthe丘xedeffectofslaughteryeard,九iisan
indicatorvariable,whichis1,0,or-1dependingonthegenotypeof
individualiatlocusNCAPGI442M orGDF8Q204X,gkisthe
additivealleliceffectofallelek,uiistheinfinitesimalgeneticeffect
ofindividuali,andedikistheresidual.Foranalyzlngmetabolites,we
addeda丘xedeffectwgoftheanalystsPlategtothemodel･

ToevaluatejoinedeffectsofNCAPGI442MandGDF8Q204X,a
modelincludingbothmutationswastestedaspreviouslydescribed
(18):yi:- Sd + 九Igk+Sihj+ui+e｡ijl(,Whereyiistherecordof
individuali,sdisthe丘xedeffectofslaughteryeard,入Iisanindicator
variable,whichis1,0,or-1dependingonthegenotypeofindividual
iatlocusNCAPGI442M,gkistheadditivealleliceffectofallelekat
locusNCAPGI442M,8iisanindicatorvariable,whichisl,0,or-1
dependingonthegenotypeofindividualiatlocusGDF8Q204X,hj
istheadditivealleliceffectofallelejatlocusGDF8Q204X,uiisthe
inBnitesimalgeneticeffectofindividuali,andedijkistheresidual.
Twolikelihoodratiotests(A,likelihoodofmodelwithlocus1and
locus2vs.likelihoodofmodelwithlocus1;B,likelihoodofmodel

withlocus1andlocus2V?･likelihoodofmodelwithoutloci)Were
calculatedtotestforstatisticalsignificance.

Multipletestingwithinphenotypecategories(growth,bodycom-

positionandlipiddeposition.,metabolites)hadtobeaccountedforto
avoidfalsepositiveassociatlOnS.Forthispurpose,afalsediscovery
rate(48)withineachphenotypecategory(q-value)wascalculatedto

accountformultipletestingwithinphenotypPcategories(growth,
metabolites,bodycompositioTandlipiddeposltion)･Alevelofα<
0.05wasconsideredanexperlment-Wisesigmi缶cantassociation.

AlinearregressionmodelwasappliedfortheconBrmationstudyin
theJapaneseWagyupopulation:y-Xb+e,whereyisthevectorof
phenotypICValue,Xisthedesignmatrixof丘xedeffectscomposedof
thenumberofNCAPG442Malleles(0,1,or2)andcovariates[age(in
days)atthebeginningofthetest,sire,year,andseason(summeror
winter)],bisthevectoroffixedeffects,andeistheresidualelTOr.The
proportionofvarianceexplainedbytheNCAPGI442M locuswas
calculatedasthedifferencebetweenthevarianceexplainedbythe
abovemodelandthevarianceexplainedbythemodelincludingonly
thecovariates.Thecalculationswereperformedapplying良statistical
packages(http://www.r-prqject･org/).

RESUIJTS

ConfrmationofNCAPGI442M andGDF8Q204Xallele
ejfectsonpostnatalgrowth･Duetotheexperimentaldesign
oftheF2resourcepopulationthatwasestablishedbymeansof
embryotransferintofostermothersfollowedbyseparationof
mothersandcalvesimmediatelyafterbirth,exclusivelydirect
geneticeffectsonthegrowthoftheoffspringweremonitored
intheassociationstudyforpostnatalgrowth.FortheNCAPG
I442M locus,anexperiment-wisesignificantassociation(q<

0.05)betweenNCAPGI442M allelesandaveragedailygain
wasobservedintheintervals121-182days,183-273days,and
274-365days(Fig.lA,SupplementalTableS4).Thediffer-
enceinweightgainbetweenalleles442Iand442Minthemost
distinctiveinterval183-273daysamountedto98g/day.The
NCAPGI442M locusexplained20.2% ofthevariancefor
averagedailygaininthisinterval.IntheBrstandlast3-mo

intervalsofobservation,theeffectsonaveragedailygaln
associatedwiththetwoalleleswerealmostidentical.

AconBrmationstudyregardingthetimepolntOfthestron一
gestdifferentialgrowthassociatedwiththeNCAPGI442M
mutationinthehistoricallyandgeographicallydistantJapanese
Wagyupopulationshowedananalogousresult:Theeffectsof
theNCAPGI442MmutationonaveragedailyweightgalnWere
time-speci丘C(Fig.1B),andthestrongestallele-associated
effectonpostnatalgrowthwasobservedduringtheperiodof
highestdailygain(seeSupplementalTableSl).

TheassociationanalysisbetweentheGDF8Q204Xmuta-

tionandpostnatalgrowthresultedinanassociationpattern
verysimilartotheonerevealedfortheNCAPGI442Mlocusin
ourexperimentalpopulation:Theinterval183-273daysdis-
playedthestrongestdifferencesinaveragedailyweightgaln
associatedwiththealternativeGDF8Q204X alleles(q<

0･006)(Fig.1A,SupplementalTableS4).
DistincteqectsoftheNCAPGI442M andGDF8Q204X

allelesonplasmametabolitesduringpubertypinpointdiver-
gentajfectedphysiologicalpathways.A comprehensivetar-
getedmetabolomeanalysisfocusedonplasmalipidmetabo-
1itesatthe240thdayoflifewasundertakentoelucidatethe
relevantphysiologicalp1-0CeSSeSinvolvedingeneticallydeter-
mineddivergentgrowthduringtheonsetofpuberty,thekey
intervalfordifferentialweightgaln.A totalof229plasma
metaboliteswereidentifiedandquantiaed,including18amino
acids,freecarnitine,47acy1-,hydroxyacyl-,anddicarboxya-
cylcarnitines,79glycerophosphatidylcholines,threeprosta-
glandins,arachidonicacid,docosahexaenoicacid,eightbio-
genicaれines,52mono-andoligosaccharides,and19sphin-
gomyelins(SupplementalTableS3).From thetotalof229
metabolites,28had>5% misslngdatapolntS,leavlng201
metabolitesthatweretestedfortheirpotentialassociationwith
theNCAPGI442M andGDF8Q204Xalleles.

FortheNCAPGI442M mutation,asigni丘cant(q-0.013),
positiveeffectofthe442M alleleassociatedwitharglnine

plasmalevelw.asobserved(Fig･2,Tablel)･Incontrast,
therewerenoslgniBcantNCAPGI442M effectsfortheargl-
nineprecursors,itsmetabolites[Citrulline,omithine,orpu-

trescine(Pnomina.>0･50)],01-fo1-Othera.minoacidsinplasnla
(SupplementalTableS5).DimethylarginlneSrepresentprOteln
degradationproductsresultingfrom methylatedarglninedur-
1nglntraCellularproteinturnover.Interestingly,Ourstudyre-

vealedasuggestive(Pn.mina1-0.004)effectoftheNCAPG

I442M locusontotaldimethylarginine(TDMA);however,no

significanteffectonasy,mmetricdimethylargi空 e(ADM A)

wasobserved.Consecutively,are負nedassoclatlOnanalysis

withthedifferencebetweenTDMAandADMAconcentration,

whichissupposedtoTe月-ectthesymmetricdimethylarglnine

(SDMA)level,showedahighlysignificantresult(q - 0.019).

ThealleleNCAPG442M,whichisassociatedwith asuperior

dailyweightgainbetween182and273daysofage and with

elevatedarglninelevels,wasalsoassociatedwith anincreased

plasmaSDMAconcentration(Fig･2)･FortheacylcarnitineP,

theNCAPG442M alleleshowedaslgniBcant,positiveassocl-

ationwithplasmalinoleylcarnitine(C18:2)level(q-0.013).

Tenadditionalnominallyslgnificanteffectsonacylcarnitines

wereobtainedfortheNCAPG I442M locus(Supplemental
TableS5),predominantlyfortheC5-C8andC16fattyacid
acylcarnitines.

PhysioIGefWmics･VOL42A･www.physiolgenomics.org
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A

Fig.1.AssociationofNCAPG I442M and
GDF8Q204Xalleleswithaveragedailygain
in2independentpopulations.A:alleleef-
fects(± SE)oftheNC4PG I442M and
GDF8Q204Xallelesonavel-agedailybody
weightgalnin6intervalsduringolltOgeneSis
inanexperimentalresourcepopulation･
B:alieiesubstitutioneffectoftheNCAPG

442M alleleonaveragedailybodyweight
galnin6intervalsduringontogenesisinthe
JapaneseWagyupopulatio11･
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FortheGDF8Q204Xlocus,asigniBcantassociation(q-

0.007)with丘.eecarnitinelevelwasobserved(Table1,Fig.3):
TheGDF8204Xallele,whichisassociatedwith increased

bodyweight,wasalsoassociatedwithadecreaseintheplasma
leveloffreecarnitine.IncontrasttotheNCAPGI442M locus,

wheretheglycerophosphatidylcholinesandsphingomyelins
seemedtobeunaffectedbythemutation,nominallyslgnificant

effectson22glycerophosphatidylcholinesandeightsphing0-

myelinsweredetectedfortheGDF8Q204Xlocus(Fig.4,
SupplementalTableS5)Withaconcordantdecreasingeffectof

theGDF8204Qalleleforallrespectivemetabolites･Asignif-
icanteffectwasalmostexclusivelyobtainedfordiacylglycero-

phosphatidylcholines,whereas lysoglycerophosphatidylcho-
1inesweremostlyunaffected.IncontrasttotheNCAPGI442M

locTs,therewerenoeffectsoftheGDF8Q204Xlocuson
arglnine,TDMA,orSDMA･

NCAPGI442M andGDF8Q204Xallelesa.rEassociated
withparticulareHectsonpostnatalbodycomposlt10nandlipid
deposition.Both loci,NCAPG I442M and GDF8Q204X,
showedasimilarpattem withregardtoalleliceffectson

quantitativepostnatalbody -massgain(Fig.1,Supplemental

TableS4),whiletheyexhibitedsubstantialdiffe1-enCeSregard-

ingeffectsontheplasmametabolites(Table1,Supplemental
TableS5).Therefore,are負nedassociationanalysisregard-

1ngeffectsondetailedbodycompositionandlipiddeposi-

tionattheendofthetestperiodat18moofageevaluated

interval interval interval interva一 interva一
328-383 384-439 440-495 496-551 552I607
days days days days days

whetherdifferencesbetween lociexisted notonly with

respecttothequantitybutalsotothequalityofbody一mass
accretion.

Theabsoluteand/Orrelativeproteinaccretioninthecar-

99sses(CPROT,CPROTrel)showedahighlysigniacant,pos-
1tlVeeffectforthoseallelesassociatedwithincl'easesinbody

weight(442Mand204X)attheGDF8Q204Xlocuslq-1.17×

10【8 (CPROT)or8.25 × 10-7 (cpROTrel,Supplemental
TableS6)]and(lessp1-OnOunCed)attheNCAPGI442M locus

(q - 6.14 × loll,CPROT).In contrast,therespective

NCAPG442M andGDF8204XalleliceffectsonlipiddepoI
sitioninthebodyhadanoppositedirection:Theallelesatboth

lociwereassociatedwithahighlyslgniBcantdecreasedfat
contentinthecarcasslCFATrel:q-4.36× 10ー3(NCAPG

I442M),q-2･84×10-5(GDF8Q204X)]･Thisresultedfro望

a.coヮcordantdecrease(SupplementalTableS6)infatdeposl-
tlOnlnalllipidstoragecompartments[e.g.,thepercentageof
subcutaneousfatinthecarcasses(SFATrel,Fig.5A)].

WhereastheNCAPGI442M andtheGDF8Q204Xlocus

showedanalogouseffectsonlipidandproteindepositioninthe
carcass,furtheranalysesofwholebodycompositionrevealed

substantialdifferencesbetweentheseloci.Forexample,the
proportionofcarcassweightrelativetotheemptybodyweight

(CR)showedahighlysignificantassociationonlywiththe
GDF8Q204X alleles(q <10【16),whereasnoeffectwas

observedfortheNCAPGI442Mlocus(Fig.5B).Furthermore,

PhysioIGeJWmics･vol.42A･www.physiolgenomics.org
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citrulfine

､ornithine…

arglnlneaSymetric.

methylatedprotein

y寸†ransporter

argininesymetric.

methylatedprotein

Fig.2.EffectsoftheNCAPGI442Mallelesonargininemetabolism.Alleleeffects(±SE)oftheNCAPG442Ialleleareindicatedinwhitecolumns,alleleeffects
(±SE)ofthe442M alleleareindicatedinblackcolumns.Solidarrowsdesignatemetabolicsubstratepathways;dashedlinesdesignatearegulatoryfunction･

y-Axisdisplaysplasmaconcentrationoftherespectivemetabolitein.けM･Allmetabolitesinshadedboxes(whitelettersindicatingasignificantassociation)were
analyzed.PvaluesindicatenominalslgnifiCanceforthedifferencelnalleleeffect.ADMA,asymmetricdimethylarglnine;SDMA,symmetricdimethylarglnine;
NOS,nitrogenoxidesynthase;PRMTI,proteinarglninemethyltransferasetypeⅠ;PRMTII,proteinarglninemetbyltransferasetypeII;DDHA,dimethylarglnine
dimethylaminohydrolase.

thepercentageofliverorkidneyweightincarcasses(LIre12,

KIre12)wasnotaffectedbytheNCAPGI442Mlocus:whereas
theeffectsoftheGDF8Q204Xalleleswerehighlyslgnificant

(SupplementalTable S6).These data indicate thatGDF8
Q204Xallelesspecifically affectthegrowth ofthecarcass

comprlSlngmostlymuscle,fat,andbonetissue,whereasfor

NCAPGI442M alleles,aproportionaleffectonentirebody

weightandcarcassweightisexerted.Inthetwo-locusmodel

BttingNCAPGI442M andGDF8Q204Xeffects,essentially

identicaleffectsregardingdirectionandmagnitudeofeffects

wereobtainedforbothlocicomparedwiththeslnglelocus

models(Fig.5).

Table1.Experiment-WisesigmfcantassociationsofNCAPGI442MandGDF8Q204Xalleleswithtargetedplasma

metabolites

Tl･ait Mutation LRT Pl.｡ml,､｡1 q a,LLM SEa,LLM %ofVarianceExplained

C18:2 NCAPGI442M 14.90 1.13×10-04 1.27×10JO2 0.000526 0.000151

Arginine NCAPGI442M 14･12 1･72×10ー04 1･29×10ー02 9･04 234
SDMA NCAPGI442M 12.80 3.46×10-04 1.94×10ー02 0.1543 0.0433

Freecarnitine GDF8Q204X 17.44 2.96×10-05 6.65×10ー03 0.716 0.165

5
2
2
4

′D
OO
1
0

1

1
1

C18:2,1inoleylcarnitine;SDMA,symmetl･icdimethylarglnine;LRT,likelihoodratiotest.,Pmminal,nominalPvalue;q,falsediscoveryrateaccountlngfor
multipletestingasdetemi nedbyStoreyandTibshirani(48).aistheallelesubstitutioneffectallele1-al1ele2.NCAPGI442M:alleleI-442M,allele2-
442I;GDF8Q204X:allele1-204Q,allele2-204X.SE｡,standarderrorfora.
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Fig･3･EffectsoftheGDF8Q204Xallelesoncamitines･Alleleeffects(±SE)oftheGDF8204Xalleleareindicatedinwhitecolumns,alleleeffects(±SE)
ofthe204Qalleleareindicatedinblackcolumns･Solidarr?wsdesignatemetabolicsubstratepathways;dashedlinesdesignatearegulatoryfunction･y-Axis
displays.plasmaconcentrationofthel･eSPeCtivemetabolitelnLLM･Allmetabolitesinshadedboxes(whitelettersandblackboxesindicating.asignificant
associatlOn)wereanalyzed･Pvaluesindicatenominalsignificanceforthediffel'enCeinalleleeffect･C3,p1-0Pionylcarnitine;C18,stearoylcarnltine,C18:1,
0leoylcarnitine;C18:2,1inoleylcarnitine.

Comparlngtheresultsfrom theassociationanalysesfor

NCAPGI442M andGDF8Q204Xrevealsthatthere.isastrong
similarityofassociatedeffectsl-egardingthekeyintervalof

divergentgrowthandrelativecontentofbodyproteinandbody
fat.However,themaindifferenceineffectsassociatedwiththe

NCAPGI442M andtheGDF8Q204Xmutationisthepropor-
tionalordisproportionalcharacterofdivergentcarcassgrowth･

DISCUSSION

Identljicationoftheageatpuberty askeyintervalfor
geneticallydivergentpostnatalgrowth･Ourstudyinvestlgated
theeffectofboththeNCAPGI442MandGDF8Q204Xalleles

onbody一massgalれ,plasmametabolitelevels,andlipiddepo-

sition･BoththeNCAPGI442M andGDF8Q204Xlocipin-

pointedtheinterval183and273daysofageasthekeyInterval
fordivergentgrowthinourresourcepopulation.Inthose

Europeancattlebreeds,whichwerefoundersofourexperi-

mentalpopulation,thisintervalincludestheonsetofpuberty

(6),aperiodthatplaysacentralroleinmammaliangrowth(1,
9)･TheresultsobtainedintheexperimentalCharolaisX

GermanHolsteinresourcepopulationregardingthekeyInter-

valofdivergentgrowthcorrespondtothedataobtainedfrom

theWagyupopulation･ConsideringthatWagyusareknownfor

alateronsetofpubertycomparedwithHolsteinorCharolais

(11)whenkeptundersimilarconditions,theontogeneticstage
ofthemostdistinctivegrowthassociatedeffectsoftheNCAPG

I442M mutationcorrespondedinbothpopulations･

OurobservationthattheNCAPGI442M mutationpredom-

inantlyactsatthetimeofmostrapidgrowthduringpostnatal

ontogenesisfitstotheobservationofSeipoldetal.(44).Using
thezebra丘shmodel,theauthorsrevealedthatmutationsinthe

NCAPgenespredominantlyaffectedrapidlyamplifyingpro-

genitorcellscomparedwithpostmitoticcells.Inouranimal

model,wepostulatethatthereisahighproportionofprolif-

eratlngCellsduringpuberty,whichrepresentthepotential

targetsforNCAPG proteinaction･Consideringourprevious

PhysioIGenomics･VOL 42A･www.physiolgenomics.ol･g
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resultsonbirth weight(18),twootherrecent,conclusive

reportsofNCAPGlocuseffectsonbovinegrowth(45,46),and
theresultsfrom thecurrentstudy,therelSaStrongindication
thatindeedNCAPG,andspecificallytheI442M mutation,
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GDF8 NCAPG GDF8

204X 442M 204X
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a∩m0

%variance 11､9 13､3 24.2
explained

3.0
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Fig.5.AssociationoftheNCAPGI442M andGDF8Q204Xmutationwith
bodycompositionandlipiddeposition･A:percentageofsubcutaneousfatin
carcassweight(SFATrel)･β:percentageofcarcassweightinemptybody
weight(carcassratio,CR).The)～-axisdenotestheadditivegeneticallele
substitutioneffect(±SE)ofNCAPG442M allelevs.442I(indicatedinblack
column)ol･theadditivegeneticallelesubstitutioneffect(±SE)ofGDF8204X

vs.204Q (indicatedingraycolumn).Thejointanalysis:themodelfitsthe

NCAPG1442M +GDF8Q204Xeffectvs.nolocuseffect.Pnom.Hal,nominal
slgni丘canceofthemodel;0/ovarianceexplained,varianceexplainedbythe
slnglelocusor2-locusmodel,respectively.

Fig.4.EffectsoftheGDF8204Q allele
onplasmaglycerophosphatidylcholinesand
sphingomyelins.E恥ctsofallglycerophos-
phatidylcholinesandsphingomyelinsshow-

in.ganominalsignificant(P<0105)associ-
atlOnareindicated.a204Q,Additiveeffectof
theGDF8204Q alleleinrelativeunitsof
phenotypicSD.

mightbecausalforgeneticvariationofpre-andpostnatal

growth,especiallyduringonsetofpuberty･Theconfirmation

studypresentedhereisparticularlyrelevant,becausethecon-
cordantresultswereobtainedinpopulations(JapaneseWagyu,
EuropeanHolstein,EuropeanCharolais)thatdifferstronglyin

historicalandgeographicalorigin(34)･WhethertheNCAPG
effectsonpostnatalgrowtharetheconsequenceofprenatal

NCAPGimpacts,e.g.,onfetalplacentation(18,19),oraredue

togenuine,independentpostnataleffectswillbeofsubstantial
furtherinterestbecauseinhuman,theeffectsofdivergent

prenataldevelopmentonpostnatalphenotypes,especiallyon

humanlipidmetabolismandobesity,arewellestablished(49)I
Increasedendogenousplasmaarglnlnelevelassociatedwith

theNCAPG442M allelepromotingProportionalgrowth･The
main distinctionsbetween theeffectsassociated with the

NCAPGI442M andtheGDF8Q204Xmutationsarethepro-

portionalordisproportionalcharacter ofdivergentbody

growth･WhiletheNCAPGI442M allelesexertaproportional

effectonallbodycompartments,GDF8Q204Xallelesspecif-

icallyaffectthegrowthofthecarcassbypredominantlyalter-

ingmuscle,fat,andbonetissue･ResultssimilartotheGDF8
Q204Xmutationhadbeendescribedinphenotypicstudieson

effectsofthedoublemusclingconditionintheBelgianBlue
cattlebreed(5).

ThedifferencesbetweentheeffectsoftheGDF8Q204Xand

NCAPGI442Mmutationsonindividualcompartmentalgrowth

arealreadyreflectedbyastrongdiversltylnmetabolicpattern
associatedwitheachmutationat8moofage.Despltethe

effectsoftheNCAPGI442M mutationonplasmaarglnine
concentrations,therewasnodifferencebetweenallelesregard-

inglevelsofornithine(Fig･2),adegradationproductof

arglninewithintheureacycle･Thisindicatesthatinhibitionof

arglnaSeaCtivltymightbetheunderlyingmechanism forthe

divergentplasmaarglnineconcentrations･Reportsintheliter-
aturedescribethatadecreasedarglnaSeaCtivltylSaWaytO

maximizethearglninesupplyinconditionsofstrongdemand

(59).Theconditionallyindispensableaminoacidarginineis

assumedtoplayamajorroleingrowth,particularlyduring

prenataldevelopment(58)･Arginineisdescribedasanactiva-
torofthemTOR cellsignalingpathwaylnSkeletalmuscle

resultinglnenhancedproteinsynthesisandwholebodygrowth

(61)･Furthermore,arginineistheprecursorofnitrogenoxide
(NO),whichhasmultipleimportantfunctions,e･g･,lnenergy
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metabolismbymediatingInsulinsensitivltyandglucoseuptake
inskeletalmuscle(31,42).Adecreaseinarginaseactivity,as
suggestedbyourmetabolomicdata,favorsNOsynthesisdue

toreducedcompetitiopofNOsynthase(NOS)forarginine,
andtheelevatedarglnlnelevelsthemselvesenhanceNOsyn-
thesisbyincreaslnginducibleNOsynthasemRNAtranslation
(30,60)･Metabolomicdatafrommicehighlightthatwild-type
micehaveincreasedplasmaarglninelevelscomparedwith

typeIIdiabetesmic.e(3),whichisinagreementwithan
increasedplasmaarglnaSeactivityinhumantypeIIdiabetes
(25).Previousstudiesonthefわunderbreedsofouranimal
model,CharolaisandGermanHolsteinbullskeptunderenvi-
ronmentalconditionsidenticaltothisstudy,demonstratedthat
theGermanHolsteins,whichexhibitedadecreasedgrowth
rate,anincreasedfatdeposition,andahighfrequencyofthe
NCAPG 442Iallele,alsoshowedaslgnifiCantlyIncreased
plasmainsulinlevelat8moofage(8,18).

Whetherarglnineisthecauseoreffectofincreasedg1-0Wth
hastobeevaluatedcarefullylnOurmodel.However,the
elevatedplasmaarglninelevelobservedinindividualscarrylng
theNCAPG442MalleleispresumablynotanunspeciBcresult
ofanincreasedbody-massgaln,becausetheGDF8204X
allele,alsoassociatedwithaslgni丘cantincreaseofpostnatal
growthintherespectivetimeperiod,didnotshowanyeffects
onplasmaarglninelevels.Furthermore,dataonADMAand
SDMAindicatethatspecificmechanismsareineffectforthe
NCAPGI442M locusprohibitingincreasedlevelsofADMA,

becauseelevatedADMAconcentrationwouldexertagrowth-

impalrlngeffectduetoreducedNOsynthesisfromitsarglnine
precursor･Wecanalsoconcludethattheelevatedarglnine
levelsarenotduetorandomp1-0teindegradationbutspeci丘-
callyrenectadirecteffectoftheNCAPGI442Mmutationon
arglninemetabolismitself,becausethereisnodifferenceinthe
concentrationofotheraminoacidsinplasmaofindividuals
withdive1-gentNCAPGI442Mgenotype.

Inadditiontoadirecteffectonplasmaarglninelevel,we
identifiedaslgniacantpositiveeffectoftheNCAPG442M
variantonTDMA,butnoeffectforADMA(Fig.2).Thus,the
NCAPGI442M effectisobviouslyduetoincreasedlevelsof
SDMA,anisomerofADMA.Becausethereisnosynthesisof
ADMAorSDMAfromfreearglnine,theproductionofdim-
ethylarglninesissolelydependentonarglninemethylationin
proteinsandproteolysis(33).Arginineisasymmetrically
methylatedbyprotein arglninemethyltransferases type 1

(PRMT1),whereasPRMTtype2methylate?rgi.ninesymmet-
rically(10)･ProteinargininemethylationlSImportant for
transcrlptlOnalregulation,RNAprocesslng,andsignaltrans-
duction(7)･DataonADMAandSDMAindicatethatspecific

mechanismsareinitiatedbytheNCAPGI442M locusthat

prohibitincreasedlevelsofADMA,which血ghtexertnega-

tiveeffectsongrowthduetoareducedNOsynthesis.W hile

ADMAisenzymaticallydegradedintocitrullineanddimeth-

ylaminesviadimethylarginine-dimethylaminohydrolases(33),

SDMA iseliminated almostexclusively viarenalexcretion

(26).WhetherthedifferenceinplasmalevelsofSDMA in our

NCAPG I442M animalmodelistheresultofdivergentsyn-

thesis,liverreabsorptlOn,Orrenalexcretion remainsto be

elucidated.

IncontrasttoADMA,awell-described,potentinhibitorof

theNOS(39),whichsynthesizesNO from arginine,no anall

ogouseffectisdescribedforSDMA.Thus,ourdatasuggest

thattheincreasedarglninelevelsduringaperiodofintensive
growtharenotresultsofNOSinhibitionbyelevateddimethy-
1arglnines.Onlyrecentreportsprovidedanyindicationof
alternativefunctionsofSDMA.Thesestudieshighlightthe
relevanceofSDMA onthepathophysiologyofstrokeand
cardiovasculardisease(43,53).
FreeplasmacarnitinelevelsassociatedwithdisruptlVe

mutationinthemyostatin-encodingGDF8gene.Inourre-
sourcepopulation,freeplasmacarnitineat240daysofageis
slgniBcantlydecreasedinindividualscarrylngtheGDF8204X
allele,whichincreasesbodyweightanddecreasesbodyfat
deposition･Freecarnitineplaysamajorroleduringfattyacid
transportationintothemitochondrionforβ-oxidationandis
involvedinadditionalfattyacid,glucose,andnitrogenmeta-
bolicpathways･Theimpactofexternaldietarycarnitinesup-
plementationonmammaliangrowthandmuscledevelopment
iscontroversiallydiscussed(32).Theagonisticsignalsfrom
plasmafattyacidsthatleadtoincreasedcarnitinesynthesis
(40)mightprovidealinkbetweenplasmacarnitinelevelsand
theGDF8Q204Xmutation,becauseGDF8knockoutmice
exhibitdecreasedfreefattyacidconcentrations(52).Although
physiologlCaleffectsofGDF8mutationsonmuscledevelop-
mentandmultiplemetabolicpathwayshavebeencomprehen-
sivelyreported(e.g･,Ref.12),nodirecteffectofmyostatinon
carnitinemetabolism hasbeendescribed.Thus,thequestion
I-emainstoberesolved,whetherthevariationinfreecarnitine
plasmalevelassociatedwiththeGDFQ204Xmutationisa

ca?seorconsequPnce(viaayetunknownphysiologicalmech-

anlSm)ofalteratlOnSinmyo丘beroradipocytedevelopment.
However,thelackofassociationbetween血･eeplasmacarnitine
andtheNCAPG442M alleleindicatesthattheeffectonfree

plasmacarnitineisindeedlocusspeci丘Candnotrelatedto
generallydivergentgrowthorlipiddeposition.Becauseall
individualsreceivedadietwithanidenticalcomposition,a
dietaryeffectoncarnitinelevelseemsalsounlikely.
Thedecreasedplasmaconcentrationofglycerophosphati-

dylcholinesandtheincreasedlipiddepositionassociatedwith

theGDF8204Qallele.areanalogoustoreportsaboutsimilar
effectsobsel-VedinmlCetreatedwithRosiglitazon,which
fosterslipiddepositioninadiposetissues(3).Alternatively,the
concertedincreaseinglycerophosphatidylcholinesthatwas
associatedwiththeGDF8204Xallelemightalsobeduetoan
elevatedlevelofphospholipidsinmuscletissues,whichhas
beendescl･ibedinindividualswithamutationintheGDF8

gene(14).Glycerophosphatidylcholinesarethemostcommon
phospholipidsinmammals.Inhigherorganisms,perturbation
ofglycerophosphatidylcholinesynthesiscanleadtoinhibition

ofgrowthorevencelldeath(13)･Thus,theinc.reasedglycero-
phosphatidylcholinelevelsinplasmaassoclatedwith the
GDF8204Xallelemightalsospecificallyreflecttheincreased
musclegrowthassociatedwiththisallele.

MetabolicbioslgnatureSmirrorparticulargrowthpattern.
Inconclusion,ourstudy,whichtoourknowledgeistheBrst
combiningtargetedcomprehensivemetabolomicplasmaanaレ
ysISandgeneticassociationstudiesinalargeanimalspecies,
discriminatesdistinctmetabolomic biosignatures associated
withtwogeneticlociexhibitingmajoreffectsonpl-e-and/or
postnatalgrowth.ForNCAPG,apreviouslyunknown,conclu-
sivelinkcouldbedrawntothearglninemetabolism,whichis
crucialformanyregulatorymechanismsingrowthandenergy

metabolism.Furthermore,our study ofthe GDF8Q204X
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mutationindicatednovelpathwaysthatseem tobeaffectedby

afunctionalde丘citinthegrowthJnhibitingfactormyostatin.

Thehypothesisofdifferentphysiologicalprocessesinvolved

intheactionofthetwolociissupportedbytheobservationthat

theNCAPGI442M andGDF8Q204Xmutationsshowedin-

dependenteffectsongrowthasdemonstratedbytheresults

from thesingle-andtwo-locusassociationmodels.Thediver

gent,locus-speciBcmetabolomi cpatternsattheonsetofpu-

bertyweremirroredbyparticularproportionalornonpropoト

tionalmodulationsofcompartmentalgrowthandlipiddeposi-

tion associated with the two mutations.Interestlngly,Our

geneticanalyseshighlightedassociationsbetweentheNCAPG
I442M orGDF8Q204Xlocus,respectively,andtwometabol

lites(cami tine,afginine)thatarefrequentlydiscussedasfeed
additivespromotinggrowthandphysicalperformancein,e.g.,

cattleandhum?ns(51,58)IOurresourcepopulationprovides
avaluable,unlparOuSlarge animalmodelto survey these

speci丘ceffectsofbothgenes,GDF8andNCAPG,regarding

theunderlyingfunctionalmechanismsduringpre-andpostna-

talgrowthandlipiddeposition.
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