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高 品質な 畜産物の 供給 に は , 育種選抜 に よる経 済形 質の 優れ た個体 の 作出と遺伝的不

良形質の 制御が課題 となる ･ 従来の 表現型値 に基 づ い た 個体選 抜に 比 べ , 分 子生 物学的手法

に 基 づ く マ
ー

カ
ー

ア シ ス ト選抜 ( M A S ) は , 経済形 質や遺伝 的不 良 形質の 責任 遺伝子や原

因遺伝 子
,
それ ら の 遺伝 子 に 連鎖 した分 子 マ ー カ ー を 同定 し

,
それ ら を指標 と して 個体選抜

を行う た め
, 選 抜精度 と遺伝 的改 良の 加速が 大い に期待 され て い る . ウ シ で は

,
優れ た個体

を作 出する ため に特定の 個体が 限られ た集団内で 交配 に多用 され , 遺伝 的不 良形質の 発 生が

しば しば深 刻 とな っ て い るが
,
分 子生 物学的手法 に よ る原因遺伝子 の 同定 に よ り

, 既 にい く

つ か の 遺伝性疾患例で M A S を用 い た早期診断が 行われて い る . しか し, 経済形質な ど 一 部

の 形質に つ い て は
,
未だ それ ら の 責任遺伝 子 を対象 とした M A S はほ とん ど行われ て い ない

の が現 状で ある ･ そ の 背景 には , 環境や複数の 遺伝子 の 寄与と い う量 的形質 ( Q T L ) 本来の

複雑 な特性 に加え
,
現在 の ウ シ ゲ ノ ム 地 図情報の 乏 しさが 根底 にあり, 精度 の 高い 遺伝子 マ

ッ ピ ン グや
,
比較地 図を利 用 した候補遺伝子 の 同定 に 限界 がある か らで ある . これ を解消す

る た め に は
,
遺 伝子 の マ ッ ピ ン グ に必 要な ゲ ノ ム 地 図 の 整 備 , 詳細化が 極 めて 重 要と な る .

特 に生物種間の 比較ゲ ノ ム 情報 を付加で きる物理 地 図 の 開発は急務で ある が, 何 よりも連 鎖

地 図 上 の マ
ー

カ
ー

の 高密度化が 優先すべ き課題 で あ る . な ぜ な ら連 銭地 図上 に 正 確に 配置

され た 高密度な マ ー

カ ー の 順序が 物理 地 図 の 基 本骨格 とな る か らで あ る . そ こ で 本研究で
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は 涌 質な どの 経済形 質や遺伝 的不 良形質の 責任遺伝子 同定に 必須で ある ウ シ 高密度連鎖地

図 を作製 し, それ を用 い た遺伝性疾患 ( 盲目症 とキサ ン テ ン尿症) の解析を行 っ た .

第 一

章で は
,
ウ シ ゲ ノ ム D N A マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト( M S) 濃縮 ライ ブ ラ リ

ー か ら採取 し

た 5 7 , 6 0 0 ク ロ
ー ン に 対し

,
コ ロ ニ

ー

ハ イ プ リグイ ゼ
-

シ ョ ンによ り 5
,
7 5 0 個 の( A C / G T) n

含有 M S を単離 した , 繰り返 し数 n ≧ 9 の 条件で プ ライ マ ー を 設計 した 2
,
3 8 2 個に対

し
,
1
,
9 6 9 個 にお い て 適切 な p c R 産物 を得た . そ れ らの 多型 度 を米 国農務 省肉畜セ ン タ ー

( U S D A M A R C ) ウ シ マ ッ ピ ン グ家系の 親 2 8 頭で調べ た と こ ろ 1 , 7 5 0 個が多型 を示 した .

多型 を示 した M S の 平均の ヘ テ ロ 接合率は o ･ 5 1
, 平 均の ア レ ル数は 6 で あり

,
遺伝形質の マ

ッ ピ ン グに有用 な多型性に富ん だ マ ー

カ ー になり得るが判明した .

第 二 章で は
,
特定の 遺伝子近 傍から の M S マ ー カ ー

の 開発を試み た . 仮 に滴 質 Q T L 解

析 に より マ ッ プ され た 染色体領域内に こ れ ら の 特定遺伝子 マ ー

カ ー が存在 すれ ば
,
これ ら の

遺伝子 が肉質 Q T L の 有力な候補遺伝子 とな り得る ため
,
こ の 手法も連鎖地 図 を充実 ざせ る

上 で 重 要 な役 割 を果 た す と考 えた I C E B P A ( C C A A T / e n h a n c e r- b i n d i n g p r o t e i n a ) ,

P P A R G ( p e r o x i s o m e p r o lif e r a t o r- a c ti v a t e d r e c e p t o r y ) , C E B P D ( C C A A T / e n h a n c e r _

b i n d i n g p r o t e i n 8) 遺伝子 を解析対象 と した . こ れ ら 3 つ の 遺伝子 はウ シ におい て 未だ マ ッ

ピ ン グ され て お らず , これ らの 遺伝子 産物は , マ ウ ス に おい て脂 肪細胞分化 時に重 要な役 割

を 果た す転 写 因子 と して 知られ て い る た め 肉 質 へ の 影響 が想定 され た . ま ず
, 既報 告 の

c D N A 配列 を基 に こ れ らの 遺伝子 を含有する B A C 菱' る い は y A C ク ロ ー ン をス ク リ ー ニ ン

グ し
,
F IS H (fl u o r e s c e n c e in s it u h y b r id i z a t i o n ) に よる物理 的マ ッ ピ ン グ を行 っ た . ま た

,

そ れ ら の ク ロ ー ン か ら単 離 した M S , D Z K l 1 4 ( C E B P A ) , D Z K l 1 5 ( P P A R G ) , D Z K 1 2 1

( C E B P D ) の 連 鎖 マ ッ ピ ン グ を行 っ た . こ れ ら 二 法に よ る マ ッ ピ ン グ結果 は 一 致 し, ウ シ

C E B P A
,
P P A R G

,
C E B P D 遺 伝 子 は そ れ ぞ れ B T A 1 8 q 2 4 ( ウ シ 1 8 番 染 色 体 ) ,

B T A 2 2 q 2 4 , B T A 1 4 q 1 5- 1 7 の 座位 に存在する こ とが 判明 した . 近 年
,
複数の 研究グ ル ー プが

肉質に関 わ る Q T L を c E B P D 近傍 の マ ー

カ
ー

周辺 で 検出して おり , また
,
和 牛におい て も

,

鹿児島県 と動物遺伝研究所が 1 4 番染色体に複数の 産肉形質の Q T L を同定 して い るこ とか

ら, 本研究で 着目した c E B P D が興 味深い候補遺伝子 となり
,
D Z K l 1 4 が M A S の 有益な マ ー

カ ー となる可 能性が期待 される .

第三 章で は, 1 9 9 7 年以来 ウシ ゲ ノ ム 地 図の 標準で ある U S D A の連 鎖地 図 ( K a p p e s e t

a l . 1 9 9 7 ) を より高密度化する こ と を意図 し
,
第 一 章で単離した M S l

,
7 5 0 個 と, 第 二 章の M S

な ど染色体特定領域か ら単離 した M S 1 9 6 個 を連鎖地 図上 に マ ッ プ した , さら に
,
既報告の

M S で あるが u s D A の 連鎖地 図上 には未だ マ ッ プ されて い な い 4 2 4 個も加え, 計 2 , 3 7 0 偶

の マ ッ ピ ン グ を行 っ た . そ の 結果 2
,
2 9 3 個が正 確 に マ ッ プさ れ , 新 しい 連鎖 地図は , 性平均

総ゲ ノ ム 長 3 1 6 0 c M
,
3 ,8 0 2 個 の M S を含む 3 ,9 6 0 個 の マ ー カ ー で 構成され るも の とな っ

た . 平 均の マ ー

カ
ー 間隔 は 1 . 4 c M となり

,
1 9 9 7 年 の 地図上 に 多数存在 して い た 1 0 c M を

越える ギ ャ ッ プ は消失 した . 全 ゲ ノ ム 長の 5 1 % が 2 c M 未満の 間隔 で
,
9 1 % が 5 c M 未満の
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間隔 で カ バ ー さ れ
, 遺伝形 質の 正 確な マ ッ ピ ン グ

, および 詳細 な物理 地図 の 作製に 十分 耐え

うる非常に高密度なウ シ連鎖地 図が作製で きた .

第四章で は
,
ウ シ におけ る M A S を用い た遺伝的不 良形 質の 制御 シ ス テ ム の 開発 を意図

し
, 遺伝形 質の マ ッ ピ ン グ に必 要不 可 欠で ある連 鎖地 図 を用 い た 連鎖解析 を行 っ た . 解析対

象 とな っ た遺伝性疾患 は
, 特定 の 黒毛和 種集 団で 発症が 確認さ れ た盲目症, お よび キサ ン テ

ン尿 症の 二 疾 患で あ る ･ 盲目症の 解析 で は
, 常染色体劣性発症様 式を確証す る た め に

,
共通

祖先を有する 1 6 頭 の 発症固体サ ン プ ルが集め られ た 1 7 頭 の 父方半 きょ う だい 発症個体家

系に対 し, 常染色体上 にお い て 父 が多型 を示 すマ ー カ ー 1 8 0 個 ( 平均 1 6 c M 間隔) が型 判

定さ れた ･ 連 鎖解析 プ ロ グ ラ ム は G E N E H U N T E R を用 い た . そ の 結果 , 劣性遺伝様式と して

B T A 5 ( ウ シ 5 番染色体) に疾病 との 連鎖が認 めら れ , こ の 座位 を b o d l ( b o v i n e o c u l a ,

d i s o r d e r l ) と命名 した 一 迫 加 マ
ー

カ ー に よ り詳細な ハ ブ ロ タイ プ を調 べ る と
,
3 頭 は ヘ テ

ロ 接合体で ある こ とが わか っ た ･ そ こで こ の 3 頭に対 し全 常染色体の 連鎖解析 を行 っ た結

栄, B T A 1 8 に 疾病 と連鎖す る領域が 認 めら れ, こ れ を b o d 2 と命名 した . 集 められ た発症個

体 1 6 頭 におい て b o d l および b o d 2 領域を詳細に調べ る と, 1 2 頭が b o d l の ホ モ 接合体, 3

頭が b o d 2 の ホモ 接合体
,
1 頭が b o d l お よび b o d 2 の ホモ 接合体で ある こ とが判明 した . 疾

病と連鎖するそれ ぞれ の 染色体領域は, b o d l が D IK 5 2 3 7 - D I K 5 2 1 0 の 2 5 c M ( Z Ⅲ a x - 1 7 . 0
,

L O D
m a x

- 1 1 ･ 8) に ,
b o d 2 が D J K 5 4 1 1 - )N R A O 3 8 の 7 c M ( Z n a x - 1 3 ･ 0

,
L O D

m a x
- 4 ･ 0) に限

定 され た ･ 以上 の 結果 か ら, 本疾患が本質的に臨床診断で は識別 不能な遺伝的異質性で ある

こ とが 連鎖解析 によ り明らか とな っ た . キサ ン テ ン尿 症の 解析で は
,
発 症様式や経歴 な どか

ら常染色体劣性遺伝様式が示 唆され
,
共 通祖先を有する 2 1 頭の 発症個体サ ン プ ル が集め ら

れた . こ れ ら発症個体 の 連鎖解析で は
,
本疾病 と B T A 2 4 が 有意に連 鎖 した .

ヒ トに お い て

本疾患は, キサ ン テ ン脱水素酵素( ⅩD H )
,
ア ル デ ヒ ド酸化酵素( A O ) ,

イ オ ウ酸化酵素( s o )

活性の 有無に より
,
3 つ の タイ プ に分興 され て い る . x D H 清性の み が欠損す る Ⅰ 型

,
ⅩD H お

よび A O が欠損 するⅠⅠ乱 すべ て の 酵素が欠損するモ リブデ ン補酵素欠損症で ある . そ こで
,

これ ら の 酵素活性 を患畜で 調 べ ると, ⅩD Ⅲ, および A O 汚性の 欠損が認め られ ,
ⅠⅠ 型 で ある こ

とが 示唆 され た .

一 方
,
モ リ ブ ドプ テ リ ン 補酵素硫化酵素 ( M o c ° s u lf u r a s e ) の 欠損が原

因 の D r o s o p h il a m a
- 1 変異は ⅠⅠ 型 同様, x D H および A O 活性を欠く こ とから

,
ウ シ M o C o

s u lf u r a s e g e n e ( M C S U ) が ⅠⅠ 型の機能的候補遺伝子 と考え ,
ウ シ o r t h o l o g u e の単離を試

みた ･ F i n n e r t y 教授申 m o r y 大学) か ら提供 を受けた M a-1 ア ミ ノ 酸配列を基 にデ
ー タ ベ ー

ス 検索 (t b l a s t n ) を行い ホ モ ロ ジ ー

の 高い マ ウ ス E S T 断片 を得た . そ れ をも とに設計し

た プ ラ イ マ
ー に より得 られ た ウシ y A C ク ロ ー ン の 物理 的 マ ッ ピ ン グ が, 連鎖解析の 結果と

B T A 2 4 q 1 3 . 1 - 1 3 . 3 廃 位で 一 致 した こ とか ら M C S U を原 因遺伝子 と想定 し
,
発症牛 と健常

牛の c D N A 配列 を同定 し
,
比 較を行 っ た . そ の 結果 , す べ て の 発症牛に お い て 2 5 7 番目 の テ

ロ シ ン 残基 の 欠失変異 が確認 され , こ の 変異を指標 と した効率的な遺伝子 診断が 可能 とな っ

た .
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以 上 本研究で 開発 され た ウ シ 高密度連鎖地 図は
,遺伝形 質の 高精度 マ ッ ピ ン グ , さら に

種 々 の 詳細な物理地 図の 作 製 お よび近 年着手 され た ウ シ ゲ ノ ム シ ー

ク エ ン ス 解読 に 大 きく

貢 献す るも の で ある ･ これ に よ り, 経済形質や 遺伝性疾患の 責任 遺伝子 や原因 遺伝子 の 同定

が加速され 涌 い 選抜精度 を与える M A S の 導入 の 結果 と して 滴 品質な畜産物を より効率的

に生 産する こ とが可能になる と期待され る .
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