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研究成果の概要（和文）：　ダイレクトシーケンスによるランドレース種豚増体原因遺伝子の位置的・機能的候補の多
型検出および多型タイピング法の確立を行った。さらに、ランドレース種集団を用いた相関解析を行うことで、ミトコ
ンドリアD-Loopハプロタイプ4を規定するD-Loop領域/846 SNPが100kg到達時予測日齢の母系統効果に対して有意な効果
を示した。また、相関解析により、核ゲノム上のCOQ3遺伝子のCOQ3/-1623 indel多型が100kg到達時予測日齢の育種価
に対して有意な効果を示した。これらの多型はランドレース種系統造成のためのDNA育種技術に有用な分子マーカーと
なることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We first performed detection of polymorphisms in positional functional candidates 
for the genes responsible for growth traits in Landrace pig breed with direct-sequencing and 
establishment of genotyping method. Based on association study with Landrace pig population, the 
D-Loop/846 SNP determining specifically mitochondrial D-Loop haplotype 4 showed a significant effect on 
the maternal lineage effect for the age at 100 kg. Further, the COQ3/-1623 indel polymorphism in the 
nuclear COQ3 gene was associated with the predicted breeding value for the age at 100 kg. In conclusion, 
we suggested that the two polymorphisms are useful for effective marker-assisted selection to increase of 
growth rate in Landrace pig breed.

研究分野：農学

キーワード： 家畜ゲノム
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）増体形質に関してより高い遺伝的能力
と遺伝的斉一性を有するランドレース種系
統を、より早くかつより安価に造成していく
ことが養豚業界の大きな課題となっている。
このような課題の解決には、ランドレース種
内の増体形質の遺伝的ばらつきの原因とな
っている DNA 変異やその近傍の DNA 多型
を、増体関連マーカーとして取り入れたDNA
育種改良システムの構築が多大な貢献をす
ると考えられている。 
（２）増体形質と相関を示し、ランドレース
種系統造成のための DNA 育種技術に有用で
あると予想される 8個の増体関連マーカーが
同定されている。しかし、これらのマーカー
の増体形質に対する効果が極めて小さいこ
とも報告されており、さらに多くのマーカー
の開発が必要であると考えられた。 
（３）ブタ増体形質に関連するマーカーの同
定研究についても、発現プロファイリングに
基づくゲノム解析法が有効であるという着
想に至った。しかし、これらの発現プロファ
イリングは、高い増体能力をもつ品種とその
能力が低い品種の間（品種間）で発現量に差
をもつ遺伝子を検出するものであった。 
（４）ランドレース種内（品種内）での発現
プロファイリングを行い、高増体能力の個体
群と低能力個体群の間で発現パターンが異
なる遺伝子を検出した。さらに、このような
遺伝子について、時空間的発現解析、in silico
マッピング解析および機能注釈や増体 QTL
の染色体位置などのゲノム情報を利用した
バイオインフォマティクス的解析を行うこ
とで、ランドレース種内での増体形質の遺伝
的ばらつきの原因となる遺伝子の positional 
functional candidate（ND1、ND4、TTN、
EEF1A2、TSG101）を選定した。これらの
positional functional candidate における
DNA 多型は、ランドレース種系統造成のた
めの DNA 育種技術に有用なマーカーとなり
うると考えられた。 
 
２．研究の目的 
（１）ランドレース種集団の中で、増体能力
が極めて高い個体群とそれが極めて低い個
体 群 に つ い て 、 positional functional 
candidate のシーケンス解析を行い、2 群間
でアリル頻度に差がみられる DNA 多型を検
出する。 
（２）検出された DNA 多型のタイピング法
を確立する。 
（３）ランドレース種集団について、検出さ
れた DNA 多型のタイピングを行い、相関解
析により増体形質に対して効果をもつ DNA
多型を選出する。 
（４）それぞれの positional functional 
candidate について、相関を示す DNA 多型
のタイピングデータからハプロタイプを推
定し、増体形質に対して効果をもつ組み合わ
せ多型群を選出する。 

５）5 つの positional functional candidate
から選出された DNA 多型あるいは DNA 多
型群を同時に取り込んだ相関解析を行い、ラ
ンドレース種系統造成のための DNA 育種技
術に有用なマーカーを同定する。 
 
３．研究の方法 
（１）DNA 多型の検出 
 データベースの検索により得られたND1と
ND4 を含むミトコンドリアゲノム配列、TTN
ゲノム配列、EEF1A2ゲノム配列およびTSG101
ゲノム配列に基づき、各遺伝子のプロモータ
ー領域（ND1 と ND4:D-loop 領域の～1kb、そ
れ以外:それぞれ～2kb）、転写領域（ND1:～
1kb、ND4:～1.4kb、TTN:非翻訳領域の～1.6kb、
EEF1A2:～1.5kb、TSG101:～1kb）をカバーす
る PCR プライマーを設計する。ランドレース
種集団の中から、増体能力が極めて高い個体
群 25 頭と、その能力が極めて低い個体群 25
頭を選抜し、それらのゲノム DNA を PCR 増幅
の鋳型に用いる。このようなプライマーと鋳
型 DNAを用いて PCRダイレクトシーケンスを
行い、DNA 多型を探索する。これらの多型の
中から、2 つの個体群間でアリル頻度に差が
みられるものを検出する。 
（２）タイピング法の確立 
 SNP については PCR-SSP 法、indel 多型に
ついては PCR-SSLP 法を用いたタイピング法
を採用し、上記で用いたゲノム DNA をリファ
レンスサンプルとして、プライマーおよび
PCR 条件の設定を行う。 
（３）DNA 多型の選出 
 ランドレース種集団のゲノムDNAを鋳型に
用いることで、多型タイピングを行う。さら
に、相関解析により、増体能力（上記に示す
増体形質に関する育種価あるいは細胞質遺
伝効果の推定値）に対して有意な効果をもつ
DNA 多型を明らかにする。ND1 と ND4 の DNA
多型の相関解析では細胞質遺伝効果の推定
値を、TTN、EEF1A2、TSG101 の DNA 多型の相
関解析では育種価を増体能力として取り扱
う。次に、前者では多型のアリルタイプ、後
者では多型の遺伝子型を母数効果として取
り入れた統計モデルを採用し、SAS GLM プロ
シジャにより解析を行う。また、TTN、EEF1A2、
TSG101 の DNA 多型の相関解析では、多型の遺
伝子型の母数効果に加えて父畜さらには母
畜を変量効果とした取り入れた統計モデル
を採用し、SAS MIXED プロシジャにより解析
を行う。 
（４）DNA 多型群の選出 
 TTN、EEF1A2、TSG101 のそれぞれについて
は、上記でえられた、増体形質と有意な相関
を示す DNA 多型のタイピングデータから、
Haploview プログラムを利用して、ハプロタ
イプブロックを推定する。PHASE プログラム
あるいは SimWalk2 プログラムを用いること
で、ブロック内の DNA 多型群についてのそれ
ぞれの個体でのハプロタイプを推定する。ま
た、ND1 と ND4 を含むミトコンドリアゲノム



上で増体形質と有意な相関を示すDNA多型の
タイピングデータを統合することで、ミトコ
ンドリアゲノム上のDNA多型群についてのそ
れぞれの個体でのハプロタイプを決定する。
DNA 多型のアリルタイプ・遺伝子型を、この
ようにしてえられた組み合わせDNA多型群に
ついてのハプロタイプに置き換え、上記と同
様の相関解析を行い、増体能力（上記に示す
増体形質に関する育種価あるいは細胞質遺
伝効果の推定値）に対して有意な効果をもつ
組み合わせ DNA 多型群を明らかにする。 
（５）有用マーカーの同定 
 DNA 多型あるいは組み合わせ DNA 多型群に
ついて、ND1 と ND4 のそれぞれから 1 つずつ
取り出した DNA多型あるいは ND1と ND4 を含
むミトコンドリアゲノム上の DNA 多型群の 1
つに、他の 3 つの positional functional 
candidate のそれぞれから１つずつ取り出し
た DNA 多型（群）を加え、これらの DNA 多型
（群）を同時に取り込んだ相関解析を行うこ
とで、最適なモデルを得ていく。このような
最適モデルでの、positional functional 
candidate における DNA 多型または組み合わ
せDNA多型群の効果の大きさを比較すること
で、よりよく増体能力を説明する、効果の大
きいものをランドレース種系統造成のため
のDNA育種技術に有用なマーカーとして同定
する。 
 
４．研究成果 
 ランドレース種内での増体形質に対する
位置的・機能的候補遺伝子として同定された
核ゲノム上の TTN、EEF1A2、TSG101 およびミ
トコンドリアゲノム上の ND1、ND4 のダイレ
クトシーケンス解析を行った。また、ミトコ
ンドリアゲノム上に存在し、転写を制御する
コントロール領域である D-Loop 領域のダイ
レクトシーケンス解析も行った。ダイレクト
シーケンス解析で得られた結果を用いて5つ
の位置的・機能的候補遺伝子および D-Loop
領域の多型の検出を行った。さらに、ミトコ
ンドリアゲノム上の ND1、ND4 および D-Loop
領域では検出した多型の中からアリルの分
布パターンが異なる多型を選出し、PCR-RFLP
法およびミスマッチ PCR-RFLP 法を用いてタ
イピング法の確立を行った。 
ランドレース種集団から抽出したゲノム
DNA を用い、確立したタイピング法によって
遺伝子型、多型アリルおよびハプロタイプの
判定を行った。さらに、ランドレース集団に
おける増体形質(100kg 到達時予測日齢)につ
いての育種価および母系統の効果に対する
遺伝子型、多型アリルおよびハプロタイプの
効果について相関解析を実施した。相関解析
の結果、増体形質に対して TTN、EEF1A2 およ
び TSG101 のそれぞれ 1個、4個および 1個の
多型の遺伝子型、ND1 および ND4 のそれぞれ
20 個および 16 個の多型のアリルの効果に有
意な差は認められなかった。しかし、D-Loop
領域における 31 個の多型のうち、D-Loop 領

域/288、575、846 の 3ヶ所の多型の P値がそ
れぞれ 0.0387 を示し、5％水準で多型アリル
の効果に有意な差が認められた。3 つの多型
における当ランドレース種集団の母系 12 系
統の 100kg到達時予測日齢母系統効果の最小
二乗平均値をみたところ、D-Loop 領域/288
では G アリルが、575 では A アリルが、846
では G アリルがそれぞれ A アリル、G アリル
および A アリルに比べて（-1.590×10-7 ± 
1.560×10-7）、7.500×10-7 ± 3.489×10-7

と顕著に高い母系統効果を示していた。 
ミトコンドリアハプロタイプの判定を行
った結果、D-Loop 領域における 31 個の多型
で構成されるミトコンドリアハプロタイプ
は 5種類であることを明らかにした。これら
のハプロタイプと100kg到達時予測日齢母系
統の効果との相関解析の結果、P値は 0.4254
と高い数値を示し、5%水準でハプロタイプの
効果に有意な差は認められなかった。ハプロ
タイプごとの母系統数および100kg到達時予
測日齢母系統の効果の最小二乗平均値と標
準誤差の検討の結果、ハプロタイプ 4が顕著
に高い100kg到達時予測日齢母系統の効果を
示していた。そこで、ハプロタイプ 4とその
他のハプロタイプにグループ分けし、100kg
到達時予測日齢母系統の効果との相関解析
を行ったところ、P 値は 0.0387 を示し、5%
水準でハプロタイプの効果に有意な差が認
められた。そこで、ハプロタイプ 4およびそ
の他のハプロタイプからなるグループの
100kg 到達時予測日齢母系統の効果の最小二
乗平均値をみたところ、ハプロタイプ 4が際
立って高い100kg到達時予測日齢母系統の効
果を示していた。 
D-Loop 領域/288、575 および 846 の 3つの
多型は判定された5つのハプロタイプの内の
ハプロタイプ 4を特異的に規定していた。こ
の結果より、相関解析で有意な差が認められ
たハプロタイプ 4 を規定する D-Loop 領域
/288 SNP の G アリル、575 の A アリル、846
の Gアリルが 100kg 到達時予測日齢に対して
マイナスの効果を有していることが分かり、
これら3つの多型がランドレース種における
有用な増体関連マーカーの候補となる可能
性が示唆された。とりわけ、D-Loop 領域/846
の SNP はヒトの D-Loop 領域で転写の制御に
重要な役割を果たしていると報告されてい
る150bpの領域と最も近傍の位置に存在して
いた。この結果から、D-Loop 領域/846 の SNP
がランドレース種において、転写に関わり遺
伝子の発現量を調節することで増体形質 
(100kg 到達時予測日齢)に影響を与えている
可能性が高いと考えられ、増体関連マーカー
の最有力候補となりうることが示唆された。 
5 つのミトコンドリアハプロタイプの遺伝
的類縁関係の比較および検討を行うために
D-Loop 領域のハプロタイプを用いて、ハプロ
タイプネットワーク解析および系統樹解析
を行った。その結果、ハプロタイプ 4および
5 から構成されるクラスターは、その他のハ



プロタイプ (1、2 および 3)から構成される
クラスターと遺伝的に遠縁の関係であるこ
とが明らかになった。ハプロタイプ 4および
5 から構成されるクラスターとその他のハプ
ロタイプ (1、2 および 3)から構成されるク
ラスターはそれぞれ、クラスター内でハプロ
タイプが分岐するより以前に分岐したと考
えられた。ハプロタイプ 4を規定する増体形
質 (100kg 到達時予測日齢)に対してマイナ
スの効果を示す原因変異であると考えられ
る D-Loop 領域/846 SNP の G アリルはハプロ
タイプ 4と 5が分岐した時点で生じた新規な
変異である可能性が示唆された。 
 核ゲノム遺伝子上における増体関連マー
カーを同定するために、さらなる発現プロフ
ァイリングを行い、ATP5C1、HADHA、COQ3、
MYH7、ATB5B、MYH1 の 6 つの遺伝子を増体形
質遺伝子の位置的機能的候補として同定し
た。 
 PCR ダイレクトシーケンスによって多型の
検出を行った結果、ATP5B では 3 個、HADHA、
COQ3、MYH7 ではそれぞれ 1 個、MYH1 では 11
個の有望多型がそれぞれ検出された。さらに、
これらの多型についてタイピング法
（PCR-RFLP 法、ミスマッチ PCR-RFLP 法およ
び allele-specific PCR 法）の確立を行った。
ランドレース種集団において相関解析を行
った結果、ATP5B、MYH7、および MYH1 の多型
の遺伝子型については100kg到達時予測日齢
育種価との有意な相関は認められなかった。
一方、COQ3/-1623 についてはＰ値が 0.0468
を示し、5%水準で遺伝子型の効果に有意な差
が認められた。また、この多型における 100kg
到達時予測日齢育種価の最小二乗平均値と
標準誤差は in/in 遺伝子型が 1.050 ± 
0.356 で、in/del 遺伝子型が-0.862 ± 
0.8817 であり、AT の挿入がある個体は AT が
ディレッションしている個体よりも100kg到
達時予測日齢育種価が有意に高かった。
del/del 型の個体は今回の解析では存在しな
かった。こうして、COQ3/-1623 の del アリル
が100kg到達時予測日齢に対してプラスの効
果を有していることが分かり、この多型がラ
ンドレース種における有用な増体関連マー
カーの候補となる可能性が示唆された。 
 上記で明らかにされた D-Loop 領域/846 
SNP と COQ3/-1623 indel 多型を同時に取り込
み、それぞれの多型の主効果と多型間の相互
作用をすべて母数効果とした相関解析を行
ったところ、多型間のエピスタシス効果は有
意に検出されなかったが、D-Loop 領域/846 
SNP と COQ3/-1623 indel 多型の両方において、
有意な主効果が検出された。こうして、これ
らの2つの多型は独立した機構により増体形
質に関与しており、ランドレース種系統造成
のためのDNA育種技術に有用な分子マーカー
であることが示された。 
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