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研究成果の概要（和文）：ウシ脂肪交雑原因変異の有力候補多型であるEDG1多型およびTTN多型は、それぞれ
EDG1およびTTNのmRNAレベル、タンパク質レベルと相関関係にあるが、それぞれの遺伝子の転写活性に影響しな
いことを明らかにした。こうして、EDG1多型、TTN多型はそれぞれの遺伝子の発現変動の原因変異ではなく、ウ
シ脂肪交雑原因変異として認められないと考えられ、これらの多型と連鎖不平衡にある近傍のDNA多型が、真の
発現変動および脂肪交雑形成能力の原因変異になると考えられた。

研究成果の概要（英文）：This study showed that EDG1 and TTN polymorphisms, possible candidates for 
causal mutations of bovine marbling, respectively, are associated with mRNA level and protein level 
of EDG1 gene and those of TTN gene. On the other hand, this study demonstrated no effect of these 
polymorphisms (EDG1 and TTN polymorphisms) on EDG1 and TTN gene transcription. Thus, we suggested 
that these polymorphisms (EDG1 and TTN polymorphisms) are not regarded as causal mutations of gene 
expression change of EDG1 and TTN genes, and then of bovine marbling. DNA polymorphisms, which are 
in linkage disequilibrium with EDG1 and TTN polymorphisms, may be true polymorphisms for causal 
mutations of bovine marbling.

研究分野：動物遺伝学

キーワード： 脂肪交雑　遺伝子発現　原因変異

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
EDG1の発現増加、TTNの発現減少は、それぞれ、筋肉内血管形成、筋線維損傷を引き起こすことにより、脂肪交
雑形成を誘導すると示唆されている。EDG1多型、TTN多型はそれぞれの遺伝子の発現変動さらには脂肪交雑形成
能力と相関がみられ、EDG1多型、TTN多型と連鎖不平衡にある近傍のDNA多型が、真の発現変動および脂肪交雑形
成能力の原因変異になると考えられるが、EDG1多型、TTN多型は、脂肪交雑形成能力の向上を目指したDNA育種技
術のための分子マーカーとして有用であると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
肉用種牛において、脂肪交雑形成のレベルを人為的に制御する牛肉生産システムを確立する
ことが大きな課題となっている。ウシ脂肪交雑形成レベルには遺伝要因つまり脂肪交雑形成能
力が関与し、発揮される脂肪交雑形成能力の大きさには飼養等の環境要因が影響する。このこと
から、脂肪交雑形成能力を判定するための遺伝子診断技術、その能力に応じて、発揮される能力
の大きさを調節するための飼養管理技術を開発・利用することにより、脂肪交雑形成レベルを制
御する牛肉生産システムを確立することができると考えられている。遺伝子診断技術は、脂肪交
雑形成に影響する原因遺伝子変異の知見に基づき開発される。また、脂肪交雑原因変異を端緒と
して解明される、脂肪交雑形成に影響する分子パスウェイの知見に基づき、飼養管理技術が開発
される。このような理由から、ウシ脂肪交雑原因変異を特定する必要がある。 
 ウシ脂肪交雑原因変異の特定のために、発現プロファイリングに基づく戦略を適用してきた。
これまでに、脂肪交雑形成能力が極端に異なる去勢雄牛群（高脂肪交雑形成群と低脂肪交雑形成
群）の最長筋を用いて、発現プロファイリングを行うことにより、EDG1 遺伝子の発現増加、TTN
遺伝子の発現減少が、高脂肪交雑形成と関連することを明らかにした。また EDG1 の発現増加、
TTN の発現減少は、それぞれ、脂肪交雑形成を誘導することになる筋肉内血管形成、筋線維損傷
を引き起こす。これらのことから、EDG1 の発現増加、TTN の発現減少は、高脂肪交雑形成に影響
すると示唆された。 
引き続き、EDG1、TTN について DNA 多型を探索し、黒毛和種牛集団において脂肪交雑形成能力
との相関を解析した。その結果、EDG1、TTN のプロモーター領域に位置する DNA 多型（EDG1 多
型、TTN 多型）が、高脂肪交雑形成と関連する対立遺伝子（高脂肪交雑アリル）をもつことを明
らかにした。また、様々なウシ品種を用いたアリル頻度分布解析により、これらの多型の高脂肪
交雑アリルが、脂肪交雑形成能力を高くする選抜を受けた黒毛和種においてより高い頻度を示
すことを明らかにした。さらに、このような多型の高脂肪交雑アリルが、遺伝的にかけ離れた
様々な肉用種牛集団においても、高脂肪交雑形成と関連することを明らかにした。これらのこと
から、EDG1 多型、TTN 多型の高脂肪交雑アリルは、高脂肪交雑形成に影響すると示唆された。 
このような研究成果に基づき、高低脂肪交雑形成群を用いて、EDG1 多型、TTN 多型とそれぞれの
遺伝子の発現レベルとの相関を予備的に解析した。その結果、EDG1 多型、TTN 多型の高脂肪交雑
アリルが、それぞれ EDG1 の発現増加、TTN の発現減少と関連すると示唆された。さらに、EDG1
多型、TTN 多型が、データベース検索によりえられた、それぞれの遺伝子の転写制御モチーフ配
列に位置し、それぞれの高脂肪交雑アリルが、転写を誘導、抑制させるヌクレオチドに相当する
ことを明らかにした。これらのことから、EDG1 多型、TTN 多型の高脂肪交雑アリルは、それぞれ
EDG1 の発現増加、TTN の発現減少に影響すると示唆された。申請者のこれまでの研究成果を踏ま
え、EDG1 多型、TTN 多型を、それぞれの遺伝子の発現を変動させることによりウシ脂肪交雑形成
に影響する原因変異の有力候補として同定した。 
 
 
２．研究の目的 
 遺伝子（EDG1、TTN）の発現を変動させることによりウシ脂肪交雑形成に影響する原因変異の
有力候補多型（EDG1 多型、TTN 多型）を、ウシ脂肪交雑原因変異として特定する有力な証拠を得
るために、これらの有力候補多型の機能性、mRNA レベルおよびタンパク質レベルでの発現変動
との関連、転写活性および核タンパク質との結合性に対する影響を解析することで、有力候補多
型をそれぞれの遺伝子の発現変動の原因変異として同定する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）屠殺時の黒毛和種去勢雄牛の尾根部仙尾骨筋を、EDG1 多型、TTN 多型の機能解析のための
サンプルとして採取する。採取したサンプルを用いて、EDG1 多型、TTN 多型のタイピング（遺伝
子型判定）を行うことで、EDG1 多型、TTN 多型のそれぞれについて、3つの遺伝子型群のサンプ
ル、高脂肪交雑形成と関連する対立遺伝子である高脂肪交雑アリル（EDG1 多型では T アリル、
TTN 多型では Tアリル）のホモ型群（高脂肪交雑アリルホモ型群）、低脂肪交雑アリル（EDG1 多
型では G アリル、TTN 多型では C アリル）のホモ型群（低脂肪交雑アリルホモ型群）、両アリル
のヘテロ型群を選抜する。 
（２）選抜したサンプルを用いて、EDG1、TTN のそれぞれの mRNA レベルを解析する。えられた
mRNA レベルの定量データとタイピングデータを用いて、EDG1 多型、TTN 多型とそれぞれの遺伝
子の mRNA レベルとの相関を解析し、EDG1 多型の T アリル、TTN 多型の T アリルが、それぞれ
EDG1 の mRNA レベルでの発現増加、TTN の mRNA レベルでの発現減少と関連することを明らかに
する。 
（３）選抜したサンプルを用いて、EDG1、TTN のそれぞれのタンパク質レベルを解析する。えら
れたタンパク質レベルの定量データとタイピングデータを用いて、EDG1 多型、TTN 多型とそれぞ



れの遺伝子のタンパク質レベルとの相関を解析し、EDG1 多型の T アリル、TTN 多型の T アリル
が、それぞれ EDG1 のタンパク質レベルでの発現増加、TTN のタンパク質レベルでの発現減少と
関連することを明らかにする。 
（４）高脂肪交雑アリルホモ型群および低脂肪交雑アリルホモ型群のゲノム DNA を用いて、EDG1
多型、TTN 多型のそれぞれを含むプロモーター領域のゲノム断片を PCR 増幅し、レポーターベク
ターに挿入することにより、レポータープラスミドを作製する。レポータープラスミドのトラン
スフェクション、レポーターアッセイを行うことにより、EDG1 多型、TTN 多型のそれぞれのプロ
モーター領域の転写活性を解析する。このような解析により、EDG1 多型の Tアリル、TTN 多型の
C アリルに対応するプロモーター領域が、それぞれ EDG1 多型の G アリル、TTN 多型の T アリル
に対応するものより高い転写活性を示し、EDG1 多型、TTN 多型が、それぞれの遺伝子の転写活性
に影響することを明らかにする。 
（５）EDG1 多型、TTN 多型のそれぞれについて、高脂肪交雑アリルホモ型群および低脂肪交雑ア
リルホモ型群から核抽出液を調製する。さらに、EDG1 多型、TTN 多型のそれぞれについて、2つ
のアリルに対応する標識二本鎖オリゴヌクレオチドを作製する。このような標識二本鎖オリゴ
ヌクレオチドと核抽出液を用いたゲルシフト解析により、EDG1 多型、TTN 多型のそれぞれのゲノ
ム DNA 領域（二本鎖オリゴヌクレオチド）と結合する核タンパク質のレベルを解析する。このよ
うな解析により、EDG1 多型、TTN 多型のそれぞれについて、2つのアリルに対応する DNA 領域の
比較で結合核タンパク質レベルに差がみられ、高脂肪交雑アリルホモ型群と低脂肪交雑アリル
ホモ型群の核抽出液の比較では、結合核タンパク質レベルに差がみられないことを明らかにす
る。つまり、EDG1 多型、TTN 多型が、それぞれの遺伝子の核タンパク質との結合性に影響するこ
とを明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
（１）新潟市食肉センターの協力のもと、血縁関係がない同齢の黒毛和種去勢雄牛の尾根部仙尾
骨筋を、EDG1 多型、TTN 多型の機能解析のためのサンプルとして採取した。採取したサンプルの
ゲノム DNA を用いて、PCR－RFLP 法による EDG1 多型、TTN 多型のタイピング（遺伝子型判定）を
行うことで、EDG1 多型については、3つの遺伝子型群のサンプル、高脂肪交雑形成と関連する対
立遺伝子である高脂肪交雑アリル（T アリル）のホモ型群（高脂肪交雑アリルホモ型群）、低脂
肪交雑アリル（G アリル）のホモ型群（低脂肪交雑アリルホモ型群）、両アリルのヘテロ型群を
それぞれ 12 サンプル以上選抜した。また、TTN 多型については、3つの遺伝子型群のサンプル、
高脂肪交雑アリル（Tアリル）のホモ型群である高脂肪交雑アリルホモ型群、低脂肪交雑アリル
（Cアリル）のホモ型群である低脂肪交雑アリルホモ型群、両アリルのヘテロ型群をそれぞれ 15
サンプル以上選抜した。 
（２）選抜したサンプルのトータル RNA を用いて、リアルタイム PCR により EDG1、TTN のそれぞ
れの mRNA レベルを解析した。えられた mRNA レベルの定量データとタイピングデータを用いた、
EDG1 多型と EDG1 の mRNA レベルとの相関解析により、EDG1 多型については、T アリルが EDG1 
mRNA レベルの発現増加と関連することを明らかにした。また、TTN 多型については、Tアリルが
TTN mRNA レベルの発現減少と関連することを明らかにした。 
（３）選抜したサンプルのライセートを用いて、ウェスタンブロッティングにより EDG1、TTN の
それぞれのタンパク質レベルを解析した。えられたタンパク質レベルの定量データとタイピン
グデータを用いた、EDG1 多型と EDG1 のタンパク質レベルとの相関解析により、EDG1 多型につい
ては、T アリルが EDG1 タンパク質レベルでの発現増加と関連することを明らかにした。また、
TTN 多型については、Tアリルが TTN タンパク質レベルでの発現減少と関連することを明らかに
した。 
（４）EDG1 多型、TTN 多型のそれぞれの高脂肪交雑アリルホモ型群および低脂肪交雑アリルホモ
型群のゲノム DNA を用いて、EDG1 多型、TTN 多型のそれぞれについて 2 つのアリルに対応する
プロモーター領域のゲノム断片を PCR 増幅した。えられた PCR 産物を、pGL4.10[luc2]レポータ
ーベクターに挿入することにより、レポータープラスミドを作製した。シーケンスによる塩基配
列の確認後、EDG1 多型についてはレポータープラスミドをウシ大動脈内皮細胞へ、TTN 多型につ
いては C2C12 樹立細胞系へトランスフェクションし、レポーターアッセイを行うことで、EDG1
多型、TTN 多型のそれぞれのプロモーター領域の転写活性を解析した。このような解析を行った
結果、EDG1 多型の T アリルに対応するプロモーター領域と G アリルに対応するものとの間で転
写活性に差は認められなかった。また、TTN 多型の Cアリルに対応するプロモーター領域と Tア
リルに対応するものとの間においても転写活性に差は認められなかった。以上より、EDG1 多型、
TTN 多型は、それぞれの遺伝子の転写活性に影響しないことを明らかにした。 
（５）本研究の上述の結果より、EDG1 多型および TTN 多型は、それぞれ EDG1 および TTN の mRNA
レベル、タンパク質レベルと相関関係にあり、高脂肪交雑アリルである EDG1 多型の Tアリル、
TTN 多型の T アリルが、それぞれ EDG1 の発現増加、TTN の発現減少と関連することが明らかに
なった。その一方、EDG1 多型、TTN 多型が転写活性に影響するか否かを調べたところ、それら 2
つの多型の両方において、高脂肪交雑アリルに対応するプロモーター領域と低脂肪交雑アリル
に対応するプロモーター領域との間で転写活性に差が認められず、EDG1 多型、TTN 多型は、それ
ぞれの遺伝子の転写活性に影響しないことが明らかになった。こうして、EDG1 多型、TTN 多型は



それぞれの遺伝子の発現変動の原因変異ではなく、ウシ脂肪交雑原因変異として認められない
と考えられた。EDG1 の発現増加、TTN の発現減少は、それぞれ、筋肉内血管形成、筋線維損傷を
引き起こすことにより、脂肪交雑形成を誘導すると示唆されている。EDG1 多型、TTN 多型はそれ
ぞれの遺伝子の発現変動さらには脂肪交雑形成能力との相関がみられることから、EDG1 多型、
TTN 多型と連鎖不平衡にある近傍の DNA 多型が、真の発現変動および脂肪交雑形成能力の原因変
異になると考えられた。しかしながら、EDG1 多型、TTN 多型は、脂肪交雑形成能力の向上を目指
した DNA 育種技術のための分子マーカーとして有用であると考える。 
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