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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PNLIP遺伝子多型の検出およびPCR－RFLP

による多型タイピング法の確立を行うことで、rs41648172、rs41648176 および rs41648178 SNP

が和牛集団の高脂肪交雑能力牛群と低能力牛群間でアリル頻度が異なることを示した。さらに、

相関解析、品種間アリル頻度比較解析および既知脂肪交雑マーカーを同時に取り込んだ相関解

析により、rs41648172 SNP が脂肪交雑向上を目指した DNA 育種技術に有用なマーカーとなるこ

とを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：We showed that rs41648172、rs41648176 and rs41648178 SNPs 
have differences in allele frequency distribution between high-marbled and low-marbled 
cattle groups of Japanese Black breed, by performing detection of PNLIP polymorphism 
with direct-sequencing and establishment of genotyping method with PCR-RFLP. We 
further clarified that rs41648172 SNP is useful marker for marker-assisted selection to 
increase marbling level, using association study for individual SNP effect, analysis of 
comparison of allele frequency distribution between various cattle breeds, and association 
study for combined marker effect. 
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１． 研究開始当初の背景 
（１）筋肉組織内に脂肪組織が細かに分布し
た脂肪交雑は、牛肉の品質を決定する重要な
形質であり、和牛生産において、脂肪交雑形
成の遺伝的能力を、高い水準で安定的に維持
していく、または向上していくことが大きな
課題となっている。このような課題の解決に
は、脂肪交雑の原因変異やその近傍の多型を
マーカーとして取り入れた和牛 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）これまでの研究で、申請者らは、脂肪
交雑形成能力が極めて高い黒毛和種去勢雄
牛群と、その能力が極めて低いホルスタイン
種去勢雄牛群を用いた、発現プロファイリン
グに基づくゲノム解析を行うことで、EDG1、
MBL1およびTTNという3つの遺伝子のDNA多
型が、複数の黒毛和種分集団において脂肪交
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雑と相関を示し、和牛 DNA 育種技術に有用な
マーカーとなることを明らかにしてきた。し
かしながら、これらのマーカーは、和牛脂肪
交雑形成の遺伝的能力の～15％を説明する
にすぎないことから、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）一方、Otsuka Long Evans Tokushima 
Fatty（OLETF）ラットを用いた QTL マッピン
グによるゲノム解析を行うことで、PNLIP と
そのプロモーター領域の VNTR が、筋肉内脂
肪量 QTL の原因遺伝子および原因変異の 1つ
として、有力であることを明らかにした。 
（４）PNLIP 遺伝子はウシ第 26 番染色体上に
存在し、その位置は黒毛和種での脂肪交雑
QTL の存在領域と一致していた。こうして、
PNLIP 遺伝子を和牛脂肪交雑の原因遺伝子の
positional functional candidate として取
り上げることができ、PNLIP における DNA 多
型は、和牛 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 

PNLIP 遺伝子を和牛脂肪交雑原因遺伝子の
positional functional candidate として取
り上げることで、以下の 4つの課題を遂行す
る。 
（１）脂肪交雑形成能力が極めて高い黒毛和
種種雄牛群とその能力が極めて低い種雄牛
群の間における 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）黒毛和種の種雄牛および後代肥育牛集
団において、脂肪交雑と相関を示す DNA 多型
を選定する。 
（４）PNLIP DNA 多型と、すでにマーカーと
して確立されている EDG1、MBL1、TTN SNPs
を同時に考慮することで、和牛 DNA 育種技術
に有用な PNLIP マーカーを同定する。 
 
３．研究の方法 
（１）DNA 多型の検出 

NCBI Gene データベースの検索により得ら
れた PNLIP ゲノム配列に基づき、プロモータ
ー領域の～4kb、エクソン領域（エクソン 1
～13）の～1.5kb をカバーする PCR プライマ
ーを設計する。プライマーは、PCR 増幅産物
が～500bp の長さになるように設計する。血
縁関係のない 100頭の黒毛和種種雄牛のパネ
ルの中から、脂肪交雑形成能力が極めて高い、
つまり BMSナンバーに関する育種価が極めて
高い牛群 25 頭と、その能力が極めて低い、
つまり当該育種価が極めて低い牛群 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。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 つの牛群間でアリル頻度に差がみら
れるものを検出する。 

（２）検出された DNA 多型のタイピング法の
確立 
 上記で検出された DNA多型のタイピング法
を確立する。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）脂肪交雑と相関を示す DNA 多型の選出 
黒毛和種の種雄牛集団および後代肥育牛

集団において、以下のように、検出された DNA
多型のタイピングを行い、脂肪交雑との相関
解析を行う。 
 第 1 に、血縁関係のない種雄牛のパネル、
100 頭（黒毛和種）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、脂肪交雑形成能力（BMS ナ
ンバーに関する育種価）に対して効果をもつ
DNA 多型を明らかにする。相関解析では、多
型および父牛をそれぞれ母数効果および変
量効果とし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。 
第 2に、多型がヘテロ型である種雄牛を父

とする、父方半きょうだい後代肥育牛の集団
（母はランダムサンプルである）について、
同様の解析を行う。さらに、第 3に、多型が
ホモ型である種雄牛を父とする、父方半きょ
うだい後代肥育牛の集団（母はランダムサン
プルである）について、同様の解析を行う。
但し、後代肥育牛集団での相関解析では、多
型および父牛を母数効果とし、多型と父牛と
の相互作用を取り上げたモデルを採用する。
SAS GLM プロシジャにより解析を行う。 
 第 1～3 の解析のすべてで有意な効果をも
ち、第 2、3 の解析で多型と父牛との相互作
用が有意でない DNA 多型を明らかにする。 
（４）DNA 育種技術に有用なマーカーの同定 
 上記で明らかにされた DNA 多型について、
それらのそれぞれに、EDG1、MBL1 および TTN
における 3つのマーカーを同時に取り込んだ
相関解析を行う。3 つのマーカーには、EDG1
の 5’UTR上の SNP、MBL1の 3’UTR上の SNP、
および TTN のプロモーター領域上の SNP を用
いる。上記の種雄牛集団および後代肥育牛集
団（3 つのマーカーはすでにタイピングされ
ている）を用いて、PNLIP DNA 多型、マーカ
ー、DNA 多型とマーカーの間の相互作用をす
べて母数効果として取り入れた統計モデル
で相関解析を行い、有意でない効果を除いて
いくということを繰り返し、最適なモデルを
得ていくこととする。このような最適モデル
での、PNLIP における DNA 多型の効果の大き
さを比較することで、よりよく脂肪交雑形成
能力を説明する、効果の大きいものを和牛
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 
（１）DNA 多型の検出および（２）検出され
た DNA 多型のタイピング法の確立 
 PNLIPプロモーター領域の～4kbについて、
PCR 増幅を行い、PCR ダイレクトシーケンス
したところ、転写開始より上流の 1603bp の
位置に Cあるいは T、1915bp の位置に Aある
いは G、3251bp の位置に Aあるいは Tという
SNP が検出された。これらの多型について、
PCR-RFLP 法を用いたタイピング法を確立し
た。脂肪交雑形成能力が極めて高い、つまり
BMS ナンバーに関する育種価が極めて高い牛
群 17 頭と、その能力が極めて低い、つまり
当該育種価が極めて低い牛群 17頭において、
これらの 3つの SNP をタイピングした。その
結果、1915bp の位置にある SNP において、2
群間でアリル頻度分布に有意に近いレベル
（10％水準）で差があるという結果が得られ、
G アリルが高能力牛群において低能力群に比
べて高い頻度をもっていた。 
 さらに、SNP データベース検索により得ら
れた 13 個の SNP（rs41648166、rs41648167、
rs41648171 、 rs41648172 、 rs41648173 、
rs41648174 、 rs41648165 、 rs41648176 、
rs41648178 、 rs41648179 、 rs41648180 、
rs42104800、rs42104801）のゲノム部位につ
いて、PCR 増幅を行い、PCR ダイレクトシー
ケンスしたところ、イントロン 6に位置する
rs41648171、rs41648172、rs41648173 および
rs41648174 、 エ ク ソ ン 7 に 位 置 す る
rs41648176、イントロン 7 に位置する
rs41648178 およびイントロン 12 に位置する
rs42104801 において多型が検出された。これ
らの SNP について、PCR-RFLP 法を用いたタイ
ピング法を確立し、高能力牛群 17 頭と低能
力牛群 17 頭の SNP タイピングを行った。そ
の結果、すべての SNP において、2 群間でア
リル頻度分布に有意な差があるという結果
が得られ、rs41648171 C アリル、rs41648172 
T アリル、rs41648173 T アリル、rs41648174 
C アリル、rs41648176 C アリル、rs41648178 
T アリルおよび rs42104801 T アリルが高能力
牛群において低能力群に比べて高い頻度を
もっていた。 
 2 つの牛群間でアリル頻度に差がみられた
SNP のうち、有意性が高い rs41648172、
rs41648176 および rs41648178 という 3 つの
SNP について、脂肪交雑との相関解析を行う
こととした。 
（３）脂肪交雑と相関を示す DNA 多型の選出 
 血縁関係のない黒毛和種種雄牛集団（100
頭）のゲノム DNA を鋳型に用いることで、
rs41648172、rs41648176 および rs41648178
の SNP タイピングを行った。さらに、それら
の種雄牛の脂肪交雑の育種価データを入手
し、脂肪交雑育種価に対して SNP 遺伝子型の
効果がみられるかについて、SNP 遺伝子型お

よび父牛をそれぞれ母数効果および変量効
果とした相関解析を行った。その結果、
rs41648176 および rs41648178 については、
統計的に有意な遺伝子型効果は検出されな
かった。一方、rs41648172 については、有意
に近いレベル（p = 0.054）で遺伝子型効果
があるという結果が得られた。rs41648172 に
おいて TTホモ接合である個体が CCホモ接合
であるものに比べて高い脂肪交雑育種価を
有しており、ヘテロ接合である個体の育種価
は、2 つのホモ接合体の中間の値を示した。
また、いずれの SNP についても、皮下脂肪厚
の育種価に対しては、有意な効果は検出され
なかった。 
 次に、rs41648172 において CC ホモ型であ
る種雄牛を父とする、父方半きょうだい後代
肥育牛の集団 367 頭（母はランダムサンプル
である）について、SNP 遺伝子型を母数効果
とした相関解析を行った。脂肪交雑育種価に
対して、統計的に有意な遺伝子型効果が検出
された（p = 0.003）。一方、皮下脂肪厚育種
価に対しては、有意な効果は検出されなかっ
た（p = 0.185）。上記の種雄牛集団を用いた
相関解析と同様に、rs41648172 において TT
ホモ接合である個体が CC ホモ接合であるも
のに比べて高い脂肪交雑育種価を有してお
り、ヘテロ接合である個体の育種価は、2 つ
のホモ接合体の中間の値を示した。 
 さらに、黒毛和種の種雄牛および肥育牛集
団とともに、褐毛和種の種雄牛および肥育牛
集団、日本短角種の種雄牛および肥育牛集団、
乳牛であるホルスタイン種集団およびブラ
ウンスイス種集団における、rs41648172 SNP
の有益 Tアリルの頻度分布を調査したところ、
脂肪交雑に対しての強い選抜が歴史的に行
われてきた黒毛和種に比べて、そのような選
抜が行われてこなかったそれ以外の品種で
は低い有益アリル頻度を示すという結果が
得られた。 
 これらの結果より、rs41648172 SNP は脂肪
交雑向上を目指した DNA育種技術に有用なマ
ーカーとなりうると考えられた。 
（４）DNA 育種技術に有用なマーカーの同定 
 上記で明らかにされた rs41648172 SNP に、
EDG1、MBL1 および TTN における 3つの脂肪交
雑マーカーを同時に取り込み、rs41648172 
SNP、マーカー、rs41648172 SNP とマーカー
の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、EDG1 と MBL1 のマー
カー間のエピスタシス効果、EDG1 および TTN
のマーカーの主効果に加えて、有意な
rs41648172 SNP の主効果が検出された。こう
して、rs41648172 SNP は EDG1、MBL1 および
TTN における 3 つの脂肪交雑マーカーとは独
立した機構により脂肪交雑に関与しており、
脂肪交雑向上を目指した DNA育種技術に有用
なマーカーであることが示された。 
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