
(57)【要約】

　本明細書には、食肉形質、成長および肥満と関連する

第17染色体上の量的形質遺伝子座の詳細マッピングを開

示する。量的形質遺伝子座は、動物の成長および肉質と

の表現型関連性を有する数種の主効果遺伝子と相関して

おり、マーカー利用育種に使用し得る。動物をスクリー

ニングして、望ましい形質を生じる可能性がより大きい

動物を判定する試験のために、これらの遺伝子の特定の

多型対立遺伝子を開示する。

【選択図】図1
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 成 長 形 質 と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝 子 座 の マ ー カ ー 利 用 選 別 に よ っ て 第 1ブ タ を 選 別 す る
方 法 で あ っ て 、 第 1ブ タ に お い て 1つ の 遺 伝 子 座 の 存 在 を 判 定 す る こ と 、 こ こ で 該 遺 伝 子 座
は 第 17染 色 体 の 約 70cM～ 約 104cMの 領 域 に 位 置 し 、 か つ 該 遺 伝 子 座 を 含 む 該 第 1動 物 を 選 別
す る 多 型 マ ー カ ー と 遺 伝 的 に 連 鎖 し て い る こ と 、 そ れ に よ り 成 長 形 質 と 関 連 し た 量 的 形 質
遺 伝 子 座 を 選 別 す る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Dde I、 Msp I、 Nae I、 Afl III、 Alw NI、 Bse RI、 Taa I、 Mse I、 Bst 
UI、 Bcc I、 Taq Iお よ び Mnl Iよ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 多 型 の 制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 1
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 解 糖 ポ テ ン シ ャ ル お よ び 平 均 乳 酸 と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝 子 座 の マ ー カ ー 利 用 選 別 に よ
っ て 第 1ブ タ を 選 別 す る 方 法 で あ っ て 、 第 1ブ タ に お い て 1つ の 遺 伝 子 座 の 存 在 を 判 定 す る
こ と 、 こ こ で 該 遺 伝 子 座 は 第 17染 色 体 の 約 80cM～ 約 84cMの 領 域 に 位 置 し 、 か つ 該 遺 伝 子 座
を 含 む 該 第 1動 物 を 選 別 す る 多 型 マ ー カ ー と 遺 伝 的 に 連 鎖 し て い る こ と 、 そ れ に よ り 成 長
形 質 と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝 子 座 を 選 別 す る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Nae I制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 マ ー カ ー が AF1 III制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 3に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 色 、 ラ ブ ・ ロ イ ン ・ ハ ン タ ー （ lab loin hunter） 、 平 均 ド リ ッ プ お よ び /ま た は ラ ブ ・
ロ イ ン ・ ミ ノ ル タ （ lab loin minolta） と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝 子 座 の マ ー カ ー 利 用 選 別
に よ っ て 第 1ブ タ を 選 別 す る 方 法 で あ っ て 、 第 1ブ タ に お い て 1つ の 遺 伝 子 座 の 存 在 を 判 定
す る こ と 、 こ こ で 該 遺 伝 子 座 は 第 17染 色 体 の 約 83cM～ 約 88cMの 領 域 に 位 置 し 、 か つ 該 遺 伝
子 座 を 含 む 該 第 1動 物 を 選 別 す る 多 型 マ ー カ ー と 遺 伝 的 に 連 鎖 し て い る こ と 、 そ れ に よ り
色 、 ラ ブ ・ ロ イ ン ・ ハ ン タ ー （ lab loin hunter） 、 平 均 ド リ ッ プ お よ び /ま た は ラ ブ ・ ロ
イ ン ・ ミ ノ ル タ （ lab loin minolta） と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝 子 座 を 選 別 す る こ と を 含 む
、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Afl III制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 6に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Alw NI制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 6に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Bse RI制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 6に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 身 長 お よ び /ま た は 腰 部 背 脂 肪 と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝 子 座 の マ ー カ ー 利 用 選 別 に よ っ
て 第 1ブ タ を 選 別 す る 方 法 で あ っ て 、 第 1ブ タ に お い て 1つ の 遺 伝 子 座 の 存 在 を 判 定 す る こ
と 、 こ こ で 該 遺 伝 子 座 は 第 17染 色 体 の 約 83cM～ 約 85cMの 領 域 に 位 置 し 、 か つ 該 遺 伝 子 座 を
含 む 該 第 1動 物 を 選 別 す る 多 型 マ ー カ ー と 遺 伝 的 に 連 鎖 し て い る こ と 、 そ れ に よ り 身 長 お
よ び /ま た は 腰 部 背 脂 肪 と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝 子 座 を 選 別 す る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 マ ー カ ー が AfI III制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 10に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Alw NI制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 10に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 腰 部 背 脂 肪 と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝 子 座 の マ ー カ ー 利 用 選 別 に よ っ て 第 1ブ タ を 選 別 す
る 方 法 で あ っ て 、 第 1ブ タ に お い て 1つ の 遺 伝 子 座 の 存 在 を 判 定 す る こ と 、 こ こ で 該 遺 伝 子
座 は 第 17染 色 体 の 約 85cM～ 約 90cMの 領 域 に 位 置 し 、 か つ 該 遺 伝 子 座 を 含 む 該 第 1動 物 を 選
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別 す る 多 型 マ ー カ ー と 遺 伝 的 に 連 鎖 し て い る こ と 、 そ れ に よ り 腰 部 背 脂 肪 と 関 連 し た 量 的
形 質 遺 伝 子 座 を 選 別 す る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Alw NI制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 13に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Bse RI制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 13に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Taa I制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 13に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 成 長 お よ び 脂 肪 形 質 と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝 子 座 の マ ー カ ー 利 用 選 別 に よ っ て 第 1ブ タ
を 選 別 す る 方 法 で あ っ て 、 第 1ブ タ に お い て 1つ の 遺 伝 子 座 の 存 在 を 判 定 す る こ と 、 こ こ で
該 遺 伝 子 座 は 第 17染 色 体 の 約 88cM～ 約 91cMの 領 域 に 位 置 し 、 か つ 該 遺 伝 子 座 を 含 む 該 第 1
動 物 を 選 別 す る 多 型 マ ー カ ー と 遺 伝 的 に 連 鎖 し て い る こ と 、 そ れ に よ り 成 長 お よ び 脂 肪 形
質 と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝 子 座 を 選 別 す る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Mnl I制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 17に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Taa I制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 17に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ク ッ キ ン グ ・ ロ ス （ cooking loss） と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝 子 座 の マ ー カ ー 利 用 選 別 に
よ っ て 第 1ブ タ を 選 別 す る 方 法 で あ っ て 、 第 1ブ タ に お い て 1つ の 遺 伝 子 座 の 存 在 を 判 定 す
る こ と 、 こ こ で 該 遺 伝 子 座 は 第 17染 色 体 の 約 97cM～ 約 100cMの 領 域 に 位 置 し 、 か つ 該 遺 伝
子 座 を 含 む 該 第 1動 物 を 選 別 す る 多 型 マ ー カ ー と 遺 伝 的 に 連 鎖 し て い る こ と 、 そ れ に よ り
ク ッ キ ン グ ・ ロ ス (cooking loss)と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝 子 座 を 選 別 す る こ と を 含 む 、 上
記 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Mse I制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Bst UI制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Bcc I制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Taq I制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 色 、 ラ ブ ・ ロ イ ン ・ ハ ン タ ー （ lab loin hunter） 、 ラ ブ ・ ロ イ ン ・ ミ ノ ル タ （ lab loi
n minolta） 、 平 均 ド リ ッ プ お よ び /ま た は 柔 ら か さ と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝 子 座 の マ ー カ
ー 利 用 選 別 に よ っ て 第 1ブ タ を 選 別 す る 方 法 で あ っ て 、 第 1ブ タ に お い て 1つ の 遺 伝 子 座 の
存 在 を 判 定 す る こ と 、 こ こ で 該 遺 伝 子 座 は 第 17染 色 体 の 約 100cM～ 約 104cMの 領 域 に 位 置 し
、 か つ 該 遺 伝 子 座 を 含 む 該 第 1動 物 を 選 別 す る 多 型 マ ー カ ー と 遺 伝 的 に 連 鎖 し て い る こ と
、 そ れ に よ り 色 、 ラ ブ ・ ロ イ ン ・ ハ ン タ ー （ lab loin hunter） 、 ラ ブ ・ ロ イ ン ・ ミ ノ ル
タ （ lab loin minolta） 、 平 均 ド リ ッ プ お よ び /ま た は 柔 ら か さ と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝
子 座 を 選 別 す る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Taq I制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 25に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Bbs I制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 25に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Alw NI制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 25に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 成 長 形 質 と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝 子 座 の マ ー カ ー 利 用 選 別 に よ っ て 第 1ブ タ を 選 別 す る
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方 法 で あ っ て 、 第 1ブ タ に お い て 1つ の 遺 伝 子 座 の 存 在 を 判 定 す る こ と 、 こ こ で 該 遺 伝 子 座
は 第 17染 色 体 の 約 103cM～ 約 107cMの 領 域 に 位 置 し 、 か つ 該 遺 伝 子 座 を 含 む 該 第 1動 物 を 選
別 す る 多 型 マ ー カ ー と 遺 伝 的 に 連 鎖 し て い る こ と 、 そ れ に よ り 成 長 形 質 と 関 連 し た 量 的 形
質 遺 伝 子 座 を 選 別 す る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Nae I制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 29に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Alw NI制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 29に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 成 長 形 質 に 関 連 し た 対 立 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 動 物 由 来 の 組 織 ま た は 体 液 の
サ ン プ ル を 取 得 す る こ と ； サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 第 17染 色 体 の 約 70～ 約 107cMの 領 域 を 含
む DNAを 増 幅 す る こ と ； 該 染 色 体 領 域 に お い て 、 成 長 形 質 の 表 現 型 変 異 と 関 連 し た 多 型 マ
ー カ ー の 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 動 物 を そ の 成 長 形 質 に 基 づ い て 同 定 し 、 選 別 す る の に 使 用 し 得 る 遺 伝 マ ー カ ー を 決 定 す
る 方 法 で あ っ て 、 DNAを 含 む 該 動 物 由 来 の 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル を 取 得 す る こ と ； 第 1
動 物 由 来 の 該 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 第 17染 色 体 の 約 70～ 約 107cMの 領 域 に お い て 、 該 サ ン
プ ル 中 に 存 在 す る DNAを 増 幅 す る こ と ； 該 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 多 型 の 対 立 遺 伝 子 の 存 在
を 、 該 サ ン プ ル と 参 照 サ ン プ ル ま た は 参 照 配 列 と の 比 較 に よ っ て 判 定 す る こ と ； 該 動 物 に
お け る 成 長 、 肥 満 ま た は 肉 質 に つ い て の 変 異 性 と 該 多 型 対 立 遺 伝 子 と を 関 連 付 け る こ と を
含 み 、 そ の 結 果 、 該 対 立 遺 伝 子 を 所 与 の 群 、 集 団 、 ま た は 種 に お い て 成 長 、 肥 満 ま た は 肉
質 に つ い て の 遺 伝 マ ー カ ー と し て 使 用 す る こ と が で き る 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 動 物 を そ の 肉 質 ま た は 成 長 形 質 に 基 づ い て 同 定 し 、 選 別 す る の に 使 用 し 得 る 遺 伝 マ ー カ
ー を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 33に 記 載 さ れ る マ ー カ ー と 有 効 な 連 鎖 不 平 衡 に あ る 多
型 の 対 立 遺 伝 子 を 決 定 す る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 動 物 を そ の 肉 質 、 肥 満 ま た は 成 長 形 質 に 基 づ い て 同 定 し 、 選 別 す る の に 使 用 し 得 る 遺 伝
マ ー カ ー を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 DNAを 含 む 該 動 物 由 来 の 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル を
取 得 す る こ と ； 第 1動 物 由 来 の 該 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 第 17染 色 体 の 約 70～ 約 90ま た は 約 9
7～ 約 107.5cMの 領 域 に お い て 、 該 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る DNAを 増 幅 す る こ と ； 該 サ ン プ ル
に 存 在 す る 多 型 の 対 立 遺 伝 子 の 存 在 を 、 該 サ ン プ ル と 参 照 サ ン プ ル ま た は 参 照 配 列 と の 比
較 に よ っ て 判 定 す る こ と ； 該 動 物 に お け る 成 長 、 肥 満 ま た は 肉 質 に つ い て の 変 異 性 と 該 多
型 対 立 遺 伝 子 と を 関 連 付 け る こ と を 含 み 、 そ の 結 果 、 該 対 立 遺 伝 子 を 所 与 の 群 、 集 団 、 ま
た は 種 に お い て 成 長 、 肥 満 ま た は 肉 質 に つ い て の 遺 伝 マ ー カ ー と し て 使 用 す る こ と が で き
る 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 動 物 を そ の 肉 質 ま た は 成 長 形 質 に 基 づ い て 同 定 し 、 選 択 す る の に 使 用 し 得 る 遺 伝 マ ー カ
ー を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 35に 記 載 さ れ る マ ー カ ー と 有 効 な 連 鎖 不 平 衡 に あ る 多
型 の 対 立 遺 伝 子 を 決 定 す る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 判 定 の ス テ ッ プ が 、 制 限 断 片 長 多 型 （ RFLP） 分 析 、 ミ ニ シ ー ケ ン シ ン グ （ minisequ
encing） 、 MALD-TOF、 SINE、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 析 、 一 本 鎖 高 次 構 造 多 型 （ SSCP） 、 変 性 剤 濃
度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 （ DGGE） お よ び 温 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 （ TGGE） よ り な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 35に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 動 物 が ブ タ で あ る 、 請 求 項 35に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 増 幅 が 第 17染 色 体 の 前 記 領 域 を 増 幅 す る こ と が 可 能 な フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス プ
ラ イ マ ー を 選 択 す る ス テ ッ プ を 含 む 、 請 求 項 35に 記 載 の 方 法 。

10

20

30

40

50

(4) JP 2007-504841 A 2007.3.8



【 請 求 項 ４ ０ 】
　 1日 平 均 増 体 量 に 関 与 す る 量 的 形 質 遺 伝 子 座 の マ ー カ ー 利 用 選 別 に よ っ て 第 1ブ タ を 選 別
す る 方 法 で あ っ て 、 該 遺 伝 子 座 が 第 17染 色 体 の 約 70cM～ 約 72cMの 領 域 に 位 置 し か つ 該 遺 伝
子 座 を 含 む 該 第 1動 物 を 選 別 す る 多 型 マ ー カ ー と 遺 伝 的 に 連 鎖 さ れ て い る 場 合 に 、 該 第 1ブ
タ に お い て 該 遺 伝 子 座 の 存 在 を 判 定 す る こ と 、 お よ び そ れ に よ っ て 平 均 一 日 増 体 量 に 関 与
す る 量 的 形 質 遺 伝 子 座 を 選 別 す る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Dde I制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 40に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Msp I制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 40に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 マ ー ブ リ ン グ ス コ ア （ marbling score） と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝 子 座 の マ ー カ ー 利 用 選
別 に よ っ て 第 1ブ タ を 選 別 す る 方 法 で あ っ て 、 第 1ブ タ に お い て 1つ の 遺 伝 子 座 の 存 在 を 判
定 す る こ と 、 こ こ で 該 遺 伝 子 座 は 第 17染 色 体 の 約 72cM～ 約 80cMの 領 域 に 位 置 し 、 か つ 該 遺
伝 子 座 を 含 む 該 第 1動 物 を 選 別 す る 多 型 マ ー カ ー と 遺 伝 的 に 連 鎖 し て い る こ と 、 そ れ に よ
り マ ー ブ リ ン グ ス コ ア （ marbling score） と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝 子 座 を 選 別 す る こ と を
含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Msp I制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 43に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Nae I制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 43に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 平 均 背 脂 肪 と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝 子 座 の マ ー カ ー 利 用 選 別 に よ っ て 第 1ブ タ を 選 別 す
る 方 法 で あ っ て 、 第 1ブ タ に お い て 1つ の 遺 伝 子 座 の 存 在 を 判 定 す る こ と 、 こ こ で 該 遺 伝 子
座 は 第 17染 色 体 の 約 85cM～ 約 90cMの 領 域 に 位 置 し 、 か つ 該 遺 伝 子 座 を 含 む 該 第 1動 物 を 選
別 す る 多 型 マ ー カ ー と 遺 伝 的 に 連 鎖 し て い る こ と 、 そ れ に よ り 平 均 背 脂 肪 と 関 連 し た 量 的
形 質 遺 伝 子 座 を 選 別 す る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Alw NI制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 46に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Bse RI制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 46に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Taa I制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 46に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 平 均 背 脂 肪 、 ハ ム ・ ハ ン タ ー （ ham hunter） お よ び /ま た は ハ ム ・ ミ ノ ル タ （ ham minol
ta） と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝 子 座 の マ ー カ ー 利 用 選 別 に よ っ て 第 1ブ タ を 選 別 す る 方 法 で
あ っ て 、 第 1ブ タ に お い て 1つ の 遺 伝 子 座 の 存 在 を 判 定 す る こ と 、 こ こ で 該 遺 伝 子 座 は 第 17
染 色 体 の 約 97cM～ 約 99cMの 領 域 に 位 置 し 、 か つ 該 遺 伝 子 座 を 含 む 該 第 1動 物 を 選 別 す る 多
型 マ ー カ ー と 遺 伝 的 に 連 鎖 し て い る こ と 、 そ れ に よ り 平 均 背 脂 肪 、 ハ ム ・ ハ ン タ ー （ ham 
hunter） お よ び /ま た は ハ ム ・ ミ ノ ル タ （ ham minolta） と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝 子 座 を 選
別 す る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Mse I制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 50に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Bst UI制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 50に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 Aloca背 脂 肪 厚 p2ポ ジ シ ョ ン （ Aloca backfat thickness p2 position） と 関 連 し た 量 的
形 質 遺 伝 子 座 の マ ー カ ー 利 用 選 別 に よ っ て 第 1ブ タ を 選 別 す る 方 法 で あ っ て 、 第 1ブ タ に お
い て 1つ の 遺 伝 子 座 の 存 在 を 判 定 す る こ と 、 こ こ で 該 遺 伝 子 座 は 第 17染 色 体 の 約 100cM～ 約
103cMの 領 域 に 位 置 し 、 か つ 該 遺 伝 子 座 を 含 む 該 第 1動 物 を 選 別 す る 多 型 マ ー カ ー と 遺 伝 的
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に 連 鎖 し て い る こ と 、 そ れ に よ り Aloca背 脂 肪 厚 p2ポ ジ シ ョ ン （ Aloca backfat thickness
 p2 position） と 関 連 し た 量 的 形 質 遺 伝 子 座 を 選 別 す る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Alw NI制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 53に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Taq I制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 53に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 前 記 マ ー カ ー が Bbs I制 限 部 位 で あ る 、 請 求 項 53に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 一 般 的 に は 動 物 間 の 遺 伝 的 差 異 の 検 出 に 関 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 高 い
肉 質 お よ び 成 長 速 度 な ら び に 脂 肪 の 蓄 積 と 関 連 す る 遺 伝 性 表 現 型 の 指 標 と な る 遺 伝 的 変 異
に 関 す る 。 こ の 変 異 と 関 連 す る 特 定 の 遺 伝 マ ー カ ー お よ び 染 色 体 領 域 を 動 物 の 遺 伝 子 型 タ
イ ピ ン グ お よ び 選 別 に 使 用 す る た め の 方 法 な ら び に 組 成 物 も 開 示 さ れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 研 究 者 ら は 、 異 な る 領 域 中 の 複 数 の 遺 伝 子 に お け る 対 立 遺 伝 子 の 分 離 に 起 因 し て 、 量 的
形 質 の 表 現 型 が 自 然 集 団 中 で 連 続 的 に 分 布 し て い る こ と を 見 出 し て き た 。 こ れ ら の 量 的 形
質 遺 伝 子 座 （ QTL） は 、 QTL対 立 遺 伝 子 の 環 境 感 受 性 に お け る 相 違 と 結 び 付 い て 、 表 現 型 に
影 響 を 及 ぼ す 。 量 的 形 質 の 変 化 に お け る 遺 伝 的 お よ び 環 境 的 根 拠 を 決 定 す る こ と は 、 ヒ ト
の 健 康 、 農 業 、 お よ び 進 化 の 研 究 に 重 要 で あ る 。 し か し 、 量 的 形 質 の 完 全 な 遺 伝 子 解 析 は
、 現 在 の と こ ろ 遺 伝 学 的 に 扱 い 易 く 、 か つ 十 分 に 特 徴 付 け ら れ て い る モ デ ル 系 に お い て の
み 実 現 可 能 で あ る （ Mackay, Nat. Rev. Genet. 2:11-20 (2001); Wrightら , Genome Biol
. 2: 2007.1－ 2007.8 (2001)） 。 例 え ば 、 量 的 遺 伝 子 変 異 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 数 は 知 ら れ
て お ら ず 、 こ れ ら の 遺 伝 子 に お け る 個 々 の 対 立 遺 伝 子 の 数 お よ び 効 果 、 あ る い は 遺 伝 子 の
作 用 も 概 ね 未 知 で あ る 。 現 在 ま で に 、 遺 伝 子 お よ び 原 因 変 異 体 は ご く 少 数 の 量 的 形 質 に つ
い て 検 出 さ れ て い る に す ぎ な い 。 例 え ば そ の よ う な 量 的 形 質 は 、 ウ シ の 筋 肉 肥 大 （ double
-muscling） (Grobetら , Mamm. Genome 9:210-213 (1998))、 果 実 の 大 き さ の 変 化 （ Frary
ら , Science 289:85-88 (2000)） 、 ブ タ の 成 長 お よ び 能 力 形 質 (Kimら , Mamm. Genome 11:
131-135 (2000))、 ブ タ の 骨 格 筋 に お け る 過 剰 な グ リ コ ー ゲ ン 含 有 量 （ Milanら , Science 
288:1248-1251 (2000)） 、 な ら び に ヒ ツ ジ に お け る 排 卵 お よ び 同 腹 仔 サ イ ズ の 増 加 （ Wils
onら , Biol. Reprod. 64:1225-1235 (2001)） 等 で あ る 。 こ れ ら の 例 の 大 部 分 に お い て は
、 突 然 変 異 の 影 響 が 非 常 に 大 き い た め 、 表 現 型 は ほ と ん ど メ ン デ ル の 形 質 と し て 分 離 す る
。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 複 雑 な 量 的 形 質 の 遺 伝 学 を 理 解 し 利 用 す る た め に 、 対 象 と な る 形 質 が 大 き く 異 な る 2つ
の 系 統 に 由 来 す る 実 験 集 団 が 、 モ デ ル 生 物 種 （ Belknapら , Behav. Genet. 23:213-222 (1
993); Talbotら , Nat. Genet. 21:305-308 (1999)） 、 植 物 （ Patersonら , Nature 335:72
1-726 (1988)） 、 お よ び 家 畜 （ Anderssonら , Science 263:1771-1774 (1994)） で 首 尾 よ
く 用 い ら れ 、 量 的 形 質 遺 伝 子 座 （ QTL） が 検 出 さ れ て い る 。 こ れ ら の 研 究 は 、 親 集 団 間 、
例 え ば 商 業 上 の 農 業 栽 培 品 種 と 野 生 型 集 団 と の 間 で 、 そ の 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 が 異 な る QTL
の マ ッ ピ ン グ に 成 功 し て い る （ Patersonら , Nature 335:721-726 (1988); Anderssonら , 
Science 263:1771-1774 (1994)） 。 量 的 形 質 の 構 成 を 理 解 す る こ と に 加 え て 、 選 り 抜 き の
集 団 内 の 変 異 を 利 用 で き る 潜 在 的 可 能 性 に よ っ て 、 農 業 生 物 種 を 巻 き 込 ん だ 交 雑 も 動 機 付
け ら れ る （ 商 業 上 の 植 物 お よ び 動 物 集 団 は 、 通 常 、 QTL検 出 の 研 究 に 用 い ら れ る 同 一 の 交
雑 種 に 基 づ く も の で な い が 、 系 統 交 雑 に お け る 連 鎖 研 究 の 力 は 集 団 内 の 研 究 の 力 よ り も 一
般 的 に 大 き い ） 。 商 業 上 の ブ タ 育 種 集 団 に お い て 、 例 え ば 、 選 り 抜 き の 集 団 は 多 く の 世 代
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に わ た っ て 選 別 に 供 さ れ 、 そ の 商 業 的 な 形 質 が 改 善 さ れ て い る 閉 鎖 的 な 非 近 交 系 集 団 か ら
構 成 さ れ る が 、 イ ノ シ シ （ Anderssonら , Science 263:1771-1774 (1994)） お よ び 中 国 産
の メ イ シ ャ ン （ Wallingら , Anim. Genet. 29:415-424 (1998); De Koningら , Genetics 1
52:1679-1690 (1999);　 De Koningら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:7947-7950 (2000
);　 Bidanelら , Genet. Sel. Evol. 33:289-309 (2001)） の 集 団 は し ば し ば QTL研 究 に 使
用 さ れ て い る 。 分 岐 系 統 を 用 い た 多 く の QTL研 究 に お け る 暗 黙 の 仮 説 は 、 集 団 間 の 遺 伝 的
変 異 の 知 識 か ら 別 の 集 団 ま た は 生 物 種 に お け る 遺 伝 的 変 異 を 推 定 す る こ と が で き る と い う
こ と で あ る 。 商 業 的 集 団 中 の QTLの 分 離 は 、 遺 伝 子 ま た は マ ー カ ー 利 用 選 別 プ ロ グ ラ ム を
介 し て 育 種 家 に よ っ て 利 用 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 Dekkersお よ び Hospital, Nat. Rev. Genet
. 3:22-32 (2002)） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 肉 お よ び 脂 肪 の 生 産 の 、 例 え ば ブ タ に お け る 、 選 別 は 、 何 世 紀 に も わ た っ て 行 わ れ て い
る が 、 最 新 の 統 計 的 方 法 を 用 い た 徹 底 的 な 選 別 は 過 去 50年 間 ほ ど 行 わ れ て い る に す ぎ な い
（ Clutter, A. C.お よ び E. W. Brascamp, 1998 Genetics of performance traits, M. F.
 Rothschildお よ び A. Ruvinskyに よ り 編 集 さ れ た The Genetics of the Pig中 の pp. 427-4
62. CAB International, Wallingford, UK） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 最 近 ま で は 連 続 的 な 形 質 の 変 異 の 原 因 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と 、 ま た は そ れ ら の 異 な る 対
立 遺 伝 子 の 影 響 を 直 接 観 察 す る こ と は 実 施 不 可 能 で あ っ た 。 し か し 現 在 で は 豊 富 な 遺 伝 マ
ー カ ー が 量 的 形 質 遺 伝 子 座 （ 形 質 の 変 異 に 関 与 す る 染 色 体 の 領 域 、 ま た は 個 々 の 配 列 変 異
体 ） の 同 定 を 可 能 に し て い る （ Bartonら , Nat. Rev. Genet 3:11-21 (2002)） 。 遺 伝 子 が
種 お よ び 動 物 間 で 保 存 さ れ て い る 程 度 に 、 そ の 様 々 な 対 立 遺 伝 子 は 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ニ ワ
ト リ な ど の 経 済 上 の ま た は 食 肉 生 産 用 の 動 物 の 多 様 性 と だ け で な く 、 特 定 の 遺 伝 子 の 多 様
性 と も 相 関 し て い る と 予 想 さ れ る 。 種 間 で 多 型 が 保 存 さ れ て い る 例 が あ る 。 例 え ば 、 Nonn
emanら は 近 年 、 コ ン セ ン サ ス ヒ ス チ ジ ン の ア ス パ ラ ギ ン へ の ア ミ ノ 酸 変 化 を 生 じ る 、 ブ タ
TBG遺 伝 子 の エ キ ソ ン 2中 の 多 型 を 発 見 し た 。 こ の SNPは 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の リ ガ ン ド 結 合
ド メ イ ン 中 に 存 在 し 、 メ イ シ ャ ン の 対 立 遺 伝 子 は ヒ ト 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ お よ び 齧 歯 動 物 の TB
Gで 見 ら れ る 保 存 的 対 立 遺 伝 子 で あ る 。 ヒ ト TBGの こ の 領 域 に お け る 突 然 変 異 は 、 熱 安 定 性
お よ び リ ガ ン ド に 対 す る 親 和 性 の 減 少 を も た ら す 。 機 能 の 研 究 は TBGア イ ソ フ ォ ー ム の 改
変 さ れ た 結 合 特 性 を 示 す （ Plant & Animal Genomes XII Conference, 「 Functional Vali
dation of A Polymorphism for Testis Size on the Porcine X Chromosome」 , January 
10-14, 2004, Town & Country Convention Center, San Diego, CA） 。 さ ら に Winterら は
、 異 な る 品 種 に お け る 乳 脂 肪 含 量 の 増 加 が ブ タ DGATに よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 232
位 の リ シ ン と 強 く 関 連 す る こ と を 見 出 し て い る 。 様 々 な 植 物 種 お よ び 動 物 種 の DGAT1ア ミ
ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト は 、 ブ タ 配 列 の 232位 の リ シ ン 残 基 が 保 存 さ れ て い る こ と を 示 し
て い る （ Winterら , Proc Natl Acad Sci U S A. July 9; 99 (14: 9300-9305 (2002)） 。
さ ら に ウ マ に お い て ク リ ー ム 色 の 毛 色 を 生 じ さ せ る MATP遺 伝 子 中 の 保 存 的 突 然 変 異 が 同 定
さ れ て い る 。 こ の 保 存 的 突 然 変 異 は マ ウ ス お よ び ヒ ト で も 記 載 さ れ た が 、 メ ダ カ で は 記 載
さ れ な か っ た （ Mariatら , Genet Sel Evol. Jan-Feb;35(1):119-33 (2003)） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 種 を 越 え た 遺 伝 子 保 存 の 例 も あ る 。 基 本 的 な 生 物 学 的 プ ロ セ ス に 関 与 す る 多 く の 遺 伝 子
は 種 が 進 化 し て も 保 存 さ れ て い る （ す な わ ち 多 く の 遺 伝 子 は 異 な る 種 で 類 似 し て い る ） 。
MC1-R遺 伝 子 は 色 素 沈 着 の ほ か に は 他 の 基 本 的 機 能 を 有 し な い 十 分 に 保 存 さ れ た 遺 伝 子 で
あ る こ と が わ か っ て い る 。 幾 つ か の 種 で は 、 MC1-R遺 伝 子 の 突 然 変 異 は 黒 色 色 素 の 優 性 的
な 発 現 の 原 因 と な る こ と が 示 さ れ て い る （ Klunglandら , Pigmentary Switches in Domest
ic Animal Species Annals of the New York Academy of Sciences, 994:331-338 (2003)
） 。 特 定 の タ ン パ ク 質 － DNA相 互 作 用 が グ ル コ コ ル チ コ イ ド レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 （ GCR）
の 結 合 部 位 の 一 塩 基 対 変 化 に よ っ て ブ ロ ッ ク さ れ る こ と が 見 出 さ れ た 。 さ ら に 3種 の 推 定
ド メ イ ン （ ス テ ロ イ ド 結 合 性 、 免 疫 反 応 性 お よ び DNA結 合 性 ） の 全 て が 2種 の 分 岐 種 （ ブ タ
お よ び ラ ッ ト ） 間 で 保 存 さ れ て い る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Marksら , J Steroid Biochem
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. Jun;24(6):1097-103 (1986)） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 保 存 的 な 遺 伝 子 順 序 の 一 例 が Seroudeら に よ っ て 説 明 さ れ て お り （ Mammalian Genomics,
 Jun; 10(6) 565-8 (1999)） 、 そ こ で は 筋 肉 中 の グ リ コ ー ゲ ン 含 量 お よ び 肉 質 に 対 す る 大
き な 効 果 を 有 す る 、 RN遺 伝 子 を 含 む 染 色 体 15q2.3-q2.6領 域 の 放 射 線 ハ イ ブ リ ッ ド マ ッ プ
が 構 築 さ れ た 。 10個 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト お よ び 8個 の 遺 伝 子 が マ ッ ピ ン グ さ れ た 。 彼 ら
は 、 遺 伝 子 AE3お よ び INHAの 相 対 的 な 順 序 が 、 マ ウ ス の 連 鎖 地 図 に 照 ら し て 、 ブ タ の 物 理
的 地 図 で は 逆 転 し て い た が 、 マ ウ ス に お い て 既 に マ ッ ピ ン グ さ れ た 他 の 遺 伝 子 の 順 序 は ブ
タ と 一 致 し て い た こ と を 見 出 し た 。 更 に 彼 ら は 、 ブ タ 第 15染 色 体 と ヒ ト 染 色 体 2qに お け る
遺 伝 子 の 順 序 に 明 確 な 差 異 が な い こ と を 見 出 し た 。 動 物 の 進 化 的 な 連 鎖 お よ び 比 較 ゲ ノ ミ
ク ス に 基 づ い て 、 遺 伝 子 中 の 変 異 が 密 接 に 連 関 し た 種 間 で 機 能 的 形 質 と 関 連 す る か ま た は
関 連 す る 可 能 性 が 高 い か を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 実 際 に 、 経 済 的 な 形 質 を 遺 伝 的 に 改 善 す る 最 良 の 手 法 は 、 関 係 の あ る 染 色 体 領 域 を 見 つ
け 出 し 、 そ の 後 、 選 別 対 象 の 集 団 中 で 直 接 的 に 遺 伝 マ ー カ ー を 発 見 す る こ と で あ る 。 表 現
型 の 測 定 は 育 種 団 体 の 中 核 集 団 か ら の 数 個 体 の 動 物 に つ い て 連 続 的 に 行 う こ と が で き る 。
表 現 型 デ ー タ を 収 集 す る こ と に よ り 、 関 係 す る 遺 伝 マ ー カ ー の 検 出 が 可 能 と な り 、 ま た 実
験 集 団 を 用 い て 同 定 さ れ た マ ー カ ー の 正 当 性 を 確 認 す る こ と ま た は 候 補 遺 伝 子 を 試 験 す る
こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 全 て の 遺 伝 子 が 、 関 連 性 研 究 に お い て 利 用 し 得 る 、 容 易 に 同 定 可 能 な 共 通 の 機 能 的 変 異
体 を 有 す る わ け で は な く 、 多 く の 遺 伝 子 の 場 合 、 研 究 者 は 機 能 的 重 要 性 が 知 ら れ て い な い
個 々 の ヌ ク レ オ チ ド の 変 化 （ す な わ ち 一 塩 基 多 型 （ SNP） ） を 同 定 し て い る に す ぎ な い 。
そ れ に も 関 わ ら ず 、 SNPは 染 色 体 中 の 連 鎖 領 域 を 絞 り 込 む う え で 有 用 で あ る と 考 え ら れ る
。 さ ら に 、 SNPは 、 連 鎖 不 平 衡 に よ っ て そ の 遺 伝 子 内 ま た は そ の 遺 伝 子 付 近 に 位 置 づ け ら
れ る 場 合 に は 、 量 的 形 質 と の 統 計 的 に 有 意 な 関 連 性 を 示 す か も し れ な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 そ の 後 、 意 味 の あ る マ ー カ ー ま た は 遺 伝 子 は 直 接 選 別 プ ロ セ ス に 含 め る こ と が で き る 。
分 子 情 報 の 利 点 は 、 育 種 動 物 の ご く 若 い 年 齢 で そ れ を 予 め 得 る こ と が で き る 点 で あ り 、 こ
れ は 生 育 能 力 試 験 が 完 了 す る 前 に DNAマ ー カ ー に 基 づ い て 動 物 を 前 も っ て 選 別 す る こ と が
で き る こ と を 意 味 す る 。 こ れ は 全 体 的 な 試 験 ・ 選 別 系 に と っ て 非 常 に 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ど の 遺 伝 子 が 複 遺 伝 子 性 の 形 質 ま た は 量 的 形 質 に 寄 与 す る か を 判 定 す る 際 に 、 多 型 は 遺
伝 マ ー カ ー と し て の 使 用 が 期 待 で き 、 適 切 な マ ー カ ー お よ び こ れ ら の マ ー カ ー を 活 用 す る
適 切 な 方 法 は 、 成 長 お よ び 肉 質 と 関 連 す る 遺 伝 子 と 関 係 す る よ う に 仕 向 け ら れ 始 め て い る
。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 前 述 の 記 載 か ら 理 解 さ れ る よ う に 、 遺 伝 子 レ ベ ル で 特 性 が 改 善 さ れ た 動 物 を 同 定 し 選 別
す る こ と に よ っ て 、 動 物 の 経 済 的 に 有 利 な 特 性 を 改 善 す る の に 使 用 し 得 る ゲ ノ ム 領 域 と 関
連 し た 、 ま た は 該 ゲ ノ ム 領 域 と 連 鎖 不 平 衡 に あ る 、 遺 伝 的 変 異 を 同 定 す る ニ ー ズ が 存 在 し
て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 存 在 す る 変 異 が 育 種 家 の 関 心 を そ そ る 表 現 型 形 質 に 対 し て 量 的 効
果 を 及 ぼ し て い る 、 遺 伝 子 座 を 同 定 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 そ の よ う な 遺 伝 的 変 異 の 存 在 を 判 定 す る た め の 特 異 的 な ア ッ セ イ
を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 更 な る 目 的 は 、 所 望 の 形 質 に つ い て の 選 別 お よ び 育 種 方 法 の 精 度 を 高 め る 動 物
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の 評 価 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 更 に 別 の 目 的 は 、 そ の よ う な 量 的 形 質 の 変 異 に 関 す る マ ー カ ー の 存 在 の 決 定 を
大 い に 促 進 す る PCR増 幅 試 験 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 更 な る 目 的 お よ び 効 果 は 、 以 下 の 記 載 に 部 分 的 に 示 さ れ 、 ま た 以 下 の 記 載 か ら
部 分 的 に 明 ら か と な り 、 あ る い は 本 発 明 の 実 施 か ら 知 り 得 る こ と で あ る 。 本 発 明 の 目 的 お
よ び 効 果 は 、 添 付 し た 特 許 請 求 の 範 囲 で 特 に 示 さ れ た 手 段 お よ び 組 合 せ に よ っ て 達 成 さ れ
る だ ろ う 。
【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 経 済 的 に 重 要 な 形 質 と 関 連 す る 遺 伝 子 座 と 遺 伝 的 に 連 鎖 し た 核 酸 マ ー カ
ー の 使 用 に 関 す る 。 こ の マ ー カ ー は 、 育 種 計 画 に 用 い ら れ る 動 物 お よ び /ま た は 育 種 計 画
で 開 発 さ れ た 動 物 の 遺 伝 物 質 の 遺 伝 子 マ ッ ピ ン グ に 用 い ら れ 、 マ ー カ ー 利 用 選 別 に よ っ て
選 り 抜 き の 生 殖 質 (germplasm)を 同 定 す る こ と 、 ま た は 選 り 抜 き の 生 殖 質 へ 形 質 を 移 行 さ
せ る こ と を 可 能 に す る 。 本 発 明 は 、 表 現 型 形 質 に 関 連 し た ゲ ノ ム 領 域 と 関 連 す る か ま た は
連 鎖 不 平 衡 に あ る 、 あ る い は こ れ ら と 遺 伝 的 に 連 鎖 し て い る ゲ ノ ム 領 域 中 の 遺 伝 的 変 異 の
発 見 に 関 し 、 こ れ は 動 物 に お け る 表 現 型 形 質 を 予 測 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明
の 一 実 施 形 態 に 従 っ て 、 第 17染 色 体 の 特 定 領 域 が 詳 細 マ ッ ピ ン グ （ fine mapping） さ れ 、
こ れ ら の 領 域 は 種 々 の 形 質 に つ い て の 量 的 形 質 遺 伝 子 座 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 す な わ ち
、 第 17染 色 体 の 70～ 108cMの 領 域 が 成 長 形 質 に つ い て の 量 的 形 質 遺 伝 子 座 と し て 同 定 さ れ
た 。 こ の 領 域 内 の よ り 特 定 し た 領 域 が 肉 質 お よ び 肥 満 に つ い て 同 定 さ れ た 。 こ の 領 域 に 位
置 す る 更 に 数 種 の 遺 伝 子 は 多 型 で あ り 、 そ の 結 果 、 こ れ ら の QTLの 遺 伝 マ ー カ ー と し て 有
用 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ に は PKIG、 MMP9、 PTPN1、 ATP9A、 CYP24A1、 DOK5、 MC3R、 A
URKA、 SPO11、 RAE1、 PCK1、 RAB22A、 GNAS、 CTSZお よ び PPP1R3Dが 含 ま れ る 。 こ れ ら の 遺 伝
子 が 種 お よ び 動 物 間 で 保 存 さ れ て い る 程 度 に 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 様 々 な 対 立 遺 伝 子 も
ま た 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ニ ワ ト リ な ど の 他 の 経 済 上 の ま た は 食 肉 生 産 用 の 動 物 に お け る こ れ
ら の 遺 伝 子 の 多 様 性 と 相 関 し て い る と 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 は 、 動 物 か ら 組 織 ま た は 体 液 の サ ン プ ル を 取 得 す る こ と ； サ ン プ ル
中 に 存 在 す る PKIG、 MMP9、 PTPN1、 ATP9A、 CYP24A1、 DOK5、 MC3R、 AURKA、 SPO11、 RAE1、 P
CK1、 RAB22A、 GNAS、 CTSZお よ び PPP1R3Dを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 連 鎖 す る 第 17染
色 体 の 70～ 107cMの 領 域 を 含 む DNAを 増 幅 す る こ と ； な ら び に 肉 質 の 表 現 型 変 異 と 関 連 す る
該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 多 型 変 異 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 肉 質 形 質 と 関 連 す る 対 立
遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 動 物 を そ の 肉 質 ま た は 成 長 形 質 に 基 づ い て 同 定 し 、 選 別 す る
の に 使 用 し 得 る 遺 伝 マ ー カ ー を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 動 物 か ら DNAを 含 む 組 織 ま た は 体
液 の サ ン プ ル を 取 得 す る こ と ； サ ン プ ル 中 に 存 在 す る DNAを 第 17染 色 体 の 領 域 に お い て 増
幅 す る こ と 、 こ こ で 該 領 域 は 、 第 1動 物 由 来 の サ ン プ ル 中 に 存 在 す る PKIG、 MMP9、 PTPN1、
ATP9A、 CYP24A1、 DOK5、 MC3R、 AURKA、 SPO11、 RAE1、 PCK1、 RAB22A、 GNAS、 CTSZお よ び PP
P1R3Dを 発 現 時 に コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む も の で あ る こ と ； サ ン プ ル 中 に 存 在
す る 多 型 対 立 遺 伝 子 の 存 在 を 、 該 サ ン プ ル と 参 照 サ ン プ ル ま た は 参 照 配 列 と の 比 較 に よ っ
て 判 定 す る こ と ； 動 物 に お け る 成 長 ま た は 肉 質 に つ い て の 変 異 性 と 該 多 型 対 立 遺 伝 子 と を
関 連 付 け る こ と を 含 み 、 そ の 結 果 、 該 対 立 遺 伝 子 を 所 与 の 群 、 集 団 ま た は 種 に お い て 成 長
ま た は 肉 質 に つ い て の 遺 伝 マ ー カ ー と し て 使 用 し 得 る 、 上 記 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 更 に 別 の 実 施 形 態 は 、 動 物 を 成 長 ま た は 肉 質 形 質 に 対 す る そ の 性 向 に つ い て 同
定 す る 方 法 で あ っ て 、 動 物 由 来 の 核 酸 サ ン プ ル を 取 得 す る こ と ； サ ン プ ル に 存 在 す る PKIG
、 MMP9、 PTPN1、 ATP9A、 CYP24A1、 DOK5、 MC3R、 AURKA、 SPO11、 RAE1、 PCK1、 RAB22A、 GNA
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S、 CTSZお よ び PPP1R3Dを コ ー ド す る 配 列 中 の 多 型 、 ま た は こ れ ら と 連 鎖 不 平 衡 に あ る 多 型
に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 対 立 遺 伝 子 の 存 在 を 判 定 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 前 記 遺 伝 子 型 は
成 長 ま た は 肉 質 を 示 す 形 質 と 顕 著 に 関 連 す る も の で あ る か 、 ま た は 顕 著 に 関 連 す る こ と が
示 さ れ た も の で あ る 、 上 記 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 更 な る 実 施 形 態 は 発 明 の 詳 細 な 説 明 お よ び 実 施 例 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】

　 重 要 な 遺 伝 子 と 密 接 に 連 鎖 し た 遺 伝 マ ー カ ー を 使 用 す る と 、 直 接 的 な 表 現 型 選 別 よ り も
効 率 的 に 、 有 利 な 対 立 遺 伝 子 を 間 接 的 に 選 別 す る こ と が で き る （ Landeお よ び Thompson 19
90） 。 し た が っ て 、 商 品 と し て 動 物 を 育 て て 販 売 す る 動 物 育 種 家 お よ び 農 業 従 事 者 の 両 者
に と っ て 、 遺 伝 子 マ ッ ピ ン グ を 介 し て 成 長 、 肉 質 お よ び 肥 満 な ど の 様 々 な 経 済 的 に 価 値 の
あ る 形 質 に つ い て の 量 的 形 質 遺 伝 子 座 （ QTL） を 同 定 す る こ と は 特 に 重 要 で あ る 。 こ れ ら
の 形 質 と 関 連 す る QTLを 知 る こ と に よ り 、 動 物 育 種 家 は 遺 伝 子 型 特 性 お よ び 表 現 型 特 性 を
備 え る 動 物 を よ り 良 く 交 配 す る こ と が で き る だ ろ う 。 本 明 細 書 に お い て 具 体 化 さ れ か つ 広
範 に 説 明 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の 目 的 を 達 成 す る た め に 、 ま た 本 発 明 の 目 的 に 従 っ て 、 本
発 明 は 代 替 的 な 染 色 体 領 域 お よ び 遺 伝 子 型 の 発 見 を 提 供 し 、 こ れ ら は 有 利 な 成 長 、 少 な い
脂 肪 蓄 積 お よ び 肉 質 形 質 を 備 え て い る 可 能 性 の 高 い 動 物 を 判 定 す る た め に 、 ま た は あ ま り
有 利 で な い 成 長 、 よ り 脂 肪 の 多 い 劣 っ た 肉 質 形 質 お よ び /ま た は 試 料 効 率 形 質 を 示 す 対 立
遺 伝 子 を 有 す る 動 物 に 対 比 し て 選 別 す る た め に 、 動 物 を 遺 伝 的 に タ イ ピ ン グ し 、 か つ 動 物
を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 肉 質 へ の 効 果 は pH
ま た は ド リ ッ プ ・ ロ ス （ drip loss） な ど の 特 定 の 識 別 子 の 使 用 に よ り 証 明 す る こ と も で
き る が 、 本 発 明 は そ の よ う に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 成 長 ま た
は 肉 質 に つ い て の 表 現 形 質 の あ る 特 定 の 指 標 （ indicia） の 使 用 は 、 指 標 の ば ら つ き が 肉
質 、 成 長 ま た は 肥 満 に 関 し て 開 示 さ れ た 対 立 遺 伝 子 と 関 連 し て い る 全 て の 指 標 を 含 む と 解
釈 さ れ る も の と す る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 有 利 な 成 長 、 肥 満 ま た は 肉 質 形 質 」 は 、 所
与 の 集 団 の 平 均 を 超 え る 成 長 ま た は 肉 質 の 測 定 可 能 な 指 標 の 一 つ が 顕 著 に 改 善 （ 増 加 ま た
は 減 少 ） し て い る こ と を 意 味 し 、 そ の 結 果 、 こ の 情 報 を 育 種 に お い て 使 用 し て 、 こ れ ら の
形 質 に つ い て 最 適 化 さ れ た 均 一 の 集 団 を 得 る こ と が で き る 。 こ れ は 、 所 望 の 特 性 に 応 じ て
、 一 部 の 形 質 の 増 加 ま た は 別 の 形 質 の 減 少 を 含 み 得 る 。 幾 つ か の 経 済 的 な 形 質 の 例 の 総 説
に つ い て は 以 下 を 参 照 す る こ と も で き る ： Sosnicki, A.A., E.R. Wilson, E.B. Sheiss, 
A. deVries, 1998 「 Is there a cost effective way to produce high quality pork?」
, Reciprocal Meat Conference Proceedings, Vol. 51。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ れ ら の 形 質 の ア ッ セ イ 方 法 は 一 般 的 に 、 1） 動 物 由 来 の 生 物 学 的 サ ン プ ル を 取 得 す る
ス テ ッ プ ； お よ び 2)ス テ ッ プ 1)で 取 得 し た ゲ ノ ム DNAま た は タ ン パ ク 質 を 分 析 し て 、 ど の
対 立 遺 伝 子 が 存 在 す る か を 決 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 ハ プ ロ タ イ プ デ ー タ 、 こ れ は 一 連 の
連 鎖 多 型 を 選 別 ま た は 同 定 プ ロ ト コ ー ル に お い て 組 み 合 わ せ て こ れ ら の マ ー カ ー の そ れ ぞ
れ の 有 益 性 を 最 大 に す る こ と を 可 能 に す る も の で あ る が 、 こ う し た ハ プ ロ タ イ プ デ ー タ が
使 用 さ れ て も よ く 、 こ れ は 本 発 明 に よ っ て 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 幾 つ か の 多 型 は そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 組 成 の 変 化 を 含 み 得 る し 、 ま た は こ の
変 化 の 存 在 を 示 し て い る と 考 え ら れ る の で 、 ア ッ セ イ 方 法 は 本 発 明 の 主 効 果 遺 伝 子 の タ ン
パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 組 成 を 確 認 す る こ と を 更 に 含 み 得 る 。 こ の タ イ プ の 方 法 つ ま り 精 製 お よ
び 分 析 方 法 は 、 典 型 的 に は 、 タ ン パ ク 質 の 抗 体 に よ る 蛍 光 タ グ 付 け 、 タ ン パ ク 質 の 分 離 お
よ び 精 製 （ す な わ ち 逆 相 HPLC系 に よ る ） 、 な ら び に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 同 定 す る た め
の 自 動 化 タ ン パ ク 質 シ ー ケ ン サ ー の 使 用 、 を 含 ん で な る 手 法 を 介 し た タ ン パ ク 質 の 単 離 を
含 む 。 こ の ア ッ セ イ 用 の プ ロ ト コ ー ル は 当 業 界 で 標 準 的 か つ 公 知 で あ り 、 Ausubelら (編 集
), Short Protocols in Molecular Biology,第 4版 （ John Wiley & Sons 1999） に 開 示 さ
れ る 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 成 長 、 肥 満 お よ び 肉 質 に つ い て の 遺 伝 マ ー カ ー を 同 定 す る
方 法 を 含 む 。 い っ た ん 主 効 果 遺 伝 子 が 同 定 さ れ れ ば 、 同 遺 伝 子 、 対 立 遺 伝 子 、 ま た は 主 効
果 遺 伝 子 と 有 効 な 連 鎖 不 平 衡 に あ る 配 列 中 に 存 在 す る 別 の 変 異 を 使 用 し て 、 こ れ ら の 形 質
に 対 す る 同 様 の 効 果 を 過 度 の 実 験 を す る こ と な く 同 定 し 得 る と 予 想 さ れ る 。 い っ た ん 主 効
果 遺 伝 子 が 発 見 さ れ る と 、 他 の そ の よ う な 遺 伝 的 変 異 の 同 定 は 、 当 業 者 に 周 知 の パ ラ メ ー
タ ー の 普 通 以 上 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 最 適 化 に 相 当 し 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る も の で
あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 以 下 の 用 語 を 用 い て 2つ 以 上 の 核 酸 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 配 列 の 関 係 を 記 載 す る
： (a)「 参 照 配 列 」 、 (b)「 比 較 ウ ィ ン ド ウ 」 、 (c)「 配 列 同 一 性 」 、 (d)「 配 列 同 一 性 ％ 」
お よ び (e)「 実 質 同 一 性 」 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 (a)本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 参 照 配 列 」 は 、 配 列 比 較 の た め の 基 礎 と し て 使 用 さ れ る 規
定 の 配 列 （ こ の 場 合 は 参 照 配 列 ） で あ る 。 参 照 配 列 は 特 定 さ れ た 配 列 の サ ブ セ ッ ト ま た は
全 体 で あ っ て よ く 、 例 え ば 全 長 cDNAま た は 遺 伝 子 配 列 の セ グ メ ン ト 、 あ る い は 完 全 な cDNA
ま た は 遺 伝 子 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 (b)本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 比 較 ウ ィ ン ド ウ 」 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 特 定 さ れ た
連 続 す る セ グ メ ン ト へ の 言 及 を 含 む 。 こ こ で 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 参 照 配 列 と 比 較 さ
れ て も よ く 、 ま た 比 較 ウ ィ ン ド ウ 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 は 、 2つ の 配 列 の 最 適
な ア ラ イ メ ン ト の た め に 参 照 配 列 （ 付 加 ま た は 欠 失 を 含 ま な い ） と 比 較 し て 付 加 ま た は 欠
失 （ す な わ ち ギ ャ ッ プ ） を 含 ん で も よ い 。 一 般 的 に 、 比 較 ウ ィ ン ド ウ は 少 な く と も 20個 連
続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ り 、 場 合 に よ り 30、 40、 50、 100ま た は そ れ 以 上 で あ り 得
る 。 当 業 者 に は 理 解 さ れ る よ う に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ギ ャ ッ プ を 加 え た こ と に 起 因
す る 参 照 配 列 と の 高 い 類 似 性 を 回 避 す る た め に 、 典 型 的 に は ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ が 導 入 さ
れ て 、 マ ッ チ し た 数 か ら 差 し 引 か れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 比 較 の た め の 配 列 ア ラ イ メ ン ト 方 法 は 当 業 界 で 周 知 で あ る 。 比 較 の た め の 配 列 の 最 適 ア
ラ イ メ ン ト は 下 記 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 行 う こ と が で き る 。 す な わ ち 、 Smithお よ び Waterma
nの 局 部 的 相 同 性 ア ル ゴ リ ズ ム （ Adv. Appl. Math. 2:482 (1981)） ； Needlemanお よ び Wun
schの 相 同 性 ア ラ イ メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム （ J. Mol. Biol. 48:443 (1970)） ； Pearsonお よ
び Lipmanの 類 似 性 検 索 方 法 （ J. Mol. Biol. 48:443 (1970)） ； こ れ ら の ア ル ゴ リ ズ ム の
コ ン ピ ュ ー タ ー に よ る 実 行 （ 例 え ば Intelligenetics(Mountain View, California)に よ る
PC/Geneプ ロ グ ラ ム 中 の CLUSTAL； Wisconsin Genetics Software Package中 の GAP、 BESTFI
T、 BLAST、 FASTAお よ び TFASTA（ Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Dr., Mad
ison, Wisconsin, USA） が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 、 上 記 CLUSTALプ ロ グ ラ ム
は 、 Higginsお よ び Sharp（ Gene 73:237-244 (1988)） 、 Higginsお よ び Sharp（ CABIOS 5:1
51-153 (1989)） 、 Corpetら （ Nucleic Acids Research 16:10881-90 (1988)） 、 Huangら
（ Computer Applications in the Biosciences 8:155-65 (1992)） 、 な ら び に Pearsonら
（ Methods in Molecular Biology 24:307-331 (1994)） に よ っ て 十 分 に 記 載 さ れ て い る 。
デ ー タ ベ ー ス 類 似 性 検 索 に 使 用 す る こ と が で き る BLASTフ ァ ミ リ ー の プ ロ グ ラ ム に は 以 下
の も の が 含 ま れ る ： ヌ ク レ オ チ ド 照 会 配 列 対 ヌ ク レ オ チ ド デ ー タ ベ ー ス 配 列 用 の BLASTN；
ヌ ク レ オ チ ド 照 会 配 列 対 タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス 配 列 用 の BLASTX； タ ン パ ク 質 照 会 配 列 対
タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス 配 列 用 の BLASTP； タ ン パ ク 質 照 会 配 列 対 ヌ ク レ オ チ ド デ ー タ ベ ー
ス 配 列 用 の TBLASTN； お よ び ヌ ク レ オ チ ド 照 会 配 列 対 ヌ ク レ オ チ ド デ ー タ ベ ー ス 配 列 用 の T
BLASTX。 Current Protocols in Molecular Biology, 19章 , Ausubelら 編 , Greene Publis
hing and Wiley-Interscience, New York (1995)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 特 に 明 記 し な い 限 り 、 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 配 列 同 一 性 /類 似 性 の 値 は 、 BLAST 2.0プ ロ
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グ ラ ム パ ッ ケ ー ジ ソ フ ト （ デ フ ォ ル ト の パ ラ メ ー タ ー を 用 い る ） を 用 い て 得 ら れ る 値 を 指
す （ Altschulら , Nucleic Acids Res. 25:3389-3402 (1997)） 。 BLAST分 析 を 実 行 す る た
め の ソ フ ト ウ ェ ア は 、 例 え ば National Center for Biotechnology-Information (http://
www.hcbi.nlm.nih.gov/)を 介 し て 公 共 的 に 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ の ア ル ゴ リ ズ ム は 、 照 会 配 列 中 の 長 さ Wの 短 い 文 字 列 （ word） を 同 定 す る こ と に よ っ
て 、 デ ー タ ベ ー ス 配 列 中 の 同 一 の 長 さ の 文 字 列 と ア ラ イ メ ン ト さ せ た と き に 、 あ る 正 の 数
の 閾 値 ス コ ア Tと 一 致 す る か ま た は こ れ を 満 た す ハ イ ・ ス コ ア リ ン グ ・ シ ー ケ ン ス ・ ペ ア
（ high scoring sequence pairs: HSP） を 最 初 に 同 定 す る こ と を 含 む 。 Tは 文 字 列 ス コ ア
閾 値 （ neighborhood word score threshold） と 称 す る （ Altschulら 、 前 掲 ） 。 こ れ ら の
最 初 の 文 字 列 ヒ ッ ト は 、 こ れ ら を 含 む よ り 長 い HSPを 見 出 す 検 索 を 開 始 す る た め の 種 （ see
d） と し て 働 く 。 続 い て 、 文 字 列 ヒ ッ ト を 、 累 積 ア ラ イ メ ン ト ス コ ア が 増 加 し 得 る 所 ま で
各 配 列 に 沿 っ て 両 方 向 に 延 長 さ せ る 。 累 積 ス コ ア は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に つ い て は 、 パ ラ
メ ー タ ー M（ 一 致 す る 残 基 の ペ ア に つ い て の 報 酬 ス コ ア ； 常 に 0よ り 大 き い ） と N（ 不 一 致
の 残 基 に つ い て の ペ ナ ル テ ィ ス コ ア ； 常 に 0よ り 小 さ い ） を 用 い て 算 出 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸
配 列 に つ い て は 、 ス コ ア マ ト リ ッ ク ス を 用 い て 累 積 ス コ ア を 算 出 す る 。 各 方 向 で の 文 字 列
ヒ ッ ト の 延 長 は 次 の 場 合 に 中 止 す る 。 す な わ ち 、 累 積 ア ラ イ メ ン ト ス コ ア が そ の 獲 得 し た
最 大 値 か ら 量 Xだ け 減 少 す る 場 合 、 累 積 ス コ ア が 1以 上 の 負 の ス コ ア リ ン グ 残 基 ア ラ イ メ ン
ト の 蓄 積 に 起 因 し て 0以 下 に な る 場 合 、 ま た は い ず れ か 一 方 の 配 列 の 末 端 に 達 す る 場 合 で
あ る 。 BLASTア ル ゴ リ ズ ム の パ ラ メ ー タ ー W、 Tお よ び Xは ア ラ イ メ ン ト の 感 度 と 速 度 を 決 定
す る 。 BLASTNア ル ゴ リ ズ ム （ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 用 ） は デ フ ォ ル ト と し て ワ ー ド 長 （ W） 11
、 期 待 値 （ E） 10、 カ ッ ト オ フ 100、 M=5、 N=－ 4、 お よ び 両 鎖 の 比 較 を 用 い る 。 ア ミ ノ 酸 配
列 用 の BLASTPプ ロ グ ラ ム は デ フ ォ ル ト と し て ワ ー ド 長 （ W） 3、 期 待 値 （ E） 10、 お よ び BLO
SUM62ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス （ Henikoff & Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 89:10915） を 用 い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 配 列 同 一 性 ％ を 算 出 す る こ と に 加 え て 、 BLASTア ル ゴ リ ズ ム は 2つ の 配 列 間 の 類 似 性 の 統
計 学 的 分 析 も 行 う （ 例 え ば Karlin & Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-57
87 (1993)を 参 照 の こ と ） 。 BLASTア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 提 供 さ れ る 類 似 性 の 1つ の 尺 度 は
最 小 合 計 確 率 （ P(N)） で あ り 、 こ れ は 2つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 間 で の
一 致 が 偶 然 に 生 じ る 確 率 の 示 度 を 与 え る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 BLAST検 索 は タ ン パ ク 質 を ラ ン ダ ム な 配 列 と し て モ デ ル 化 し 得 る と 仮 定 す る 。 し か し 、
多 く の 現 実 の タ ン パ ク 質 は 、 ホ モ ポ リ マ ー ・ ト ラ ク ト （ homopolymeric tract） 、 短 周 期
反 復 配 列 （ short-period repeats） 、 ま た は 1個 も し く は 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 で 富 化 さ れ た
領 域 で あ り 得 る 非 ラ ン ダ ム 配 列 の 領 域 を 含 む 。 こ の よ う な 複 雑 度 の 低 い 領 域 は 、 た と え そ
の タ ン パ ク 質 の 他 の 領 域 が ま っ た く 似 通 っ て い な く て も 、 無 関 係 な タ ン パ ク 質 同 士 で ア ラ
イ メ ン ト す る こ と が で き る 。 い く つ か の 低 複 雑 度 フ ィ ル タ ー プ ロ グ ラ ム を 用 い る と 、 そ の
よ う な 低 複 雑 度 ア ラ イ メ ン ト を 減 少 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば SEG（ Wootenお よ び F
ederhen, Comput. Chem., 17:149-163 (1993)） お よ び XNU（ Claverieお よ び States, Comp
ut. Chem., 17:191-201 (1993)） 低 複 雑 度 フ ィ ル タ ー を 単 独 で 、 あ る い は 組 み 合 わ せ て 使
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 (c)本 明 細 書 で 用 い ら れ る 2つ の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に お け る 「 配 列 同 一 性 」 あ
る い は 「 同 一 性 」 は 、 特 定 さ れ た 比 較 ウ ィ ン ド ウ 上 で 最 も 一 致 す る よ う に ア ラ イ メ ン ト さ
せ た と き に 同 一 と な る 、 2つ の 配 列 中 の 残 基 を 指 す こ と を 含 む 。 配 列 同 一 性 ％ が タ ン パ ク
質 に 関 し て 使 用 さ れ る 場 合 、 同 一 で な い 残 基 の 位 置 が 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 （ ア ミ ノ 酸 残 基
が 類 似 の 化 学 的 特 性 （ 例 え ば 電 荷 ま た は 疎 水 性 ） を 有 す る 別 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 さ れ 、
そ の 結 果 、 分 子 の 機 能 的 特 性 が 変 化 し な い ） に よ っ て し ば し ば 異 な る こ と が 認 め ら れ る 。
配 列 が 保 存 的 置 換 で 異 な る 場 合 、 配 列 同 一 性 ％ は 置 換 の 保 存 的 性 質 に つ い て 訂 正 す る た め
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に 上 方 修 正 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 保 存 的 置 換 に よ っ て 相 違 す る 配 列 は 「 配 列 類 似 性 」 ま た
は 「 類 似 性 」 を 有 す る と 言 わ れ て い る 。 こ の 修 正 を 行 う 方 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 典 型
的 に は 、 こ れ は 保 存 的 置 換 を 完 全 ミ ス マ ッ チ で は な く 部 分 的 ミ ス マ ッ チ と し て ス コ ア リ ン
グ す る こ と を 含 み 、 そ れ に よ り 、 配 列 同 一 性 ％ が 増 加 さ れ る 。 し た が っ て 、 例 え ば 同 一 の
ア ミ ノ 酸 に ス コ ア 1が 与 え ら れ 、 非 保 存 的 置 換 に ス コ ア 0が 与 え ら れ る 場 合 に は 、 保 存 的 置
換 に 0と 1の 間 の ス コ ア が 与 え ら れ る 。 保 存 的 置 換 の ス コ ア リ ン グ は 、 例 え ば プ ロ グ ラ ム PC
/GENE(Intelligenetics, Mountain View, California, USA)に お い て 実 行 さ れ る Meyersお
よ び Millerの ア ル ゴ リ ズ ム （ Computer Applic. Biol. Sci., 4:11-17 (1988)） に 従 っ て
算 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 (d)本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 配 列 同 一 性 ％ 」 は 、 比 較 ウ ィ ン ド ウ 上 で 最 適 に ア ラ イ メ ン
ト さ れ た 2つ の 配 列 を 比 較 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ た 値 を 意 味 し 、 こ こ で 、 比 較 ウ ィ ン
ド ウ 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 は 、 2つ の 配 列 の 最 適 ア ラ イ メ ン ト の た め に 、 参 照
配 列 （ 付 加 ま た は 欠 失 を 含 ま な い ） と 比 較 し て 付 加 ま た は 欠 失 （ す な わ ち ギ ャ ッ プ ） を 含
み 得 る 。 配 列 同 一 性 ％ を 算 出 す る に は 、 両 方 の 配 列 中 に 存 在 し て い る 同 一 の 核 酸 塩 基 ま た
は ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 数 を 数 え て 一 致 す る 位 置 数 を 決 定 し 、 一 致 す る 位 置 数 を 比 較 ウ ィ ン
ド ウ 中 の 位 置 の 総 数 で 割 算 し 、 得 ら れ た 数 値 に 100を 掛 け 算 し て 配 列 同 一 性 ％ を 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 (e)(I)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 「 実 質 同 一 性 」 と い う 用 語 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 記
載 さ れ る ア ラ イ メ ン ト プ ロ グ ラ ム （ 標 準 パ ラ メ ー タ ー を 用 い る ） の 一 つ を 用 い て 参 照 配 列
と 比 較 し て 、 少 な く と も 70％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 80％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90
％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 95％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 む こ と を 意 味 す る 。 当
業 者 で あ れ ば 理 解 さ れ る よ う に 、 コ ド ン の 縮 重 、 ア ミ ノ 酸 の 類 似 性 、 読 み 枠 の 位 置 決 定 等
を 考 慮 す る こ と に よ っ て こ れ ら の 値 を 適 切 に 調 整 し て 、 2つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ
ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 対 応 す る 同 一 性 を 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の 目 的 の た め に 、 ア
ミ ノ 酸 配 列 の 実 質 同 一 性 は 通 常 、 少 な く と も 60％ 、 ま た は 好 ま し く は 少 な く と も 70％ 、 80
％ 、 90％ 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 95％ の 配 列 同 一 性 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ れ ら の プ ロ グ ラ ム お よ び ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 多 型 と 標 的 遺 伝
子 中 の 特 定 の 多 型 と の 類 似 性 を 確 か め る こ と が で き る 。 こ の 多 型 が 他 の 動 物 に も 存 在 し 、
本 明 細 書 に 開 示 し た も の 以 外 の 他 の 動 物 に お け る 該 多 型 の 使 用 に は 、 本 明 細 書 の 教 示 を 用
い た ル ー チ ン な パ ラ メ ー タ ー 最 適 化 の み が 必 要 で あ る と 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 代 替 DNAマ ー カ ー の 特 定 の 対 立 遺 伝 子 と 、 特 定 の 遺 伝 子 （ 例 え ば 本 明 細 書 で 議 論 さ れ る
遺 伝 子 ） と 関 連 す る こ と が 知 ら れ て い る DNAマ ー カ ー の 対 立 遺 伝 子 （ こ れ ら は 以 前 に 特 定
の 形 質 と 関 連 す る こ と が 示 さ れ て い る ） と の 間 の 関 連 性 を 確 立 す る こ と も 可 能 で あ る 。 し
た が っ て 、 こ の 場 合 に 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 一 方 ま た は 両 方 を 利 用 し て 、 少 な く と も 短 期 間
で 、 望 ま し い 形 質 を 発 現 し そ う な 動 物 を 選 択 す る こ と は 可 能 で あ ろ う し 、 あ る い は ま た 、
代 替 染 色 体 マ ー カ ー の 特 定 の 対 立 遺 伝 子 の 選 別 を 介 し て 関 連 マ ー カ ー の 特 定 の 対 立 遺 伝 子
を 選 別 す る こ と に よ っ て 、 間 接 的 に 、 あ ま り 望 ま し く な い 形 質 を 発 現 し そ う な 動 物 に 対 比
し て 選 抜 す る こ と が 可 能 で あ ろ う 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 遺 伝 マ ー カ ー 」 と い う 用 語 は
、 多 型 と 関 連 し た タ ン パ ク 質 変 化 を ア ッ セ イ す る 任 意 の 手 段 に よ っ て 明 ら か に さ れ た ヌ ク
レ オ チ ド 多 型 （ た と え そ れ ら が 同 一 の 染 色 体 領 域 中 の 連 結 さ れ た 遺 伝 マ ー カ ー で あ る と し
て も ） の み な ら ず 、 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト の 使 用 、 あ る い は マ ー カ ー お よ び 動 物 の 形 質 に 影
響 を 与 え る た め の 該 マ ー カ ー の 使 用 に よ っ て 示 さ れ た 原 因 タ ン パ ク 質 変 化 を ア ッ セ イ す る
別 の 手 段 に よ っ て さ え も 明 ら か に さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 多 型 を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 特 定 の 多 型 は 、 し ば し ば 特 定 の 制 限 酵 素 の 名 称 に よ っ て
呼 称 さ れ る 。 こ れ は 、 そ の 部 位 を 同 定 し 得 る 唯 一 の 方 法 が そ の 制 限 酵 素 の 使 用 に よ っ て 行
わ れ る こ と を 意 味 す る も の で は な い 。 特 定 の 多 型 の 同 定 に 使 用 す る こ と が で き る 他 の 制 限
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酵 素 を 同 定 す る た め に 、 当 業 者 が 利 用 可 能 な 非 常 に 多 く の デ ー タ ベ ー ス お よ び 供 給 源 が 存
在 し 、 例 え ば http://darwin.bio.geneseo.eduは 、 配 列 の 解 析 の 際 の 制 限 酵 素 お よ び 同 定
さ れ る べ き 多 型 を 与 え る こ と が で き る 。 実 際 に 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う に 、 同 一 の 遺
伝 子 ま た は タ ン パ ク 質 の 選 択 的 形 態 を ア ッ セ イ す る た め の 、 制 限 酵 素 を 含 ま な く て も よ い
代 替 方 法 を 用 い て 、 特 定 の 多 型 ま た は 対 立 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 が 多 数 存 在 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は 、 開 示 さ れ る 配 列 お よ び 保 存 的 に 改 変 さ れ た そ の 変 異 体 の 全 て を 包 含 す る も の
で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 用 語 PKIG、 MMP9、 PTPN1、 ATP9A、 CYP24A1、 DOK5、 MC3R、 A
URKA、 SPO11、 RAE1、 PCK1、 RAB22A、 GNAS、 CTSZお よ び PPP1R3Dは 、 こ れ ら の 保 存 的 に 改 変
さ れ た 変 異 体 を 含 む も の と 解 釈 す べ き で あ る 。 「 保 存 的 に 改 変 さ れ た 変 異 体 」 と い う 用 語
は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 と 核 酸 配 列 の 両 方 に 当 て は ま る 。 特 定 の 核 酸 配 列 に 関 し て 、 保 存 的 に 改
変 さ れ た 変 異 体 は 、 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 保 存 的 に 改 変 さ れ た そ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変
異 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 指 す 。 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 に よ り 、 非 常 に 多 く の 機 能 的 に 同 一 の
核 酸 が 特 定 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 例 え ば 、 コ ド ン GCA、 GCC、 GCGお よ び GCUは 全 て ア
ミ ノ 酸 の ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 。 し た が っ て 、 あ る コ ド ン に よ っ て 特 定 さ れ る ア ラ ニ ン の
ど の 位 置 に お い て も 、 そ の コ ド ン を 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 変 え る こ と な く 、 記 載
さ れ る 対 応 コ ド ン の い ず れ か に 変 え る こ と が で き る 。 こ の よ う な 核 酸 変 異 は 「 サ イ レ ン ト
変 異 」 で あ り 、 保 存 的 に 改 変 さ れ た 変 異 体 の 一 種 を 表 す 。 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 本 明
細 書 中 の 核 酸 配 列 は ど れ も 、 遺 伝 子 コ ー ド を 参 照 し て 、 そ の 核 酸 の あ ら ゆ る 可 能 な サ イ レ
ン ト 変 異 を も 記 載 す る も の と す る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 核 酸 中 の 各 コ ド ン （ AUG（ 通 常 は メ
チ オ ニ ン の 唯 一 の コ ド ン で あ る ） お よ び UGG（ 通 常 は ト リ プ ト フ ァ ン の 唯 一 の コ ド ン で あ
る ） を 除 く ） を 改 変 し て 機 能 的 に 同 一 の 分 子 を 取 得 し う る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。 し た
が っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 各 サ イ レ ン ト 変 異 は 、 記 載 さ れ る 各 ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 に 潜 在 的 に 含 ま れ て お り 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ る よ う に 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド
ま た は タ ン パ ク 質 配 列 に 対 す る 個 々 の 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 （ コ ー ド 配 列 中 の 単 一 の ア ミ
ノ 酸 ま た は わ ず か な 割 合 の ア ミ ノ 酸 を 変 化 、 付 加 ま た は 欠 失 さ せ る ） は 、 「 保 存 的 に 改 変
さ れ た 変 異 」 で あ り 、 こ の 場 合 に は 該 改 変 が あ る ア ミ ノ 酸 の 化 学 的 に 類 似 す る ア ミ ノ 酸 に
よ る 置 換 を も た ら す 。 し た が っ て 、 1～ 15か ら な る 整 数 の 群 か ら 選 択 さ れ る 任 意 の 数 の ア
ミ ノ 酸 残 基 を そ の よ う に 改 変 す る こ と が で き る 。 こ う し て 、 例 え ば 1、 2、 3、 4、 5、 7ま た
は 10個 の 改 変 を 行 う こ と が で き る 。 一 般 的 に は 、 保 存 的 に 改 変 さ れ た 変 異 体 は 、 そ れ ら が
由 来 す る 未 改 変 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 類 似 す る 生 物 学 的 活 性 を 与 え る 。 例 え ば 、 基 質 特 異
性 、 酵 素 活 性 、 ま た は リ ガ ン ド /レ セ プ タ ー 結 合 性 は 一 般 的 に 、 そ の 天 然 の 基 質 に 対 し て
天 然 タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 30％ 、 40％ 、 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ ま た は 90％ で あ る 。 機
能 的 に 類 似 の ア ミ ノ 酸 を 提 供 す る 保 存 的 置 換 表 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 の 保 存 的 置 換 に は 、 例 え ば 以 下 の 群 に 属 す る ア ミ ノ 酸 が 含 ま れ る
： (1)非 極 性 ア ミ ノ 酸 （ Gly、 Ala、 Val、 Leuお よ び Ile） ； (2)極 性 の 中 性 ア ミ ノ 酸 （ Cys、
Met、 Ser、 Thr、 Asnお よ び Gln） ； (3)極 性 の 酸 性 ア ミ ノ 酸 （ Aspお よ び Glu） ； (4)極 性 の
塩 基 性 ア ミ ノ 酸 （ Lys、 Argお よ び His） ； な ら び に (5)芳 香 族 ア ミ ノ 酸 （ Phe、 Trp、 Tyrお
よ び His） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 置 換 の 中 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 特 性 ま た は 性 質 を 実 質 的 に 変 化 さ せ る
程 度 に そ の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 変 化 さ せ な い 置 換 も あ る こ と が 理 解 さ れ よ う 。 「 保 存 的
置 換 」 は 、 あ る ア ミ ノ 酸 が 同 様 の 性 質 を 有 す る 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ る も の で あ り 、 そ
の 結 果 、 ペ プ チ ド 化 学 の 当 業 者 は ポ リ ペ プ チ ド の 二 次 構 造 お よ び ハ イ ド ロ パ シ ー 性 が 実 質
的 に 変 化 し な い こ と を 予 期 し う る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 構 造
を 改 変 し て も よ く 、 そ れ で も な お 、 所 望 の 特 性 、 例 え ば 肉 質 /成 長 な ど の 特 性 を 有 す る ポ
リ ペ プ チ ド 変 異 体 ま た は 誘 導 体 を コ ー ド す る 機 能 的 な 分 子 が 得 ら れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド の ア
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ミ ノ 酸 配 列 を 改 変 し て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 同 等 物 、 ま た は 変 異 体 も し く は 一 部 を 作 製
す る こ と が 望 ま れ る 場 合 、 当 業 者 は 一 般 的 に 、 表 1（ 下 記 を 参 照 ） に 従 っ て コ ー ド DNA配 列
の コ ド ン の 1個 以 上 を 変 え る で あ ろ う 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 構 造 に お い て 、 認 め う る ほ ど
の 活 性 の 低 下 を 伴 わ ず に 特 定 の ア ミ ノ 酸 を 別 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 し 得 る 。 タ ン パ ク 質 の 生 物
学 的 機 能 活 性 を 規 定 す る の は タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 能 お よ び 性 質 で あ る た め 、 タ ン パ ク 質
配 列 （ そ し て も ち ろ ん そ の 基 礎 と な る DNAコ ー ド 配 列 ） に お い て 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 置 換
を 行 う こ と が で き 、 そ れ に も 関 わ ら ず 同 様 の 特 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 得 る こ と が で き る
。 し た が っ て 、 開 示 さ れ た 組 成 の ペ プ チ ド 配 列 、 ま た は 該 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 対 応 の DN
A配 列 に お い て 、 そ の 生 物 学 的 な 有 用 性 ま た は 活 性 の 認 め う る ほ ど の 低 下 を 伴 わ ず に 、 様
々 な 変 化 を な し 得 る と 考 え ら れ る 。 縮 重 コ ド ン と は 、 同 一 の ア ミ ノ 酸 を 指 定 す る た め に 異
な る 3文 字 の コ ド ン が 用 い ら れ る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 そ れ ぞ れ の 特 定 の ア ミ ノ 酸 を
コ ー ド す る た め に 以 下 の RNAコ ド ン （ そ れ ゆ え に Uが Tで 置 換 さ れ た 対 応 の DNAコ ド ン ） を 交
換 可 能 に 用 い る こ と が で き る こ と は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る ：
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 は 、 動 物 に お い て 経 済 的 に 価 値 の あ る 形 質 の 遺 伝 マ ー カ ー に 関 す る
。 こ の マ ー カ ー は 、 成 長 お よ び /ま た は 肉 質 と 顕 著 に 関 連 し た 多 型 変 異 ま た は 対 立 遺 伝 子
を 表 し 、 そ の た め 所 望 の 形 質 を も た ら す 可 能 性 の あ る 動 物 を 決 定 す る た め の 動 物 の ス ク リ
ー ニ ン グ 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 マ ー カ ー 」 と い う 用 語 は 、 量 的 形 質
遺 伝 子 座 と 連 鎖 し 得 る 検 出 可 能 な 多 型 変 異 体 を 含 む も の と し 、 そ の た め QTLに お け る 特 定
の 形 質 を ア ッ セ イ す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 遺 伝 マ ー カ ー 、 な ら び に 特 定 の 品 種 、 系 統 、 集 団 ま た は 群 の 動 物
に お い て こ れ ら の マ ー カ ー を 同 定 す る 方 法 に 関 す る 。 そ の 結 果 、 動 物 は 所 望 の 食 肉 、 成 長
ま た は 肥 満 の 形 質 を も た ら す 可 能 性 が よ り 高 く な る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
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　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 遺 伝 的 解 析 に よ り 第 17染 色 体 に お け る 肉 質 、 肥 満 お よ び 成 長 形 質
と の 遺 伝 的 関 連 性 が 発 見 さ れ た 。 こ の 関 連 性 は 、 動 物 に お け る 有 利 な 肉 質 、 肥 満 お よ び 成
長 形 質 と 関 連 し た 、 相 当 な 効 果 サ イ ズ の 1以 上 の 染 色 体 領 域 /DNAセ グ メ ン ト ま た は 遺 伝 子
の 位 置 と し て 第 17染 色 体 を 同 定 す る 。 特 に 第 17染 色 体 は 有 利 な 肉 質 、 肥 満 お よ び 成 長 形 質
と 関 連 す る 少 な く と も 1つ の DNAセ グ メ ン ト ま た は 遺 伝 子 を 含 む も の と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 遺 伝 マ ー カ ー /多 型 と 肉 質 、 肥 満 お よ び 成 長 形 質 と の 関 連 性 の 知
見 は 、 次 の こ と を 示 し て い る 。 す な わ ち 、 所 与 の 集 団 の 平 均 を 超 え る 成 長 、 肥 満 ま た は 肉
質 の 測 定 可 能 な 指 標 （ indicia） の １ つ の 有 意 な 改 善 を 直 接 的 に も た ら す か 、 ま た は そ の
よ う な 改 善 を 与 え る 、 1以 上 の 肉 質 お よ び 成 長 形 質 の 染 色 体 領 域 /DNA断 片 あ る い は 肉 質 お
よ び 成 長 形 質 の 遺 伝 子 が 第 17染 色 体 上 に 存 在 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 し た が っ て 、 第 17染 色 体 に お け る 成 長 、 肥 満 ま た は 肉 質 と の 有 意 な 関 連 性 に よ っ て 証 明
さ れ る よ う な 、 第 17染 色 体 上 の 1以 上 の 成 長 、 肥 満 、 ま た は 肉 質 に 関 連 し た 遺 伝 子 の 発 見
は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 遺 伝 解 析 法 の た め の 基 礎 を 提 供 し 、 こ の よ う な 遺 伝 解 析 法 に は
、 肉 質 、 肥 満 お よ び 成 長 形 質 と 関 連 す る 対 立 遺 伝 子 の 同 定 方 法 ； 動 物 を そ の 肉 質 ま た は 成
長 形 質 に 基 づ い て 選 別 す る 使 用 可 能 な 遺 伝 マ ー カ ー の 決 定 方 法 ； 成 長 、 肥 満 ま た は 肉 質 形
質 の 性 向 に つ い て の 動 物 の 同 定 方 法 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】

　 肉 成 長 ま た は 肉 質 形 質 と 関 連 す る 遺 伝 マ ー カ ー が 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 。 こ の マ ー カ ー
は ブ タ の 第 17染 色 体 上 に 位 置 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 PKIG、 MMP9、 PTPN1、 ATP9A、 CY
P24A1、 DOK5、 MC3R、 AURKA、 SPO11、 RAE1、 PCK1、 RAB22A、 GNAS、 CTSZお よ び PPP1R3Dで 見
出 さ れ た 遺 伝 マ ー カ ー は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 形 質 の SSC17 QTLピ ー ク の 下 に マ ッ ピ ン
グ さ れ た 。 こ れ ら の マ ー カ ー は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る か ま た は 当 業 者 に 公 知 の 連 鎖 不 平
衡 あ る い は 関 連 性 評 価 方 法 を 介 し て 同 定 す る こ と が で き 、 そ の よ う な 評 価 方 法 で 試 験 し た
と き に 、 染 色 体 領 域 /DNAセ グ メ ン ト も し く は 遺 伝 子 と の 連 鎖 不 平 衡 、 ま た は 成 長 、 肥 満 も
し く は 肉 質 と の 関 連 性 、 を 表 す ス コ ア あ る い は 結 果 を 与 え る 。 遺 伝 マ ー カ ー は 、 別 個 の マ
ー カ ー と し て 成 長 も し く は 肉 質 と 関 連 し て お り 、 か つ /ま た は ハ プ ロ タ イ プ の よ う に 組 み
合 わ せ で 成 長 も し く は 肉 質 と 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】

　 遺 伝 マ ー カ ー は 染 色 体 に お い て 特 定 可 能 な 位 置 を 有 す る DNAセ グ メ ン ト で あ る 。 遺 伝 マ
ー カ ー は 、 例 え ば 目 的 の DNA配 列 の 染 色 体 位 置 ま た は 遺 伝 子 座 を 突 き 止 め た り 、 ま た 被 験
者 が 特 定 の 形 質 を 有 す る 素 質 が あ る か ま た は 特 定 の 形 質 を 有 す る か を 決 定 し た り な ど 、 様
々 な 遺 伝 的 研 究 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 染 色 体 上 で 比 較 的 近 接 し て い る DNA配 列 は 一 緒 に 遺 伝 す る 傾 向 が あ る の で 、 集 団 の 世 代
を 通 し て 遺 伝 マ ー カ ー を 追 跡 し 、 そ の 遺 伝 を 目 的 の 別 の DNA配 列 の 遺 伝 と 比 較 す る こ と に
よ り 、 目 的 の DNA配 列 の 染 色 体 上 の 相 対 的 位 置 を 決 定 す る の に 有 用 な 情 報 を 得 る こ と が で
き る 。 そ の よ う な 遺 伝 的 研 究 に 特 に 有 用 な 遺 伝 マ ー カ ー は 多 型 性 の も の で あ る 。 か か る マ
ー カ ー は ま た 、 無 作 為 に 選 別 し た 動 物 が ヘ テ ロ 接 合 性 で あ る と い う 合 理 的 な 蓋 然 性 を 可 能
に す る の に 十 分 な レ ベ ル の ヘ テ ロ 接 合 性 を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 特 定 の DNA配 列 （ 例 え ば 遺 伝 子 ） の 異 型 の 出 現 を 多 型 と 称 す る 。 変 異 が 起 こ っ て い る DNA
セ グ メ ン ト の 領 域 を 多 型 領 域 ま た は 多 型 部 位 と 称 し て も よ い 。 多 型 領 域 は 、 1個 の 塩 基 （
一 塩 基 多 型 ま た は SNP） で あ っ て も よ い し （ 例 え ば 異 な る 対 立 遺 伝 子 に お け る よ う に 、 塩
基 の 正 体 が 異 な っ て い る ） 、 あ る い は 長 さ が 2個 以 上 の 塩 基 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 DNA
配 列 の 異 型 は 、 1塩 基 以 上 の 挿 入 ま た は 欠 失 、 繰 り 返 さ れ た 配 列 の 挿 入 、 配 列 の 逆 転 、 あ

10

20

30

40

50

(16) JP 2007-504841 A 2007.3.8

第 17染 色 体 に お け る 肉 質 、 肥 満 お よ び 成 長 形 質 と の 遺 伝 的 関 連 性

成 長 、 肥 満 ま た は 肉 質 形 質 と 関 連 す る 遺 伝 マ ー カ ー

ブ タ 第 17染 色 体 上 の 遺 伝 マ ー カ ー



る い は 1塩 基 の 異 な る 塩 基 へ の 変 換 に よ っ て 相 違 し 得 る 。 各 動 物 は 、 特 定 の 配 列 の 2つ の 異
な る 形 態 ま た は こ の 配 列 の 2つ の 同 一 の 形 態 を 保 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 特 定 の DNA配 列 の 多 型 間 の 差 異 は 様 々 な 方 法 で 検 出 し 得 る 。 例 え ば 、 多 型 が 制 限 酵 素 部
位 を 生 成 ま た は 欠 失 す る よ う な も の で あ る 場 合 、 そ の よ う な 差 異 は 特 定 の DNA配 列 を 認 識
す る 制 限 酵 素 を 使 用 す る こ と に よ っ て 追 跡 し 得 る 。 制 限 酵 素 は そ の 特 定 の 認 識 配 列 中 の 部
位 で DNAを 切 断 （ 消 化 ） し 、 DNA断 片 の 集 合 物 を 生 じ る 。 制 限 酵 素 に よ っ て 認 識 さ れ る 配 列
を 認 識 さ れ な い も の へ と 改 変 さ せ る 変 化 が DNA配 列 中 に 存 在 す る 場 合 に は 、 こ の 領 域 の 制
限 酵 素 消 化 に よ り 生 成 さ れ た DNA断 片 は 異 な る サ イ ズ の も の で あ ろ う 。 し た が っ て 、 所 与
の 領 域 に 由 来 す る 種 々 の 可 能 な 断 片 サ イ ズ は 、 こ の 領 域 に お け る DNAの 正 確 な 配 列 に 依 存
す る 。 生 成 さ れ た 断 片 の ば ら つ き は 「 制 限 断 片 長 多 型 」 （ RFLP） と 称 さ れ る 。 変 異 DNA配
列 を 反 映 す る 異 な る サ イ ズ の 断 片 を 視 覚 化 す る に は 、 消 化 し た DNAを そ の サ イ ズ に 従 っ て
ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 標 識 し た （ 例 え ば 放 射 性 標 識 し た 、 ま た は そ の 他 の 方 法 で 標
識 し た ） DNA「 プ ロ ー ブ 」 と ア ニ ー リ ン グ し て そ れ ぞ れ の 断 片 を 視 覚 化 す る こ と に よ り 行
う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 PCR-RFLPは 、 大 ま か に 言 っ て 、 研 究 対 象 の DNAを 取 得 し 、 該 DNAを 増 幅 し 、 制 限 エ ン ド ヌ
ク レ ア ー ゼ で 該 DNAを 消 化 し 、 生 じ た 断 片 を 分 離 し て 、 様 々 な 遺 伝 子 の 断 片 を 検 出 す る こ
と を 含 む 技 術 で あ る 。 PCR-RFLPの 使 用 は 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る 多 型 を 検 出 す る 好 適 な 方 法
で あ る 。 し か し 、 RFLP分 析 の 使 用 は 最 終 的 に 核 酸 分 子 に 沿 う 多 型 お よ び DNA制 限 部 位 に 依
存 す る た め 、 多 型 を 検 出 す る 別 の 方 法 を 用 い る こ と も で き 、 こ う し た 方 法 も 本 発 明 に お い
て 意 図 さ れ る 。 こ の よ う な 方 法 に は 、 多 型 遺 伝 子 産 物 を 分 析 し 、 遺 伝 子 産 物 中 に 生 じ た 差
異 を 検 出 す る こ と に よ っ て 多 型 を 検 出 す る 方 法 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 SNPマ ー カ ー は ま た 、 詳 細 マ ッ ピ ン グ お よ び 関 連 性 解 析 、 な ら び に 連 鎖 解 析 に お い て 使
用 す る こ と も で き る （ Kruglyak (1997) Nature Genetics 17:21-24を 参 照 ） 。 １ 個 の SNP
は 情 報 の 内 容 が 限 ら れ て い る が 、 SNP（ 約 100～ 300塩 基 ご と に 独 立 的 に 生 じ る ） の 組 合 せ
は イ ン フ ォ ー マ テ ィ ブ な ハ プ ロ タ イ プ を も た ら し う る 。 SNPデ ー タ ベ ー ス が 利 用 可 能 で あ
る 。 SNPを 決 定 す る た め の ア ッ セ イ 系 に は 次 の も の が 含 ま れ る 。 す な わ ち 、 標 識 さ れ た 増
幅 DNAを ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 合 成 ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ （ 例 え ば Lipshutzら (1999) Nature
 Genet. 21:2-24を 参 照 ） 、 一 塩 基 プ ラ イ マ ー 伸 長 法 （ Pastinenら (1997) Genome Res. 7:
606-614） 、 タ グ 付 け し た ビ ー ズ 上 で の 質 量 分 析 、 お よ び 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド が SNP対 立 遺 伝 子 の 位 置 で 切 断 ま た は 連 結 さ れ て 、 結 果 的 に 蛍 光 レ ポ ー タ ー 系 の 活
性 化 を 生 じ る 溶 液 ア ッ セ イ （ 例 え ば Landegrenら (1998) Genome Res. 8:769-776を 参 照 ）
。
【 ０ ０ ５ ７ 】

　 ブ タ の 第 17染 色 体 は 十 分 に 保 存 さ れ て い る （ ヒ ト の 第 20染 色 体 お よ び マ ウ ス の 第 2染 色
体 と 相 同 ） 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

　 2つ の 遺 伝 子 座 が 非 常 に 近 接 す る 場 合 、 こ れ ら の 間 で の 組 換 え は 非 常 に 稀 で あ り 、 2つ の
隣 接 す る 遺 伝 子 座 の 組 換 え 速 度 は 非 常 に 遅 い も の で あ り 得 る た め 、 多 く の 世 代 を 経 な い 限
り 観 察 す る こ と が で き な い 。 生 じ る 対 立 遺 伝 子 の 関 連 性 を 一 般 的 に は 連 鎖 不 平 衡 と 称 す る
。 連 鎖 不 平 衡 は 、 集 団 中 の 対 立 遺 伝 子 頻 度 か ら 期 待 さ れ る も の よ り も 多 い 頻 度 で 、 あ る 染
色 体 上 で 一 緒 に 観 察 さ れ る 2以 上 の 遺 伝 子 座 の 特 定 の 対 立 遺 伝 子 と し て 定 義 す る こ と が で
き る 。 連 鎖 不 平 衡 の 結 果 と し て 、 形 質 の 原 因 対 立 遺 伝 子 を 保 有 す る ハ プ ロ タ イ プ に 存 在 す
る 他 の 全 て の 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 も 、 形 質 陰 性 の 集 団 ま た は 無 作 為 の 対 照 集 団 に お け る 頻 度
と 比 較 し て 、 （ 形 質 の 原 因 対 立 遺 伝 子 が 、 影 響 を 受 け た ま た は 形 質 陽 性 の 集 団 で は 増 加 し
て い る よ う に ） 増 加 す る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 形 質 と 、 形 質 の 原 因 対 立 遺 伝 子 と 連 鎖 不
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平 衡 に あ る 任 意 の 対 立 遺 伝 子 と 、 の 関 連 性 は 、 染 色 体 の 特 定 領 域 に お け る 形 質 関 連 DNAセ
グ メ ン ト の 存 在 を 示 唆 す る の に 十 分 で あ ろ う 。 こ れ に 基 づ き 、 関 連 性 の 研 究 は 、 動 物 に お
け る 肉 質 お よ び 成 長 形 質 と 関 連 す る 対 立 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る
よ う な 、 位 置 決 め お よ び 発 見 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 マ ー カ ー 遺 伝 子 座 は 、 連 鎖 不 平 衡 が 遺 伝 子 座 間 に 存 在 す る た め に は 、 形 質 遺 伝 子 座 と し
っ か り と 連 鎖 し て い る 必 要 が あ る 。 特 に 、 遺 伝 子 座 は 、 認 め う る ほ ど の 連 鎖 不 平 衡 （ 関 連
性 研 究 に 有 用 で あ り 得 る ） を 有 す る よ う に 極 め て 接 近 し て 存 在 し な け れ ば な ら な い 。 関 連
性 研 究 は 、 隣 接 し た DNA変 異 体 が 歴 史 上 の 祖 先 に お い て 多 く の 世 代 に わ た っ て 保 持 さ れ る
こ と を 当 て に し た も の で あ り 、 し た が っ て 、 形 質 関 連 領 域 は 非 近 交 系 の 無 作 為 交 配 集 団 に
お い て は 理 論 的 に 小 さ く な る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 形 質 に 対 す る 遺 伝 的 寄 与 を 検 出 す る た め の 遺 伝 的 関 連 性 解 析 の 力 は 、 連 鎖 研 究 の 力 よ り
も 相 当 に 卓 越 し た も の で あ り 得 る 。 連 鎖 解 析 は 領 域 を 排 除 す る 力 ま た は わ ず か な 効 果 を 有
す る 遺 伝 子 座 を 検 出 す る 力 の 欠 如 に よ り 制 限 さ れ る こ と が あ る 。 関 連 性 の 試 験 は 連 鎖 解 析
に よ っ て は 検 出 し 得 な い 、 よ り 小 さ な 効 果 を 有 す る 遺 伝 子 座 を 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る
（ Rischお よ び Merikangas (1996) Science 273:1516-1517） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 関 連 性 研 究 の 目 的 は 、 表 現 形 質 と 関 連 し た 遺 伝 子 の 遺 伝 的 変 異 を 見 つ け 出 す た め に 使 用
す る 場 合 に は 、 表 現 型 と 相 関 す る 特 定 の 遺 伝 的 変 異 体 を 集 団 レ ベ ル で 同 定 す る こ と で あ る
。 集 団 レ ベ ル で の 関 連 性 は 、 遺 伝 子 ま た は DNAセ グ メ ン ト を 同 定 す る 方 法 に お い て 用 い る
こ と が で き る が 、 そ れ は 、 特 定 の マ ー カ ー が 形 質 の 基 礎 を 成 す 機 能 的 変 異 体 （ す な わ ち 、
特 定 の 形 質 を 引 き 起 こ す こ と に 直 接 関 与 す る 多 型 ） で あ る の か 、 ま た は 染 色 体 上 の 形 質 遺
伝 子 と 極 端 に 近 接 し て い る の か 、 の 指 標 を 提 供 す る か ら で あ る 。 表 現 形 質 と の 関 連 性 に つ
い て 解 析 さ れ る マ ー カ ー が 機 能 的 変 異 体 で あ る 場 合 に は 、 関 連 性 は そ の 遺 伝 子 型 が 表 現 型
に 及 ぼ す 直 接 的 な 影 響 の 結 果 で あ る 。 関 連 性 に つ い て 解 析 さ れ る マ ー カ ー が 特 徴 の な い マ
ー カ ー で あ る 場 合 に は 、 関 連 性 の 存 在 は そ の マ ー カ ー と 機 能 的 変 異 体 の 間 の 連 鎖 不 平 衡 の
結 果 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 連 鎖 不 平 衡 の 指 標 と し て 遺 伝 的 関 連 性 を 評 価 す る た め に 一 般 的 に 使 用 さ れ る 方 法 が い く
つ か あ り 、 こ れ に は 無 関 係 の 動 物 の 症 例 -対 照 (case-control)研 究 お よ び 家 系 対 照 (family
-based control)を 用 い た 方 法 が 含 ま れ る 。 症 例 -対 照 の 設 計 は 比 較 的 単 純 で あ る が 、 形 質
と 偽 関 連 （ す な わ ち 、 連 鎖 な し に 関 連 ） し て い る こ と が 判 明 す る DNA変 異 体 を 同 定 す る 傾
向 が 大 き い 。 偽 関 連 性 は 、 連 鎖 不 平 衡 に よ る の で は な く 、 研 究 集 団 の 構 造 に 起 因 し 得 る 。
し か し 、 そ の よ う な 偽 関 連 す る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 の 連 鎖 解 析 は 、 変 異 体 の 家 族 性 分 離 （ fa
milial segregation） が 存 在 し な い と 考 え ら れ る の で 、 有 意 な 連 鎖 の 証 拠 を 検 出 し な い で
あ ろ う 。 し た が っ て 、 マ ー カ ー 対 立 遺 伝 子 と 症 例 -対 照 研 究 に お い て 同 定 さ れ た 肉 質 、 肥
満 お よ び 成 長 形 質 と の 間 の 推 定 上 の 関 連 性 は 、 確 か で あ り う る 連 鎖 不 平 衡 の 結 論 を 出 す 前
に 、 マ ー カ ー と 疾 患 と の 連 関 の 証 拠 に つ い て 試 験 す べ き で あ る 。 標 準 的 な 症 例 -対 照 研 究
の 問 題 の 一 部 を 回 避 す る 関 連 性 試 験 は 、 影 響 を 受 け た 子 孫 に は 伝 達 さ れ な い 親 の 対 立 遺 伝
子 ま た は ハ プ ロ タ イ プ が 対 照 と し て 使 用 さ れ る 家 系 対 照 を 利 用 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 遺 伝 子 座 の 特 性 で あ る 遺 伝 的 連 鎖 と は 対 照 的 に 、 遺 伝 的 関 連 性 は 対 立 遺 伝 子 の 特 性 で あ
る 。 関 連 性 解 析 は 、 単 一 の 特 定 の 対 立 遺 伝 子 と （ 個 々 の 群 内 の 形 質 の み な ら ず ） 集 団 に わ
た る 形 質 と の 相 関 関 係 を 確 認 す る こ と を 含 む 。 し た が っ て 、 関 連 性 の 研 究 を 通 じ て 肉 質 、
成 長 ま た は 肥 満 に 関 連 す る 対 立 遺 伝 子 と 連 鎖 不 平 衡 に あ る こ と が 見 出 さ れ た 特 定 の 対 立 遺
伝 子 は 、 動 物 に お け る そ の 形 質 を 発 現 す る 素 質 ま た は 該 形 質 の 存 在 を 決 定 す る 方 法 の 基 礎
を 築 く こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 は 対 立 遺 伝 子 の 相 （ phase） の 決 定 を 含 ま な い と 考
え ら れ 、 し た が っ て 、 こ の 方 法 で 選 別 し 得 る 動 物 に 関 し て 制 限 さ れ な い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
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　 本 明 細 書 で は 、 動 物 を そ の 肉 質 ま た は 成 長 形 質 に 基 づ い て 同 定 し 、 選 択 す る の に 使 用 し
得 る 遺 伝 マ ー カ ー を 決 定 す る 方 法 も 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 肉 質 ま た は 成 長 形 質 と の 関 連
性 に つ い て 第 17染 色 体 上 の 多 型 マ ー カ ー を 試 験 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 試 験 は 、 多 型 マ ー カ
ー に 関 し て 動 物 由 来 の DNA（ お そ ら く 所 与 の 群 、 集 団 ま た は 種 に お け る 肉 質 ま た は 成 長 形
質 の 遺 伝 マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ る ） を 遺 伝 子 型 タ イ ピ ン グ す る こ と 、 お よ び 本 明 細 書 に
記 載 さ れ る 方 法 お よ び /ま た は 当 業 者 に 公 知 の 方 法 を 用 い て 肉 質 ま た は 成 長 形 質 と の 関 連
性 に つ い て 遺 伝 子 型 タ イ ピ ン グ デ ー タ を 分 析 す る こ と を 含 み う る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】

　 候 補 遺 伝 子 の ア プ ロ ー チ は 典 型 的 に は 、 生 物 学 的 プ ロ セ ス に 関 与 す る こ と が 想 定 し 得 る
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 選 択 す る た め の 基 礎 と し て 、 疾 患 の 生 物 学 的 プ ロ セ ス の
知 識 を 考 慮 に 入 れ る 。 例 え ば 血 圧 疾 患 の 妥 当 な 候 補 遺 伝 子 は レ ニ ン -ア ン ギ オ テ ン シ ン 系
に 関 与 す る タ ン パ ク 質 お よ び 酵 素 で あ り 得 る 。 候 補 遺 伝 子 は 、 候 補 遺 伝 子 領 域 中 の マ ー カ
ー の 連 鎖 お よ び /ま た は 関 連 性 研 究 に よ っ て 、 可 能 性 の あ る 疾 患 遺 伝 子 と し て 遺 伝 的 に 評
価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】

　 肉 質 、 肥 満 お よ び /ま た は 成 長 の 候 補 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 は 、 肉 質 、 肥 満 も し く は 成
長 に お け る 1以 上 の 現 象 に 関 係 す る 特 性 を 1つ 以 上 有 す る 産 物 で あ る か ま た は 該 産 物 を コ ー
ド す る 第 17染 色 体 上 の 遺 伝 子 を 選 別 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 図 6は 第 17染 色 体 上 に 位 置 す る
多 く の 遺 伝 子 の リ ス ト を 提 供 す る 。 第 17染 色 体 に マ ッ ピ ン グ さ れ て い る 追 加 の 遺 伝 子 も 知
ら れ て い る 。 し た が っ て 、 第 17染 色 体 上 の 遺 伝 子 は 、 例 え ば 遺 伝 子 も し く は そ の 産 物 の 機
能 お よ び /ま た は 肉 質 と 成 長 に お け る そ れ ら の 出 現 も し く は 変 化 に 関 す る 知 識 に 基 づ い て
、 可 能 性 の あ る 候 補 遺 伝 子 と し て 評 価 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】

　 本 明 細 書 で 提 供 さ れ る 肉 質 お よ び 成 長 の 候 補 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 に お い て は 、 肉 質 お
よ び 成 長 の 1以 上 の 現 象 に 関 係 す る 特 性 を 有 す る 産 物 で あ る か ま た は こ れ を コ ー ド す る 第 1
7染 色 体 上 の 遺 伝 子 （ 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 第 17染 色 体 の 特 定 の 領
域 ） が 選 別 さ れ る 。 こ の 特 性 は 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 産 物 の ど の よ う な 様 相 ま た は 特 徴 で あ
っ て も よ く 、 例 え ば 、 限 定 す る も の で は な い が 、 そ の 物 理 的 組 成 （ 例 え ば 、 核 酸 、 ア ミ ノ
酸 、 ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 ） 、 機 能 的 属 性 （ 例 え ば 、 酵 素 触 媒 な ど の 酵 素 的 能 力 、 酵
素 阻 害 な ど の 阻 害 的 機 能 、 抗 原 性 、 お よ び レ セ プ タ ー ま た は リ ガ ン ド な ど の 結 合 能 力 ） 、
細 胞 位 置 、 発 現 パ タ ー ン （ 例 え ば 、 そ れ と 関 連 す る 細 胞 お よ び 組 織 に お け る 発 現 ） 、 お よ
び /ま た は 別 の 組 成 物 と の 相 互 作 用 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 肉 質 、 肥 満 お よ び 成 長 の 候 補 遺 伝 子 を 同 定 す る 方 法 に お い て 選 別 さ れ る 遺 伝 子 ま た は 遺
伝 子 産 物 の 特 性 は 、 肉 質 お よ び 成 長 に お け る 1以 上 の 現 象 に 関 係 す る も の で あ る 。 こ の よ
う な 現 象 は 、 広 範 囲 に 記 載 さ れ か つ 当 業 者 に 公 知 で あ っ て 、 多 数 存 在 し て い る が 、 形 態 的
、 構 造 的 、 生 物 学 的 お よ び 生 化 学 的 な 発 生 が 含 ま れ る 。 本 明 細 書 で 記 載 さ れ る よ う に 、 肉
質 に 対 す る 効 果 は pHま た は ド リ ッ プ ・ ロ ス （ drip loss） な ど の 特 定 の 識 別 子 の 使 用 を 介
し て 証 明 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】

　 一 般 的 に 、 多 型 マ ー カ ー の 関 連 性 解 析 を 用 い た 形 質 遺 伝 子 の 同 定 の た め の 候 補 遺 伝 子 ア
プ ロ ー チ で は 、 形 質 候 補 遺 伝 子 （ 特 に 機 能 的 重 要 性 が 仮 定 さ れ た も の ） の 周 辺 ま た は 該 遺
伝 子 内 の 1個 ま た は 数 個 の マ ー カ ー が 、 数 百 の 症 例 動 物 お よ び 対 照 動 物 に お い て 遺 伝 子 型
タ イ ピ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
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肉 質 、 成 長 ま た は 肥 満 形 質 と 関 連 す る 遺 伝 マ ー カ ー の 同 定 方 法

候 補 遺 伝 子 の ア プ ロ ー チ

肉 質 、 肥 満 お よ び /ま た は 成 長 の 候 補 遺 伝 子 の 同 定 方 法

肉 質 、 肥 満 お よ び 成 長 の 現 象 に 関 係 す る 特 性

本 発 明 の 候 補 遺 伝 子



　 候 補 遺 伝 子 機 能 に 関 し て 関 連 す る 対 立 遺 伝 子 の 具 体 的 な 特 徴 は 、 通 常 、 関 連 す る 対 立 遺
伝 子 と 形 質 と の 関 係 （ 原 因 で あ る か ま た は 連 鎖 不 平 衡 に あ る ） に 更 な る 見 識 を 与 え る 。 候
補 遺 伝 子 内 の 関 連 す る 対 立 遺 伝 子 が 、 形 質 の 原 因 と な る 対 立 遺 伝 子 で は な い 公 算 が 非 常 に
高 い が 、 実 際 の 形 質 原 因 対 立 遺 伝 子 と 連 鎖 不 平 衡 に あ る こ と が 証 拠 に よ り 示 さ れ る 場 合 は
、 関 連 マ ー カ ー の 近 傍 を 配 列 決 定 し て 、 反 復 的 に 明 ら か に さ れ る 多 型 と の 更 な る 関 連 性 研
究 を 行 な う こ と に よ っ て 、 形 質 の 原 因 と な る 対 立 遺 伝 子 を 見 つ け 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 ブ タ の 肉 質 、 肥 満 お よ び 成 長 形 質 に 対 す る 候 補 遺 伝 子 ア プ ロ ー チ
を 部 分 的 に 用 い て き た 。 ブ タ の 肉 質 お よ び 成 長 速 度 を 制 御 す る 、 こ れ ま で に 知 ら れ て い る
遺 伝 子 の 数 は 少 な い が 、 こ れ ら の 個 々 の 効 果 は 大 抵 の 場 合 に 大 き い も の で あ る 。 多 く の 場
合 、 そ れ は 、 多 型 ま た は 突 然 変 異 が 動 物 の 機 能 に 対 し て 有 し て い る 大 き な 効 果 を 観 察 で き
る た め で あ る 。 こ の よ う な 遺 伝 子 お よ び 有 力 な 候 補 と 思 わ れ る 別 の 遺 伝 子 か ら 、 本 発 明 者
ら は 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 候 補 遺 伝 子 を 選 別 し た 。 候 補 遺 伝 子 の 解 析 は 、 候 補 遺 伝 子 が そ
の 生 物 学 的 ま た は 生 理 学 的 経 路 に お い て も っ と も ら し い 役 割 を 果 た す と き 、 特 定 の 表 現 形
質 に 関 係 し た 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 多 型 を 同 定 す る た め の 手 っ 取 り 早 い 方 法 を 明 確 に 提 供 す
る 。 ヒ ト ま た は マ ウ ス の 形 質 に 対 す る 突 然 変 異 効 果 の 基 礎 は 、 家 畜 の 対 応 す る 形 質 に お け
る 同 遺 伝 子 の 役 割 を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 、 PKIG、 MMP9、 PTPN1、 ATP9A、 CYP24A1、 DOK、 MC3R、 AURKA、 SPO11、 RA
E1、 PCK1、 RAB22A、 GNAS、 CTSZお よ び PPP1R3D遺 伝 子 は 全 て 主 効 果 遺 伝 子 と し て 同 定 さ れ
、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 多 様 性 は 動 物 （ 特 に ブ タ ） に お け る 食 肉 生 産 ま た は 成 長 形 質 の 表 現 形
質 と 関 連 す る こ と が 示 さ れ た 。 し た が っ て 、 表 現 型 変 異 を 予 示 す る こ れ ら の 遺 伝 子 内 の 変
異 ま た は 該 遺 伝 子 と 連 鎖 し た 変 異 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 が 開 発 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 塩 基 多 型 （ SNP） の 検 出 お よ び 遺 伝 子 型 タ イ ピ ン グ 用 の 特 定
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る 前 に 、 配 列 の た め の ゲ ノ ム DNAの PCR増 幅 に お い て 用 い た
。 PCR条 件 は 実 施 例 の 項 で 説 明 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 多 型 の 検 出 は 制 限 断 片 長 多 型 の 検 出 に よ り 実 施 し た 。 PKIG、 MMP9、 PTPN1、 ATP9A、 CYP2
4A1、 DOK5、 MC3R、 AURKA、 SPO11、 RAE1、 PCK1、 RAB22A、 GNAS、 CTSZお よ び PPP1R3Dの 遺 伝
子 型 タ イ ピ ン グ は 、 PCR増 幅 し た DNA断 片 （ PCR-RFLP） 中 の 多 型 部 位 に 制 限 部 位 が 存 在 す る
か 否 か に 基 づ い て い た 。 遺 伝 子 型 は 電 気 泳 動 ゲ ル で 分 離 さ れ た 産 物 に 従 っ て 同 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 突 然 変 異 は 配 列 番 号 ＿ で 指 定 さ れ る ブ タ CTSZ遺 伝 子 の エ キ ソ ン 2で 検 出 さ れ た 。 RFLPは
ア ミ ノ 酸 変 化 （ リ シ ン か ら ア ル ギ ニ ン へ ） を 引 き 起 こ す A/G置 換 を 検 出 す る 。 Alw NIに よ
る 増 幅 し た CTSZ断 片 の 消 化 は 、 図 2Aに 示 さ れ る RFLPを も た ら し た 。 ホ モ 接 合 の 対 立 遺 伝 子
1の 遺 伝 子 型 は 330塩 基 対 （ bp） の 制 限 断 片 を 生 じ た が 、 ホ モ 接 合 の 対 立 遺 伝 子 2の 遺 伝 子
型 は 260お よ び 206bpの 制 限 断 片 を 生 じ た 。 ヘ テ ロ 接 合 12の 遺 伝 子 型 は 330、 260お よ び 70bp
の 3種 類 全 て の 断 片 を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 T/C置 換 は 配 列 番 号 ＿ で 指 定 さ れ る GNASの イ ン ト ロ ン 7で 検 出 さ れ た 。 RFLPは コ ー ド 領 域
の エ キ ソ ン 1に T/C置 換 を 検 出 す る が 、 ア ミ ノ 酸 の 変 化 は 生 じ な い 。 Bbs Iに よ る 消 化 は 図 2
Bに 示 さ れ る RFLPを も た ら し た 。 ホ モ 接 合 の 対 立 遺 伝 子 1の 遺 伝 子 型 は 321塩 基 対 （ bp） の
制 限 断 片 を 生 じ た が 、 ホ モ 接 合 の 対 立 遺 伝 子 2の 遺 伝 子 型 は 274お よ び 47bpの 制 限 断 片 を 生
じ た 。 ヘ テ ロ 接 合 12の 遺 伝 子 型 は 321、 274お よ び 47bpの 3種 類 全 て の 制 限 断 片 を 生 じ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 T/C置 換 は MC3R中 の エ キ ソ ン 1の コ ー ド 領 域 で 検 出 さ れ た が 、 こ の 突 然 変 異 は ア ミ ノ 酸 変
化 を 引 き 起 こ さ な か っ た 。 表 18は 同 定 さ れ た 様 々 な 別 の 多 型 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 PKIG、 MMP9、 PTPN1、 ATP9A、 CYP24A1、 DOK5、 MC3R、 AURKA、 SPO11、 RAE1、 PCK1、 RAB22
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A、 GNAS、 CTSZお よ び PPP1R3Dを 上 述 さ れ る 形 質 の SSC17 QTLピ ー ク の 下 に マ ッ ピ ン グ し た
。 こ れ ら の QTLピ ー ク に は SSC17上 の 約 80か ら 100cMの 領 域 が 含 ま れ る 。 も と の マ ッ プ 上 の
遺 伝 子 の 位 置 は 以 下 の 通 り で あ る ： PKIGは 約 66.8cMに 、 PTPN1は 約 77.4cMに 、 MC3Rは 約 88.
5cMに 、 GNASは 約 96.2cMに 、 CTSZは 約 97.2に 、 そ し て PPP1R3Dは 約 101.3cMに 位 置 す る (図 1)
。 こ の マ ッ プ は 本 発 明 に 従 っ て よ り 具 体 的 に 詳 述 さ れ て い る （ 図 19を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 こ れ ら の 多 型 の 有 無 を 同 定 す る ど の よ う な 方 法 を 用 い て も よ く 、 例 え ば 、 一 本 鎖 高 次 構
造 多 型 （ SSCP） 解 析 、 塩 基 切 断 配 列 走 査 （ BESS） 、 RFLP解 析 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 解 析 、 変 性 剤
濃 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 、 お よ び 温 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 、 対 立 遺 伝 子 PCR、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反
応 直 接 シ ー ケ ン シ ン グ 、 ミ ニ シ ー ケ ン シ ン グ 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 主 効 果 遺 伝
子 ま た は 対 立 遺 伝 子 あ る い は こ れ ら の 別 の 連 鎖 し た 配 列 の マ イ ク ロ ア レ イ 型 検 出 が 含 ま れ
る 。 ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 に は 、 こ の 多 型 の 存 在 下 で 生 じ る タ ン パ ク 質 の 高 次 構 造 ま た は
配 列 の 変 化 を ア ッ セ イ す る こ と も 含 ま れ る 。 多 型 は 原 因 突 然 変 異 で あ っ て も な く て も よ い
が 、 こ の 変 化 の 存 在 の 指 標 で あ り 、 か つ 表 現 型 差 異 に つ い て の 遺 伝 的 ま た は タ ン パ ク 質 的
基 礎 を ア ッ セ イ し 得 る も の で あ る 。 こ れ ら の マ ー カ ー の 検 出 に 基 づ い て 、 対 立 遺 伝 子 頻 度
を 所 与 の 集 団 に つ い て 算 出 し て 、 動 物 群 間 の 対 立 遺 伝 子 頻 度 の 差 異 を 決 定 し 得 る （ す な わ
ち 、 量 的 遺 伝 子 型 タ イ ピ ン グ の 使 用 ） 。 こ れ に よ り 、 関 連 し た 形 質 に つ い て 特 定 の 集 団 を
選 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 一 般 的 に 、 本 発 明 の 遺 伝 マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ る 多 型 は 、 遺 伝 子 型 と 表 現 型 と の 統 計
的 に 有 意 な 相 関 を 実 証 す る た め に 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の い ず れ か の 方 法 に お い て 使 用 さ れ
る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 し た が っ て 本 発 明 は 、 一 実 施 形 態 に お い て 、 肉 質 形 質 と 関 連 す る 対 立 遺 伝 子 を 同 定 す る
方 法 を 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 動 物 を そ の 肉 質 、 肥 満 ま た は 成 長 形 質 に 基 づ い て 同 定 し 、 選
別 す る の に 使 用 し 得 る 遺 伝 領 域 ま た は 遺 伝 マ ー カ ー を 決 定 す る 方 法 も 含 む 。 更 に 別 の 実 施
形 態 で は 、 動 物 を 成 長 、 肥 満 ま た は 肉 質 形 質 の そ の 性 向 に つ い て 同 定 す る 方 法 が 提 供 さ れ
る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ま た 遺 伝 子 型 と 表 現 型 と の 関 連 性 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 a) 本 発 明 の 遺 伝 子 型 タ イ
ピ ン グ 方 法 に 従 っ て 、 形 質 陽 性 集 団 に お け る 少 な く と も 1つ の 候 補 遺 伝 子 関 連 マ ー カ ー を
遺 伝 子 型 タ イ ピ ン グ す る ス テ ッ プ ;b) 本 発 明 の 遺 伝 子 型 タ イ ピ ン グ 方 法 に 従 っ て 、 対 照 集
団 に お け る 候 補 遺 伝 子 関 連 マ ー カ ー を 遺 伝 子 型 タ イ ピ ン グ す る ス テ ッ プ ； お よ び c)遺 伝 子
型 と 表 現 型 と の 間 に 統 計 的 に 有 意 な 関 連 性 が 存 在 す る か 否 か を 判 定 す る ス テ ッ プ を 含 み 得
る 、 上 記 方 法 が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 遺 伝 子 型 と 表 現 型 と の 関 連 性 を 検 出 す る 方
法 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 追 加 の 限 定 を 含 む 方 法 、 あ る い は 単 独 で ま た は 任 意 の 組 合 せ
で 特 定 さ れ た 以 下 の も の を 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 候 補 遺 伝 子 関 連 マ ー カ ー は 配 列 番 号 ＿
か ら ＿ の 1以 上 に 存 在 し 、 さ ら に 好 ま し く は 、 Alw NI、 Bbs I、 Dde I、 Msp I、 Nae I、 Afl
 III、 Alw NI、 Bse RI、 Taa I、 Mse I、 Bst UI、 Bcc I、 Taq I、 Nae Iお よ び MnlIよ り な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 ス テ ッ プ a)お よ び b)の そ れ ぞ れ の 前 記 遺 伝 子 型 タ イ ピ ン グ は 、 前 記
集 団 の 各 ブ タ に 由 来 す る 生 体 サ ン プ ル ま た は そ の 部 分 サ ン プ ル に お い て 別 々 に 実 施 さ れ る
。 表 現 型 は 動 物 の 成 長 、 肥 満 お よ び 肉 質 の 特 性 を 含 む 形 質 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 発 明 は 、 関 連 性 研 究 （ ゲ ノ ム ワ イ ド な 関 連 性 研 究 、 候 補 領 域 の 関
連 性 研 究 お よ び 候 補 遺 伝 子 の 関 連 性 研 究 ） を 行 な う た め に 使 用 す る こ と が で き る 代 替 的 ア
プ ロ ー チ を 包 含 す る 。 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の マ ー カ ー は 候 補 遺 伝 子 の 関 連 性 研 究
を 行 な う た め に 使 用 さ れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の マ ー カ ー は 、 ゲ ノ ム ワ イ ド 関 連 性 研 究 を 行
な う た め に 、 ブ タ ゲ ノ ム の 遺 伝 マ ー カ ー の い ず れ か の マ ッ プ 中 に 組 み 込 む こ と も で き る 。
マ ー カ ー の 高 密 度 マ ッ プ を 作 成 す る 方 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 本 発 明 の マ ー カ ー は さ ら
に 、 ゲ ノ ム の 特 定 の 候 補 領 域 （ 例 え ば 特 定 の 染 色 体 ま た は 特 定 の 染 色 体 セ グ メ ン ト ） の い
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ず れ か の マ ッ プ に 組 み 込 む こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 関 連 性 研 究 は 、 そ れ ら が 散 発 性 の ま た は 多 重 因 子 性 の 形 質 の 解 析 を 可 能 に す る の で 極 め
て 価 値 が あ る 。 さ ら に 、 関 連 性 研 究 は 、 連 鎖 研 究 よ り も 形 質 原 因 対 立 遺 伝 子 の か な り 詳 細
な マ ッ ピ ン グ を 可 能 に す る 詳 細 ス ケ ー ル マ ッ ピ ン グ （ fine scale mapping） の た め の 強 力
な 方 法 に 相 当 す る 。 い っ た ん 目 的 の 染 色 体 セ グ メ ン ト が 同 定 さ れ る と 、 目 的 の 領 域 に お け
る 候 補 遺 伝 子 （ 本 発 明 の 候 補 遺 伝 子 等 ） の 存 在 は 、 形 質 原 因 対 立 遺 伝 子 を 同 定 す る 近 道 を
提 供 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 遺 伝 マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ る 多 型 は 、 候 補 遺 伝 子 が 形
質 と 関 連 す る こ と を 証 明 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 使 用 は 本 発 明 お よ び 特 許 請
求 の 範 囲 に 特 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】

　 候 補 遺 伝 子 を 保 有 す る 領 域 に 由 来 す る マ ー カ ー を 用 い て 関 連 性 研 究 を 行 な う た め の 一 般
的 な ス ト ラ テ ジ ー は 、 2つ の 動 物 群 （ 症 例 -対 照 集 団 ） を 走 査 す る こ と に よ っ て 、 両 群 に お
け る 本 発 明 の マ ー カ ー の 対 立 遺 伝 子 頻 度 を 測 定 し 統 計 的 に 比 較 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 形 質 と の 統 計 的 に 有 意 な 関 連 性 が 少 な く と も 1以 上 の 解 析 マ ー カ ー に つ い て 同 定 さ れ る
場 合 に は 、 関 連 す る 対 立 遺 伝 子 が 形 質 の 直 接 的 な 原 因 で あ る （ 関 連 す る 対 立 遺 伝 子 が 形 質
原 因 対 立 遺 伝 子 で あ る ） か 、 ま た は 、 お そ ら く は 関 連 す る 対 立 遺 伝 子 が 形 質 原 因 対 立 遺 伝
子 と 連 鎖 不 均 衡 に あ る か 、 を 推 定 す る こ と が で き る 。 候 補 遺 伝 子 機 能 に 関 し て 関 連 す る 対
立 遺 伝 子 の 具 体 的 な 特 性 は 、 通 常 、 関 連 す る 対 立 遺 伝 子 と 形 質 と の 関 係 （ 原 因 で あ る か ま
た は 連 鎖 不 平 衡 に あ る ） に 更 な る 見 識 を 与 え る こ と が で き る 。 候 補 遺 伝 子 内 の 関 連 す る 対
立 遺 伝 子 が 、 形 質 の 原 因 と な る 対 立 遺 伝 子 で は な い 公 算 が 非 常 に 高 い が 、 実 際 の 形 質 原 因
対 立 遺 伝 子 と 連 鎖 不 平 衡 に あ る こ と が 証 拠 に よ り 示 さ れ る 場 合 は 、 関 連 す る マ ー カ ー の 近
傍 を 配 列 決 定 す る こ と に よ っ て 、 形 質 の 原 因 と な る 対 立 遺 伝 子 を 見 つ け 出 す こ と が で き る
。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 関 連 性 研 究 は 通 常 は 2つ の 連 続 す る ス テ ッ プ で 行 な わ れ る 。 第 1段 階 で は 、 候 補 遺 伝 子 か
ら の 減 少 し た 数 の マ ー カ ー の 頻 度 を 形 質 陽 性 集 団 と 形 質 陰 性 集 団 に お い て 測 定 す る 。 解 析
の 第 2段 階 で は 、 所 与 の 形 質 の 原 因 と な る 遺 伝 子 座 の 位 置 を 、 関 連 す る 領 域 か ら の 高 密 度
の マ ー カ ー を 用 い て 更 に リ フ ァ イ ン （ refine） す る 。 し か し 、 研 究 中 の 候 補 遺 伝 子 が 比 較
的 短 い 長 さ で あ る 場 合 、 有 意 な 関 連 性 を 確 立 す る の に 一 段 階 で 十 分 で あ る か も し れ な い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】

　 表 現 型 と 遺 伝 子 型 （ こ の 場 合 に は 、 マ ー カ ー で の 対 立 遺 伝 子 ま た は そ の よ う な 対 立 遺 伝
子 か ら な る ハ プ ロ タ イ プ ） と の 相 関 の 統 計 的 有 意 性 を 決 定 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知
の 統 計 的 検 定 法 （ 統 計 的 有 意 性 の 容 認 さ れ た 閾 値 を 必 要 と す る ） に よ り 決 定 す る こ と が で
き る 。 特 定 の 方 法 の 適 用 お よ び 有 意 性 の 閾 値 は 当 業 者 の 技 量 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 関 連 性 の 試 験 は 1つ の 方 法 で 行 な わ れ て お り 、 そ の 方 法 は 、 症 例 集 団 と 対 照 集 団 に お け
る マ ー カ ー 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 を 測 定 し 、 統 計 的 検 定 法 を 用 い て こ れ ら の 頻 度 を 比 較 し て 、
研 究 中 の 形 質 と マ ー カ ー 対 立 遺 伝 子 と の 相 関 を 示 す 統 計 的 に 有 意 な 頻 度 差 が あ る か 否 か を
判 定 す る も の で あ る 。 同 様 に 、 ハ プ ロ タ イ プ 解 析 を 行 な う に は 、 症 例 集 団 と 対 照 集 団 に お
い て 所 与 の マ ー カ ー セ ッ ト に つ い て の 可 能 な 全 て の ハ プ ロ タ イ プ の 頻 度 を 推 計 し 、 統 計 的
検 定 法 を 用 い て こ れ ら の 頻 度 を 比 較 し て 、 研 究 中 の ハ プ ロ タ イ プ と 表 現 型 （ 形 質 ） と の 間
に 統 計 的 に 有 意 な 相 関 が あ る か 否 か を 判 定 す る 。 遺 伝 子 型 と 表 現 型 と の 統 計 学 的 に 有 意 な
関 連 性 を 検 定 す る の に 有 用 な 統 計 学 的 ツ ー ル を 用 い て も よ く 、 こ う し た ツ ー ル は 数 多 く 存
在 す る 。 好 ま し く は 、 採 用 す る 統 計 的 検 定 法 は 自 由 度 １ を 有 す る カ イ 二 乗 検 定 で あ る 。 P
値 が 算 出 さ れ る （ P値 は 、 観 察 さ れ た 値 と 同 程 度 に 大 き い ま た は 観 察 さ れ た 値 よ り 大 き い
統 計 値 が 偶 然 に 生 じ る 確 率 で あ る ） 。 他 の 方 法 は 線 形 モ デ ル お よ び 分 散 分 析 の 技 法 を 必 要
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と す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 以 下 は 、 本 発 明 の 多 型 の ア ッ セ イ に 用 い る こ と が で き る 技 術 の 一 般 的 な 概 要 で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 に お い て 、 遺 伝 物 質 の サ ン プ ル は 動 物 か ら 得 ら れ る 。 サ ン プ ル は 血 液 、 組 織 、 精
液 等 か ら 得 る こ と が で き る 。 一 般 的 に は 末 梢 血 細 胞 が 供 給 源 と し て 用 い ら れ 、 遺 伝 物 質 は
DNAで あ る 。 解 析 に 十 分 な 量 の DNAを 得 る た め に 十 分 な 量 の 細 胞 を 取 得 す る 。 こ の 量 は 当 業
者 に 公 知 で あ る か ま た は 容 易 に 決 定 可 能 で あ ろ う 。 DNAは 当 業 者 に 公 知 の 技 術 に よ っ て 血
液 細 胞 か ら 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】

　 ゲ ノ ム DNAの サ ン プ ル は 、 ど の よ う な 適 切 な 供 給 源 か ら も 単 離 で き 、 例 え ば 唾 液 、 頬 側
細 胞 、 毛 根 、 血 液 、 臍 帯 血 、 羊 膜 液 、 間 質 液 、 腹 水 、 絨 毛 膜 、 お よ び 無 傷 の 間 期 核 ま た は
中 期 細 胞 を 含 む 他 の 適 当 な 細 胞 ま た は 組 織 サ ン プ ル か ら 単 離 さ れ る 。 細 胞 は 新 鮮 な ま た は
保 存 さ れ た 器 官 か ら 得 ら れ る よ う な 固 形 組 織 か ら 、 ま た は 組 織 サ ン プ ル も し く は バ イ オ プ
シ ー か ら 得 る こ と が で き る 。 サ ン プ ル は 、 防 腐 剤 、 抗 血 液 凝 固 剤 、 緩 衝 液 、 固 定 液 、 栄 養
物 質 、 抗 生 物 質 な ど の 、 生 体 物 質 に 本 来 的 に 混 在 さ れ て い な い 化 合 物 を 含 む こ と が で き る
。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 こ れ ら の 様 々 な 供 給 源 か ら ゲ ノ ム DNAを 単 離 す る 方 法 は 、 例 え ば Kirby, DNA Fingerprin
ting, An Introduction, W.H. Freeman & Co. New York (1992)に 記 載 さ れ て い る 。 ゲ ノ
ム DNAは 一 次 ま た は 二 次 細 胞 培 養 物 か ら 、 あ る い は 前 述 の 組 織 サ ン プ ル の い ず れ か に 由 来
す る 形 質 転 換 細 胞 株 か ら 単 離 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 動 物 RNAの サ ン プ ル を 使 用 す る こ と も で き る 。 RNAは Sambrookら （ 前 掲 ） に 記 載 さ れ る よ
う に 本 発 明 の 主 効 果 遺 伝 子 を 発 現 す る 組 織 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 RNAは 全 細 胞 性 RNA
、 mRNA、 ポ リ A+RNA、 ま た は そ れ ら の 任 意 の 組 合 せ で あ り 得 る 。 最 良 の 結 果 を 出 す た め に R
NAは 精 製 さ れ る が 、 未 精 製 の 細 胞 質 RNAで あ っ て も よ い 。 RNAを 逆 転 写 し て DNAを 形 成 し 、
そ の 後 該 DNAを 増 幅 の 鋳 型 と し て 用 い て 、 PCRに よ り RNA転 写 産 物 の 特 定 の 集 団 を 間 接 的 に
増 幅 す る こ と が で き る 。 例 え ば Sambrook, 前 掲 、 Kawasakiら , PCR Technology（ 1992） 8
章 , 前 掲 お よ び Bergら , Hum. Genet. 85:655-658 (1990)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】

　 最 も 一 般 的 な 増 幅 手 法 は 、 米 国 特 許 第 4,683,195号 、 同 第 4,683,202号 、 同 第 4,965,188
号 （ い ず れ も 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る ） に 記 載 さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PC
R） で あ る 。 PCRを 用 い て 血 液 細 胞 中 の 標 的 領 域 を 増 幅 す る 場 合 は 、 ヘ パ リ ン 添 加 全 血 を 、
他 の サ ン プ ル と 分 け て 保 持 さ れ た 密 閉 真 空 チ ュ ー ブ 中 に 吸 い 込 み 、 ク リ ー ン な 手 袋 を 用 い
て 取 り 扱 う べ き で あ る 。 最 良 の 結 果 を 出 す た め に 、 血 液 は 採 血 後 直 ち に 処 理 す べ き で あ る
。 こ れ が 不 可 能 な 場 合 は 、 使 用 ま で 密 封 容 器 中 に 4℃ で 保 持 す る 。 他 の 生 理 学 的 な 体 液 中
の 細 胞 を ア ッ セ イ し て も よ い 。 こ う し た 体 液 の い ず れ か を 使 用 す る 際 に は 、 体 液 中 の 細 胞
を 遠 心 分 離 に よ っ て 体 液 成 分 か ら 分 離 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 組 織 は 、 滅 菌 し た 使 い 捨 て メ ス と 滅 菌 針 （ ま た は 2つ の メ ス ） を 用 い て 、 5mmの ペ ト リ 皿
中 で 粗 く 切 り 刻 む 。 組 織 切 片 か ら パ ラ フ ィ ン を 除 去 す る 手 順 は 、 当 業 者 に 広 く 知 ら れ て い
る 様 々 な 専 門 書 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 サ ン プ ル 中 の 標 的 核 酸 配 列 を PCRに よ っ て 増 幅 す る た め に は 、 そ の 配 列 は 増 幅 系 の 諸 成
分 に 接 近 可 能 で な け れ ば な ら な い 。 標 的 DNAを 単 離 す る 一 方 法 は 、 比 較 的 大 き な サ ン プ ル
に 有 用 な 粗 抽 出 で あ る 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 血 液 サ ン プ ル 由 来 の 単 核 細 胞 、 羊 膜 液 由 来 の
羊 膜 細 胞 、 培 養 し た 絨 毛 膜 絨 毛 細 胞 等 は 、 標 準 的 な 手 順 に よ っ て 滅 菌 Ficoll-Hypaque勾 配
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上 に 層 化 す る こ と に よ り 単 離 さ れ る 。 間 期 細 胞 を 収 集 し 、 DNA抽 出 前 に 滅 菌 リ ン 酸 緩 衝 生
理 食 塩 水 中 で 3回 洗 浄 す る 。 末 梢 血 リ ン パ 球 由 来 の DNAを 試 験 す る 場 合 は 、 浸 透 圧 シ ョ ッ ク
（ 蒸 留 水 で ペ レ ッ ト を 10秒 間 処 理 す る ） が 勧 め ら れ 、 続 い て 、 最 初 の 洗 浄 後 に 残 存 す る 赤
血 球 細 胞 が 見 え る 場 合 に は 更 に 2回 洗 浄 す る 。 こ れ は ヘ モ グ ロ ビ ン に よ り 運 搬 さ れ る ヘ ム
基 の PCR反 応 へ の 阻 害 作 用 を 防 止 す る だ ろ う 。 PCR試 験 が サ ン プ ル 収 集 後 直 ち に 実 施 さ れ な
い 場 合 は 、 10 6 個 の 細 胞 の ア リ コ ー ト を 滅 菌 し た エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ 中 で ペ レ ッ ト 化
し て 、 使 用 ま で -20℃ で ペ レ ッ ト を 凍 結 乾 燥 さ せ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 細 胞 は 、 100μ g/mlの プ ロ テ イ ナ ー ゼ Kを 補 充 し た 、 50mM Tris-HCl(pH 8.3)、 50mM KCl
、 1.5mM MgCl 2 、 0.5％  Tween 20、 0.5％  NP40の 緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 さ せ る （ 100μ l当 た り 1
0 6 個 の 有 核 細 胞 ） 。 56℃ で 2時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 95℃ で 10分 間 加 熱 し て
プ ロ テ イ ナ ー ゼ Kを 不 活 化 し 、 直 ち に 氷 水 に 移 す （ 急 冷 却 ） 。 大 き な 凝 集 塊 が 存 在 す る 場
合 は 、 同 一 の 緩 衝 液 中 で 消 化 の サ イ ク ル を も う 1回 行 な う も の と す る 。 こ の 抽 出 物 の 10μ l
を 増 幅 に 用 い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 組 織 、 例 え ば 絨 毛 膜 絨 毛 細 胞 ま た は 集 密 的 な 培 養 細 胞 か ら DNAを 抽 出 す る 際 、 プ ロ テ イ
ナ ー ゼ Kを 含 む 上 述 の 緩 衝 液 の 量 は 組 織 サ ン プ ル の 大 き さ に よ っ て 変 化 し 得 る 。 抽 出 物 を 5
0℃ ～ 60℃ で 4～ 10時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 95℃ で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て プ ロ テ
イ ナ ー ゼ を 不 活 化 す る 。 よ り 長 い イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に お い て は 、 新 し い プ ロ テ イ ナ ー ゼ
Kを 約 4時 間 後 に 元 の 濃 度 で 添 加 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 サ ン プ ル が 少 数 の 細 胞 を 含 む 場 合 、 抽 出 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る Higuchi,
 「 Simple and Rapid Preparation of Samples for PCR」 、  PCR Technology, Ehrlich, 
H.A. (編 集 ), Stockton Press, New Yorkに 記 載 さ れ る 方 法 で 行 っ て も よ い 。 PCRを 用 い て
、 骨 髄 お よ び 末 梢 血 培 養 物 の 個 々 の コ ロ ニ ー に 由 来 す る 非 常 に 少 数 の 細 胞 （ 1000～ 5000個
） 中 の 標 的 領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 サ ン プ ル 中 の 細 胞 を 20μ lの PCR溶 解 緩 衝 液 （ 10
mM Tris-HCl(pH8.3)、 50mM KCl、 2.5mM MgCl 2 、 0.1mg/ml ゼ ラ チ ン 、 0.45％  NP40、 0.45
％  Tween 20） 中 で 懸 濁 し 、 使 用 ま で 凍 結 す る 。 PCRを 実 施 す る 場 合 、 0.6μ lの プ ロ テ イ ナ
ー ゼ K（ 2mg/ml） を PCR溶 解 緩 衝 液 中 の 細 胞 に 添 加 す る 。 続 い て サ ン プ ル を 約 60℃ ま で 加 熱
し 、 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Kの 不 活 化 に よ っ て 消 化 を 停 止 さ せ る た め
に 、 サ ン プ ル を 95℃ ま で 10分 間 加 熱 し 、 そ の 後 氷 上 で 冷 却 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 PCR用 の DNAを 抽 出 す る 比 較 的 簡 単 な 手 順 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る Millerら
, Nucleic Acids Res. 16:1215 (1988)に 記 載 さ れ る 方 法 か ら 適 合 さ れ た 塩 析 法 で あ る 。
単 核 細 胞 を Ficoll-Hypaque勾 配 上 で 分 離 す る 。 こ の 細 胞 を 3mlの 溶 解 緩 衝 液 （ 10mM Tris-H
Cl、 400mM NaCl、 2mM Na 2  EDTA、 pH 8.2） 中 で 再 懸 濁 さ せ る 。 50μ lの 20mg/mlプ ロ テ イ ナ
ー ゼ K溶 液 お よ び 150μ lの 20％ SDS溶 液 を 細 胞 に 添 加 し 、 そ の 後 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト
す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 中 の チ ュ ー ブ の 振 と う に よ り 、 サ ン プ ル の 消 化 が 改 善 さ れ る だ
ろ う 。 プ ロ テ イ ナ ー ゼ K消 化 が 一 晩 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 不 十 分 で あ る （ 断 片 が 依 然
と し て 見 え る ） 場 合 は 、 さ ら に 50μ lの 20mg/mlプ ロ テ イ ナ ー ゼ K溶 液 を 溶 液 中 に 混 合 し 、
穏 や か に 振 と う ま た は 回 転 す る 操 作 台 に 載 せ て 37℃ で も う 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 十 分
な 消 化 に 続 い て 、 1mlの 6M NaCl溶 液 を サ ン プ ル に 添 加 し て 激 し く 混 合 す る 。 生 じ た 溶 液 を
3000rpmで 15分 間 遠 心 分 離 す る 。 ペ レ ッ ト は 沈 殿 し た 細 胞 タ ン パ ク 質 を 含 み 、 上 清 は DNAを
含 む 。 上 清 を 4mlの イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 含 む 15mlチ ュ ー ブ に 移 す 。 チ ュ ー ブ の 内 容 物 を 、
水 相 と ア ル コ ー ル 相 が 混 ざ り 合 っ て 、 DNA沈 殿 物 が 形 成 さ れ る ま で 穏 や か に 混 合 す る 。 DNA
沈 殿 物 を 取 り 出 し 、 70％ エ タ ノ ー ル 溶 液 中 に 入 れ 、 穏 や か に 混 合 す る 。 DNA沈 殿 物 を エ タ
ノ ー ル か ら 取 り 出 し 、 空 気 乾 燥 さ せ る 。 沈 殿 物 を 蒸 留 水 中 に 入 れ 、 溶 解 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 PCR用 の 高 分 子 量 の DNAを 抽 出 す る た め の キ ッ ト に は 、 以 下 の も の が 含 ま れ る ： ゲ ノ ム 単
離 キ ッ ト A.S.A.P. (Boehringer Mannheim, Indianapolis, Ind.)、 ゲ ノ ム DNA単 離 系 (GIBC
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O BRL, Gaithersburg, Md.)、 Elu-Quik DNA精 製 キ ッ ト (Schleicher & Schuell, Keene, N
.H.)、 DNA抽 出 キ ッ ト (Stratagene, LaJolla, Calif.)、 TurboGen単 離 キ ッ ト (Invitrogen,
 San Diego, Calif.)。 こ れ ら の キ ッ ト を 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 使 用 す る こ と は
、 一 般 的 に 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る 前 に DNAを 精 製 す る の に 適 し て い る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 抽 出 し た DNAの 濃 度 お よ び 純 度 は 、 260nmお よ び 280nmで の 希 釈 ア リ コ ー ト の 吸 光 度 の 分
光 測 光 分 析 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 DNA抽 出 後 に PCR増 幅 へ と 進 行 さ せ る こ と が で
き る 。 PCRの 各 サ イ ク ル の 第 1ス テ ッ プ は 、 プ ラ イ マ ー 伸 長 に よ っ て 形 成 さ れ た 二 本 鎖 核 酸
の 分 離 を 含 む 。 い っ た ん 二 本 鎖 が 分 離 さ れ れ ば 、 PCRの 次 の ス テ ッ プ は 、 分 離 さ れ た 鎖 に
、 標 的 配 列 に フ ラ ン キ ン グ す る プ ラ イ マ ー を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と を 含 む 。 そ の 後 、
プ ラ イ マ ー を 伸 長 さ せ て 標 的 鎖 の 相 補 的 コ ピ ー を 形 成 さ せ る 。 PCR増 幅 を 成 功 さ せ る た め
に 、 プ ラ イ マ ー を 次 の よ う に 設 計 す る 。 す な わ ち 、 各 プ ラ イ マ ー が 二 本 鎖 配 列 に 沿 っ て ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る 位 置 は 、 一 方 の プ ラ イ マ ー か ら 合 成 さ れ た 伸 長 産 物 が 、 鋳 型 （ 相 補 鎖 ）
か ら 分 離 さ れ た と き 、 他 方 の プ ラ イ マ ー の 伸 長 の た め の 鋳 型 と し て 働 く よ う な 位 置 に す る
。 変 性 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 伸 長 の サ イ ク ル は 、 所 望 量 の 増 幅 核 酸 を 得 る の
に 必 要 な 回 数 だ け 繰 り 返 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 PCR増 幅 の 特 に 有 用 な 実 施 形 態 に お い て 、 鎖 の 分 離 は 、 二 本 鎖 の 変 性 を 生 じ さ せ る が ポ
リ メ ラ ー ゼ の 不 可 逆 的 な 変 性 は 生 じ さ せ な い 、 十 分 に 高 い 温 度 で 十 分 な 時 間 に わ た り 反 応
液 を 加 熱 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る （ 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 米 国 特 許 第 4,96
5,188号 を 参 照 の こ と ） 。 典 型 的 な 熱 変 性 は 、 数 秒 か ら 数 分 の 範 囲 の 時 間 に わ た る 約 80℃
～ 105℃ の 範 囲 の 温 度 を 含 む 。 し か し 鎖 の 分 離 は 、 物 理 的 、 化 学 的 、 ま た は 酵 素 的 手 段 を
含 む ど の よ う な 適 切 な 変 性 方 法 で 行 っ て も よ い 。 例 え ば ヘ リ カ ー ゼ 、 ま た は ヘ リ カ ー ゼ 活
性 を 示 す こ と が 可 能 な 酵 素 に よ っ て 鎖 の 分 離 を 誘 導 す る 。 例 え ば 、 酵 素 RecAは ATPの 存 在
下 で ヘ リ カ ー ゼ 活 性 を 有 す る 。 ヘ リ カ ー ゼ に よ る 鎖 の 分 離 に 適 切 な 反 応 条 件 は 当 業 界 で 公
知 で あ る （ そ れ ぞ れ 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る Kuhn Hoffman-Berling, 1978, CSH-
Quantitative Biology, 43:63-67;お よ び Radding, 1982, Ann. Rev. Genetics 16:405-43
6を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 PCRに お け る プ ラ イ マ ー の 鋳 型 依 存 的 伸 長 は 、 適 切 な 塩 、 金 属 陽 イ オ ン お よ び pH緩 衝 系
を 含 む 反 応 媒 体 中 で 、 十 分 量 の 4種 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 （ 典 型 的 に は dAT
P、 dGTP、 dCTPお よ び dTTP） の 存 在 下 に 重 合 剤 に よ っ て 触 媒 さ れ る 。 適 切 な 重 合 剤 は 鋳 型
依 存 的 DNA合 成 を 触 媒 す る こ と が 知 ら れ て い る 酵 素 で あ る 。 あ る 場 合 に は 、 標 的 領 域 は 細
胞 に よ っ て 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 部 を コ ー ド し て も よ い 。 こ の 場 合 に は 、
mRNAを 標 的 領 域 の 増 幅 に 使 用 し う る 。 あ る い は 、 更 な る 増 幅 の た め に 、 PCRを 用 い て RNAか
ら cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る こ と が で き る （ プ ラ イ マ ー 伸 長 の た め の 最 初 の 鋳 型 は RNA
で あ る ） 。 鋳 型 RNAか ら 相 補 的 な コ ピ ー DNA（ cDNA） 配 列 を 合 成 す る の に 適 切 な 重 合 剤 は 逆
転 写 酵 素 （ RT） で あ り 、 例 え ば 、 ト リ 骨 髄 芽 球 症 ウ イ ル ス の RT、 モ ロ ニ ー マ ウ ス 白 血 病 ウ
イ ル ス の RT、 ま た は サ ー マ ス ・ サ ー モ フ ィ ル ス （ Thermus thermophilus） (Tth)の DNAポ リ
メ ラ ー ゼ 、 Perkin Elmer Cetus, Incに よ り 販 売 さ れ る 逆 転 写 酵 素 活 性 を 有 す る 耐 熱 性 DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ で あ る 。 典 型 的 に は 、 鋳 型 ゲ ノ ム RNAは 最 初 の 逆 転 写 ス テ ッ プ 後 の 第 1変 性 ス
テ ッ プ 中 に 熱 分 解 さ れ て 、 鋳 型 DNAの み が 残 る 。 鋳 型 DNAと 共 に 使 用 す る の に 適 し た ポ リ メ
ラ ー ゼ に は 、 例 え ば 大 腸 菌 の DNAポ リ メ ラ ー ゼ Iま た は そ の ク レ ノ ー 断 片 、 T4 DNAポ リ メ ラ
ー ゼ 、 Tthポ リ メ ラ ー ゼ 、 お よ び サ ー マ ス ・ ア ク ア テ ィ カ ス （ Thermus aquaticus） か ら 単
離 さ れ た 熱 安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ で あ っ て Perkin Elmer Cetus, Incか ら 市 販 さ れ て い る
Taqポ リ メ ラ ー ゼ 、 が 含 ま れ る 。 後 者 の 酵 素 は 核 酸 の 増 幅 お よ び 配 列 決 定 に 広 く 用 い ら れ
て い る 。 Taqポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 す る た め の 反 応 条 件 は 当 業 界 で 公 知 で あ り 、 Gelfand, 19
89, PCR Technology（ 前 掲 ） に 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
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対 立 遺 伝 子 特 異 的 PCR



　 対 立 遺 伝 子 特 異 的 PCRは 、 変 異 ま た は 多 型 が 存 在 す る か 存 在 し な い か の 点 で 相 違 し て い
る 標 的 領 域 同 士 を 識 別 す る 。 標 的 配 列 の 特 定 の 対 立 遺 伝 子 の み に 結 合 す る PCR増 幅 プ ラ イ
マ ー が 選 択 さ れ る 。 こ の 方 法 は Gibbs（ Nucleic Acid Res. 17:12427-2448 (1989)） に よ
っ て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ７ 】

　 別 の 診 断 用 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 Saikiら （ Nature 324:163-166 (1986)） に よ っ て 記
載 さ れ る よ う な 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ ASO） ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 用
い る 。 あ る 特 定 の 対 立 遺 伝 子 の た め に 、 1以 上 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド が 作 製 さ れ る 。 ASOス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 変 異 型 標 的 ゲ ノ ム DNAま た は PCR増 幅 DNAと
非 突 然 変 異 型 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の ミ ス マ ッ チ を 検 出 す る も の で あ り 、 突 然 変 異 型 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 比 し て 非 突 然 変 異 型 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド へ の 結 合 低 下 を 示 す 。 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 こ れ ら が 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で は 対 立 遺 伝 子 の 両 方 の 多
型 形 態 と 結 合 す る が 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 で は そ れ ら に 対 応 す る 対 立 遺 伝 子 と 結 合 す
る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 あ る い は ま た 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 は 、 実 質 的 に バ イ
ナ リ ー （ binary） の 応 答 が 得 ら れ る よ う に 、 す な わ ち 標 的 遺 伝 子 の 変 異 形 態 に 対 応 す る AS
Oが そ の 対 立 遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 野 生 型 対 立 遺 伝 子 に は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な
い よ う に 、 工 夫 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】

　 試 験 対 象 の DNAの 標 的 領 域 は 、 リ ガ ー ゼ 仲 介 対 立 遺 伝 子 検 出 に よ っ て 、 影 響 を 受 け た ま
た は 影 響 を 受 け な い フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 中 の 標 的 領 域 と 比 較 す る こ と が で き る 。 Landegre
nら , Science 241:107-1080 (1988)を 参 照 さ れ た い 。 ま た リ ガ ー ゼ を 用 い て Wuら  Genomic
s 4:560-569 (1989)に 記 載 さ れ る ラ イ ゲ ー シ ョ ン 増 幅 反 応 （ ligation amplification rea
ction） に お い て 点 突 然 変 異 を 検 出 す る こ と も で き る 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 増 幅 反 応 （ LAR） は
、 Wu（ 前 掲 ） お よ び Barany, Proc. Nat. Acad. Sci. 88:189-193 （ 1990） に 記 載 さ れ る
よ う な 、 鋳 型 依 存 的 ラ イ ゲ ー シ ョ ン の 連 続 ラ ウ ン ド を 用 い た 特 定 の DNA配 列 の 増 幅 を 利 用
す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】

　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 用 い て 作 製 さ れ る 増 幅 産 物 は 、 変 性 剤 濃 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 を
用 い て 分 析 す る こ と が で き る 。 異 な る 対 立 遺 伝 子 は 、 溶 液 中 の DNAの 異 な る 配 列 依 存 的 融
解 特 性 お よ び 電 気 泳 動 に 基 づ い て 同 定 す る こ と が で き る 。 DNA分 子 は 温 度 上 昇 ま た は 変 性
の 条 件 下 で 、 融 解 ド メ イ ン と 称 す る セ グ メ ン ト に お い て 融 解 す る 。 各 融 解 ド メ イ ン は 異 な
っ た 塩 基 特 異 的 融 解 温 度 （ TM） で 協 調 的 に 融 解 す る 。 融 解 ド メ イ ン は 少 な く と も 20塩 基 対
の 長 さ で あ り 、 最 大 で 数 百 塩 基 対 の 長 さ で あ り 得 る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 配 列 特 異 的 融 解 ド メ イ ン の 差 異 に 基 づ く 対 立 遺 伝 子 間 の 区 別 は 、 そ の 内 容 を 参 照 に よ り
本 明 細 書 に 組 み 入 れ る Erlich編 , PCR Technology, 「 Principles and Applications for 
DNA Amplification」 , 7章 , W.H. Freeman and Co., New York （ 1992） に 記 載 さ れ る よ
う に 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 一 般 的 に 、 変 性 剤 濃 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 分 析 さ れ る べ き 標 的 領 域 は 、 標 的 領 域
に フ ラ ン キ ン グ す る PCRプ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 さ れ る 。 増 幅 さ れ た PCR産 物 は 、 そ の 内 容
を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ る Myersら , Meth. Enzymol. 155:501-527 (1986)お よ び
Myersら , Genomic Analysis, A Practical Approach, K. Davies編 . IRL Press Limited,
 Oxford, pp. 95-139 （ 1988） に 記 載 さ れ る よ う に 、 直 線 的 な 変 性 剤 濃 度 勾 配 を 有 す る ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に ア プ ラ イ す る 。 電 気 泳 動 シ ス テ ム は 標 的 配 列 の 融 解 ド メ イ ン の Tm
よ り わ ず か に 低 い 温 度 に 維 持 さ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
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対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ス ク リ ー ニ ン グ 方 法

リ ガ ー ゼ 仲 介 対 立 遺 伝 子 検 出 方 法

変 性 剤 濃 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動



　 変 性 剤 濃 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 の 代 替 方 法 で は 、 Erlichの 7章 （ 前 掲 ） に 記 載 さ れ る よ う
に 、 標 的 配 列 を 、 GCク ラ ン プ と 称 す る GCヌ ク レ オ チ ド の ス ト レ ッ チ と 最 初 に 結 合 さ せ る こ
と が で き る 。 GCク ラ ン プ 中 の 少 な く と も 80％ の ヌ ク レ オ チ ド が グ ア ニ ン ま た は シ ト シ ン の
い ず れ か で あ る こ と が 好 ま し い 。 GCク ラ ン プ は 少 な く と も 30塩 基 の 長 さ で あ る こ と が 好 ま
し い 。 こ の 方 法 は 高 い Tm値 を 有 す る 標 的 配 列 に 特 に 適 し て い る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 一 般 的 に 、 標 的 領 域 は 上 述 さ れ る よ う に ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ っ て 増 幅 さ れ る 。 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド PCRプ ラ イ マ ー の 一 つ は そ の 5'末 端 に 、 増 幅 中 に 標 的 領 域 の 5'末 端 に 組
み 込 ま れ る GCク ラ ン プ 領 域 （ 少 な く と も 30塩 基 の GCに 富 む 配 列 ） を も つ 。 生 じ た 増 幅 標 的
領 域 を 、 上 述 さ れ る 変 性 剤 濃 度 勾 配 条 件 下 で 、 電 気 泳 動 ゲ ル 上 で 泳 動 さ せ る 。 一 塩 基 の 変
化 の た め に 異 な る DNA断 片 は ゲ ル 内 を 通 っ て 異 な る 位 置 へ 移 動 し 、 こ れ を エ チ ジ ウ ム ブ ロ
マ イ ド 染 色 に よ っ て 可 視 化 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】

　 温 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 （ TGGE） は 、 変 性 勾 配 が 化 学 変 性 剤 の 濃 度 差 の 代 わ り に 温 度 差 に
よ っ て 生 じ る こ と を 除 い て 、 変 性 剤 濃 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 と 同 じ 基 本 原 理 に 基 づ い て い る
。 標 準 的 な TGGEは 、 温 度 勾 配 が 電 気 泳 動 路 に 沿 っ て 形 成 さ れ て い る 電 気 泳 動 装 置 を 使 用 す
る 。 サ ン プ ル が 均 一 濃 度 の 化 学 変 性 剤 を 含 む ゲ ル を 移 動 す る に つ れ て 、 サ ン プ ル は 次 第 に
増 加 す る 温 度 に 遭 遇 す る 。 TGGEの 別 の 方 法 で あ る 時 間 的 （ temporal） 温 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳
動 （ TTGEま た は tTGGE） は 、 同 一 の 結 果 を 達 成 す る た め に 電 気 泳 動 ゲ ル 全 体 の 温 度 を 次 第
に 高 め て い く も の で あ る 。 サ ン プ ル が ゲ ル を 通 っ て 移 動 す る に つ れ て ゲ ル 全 体 の 温 度 が 増
加 し 、 サ ン プ ル が ゲ ル を 通 っ て 移 動 す る に つ れ て サ ン プ ル は 次 第 に 増 加 す る 温 度 に 遭 遇 す
る こ と に な る 。 GCク ラ ン プ の 組 込 み を 用 い た PCR増 幅 を 含 め た サ ン プ ル の 調 製 、 お よ び 産
物 の 可 視 化 は 変 性 剤 濃 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 と 同 じ で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】

　 特 定 の 遺 伝 子 座 に お け る 標 的 配 列 ま た は 対 立 遺 伝 子 は 一 本 鎖 高 次 構 造 多 型 解 析 を 用 い て
区 別 す る こ と が で き 、 こ れ は Oritaら , Proc. Nat. Acad. Sci. 85:2766-2770 （ 1989） に
記 載 さ れ る よ う に 、 一 本 鎖 PCR産 物 の 電 気 泳 動 に よ る 移 動 の 変 化 に よ っ て 塩 基 の 差 異 を 同
定 す る 。 増 幅 PCR産 物 を 上 述 し た よ う に 作 製 し 、 加 熱 ま た は そ の 他 の 方 法 で 変 性 し て 一 本
鎖 の 増 幅 産 物 と す る 。 一 本 鎖 核 酸 は 再 び 折 り た た ま れ る か 、 ま た は 塩 基 配 列 に 部 分 的 に 依
存 す る 二 次 構 造 を 形 成 す る 。 し た が っ て 、 一 本 鎖 増 幅 産 物 の 電 気 泳 動 の 移 動 度 に よ り 、 対
立 遺 伝 子 ま た は 標 的 配 列 間 の 塩 基 配 列 差 異 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】

　 標 的 配 列 間 の 差 異 は 、 Grompeら , Am. J. Hum. Genet. 48:212-222 (1991)に 記 載 さ れ る
よ う な 、 ミ ス マ ッ チ 塩 基 対 の 示 差 的 な 化 学 的 切 断 に よ っ て も 検 出 す る こ と が で き る 。 別 の
方 法 で は 、 標 的 配 列 間 の 差 異 は 、 Nelsonら , Nature Genetics 4:11-18 (1993)に 記 載 さ れ
る よ う な 、 ミ ス マ ッ チ 塩 基 対 の 酵 素 的 切 断 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 簡 潔 に 言 う と
、 動 物 お よ び 影 響 を 受 け た フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー に 由 来 す る 遺 伝 物 質 を 用 い て 、 ミ ス マ ッ チ
の な い ヘ テ ロ ハ イ ブ リ ッ ド 型 DNA二 本 鎖 を 作 製 す る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 ヘ テ ロ ハ イ ブ リ
ッ ド 」 と は 、 あ る 動 物 由 来 の DNA一 本 鎖 と 、 別 の 動 物 （ 通 常 は 、 目 的 の 形 質 に つ い て の 表
現 型 が 異 な る 動 物 ） 由 来 の 第 2の DNA鎖 と を 含 む DNA二 本 鎖 を 意 味 す る 。 ミ ス マ ッ チ の な い
ヘ テ ロ ハ イ ブ リ ッ ド の 陽 性 選 別 は 、 多 型 と 関 連 し 得 る 小 さ な 挿 入 、 欠 失 ま た は 別 の 多 型 の
確 認 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ １ ７ 】

　 他 の 可 能 な 技 術 と し て TaqMan T M （ Perkin Elmer） な ど の 非 ゲ ル 系 が 含 ま れ る 。 こ の 系 で
は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド PCRプ ラ イ マ ー を 、 問 題 の 突 然 変 異 に フ ラ ン キ ン グ し て お り か つ
こ の 領 域 の PCR増 幅 を 可 能 に す る よ う に 設 計 す る 。 続 い て 第 3の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー
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ミ ス マ ッ チ の 化 学 的 ま た は 酵 素 的 切 断

非 ゲ ル 系



ブ を 、 そ の 遺 伝 子 の 異 な る 対 立 遺 伝 子 間 で 変 化 を 受 け や す い 塩 基 を 含 む 領 域 と ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る よ う に 設 計 す る 。 こ の プ ロ ー ブ の 5'お よ び 3'末 端 の 両 方 が 蛍 光 色 素 で 標 識 さ れ て
い る 。 こ れ ら の 色 素 は 、 互 い に 近 接 し て い る 間 は 、 こ れ ら の 一 方 の 蛍 光 が 他 方 に よ っ て 消
光 さ れ て 検 出 さ れ 得 な い よ う 選 択 さ れ る 。 プ ロ ー ブ に 対 し て 5'側 に 位 置 す る 鋳 型 上 の PCR
プ ラ イ マ ー か ら の Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 伸 長 は 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 5'ヌ ク レ ア
ー ゼ 活 性 を 介 し て 、 ア ニ ー ル し た プ ロ ー ブ の 5'末 端 に 連 結 さ れ た 色 素 の 切 断 へ と 至 ら せ る
。 こ れ は ク エ ン チ ン グ 効 果 （ quenching effect） を 取 り 除 い て 、 こ の プ ロ ー ブ の 3'末 端 に
あ る 色 素 か ら の 蛍 光 を 検 出 す る こ と を 可 能 に す る 。 異 な る DNA配 列 間 の 識 別 は 、 プ ロ ー ブ
の 鋳 型 分 子 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 完 全 で な い 場 合 、 す な わ ち あ る 形 態 の ミ ス マ ッ
チ が 存 在 す る 場 合 に は 、 色 素 の 切 断 が 起 こ ら な い と い う 事 実 か ら 生 じ る 。 し た が っ て 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 結 合 す る 鋳 型 分 子 と 完 全 に 相 補 的 で あ
る 場 合 に の み 、 ク エ ン チ ン グ が 取 り 除 か れ る こ と に な る 。 反 応 混 合 物 は 、 存 在 し 得 る 異 な
る 対 立 遺 伝 子 の そ れ ぞ れ に 対 し て 設 計 さ れ た 2種 類 の 異 な る プ ロ ー ブ 配 列 を 含 ん で い て も
よ く 、 そ の 結 果 、 １ つ の 反 応 で 両 方 の 対 立 遺 伝 子 の 検 出 が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 さ ら に 別 の 技 術 と し て Invader Assayが あ り 、 こ れ は 蛍 光 の 触 媒 的 放 出 を 当 て に し た 等
温 増 幅 を 含 む 。 www.twt.comの Third Wave Technologyを 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ １ ９ 】

　 対 立 遺 伝 子 配 列 に 連 鎖 し た DNA配 列 の 同 定 は 、 増 幅 工 程 を 用 い る こ と な く 、 動 物 お よ び
フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー に お け る 多 型 （ 制 限 断 片 長 多 型 を 含 む ） に 基 づ い て 行 な う こ と が で き
る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 、 一 般 的 に 、 標 識 核 酸 の 全 部 ま た は 一 部 へ の 相 補
的 塩 基 対 合 を 介 し て 結 合 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 プ ロ ー ブ は 典 型 的 に は 、 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に 応 じ て 、 プ ロ ー ブ 配 列 と の 完 全 な 相 補 性 を
欠 い て い る 標 的 配 列 に 結 合 す る 。 プ ロ ー ブ は 好 ま し く は 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 標 識 さ れ 、
そ の 結 果 、 プ ロ ー ブ の 存 在 ま た は 不 在 に つ い て ア ッ セ イ す る こ と に よ っ て 、 標 的 配 列 の 存
在 ま た は 不 在 を 検 出 で き る よ う に な る 。 直 接 標 識 法 に は 、 3 2 Pま た は 3 5 Sを 用 い る 等 、 放 射
性 同 位 体 標 識 が 含 ま れ る 。 間 接 標 識 法 に は 、 蛍 光 タ グ 、 ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン に 結 合 し 得 る ビ オ チ ン 複 合 体 、 あ る い は ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 タ グ が 含 ま れ る 。 視
覚 的 検 出 方 法 に は 、 発 光 物 質 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 ロ ー ダ ミ ン お よ び そ の 誘 導 体 、 レ ッ ド ロ
イ コ ダ イ お よ び 3,3',5,5'-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン （ TMB） 、 フ ル オ レ セ イ ン お よ び そ の
誘 導 体 、 ダ ン シ ル 、 な ら び に ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン な ど 、 あ る い は 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ な ど を 用 い る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ に は 、 主 効 果 遺 伝 子 の 1つ が 存 在 す る ブ タ 染 色 体 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き 、 そ れ ゆ え に 、 主 効 果 遺 伝 子 の 1つ に 連 鎖 し た 遺 伝 マ ー カ ー
（ 制 限 断 片 長 多 型 、 超 可 変 領 域 、 反 復 エ レ メ ン ト ま た は 可 変 数 の タ ン デ ム リ ピ ー ト を 含 む
） を 規 定 す る こ と が で き る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 含 ま れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー
ブ は 任 意 の 遺 伝 子 ま た は 適 切 な 類 似 体 で あ り 得 る 。 別 の 適 切 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ
ロ ー ブ に は 、 染 色 体 の 関 連 領 域 に 位 置 す る こ と が 知 ら れ た cDNAま た は 遺 伝 子 の エ キ ソ ン 断
片 も し く は 一 部 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る の に 好 適 な タ ン デ ム リ ピ ー ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ
は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 で 特 定 の 遺 伝 子 座 の 少 数 の 断 片 を
認 識 す る も の 、 ま た は ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 が 緩 め ら れ る 場 合 に は そ の 遺 伝 子 座 の よ り 多
く の 断 片 を 認 識 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 1以 上 の 追 加 の 制 限 酵 素 お よ び /ま た は プ ロ ー ブ お よ び /ま た は プ ラ イ マ ー を 用 い る こ と
が で き る 。 追 加 の 酵 素 、 構 築 プ ロ ー ブ 、 お よ び プ ラ イ マ ー は 、 当 業 者 が ル ー チ ン な 実 験 を
行 う こ と に よ り 決 定 す る こ と が で き 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る も の と す る 。
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【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 方 法 は 、 単 一 の 制 限 酵 素 お よ び 単 一 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト の 使 用 に
基 づ く も の で あ る が 、 こ れ ら の 方 法 は そ の よ う に 限 定 さ れ な い 。 所 望 で あ れ ば 、 1以 上 の
追 加 の 制 限 酵 素 お よ び /ま た は プ ロ ー ブ お よ び /ま た は プ ラ イ マ ー を 用 い る こ と が で き る 。
実 際 に 、 い く つ か の 状 況 で は 、 特 定 の ハ プ ロ タ イ プ を 与 え る マ ー カ ー の 組 合 せ を 使 用 す る
こ と が 好 ま し い か も し れ な い 。 追 加 の 酵 素 、 構 築 プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー は 、 本 明 細 書
に 提 供 さ れ た ま た は 組 み 込 ま れ た 教 示 と 併 せ て 、 ル ー チ ン な 実 験 を 行 な う こ と に よ っ て 決
定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に 従 っ て 、 成 長 お よ び 肉 質 と の 関 連 性 を 有 す る 主 効 果 遺 伝 子 中 の 多
型 が 同 定 さ れ た 。 一 実 施 形 態 で は 、 マ ー カ ー の 存 在 ま た は 不 在 は 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ
を 用 い た PCR-RFLP分 析 に よ っ て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 増 幅 プ ラ イ マ ー は 、 多 型 を と
り ま く 領 域 の 高 い 相 同 性 の た め に 、 類 似 の ヒ ト 、 ブ タ ま た は 他 の 動 物 の 配 列 を 用 い て 設 計
し て も よ い し 、 GenBankに 示 さ れ る 既 知 の 配 列 （ 例 え ば ヒ ト ） を 用 い て 設 計 し て も よ い し
、 あ る い は 本 明 細 書 の 教 示 お よ び 参 考 文 献 に 基 づ い て 、 近 接 す る 周 囲 の 遺 伝 子 の 連 鎖 デ ー
タ か ら 得 ら れ た 配 列 か ら 設 計 し て も よ い 。 多 型 を と り ま く 配 列 は 代 替 的 な PCR試 験 の 開 発
を 容 易 に す る だ ろ う 。 そ の よ う な PCR試 験 で は 、 多 型 に す ぐ 隣 接 す る 配 列 か ら 得 ら れ た 約 4
～ 30個 連 続 し た 塩 基 の プ ラ イ マ ー を 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 と 組 み 合 わ せ て 使 用 し て そ の
領 域 を 大 量 に 増 幅 し 、 そ の 後 所 望 の 制 限 酵 素 で 処 理 す る 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 正 確 な 相
補 体 で あ る 必 要 は な く 、 実 質 的 に 等 し い 配 列 で あ れ ば 許 容 さ れ る 。 PCRに よ っ て 増 幅 す る
た め の プ ラ イ マ ー の 設 計 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 Ausubel (編 ), Short Protocols in Mol
ecular Biology, 第 4版 , John Wiley and Sons 1999で 詳 細 に 論 じ ら れ て い る 。 以 下 は プ
ラ イ マ ー 設 計 の 簡 単 な 説 明 で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】

　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） 法 の 使 用 の 増 加 に よ り 、 PCR用 プ ラ イ マ ー と し て 使 用 さ れ
る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 設 計 ま た は 選 択 に 役 立 つ 多 く の プ ロ グ ラ ム の 開 発 が 活 発 に な っ て
き て い る 。 イ ン タ ー ネ ッ ト を 介 し て 自 由 に 利 用 可 能 な そ の よ う な プ ロ グ ラ ム の 4つ の 例 は
、 ホ ワ イ ト ヘ ッ ド 大 学 の Mark Dalyお よ び Steve Lincolnに よ る PRIMER（ UNIX, VMS, DOSお
よ び Macintosh） 、 ワ シ ン ト ン 大 学 （ St. Louis） の Phil Greenお よ び LaDeana Hillerに よ
る Oligonucleotide Selection Program (OSP)（ UNIX, VMS, DOSお よ び Macintosh） 、 Yosh
iに よ る PGEN（ DOSの み ） 、 な ら び に ウ ィ ス コ ン シ ン 大 学 の Bill Engelsに よ る Amplify（ Ma
cintoshの み ） で あ る 。 一 般 的 に 、 こ れ ら の プ ロ グ ラ ム は 、 少 数 の 既 知 の 反 復 配 列 エ レ メ
ン ト を 検 索 し 、 続 い て 推 定 上 の プ ラ イ マ ー の 長 さ と GC含 量 を 分 析 し て Tmを 最 適 化 す る こ と
に よ っ て 、 PCRプ ラ イ マ ー の 設 計 に 役 立 っ て い る 。 市 販 の ソ フ ト ウ ェ ア も 利 用 可 能 で あ り
、 プ ラ イ マ ー 選 択 法 は 、 一 般 的 な 配 列 解 析 パ ッ ケ ー ジ の ほ と ん ど に 急 速 に 含 ま れ つ つ あ る
。
【 ０ １ ２ ６ 】

　 配 列 決 定 用 ま た は PCR用 の プ ラ イ マ ー と し て 使 用 す る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計
す る に は 、 標 的 を 特 異 的 に 認 識 す る 適 切 な 配 列 を 選 択 し 、 続 い て 、 そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド が 安 定 し た 二 次 構 造 を 有 す る 可 能 性 を 排 除 す る た め に そ の 配 列 を 試 験 す る 必 要 が あ る 。
配 列 中 の 逆 反 復 配 列 は 上 述 さ れ る よ う な 反 復 配 列 同 定 プ ロ グ ラ ム ま た は RNAフ ォ ー ル デ ィ
ン グ プ ロ グ ラ ム （ Nucleic Acid Structureの 予 測 を 参 照 の こ と ） を 用 い て 同 定 す る こ と が
で き る 。 可 能 な ス テ ム 構 造 が 観 察 さ れ る 場 合 に は 、 プ ラ イ マ ー の 配 列 を い ず れ か の 方 向 に
数 ヌ ク レ オ チ ド ず ら し 、 予 測 さ れ る 二 次 構 造 を 最 小 に す る こ と が で き る 。 ま た オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の 配 列 は 、 適 切 な ベ ク タ ー お よ び 挿 入 DNAの 両 鎖 の 配 列 と 比 較 さ れ る べ き で あ る
。 配 列 決 定 用 プ ラ イ マ ー が 標 的 DNAに 対 し て 1つ の 一 致 の み を 持 つ べ き で あ る こ と は 自 明 で
あ る 。 ま た 、 所 望 で な い 標 的 DNA配 列 と の ミ ス マ ッ チ が 1つ だ け の プ ラ イ マ ー を 排 除 す る こ
と も 得 策 で あ る 。 ゲ ノ ム DNAを 増 幅 す る こ と に 使 用 さ れ る PCRプ ラ イ マ ー に つ い て は 、 プ ラ
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イ マ ー 配 列 を GenBankデ ー タ ベ ー ス 中 の 配 列 と 比 較 し て 、 相 当 な 量 の 一 致 が 存 在 す る か 否
か を 判 定 す べ き で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が い ず れ か の 既 知 の DNA配 列 ま た は 、 よ
り 重 要 な こ と と し て 、 い ず れ か の 既 知 の 反 復 エ レ メ ン ト 中 に 存 在 す る 場 合 に は 、 プ ラ イ マ
ー 配 列 を 変 え る べ き で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 お よ び 材 料 は ま た 、 よ り 一 般 的 に は 、 動 物 の DNAを 評 価 し 、 個 々 の 動 物 を
遺 伝 子 型 タ イ ピ ン グ し 、 そ し て 動 物 に お け る 遺 伝 的 差 異 を 検 出 す る た め に 使 用 す る こ と が
で き る 。 特 に 、 動 物 ゲ ノ ム DNAの サ ン プ ル を 、 1以 上 の 対 照 を 参 照 す る こ と に よ っ て 評 価 し
て 、 配 列 の 1つ に 多 型 が 存 在 す る か を 判 定 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 RFLP分 析 を 動
物 の 配 列 に 対 し て 実 施 し 、 そ の 結 果 を 対 照 と 比 較 す る 。 対 照 は 、 異 な る 動 物 （ そ の 動 物 の
遺 伝 子 の 多 型 が 知 ら れ て い る ） の 配 列 の 1つ ま た は 両 方 の RFLP分 析 の 結 果 で あ る 。 同 様 に
、 動 物 の 遺 伝 子 型 は 、 そ の ゲ ノ ム DNAサ ン プ ル を 取 得 し 、 該 DNA中 の 遺 伝 子 の RFLP分 析 を 実
施 し 、 そ の 結 果 を 対 照 と 比 較 す る こ と に よ っ て 決 定 し 得 る 。 こ の 場 合 も 、 対 照 は 異 な る 動
物 の 配 列 の 1つ の RFLP分 析 の 結 果 で あ る 。 こ れ ら の 結 果 か ら そ の 遺 伝 子 中 の 多 型 を 特 定 す
る こ と に よ り 、 動 物 を 遺 伝 子 型 タ イ ピ ン グ す る こ と が で き る 。 最 後 に 、 動 物 間 の 遺 伝 的 差
異 は 、 少 な く と も 2個 体 の 動 物 か ら ゲ ノ ム DNAサ ン プ ル を 取 得 し 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 1つ
に 多 型 が 存 在 す る か し な い か を 同 定 し 、 そ の 結 果 を 比 較 す る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 こ れ ら の ア ッ セ イ は 、 上 で 述 べ た よ う に 、 成 長 お よ び 肉 質 と 関 連 す る 遺 伝 マ ー カ ー を 同
定 す る た め に 、 同 一 の 遺 伝 子 ま た は 対 立 遺 伝 子 中 の 、 他 の 特 性 と 相 関 し 得 る 他 の 多 型 を 同
定 す る た め に 、 な ら び に 動 物 の 遺 伝 子 型 お よ び 表 現 型 の 一 般 的 な 科 学 的 解 析 の た め に 有 用
で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 い っ た ん 多 型 が 同 定 さ れ か つ 特 定 の 形 質 と の 相 関 が 確 立 さ れ る と 、 こ
の 多 型 に つ い て 動 物 を 遺 伝 子 型 タ イ ピ ン グ す る 多 く の 方 法 が 存 在 す る こ と を 理 解 す る だ ろ
う 。 そ の よ う な 代 替 的 試 験 の 設 計 は 、 単 に 当 業 者 に 知 ら れ た パ ラ メ ー タ ー の 最 適 化 を 行 え
ば よ く 、 本 明 細 書 に 十 分 に 記 載 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る も の と す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 、 当 技 術 分 野 の 技 量 の 範 囲 内 で あ る 慣 用 の 分 子 生 物 学 、 微 生 物 学 お よ び
組 換 え DNA技 術 を 採 用 し て も よ い 。 そ の よ う な 技 術 は 文 献 に 十 分 説 明 さ れ て い る 。 例 え ば M
aniatis, Fritsch & Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (1982); DNA 
Cloning: A Practical Approach, 1巻 お よ び 2巻  (D.N. Glover編 . 1985); Oligonucleoti
de Synthesis (M. J. Gait編 . 1984); Nucleic Acid Hybridization (B. D. Hames & S. 
J. Higgins編 . (1985)); Transcription and Translation (B. D. Hames & S. J. Higgin
s編 (1984)); Animal Cell Culture (R. I. Freshney編 . (1986)); Immobilized Cells An
d Enzymes (IRL Press, (1986)); B. Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning
, (1984)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 発 明 を よ り よ く 説 明 す る の に 役 立 ち 、 い か な る 場 合
に も 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。 当 業 者 は 、 慣 用 の 実 験 を 用 い て 改 変 す る こ と が で き
、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 、 幾 つ か の 異 な る パ ラ メ ー タ ー が 存 在 す る こ と を 理 解 す る だ
ろ う 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ３ ２ 】

カ テ プ シ ン Z（ CTSZ） PCR-RFLP試 験
AlwNI多 型
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実 施 例 １



　
　
　
　
　

10X Promegaバ ッ フ ァ ー 　 　 　 　 　 　 　 1.0μ L
25mM MgCl 2 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.4μ L
dNTPミ ッ ク ス （ 2mM） 　 　 　 　 　 　 　 　 0.5μ L
25 pmol/μ L CT04F　 　 　 　 　 　 　 　 　  0.1μ L
25 pmol/μ L CT04R　 　 　 　 　 　 　 　 　  0.1μ L
滅 菌 2回 蒸 留 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 6.83μ L
Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ 5U/μ L） 　 　 　 　 　  0.07μ L
ゲ ノ ム DNA（ 12.5ng/μ L） 　 　 　 　 　 　  1.0μ L
　 10μ Lの ミ ッ ク ス 1と DNAと を 反 応 チ ュ ー ブ 中 で 一 緒 に し 、 鉱 油 で 重 層 し た 。 以 下 の PCRプ
ロ グ ラ ム を 行 っ た ： 94℃ で 3分 ； 94℃ で 30秒 、 62℃ で 30秒 、 お よ び 72℃ で 30秒 を 35サ イ ク
ル ； そ の 後 72℃ で 5分 間 の 最 終 伸 長 。 4μ Lの PCR反 応 物 を 標 準 的 な 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で
調 べ 、 増 幅 の 成 功 と ク リ ー ン な 陰 性 対 照 を 確 認 し た 。 産 物 の 大 き さ は 約 330塩 基 対 で あ っ
た 。 以 下 の 手 順 を 用 い て 消 化 を 行 っ た ：

PCR産 物 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5.0μ L
10X NEBバ ッ フ ァ ー 4　 　 　 　 　 　 　 　  1.0μ L
AlwNI酵 素 (10U/μ L)　 　 　 　 　 　 　 　  0.5μ L
滅 菌 2回 蒸 留 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 3.5μ L
　 バ ッ フ ァ ー 、 酵 素 お よ び 水 で カ ク テ ル を 調 製 し 、 5μ Lを 、 DNAを 含 む 各 反 応 チ ュ ー ブ に
添 加 し た 。 37℃ で 少 な く と も 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る が 、 一 晩 の 消 化 が 好 ま し い 。 ４ μ L
の ロ ー デ ィ ン グ ダ イ (loading dye)と ６ μ Lの 消 化 PCR産 物 と を 混 合 し 、 総 量 を 3％ ア ガ ロ ー
ス ゲ ル に ロ ー ド し た 。 予 測 さ れ た AlwNIパ タ ー ン を 図 2Aに 示 す 。
【 ０ １ ３ ３ 】

GNAS PCR-RFLP試 験
BbsI多 型
　
　
　
　
　

10X Promegaバ ッ フ ァ ー 　 　 　 　 　 　 　 1.0μ L
25mM MgCl 2 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.8μ L
dNTPミ ッ ク ス （ 2mM） 　 　 　 　 　 　 　 　 0.5μ L
25pmol/μ L GN03F　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.1μ L
25pmol/μ L GN03R　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.1μ L
滅 菌 2回 蒸 留 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 6.43μ L
Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ 5U/μ L） 　 　 　 　 　 0.07μ L
ゲ ノ ム DNA（ 12.5ng/μ L） 　 　 　 　 　 　 1.0μ L
　 10μ Lの ミ ッ ク ス 1と DNAと を 反 応 チ ュ ー ブ 中 で 一 緒 に し 、 鉱 油 で 重 層 し た 。 以 下 の PCRプ
ロ グ ラ ム を 行 っ た ： 94℃ で 3分 ； 94℃ で 30秒 、 60℃ で 30秒 、 お よ び 72℃ で 30秒 の 35サ イ ク
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PCR条 件 ：
ミ ッ ク ス 1：

AlwNI消 化 反 応 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10μ L反 応

実 施 例 2

PCR条 件 ：
ミ ッ ク ス １ ：



ル ； そ の 後 72℃ で 5分 間 の 最 終 伸 長 。 4μ Lの PCR反 応 物 を 標 準 的 な 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で
調 べ 、 増 幅 の 成 功 と ク リ ー ン な 陰 性 対 照 を 確 認 し た 。 産 物 の 大 き さ は 約 321塩 基 対 で あ っ
た 。 消 化 は 以 下 の 手 順 を 用 い て 行 っ た ：

PCR産 物 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 4.0μ L
10X NEBバ ッ フ ァ ー 2　 　 　 　 　 　 　 　  1.0μ L
BbsI酵 素 (5U/μ L)　 　 　 　 　 　 　 　 　  0.5μ L
滅 菌 2回 蒸 留 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 4.5μ L
　 バ ッ フ ァ ー 、 酵 素 お よ び 水 を 用 い て カ ク テ ル を 調 製 し 、 6μ Lを 、 DNAを 含 む 各 反 応 チ ュ
ー ブ に 添 加 し た 。 37℃ で 少 な く と も 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る が 、 一 晩 の 消 化 が 好 ま し い
。 4μ Lの ロ ー デ ィ ン グ ダ イ と 6μ Lの 消 化 PCR産 物 と を 混 合 し 、 総 量 を 3％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に
ロ ー ド し た 。 予 測 さ れ た BbsIパ タ ー ン を 図 2Bに 示 す 。
【 ０ １ ３ ４ 】

MC3R PCR-RFLP試 験
MnlI多 型
　
　
　
　
　

ミ ッ ク ス 1
10X PCRバ ッ フ ァ ー 　 　 　 　 　 　 　 1.0μ l
MgCl 2 （ 25mM） 　 　 　 　 　 　 　 　 　  0.6μ l
dNTP（ 2.5mM） 　 　 　 　 　 　 　 　 　  0.5μ l
フ ォ ワ ー ド （ 25 pmol/μ l） 　 　 　  0.1μ l
リ バ ー ス （ 25 pmol/μ l） 　 　 　 　  0.1μ l
Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ 5U/μ l） 　 　 　 0.07μ l
2回 蒸 留 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 7.63μ l
ゲ ノ ム DNA　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1.0μ l
　 ミ ッ ク ス 1と DNAと を PCR反 応 チ ュ ー ブ 中 で 一 緒 に し 、 鉱 油 で 重 層 し た 。 以 下 の PCRプ ロ グ
ラ ム を 行 っ た ： 94℃ で 3分 ； 94℃ で 30秒 、 54℃ で 1分 、 お よ び 72℃ で 1分 30秒 の 36サ イ ク ル
； そ の 後 72℃ で 10分 間 の 最 終 伸 長 。 2μ lの PCR反 応 物 を 1.6％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 調 べ 、 増
幅 の 成 功 と 陰 性 対 照 に お け る 望 ま し い ク リ ー ン な 結 果 を 確 認 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
消 化 は 以 下 の 手 順 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る ：
MnlI消 化 反 応 液 ：
PCR産 物 　 　 　 　 　 　 　  4.0μ l
NEバ ッ フ ァ ー 2　 　 　 　  1.0μ l
BSA（ 10mg/ml） 　 　 　 　 0.1μ l
MnlI（ 20U/μ l） 　 　 　  0.2μ l
2回 蒸 留 水  　 　 　 　 　 　 4.7μ l
　 PCR産 物 、 バ ッ フ ァ ー 、 酵 素 お よ び 水 の カ ク テ ル を 調 製 し た 。 少 な く と も 4時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト す る が 、 37℃ で 一 晩 が 好 ま し い 。 消 化 産 物 と ロ ー デ ィ ン グ ダ イ （ 2： 5） と を 混 合 し
、 3％  NuSieveア ガ ロ ー ス ゲ ル で 泳 動 し た 。 予 測 さ れ た MnlIパ タ ー ン を 図 2Cに 示 す 。
【 ０ １ ３ ６ 】

CTSZ、 GNASお よ び MC3R遺 伝 子 型 と 様 々 な 経 済 的 形 質 と の 関 連 性 を 、 バ ー ク シ ャ ー xヨ ー ク
シ ャ ー 交 雑 種 で 調 査 し た （ そ れ ぞ れ 表 3、 4、 5） 。  
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BbsI消 化 反 応 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10μ L反 応

実 施 例 3

PCR条 件 ：

実 施 例 4



【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ７ 】
　 表 3に 示 し た 結 果 は 、 CTSZ遺 伝 子 型 が 5つ の 肉 質 QTL形 質 と 関 連 す る こ と を 示 し て い る 。
色 、 ラ ブ LH、 ラ ブ LMと の 関 連 が 最 も 強 か っ た 。 さ ら に 、 平 均 ド リ ッ プ ・ ロ ス （ drip loss
） お よ び 柔 ら か さ (テ ン ダ ー ネ ス ： tenderness)な ど の 別 の 肉 質 形 質 と の 関 連 性 も 検 出 さ れ
、 こ の 事 実 は 改 善 さ れ た 肉 質 に つ い て ブ タ を 選 別 す る 際 に こ の マ ー カ ー を 使 用 し う る こ と
を 強 く 示 唆 す る も の で あ る 。
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ８ 】
　 CTSZに つ い て 決 定 さ れ た 結 果 に 従 っ て 、 GNAS遺 伝 子 型 も SSC17上 の 5つ の QTL肉 質 形 質 と
関 連 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 こ の マ ー カ ー に 関 す る 結 果 は 、 色 、 ラ ブ LHお よ び ラ ブ LMと の
最 も 強 い 関 連 性 が 見 出 さ れ 、 CTSZ遺 伝 子 型 の 効 果 と 一 致 す る こ と を 示 し て い る 。 別 の 肉 質
形 質 （ 平 均 ド リ ッ プ ・ ロ ス 、 テ ン ダ ー ネ ス ・ ス コ ア ） も こ の マ ー カ ー に 影 響 さ れ 、 よ り 高
い 肉 質 の ブ タ を 選 別 す る た め の ツ ー ル と し て の 、 SSC17の こ の 特 定 領 域 上 に 位 置 付 け ら れ
た こ れ ら の 遺 伝 マ ー カ ー の 有 用 性 を さ ら に 示 し て い る 。
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ １ ３ ９ 】
　 MC3R遺 伝 子 型 は 、 肉 質 に 関 す る 3つ の SSC17 QTL形 質 （ 色 、 ラ ブ LHお よ び ラ ブ LM） に 対 し
て 大 き な 効 果 を 全 く 示 さ な か っ た 。 し か し 、 こ の マ ー カ ー が 平 均 解 糖 ポ テ ン シ ャ ル お よ び
平 均 乳 酸 に 及 ぼ す 効 果 は 、 こ れ ら 2つ の 形 質 に 対 す る CTSZお よ び GNAS遺 伝 子 型 の 効 果 と 比
較 し た 場 合 に 、 よ り 顕 著 に 検 出 さ れ た 。 さ ら に 、 MC3R変 異 体 は 種 々 の 成 長 、 肥 満 お よ び 胴
体 組 成 形 質 と 強 く 関 連 し て お り 、 こ れ は こ の マ ー カ ー が 肉 質 お よ び 成 長 形 質 の 改 善 さ れ た
ブ タ の 選 別 に 使 用 で き る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 ブ タ 資 源 集 団 に お い て 実 施 さ れ た 研 究 に 加 え て 、 こ れ ら 3つ の 遺 伝 子 の 効 果 は い く つ か
の 商 業 上 の 純 粋 系 統 お よ び 人 造 系 統 （ ラ ン ド レ ー ス 、 ラ ー ジ ホ ワ イ ト お よ び 人 造 系 統 ） に
お い て も 分 析 さ れ た 。 結 果 は 表 6～ 15に 示 さ れ る 。
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【 表 ６ 】
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【 表 ７ 】
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【 表 ８ 】
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【 表 ９ 】
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【 表 １ ０ 】
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【 表 １ １ 】
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【 表 １ ２ 】
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【 表 １ ３ 】
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【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ １ 】
　 表 14は 、 商 業 上 の 人 造 集 団 に お け る 種 々 の 形 質 に 対 す る MC3R遺 伝 子 型 の 効 果 を 示 し て い
る 。 MC3R遺 伝 子 型 を 保 有 す る わ ず か 1個 体 の 動 物 が こ の 集 団 中 で 検 出 さ れ た た め 、 比 較 は
本 質 的 に は MC3Rの 遺 伝 子 型 11と 12の 間 で な さ れ る 。
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【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ２ 】
　 こ れ ら の 商 業 上 の 系 統 に お い て 決 定 さ れ た 結 果 は 、 色 と 関 連 す る 形 質 （ ロ イ ン （ loin）
お よ び ハ ム ・ ミ ノ ル タ ・ ス コ ア (ham Minolta score)） 、 他 の 肉 質 形 質 、 な ら び に 成 長 お
よ び 肥 満 と の 強 い 関 連 性 を 示 唆 す る 。 こ れ ら は 全 て ブ タ 肉 産 業 で 価 値 の あ る 形 質 で あ る 。
こ れ ら の マ ー カ ー を 一 緒 に 使 用 し て も よ く 、 こ の ス ト ラ テ ジ ー で は 、 肉 質 形 質 の み な ら ず
、 成 長 お よ び 肥 満 形 質 に つ い て の 選 別 も 可 能 で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ３ 】

　 色 、 ラ ブ ・ ロ イ ン ・ ハ ン タ ー （ lab loin hunter） 、 ラ ブ ・ ロ イ ン ・ ミ ノ ル タ （ lab loi
n minolta） 、 平 均 乳 酸 お よ び 平 均 解 糖 ポ テ ン シ ャ ル を 含 む 、 肉 質 に つ い て の 様 々 な 量 的
形 質 遺 伝 子 座 （ QTL） を ブ タ の 第 17染 色 体 （ SSC17） 上 で 検 出 し た （ Malekら , 2001） 。 最
初 の QTLに つ い て は 図 1を 参 照 の こ と 。 本 発 明 者 ら は SSC17 QTL領 域 に 3つ の 遺 伝 子 を マ ッ ピ
ン グ し た ： PKIG（ プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー γ ） 、 PTPN1（ プ ロ テ イ ン チ ロ シ ン ホ
ス フ ァ タ ー ゼ 、 非 レ セ プ タ ー 1型 ） お よ び PPP1R3D（ プ ロ テ イ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ 1、 調 節 サ
ブ ユ ニ ッ ト 3D） 。 こ れ ら の 結 果 に 従 い 、 さ ら に 3つ の 遺 伝 子 を 同 一 の SSC17 QTL領 域 に マ ッ
ピ ン グ し た ： CTSZ（ カ テ プ シ ン Z） 、 GNAS（ グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 結 合 タ ン パ ク 質 G（ S）
、 α サ ブ ユ ニ ッ ト － ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 刺 激 性 Gタ ン パ ク 質 α ） お よ び MC3R（ メ ラ ノ コ
ル チ ン 3レ セ プ タ ー ） 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 上 述 し た 6つ の 遺 伝 子 の SSC17マ ッ プ 中 の 位 置 が 与 え ら れ る と 、 SSC17上 に こ の QTL領 域 を
詳 細 マ ッ ピ ン グ す る こ と に 努 力 が 注 が れ た 。 観 察 さ れ た 表 現 型 変 異 の 原 因 遺 伝 子 を SSC17
上 で 探 し 出 す た め に 、 ヒ ト お よ び ブ タ ゲ ノ ム 間 の 利 用 可 能 な 比 較 マ ッ プ を 用 い て 、 い く つ
か の 位 置 候 補 遺 伝 子 を 研 究 用 に 選 択 し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
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　 合 計 9個 の 更 な る 遺 伝 子 、 す な わ ち MMP9[マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 9（ ゼ ラ チ
ナ ー ゼ B、 92kDaゼ ラ チ ナ ー ゼ 、 92kDa IV型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ ） ]、 ATP9A（ ATPア ー ゼ 、 ク ラ ス I
I、 9A型 ） 、 CYP24A1（ シ ト ク ロ ム P450、 フ ァ ミ リ ー 24、 サ ブ フ ァ ミ リ ー A、 ポ リ ペ プ チ ド 1
） 、 AURKA（ オ ー ロ ラ キ ナ ー ゼ A） 、 DOK5（ ド ッ キ ン グ タ ン パ ク 質 5） 、 RAE1[RAE1 RNAエ ク
ス ポ ー ト 1ホ モ ロ グ （ S.ポ ン ベ ） ]、 SPO11 [DSB様 と 共 有 結 合 し た SPO11減 数 分 裂 タ ン パ ク
質 （ S.セ レ ビ シ エ ） ]、 RAB22A（ RAB22A、 RAS発 が ん 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー ） お よ び
PCK1[ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ キ ナ ー ゼ 1（ 可 溶 性 ） ]を 分 析 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 こ れ ら の 遺 伝 子 の マ ッ プ 位 置 が 与 え ら れ る と 、 こ れ ら を SSC17の ブ タ 肉 質 形 質 QTL中 で 検
出 さ れ た 変 異 を 説 明 す る た め の 良 好 な 候 補 遺 伝 子 と み な し た 。 こ れ ら の 遺 伝 子 中 の 多 型 の
た め の PCR-RFLP試 験 を 開 発 し 、 こ れ を 用 い て 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 大 部 分 を 色 、 ラ ブ ・ ロ イ
ン ・ ハ ン タ ー （ lab loin hunter） 、 ラ ブ ・ ロ イ ン ・ ミ ノ ル タ （ lab loin Minolta） 、 平
均 乳 酸 お よ び 平 均 解 糖 ポ テ ン シ ャ ル の SSC17 QTLピ ー ク の 下 に マ ッ ピ ン グ し た 。 こ れ ら の Q
TLは SSC17上 の 約 70～ 107cMの 領 域 に わ た っ て い る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 マ ッ プ 上 の 遺 伝 子 の 位 置 は 以 下 の 通 り で あ る ： PKIGは 70.4cM、 MMP9は 72.6cM、 PTPN1は 8
0.4cM、 ATP9Aは 83.6cM、 CYP24A1は 85.3cM、 DOK5は 88.3cM、 MC3Rは 88.3cM、 AURKAは 90.4cM
、 SPO11は 97.4cM、 RAE1は 98.9cM、 RAB22Aは 100.3cM、 GNASは 102.5cM、 CTSZは 103.4cM、 そ
し て PPP1R3Dは 107.5cMに 位 置 す る 。 2つ の 遺 伝 子 （ PCK1お よ び C20orf43） の マ ッ プ 位 置 は
ま だ 決 定 さ れ て い な い 。 PCK1は RAE1と RAB22Aの 間 に 位 置 す る と 予 想 さ れ る 。 解 析 し た 16個
全 て の 遺 伝 子 の 変 異 体 が い く つ か の 経 済 的 形 質 に 及 ぼ す 効 果 は 、 ア イ オ ワ 州 立 大 学 の バ ー
ク シ ャ ー xヨ ー ク シ ャ ー 交 雑 種 で 調 査 し た （ 表 16） 。
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【 表 １ ６ 】
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　 結 果 は 強 い 関 連 性 が SSC17に お け る 数 種 の 遺 伝 子 と QTL形 質 と の 間 に 存 在 す る こ と を 示 し
て い る 。 さ ら に 、 成 長 お よ び 肥 満 形 質 に 対 す る 付 加 的 か つ 非 常 に 顕 著 な 効 果 も 検 出 さ れ 、
同 時 に 他 の 肉 質 形 質 と の い く つ か の 関 連 性 も 検 出 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 PKIGお よ び MMP9は 主 に 肥 満 お よ び 成 長 形 質 と の 関 連 性 を 示 し た 。 こ の 染 色 体 領 域 は 一 日
平 均 増 体 量 と 有 意 に 関 連 し て い た 。 さ ら に 、 PKIGは 身 長 に 対 す る 有 意 な 効 果 を 有 す る こ と
も 示 さ れ た 。 MMP9は 、 最 終 肋 骨 、 背 脂 肪 、 第 10肋 骨 お よ び 平 均 背 脂 肪 を 含 む い く つ か の 背
脂 肪 形 質 に 著 し く 影 響 し 、 ま た マ ー ブ リ ン グ ・ ス コ ア （ marbling score） に 対 す る 影 響 を
も 有 し て い た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 SSC17上 の QTLピ ー ク に 近 接 し て 位 置 す る 遺 伝 子 を 解 析 し た と き 、 幾 つ か の 遺 伝 子 、 す な
わ ち PTPN1-ATP9A-CYP24A1-DOK5を 含 む 染 色 体 領 域 （ 80.4cM～ 83.6cM） と 、 全 て の QTL形 質
と の 間 で 有 意 な 関 連 性 が 検 出 さ れ た 。 実 際 に 、 PTPN1-ATP9A染 色 体 領 域 （ 80.4cM～ 83.6cM
） が 平 均 解 糖 ポ テ ン シ ャ ル お よ び 平 均 乳 酸 と 有 意 に 関 連 す る こ と を 示 し 、 ATP9A-CYP24A1-
DOK5を 含 む 領 域 （ 83.6cM～ 88.3cM） は 色 、 ラ ブ ・ ロ イ ン ・ ハ ン タ ー お よ び ラ ブ ・ ロ イ ン ・
ミ ノ ル タ に 対 す る 有 意 な 効 果 を 有 し て い た 。 さ ら に 、 こ の 区 間 は そ の 他 の 重 要 な 肉 質 形 質
、 す な わ ち 平 均 ド リ ッ プ に も 影 響 を 及 ぼ し た 。 さ ら に 、 ATP9A-CYP24A1（ 83.6cM～ 85.3cM
） 領 域 が 身 長 （ 成 長 形 質 ） お よ び 腰 部 背 脂 肪 （ 肥 満 形 質 ） と 関 連 す る こ と も 見 出 さ れ た 。
ATP9Aは 3つ の 更 な る 肉 質 形 質 （ フ レ イ バ ー （ flavor） 、 オ フ ・ フ レ イ バ ー （ off flavor）
お よ び ジ ュ ー シ ー ・ ス コ ア （ juiciness score） ） に そ れ ぞ れ 影 響 を 及 ぼ し 、 一 方 CYP24A1
変 異 体 は 平 均 背 脂 肪 、 一 日 平 均 増 体 量 お よ び 試 験 中 の 一 日 平 均 増 体 量 に 対 し て 有 意 な 効 果
を 有 し て い た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 QTLピ ー ク 下 に マ ッ ピ ン グ さ れ た 一 部 の 遺 伝 子 は 、 全 て の QTL形 質 と は 関 連 性 を 示 さ な か
っ た 。 し か し 、 CYP24A1-DOK5-MC3R-AURKAを 含 む 領 域 （ 85.3cM～ 90.4） は 平 均 背 脂 肪 お よ
び 腰 部 背 脂 肪 に 対 す る 有 意 な 効 果 を 有 し て い た 。 さ ら に 、 DOK5は 最 終 肋 骨 背 脂 肪 、 マ ー ブ
リ ン グ ・ ス コ ア お よ び 総 脂 質 ％ 、 な ら び に 他 の 肉 質 形 質 （ ハ ム pH、 フ レ イ バ ー ・ ス コ ア お
よ び オ フ ・ フ レ イ バ ー ・ ス コ ア ） に 著 し く 影 響 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 染 色 体 領 域 MC3R-AURKA（ 88.3cM～ 90.4cM） は 、 い ろ い ろ な 成 長 形 質 （ 胴 体 重 、 ロ イ ン ・
ア イ 面 積 （ loin eye area） 、 試 験 中 の 一 日 平 均 増 体 量 、 出 生 時 体 重 、 II型 繊 維 率 ） お よ
び 肥 満 形 質 （ 平 均 背 脂 肪 お よ び 腰 部 背 脂 肪 測 定 値 ） に 対 す る か な り 顕 著 な 効 果 を 有 し て い
た 。 さ ら に 、 MC3Rは 2つ の QTL形 質 （ 平 均 解 糖 ポ テ ン シ ャ ル お よ び 平 均 乳 酸 ） 、 な ら び に 関
連 の 形 質 （ 平 均 グ リ コ ー ゲ ン 含 有 量 ） と 有 意 に 関 連 し て い た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 SPO11お よ び RAE1は 肥 満 形 質 （ 平 均 背 脂 肪 お よ び 腰 部 背 脂 肪 ） だ け で な く 、 い ろ い ろ な
肉 質 形 質 （ ハ ム ・ ハ ン タ ー 、 ハ ム ・ ミ ノ ル タ お よ び ク ッ キ ン グ ・ ロ ス ） と も 関 連 す る こ と
が 見 出 さ れ た 。 PCK1は 2種 類 の 成 長 形 質 （ 身 長 お よ び 胴 体 重 ） お よ び 1種 類 の 肉 質 形 質 （ ク
ッ キ ン グ ・ ロ ス ） に 影 響 し た 。 こ の 形 質 は 染 色 体 領 域 SPO11-RAE1-PCK1-RAB22A（ 97.4cM～
100.3cM） に よ っ て 著 し く 影 響 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 RAB22A-GNAS-CTSZを 含 む 染 色 体 領 域 （ 100.3cM～ 103.4cM） は 一 部 の QTL形 質 （ 色 、 ラ ブ
・ ロ イ ン ・ ハ ン タ ー 、 ラ ブ ・ ロ イ ン ・ ミ ノ ル タ ） お よ び 2種 類 の 別 の 肉 質 形 質 （ 平 均 ド リ
ッ プ お よ び テ ン ダ ー ネ ス ・ ス コ ア ） に 著 し く 影 響 し た 。 さ ら に 、 RAB22Aは ハ ム ・ ハ ン タ ー
、 ハ ム ・ ミ ノ ル タ お よ び 平 均 イ ン ス ト ロ ン 力 （ average instron force） （ 全 て が 肉 質 形
質 ） に そ れ ぞ れ 影 響 し た 。 さ ら に 、 こ の 遺 伝 子 は 成 長 形 質 （ 一 日 平 均 増 体 量 、 離 乳 時 体 重
） お よ び 肥 満 形 質 （ 腰 部 背 脂 肪 ） に 対 す る 有 意 な 効 果 を も 有 し て い た 。 GNASお よ び CTSZは
そ れ ぞ れ 、 水 分 保 持 能 、 ク ッ キ ン グ ・ ロ ス お よ び チ ュ ー ・ ス コ ア 、 フ レ イ バ ー ・ ス コ ア お
よ び ジ ュ ー シ ー ・ ス コ ア を 含 む 様 々 な 肉 質 形 質 に 影 響 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
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　 腰 部 背 脂 肪 は 染 色 体 領 域 CTSZ-PPP1R3D（ 103.4cM～ 107.5cM） に よ っ て 著 し く 影 響 さ れ た
。 最 後 に 、 PPP1R3Dは 種 々 の 成 長 形 質 （ 胴 体 重 、 ロ イ ン ・ ア イ 面 積 、 試 験 中 の 1日 平 均 増 体
量 、 出 生 時 体 重 お よ び 離 乳 時 体 重 ） と 有 意 に 関 連 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 こ れ ら の 全 て の 結 果 は 、 こ れ ら の マ ー カ ー が 肉 質 お よ び 成 長 形 質 の 点 で 改 善 さ れ た ブ タ
の 選 別 に 使 用 す る こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 ISUブ タ 資 源 集 団 に お い て 実 施 さ れ た 研 究 に 加 え て 、 9個 の 遺 伝 子 の 効 果 を 数 種 の 商 業 上
の 純 粋 系 統 お よ び 人 造 系 統 に お い て も 解 析 し た 。 結 果 を 表 17に 示 す 。
【 表 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ １ ５ ８ 】
　 こ れ ら の 商 業 上 の 系 統 に お い て 決 定 さ れ た 結 果 は 、 色 に 関 連 す る 形 質 （ ロ イ ン お よ び ハ
ム ・ ミ ノ ル タ ・ ス コ ア ） お よ び 他 の 肉 質 形 質 、 な ら び に 成 長 お よ び 肥 満 と の 強 い 関 連 性 を
示 唆 し て い る 。 こ れ ら は 全 て ブ タ 肉 産 業 に お い て 価 値 の あ る 形 質 で あ る 。 本 発 明 者 ら は 、
こ の 産 業 が こ う し た 情 報 を 利 用 し 得 る 最 良 の 方 法 が 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 全 て を 遺 伝 マ ー カ
ー と し て 同 時 に 使 用 す る こ と で あ る と 考 え て い る 。 こ の ス ト ラ テ ジ ー を 用 い る な ら ば 、 肉
質 形 質 の み な ら ず 、 成 長 お よ び 肥 満 形 質 に つ い て も 選 別 が 可 能 に な る 公 算 が 非 常 に 高 い 。
特 に PKIG、 MMP9、 ATP9A、 CYP24A1、 DOK5、 MC3R、 AURKA、 PCK1、 RAB22A、 GNAS、 CTSZお よ
び PPP1R3Dを マ ー カ ー と し て 使 用 し て 、 改 善 さ れ た 成 長 関 連 形 質 を 選 別 す る こ と が で き る
。 さ ら に 、 MMP9、 PTPN1、 ATP9A、 CYP24A1、 DOK5、 MC3R、 AURKA、 SPO11、 RAE1、 RAB22A、 G
NAS、 CTSZお よ び PPP1R3Dを マ ー カ ー と し て 用 い て 、 改 善 さ れ た 肥 満 関 連 形 質 を 選 別 す る こ
と も で き る 。 最 後 に 、 PKIG、 PTPN1、 ATP9A、 CYP24A1、 DOK5、 MC3R、 SPO11、 RAE1、 PCK1、
RAB22A、 GNAS、 CTSZお よ び PPP1R3Dを マ ー カ ー と し て 用 い て 、 改 善 さ れ た 肉 質 形 質 を 選 別
す る こ と も で き る 。 し た が っ て 、 改 善 さ れ た 成 長 、 肥 満 お よ び 肉 質 形 質 の 選 別 を 助 け る た
め に 、 SSC17の 肉 質 QTL領 域 に マ ッ ピ ン グ さ れ た 遺 伝 子 を 単 独 で ま た は 組 合 せ て 遺 伝 マ ー カ
ー と し て 使 用 す る こ と が 保 証 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 全 て の PCR試 験 は 先 に 列 挙 し た 条 件 を 用 い て 実 施 し た 。 以 下 は 先 の デ ー タ を 作 成 す る の
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に 用 い た プ ラ イ マ ー 、 塩 基 変 化 お よ び 制 限 酵 素 の リ ス ト で あ る 。 全 て の デ ー タ は 切 断 さ れ
た 対 立 遺 伝 子 に つ い て 記 録 さ れ る 。 塩 基 変 化 を 含 む プ ラ イ マ ー に よ っ て 増 幅 さ れ た 領 域 の
配 列 を 図 3～ 5お よ び 7～ 18に 示 す 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ １ 】

　 本 文 を 通 し て 引 用 さ れ た 全 て の 参 考 文 献 は 、 参 照 に よ り そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 組 み 入 れ
る 。  
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ２ 】
【 図 １ 】 SSC17上 の 肉 質 と 関 連 す る QTLを 証 明 す る F比 （ F-ratio） 曲 線 を 示 す 。 ｘ 軸 は 連 鎖
マ ッ プ 上 の 相 対 位 置 を 示 す 。 ｙ 軸 は Ｆ 比 を 表 す 。 ｘ 軸 上 の 矢 印 は マ ー カ ー が 存 在 す る 位 置
を 示 し て い る 。 対 象 の 形 質 が 示 さ れ る ： AVGP=平 均 解 糖 ポ テ ン シ ャ ル ； AVLAC=平 均 乳 酸 ； C
OLOR=色 ； LABLM=ラ ブ ・ ロ イ ン ・ ミ ノ ル タ （ Lab Loin Minolta） ； LABLH=ラ ブ ・ ロ イ ン ・
ハ ン タ ー (Lab Loin Hunter)。
【 図 ２ 】 図 2Aは 、 酵 素 AlwNIに よ る 予 測 さ れ た 消 化 パ タ ー ン を 示 す 、 ブ タ カ テ プ シ ン Z(CTS
Z)遺 伝 子 の 330bp断 片 の PCR-RFLPを 示 す 。 図 2Bは 、 酵 素 BbsIに よ る 予 測 さ れ た 消 化 パ タ ー
ン を 示 す 、 ブ タ GNAS遺 伝 子 の 321bp断 片 の PCR-RFLPを 示 す 。 図 2Cは 、 酵 素 Mn1Iに よ る 予 測
さ れ た 消 化 パ タ ー ン を 示 す 、 ブ タ MC3R遺 伝 子 の PCR-RFLPを 示 す 。
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【 図 ３ 】 ブ タ に お け る CTSZの コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。
【 図 ４ 】 ブ タ に お け る GNASの コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。
【 図 ５ 】 ブ タ に お け る MC3Rの コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。
【 図 ６ 】 第 17染 色 体 上 に マ ッ ピ ン グ さ れ た 遺 伝 子 の マ ッ プ を 規 定 す る 。
【 図 ７ 】 ブ タ に お け る PKIGの コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で 示 さ れ
る 。
【 図 ８ 】 ブ タ に お け る MMP9の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で 示 さ れ
る 。
【 図 ９ 】 ブ タ に お け る PTPN1の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で 示 さ
れ る 。
【 図 １ ０ 】 ブ タ に お け る ATP9Aの コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で 示
さ れ る 。
【 図 １ １ 】 ブ タ に お け る CYP24A1の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で
示 さ れ る 。
【 図 １ ２ 】 ブ タ に お け る DOK5の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で 示 さ
れ る 。
【 図 １ ３ 】 ブ タ に お け る AURKAの コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で 示
さ れ る 。
【 図 １ ４ 】 ブ タ に お け る SPO11の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で 示
さ れ る 。
【 図 １ ５ 】 ブ タ に お け る RAE1の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で 示 さ
れ る 。
【 図 １ ６ Ａ 】 ブ タ に お け る PCK1の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で 示
さ れ る 。
【 図 １ ６ Ｂ 】 図 16Aの 続 き 。
【 図 １ ６ Ｃ 】 図 16Bの 続 き 。
【 図 １ ７ 】 ブ タ に お け る PAB22Aの コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で 示
さ れ る 。
【 図 １ ８ 】 ブ タ に お け る PPP1R3Dの コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で
示 さ れ る 。
【 図 １ ９ 】 本 発 明 に よ る 第 17染 色 体 の QTLの 詳 細 マ ッ ピ ン グ を 示 す 。

10

20

30

(52) JP 2007-504841 A 2007.3.8



【 図 １ 】

【 図 ２ Ａ 】

【 図 ２ Ｂ 】

【 図 ２ Ｃ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ Ａ 】

【 図 １ ６ Ｂ 】 【 図 １ ６ Ｃ 】

【 図 １ ７ 】
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【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 7月 26日 (2006.7.26)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ７ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 突 然 変 異 は 配 列 番 号 で 指 定 さ れ る ブ タ CTSZ遺 伝 子 の エ キ ソ ン 2で 検 出 さ れ た 。 RFLPは
ア ミ ノ 酸 変 化 （ リ シ ン か ら ア ル ギ ニ ン へ ） を 引 き 起 こ す A/G置 換 を 検 出 す る 。 Alw NIに よ
る 増 幅 し た CTSZ断 片 の 消 化 は 、 図 2Aに 示 さ れ る RFLPを も た ら し た 。 ホ モ 接 合 の 対 立 遺 伝 子
1の 遺 伝 子 型 は 330塩 基 対 （ bp） の 制 限 断 片 を 生 じ た が 、 ホ モ 接 合 の 対 立 遺 伝 子 2の 遺 伝 子
型 は 260お よ び 206bpの 制 限 断 片 を 生 じ た 。 ヘ テ ロ 接 合 12の 遺 伝 子 型 は 330、 260お よ び 70bp
の 3種 類 全 て の 断 片 を 示 し た 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ７ ６
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 T/C置 換 は 配 列 番 号 で 指 定 さ れ る GNASの イ ン ト ロ ン 7で 検 出 さ れ た 。 RFLPは コ ー ド 領 域
の エ キ ソ ン 1に T/C置 換 を 検 出 す る が 、 ア ミ ノ 酸 の 変 化 は 生 じ な い 。 Bbs Iに よ る 消 化 は 図 2
Bに 示 さ れ る RFLPを も た ら し た 。 ホ モ 接 合 の 対 立 遺 伝 子 1の 遺 伝 子 型 は 321塩 基 対 （ bp） の
制 限 断 片 を 生 じ た が 、 ホ モ 接 合 の 対 立 遺 伝 子 2の 遺 伝 子 型 は 274お よ び 47bpの 制 限 断 片 を 生
じ た 。 ヘ テ ロ 接 合 12の 遺 伝 子 型 は 321、 274お よ び 47bpの 3種 類 全 て の 制 限 断 片 を 生 じ た 。
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【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ７ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 T/C置 換 は MC3R中 の エ キ ソ ン 1の コ ー ド 領 域 で 検 出 さ れ た が 、 こ
の 突 然 変 異 は ア ミ ノ 酸 変 化 を 引 き 起 こ さ な か っ た 。 表 18は 同 定 さ れ た 様 々 な 別 の 多 型 を 示
す 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ま た 遺 伝 子 型 と 表 現 型 と の 関 連 性 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 a) 本 発 明 の 遺 伝 子 型 タ イ
ピ ン グ 方 法 に 従 っ て 、 形 質 陽 性 集 団 に お け る 少 な く と も 1つ の 候 補 遺 伝 子 関 連 マ ー カ ー を
遺 伝 子 型 タ イ ピ ン グ す る ス テ ッ プ ;b) 本 発 明 の 遺 伝 子 型 タ イ ピ ン グ 方 法 に 従 っ て 、 対 照 集
団 に お け る 候 補 遺 伝 子 関 連 マ ー カ ー を 遺 伝 子 型 タ イ ピ ン グ す る ス テ ッ プ ； お よ び c)遺 伝 子
型 と 表 現 型 と の 間 に 統 計 的 に 有 意 な 関 連 性 が 存 在 す る か 否 か を 判 定 す る ス テ ッ プ を 含 み 得
る 、 上 記 方 法 が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 遺 伝 子 型 と 表 現 型 と の 関 連 性 を 検 出 す る 方
法 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 追 加 の 限 定 を 含 む 方 法 、 あ る い は 単 独 で ま た は 任 意 の 組 合 せ
で 特 定 さ れ た 以 下 の も の を 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 候 補 遺 伝 子 関 連 マ ー カ ー は 配 列 番 号
か ら の 1以 上 に 存 在 し 、 さ ら に 好 ま し く は 、 Alw NI、 Bbs I、 Dde I、 Msp I、 Nae I、 Afl
 III、 Alw NI、 Bse RI、 Taa I、 Mse I、 Bst UI、 Bcc I、 Taq I、 Nae Iお よ び MnlIよ り な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 ス テ ッ プ a)お よ び b)の そ れ ぞ れ の 前 記 遺 伝 子 型 タ イ ピ ン グ は 、 前 記
集 団 の 各 ブ タ に 由 来 す る 生 体 サ ン プ ル ま た は そ の 部 分 サ ン プ ル に お い て 別 々 に 実 施 さ れ る
。 表 現 型 は 動 物 の 成 長 、 肥 満 お よ び 肉 質 の 特 性 を 含 む 形 質 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ３ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ３ ２ 】

カ テ プ シ ン Z（ CTSZ） PCR-RFLP試 験
AlwNI多 型

　
　
　

10X Promegaバ ッ フ ァ ー 　 　 　 　 　 　 　 1.0μ L
25mM MgCl 2 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.4μ L
dNTPミ ッ ク ス （ 2mM） 　 　 　 　 　 　 　 　 0.5μ L
25 pmol/μ L CT04F　 　 　 　 　 　 　 　 　  0.1μ L
25 pmol/μ L CT04R　 　 　 　 　 　 　 　 　  0.1μ L
滅 菌 2回 蒸 留 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 6.83μ L
Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ 5U/μ L） 　 　 　 　 　  0.07μ L
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実 施 例 １

プ ラ イ マ ー

PCR条 件 ：
ミ ッ ク ス 1：



ゲ ノ ム DNA（ 12.5ng/μ L） 　 　 　 　 　 　  1.0μ L
　 10μ Lの ミ ッ ク ス 1と DNAと を 反 応 チ ュ ー ブ 中 で 一 緒 に し 、 鉱 油 で 重 層 し た 。 以 下 の PCRプ
ロ グ ラ ム を 行 っ た ： 94℃ で 3分 ； 94℃ で 30秒 、 62℃ で 30秒 、 お よ び 72℃ で 30秒 を 35サ イ ク
ル ； そ の 後 72℃ で 5分 間 の 最 終 伸 長 。 4μ Lの PCR反 応 物 を 標 準 的 な 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で
調 べ 、 増 幅 の 成 功 と ク リ ー ン な 陰 性 対 照 を 確 認 し た 。 産 物 の 大 き さ は 約 330塩 基 対 で あ っ
た 。 以 下 の 手 順 を 用 い て 消 化 を 行 っ た ：

PCR産 物 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5.0μ L
10X NEBバ ッ フ ァ ー 4　 　 　 　 　 　 　 　  1.0μ L
AlwNI酵 素 (10U/μ L)　 　 　 　 　 　 　 　  0.5μ L
滅 菌 2回 蒸 留 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 3.5μ L
　 バ ッ フ ァ ー 、 酵 素 お よ び 水 で カ ク テ ル を 調 製 し 、 5μ Lを 、 DNAを 含 む 各 反 応 チ ュ ー ブ に
添 加 し た 。 37℃ で 少 な く と も 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る が 、 一 晩 の 消 化 が 好 ま し い 。 ４ μ L
の ロ ー デ ィ ン グ ダ イ (loading dye)と ６ μ Lの 消 化 PCR産 物 と を 混 合 し 、 総 量 を 3％ ア ガ ロ ー
ス ゲ ル に ロ ー ド し た 。 予 測 さ れ た AlwNIパ タ ー ン を 図 2Aに 示 す 。
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ３ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ３ ３ 】

GNAS PCR-RFLP試 験
BbsI多 型

　
　
　

10X Promegaバ ッ フ ァ ー 　 　 　 　 　 　 　 1.0μ L
25mM MgCl 2 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.8μ L
dNTPミ ッ ク ス （ 2mM） 　 　 　 　 　 　 　 　 0.5μ L
25pmol/μ L GN03F　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.1μ L
25pmol/μ L GN03R　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.1μ L
滅 菌 2回 蒸 留 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 6.43μ L
Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ 5U/μ L） 　 　 　 　 　 0.07μ L
ゲ ノ ム DNA（ 12.5ng/μ L） 　 　 　 　 　 　 1.0μ L
　 10μ Lの ミ ッ ク ス 1と DNAと を 反 応 チ ュ ー ブ 中 で 一 緒 に し 、 鉱 油 で 重 層 し た 。 以 下 の PCRプ
ロ グ ラ ム を 行 っ た ： 94℃ で 3分 ； 94℃ で 30秒 、 60℃ で 30秒 、 お よ び 72℃ で 30秒 の 35サ イ ク
ル ； そ の 後 72℃ で 5分 間 の 最 終 伸 長 。 4μ Lの PCR反 応 物 を 標 準 的 な 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で
調 べ 、 増 幅 の 成 功 と ク リ ー ン な 陰 性 対 照 を 確 認 し た 。 産 物 の 大 き さ は 約 321塩 基 対 で あ っ
た 。 消 化 は 以 下 の 手 順 を 用 い て 行 っ た ：

PCR産 物 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 4.0μ L
10X NEBバ ッ フ ァ ー 2　 　 　 　 　 　 　 　  1.0μ L
BbsI酵 素 (5U/μ L)　 　 　 　 　 　 　 　 　  0.5μ L
滅 菌 2回 蒸 留 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 4.5μ L
　 バ ッ フ ァ ー 、 酵 素 お よ び 水 を 用 い て カ ク テ ル を 調 製 し 、 6μ Lを 、 DNAを 含 む 各 反 応 チ ュ
ー ブ に 添 加 し た 。 37℃ で 少 な く と も 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る が 、 一 晩 の 消 化 が 好 ま し い
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AlwNI消 化 反 応 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10μ L反 応

実 施 例 2

プ ラ イ マ ー

PCR条 件 ：
ミ ッ ク ス １ ：

BbsI消 化 反 応 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 10μ L反 応



。 4μ Lの ロ ー デ ィ ン グ ダ イ と 6μ Lの 消 化 PCR産 物 と を 混 合 し 、 総 量 を 3％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に
ロ ー ド し た 。 予 測 さ れ た BbsIパ タ ー ン を 図 2Bに 示 す 。
【 手 続 補 正 ７ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ３ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ３ ４ 】

MC3R PCR-RFLP試 験
MnlI多 型

：
　
　
　

ミ ッ ク ス 1
10X PCRバ ッ フ ァ ー 　 　 　 　 　 　 　 1.0μ l
MgCl 2 （ 25mM） 　 　 　 　 　 　 　 　 　  0.6μ l
dNTP（ 2.5mM） 　 　 　 　 　 　 　 　 　  0.5μ l
フ ォ ワ ー ド （ 25 pmol/μ l） 　 　 　  0.1μ l
リ バ ー ス （ 25 pmol/μ l） 　 　 　 　  0.1μ l
Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ 5U/μ l） 　 　 　 0.07μ l
2回 蒸 留 水 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 7.63μ l
ゲ ノ ム DNA　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1.0μ l
　 ミ ッ ク ス 1と DNAと を PCR反 応 チ ュ ー ブ 中 で 一 緒 に し 、 鉱 油 で 重 層 し た 。 以 下 の PCRプ ロ グ
ラ ム を 行 っ た ： 94℃ で 3分 ； 94℃ で 30秒 、 54℃ で 1分 、 お よ び 72℃ で 1分 30秒 の 36サ イ ク ル
； そ の 後 72℃ で 10分 間 の 最 終 伸 長 。 2μ lの PCR反 応 物 を 1.6％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 調 べ 、 増
幅 の 成 功 と 陰 性 対 照 に お け る 望 ま し い ク リ ー ン な 結 果 を 確 認 し た 。
消 化 は 以 下 の 手 順 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る ：
MnlI消 化 反 応 液 ：
PCR産 物 　 　 　 　 　 　 　  4.0μ l
NEバ ッ フ ァ ー 2　 　 　 　  1.0μ l
BSA（ 10mg/ml） 　 　 　 　 0.1μ l
MnlI（ 20U/μ l） 　 　 　  0.2μ l
2回 蒸 留 水  　 　 　 　 　 　 4.7μ l
　 PCR産 物 、 バ ッ フ ァ ー 、 酵 素 お よ び 水 の カ ク テ ル を 調 製 し た 。 少 な く と も 4時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト す る が 、 37℃ で 一 晩 が 好 ま し い 。 消 化 産 物 と ロ ー デ ィ ン グ ダ イ （ 2： 5） と を 混 合 し
、 3％  NuSieveア ガ ロ ー ス ゲ ル で 泳 動 し た 。 予 測 さ れ た MnlIパ タ ー ン を 図 2Cに 示 す 。
【 手 続 補 正 ８ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ６ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ６ ０ 】
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実 施 例 3

プ ラ イ マ ー

PCR条 件 ：



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 ９ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ６ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ６ ２ 】
【 図 １ 】 SSC17上 の 肉 質 と 関 連 す る QTLを 証 明 す る F比 （ F-ratio） 曲 線 を 示 す 。 ｘ 軸 は 連 鎖
マ ッ プ 上 の 相 対 位 置 を 示 す 。 ｙ 軸 は Ｆ 比 を 表 す 。 ｘ 軸 上 の 矢 印 は マ ー カ ー が 存 在 す る 位 置
を 示 し て い る 。 対 象 の 形 質 が 示 さ れ る ： AVGP=平 均 解 糖 ポ テ ン シ ャ ル ； AVLAC=平 均 乳 酸 ； C
OLOR=色 ； LABLM=ラ ブ ・ ロ イ ン ・ ミ ノ ル タ （ Lab Loin Minolta） ； LABLH=ラ ブ ・ ロ イ ン ・
ハ ン タ ー (Lab Loin Hunter)。
【 図 ２ 】 図 2Aは 、 酵 素 AlwNIに よ る 予 測 さ れ た 消 化 パ タ ー ン を 示 す 、 ブ タ カ テ プ シ ン Z(CTS
Z)遺 伝 子 の 330bp断 片 の PCR-RFLPを 示 す 。 図 2Bは 、 酵 素 BbsIに よ る 予 測 さ れ た 消 化 パ タ ー
ン を 示 す 、 ブ タ GNAS遺 伝 子 の 321bp断 片 の PCR-RFLPを 示 す 。 図 2Cは 、 酵 素 Mn1Iに よ る 予 測
さ れ た 消 化 パ タ ー ン を 示 す 、 ブ タ MC3R遺 伝 子 の PCR-RFLPを 示 す 。
【 図 ３ 】 ブ タ に お け る CTSZの コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。
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（ 配 列 番 号 31）



【 図 ４ 】 ブ タ に お け る GNASの コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。
【 図 ５ 】 ブ タ に お け る MC3Rの コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。
【 図 ６ 】 第 17染 色 体 上 に マ ッ ピ ン グ さ れ た 遺 伝 子 の マ ッ プ を 規 定 す る 。
【 図 ７ 】 ブ タ に お け る PKIGの コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で 示 さ れ
る 。
【 図 ８ 】 ブ タ に お け る MMP9の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で 示 さ れ
る 。
【 図 ９ 】 ブ タ に お け る PTPN1の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で 示 さ
れ る 。
【 図 １ ０ 】 ブ タ に お け る ATP9Aの コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で 示
さ れ る 。
【 図 １ １ 】 ブ タ に お け る CYP24A1の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で
示 さ れ る 。
【 図 １ ２ 】 ブ タ に お け る DOK5の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で 示 さ
れ る 。
【 図 １ ３ 】 ブ タ に お け る AURKAの コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で 示
さ れ る 。
【 図 １ ４ 】 ブ タ に お け る SPO11の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で 示
さ れ る 。
【 図 １ ５ 】 ブ タ に お け る RAE1の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で 示 さ
れ る 。
【 図 １ ６ Ａ 】 ブ タ に お け る PCK1の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で 示
さ れ る 。
【 図 １ ６ Ｂ 】 図 16Aの 続 き 。
【 図 １ ６ Ｃ 】 図 16Bの 続 き 。
【 図 １ ７ 】 ブ タ に お け る PAB22Aの コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で 示
さ れ る 。
【 図 １ ８ 】 ブ タ に お け る PPP1R3Dの コ ン セ ン サ ス 配 列 を 示 す 。 一 塩 基 多 型 の 位 置 は 太 字 で
示 さ れ る 。
【 図 １ ９ 】 本 発 明 に よ る 第 17染 色 体 の QTLの 詳 細 マ ッ ピ ン グ を 示 す 。
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