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兵庫県内乳用牛におけるPITl遺伝子の多型と
泌乳形質の関連性

藤崎恩麻*・ IJ¥鴨 睦*・生田健太郎・・河部雅一~酪域悦司・

要約

Pituitary specific transcription factor-1 (Pit-1 )遺伝子はプロラクチンや成長ホルモンの発

現，下垂体の分化増殖などの働きを持つ.Pit-1には変異部位があり，制限酵素HinfIにより切

断されないA陸 (451bp)とーカ所が切断されるB鹿 (244bpと207bp)が存在する. プロラクチ

ンや成長ホルモンは乳腺の発達や泌乳に大きく関与しており，Pit-1の多型は泌乳形費に影響を与

えている可能性がある.そこで，検定サンプル乳(以下サンプル乳と呼ぶ〉からのPit-1遺佳子増

鵠，県内乳用牛のPit-1のHinfIによる多型，多型と泌乳形質の関連性について検討した.

l サンプル乳156検体中141検体で遺伝子増幅が可能で、あり，体縮胞数は増幅の可否に影響しなか

った.

2 県内乳用牛207頭のPitω1遺伝子型は3グループに度分され，その頻度は AA型， AB型， BB 

型でそれぞれ3.9%，43.5%， 52.6%であった.

3 207頭のうち信頼度50%以上の推定宵撞儲 (EstimatedBreeding Value. 以下EBVと呼ぷ)

評価値を持つ182頭について遺伝子型による区分を行つで泌乳形質を比較した. AA型の泌乳形

質はAB型やBB型よりも乳量・乳脂肪量・乳タンパク質量・無脂罰形分量において高い額向に

あった.乳成分率についてはAA型.AB型.BB型閣で差はなかった.

Relationships between Pit-l Genotypes and Performance Traits of 
Dairy Cows in Hyogo Prefecture 

Rima HIROSAKI， Mutsumu KOKAMO. Kentarou IKuTA， Masakazu ABE 

and Etsuji HAKOGI 

Summary 

The Pit-1 gene is a pituitary specific transcription factor-1 ， which regulates either 
production of prolactin (PRL) and growth hormone (GH) or the pituitary cell differentiation 
and proliferation. Since PRL and GH are essential hormones for the mammary gland 
development and milk production， allelic frequencies of the Pit-1 gene may affect performance 
traits of dairy cattle. This prompted us to investigate the relationship between allelic 
frequencies of the Pit暢 1gene and performance traits of dairy cows. 
(1) From 140 milk samples out of 150， the Pit-1 gene was successfully amplified by the PCR 
method， using milk as the source of DNA. 
(2) Using the PCR-RFLP method employing Hinf 1 as a restriction enzyme，two alleles， A 
and B were observed. The genotypic frequencies of AA， AB and BB were 3.9%， 43.5% and 
52.7%， respectively in a local dairy herd of Hyogo prefecrure. 
(3) The estimated breeding values (EBV) for performance traits of milk production were 
compared between cows with different Pit欄 1genogypes. Animals with more than 50 % 
reliability of EBV were selected for this analysis. The number of cows with AA genotype 

were not significant， but had the highest EBV values in yields of milk， protein and SNF. No 
differences were observed in fat， protein and SNF percentages between types. 
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近年，家畜の経済形質や疾病に関する DNA育種手法

の研究がすすめられている.マイクロサテライトなどの

マーカーが開発され，連鎖地図へのマッピングが盛んに

行われている 2)り.また，これらのマーカーと形質や疾

病との連鎖解析もすすめられている.Anderssonら1)は

豚の成長，小腸長，脂肪蓄積の量的形質遺伝子康(以下

QTLと呼ぶ)が第4番染急体にあるとし，龍田ら15)は

「ひょうど昧どり」の増体性の QTLが第 1番染色体に

あるとしている.乳毘牛においては， Georgesら7)が泌

乳形費に影響を及ぼすQTLが第1，第 6，第 9，第10

及び第20番染色体にあると報告している.

Pituitary specific transcripsion factor-1 (Pit-1 ) 

は第1番染色体上セントロメア側， POUドメインに位

し8)12) 成長ホルモンやプロラクチンの発現，下垂体

細胞の分化増殖などの働きを持つ遺伝子である 3)幼.成

長ホルモンは増体に重要な役割を持ち，Pit-1の変異に

よりマウスで嬢小体が発生する同ことが報告されている.

また，成長ホルモンやプロラクチンはほ乳類の乳腺発達

や泌乳に重要な役割を担っている.

Pit倫 1にはエキソン6部分に塩基GからAへの変異が

確認されているの.そのため， PCR 産物を塩基配列中

の特異的な部位を切断する制限酵素Hinf1 (罷1)で

処理すると，切断されないA遺伝子型(変異あり)と切

断されるB遺伝子型(変異なし)が検出される 5)玖泌

乳形質の改良のためのマーカーを探る研究の中でPit司 1

は注目されており，その多型の頻度や泌乳形質との隈連

性について研究がすすめられているゆゆ.

酪農の生産性向上のためには，飼養管理技術の改善と

共に遺伝的改良が必要で、ある. 1984年から1993年までの

ー乳期当たりの乳量の増加は年当たり約150kgにもなる

が，最近ではその約4/5が遺伝的改良によるものとな

り9) 遺伝的改良が非常に重要になっている.現在，乳

用牛の改良は表現形質やコンピューターにより算出され

た遺伝的能力である EBVを指標に行われているが，遺

伝子情報の利用によりさらに効率的な改良が可能になる.

また，牛群検定に加入している乳牛は，毎足一度サン

・ ・ ・ ・ GAINTG. • • • 
・ CTNAGI・• • • 

関l 制限酵素Hinf1の切断部位(一一一)

N は任意の塩基を表す.

プノレ乳を生乳検査所に送付して乳成分舗などを測定する

ため，サンプル乳からの遺伝子増幅が可能であれば，遺

伝子検査を簡単にかっ効率的に行うことができる.

そこで，本試験では，サンプル乳を用いた遺伝子増幅，

県内乳用牛のPit-1の多型，多型と泌乳形質との関連性

について検討した.

材料及び方法

1 県内乳用牛のPiι1多型

(1) 調査牛

県内の乳用牛群検定加入農家19戸， 207頭のサンプル

乳を多型検査に供した.サンプル収集は1999年7月から

2000年7月に行った.

(2) サンプル乳処理

1.5mPのサンプノレ乳を11，000gで1分間遠心分離し，

上程まみを吸引除去した後，チューブ監に付着した脂肪を

綿棒でふき取った.洗浄のため，沈殿物に0.9%食壇水

を加えて再度，遠心分離・上澄み除去・脂肪除去を行っ

fこ.

沈殿物にTEW)22μlZ， 1 M水酸化ナトリウム 3μE

を加えて激しく揖梓し， 95
0

Cで8分間加熱した.

(3) PCR (Polymerase Chain Reactions)増幅

上記処理を行ったサンプル乳1μlZ， 2mMのMgCb

0.2mMのdNTPs，'各々 0.3μMのプライマ…， 0.5Uの

Taq DNAポリメラーゼ(アマシャムファルマシアノfイ

オテク社製)を含む50μEをPCR反応液とした. プラ

イマーは，イントロンVからエキソン 6にかけての451

bp (bp : bas'e pair，境基対， DNAの長さの単位)を増

幅するため， Wo∞olla訂rdら4)汁lにζ従つた (5'-AAACCATC 
ATCT、CCCσTTCσ，γI

TTCT、GAG'噂一一-山一白-白凶-

に続いて9何50C3却O秒秒、 5田60C1分 7η20C2分号安を3部5サイク Jルレ， 最

後に72
0

C10分とした.

(4) 型判定

額述の方法によりサンプル乳の処理と PCRを行った.

PCR産物10μEにHinfI(宝溜造社製)10むを加えて37

OCで一晩処理を行い， 1 μg/mPのエチジウムブロマイ

ドを食む 2%アガロースゲ、ルで電気泳動して型を判定し

た.

2 泌乳形質の評価

調査牛を遺伝子型により区分し，説、乳形質(乳襲，乳

脂肪量，乳タンパク質量，無脂闇形分量，乳脂肪率，乳

タンパク質率，無脂臨形分率)を比較した.

泌乳形賓の評価には社国法人家畜改良事業団で1999年

後期 02月)に算出されたEBVを用いた. 1999年後期
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表I サンプル乳中体紹胞を用いたP刀'1増幅

増幅可能増幅不可能 計

体細拍数10万未満

体総脂数10万以上

合計

79 

77 

156 

の評価値を持たない牛20頭については， 2000年前期(19

頭)， 1999年前期c1頭)の評舗を用いた.なお，各年

で評価鐘算出に用いる遺伝ベースが異なるため， 2000年

前期の評価についてはべ…ス移動分の補正を行った1叱

雌牛のEBV評価では，娘牛数が限られているので信

頼度が雄牛に比較して低くなる吹そこで，多型謂査牛

207頭のうち，信頼度50%以上の EBV評価値を持つ182

頭を採用した.

3 統計処理

PCR法での増幅については，増臨の可否と体総拍数

(10万未満と10万以上)で分割してFisherの蓋接確率検

定を行った.

Pit-1遺伝子型間での泌乳形質の分析については、一

元書記撞分散分析により平均値の差を検定し，有意差が認

められた場合は， Scheffeの多重比較を行った.

結 果

1 サンプル乳中体細胞を用いたPit-1遺伝子増縮

156検体のうち141検体で遺伝子士割高が可能であった

(表1).増幅が可能であった検体と不可能であった検体

問で体細胞数に有意差は認められなかった.

2 県内乳用牛のPit-1多製

PCR産物は451bpであった.PCR産物をHinfIで処

理すると切断されない (451bp)A座とーカ所で明断さ
れる (244bpと207bp)お盛が見られた(図2).調査牛

207頭について， A盛と B座の遺伝子頻度はそれぞれ

25.6%， 74.4%であった.個体は両親由来の二本の染色

体安持つため，偲{本の遺伝子型はAA型， AB型， BB型

の3パターンに分離し，頻度はそれぞれ3.9%，43.5%， 

52.6%であった(表2). 

3 泌乳形質の評価

信頼度50%以上のEBV評価値を持つ個体は調査牛207

頭のうち182頭であり，その遺伝子型頗度は AA，AB， 

BB型でそれぞれ3.3%，47.8%， 48.9%であった(表 2). 

AA型， AB型， BB型において， EBV評価値の信頼

度の平均はそれぞれ58%，57.2%， 57.2%であり， ほぼ

潤程度であった.

表2 県内乳用牛のPIT1多型

遺伝子型調査数 形質評価数

AA 8 ( 3.9%) 6 ( 3.3%) 

AB 90 (43.5%) 87 (47.8%) 

BB 109 (52.6%) 89 (48.9%) 

計 207 (100%) 182 (100%) 

AA裂を持つ個体の乳量，乳脂肪量，乳タンパク
無脂固形分量の EBV平均憶は AB型及びBB型よりも

高い傾向にあった(表3). しかし，一元配量分散分析

では乳量，無詣囲形分量についてのみ3クツレープ関で有

意差が認められた (Pく0.1)ものの多重比較では各グ

ループ聞に有意差は認められなかった.

乳成分率EBVについては， AA型， AB型， BB型践

で差は見られなかった(表4). 

考察

Lipkinら11lはQTL解析に利用し得る程度の精製DN

Aを抽出するためには，乳中体紹臨数が少なくとも17X

106必要であると報告している.今回の試験では PCR

法と制隈酵素による多型の検出を行ったが， QTL解析

ほどのDNA精製度を必要としないので，簡易法で処理

した乳中体細砲を利用した.遺伝子増幅は90%の検体で

可能であり，体細胞数は増幅の可否に影響を与えなかっ

た.最も体細胞数が少なかった(体縮胞数は8000/mf!)

検体からも増輔ができ，サンプル乳をDNA源とした遺

伝子増幅は可能で、あると考えられた.また，増幅が可能

495 

210 

162 

79 

(bp) 

451 

244 

207 

題2 PIT 1遺佳子のHinf1による遺伝子型

1 : AA型

2 : AB型

3 : BB型

M:サイズマーカー (φx174 Hinc II消化物)



48 兵庫県農業技術センター研究報告〔畜産編〕第37考 (2001)

表3 度乳量のおBV評価

遺伝子型 例数(頭) 乳量EBV(kg) a 乳脂肪量 (kg) 乳タンノfク (均)無脂臨形分量 (kg)b 

AA 6 十767.0ゴニ520.2 十34.2土18.8 十23.3土13.2 十66.8土39.2

AB 87 十250.4土598.5 +11.4土26.5 十7.6土19.3 十22.2土52.3

BB 89 十346.8土571.3 十14.0土24.8 十9.2土16.8 十30.0土47.8

計 182 十314.6土587.9 十13.4土25.6 十8.9二七18.1 十27.5土50.2

平均土標準備差 a， b : AA， AB， BB型閣で有意差 (pく0.1)

表4 乳成分率のEBV評価

遺伝子型 例数(頭) 乳脂肪率EBV(%) 

AA 6 十0.073土0.242

AB 87 十0.027:l::0.189

BB 89 +0.014土0.218

計 182 +0.022念0.205

平均土標準偏差

であったサンプル乳141検体のうち34検体について Hinf

Iによる処理そ行って遺伝子型を判定したが，出液から

抽出したDNAを用いて判定した遺伝子型と全サンプル

で一致した.PCR法と制F艮酵葉による多型の検出には
本試験で用いたサンプル乳の簡易処理法が利用で、きると

思われる.

Georgesらりは，第一染色体上に乳量・乳タンパク質

量に影響を及ぼすQTLが存在することを報告している.

Renavilleら14)はPit司 lのA遺低子が乳量， タンパク質

量を増加させ，体の深みや線形性を増し，足を強くする

こと，乳量増加の結果として乳脂肪率を減少させること

を報告している.今屈の調査で、は体型についての調査を

行っていないが，泌乳形質についてはAA型を持つ個体

は乳量，乳脂肪量，乳タンパク質量，無脂由形分量にお

いてAB，BB型よりも優れている傾向にあった.Pit-1 

の多型は乳用牛の泌乳形質改良のマーカーのーっとなる

可能性があると思われるが， AA型の例数が少ないため，

さらにAA型を持つ癌体について調査する必要がある.

県内乳用雌牛では， A遺伝子の頗度は26%とB遺伝子

よりも低かった.A遺伝子の頻度については，雌牛を対
象にした調査では， 1994年アメリカで15%16)，種雄牛を

対象にした調査で:は， 1997年イタリアで19%べ1998年
ドイツで32%5)であったと報告されている.新しい鵡査

でA遺伝子の頻度が高い傾向にあるとすれば，牛群改良

と共にA遺伝子の割合が増加していると考えられる. し

乳タンパク費率(%) 無脂器形分率(%)

-0.015:l::0.068 -0.007:l::0.105 

一0.003こた0.079 十0.004土0.103

-0.023:l::0.091 -0.005:l::0.126 

-0.013:l::0.085 -0.001:l::0.114 

かし，改良が急速にすすんでいると患われる種雄牛にお

いても，未だA遺伝子の割合は低い.今回の調査では，

AB型を持つ個体と BB型を持つ個体簡で泌乳形賞に差

が認められなかったが，それがAA型が想、速に増加しな

いことの要因のーっとなっていることが考えられる.

Georgesら7)は，マーカーを和用した乳用牛の改良に

ついて検討するため，通常は極端に異なる形質を持つ家

系を用いて行う QTL解析を強い選抜を受けたエリート

種雄牛の家系について行い，まだ多裂が見られる遺伝子

盛が存在することを報告している.現在でも，種雄牛の

改良は驚くほど急速であるが，遺伝子情報の利用により

ちらに速まり，雌牛の改良も進むと考えられる.

乳用牛の改良は種雄牛の効果によるところが大きい杭

近年では雄牛側からの改良も積極的に行われている.牛

群検定加入雌牛についても EBVの算出が開始され，高

能力牛作出のために受精卵移植技術の利用が推進されて

いる.本試験はサンプル乳を利用した遺伝子型語査を行

ったが，遺伝摺報を利用した改良が実用化段階に入れば，

毎月生乳検査所に送付される牛群検定加入牛のサンプル

乳で乳成分分析と共に遺伝子検査を行うことにより県内

乳用牛の改良が非常に速やかにまた効率的に進むものと

考えられる.

難 辞

サンプル収集にご協力頂きました兵庫県酪農農業協同
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組合連合会生乳検査研・三三原郡酪農農業協同組合指導部

の皆様に感謝致します.
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