
序 文

世界の家畜牛は，形態学的な研究と分子生物学的

な研究から肩峰の有する Bos indicusと肩峰の有し

ない Bos taurusに分類されている（Manwellら

1980；Loftusら1994a，1994b;MacHughら1997；

Payneら1998）。Bos taurusはミトコンドリア

DNA（mtDNA）の多型解析によって，アフリカタ

イプ（T 1），近東アジアタイプ（T 2），ヨーロッパ

タイプ（T 3），北東アジアタイプ（T 4）の４つの主

要なハプロタイプに大別され，それぞれのハプロタ

イプは地理的に異なる頻度分布をしていることが判

明している（Andersonら1982；Bradleyら1996；

Troyら2001；Mannenら2004）。特に，T 1タイプ

及び T 4タイプは，東アジアとヨーロッパのウシで

はほとんど観察されないことから，アフリカと北東

アジアで独自のウシの家畜化が行われていたのでは

ないかとされている（Troyら2001）。また，Bos
 

indicusは，中国の在来牛において，同様なmtDNA

の多型解析から，２つのハプロタイプ，I1と I2が

見出されている。I1は中国の Bos indicusの主要な

ハプロタイプと考えられ地理的にも広く分布し，I2

は中国の南部と南東部のみで観察されている。この

ことから，I2はインド牛由来のハプロタイプではな

いかとされている（Laiら2006）。さらに，既に絶滅

したオーロックス（Bos primigenius：原牛）の

mtDNAの塩基配列も，遺跡より発掘された骨の標

本から D-loop領域の一部の塩基配列が明らかにな

り（Troyら2001），この Pタイプが Bos taurusに

も存在することからオーロックスも家畜化に寄与し

たものと考えられている（Achilliら2008）。

これまで，日本におけるmtDNA多型を用いたウ

シの系統解析の研究では，Tsujiら（2004）が日本の

ホルスタイン種と北アメリカのホルスタインフリー

ジアン種について，D-loop領域の塩基配列の多型を

解析し，アメリカでは見られないハプロタイプのも

のが，日本では18.3％存在したと報告している。

Mannenら（2004）も黒毛和種のmtDNAタイプに

ついて調べた結果，T 1，T 2，T 3タイプのいずれも

見られたが，T 4タイプが最も多く存在していたこ

とを報告している。しかし，その詳細なmtDNA多

型の遺伝的多様性については十分に調べられている

とは言えない。

本研究では，本学に飼養されるホルスタイン種に

ついて，mtDNA多型からその母方系統の遺伝的な

特徴を明らかにすること，また，日本在来種である

黒毛和種についてmtDNA多型を調べ，その遺伝的

多様性の詳細を明らにすることを目的とした。さら

に，遺伝的な情報量が多いとされている D-loop領

域の塩基配列の多型とそれ以外の残りのコード領域

との多型の程度を調べ，今後の研究に資するための

比較検討も行った。
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材料と方法

供試動物

供試動物には本学附属農場で飼育されているホル

スタイン種68頭，家畜改良センター十勝牧場で飼育

されている黒毛和種２頭及び日本短角種１頭，屠場

由来の血統の明らかな黒毛和種21頭を用いた。

mtDNA D-loop（910bp）の解析では，比較対照と

して GenBankに登録されている各地方の品種，

ヨーロッパ13頭，アフリカ系８頭，近東系５頭，イ

ンド系（Bos indicus）３頭，中国１頭，モンゴル28

頭，ブータン３頭，韓国１頭，日本の在来種（黒毛

和種）38頭の合計100頭と Bos primigenius６頭，

また，アウトグループとして Bison bison５頭の

データを使用した（Table 1）。D-loop以外のコード

領域（15,428bp）の解析では，ホルスタイン種16頭，

黒毛和種８頭の他に比較対照として GenBankに登

録されている各地方の品種，ヨーロッパ１頭，日本

７頭，韓国３頭，アフリカ６頭，近東６頭，Bos in-

dicus３頭の在来種と Bos primigenius１頭，さら

に，アウトグループとして，Bison bison１頭のデー

タを使用した（Table 2）。

mtDNAの調製と塩基配列の決定

本学附属農場のホルスタイン種の DNAは血液よ

り調製し得た。すなわち，全血から白血球を分離後，

常法に従って，プロテナーゼ処理，フェノール・ク

ロロホルム抽出法によって DNAを精製した。また，

黒毛和種では毛根から DNA抽出Kit「ISOHAIR」

（NIPPONGENE,Tokyo）を用い製品マニュアルに

従って DNAの抽出を行った。mtDNAの全長を

シーケンスするため，前半部分と後半部分の２つに

分け PCRで増幅した。増幅プライマーは，GenBank

に 登 録 さ れ て い る ウ シ の mtDNAの 全 長

（DQ124418）の塩基配列を参考に，Primer3（http://

frodo.wi.mit.edu/）を用いて以下のプライマーを設

計した。すなわち，全長16338bpの前半部8814bp

（tRNA-Pro～COX2）の増幅には，B-mtDNA-F-

15682（5’-TGGTCTTGTAAACCAGAGAAGGA-

3 ’） と B -m t D N A -R -8 1 5 7（ 5 ’-

CTCATGTTGACGTGTCTAGTTGC-3’）を用い

た。後半部7769bp（tRNA-Lys～tRNA-Thr）の増

幅 に は ， B -m t D N A -F 2-7 9 7 8（ 5’-

CAAACCACAGTTTCATACCCATT-3’）と B-

m t D N A - R 2 - 1 5 7 4 6 （ 5 ’-

GACTGCAGTTTCTTCCTTGAGTC-3’）を用い

た。

PCR反応は高い正確性を有する PrimeSTAR

HS DNA Polymerase（TAKARA, Tokyo）を使

用し行った。前半部mtDNAを増幅する PCRの条
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Table1 Accession number of GenBank used for analysis the D-loop sequence of mtDNA
 

Area/Species  No.of sample  Accession Number.

Europe  13  V00654,L27712-3,L27716-9,L27724-7,L27734-5
 

Near east  5  EU177856-60
 

Africa  8  L27714-5,L27720-1,L27728-31
 

Bhutan  3  AB268582-4
 

Mongol  28  AB117060-87
 

China  1  AY998840
 

Korea  1  DQ124389
 

Japan  38  U87633-50,U87893-905,AB074962-8
 

B.primigenius  6  AF336745-8,DQ915524,DQ915537
 

B.indicus  3  L27722,L27732-3
 

B.bison  5  U12936,U12946-9

 

Table2 Accession number of GenBank used for analysis the coding region of mtDNA
 

Area/Species  No.of sample  Accession Number
 

Europe  1  V00654
 

Near east  1  EU177852
 

Africa  6  DQ124399,EU177841-5
 

Korea  3  DQ124372,DQ124375,DQ124377
 

Japan  7  AB074962-8
 

B.primigenius  1  DQ124389
 

B.indicus  3  AF492350,NC005971,AY124389
 

B.bison  1  EU177851



件は，98℃で１分30秒の熱変性を１サイクル行った

後，熱変性を98℃で10秒，アニーリングを58℃で

15秒，伸長反応を72℃で９分行うサイクルを32回

繰り返した。

後半部のmtDNAを増幅する PCR条件は，98℃

で１分30秒の熱変性を１サイクル行い，次に，熱変

性を98℃で10秒，アニーリングを62℃で５秒，伸

長反応を72℃で８分行うサイクルを32回繰り返

し，目的の部位を増幅した。

PCR終了後，アガロースゲル電気泳動法により増

幅産物を分離し，目的のバンドをゲルから切り出し

てスピンカラム法で精製した。この精製 DNAを

シークエンスのテンプレートとして使用した。シー

クエンスはABI PRISM 310 Genetic Analyzerに

より，前述の４個の増幅プライマーに加え，最終的

に37個のウォーキング専用プライマーを設計し，

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing kit

（Applied Biosystems,Foster City,WI）を用い，

mtDNAの全長の塩基配列を決定した。

D-loop領域の塩基配列による系統解析

D-loopの塩基配列データは，Kumarら（2008）と

Tamuraら（2007）によって作成された解析ソフト

MEGA4（http://www.megasoftware.net/index.

html）を用いて解析した。D-loopの系統解析では，

Bradleyら（1996）の方法に従い，塩基置換モデルは

Tamura-Neiのモデル（Tamuraら1993）を用いて，

Γパラメータを0.11に設定し無根近隣結合系統樹

（Saitouら1987）を作成した。

D-loopを除くコード領域による系統解析

D-loop以外のコード領域の塩基配列のデータに

ついても，MEGA4を用いて解析した。mtDNA全長

を用いたAchilliら（2008）の方法に従い，コード領

域の系統解析では最尤法を用いて，Γパラメータを

0.21に，進化率を2.043×10 に設定し無根近隣結

合系統樹を作成した。

結 果

mtDNA D-loopの塩基配列による多型解析

酪農学園大学附属農場のホルスタイン種68頭の

D-loopの塩基配列を調べた結果，合計17のハプロ

タイプが存在した（Table 3）。それぞれのハプロタイ

プを Troyら（2001）によって定義されたタイプに分

類すると，ホルスタイン種では15のハプロタイプの

53頭がヨーロッパタイプの T 3タイプに，１頭のハ

プロタイプが T 4タイプに分類できた。黒毛和種に

おいては，11頭が T 3タイプに，10頭が T 4タイプ

であった。今回の実験に用いたホルスタイン種と黒

毛和種では，T 1タイプ及び T 2タイプは存在しな

かった。また，Bos primigeniusの D-loopの塩基配

列断片と変異箇所が一致する Pタイプはホルスタ

イン種で14頭，黒毛和種で２頭存在した（Table 4）。

このタイプはこれまで本邦での報告例はなく，本研

究で初めてその存在を確認した。

D-loopの塩基配列を用いた無根近隣結合系統樹

D-loopの塩基配列を用いた無根近隣結合系統樹

は，Bison bisonと Bos indicus以外の GenBankに

報告されている合計97頭の D-loop塩基配列を加

えて作成した。その結果，T 1，T 2，T 4タイプの分

岐は一つの分岐点を中心に放射状に広がる構成に

なったが，T 3タイプの分岐は主に，３つの分岐点を

基点として，それぞれ放射状に広がる構成になった

（Figure 1）。Bos primigeniusタイプ（P）は明らか

に４つの Tタイプから離れた分岐をしていた。T 4

タイプにはホルスタイン種１頭と黒毛和種10頭が

含まれた。T 3タイプはさらに３つのクラスターに

分かれ，T 3-1にはホルスタイン種22頭と黒毛和種

５頭が含まれた。T 3-2にはホルスタイン種13頭と

黒毛和種４頭が含まれた。T 3-3にはホルスタイン

種18頭と黒毛和種２頭が含まれた。

また，T 3-1の枝にはアバディーンアンガス種

（L27713）が 含 ま れ，T 3-2に は ジャージ 種

（L27727）及びフリージャン種（L27719）が，T 3-3

の枝にはフリージャン種（L27718）とシャロレー種

（L27717）が含まれることから，これらの枝に含まれ

るウシの品種は共通の母方祖先から由来していると

ことが示された。

本研究で分析した Pタイプの枝に含まれるホル

スタイン種14頭と黒毛和種２頭は母方祖先に Bos
 

primigeniusを持つことが示された。

コード領域の塩基配列による多型解析

シーケンスを行った全25サンプル中には103箇

所の一塩基多型（single nucleotide polymorphisms,

SNPs）が存在した。D-loopの解析で T 4タイプに

分類された個体でのコード領域の塩基配列は，12158

番目の塩基が Tから Cに，15510番目の塩基が Cか

ら Tにすべての個体で置換していた。この変異の内

12158番目の Tから Cへの置換はND5の17番目

のアミノ酸Metを Thrへ変異させる非同義置換で

あった（Table 5）。

D-loop塩基配列の比較より Bos primigeniusタ
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イプに分類された16頭の内から６頭を選びコード

領域の全塩基配列を決定した結果，コード領域全体

で56箇所の SNPsが観察された（Table 5）。この56

箇所の SNPsの内，46箇所の SNPsが主に Bos
 

primigeniusタイプで特異的に観察され，２つの T

タイプとは大きく異なっていた。また，56箇所の

Table3 Summary of nucleotide polymorphisms in mtDNA D-Loop of Holstein and Japanese Black cattle
 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
 

5 5 5 5 5 5 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
 

Nucleotide sequence position Ass.No.
Breeds/
Haplotypes

 
8 9 9 9 9 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 3 1 1 1 1 1 2 2 3 3 3

 
2 1 5 5 6 9 2 4 4 5 5 5 5 5 6 6 7 7 8 9 0 0 1 1 1 2 3 3 4 0 3 4 4 5 6 6 0 0 6 6 7 9 2 4 0 0 4

 
7 0 1 3 5 4 2 2 9 1 5 6 7 8 2 7 4 5 5 3 1 9 2 3 9 2 8 9 1 0 1 7 8 5 0 4 2 6 6 9 3 0 2 9 0 1 5

 
V00654-E1  C T T C T A G T C T T A G C A A T A T G T T T T T T T C T G C C C T C G G T A A A C T T G C A

 
H1(21) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ A・・・・・・・・・ G・・・・・・・

H2(3) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ G・・・・・・・

H3 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・・ G・・・・・・・

H4 ・・・・・・ A・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ G・・・・・・・

H5(6) ・・・・・・・・・・・ G・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ T ・・・・ G・・・・・・・

H6(6) ・・・・・・・・・・・・ A・・ G C・・・・・・・・・・ T ・・・・ T ・・・・・・ G・・・・・・・

H7 ・・・・・・・・・・・・ A・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ G・・・・・・・

H8(2) ・・・・・・・・・・・・・・ G・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

H9 (3) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ T ・・・・・・・・・・・・・・・

H10 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ T ・・・・・

H11(4) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

T3  H12 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

H13 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ C・・・ C・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

H14 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ C・・・・・・・・・

H15 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ T ・・・・・・ C・・・・・・・・・

JB1 ・ C・・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・ C・・ C・・・・・・・・・・・・・ G・・・・・・・

JB2 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ G・・・・・・・

JB3(4) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・・・・ G・・・・・・・

JB4 ・・・・ C・・・・・・・ T ・・・・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・

JB5 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ C・・・・・ C・・・ C・・・・・・・・・・・・・・・・・・

JB6 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ C・・・・・・・・・

JB7  A・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ C・・・・・・・・・

JB8 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ T ・・・・・・ C・・・・・・・・・

H16 ・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・ A・・・・・・・・・・・・・・・・ A・・ G・・・・・・・

JB9 (5) ・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・ A・・・・・・・・・・・・・・・・ A・・ G・・・・・・・

JB10 ・・・・・・・ C・・・・・・・・・ G・ A・・・・・・・・・・・・・・・・ A・・ G G・・・・・・

T4  JB11 ・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・ A・・・・・・・・・・・・・・・・ A・・ G・ T ・・・・・

JB12 ・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・ A・ C・・・・・・・・・・・・・・ A・・ G・・・・・・・

JB13 ・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・ A・・・・・・・・・・・・・・・・ A C・ G・・・・・・・

JB14 ・・・・・・・ C・・・・・・・・・・・ A・・・・・ C・・・・・・・・ T ・ A・・ G・・・・・・ C
 

H17(14) ・・ C G・ G・・ T C・・・ T ・・ C・ C・・・・・・ C・・・・ T T ・ C・ A・ C G・・ T C C A T ・
P  JB15(2) ・・ C G・ G・・ T C・・・ T ・・ C・ C・・・・・・ C・・・・ T T ・ C・ A・ C G・・ T C C A T ・

Breed abbreviations;H,Holstein;JB,Japanese Black cattle.

Bracket indicate the number of cattle.

T3,T4,P indicate the haplotypes proposed by Troy et al (2001).

Table4 D-loop nucleotide polymorphisms of B.primigenius type in Japanese cattle
 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
 

5 5 5 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
 

Nucleotide sequence position
 

Ass.No./
Breeds/
Haplotypes

 

9  9  9  0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 2 2 2 2 3 1 1 1 1 2 2 3 3
 

5 5 9  2 4 5 5 5 7 8 0 2 4 3 4 5 6 0 0 6 7 9  2 4 0 0
 

1 3 4 0 9  0 1 8 4 5 9  2 1 1 7 5 4 1 6 6 3 0 2 9  0 1
 

V00654-E1  T C A T C C T C T T T T T C C T G C T A A C T T G C
 

H17(14) C G G ・ T ・ C T C C ・ C ・ T T C A ・ C G ・ T C C A T
 

JB15(2) C G G ・ T ・ C T C C ・ C ・ T T C A ・ C G ・ T C C A T
 

P1  C G G ・ T T C T C C ・ C ・ T ・ C A ・ - - - - - - - -
P2  C G G C T ・ C T C C ・ C C T ・ C A T - - - - - - - -
P3(2) - - - - T ・ C T C C ・ C C T ・ C A T - - - - - - - -
P4 - - - - T ・ C T C C C C ・ T ・ C A ・ - - - - - - - -
P5 - - - - T T C T C C ・ C ・ T ・ C A ・ - - - - - - - -

Breed abbreviations;H,Holstein;JB,Japanese Black cattle;P,Primigenius
 

Bracket indicate number of cattle.

P1～P5 haplotyepes deposited in GenBank by Troy et al (2001).
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SNPsの内42箇所の SNPsはタンパク質コード領

域で観察され，10箇所は非同義置換を生じる塩基置

換であった。

特にND5，ND4，Cyt b，16s rRNAの塩基配列

部位で多く観察されたが，各遺伝子座内の１塩基あ

たりの変異割合は，tRNA-Thrと tRNA-Serなど各

tRNAコード領域で高い値を示すものの，全体では

大きな差は認められなかった。

コード領域の塩基配列を用いた無根近隣結合系統樹

コード領域のみを用いた無根近隣結合系統樹は

GenBankに報告されたサンプル（Table 2）から

Bison bisonと Bos indicusを除外した個体の D-

loopを除くコード領域の塩基配列データを本実験

でのデータに加えて作成した。その結果，T 1～T 4

タイプの分岐は主に一つの分岐点を中心に放射状に

広がる構成になった（Figure 2）。ま た，Bos
 

primigeniusタイプ（P）には本研究でのホルスタイ

ン種４頭と黒毛和種２頭が含まれ明らかに４つの

Tタイプから離れた位置になった。また，T 1タイプ

と T 3タイプは，D-loop塩基配列を用いた解析結果

ほど明らかな分岐を示さなかった。

考 察

多型解析

D-loopの塩基配列を用いた系統解析の結果，H1

のハプロタイプのホルスタイン種は GenBankの

データと比較するとアバディーンアンガス種と非常

に似た塩基配列をしていた。アバディーンアンガス

種は1916年にスコットランドから日本に輸入され，

無角和種の改良に貢献している。このことから，H1

のハプロタイプの母方祖先は，アバディーンアンガ

ス種と共通な母方祖先から由来すると推察され，本

邦での累進交配による結果なのか，本邦に導入以前

からホルスタイン種に存在していたのか興味深い。

一方，H2とH5のハプロタイプはフリージアン種

に多いとされていることから，フリージアン種を母

系に持つ系統と考えられた。Ｈ6のハプロタイプは

シャロレー種のmtDNAと似たハプロタイプで

あった。わが国でシャロレー種は，1960年に北海道

の曽田牧場に輸入され，昭和40年代までに各地で交

雑種が作られた。しかし，肉用種であるシャロレー

種のメスとホルスタイン種のオスの交配が行われた

とは考えにくい。このハプロタイプは相当過去に共

通な母方祖先から由来していると考えた方が妥当で

ある。H16のハプロタイプは T 4タイプに分類され

ることから，このウシの母方祖先は北東アジア特有

の Bos taurus系から由来しているものと思われる

（Namikawa,1980）。

Tsujiら（2004）は，日本と北アメリカのホルスタ

イン種588頭についてmtDNA D-loopを調べたと

ころ，日本のホルスタイン種の18.3％が日本在来牛

由来のmtDNA（T 4）を持っていると報告した。彼

らの報告例と比較して，本研究でのホルスタイン種

Figure1 Unrooted neighbor-joining tree constructed
 

from mtDNA D-loop sequences of Holstein
 

and Japanese Black cattle.

Figure2 Unrooted neighbor-joining tree constructed
 

from mtDNA coding sequences of Holstein
 

and Japanese Black cattle.
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68頭から T 4は１頭のみ観察されただけで，酪農学

園大学附属農場のホルスタイン種の牛群は T 3タ

イプに偏っていることが明らかとなった。

本研究では，ホルスタイン種14頭，黒毛和種２頭

の D-loop塩基配列が Bos primigeniusのものと一

致していた（Table 4）。このように，今回調べたウシ

に見られた Pタイプは同一母牛からの個体でない

にも関わらず D-loopの塩基配列が全く同じ個体が

見られた。Pタイプに分類された16頭は世代数さか

のぼることによって同一母牛に至る可能性がある。

また，Bos taurus集団への Bos primigeniusの

mtDNAの遺伝子侵入は，Achilliら（2008）の研究

において，イタリアの２サンプル（EU177866-7）及

び韓国の１サンプル（DQ124389）で報告されている。

その他に GenBankに登録されているものでは，中

国より一例（AY998840）報告されただけである。日

本でもウシのmtDNAについて研究が多数行われ

ているが，今 回，初 め て 日 本 の 牛 群 に Bos
 

primigeniusタイプのmtDNAが確認された。本研

究のサンプルは全国からランダムに集めたサンプル

ではないことから，本研究に使用したウシの中に

Bos primigeniusタイプのmtDNAを持った個体が

偶然祖先にいた可能性もある。しかし，複数の品種

においてこのタイプのmtDNAが存在すること，お

よびコード領域には数箇所の変異が存在することか

ら，日本に現存するウシの祖先に Bos primigenius

由来の雌ウシがかなり存在していると考えるほうが

妥当のようである。本研究で用いた酪農学園大学附

属農場のホルスタイン種の雌牛の最初の導入経緯に

ついては不明であるが，現存する牛群についての分

子生物的解析から，本農場の牛群は特異な母方祖先

を持つ系統に由来しているのかも知れない。

また，Mannenら（1998，2004）は黒毛和種の

mtDNAについての塩基配列を調べた結果，61.6％

が T 4に分類されると報告している。本研究で用い

た黒毛和種23頭の内 T 4の割合は約43.5％であっ

たことから，このタイプに限ると，今回調べた黒毛

和種は，日本在来牛のmtDNAタイプの割合と概ね

一致していた。

無根近隣結合系統樹

４つの Tタイプの分岐において，D-loopの塩基

配列を用いた無根近隣結合系統樹（Figure 1）とコー

ド領域の塩基配列を用いた無根近隣結合系統樹

（Figure 2）は，ほぼ同様の系統樹の形を示した。こ

れは，Bos taurus内の遺伝的変異が，コード領域で

は全長が長いにもかかわらず D-loop領域の８分の

１程度の変異しか存在しないことに起因していると

考えられた。このことより，近い年代での分岐状態

を調べるためにはコード領域よりもmtDNA D-

loopの塩基配列を用いた方が，より明白に分岐した

系統樹が得られるという他の動物での結果と一致し

ていた（Taylorら2003；Torroniら2006）。

また，Bos primigenius（P系統）と Bos taurusの

分岐年代の推定では，Achilliら（2008）はmtDNA
 

D-loopの塩基配列を用いて7.4±0.9万年前と推定

しており，今回のコード領域の塩基配列を用いて推

定したところ，8.3万年前となった。しかし，本実験

での D-loopの塩基配列を用いた分岐年代の推定

は，12万年前となり，彼らの推定値と約４万年の差

が生じていた。さらに，本研究による T 1，T 2，T 3，

T 4タイプの分岐年代の推定では，D-loopの塩基配

列を用いた分岐年代の推定値の方が，コード領域の

塩基配列を用いた分岐年代の推定値より約２～３倍

早く分岐していた。このように，D-loopの塩基配列

を用いた推定値とコード領域の塩基配列を用いた推

定値は異なる傾向になった。これは，D-loopの塩基

配列はコード領域の塩基配列よりも遺伝的変異が蓄

積されやすいことに起因していると考えられた。

要 約

本研究はミトコンドリア DNA（mtDNA）の多型

解析から本学のホルスタイン種の母方系統の由来お

よび黒毛和種における遺伝的多様性を明らかにする

ことを目的とした。また，遺伝的変異の多い D-loop

領域の塩基配列のみを用いた分析と遺伝的変異の少

ない遺伝子コード領域のみを用いた分析から推定さ

れる遺伝的情報の相違についても考察を行った。酪

農学園大学附属農場のホルスタイン種68頭におい

て母系解析を行った結果，53頭がヨーロッパタイプ

の T 3に，１頭が北東アジアタイプの T 4に分類さ

れた。また，黒毛和種では，11頭が T 3に，10頭が

T 4であった。アフリカタイプの T 1近東アジアタ

イプの T 2タイプは観察されなかった。しかし，残

りのホルスタイン種14頭と黒毛和種２頭はこれま

で日本では報告されていなかった Bos primigenius

タイプのmtDNAを持ことが本邦で初めて発見さ

れた。コード領域全体の分析でも Bos primigenius

タイプでは，46箇所の SNPsが観察され，その内10

箇所は非同義置換であった。これらのmtDNAの遺

伝情報から推定された系統樹では，コード領域のみ

を用いた推定値の方が，D-loopのみを用いた推定値

より分岐が隔たる傾向を示した。この相違は，D-

loop領域がコード領域よりも多型性に富んでいる
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ことに起因していると考えられた。しかし，D-loop

領域と遺伝子コード領域から推定される系統解析は

ほぼ同様の結果となった。
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Summary
 

The aim of this study was to reveal the diversity of Japanese cattle (68 Holstein cows and 23 Japanese
 

Black cattle)by the use of the mitochondrial DNA polymorphisms. In addition,the analyses were perfor-

med by combined with mtDNA sequences of B. taurus,B. primigenius,B. indicus,B. bison deposited in
 

GenBank and phylogenetic tree were constructed to reveal the relationships between them.

The results of sequences for mtDNA D-loop type of 68 Holstein cows,1 cattle was North East Asian type

(T4)and 53 cattle were European type(T3). In Japanese black cattle,10 cattle were T4 type and 11 cattle
 

were T3 type. However,African type(T1)and Near East type(T2)were not observed in this study.

Unexpectedly, 17 cattle were correspond to B. primigenius type, which mtDNA D-loop type of B.

primigenius has not yet been reported in Japan. Seven samples of B. primigenius type of them were
 

additionally sequenced for coding region. The results showed that single nucleotide polymorphisms(SNPs)

were observed on 56 polymorphic sites. The 46 of SNPs were observed to unique B. primigenius types.

Furthermore, the 42 of SNPs were observed in protein coding region. The 10 of SNPs were non-

synonymous substitution.

The phylogenetic trees were illustrated by use of analysis software“MEGA4”. The estimate value from
 

the coding region showed the same as the value from the D-loop region.
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