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要 約 ウ シ の成 長 ホ ル モ ンは127番 目 の ア ミノ酸 でLeu/Valの 多 型 が 存 在 す る.こ の 多 型 の 原 因

とな る塩 基配 列 の違 いを 決 定 す る た め,黒 毛和 種,ホ ル ス タイ ン種,ヘ レフ ォ ー ド種,ア バ ー デ ンア ン

ガ ス種 か ら成 長 ホ ル モ ン遺 伝子 の イ ン トロ ン4と エキ ソ ン5を 含 む652bpの 領 域 をPCRに よ って 増 幅

し,塩 基配 列 を決 定 した.そ の 結果,127番 目の ア ミノ酸に 対 す る コ ドンはA型(Leu)がCTG,B型

(Val)がGTGで,1塩 基 の違 いに よ る多 型 で あ る ことが 明 らか とな っ た.黒 毛 和 種にお いて は さ らに,

別 の部 位 で 新 た な多 型 が 認 め られ た.こ の変異 は172番 ア ミノ酸 の コ ドンがACGか らATG(C型)と

な る もの で,コ ー ドして い る ア ミノ酸 はThrか らMetに 変 化 す る.上 記 の4品 種 と褐 毛 和種 に つ いて,

Alu I切断 と ドッ トハ イ ブ リダ イゼ イ シ ョンを用 い遺 伝 子 型 を決 定 した結 果,黒 毛 和 種 と褐 毛和 種 に は

A型(Leu127,Thr172),B型(Val127,Thr172),C型(Val127,Met172)の3種 が 存在 し,分 析 した ホ ル ス

タ イ ン種,ヘ レ フ ォー ド種,ア バ ー デ ンア ンガ ス種 に は,C型 が 認 め られ なか っ た.こ れ らの こ とか ら,

C型 遺伝子は黒毛和種と褐毛和種の共通祖先のB型 遺伝子に生 じた変異であると考えられた.遺 伝子頻

度は59頭 の黒毛和種で0.500(A),0.144(B),0.356(C)で あった.こ れらの遺伝子型と枝肉形質 との

間に明確な関連は認められなかった.
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ウシの成長ホルモ ンは191個 の アミノ酸残基からなる

ペプチドホルモンで,そ のアミノ酸配列13)と遺伝子の塩

基配列16)はすでに決定されている.ア ミノ酸配列におけ

る多型11,14)は,N末 端 のAlaの 有無と127番 ア ミノ酸に

おけるLeu/Valの 多型の存在が知 られているが,生 理

的作用の違いについては報告が少ない9).ウ シ成長ホル

モン遺伝子のア ミノ酸に翻訳されない領域に関 しては

HφJら8)がRFLPと 乳脂肪量 との関係を報告 している.

われわれは前報3)で127番 ア ミノ酸部位での多型を

PCR産 物 のAtuc I切 断から判定できることを報告 した.

しかし,こ の判定は127番 ア ミノ酸に相当する遺伝子の

配列に,違 いが有るか無いかを示すものであり,変 異型

の遺伝子がValを コー ドしているかは決定していない.

また,そ の他の配列 に多型が存在 しているかについても

明 らか で な い.そ こで,黒 毛 和 種,ホ ル ス タ イ ン種,ヘ

レフ ォー ド種,ア バ ーデ ンア ンガ ス種 の4種 の ウシか ら

Alu I切 断 で 多型 を示 す 個体 を 選 び,イ ン トロ ン4と エ

キ ソ ン5の 塩 基 配 列 を 決 定 した.

黒毛和種については,間 接検定を行なった4頭 の種雄

牛の産子55頭 を用い,遣 伝子型 と枝肉成績との比較検

討を行なった.

材料および方法

試験動物:遺 伝子型の分析は117頭 の黒毛和種,19

頭 のホルスタイン種,10頭 のヘ レフォー ド種,6頭 のア

バーデ ンアンガス種,11頭 の褐毛和種につ いて行なっ

た.黒 毛和種のうち3頭 は検定種雄牛で55頭 はそれら

の産子,ま た褐毛和種の11頭 は1頭 の種雄牛の産子で
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ある.産 子の66頭 と農林水産省中国農業試験場で屠殺

した35頭 は筋肉よりゲノムDNAを と りだ し,農 林水

産省畜産試験場で屠殺 した5頭 の黒毛和種,5頭 のホル

スタイン種は肝臓,そ の他の個体については凍結精液よ

りDNAを抽 出した.凍 結精液 は農林水産省畜産試験

場,農 林水産省中国農業試験場,北 海道立新得畜産試験

場,茨 城県畜産試験場に保存されていた試料を用いた.

PCR産 物 の塩基配列は18頭 の黒毛和種およびホルス

タイン種,ヘ レフォード種,ア バーデンアンガス種各2

頭 について決定した.そ の他の動物についてはAlu I切

断とドットハイブリダイゼイションの結果から遺伝子型

を決定 した.

検定種雄牛の産子はすべて雄去勢牛で,検 定終了時に

牛枝肉取引規格(日 本食肉格付協会)に 基づき,枝 肉の

肉質評価を行なった.

試 料DNAの 調 製:約30mgの 細 切 した筋 肉 に600

ulの100mM Tris-HCl(pH9.0),100mM NaCl,5mM

EDTA,1% SDSを 加 え,約30分 間室 温 で ゆ るや か に

攪拌 す るこ とに よ って 溶解 した.等量 の フェ ノ ール ・ク

ロロ ホル ムで2回,ク ロロ ホ ル ムで1回 抽 出 した 後,エ

タノ ール沈 澱 を行 な いDNAとRNAの 混合 した分 画 を

得 た.肝 臓 と凍 結 精 液 の 試 料 は前 報3)と 同 様 の 方 法 で

DNAを 調製 した.

PCR法 に よ るDNAの 増 幅 と塩 基 配 列 の 決 定:プ ラ

イ マ ーの塩 基 配 列 は,エ キ ソ ン4内 に設 定 したPrimer

1が5'-TATGAGAAGCTGAAGGACCTGGAGGAA-

3'(27mer),エ キ ソ ン5直 後 のPrimer2が5'-AGAA-

TAGAATGACACCTACTCAGACAAT-3'(28mer)で

あ る(図1).こ れ らの プ ラ イマ ー とPCRの反応 は前 報3)

と同様 の条 件 で 行 な った.

塩 基 配 列 を 決 定 す る た め,PCR産 物 を4%NuSieve

GTG(FMC)ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 離 し,

Ultrafree C3-VV (MILIPORE,0.1μm)を 用 い て ゲ ル

か ら目的 の 断 片 を得 た後,こ の 液 の一 部 を テ ン プ レー ト

と して2回 目のPCRを 行 な った.こ のPCRは2本 鎖 の

両 端 か ら塩 基 配 列 を 決 定 す るた め,Primer 1とPrimer

S2,Primer S1とPrimer 2の2組 につ い て行 な った.

Primer S1とPrimer S2の5'側18塩基 は シ ー ケ ン ス

反応 の プ ライ マ ー と同 じ配 列 と な って お り,相 補 鎖 の こ

の部 位 にDye Primer(ABI)を ハ イ ブ リダ イ ズ させ る

サ イ クル シ ー ケ ン ス法 を行 な い,全 自動 シー ケ ンサ ー

(ABI373A)で 塩 基 配列 を決 定 した.

Aul Iに よ る切 断 と127番 ア ミノ 酸 部 位 多 型 の判定:

Primer 1とPrimer 2に よ るPCR反 応 産 物 に約50μl

の ク ロロ ホ ル ムを加 え て攪拌 し,反 応 産 物 を 含 む水層 を

分 離 し た.そ の8μlに,1μlの10×Low Buffer

(TOYOBO; 100mM Tris-HCl pH7.5, 100mM MgCl2,

10mM DTT)と4ュニ ッ トのAlu I(TOYOBO)を 加

え37℃1晩 の 反 応 を 行 な っ た.4% NuSieve GTG

(FMC)ア ガ ロー ス ゲ ル電 気 泳 動 でDNAフ ラ グ メ ン ト

を分 離 し,185bpに 断片 の あ る もの をA型,236pbに

断 片 のあ る もの をB型 と した.

ドッ トハ イ ブ リダ イゼ イ シ ョ ンによ る172番 ア ミノ酸

部 佐 多型 の判 定:プ ロ ー ブ は169-175番 ア ミノ酸 残 基

を コ ー ドして い る領 域 に作 成 した.Probe Aは 発 表 され

て い る 塩 基 配 列16)の5'-CTGCATAAGACGGAGA-

Fig. 1. Structure of bGH gene and primers for the PCR amplification.

Exons are indicated by open boxes. The common sequences of Primer 1 and Primer S1 are 
underlined, and that of Primer 2 and Primer S2 are double-underlined. A terget region was 
amplified by the 1st PCR with Primer 1/Primer 2, and then two kinds of 2nd PCRs with Primer 
S1/Primer 2 and Primer 1/Primer S2 were performed to make a annealing site for Dye Primer 
Cycle Sequencing (ABI).
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CGTAC-3'で あ る.Probe CはProbe Aの 相 補 鎖 で あ

る が,中 心 部 に1塩 基 の 違 い を もつ5'-GTACGT-

CTCCATCTTATGCAG-3'で あ る.こ れ らの オ リ ゴヌ

ク レ オ チ ドの3'末 端 をTerminal　 Deoxynucleotidyl

Transferase(TOYOBO)を 用 い てDigoxigenin

(Boehringer Mannheim)で 標識 し,プ ロ ー ブ と した.

ド ッ トハ イ ブリ ダ イ ゼ イ シ ョ ン はProbe AとProbe

Cの そ れ ぞ れ につ い て 行 な っ た.PCR産 物 の1μlを ナ

イロ ンメ ンブ ラ ンに 固定 した後,5×SSC,50℃ で1晩

ハ イ ブリ ダイ ズ し,0 .5×SSC,50℃ で15分 の洗 浄 を2

度 行 な っ た.プ ロ ー ブ の 検 出 はDigoxigenin検 出 用

キ ッ トの方 法 で行 な い,発 色 時 間 は コ ン トロ ー ル試料 の

発 色 を み な が ら調 節 した.

結 果

127番 ア ミノ酸 部 位(127部 位)多 型:PCR産 物 の

Aul I切 断 に よ って判 定 したA型,B型 の個 体 を 黒毛 和

種,ホ ル ス タイ ン種,ヘ レ フォ ー ド種,ア バ ー デ ンア ン

ガ ス種 か ら各1頭 選 び,PCR産 物 の塩 基 配 列 を ダイ レ

ク トシー ケ ン ス法 に よ って決定 し た.PCRで 増 幅 した

領 域 は プ ライ マ ー部 分 を 除 くと エ キ ソ ン4に あ る119番

ア ミノ酸 部 位 か らエ キ ソ ン5末 端 の ポ リA付 加 部 位 ま

で で あ る(図1).こ の597bpの 塩 基 配 列 を 見 る と,127

部 位 を コ ー ド して い る配 列 は4品 種 と もA型 でCTG

(Leu),B型 でGTG(Val)で あっ た.ま たA型 は

WOYCHIKら16)に よ って 発 表 され て い る ウ シ成 長 ホ ル モ

ン遺 伝 子 の塩 基 配 列 と完全 に一 致 して い た.

172番 ア ミノ酸部位(172部 位)多 型:各 品種2頭 ず

つの塩基配列決定で
,黒 毛和種のB型(Val)個 体(127

部位:Alu Iに よる判定)は 他のウシと異なり,172部 位

で1塩 基の置換が認められた.こ れが個体の突然変異で

あるか,ま たはある頻度で存在する多型であるかを判定

するたあ,さ らに16頭 の黒毛和種についてPCR産 物の

塩基配列を決定 した.そ の結果,か なりの頻度で172部

位 でACG(Thr)で は な くATG(Met)と な る ウ シ(C

型)が 存 在 し,C型 の 遣 伝子 は127部 位 でGTG(Val)

型 を と る ことが 明 らか とな った(図2).

5品種 の ウ シに つ いて,127部 位 多 型 をAul I切断 で

判 定 し,172部 位 多 型 を オ リゴ ヌク レオ チ ドオ プ ロー ブ

に よ るド ッ トハ イ ブ リダ イゼ イ シ ョ ンで判 定 した結果,

C型 遺 伝 子 は黒 毛 和種 と褐 毛 和 種 に存 在 し,分析 したホ

ル ス タイ ン種,ヘ レフ ォ ー ド種,ア バ ー デ ンア ンガ ス種

に は全 く存 在 して いな か った(表1).

遺伝子型と枝肉形質:成 長ホルセンの遺伝子型と形

質との関係を検討するため,4頭 の種雄牛とその産子の

遺伝子型を調べた.1頭 の種雄牛(IV)は 試料を得ること

ができなかったため,そ の正確な遺伝子型は不明であ

る.し かし,10頭 の産子はC型 遺伝子頻度が高く,C型

のホモまたはヘテロ個体だけであることから種雄牛IVの

遺伝子型はCCで あ ると推定 した(表2).

この4頭 の種雄牛を比較すると,間 接検定の項目で有

意な差異のみられた項 目はB.M.S.と 肉質等級だけで

あった.そ こで,各 種雄牛の産子を遺伝子型に分け,B.

Fig. 2. Sequences of the genetic variants in the 

exon 5 of bGH gene.

Asterisks indicate identical nucleotides to the A 

type. Amino acid sequences deduced from the 

nucleotide sequences are indicated over the nucle-

otide sequences. Amino acids variants differ from 

the A type are underlined.

Table 1. Genotypes of bGH gene from five breeds

* Steers from one bull .
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Table 2. Effect of bGH genotype on beef marbling score(BMS) of steers from four bulls of Japanese 

Black

* The genotype of bull IV is estimated from the genotypes of steers.

A number in parentheses indicates the number of animals.

Means with different superscripts in the same line are significantly different(P<0.05).

M.S.の 比較を行なった(表2).兄 弟牛間の遺伝子型比較

で有意差の認められたのは種雄牛Iだ けで,AC型 が

AA型 よりも良い値を示 した.し かし,お なじAC型 の

産子でも種雄牛IIIとIVで は明らかにB.M.S.の 値が異な

り,成 長ホル モンの多型はB.M.S.を 直接に支配 してい

る因子ではないと考えられた.

考 察

牛 成 長 ホ ル モ ンの ア ミノ酸 多 型 はN末 端 のAla/Phe

と127ア ミノ酸残 基 のLeu/Valが 知 られ て い る11,14).N

末端 の多型 は シ グナ ル ペ プチ ド切 断 位 置 の 違 い に よ る も

ので,成 長 ホル モ ン遺 伝 子 自体 の違 い に よ る もの で は な

い と考 え られて い る14).一 方,127ア ミノ酸残 基 の多 型

は遺伝 子 に 生 じた変 異 に よ る と考 え られ,Alu I切 断 で

生 じるDNA断 片 の長 さに違 いが あ る3).

われわれは前報3)で127ア ミノ酸残基がValな らば成

長ホルモン遺伝子のこの部位がAlu Iで 切断されず,

WOYCHIKら16)の 発表したLeu型 遺伝子と区別できるこ

とを示した.し かし,Alu Iは4塩 基認識の制限酵素で

あり,認 識部位のどの塩基に置換が生 じても同じ結果と

なる.LeuとVal以 外のアミノ酸がこの部位に存在 して

いるという報告は無いものの,Valで はなく別のアミノ

酸となる置換やLeuの 同義置換がこの部位にあっても

Val型 変異と区別することはできない.仮 にこのような

変異が混在 していた場合,Alu Iで 判断 した遺伝子型を

用い,そ の効果を検討しても正 しい結果を得ることはで

きない.そ こで本試験ではAlu I切 断の結果か らAA型

(Leu/Leu),BB型(Val/Val)型 と判定されたウシ各1

頭を黒毛和種,ホ ルスタイン種,ヘ レフォー ド種,ア

バーデンアンガス種か ら選 び,PCRで 増 幅される597

bpの 塩基配列を決定した.

その結果,各品種 ともAA型 は発表されている配列 と

一致 し,BB型 は4品 種 ともValを コ ー ドして いる

GTGの 配列 で あ っ た.し た が って,Alu I切 断 で判 定 さ

れ る遺 伝 子型 は127部 位 のLeu,Valの 多型 を示 して い

る と考 え られ た.

この塩基配列の比較で黒毛和種のVal/Val型(127部

位)は172部 位でMetを コードするATGの 配列を示 し

た.発 表されている塩基配列はACGで あ り,ア ミノ酸

はThrで あ る.こ の部位の変異については報告 されて

いないため,頻 度および127部 位多型 との関係を検討 し

た(表1,2).

その 結 果Met(172部 位)型 の遺伝 子 は黒 毛 和種 と褐

毛 和 種 に しか認 め られ ず,ホ ル ス タイ ン種,ヘ レ フ ォー

ド種,ア バ ー デ ンア ン ガ ス種 に は存在 して い なか った.

PCRは2本 の染 色 体 にあ る遺 伝 子 座 か ら増 幅 す るた め,

127部 位 と172部 位 の多 型 の連 鎖 はヘ テ ロな遺 伝 子型 を

示 す個 体 に つ い て確 定 す るこ とが で きな い.し か し,表

1と 表2の 黒 毛 和 種114頭 で172部 位 にMet/Metの ホ

モ を示 す9頭 は127部 位 でVal/Valの 遺 伝 子型 を示 し,

逆 にLeu/Leu(127部 位)の23頭 は必 ずThr/Thr(172

部 位)の 遺伝 子 型 を示 した.ま た,Thr/Met(172部 位)

の52頭 は15頭 がVal/Val(127部 位)で37頭 がLeu/

Val(127部 位)で あ った.す な わち,172部 位 のMetに

は必 ず127部 位 にValが あ り,こ の多 型 遺 伝 子 はVal127

-Met172の 形 で 存 在 して い る と考 え られ た.ま た127部

位 のLeuは172部 位 にThrが あ り,べつ にVal127-

Thr172の 遺 伝 子 型 も存在 す る.こ の よ うに,黒 毛和 種 と

褐 毛 和 種 で はA型(Leu127, Thr172),B型(Val127,

Thr172),C型(Val127,Met172)の3種 の成長 ホ ルモ ン遺

伝 子 が あ り(図2),ホ ル ス タイ ン種,ヘ レ フ ォード 種,

アバ ー デ ンア ンガ ス 種 で はA型 とB型 の2種 が存 在 し

てい た.こ れ らの ことか ら,C型 遺 伝 子 はB型(Val127,

Thr172)の 牛 の172部 位 に 生 じた1塩 基 の変 異 で あ り,

これ は黒 毛 和 種 と褐毛 和 種 の共 通 祖 先 が他 の3種 の祖 先

か ら分 か れ た後 に起 きた もの と推 定 され た.1頭 の分 析
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結果ではあるが,日 本在来のウシに近いといわれている

見島牛はAC型 であった.

成長ホルモンは脂肪の代謝に直接,間 接に影響してお

り,成 長ホルモンの投与は成長を早め,脂 肪蓄積量を減

少させる12).合 成牛成長ホルモンの投与試験9)で は配列

の異なるホルモン間で生理的効果に違いがめ られてい

る.ま た,ニ ワトリでは遺伝子型によってリポリシスに

違いのあったことが報告されている2).牛 成長ホルモン

の遺伝子型の効果についてはHφJら8)が 第3イ ントロ

ンでの多型 と乳脂肪量 との関係を報告しているが,本 試

験ではこの部位についての分析を行なっていないため,

第5エ キソンでの多型と第3イ ントロンでの多型の関係

は不明である.た だ,枝 肉形質に関 しては顕著な効果が

無いことが本試験の結果から明らかとなった.

表2のB.M.S.デ ー タで,産 子 の遺 伝 子 型 間 で 有 意 差

の見 られ た 種雄 牛Iの 遺伝 子 型 はAA型 で あ り,産 子 の

AA型 とAC型 の違 い は母 牛 に起 因 す る.C型 遺 伝 子 は

日本 在 来 牛 の祖 先 か ら由来 して い る と考 え られ,同 じ く

在 来牛 の 特 微 で あ る高 いB.M.S.値 と弱 い連 鎖 を持つ 可

能 性 は存 在 す る.牛 成長 ホ ル モ ンの 遺 伝 子 はHEDIGER

ら7)に よ っ て19番 染 色 体 の長 腕 に あ る こ とが 明 らか と

さ れ て お り,そ の他 にPOLR2 (polymerase II large

polypeptide)10),HOX2 (homeo box region2)6),

PRKCA (protein kinase C,α polypeptide)10),

cytokeratin5)遺 伝 子 が19番 染 色体 に存 在 して い る.牛

の19番 染 色 体は ヒ ト17番 染 色 体,マ ウ ス11番 染 色 体

と よ く一 致 し て お り,こ れ ら に は,さ ら にTHRA1

(thyroid hormone receptor α1)10)な ど代 謝 に関 係 す る

遺 伝 子 も存在 して い る.B.M.S.に 関 与 す る遺 伝子牛が19

番 染 色 体 に存 在 す るか を 議論 す る に はデ ー タが不 足 して

い る が,今 後,牛 の遺 伝子 地 図 が 決 定 され るに した が っ

て 明 らか に な ると思 われ る.

172部 位 ア ミノ酸は成長ホルモン分子を形成する第4

ヘ リックスにあり1,4),ヒ ト成長ホルモン分子4)で は第4

ヘ リックスがレセプターとの結合部位となる.ヒ ト成長

ホルモン分子で172部 位 はa-ヘ リックスの内側となり,

疎水性アミノ酸がこの位置に来ることによって,分 子を

安定化 させている.他 の動物15)ではValやAlaな どの

疎水性の高いア ミノ酸がこの部位にあり,牛(A,B型)

のThrは これらのアミノ酸よりも疎水性が低い,C型 遺

伝子のMetはThrよ りも疎水性が高く,ホ ルモンの性

質として何らかの違いがある可能性も残されている.
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Genetic Variants of the Growth Hormone 
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                           and Kyouhei OZUTSUMI4
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          4National Institute of Animal Industry, Nourinkenkyudanchi,
                                              Tsukuba-shi 305

   We have previously reported that a nucleotide sequence variant of the bovine growth 

hormone (bGH) gene at amino acid position 127 can be detected by using the Alu I digestion of a 

PCR product. To determine the nucleotide sequence of the variant (B type), we amplified and 

then sequenced 652 by fragments of intron 4/exon 5 of the bGH gene from A and B types of 

Japanese Black, Holstein, Hereford and Aberdeen Angus cattle. Codon at amino acid position 127 

was a GTG for the B type instead of a CTG for the A type, and the other sequence of the B type 

was in agreement with the A type in the four breeds except for the Japanese Black. In some 

Japanese Black cattle, a substitution was present at amino acid position 172. This variant (C 

type) differed from the A and B types by having an ATG at position 172 which caused a 

replacement of Thr by Met in the deduced amino acid sequence. We designed two

oligonucleotide probes for the identification of the variants at position 172. The sequences of the 

probes were probe A (for Thr172), 5'-CTGCATAAGACGGAGACGTAC-3' and probe C(for Met172), 5' 
-GTACGTCTCCATCTTATGCAG-3' . The genetypes of the four breeds and Japanese Brown 

cattle were determined using Alu I digestion for position 127 and a dot hybridization for position 

172. Three types of bGH were present in Japanese Black and Japanese Brown cattle ; A type 

(Leu127, Thr172), B type(Val127, Thr172) and C type (Val121, Met172). Frequencies of the variants were 

0.500 (A), 0,144 (B) and 0.356 (C) in 59 Japanese Black cattle. The C type gene of bGH was not

present in the other breeds consisting of 19 Holstein, 10 Hereford and 6 Aberdeen Angus. These 

results suggest that the C type was caused in the B type gene of ancestral Japanese Black and 

Japanese Brown cattle. Carcass traits were not affected by the genotypes of the bGH gene.

Anim. Sci. Technol. (Jpn.) 65 (4): 340-346, 1994

Key words: growth hormone, variants, PCR, direct sequencing
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