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(57)【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

ブ リ 類 か ら 採 取 し た D N A の 、 ブ リ 連 鎖 群 L G 2上 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー D N A マ ー カ ー

座 Sequ0125T U Fと Sequ1066T U Fと の 間 に 位 置 す る 配 列 番 号 1で 示 さ れ る 塩 基 配 列 の 860番 目 の

塩 基 の 一 塩 基 多 型 の 遺 伝 型 を 調 べ る 段 階 、 及 び 該 遺 伝 型 に 基 づ い て ブ リ 類 の ハ ダ ム シ 抵 抗

性 を 判 定 す る 段 階 で あ っ て 、 該 配 列 番 号 1 で 示 さ れ る 塩 基 配 列 の 8 6 0 番 目 の 塩 基 の 遺 伝 型 が

Ｔ ／ Ｔ 又 は Ｃ ／ Ｔ の 場 合 に は ハ ダ ム シ 抵 抗 性 と 判 定 す る 段 階 か ら 成 る 、 ブ リ 類 の ハ ダ ム シ

抵 抗 性 を 検 査 す る 方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

検 査 の 対 象 で あ る ブ リ 類 の 個 体 か ら ゲ ノ ム D N A を 抽 出 し 、 ブ リ 連 鎖 群 L G 2上 の マ イ ク ロ サ テ

ラ イ ト マ ー カ ー D N A マ ー カ ー 座 Sequ0125T U F と Sequ1066T U Fと の 間 に 位 置 す る 配 列 番 号 1で

示 さ れ る 塩 基 配 列 の 860番 目 の 塩 基 の 一 塩 基 多 型 を 含 む 塩 基 配 列 の 外 側 に 結 合 す る 特 異 的

な 配 列 を 有 す る 一 対 の プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 い 、 得 ら れ た 増 幅 産 物 中 の 該 一

塩 基 多 型 の 遺 伝 型 を 調 べ る 段 階 、 及 び 該 遺 伝 型 に 基 づ い て ブ リ 類 の ハ ダ ム シ 抵 抗 性 を 判 定

す る 段 階 で あ っ て 、 該 配 列 番 号 1 で 示 さ れ る 塩 基 配 列 の 8 6 0 番 目 の 塩 基 の 遺 伝 型 が Ｔ ／ Ｔ 又

は Ｃ ／ Ｔ の 場 合 に は ハ ダ ム シ 抵 抗 性 と 判 定 す る 段 階 か ら 成 る 、 ブ リ 類 の ハ ダ ム シ 抵 抗 性 を

検 査 す る 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の ブ リ 類 の ハ ダ ム シ 抵 抗 性 を 検 査 す る 方 法 に 使 用 す る た め の プ ラ イ

マ ー セ ッ ト で あ っ て 、 ブ リ 連 鎖 群 L G ２ 上 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー D N A マ ー カ ー 座 Seq
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u0125TUF と Sequ1066TUFと の 間 に 位 置 す る 配 列 番 号 1で 示 さ れ る 塩 基 配 列 の 860番 目 の 塩 基

を 含 む 領 域 を 検 出 す る た め の プ ラ イ マ ー で あ っ て 、 該 塩 基 を 含 む 該 塩 基 配 列 中 の ５ ０ ～ １

０ ０ 塩 基 の 長 さ の 領 域 の 両 端 に 設 定 さ れ た 長 さ が １ ５ 塩 基 以 上 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 及

び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 又 は こ れ ら と ９ ０ ％ 以 上 相 同 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 及 び リ バ ー ス

プ ラ イ マ ー か ら 成 る プ ラ イ マ ー セ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 こ の 発 明 は 、 天 然 の ブ リ 類 の ハ ダ ム シ 抵 抗 性 を 検 査 す る 方 法 に 関 し 、 よ り 詳 細 に は 、 一

塩 基 多 型 （ SNP） を 利 用 し て ブ リ 類 の ハ ダ ム シ 抵 抗 性 を 検 査 す る 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 ブ リ 類 は 日 本 に お け る 海 面 養 殖 生 産 量 の 過 半 を 占 め る 重 要 養 殖 対 象 種 で あ る 。 現 状 の ブ

リ 養 殖 は 天 然 種 苗 を 採 捕 し 出 荷 サ イ ズ ま で 畜 養 す る 天 然 資 源 に 依 存 し た 養 殖 で あ る 。 よ り

安 定 し た 養 殖 生 産 の た め に 、 天 然 種 苗 に 依 存 し な い 人 工 種 苗 の 早 期 導 入 と 、 人 工 種 苗 へ の

優 良 形 質 の 付 与 に 関 す る 技 術 開 発 が 行 わ れ て い る 。 ブ リ 養 殖 に お け る 大 き な 障 害 の 一 つ と

し て ベ ネ デ ニ ア 症 が あ げ ら れ る 。 ベ ネ デ ニ ア 症 は 単 生 類 の 寄 生 虫 ハ ダ ム シ （ Benedenia se

riolae） が ブ リ 類 の 体 表 に 寄 生 す る こ と に よ っ て 生 じ る 。 ベ ネ デ ニ ア 症 は 粘 液 過 多 や 成 長

不 良 の 原 因 と な る 他 、 ハ ダ ム シ を 排 除 す る た め に 魚 が 体 を 生 簀 の 網 地 に 擦 り 付 け る た め に

体 表 に 生 じ る 擦 り 傷 か ら の 二 次 日 和 見 感 染 に よ る 大 量 斃 死 も 誘 引 し 、 大 き な 経 済 的 な 損 失

を も た ら し て い る 。 現 在 、 ベ ネ デ ニ ア 症 の 治 療 法 と し て 、 淡 水 浴 、 市 販 の 駆 虫 薬 へ の 薬 浴

、 駆 虫 薬 の 経 口 投 与 な ど の 方 法 が 用 い ら れ て い る （ 特 許 文 献 １ ， ２ 等 ） 。

　 発 明 者 ら は ブ リ 天 然 魚 F 1 を 用 い た QTL（ Quantitative trait locus、 量 的 形 質 遺 伝 子 座

） 解 析 に よ り 、 ベ ネ デ ニ ア 症 抵 抗 性 （ ハ ダ ム シ が 寄 生 し 難 い 、 寄 生 数 が 少 な い ） 形 質 と 遺

伝 学 的 に 連 鎖 し た ゲ ノ ム 領 域 が 連 鎖 群 LG2上 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト D N Aマ ー カ ー 座 Sequ0125

TUF と Sequ1066TUFの 間 の 遺 伝 距 離 5.5 cM（ セ ン チ モ ル ガ ン ） に あ る こ と を 特 定 し て い る

（ 非 特 許 文 献 1） 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ３ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 2010-124736

【 特 許 文 献 ２ 】 国 際 公 開 W O2008/013235

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Plos one 8, e64987 (June 2013)

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 ブ リ 類 の 天 然 種 苗 か ら の ハ ダ ム シ の 寄 生 へ の 抵 抗 性 を 有 す る 個 体 選 別 が 可 能 と な り 遺 伝

的 に ベ ネ デ ニ ア 症 抵 抗 性 形 質 を 持 つ 人 工 種 苗 が 作 出 さ れ れ ば 、 ブ リ 類 養 殖 に お け る 感 染 症

の リ ス ク 軽 減 や 駆 虫 薬 や 駆 虫 作 業 に 関 わ る 労 務 コ ス ト の 削 減 等 の 養 殖 効 率 の 向 上 に 大 き く

貢 献 で き る と い え る 。

　 発 明 者 ら は ブ リ 天 然 魚 に つ い て 、 ベ ネ デ ニ ア 症 抵 抗 性 形 質 と 遺 伝 学 的 に 連 鎖 し た ゲ ノ ム

領 域 が 連 鎖 群 LG2上 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト D N Aマ ー カ ー 座 領 域 （ Sequ0125TUF と Sequ1066TU

Fの 間 ） を 特 定 し た が （ 非 特 許 文 献 １ ） 、 こ の 領 域 内 に ど の よ う な 遺 伝 子 が 存 在 し 、 ど の

よ う な メ カ ニ ズ ム で ベ ネ デ ニ ア 症 抵 抗 性 形 質 が 発 現 す る か に つ い て は 分 か っ て い な か っ た

。

　 そ の た め 、 本 発 明 は 、 天 然 の ブ リ 類 の ハ ダ ム シ 抵 抗 性 を 検 査 す る 方 法 を 提 供 す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ６ 】
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　 本 発 明 者 ら は 、 ブ リ 連 鎖 群 LG2上 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー D N Aマ ー カ ー 座 Sequ0125

TUFと Sequ1066TUFと の 間 に 位 置 す る 塩 基 配 列 を 検 査 し た 結 果 、 ベ ネ デ ニ ア 症 抵 抗 性 遺 伝 子

（ 配 列 番 号 １ ） を 見 出 し （ 後 記 の 実 験 例 ２ ） 、 そ の 中 に 複 数 の 一 塩 基 多 型 （ Single Nucle

otide Polymorphism, SNP） を 見 出 し た （ 後 記 の 実 施 例 １ ） 。 そ し て 、 天 然 ブ リ の こ の 一

塩 基 多 型 と 、 別 途 調 べ た 寄 生 虫 ハ ダ ム シ の 体 表 へ の 寄 生 数 と を 比 較 し た 結 果 、 特 定 の 一 塩

基 多 型 を 保 持 す る ブ リ 類 に お い て ハ ダ ム シ の 寄 生 数 が 減 少 し て い る こ と を 見 出 し （ 後 記 の

実 施 例 １ ） 、 ブ リ 類 の ハ ダ ム シ 抵 抗 性 を 検 査 す る た め の 方 法 を 見 出 し た 。

　 即 ち 、 本 発 明 は 、 ブ リ 類 か ら 採 取 し た Ｄ Ｎ Ａ の 、 ブ リ 連 鎖 群 LG2上 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ

ト マ ー カ ー D N Aマ ー カ ー 座 Sequ0125TUF と Sequ1066TUFと の 間 に 位 置 す る 配 列 番 号 １ で 示 さ

れ る 塩 基 配 列 の 860番 目 の 塩 基 の 一 塩 基 多 型 の 遺 伝 型 を 調 べ る 段 階 、 及 び 該 遺 伝 型 に 基 づ

い て ブ リ 類 の ハ ダ ム シ 抵 抗 性 を 判 定 す る 段 階 か ら 成 る 、 ブ リ 類 の ハ ダ ム シ 抵 抗 性 を 検 査 す

る 方 法 で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

【 図 １ 】 ブ リ 類 連 鎖 群 LG２ の D N Aマ ー カ ー と こ の 領 域 を カ バ ー す る BAC cloneの 概 要 を 示 す

地 図 で あ る 。 二 重 線 は 、 最 小 タ イ リ ン グ パ ス ウ ェ イ を 構 成 し 、 塩 基 配 列 を 決 定 し た Ｂ Ａ Ｃ

ク ロ ー ン を 示 す 。

【 図 ２ 】 実 験 例 ２ で 得 た 免 疫 応 答 関 連 遺 伝 子 （ 配 列 番 号 １ ） を 示 す 。 黒 三 角 は 、 ア ミ ノ 酸

変 化 を 伴 う SNPを 示 し 、 白 三 角 は ア ミ ノ 酸 が 変 化 し な い SNPを 示 す 。 矢 印 は 、 エ ク ソ ン － イ

ン ト ロ ン の 境 界 を 示 す 。 灰 色 の 網 掛 け 領 域 は 当 該 遺 伝 子 の 機 能 ド メ イ ン で あ る C-type lec

tinド メ イ ン を 示 す 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 は ベ ネ デ ニ ア 抵 抗 性 形 質 と 強 く 連 鎖 し て い る ブ リ 連 鎖 群 LG2（ 非 特 許 文 献 １ の Squ

2Fに 相 当 す る 。 ） 上 の マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト マ ー カ ー D N Aマ ー カ ー 座 Sequ0125TUF と Sequ106

6TUF（ 図 １ 、 非 特 許 文 献 １ の Table２ 及 び Table３ ） と の 間 に 領 域 に 位 置 す る ベ ネ デ ニ ア 症

抵 抗 性 遺 伝 子 （ 配 列 番 号 1） の 860番 目 の 塩 基 の 一 塩 基 多 型 を 用 い て 、 ブ リ 類 の ベ ネ デ ニ

ア 症 抵 抗 性 、 す な わ ち ハ ダ ム シ が 体 表 へ 寄 生 し 難 い ブ リ 類 個 体 を 識 別 す る 方 法 で あ る 。

　 本 発 明 の 方 法 に よ り ベ ネ デ ニ ア 症 へ の 抵 抗 性 を 調 べ る こ と が で き る 魚 類 は 、 Seriola 属

の 魚 類 で あ り 、 和 名 で は 、 ブ リ （ 学 名 ： Seriola quinqueradiata） 、 ヒ ラ マ サ （ 学 名 ： Se

riola lalandi） 、 カ ン パ チ （ 学 名 ： Seriola dumerili） 、 ヒ レ ナ ガ カ ン パ チ （ 学 名 ： Ser

iola rivoliana） 、 ア オ ブ リ 、 ガ ン ド 、 ガ ン ド ブ リ 、 モ ジ ャ コ 、 モ ジ ャ ッ コ 、 イ ナ ダ 、 イ

ナ ラ 、 ワ ラ サ 、 コ ゾ ク ラ 、 コ ズ ク ラ 、 ツ バ イ ソ 、 フ ク ラ ギ 、 フ ク ラ ゲ 、 ワ カ ナ 、 シ ョ ウ ジ

ン ゴ 、 ツ バ ス 、 ヤ ズ 、 ハ マ チ 、 メ ジ 、 メ ジ ロ 、 ハ ナ ジ ロ 、 マ ル ゴ 、 ワ カ ナ ゴ 、 オ オ イ ナ 、

ス ズ イ ナ 、 オ オ イ オ 、 ワ カ シ 、 マ サ ギ 、 ヒ ラ サ 、 ヒ ラ ス 、 ヒ ラ ソ 、 テ ン コ ツ 、 セ ン ト ク 、

ア ガ ユ 、 マ ヤ 、 外 国 名 で は 、 (Japanese) A mberjack、 (Five-ray) Yellowtailと 称 さ れ る

魚 を 含 む 。 本 明 細 書 で は 、 こ れ ら を 総 称 し て ブ リ 類 と い う 。

　 本 発 明 の 方 法 は 、 特 に 天 然 の ブ リ 類 の べ ネ デ ニ ア 症 抵 抗 性 を 識 別 す る こ と に 優 れ る 。

　 ブ リ 類 同 士 は ゲ ノ ム 配 列 と 染 色 体 構 造 の 相 同 性 が 非 常 に 高 い た め 、 こ の 遺 伝 子 の 情 報 は

他 の ブ リ 類 に も 適 用 で き る も の と 推 測 さ れ る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 上 記 一 塩 基 多 型 の 検 出 は 、 検 査 対 象 の ブ リ 類 の 個 体 の 一 部 、 例 え ば 、 尾 鰭 、 血 液 、 腎 臓

、 筋 肉 な ど の 核 が 存 在 す る 組 織 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 採 取 し 、 こ の Ｄ Ｎ Ａ に 含 ま れ る 一 塩 基 多 型 の

遺 伝 型 を 検 査 す る 。 一 塩 基 多 型 の 検 出 は 、 一 塩 基 多 型 部 分 の 塩 基 配 列 を 決 定 す る こ と に よ

っ て 行 う こ と が で き る 。 一 塩 基 多 型 部 分 の 塩 基 配 列 の 決 定 に は 、 例 え ば 、 TaqMan法 、 ダ イ

レ ク ト シ ー ク エ ン ス 法 、 タ ー ゲ ッ ト シ ー ク エ ン ス 法 、 AR MS-PCR法 、 飽 和 型 D N A結 合 色 素 に

よ る HR M解 析 、 PCR-制 限 酵 素 切 断 断 片 長 多 型 に よ る 方 法 (PCR-RFLP解 析 )、 M ALDI-TOF/MSに

よ る SNPタ イ ピ ン グ 法 、 D N Aチ ッ プ を 用 い た 方 法 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。

　 一 塩 基 多 型 の 検 出 に は 、 例 え ば 、 ダ イ レ ク ト シ ー ク エ ン ス 法 を 用 い る こ と が で き る 。 具

体 的 に は 、 上 記 遺 伝 子 に お け る 一 塩 基 多 型 の 検 出 は 、 例 え ば 、 ブ リ 類 か ら ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を
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抽 出 し 、 前 記 一 塩 基 多 型 を 含 む 塩 基 配 列 の 外 側 に 結 合 す る 特 異 的 な 配 列 を 有 す る 一 対 の Ｐ

Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 い 、 得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 増 幅 に 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ プ

ラ イ マ ー の 内 側 に 設 計 し た プ ラ イ マ ー 又 は 増 幅 に 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー そ の も の を 用 い

て D N A塩 基 配 列 の シ ー ク エ ン ス を 行 い 、 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ の 遺 伝 型 を 識 別 す る こ と で 行 う こ

と が で き る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 各 方 法 に 用 い る Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 、 当 該 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） の 860番 目

の 塩 基 （ C860T） を 含 む 領 域 を 検 出 す る た め の プ ラ イ マ ー で あ っ て 、 該 塩 基 を 含 む 該 塩 基

配 列 中 の ５ ０ ～ １ ０ ０ 塩 基 の 長 さ の 領 域 の 両 端 に 設 定 さ れ た 長 さ が １ ５ 塩 基 以 上 、 好 ま し

く は １ ９ ～ ２ ４ 塩 基 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 及 び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー か ら 成 る プ ラ イ マ ー

セ ッ ト で あ る 。 こ れ ら の 塩 基 配 列 に ９ ０ ％ 以 上 相 同 で あ る プ ラ イ マ ー を 使 用 し て も よ い 。

　 こ の よ う に し て 、 ブ リ 類 の ベ ネ デ ニ ア 症 抵 抗 性 遺 伝 子 （ 配 列 番 号 １ ） の 860番 目 の 塩 基

（ C860T） の 一 塩 基 多 型 を 調 べ た 結 果 、 遺 伝 マ ー カ ー C860Tの 遺 伝 型 が T/T又 は C/Tの 場 合 、

好 ま し く は T/Tの 場 合 に は 、 ベ ネ デ ニ ア 症 抵 抗 性 を 有 す る 、 す な わ ち ハ ダ ム シ が 寄 生 し 難

い 、 寄 生 数 が 少 な い 個 体 と 判 定 し 、 C/Cの 場 合 に は 抵 抗 性 を 持 た な い 個 体 と 判 定 す る こ と

が で き る （ ス ラ ッ シ ュ (/)を 挟 む 塩 基 は 各 ア レ ル の 塩 基 を 表 す 。 ） 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ １ １ 】

　 以 下 、 実 施 例 に て 本 発 明 を 例 証 す る が 本 発 明 を 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。

実 験 例 １

　 ブ リ 類 の 連 鎖 群 LG2の ベ ネ デ ニ ア 症 抵 抗 性 領 域 の 概 要 を 図 １ に 示 す 。 本 発 明 の 一 塩 基 多

型 は 、 連 鎖 群 LG2の ベ ネ デ ニ ア 症 抵 抗 性 領 域 内 に 位 置 す る ベ ネ デ ニ ア 症 抵 抗 性 遺 伝 子 （ 配

列 番 号 1） の タ ン パ ク 質 翻 訳 領 域 内 に 存 在 す る 。 発 明 者 ら は マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト D N Aマ ー カ

ー 座 Sequ0125TUF と Sequ1066TUFを 用 い て ブ リ ゲ ノ ム D N A断 片 （ 平 均 D N A断 片 長 140.7 kb）

を 保 持 す る 細 菌 人 工 染 色 体 （ BAC） ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 Ｄ Ｎ Ａ マ ー

カ ー Sequ0125TUF に よ り 、 BACク ロ ー ン #013_k04、 #102_l17、 #028_c14、 #019_k17を 同 定

し た 。 ま た Sequ1066TUFに よ り 、 #101_o14、 #077_f22、 #078_k13、 #075_e05、 #114_l03を

同 定 し た 。 次 に こ れ ら の BACク ロ ー ン の 末 端 の 塩 基 配 列 を 決 定 し 、 決 定 し た 配 列 を も と に

隣 接 す る ク ロ ー ン を 探 索 し た 。 BACク ロ ー ン 末 端 配 列 に よ る 隣 接 ク ロ ー ン の 探 索 を 繰 り 返

し 、 最 終 的 に 16個 の ベ ネ デ ニ ア 症 抵 抗 性 領 域 の ゲ ノ ム D N Aを 保 持 す る BACク ロ ー ン が 得 ら れ

た 。 得 ら れ た BACク ロ ー ン は 図 １ の よ う に 整 列 化 さ れ た 。 16個 ク ロ ー ン の う ち #102_l17、 #

013_p20、 #066_e22、 #090_d18、 #013_a02、 #070_j15、 #101_o14の 7個 の ク ロ ー ン （ 図 １ で

点 線 で 囲 む ） に よ り 、 最 も 少 な い ク ロ ー ン 数 （ 最 小 の 経 路 ） で ベ ネ デ ニ ア 症 抵 抗 性 領 域 が

カ バ ー さ れ た 。

　 こ の 7個 の BACク ロ ー ン に つ い て 塩 基 配 列 の シ ョ ッ ト ガ ン シ ー ク エ ン ス （ 長 い ク ロ ー ン を

断 片 化 し 塩 基 配 列 を 決 定 ） と de novo ア セ ン ブ ル （ 参 照 配 列 な し の 断 片 化 し た 塩 基 配 列 の

再 構 築 ） を 行 い 、 D N Aマ ー カ ー Sequ0125TUF と Sequ1066TUF間 の ゲ ノ ム 領 域 の 全 D N A塩 基 配

列 （ 約 520,000 bp） を 取 得 し た （ こ こ に は 示 さ な い 。 ） 。

【 ０ ０ １ ２ 】

実 験 例 ２

　 実 験 例 １ で 決 定 し た 連 鎖 群 LG２ ベ ネ デ ニ ア 症 抵 抗 性 ゲ ノ ム 領 域 の 塩 基 配 列 を 遺 伝 子 予 測

ソ フ ト ウ ェ ア GENSCA N、 Augustus等 を 用 い て 解 析 し 検 討 し た 結 果 、 こ の 領 域 に は 20個 程 度

の 既 知 の 遺 伝 子 と 部 分 的 に 相 同 性 を 示 す 遺 伝 子 、 及 び そ の 他 に 10か ら 20個 程 度 の 既 知 遺 伝

子 と は 相 同 性 を 示 さ な い 機 能 不 明 な 遺 伝 子 が 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 こ れ ら の 候 補 遺

伝 子 の 中 で C-type lectin様 の 機 能 ド メ イ ン を 持 つ 新 規 免 疫 応 答 関 連 遺 伝 子 （ 配 列 番 号 1）

が ハ ダ ム シ の 寄 生 部 位 で あ る 表 皮 で mRN Aが 発 現 し て い る こ と 、 免 疫 シ ス テ ム に お い て 重 要

な 機 能 を 果 た す こ と が 知 ら れ て い る C-type lectinド メ イ ン を 持 つ こ と か ら ベ ネ デ ニ ア 症

抵 抗 性 形 質 の 責 任 遺 伝 子 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 そ の 他 の 候 補 遺 伝 子 に は 免 疫 シ ス テ ム

へ の 関 与 が 想 定 さ れ 、 か つ 表 皮 で 発 現 し て い る 遺 伝 子 は 存 在 し な か っ た 。

【 ０ ０ １ ３ 】
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　 当 該 新 規 免 疫 応 答 関 連 遺 伝 子 cD N Aを RT-PCRに よ り 増 幅 し 、 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ

た 。 全 RN Aは ブ リ 天 然 魚 の 表 皮 か ら RNeasy Mini Kit (QIA GEN社 )を 用 い て 抽 出 し た 。 一 本

鎖 cD N Aへ の 逆 転 反 応 は oligo-dT primersを 用 い て O miniscript RT kit (QIA GEN社 ) に よ り

行 っ た 。 PCRは Takara Ex taq（ Takara Bio社 ） を 用 い て 行 っ た 。 PCR条 件 は 9℃ 2分 ; 95℃

 30秒 、 58℃ 30秒 、 72℃ 1分 を 35サ イ ク ル ;そ の 後 、 伸 長 反 応 72℃ 5分 と し た 。

　 Forward primerに は

　 Squ_clec-1F　 5'-TTCTG ATTATGTCTGTTGTCCTCTG-3'（ 配 列 番 号 ２ ） 、

　 Squ_clec-2F　 5'-CTACTTCTTA GCCA ACCATCCTG A-3'（ 配 列 番 号 ３ ） 、

　 Squ_clec-3F　 5'-CTG G ATCG G A G GTTACTACTTTCA G-3'（ 配 列 番 号 ４ ） 、

　 Squ_clec-4F　 5'-ATG ACTTTA A A GCCTCTTA ATGTGC-3'（ 配 列 番 号 ５ ）

　 Reverse primerに は

　 Squ_clec-5R　 5'-CTTTGTCTCCCA GTTGCACA GTA G-3'（ 配 列 番 号 ６ ） 、

　 Squ_clec-6R　 5'-G A ATG G G A A GTTCATGTTGCA G-3'（ 配 列 番 号 ７ ） 、

　 Squ_clec-7R　 5'-A ATG G G A A GTTCATGTTGCA G-3'（ 配 列 番 号 ８ ） 、

　 Squ_clec-8R　 5'-CTCA G A GTG A A G ACA GTG ATTCG-3'（ 配 列 番 号 ９ ）

を 用 い た 。

　 増 幅 し た cD N A断 片 は pGE M-T easy vector (Promega社 )に ク ロ ー ニ ン グ し 、 塩 基 配 列 の シ

ー ク エ ン ス を 行 っ た 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 次 に 5'-及 び 3'-RACE（ rapid amplification of cD N A ends） 法 に よ る 当 該 新 規 免 疫 応 答

関 連 遺 伝 子 完 全 長 cD N Aの 取 得 を 行 っ た 。 RACE用 cD N Aは SM ART RACE cD N A A mplification Ki

t (Clontech社 )を 用 い て 、 上 記 の cD N A断 片 の ク ロ ー ニ ン グ に 用 い た 個 体 と 同 一 個 体 の 表 皮

由 来 の RN Aか ら 合 成 し た 。 5'及 び 3'-RACE PCRは ネ ス ト PCR法 で 行 っ た 。 5'RACEで は 1回 目 の

PCRは 上 記 の cD N A断 片 か ら 設 計 し た

5'-CTG G ATCG G A G GTTACTACTTTCA G-3' （ 配 列 番 号 １ ０ ）

を gene specific primerと し て 用 い 、 PCR条 件 は 94℃ 1分 ; 94℃ 30秒 、 55℃ 30秒 、 72℃

2分 を 20サ イ ク ル と し た 。 一 回 目 の PCR産 物 1.25μ lを 2回 目 の ネ ス ト PCRに 用 い た 。 2回 目 の

PCRは

5'-TTCTG ATTATGTCTGTTGTCCTCTG-3' （ 配 列 番 号 １ １ ）

を gene specific primerと し て 用 い 、 PCR条 件 は 94℃ 1分 ; 94℃ 30秒 、 55℃ 30秒 、 72℃

2分 を 20サ イ ク ル と し た 。 3'RACEで は 1回 目 の PCRは

5'-ACTGCCTG ACCTG ACACACG A ATG G-3' （ 配 列 番 号 １ ２ ）

を gene specific primerと し て 用 い 、 PCR条 件 は 94℃ 1分 ; 94℃ 30秒 、 70℃ 30秒 、 72℃

2分 を 5サ イ ク ル ; 94℃ 30秒 、 68℃ 30秒 、 72℃ 2分 を 15サ イ ク ル と し た 。 2回 目 の PCRは

5'-ACCGTG A GCCATCTTCCCATCTCCA-3' （ 配 列 番 号 １ ３ ）

を gene specific primerと し て 用 い 、 PCR条 件 は 94℃ 1分 ; 94℃ 30秒 、 68℃ 30秒 、 72℃

2分 を 30サ イ ク ル と し た 。 増 幅 し た 5'及 び 3' RACE産 物 は pGE M-T easy vector (Promega社 )

に ク ロ ー ニ ン グ し 、 塩 基 配 列 の シ ー ク エ ン ス を 行 っ た 。 こ れ に よ り C-type lectin様 の 機

能 ド メ イ ン を 持 つ 新 規 免 疫 応 答 関 連 遺 伝 子 cD N A全 長 の 塩 基 配 列 が 得 ら れ た （ 図 ２ 、 配 列 番

号 1） 。

【 ０ ０ １ ５ 】

実 施 例 １

　 次 に 連 鎖 群 LG2の ク ロ ー ニ ン グ し た べ ネ デ ニ ア 症 抵 抗 性 領 域 に 位 置 す る 新 規 免 疫 応 答 関

連 遺 伝 子 （ 配 列 番 号 １ ） に つ い て 遺 伝 子 の 翻 訳 領 域 内 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 伴 う 一 塩 基 多 型 の

探 索 を 行 っ た 。

　 飼 育 し て い る 天 然 ブ リ 200尾 よ り 、 ハ ダ ム シ 抵 抗 性 の 高 い 個 体 （ ハ ダ ム シ 寄 生 数 が 少 な

い 個 体 ） と ハ ダ ム シ 抵 抗 性 の 低 い 個 体 （ ハ ダ ム シ 寄 生 数 が 多 い 個 体 ） に つ い て 各 20尾 を 得

た 。 こ れ ら の ブ リ の 尾 ビ レ か ら D Neasy tissue and blood kit（ QIA GEN社 ） を 用 い て ゲ ノ

ム D N Aを 抽 出 し た 。

　 塩 基 配 列 多 型 探 索 の 基 準 と な る 参 照 配 列 に は RACE法 に よ っ て 得 ら れ た 当 該 遺 伝 子 cD N A配
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列 （ 配 列 番 号 １ ） を 用 い た 。 当 該 遺 伝 子 の 位 置 す る ゲ ノ ム 領 域 （ 約 3000bp、 こ こ に は 示 さ

な い 。 ） を primer 5'-A A ATGTCA A A A GCACCTATG A A ACG-3'（ 配 列 番 号 １ ４ ） 、 5'-GCA ATCG GTTG

A A ATATG G A G G A G-3'（ 配 列 番 号 １ ５ ） を 用 い て PCRに よ り 増 幅 し た 。 PCRは Takara Ex taq（ T

akara Bio） を 用 い て 行 い 、 PCR条 件 は 9℃ 2分 ; 95℃ 30秒 、 55℃ 30秒 、 72℃ 3分 を 35サ

イ ク ル ;そ の 後 、 伸 長 反 応 72℃ 5分 と し た 。 当 該 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 決 定 は ダ イ レ ク ト

シ ー ク エ ン ス 法 に よ り 行 っ た 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 Sequencing primerに は

　 Squ_clec-9F　 5'-TGTTCA GTCCG GTATA A A G A GC-3' （ 配 列 番 号 １ ６ ）

　 Squ_clec-10R　 5'-ACATA A ACA GCA ACATCA G G ATCAT-3' （ 配 列 番 号 １ ７ ）

　 Squ_clec-13F　 5'-GTGTTCA GTCCG GTATA A A G ATC-3' （ 配 列 番 号 １ ８ ）

　 Squ_clec-14F　 5'-G A ACTCATTA G A ACTTGTTTA GCGC-3' （ 配 列 番 号 １ ９ ）

　 Squ_clec-15F　 5'-CTTTATTACTGTACA A GCTGCG ATG-3' （ 配 列 番 号 ２ ０ ）

　 Squ_clec-16F　 5'-TCA GCTTCATTTG A GTGCA GTATAT-3' （ 配 列 番 号 ２ １ ）

　 Squ_clec-17F　 5'-ATACACCA A G ATCCACTGCATACTA-3' （ 配 列 番 号 ２ ２ ）

　 Squ_clec-18R　 5'-CA A ACCA GTCG ATCA ATA A G A G G AT-3' （ 配 列 番 号 ２ ３ ）

　 Squ_clec-19R　 5'-G A G G G G A ACA A ATCATG A G A ATA G G-3' （ 配 列 番 号 ２ ４ ）

　 Squ_clec-20R　 5'-TTCATCTGCTTCTGTTCTTGTTGTA-3' （ 配 列 番 号 ２ ５ ）

　 Squ_clec-21R　 5'-ACATA A ACA GCA ACATCA G G ATCAT-3' （ 配 列 番 号 ２ ６ ）

を 用 い た 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 得 ら れ た 各 個 体 の 当 該 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 と 参 照 配 列 を 比 較 し た 結 果 、 当 該 遺 伝 子 内 に 4

個 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 伴 う SNP（ C175A、 A699C、 C742A、 C860T、 図 ２ に 黒 三 角 で 示 す 。 ） と 4

個 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 伴 わ な い SNP（ C204T、 T705C、 T807G、 A861G、 図 ２ に 白 三 角 で 示 す 。

） が 同 定 さ れ た 。 C175Aは 当 該 遺 伝 子 cD N A（ 配 列 番 号 1） の 175番 目 の Cが Aに 、 A699Cは 699

番 目 の Aが Cに 、 C742Aは 742番 目 の Cが Aに 、 C860Tは 860番 目 の Cが Tに 変 異 し て い た 。 そ の 結

果 、 C175Aで は ロ イ シ ン （ L） か ら メ チ オ ニ ン （ M） へ 、 A699Cで は グ ル タ ミ ン 酸 （ E） か ら

ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ D） へ 、 C742Aで は ロ イ シ ン （ L） か ら イ ソ ロ イ シ ン （ I） へ 、 C860Tで は

プ ロ リ ン （ P） か ら ロ イ シ ン （ L） へ ア ミ ノ 酸 が 変 化 し て い た 。 一 方 、 C204Tは 当 該 遺 伝 子 c

D N A（ 配 列 番 号 1） の 204番 目 の Cが Tに 、 T705Cは 705番 目 の Tが Cに 、 T807Gは 807番 目 の Tが G

に 、 A861Gは 861番 目 の Aが Gに 変 異 し て い た が 、 ア ミ ノ 酸 の 変 化 は な い 。

　 こ れ ら の SNPの う ち A699C、 C742A及 び C860Tは 当 該 遺 伝 子 の 機 能 ド メ イ ン で あ る と 考 え ら

れ る C-type lectinド メ イ ン （ 図 ２ 中 の 網 掛 け 領 域 ） 内 に 位 置 し 、 ア ミ ノ 酸 変 化 に よ り タ

ン パ ク 質 の 生 理 活 性 に 影 響 を 与 え る 可 能 性 が あ る と 考 え ら れ た 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 ブ リ 天 然 魚 40個 体 に つ い て ハ ダ ム シ の 寄 生 数 と 当 該 遺 伝 子 内 の SNPと の 相 関 解 析 の 結 果

を 表 １ 及 び ２ に 示 す 。
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【 表 １ 】

【 ０ ０ １ ９ 】

【 表 ２ 】

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 C860Tに つ い て は 、 SNP型 C/C（ ア ミ ノ 酸 型 P/P） と SNP型 T/T（ ア ミ ノ 酸 型 L/L） の 比 較 で

は 最 も 高 い 統 計 的 な 有 意 差 が 検 出 さ れ た （ U検 定 （ 片 側 検 定 ） 、 p= 0.0004） 。 C860Tが C/C

の ジ ェ ノ タ イ プ を 持 つ 個 体 群 の ハ ダ ム シ 寄 生 数 は 平 均 200.82匹 で あ っ た の に 対 し 、 T/T（

ア ミ ノ 酸 型 L/L） の 群 で は 平 均 133.11匹 で あ り 、 約 30％ の ハ ダ ム シ 寄 生 数 の 減 少 が み ら れ

た 。 C860T が C/Tで 片 方 の 遺 伝 子 座 の み ロ イ シ ン と な っ て い る 個 体 群 に お い て も ハ ダ ム シ

寄 生 数 は 平 均 157.35匹 と 減 少 の 傾 向 が み ら れ た 。 ま た ロ イ シ ン （ L） を 持 つ も の （ SNP型 ：

T/Tと C/T、 ア ミ ノ 酸 型 ： L/Lと L/P） と 持 た な い も の （ SNP型 ： C/C、 ア ミ ノ 酸 型 ： P/P） の 2

群 比 較 に お い て も ハ ダ ム シ の 寄 生 数 に 統 計 的 に 有 意 な 差 が 検 出 さ れ た （ U検 定 （ 片 側 検 定

） , P= 0.0408） 。

　 一 方 、 C175A、 A699C、 C742A、 C204T、 T705C、 T807G、 A861Gに つ い て は SNPの ジ ェ ノ タ イ

プ と ハ ダ ム シ の 寄 生 数 と の 間 に は 統 計 的 有 意 差 は 検 出 さ れ な か っ た 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 な お 、 こ の よ う に 、 ベ ネ デ ニ ア 症 抵 抗 性 形 質 の 責 任 遺 伝 子 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た （ 実

験 例 ２ ） 新 規 遺 伝 子 （ 配 列 番 号 1） 中 の SNPが ベ ネ デ ニ ア 症 抵 抗 性 を 示 し た こ と か ら 、 こ の

遺 伝 子 が ベ ネ デ ニ ア 症 抵 抗 性 形 質 の 責 任 遺 伝 子 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 非 特 許 文 献 １ で 示
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さ れ た ブ リ 連 鎖 群 LG２ ベ ネ デ ニ ア 症 抵 抗 性 QTL領 域 内 の 当 該 遺 伝 子 以 外 の 領 域 で 同 様 の 検

査 を 行 っ て も ブ リ の ベ ネ デ ニ ア 症 抵 抗 性 を 知 る こ と は で き な い と 考 え ら れ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 配 列 表 】
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