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ウシ体外受精肢における援数遺伝子診断のためのDNA抽出法と遺伝子増幅法

小浜菜美子*・秋山敬孝本-岩木史之** .描島護之*

嬰約

ウシf体本夕外ト受精E臨壬から採取したパイオプシ一網胞を用いてP巴er‘O侃xisom巴p戸rolitiたerは凶a幻toωI鮒 aωct臼lva拭te氏吋dr児己c印epμtoωl'Y 

2 (PPAR Y 2幻)遺伝子の検出率カかミら診断に必要なl臨主パイオフプ。シ一最，ひNA抽出方i法去，及びぴ、全ゲゲ、ノムI増首幅法

(WGA法)を検討した.さらに

複数項目 DNA診断を実施した.

1 DNA抽出方法は加熱処理よりも NaOH処理が優れていた.

2 NaOH処理[Rでは臨バイオプシー景、 WGAj去による変異型PPARY 2遺伝子の検出率に差はなかっ

た

3 1/5RfをNaOH処理でDNA抽出した場合の性判別はWGAj:去の種類にかかわらず、100%可能であった.

4 1/5nfをNaOH処理で、DNA抽出した場合のSCD護法子診断幕はPEP-PCR産物に比較して MDA産物

を用いた方が高い値であった.

以上のことから，NaOH処理で、臨から DNAを抽出後，全ゲノム DNAを増帳すると，バイオプシーサンプ

をl!5nfとしても複数項自のDNA診断が可能であることが明らかとなった.

Multiple Genetic Diagnosis in Bovine InωVitro Fertilized Embryos 

with Whole Genome Amplification 

Namiko KOHAMA， Takayuki AK1YAMA， Humiyuki 1WAK1 and Moriyuki FUKUSH1MA 

Summary 

The purpose ofthis study was to examine multiple genetic diagnoses using whole genome amplification (WGA) 

in bovine in-vitro fertilized embryos. 1n experiment 1・1，heat or NAOH treatments， as the DNA extracting method， 

from different sized biopsied bovine embrγos were compared using the detection rate ofthe Peroxisome proliferator・

“activated receptor y 2 (PPAR y 2) gene after primer extension-PCR (PEP-PCR). 1n experiment 1-2， multiple 

displacement amplification (MDA) was compared with PEP-PCR using the same method of exper・iment1・1.1n 

experiment 2， both sexing and Stearoyl-CoA desaturase (SCD) genotyping ofWGA (MDA or PEPグCR)products 

合ombiopsied cells of 1/5 the size ofthe bovine embryo were performed to make multiple genetic diagnoses. 

(1) The NaOH treatment was more suitable for DNA extracting than the h巴attreatment 

(2) There was no significant difference among biopsied embryo sizes for the PPAR y 2 genotyping rate of WGA 

products using DNA extracted with the NaOH treatment. 

(3) The sexing efficiency of DNA extracted from biopsied cells of 1/5 the size of the bovin己巴mbryoswith the 

NaOH treatment was 100% regardless ofthe WGA method. 

(4) The value ofthe SCD genotyping rate ofMDA products was higher than that ofPEP-PCR products using DNA 
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extracted with the NaOH treatment from biopsied cells of 1/5 the size ofthe bovine embryos. 

From these results， we demonstrate that determination of sex and SCD genotype is successfully achieved using 

DNA products extracted with a NaOH treatment， and amplified the whole genome from biopsied cells of 1/5 the size 

ofbovine irトvitrofetiilized embryos. 

キーワード:ウシ，体外受糖由来臨，WGA法， PPARy2，性判別， SCD，着床前診断

緒

近年，ウシ臨による遺伝子診断技術が確立されたこと

から-1，5.10，11j 経済形質や不良形質などの遺伝情報が判月号

した臨を利用することで遺伝性疾患を回避した高能力

牛の生産が可能となってきた目

複数項自の遺伝子診断を実施しJfによる選抜を可能

にするためには，わずかな最の目玉サンプルから大量の

DNAを増幅させることが必要で、ある.そのために開発さ

れた全ゲノム増幅法 (wholegenome amplification， WGA 

法)は稀少なDNAサンプルからゲノム DNAを増幅す

る有効な方法であり，その増幅方法から主に2種類に大

別される.その一つはPCRによるもので，ランダムな配

弼のブライマーを用いる primerextention preamplification 

(PEP) -PCR 法131 や改良型PEP-PCR法3.degenerate 

oligonuc¥eotide primed (DOP) -PCR法ゃなどが挙げ

られる.もう一つはパクテリオファージ由来の φ29

DNAポリメラーゼを利用しゲノムを増躍する multiple

displacement amplification (MDA)法2iである.

本試験では改良型PEP♂CR法と MDAt去を用いて

Peroxisome proliferator-activated receptor y 2 (PPAR y 2) 

遺{云子の検出率を比較するとともに，複数遺伝子診断に

必要な粧バイオプシー細胞量，DNA抽出方法について検

討を行った.

材料及び方法

1 n主の作出

(1) 卵子の体外成熟

食肉処理場で採取したウシ卵巣を100IU1 mlペニシリ

ンGカリウム (PC，M吋iSeikaフアルマ株式会社)，100 

μg/ml硫酸ストレプトマイシン (SM，MeijiSeikaフア

ルマ株式会社)、を添加した滅麗生理食塩水に入れj1守

25tに保持して，実験室に持ち帰った.卵巣表面の直f壬

5mm以下の卵胞から卵丘卵子複合体 (COCs) を吸引採

取し，1%子ウシ血清(CS)を添加した乳酸加リングル液

でCOCsを数回洗浄し3層以上の卵丘縮胞に包まれた

COCsのみを成熟培養に供試した.成熟培地はTCM姻 199

(GIBCO) に5%CSと1%の100IUIml PC，100μ g/ml SM 

を添加したものを用いた.これらのCOCsを成熟培地で2

回洗浄した後，35mmウエルディッシュ (Becton，Dickinson 

and Company) 内の滅菌流動パラフィン(ナカライテス

ク)で覆った600μi の成熟培地へ80~100個ずつ入れ，5%

COザ95%aiIの気相下とした38SC加湿型炭酸ガス培養器

内で約20時間培養した

(2) 体外受精及び体外培養

家畜改良センター技術マニュアルに準じて，体外受

精，体外培養した.つまり，PPARy 2遺伝子に変異を持つ

本県所有の種雄牛1頭から採取した同一ロットの凍結精

液を37tの温湯で融解し，最終精子濃度を5x 105/mlに調

整した.あらかじめBO液で洗浄したCOCsを20個ずつ滅

龍流動パラフインで覆った100μiのBO液中へ入れ，5%

CO引 95%airの気相下で約6時間媒精を行った

媒精後，0.025%ヒアルロニダーゼ (SIGMA) を添加し

たCa、Mg無添加リン酸緩衝液 (PBS(-)，SlGMA) 中で，

ボルテックスミキサーを用いて卵丘繍胞を除去し，5%

COヮ5%0，)及び90%N
2
の気相下で5%CS添加CR1aai夜，)

中で体外培養を行った.媒精日をOBとして5目白から

O.lmM sω メルカプトエタノール (SIGMA) と20%CS 

を添加したTCM199液中でら%CO
2
，95% airの気相下で培

養した .7自白または8日目に臨諜胞まで発生したエクセ

レントからグッド等級の粧を供試した.

2 Rfのバイオプシー

体外受精により作出した目玉盤臨を0.2抗スクロース (S)

添加PBSや)で洗浄し，90mmシャーレ上の300μl同液の小

滴中lこ11冨ずつ移した.マイクロマニピュレータに殺り付

けた金属刀 (MicroFeather Blade、FEATHER) を用いて

倒立顕微鏡下でl!5~1/2に臨を切断した

3 DNAの抽出

ノfイオプシーした脹サンプルを滅菌蒸留水 (DW)で

2回洗浄後、 DNAを抽出した

PEP-PCR法に供する粧サンプルは，熱処理区の場合10

μiのDWとともに0.2ml PCRチュ…ブへ移し， 95t，5 

分間の加熱処理を行った .NaOH処理区の場合は5μ!の

DWとともにPCRチューブへ移し，さらに5μiの50mM 

NaOHを足して総量10μ!とした .MDAY去に供する粧サ
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ンプルは50mM  NaOHでl田洗浄した後， REPLI側 gmini 

kit (REPLI kit，QIAGEN)付属のPBS2μiをあらかじめ

入れたPCRチューブに1μiの50mM NaOHとともに移

して総量3μ!とした.

4 WGA法

PEP-PCR 法では，改良型!P日♂CR1.去っを一部修正

した.つまり、lOμ!のDNA抽出液を PCRチューブへ

移し，400μM15 merランダムプライマー (OPERON)，l

x PCR buffer，25 mM MgCl) ，2 111M dNTPs ，2U Taq DNA 

polymerase (TaKaRa) の組成15μ!と合わせ、総

μiとした PCR条件については94
0

C-2分の後に94
0

C-1 

分，28
0

C-2分，55
0

C-4分 (28
0

C輸出℃問は0.1t 1秒で上

昇)，68t -30秒を50サイクルヲ最後に68t-8分とした.

MDA法では，REPLIkitを照い、ブロトコール手}II互に

従い調整した.すなわち3μlのDNA抽出液に3.5j1 1の

buffer D2を添加し，氷上でlO分間インキュベートした後

stop solutionを3.5μ1添加し，DW10μI，reaction bu仕切 29

μI，DNA polymerase 1μiと合わせ，50μiとした.その

後30
0

Cで16時間インキュベートした後，65
0

Cで3分間保持

し酵素を不活化した.

5 PCR方法

PPAR Y 2:i宣託子では棺JIIらの方法よに準じて PPARy 

2遺伝子増幅を行い。 3%アガロースを用いてlOOVで50

分間の電気泳動を行った 性判別はLoopamp牛膝性宇Ij

別試薬(栄研化学)を用い，ブロトコールに従って診断

を行い， Stearoyl僻 CoAdesaturase (SCD)遺伝子の診断は

Taniguchiらの方法自に準じて行い。 3%アガロースを用

いて100Vで'20分間の電気泳動を行った

6 実験の構成

実験1 PPAR y 2遺伝子の検出

バイオプシー細胞量の大きさにより 5[8: (1/1臨 ，1/2

sf，1!3怪 ，l/4s主，1/5sf) (図1)を設定した.バイオプシー

綿胞量，DNA抽出方法，WGA法毎に PPARY 2遺伝子の検

出率を比較した

1-1 DNA抽出方法

熱処理と NaOH処理により臨から DNAを抽出後，PEト

PCR法により全ゲノムを増幅し，PPARy 2遺伝子を検出

した.

ト2 MDA?去による全ゲノム増縮

NaOH処理により匪から DNAを抽出後，MDAi去により

全ゲノムを増幅し，PPARy 2遺伝子を検出した.

実験2 P巳P♂CR?去及びMDAi:去増幅産物による複数遺

伝子診断

1!5RfをNaOH処理でDNA抽出を行ったWGA産物を

毘いてJ生判別と SCD遺伝子診新を実施した

図1 バイオプシー縮脆量

1は1/1，2は112，3は113，4は114，5は1/5の細胞量を示す矢

印サンプル掘胞

7 統計処理

タを x

た

結果

実験1 PPAR Y 2遺伝子の検出

成績を図2と表l(こ示した"

1-1 DNA抽出方法

とし

NaOH処理による DNA抽出で診断率が上昇した.ま

た. NaOH処理誌において怪ノTイオブシー量による検出

率の有意差はなかった.

ト2 MDA?去による会ゲノムを増幅

MDA?去はPEP-PCR?去と同等の変異型PPARy 2遺伝子

の検出率が得られた.

また， MDA法でも目玉バイオブシー量による検出率に

はなかった.

実験2 PEP♂CR法及びMDA法産物による複数遺伝子

診断

PEP-PCR?去及びMDA?去産物を利用して，性判別と

SCD遺伝子診断が84.6~ lOO%の確率で可能であった(表

2，3) .性判部では差が出なかったものの，SCD遺託子診

断率はMDA産物を利用した場合に高い舘であった.
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~QÞP 
60bp 

関2 全ゲノム増幅産物を鋳型としたPPARy2遺伝子診断

より )11震に熱処理PEP-PCRi去，NaOH処理PEP-PCRi去，NaOH処理MDA法による WGAを示す.図上の数字はバ

イオプシー細胞量を示し、 1は1/1，2は1/2，3は1/3ち4は1/4，5は1/5の繍胞量を示す .85bpの PCR産物を制限酵素 (Hinc立)

で切断すると60bpと25bpに切断される .85bpは正常ノTンドと60bpは変異特異的バンドを示す.60bpバンドの存在により

ヘテロ変異i間体を識gljした

M 口 20bp ラダータロヘテロ選倍子~をもっ種雄牛の血液抽出 DNA

l PRAR Y 2遺伝子の診断率

ノfイオフ。シ
total DNAJ衿11扇プJ:去 DNA抽出方j去

l!l 

4/17(23.5)' 

112 1/3 114 

6/9(66.7)" 

6/6(100) 

2/2(100) 

115 

2/5(40.0) 
PEP-PCRi去

熱処理法 32/40(却.u)b 213(66.7) 

NaOH区

MDAi去 NaOH区

表内の数字は診断!距/供試脹数(診新成功率)を表す，

a，b =異符号間に有意差あり (p<0.05) 

主主

PEP停PCRit2 2 

MDA法

表2 性半Ij別の診断率

縦 約定11共試目玉数

4 6/6(100) 

5 

100 

100 

一致卒 、TOA法実施前のバイオブシー桜との診断一致率を示す

考察

近年，血液，日出方，毛根，口内粘i夜，精i夜を用いて，

バンド張欠損症，クローデイン16欠損症や赤血球凝集

因子11欠損症等の遺伝的疾患、，マーカーアシスト選抜

のためのマイクロサテライトマーカー. SCD. FASNや

PPAR Y 2等の脂肪構成に関わる経済的遺伝子の診断j去

が確立されている. また，移植前粧を用いて、性判定，

DNA多型診断や経;斉形質が行われており，ウシの育種

において， DNA診断は重要な技術に位置づけられる.

しかし臨を用いた DNA診断では，サンプル量が少な

く、移植までの時間が限られているため、サンプリング

佐の簡易的な DNA抽出及び迅速な DNA診誌ITが要求され

る また、性判定のように反復配列を用いた DNA診断

であれば，少量のバイオブシーサンプルについてDNA

抽出率が低いが繍易な熱処理法を用いても、診断率及び

表 3 SCD遺伝子の診断

AA怒 AV恕 判定/供試版数(%)

PEP-PCR法 10 11/13(84.6) 

MDAi去 3 9 

正確さを低下させない.しかし，反複配列がないその他の

遺伝子診断や複数項目の診断では， DNAを効率よく抽

出ししかも蛋出の混入しない精製された，十分なDNA

を確保する必要がある

実験ト1では50mM  NaOH処理は熱処理より PPARy 2 

遺伝子の診樹率が向上することを示した DNA抽出方

法として，塩類を除いた水中での熱処理，蛋自問、解のた

めのproteinaseKによる酵素処理法， KOHやNaOHのア

ルカリ処理法があるが，本試験でDNA抽出方法が後に

続く遺伝子診断に大きな影響をもたらすことが明らかと

なった

実験1・2において、改良型PEP-PCRY去と MDA法の比

較で， SCD遺伝子診断率はMDA産物を利用した場合に

高い値であったが， PPAR y 2遺伝子診断は差がなかっ

た.これは SCD遺伝子診断において，MDA法はPEト
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PCR法より罷れているとした報告を支持した

WGA法では少量のとト細胞を用いて， PEP♂CRr去

改良型PEP-PCR1去、 DOP-PCR法及びMDA法等の種々

の方法が開発され、ウシ脹由来細胞に PEP-PCR法10'

改良PEP平CRlI)法及びMDA?去が応用されている.

PEいPCR1去のデメリットとして DNAが均一に増揺され

ないことと.増幅された DNAに1，500bp以上のサイズが

確認できていないことが挙げられるがご，対象遺伝子の

サイズが240bpまでであればWGA1去として用いること

が可能としている 今町， PPAR y2遺伝子において対

象としている変異特異的部位は170bpとサイズが短かっ

たため増幅課程で、バイアスが生じにくく，検出感度に差

が生じなかったと思われる.しかし WGA1去をウシsfの

着床前遺伝子診断に用いる場合，対象遺伝子に左右され

に安定した診断が可能な MDA1去が遺伝子増Illffi方法と

して望ましいと考えられた.

今回、 WGA法に供する粧バイオブシーサンプル量に

ついて検討したがふOmMNaOH処理でDNAffI:l出をした

;場合において， WGAy:去及び、バイオブシ一五Hl胞量に関わ

らず高いPPARy 2遺伝子診断率が得られた.特に MDA

法では電気泳動段から，サンプル量に関わらず安定した

増111話が行われていることが確認できたこれは，MDA1去

では DNA量O.lngからlOOngの範囲においては同等の

ひNA収量が得られ，会ゲノム領域において増幅の偏りを

最小設に抑えた均一な全ゲノム場 IIJ高ができるG ことによ

ると考えられる

これらのことから， NaOH処理で粧から DNAを抽出

後，全ゲノム DNAを増幅すると，バイオブシーサンプル

量を 1/5~主としても複数項目のひNA診訴がE可能で、あるこ

とが明らかとなった荘バイオプシー量が小さい程句移摘

に供する距へのダメージが小さいため，今後はサンブリ

ング時のサンプルの散逸等のリスクを考慮しつつ，さら

に小さな/すイオブシ一片のf吏用をf免許したい
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