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(57)【要約】
　本発明の実施形態は、ウシ動物の有角／無角表現型を含めた望ましい動物形質を改善す
る方法を提供する。無角、適応度および／または生産性形質に関連する複数のマーカーに
関して乳生産動物の遺伝子型を決定する方法も提供する。本発明は、後代検定または中核
群育種などの所定の使用、繁殖用の潜在的親動物の精選および改善された後代動物の生産
用に動物を選択するか、または割り当てる方法も提供する。本明細書に開示のＳＮＰと対
立遺伝子関連にある、無角、適応度および／または生産性形質に関連する遺伝子マーカー
を同定する方法も提供する。



(2) JP 2011-501659 A 2011.1.13

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　動物を、前記動物について予測されている有角／無角表現型に従って使用に割り当てる
方法であって、
　ａ．１または複数箇所の遺伝子座で動物の遺伝子型を決定するステップであり、少なく
とも１箇所の遺伝子座が、少なくとも２つの対立遺伝子変種を有する一塩基多型（ＳＮＰ
）を含有し、かつ少なくとも１つのＳＮＰが、表１に記載のＳＮＰから選択されるステッ
プと、
　ｂ．表１に記載のＳＮＰから選択された１つまたは複数のＳＮＰで評価された少なくと
も１頭の動物の決定された遺伝子型を分析して、どの対立遺伝子変種が存在しているかを
決定するステップと、
　ｃ．同定された対立遺伝子を、有角または無角表現型と相関させるステップと、
　ｄ．決定されたその遺伝子型に従って動物を使用に割り当てるステップと
を含む方法。
【請求項２】
　動物の遺伝子型が、表１に記載のＳＮＰから選択されるＳＮＰを含有する２箇所以上の
遺伝子座で評価される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　動物の遺伝子型が、表１に記載のＳＮＰから選択されるＳＮＰを含有する少なくとも１
箇所の遺伝子座を含めた２箇所以上の遺伝子座で評価される、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　動物の遺伝子型が、表１に示すＳＮＰから選択される１つまたは複数のＳＮＰで評価さ
れ、かつ前記動物の遺伝子型が、表２に示すＳＮＰから選択される１つまたは複数のＳＮ
Ｐで評価される、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　動物の遺伝子型が、表１に記載のＳＮＰから選択される少なくとも１つのＳＮＰを含め
た１０以上のＳＮＰで評価される、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　評価される少なくとも１つのＳＮＰが適応度に関連する、請求項３から５のいずれかに
記載の方法。
【請求項７】
　評価される少なくとも１つのＳＮＰが生産性に関連する、請求項３から５のいずれかに
記載の方法。
【請求項８】
　全ゲノム分析を含む、請求項１から７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　潜在的子孫をつくるための潜在的親動物を選択する方法であって、
　ａ．少なくとも１頭の潜在的親動物の遺伝子型を１または複数箇所のゲノム遺伝子座で
決定するステップであり、少なくとも１箇所の遺伝子座が、少なくとも２つの対立遺伝子
変種を有する一塩基多型（ＳＮＰ）を含有し、かつ少なくとも１つのＳＮＰが、表１に記
載のＳＮＰから選択されるステップと、
　ｂ．表１に記載のＳＮＰから選択された１つまたは複数のＳＮＰに関して評価された少
なくとも１頭の動物の、決定された遺伝子型を分析して、どの対立遺伝子が存在している
かを決定するステップと、
　ｃ．同定された対立遺伝子を、有角または無角表現型と相関させるステップと、
　ｄ．少なくとも１頭の動物を、その遺伝子型に基づいて、繁殖使用に割り当てるステッ
プと
を含む方法。
【請求項１０】
　潜在的親動物の遺伝子型が、表１に記載のＳＮＰから選択されるＳＮＰを含有する１ま
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たは複数箇所の遺伝子座で評価され、かつ前記潜在的親動物の遺伝子型が、表２に記載の
ＳＮＰから選択されるＳＮＰを含有する１または複数箇所の遺伝子座で評価される、請求
項９に記載の方法。
【請求項１１】
　潜在的親動物の遺伝子型が、表１に記載のＳＮＰから選択されるＳＮＰを含有する２箇
所以上の遺伝子座で評価される、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　潜在的親動物の遺伝子型が、表１に記載のＳＮＰから選択されるＳＮＰを含有する少な
くとも１箇所の遺伝子座を含めた１０箇所以上の遺伝子座で評価される、請求項９に記載
の方法。
【請求項１３】
　潜在的親動物の遺伝子型が、表１に記載のＳＮＰから選択されるＳＮＰを含有する少な
くとも１箇所の遺伝子座を含めた、２０箇所以上の遺伝子座で評価される、請求項９に記
載の方法。
【請求項１４】
　潜在的親動物を、その潜在的子孫に無角表現型が遺伝するように選択する、請求項９か
ら１３のいずれかに記載の方法。
【請求項１５】
　潜在的親動物を、その潜在的子孫に有角表現型が遺伝するように選択する、請求項９か
ら１３のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
　全ゲノム分析を含む、請求項９から１３のいずれかに記載の方法。
【請求項１７】
　後代動物を生産する方法であって、
　ａ）請求項１に記載の方法に従って繁殖用に割り当てられた少なくとも１頭の潜在的親
動物を同定するステップと、
　ｂ）ｉ）自然繁殖、
　　ｉｉ）人工授精、
　　ｉｉｉ）ｉｎ　ｖｉｔｒｏ受精、および／または
　　ｉｖ）前記動物から精液／精子もしくは少なくとも１つの卵子を収集し、それをそれ
ぞれ第２の動物からの１または複数の卵子または精液／精子と接触させて、任意の手段に
よって受胎産物を生産すること
を含む過程を介して、割り当てられた動物から後代を生産するステップと
を含む方法。
【請求項１８】
　自然繁殖を介して後代を生産するステップを含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　人工授精、胚移植および／またはｉｎ　ｖｉｔｒｏ受精を介して子孫を生産するステッ
プを含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項２０】
　潜在的親動物の遺伝子型が、表１に記載のＳＮＰから選択されるＳＮＰを含有する１ま
たは複数箇所の遺伝子座で評価され、かつ前記潜在的親動物の遺伝子型が、表２に記載の
ＳＮＰから選択されるＳＮＰを含有する１または複数箇所の遺伝子座で評価される、請求
項１７に記載の方法。
【請求項２１】
　潜在的親動物の遺伝子型が、表１に記載のＳＮＰから選択されるＳＮＰを含有する２箇
所以上の遺伝子座で評価される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２２】
　潜在的親動物の遺伝子型が、表１に記載のＳＮＰから選択されるＳＮＰを含有する少な
くとも１箇所の遺伝子座を含めた１０箇所以上の遺伝子座で評価される、請求項１７に記
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【請求項２３】
　潜在的親動物の遺伝子型が、表１に記載のＳＮＰから選択されるＳＮＰを含有する少な
くとも１箇所の遺伝子座を含めた、２０箇所以上の遺伝子座で評価される、請求項１７に
記載の方法。
【請求項２４】
　潜在的親動物を、その後代に無角表現型が遺伝するように選択する、請求項１７から２
３のいずれかに記載の方法。
【請求項２５】
　潜在的親動物を、その後代に有角表現型が遺伝するように選択する、請求項１７から２
３のいずれかに記載の方法。
【請求項２６】
　全ゲノム分析を含む、請求項１７から２３のいずれかに記載の方法。
【請求項２７】
　試料中にどの対立遺伝子が存在しているかを決定するための核酸アレイであって、表１
に記載のＳＮＰからなる群から選択される少なくとも１つまたは複数のＳＮＰとストリン
ジェントな条件下でハイブリッド形成できる２つ以上の核酸配列を含む核酸アレイ。
【請求項２８】
　表１に記載のＳＮＰからなる群から選択される２つ以上のＳＮＰのそれぞれに関して、
どの対立遺伝子が存在しているかを決定できる、請求項２７に記載のアレイ。
【請求項２９】
　表１に記載のＳＮＰからなる群から選択される少なくとも１箇所の遺伝子座を含めた１
０以上のＳＮＰのそれぞれに関して、どの対立遺伝子が存在しているかを決定できる、請
求項２７に記載のアレイ。
【請求項３０】
　表１に記載のＳＮＰからなる群から選択される少なくとも１箇所の遺伝子座を含めた１
００以上のＳＮＰのそれぞれに関して、どの対立遺伝子が存在しているかを決定できる、
請求項２７に記載のアレイ。
【請求項３１】
　どの対立遺伝子が動物に存在しているかを決定する方法であって、
　ａ．請求項２７から３０のいずれかに記載のアレイを用意するステップと、
　ｂ．前記アレイを使用して、動物の遺伝子型を決定するステップと、
　ｃ．同定された少なくとも１つの対立遺伝子を、有角または無角表現型と相関させるス
テップと、
　ｄ．少なくとも１頭の動物を、その遺伝子型に基づいて、繁殖使用に割り当てるステッ
プと
を含む方法。
【請求項３２】
　無角表現型を求めて前記動物が選択される、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　表１に記載のＳＮＰの群から選択される少なくとも１つのＳＮＰと対立遺伝子関連にあ
る遺伝子マーカーを同定することによって、有角／無角表現型に関連する遺伝子マーカー
を同定する方法であって、
　ａ）表１に記載のＳＮＰの群から選択されるマーカーＡ１と対立遺伝子関連にある疑い
のある遺伝子マーカーＢ１を同定するステップと、
　ｂ）Ａ１とＢ１とが対立遺伝子関連にあるかどうかを決定するステップと
を含み、少なくとも１００頭の動物の集団標本の式１に関してｒ２＞０．２である場合に
対立遺伝子関連が存在し、式１が
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【数１】

であり、式中、Ａ１が表１に記載のＳＮＰの一対立遺伝子を表し、Ｂ１が別の遺伝子座の
遺伝子マーカーを表し、ｆ（Ａ１Ｂ１）が、Ａ１およびＢ１の両方を有する頻度を示し、
ｆ（Ａ１）が集団内のＡ１の頻度であり、ｆ（Ｂ１）が集団内のＢ１の頻度である方法。
【請求項３４】
　遺伝子マーカーＢ１がＳＮＰである、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　同定される遺伝子マーカーが、表１に記載のＳＮＰの群から選択される少なくとも１つ
のＳＮＰと連鎖不平衡にある、請求項３３に記載の方法。
【請求項３６】
　Ｂ１が、有角／無角表現型に関係する定量的または定性的形質遺伝子座の基礎となる原
因変異である、請求項３３に記載の方法。
【請求項３７】
　ｒ２＞０．５である、請求項３３に記載の方法。
【請求項３８】
　ｒ２＞０．９である、請求項３３に記載の方法。
【請求項３９】
　無角表現型に関連するＳＮＰと対立遺伝子関連にある遺伝子マーカーを同定するための
、請求項３３から３８のいずれかに記載の方法。
【請求項４０】
　前記遺伝子マーカーが、無角表現型に関連するＳＮＰと連鎖不平衡にある、請求項３９
に記載の方法。
【請求項４３】
　同定される遺伝子マーカーが原因変異である、請求項３９に記載の方法。
【請求項４４】
　動物を、前記動物について予測されている有角／無角表現型に従って使用に割り当てる
方法であって、
　ａ．１または複数箇所の遺伝子座で動物の遺伝子型を決定するステップであり、少なく
とも１箇所の遺伝子座が、少なくとも２つの対立遺伝子変種を有する遺伝子マーカーを含
有し、かつ少なくとも１つの遺伝子マーカーが、表３に記載の一遺伝子内に位置するステ
ップと、
　ｂ．表３に記載の一遺伝子内の１または複数箇所のＳＮＰ遺伝子座で評価された少なく
とも１頭の動物の、決定された遺伝子型を分析して、どの対立遺伝子変種が存在している
かを決定するステップと、
　ｃ．同定された対立遺伝子を、有角または無角表現型と相関させるステップと、
　ｄ．前記動物を、その決定された遺伝子型に従って使用に割り当てるステップと
を含む方法。
【請求項４５】
　動物の遺伝子型が、表３に記載の一遺伝子内に位置する遺伝子マーカーを含有する２箇
所以上の遺伝子座で評価される、請求項４４に記載の方法。
【請求項４６】
　動物の遺伝子型が、表３に記載の一遺伝子内に位置する遺伝子マーカーを含有する少な
くとも１箇所の遺伝子座を含めた２箇所以上の遺伝子座で評価される、請求項４４に記載
の方法。
【請求項４７】
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　前記遺伝子マーカーが多型である、請求項４４に記載の方法。
【請求項４８】
　前記遺伝子マーカーが一塩基多型（ＳＮＰ）である、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　前記動物の遺伝子型が２箇所以上の遺伝子座で評価され、それらのうちの少なくとも１
箇所が、表３に記載の一遺伝子内に位置する遺伝子マーカーを含有する、請求項４４に記
載の方法。
【請求項５０】
　評価される少なくとも１つのマーカーが適応度に関連する、請求項４９に記載の方法。
【請求項５１】
　評価される少なくとも１つのマーカーが生産性に関連する、請求項４９に記載の方法。
【請求項５２】
　全ゲノム分析を含む、請求項４４から５１のいずれ一項に記載の方法。
【請求項５３】
　潜在的子孫をつくるための潜在的親動物を選択する方法であって、
　ａ．少なくとも１頭の潜在的親動物の遺伝子型を１または複数箇所のゲノム遺伝子座で
決定するステップであり、少なくとも１箇所の遺伝子座が、表３に記載の一遺伝子内に位
置する遺伝子マーカーを含有するステップと、
　ｂ．１つまたは複数の遺伝子マーカーに関して評価された少なくとも１頭の動物の、決
定された遺伝子型を分析して、どの対立遺伝子が存在しているかを決定するステップと、
　ｃ．同定された対立遺伝子を、有角または無角表現型と相関させるステップと、
　ｄ．少なくとも１頭の動物を、その遺伝子型に基づいて、繁殖使用に割り当てるステッ
プと
を含む方法。
【請求項５４】
　前記遺伝子マーカーが多型である、請求項５３に記載の方法。
【請求項５５】
　前記多型が一塩基多型（ＳＮＰ）である、請求項５４に記載の方法。
【請求項５６】
　潜在的親動物の遺伝子型が２箇所以上の遺伝子座で評価され、これらのうち少なくとも
１箇所が、表３に記載の一遺伝子内に位置する遺伝子マーカーを含有する、請求項５３に
記載の方法。
【請求項５７】
　潜在的親動物の遺伝子型が１０箇所以上の遺伝子座で評価され、これらのうち少なくと
も１箇所が、表３に記載の一遺伝子内に位置する遺伝子マーカーを含有する、請求項５６
に記載の方法。
【請求項５８】
　潜在的親動物を、その潜在的子孫に無角表現型が遺伝するように選択する、請求項５３
から５６のいずれかに記載の方法。
【請求項５９】
　潜在的親動物を、その潜在的子孫に有角表現型が遺伝するように選択する、請求項５３
から５６のいずれかに記載の方法。
【請求項６０】
　全ゲノム分析を含む、請求項５３から５６のいずれかに記載の方法。
【請求項６１】
　後代動物を生産する方法であって、
　ａ．請求項５３に記載の方法に従って繁殖用に割り当てられた少なくとも１頭の潜在的
親動物を同定するステップと、
　ｂ．ｉ）自然繁殖、
　　ｉｉ）人工授精、



(7) JP 2011-501659 A 2011.1.13

10

20

30

40

50

　　ｉｉｉ）ｉｎ　ｖｉｔｒｏ受精、および／または
　　ｉｖ）前記動物から精液／精子もしくは少なくとも１つの卵子を収集し、それをそれ
ぞれ第２の動物からの１または複数の卵子または精液／精子と接触させて、任意の手段に
よって受胎産物を生産すること
を含む過程を介して、割り当てられた動物から後代を生産するステップとを含む方法。
【請求項６２】
　自然繁殖を介して後代を生産するステップを含む、請求項６１に記載の方法。
【請求項６３】
　人工授精、胚移植および／またはｉｎ　ｖｉｔｒｏ受精を介して子孫を生産するステッ
プを含む、請求項６１に記載の方法。
【請求項６４】
　前記遺伝子マーカーが多型である、請求項６１に記載の方法。
【請求項６５】
　前記遺伝子マーカーが一塩基多型（ＳＮＰ）である、請求項６１に記載の方法。
【請求項６６】
　表３に記載の一遺伝子内に位置する少なくとも１つのマーカーと対立遺伝子関連にある
遺伝子マーカーを同定することによって、有角または無角表現型に関連する遺伝子マーカ
ーを同定する方法であって、
　ａ．表３に記載のＳＮＰの群から選択されるマーカーＡ１と対立遺伝子関連にある疑い
のある遺伝子マーカーＢ１を同定するステップと、
　ｂ．Ａ１およびＢ１が対立遺伝子関連にあるかどうかを決定するステップと
を含み、少なくとも１００頭の動物の集団標本の式１に関してｒ２＞０．２である場合に
対立遺伝子関連が存在し、式１が
【数２】

であり、式中、Ａ１が表３に記載のＳＮＰの一対立遺伝子を表し、Ｂ１が別の遺伝子座の
遺伝子マーカーを表し、ｆ（Ａ１Ｂ１）が、Ａ１およびＢ１の両方を有する頻度を示し、
ｆ（Ａ１）が集団内のＡ１の頻度であり、ｆ（Ｂ１）が集団内のＢ１の頻度である方法。
【請求項６７】
　遺伝子マーカーＢ１がＳＮＰである、請求項６６に記載の方法。
【請求項６８】
　同定された遺伝子マーカーが、表３に記載の一遺伝子内に位置する少なくとも１つのＳ
ＮＰと連鎖不平衡にある、請求項６６に記載の方法。
【請求項６９】
　Ｂ１が、有角／無角表現型に関係する定量的または定性的形質遺伝子座の基礎となる原
因変異である、請求項６６に記載の方法。
【請求項７０】
　ｒ２＞０．５である、請求項６６に記載の方法。
【請求項７１】
　ｒ２＞０．９である、請求項６６に記載の方法。
【請求項７２】
　無角表現型に関連するＳＮＰと対立遺伝子関連にある遺伝子マーカーを同定する、請求
項６６から７１のいずれかに記載の方法。
【請求項７３】
　前記遺伝子マーカーが、無角表現型に関連するＳＮＰと連鎖不平衡にある、請求項７２
に記載の方法。
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【請求項７４】
　同定される遺伝子マーカーが原因変異である、請求項７３に記載の方法。
【請求項７５】
　遺伝子発現を用いる、ウシ動物を選択する方法であって、
　ａ．前記動物から試料を取得するステップと、
　ｂ．前記試料を遺伝子発現に関して分析するステップと、
　ｃ．前記動物を、遺伝子発現の分析に従って使用に割り当てるステップと
を含み、前記遺伝子が、表３に記載の遺伝子から選択される方法。
【請求項７６】
　前記遺伝子発現が、ｍＲＮＡの分析を介して転写レベルで測定される、請求項７５に記
載の方法。
【請求項７７】
　前記遺伝子発現が、前記試料のタンパク質含有量の分析を介して翻訳レベルで測定され
る、請求項７５に記載の方法。
【請求項７８】
　前記タンパク質含有量が、ウエスタンブロット分析、ポリクローナル抗体ベースの試験
、モノクローナル抗体ベースの試験、タンパク質電気泳動、タンパク質アッセイ、マイク
ロアレイ、免疫組織化学、競合アッセイ、酵素アッセイおよび酵素結合免疫吸着アッセイ
（ＥＬＩＳＡ）からなる群から選択される試験を用いて分析される、請求項７７に記載の
方法。
【請求項７９】
　前記タンパク質含有量が、抗体を含む側方流動試験を用いて分析される、請求項７７に
記載の方法。
【請求項８０】
　前記タンパク質含有量が、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）を用いて分析され
る、請求項７７に記載の方法。
【請求項８１】
　少なくとも１０の多型の、どの対立遺伝子が試料中に存在しているかを決定するための
核酸アレイであって、表１および２に記載の多型から選択される１つまたは複数の多型と
ストリンジェントな条件下でハイブリッド形成できる１つまたは複数の核酸配列を含む核
酸アレイ。
【請求項８２】
　表１および２に記載の多型から選択される２つ以上の多型を含む、請求項８１に記載の
核酸アレイ。
【請求項８３】
　表１および２に記載の多型から選択される５つ以上の多型を含む、請求項８２に記載の
核酸アレイ。
【請求項８４】
　表１および２に記載の多型から選択される１０以上の多型を含む、請求項８３に記載の
核酸アレイ。
【請求項８５】
　動物の遺伝子型を１または複数箇所の遺伝子座で評価する方法であって、少なくとも１
箇所の遺伝子座が、表１および２に記載の多型から選択される多型を含む方法。
【請求項８６】
　動物の遺伝子型を１０箇所以上のゲノム遺伝子座で評価するステップを含む、請求項８
５に記載の方法。
【請求項８７】
　動物の遺伝子型が１０箇所以上の遺伝子座で評価され、少なくとも２箇所の遺伝子座が
、表３および配列表に記載の多型から選択される多型を含む、請求項８５に記載の方法。
【請求項８８】
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　動物の遺伝子型が２０箇所以上の遺伝子座で評価され、少なくとも２箇所の遺伝子座が
、表３および配列表に記載の多型から選択される多型を含む、請求項８５に記載の方法。
【請求項８９】
　全ゲノム分析を含む、請求項８５から８８のいずれかに記載の方法。
【請求項９０】
　表１および２ならびに配列表に記載の核酸の群から選択される、連続した少なくとも１
７ヌクレオチドの核酸を含む単離されている核酸配列であって、前記核酸が表１および２
ならびに配列表に記載の少なくとも１つの多型ヌクレオチドを含む核酸配列。
【請求項９１】
　請求項９０に記載の核酸配列とストリンジェントな条件下でハイブリッド形成できる配
列を含む単離されている核酸配列。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　優先権の主張
　本出願は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれている、２００７年１０月３日
出願の米国特許仮出願第６０／９７７，２３８号に基づく権利を主張する。
【０００２】
　配列表の組み込み
　配列表は、「Ｐｏｌｌｅｄ＿ｖ２＿ＳＴ２５１＿ｆｉｎａｌ．ｔｘｔ」と名づけられた
ファイルに含有されている。このファイルは、５５，２９６バイト（５４キロバイト）（
ＭＳ－Ｗｉｎｄｏｗｓ　ＸＰで測定）であり、１４８の配列を含み、２００８年９月１９
日に作成された。配列表は、これによって伝達され、かつ参照により本明細書に組み込ま
れる。
【０００３】
　本発明は、ウシにおける望ましい特徴の強化に関する。より詳細には、本発明は、有角
／無角表現型に関してウシを改善する方法における、遺伝子マーカーの使用に関する。
【背景技術】
【０００４】
　牛産業、とりわけ乳牛産業の将来の存立の可能性および競合性は、動物の表現型の絶え
間ない進歩に依存している。商業用ウシ集団では、多くの形質が、その根底の遺伝的変異
をある程度有するが、それらの多くに関して、遺伝率が低いため、または候補動物におけ
る形質を費用効率よく測定することが不可能であるため、優れた遺伝的メリットを有する
繁殖用動物を選択する精度が低い。加えて、有角／無角表現型などの一部の形質は、十分
に若くて有用な動物で特徴付けることがしばしば困難である。例えば、ほとんどすべての
若いウシは、それらが角を出しているか否かに関わらず、単純に予防的な処置として、幼
いときに除角される。除角される動物の多くは、実際には無角（遺伝的に角がない）であ
りうる。そのような手順は、伝統的な育種法に必要な正確な表現型を得るのに、かなりの
困難をもたらす。さらに、無角表現型が伴う頻度が低いことは、実質的に無角であるウシ
の群または品種を伝統的な育種法によって生み出す効率が悪いであろうことを示唆する。
それゆえ、これらの形質についての従来の選択の精度は中程度から低度であり、選択を介
して遺伝的変化を生じさせる能力は限定的である。
【０００５】
　ゲノミクスは、遺伝変異を説明し、より直接的かつ正確な選択に使用できる遺伝子また
は遺伝子に連鎖している遺伝子マーカーの発見を介して、より大いなる改良の可能性を提
供する。いくつかのグループによって、有角／無角表現型、とりわけ肉牛の有角／無角表
現型が研究されてきている。しかし、すべての集団に有効に機能する正確な検定は、どの
研究者も実現できていない。例えば、Ｂｒｅｎｎｅｍａｎら（１９９６年）、Ｄｒｏｇｅ
ｍｕｌｌｅｒら（２００５年）、Ｇｅｏｒｇｅｓら（１９９３年）、Ｈａｒｌｉｚｉｕｓ
ら（１９９７年）、ＬｏｎｇおよびＧｒｅｇｏｒｙ（１９７８年）、Ｓｃｈｍｕｔｚら（
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１９９５年）、ＷｈｉｔｅおよびＩｂｓｅｎ（１９３６年）、Ｗｕｎｄｅｒｌｉｃｈら（
２００６年）を参照のこと。
【０００６】
　世界中で乳生産に用いられているウシ群は主として、高レベルの生産で知られているホ
ルスタイン品種またはホルスタイン－フリージアン品種に発するものである。ホルスタイ
ンの遺伝資源は数１０年間にわたって世界的に販売および輸送されているので、ホルスタ
イン品種は事実上、比較的中程度の同系交配率に保持されている１つの大きな世界的集団
になっている。したがって、有角／無角表現型を同定および予測するための正確な遺伝子
検査を開発すること、ならびに繁殖計画にそれを組み入れることに関して、この集団はと
りわけ興味深い。さらに、複数の遺伝子マーカーを用いることによって、有角／無角表現
型のマーカーの使用を、適応度および生産性形質などの他の形質の選択と併用することが
できる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　このセクションは、本発明の非網羅的な概要を示す。
【０００９】
　本発明の様々な実施形態は、動物ゲノム内の１つまたは複数の位置で動物の遺伝子型を
評価する方法を提供する。これらの実施形態の様々な態様において、本出願の表および配
列表に記載のＳＮＰから選択される少なくとも１つのＳＮＰを含有するＤＮＡセグメント
（対立遺伝子）内の複数の位置で、動物の遺伝子型を評価する。
【００１０】
　本発明の他の実施形態は、動物を、有角／無角表現型に関するそれらの予測育種価に従
って使用に割り当てる方法を提供する。本発明のこの実施形態の様々な態様は、ａ）１つ
または複数の多型で動物のゲノム配列を分析して（分析される対立遺伝子はそれぞれ少な
くとも１つのＳＮＰを含む）、それらの多型のそれぞれで、上記動物の遺伝子型を決定す
るステップと、ｂ）多型のそれぞれについて決定された遺伝子型を分析して、そのＳＮＰ
のどの対立遺伝子が存在しているかを決定するステップと、ｃ）動物を、分析された多型
のうちの１つまたは複数におけるその遺伝子型に基づいて使用に割り当てるステップとを
含む方法を提供する。本発明のこの実施形態の様々な態様は、表１で本出願に開示する１
つまたは複数の多型における、動物の遺伝子型と、有角／無角表現型との間の好ましい関
連性に基づいて、動物を使用に割り当てる方法を提供する。代替として、上記方法は、望
ましくない表現型に関連しているか、または望ましい表現型に関連していない１つまたは
複数のＳＮＰ対立遺伝子を動物が有するため、上記動物を、ある特定の使用に割り当てな
い場合も包含する。
【００１１】
　本発明の他の実施形態は、後代を生産するための繁殖に使用するための動物を選択する
方法を提供する。これらの方法の様々な態様は、ａ）１または複数箇所の遺伝子座で、少
なくとも１頭の潜在的親動物の遺伝子型を決定するステップであって、分析される遺伝子
座のうちの少なくとも１箇所が、表に記載のＳＮＰの群から選択されるＳＮＰの対立遺伝
子を含有するステップと、ｂ）少なくとも１頭の動物について１または複数箇所の位置で
決定された遺伝子型を分析して、どのＳＮＰ対立遺伝子座が存在しているかを決定するス
テップと、ｃ）分析された１つまたは複数の対立遺伝子を有角／無角表現型と相関させる
ステップと、ｄ）少なくとも１頭の動物を、後代を生産するための使用に割り当てるステ
ップとを含む。
【００１２】
　本発明の他の実施形態は、子孫動物（後代動物）を生産する方法を提供する。本発明の
この実施形態の諸態様は、繁殖用に選択された動物を、本明細書に記載の、子孫を生産す
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る方法によって繁殖させるステップを含む方法を提供する。上記子孫は、純粋に自然な方
法によって生産しても、限定されるものではないが、人工授精；胚移植（ＥＴ）、多排卵
受精卵移植（ＭＯＥＴ）、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ受精（ＩＶＦ）またはこれらの任意の組合せ
を含めた任意の適切な技術的手段の使用を介して生産してもよい。
【００１３】
　本発明の他の実施形態は、表に記載のＳＮＰのうちの複数を列挙する核酸配列リストを
各データベースが含む複数のデータベースまたはデータベースの群を提供する。本発明の
この実施形態の好ましい態様は、５つ以上のＳＮＰの配列を含むデータベースを提供する
。これらの実施形態の他の態様は、各データベースが表に記載のＳＮＰのうちの複数を含
む１つまたは複数のデータベースを使用する１つまたは複数のコンピュータアルゴリズム
を、上記ＳＮＰの１つまたは複数の対立遺伝子の遺伝に関連する表現型形質を同定するた
めに用いる方法、および／または動物の割り当てを補助するのにそのようなデータベース
を用いる方法を含む。
【００１４】
　本発明の追加の実施形態は、表に記載のＳＮＰのうちの１つまたは複数と対立遺伝子関
連にある他の遺伝子マーカーを同定する方法を提供する。
【００１５】
　本発明の実施形態には、動物を、上記動物について予測されている有角／無角表現型に
従って使用に割り当てる方法であって、ａ）１または複数箇所の遺伝子座で動物の遺伝子
型を決定するステップであり、少なくとも１箇所の遺伝子座が、少なくとも２つの対立遺
伝子変種を有する一塩基多型（ＳＮＰ）を含有し、かつ少なくとも１つのＳＮＰが、表１
に記載のＳＮＰから選択されるステップと、ｂ）表１に記載のＳＮＰから選択された１つ
または複数のＳＮＰで評価された少なくとも１頭の動物の決定された遺伝子型を分析して
、どの対立遺伝子変種が存在しているかを決定するステップと、ｃ）同定された対立遺伝
子を、有角または無角表現型と相関させるステップと、ｄ）決定されたその遺伝子型に従
って動物を使用に割り当てるステップとを含む方法が含まれる。
【００１６】
　本発明の実施形態には、潜在的子孫をつくるための潜在的親動物を選択する方法であっ
て、ａ）少なくとも１頭の潜在的親動物の遺伝子型を１または複数箇所のゲノム遺伝子座
で決定するステップであり、少なくとも１箇所の遺伝子座が、少なくとも２つの対立遺伝
子変種を有する一塩基多型（ＳＮＰ）を含有し、かつ少なくとも１つのＳＮＰが、表１に
記載のＳＮＰから選択されるステップと、ｂ）表１に記載のＳＮＰから選択された１つま
たは複数のＳＮＰに関して評価された少なくとも１頭の動物の、決定された遺伝子型を分
析して、どの対立遺伝子が存在しているかを決定するステップと、ｃ）同定された対立遺
伝子を、有角または無角表現型と相関させるステップと、ｄ）少なくとも１頭の動物を、
その遺伝子型に基づいて、繁殖使用に割り当てるステップとを含む方法も含まれる。
【００１７】
　本発明の実施形態には、後代動物を生産する方法であって、ａ）本明細書に記載の通り
に繁殖用に割り当てられた少なくとも１頭の潜在的親動物を同定するステップと、ｂ）（
ｉ）自然繁殖、（ｉｉ）人工授精、（ｉｉｉ）ｉｎ　ｖｉｔｒｏ受精、および／または（
ｉｖ）上記動物から精液／精子もしくは少なくとも１つの卵子を収集し、それをそれぞれ
第２の動物からの１または複数の卵子または精液／精子と接触させて、任意の手段によっ
て受胎産物を生産することを含む過程を介して、割り当てられた動物から後代を生産する
ステップとを含む方法も含まれる。
【００１８】
　本発明の実施形態には、試料中にどの対立遺伝子が存在しているかを決定するための核
酸アレイであって、表１に記載のＳＮＰからなる群から選択される少なくとも１つまたは
複数のＳＮＰとストリンジェントな条件下でハイブリッド形成できる２つ以上の核酸配列
を含む核酸アレイも含まれる。
【００１９】
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　本発明の実施形態には、どの対立遺伝子が動物に存在しているかを決定する方法であっ
て、ａ）表１および２に記載のＳＮＰからなる群から選択されるＳＮＰにストリンジェン
トな条件下でハイブリッド形成できる少なくとも１つの核酸配列を含むアレイを用意する
ステップと、ｂ）前記アレイを使用して、動物の遺伝子型を決定するステップと、ｃ）同
定された少なくとも１つの対立遺伝子を、有角または無角表現型と相関させるステップと
、ｄ）少なくとも１頭の動物を、その遺伝子型に基づいて、繁殖使用に割り当てるステッ
プとを含む方法も含まれる。
【００２０】
　本発明の実施形態には、表１に記載のＳＮＰの群から選択される少なくとも１つのＳＮ
Ｐと対立遺伝子関連にある遺伝子マーカーを同定することによって、有角／無角表現型に
関連する遺伝子マーカーを同定する方法であって、ａ）表１に記載のＳＮＰの群から選択
されるマーカーＡ１と対立遺伝子関連にある疑いのある遺伝子マーカーＢ１を同定するス
テップと、ｂ）Ａ１とＢ１とが対立遺伝子関連にあるかどうかを決定するステップとを含
み、少なくとも１００頭の動物の集団標本の式１に関してｒ２＞０．２である場合に対立
遺伝子関連が存在し、式中、Ａ１が表１に記載のＳＮＰの一対立遺伝子を表し、Ｂ１が別
の遺伝子座の遺伝子マーカーを表し、ｆ（Ａ１Ｂ１）が、Ａ１およびＢ１の両方を有する
頻度を示し、ｆ（Ａ１）が集団内のＡ１の頻度であり、ｆ（Ｂ１）が集団内のＢ１の頻度
である方法も含まれる。
【００２１】
　本発明の実施形態には、動物を、上記動物について予測されている有角／無角表現型に
従って使用に割り当てる方法であって、ａ）１または複数箇所の遺伝子座で動物の遺伝子
型を決定するステップであり、少なくとも１箇所の遺伝子座が、少なくとも２つの対立遺
伝子変種を有する遺伝子マーカーを含有し、かつ少なくとも１つの遺伝子マーカーが、表
３に記載の一遺伝子内に位置するステップと、ｂ）表３に記載の一遺伝子内の１または複
数箇所のＳＮＰ遺伝子座で評価された少なくとも１頭の動物の、決定された遺伝子型を分
析して、どの対立遺伝子変種が存在しているかを決定するステップと、ｃ）同定された対
立遺伝子を、有角または無角表現型と相関させるステップと、ｃ．決定されたその遺伝子
型に従って動物を使用に割り当てるステップとを含む方法も含まれる。
【００２２】
　本発明の様々な実施形態には、全ゲノム分析を含む、分析の方法も含まれる。
【００２３】
　本発明の実施形態は、潜在的子孫をつくるための潜在的親動物を選択する方法であって
、ａ）少なくとも１頭の潜在的親動物の遺伝子型を１または複数箇所のゲノム遺伝子座で
決定するステップであり、少なくとも１箇所の遺伝子座が、表３に記載の一遺伝子内に位
置する遺伝子マーカーを含有するステップと、ｂ）１つまたは複数の遺伝子マーカーに関
して評価された少なくとも１頭の動物の、決定された遺伝子型を分析して、どの対立遺伝
子が存在しているかを決定するステップと、ｃ）同定された対立遺伝子を、有角または無
角表現型と相関させるステップと、ｄ）少なくとも１頭の動物を、その遺伝子型に基づい
て、繁殖使用に割り当てるステップとを含む方法も含む。
【００２４】
　本発明の実施形態は、後代動物を生産する方法であって、ａ）本明細書に記載の方法の
うちの任意の方法に従って繁殖用に割り当てられた少なくとも１頭の潜在的親動物を同定
するステップと、ｂ）（ｉ）自然繁殖、（ｉｉ）人工授精、（ｉｉｉ）ｉｎ　ｖｉｔｒｏ
受精、および／または（ｉｖ）上記動物から精液／精子もしくは少なくとも１つの卵子を
収集し、それをそれぞれ第２の動物からの１または複数の卵子または精液／精子と接触さ
せて、任意の手段によって受胎産物を生産することを含む過程を介して、割り当てられた
動物から後代を生産するステップとを含む方法を含む。
【００２５】
　本発明の実施形態は、表３に記載の一遺伝子内に位置する少なくとも１つのマーカーと
対立遺伝子関連にある遺伝子マーカーを同定することによって、有角／無角表現型に関連



(13) JP 2011-501659 A 2011.1.13

10

20

30

40

50

する遺伝子マーカーを同定する方法であって、ａ）表１に記載のＳＮＰの群から選択され
るマーカーＡ１と対立遺伝子関連にある疑いのある遺伝子マーカーＢ１を同定するステッ
プと、ｂ）Ａ１とＢ１とが対立遺伝子関連にあるかどうかを決定するステップとを含み、
少なくとも１００頭の動物の集団標本の式１に関してｒ２＞０．２である場合に対立遺伝
子関連が存在し、式中、Ａ１が表３に記載のＳＮＰの一対立遺伝子を表し、Ｂ１が別の遺
伝子座の遺伝子マーカーを表し、ｆ（Ａ１Ｂ１）が、Ａ１およびＢ１の両方を有する頻度
を示し、ｆ（Ａ１）が集団内のＡ１の頻度であり、ｆ（Ｂ１）が集団内のＢ１の頻度であ
る方法も含む。
【００２６】
　本発明の実施形態は、遺伝子発現を用いる、ウシ動物を選択する方法であって、ａ）前
記動物から試料を取得するステップと、ｂ）前記試料を遺伝子発現に関して分析するステ
ップと、ｃ）前記動物を、遺伝子発現の分析に従って使用に割り当てるステップとを含み
、前記遺伝子が、表３に記載の遺伝子から選択される方法も含む。
【００２７】
　本発明の実施形態は、少なくとも１０の多型の、どの対立遺伝子が試料中に存在してい
るかを決定するための核酸アレイであって、表１および２に記載の多型から選択される１
つまたは複数の多型とストリンジェントな条件下でハイブリッド形成できる１つまたは複
数の核酸配列を含む核酸アレイも含む。
【００２８】
　本発明の実施形態は、動物の遺伝子型を１または複数箇所の遺伝子座で評価する方法で
あって、少なくとも１箇所の遺伝子座が、表１および２に記載の多型から選択される多型
を含む方法も含む。
【００２９】
　本発明の実施形態は、表１および／もしくは２、ならびに／または配列表に記載の配列
を含む単離されている核酸配列も含む。本発明のこれらの実施形態の好ましい態様は、表
１および／もしくは２、ならびに／または配列表に記載の配列の群から選択される配列か
らの、連続した１７ヌクレオチド以上を含む単離されている核酸分子を提供する。本発明
のこれらの実施形態のさらに好ましい態様は、表１および／もしくは２、ならびに／また
は配列表に記載の配列の群から選択される配列からの、連続した１８、１９、２０、２１
、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、
３５、３６ヌクレオチドまたはそれより多くのヌクレオチドを含む単離されている核酸分
子を提供する。これらの単離されている核酸分子の中で最も好ましいものは、表１および
／もしくは２、ならびに／または配列表内の配列として記載されている多型ヌクレオチド
を含むものである。
【００３０】
　本発明の様々な実施形態には、表１および２ならびに配列表に記載の核酸の群から選択
される一核酸の、連続した少なくとも１７ヌクレオチドを含む、単離されている核酸配列
であって、上記核酸が表１および２ならびに配列表に記載の少なくとも１つの多型ヌクレ
オチドを含む核酸配列が含まれる。本発明の他の実施形態は、上述の核酸配列のうちの任
意の配列にストリンジェントな条件下でハイブリッド形成できる単離されている核酸を提
供する。
【００３１】
　本発明の追加の実施形態は、表２に列挙する遺伝子のうちの任意の遺伝子の遺伝子発現
を転写レベル（すなわち、メッセンジャーＲＮＡ、ｍＲＮＡ）で測定する方法を提供する
。本発明のこの実施形態の諸態様は、本明細書に記載の方法によって、本出願の表に列挙
されている遺伝子のｍＲＮＡ発現を分析するステップを含む方法を提供する。発現のｍＲ
ＮＡレベルは、限定されるものではないが、ノーザンブロット分析、逆転写ＰＣＲ（ＲＴ
－ＰＣＲ）、定量的ＰＣＲ（ＱＴ－ＰＣＲ）またはこれらの任意の組合せを含めた、いか
なる適切な技術的手段の使用を介して分析してもよい。
【００３２】
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　本発明の追加の実施形態は、表に列挙した遺伝子のうちの任意のものの翻訳レベル（す
なわち、タンパク質産物）で遺伝子発現を測定する方法を提供する。本発明のこの実施形
態の態様は、本明細書に記載の方法によって、表に記載の遺伝子のタンパク質発現および
／または機能を分析するステップを含む方法を提供する。タンパク質発現および／または
機能は、限定されるものではないが、ウエスタンブロット分析、ポリクローナル抗体ベー
スの試験、モノクローナル抗体ベースの試験、タンパク質電気泳動、タンパク質アッセイ
、マイクロアレイ、免疫組織化学、競合アッセイ、酵素アッセイ、酵素結合免疫吸着測定
法（ＥＬＩＳＡ）、側方流動装置、またはいかなるこれらの組合せも含めた、いかなる適
切な技術的手段の使用を介して分析してもよい。タンパク質分析および抗体ベースの試験
は当技術分野でよく知られている。ウシ検定用のタンパク質ベースの分析の特定の例には
、ＷＯ０３０４３５２４Ａ２、ＵＳ２００６０１９９２３５Ａ１、ＷＯ０６０７３４４７
Ａ２およびＷＯ０４０５９２８２Ａ２が含まれる。
【００３３】
　本発明の代替の実施形態には、時を得た様式で特定の目的のために動物を選択すること
が可能となるように、遺伝子マーカー検定またはＥＬＩＳＡなどの抗体ベースの試験を用
いたオンサイト検定を介するなど、有角／無角表現型検定が迅速な様式で行われる、検定
の方法が含まれうる。
【００３４】
　本発明の代替の実施形態には、当技術分野で記載されている（Ｇｏｌｄｉｎｇら、２０
０６年）ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）技法の使用を介した、本出願の表に記載の遺伝子のうち
の任意のものに関する、遺伝子の発現の改変も含まれうる。本発明のこの実施形態の諸態
様は、マイクロＲＮＡ、低分子ヘアピン型ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）またはサイレンシングＲ
ＮＡ（ｓｉＲＮＡ）の開発または同定と、ベクター内のマイクロＲＮＡ、ｓｈＲＮＡまた
はｓｉＲＮＡの発現と、発現ベクターの、ウシへの送達とを含む方法を提供する。ＲＮＡ
ｉを用いた、遺伝子の発現の改変は、限定されるものではないが、マイクロＲＮＡ、ｓｈ
ＲＮＡもしくはｓｉＲＮＡの化学合成、マイクロＲＮＡ、ｓｈＲＮＡもしくはｓｉＲＮＡ
を含有する発現ベクターもしくはウイルスベクター、ＰＣＲ生成のマイクロＲＮＡ、ｓｈ
ＲＮＡもしくはｓｉＲＮＡ発現カセットおよび／またはｉｎ　ｖｉｔｒｏ転写マイクロＲ
ＮＡ、ｓｈＲＮＡもしくはｓｉＲＮＡ、ＲＮアーゼＩＩＩによって生成されたマイクロＲ
ＮＡ、ｓｈＲＮＡもしくはｓｉＲＮＡ、またはＤｉｃｅｒで消化されたｄｓＲＮＡの集団
、またはこれらの組合せを含めた、いかなる適切な技術的手段の使用を介しても実現しう
る。
【００３５】
　本発明の実施形態には、有角／無角表現型に関して、この種の雄性および雌性両方を検
定する、選択する方法が含まれる。しかし、一部の場合では、一方の性のみからの遺伝子
型情報に基づく選択も許容可能でありうる。
【００３６】
　本発明の様々な実施形態では、雄性動物を、無角表現型であるかどうか検定し、上記動
物からの精液を収集し、人工授精を介して複数の繁殖に使用する。さらに別の好ましい実
施形態では、無角表現型である雄性動物を選択し、精液を収集し、その後、上記精液を選
別するか、別の方法で改変し、結果として得られる後代の性比を偏らせ、この性比に偏り
のある精液を、人工授精を介した繁殖用に使用する。
【発明を実施するための形態】
【００３７】
　定義
　当業者が本発明の完全な範囲をより容易に理解および認識する補助となるように、以下
の定義を与える。しかしながら、以下に与える定義で指示する通り、与えられている定義
は、そのように指示されていない限り、排他的でないことが意図されている。むしろ、そ
れらは、当業者を本発明の様々な例示的実施形態に集中させるために与えられる好ましい
定義である。
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【００３８】
　本明細書で使用される場合、「対立遺伝子関連」という用語は、好ましくは、ｆ（Ａｉ

）およびｆ（Ｂｊ）の積からの、ｆ（ＡｉＢｊ）の非ランダム偏位を意味し、これは、具
体的にはｒ２＞０．２によって定義され、その際、ｒ２は、適度に多数（例えば、≧１０
０）の動物標本から決定され、かつ
【００３９】
【数１】

と定義され、式中、Ａ１が一遺伝子座における一対立遺伝子を表し、Ｂ１が別の遺伝子座
における一対立遺伝子を表し、ｆ（Ａ１Ｂ１）が、Ａ１およびＢ１の両方を有する頻度を
示し、ｆ（Ａ１）が集団内のＡ１の頻度であり、ｆ（Ｂ１）がＢ１の頻度である。
【００４０】
　本明細書で使用される場合、「動物を使用に割り当てる」および「使用への割り当て」
という用語は、ある動物を群れの中でどのように使用することにするかを決定すること、
または望ましい群管理目標を実現するために、それを群れから排除することにすると決定
することを意味することが好ましい。例えば、動物は、繁殖用動物としての使用に割り当
てられる可能性も、非繁殖用動物として販売に割り当てられる（例えば肉用の販売が意図
されている動物に割り当てられる）可能性もあろう。本発明の特定の態様では、極めて具
体的な目標（例えば生産性または適応度）を有する繁殖計画の中の部分集団での使用に動
物を割り当てることができる。したがって、繁殖の目的に割り当てられた動物の群の中で
さえ、より具体的かつ／または専門的な繁殖目標を実現するための使用への、より具体的
な割り当てがありうる。
【００４１】
　本明細書で使用される場合、「無角」という用語は、角を含有しうる種で評価される場
合に、その遺伝子型によって角をもたない動物の表現型を指すことが好ましい。角を有す
る遺伝的素因を予め有するが、角を除くように、または角の成長を阻止するように処置さ
れた動物は、例えそれらが角をもっていない場合でさえ、無角であるとは考えられない。
【００４２】
　本明細書で使用される場合、「遺伝子マーカー」という用語は、適した方法で測定また
は検出できる、ＤＮＡ中の任意の安定的かつ遺伝性の変異を指すことが好ましい。遺伝子
マーカーは、それによらなければ測定できないか、または検出するのが非常に困難である
それ自体以外の特定の遺伝子型または表現型の存在を検出するのに使用できる。遺伝子マ
ーカーの例には、一塩基多型（ＳＮＰ）、制限酵素断片長多型（ＲＦＬＰ）、増幅断片長
多型（ＡＦＬＰ）、コピー数多型（ＣＮＶ）、単純反復配列（ＳＳＲ、マイクロサテライ
トとも呼ばれる）および挿入／欠失が含まれるが、これらに限定されない。
【００４３】
　本明細書で使用される場合、「連鎖不平衡」という用語は、対立遺伝子関連を意味する
ことが好ましく、その際、Ａ１およびＢ１（対立遺伝子関連の上記定義で用いられている
通り）が同一染色体上に存在している。
【００４４】
　本明細書で使用される場合、「マーカー利用選抜（ＭＡＳ）」という用語は、血統およ
び表現型データと潜在的に組み合わせた遺伝子マーカー情報に基づく、動物の選択を指す
ことが好ましい。
【００４５】
　本明細書で使用される場合、「自然繁殖」という用語は、受精過程における人間介入が
ない、すなわち、人工授精または胚移植などの機械的または技術的方法の使用がない動物
の交配を指すことが好ましい。この用語は、親動物の選択に言及するものではない。
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【００４６】
　本明細書で使用される場合、「予測される価値」という用語は、動物の遺伝子型および
血統に基づく、その動物の育種価または伝達能力の見積りを指すことが好ましい。
【００４７】
　本明細書で使用される場合、「質的形質」という用語は、その形質への完全な影響に寄
与する単一の遺伝子または遺伝子座によって制御される形質を示すのに使用される。質的
形質の観察は二元的（すなわち、妥当するか否か）である。
【００４８】
　本明細書で使用される場合、「生殖物質」という用語には、精液、精子、卵子および（
１つまたは複数の）接合体が含まれるが、これらに限定されない。
【００４９】
　本明細書で使用される場合、「一塩基多型」または「ＳＮＰ」という用語は、集団内で
多型である、動物のゲノム内の位置を指す。すなわち、その集団内では、一部の個々の動
物がその位置に、ある型の塩基を有し、一方、他のものは異なった塩基を有する。例えば
、ＳＮＰは、一部の動物はそれらのＤＮＡ配列中に「Ｇ」を有し、一方、他のものは「Ｔ
」を有するか、個体はそれぞれ２コピーのＤＮＡ配列を含有するので、単独の動物がそれ
らのＤＮＡ配列中に１つの「Ｇ」と、１つの「Ｔ」とを有しうるゲノム内の位置を指しう
るであろう。
【００５０】
　本明細書で使用される場合、「ストリンジェントな条件下のハイブリダイゼーション」
および「ストリンジェントハイブリダイゼーション条件」という用語は、その条件下で「
プローブ」がその標的配列に、他の配列にハイブリッド形成するより、検出可能に大きな
程度（例えば、バックグランドより少なくとも５倍大きな程度）にまでハイブリッド形成
するであろう条件を意味することが好ましい。ストリンジェントな条件は、標的配列に依
存しており、そのポリヌクレオチドの構造に応じて異なるであろう。ハイブリダイゼーシ
ョンおよび／または洗浄条件のストリンジェンシーを制御することによって、プローブに
１００％相補的である標的配列を同定できる（相同プロービング（ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ
　ｐｒｏｂｉｎｇ））。代替として、ストリンジェンシー条件は、より低い程度の類似性
が検出されるように、配列中のミスマッチが、ある程度許容されるように調整できる（異
種プロービング（ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ　ｐｒｏｂｉｎｇ））。
【００５１】
　通常ストリンジェントな条件は、塩濃度が約１．５Ｍ未満のＮａイオン、典型的には約
０．０１～１．０ＭのＮａイオン濃度（または他の塩）、ｐＨ７．０～８．３、かつ短い
（例えば、１０～５０ヌクレオチド）プローブ用には温度が少なくとも約３０℃、長い（
例えば、５０ヌクレオチド以上）プローブ用には少なくとも約６０℃である条件であろう
。ストリンジェンシーは、ホルムアミドなどの不安定化剤の添加によっても調整できる。
低ストリンジェンシー条件の例には、３０～３５％ホルムアミド、１Ｍ　ＮａＣｌ、１％
ＳＤＳ（ドデシル硫酸ナトリウム）、３７℃の緩衝溶液を用いたハイブリダイゼーション
、および１×～２×ＳＳＣ（２０×ＳＳＣ＝３．０Ｍ　ＮａＣｌ／０．３Ｍクエン酸３ナ
トリウム）中、５０～５５℃での洗浄が含まれる。中程度ストリンジェンシー条件の例に
は、４０から４５％ホルムアミド、１Ｍ　ＮａＣｌ、１％ＳＤＳ中、３７℃でのハイブリ
ダイゼーション、および０．５×～１×ＳＳＣ中、５５～６０℃での洗浄が含まれる。高
ストリンジェンシー条件の例には、５０％ホルムアミド、１Ｍ　ＮａＣｌ、１％ＳＤＳ中
、３７℃でのハイブリダイゼーション、および０．１×ＳＳＣ中、６０～６５℃での洗浄
が含まれる。通常、ハイブリダイゼーションの時間は、概して２４時間未満、通常は約４
から約１２時間である。
【００５２】
　特異性は、通常、ハイブリダイゼーション後の洗浄の関数であり、最終洗浄溶液のイオ
ン強度および温度が重要因子である。ＤＮＡ－ＤＮＡハイブリッドについては、Ｍｅｉｎ
ｋｏｔｈおよびＷａｈｌ（１９８４年）、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１３８巻、２６７
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～２８４ページの式、すなわち、Ｔｍ＝８１．５℃＋１６．６（ｌｏｇ　Ｍ）＋０．４１
（％ＧＣ）－０．６１（％ｆｏｒｍ）－５００／Ｌから融解温度（Ｔｍ）の近似ができ、
式中、Ｍは一価陽イオンのモル濃度であり、％ＧＣはＤＮＡ中のグアニンおよびシトシン
ヌクレオチドの割合であり、％ｆｏｒｍはハイブリダイゼーション溶液中のホルムアミド
の割合であり、そして、Ｌはハイブリッドの長さを塩基対で表したものである。Ｔｍは、
（特定のイオン強度およびｐＨの下で）相補的な標的配列の５０％が、完全に一致したプ
ローブにハイブリッド形成する温度である。Ｔｍは、ミスマッチ１％ごとに約１℃低減し
、それゆえ、所望の同一性を有する配列にハイブリッド形成するように、Ｔｍ、ハイブリ
ダイゼーション条件および／または洗浄条件を調整できる。例えば、９０％の同一性を有
する配列を求める場合には、Ｔｍを１０℃低減できる。通常ストリンジェントな条件は、
特定のイオン強度およびｐＨにおける、特定の配列とその相補配列とのＴｍより約５℃低
くなるように選択される。しかし、高ストリンジェント条件は、融解温度（Ｔｍ）より１
℃、２℃、３℃または４℃低い温度のハイブリダイゼーションおよび／または洗浄を使用
でき、中程度ストリンジェント条件は、融解温度（Ｔｍ）より６℃、７℃、８℃、９℃ま
たは１０℃低い温度のハイブリダイゼーションおよび／または洗浄を使用でき、低ストリ
ンジェンシー条件は、融解温度（Ｔｍ）より１１℃、１２℃、１３℃、１４℃、１５℃ま
たは２０℃低い温度のハイブリダイゼーションおよび／または洗浄を使用できる。上記の
式、ハイブリダイゼーションおよび洗浄組成ならびに望ましいＴｍを用いて、ハイブリダ
イゼーションおよび／または洗浄溶液のストリンジェンシー差が本質的に記述されると当
業者は理解するであろう。所望のミスマッチの程度が、４５℃（水溶液）または３２℃（
ホルムアミド溶液）未満のＴｍをもたらす場合には、より高い温度が使用できるように、
ＳＳＣ濃度を増大させることが好ましい。核酸のハイブリダイゼーションについての広範
な教導は、Ｔｉｊｓｓｅｎ（１９９３年）「Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ
ｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ－
Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｐｒｏｂｅｓ」、
第Ｉ部、第２章（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，Ｎ．Ｙ．）；およびＡｕｓｕｂｅｌら編集（１９９
５年）、「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ」、第２章（Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔ
ｅｒｓｃｉｅｎｃｅ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）に見出される。Ｓａｍｂｒｏｏｋら（１９８９
年）、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａ
ｌ」、（第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒ
ｅｓｓ、Ｐｌａｉｎｖｉｅｗ、Ｎ．Ｙ．）も参照のこと。
【００５３】
　本発明の例示的実施形態
　本発明の様々な実施形態は、動物ゲノム内の１つまたは複数の位置で動物（とりわけ乳
生産動物）の遺伝子型を評価する方法を提供する。本発明のこれらの実施形態の諸態様は
、一塩基多型（ＳＮＰ）を含有する１または複数箇所の位置（遺伝子座）で動物のゲノム
配列を決定するステップを含む方法を提供する。詳細には、本発明は、本出願の表に記載
のＳＮＰからなる群から選択される１つまたは複数のＳＮＰのそれぞれについて、そのＳ
ＮＰの２つ以上の対立遺伝子のうちのどれが存在しているかを決定することによって、動
物の遺伝子型を評価する方法を提供する。
【００５４】
　これらの実施形態の特定の態様では、表１に記載のＳＮＰから選択される１つまたは複
数のＳＮＰについて、どの対立遺伝子が存在しているかを決定するために、動物の遺伝子
型を評価する。
【００５５】
　本発明の様々な実施形態には、動物を、上記動物について予測されている有角／無角表
現型に従って使用に割り当てる方法であって、ａ）１または複数箇所の遺伝子座で動物の
遺伝子型を決定するステップであり、少なくとも１箇所の遺伝子座が、少なくとも２つの
対立遺伝子変種を有する一塩基多型（ＳＮＰ）を含有し、かつ少なくとも１つのＳＮＰが
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、表１に記載のＳＮＰから選択されるステップと、ｂ）表１に記載のＳＮＰから選択され
た１つまたは複数のＳＮＰで評価された少なくとも１頭の動物の決定された遺伝子型を分
析して、どの対立遺伝子変種が存在しているかを決定するステップと、ｃ）同定された対
立遺伝子を、有角または無角表現型と相関させるステップと、決定されたその遺伝子型に
従って動物を使用に割り当てるステップとを含む方法が含まれる。
【００５６】
　本発明の他の実施形態には、動物の遺伝子型が、表１に記載のＳＮＰから選択されるＳ
ＮＰを含有する２箇所以上の遺伝子座で評価される方法が含まれる。他の実施形態には、
動物の遺伝子型が、表１に記載のＳＮＰから選択されるＳＮＰを含有する少なくとも１箇
所の遺伝子座を含めた２箇所以上の遺伝子座で評価される方法が含まれる。他の実施形態
には、動物の遺伝子型が、表１に示すＳＮＰから選択される１つまたは複数のＳＮＰで評
価され、かつ上記動物の遺伝子型が、表２に示すＳＮＰから選択される１つまたは複数の
ＳＮＰで評価される方法が含まれる。他の実施形態には、動物の遺伝子型が、表１に記載
のＳＮＰから選択される少なくとも１つのＳＮＰを含めた１０以上のＳＮＰで評価される
方法が含まれる。他の実施形態には、評価される少なくとも１つのＳＮＰが適応度に関連
する方法が含まれる。他の実施形態には、評価される少なくとも１つのＳＮＰが生産性に
関連する方法が含まれる。他の実施形態には、全ゲノム分析を含む方法が含まれる。
【００５７】
　本発明の様々な実施形態には、潜在的子孫をつくるための潜在的親動物を選択する方法
であって、ａ）少なくとも１頭の潜在的親動物の遺伝子型を１または複数箇所のゲノム遺
伝子座で決定するステップであり、少なくとも１箇所の遺伝子座が、少なくとも２つの対
立遺伝子変種を有する一塩基多型（ＳＮＰ）を含有し、かつ少なくとも１つのＳＮＰが、
表１に記載のＳＮＰから選択されるステップと、ｂ）表１に記載のＳＮＰから選択された
１つまたは複数のＳＮＰに関して評価された少なくとも１頭の動物の、決定された遺伝子
型を分析して、どの対立遺伝子が存在しているかを決定するステップと、ｃ）同定された
対立遺伝子を、有角または無角表現型と相関させるステップと、ｄ）少なくとも１頭の動
物を、その遺伝子型に基づいて、繁殖使用に割り当てるステップとを含む方法が含まれる
。
【００５８】
　本発明の他の実施形態には、潜在的親動物の遺伝子型が、表１に記載のＳＮＰから選択
されるＳＮＰを含有する１または複数箇所の遺伝子座で評価され、かつ上記潜在的親動物
の遺伝子型が、表２に記載のＳＮＰから選択されるＳＮＰを含有する１または複数箇所の
遺伝子座で評価される方法が含まれる。他の実施形態には、潜在的親動物の遺伝子型が、
表１に記載のＳＮＰから選択されるＳＮＰを含有する２箇所以上の遺伝子座で評価される
方法が含まれる。他の実施形態には、潜在的親動物の遺伝子型が、表１に記載のＳＮＰか
ら選択されるＳＮＰを含有する少なくとも１箇所の遺伝子座を含めた１０箇所以上の遺伝
子座で評価される方法が含まれる。他の実施形態には、潜在的親動物の遺伝子型が、表１
に記載のＳＮＰから選択されるＳＮＰを含有する少なくとも１箇所の遺伝子座を含めた、
２０箇所以上の遺伝子座で評価される方法が含まれる。他の実施形態には、潜在的親動物
を、その潜在的子孫に無角表現型が遺伝するように選択する方法が含まれる。他の実施形
態には、潜在的親動物を、その潜在的子孫に有角表現型が遺伝するように選択する方法が
含まれる。他の実施形態には、全ゲノム分析を含む方法が含まれる。
【００５９】
　本発明の様々な実施形態には、後代動物を生産する方法であって、ａ）（ｉ）１または
複数箇所の遺伝子座で動物の遺伝子型を決定し、その際、少なくとも１箇所の遺伝子座が
、少なくとも２つの対立遺伝子変種を有する一塩基多型（ＳＮＰ）を含有し、かつ少なく
とも１つのＳＮＰが、表１に記載のＳＮＰから選択され、（ｉｉ）表１に記載のＳＮＰか
ら選択された１つまたは複数のＳＮＰで評価された少なくとも１頭の動物の決定された遺
伝子型を分析して、どの対立遺伝子変種が存在しているかを決定し、（ｉｉｉ）同定され
た対立遺伝子を、有角または無角表現型と相関させ、（ｉｖ）決定されたその遺伝子型に
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従って動物を使用に割り当てることによって、繁殖用に割り当てられた少なくとも１頭の
潜在的親動物を同定するステップと、ｂ）（ｉ）自然繁殖、（ｉｉ）人工授精、（ｉｉｉ
）ｉｎ　ｖｉｔｒｏ受精、および／または（ｉｖ）上記動物から精液／精子もしくは少な
くとも１つの卵子を収集し、それをそれぞれ第２の動物からの１または複数の卵子または
精液／精子と接触させて、任意の手段によって受胎産物を生産することを含む過程を介し
て、割り当てられた動物から後代を生産するステップとを含む方法が含まれる。
【００６０】
　本発明の他の実施形態には、自然繁殖を介して後代を生産するステップを含む方法が含
まれる。他の実施形態には、人工授精、胚移植および／またはｉｎ　ｖｉｔｒｏ受精を介
して子孫を生産するステップを含む方法が含まれる。他の実施形態には、潜在的親動物の
遺伝子型が、表１に記載のＳＮＰから選択されるＳＮＰを含有する１または複数箇所の遺
伝子座で評価され、かつ上記潜在的親動物の遺伝子型が、表２に記載のＳＮＰから選択さ
れるＳＮＰを含有する１または複数箇所の遺伝子座で評価される方法が含まれる。
【００６１】
　本発明の他の実施形態には、潜在的親動物の遺伝子型が、表１に記載のＳＮＰから選択
されるＳＮＰを含有する２箇所以上の遺伝子座で評価される方法が含まれる。他の実施形
態には、潜在的親動物の遺伝子型が、表１に記載のＳＮＰから選択されるＳＮＰを含有す
る少なくとも１箇所の遺伝子座を含めた１０箇所以上の遺伝子座で評価される方法が含ま
れる。他の実施形態には、潜在的親動物の遺伝子型が、表１に記載のＳＮＰから選択され
るＳＮＰを含有する少なくとも１箇所の遺伝子座を含めた、２０箇所以上の遺伝子座で評
価される方法が含まれる。他の実施形態には、潜在的親動物を、その後代に無角表現型が
遺伝するように選択する方法が含まれる。他の実施形態には、潜在的親動物を、その後代
に有角表現型が遺伝するように選択する方法が含まれる。他の実施形態には、全ゲノム分
析を含む方法が含まれる。
【００６２】
　本発明の様々な実施形態には、試料中にどの対立遺伝子が存在しているかを決定するた
めの核酸アレイであって、表１に記載のＳＮＰからなる群から選択される少なくとも１つ
または複数のＳＮＰとストリンジェントな条件下でハイブリッド形成できる２つ以上の核
酸配列を含む核酸アレイが含まれる。本発明の他の実施形態には、上記アレイが、表１に
記載のＳＮＰからなる群から選択される２つ以上のＳＮＰのそれぞれに関して、どの対立
遺伝子が存在しているかを決定できる方法が含まれる。他の実施形態には、上記アレイが
、表１に記載のＳＮＰからなる群から選択される少なくとも１箇所の遺伝子座を含めた１
０以上のＳＮＰのそれぞれに関して、どの対立遺伝子が存在しているかを決定できる方法
が含まれる。他の実施形態には、上記アレイが、表１に記載のＳＮＰからなる群から選択
される少なくとも１箇所の遺伝子座を含めた１００以上のＳＮＰのそれぞれに関して、ど
の対立遺伝子が存在しているかを決定できる方法が含まれる。
【００６３】
　本発明の様々な実施形態には、どの対立遺伝子が動物に存在しているかを決定する方法
であって、前のパラグラフに記載のアレイを用意するステップと、前記アレイを使用して
、動物の遺伝子型を決定するステップと、同定された少なくとも１つの対立遺伝子を、有
角または無角表現型と相関させるステップと、少なくとも１頭の動物を、その遺伝子型に
基づいて、繁殖使用に割り当てるステップとを含む方法が含まれる。好ましい実施形態に
は、無角表現型を求めて前記動物が選択される方法が含まれる。
【００６４】
　本発明の様々な実施形態には、表１に記載のＳＮＰの群から選択される少なくとも１つ
のＳＮＰと対立遺伝子関連にある遺伝子マーカーを同定することによって、有角／無角表
現型に関連する遺伝子マーカーを同定する方法であって、ａ）表１に記載のＳＮＰの群か
ら選択されるマーカーＡ１と対立遺伝子関連にある疑いのある遺伝子マーカーＢ１を同定
するステップと、ｂ）Ａ１とＢ１とが対立遺伝子関連にあるかどうかを決定するステップ
とを含み、少なくとも１００頭の動物の集団標本の式１に関してｒ２＞０．２である場合
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に対立遺伝子関連が存在し、式１が
【００６５】
【数２】

であり、式中、Ａ１が表１に記載のＳＮＰの一対立遺伝子を表し、Ｂ１が別の遺伝子座の
遺伝子マーカーを表し、ｆ（Ａ１Ｂ１）が、Ａ１およびＢ１の両方を有する頻度を示し、
ｆ（Ａ１）が集団内のＡ１の頻度であり、ｆ（Ｂ１）が集団内のＢ１の頻度である方法が
含まれる。
【００６６】
　本発明の他の実施形態には、遺伝子マーカーＢ１がＳＮＰである方法が含まれる。他の
実施形態には、同定された遺伝子マーカーが、表１に記載のＳＮＰの群から選択される少
なくとも１つのＳＮＰと連鎖不平衡にある方法が含まれる。他の実施形態には、Ｂ１が、
有角／無角表現型に関係する定量的または定性的形質遺伝子座の基礎となる原因変異であ
る方法が含まれる。好ましい実施形態には、ｒ２＞０．５である方法が含まれる。より好
ましい実施形態には、ｒ２＞０．９である方法が含まれる。
【００６７】
　本発明の他の実施形態には、無角表現型に関連するＳＮＰと対立遺伝子関連にある遺伝
子マーカーを同定する方法が含まれる。他の実施形態には、上記遺伝子マーカーが、無角
表現型に関連するＳＮＰと連鎖不平衡にある方法が含まれる。他の実施形態には、同定さ
れる遺伝子マーカーが原因変異である方法が含まれる。
【００６８】
　本発明の様々な実施形態には、動物を、上記動物について予測されている有角／無角表
現型に従って使用に割り当てる方法であって、ａ）１または複数箇所の遺伝子座で動物の
遺伝子型を決定するステップであり、少なくとも１箇所の遺伝子座が、少なくとも２つの
対立遺伝子変種を有する遺伝子マーカーを含有し、少なくとも１つの遺伝子マーカーが、
表３に記載の一遺伝子内に位置するステップと、ｂ）表３に記載の一遺伝子内の１または
複数箇所のＳＮＰ遺伝子座で評価された少なくとも１頭の動物の、決定された遺伝子型を
分析して、どの対立遺伝子変種が存在しているかを決定するステップと、ｃ）同定された
対立遺伝子を、有角または無角表現型と相関させるステップと、決定されたその遺伝子型
に従って動物を使用に割り当てるステップとを含む方法が含まれる。
【００６９】
　本発明の他の実施形態には、動物の遺伝子型が、表３に記載の一遺伝子内に位置する遺
伝子マーカーを含有する２箇所以上の遺伝子座で評価される方法が含まれる。本発明の他
の実施形態には、動物の遺伝子型が、表３に記載の一遺伝子内に位置する遺伝子マーカー
を含有する少なくとも１箇所の遺伝子座を含めた２箇所以上の遺伝子座で評価される方法
が含まれる。好ましい実施形態には、上記遺伝子マーカーが多型である方法が含まれる。
より好ましい実施形態には、前記遺伝子マーカーが一塩基多型（ＳＮＰ）である方法が含
まれる。
【００７０】
　本発明の他の実施形態には、動物の遺伝子型が２箇所以上の遺伝子座で評価され、それ
らのうちの少なくとも１箇所が、表３に記載の一遺伝子内に位置する遺伝子マーカーを含
有する方法が含まれる。他の実施形態には、評価される少なくとも１つのマーカーが適応
度に関連する方法が含まれる。他の実施形態には、評価される少なくとも１つのマーカー
が生産性に関連する方法が含まれる。さらに他の実施形態には、全ゲノム分析を含む方法
が含まれる。
【００７１】
　本発明の様々な実施形態には、潜在的子孫をつくるための潜在的親動物を選択する方法
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伝子座で決定するステップであり、少なくとも１箇所の遺伝子座が、表３に記載の一遺伝
子内に位置する遺伝子マーカーを含有するステップと、ｂ）１つまたは複数の遺伝子マー
カーに関して評価された少なくとも１頭の動物の、決定された遺伝子型を分析して、どの
対立遺伝子が存在しているかを決定するステップと、ｃ）同定された対立遺伝子を、有角
または無角表現型と相関させるステップと、ｄ）少なくとも１頭の動物を、その遺伝子型
に基づいて、繁殖使用に割り当てるステップとを含む方法が含まれる。
【００７２】
　本発明の他の実施形態には、前記遺伝子マーカーが多型である方法が含まれる。好まし
い実施形態には、前記多型が一塩基多型（ＳＮＰ）である方法が含まれる。他の実施形態
には、潜在的親動物の遺伝子型が２箇所以上の遺伝子座で評価され、これらのうち少なく
とも１箇所が、表３に記載の一遺伝子内に位置する遺伝子マーカーを含有する方法が含ま
れる。他の実施形態には、潜在的親動物の遺伝子型が１０箇所以上の遺伝子座で評価され
、これらのうち少なくとも１箇所が、表３に記載の一遺伝子内に位置する遺伝子マーカー
を含有する方法が含まれる。好ましい実施形態には、潜在的親動物を、その潜在的子孫に
無角表現型が遺伝するように選択する方法が含まれる。他の実施形態には、潜在的親動物
を、その潜在的子孫に有角表現型が遺伝するように選択する方法が含まれる。追加の実施
形態には、全ゲノム分析を含む方法が含まれる。
【００７３】
　本発明の様々な実施形態には、後代動物を生産する方法であって、ａ）（ｉ）少なくと
も１頭の潜在的親動物の遺伝子型を１または複数箇所のゲノム遺伝子座で決定し、その際
、少なくとも１箇所の遺伝子座が、表３に記載の一遺伝子内に位置する遺伝子マーカーを
含有し、（ｉｉ）１つまたは複数の遺伝子マーカーに関して評価された少なくとも１頭の
動物の、決定された遺伝子型を分析して、どの対立遺伝子が存在しているかを決定し、（
ｉｉｉ）同定された対立遺伝子を、有角または無角表現型と相関させ、（ｉｖ）少なくと
も１頭の動物を、その遺伝子型に基づいて、繁殖使用に割り当てることによって、繁殖用
に割り当てられた少なくとも１頭の潜在的親動物を同定するステップと、ｂ）（ｉ）自然
繁殖、（ｉｉ）人工授精、（ｉｉｉ）ｉｎ　ｖｉｔｒｏ受精、および／または（ｉｖ）上
記動物から精液／精子もしくは少なくとも１つの卵子を収集し、それをそれぞれ第２の動
物からの１または複数の卵子または精液／精子と接触させて、任意の手段によって受胎産
物を生産することを含む過程を介して、割り当てられた動物から後代を生産するステップ
とを含む方法が含まれる。
【００７４】
　本発明の他の実施形態には、自然繁殖を介して後代を生産するステップを含む方法が含
まれる。他の実施形態には、人工授精、胚移植および／またはｉｎ　ｖｉｔｒｏ受精を介
して子孫を生産するステップを含む方法が含まれる。好ましい実施形態には、前記遺伝子
マーカーが多型である方法が含まれる。より好ましい実施形態には、前記遺伝子マーカー
が一塩基多型（ＳＮＰ）である方法が含まれる。
【００７５】
　本発明の様々な実施形態には、表３に記載の一遺伝子内に位置する少なくとも１つのマ
ーカーと対立遺伝子関連にある遺伝子マーカーを同定することによって、有角／無角表現
型に関連する遺伝子マーカーを同定する方法であって、ａ）表３に記載のＳＮＰの群から
選択されるマーカーＡ１と対立遺伝子関連にある疑いのある遺伝子マーカーＢ１を同定す
るステップと、ｂ）Ａ１とＢ１とが対立遺伝子関連にあるかどうかを決定するステップと
を含み、少なくとも１００頭の動物の集団標本の式１に関してｒ２＞０．２である場合に
対立遺伝子関連が存在し、式１が
【００７６】
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【数３】

であり、式中、Ａ１が表３に記載のＳＮＰの一対立遺伝子を表し、Ｂ１が別の遺伝子座の
遺伝子マーカーを表し、ｆ（Ａ１Ｂ１）が、Ａ１およびＢ１の両方を有する頻度を示し、
ｆ（Ａ１）が集団内のＡ１の頻度であり、ｆ（Ｂ１）が集団内のＢ１の頻度である方法が
含まれる。
【００７７】
　本発明の他の実施形態には、遺伝子マーカーＢ１がＳＮＰである方法が含まれる。他の
実施形態には、同定された遺伝子マーカーが、表３に記載の一遺伝子内に位置する少なく
とも１つのＳＮＰと連鎖不平衡にある方法が含まれる。他の実施形態には、Ｂ１が、有角
／無角表現型に関係する定量的または定性的形質遺伝子座の基礎となる原因変異である方
法が含まれる。好ましい実施形態には、ｒ２＞０．５である方法が含まれる。より好まし
い実施形態には、ｒ２＞０．９である方法が含まれる。好ましい実施形態には、無角表現
型に関連するＳＮＰと対立遺伝子関連にある遺伝子マーカーを同定する方法も含まれる。
他の実施形態には、上記遺伝子マーカーが、無角表現型に関連するＳＮＰと連鎖不平衡に
ある方法が含まれる。他の実施形態には、同定される遺伝子マーカーが原因変異である方
法が含まれる。
【００７８】
　本発明の様々な実施形態には、遺伝子発現を用いる、ウシ動物を選択する方法であって
、ａ）前記動物から試料を取得するステップと、ｂ）前記試料を遺伝子発現に関して分析
するステップと、ｃ）前記動物を、遺伝子発現の分析に従って使用に割り当てるステップ
とを含み、前記遺伝子が、表３に記載の遺伝子から選択される方法が含まれる。
【００７９】
　本発明の他の実施形態には、前記遺伝子発現が、ｍＲＮＡの分析を介して、転写レベル
で測定される方法が含まれる。他の実施形態には、前記遺伝子発現が、前記試料のタンパ
ク質含有量の分析を介して翻訳レベルで測定される方法が含まれる。他の実施形態には、
上記タンパク質含有量が、ウエスタンブロット分析、ポリクローナル抗体ベースの試験、
モノクローナル抗体ベースの試験、タンパク質電気泳動、タンパク質アッセイ、マイクロ
アレイ、免疫組織化学、競合アッセイ、酵素アッセイおよび酵素結合免疫吸着アッセイ（
ＥＬＩＳＡ）からなる群から選択される試験を用いて分析される方法が含まれる。他の実
施形態には、上記タンパク質含有量が、抗体を含む側方流動試験を用いて分析される方法
が含まれる。他の実施形態には、上記タンパク質含有量が、酵素結合免疫吸着アッセイ（
ＥＬＩＳＡ）を用いて分析される方法が含まれる。
【００８０】
　本発明の様々な実施形態には、少なくとも１０の多型の、どの対立遺伝子が試料中に存
在しているかを決定するための核酸アレイであって、表１および２に記載の多型から選択
される１つまたは複数の多型とストリンジェントな条件下でハイブリッド形成できる１つ
または複数の核酸配列を含む核酸アレイが含まれる。
【００８１】
　本発明の他の実施形態には、表１および２に記載の多型から選択される２つ以上の多型
を含むアレイが含まれる。他の実施形態には、表１および２に記載の多型から選択される
５つ以上の多型を含むアレイが含まれる。他の実施形態には、表１および２に記載の多型
から選択される１０以上の多型を含むアレイが含まれる。
【００８２】
　本発明の様々な実施形態には、動物の遺伝子型を１または複数箇所の遺伝子座で評価す
る方法であって、少なくとも１箇所の遺伝子座が、表１および２に記載の多型から選択さ
れる多型を含む方法が含まれる。
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【００８３】
　本発明の他の実施形態には、動物の遺伝子型を１０箇所以上のゲノム遺伝子座で評価す
るステップを含む方法が含まれる。他の実施形態には、動物の遺伝子型が１０箇所以上の
遺伝子座で評価され、少なくとも２箇所の遺伝子座が、表３および配列表に記載の多型か
ら選択される多型を含む方法が含まれる。他の実施形態には、動物の遺伝子型が２０箇所
以上の遺伝子座で評価され、少なくとも２箇所の遺伝子座が、表３および配列表に記載の
多型から選択される多型を含む方法が含まれる。他の実施形態には、全ゲノム分析を含む
方法が含まれる。
【００８４】
　本発明の様々な実施形態には、表１および２ならびに配列表に記載の核酸の群から選択
される、連続した少なくとも１７ヌクレオチドの核酸を含む、単離されている核酸配列で
あって、上記核酸が表１および２ならびに配列表に記載の少なくとも１つの多型ヌクレオ
チドを含む核酸配列が含まれる。本発明の様々な実施形態には、表１および２ならびに配
列表に記載の核酸配列とストリンジェントな条件下でハイブリッド形成できる配列を含む
単離されている核酸配列も含まれる。
【００８５】
　本発明の実施形態は、表１および／もしくは２、ならびに／または配列表に記載の配列
を含む単離されている核酸配列も含む。本発明のこれらの実施形態の好ましい態様は、表
１および／もしくは２、ならびに／または配列表に記載の配列の群から選択される配列か
らの、連続した１７ヌクレオチド以上を含む単離されている核酸分子を提供する。本発明
のこれらの実施形態のさらに好ましい態様は、表１および／もしくは２、ならびに／また
は配列表に記載の配列の群から選択される配列からの、連続した１８、１９、２０、２１
、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、
３５、３６ヌクレオチドまたはそれより多くのヌクレオチドを含む単離されている核酸分
子を提供する。これらの単離されている核酸分子の中で最も好ましいものは、表１および
／もしくは２、ならびに／または配列表内の配列として記載されている多型ヌクレオチド
を含むものである。
【００８６】
　本発明の他の実施形態は、上述の核酸配列のうちの任意の配列にストリンジェントな条
件下でハイブリッド形成できる単離されている核酸配列を提供する。
【００８７】
　本発明のいずれの実施形態でも、ＳＮＰ遺伝子座のゲノム配列は、本発明に適合したい
かなる手段によって決定してもよい。適した手段は、当業者によく知られており、それら
には、直接配列決定、合成による配列決定、プライマー伸長、マトリックス支援レーザー
脱離／イオン化－飛行時間型（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）質量分析、ポリメラーゼ連鎖反応－
制限断片長多型、マイクロアレイ／マルチプレックスアレイシステム（例えば、Ａｆｆｙ
ｍｅｔｒｉｘ、Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ、Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａから入手可能なもの）お
よび対立遺伝子特異的ハイブリダイゼーションが含まれるが、これらに限定されない。
【００８８】
　本発明の他の実施形態は、無角、生産性または適応度形質に関するそれらの予測される
価値に従って、動物をその後の使用（例えば雄親もしくは雌親として使用するか、または
肉用もしくは乳用に販売するか）に割り当てる方法を提供する。本発明のこの実施形態の
様々な態様は、表に記載のＳＮＰの群から選択される少なくとも１つのＳＮＰの、少なく
とも１頭の動物における遺伝子型の決定を含む（１つまたは複数のＳＮＰに関して、動物
の遺伝子型を決定する方法は上記に記載されている）。したがって、使用への動物の割り
当ては、表に記載のＳＮＰのうちの少なくとも１つを含めた１つもしくは複数、５つ以上
、２５以上、５０以上または１００以上のマーカーにおける遺伝子型に基づいて決定でき
る。
【００８９】
　本発明は、表１に記載のＳＮＰの遺伝子型の分析が、行われる唯一の分析である実施形
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態を提供する。他の実施形態は、本明細書に開示のＳＮＰの分析を、任意の他の望ましい
タイプのゲノム分析または表現型分析（例えば本発明で開示するもの以外の任意の遺伝子
マーカーの分析）と併用する方法を提供する。さらに、分析されるＳＮＰは、有角／無角
表現型のみに関連するＳＮＰから選択してもよく、または有角／無角形質、適応度形質お
よび／または生産性形質の任意の望ましい組合せから選択されるＳＮＰに関して分析して
もよい。
【００９０】
　本発明のこれらの実施形態の様々な態様によれば、選択された（１つまたは複数の）Ｓ
ＮＰについて動物の遺伝子配列がひとたび決定されたならば、この情報を評価して、選択
されたＳＮＰのうちの少なくとも１つについて、そのＳＮＰのどの対立遺伝子が存在して
いるかを決定する。決定されたＳＮＰのすべてについて、その動物の対立遺伝子相補物（
ａｌｌｅｌｉｃ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ）を評価することが好ましい。最後に、評価した
１または複数箇所のＳＮＰ位置に関する遺伝子型に基づいて、動物を使用に割り当てる。
割り当ては、評価されるＳＮＰのそれぞれおける、その動物の遺伝子型を考慮に入れて行
うことが好ましいが、その動物の割り当ては、評価される複数のＳＮＰのいかなる１つま
たは複数の部分集合に基づくものでもよい。
【００９１】
　割り当ては、任意の適した判定規準に基づいて行うことができる。任意のＳＮＰについ
て、（１つまたは複数の）対立遺伝子のうちの１つが、望ましい特徴に関連もしくは相関
しているかどうか、または望ましくない特徴に関連しているかどうかに関して決定を行う
ことができる。この決定はしばしば、繁殖目標または群管理目標に依存するであろう。ど
の対立遺伝子が望ましい表現型特性に関連しているかについての決定は、任意の適した手
段で行うことができる。これらの関連性を決定する方法は、当技術分野でよく知られてお
り、さらに、これらの方法の使用の諸態様は、概ね、下記の実施例に記載されている。
【００９２】
　本発明の様々な実施形態において、本発明のＳＮＰと関連しうる表現型形質には、有角
／無角、適応度および生産性形質が含まれるが、これらに限定されない。
【００９３】
　本発明のこの実施形態の様々な態様によれば、使用への動物の割り当てには、望ましい
（１つまたは複数の）遺伝子型を有する動物のポジティブ選択（例えば、望ましい遺伝子
型を有する動物を繁殖用に選択する）、望ましくない遺伝子型を有する動物のネガティブ
選択（例えば、望ましくない遺伝子型を有する動物を群れから間引く）、またはこれらの
方法の任意の組合せのいずれかが伴いうる。本発明のこの実施形態の好ましい態様によれ
ば、望ましい表現型に関連するＳＮＰ対立遺伝子を有するものとして同定された動物を、
その表現型と一致する使用に割り当てる（例えば、無角とポジティブに関連する表現型に
基づいて繁殖用に割り当てる）。代替として、望ましい表現型とポジティブに相関するＳ
ＮＰ遺伝子型を有しない（またはその表現型とネガティブに相関するＳＮＰ対立遺伝子を
有する）動物を、その形質とのポジティブな相関を有するものと同じ使用に割り当てない
。
【００９４】
　本発明の他の実施形態は、無角表現型を有する子孫を産するための潜在的親動物を選択
する（すなわち、繁殖への割り当て）方法を提供する。本発明のこの実施形態の様々な態
様は、表１に記載のＳＮＰの群から選択される少なくとも１つのＳＮＰに関して、少なく
とも１頭の動物の遺伝子型を決定するステップを含む。さらに、動物を潜在的親動物とし
て使用することにするかどうか、またはどのように使用することにするかの決定は、表１
に記載のＳＮＰのうちの少なくとも１つを含めた１つもしくは複数、１０以上、２５以上
、５０以上または１００以上のＳＮＰの遺伝子型に基づいたものでありうる。さらに、使
用への他のタイプの割り当てと同様に、本発明のこれらの実施形態の様々な態様は、行わ
れる唯一の分析が、表１に記載のＳＮＰのうちの１つまたは複数に関して、動物を遺伝子
型決定することである方法を提供する。これらの実施形態の他の態様は、本明細書に開示
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する１つまたは複数のＳＮＰの分析が、任意の他の望ましいゲノム分析または表現型分析
（例えば本発明で開示するもの以外の任意の遺伝子マーカーの分析）と併用される方法を
提供する。さらに、分析される（１つまたは複数の）ＳＮＰはすべて、無角／有角にのみ
、または適応度にのみ、または生産性にのみ関連するものから選択されうる。逆に、上記
分析を、これらまたは他の形質の任意の望ましい組合せから選択されるＳＮＰに関して行
ってもよい。
【００９５】
　本発明のこれらの実施形態の様々な態様によれば、選択された（１つまたは複数の）Ｓ
ＮＰの部位で動物の遺伝子配列がひとたび決定されたならば、この情報を評価して、選択
されたＳＮＰのうちの少なくとも１つについて、そのＳＮＰのどの対立遺伝子が存在して
いるかを決定する。配列決定されたＳＮＰのすべてについて、その動物の対立遺伝子相補
物を評価することが好ましい。加えて、その動物の対立遺伝子相補物を分析し、その動物
の後代が１つまたは複数の表現型形質を発現するであろう可能性と相関させる。最後に、
評価した１または複数箇所のＳＮＰ位置に関する、その動物の遺伝子型、および望ましい
（１つまたは複数の）遺伝子型／対立遺伝子を、その動物がその後代に伝えるであろう確
率に基づいて、その動物を繁殖使用に割り当てる。繁殖への割り当ては、評価されるＳＮ
Ｐのそれぞれにおける、動物の遺伝子型を考慮に入れて行うことが好ましい。しかし、繁
殖へのその割り当ては、評価されるＳＮＰの任意の１つまたは複数の部分集合に基づいた
ものでありうる。
【００９６】
　繁殖への割り当ては、任意の適した判定規準に基づいて行うことができる。例えば、繁
殖への割り当ては、１つのある特定の望ましい特徴（例えば、無角表現型）を、ある集団
で、他の特徴より優先的に増強する可能性を増大させるために行うことができる。代替と
して、選択は、複数の形質の組合せに基づいて、全体的生産性を全般的に最大にするため
に行うこともできる。選択される割り当ては、繁殖目標に依存する。適応度に包含される
サブカテゴリーには、とりわけ、娘妊娠率（ＤＰＲ）、生産寿命（ＰＬ）および体細胞ス
コアが含まれる。生産性に包含されるサブカテゴリーには、とりわけ、乳脂率、乳脂量、
総乳量、乳タンパク質率および総乳タンパク質量が含まれる。
【００９７】
　本発明の他の実施形態は、後代動物を生産する方法を提供する。本発明のこの実施形態
の様々な態様によれば、後代を生産するのに使用される動物は、本発明の実施形態のうち
の任意のものに従って、繁殖用に割り当てられたものである。必要な分析は、後代を生産
するのに動物を使用する者が行ってもよく、または代替として、別の者によって分析され
た動物を、後代を生産する者が入手してもよい。後代は、限定されるものではないが、（
ｉ）自然繁殖、（ｉｉ）人工授精、（ｉｉｉ）ｉｎ　ｖｉｔｒｏ受精（ＩＶＦ）、または
（ｉｖ）上記動物から精液／精子および／もしくは少なくとも１つの卵子を収集し、それ
をそれぞれ第２の動物からの１または複数の卵子または精液／精子と接触させて、任意の
手段によって受胎産物を生産することを含めた、いかなる適切な手段によって生産しても
よい。
【００９８】
　本発明のこの実施形態の好ましい態様によれば、後代は、自然繁殖を含む過程によって
生産される。この実施形態の他の態様では、後代は、標準的な人工授精（ＡＩ）、ｉｎ　
ｖｉｔｒｏ受精、多排卵受精卵移植（ＭＯＥＴ）または任意のこれらの組合せの使用を含
む過程で生産される。
【００９９】
　本発明の他の実施形態は、動物を繁殖目的に割り当てるステップと、その動物からの遺
伝物質を収集／単離するステップとを含む方法であって、限定されるものではないが、上
記遺伝物質に、精液、精子、卵子、接合体、血液、組織、血清、ＤＮＡおよびＲＮＡが含
まれる方法を提供する。
【０１００】
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　本発明によって提供される方法および情報の最も効率的かつ有効な使用は、本出願で開
示する配列のすべてまたは一部分を含むコンピュータプログラムおよび／または電子的に
アクセス可能なデータベースを利用するものであると理解されている。したがって、本発
明の様々な実施形態は、表に記載の少なくとも１つのＳＮＰに対応する配列のすべてまた
は一部分を含むデータベースを提供する。
【０１０１】
　本発明によって提供される方法および情報の効率的な分析および使用は、とりわけ、多
数のマーカーが評価される場合、自動化遺伝子型決定の使用を利用するものであろうと理
解されている。限定されるものではないが、マイクロアレイの使用を含めた、当技術分野
で知られているいかなる適した方法も、そのような遺伝子型決定を行うのに使用できる。
【０１０２】
　本発明の他の実施形態は、本明細書に記載の１つまたは複数のＳＮＰ配列データベース
が１つまたは複数のコンピュータ実行可能プログラムによってアクセスされる方法を提供
する。そのような方法には、ＳＮＰと表現型形質または他のユーザー定義の形質（例えば
、遺伝子発現レベル、タンパク質発現レベルまたは化学的プロファイルなどの１つまたは
複数の測定基準を用いて測定された形質）との間の関連性を分析するプログラムによるデ
ータベースの使用、および繁殖または市場用に動物を割り当てるのに使用されるプログラ
ムが含まれるが、これらに限定されない。
【０１０３】
　本発明の他の実施形態は、繁殖に割り当てられた動物から遺伝物質を収集するステップ
を含む方法であって、本発明の一部として開示されている方法のうちの任意のものによっ
て上記動物が繁殖に割り当てられる方法を提供する。
【０１０４】
　本発明の他の実施形態は、ＳＮＰのどの対立遺伝子が試料中に存在しているかを決定す
るための診断キットまたは他の診断装置であって、表に記載のＳＮＰの群から上記（１つ
または複数の）ＳＮＰが選択される診断キットまたは他の診断装置を提供する。本発明の
この実施形態の様々な態様において、上記キットまたは装置は、ＳＮＰに対応する核酸が
存在しているかどうかに関する決定を容易にする試薬／装置を提供する。そのようなキッ
トまたは装置はさらに、そのＳＮＰのどの対立遺伝子が存在しているかどうかに関する決
定を容易にしうる。本発明のこの実施形態の特定の態様では、上記キットまたは装置がＤ
ＮＡ増幅（例えばポリメラーゼ連鎖反応を介したもの）に適した少なくとも１種の核酸オ
リゴヌクレオチドを含む。本発明の他の態様では、上記キットまたは装置がストリンジェ
ントな条件下で、本出願の表に記載されている少なくとも１つのＳＮＰの少なくとも１つ
の対立遺伝子と特異的にハイブリッド形成できる精製された核酸断片を含む。好ましい実
施形態では、上記診断キットが、表１に記載されている少なくとも１つのＳＮＰの少なく
とも１つの対立遺伝子と特異的にハイブリッド形成できる精製された核酸断片を含有して
いる。
【０１０５】
　本発明のこの実施形態の特定の態様では、上記キットまたは装置は、表１に記載のＳＮ
Ｐのうちの１つまたは複数のどの対立遺伝子が試料中に存在しているかを決定できる少な
くとも１つの核酸アレイ（例えば、ＤＮＡマイクロアレイ）を含む。本発明のこの実施形
態の好ましい態様は、１つまたは複数のＳＮＰに関して、どの対立遺伝子が試料中に存在
しているかを同時に決定できるＤＮＡマイクロアレイを提供する。上記ＤＮＡマイクロア
レイは、５つ以上、２５以上、５０以上、１００以上、２００以上、５００以上または１
０００以上のＳＮＰに関して、どのＳＮＰ対立遺伝子が試料中に存在しているかを決定で
きることが好ましい。そのようなアレイを作製する方法は、当業者に知られており、その
ようなアレイは購入できる（例えばＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ、Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ、Ｃ
ａｌｉｆｏｒｎｉａから）。
【０１０６】
　本発明の他の実施形態は、表１に記載のＳＮＰのうちの１つまたは複数と対立遺伝子関
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連にある、無角／有角表現型に関連する遺伝子マーカーを同定する方法を提供する。本発
明のこの実施形態の様々な態様によれば、上記方法は、（ａ）少なくとも１つのマーカー
、すなわちＡ１と対立遺伝子関連にある疑いのあるマーカー、すなわちＢ１を同定するス
テップであり、Ａ１が、表１に記載のＳＮＰの群から選択されるステップと、（ｂ）Ａ１

とＢ１とが対立遺伝子関連にあるかどうかを決定するステップとを含み、その際、少なく
とも１００頭の動物の集団標本の式１に関してｒ２＞０．２である場合に対立遺伝子関連
が存在していると決定され、式１が
【０１０７】
【数４】

であり、式１において、Ａ１が一遺伝子座（表１に記載のＳＮＰ）の一対立遺伝子を表し
、Ｂ１が別の遺伝子座の遺伝子マーカーを表し、ｆ（Ａ１Ｂ１）が、Ａ１およびＢ１の両
方を有する頻度を示し、ｆ（Ａ１）が集団内のＡ１の頻度であり、ｆ（Ｂ１）が集団内の
Ｂ１の頻度である。本発明のこの実施形態の好ましい態様では、Ｂ１がＳＮＰである。本
発明のこの実施形態のさらに好ましい態様は、表１に記載のＳＮＰの群から選択される１
つまたは複数のＳＮＰと連鎖不平衡にある遺伝子マーカーを同定する方法を提供する。本
発明のこれらの実施形態の他の態様では、ｒ２の値が０．５超、０．７超または０．９超
である。
【０１０８】
　本発明の追加の実施形態は、表１に記載のＳＮＰのうちの１つまたは複数と対立遺伝子
関連にある、無角／有角表現型の遺伝子マーカーを提供する。本発明のこの実施形態の一
部として提供されるマーカーは、当業者に知られているいかなる適した手段によって同定
してもよい。マーカーは、上記の式１においてｒ２が０．２超、０．５超、０．７超また
は０．９超であることによって定義される通り、それが表１に記載のＳＮＰのうちの１つ
または複数と対立遺伝子関連にあると決定される場合に、本発明のこの実施形態に包含さ
れる。本発明のこれらの実施形態の好ましい態様では、上記マーカーが、表１に記載のＳ
ＮＰのうちの１つまたは複数と連鎖不平衡にある。
【０１０９】
　表１に記載のＳＮＰのうちの任意のものと対立遺伝子関連にある、無角／有角表現型の
遺伝子マーカーは、当業者に知られているいかなる適した手段によって同定してもよい。
例えば、表に記載のＳＮＰの配列のうちの任意のものに特異的なプローブを用いて、ゲノ
ムライブラリーをスクリーニングすることができる。このようにして、その配列の少なく
とも一部を含むクローンを同定でき、次に、最大３００キロベースまでの３’および／ま
たは５’隣接染色体配列を決定できる。別の例としては、表に記載のＳＮＰの配列は、ウ
シＤＮＡ配列データを含有するデータベースを照会するのに使用可能であり、何百、何千
または何百万塩基もの３’および／または５’隣接染色体配列を決定できる。これらの手
段のうちの任意のものによって、表１に記載のＳＮＰと対立遺伝子関連にある遺伝子マー
カーが同定されるであろう。
【０１１０】
　本発明の他の実施形態は、表現型変異に関連している可能性のある遺伝子を同定する方
法を提供する。これらの実施形態の様々な態様によれば、特定の表現型変異に関連するＳ
ＮＰの染色体位置は、当業者によく知られている手段によって決定できる。ひとたび染色
体位置が決定されれば、その表現型の決定に関与している疑いのある遺伝子を分析できる
。そのような遺伝子は、その染色体の隣接部分を配列決定することによって、またはヒト
遺伝子地図（または他の種の既知な遺伝地図）の類似区域を比較することによって同定さ
れうる。保存遺伝子のクラスターの存在に関する早期の一例がＷｏｍａｃｋ（１９８７年
）で概説されており、そこでは、１つの種における同一染色体への、遺伝子のマッピング
を観察して、他の近縁種における同一染色体へのマッピングを行っている。マッピングの
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分離能が改善されたので、保存染色体領域内における、遺伝子の構造および順序の保存に
関する報告が発表された（例えば、Ｇｒｏｓｚら、１９９２年）。さらに最近には、大規
模な放射線照射ハイブリッドマッピングおよびＢＡＣ配列によって、ヒトゲノムとウシゲ
ノムとの間（Ｅｖｅｒｔｓ－ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｗｉｎｄら、２００５年）、ヒトゲノムと
ブタゲノムとの間（Ｙａｓｕｅら、２００６年）および脊椎動物ゲノム間（Ｄｅｍａｒｓ
ら、２００６年）における、染色体スケールの比較マッピング予測がもたらされた。
【実施例】
【０１１１】
　以下の実施例は、本発明の一般的な実施形態を明らかにするために包含されている。以
下に続く実施例で開示する技法は、発明者らによって、本発明を実施するのに良好に機能
し、それゆえ、それを実施する好ましいモードを構成すると考えることができると発見さ
れた技法を代表するものであると、当業者ならば理解するはずである。しかし、この開示
に照らして、開示されている特定の実施形態に多くの改変を加えることができ、それでも
なお、本発明から逸脱せずに、同様または類似の結果が得られることを当業者は理解する
はずである。
【０１１２】
　本明細書で開示および特許請求されている組成物および方法はすべて、本明細書の開示
に照らして、過度の実験を行うことなく調製および実行することができる。本発明の組成
物および方法を好ましい実施形態に関して記述したが、本発明の概念および範囲から逸脱
せずに、変更を加えることが可能であることは当業者には明らかであろう。
【０１１３】
（実施例１）
　乳牛の有角／無角表現型に関連するマーカーの同定
　ウシの無角変異は、未知であるが、Ｇｅｏｒｇｅｓら（１９９３年）がマイクロサテラ
イトマーカーを用いることによって、ウシ第１染色体（ＢＴＡ０１）の近位末端に位置決
定された。無角遺伝子座を精密マッピングしようとする、より最近の試みには、さらなる
マイクロサテライトマーカーマッピング（Ｓｃｈｍｕｔｚら、１９９５年；Ｂｒｅｎｎｅ
ｍａｎら、１９９６年；Ｈａｒｌｉｚｉｕｓら、１９９７年；Ｄｒｏｇｅｍｕｌｌｅｒら
、２００５年）、および無角領域の、ＢＡＣベースの物理地図の作成（Ｗｕｎｄｅｒｌｉ
ｃｈら、２００６年）が含まれている。引用したこれらの情報源から得られる、無角領域
における最も近位の遺伝子であるＡＴＰ５Ｏおよび最も遠位の遺伝子であるＫＲＴＡＰ８
の位置は、公共ウシゲノムアセンブリーバージョン３．１（ｗｗｗ．ｈｇｓｃ．ｂｃｍ．
ｔｍｃ．ｅｄｕ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｂｏｖｉｎｅ／）における、それぞれ約０．６Ｍｂ
および３．９Ｍｂに対応している。
【０１１４】
　この研究の目的は、発見パネルの無角および有角ホルスタインにおけるＢＴＡ０１近位
末端にある標的領域を配列決定することによって、無角形質に関連する一塩基多型（ＳＮ
Ｐ）を同定することであった。
【０１１５】
　発見およびマッピング集団
　すべてのＤＮＡ試料は、製造業者のプロトコールに従ってＱｉａｇｅｎ　Ｂｉｏｓｐｒ
ｉｎｔ（Ｑｉａｇｅｎ　Ｉｎｃ．、Ｖａｌｅｎｃｉａ、ＣＡ）を用いて精子から抽出した
。２４頭のホルスタイン雄ウシを多型発見パネルとして用いた。これら２４頭のセットの
中で、複数の対の動物が有角雄親および無角雄仔として直接的血縁関係にあり、雌親は、
報告されているその動物の表現型に基づいて、無角であると予測されている。１２頭の無
角雄仔からの精液試料は、無角雌ウシを用いることによって、特異的に、無角形質を求め
て繁殖を行っている２人の酪農業者から入手した、この業界における優良な遺伝的特徴を
組み込むために、これらの無角雌ウシに最上位の雄親を交配した。それゆえ、無角／有角
形質に一致すると同定されるいかなる多型も、上記１２頭の有角雄ウシでは、１つの対立
遺伝子に関してホモ接合型であり、上記１２頭の無角雄ウシでは、ヘテロ接合型（まれに
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第２の対立遺伝子に関してホモ接合型）であろう（無角対立遺伝子の対立遺伝子頻度が０
．１であると仮定すると、この集団でホモ接合型の無角雄仔を見出す確率は１０％である
と計算できる）。
【０１１６】
　ＰＣＲ
　領域内にある標的遺伝子からの、平均７０ｂｐの隣接配列を含有する遺伝子コード領域
および調節エレメント（ＵＴＲ、推定上のプロモーター）を標的とするようにＰＣＲプラ
イマーを設計した。最適なプライマーアニーリング温度は、９５℃で１５分間、ならびに
９４℃で４５秒、１２の試料ウェルの端から端まで５５℃から始まって６６℃までの勾配
温度で４５秒および７２℃で４５秒を３５サイクル、ならびに７２℃で１０分間という勾
配ＰＣＲ熱サイクル条件を用いて得た。ひとたび、最適なアニーリング温度が見出された
ならば、９５℃で１５分間、それに続いて、９４℃で４５秒、最適アニーリング温度で４
５秒、および７２℃で４５秒を３５サイクル、さらに、７２℃で１０分間の最終伸長ステ
ップという標準的な熱サイクル条件を用いて、配列決定するために各プライマーセットを
増幅させた。ＰＣＲ容積１０μｌの濃度（勾配および標準）は、５ｎｇ／μｌゲノムＤＮ
Ａ、各プライマー（順方向および逆方向）０．５μＭ、１×ＳＩＧＭＡ　ＪｕｍｐＳｔａ
ｒｔ　ＰＣＲ混合物（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏ．、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）
であった。
【０１１７】
　推定上の調節エレメントの予測
　オンラインリソースであるＷＷＷ　Ｐｒｏｍｏｔｅｒ　Ｓｃａｎ（ｗｗｗ－ｂｉｍａｓ
．ｃｉｔ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｍｏｌｂｉｏ／ｐｒｏｓｃａｎ／）を用いて、プロモーター
および転写因子結合部位などの予測調節エレメントを求めて、標的遺伝子のイントロンお
よび遺伝子間配列をスキャンした。同定された推定上の調節エレメントは、プライマー設
計用および標的多型発見用の遺伝子コード領域および調節領域（ＵＴＲ）の中に含めた。
【０１１８】
　配列決定
　配列決定は、以下に記載の方法を用いて行った。すべての配列決定を順方向および逆方
向の両方で行った。１０μｌの標準的ＰＣＲを行った。１０μｌのうち、５μｌは、増幅
を確認するためのアガロースゲル電気泳動によって可視化し、残りの５μｌは、製造業者
のプロトコールに従って、ＥＸＯ－ＳＡＰ－ＩＴ　ＰＣＲ産物クリーンアップ（ＵＳＢ　
ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、Ｃｌｅｖｅｌａｎｄ，ＯＨ）を用いて精製した。精製されたＰ
ＣＲ産物７μｌと、１０μＭの順方向および逆方向両プライマー２μｌとからなる９μｌ
の反応容積中で、精製されたＰＣＲ産物の直接配列決定を行い、ＡＢＩ　３７３０×ｌ自
動配列決定装置で分離した（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃ
ｉｔｙ，ＣＡ）。各ＤＮＡ試料について、順方向および逆方向の配列を生成させた。配列
トレースアラインメントおよび多型の検出は、最新バージョンのＰｈｒｅｄ／Ｐｈｒａｐ
（Ｅｗｉｎｇら、１９９８年、ＥｗｉｎｇおよびＧｒｅｅｎ、１９９８年）およびＣｏｎ
ｓｅｄ（Ｇｏｒｄｏｎら、１９９８年）を用いて行った。
【０１１９】
　ＳＮＰが有角／無角表現型に関連する場合／その原因である場合に予測される遺伝子型
一致があるかどうか、上述の配列決定作業を介して発見されたＳＮＰを分析した。予測さ
れる遺伝子型プロファイルは以下の通り、すなわち、ａ）すべての雄親が一方の対立遺伝
子に関してホモ接合型であり、かつすべての雄仔がもう一方の対立遺伝子に関してホモ接
合型（または、ことによるとヘテロ接合型）である。表１に列挙するＳＮＰは、予測され
た遺伝子型プロファイルとの１００％一致を示し、それゆえ、有角／無角表現型との関連
性を示した。
【０１２０】
（実施例２）
　子孫形質を改善するための一塩基多型の使用
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　選択された形質に関する、集団の平均遺伝的メリットを改善するために、その形質と有
意に関連する１つまたは複数のマーカーを、繁殖用動物の選択に用いることができる。発
見されたそれぞれの遺伝子座の場合において、好ましい表現型と集団全体のＬＤになって
いるマーカー対立遺伝子（または複数のマーカー対立遺伝子のハプロタイプ）を有する動
物の使用は、繁殖に使用される動物の育種価を増大させ、集団におけるその対立遺伝子（
および表現型）の頻度を経時的に増大させ、それによりその形質に関する、集団の平均遺
伝的メリットを増大させるであろう。価値の完全な実現のために、この増大した遺伝的メ
リットを商用集団に広めることができる。
【０１２１】
　例えば、ＤＮＡ検定プログラムスキームは、本明細書に記載の、雄ウシをスクリーニン
グするためのＤＮＡマーカーの使用を介して、所与の集団または精液産物における無角対
立遺伝子の頻度を大いに変えることができるであろう。後代検定プログラム内の雄ウシか
らの精液を試験することによって、有角／無角遺伝子座における、その雄ウシの遺伝子型
が同定されるであろう。この知識によって精液産物の市場における望ましさ（ｍａｒｋｅ
ｔ　ｄｅｓｉｒａｂｉｌｉｔｙ）が影響されるので、この情報は価値を創出する。通常、
後代検定プログラムは、そのプログラムに入る候補として若年雄ウシを選択するのに、血
統情報および血縁の成績を用いる。しかし、有角／無角マーカー情報を追加することによ
って、若雄牛をスクリーニングして、無角マーカー／対立遺伝子を保持する（またはそれ
に関してホモ接合型である）動物を同定することができよう。次世代の動物を生み出すた
めのこれらの動物の使用は、（無角は優性であるので）より多くの生まれつき無角である
動物を生み出すのみでなく、次世代の親が最終的にそれから選択されるであろう集団にお
ける無角対立遺伝子の頻度の増大ももたらすであろう。
【０１２２】
　加えて、表１に記載のマーカーを用いて、潜在的雄ウシ雌親およびそれらの雄性子孫か
らのＤＮＡ試料をスクリーニングすることができるであろう。そして、好ましい遺伝子型
を有する雄ウシ雌親候補を、検定済みの雄ウシの配偶者用に契約することができる。過剰
排卵および胚移植（ＥＴ）を用いる場合、１フラッシュ手順あたり、雄ウシ雌親１頭あた
り５～１０頭の子孫からなるセットを生産できるであろう。その場合にも再び、上記マー
カーを用いて、後代検定プログラムの候補として無角の雄性子孫を選択するか、将来の雄
ウシ雌親として雌性子孫を選択することができよう。
【０１２３】
　遺伝中核（ＧＮ）における育種価の推定および選択にＳＮＰを使用する際の最初のステ
ップは、ＧＮにおける繁殖用動物として、または他の商用集団の繁殖用動物として、選択
の候補となるであろうすべての子孫からＤＮＡを収集することである。１つの方法は、出
産直後に、各仔ウシからの耳組織の小片、毛試料または血液を、標識された（バーコード
付き）の管内に捕捉することである。別の方法は、繁殖に利用可能な雄ウシからの精液を
直接検定することである。この組織から抽出されたＤＮＡは、表１に記載の有角／無角マ
ーカーを含めた、本質的には無制限な数のＳＮＰマーカーをアッセイするのに使用でき、
動物が繁殖適齢に達する前に、その結果を選択決定に含めることができる。
【０１２４】
　本明細書に記載のマーカーは、育種スキームで、経済的に重要な表現型形質に関連する
マーカーと組み合わせて用いることができる。価値のあるＱＴＬ対立遺伝子と集団全体の
ＬＤになっていると決定されたマーカー（またはマーカーハプロタイプ）（実施例１を参
照）を選択決定に組み入れる１つの方法は古典的量的遺伝学および選抜指数理論に基づい
ている（ＦａｌｃｏｎｅｒおよびＭａｃｋａｙ、１９９６年；ＤｅｋｋｅｒｓおよびＣｈ
ａｋｒａｂｏｒｔｙ、２００１年）。選択の標的とされる集団におけるマーカーの影響を
推定するには、対象とする形質の表現型測定値を有する動物の無作為試料を、そのマーカ
ーを固定効果または共変量として適合させた（対立遺伝子のコピー数への、表現型の回帰
）混合動物モデルで分析できる。マーカー効果を適合させる方法のいずれかからの結果を
用いて、対立遺伝子置換効果を得て、次にマーカーの育種価を得ることができる。すなわ
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ち
　α１＝ｑ［ａ＋ｄ（ｑ－ｐ）］　　　　　　　　　　　　　　　［式３］
　α２＝－ｐ［ａ＋ｄ（ｑ－ｐ）］　　　　　　　　　　　　　　［式４］
　α＝ａ＋ｄ（ｑ－ｐ）　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ［式５］
　ｇＡ１Ａ１＝２（α１）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ［式６］
　ｇＡ１Ａ２＝（α１）＋（α２）　　　　　　　　　　　　　　　　［式７］
　ｇＡ２Ａ２＝２（α２）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ［式８］
式中、α１およびα２はそれぞれ対立遺伝子１および２の平均効果であり、αは対立遺伝
子置換の平均効果であり、ｐおよびｑはそれぞれ集団における対立遺伝子１および２の頻
度であり、ａおよびｄはそれぞれ相加効果および有意効果であり、ｇＡ１Ａ１、ｇＡ１Ａ

２およびｇＡ２Ａ２はそれぞれＡ１Ａ１、Ａ１Ａ２およびＡ２Ａ２のマーカー遺伝子型を
有する動物の（マーカー）育種価である。動物の全形質育種価は、考慮される各マーカー
（またはハプロタイプ）の育種価および残りの多遺伝子育種価の合計である。すなわち、
【０１２５】

【数５】

式中、ＥＢＶｉｊはｉ番目の動物の推定形質育種価であり、
【０１２６】
【数６】

は、ｊ＝１～ｎまで合計したマーカー育種価であり、ここで、ｎは考慮されているマーカ
ー（ハプロタイプ）の総数であり、
【０１２７】
【数７】

は、（１つまたは複数の）マーカー遺伝子型を適合させた後におけるｉ番目の動物の多遺
伝子育種価である。
【０１２８】
　これらの方法は、複数の形質についての、選択候補の育種価、および複数のマーカー（
ハプロタイプ）からの情報を含めた各形質の育種価を推定するように容易に拡張でき、こ
れらはすべて、選抜指数理論および各形質の相対的重要度を設定する特定の育種目標の文
脈内にある。マーカーとＱＴＬとの間の組み換えを説明するランダムモデル（例えば、Ｆ
ｅｒｎａｎｄｏおよびＧｒｏｓｓｍａｎ、１９８９年）および全ゲノム選抜における、発
見されたすべてのマーカー情報の潜在的包含（Ｍｅｕｗｉｓｓｅｎら、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ
　２００１年）を含めた、複数の形質についての育種価を推定する際のマーカー情報を最
適化する他の方法も存在している。これらの方法のいずれを介しても、本明細書に報告さ
れているマーカーが、価値のあるＱＴＬ対立遺伝子と集団全体のＬＤにあると決定できる
であろうし、それらを用いて、より大きな選択精度、より大きな遺伝的改良速度、乳業に
おける、より大きな価値の蓄積をもたらすことができる。
【０１２９】
（実施例３）
　ＳＮＰの同定
　核酸配列が本発明のＳＮＰを含有しているというのは、それが、表１および配列表に記
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載の多型を含有し、かつ／またはそれに隣接している連続した少なくとも２０ヌクレオチ
ドを含む場合である。代替として、表１、表２および配列表に記載の多型を含有するか、
またはそれに隣接している、より短いひと続きの連続したヌクレオチドによっても、上記
連続したヌクレオチドのより短い配列がウシゲノム内でユニークである場合には、本発明
のＳＮＰが同定されうる。通常、ＳＮＰ部位は、多型部位がその中に含有されているコン
センサス配列、多型部位の位置および多型部位の様々な対立遺伝子によって特徴付けられ
る。「コンセンサス配列」は、アラインメントされた配列のクラスターにおけるそれぞれ
のヌクレオチド位置でコンセンサスとして構成されているＤＮＡ配列を意味する。そのよ
うなクラスターは、ある遺伝子座の対立遺伝子内にあるＳＮＰおよびインデル（挿入／欠
失）多型を同定するのにしばしば使用される。コンセンサス配列は、その遺伝子座におけ
るＤＮＡのいずれの鎖に基づくものでもありえ、その遺伝子座における各ＳＮＰ対立遺伝
子のいずれか１つのヌクレオチド塩基、およびその遺伝子座におけるすべてのインデルの
ヌクレオチド塩基、または両方のＳＮＰ対立遺伝子を、縮重コード（ＩＵＰＡＣコード：
ＭはＡまたはＣ、ＲはＡまたはＧ、ＷはＡまたはＴ、ＳはＣまたはＧ、ＹはＣまたはＴ、
ＫはＧまたはＴ、ＶはＡまたはＣまたはＧ、ＨはＡまたはＣまたはＴ、ＤはＡまたはＧま
たはＴ、ＢはＣまたはＧまたはＴ、ＮはＡまたはＣまたはＧまたはＴを表し、本発明者ら
が使用する追加のコードには、「－」またはＡを表すＩ、「－」またはＣを表すＯ、「－
」またはＧを表すＥ、「－」またはＴを表すＬが含まれ、ここで、「－」は欠失を意味す
る）を用いて記述する。したがって、コンセンサス配列は、実際のＤＮＡ配列のコピーで
はない可能性があるが、コンセンサス配列は、その遺伝子座における実際の多型のための
プライマーおよびプローブを正確に設計するのに有用である。
【０１３０】
　そのようなＳＮＰは、上記多型を含有しているか、またはそれに隣接している動物ＤＮ
Ａセグメントのいずれかの鎖にある同数のヌクレオチドの配列に少なくとも９０％の配列
同一性、より好ましくは少なくとも９５％、またはさらに好ましくは、一部の対立遺伝子
については少なくとも９８％、そして多くの場合で少なくとも９９％の配列同一性を有す
る核酸配列を有する。そのような動物ＤＮＡセグメントの一方の鎖のヌクレオチド配列は
、配列番号１から配列番号１４８までのすべてからなる群の中の一配列中に見出されうる
。それは、少なくとも一部の対立遺伝子では、多型部位それ自体には同一性がないであろ
うという多型の本質によって理解される。したがって、配列同一性は、多型配列を除外し
た配列について決定することができる。
【０１３１】
　下記に示すのは、相互に一致する、公開されているウシＳＮＰの例である。
　それぞれの配列の４１塩基（中央に多型部位を有する）が相互に完全に一致している（
マッチ長＝４１、同一性＝１００％）ので、ＳＮＰ　ｓｓ３８３３３８０９はｓｓ３８３
３３８１０と同一であると決定された。
【０１３２】
【化１】

【０１３３】
　それぞれの配列の４１塩基（中央に多型部位を有する）が、１つの塩基を除いてすべて
の塩基で相互に一致する（マッチ長＝４１、同一性＝９７％）ので、ＳＮＰ　ｓｓ３８３
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３３８０９はｓｓ３８３３４３３５と同一であると決定された。
【０１３４】
【化２】

【０１３５】
（参考文献）
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【０１３８】
　表の説明
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　以下の表のそれぞれについて、遺伝子名およびＮＣＢＩ　ＧｅｎｅＩＤ番号に関する追
加情報をｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｓｉｔｅｓ／ｅｎｔｒｅｚ？ｄｂ
＝Ｇｅｎｅで見出すことができる。
【０１３９】
　表１：本明細書に記載の、無角／有角表現型に関連するＳＮＰの配列番号と、無角また
は有角に対応する、各ＳＮＰの対立遺伝子と、上記ＳＮＰがその中に位置する遺伝子のＮ
ＣＢＩ　ＧｅｎｅＩＤとを示す。
【０１４０】
　表２：表１に列挙した各ＳＮＰの５’または３’隣接ＤＮＡ配列の間および／または中
に位置する新規ＳＮＰの配列番号と、上記ＳＮＰがその中に位置する遺伝子とを示す。
【０１４１】
　表３：本明細書に記載の、無角／有角表現型に関連するＳＮＰを含有する遺伝子と、分
析された集団内で決定された、その遺伝子内に位置するすべてのＳＮＰの配列番号とのリ
ストを示す。
【０１４２】
【表２】

【０１４３】
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