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研究成果の概要（和文）：本研究は、動物の輸血医療並びに予防医学に寄与するため、シアル酸分子種をエピト
ープとする小動物の血液型物質の分子基盤構築と疾患感受性関連解析への展開を試みた。その結果、非常に稀な
ネコAB（Neu5Gc/Neu5Ac)型個体のCMAH遺伝子の構造を決定し、ネコ AB式血液型の産生機序を明らかにした。イ
ヌにおいては、CMAH cDNAのORF構造、各組織の遺伝子発現分布、非同義置換 SNPの存在を明らかにした。また、
ネコパルボウイルス感染個体の解析により、Neu5Gcの発現、標的ウイルスの塩基配列の決定を行い、血液型物質
を指標とした疾患関連解析を行う基礎を構築した。

研究成果の概要（英文）：To understand the molecular genetic basis of blood group system and sialic 
acid expression (Neu5Ac and Neu5Gc), we investigated the CMAH gene in cat and dogs. The CMAH 
variants of types B and AB showed  that double haploids selected from multiple recessive alleles in 
the cat CMAH loci were highly associated with the expression of the Neu5Ac on erythrocyte membrane 
in types B and AB of the feline AB blood group system. In dog, we determined the nucleotide 
sequences of the coding region and tissue distribution of mRNA, and detected DNA polymorphisms in 
CMAH gene. Parvovirus DNA on serum and Neu5Ac on erythrocyte were detected in several cats infected 
with Parvovirus.

研究分野： 動物生命科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、我々がこれまで行ってきた血液型を担うCMAH遺伝子の解析を進め、遺伝子構造の違いが血液型を決
める仕組みを明らかにした。その結果、血液型の遺伝子検査法が開発され、より安全で適正な輸血医療の向上が
期待される。また、血液型や血液型の遺伝子を目印として、特定の感染症との関連を調べる基盤が整えられた。
従って、本研究課題の遂行によって得られた研究成果は、動物の医療に寄与すると思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

小動物における輸血療法は有効かつ不可欠な治療であるが、異型（血液型不一致）輸血は、

重篤な副作用を惹起する原因となるため、適合血の指標である血液型抗原エピトープの構造解

明は、より安全な輸血医療を行う上で臨床学的に重要な課題である。そこで、我々はこれまで

の科研費課題の遂行により、臨床獣医学領域で重要なイヌおよびネコにおいて、血液型判定を

補完する遺伝子検査法の開発を目的に、各種血液型抗原を担う血液型物質の責任遺伝子の同定

や抗原エピトープの構造を行い、血液型関連遺伝子の変異を多数見出した。しかし、ネコ AB

式血液型における AB型など極めて低頻度の血液型抗原を担う遺伝子の構造は、欧米の獣医学研

究者においても未だ解明されておらず、血液型物質の分子基盤が十分明らかにされたとは言い

難い。さらに近年、小動物の病態生理学的新知見としてイヌおよびネコのパルボウイルスが特

定の血液型抗原に結合することが明らかになり（Löfling J, Virology. 2013）、血液型物質は、

汎白血球減少症（伝染性腸炎）をはじめ当該ウイルスに起因する疾患（疾患感受性）の発症機

序解明に繋がる標的分子として注目され、血液型物質に関する知見は医学・獣医学、生命科学

領域において益々意義深いものとなっている。 

 
２．研究の目的 

本研究では、獣医輸血医療や予防医学の向上に寄与するため、これまで我々が明らかにした

血液型を担う遺伝子変異を応用することで、輸血副反応を惹起する血液型物質の分子基盤を構

築し、さらに血液型物質の研究を疾患との関連解析へと展開する基礎研究を行った。 

 
３．研究の方法 
［1］血液型物質の分子基盤構築 

(1) 血液型情報付きゲノムバンクの構築 

血液型抗原の違いを分子レベルで解析するため、既に構築した血液型情報付き小動物ゲノム

バンク及び新規にイヌおよびネコの血液試料を収集し、血液型判定キット（共立製薬）を用い

て血液型（血液型抗原）の分類後、血液型別ゲノムバンクを構築し遺伝子解析の材料とした。 

(2) シアル酸分子種を抗原とするネコ AB 式血液型を担う CMAH 遺伝子解析 

 B 型ネコについては、CMAH の 8 個の非同義置換 SNP のジェノタイピングによるディプロタ

イプの分類を行った。未解明である非常に稀な AB型については、比較的的高頻度に認められる

ラグドールおよび研究協力機関の血液試料を用い、AB型個体を同定した後、CMAH 遺伝子翻訳領

域の塩基配列を決定した。 

(3) イヌ CMAH 遺伝子解析 

 骨髄由来の市販 cDNA をテンプレートに PCR 法にて CMAH cDNA を増幅し、ダイレクトシーク

エンス法によりイヌ CMAH cDNA の ORF の塩基配列を決定した。また、市販の各種 cDNA を用いて

PCR 法による遺伝子発現の分布を解析した。さらに、ゲノム DNA を用いて翻訳領域内の SNP 検

索、見い出された SNP について、Neu5Ac の発現の有無との関連を調査した。 

［2］疾患関連解析への展開 

パルボウイルス感染個体標本の収集と解析、腫瘍由来培養細胞の CMAH 遺伝子解析 

研究協力と連携し、酵素免疫測定法による市販キットにてパルボウイルス検査陽性個体の標本

を収集後、血液型の判定、パルボウイルスの核酸抽出、遺伝子増幅、塩基配列の決定を行った。 

また、腫瘍由来培養細胞については乳腺腫瘍由来の株化細胞を用いて、 CMAH 遺伝子の一部を

解析した。 

 

 



４．研究成果 

シアル酸は全身の細胞に存在し、ネコやイヌの赤血球膜上には Neu5Ac や Neu5Gc が発現して

いる。ネコにおいてはこれらのシアル酸分子種が A型（Neu5Gc）、 B 型（Neu5Ac）、 AB 型（Neu5Gc/ 

Neu5Ac）で構成されネコ AB 式血液型を規定している。 Neu5Gc は CMAH（N-アセチルノイラミン

酸水酸化酵素）により Neu5Ac に水酸基を一つ付加することで合成されることから、Bighignoli 

らは、ネコの CMAH 遺伝子解析を行い CMAH 遺伝子がネコ AB 式血液型を担っていること、およ

び B 型に特異的なネコ CMAH 遺伝子変異を報告した (BMC Genetics 2007)。我々はこれまで

Bighignoli らが報告していない新規 SNPs を含む 8 SNPs、ディプロタイプ新規 7種類を含む 8 

種類を見出し、B 型ネコの CMAH 変異遺伝子には多様性を明らした。しかし、非常に稀なネコ AB

型個体の遺伝子構造は未解明であった。そこで、本研究では、B 型解析例数を増やすと同時に、 

AB 型個体の遺伝子解析を試みた。その結果、 AB 型ネコにおいて、B型のディプロタイプとは

異なる２つの新規ディプロタイプを同定した。 次に、Neu5Ac を発現している B型と AB 型の遺

伝子構造から、B型、 AB 型ネコの産生機序を推測した結果、いずれも CMAH 変異遺伝子のホモ

接合体であることが明らかにされた。したがって、Neu5Ac を発現する B型と AB型の CMAH 変異

遺伝子のホモ接合体の形成により、CMAH 活性を減弱または消失することで、 B 型や AB 型が産

生されることが示唆された。これらの知見も含め、ネコ AB 式血液型の分子基盤についてその

研究成果を国際誌上で公表した（Omi T. et.al. PLoS One. 2016）。図１には、B 型、AB 型で

見出されたネコ CMAH 遺伝子変異部位一覧を、図２に遺伝子解析から予測されたネコ AB式血液

型の分子基盤の模式図を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. B 型、AB 型で見出されたネコ CMAH 遺伝子変異部位（Omi T. et.al. PLoS One. 2016） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.遺伝子解析から予測されたネコ AB 式血液型の分子基盤 

（Omi T. et.al. PLoS One. 2016） 

 

さらに、Gandolfi ら（PLoS One. 2016）が同年同誌に報告した c.364C>T SNP の変異ホモ接



合体を有する AB型のネコについても初めて我が国の飼養ネコで１例同定し、ネコ AB 式血液型

と CMAH 遺伝子変異の関連を明らかにした。 

イヌにおいては、赤血球膜上に Neu5Gc を発現する個体と Neu5Gc を発現する個体が存在する

ことが報告され、今後新しい血液型システムとして規定されて行くものと思われる。しかし、

現在のところ CMAH の遺伝子解析は殆ど行われていない。そこで、本研究では、イヌ CMAH 遺伝

子の翻訳領域の塩基配列の決定、市販の各種 cDNA を用いた PCR 法による遺伝子発現の分布、ゲ

ノム DNA を用いた翻訳領域内の SNP 検索、見い出された SNP と Neu5Ac の発現の有無との関連を

調査した。その結果、イヌ CMAH の翻訳領域の塩基配列を決定し、当該塩基配列は GenBank に登

録(LC382414)した。ネコとの比較においては、アミノ酸レベルで 90％以上の相同性を示した。

次に、当該遺伝子発現の組織分布を解析した。その結果、約 30 種類由来の組織 cDNA を用いた

PCRでは、イヌCMAH遺伝子はユビキタスに発現しているこことを明らかにした。 SNP検索では、

翻訳領域内に 1 個の非同義置換 SNP と３つの同義置換 SNP を見出した。なお、非同義置換 SNP

については、複数のイヌ犬種間で分布に違いがあることが認められた。また、Neu5Ac を発現し

ている個体と発現していない個体間で当該 SNP の遺伝子型に有意差が認められたが、当該 SNP

のみでシアル酸分子種を規定することまでは明らかに出来なかった。本研究成果の一部を記し

た要旨は、2019 年 7 月にスペインで開催される ISAG(国際動物遺伝学会)国際学会にアクセプ

トされた(ID80143,2019 年 3 月受理)。 

Löfling らによりイヌおよびネコパルボウイルスは Neu5Gc に吸着することが報告されてい

る（J, Virology. 2013）。疾患感受性関連解析への展開では、動物病院にてネコパルボウイル

ス陽性と判定された検体について、当研究部門にて血液型判定によるシアル酸分子種発現、各

ゲノム DNA 用いた CMAH 遺伝子解析、FPV 遺伝子解析のシステムを構築し、5症例について、FPV

遺伝子の塩基配列(VP、約 1800bp)、血液型 (A 型)、シアル酸分子種（Neu5Gc)などの結果を得

えた。今回解析した罹患度個体はいずれも Neu5Gc 型であったが、ネコにおける Neu5Gc 型頻度

は非常に高いため、 Neu5Ac 型（B 型）に比べ Neu5Gc 型（A 型）がパルボウイルスに感染しや

すかどうかを証明するには、今後さらなる解析が必要である。また、CMAH 遺伝子とがんとの関

連については、複数種類の乳腺腫瘍由来の株化細胞において、特定の SNP が見出され、今後の

研究により CMAH 遺伝子が腫瘍関連候補遺伝子となる可能性も示唆された。 

以上、本研究課題の遂行により、輸血副作用を惹起する血液型物質の分子基盤構築が構築さ

れ、本研究成果はより安全で適正な輸血前検査法の開発や輸血不適合の機序の解明に役立つと

思われる。さらに、血液型物質を疾患感受性関連解析に展開する基礎研究が実施され、さらな

る研究により予防医学への貢献が期待される。 
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