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研究成果の概要（和文）：真性多血症(PV)と診断された2例について原因となる遺伝子変異の探索を試みた。各
症例から採取した末梢血単核球をCD3陽性リンパ球(正常細胞群)とCD3陰性有核細胞(異常クローンを含む細胞群)
に分離し、両者を比較することにより異常クローン特異的な変異を検索した。当初、全エクソーム解析を行う予
定であったが、ゲノムDNAのクオリティが十分でなかったため、腫瘍関連遺伝子を対象としたターゲットリシー
ケンス解析に変更した。 異常クローン細胞を含むCD3陰性細胞群において特異的に認められる変異をさまざまな
検索条件で抽出したが、いずれの候補遺伝子変異もサンガーシーケンスで確認することができなかった。

研究成果の概要（英文）：Investigation of a polycythemia vera (PV)-specific gene mutation was 
performed using two dogs diagnosed as PV. CD3 positive lymphocytes were purified as normal cell 
population, and the remaining CD3 negative nucleated cells were separated as population containing 
abnormal clone. Two populations were compared to find abnormal clone-specific gene mutation.　Whole 
exome sequencing was designed at first, however, because of the low quality of genome DNA purified 
from CD3 positive normal cell population, target resequencing of the cancer related genes was 
adopted instead. Multiple gene mutations specific to the population containing abnormal clone were 
extracted, however, none of the mutation was validated by Sanger sequencing. It would be necessary 
to enrich the abnormal clone, for example, purification of erythroid progenitors from PV dogs, for 
further analysis. 

研究分野： 獣医内科学

キーワード： 真性多血症　犬　網羅的解析
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
真性多血症は血液幹細胞の異常によって異常な赤血球増多が起こる疾患である。異常な血液幹細胞は赤血球だけ
でなく白血球にも分化することが知られているが、白血病と異なり、細胞の機能は正常である。
本研究は犬における真性多血症の原因遺伝子を探索し、人の真性多血症において高頻度に認められるJAK2遺伝子
変異と同様に診断マーカーとして確立すること、さらに治療のターゲットとしての可能性を検討することを目的
として行ったが、研究期間内には有望な遺伝子変異を見出すことができなかった。今後は異常細胞のみを単離し
て解析を試みる予定である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
小動物診療において、白血病をはじめとする様々な犬の骨髄疾患に遭遇する機会は

少なくない。人において骨髄疾患は、臨床データや血液細胞の形態学的特徴に加え、

細胞の表面抗原マーカー発現、遺伝子変異の有無などによって診断・分類されている

が、犬の骨髄疾患を診断・分類する方法は確立されていないのが現状である。特に人

の骨髄異形成症候群 (MDS) や骨髄増殖性疾患 (MPN) に相当する疾患は、染色体や

遺伝子異常に関する知見の蓄積がない犬の症例においては血液細胞の形態学的特徴

以外の診断根拠に乏しいため、診断が困難である。 
人の MDS や MPN は造血幹細胞の異常によって引き起こされるクローン性疾患群

であり、血液細胞のクローン性増殖や分化異常を特徴とする。人の WHO 分類では慢

性骨髄性白血病や骨髄異形成症候群、多血症、本態性血小板血症など様々な疾患を内

包しており、現在、その鑑別には BCR-ABL1 や PDGFRA など多くの遺伝子異常の有

無がマーカーとして用いられている。一方、犬においては骨髄細胞や末梢血液細胞の

形態学的特徴と血液細胞数の増減などの臨床データから診断がなされるものの、人の

MDS や MPN と同様に異常細胞のクローン性増殖を本態とする疾患であるとの証明

はなされていない。骨髄細胞の表面抗原マーカーも不足しているため、類似疾患との

鑑別も不十分であり、雑多な疾患を MDS/MPN に含んで診断している可能性は高い。 
本申請では MDS/MPN に分類される真性赤血球増加症 (polycythemia vera, PV) を

特に研究の対象とし、①犬の PV はクローン性疾患であるか、②犬の PV の異常クロ

ーンに共通した遺伝子以上は何か、を探索するものとする。 
 

２．研究の目的 
PV は人および犬に

おいて認められる稀

な疾患であり、人の

WHO 分類では MPN
に分類される (Arber 
DA, et al, 2016)。赤芽

球系細胞の自律性増

殖を特徴とするが、人

の PV では赤芽球系細

胞の他、白血球や血小

板も増加することが多く、造血幹細胞の異常クローンに起因する疾患であると考えら

れている (図 1)。実際、クローン性を検証する HUMARA (human androgen receptor 
assay) 解析により 60 %以上の症例において末梢血細胞（白血球）のクローン性増殖

が検出されており、クローン性増殖が赤芽球系細胞に限られないことが示されている。

また、およそ 90 %以上の症例において JAK2 遺伝子の特異的部位における変異 
(V617F) が報告されており、診断基準の一つであるとともに重要な病因の一つである



 

 

と考えられる。一方、犬における PV は

赤血球増多を主訴とし、白血球増多や

血小板増多はそれほど一般的ではない 
(表 1)。診断は類似疾患の除外によって

行われ、クローン性の有無は明らかで

はない。また、V617F 変異に相当する

JAK2 遺伝子変異は稀である。 
本申請では犬の PV に関して下記を明らかにすることを目的とする。 
①犬の PV におけるクローン性増殖の有無を検証する。 
②クローン性増殖が認められた場合、PV の異常クローンにおいて認められる遺伝

子変異の探索を行う。 
PV を含む犬の MDS、MPN を対象とした分子生物学的な研究はこれまで行われて

おらず、血液細胞の形態学的特徴を基にした従来の研究からの大きな進歩が期待でき

る。 
 
３．研究の方法 
犬 PV 症例の収集 
以下の診断基準に従って PV と診断された犬を対象とする。 
・ ヘマトクリット値 >65 % 
・ 二次性多血症の除外 
・ 血清エリスロポエチン濃度 正常〜低下 (<17 mU/mL) 
 
クローン性解析 
獣医学領域において一般的

に用いられているクローン

性解析はリンパ球で特異的

に起こる免疫レセプターの

遺伝子再構成を利用したも

のであり、対象はリンパ系細

胞に限られる。これまでに

我々は、リンパ球系以外の細

胞群を対象としたクローン

性解析法として犬の X 染色体不活化パターン (X-chromosome inactivation pattern, 
XCIP) 解析システムを開発した (Mochizuki H et al, 2015)。XCIP 解析は HUMARA と

同様、哺乳類のメス個体が有する 2 本の X 染色体のうち一方が胎生期に DNAメチル
化を受け、ランダムに不活化される現象を利用した解析法である。正常な細胞群にお

いては両 X 染色体が不活化される頻度はほぼ 1:1 であるが、腫瘍細胞のように単一の

クローンに由来する細胞が増殖した場合には XCIP には大きな偏りが生じる。XCIP
解析では２本の X 染色体を繰り返し配列のリピート数、メチル化の有無をメチル化

感受性制限酵素処理により区別し、この偏りの有無を解析する (図 2)。本研究では

XCIP 解析を用いて犬 PV のクローン性を検証する。 



 

 

犬 PV における原因遺伝子の探索 
上記XCIP 解析でクローン性が認められた犬 PV 症例を対象として Whole-exomeシ

ーケンス解析を行い、PV で認められる以上クローンに認められる de novo 変異を抽

出する。より精度の高い de novo 変異の検索を行うため、個体内で正常細胞と異常ク

ローンを比較する必要がある。我々はこれまでの予備実験により、末梢血サンプルで

クローン性が認められた PV 症例においても、CD3陽性リンパ球にはクローン性が認

められないことを見出している。本研究では正常細胞として CD3 陽性リンパ球、異

常クローンを含む細胞群として CD3陰性末梢血細胞を用いるものとする。 
得られた候補遺伝子については XCIP 解析の対象とならなかった PV のホモ個体（メ

ス）およびオス個体を用いてサンガーシーケンスで検証する。 
 
４．研究成果 
クローン性解析の改良 
XCIP 解析はリピート数の違いにより２本の X 染色体を区別する方法であるため、

２本の X 染色体上のリピート数が同一の個体 (ホモ個体) は解析不可能である。これ

までの研究で我々が用いてきた犬の XCIP 解析は androgen receptor (AR) 遺伝子上

の 2箇所のリピート部位を対象としており、メス個体の 57%が解析可能である一方、

オス個体およびメス個体の 43%は解析不可能であった。犬の PV は稀な疾患であるた

め、解析可能な症例をできるだけ増やす必要があった。 
我々は XCIP 解析の対象症例を増やすために、さらに SLIT and NTRK-like family 

member 4 (SLITRK4) 遺伝子上の 2 箇所のリピート部位を加えた解析方法を構築し

た。この方法によりメス個体の 83%が解析可能となり、従来の 57%と比較して大幅

に解析可能個体を増やすことに成功した。本研究成果は学術誌に発表した。 
Development of canine X-chromosome inactivation pattern analysis for the 

detection of cell clonality by incorporating the examination of the SLIT and 
NTRK-like family member 4 (SLITRK4) gene. Tomita A, Mochizuki H, Tsuboi M, 
Ogura I, Igarashia H, Goto-Koshino Y, Takahashi M, Ohmi A, Tomiyasu H, Ohno 
K, Nakagawa T, Uchida K, Nishimura R, Tsujimoto H. Res Vet Sci, 査読有 
125:170-175 (2019) doi: 10.1016/j.rvsc.2019.06.004. 

 
網羅的解析による PV 症例特異的遺伝子変異の検索 

真性多血症 (PV) と診断された 2 例の雌犬について網羅的解析を行なった。1 例は

XCIP 解析によりクローン性が示されており、1 例については XCIP 解析が不可能で

あった。いずれの症例についても末梢血単核球を分離し、それぞれ抗 CD3 モノクロ

ーナル抗体と磁気ビーズを用いて CD3陽性リンパ球(正常細胞群)と CD3陰性有核細

胞(異常クローンを含む細胞群)の 2 群に分離して解析を行なった。当初の研究計画で

はエクソーム解析を行う予定であったが、CD3陽性細胞群から抽出した ゲノム DNA
のクオリティが十分でないと考えられたことから、腫瘍関連遺伝子を対象としたター

ゲットリシーケンスに解析方法を変更した。 まず、異常クローン細胞を含む CD3陰
性細胞群において特異的に認められた変異のうち、2 症例に共通の遺伝子を検索した

ところ、WT1, RAF1, PTCH1 が候補として抽出された。しかし、いずれの遺伝子もサ



 

 

ンガーシーケンス法で変異を確認することはできなかった。カバレッジの閾値、片方

の症例のみで認められた変異など、検索条件を様々に変更した結果、CBL、FANCC な

どいくつかの遺伝子変異がさらに候補として抽出されたものの、いずれの遺伝子変異

もサンガーシーケンスで確認することはできなかった。 
今回、有用な候補遺伝子変異が見出せなかった理由として、 
・正常細胞群から抽出したゲノム DNA のクオリティが不十分であった 
・異常クローン率が低かったために遺伝子変異が抽出できなかった 
などの要因が考えられた。今後、異常クローン率を高めるために、赤芽球系細胞の

単離を検討する必要があるものと考えている。 
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