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研究成果の概要（和文）：本邦のミニチュア・ダックスフンドには、原因不明の非再生性貧血が好発する。本研
究では脾臓摘出によって造血能が劇的に回復するという知見を基に、罹患犬脾臓および脾摘前後の血清を用いた
マルチオミクス解析を行った。脾臓では1,385の発現変動遺伝子が検出され、S100A12, S100A8, S100A9など707
遺伝子の発現上昇が明らかとなった。免疫組織化学により、罹患犬脾臓ではS100A8/A9蛋白質の発現量が有意に
高いことが確認された。血清プロテオーム解析では22種の蛋白質発現に有意差が認められ、脾摘前のレクチン経
路を主とした補体活性化が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Miniature dachshunds are known to be predisposed to non-regenerative anemia.
Based on the finding that splenectomy dramatically restores hematopoiesis, we performed a 
multi-omics analysis using the spleen and serum samples from afected dogs.We identified a total of 
1,385 diffeerntially expression genes between spleen samples from normal dogs and affected dogs. Of 
these, 707 genes were upregulated, including S100A12, S100A8, and S100A9.Immunohistochemistry 
confirmed significantly higher expression of S100A8/A9 in the spleen of affected dogs.A total of 22 
proteins were differentially expressed between the pre- and post-splenectomy serum samples. The 
reactome pathways “Lectin pathway of complement activation” were over-represented in our list of 
pathways upregulated before splenectomy.

研究分野：血液内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果から、罹患犬脾臓におけるS100A8/A9蛋白質の発現増加が補体レクチン経路を活性化し、赤芽球系
細胞のオプソニン化によって非再生性貧血を発症するという新たな仮説が導かれた。本疾患の病態を分子レベル
で検証した報告は限られており、研究成果は補体関連疾患という既知の理解とは異なる疾患概念の可能性を示し
た。市場には補体関連疾患に対する種々の補体標的薬が販売されていることから、本研究の成果が病態解明の足
掛かりとなり、補体標的薬による新たな治療戦略の開発につながり得る。

※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 
犬は原因不明の非再生性貧血を発症することが知られている。罹患犬は重度の非再生性貧血
を呈するが、骨髄中の赤芽球系細胞は過形成を示す。すなわち、骨髄中で盛んな造血が誘発され
ているにも関わらず、成熟赤血球の産生に至らない「無効造血」の状態にある。免疫抑制療法に
よって一定の効果が得られることから、本疾患は骨髄中の赤芽球系細胞に対する自己免疫反応
が原因とされ、非再生性免疫介在性貧血(Nonregenerative immune-mediated anemia: NRIMA) 
あるいは、Precursor cell-targeted immune-mediated anemia(PIMA)と呼称されているが、そ
の病態を分子レベルで検証した報告はない。 
本邦では近年、NRIMA/PIMAに罹患したミニチュア・ダックスフンドの症例報告が蓄積して
いる。申請者らは、内科療法が無効であったミニチュア・ダックスフンドの多くが、脾臓摘出術
後に造血能の顕著な亢進および貧血の改善を認めることを見出した。 
 
２．研究の目的 
研究は、免疫抑制治療が有効ではないミニチュア・ダックスフンドの非再生性貧血が、脾臓摘
出によって改善するという事象を足がかりに、ミニチュア・ダックスフンドに好発する非再生性
貧血が、脾臓における TGF-β過剰産生、または骨髄における TGF-βシグナル異常に起因する
造血障害であるという仮説のもと、病態と発症機構を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）脾臓における TGF-β過剰産生の有無を解析 
脾摘によって造血能が回復した有効群（8頭）、脾摘後も貧血が持続した無効群（3頭）に分け、
脾臓におけるTGF-βおよびそのシグナル伝達関連分子のmRNA発現量をリアルタイムPCR法によ
って定量し、健常犬（対照群４頭）と比較した。罹患犬の脾臓パラフィン包埋切片を用いて TGF-
βに対する免疫組織化学を実施し、発現量の評価および発現細胞の同定を行った。 
（2）罹患犬脾臓のトランスクリプトーム解析および免疫組織化学 
 罹患犬 15 頭と健常犬 3頭の脾臓サンプルを用いてトランスクリプト―ム解析を実施し、両群
間の発現変動遺伝子（differentially expressed genes, DEGs)を同定した。上位 300 の DEGs に
ついて、pathway 解析を実施した。赤血球造血と関連する S100A8/A9 については、罹患犬 21 頭
の脾臓パラフィン包埋切片を用いてタンパク質発現量および局在を検討し、健常犬 3 頭と比較
した。 
（3）脾摘前後での血清蛋白質の変化 
脾臓摘出術によって輸血依存性が改善した 4 症例に関して、脾摘前後の血清を対象に SWATH-
MS 法による網羅的蛋白質解析を実施した。 
 
４．研究成果 
（1）脾臓における TGF-β過剰産生の有無 
脾臓摘出術を受けた症例の脾臓における TGF-βmRNA の発現レベルを図 1に示した。脾摘有効
群では脾臓での TGF-βmRNA 発現量が高い傾向にあったが、対照群を含めた 3群比較では、有効
群と無効群の TGF-βmRNA 発現量に統計学的有意差は認められなかった (p = 0.059)。 

脾臓における TGF-βシグナル伝達関連分子の mRNA 発現レベルを図 2 に示した。有効群では、
TβRⅠ, TβRⅡ, SMAD2, SMAD3 について対照群に比べ mRNA 発現が増加しており、一方で SMAD7
は発現低下が認められた。しかし有効群の全頭で一貫した結果が得られず、摘出した脾臓を対象
とした免疫組織化学では TGF-β発現を観察することはできなかった。 



 

 
（2）罹患犬脾臓のトランスクリプトーム解析および免疫組織化学 
トランスクリプトーム解析の結果、脾臓から 15,903 遺伝子が検出され、罹患犬と健常犬では
1,385 の DEGs を認めた。発現上昇が認められた top 10 DEGs のうち、赤血球造血と関連するダ
メージ関連パターン分子である S100A8/A9 について免疫組織化学を実施したところ、罹患犬脾
臓の赤脾髄に多くの陽性細胞が観察され（図 3）、陽性細胞数は健常犬に比べ有意に増加してい
た（p = 0.0412）。 

（3）脾摘前後での血清蛋白質の変化 
脾臓摘出術によって輸血依存性が改善した 4 症例に関して、脾摘前後の血清を対象に SWATH-
MS 法による網羅的蛋白質解析を実施した。同一個体のサンプル間で 22種の蛋白質発現に有意差
が認められ、Pathway 解析の結果、脾摘前のレクチン経路を主とした補体系の活性化が示唆され
た。 
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