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研究成果の概要（和文）：国内のミニチュア・ダックスフンド（MD）に好発する炎症性結直腸ﾎﾟﾘｰﾌﾟ(ICRP)を用
いて粘膜免疫と腸内環境の異常について解析した。ICRPでは自然免疫に関与するパターン認識受容体（PRR）の
発現や機能に異常があることがわかり、その中でもNOD2の一塩基多型が有意にICRPの発生と関連することが明ら
かとなった。またICRP症例犬は健常犬とは異なる細菌叢を有することも明らかとなった。
このほか犬の慢性腸症ではリンパ球抗原レセプター遺伝子再構成は小細胞性リンパ腫で陽性率が高くなること、
およびFoxp3陽性の制御性Ｔ細胞数はＩＢＤで減少、小細胞性リンパ腫で増加することなどを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Dysregulation of mucosal immunity and intestinal environment in Inflammatory
 colorectal polyp (ICRP) in Miniature Dachshund (MD) were investigated. Expression profiles and 
functions of pattern recognition receptors (PRRs) were altered in ICRPs. Among these PRR, SNPs 
observed in nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptors NOD2 gene may play a role
 in the pathogenesis of ICRPs in MDs. Furthermore, we elucidated the fecal dysbiosis in ICRP.
Additionally, we revealed that PCR for antigen receptor gene rearrangements (PARR) could be an 
indicator of was small cell intestinal lymphoma and mucosal Foxp3-Treg number is decreased in canine
 IBD but not in small cell intestinal lymphoma, suggesting Tregs contributes to the pathogenesis of 
canine IBD and intestinal lymphoma.

研究分野：獣医内科学
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１．研究開始当初の背景 

犬種特異的な慢性腸炎の病態に関する報

告は極めて乏しく，ｼﾞｬｰﾏﾝ･ｼｪﾊﾟｰﾄﾞ(GSD)に

おける慢性腸炎や肛門周囲瘻孔などの疾患

で報告があるのみである。これまでに，我々

は犬の炎症性腸疾患について数多くの基礎

研究を行ってきたが，その研究過程で国内で

は世界的にみても特異な２つの犬種特異的

腸炎があることを明らかにしてきた。一つは

ﾐﾆﾁｭｱ・ﾀﾞｯｸｽﾌﾝﾄﾞの炎症性結直腸ポリープ

(Inflammatory colorectal polyps; ICRP)で

あり，国内のﾐﾆﾁｭｱ・ﾀﾞｯｸｽﾌﾝﾄﾞでは結直腸部

に限局した炎症性多発性ポリープが多発す

る。これは他犬種では例をみない新しい IBD

の病型であると考えられ，その病理組織所見

はヒトの潰瘍性大腸炎(UC)と非常に類似し

ている。もう一つは柴犬の難治性慢性腸症

(Chronic enteropathy; CE)であり，これも

我々の国内の IBD の疫学調査において初め

て認識された疾患であり，柴犬は IBDの発生

が有意に多く，十二指腸でとくに強い炎症が

惹起され，難治性症例が多い。 

このような背景をもとに，今回の申請研究

の目的は，ﾐﾆﾁｭｱ・ﾀﾞｯｸｽﾌﾝﾄﾞの ICRPおよび

柴犬の難治性慢性 CEという２つの品種特異

的な特発性腸炎症例を用いて，その腸内環境

の変化と粘膜応答の変化を解析して，新規治

療法開発の基礎とすることにある。 

 
２．研究の目的 
１）病原体関連分子パターン(PAMPs)に対す

る免疫応答の変化とパターン認識受容体

(PRR)の遺伝子変異の有無の検出 

ﾐﾆﾁｭｱ･ﾀﾞｯｸｽﾌﾝﾄﾞの ICRPにおいても，Toll

様受容体(Toll like receptors; TLR)の遺伝的

変異やパターン認識受容体（PRR）の異常が

発症に関わっている可能性はかなり高いと

考えられるため，これらの変化について，免

疫学的および分子生物学的解析を行う。 

 

２）ﾐﾆﾁｭｱ･ﾀﾞｯｸｽﾌﾝﾄﾞの ICRP の腸内細菌叢

の解析 

ﾐﾆﾁｭｱ・ﾀﾞｯｸｽﾌﾝﾄﾞの ICRP罹患犬の腸内細菌

叢について，次世代シーケンサーを用いたメ

タゲノム解析を行い，細菌叢の変化，特定の

細菌の関与を明らかにする。 

 

３）犬の慢性腸症におけるリンパ球抗原レセ

プター遺伝子再構成(PARR)の有無や制御性

Ｔ細胞(Treg)数の臨床的意義 

リンパ系腫瘍の診断の一助として PARR 検

査が知られているが、犬の消化管型リンパ腫

では感度特異度に問題があると言われてい

る。また消化管粘膜に存在する Treg が IBD

の発症に関わっているとする仮説もあるた

め、犬のＩＢＤおよび低悪性度（小リンパ球

性）リンパ腫におけるこれらのパラメーター

について、その臨床的意義を検討する。 

 

３．研究の方法 

１）病原体関連分子パターン(PAMPs)に対す

る免疫応答の変化とパターン認識受容体

(PRR)の遺伝子変異の有無の検出 

ICRP の病変部、非病変部における各種

PRRの発現をリアルタイム PCRにて解析す

る。また健常なﾐﾆﾁｭｱ･ﾀﾞｯｸｽﾌﾝﾄﾞおよび ICRP

症例より末梢血単核球（PBMC）を分離・培

養し、それに各種 PRR に対する病原体関連

分子パターン（PAMPs）を添加する。産生さ

れるサイトカイン（IL-1β、TNFα）量をリ

アルタイム PCR・ELISA により定量し、

ICRP 罹患犬と健常犬とで比較評価する。異

常を認めた PRR について遺伝子をクローニ

ングし、その塩基配列のシークエンス解析を

行ない、遺伝子多型を検索する。 

 

２）ﾐﾆﾁｭｱ･ﾀﾞｯｸｽﾌﾝﾄﾞの ICRP の腸内細菌叢

の解析 

ICRP 各個体の糞便サンプルから DNA を

抽出し、16SrRNA 遺伝子について次世代シ



ーケンサーによる解析を行なう。得られたデ

ータについて、腸内細菌叢解析ソフトウェア

（QIIME）により ICRP罹患犬および健常犬

の腸内細菌叢について比較解析し、疾患と腸

内細菌叢の構成との関連性を検討する。 

 

３）犬の慢性腸症におけるリンパ球抗原レセ

プター遺伝子再構成(PARR)の有無や制御性

Ｔ細胞(Treg)数の臨床的意義 

 IBD および小リンパ球性リンパ腫を含む

慢性腸症の犬の内視鏡生検サンプルを用い

る。PARR解析とともに、病理組織学的検査、

臨床病理学的パラメーターならびに予後を

比較検討する。Treg は Foxp3 の免疫染色に

て検出し、粘膜内の細胞数をカウントする。

また同時に IgA陽性細胞数も測定する。 

 

４．研究成果 

１）病原体関連分子パターン(PAMPs)に対す

る免疫応答の変化とパターン認識受容体

(PRR)の遺伝子変異の有無の検出 

 実験にさきがけて、ﾐﾆﾁｭｱ･ﾀﾞｯｸｽﾌﾝﾄﾞの

ICRP 症例を用いて、病変の好発部位について

再検討を実施した。その結果、ICRP は結直腸

の背側面よりも腹側面により好発すること

が明らかとなった（下図、文献１１より抜粋）。

そのため、糞便に対する過剰反応が ICRPの

病態に関与することが推測された。 

 

 

ICRP 症例犬のポリープ病変部における

TLR1、TLR2、TLR4、TLR6、TLR7、TLR8、TLR9、

TLR10およびNOD2の遺伝子発現量の有意な上

昇が観察された。これらの遺伝子の発現上昇

はいずれも炎症性サイトカイン（IL-1β、

IL-6、IL-8/CXCL8 および TNF-α）の発現上

昇と有意に相関していた。しかしながら、こ

の発現上昇は病変部に限局して認められ、症

例犬の非病変部結腸での発現レベルは健常

犬の結腸と同等であった。そのため、この PRR

の発現上昇は炎症の結果として発生したと

考えられた。（文献１５）。 

次に、ICRP 症例犬における PRR の機能を評

価するために、ICRP 症例犬 26 頭および対照

の MD16 頭より末梢血由来単球を分離・培養

し、IL-1βの遺伝子発現および蛋白産生量を

指標として NOD1、NOD2、TLR1/2、TLR2、TLR2/6、

TLR4、TLR5 および TLR9 のリガンド刺激に対

する反応性を評価した。その結果、IL-1βの

遺伝子発現レベルは NOD2 のリガンド刺激時

に ICRP 症例犬でより高値となり、IL-1βの

蛋白産生量は NOD2、TLR1/2、TLR2 および

TLR2/6 のリガンド刺激時に ICRP 症例犬で亢

進していることが明らかとなった。このこと

より、ICRP 症例犬では NOD2、TLR1/2、TLR2

および TLR2/6 の反応性が亢進していること

が示唆された。（下図、文献１０より抜粋）。 



 

そこで、この NOD2 に遺伝的変異が存在す

るのではないかと考え、データベース上の塩

基配列を参照し、犬の NOD2 遺伝子の全翻訳

領域（3,042 bp）をクローニングした。次に、

ICRP 症例犬、対照および健常犬のゲノム DNA

を用いて NOD2 遺伝子の全長をダイレクトシ

ーケンスにより解析したところ、合計で 13

ヶ所の一塩基多型（SNP）が同定され、NOD2

のエクソン3に存在する4つのSNP（A1532G、

T1573C、C1688G および G1880A）は実験ビー

グル犬よりも ICRP 症例犬および対照 MDで多

く認められる傾向にあった。さらに ICRP 症

例犬 63 頭、対照 MD82 頭および対照の様々な

犬種 237 頭について、ゲノム DNA をダイレク

トシーケンスすることによりこの 4 つの SNP

の遺伝子型を決定した。その結果、ICRP 症例

犬群の変異アレル頻度は対照 MD 群よりも有

意に高く、不完全優性遺伝モデルにおいて有

意に ICRP の発生と関連することが明らかと

なった。（下表、文献９より抜粋）。 

 

２）ﾐﾆﾁｭｱ･ﾀﾞｯｸｽﾌﾝﾄﾞの ICRP の腸内細菌叢

の解析 

ICRP 症例犬 6 頭および健常な MD12 頭より

糞便を採取し、その腸内細菌叢構成について

次世代シーケンサー（Illumina MiSeq）によ

る 16S rRNA 解析を実施したところ、ICRP 症

例犬は健常犬とは異なる細菌叢を有し、ICRP

の寛解にしたがって細菌叢構成も健常化し

ていくことが明らかとなった。また、ICRP 症

例 犬 で は Fusobacteriaceae の 増 加 や

Lachnospiraceae の減少が顕著に認められた

（下図、文献３より抜粋）。 

 

＊これら一連の研究により、ICRP 症例犬にお

ける自然免疫と腸内細菌叢の異常が明らか

となった。今回報告した PRR の発現および機

能異常と遺伝的素因、ならびに腸内細菌叢の

変動が ICRP の粘膜炎症の発生に寄与してい

ることが示唆された。 

 

３）犬の慢性腸症におけるリンパ球抗原レセ

プター遺伝子再構成(PARR)の有無や制御性

Ｔ細胞(Treg)数の臨床的意義 

柴犬の慢性腸症は他の犬種に比較して予

後が悪いことをこれまでに報告してきたが、

その病態解明のための基礎研究として、犬の

慢性腸症におけるリンパ球抗原レセプター

遺伝子再構成(PARR)と腸粘膜における制御

性 T細胞数の意義を検討した。その結果 PARR

は慢性腸炎と病理組織学的に判断される症

例でもある程度の陽性例が認めらたが、重症

例で上皮内へのリンパ球浸潤が顕著である



ほど、そして小細胞性リンパ腫であるほど陽

性率が高くなることを明らかとした（下図、

文献８より抜粋）。 

 

また PARR についてはさらに慢性腸症の中

で蛋白喪失性腸症では明らかな予後不良因

子となることも同時に明らかとし、柴犬では

PARR の陽性率が高いことを報告した。 

また Foxp3陽性の制御性Ｔ細胞数はＩＢＤ

で減少、小細胞性リンパ腫で増加し、柴犬で

は両者の鑑別に利用可能であることなどを

明らかにした（下図、文献６より抜粋）。 
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