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犬の消化器症状は、嘔吐、吐出、下痢、血便などの症状を呈し、その原因となる疾

患は、消化管における感染症（Berg ら、1979）、食餌（Leistra ら、2001）、異物、

腫瘍（Gieger、2011）、運動機能不全などのほかに、門脈体循環シャント（Matushek

ら、1990）や胆嚢粘液嚢腫などの肝胆道系疾患（Worley ら、2004）、膵炎や膵外分

泌不全などの膵疾患（Xenoulis ら、2008）、腎不全などの腎疾患（Bartges ら、2012）、

脳腫瘍や重症筋無力症など神経筋疾患（Palmer、1980）、副腎皮質機能低下症

（Romatowski、1990）や甲状腺機能低下症（Chastain、1990）などの内分泌疾患、

中毒性疾患（植物、化学物質）など極めて多岐にわたる。しかしながら、これらの疾

患に属さず慢性の消化器症状を呈し、消化管に炎症、びらん、浮腫を引き起こす原因

不明の消化管疾患は、一般に慢性腸症 Chronic Enteropathy（CE）または特発性慢

性腸症 Chronic Idiopathic Enteropathy（CIE）と呼ぶ（Jergens、1992；Allenspach、

2008）。CE は、その治療反応性によって分類され、食餌療法に反応するものを食餌

反応性腸症 Food-Responsive Enteropathy（FRE）、抗菌療法に反応するものを抗生

物質反応性腸症 Antibiotic-Responsive Enteropathy（ARE）、そしてこれらの治療に

反応せずプレドニゾロンなどのステロイド療法に反応するものをステロイド反応性

腸症 Steroid-Responsive Enteropathy（SRE）または炎症性腸疾患 Inflammatory 
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Bowel Disease（IBD）と呼ばれる（Hall、2011； Simpson ら、2011）。犬の原因不

明の慢性腸炎は、かつて人と同様に、IBD と総称されていたが、現在では、CE と総

称されるようになった。 CE および IBD の病理像は、主にリンパ球・形質細胞性腸

炎 lymphocytic-plasmacytic enteritis（LPE）（Jacobs ら、1990）、好酸球性腸炎

（Bartsch ら、1972）、肉芽腫性腸炎（Dibartola ら、1982）に分類されるが、その

ほとんどが LPE である。CE や IBD の好発犬種として、ジャーマンシェパード、バ

センジー、ヨークシャーテリア、シャーペイなどが挙げられているが（Simpson ら、

2011）、本邦では CE に関する好発犬種などの大規模な疫学調査の報告はされていな

い。 

 人と犬の IBD には、臨床上類似点は認められるが、病理組織像やその炎症部位に

大きな相違点がみられる。人の IBD は、クローン病と潰瘍性大腸炎に大別され、ク

ローン病では、主に小腸から肛門部にわたり限局性または分節性の慢性肉芽腫性炎症

を生じ、マクロファージやリンパ球などの浸潤を伴う非乾酪性類上皮細胞肉芽腫を形

成する（Barkin、1992）。一方、潰瘍性大腸炎は、主に大腸粘膜に潰瘍やびらんを生

じ、粘膜上皮に限局した好中球、リンパ球、形質細胞などの炎症細胞の浸潤と杯細胞

の減少を特徴とする。犬では、胃から直腸までの粘膜または粘膜固有層における LPE
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が主体であるが、人と異なり十二指腸に病変が生じやすい。人のクローン病や潰瘍性

大腸炎では、回腸と結腸に病変が生じやすい傾向にある。 

人の IBD の病因においては、さまざまな研究が行われており、遺伝的要因を背景

に食事や細菌などの要因と不適切な免疫反応の相互作用により起こっていると考え

られている（Sartor、1995）。また、現在までにさまざまな IBD 感受性遺伝子が特定

されており、CARD15（NOD2）、ATG16L1、IRGM などの細胞内異物排除にかかわ

る遺伝子や IL23R とそのシグナル経路の遺伝子など、30 カ所以上が明らかにされて

いる（Barrett ら、2008）。  

しかしながら、これらの遺伝子変異は、人種、民族間で異なるためさらなる検討が

必要である。環境要因としては、腸内細菌叢のバランスの乱れが免疫寛容の破綻を招

き、IBD を惹起すると考えられている。腸内細菌の IBD 発症の関与に関しては、IBD

モデルマウスを通常の環境下で飼育すると腸炎が自然発症するが、これらのマウスを

細菌が全く存在しない環境下に置くと腸炎を発症しないことから、各種細菌が IBD

の発症に重要な役割を果たしていると考えられている（Sellon ら、1998）。宿主の消

化管粘膜の免疫異常としては、クローン病では活動期の粘膜内マクロファージにより

産生される TNF-α、IL-1、IL-6、IL-8、IL-12、IL-18、IFN-γなどの炎症性サイトカイ
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ンが過剰に産生され、Th1 優位のサイトカイン産生により病態が形成されると考えら

れている。一方、潰瘍性大腸炎においては IgG 分泌細胞の B 細胞系の増加が認められ

ることや抗大腸抗体、抗ムチン抗体、抗トロポミオシン抗体など種々の自己抗体が認

められている。また、従来 Th2 優位と考えられていたが、病変の局所では Th1 優位の

報告もあり、Th1/Th2 バランスについては必ずしも一定の見解は得られていない（Shih

ら、2008）。一方、近年新たなヘルパーT 細胞サブセットとして Th17 が提唱され、

Th17/IL23 型の免疫反応が病態の形成に関与する可能性も示唆されている（Yen ら、

2006）。さらに最近では、自然免疫異常の関与も指摘されており、細菌やウイルスの

菌体成分を認識する Toll-like receptor（TLR）や Nucleotide oligomerization domain two 

(NOD2)などが消化管粘膜で過剰に発現し、核内因子 kappa B（NF-kappa B）を活性化

することにより炎症性サイトカインなどの発現を誘導し、炎症を惹起しているとの報

告がある（Stronati ら、2008）。 

 犬の IBD の病因は、人と同様に遺伝的要因を背景に食餌や細菌などの環境要因と

不適切な免疫反応の相互作用により起こっていると考えられているが、人のように多

くの研究はなされていない。犬の IBD では、消化管粘膜において CD3、CD4、CD8

陽性 T 細胞が増加しており（Jergens ら、1999；German ら、2001）、サイトカイン
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に関しては、Th1 と Th2 の両方のサイトカインの発現が亢進していたとの報告があ

る（German ら、2000；Peter ら、2005；Jergens ら、2009）。また自然免疫異常に

関しては、NOD2 遺伝子の変異が IBD のジャーマンシェパードで認められている

（Kathrani ら、2010）。また、TLR2、4、9 がジャーマンシェパードの消化管粘膜で

高度に発現しているとの報告がある（Burgner ら、2009）。さらに最近、TLR5 の遺

伝子変異により、細菌の鞭毛成分のフラジェリンに対し過剰反応が起き NF-kappa B

を活性化させ、炎症を惹起している可能性が考えられている（Kathrani ら、2012）。

また、Luckschander らの研究では、CE の十二指腸粘膜で NF-kappa B が活性化し

ていたとの報告がある（2010）。しかしながら、CE における自然免疫異常に関して、

いまだ不明な点が多く残されている。さらに、人の IBD の研究では炎症局所への炎

症細胞浸潤に関与する細胞接着分子などが病態へ関与することが示唆されている

（Nakamura ら、1993；Briskin ら、1997）。過去、我々の研究室では、健常犬にお

ける接着分子の検討（Miura ら、2005）は行ったが、犬の IBD、LPE においての報

告はない。そこで本研究では、犬の CE における病態解明を目的とし、以下の検討を

行った。 

 第 2章では犬のCE の疫学調査の一環として、本邦の好発犬種である柴犬に関して、
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臨床的特徴と予後不良因子の検討を行った。第 3 章では、CE を呈した症例のうち、

内視鏡検査と病理組織学的検査において リンパ球・形質細胞性結腸炎

lymphocytic-plasmacytic coritis（LPC）と診断した犬において NF-kappa B 活性と

NOD2 の発現の検討を行った。第 4 章では、十二指腸の組織学的検査において LPE

と診断した犬を対象に、初期の炎症細胞の接着に関わるセレクチンファミリーとセレ

クチンリガンドである P-Selectin Glycoprotein Ligand 1 (PSGL-1) の発現の検討を

行った。さらに、第 5 章では、LPE 発症犬の十二指腸においてセレクチンと同様に、

細胞接着に関わる免疫グロブリンスーパーファミリーの発現、NF-kappa B 活性とそ

れに関わる炎症性サイトカイン、NOD2 の発現の検討を行った。 
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第 2 章 

 

犬の CE の疫学調査ならびに柴犬の IBD における臨床的特徴と 

予後不良因子の検討 
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 2.1 はじめに 

 

 慢性腸症（CE）は、一般に犬において慢性的な嘔吐、下痢を引き起こす消化管疾

患の総称で、その治療反応によって、炎症性腸疾患（IBD）、抗生物質反応性腸症（ARE）、

食餌反応性腸症（FRE）に分類される（Hall ら、2005）。CE の疫学調査に関しては、

これまでにいくつかの報告（Jergens ら、1992；Craven ら、2004；Allenspach ら、

2007）があり、IBD、ARE、FRE のそれぞれの好発犬種や年齢、性別などについて

明らかにされている。また、病理像に関する検討もされており、リンパ球・形質細胞

性腸炎（LPE）が最も一般的であることが示されている。しかしながら、我が国にお

ける CE の大規模な調査は行われておらず、詳細な情報はない。 

 CE を呈する症例は、さまざまな犬種で報告されているが、特に欧米ではジャーマ

ンシェパードドッグ（Batt ら、1983；Allenspach ら、2010；Kathrani ら、2010）

やバセンジー（Breitschwerdt ら、1984）、ボクサー（Simpson ら、2006；Craven、

2010）の報告が多い。柴犬も CE の好発犬種であり（Ohno ら、2006；Ohmi ら、2011）、

他の犬種に比べ予後が非常に悪く、6か月生存率が50%程度であると報告されている。

柴犬は、もともとアトピー性皮膚炎などの免疫疾患に罹患しやすいことが知られてお
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り（Masuda ら、2000）、消化管においても各種の食餌や細菌抗原に対して異常な免

疫応答が引き起こされている可能性が示唆されている。しかしながら CE を呈した柴

犬の中にも、短期間で死亡する例が存在する一方、長期間生存する例も存在する。 

 そこで、本研究では、まず CE を呈した犬の犬種、年齢、性別について詳細な疫学

調査を行い、さらに CE の柴犬での短期生存群、長期生存群の臨床的、血液検査的、

病理組織学的特徴、治療反応、予後に関する特徴を明らかにした。またこれらのデー

タに基づき、CE を呈した柴犬における予後不良の危険因子について検討した。 
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2.2 材料および方法 

 

2.2.1 症例（CE） 

 2007 年から 2009 年に日本大学生物資源科学部付属動物病院（ANIMAL 

MEDICAL CENTER; ANMEC）に来院した犬 2330 頭のうち、CE を呈した 86 頭を

対象とし、犬種、年齢、性別の調査を行った。これらの症例は、血液検査、糞便検査、

レントゲン検査ならびに、腹部超音波検査により他の疾患を除外し、さらに内視鏡検

査で組織の採材を行い、病理組織学的に LPE と診断したものである。 

 

2.2.2 症例（柴犬） 

 2005 年から 2011 年に ANMEC に来院した CE を呈した柴犬 24 頭を対象とした。

これらの症例は、嘔吐、下痢、体重減少などの慢性の消化器症状を 3 週間以上呈して

おり、内視鏡検査にて組織の採材を行った後、病理組織学的に LPE と診断したもの

である。さらにこれらの症例は、血液検査、糞便検査、レントゲン検査および、腹部

超音波検査により他の疾患を除外した。また、生存期間を 6 か月で区切り、6 か月以

内に死亡した症例群を短期生存群（Short survivors; Ss）、6 か月以上生存した症例を
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長期生存群（Long survivors; Ls）とした。全ての症例において、2 週間以上の抗生

剤治療（メトロニダゾール、10 mg/kg、BID）および、食餌療法（低アレルギー食）

が行ったが、治療に反応しなかった。その後、プレドニゾロン療法により 1 mg/kg/day

（Ss：6 頭：Ls：8 頭）または 2 mg/kg/day（Ss：10 頭、Ls：1 頭）の用量にて治療

を開始した。治療反応によって、プレドニゾロンの増量を行い反応が悪い症例では、

シクロスポリン（5-10 mg/kg/day）やアザチオプリン（2 mg/kg/day）の免疫抑制剤

も投与した。 

 

2.2.3 検査所見 

 1） シグナルメントと臨床症状の評価 

それぞれの群において、性別（Sex）、年齢（Age）、体重（Body weight）について

調査した。また、臨床症状の重症度判定には、Jergens ら（2003）によって提唱され

た Canine inflammatory bowel disease activity index（CIBDAI）を用いた。活動性、

食欲、嘔吐の頻度、糞便の性状、排便の頻度、体重減少の 6 項目に分け、それぞれに

0 から 3 のスコアを付けた。それぞれの項目毎のスコアを合計し、スコア 9 以上を重

度 IBD、6 から 8 を中程度 IBD、4 から 5 を軽度 IBD、3 以下を臨床上治療不要な IBD
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とした。 

 

2） 血液検査 

 血液検査では、血球容積（PCV）、血小板数（PLT）、白血球数（WBC）、好中球数、

リンパ球数、単球数、好酸球数を測定した。また、血液凝固系検査として、アンチト

ロンビンⅢ（ATⅢ）、プロトロンビン時間（PT）、活性化部分トロンボプラスチン時

間（APTT）、フィブリノーゲン（Fib）を測定した。さらに、血液化学検査において、

血中尿素窒素（BUN）、クレアチニン（CRE）、アルカリホスファターゼ（ALP）、ア

ラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT）、カルシウム（Ca）、リン（IP）、グルコー

ス（Glu）、ナトリウム（Na）、カリウム（K）、クロール（Cl）、アルブミン（ALB）、

グロブリン（Glob）、総タンパク（TP）、血清蛋白分画、総コレステロール（T. Chol）、

C 反応性蛋白（CRP）を測定した。 

 

 3） 病理組織学的検査 

 消化管内視鏡検査において採材された組織を、構造的変化と炎症細胞の浸潤程度を

基に重症度判定を行い、スコア 0（正常）、スコア 1（軽度）、スコア 2（中程度）、ス
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コア 3（重度）に分類した。 

 

 4） 治療反応 

治療反応のスコアに関しては、治療に全く反応しないものをスコア 0（poor）、治

療に反応はしたが、完全には症状の消失をみとめなかったものをスコア 1（partial）、

治療に反応し、症状の完全な消失を認めたものをスコア 2（good）とした。さらにそ

れぞれの群において、初期治療に反応していた日数を比較した。 

 

5） 予後 

 予後に関しては、治療反応が悪くなってから死亡するまでの日数、生存日数、死亡

率を調査した。さらに長期生存群の経過に関する情報は、一次診療の紹介病院から得

た。予後不良の危険因子は、CIBDAI、血液検査、病理スコア、治療反応において調

査した。 

 

2.2.4 統計処理 

 CE 症例の年齢に関しては、平均±標準偏差（mean±S.D.）で表記した。その他の
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測定値に関しては、中央値（範囲）で表記した。カテゴリーデータは、パーセンテー

ジ（%）または、比率で表記した。Fisher's exact test は、カテゴリーデータの比較

に使用した。Mann–Whitney U test は、Ss と Ls の数値データの比較に使用した。

Kaplan-Meier 生存曲線と log-rank test は、生存期間のデータの解析に使用した。相

関関係は、Spearman's rank correlation test によって解析した。オッズ比（OR）は、

単一予測変数のロジスティック回帰モデルから算出し分析した。また、CE の好発犬

種の解析にオッズ比を用いた。多変量ロジスティック回帰分析には、サンプルサイズ

が小さすぎたため、予後不良の危険因子の解析には、単変量ロジスティック回帰分析

を使用した。また、Receiver Operatorating Characteristic（ROC）曲線は、年齢と

CIBDAI のカットオフ値の決定に用いた。なお、統計学的な有意水準は P < 0.05 とし

た。統計分析には、GraphPad Prism 5 for Mac OS（GraphPad Software Inc., San 

Diego, CA, US）、SigmaPlot 12（SYSTAT Software Inc., San Jose, CA, US）を使

用した。 
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2.3 結果 

 

2.3.1 CE の犬種、性別、年齢  

 調査期間中に来院した犬 2,330 頭中、86 頭を内視鏡検査で採材した組織所見によ

り LPE と診断した。そのうち柴犬（OR 5.5, P < 0.01）、ウェストハイランドホワイ

トテリア（OR 5.8, P < 0.05）、ジャーマンシェパード（OR 3.8, P < 0.05）、ミニチュ

アピンシャー（OR 3.2, P < 0.01）が他の犬種と比較して有意に発症頻度が高かった

（表 2-1）。性別では、オス 51 頭（59.3 %）のうち去勢オスが 23 頭、未去勢オスが

28 頭であった。また、メス 35 頭（40.7 %）のうち、避妊メスが 23 頭、未避妊メス

が 12 頭であった。平均年齢は、6±3.5 歳齢であった。 

 

2.3.2 CE を呈した柴犬の性別、年齢、体重 

 本研究で CE を呈していた全ての柴犬 25 頭が、病理組織学的検査において、LPE

を伴う IBD と診断された。そのうち、Ss 群は 16 頭、Ls 群は 9 頭であった。性別に

関しては、Ss 群ではオスが 9 頭（去勢オスが 4 頭、未去勢オスが 5 頭）で、メスは、

7 頭（避妊メスが 4 頭、未避妊メスが 3 頭）であった。一方、Ls 群では、オスが 6
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頭（オスが 2 頭、未去勢オスが 4 頭）であり、メスは、3 頭（全て避妊メス）であっ

た。性分布は、Ss 群と Ls 群では統計的に有意差は認められなかった（表 2-2）。 

 全症例における年齢の中央値は、7 歳齢（平均 8.5 歳齢）であった。Ss 群の中央値

は、7.5 歳齢（平均 7.6 歳齢、範囲 3 ~ 13 歳齢）で、Ls 群の中央値、5 歳齢（平均

5.2 歳齢、範囲 1 ~ 10 歳齢）に比べ有意に高値を示した（P < 0.05）（表 2-2）。 

 Ss 群における体重の中央値は、10.5 kg（範囲 4 ~ 17 kg）、Ls 群の中央値は、10 kg

（範囲 4.8 ~ 14 kg）であった。Ss 群と Ls 群の中央値に、統計学的な有意差はなか

った（表 2-2）。 

 

2.3.3 CE を呈した柴犬の臨床症状と重症度 

 全ての症例が、小腸性の消化器症状を示していた。CIBDAI の中央値は、Ss 群で

12 ポイント（範囲 4 ~ 17 ポイント）、Ls 群では、7 ポイント（範囲 4 ~ 13 ポイント）

と、Ss 群で有意に高値を示した（P < 0.05）。特に、Ss 群の活動性（P < 0.05）、食欲

（P = 0.01）、体重減少（P < 0.05）の項目の重症度は Ls 群に比べ、Ss 群で有意に高

かった（表 2-2）。 
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2.3.4 血液検査所見 

 血液検査は、全ての症例で実施したが、どの項目においても Ss 群と Ls 群で統計学

的有意差は認められなかった。また、血液凝固系検査においても統計学的有意差は認

められなかった。 

 血液化学検査に関しては、TP、CRE、CRP 値において、それぞれの群の間に統計

学的有意差が認められた（表 2-3）。Ss 群における TP 濃度の中央値は、5.4 g/dl（範

囲 3.6 ~ 7.3 g/dl）と、Ls 群は 6.2 g/dl（範囲 4.8 ~ 7.6 g/dl）に比べ有意に低値を示

した（P < 0.05）。また、低蛋白血症の症例は、Ss 群で 6 頭（37.5 %）であったのに

対し、Ls 群では 1 頭（11.1 %）のみであった。 

Ss群におけるCREの中央値は、0.8 mg/dl（範囲 0.4 ~ 1.1 mg/dl）で、Ls群は 1 mg/dl

（範囲 0.4 ~ 1.7 mg/dl）であり、Ss 群が統計学的に有意に低値を示した（P < 0.05）。

また、CRE の値が正常値範囲（0.5 ~ 1.8 mg/dl）を下回っていた症例は、Ss 群で 2

例（12.5 %）、Ls 群では 1 例（11.1 %）であった。 

 Ss 群における CRP の中央値は、1.7 mg/dl（範囲 0.05 ~ 12 mg/dl）と、Ls 群の 0．

15 mg/dl（範囲 0 ~ 2.5 mg/dl）に比べ有意に高値を示した（P < 0.05）。また、CRP

が高値を示した症例は、Ss 群で 10 頭（62.5 %）であったのに対し、Ls 群では 2 例
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（22.2 %）のみであった。 

 

2.3.5 病理組織学的検査所見 

全症例において、上部消化管内視鏡検査により採材し胃、十二指腸の組織評価を行

った。Ss 群における病理スコアの中央値は、3（平均 2.8 範囲 2 ~ 3）で、Ls 群の中

央値も 3（平均 2.3 範囲 1 ~ 3）であった。統計学的には、Ss 群が Ls 群よりも有意

に高値を示した（P < 0.05）（表 2-4）。また、Ss 群ではスコア 3（重度）を示したの

は、14 頭（87.5 %）で、Ls 群では、6 頭（66.6 %）であった。 

胃においては、両群で病理スコアに統計学的有意差はなかった。また、多くの症例

（Ss 群 12 頭、75 %；Ls 群 6 頭、66.6 %）が組織学的に、正常（スコア 0）と評価

された。重度（スコア 3）と評価されたのは、両群でそれぞれ 1 頭であった。 

 

2.3.6 治療反応 

プレドニゾロンの投与量が、2 mg/kg/day 以上の症例は、Ss 群が 16 頭中 11 頭で、

Ls 群の 9 頭中 1 頭に比べ、有意に Ss 群のほうが多かった（P < 0.05）。さらに、プ

レドニゾロンの投与量を減らすことができた症例は、Ss 群の 3 頭に比べ、Ls 群では
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7 頭と、Ls 群のほうが有意に多かった（P < 0.01）。Ls 群の 2 頭は完全にプレドニゾ

ロンの投与を休薬することができたのに対し、その他の 7 頭は 0.5 mg/kg/day（5 頭）

または、1 mg/kg/day（2 頭）で維持することが可能であった。 

初期治療において、25 頭中 21 頭（84 %）が反応した。そのうち、Ss 群でスコア

2（good）であったのが 7 頭（43.8 %）、スコア 1（partial）であったのが 5 頭（31.2 %）、

スコア 0（poor）であったのが 4 頭（25 %）であった。Ls 群では、9 頭全ての症例

（100 %）がスコア 2（good）であった。その治療反応スコアの中央値は、Ss 群がス

コア 1（範囲 0 ~ 2）で、Ls 群がスコア 2（範囲 2）であり、Ss 群の治療反応は Ls

群に比べ、有意に低かった（P < 0.01）（表 2-4）。 

初期治療に対する反応期間の分析には、治療に反応し続けた症例（Ls 群の 4 頭）

と最初から全く反応しなかった症例（Ss 群の 4 頭）は除外した。治療反応日数の中

央値は、Ss 群は 42.5 日（範囲 20 ~ 91 日）と、Ls 群の 285 日（範囲 196 ~ 1026

日）に対し、有意に短かった（P < 0.01）（表 2-4）。 

プレドニゾロン療法に反応しない症例は、シクロスポリンまたはアザチオプリンを

投与した。シクロスポリンを投与された症例は、Ss 群で 10 頭（62.5 %）、Ls 群で 2

頭（22.2 %）であった。アザチオプリンは、Ss 群の 1 頭のみに投与された。しかし
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ながら、これらの免疫抑制剤に反応した症例はなかった。 

 

2.3.7 予後 

治療に対する反応が消失してから死亡するまでの日数の分析には、治療に反応し続

けた症例（Ls 群の 4 頭）と最初から全く反応しなかった症例（Ss 群の 4 頭）は除外

した。死亡までの日数の中央値は、Ss 群は 19.5 日（範囲 0 ~ 90 日）と、Ls 群の 151

日（範囲 35 ~ 218 日）に対し、有意に短かった（P < 0.05）（表 4）。 

生存日数は、Ls 群の中央値が 800 日（範囲 231 ~ 2204 日）であったのに対し、

Ss 群では 73 日（範囲 26 ~ 171 日）と有意に短かった（P < 0.0001）。柴犬の全症例

（25 頭）における生存日数の中央値は 101 日で、6 か月生存率、1 年生存率、3 年生

存率、5 年生存率は、それぞれ、36 %（9/25）、32 %（8/25）、16 %（4/25）、8 %（2/25）

であった。 

柴犬の全症例の死亡率は、84 %（21/25）であった。Ss 群の死亡率は、16 頭（100 %）

と、Ls 群の 5 頭（55.5 %）に比べ有意に高かった（P = 0.01）（図 2-1）。死亡した症

例全てが、CE に関連した疾患で死亡した。死亡の原因は、吸収不良による衰弱死

（18/21、85.7 %）と消化管出血（3/21、14.3 %）であった。 
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2.3.8 シグナルメント、臨床症状、検査所見、治療反応、予後との関係  

全症例において、年齢、CIBDAI、TP、CRP、初期治療反応日数、治療反応悪化か

ら死亡するまでの日数、生存日数についての関係を分析した。その結果、生存日数と

年齢（rs = — 0.53、P < 0.01）、CRP（rs = — 0.56、P < 0.01）、TP（rs = 0.45、P < 0.05）、

治療反応悪化から死亡するまでの日数（rs = 0.64、P < 0.01）に相関関係がみられた。

さらに、CIBDAI と CRP（rs = 0.52、P < 0.01）、初期治療反応日数と治療反応悪化

から死亡するまでの日数（rs = 0.53、P < 0.05）においても相関性が認められた（表

2-5）。 

 

2.3.9 予後不良の危険因子 

 年齢、CIBDAI、CRP、初期治療反応スコア、初期治療反応日数において予後不良

の危険因子を分析した。単変量ロジスティック回帰分析では、年齢（P < 0.05、OR 7.7、

CI 95% 1.1 ~ 51.2）と CIBDAI（P < 0.05、OR 1.5、CI 95% 1.1 ~ 1.9）が危険因子

となることが明らかとなった。年齢のカットオフ値は、7 歳齢で、感度 0.7、特異度

0.78、曲線下面積 0.81 であった（図 2-2）。また、CIBDAI のカットオフ値は、9 ポ
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イントで、感度 0.88、特異度 0.68、曲線下面積 0.75 であった（図 2-3）。そのほか

の因子は、予後不良の危険因子にはならなかった。 
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表 2-1 CE の症例の犬種と来院頭数 

  

Bleed CE頭数 (%) 来院頭数 OR P value

Shiba 13 6.74 193 5.52 　　　<0.01

Miniature Dachshund 10 2.08 480 0.49 　　　<0.05

Welsh Corgi 6 3.85 156 1.04

Shih Tzu 6 3.92 153 1.06

Yorkshire Terrier 5 3.7 135 1.003

Chihuahua 4 2.26 177 0.58

West Highland White Terrier 3 17.6 17 5.75 　　　<0.01

Toy Poodle 3 1.97 152 0.5

German Shepherd Dog 3 12.5 24 3.82 　　　<0.05

Papillon 3 4.55 66 1.25

French Bulldog 3 5.36 56 1.49

Miniature Pinscher 3 10.7 28 3.2 　　　<0.05

Siberian Husky 2 25 8 8.88 　　　<0.01

Labrador Retriever 2 2.35 85 0.61

Bernese Mountain Dog 2 9.52 21 2.78

American Cocker Spaniel 2 5.88 34 1.64

Miniature Schnauzer 1 2 50 0.52

Whippet 1 20 5 6.58

Golden Retriever 1 0.72 138 0.18

Japanese Terrier 1 100 1 　　　　-
Boston Terrier 1 16.7 6 5.26

Boxer 1 25 4 8.78

Cavalier King Charles Spaniel 1 1.69 59 0.44

Jack Russell Terrier 1 7.14 14 2.01

Standard Poodle 1 33.3 3 13.1 　　　<0.01

Maltese 1 1.32 76 0.34

Border Collie 1 4.55 22 1.25

Mixed Breeds 5 2.4 208 0.62  

OR: オッズ比 
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表 2-2 短期生存群と長期生存群のシグナルメントと臨床症状のスコアの比較 

 

Item examined 　　  Ss      Range n 　　　Ls      Range n 　　       P

Sex (Male : Female)       9 : 7 － 16        6 : 3 － 9 0.6913

Age (years) 7.5 3-13 16 5 1-10 9 0.0462

Body weight (kg) 10.5 4-17 16 10 4.8-14 9 0.9321

CIBDAI (score) 12 4-17 16 7 4-13 9 0.0131

　　　Attitude/Activity 2 0-3 16 0 0-2 9 0.0364

　　　Appetite 2 0-3 16 0 0-3 9 0.01

　　　Vomiting 0 0-3 16 2 0-3 9 0.229

　　　Stool consistency 3 2-3 16 3 0-3 9 0.156

　　　Stool frequency 1 0-3 16 0 0-2 9 0.1047

　　　Weight loss 3 1-3 16 2 0-3 9 0.0337  

Ss: 短期生存群、Ls: 長期生存群 
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表 2-3 短期生存群と長期生存群の血液検査所見の比較 

 

Item examined 　　　Ss        Range n 　　　Ls         Range 　n 　　　　P

WBC (/μｌ) 17750 11300-50700 16 16000 7200-21900 9 0.3648

　Seg (/μｌ) 10355 2585-47405 16 10868 1460-20148 9 0.2949

  Lymp (/μｌ) 1002 57-3364 16 1881 555-2431 9 0.3802

  Mon (/μｌ) 734 232-5134 16 930 10-5600 9 0.8429

  Eos (/μｌ) 56 0-3102 16 185 0-920 9 0.3802

PLT (/μｌ) 420000 60300-611000 16 332 153-531 9 0.1486

PCV (%) 37 27.5-49.0 16 38 31.0-46.0 9 0.3071

AT (%) 87 68-134 14 99 67-109 7 0.5504

PT (sec) 8.3 6.7-10.0 14 7.8 6.2-10 6 0.7725

APTT (sec) 15 12.0-24.0 14 15 13-18 6 0.6758

Fib (mg/dl) 303 175-598 14 236 93-393 6 0.2834

ALB (g/dl) 1.65 0.7-3.1 16 2.3 1.6-3.5 9 0.1124

TP (g/dl) 5.4 3.2-7.3 16 6.2 4.8-7.6 9 0.0173

Glob (g/dl) 3.2 2.6-4.5 16 3.6 3-4.8 9 0.0887

  α‐1 (%) 4.6 3.3-9.4 11 4.0 2.8-5.1 5 0.1405

  α‐2 (%) 15.2 7.9-20.3 11 9.4 7.2-19.9 5 0.3644

  β (%) 13.7 4.5-20.3 11 11.6 5.2-14.5 5 0.5711

  γ (%) 25.3 12-49.9 11 34.3 11.3-48.8 5 0.5711

BUN (mg/dl) 12 4-35 16 17 7-21 9 0.7331

CRE (mg/dl) 0.8 0.3-1.1 16 1.0 0.4-1.7 9 0.0194

Tcho (mg/dl) 109.5 54-229 16 98 69-238 9 0.8207

Ca (mg/dl) 8.9 7-9.9 15 9.4 8.5-10 7 0.1116

P (mg/dl) 3.2 1.5-5.4 13 3.5 1.6-5.3 4 0.8207

Na (mEq/l) 146 133-156 16 147 143-149 9 0.513

K (mEq/l) 3.9 3.0-4.8 16 3.9 3.6-4.3 9 0.7548

Cl (mEq/l) 112 91-123 16 116 105-118 9 0.5139

Glu (mg/dl) 104 85-181 16 108 78-124 9 0.4612

ALP (U/l) 189 45-956 16 74 29-273 9 0.2574

GPT (U/l) 68.5 10-1016 16 31 10-208 9 0.5705

CRP (mg/dl) 1.7 0.05-12 16 0.15 0-2.5 9 0.0135  
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表 2-4 短期生存群と長期生存群の病理スコア、治療反応、予後の比較 

 

Ss Range n Ls Range n P

病理スコア

　　  胃 0 0-3 12 0 0-3 9 0.9405

　　  十二指腸 3 2-3 16 3 1-3 9 0.0231

治療

　　　治療スコア 1 0-2 16 2 2 9 0.0079

　　　初期治療反応日数 42.5 20-91 12 285 196-1026 5 0.0019

　　　治療反応悪化から死亡するまでの日数 19.5 0-90 12 151 35-218 5 0.0131

予後

       生存日数 73 26-171 16 800 231-2204 9 <0.0001

       死亡率 (%) 100 － 16 55.5 － 9 0.01  

Ss: 短期生存群、Ls: 長期生存群 
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表 2-5 シグナルメント、CIBDAI、血液検査、病理スコア、治療反応、予後の相関性 

 

r n P

生存日数 vs 年齢 -0.524 25 0.0072

生存日数 vs CIBDAI -0.3439 25 0.0999

生存日数 vs CRP -0.56 25 0.0036

生存日数 vs TP 0.446 25 0.0254

生存日数 vs 初期 治療反応日数 0.6246 17 0.0054

CIBDAI vs CRP 0.5161 25 0.0083

CIBDAI vs 初期治療反応日数 -0.4528 17 0.068

CRP vs 初期治療反応日数 -0.2641 17 0.305

初期治療反応日数 vs 治療反応悪化から死亡までの日数 0.5298 17 0.0287  

r: 相関係数 
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図 2-1 短期生存群と長期生存群の生存曲線 

Ss: 短期生存群、Ls: 長期生存群  

A                                
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B 

 

図 2-2 年齢（A）と CIBDAI（B）の ROC 曲線 
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2.4 考察 

 本研究では、柴犬、ウェストハイランドホワイトテリア、ジャーマンシェパードが、

他の犬種と比較して有意に CE の発症頻度が高いことが明らかとなった。以前の疫学

調査の報告（Jacobs ら、1990；Jergens ら、1992；Allenspach ら、2007）では、ジ

ャーマンシェパード、ウェストハイランドホワイトテリア、ヨークシャーテリアなど

が好発犬種として報告されているが、柴犬が多いとの報告はない。もともと、柴犬は、

日本での飼育頭数は多いが、海外では少ないことが理由の一つかもしれない。性別で

は、オスが若干多い傾向があったこと、年齢が中年齢（5 歳前後）で多いという結果

は、以前の報告と一致していた。 

柴犬の CE における最近の研究では、発症年齢の中央値は、4.9 歳齢と報告されて

おり（Ohmi ら、2011）、過去の CE や IBD の報告（Jacobs ら、1990；Jergens ら、

1992；Allenspach ら、2007）とほぼ一致している。本研究においても、長期生存群

における年齢の中央値は 5 歳齢（平均 5.2 歳齢）と過去の報告とほぼ一致していた。

しかしながら、短期生存群における年齢の中央値は、7.5 歳齢（平均 7.6 歳齢）であ

り、全症例でみると 7 歳齢であった。これは、以前に報告されたステロイド療法を必

要とする CE の症例の調査の年齢（平均 6.5 歳齢）とほぼ一致する（Allenspach ら、
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2007）。また、年齢と生存期間の間に負の相関関係が認められた。したがって、高齢

の CE の柴犬は、生存期間が短く治療反応が悪い可能性があり、特に、8 歳以上の年

齢の柴犬では予後に注意が必要である。 

 これまで CE の柴犬の CIBDAI について検討した報告はないが、過去に柴犬の生存

群と非生存群を比較した論文では、元気消失と食欲不振が、非生存群で多く認められ

ている（Ohmi ら、2011）。他の LPE の犬（柴犬を多く含む）を対象とした調査では、

非生存群で食欲不振と体重減少が多くの症例で認められていることから、食欲不振は

予後不良の危険因子であると報告されている（Ohno ら、 2006）。本研究においても、

活動性の減少と体重減少のスコアが長期生存群に比べ、短期生存群で有意に高かった

が、食欲不振のスコアは、両群で違いはなかった。この違いとして、食欲不振のスコ

アは、主観的な判断によるものが強いことが原因である可能性が考えられる。 

本研究では、短期生存群の CIBDAI は、長期生存群に比べ有意に高値を示し、

CIBDAI スコア＞9 が予後不良の危険因子となった。Allenspach ら（2007）の CE

の研究では、CIBDAI スコア（＞8）が予後不良の危険因子になるが、Canine chronic 

enteropathy clinical activity index（CCECAI）のほうが、CIBDAI より強い予後不

良の危険因子になると報告している。今回、CCECAI に関しては検討しなかったこ
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とから今後、CCECAI についても検討する必要があると思われる。 

 過去の柴犬の CE では、TP の値は、生存群に比べ、非生存群で有意に低値を示す

ことが報告されている（Ohmi ら、2011）。さらに、LPE の犬 16 頭中 15 頭（93.8 %）

で低蛋白血症が認められ、予後不良因子になることも報告されている（Ohno ら、 

2006）。本研究では、低蛋白血症を示した犬は、短期生存群でわずか 37.5 %で、短期

生存群の TP の値は、長期生存群に比べ有意に低い値を示した。さらに、TP 値と生

存期間の間には相関関係があり、TP 値の低い症例は、生存期間が短いことも明らか

となった。これらの結果から、TP 値は、予後不良の危険予測因子として用いること

は難しいが、TP 値の低い症例は、予後に注意する必要があることが判明した。 

 以前の CE の研究では、CRP 値と予後、または CRP 値と CIBDAI には、関連性は

ないと報告されている（Craven ら、2007；McCann ら、2007；Allenspach ら、2007；

Ohmi ら、2011）。本研究では、CRP 値は、短期生存群で有意に高く、CRP 値と生存

期間の間には負の相関関係が認められた。また CRP 値と CIBDAI の間には、正の相

関関係が認められた。これらの結果から、腸管の強い炎症は重篤な臨床症状を引き起

こし、予後が悪化する可能性がある。しかしながら、単変量ロジスティック回帰分析

では、CRP の高い症例では予後に注意する必要はあるものの、CRP 値は予後不良の
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危険予測因子として使用するには難しいことが判明した。さらに症例を集め、CRP

と CE の予後について検討する必要があると思われた。 

 海外における CE の研究では、十二指腸の病理組織のグレードと、臨床症状の重症

度や予後とは関係はないと報告されている（Craven ら、2007；McCann ら、2007；

Allenspach ら、2007；Ohmi ら、2011）が、わが国の柴犬の CE の症例の 75%が、

十二指腸の病理組織において重度と評価された（Ohmi ら、2011）。本研究では、柴

犬の十二指腸の病理組織において重度と評価されたのは、短期生存群で 87.5 %、長

期生存群で 66.6 %と両群で有意な違いはみられなかったことから、十二指腸の病理

組織のグレードは、予後判定には使用できないことが示された。しかしながら、その

スコアの値は、短期生存群で有意に高値を示した。また、興味深いことに、胃の病理

スコアは、短期生存群、長期生存群ともにほとんどの症例が正常を示した。柴犬の

CE では、十二指腸は重度の炎症を引き起こし、胃では重篤な病変が存在しないこと

が特徴の一つであるのかもしれない。 

 短期生存群の多くの症例（10/16 頭）に、最初にプレドニゾロン 2 mg/kg/day の

用量を投与したのに対し、Ls 群の 1 例だけが 2 mg/kg/day の用量を最初に投与した。

この理由は、短期生存群は臨床症状や検査所見が長期生存群より重篤であったためで
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あった。また 2 mg/kg/day 以上の用量を最終的に投与された症例は、長期生存群で 9

頭中 1 頭に対し、短期生存群では 16 頭中 11 頭と、有意に多かった。これは、短期生

存群のほうが、治療により高用量のプレドニゾロンが必要であったことを示している。

一方、長期生存群の全症例がプレドニゾロンの投与を休薬することができたか、また

は 0.5 mg/kg/day、1 mg/kg/day の抗炎症量で状態を維持することが可能であった。

したがって、長期生存群では、低用量のプレドニゾロンで状態を維持できることを示

している。 

 初期治療で部分的に、または十分な反応が認められた症例は、短期生存群では 75 %、

そして長期生存群では全症例（100 %）であった。しかしながら、短期生存群の初期

治療反応スコアは長期生存群よりも低値であった。治療反応においては、LPE 犬に

関する研究があり（Ohno ら、2006）、治療に反応したのは、短期生存群で 12.5 %、

長期生存群で 87.5 %であり、治療反応の良否は予後不良の危険予測因子となる可能

性があると報告されている。この報告と本研究との違いは、本研究では、柴犬のみで

治療反応を評価したことや、治療プロトコールが異なったことが原因である可能性が

ある。本研究の成績から、柴犬の CE は初期治療に、反応する症例は多いが、予後は

不良になる可能性があることが判明した。また、初期治療の反応性は、予後不良の危
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険予測因子にはならない可能性が示唆された。 

 初期治療の反応期間は、短期生存群では、42.5 日（範囲 20 ~ 90 日）で、長期生

存群の 285 日（範囲 196 ~ 1026 日）に比べ有意に短く、治療反応が悪化してから死

亡するまでの期間も短期生存群で有意に短かった。また、初期治療反応期間と生存日

数においても正の相関が認められた。これらの結果から、短期間（約 3 か月）で初期

治療に対する反応が悪い症例は、その後の治療反応も悪く、早期に死亡する可能性が

高いと思われる。両群において、初期治療に対する反応が異なった理由は不明である

が、人のステロイド抵抗性 IBD の患者では、核内因子 kappa B（NF-kappa B）が消

化管粘膜で活性化し、グルココルチコイドレセプターの減少を引き起こし、その結果、

抗炎症効果を減少させていたとの報告（Bantel、2002）もあることから犬において

も NF-kappa B の活性化がステロイド抵抗性に関与している可能性がある。一方、低

コバラミン血症を呈している CE 犬の症例は、治療反応が悪いとの報告（Craven、

2004）や消化管粘膜などに存在し、薬剤を細胞外へ排出する働きをする P 糖蛋白の

発現が犬のプレドニゾロン抵抗性 IBD の消化管粘膜で増加しているとの報告がある

（Allenspach ら、2006）。本研究ではこれらの測定は行っていないため、短期生存群

と長期生存群の病態の違いについて更なる検討が必要と思われる。 
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 シクロスポリンは、ステロイド抵抗性 IBD の犬に有効な免疫抑制剤であることが

報告されている（Allenspach ら、2006）。しかしながら、本研究では、シクロスポリ

ンに反応を示した症例はいなかった。この理由として、消化管粘膜の重度の障害によ

り薬剤の吸収不良が引き起こされた可能性が考えられることから、消化管の粘膜障害

が重度になる前の初期段階にシクロスポリンの投与を検討する必要がある。また、今

回はシクロスポリンの吸収不良を裏付ける血中濃度の測定を行わなかったことから、

今後シクロスポリンの血中濃度とCEに対する治療の影響についても検討が必要であ

ると思われる。 

 CE 発症犬の生存期間に関しては、短期生存群の中央値 73 日であったのに対し

て長期生存群は 800 日であった。また、6 か月生存率、1 年生存率、3 年生存率、5

年生存率は、それぞれ、36 %、32 %、16 %、8 %であった。過去の CE の柴犬の研

究（Ohmi ら、2011）では、生存日数の中央値が 74 日で、6 か月生存率、1 年生存率

が、46 %、31 %、IBD や LPE の犬では、6 か月生存率が、96%、74 %であった（Jacobs

ら、1990；Ohno ら、2006）。これらの研究と比較すると、今回検討した CE の柴犬

は、非常に予後が悪いことが示された。ただし、6 か月生存率と 1 年生存率がほぼ差

がなかったことから、6 か月生存した個体は、1 年以上生存できる可能性があるが、



38 

 

最終的には約半数（55.5 %）が、CE を再発して死亡しているので、CE の柴犬は、

長期間の注意深い経過観察を行う必要があると思われる。 
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2.5 小括 

 本研究では CE の症例の現状と実態の把握を目的として、2007 年 10 月から 2009

年 2月まで日本大学動物病院に来院した犬 2330頭に対するCEの症例の割合と犬種、

年齢、性別について調査した。来院した犬 2330 頭中、86 頭が CE と診断し、そのう

ち柴犬、ウェストハイランドホワイトテリア、ジャーマンシェパード、ミニチュアピ

ンシャーが他の犬種と比較して有意に発症頻度が高いことが明らかとなった。性別は、

オス 51 頭、メス 35 頭とオスが若干多い傾向にあり、発症年齢は平均で約 6 歳であ

った。また、本研究では、CE の好発犬種である柴犬において、短期生存群と長期生

存群について臨床的、血液検査的な特徴、病理、治療反応、予後に関して比較検討を

行い、予後不良の予測因子の解析を行った。その結果、短期生存（Ss）群（生存期間

6 か月以下）は 16 頭、長期生存（Ls）群（生存期間 6 か月以上）は 9 頭であった。

全ての症例がリンパ球形質細胞性十二指腸炎を伴う IBD と診断された。年齢の中央

値は Ss 群で 7.5 歳、Ls 群で 5 歳と Ss 群が有意に高かった。年齢において最も良い

カットオフ値は 7 歳で、感度 0.7、特異度 0.78、 臨床症状の重症度スコア（CIBDAI）

の中央値は Ls 群の 7 に対し Ss 群で 12 と有意に高かった。CIBDAI において最も良

いカットオフ値は 9 で、感度 0.88、特異度 0.68 であった。したがって 7 歳以上の高
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齢の症例や、CIBDAI が 9 以上の症例では、短期間で死亡するリスクが高く、予後に

注意が必要であることが示唆された。血液生化学検査の TP、CRE、CRP 値において、

Ss 群と Ls 群の間に統計学的な有意差が認められた。しかしながら、単変量ロジステ

ィック回帰分析の結果、TP、CRE、CRP 値は予後不良の危険予測因子として使用す

るには難しいことが判明した。ただし、TP 値の低い症例、CRP 値の高い症例は、予

後に注意する必要があると思われる。病理学的重症度スコアでは重度の腸炎は、Ss

群で 14/16 （87.5%）、Ls 群で 6/9 （66.6%）であり、予後不良因子として十二指腸

の病理学的重症度は、使用できなかった。CE の柴犬の 25 頭中 21 頭で初期治療に反

応した。しかしながら初期治療に反応をした症例のうち、治療に反応していた日数の

中央値は、Ss 群が 42.5 日（20-91 日）と Ls 群の 285 日（196-1026 日）に比べ有意

に短かった。したがって、初期治療の反応日数が約 3 か月と短い症例は、早期に死亡

する可能性があることが示唆された。初期治療の反応が悪くなってから死亡するまで

の日数の中央値は、Ss 群が 19.5 日と Ls 群の 151 日に比べ優位に短かった。また、

生存日数の中央値も、Ss 群で有意に短かった（Ss:73 日 Ls:800 日）。死亡率は、全

症例では 84%（21/25）で、Ss 群で 100%、Ls 群の 55.5%であった。したがって、6

か月と 1 年生存率にあまり差がないことを考慮すると 6 か月生存する症例は、1 年以
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上生存する可能性があることが示唆された。しかしながら長期生存群の約半数が、最

終的に腸炎により死亡していることを考慮すると、長期間の経過観察が重要であると

思われた。 
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第 3 章 

 

リンパ球形質細胞性結腸炎（LPC）の犬の結腸における

NF-kappa B の活性と NOD2 mRNA の発現の検討 
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3.1 はじめに  

 リンパ球形質細胞性結腸炎（LPC）は、犬の大腸に起こる IBD の一般的な病理像

の一つであり、LPE と同様に原因不明の慢性消化器疾患であるが、食餌や細菌に対

する消化管粘膜の免疫反応の制御に何らかの異常があると考えられている（Jergens

ら、1999；Ridyard ら、2002；Burgner ら、2008）。人の IBD においては、以前か

ら獲得免疫の異常が関与していることが指摘されてきたが、近年、病原体関連分子パ

ターンを認識する機構である自然免疫の異常に注目が集められている（Abreu ら、

2004；Reuter ら、2004）。パターン認識受容体は、病原体関連分子パターンに反応

するマクロファージなどの免疫細胞や、消化管の粘膜上皮細胞のような非免疫細胞に

広く発現する受容体蛋白である（Hugot ら、2006；Mercier ら、2012）。パターン認

識受容体の中で、最も重要な受容体としては、細胞表面やエンドソーム内で細菌やウ

イルス抗原を認識する Toll-like receptor（TLR）や細胞質内で細菌抗原を認識する

Nucleotide oligomerization domain（NOD）がある（Becker ら、2007 ；Franchi

ら、2008）。NOD 蛋白は、細菌の構成成分であるリポ多糖（LPS）やペプチドグリ

カンを認識する重要な受容体蛋白である。また NOD は、自然免疫システムの中で宿

主から感染抗原の排除に重要な細胞内伝達因子である NF-kappa B を活性化する
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（Inohara ら、2001；Silverman ら、2001）。多くの研究において、この NOD ファ

ミリーの NOD2 をコードする遺伝子領域にフレームシフト突然変異が起き、消化管

での NOD2 の機能欠損を引き起こし、クローン病発症に関わっていることが報告さ

れている（Ogura ら、2001；Hugot ら、2001；Cuthbert ら、2002；Naser ら、2012）。

また、近年、NOD2 mRNA と蛋白レベルにおいて、人の IBD の消化管粘膜で発現が

亢進し、NF-kappa B を活性化しているとの報告もある（Berrebi ら、2003；Stronati

ら、2008；Wild ら、2007）。 

 犬でも、NOD2 に関する報告は、健常犬の結腸（Swerdlow ら、2006）や肛門周囲

瘻（House ら、2008、2009）でなされているが、犬の LPC に関する報告はない。ま

た、CE の犬の小腸で NF-kappa B の活性化が認められたとの報告（Luckschander

ら、2010）はあるものの、大腸における研究はされていない。 

 そこで、本研究では、LPC の犬の結腸組織において、NOD2 mRNA の発現と

NF-kappa B の活性化について検討した。 
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3.2 材料および方法 

 

3.2.1 LPC 犬 

消化管粘膜組織検体は、2011 年 6 月から 2012 年 5 月において ANMEC に来院し

た 3 週間以上大腸性の慢性消化器症状（下痢、血便、しぶりなど）を呈した犬 19 頭

から採取した。症例は、血液検査（CBC、血液化学検査）、糞便検査、レントゲン検

査、超音波検査、内視鏡検査、病理組織検査を行い、他の消化器症状を呈する疾患を

除外した。全症例の臨床症状の重症度の評価は CIBDAI を用いて行った。活動性、食

欲、嘔吐の頻度、糞便の性状、排便の頻度、体重減少の 6 つの評価項目について、そ

れぞれを 0 から 3 にスコアをつけた。 

 

3.2.2  健常犬 

 健常対照犬として、5 頭の健常ビーグル犬（メス）を用いた。年齢の中央値は、5

歳齢（範囲 3 ~ 9 歳齢）で、消化器症状などは認められなかった。また、血液検査（CBC、

血液化学検査）、糞便検査、レントゲン検査、超音波検査においても、異常所見は認

められなかった。さらに内視鏡検査により、消化管の生検を行い、病理組織検査を実
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施したが異常所見は認められなかった。 

なお、本研究における健常犬の使用は、本学生物資源科学部実験動物委員会の承認に

基づき行った（承認番号 AP11B059）。 

 

3.2.3 組織の採材と処理 

全身麻酔下において、下部消化管内視鏡（VES3 Helen, VQ—8143B flexible video 

endoscope, Olympus Medical System Corp., Tokyo, Japan）により下行結腸から生

検鉗子（VH-143-B25, Olympus Medical System Corp., Tokyo, Japan）を用いて粘

膜組織を採材した。RNA と核蛋白の分析に用いる組織は、採材後すぐに液体窒素に

浸し、使用するまで－80℃で凍結保存した。病理組織検査に用いる組織は、10 %ホ

ルマリンにて固定し、ヘマトキシリン-エオジン染色を実施した。 

 

3.2.4 RT-PCR による NOD2 mRNA 発現量の定量 

 組織は、Micro Smash ms-100R（Tomy Corp., Tokyo, Japan）によりホモジナイ

ズし、TRIzol Reagent（Life Technologies Corp., Tokyo, Japan）により全 RNA 抽

出を行った。抽出した全RNAは、オリゴdTプライマーとAvian Myeloblastosis Virus
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（AMV） reverse transcriptase（Promega Inc., Madison, WI, US）を用いて RT 反

応させ、cDNA 合成を行った。cDNA は使用するまで-20℃で保存した。PCR 反応液

は、合成した cDNA 溶液 2μl を鋳型として、Taq DNA ポリメラーゼ を 0.1μl、10×

Ex taq バッファーを 2μl、2mM dNTP を 1.6 μl、10μM の Forward および Reverse

プライマーを 1μl ずつ加え、RNase-free 滅菌精製水で全量が 20μl になるように調整

した。PCR 反応は、熱変性を 95℃、30 秒、アニーリングを 58.6℃の温度で 1 分間、

伸長反応を 72℃、1 分間の工程を 1 サイクルとして 25 サイクル行った。PCR 用のプ

ライマーとプローブの塩基配列は、表 3-1 に示した。GAPDH は内在性コントロール

遺伝子（キャリブレーター）として用いた。PCR 増幅産物は 2％アガロースゲルを用

いて電気泳動し、エチジウムブロマイド染色を 30 分行い、紫外線照射下で観察した。

バンドは Software Quantity One（Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, US）によ

り解析した。 

 

3.2.5 ゲルシフトアッセイ 

ホモジナイズした組織は、NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Kit

（Pierce, Rockfold, IL, US）により核蛋白と細胞質の分離を行い、核蛋白抽出を行っ
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た。蛋白濃度の調整は、BCA Protein Assay Kit-Reducing Agent Compatible（Pierce, 

Rockford, IL, US）を用いて行った。DNA プローブは、95 ℃で、5 分間加熱後、室

温まで冷却しアニーリングした。DNA プローブに使用された二本鎖オリゴ DNA は、

NF-kappa B に対する共通塩基配列（3´ - T C A A C T C C C C T G A A A G G G T C 

C G - 5´）を保有しており、さらに蛍光色素である Cy 5 によって標識した。核蛋白（10 

μg）と DNA プローブ（17.5 fmol）は、バインディングバッファー 20 μl（5 M NaCl, 

1 M Tris HCl, 0.5 M EDTA pH 8, 1 M dithiothreitol, 37.8 % glycerol, 1.5 % NP-40, 

5 mg/ml bovine serum alubumin, 1 μg poly dI-dC）の中で、25 ℃、30 分間、結合

反応を行った。サンプルは、4 % ポリアクリルアミドにおいて、100V、1 時間、電

気泳動を行った。ゲルの画像は、Typhoon 9410 high performance imager（GE 

Healthcare, Tokyo, Japan) と Software Quantity One（Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA, US)により解析した。 

 

3.2.6 統計処理 

 統計処理は、GraphPad Prism（GraphPad Software Inc., San Diego, CA, US）を

用いて行った。Mann–Whitney U-test は、NOD2 mRNA 発現量と NF-kappa B の
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活性化において LPC 犬と健常犬の比較に用いた。CIBDAI、NOD2 mRNA、NF-kappa 

B における相関関係は、Spearman’s rank correlation test によって解析した。なお、

統計学的な有意水準は p < 0.05 とした。 
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3.3 結果 

3.3.1 症例 

全症例において、結腸の粘膜固有層に、軽度から顕著なリンパ球と形質細胞の浸潤を

確認し、LPC と診断した。症例の年齢の中央値は、8 歳齢（範囲 2 ~ 14 歳齢）で、

オスが 8 頭（去勢オス 3 頭、未去勢オス 5 頭）であり、メスは、11 頭（避妊メス 6

頭、未避妊メス 5 頭）であった。犬種は、柴犬（3 頭）、ミニチュアダックスフント

（3 頭）、ボストンテリア（1 頭）、ミニチュアシュナウザー（1 頭）、チワワ（1 頭）、

ミニチュアピンシャー（1 頭）、パピヨン（1 頭）、ロットワイラー（1 頭）、バーニー

ズマウンテンドッグ（1 頭）、ヨークシャーテリア（1 頭）ウェルシュコーギー（1 頭）、

ジャックラッセルテリア（1 頭）、アイリッシュセッター（1 頭）、ワイアーヘアード・

フォックス・テリア（1 頭）、雑種（1 頭）であった。CIBDAI の中央値は、5（範囲

2 ~ 14）であった。 

 

3.3.2 結腸における NOD2 mRNA 発現量 

NOD2 の結腸組織の mRNA 発現量は、健常犬に比べ、LPE 犬で有意に上昇してい

た（1.6 倍、p < 0.05）（図 3-1、3-2）。  
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3.3.3 結腸における NF-kappa B 結合活性 

結腸組織における NF-kappa B 結合活性は、健常犬に比べ LPC 犬で有意に高かっ

た（1.45 倍、p < 0.05）（図 3-3）。 

 

3.3.4 相関関係 

 CIBDAI、NOD2、NF-kappa B 活性の間に相関関係は認められなかった。 
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表 3-1 半定量的 RT-PCR におけるプライマーの配列 

 

Target gene Primer sequence(5´-3´) Product size (bp) Source

NOD2 Forward CCTGAACTCATCAAAGCCATCG 559 Mathew et al.

Reverse TGCTCACCATCCTACCTATT

GAPDH Forward CTCATGACCACAGTCCATGC 412 Gen Bank　NM_008084

Reverse TGAGCTTGACAAAGTGGTCA
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 

 

 

 

図 3-1 結腸組織における PCR 増幅産物のアガロースゲル電気泳動 

M ；分子量マーカー（100 bp DNA ladder） 

                  Lane1～5；健常犬 

                Lane 6～24；LPC 犬 
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図 3-2 健常犬と LPC 犬における結腸組織の NOD2 mRNA 発現量 

Controls；健常犬（5 頭） 

Cases；LPC 犬（19 頭） 
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図 3-3 ゲルシフトアッセイによる NF-kappa B 結合活性 

Cont.；健常犬 

Cases；LPC 犬 
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図 3-2 健常犬と LPC 犬における結腸組織の NF-kappa B 結合活性の比較 

Controls；健常犬（5 頭） 

Cases；LPC 犬（19 頭） 
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3.4 考察 

 過去における人やラットの研究では、結腸炎の粘膜組織で NOD2 mRNA の発現が

亢進していたことが報告されている（Gutierrez ら、2002；Rosenstiel ら、2003；

Fujisawa ら、2006；Stronati ら、2008）。本研究においても、健常犬に比べ LPC 犬

の結腸粘膜で NOD2 mRNA の発現が亢進していた。Swerdlow らは、健常犬の結腸

粘膜上皮の初代培養細胞では NOD2 mRNA の発現は低いが、ペプチドグリカンによ

る刺激を行うと NOD2 mRNA の発現が亢進すると報告している（2006）。また、

Gutierrez らも健常人の結腸粘膜から分離培養した細胞では、通常 NOD2 mRNA の

発現は低いが、TNF-α やペプチドグリカンで刺激すると発現増強されることを報告

している（2002）。本研究では、健常犬の結腸粘膜において TNF-α やペプチドグリカ

ンなどの刺激前後の状態は不明だが、LPC 犬に比べて低発現であった。これは、粘

膜上皮やマクロファージの NOD2 が、通常、共生細菌に対し低い反応性を示すこと

で消化管粘膜の恒常性の維持に貢献していると考えられる。全身性の免疫疾患である

人のブラウ症候群では、NOD2 mRNA を制御する遺伝子部位の突然変異により

NOD2 発現亢進と NF-kappa B の活性化が引き起こされる（Tanabe ら、2004）。同

様の炎症が、LPC 犬での腸粘膜でも起こっている可能性がある。また、NOD2 ノッ
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クアウトマウスの研究では、腸内細菌が存在するにも関わらず、腸炎が全く引き起こ

されず、腸炎の惹起に NOD2 が重要な役割を果たしており、粘膜において細菌に対

する免疫反応を調節している可能性が示されている（Pauleau ら、2003）。本研究で

は、NOD2 と腸内細菌の関係性については検討していないが、以下の病態メカニズム

が想定される。1）NOD2 遺伝子の異常などにより NOD2 の発現亢進が起き、腸内細

菌の菌体構成成分に対する感受性が増加し、炎症を惹起する。2）消化管粘膜障害の

ために、腸内細菌の侵入を防ぐことができなくなる。3）腸管粘膜細胞へ細菌が侵入

することにより、NOD2 mRNA の発現増強が起こる。しかしながら、本研究では、

NOD2 蛋白やその遺伝子変異に関する検討は行っていないため、更なる検討が必要で

ある。 

Luckschander（2010）らは、CE の十二指腸粘膜で NF-kappa B が活性化してい

たと報告している。本研究においても、結腸粘膜において同様に NF-kappa B の活性

化が認められた。一般に、NF-kappa B は、NOD2 を含むさまざまなカスケードを通

して活性化される（Jobin ら、2008）。また、最近のクローン病の報告では、NOD2

のプロモーターサイトの中に NF-kappaB サイトと高い相同性を示す部分があり、

NF-kappaB が NOD2 の発現を制御していることが示されている（Rosenstiel ら、
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2003；Hu ら、2010）。IBD 犬の十二指腸と結腸では、NF-kappa B を活性化する働

きを持つ TLR2、4、9 mRNA の発現が、健常犬よりも亢進していたことが報告され

ている（Burgner ら、2008）。また最近、TLR4 および 5 の遺伝子が、ジャーマンシ

ェパードの IBD の疾患関連遺伝子であることが示された（Kathrani ら、2010）。さ

らに、TLR5 遺伝子の異常が、IBD の犬で菌体構成成分のフラジェリン蛋白に過剰反

応し、NF-kappa B を活性化し炎症を惹起することも報告されている（Kathrani ら、

2010）。本研究では、犬の LPC が、NOD2 の高発現と NF-kappa B の活性化により

引き起こされているのか、または NOD2 を発現した炎症細胞の集積が起きているの

かは不明であるが、腸内細菌や食餌抗原により NOD2、TLR、TNF-α などの受容体

を介して NF-kappa B が活性化され、NOD2 が発現し、さらに NF-kappa B の活性

化が引き起こされるというポジティブフィードバックが惹起されている可能性があ

る。その結果として、炎症性サイトカインやケモカイン、あるいは細胞接着分子など

の発現が誘導されて慢性炎症が引き起こされているのかもしれない。今後、LPC の

犬でも NF-kappa B の活性を誘導するもしくは誘導される炎症性サイトカインやケ

モカインの因子の解析を行う必要があると考えられる。 

本研究では、臨床症状のスコア（CIBDAI）と NOD2、NF-kappa B との間に、相
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関関係は認められなかった。Luckschander ら（2010）の報告でも、CIBDAI と

NF-kappa B との相関はみられていない。TLR mRNA 発現量と CIBDAI との関係を

検討した論文では、TLR2 と CIBDAI は相関がある（Mcmahon ら、2010）あるいは

相関がない（Burgner ら、2008）というように、一致した見解は得られていない。

症状の重篤さと NOD2 の発現の強さには、関連性はないのかもしれない。 

本研究では、治療後の NF-kappa B と NOD2 の解析は行っていないが、

Luckschander ら（2010）は、CE 犬の治療前後には腸管の NF-kappaB の活性が低

下していたと報告している。人の IBD 患者の研究では、NOD2 の発現と NF-kappa B

活性が、治療後有意に低下しており症状も改善している（Thiele ら、1999；Stronati

ら、2008）。実際に人では、この NF-kappa B をターゲットとした新しい治療が検討

されている（Atreya ら、2008）ことから、今後、犬の IBD の治療に関しても NF-kappa 

B、NOD2、TLR の因子活性の制御が重要になると思われる。 

ジャーマンシェパードのような犬種は、CE に罹患しやすいため、NOD2 や

NF-kappa B が高い活性を示す可能性があることから、今後、CE を発症した犬種の

違いによるこれらの因子の活性についても検討する必要があるだろう。また、それぞ

れの症例では、生活環境や飼育環境も異なることから、食餌や飼育環境あるいは、腸
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内細菌叢等の違いと NOD2、NF-kappa B の発現の関係性について、より大規模で詳

細な研究が必要になると思われる。 
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3.5 小括 

本研究では、犬の LPC において NOD2 mRNA の発現と NF-kappa B の活性の程

度を検討した。2011 年 6 月から 2012 年 5 月において ANMEC に来院した 3 週間以

上の大腸性の慢性消化器症状（下痢、血便など）を呈した犬 19 頭と健常犬 5 頭から

消化管粘膜組織検体を採取した。 

組織の NOD2 mRNA は、半定量的 RT-PCR により解析し、NF-kappa B 活性は、

ゲルシフトアッセイにより解析した。NOD2 mRNA は、LPC 群において健常犬群に

比べ 1.63 倍と有意に上昇していた。NF-kappa B の活性は、LPC 群において健常犬

群に比べ 1.45 倍と有意に上昇していた。以上の結果から、LPC の犬の消化管では、

食餌抗原や腸内細菌に対し、NOD2 を介した過剰反応が生じた結果、NF-kappa B の

活性化が起こり炎症性サイトカインやケモカインの発現を誘導している可能性があ

ることが示唆された。また、NF-kappa B がさらに NOD2 の発現を誘導するという

正のフィードバックが起こり、消化管における慢性炎症の病態構築に寄与している可

能性が示唆された。 
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第 4 章 

 

LPE の犬におけるセレクチンファミリーと 

P-Selectin Glycoprotein Ligand 1（PSGL-1）の発現の検討 

 

 

 



64 

 

4.1 はじめに 

LPE は、犬の IBD の最も典型的な病理像で、消化管の粘膜固有層におけるリンパ

球と形質細胞の浸潤を特徴とする（Guildford ら、1996；German ら、2003）。IBD

は、人や犬では、食餌抗原や腸内細菌に対する腸管免疫の異常として考えられている。

人の IBD は、クローン病と潰瘍性大腸炎に分類されるが、犬の IBD は、慢性腸疾患

の一つの型であると考えられている（Jergens ら、1992；Xavier ら、2007）。   

白血球の組織内への遊走は、炎症や免疫反応の主要な動態であり、循環血液中の白

血球が消化管の血管内皮細胞に接着し、組織内に移行・浸潤した結果として、炎症免

疫反応が起こる（Ley、2003）。循環白血球の血管内皮細胞への接着のカスケードは、

①循環白血球の血管壁への辺縁趨向、②ローリング、③血管内皮細胞への繋留、④血

管内皮細胞への強固な接着、⑤遊出、で構成される（Shimizu ら、1992）。これらの

ステップは、それぞれ特異的な接着分子によって担われており、セレクチンファミリ

ーとそのリガンドは、これらの最初のステップを惹起する（Dustin ら、1991；Hogg

ら、1992）。E セレクチンは、通常血管内皮細胞では発現していないが、TNF や IL1

などの炎症性サイトカインによって急速に発現する。L セレクチンは、巨核球や単球、

リンパ球に、P セレクチンは、活性化した血小板や血管内皮細胞に発現している。
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PSGL-1 は、血管内皮、白血球、血小板に発現し全てのセレクチンのリガンドになる

が、特に P セレクチンに対する主要なリガンドとなることが明らかとなっている（Ley、

2003）。人の IBD 患者では、血管内皮、白血球、血小板でのセレクチンの高発現が、

報告されている（Ohtani ら、1992；Koizumi ら、1992；Schürmann、1995）。さら

に、腸炎マウスやラットモデルにおいても、セレクチン mRNA の高発現が確認され

ている（Sun ら、2001；Everts ら、2003）。同様に、LPE の犬においてもセレクチ

ンとそのリガンドの高発現が、循環白血球の血管内皮への接着に寄与し、消化管の炎

症をもたらしていると考えられる。 

しかしながら、LPE 犬においてセレクチンやセレクチンリガンドに関しては、全

く検討されていない。そこで本研究では、犬における LPE とセレクチンとそのリガ

ンドの関係を明らかにすることを目的に、両因子の mRNA を相対定量し、その発現

量を健常犬と比較検討するとともに、これらの因子間の関連性や臨床症状の重症度や

病理組織のグレードとの関係を検討した。 
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4.2 材料および方法 

 

4.2.1 健常犬 

 健常対照群として、健常ビーグル犬 10 頭（オス 5 頭、メス 5 頭）を用いた。年齢

の中央値は、6 歳齢（範囲 1 ~ 10 歳齢）で、消化器症状などの臨床症状は認められ

なかった。全ての犬は、血液検査（CBC、血液化学検査）、糞便検査、レントゲン検

査、超音波検査において、異常所見は認められなかった。さらに内視鏡検査により、

消化管の生検を行い、病理組織検査を実施したが異常所見は認められなかった。 

なお、本研究における健常犬の使用は、本学生物資源科学部実験動物委員会において

承認に基づき行った（承認番号 AP11B059）。 

 

4.2.2 LPE 犬 

 第 3 章と同様に、消化管粘膜組織検体は、2011 年 3 月から 2012 年 10 月において

ANMEC に来院した 3 週間以上の小腸性の慢性消化器症状（嘔吐、下痢など）を呈し

た犬 21 頭から採取した。症例は、血液検査（CBC、血液化学検査）、糞便検査、レ

ントゲン検査、超音波検査、内視鏡検査、病理組織検査を行い、LPE 以外の消化器
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症状を呈する他の疾患を除外した。症例犬の年齢の中央値は、9 歳齢（範囲 2 ~ 14 歳

齢）で、オスが 9 頭（去勢オス 6 頭、未去勢オス 3 頭）であり、メスは、12 頭（避

妊メス 5 頭、未避妊メス 7 頭）であった。全ての症例は、第 2、3 章と同様に CIBDAI

による臨床症状の重症度スコアを算定した。総スコアにおいて 0～8 であった症例群

を Non-severe CIBDAI 群、9 以上の症例群を severe CIBDAI 群とした。犬種は、

柴犬（4 頭）、ミニチュアダックスフント（3 頭）、雑種犬（3 頭）、トイプードル（2

頭）、チワワ（1 頭）、バーニーズマウンテンドッグ（1 頭）、ヨークシャーテリア（1

頭）、ウェルシュコーギーペンブローク（1 頭）、ジャックラッセルテリア（1 頭）、ジ

ャーマンシェパード（1 頭）ビーグル（1 頭）、ポメラニアン（1 頭）、ニュージーラ

ンドハンタウェイ（1 頭）であった。CIBDAI の中央値は、9（範囲 2 ~ 17）であっ

た。 

4.2.3 組織の採材、処理、病理組織学的検査 

全身麻酔下において、上部消化管内視鏡（VES3 Helen, VQ—8143B flexible video 

endoscope, Olympus Medical System Corp., Tokyo, Japan）により十二指腸下行部

から生検鉗子（VH-143-B25, Olympus Medical System Corp., Tokyo, Japan）を用

いて粘膜組織を採材した。RNA と核蛋白の分析に用いる組織に関しては、採材後す
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ぐに液体窒素に浸し、使用するまで－80℃で凍結保存した。病理組織検査に用いる組

織は、10 %中性緩衝ホルマリンにて固定し、ヘマトキシリン・エオジンにて染色した。

病理組織は、World Small Animal Veterinary Association（WSAVA）ガイドライン

を基に、病理学専門医により評価した。十二指腸の病理組織は、形態学的特徴（絨毛、

上皮障害、陰窩拡張、リンパ管拡張、粘膜線維化）と浸潤している炎症細胞の特徴（上

皮内リンパ球、粘膜固有層のリンパ球と形質細胞、好酸球、好中球）から、0（正常）、

1（軽度）、2（中程度）3（重度）にスコア化した。総合スコアにおいて 0～8 であっ

た症例群を Non-severe 病理グレード 群、9 以上の症例群を severe 病理グレード群

とした。 

 

4.2.4 リアルタイム RT-PCR による mRNA 発現量の定量 

 組織は Micro Smash ms-100R（Tomy Corp., Tokyo, Japan）によりホモジナイズ

し、TRIzol Reagent（Life Technologies Corp., Tokyo, Japan）により全 RNA 抽出

を行った。抽出した全 RNA に、オリゴ dT プライマー1.0 μl、RNase inhibitor 0.5μl、

RNase free-water を加え 10μl になるように調整した。調整したサンプルは 70℃、

10 分間、4℃の条件で変性、アニーリングを行った。次に変性、アニーリング済み反

応液 10μl に Avian Myeloblastosis Virus (AMV) reverse transcriptase（Promega 



69 

 

Inc., Madison, WI, US）1.5μl、Mg 4μl、×10 Buffer、dNTP 2μl、RNaseDNase 

Free-water 0.5 μl を加えた。調整したサンプルは、42℃、15 分間、95℃、5 分間、4℃、 

5 分間の条件で RT 反応を行い、cDNA 合成を行った。cDNA は使用するまで－20℃

で保存した。 

リアルタイム PCR 用のプライマーとプローブの塩基配列は、表 4-1 に示した。

GAPDH は内在性コントロール遺伝子（キャリブレーター）として用いた。内在性コ

ントロール遺伝子にはいくつかの種類があり、組織によって最適な遺伝子が異なるこ

とがあるが、GAPDH は個体間での差が少さく、遺伝子の発現変化の検出に適してい

る（Peters ら、2006）。他の内在性コントロール遺伝子として βアクチン、succinate 

dehydregenase complex subunit A （SDHA）を用いたが変動が大きかったため、リ

アルタイム PCR には変動のより小さい GAPDH を用いた。 

リアルタイム PCR は Light Cycler System （Roche Diagnostics Inc., Basel, 

Switzerland）を用いた。反応液は、SYBR Primix Ex Taq（Takara Bio Inc., CA, 

USA）を 10 μl、10μM に予め調整した Forward および Reverse プライマー0.4μl

を加え、さらに 2μl のサンプル cDNA を添加し、RNase-free 滅菌蒸留水で全量が

20μl になるように調整した。増幅条件は、95℃、30 秒間を 1 サイクル反応させた後、
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95℃、5 秒間と 60℃、20 秒間の工程を 1 サイクルとして 40 サイクル行い、その後

95℃、1 秒間と 65℃、15 秒さらに 95℃、1 秒間を 1 サイクル行った。 

 リアルタイム PCR を行う前に、抽出した全 RNA サンプルにおいて GAPDH のプ

ライマーを用いて PCR と電気泳動を行い、ゲノムのコンタミネーションが存在しな

いことを確認した。定量解析には、ΔCT 法による相対定量法を実施した。 

 

4.2.5 統計処理 

 統計処理は、GraphPad Prism（GraphPad Software Inc., San Diego, CA, US）を

用いて行われた。Mann–Whitney U-test は、mRNA 発現量における LPE 犬と健常

犬、Non-severe CIBDAI 群と severe CIBDAI 群、Non-severe 病理グレード群と

severe 病理グレード群の比較に用いた。CIBDAI、病理スコア、mRNA 発現量にお

ける相関関係は、Spearman’s rank correlation test によって解析した。なお、統計

学的な有意水準は p < 0.05 とした。 
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4.3 結果 

4.3.1 症例 

全症例において、十二指腸の粘膜固有層に、軽度から顕著なリンパ球と形質細胞の

浸潤を確認し、LPE と診断した。severe CIBDAI グループは 11 頭、non severe 

CIBDAI グループは 10 頭であった。また、病理スコアの中央値は、9（5-16）であっ

た。severe 病理グレード群は、11 頭、non severe 病理グレード群は、10 頭であっ

た。 

 

4.3.2 十二指腸におけるセレクチンと PSGL-1 の mRNA 発現量 

十二指腸組織の E セレクチンにおける mRNA 発現量は、健常犬に比べ、LPE 犬で

2.2 倍と有意に上昇していた（p < 0.01）。P セレクチンの mRNA 発現量も、健常犬

に比べ、LPE 犬で 2.1 倍と有意に上昇していた（p < 0.001）。さらに、LPE 犬の十二

指腸組織における PSGL-1 の mRNA 発現量は、健常犬に比べて、1.6 倍に上昇して

いた（p < 0.05）。しかしながら L セレクチンの mRNA 発現量は、健常犬と LPE 犬

では有意な差は認められなかった（図 4-1）。  
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4.3.3 CIBDAI, 病理スコア、セレクチン、セレクチンリガンドとの関係 

E セレクチンと L セレクチンの間に正の相関が認められた（p < 0.01, r = 0.66）。

また、P セレクチンと L セレクチンの間にも正の相関が認められた（p < 0.05, r = 

0.45）（図 4-2）。しかしながら、E セレクチンと P セレクチンの間に相関は認められ

なかった（p = 0.11, r = 0.36）。また、その他の項目における相関は認められなかった。

severe CIBDAI 群と non severe CIBDAI 群の比較においても、セレクチン、PSGL-1、

病理スコアに違いは認められなかった。severe 病理グレード群と non severe 病理グ

レード群の比較においても、セレクチン、PSGL-1、病理スコアに有意な差は認めら

れなかった。 
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表 4-1 定量的リアルタイム RT-PCR におけるプライマーの配列 
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図 4-1 セレクチンと PSGL-1 の mRNA 発現量 

        * p < 0.05;  ** p < 0.01  
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図 4-2 セレクチンと PSGL-1 の mRNA 発現量との関係 

        r：相関係数 

        p < 0.05 : 有意水準 
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4.4 考察 

これまで犬の腸炎におけるセレクチンの研究の報告はないが、リポ多糖（LPS）を

投与した敗血症モデル犬では、E セレクチン mRNA の発現量が肺や肝臓で増加して

おり、小腸では上昇していない（Sakaue ら、2005）。人 IBD 患者では、腸組織の E

セレクチンの発現が増加していることが多数報告されている（Nakamura ら、1993；

Pooley ら、1995；Bhatti ら、1998）。同様に、本研究でも LPE の犬において E セレ

クチン mRNA が上昇していることが明らかとなった。E セレクチンは、TNF-α や

IL-1β の活性化によって血管内皮細胞に発現する。P セレクチンは、血管の表面を転

がるようになるローリングの初期に重要だが、E セレクチンは、スローローリングに

関わっている（Ley、2003）。この結果は、E セレクチンの発現が、LPE の犬のリン

パ球と形質細胞のスローローリングによって、炎症を惹起している可能性を示してい

る。また、E セレクチン mRNA の発現と蛋白の発現が相関しているとの報告もある

（Whelan、1991；Van Kampen、2001）。今後、LPE の犬においても E セレクチンの

蛋白レベルの発現を検討する必要があると思われる。 

人のクローン病、潰瘍性大腸炎患者では、L セレクチンの発現に健常人と有意な差

はなく、血清Ｌセレクチンの測定はこれらの疾患の診断ツールとしては、適切ではな
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いとの報告がある（Seidelin、1998）。一般に、L セレクチンは、E、P セレクチンと

違い、次の細胞接着のプロセスに向う前に、活性化刺激とともに細胞表面からダウン

レギュレートされることが知られている（Ball ら、2011）。したがって、本研究にお

いて L セレクチン mRNA の発現が健常犬に比べ高くなかったことは、このダウンレ

ギュレートが原因であることも考えられる。今後、さらに症例を集積することにより、

LPE と L セレクチンの関係を検討する必要があると思われる。 

P セレクチンは、トロンビン、ヒスタミン、C5a により活性化し血小板や血管内皮

細胞に発現する（Rivera-Nieves、2008）。また、ローリングにおいての P セレクチ

ンの役割は、E セレクチンと同様であるが、特に初期のローリングに関与する。皮膚

炎と肥満細胞腫の犬では、健常犬に比べ P セレクチンの発現が上昇する（Chénier ら、

1998；de Mora ら、2007）と報告されている。人 IBD で、P セレクチンの発現が、

血小板で上昇することも報告されている（Fägerstam らの報告、2000）。さらに、ク

ローン病や潰瘍性大腸炎の患者の血管内皮細胞においても、P セレクチンが上昇して

いた（Schürmann ら、1995）ことから、LPE 犬においても、初期のローリングにお

いて P セレクチンが作用している可能性がある。今後、血小板、血管内皮細胞のどち

らにまたは両方において発現しているかについては検討が必要であると思われる。   
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マウスにおいては、デキストラン硫酸で結腸炎を誘発すると、血管内皮細胞の

PSGL-1 の発現が亢進する（Vowinkel ら、2007）。犬では、最近 PSGL-1 の cDNA

クローニングが行われ、モノクローナル抗体作製に関する報告がされた（Umeki ら、

2011）ものの、P セレクチンとそのリガンドの PSGL-1 の関係性を検討した研究はな

い。本研究では、LPE 犬で P セレクチンと共に PSGL-1 mRNA の発現が亢進してい

ることが明らかとなった。このことは、LPE 犬で P セレクチン－PSGL-1 の相互作

用が、白血球の遊走を惹起することで腸炎を引き起こしている可能性を示唆するもの

と思われる。 

LPE 発症犬では E セレクチンと L セレクチンの発現および P セレクチンと L セレ

クチンの発現間に正の相関関係が認められた。この結果は、それぞれのセレクチンが

共調して発現し、炎症細胞が集積に関与している可能性を示している。しかしながら、

CIBDAI、病理スコア、セレクチンとの間には相関は認められなかった。CIBDAI、

WSAVA の病理グレードスコアは、確かに臨床症状の重症度や病理組織のグレード分

類に、非常に有用なツールである。しかし、これらの判定は主観的であり、臨床家や

病理専門医によって評価がさまざまである。一方で、臨床症状と WSAVA グレードに

は関係性がないという報告も多数ある（Allenspach ら、2010；Willard ら、2010）



79 

 

ことから、今後、さらに大規模な症例検討が必要であろう。 

第 3 章では、LPC の犬で NF-kappa B の活性化が確認された。NF-kappa B は、

パターン認識受容体（TLR、NOD-like receptor）、TNF レセプタ－、B cell レセプ

ターを介し活性化し、ケモカイン、炎症性サイトカイン、細胞接着分子、セレクチン、

セレクチンリガンドなどの遺伝子を発現する（Nishikori、2005；Pfosser、2010）。

したがってLPE犬では、細菌や食餌抗原によりNF-kappa Bが活性化しセレクチン、

セレクチンリガンドなどの発現が増強し、PSGL-1 を介し、白血球の血管内皮細胞へ

のローリングと結合が起きている可能性が考えられる。そして、その結果、細胞間隙

に多くの白血球の遊走が起こり、消化管の炎症が惹起されている可能性が考えられる。

今後、PSGL-1 以外のほかのリガンド（例、Glycam-1, シアリルルイス X など）、イ

ンテグリン（例、α4、β7 など)やそのインテグリンを活性化するケモカイン（例、TECK, 

MEC, IL-8, RANTES など）等の分析も行い、犬の LPE における白血球のホーミン

グや、遊走のメカニズムを解明する必要があると思われた。 

人のクローン病や潰瘍性大腸炎患者では、血清中の E、P セレクチンの濃度が上昇

しており、病状進行のバイオマーカーとして使用されている（Göke、1997；Magro、

2004）。Bhatti ら（1998）は、放射性同位元素（ラジオアイソトープ）で標識された
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薬剤を体内に投与後、放出される放射線を画像化する免疫シンチグラフィー検査にお

いて、抗 E セレクチン抗体で標識したラジオアイソトープを用いたところ、クローン

病や潰瘍性大腸炎患者の消化管画像が増強されたと報告している。さらに、マイクロ

バブルを造影剤として使用した造影超音波検査において、IBD マウスの消化管の血管

内皮細胞では P セレクチンが増強され、治療後減少したことが示されている

（Deshpande、2012）。したがって、今後、犬の LPE においてもこれらのセレクチ

ンの測定は、診断や治療効果の判定に有用なツールとなる可能性が示唆された。また、

IBD モデルマウスの治療においては、抗 P セレクチン抗体、抗 PSGL-1 抗体を使用

したところ、腸炎が改善したと報告されている（Rijcken ら、2004；Inoue ら、2005）。

トリニトロベンゼンスルホン酸（TNBS）誘発性大腸炎マウスの実験でも、抗 E、抗

P セレクチン抗体により白血球のローリングが減少することが示されている（Panés、

2003）。したがって、抗 E、抗 P セレクチン抗体は、将来、犬の IBD の治療の有用

なツールになる可能性があると思われる。一方、これらのセレクチンやリガンドの発

現が異なる犬種が存在する可能性もあることから、今後犬種ごとの検討も必要である

と思われる。さらに、胃や空回腸や結腸における各セレクチンの発現量に違いがある

ことも考えられるので、今後、消化管の部位別に詳細な検討を行う必要があると思わ
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れる。 

4.5 小括 

 セレクチンは、腸管の炎症動態において中心的な役割を担っており、白血球の循環

血液から血管内皮へのローリングに関わっている。セレクチンファミリー(E-, L-, P-

セレクチン) mRNA とセレクチンリガンド PSGL-1 の mRNA の発現を測定すること

により、セレクチンファミリーとこれらのリガンドである PSGL-1 が、犬の LPE の

病態に関与している可能性について検討した。 

 対象は、LPE の犬 21 頭、対照群として健常犬 10 頭から上部消化管内視鏡検査に

より採材した十二指腸組織を用い、リアルタイム RT-PCR により mRNA の発現量を

定量した。また CIBDAI、病理スコア、セレクチン、PSGL-1 の相関は、スピアマン

の順位相関係数にて解析した。 

LPE 犬の E セレクチン、P セレクチン、PSGL-1mRNA は健常犬に比べ、有意に

増加していた。しかしながら L セレクチンにおいては、健常犬と有意な差はなかった。

E セレクチンと L セレクチン発現、また P セレクチンと L セレクチン発現の間に正

の相関が認められた。しかしながら、CIBDAI、病理スコア、セレクチン発現の間に

は相関が認められなかった。これらの結果から、セレクチンや PSGL-1 は、犬の LPE
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の炎症細胞の集積に関与している可能性が示唆された。本研究は、犬 IBD の炎症カ

スケードに新しい所見を与えるものであり、セレクチンは治療法や診断ツールとして

有用になる可能性が示唆された。 
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第 5 章 

 

LPE の犬の十二指腸における NF-kappa B の活性と 

免疫グロブリンスーパーファミリーの検討 
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5.1 はじめに 

 LPE は、犬の IBD の中で最も一般的に認められる病理組織所見（Guildford、1996；

German ら、2003）であり、人と同様に、その明確な原因は不明であるが、遺伝的な

異常によって食事抗原や腸内細菌に対する消化管粘膜免疫機構が破綻することで、腸

炎を惹起していると考えられている（Burgner ら、2008；McMahon ら、2010）。人

の IBD は、主にクローン病と潰瘍性大腸炎に大別される。以前から宿主側の獲得免

疫の異常がその病態に関わっていると考えられていたが、最近では自然免疫の異常も

IBD に関与していると考えられるようになってきた（Abreu ら、2004）。 

 NF-kappa B は、腫瘍壊死因子 α（TNF-α）やインターロイキン 1β（IL-1β）など

の炎症性サイトカインの発現をコントロールしている最も重要な転写制御因子の 1

つであり、自然免疫において中心的な役割を果たしている（Madsen、2001；Silverman、

2001）。NF-kappa B は、Ikappa B という阻害因子により通常細胞質内に保持されて

いるが、細胞の酸化、サイトカイン、微生物などの炎症反応メディエーターの暴露に

よるストレスを受けると Ikappa B は、Ikappa B キナーゼによりリン酸化反応が起

こされ、その後プロテアーゼによって分解される。結合を解かれた NF-kappa B は、

核内に移行し、DNA と結合し活性化される（Beg ら、1993；Barnes、1997）。一方、
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NOD2 も自然免疫において重要な働きを果たしている。NOD2 は、病原体関連分子

パターンを認識する TLR と同様のパターン認識受容体の一つで、単核球、マクロフ

ァージ、樹状細胞、上皮細胞、パネート細胞上に発現する（Hugot、2006）。また、

NOD2 は、NF-kappa B が活性化により炎症性サイトカインの発現を誘導することで、

細菌に対する防御反応を惹起するという重要な働きを担っている。人の IBD では、

この NOD2 と NF-kappa B が TNFα、IL1β とともに結腸において活性化していると

いわれている（Neurath ら、1998；Atreya ら、2008；Stronati ら、2008）。しかし

ながら、犬の LPE では NF-kappa B の活性化とそのカスケードの研究はなされてい

ない。 

 細胞接着分子（CAMs）の発現も、また NOD2 と同様に、NF-kappa B によって制

御されている。CAMs は、損傷した組織に対して、白血球のホーミングと遊走性に中

心的な役割を果たし、炎症反応を惹起する免疫グロブリンスーパーファミリーと呼ば

れる分子である。Intercellular adhesion molecule 1（ICAM-1）は、血管内皮細胞を

含む一部の細胞に弱いながらも恒常的に発現している（Jones ら、1995）。一方、

Vascular cell adhesion molecule 1（VCAM-1）は、樹状細胞、クッパー細胞、滑膜

細胞などに発現する（Seron ら、1991）。そして、Mucosal addressin cell adhesion 
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molecule 1（MAdCAM-1）は、消化管やパイエル板、腸間膜リンパ節などの消化管

関連リンパ組織（GALT）の細静脈の血管内皮細胞に特異的に発現する（Hokari ら、

2001）。人の IBD の消化管粘膜では、この CAMs が健常の人に比べ高い発現を認め

ることが報告されている（Jones ら、1995；Briskin ら、1997；Raddatz ら、2004）。

健常犬では、胃、十二指腸、結腸、腸管関連リンパ組織 Gut-Associated Lymphoid 

Tissue（GALT）における MAdCAM-1 mRNA の発現は、低発現であるのが確認され

ている（Miura ら、2005）。しかしながら、これまで犬の IBD や LPE での CAMs

の発現に関する検討はなされていない。 

そこで本研究では、犬の LPE において NF-kappa B の活性の程度とそれに関わる

炎症性サイトカイン、NOD2 mRNA の発現を検討し、また腸粘膜における CAMs 

mRNA の発現についても検討を行った。さらに、NF-kappa B、炎症性サイトカイン、

NOD2、CAMs、CIBDAI、病理グレードとの関連性についても検討を行った。 
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5.2 材料および方法 

 

5.2.1  健常犬 

 健常対照として、健常ビーグル犬 8 頭（オス 4 頭、メス 4 頭）を用いた。年齢の中

央値は、2.5 歳齢（範囲 1 ~ 6 歳齢）で、消化器症状などの臨床症状は認められなか

った。血液検査（CBC、血液化学検査）、糞便検査、レントゲン検査、超音波検査に

おいて、異常所見は認められなかった。さらに内視鏡検査により、消化管の生検を行

い、病理組織検査を実施したが異常所見は認められなかった。 

本研究における健常犬の使用は、本学生物資源科学部実験動物委員会の承認に基づ

き行った（承認番号 AP11B059）。 

 

5.2.2 LPE 犬 

 2011 年 3 月から 2012 年 10 月において ANMEC に来院した 3 週間以上の小腸

性の慢性消化器症状（嘔吐、下痢など）を呈した犬 21 頭から消化管粘膜組織を採取

した。症例は、血液検査（CBC、血液化学検査）、糞便検査、レントゲン検査、超音

波検査、内視鏡検査、病理組織検査を行い LPE 以外の消化器症状を呈する他の疾患
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を除外した。症例の年齢の中央値は、9 歳齢（範囲 2 ~ 14 歳齢）で、オスが 9 頭（去

勢オス 6 頭、未去勢オス 3 頭）であり、メスは、12 頭（避妊メス 5 頭、未避妊メス

7 頭）であった。全ての症例は、これまでと同様に CIBDAI による臨床症状の重症度

スコアを算定した。 

 

5.2.3 組織の採材、処理、病理組織学的検査 

全身麻酔下において、上部消化管内視鏡（VES3 Helen, VQ—8143B flexible video 

endoscope, Olympus Medical System Corp., Tokyo, Japan）により十二指腸下行部

から生検鉗子（VH-143-B25, Olympus Medical System Corp., Tokyo, Japan）を用

いて粘膜組織を採取した。RNA と核蛋白の分析に用いる組織は、採材後すぐに液体

窒素に浸し、使用するまで－80℃で凍結保存した。病理組織検査に用いる組織は、

10 %中性緩衝ホルマリンにて固定し、ヘマトキシリン-エオジン染色を行った。病理

組織は、World Small Animal Veterinary Association（WSAVA）ガイドラインに基

づいて、病理学専門医が評価した。十二指腸の病理組織は、形態学的特徴（絨毛、上

皮障害、陰窩拡張、リンパ管拡張、粘膜線維化）と浸潤している炎症細胞の特徴（上

皮内リンパ球、粘膜固有層のリンパ球と形質細胞、好酸球、好中球）から評価し、0
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（正常）、1（軽度）、2（中程度）、3（重度）にスコア化した。 

 

5.2.4 ゲルシフトアッセイ 

組織は、Micro Smash ms-100R（Tomy Corp., Tokyo, Japan）によりホモジナイ

ズし、NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Kit（Pierce, Rockfold, IL, US）

により核蛋白と細胞質の分離を行い、核蛋白抽出を行った。蛋白濃度の調整は、BCA 

Protein Assay Kit-Reducing Agent Compatible（Pierce, Rockford, IL, US）を用い

て行った。DNA プローブは、95 ℃で、5 分間加熱後、室温にて冷却しアニーリング

した。DNA プローブに使用された二本鎖オリゴ DNA は、NF-kappa B に対する共

通塩基配列（3´ - T C A A C T C C C C T G A A A G G G T C C G - 5´）をもち、さら

に蛍光色素である Cy 5 によって標識された。核蛋白（10 μg）と DNA プローブ（17.5 

fmol）は、バインディングバッファー 20 μl（5 M NaCl, 1 M Tris HCl, 0.5 M EDTA 

pH 8, 1 M dithiothreitol, 37.8 % glycerol, 1.5 % NP-40, 5 mg/ml bovine serum 

alubumin, 1 μg poly dI-dC）の中で、25 ℃、30 分間、結合反応を行った。サンプル

は、4 % ポリアクリルアミドにおいて、100V、1 時間、電気泳動を行った。ゲルの

画像は、Typhoon 9410 high performance imager（GE Healthcare, Tokyo, Japan) と
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Software Quantity One（Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, US)により解析した。 

 

5.2.5 リアルタイム RT-PCR による mRNA 発現量の定量 

 ホモジナイズされた組織は、前章までと同様に TRIzol Reagent（Life Technologies 

Corp., Tokyo, Japan）により全 RNA 抽出を行った。抽出した全 RNA に、オリゴ dT

プライマー1.0 μl、RNase inhibitor 0.5μl、RNase free-water を加え 10μl になる

ように調整した。調整したサンプルは 70℃、10 分間、4℃の条件で変性、アニーリ

ングを行った。次に変性、アニーリング済み反応液 10μl に Avian Myeloblastosis 

Virus (AMV) reverse transcriptase（Promega Inc., Madison, WI, US）1.5μl、Mg 4

μl、×10 Buffer、dNTP 2μl、RNaseDNase Free-water 0.5 μl を加えた。調整し

たサンプルは、42℃、15 分間、95℃、5 分間、4℃、5 分間の条件で RT 反応を行い、

cDNA の合成を行った。cDNA は使用するまで－20℃で保存した。 

リアルタイム PCR 用のプライマーとプローブの塩基配列は、表 5-1 に示した。

GAPDH は内在性コントロール遺伝子（キャリブレーター）として用いた。リアルタ

イム PCR は Light Cycler System （Roche Diagnostics Inc., Basel, 

Switzerland）を用いた。反応液は、SYBR Primix Ex Taq（Takara Bio Inc., CA, USA）
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を10 μl、10μMに予め調整したForwardおよびReverseプライマー0.4μlを加え、

さらに 2μl のサンプル cDNA を添加し、RNase-free 滅菌蒸留水で全量が 20μl にな

るように調整した。増幅条件は、95℃、30 秒間を 1 サイクル反応させた後、95℃、5

秒間と 60℃、20 秒間の工程を 1 サイクルとして 40 サイクル行い、その後 95℃、1

秒間と 65℃、15 秒間さらに 95℃、1 秒間を 1 サイクル行った。 

 リアルタイム PCR を行う前に、抽出した全 RNA サンプルにおいて GAPDH のプ

ライマーを用いて PCR と電気泳動を行い、ゲノムのコンタミネーションが存在しな

いことを確認した。定量解析には、ΔCT 法による相対定量法を実施した。 

 

5.2.6 統計処理 

 統計処理は、GraphPad Prism（GraphPad Software Inc., San Diego, CA, US）を

用いて行った。Mann–Whitney U-test は、NF-kappa B の活性化および mRNA 発

現量におけるLPE犬と健常犬の比較に用いた。年齢、CIBDAI、病理スコア、NF-kappa 

B 活性、ｍRNA 発現量における相関関係は、Spearman’s rank correlation test によ

って解析した。なお、統計学的な有意水準は p < 0.05 とした。 
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5.3 結果 

5.3.1 LPE 犬 

LPE を発症していた犬種は、柴犬（4 頭）、ミニチュアダックスフント（3 頭）、雑

種犬（3 頭）、トイプードル（2 頭）、チワワ（1 頭）、バーニーズマウンテンドッグ（1

頭）、ヨークシャーテリア（1 頭）、ウェルシュコーギーペンブローク（1 頭）、ジャッ

クラッセルテリア（1 頭）、ジャーマンシェパード（1 頭）ビーグル（1 頭）、ポメラ

ニアン（1 頭）、ニュージーランドハンタウェイ（1 頭）であった。CIBDAI の中央値

は、9（範囲 2 ~ 17）であった。 

 

5.3.2 病理組織 

全ての症例は、十二指腸に炎症があり、リンパ球と形質細胞の浸潤を伴う LPE と

診断された。絨毛損傷の程度としては、正常から中程度まで認められた。上皮損傷は、

ほとんどの症例で認められなかったが、2 症例で軽度の損傷が認められた。陰窩とリ

ンパ管の拡張は、正常から重度まで認められた。しかしながら、粘膜の線維化は、い

ずれの症例でも認められなかった。上皮内リンパ球の増加は、正常から中程度まで、

固有層のリンパ球と形質細胞の浸潤程度は、軽度から重度まで認められた。好酸球と
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好中球の浸潤は認められなかった。病理グレードの中央値は、9（範囲 5 ~ 16）であ

った。 

 

5.3.3 十二指腸における NF-kappa B 結合活性 

十二指腸の組織における NF-kappa B 結合活性を、LPE 犬 21 頭、健常犬 5 頭で分

析した。NF-kappa B 結合活性は、健常犬に比べ LPE 犬で 1.65 倍と有意に高かった

（p < 0.05）（図 5-1）。 

 

5.3.4 各種サイトカイン、NOD2、および CAMs の mRNA 発現量 

各種サイトカイン（TNF-α、IL-1β）、NOD2、CAMs（ICAM-1、VCAM-1、

MAdCAM-1）mRNA 発現量の解析は、LPE 犬 21 頭、健常犬 8 頭において行った。

その結果、TNF-α、IL-1βにおいては発現量に有意差はなかった。さらに、NOD2 の

発現量においても健常犬と LPE 犬で有意差はなかった（図 5-2）。ICAM-1 mRNA の

発現量は、健常犬に比べ LPE 犬において、2.17 倍と有意に高値を示した（p < 0.01）。

また、MAdCAM-1 mRNA に関しても、LPE 犬では 1.43 倍と健常犬に比べ有意に高

値を示した（p < 0.05）。しかしながら、VCAM-1 mRNA に関しては、健常犬のほう
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が LPE 犬に比べ 2.5 倍も発現量が高かった。（p < 0.05）（図 5-3）。 

 

5.3.5 相関関係 

年齢、CIBDAI、病理グレード、NF-kappa B 活性、各種サイトカイン、NOD2、

CAMs の mRNA 発現量の間には、相関は認められなかった。 
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表 5-1 定量的リアルタイム RT-PCR におけるプライマーの配列 

Target gene Primer sequence（5´-3´） Product size (bp) GenBank accession number

TNF-α Forward TCCCAAATGGCCTCCAACTA 187 NM_001003244.4

Reverse ATCAGCTGGTTGTCTGTCAGCTC 

IL-1β Forward AGCTGATGGCCCTGGAAATG 124 NM_001037971.1

Reverse CACGAAATGCCTCAGACTCTTGTTA

NOD2 Forward CGTGCCTCAGTGTCTGCAAG 147 XM_544412.3

Reverse GTGCACAGCCATCGGTCAA

ICAM-1 Forward GAAGTGGCCTGCACACACAGA 81 NM_001003291.1

Reverse GTCAGTGGACAGCAGGGCATAG

MAｄCAM-1 Forward CCTGAAGGCTGGTTCCAGTG 72 NM_001024639.1

Reverse GACTTCCGCGACCAGGTACA

VCAM-1 Forward TTTGAACCCAAACAAAGGCAGAGTA 79 NM_001003298.1

Reverse GGCTGACCACGACGGTTGTA

GAPDH Forward TGTCCCCACCCCCAATGTATC 100 NM_001003142

Reverse CTCCGATGCCTGCTTCACTACCTT  
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図 5-1 ゲルシフトアッセイによる NF-kappa B 結合活性（A）とその活性度の比較

（B） 

＋: ポジティブコントロール（HeLa 細胞）, —: ネガティブコントロール（核蛋白な

し）*  p < 0.05 

(A) 

 

(B) 
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図 5-2 サイトカイン（TNF-α、IL-1β）、NOD2 の mRNA 発現量 
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図 5-3 CAMs（ICAM-1、MAdCAM-1、VCAM-1）の mRNA 発現量 

        *  p < 0.05;  **  p < 0.01  
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5.4 考察 

 過去の CE の犬の研究では、健常犬に比べ、十二指腸では、NF-kappa B が活性化

していたと報告されている（Luckschander ら、2010）。本研究でも LPE 犬では同様

に、健常犬に比べ、十二指腸の NF-kappa B が活性化していることが判明したが、

Luckschander らは、どのタイプの十二指腸炎かは明らかにしていない。さらに、彼

らは NF-kappa B の活性は、免疫組織染色によって間接的に調べられているのに対し、

本研究では、NF-kappa B の DNA との接着を直接確認できたことから、NF-kappa B

の活性化は、LPE の病態に重要な役割を果たしている可能性が示唆された。 

 NF-kappa B の活性化は、LPS のような細菌の細胞壁成分や TNF-α や IL-1β のよ

うな炎症性サイトカインやウイルスそして、DNA に損傷を与える薬剤などさまざま

な因子によって引き起こされる（Karin ら、2005）。人の IBD 患者の消化管粘膜では、

NF-kappa B の活性上昇が、TNF-α と IL-1β の発現増加とともに認められている

（Neurath ら、1998；Atreya ら、2008；Stronati ら、2008）。しかしながら、本研

究では、TNF-α と IL-1β において LPE 犬と健常犬に有意差はなかった。その理由と

して、人の IBD は、回腸や結腸の組織による検討であるのに対し、本研究では十二

指腸組織と、生検部位が異なることが考えられる。また、人の IBD の病理像は、肉
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芽腫様または潰瘍性の炎症像であり、犬の LPE とは異なるため、炎症性サイトカイ

ンの発現も異なっている可能性がある。CE のジャーマンシェパードでの研究では、

TNF-α と IL-1β mRNA の発現が上昇していたとの報告（German ら、2000）がある

が、CE の他の犬種では、これらのサイトカインの上昇は確認できていない（Peters

ら、2005；Jergens、2009）。今後、炎症性サイトカインのタンパクレベルでの発現

と LPE 犬における炎症像の関係性についても検討が必要であろう。 

 近年、パターン認識受容体であり NF-kappa B を活性化する働きをもつ TLR 2, 4, 9 

mRNA が、IBD 犬の十二指腸と結腸の粘膜で発現が亢進していたことが示されてい

る（Burgner ら、2008；McMahon ら、2010）。本研究では、TLR と同じパターン認

識受容体である NOD2 mRNA の発現は、健常犬と LPE 犬の間で差はなかった。し

かしながら、第 2 章の LPC の検討では、NOD2 mRNA の発現は健常犬に比べ有意に

高値を示すことが明らかとなっている。したがって、これらの結果から、LPE（十二

指腸）と LPC（結腸）では、NF-kappa B の伝達経路に違いがあるのかもしれない。

人の IBD では、回腸粘膜で NOD2 が発現していることが多数報告されている

（Gutierrez ら、2002；Stronati ら、2008）ことから、今後、IBD の犬の回腸でも

NOD2 発現検討をする必要があると思われる。 
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人では、ICAM-1 mRNA が IBD 患者で上昇することが示されており（Raddatz ら、

2004）、LPE 犬でも同様であった。このことは、十二指腸における白血球の遊走とホ

ーミングに対して ICAM-1 が一部分の役割を担い、LPE 犬の十二指腸における炎症

を惹起している可能性がある。今後、ICAM-1 のリガンドである白血球に発現する

lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1) やCD11aについても更なる検討

が必要であると思われた。また、人の IBD の治療に ICAM-1 の発現を mRNA レベル

で阻害する ISIS2302 という薬剤が将来的に治療薬として有望視されている

（Yacyshyn ら、1998）ことから、犬の IBD においても ICAM-1 は重要な治療標的

の一つになるものと思われる。 

本研究では、LPE 犬の VCAM-1 mRNA の発現は健常犬に比べ有意に低いことが判

明した。人のクローン病でも同様に VCAM-1 は、上昇していないことから

（Nakamura ら、1993）。犬の LPE においても VCAM-1 はその病態発現に強く関与

していないと思われた。 

ICAM-1 と同様に、クローン病と潰瘍性大腸炎の患者の消化管粘膜においても

MAdCAM-1 の発現亢進が報告されている（Briskin、1997）。MAdCAM-1 は、消化

管の上皮細胞や GALT において特に多く発現しており、α4 β7 インテグリン陽性 T
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細胞に選択的に接着する（Arihiro ら、2002）。また、ケモカインは α4 β7 インテグ

リン陽性 T 細胞を活性化することが知られているが、その α4 β7 インテグリンを活

性化するCCL20 とCCL25が犬の IBDの十二指腸粘膜で発現亢進していることも示

されている（Maeda ら、2011）。今回、LPE 犬の MAdCAM-1mRNA の発現が、健

常犬に比べ有意に高い発現を示していたことは、MAdCAM-1 が犬の LPE の病態に

深く関わっている可能性を示唆するものと思われる。また、MAdCAM-1 と α4 β7 イ

ンテグリン陽性 T 細胞の相互作用に対する阻害が、IBD の患者の治療標的になると

考えられていることから、これらも LPE 犬の治療にも有効であると思われる。本研

究では、粘膜下組織の α4 β7 インテグリン陽性リンパ球の浸潤に関する検討は行って

いないので、今後、これらの細胞と LPE の関与についてさらなる検討が必要である。 

本研究では、年齢、CIBDAI、病理グレード、NF-kappa B 活性、サイトカイン、

NOD2、CAM の mRNA 発現量の間には、相関関係は認められなかった。これまでの

犬の CE の研究でも、病理組織グレードと臨床症状の重症度または NF-kappa B の活

性に関連性は認められていない（Cravren ら、2004；Allenspach ら、2007；Schreiner、

2008；Luckschander ら、2010）。CIBDAI スコアリングシステムは、臨床症状の評

価において非常に有用な指標であるが主観的な部分もある。さらに WSAVA ガイドラ
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インによる病理組織の評価は、病理医による組織評価において一定の客観性はあるも

のの、それでもなお主観的な要素は排除できない（Washabau ら、2010；Allenspach

ら、2010；Willard ら、2010）。これらのことが、CIBDAI と病理グレードの間に相

関が認められなかった理由かもしれない。今後、サンプル数を増やすとともに、サイ

トカイン、NOD2、CAMs のタンパクレベルでの発現とそれらの関連性についても検

討する必要があると思われる。 

NF-kappa B は、TNF-α や IL-1β だけでなく他の様々な因子（TLR など）によっ

ても活性化され、細胞接着分子のプロモーター遺伝子に結合し、さまざまな遺伝子発

現を誘導することが知られている（Ogawa ら、2005 ；González-Ramos ら、2007）。

したがって、LPE の犬でも、十二指腸において食餌抗原や細菌に対し過剰反応し TLR

やサイトカイン、ケモカインなどの刺激により NF-kappa B が活性化されて、CAMs

の発現を誘導し、さらに NF-kappa B を活性化するというポジティブフィードバック

ループの形成が慢性炎症に関与している可能性も考慮する必要があると思われる。さ

らに、犬種間での NF-kappaB の発現や活性の違い、また感染症（サルモネラやクロ

ストリジウムなど）や低グレードリンパ腫を除外するなど、多角的な視点からの検討

も必要であると考えられる。 
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5.5 小括 

 本研究では、犬の LPE の病態解明を目的に、NF-kappa B の活性の程度とそれに

関わる炎症性サイトカイン、NOD2 mRNA の発現ならびに腸粘膜における CAMs 

mRNA の発現の検討を行った。さらに、NF-kappa B、炎症性サイトカイン、NOD2、

CAMs、CIBDAI、病理グレードの関連性の検討を行った。 

2011 年 3 月から 2012 年 10 月において ANMEC に来院した 3 週間以上の小腸性

の慢性消化器症状（嘔吐、下痢など）を呈した犬 21 頭と健常犬 8 頭から消化管粘膜

組織を採取した。十二指腸の組織における NF-kappa B 結合活性は、LPE21 頭、健

常犬 5 頭において分析した。その結果、LPE 犬の NF-kappa B 結合活性は、健常犬

に比べ有意に高いことが明らかとなった。TNF-α、IL-1β の発現量、NOD2 の発現量

においても健常犬と LPE 犬で有意差はなかった。LPE 犬の ICAM-1 mRNA と

MAdCAM-1 mRNA の発現量は、健常犬に比べ、有意に高値であることが明らかとな

った。しかしながら、VCAM-1 mRNA の発現量に関しては、健常犬のほうが LPE 犬

に比べ発現量が高値を示した。年齢、CIBDAI、病理グレード、NF-kappa B 活性、

サイトカイン、NOD2、CAMs の mRNA 発現量の間には、相関は認められなかった。

十二指腸の LPE の犬では、食餌抗原や細菌に対して、過剰に反応した TLR やサイト
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カイン、ケモカインなどを介して NF-kappa B が活性化されることで、CAMs の発

現を誘導し、さらに、NF-kappa B を活性化するというポジティブフィードバックル

ープが形成されることが慢性炎症に関与している可能性が示唆された。 

 

 



106 

 

 

 

 

 

第 6 章 

 

総括 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



107 

 

犬の慢性腸症（CE）は、慢性の消化器症状と消化管の炎症細胞の浸潤を特徴とす

る原因不明の疾患である。炎症性腸疾患（IBD）もその一つで、病理学的に、リンパ

球・形質細胞性腸炎（LPE）やリンパ球・形質細胞性結腸炎（LPC）と診断されるこ

とが多く、症例によっては、難治性の慢性の消化器症状を呈し、衰弱死する例も少な

くない。IBD の病因は特定されていないが、遺伝的素因と関連した免疫の異常が、腸

内細菌や食餌抗原に過剰に反応して発症に至ると考えられている。 

NF-kappa B は、炎症性サイトカイン、ケモカイン、また炎症部位への接着に関わ

る細胞接着分子やセレクチンなどの最も重要な核内転写因子の一つであり、自然免疫

機構の中心的な役割を担っている。人の IBDであるクローン病や潰瘍性大腸炎では、

以前から獲得免疫の異常が原因として考えられていたが、近年、NF-kappa B を中心

とした自然免疫の異常が原因の一つである可能性が示唆されるようになった。しかし

ながら、犬の CE の病態に関しては、自然免疫の異常の面からの検討は、ほとんどさ

れていない。 

本研究では、犬の CE の病態と疫学調査を目的に、難治性の IBD を呈する柴犬の

臨床的特徴と予後不良因子の検討を行った。さらに、慢性炎症を伴う消化管における

NF-kappa B の活性ならびにその関連分子について、分子生物学的手法を用いて検討
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した。 

 

1. 犬の CE の疫学調査ならびに柴犬の IBD における臨床的特徴と予後不良の危険因

子の検討 

犬で CE を呈する症例は数多いものの、わが国では今まで大規模な事例の検討はほ

とんど行われていない。そこで、本研究では CE の症例の実態の把握を目的として疫

学調査を行った。対象は、2007 年 10 月から 2009 年 2 月まで日本大学動物病院に来

院した犬 2,330 頭に対する CE の症例の割合と犬種、年齢、性別について調査した。

来院した犬 2,330 頭中、86 頭が CE と診断され、そのうち柴犬、ウェストハイラン

ドホワイトテリア、ジャーマンシェパード、ミニチュアピンシャーが他の犬種と比較

して有意に発症頻度が高いことが判明した。性別は、オス 51 頭、メス 35 頭とオスで

若干多い傾向があった。年齢は平均で約 6 歳だった。 

柴犬は、一般にアトピー性皮膚炎のような自己免疫性疾患になりやすいため、IBD

の柴犬も食餌や細菌に対するアレルギー反応が起きていることが予想される。さらに

柴犬は、他の犬種に比べて治療に対する反応性が悪く、また 6 か月生存率が約 50%

と他の犬種に比べ著しく低い。しかしながら、IBD の柴犬の中にも比較的長期生存す
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るものも存在することから、柴犬を短期生存群と長期生存群に大別し、臨床的、血液

学的な特徴、病理、治療反応、予後を比較検討するとともに、予後不良の予測因子を

解析した。 

3 週間以上の慢性消化器症状を呈した柴犬 25 頭を対象に調査したところ、全ての

症例がリンパ球・形質細胞性十二指腸炎を伴う IBD と診断された。これら 25 頭は、

短期生存（Ss）群（生存期間 6 か月以下）は 16 頭、長期生存（Ls）群（生存期間 6

か月以上）は 9 頭に大別された。年齢の中央値は、Ss 群が 7.5 歳と Ls 群の 5 歳に比

べ有意に高かった。年齢において最も良いカットオフ値は 7 歳で、感度 0.7、特異度

0.78 であった。臨床症状の重症度スコア（CIBDAI）の中央値は、Ss 群では 12 と、

Ls 群の 7 に比べ有意に高かった。CIBDAI において最も良いカットオフ値は 9 で、

感度 0.88、特異度 0.68 であった。以上から、柴犬では、7 歳以上の高齢の症例、CIBDAI

スコアが 9 以上の症例では、短期間で死亡するリスクが高く、予後には注意が必要で

あることが示唆された。十二指腸の病理学的重症度スコアでは、Ss 群で重度の腸炎

を示した症例は、14/16 （87.5%）、Ls 群では 6/9 （66.6%）で、予後不良因子とし

て、使用するには難しいことが示された。また初期治療に反応した 25 頭中 21 頭の症

例のうち、治療に反応していた日数の中央値は、Ss 群が有意に短かった（Ss:42.5 日
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（20-91 日）； Ls:285 日（196-1026 日））。したがって、初期治療の反応日数が約 3

か月と短い症例は、早期に死亡する可能性があることが示唆された。また、初期治療

の反応が悪くなってから死亡するまでの日数の中央値は、Ss 群で 19.5 日と Ls 群の

151 日に比べ、有意に短かった。生存日数の中央値は、Ss 群で 73 日と、Ls 群の 800

日比べ有意に短かった。死亡率は、全症例では 84%（21/25）で、Ss 群では 100%、

Ls 群では 55.5%であった。したがって 6 か月と 1 年生存率に差がないことを考慮す

ると 6 か月間生存する症例は、1 年以上生存する可能性があることが示唆された。し

かしながら長期生存群の約半数が、最終的に腸炎により死亡していることを考慮する

と、長期間継続した経過観察が重要であると思われる。 

 

2. LPC の犬における NF-kappa B 活性と NOD2 の発現の検討 

NOD2 は、細胞内の病原体関連分子のパターン認識受容体であり、NF-kappaB を

活性化し、炎症性サイトカインを産生させることで細菌に対する宿主免疫反応として

重要な働きをする。最近、この NOD2 が人のクローン病患者の結腸粘膜で、発現が

亢進しており、また、その腸粘膜では同時に NF-kappaB の活性化も認められること

が報告されている。しかしながら、犬においては、慢性腸症の細胞内伝達分子につい
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ての研究はほとんど行われていない。そこで、本研究では、LPC 犬で、慢性炎症の

病態解明を目的に NOD2 mRNA と NF-kappaB が LPC の犬の粘膜で健常犬より発

現亢進している可能性を検討した。 

 LPC の犬 19 頭と対照群として健常犬 5 頭から下部消化管内視鏡検査により結腸組

織を採取した。 

NF-kappa B の活性は、LPC 群においてコントロール群に比べ 1.45 倍、NOD2 mRNA

発現量は、1.63 倍と有意に上昇していた。   

以上の結果から、LPE の犬では、消化管において食餌抗原や腸内細菌に対し NOD2

を介して過剰に反応した結果、NF-kappa B の活性化が起こり炎症性サイトカインや

ケモカインの発現を誘導している可能性が考えられた。また、NF-kappa B がさらに

NOD2 の発現を誘導する正のフィードバックが確立され、慢性炎症の病態構築に寄与

している可能性も示唆された。 

 

3．LPE の犬におけるセレクチンファミリーと P-Selectin Glycoprotein Ligand 1 

(PSGL-1)の発現の検討 

セレクチンは、腸の炎症動態において、白血球の循環血液から血管内皮へのローリ
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ングに関与している。セレクチンファミリーとこれらのリガンドである PSGL-1 が、

犬の LPE の病態に関与している可能性を考え、セレクチンファミリー（E-, L-, P-セ

レクチン）mRNA とセレクチンリガンド PSGL-1 の mRNA の発現を検討した。 

 LPE の犬 21 頭、対照群として健常犬 10 頭から上部消化管内視鏡検査により採材

した十二指腸組織を用い、リアルタイム RT-PCR により mRNA の発現量を定量した。

また CIBDAI、病理スコア（WSAVA histological grade）、セレクチン、PSGL-1 の

相関は、スピアマンの順位相関係数にて解析した。 

LPE 犬の E セレクチン、P セレクチン、PSGL-1 mRNA 発現は健常犬に比べ、有

意に増加していたが、L セレクチンの発現は、健常犬と有意な差はなかった。また、

E セレクチンと L セレクチン、また P セレクチンと L セレクチンの間で正の相関が

認められた。しかしながら、CIBDAI、病理スコア、セレクチンの間には相関が認め

られなかった。以上の結果から、E、P セレクチンやそのリガンドの PSGL-1 は、犬

の LPE の炎症細胞の集積に関与している可能性が示唆された。 

 

 

4. LPE の犬における NF-kappa B 活性と免疫グロブリンスーパーファミリーの検討 
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NF-kappa Bは、最も重要な炎症性サイトカインなどの核内制御因子の一つであり、

自然免疫機構の中心的な役割を担う。一方、NOD2 は、病原体関連分子パターンを認

識する TLR と同様にパターン認識受容体の一つであり、単核球、マクロファージ、

樹状細胞、上皮細胞、パネート細胞に発現している。また、NOD2 を介して NF-kappa 

B を活性化することで細菌防御の役割を担っていることから自然免疫において重要

な因子である。人の IBD では、この NOD2 と NF-kappa B が TNFα、IL1β ととも

に結腸において活性化しているとの報告がある。炎症細胞の血管内皮へのローリング

に関わる免疫グロブリンスーパーファミリーである細胞接着分子 （CAMs）の発現

もまた NOD2 と同様に、NF-kappa B によって制御されていることが報告されてい

る。CAMs は、白血球のホーミングと遊走性に重要な役割を果たし、炎症反応を惹起

する。したがって本研究では、慢性小腸炎の病態を明らかにするため、犬の LPE の

腸粘膜において NF-kappa B の活性の程度とそれに関わる炎症性サイトカイン 

(TNFα、IL-1β)、NOD2 ならびに CAMs の mRNA の発現を検討した。 

LPE の犬 21 頭、コントロール群として健常犬 8 頭から上部消化管内視鏡検査によ

り十二指腸組織を採材した。組織の NF-kappa B 活性は、ゲルシフトにより、NOD2、

TNFα、IL-1β、CAMs（ICAM-1、VCAM-1、MAdCAM-1） mRNA は、リアルタイ
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ム RT-PCR により解析した。 

LPE 群の NF-kappa B の活性は、コントロール群に比べ 1.65 倍と有意に上昇して

いた。LPE 群の TNFα、IL1β、NOD2 mRNA 発現量と control 群の間に有意な差は

みられなかった。LPE 群の ICAM-1 mRNA 発現量および MAdCAM-1 mRNA 発現

量は、コントロール群に比べそれぞれ 2.17 倍、1.43 倍と有意に上昇していた。一方、

LPE 群の VCAM-1 mRNA の発現量は、コントロール群に比べ 2.5 倍、有意に低下し

ていた。これらの結果から、NF-kappaB と ICAM-1 および MAdCAM-1 等の接着分

子が LPE の病態に重要な役割を果たしていることが示唆された。 

 

本研究では、柴犬は CE の好発犬種の一種であることが明らかとなった。CE 柴犬

において、短期生存群と長期生存群のそれぞれの臨床的、検査的な特徴、病理、治療

反応、予後について違いを示すとともに、その予後不良の危険因子を明らかにするこ

とができた。また、LPC の犬において、NOD2 の発現亢進とそのシグナル伝達経路

の下流にある NF-kappa B が活性化していることも明らかにすることができた。さら

に、犬の LPE においては、E、P セレクチン、セレクチンリガンド PSGL-1 の発現

が十二指腸で亢進しているとともに、NFkappa B の活性と細胞接着分子である
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ICAM-1、MAdCAM-1 の発現も亢進していることを明らかにした。 

 本研究により、犬の CE において NF-kappa B を中心とした自然免疫機構の関与に

よる病態機構を明らかにしたことは、今後、犬における CE の診断や治療に向けた研

究の発展に貢献することが期待される。  
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