
 
 

 

 

 

 

 

犬または猫の変形性関節症における新規診断法の開発 

 

 

 

 

 

 

 

日本大学大学院獣医学研究科獣医学専攻 

博士課程 

 

 

山﨑 敦史 

 

2020



 

 

本論文略語表 

 

名称 略語 

Osteoarthritis OA 

Quality of life QOL 

Matrix metalloproteinases MMPs 

A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs ADAMTS 

Type II collagen C-terminal cross-linking telopeptide CTX-II 

Cartilage oligomeric matrix protein COMP 

108HRGYPGLDG116 Coll2-1 

Collagen type II cleavage C2C 

Type II collagen neoepitope TIINE 

Nonsteroidal anti-inflammatory drugs NSAIDs 

Enzyme-linked immuno-sorbent assay ELISA 

MicroRNA miRNA 

Multidimensional scaling MDS 

  



 

 

目次 

 

 

 頁 

序 ..................................................................................................................................... 1 

 

第一章 動物用ウェアラブルデバイスの測定精度および OAの診断への実用性

の検証 ............................................................................................................. 7 

1.1. 緒言 ......................................................................................................................... 8 

1.2. 材料および方法 .................................................................................................... 11 

1.2.1. Acitcal®︎と Plus Cycle®︎の比較 

1.2.2. 犬における Plus Cycle®︎の測定精度の検証 

1.2.3. 猫における Plus Cycle®︎の測定精度の検証 

1.2.4. 一般家庭で飼育されている犬の活動量および休息・睡眠時間の分析 

1.2.5. 一般家庭で飼育されている猫の活動量および休息・睡眠時間の分析 

1.2.6. OAに罹患した犬と猫の活動量および休息・睡眠時間の評価 

1.2.7. 統計学的解析 

1.3. 結果 ....................................................................................................................... 22 

1.3.1. Acitcal®︎と Plus Cycle®︎の比較 

1.3.2. 犬における Plus Cycle®︎の測定精度の検証 



 

 

1.3.3. 猫における Plus Cycle®︎の測定精度の検証 

1.3.4. 一般家庭で飼育されている犬の活動量および休息・睡眠時間の分析 

1.3.5. 一般家庭で飼育されている猫の活動量および休息・睡眠時間の分析 

1.3.6. OAに罹患した犬と猫の活動量および休息・睡眠時間の評価 

1.4. 考察 ....................................................................................................................... 42 

 

第二章 犬の OAの診断マーカーとしての CTX-IIの有用性 ............................. 46 

2.1. 緒言 ....................................................................................................................... 47 

2.2. 材料および方法 ................................................................................................... 49 

2.2.1. 対象動物 

2.2.2. 検体の採取および保存方法 

2.2.3. CTX-II濃度の測定 

2.2.4. CTX-II濃度の比較 

2.2.5. 統計学的解析 

2.3. 結果 ....................................................................................................................... 54 

2.4. 考察 ....................................................................................................................... 63 

 

第三章 OA罹患犬の滑膜における miRNAの網羅的解析とバイオマーカーとし

ての可能性 ................................................................................................... 68 

3.1. 緒言 ....................................................................................................................... 69 



 

 

3.2. 材料および方法 ................................................................................................... 71 

3.2.1. 対象動物 

3.2.2. 検体の採取および保存方法 

3.2.3. Total RNAの抽出 

3.2.4. Small RNA-seq 

3.2.4.1 ライブラリー作製およびシーケンス解析 

3.2.4.2 アライメントおよび miRNAの検出 

3.2.4.3 miRNA発現量の比較 

3.2.5. cDNAの合成と RT-qPCR 

3.2.6. 統計学的解析 

3.3. 結果 ....................................................................................................................... 79 

3.3.1. 対象症例 

3.3.2. Small RNA-seq 

3.3.3. RT-qPCR 

3.4. 考察 ....................................................................................................................... 94 

 

総括 ..............................................................................................................................100 

 

謝辞 ..............................................................................................................................105 

 



 

 

参考文献 ......................................................................................................................106 



 1 

 

 

 

 

 

 

序 

  



 2 

変形性関節症（Osteoarthritis: OA）とは、関節軟骨の変性と破壊、関節包付着

部や関節軟骨下における骨の増生、二次性滑膜炎を伴う進行性かつ非感染性の

関節疾患と定義されている（Innes, 2012）。獣医療の発展に伴う動物の高齢化か

ら、現在では犬や猫においても OAの罹患率は増加傾向にある。米国での調査に

よると、成犬の約 20%がOAに罹患していることが示されている（Johnston, 1997）。

また、猫においては、従来まで関節疾患は少ないと認識されていたが、6ヵ月齢

から 20歳齢までの猫 100頭を調査した報告によると、驚くべきことに 90%以上

の猫に OAが存在することが明らかになった（Lascelles et al. 2010）。過去に当研

究室で行った調査においても、わが国の 10歳齢以上の犬の約 20%、10歳齢以上

の猫の約 40%が OAに罹患していることが判明しており、OAは犬や猫で生じる

最も多い運動器疾患と言っても過言ではない。 

OAの原因は多岐にわたり、一般的に一次性と二次性に大別される。関節に既

存の障害や形状の異常がなく、加齢性変化、体重や運動などの負荷によって生じ

るものが一次性に分類される。一方で、関節内骨折、靱帯断裂、半月板損傷、脱

臼といった外傷や、関節の形成異常に続発するものが二次性に分類される

（Dieppe and Lohmander, 2005）。OAの初期では、まず関節軟骨の水分含有量が

増加して軟骨軟化症が生じる。次いで、関節軟骨の細胞外マトリックスが進行性

に破壊されていく。軟骨基質の破壊には、軟骨細胞や滑膜細胞から産生されるマ
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トリックスメタロプロテアーゼ（Matrix metalloproteinases: MMPs）やアグリカナ

ーゼ（A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs: ADAMTS）が

関与している。これらの軟骨分解酵素によって、軟骨基質であるⅡ型コラーゲン

やプロテオグリカンが分解されると、関節軟骨にびらんや潰瘍が形成される。最

終的には、軟骨細胞が活性を維持することができなくなり、軟骨組織が消失す

る。このような関節軟骨の破壊が進行すると同時に、関節包の付着部などに骨増

殖体が形成される。さらに、関節軟骨が削れて骨同士が接するようになると、軟

骨下骨の硬化が生じ関節構造が変化する（Innes, 2012）。このような状態にまで

進行してから初めて X線検査で診断することができる。 

罹患関節では、比較的初期の段階から、関節包を裏打ちする滑膜の炎症を伴う

（Innes, 2012）。滑膜炎が生じると関節痛が発現し、関節包が肥厚したり、関節液が貯

留したりして、関節の拘縮や腫脹も生じる。そのような状況になると、運動機能が損な

われ、日常の生活の質（Quality of life: QOL）が著しく低下する。残念ながら、このよう

な関節内の変化は不可逆的であり、一度生じたら元に戻すことはできない。したがっ

て、OA は早期の診断が重要であり、その進行をいかに緩徐にして QOL の改善およ

び維持を図るかが治療の要点となる。 

ヒトでは、OAの慢性痛によって生じる行動の変化やバイオマーカーに関する

研究が数多く行われており、一部は実用化され OAの早期診断に役立っている。
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現在、わが国において、膝関節の OAに罹患している 40歳齢以上の患者数は約

2,500万人と推定されており（Yoshimura et al. 2009）、非常に多くの国民が罹患し

ていることが明らかになっている。そのため、OAなどの運動器障害によって移

動機能が低下した状態を「ロコモティブシンドローム」と称し、症状の自覚をす

るためのチェックリストを作成することで来院率の向上を図っている。近年、ヒ

トでは、そのような主観的な指標に加えて、客観的に自身の健康状態を把握する

ことができる様々なウェアラブルデバイスが開発され、運動器の健康管理にも

既に活用されている。 

一方、犬や猫においては、慢性痛による行動の変化を飼い主が認識しなければ

ならず、早期に発見することが困難な場合が多い。そこで、OAによって生じる

微細な行動の変化を客観的に評価できる診断法の開発が望まれている。近年、動

物の活動量や睡眠時間を客観的に計測するためのウェアラブルデバイスも開発

され始めているが、開発されたデバイスの多くは測定精度が明らかにされてい

ない。また、大型犬に装着することを想定して開発されたデバイスがほとんどで

あり、小型犬や猫を含めた全ての品種において一貫して装着することはできな

いのが現状である。最近、わが国において、小型犬や猫にも装着できるより高性

能のウェアラブルデバイスが開発されたことにより、OAの早期診断への活用に

期待が高まっている。 
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獣医学領域においては、軟骨分解マーカーを検出する検査系が確立しておら

ず、ヒトの OAの診断に比べ大きな遅れをとっている。ヒトでは、関節軟骨基質

の構成成分である軟骨オリゴマーマトリックス蛋白質（Cartilage oligomeric 

matrix protein: COMP）や、II型コラーゲンの分解産物である II型コラーゲン架

橋 C-テロペプチド（Type II collagen C-terminal cross-linking telopeptide: CTX-II）

が、OAの診断や重症度判定に有用であることが報告されており、臨床の現場に

おいても補助診断として活用されている（Bay-Jensen et al. 2016）。このような関

節構成体の代謝を反映するバイオマーカーは、OAの病態を評価するための客観

的指標として有用性が示されている。獣医学領域においても、早期診断に有用な

OAのバイオマーカーとして関節軟骨の代謝産物が注目されており、基礎研究が

進められている。犬では、ヒトと同様に、II型コラーゲンの分解産物である CTX-

IIや II型コラーゲンネオエピトープ（Collagen type II cleavage: C2C, Type II collagen 

neoepitope: TIINE）、基質の構成成分であるコンドロイチン硫酸やアグリカンな

どがバイオマーカーの候補として挙げられている（Shahid et al. 2017）。一方、猫

では、血液中の IL-4や IL-8などの炎症性サイトカインがバイオマーカーとして

利用できる可能性が報告されている（Shahid et al. 2017）。特に、犬において II型

コラーゲンの分解産物である軟骨分解マーカーに注目が集まっているが、いず

れの研究においても OA の診断に有用なバイオマーカーは確立されていない。
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そのため、日常の診療において簡便かつ早期に OAを診断することが可能で、重

症度の判定に有用なバイオマーカーの開発が望まれている。 

最近では、ヒトの OA の病態に micro RNA（miRNA）が関与することが明ら

かとなっている（Nugent, 2016）。miRNAは、血液や尿などの体液中でも安定し

て存在するため、検体を簡便に採取することが可能であり、早期診断に有用なバ

イオマーカーとして注目されている。実際に、ヒトでは OAに罹患した患者の血

液に含まれる miRNA の発現を網羅的に解析し、バイオマーカーの候補となる

miRNA を探索するために、多くの研究施設において調査が進められている

（Munjal et al. 2019）。一方、犬や猫の OAにおける miRNAの発現は全く明らか

にされておらず、バイオマーカーとしての可能性についても検討されていない

のが現状である。そのため、動物においても OAの病態に関与する miRNAを明

らかにし、体液中にも存在する miRNAを特定することができれば、OAの新規

バイオマーカーとして miRNAが活用できる可能性が高い。 

そこで、本研究では、犬と猫の行動の変化を客観的に把握する目的で動物用ウ

ェアラブルデバイスの測定精度を検証し、OAの診断への実用性を検討した。次

いで、軟骨分解マーカーとして CTX-IIに着目し、犬の OAにおける診断への有

用性を検討した。さらに、OAに罹患した犬の滑膜で発現する miRNAを網羅的

に解析し、OAのバイオマーカーとしての可能性を検討した。 
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1.1 緒言 

獣医療の発展に伴う動物の高齢化から、現在では犬や猫の変形性関節症

（Osteoarthritis: OA）の罹患率は増加しており、当研究室で行った疫学調査から

も、わが国の 10歳齢以上の犬の約 20%、12歳齢以上の猫の約 40%に OAが存在

していることが明らかになっている。しかし、わが国の 0〜12 歳齢の犬と猫を

用いた大規模な疫学調査によると、運動器疾患を主訴に動物病院へ来院した犬

の割合は 11.3%、猫の割合は 2.2%であったと報告されている（岸田ら, 2019）。

このように、多くの犬や猫が OA に罹患していることが判明しているのにも関

わらず、動物病院に来院する割合は低いのが現状である。 

OAに罹患した犬は、跛行などの運動機能の低下を示すことが多いが、その他

にも様々な行動の変化が生じることも明らかになっている（Innes, 2012）。最近

では、OA に伴う慢性痛によって睡眠時間が変動することも報告されている

（Knazovicky et al. 2015）。過去の当研究室での調査においても、関節疾患による

慢性痛を伴う犬は、移動機能の低下に加えて睡眠時間が変動することが明らか

となっている。このように、OAに罹患した犬は必ずしも跛行のみを呈するわけ

ではないため、飼い主が OAの臨床徴候を認識することが困難なことが多い。そ

のような背景から、OAの臨床徴候を早期に検出するために、犬の行動の変化を

主観的に評価する手法が開発されてきた。現在までに、Canine brief pain inventory
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（CBPI）、Helsinki chronic pain index（HCPI）、Health-related quality of life（HRQL）、

Liverpool osteoarthritis in dogs（LOAD）、動物のいたみ研究会の慢性痛判定シート

などが、OAに罹患した犬の主観的な評価法として用いられている（Brown et al. 

2008, Hielm-Björ man et al. 2009, Hercock et al. 2009, Wiseman-Orr et al. 2004, 左近

允ら, 2012）。 

猫では、OAに罹患していても顕著な跛行を呈することが少ないため、飼い主

は自身の猫が OAに罹患していることに気がつかない場合が多い。OAの猫にお

いて最も多く認められる臨床徴候は、ジャンプ能力の低下およびジャンプでき

る高さが低下することである（Clarke and Bennett, 2006）。その他には、高い所から

飛び降りられない、階段を昇らない、あまり遊ばない、トイレの使用が難しくなる、爪が

伸びている、睡眠時間の変調などといった行動の変化が認められる（Lascelles et al. 

2010）。このような OA に罹患した猫の臨床徴候を早期に検出するために、猫に

おいても様々な主観的評価法が開発されてきた。猫では、Feline musculoskeletal 

pain index（FMPI）、Client-specific outcome measure（CSOM）、Montreal instrument 

for cat arthritis testing for use by caretaker（MI-CAT（C））、Montreal instrument for cat 

arthritis testing for use by veterinarian（MI-CAT（V））などが報告されている（Bentio 

et al. 2013, Lascelles et al. 2007, Klink et al. 2018）。しかし、このような主観的評価

法の判定基準は曖昧であるため、一貫した結果を得ることは難しいのが現状で
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ある。そのため、OAによって生じる犬と猫の行動の変化を客観的に評価できる

手法の確立が望まれている。 

最近では、犬と猫の OA を早期に診断するために、加速度計を搭載した活動

量計の使用が注目されている。これらのデバイスは、活動のパターン、活動した

時間、強度と頻度によって変化する加速度を検出し記録することが可能である

（Belda et al. 2018）。犬では、測定精度が検証された動物用デバイスが開発され

ているが、デバイスのサイズが大きいため小型犬に装着することは難しく、全て

の犬種で使用することができないのが現状である（Belda et al. 2018）。また、猫

において活動量計の測定精度を検証した報告は過去に 1 報だけ存在するが、こ

の研究で使用された活動量計はヒト用に開発されたデバイスであり、動物用デ

バイスではなかった（Lascelles et al. 2008）。さらに、このヒト用のデバイスは、

OA に罹患した猫において特徴的な臨床徴候であるジャンプ回数を測定するこ

とができない。そのような背景から、3軸加速度センサーと気圧センサーを内蔵

し、休息・睡眠時間も計測できるソフトウェアを搭載した犬猫用の新たな活動量

計が開発された。 

そこで本章では、まず、この新たに開発された活動量計と、犬と猫において

既に測定精度が検証されているヒト用の活動量計の測定値を比較することにし

た。次いで、新たな活動量計を用いて犬と猫の活動量および休息・睡眠時間を測
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定し、その測定精度を評価した。さらに、活動量および休息・睡眠時間における、

性別、年齢、時間帯（昼間と夜間）の影響を調査した。最後に、OAに罹患した

犬と猫のデータを取得し、OAの診断への実用性を検討した。 

 

1.2 材料および方法 

1.2.1 Actical®︎と Plus Cycle®︎の比較 

本検討は、ボランティアとして参加した 1 歳齢以上の健康な犬（n=10）と猫

（n=10）を対象とし、日本動物高度医療センター動物実験委員会の承認を得て実

施した（Protocol ID: F0602-17001）。 

本検討では、ヒト用のウェアラブルデバイスで動物の活動量の評価に最も広

く使用されている Actical®︎（Philips Respironics Inc. Bend, OR, U.S.A.）と、犬と猫

のために新たに開発された Plus Cycle®︎（日本動物高度医療センター, 川崎）の 2

つの活動量計を使用し、両デバイス間での測定結果を比較した。Actical®︎は、大

きさが 28×27×10mm、重量が 17gで、犬と猫の両方における活動量の測定精度が

既に検証されている（Hansen et al. 2007, Lascelles et al. 2008）。 

Plus Cycle®︎は、直径が 27mm、厚みが 9.1mmで、重量は 9gのデバイスであり、

3軸加速度センサーと気圧センサーを搭載している。我々が知る限り、このデバ

イスは、気圧センサーによりジャンプ数を測定することが可能な世界初の動物
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用ウェアラブルデバイスであり、小型犬や猫を含めた全ての品種において一貫

して装着することができるという特徴を有している。 

まずは、対象動物の首輪に 2 つの活動量計を同時に装着し、動物が通常の日

常生活を行っている間に計測を実施した。活動量計のエポック長（デバイスが計

測した活動量データを保存する間隔）は 1分間とした。Actical®︎で測定した活動

量のデータを取得するために、Actical®︎を首輪から外してから、Actical®︎ reader 

device（Philips Respironics Inc.）を用いてパソコンへと接続し、Actical®︎ software

を使用してデータをダウンロードした。一方、Plus Cycle®︎は、Bluetoothを用いて

飼い主のスマートフォンと接続し、活動量に関するデータを取得した。取得した

データは、Plus Cycle®︎のデータサーバーにアップロードされ、データを解析する

時にパソコンへダウンロードしてから検証を行った。これらの活動量は、24 時

間測定した。Actical®︎もしくは Plus Cycle®︎を用いて測定した Total activityは、24

時間で測定した総活動量と定義し、Activity intensity は、1 分間ごとの活動量と

定義した。 

 

1.2.2 犬における Plus Cycle®︎の測定精度の検証 

本検討は、ボランティアとして参加した健康な犬（n=3）を対象とし、日本大

学動物病院倫理審査委員会の承認を得て実施した（ANMEC-2019-03）。 
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Plus Cycle®︎を対象犬の首輪に装着し（図 1-1A）、運動量、振動数、昇回数、休

息・睡眠時間を測定した。活動量計のエポック長は、前検討と同様に 1分間とし

た。運動量は、波形として検出した 3 軸の加速度を合成し、合成波の 1 分間あ

たりの積分値をアルゴリズムにかけて算出した。振動数は、1分間に加速度を検

出した回数とした。また、昇回数は気圧センサーを用いて計測し、1分間に 40cm

以上の気圧変化を検出した回数とした。測定した活動量データと実際の動物の

動きを比較することで、Plus Cycle®︎の測定精度を評価した。 

犬における運動量および振動数の測定精度は、通常の地面での歩行と、トレ

ッドミル上での歩行を行って検証し、両者の比較も実施した。その際には、それ

ぞれ時速 3kmと時速 5kmで 5分間歩行させ、運動量と振動数を計測した（図 1-

2A）。Plus Cycle®︎からダウンロードしたデータを Excel®︎（Microsoft Corporation, 

Washington, U.S.A.）に取り込み、歩行様式および速度による運動量と振動数の変

化を検討した。 

昇回数の測定精度を検証するために、40cm以上の段差をジャンプさせた（図

1-3A）。次いで、活動量計の計測値と観察者が肉眼で計測した昇回数を比較する

ことで、Plus Cycle®︎による昇回数の測定精度を評価した。 

休息・睡眠時間の測定精度を検証するために、午前 0 時から午前 8 時までの

様子をビデオカメラで撮影し、1分間ごとに行動を記録した（図 1-4A）。ケージ
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内で立ち上がっている、歩いている、遊んでいる、水を飲んでいる状態は覚醒状

態として記録した。一方、横臥位もしくは伏臥位でじっとしている、寝ている状

態を休息・睡眠状態とした。次いで、Plus Cycle®︎で計測した活動量と実際の犬の

行動を比較することで、休息・睡眠時間の測定精度を評価した。 

 

1.2.3 猫における Plus Cycle®︎の測定精度の検証 

本検討は、ボランティアとして参加した健康な猫（n=6）を対象とし、日本大

学動物病院倫理審査委員会の承認を得て実施した（ANMEC-2019-03）。 

Plus Cycle®︎を対象猫の首輪に装着し（図 1-1B）、運動量、振動数、昇回数、休

息・睡眠時間を測定した。Plus Cycle®︎の設定は前述した犬における検証と同様の

ものとした。 

運動量と振動数の測定精度を検証するために、対象猫を 3.6×2.4mの部屋で 1

時間自由に行動させ、運動量と振動数を計測した。部屋には 2 台のビデオカメ

ラを対角線上に設置して猫の行動を撮影し、撮影した映像をもとに移動した距

離と移動に要した時間を 1分間毎に記録した（図 1-2B）。Plus Cycle®︎からダウン

ロードしたデータを Excel®︎に取り込み、動画の解析データと比較することで、

活動量と移動距離および時間との相関関係を調査した。 

猫における昇回数と休息・睡眠時間の測定精度は、前述した犬での検証と同
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様の方法で実施した（図 1-3B, 1-4B）。 

 

1.2.4 一般家庭で飼育されている犬の活動量および休息・睡眠時間の分析 

本検討は、一般家庭で飼育されている 1 歳齢以上の犬を対象とし、日本大学

動物病院倫理審査委員会の承認を得て実施した（ANMEC-2019-03）。 

Plus Cycle®︎を対象動物の首輪に 3 週間装着し、運動量、振動数、昇回数、休

息・睡眠時間を測定した。得られたデータをもとに 1日の平均を算出し、性別、

年齢、時間帯（昼間と夜間）の 3 項目において比較を行った。休息・睡眠時間

は、1分間あたりの運動量および振動数がともに 0と計測された時間の積算値と

した。本検討では、午前 6 時から午後 11 時 59分までを昼間、午前 0 時から午

前 5時 59分までを夜間と設定して検討を行った。 

 

1.2.5 一般家庭で飼育されている猫の活動量および休息・睡眠時間の分析 

本検討は、一般家庭で飼育されている 1 歳齢以上の猫を対象とし、日本大学

動物病院倫理審査委員会の承認を得て実施した（ANMEC-2019-03）。 

Plus Cycle®︎を対象動物の首輪に 3 週間装着し、運動量、振動数、昇回数、休

息・睡眠時間を測定した。猫においても、前述した犬での分析と同様の方法で比

較検討を実施した。 
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1.2.6 OAに罹患した犬と猫の活動量および休息・睡眠時間の評価 

本検討は、ボランティアとして参加した犬と猫において X線検査を行い、OA

が認められた症例を対象に行った。本検討は、日本大学動物病院倫理審査委員会

の承認を得て実施した（ANMEC-2019-03）。 

Plus Cycle®︎を対象動物の首輪に 3 週間装着し、運動量、振動数、昇回数、休

息・睡眠時間を測定した。得られたデータをもとに 1日の平均を算出し、一般家

庭で飼育されている犬と猫から収集した基礎データと比較した。 

 

1.2.7 統計学的解析 

本検討で得られたデータは、全て平均値±標準偏差で示した。統計学的解析

には、データ解析ソフト（GraphPad Prism version 6.0 for Macintosh, GraphPad 

Software Inc., San Diego, California, U.S.A）を使用した。Plus Cycle®︎と Actical®︎で

計測したデータの相関関係、Plus Cycle®︎の活動量データと移動距離および時間の

相関関係、Plus Cycle®︎を用いて計測した各項目のデータと年齢の相関関係を調査

するために、ピアソンの積立相関係数（Pearson product-moment correlation 

coefficient）を算出した。また、Plus Cycle®︎の活動量データの歩行速度および歩行

様式による比較、Plus Cycle®︎で計測した昇回数と実測値の比較、Plus Cycle®︎を用
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いて計測した各項目のデータの性別による比較を行うために、Mann-Whitney検

定を使用した。覚醒時と休息・睡眠時の活動量データを区別するために、receiver 

operating characteristic（ROC）曲線を用いて、活動量と振動数の最適なカットオ

フ値を決定した。そして、感度、特異度、 area under the receiver operating 

characteristic curve（AUC）を算出し、覚醒状態と休息・睡眠状態との判別精度を

評価した。 
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図 1-1 Plus Cycle®︎の装着方法 
（A）犬の首輪に装着した様子 
（B）猫の首輪に装着した様子  
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図 1-2 運動量および振動数の測定精度の検証方法 
（A）犬では、時速 3kmと 5kmで通常の地面およびトレッドミル上で

の歩行を実施し、Plus Cycle®︎で計測した活動量の歩行速度と歩行
様式による変化を検討した。 

（B）猫では、2台のカメラを部屋の対角線上に設置し、行動を記録し
た。その後、Plus Cycle®︎で計測した活動量と記録した行動の相関
関係を調査した。  
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図 1-3 昇回数の測定精度の検証方法 
40cm以上の段差をジャンプさせ、実際の昇回数と Plus Cycle®︎で計測
した昇回数を比較した。 
（A）犬で実施している時の様子 
（B）猫で実施している時の様子  
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図 1-4 休息・睡眠時間の測定精度の検証方法 
午前 0 時から午前 8時までの動物の様子をビデオカメラで記録し、実際
の動物の動きと Plus Cycle®︎で計測した活動量を比較した。 
（A）犬で実施している時の様子 
（B）猫で実施している時の様子 
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1.3 結果 

1.3.1 Actical®︎と Plus Cycle®︎の比較 

対象となった 10頭の犬の平均年齢は 7.2 ± 4.3歳齢で、平均体重は 9.1 ± 6.5kg

であった。性別は、去勢雄が 3頭、不妊雌が 6頭、未不妊雌が 1頭であった。犬

種は、ミニチュア・ダックスフンドが 6頭、シベリアン・ハスキーが 2頭、ト

イ・プードルおよび雑種が各 1頭であった。 

対象となった 10 頭の猫の平均年齢はそれぞれ 5.0 ± 2.2 歳齢で、平均体重は

4.6 ± 1.4kgであった。性別は、去勢雄が 3頭、不妊雌が 7頭であった。猫種は、

日本家猫が 7頭、ヨーロピアン・ショートヘアが 3頭であった。 

Actical®︎と Plus Cycle®︎を用いて、1,440 分間の活動量データを連続的に取得し

た（表 1-1）。Total activityを評価したところ、Actical®︎と Plus Cycle®︎から得られ

たデータには、犬と猫それぞれにおいて非常に強い正の相関関係（p < 0.05, r = 

0.97; p < 0.05, r = 0.89）が認められた（図 1-5A, C）。また、2つのデバイス間の

Activity intensity についても同様で、犬と猫それぞれにおいて強い正の相関関係

（p < 0.05, r = 0.79; p < 0.05, r = 0.78）があることが示された（図 1-5B, D）。 

 

1.3.2 犬における Plus Cycle®︎の測定精度の検証 

本検討に用いた 3 頭の犬の平均年齢は 5.1 ± 4.7 歳齢で、平均体重は 23.2 ± 
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2.1kgであった。性別は、去勢雄が 2頭、不妊雌が 1頭であった。犬種は、ラブ

ラドール・レトリーバーが 1頭で、雑種が 2頭であった。 

対象犬を通常の地面およびトレッドミル上で時速 3km と 5km にて歩行させ

たところ、運動量および振動数は歩行速度の上昇に伴って有意に増加した（p < 

0.05）。また、歩行様式による違いは認められず、トレッドミル上でも運動量と

振動数を通常の歩行時と同様に計測することができた（図 1-6A, B）。Plus Cycle®︎

で計測した昇回数と実測値の間に有意な差は認められなかった（図 1-6C）。休息・

睡眠状態と覚醒状態を判別するために運動量のカットオフ値を算出したところ、

カットオフ値は 1 分間あたり 0.5 で、感度は 95.7%、特異度は 95.8%、AUC は

0.97であった。振動数に関しては、カットオフ値が 1分間あたり 0.5で、感度は

97.0%、特異度は 82.7%、AUCは 0.9であった（図 1-7）。 

 

1.3.3 猫における Plus Cycle®︎の測定精度の検証 

本検討で使用した 6 頭の猫の平均年齢は 3.5 ± 2.1 歳齢で、平均体重は 4.7 ± 

0.5kgであった。全ての猫が、日本家猫の去勢雄であった。 

猫の運動量と移動時間および距離との相関関係を調査したところ、移動時間

（p < 0.05, r = 0.72）と移動距離（p < 0.05, r = 0.80）のいずれにおいても有意な正

の相関があることが明らかになった（図 1-8A）。また、振動数と移動時間（p < 
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0.05, r = 0.84）および移動距離（p < 0.05, r = 0.82）においても有意な正の相関が

認められた（図 1-8B）。Plus Cycle®︎で計測した昇回数と実測値の間に有意な差は

認められなかった（図 1-8C）。休息・睡眠状態と覚醒状態を判別するために運動

量のカットオフ値を算出したところ、カットオフ値は 1分間あたり 0.5で、感度

は 95.1%、特異度は 88.4%、AUCは 0.93であった。振動数に関しては、カット

オフ値が 1分間あたり 0.5で、感度は 98.6%、特異度は 56.4%、AUCは 0.78で

あった（図 1-9）。 

 

1.3.4 一般家庭で飼育されている犬の活動量および休息・睡眠時間の分析 

本検討の対象となった犬は 75頭で、平均年齢は 8.4 ± 5.0歳齢であった。性別

は、雄が 39頭、雌が 36頭であった。本検討では、一般家庭で飼育されている犬

の不妊と去勢の有無についてはデータを得ることができなかった。犬種は、チワ

ワが 13頭、ミニチュア・ダックスフンドが 12頭、柴犬が 11頭、トイ・プード

ルが 4頭、プードルが 3頭、ゴールデン・レトリーバーが 2頭、シベリアン・

ハスキーが 2頭、ビーグルが 2頭、ポメラニアンが 2頭であり、アメリカン・

コッカー・スパニエル、キャバリア・キング・チャールズ・スパニエル、キング・

チャールズ・スパニエル、シー・ズー、シェットランド・シープドッグ、狆、日

本スピッツ、パグ、パピヨン、フレンチ・ブルドッグ、ボロニーズ、ミニチュア・
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シュナウザー、ラブラドール・レトリーバーが各 1頭であった。 

1日の平均活動量を性別によって比較したところ、運動量、振動数、昇回数の

いずれにおいても差は認められなかった（図 1-10）。年齢との相関関係を調査し

たところ、運動量（p = 0.72, r = -0.04）、振動数（p = 0.74, r = -0.04）、昇回数（p < 

0.05, r = -0.28）は加齢に伴い減少する傾向が認められた（図 1-11）。休息・睡眠

時間に関しては、1日の合計の休息・睡眠時間（p = 0.61, r = 0.06）と昼間の休息・

睡眠時間（p = 0.53, r = 0.08）が高齢になるにつれて増加する傾向が認められた。

一方で、夜間の休息・睡眠時間（p = 0.89, r = -0.02）はほとんど変化しなかった

（図 1-12）。 

 

1.3.5 一般家庭で飼育されている猫の活動量および休息・睡眠時間の分析 

本検討の対象となった猫は 71頭で、平均年齢は 6.6 ± 5.4歳齢であった。性別

は、雄が 38頭、雌が 33頭であった。本検討では、一般家庭で飼育されている猫

の不妊と去勢の有無についてはデータを得ることができなかった。猫種は、日本

家猫が 47頭、スコティッシュ・フォールドが 3頭、ジャパニーズ・ボブテイル

が 2頭、トンキニーズが 2頭含まれており、アメリカン・ボブテイル、ミヌエッ

ト、マンチカン、ノルウェージャン・フォレスト・キャット、オリエンタル、ラ

グドール、ロシアン・ブルーが各 1頭であった。 
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1日の平均活動量を性別によって比較したところ、運動量、振動数、昇回数の

いずれにおいても差は認められなかった（図 1-13）。年齢との相関関係を調査し

たところ、猫も犬と同様の傾向があり、犬よりも明瞭に運動量（p < 0.05, r = -

0.32）、振動数（p = 0.12, r = -0.2）、昇回数（p < 0.05, r = -0.26）が加齢に伴って減

少していた（図 1-14）。休息・睡眠時間に関しては、1日の合計の休息・睡眠時

間（p < 0.05, r = 0.45）と昼間の休息・睡眠時間（p < 0.05, r = 0.41）は高齢になる

につれて有意に増加していた。また、夜間の休息・睡眠時間は高齢になるにつれ

て有意に増加していたが（p < 0.05, r = 0.25）、1日の合計および昼間の休息・睡

眠時間と異なり変化の幅は非常に小さかった（図 1-15）。 

 

1.3.6 OAに罹患した犬と猫の活動量および睡眠時間の評価 

本検討では、OAに罹患した犬と猫の活動量および休息・睡眠時間のデータを

取得したが、年齢によって各パラメーターが変動してしまうため、OAに罹患し

た高齢の犬と猫の各 1例を用いて検討を行った。 

本検討の対象となった犬は、15歳齢のラブラドール・レトリーバーの去勢雄

であった。本症例は、臨床的に健康上の問題は存在しなかったが、X線検査によ

って肘関節と股関節に OA が認められた。一方、対象となった猫は、16 歳齢の

日本家猫の去勢雄であった。本症例も、臨床的に健康上の問題は存在しなかった
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が、X線検査で肘関節に OAが認められた。 

OA に罹患した犬から得られたデータを同年代の基礎データと比較したとこ

ろ、運動量、振動数、昇回数のすべてが顕著に減少していた（図 1-16）。また、

1日の合計と昼間の休息・睡眠時間は増加する傾向が認められた（図 1-16）。 

OAに罹患した猫においても犬と同様の傾向があり、運動量、振動数、昇回数

のすべてが顕著に減少し（図 1-17）、1日の合計と昼間の休息・睡眠時間が増加

する傾向が認められた（図 1-17）。 
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表 1-1 Plus Cycle®および Actical®を用いて得られた Total activityと Activity 

intensityの概要 

 
 

（A）犬におけるデータの概要 
（B）猫におけるデータの概要  
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図 1-5 Plus Cycle®および Actical®を用いて計測したデータの相関関係

を示した散布図  
（A）犬における Total activityの相関関係 
（B）犬における Activity intensityの相関関係 
（C）猫における Total activityの相関関係 
（D）猫における Activity intensityの相関関係  
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図 1-6 Plus Cycle®で計測した犬の活動量 
（A）運動量の歩行速度および歩行様式による比較 
（B）振動数の歩行速度および歩行様式による比較 
（C）実際の昇回数と Plus Cycle®で計測した昇回数の比較 
*：有意差あり（p < 0.05）  
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図 1-7 犬の休息・睡眠時間の測定精度を示した ROC曲線 
（A）運動量の ROC曲線 
（B）振動数の ROC曲線  
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図 1-8  Plus Cycle®で計測した猫の活動量 
（A）運動量と移動時間および移動距離との相関関係を示した散布図 
（B）振動数と移動時間および移動距離との相関関係を示した散布図 
（C）実際の昇回数と Plus Cycle®で計測した昇回数の比較 
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図 1-9 猫の休息・睡眠時間の測定精度を示した ROC曲線 
（A）運動量の ROC曲線 
（B）振動数の ROC曲線  
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図 1-10 性別による犬の活動量の比較 
（A）運動量の性別による比較 
（B）振動数の性別による比較 
（C）昇回数の性別による比較  
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図 1-11 犬の活動量と年齢の相関関係を示した散布図 
（A）運動量と年齢の相関関係 
（B）振動数と年齢の相関関係 
（C）昇回数と年齢の相関関係  
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図 1-12 犬の休息・睡眠時間と年齢の相関関係を示した散布図 
（A）1日の合計休息・睡眠時間と年齢の相関関係 
（B）昼間の休息・睡眠時間と年齢の相関関係 
（C）夜間の休息・睡眠時間と年齢の相関関係
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図 1-13 性別による猫の活動量の比較 
（A）運動量の性別による比較 
（B）振動数の性別による比較 
（C）昇回数の性別による比較 
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図 1-14 猫の活動量と年齢の相関関係を示した散布図 
（A）運動量と年齢の相関関係 
（B）振動数と年齢の相関関係 
（C）昇回数と年齢の相関関係  
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図 1-15 猫の休息・睡眠時間と年齢の相関関係を示した散布図 
（A）1日の合計休息・睡眠時間と年齢の相関関係 
（B）昼間の休息・睡眠時間と年齢の相関関係 
（C）夜間の休息・睡眠時間と年齢の相関関係  
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図 1-16 活動量および睡眠時間における OA罹患犬と基礎データの比較 
（A）運動量の比較 
（B）振動数の比較 
（C）昇回数の比較 
（D）1日の合計休息・睡眠時間の比較 
（E）昼間の休息・睡眠時間の比較 
（F）夜間の休息・睡眠時間の比較 
基礎データ：一般家庭で飼育されている 15〜17歳齢の犬の平均値 
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図 1-17 活動量および睡眠時間における OA罹患猫と基礎データの比較 
（A）運動量の比較 
（B）振動数の比較 
（C）昇回数の比較 
（D）1日の合計休息・睡眠時間の比較 
（E）昼間の休息・睡眠時間の比較 
（F）夜間の休息・睡眠時間の比較 
基礎データ：一般家庭で飼育されている 16〜19歳齢の猫の平均値  
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1.4 考察 

本検討では、犬と猫での活用を目的に新たに開発された Plus Cycle®︎と、ヒト

用のウェアラブルデバイスである Actical®︎を用いて、Total activityおよび Activity 

intensityを計測したところ、2つのデバイス間には強い正の相関関係があること

が明らかになった。また、健康な犬と猫に Plus Cycle®︎を装着して運動量、振動

数、昇回数を計測したところ、活動量を非常に高い精度で定量できることが示さ

れた。休息・睡眠状態の判別に関しても、その判別精度はきわめて高いことが示

された。一般家庭で飼育されている犬と猫の活動量を計測したところ、どちらも

高齢になるにつれて活動量が減少し、犬では昇回数が、猫では運動量と昇回数が

有意に減少した。一方、休息・睡眠時間は加齢とともに増加する傾向が認められ

たが、夜間の休息・睡眠時間に関しては加齢に伴う変化の幅が小さいことが示さ

れた。 

過去の研究において、犬や猫の行動の変化を検出するために、客観的に活動

量を計測できる活動量計が使用されており（Brown et al. 2010, Lascelles et al. 

2007）、これらの研究において最も多く使用されていた活動量計は Actical®︎であ

った。Actical®︎は、ヒト用の活動量計ではあるが、犬や猫の活動量の計測に使用

されており、犬や猫における測定精度も既に検証されている（Hansen et al. 2007, 

Lascelles et al. 2008）。また、Actical®︎は、OAに罹患した動物における非ステロイ



 

 43 

ド系消炎鎮痛薬（Nonsteroidal anti-inflammatory drugs: NSAIDs）の治療効果を評

価するためにも用いられている（Brown et al. 2010, Lascelles et al. 2007）。しかし、

Actical®︎は、気圧センサーを内蔵していないため、OA に罹患した猫に最もよく

認められる臨床徴候であるジャンプを測定することができない。さらに、Actical®︎

のデータ解析ソフトには、休息・睡眠時間を計測する機能は搭載されていない。

そこで、3 軸加速度センサーと気圧センサーを内蔵した Plus Cycle®︎が開発され

た。さらに、この活動量計と連動するアプリケーションには休息・睡眠時間を計

測する機能が搭載されている。本検討では、Plus Cycle®︎で計測したデータは、過

去に多くの研究で使用されている Actical®︎の計測データと強い相関関係がある

ことが示され、犬と猫の実際の動きを正確に反映していることが明らかとなっ

た。これらの結果から、Plus Cycle®︎が Actical®︎と同様に、犬と猫の活動量を測定

することができ、NSIADsや他の鎮痛薬の治療効果を評価するためにも使用でき

ることが実証された。 

犬と猫は、筋骨格系の疾患がなくても、正常な加齢に伴って関節の構成体が

劣化し、機能が低下することが報告されている（Bellows et al. 2016; Mosier, 1989）。

しかし、我々の知る限り、犬と猫の正常な加齢に伴う活動量の変化を客観的に示

した報告は存在しない。OAのような筋骨格系の疾患による活動量の減少を検出

するためには、正常な加齢に伴う活動量の変化を理解する必要がある。本検討で
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は、一般家庭で飼育されている犬と猫の活動量を計測したところ、どちらも高齢

になるにつれて活動量が減少し、犬では昇回数が、猫では運動量と昇回数が有意

に減少することが明らかになった。本検討により、加齢による正常な運動機能の

変化と OA のような筋骨格系疾患による活動量の減少を鑑別するために必要な

基礎データを集積することができた。 

OAに罹患したヒトと犬では、OAによる慢性痛が睡眠を著しく阻害すること

が報告されている（Knazovicky et al. 2015, Woolhead et al. 2010）。過去の研究によ

ると、股関節もしくは膝関節の OA に罹患したヒトの 81%は夜間痛を経験して

おり、この疼痛は睡眠障害につながることが報告されている（Woolhead et al. 

2010）。OA に罹患した犬においても、疼痛に関連して睡眠障害が引き起こされ

ることが明らかになっている（Knazovicky et al. 2015）。OAに罹患した猫では、

普段よりも昼間の睡眠時間や休息する時間が長くなることがよく知られている

（Lascelles and Robertson, 2010; Zamprogno et al. 2010）。本検討では、OAに罹患

した犬と猫における休息・睡眠時間の増加が、睡眠障害によるものか、それとも

加齢によるものかを判別するために、一般家庭で飼育されている犬と猫の昼間

と夜間の休息・睡眠時間を計測した。その結果、加齢に伴って昼間の休息・睡眠

時間は増加することが明らかになった。しかし、Plus Cycle®︎で定量した夜間の休

息・睡眠時間は、加齢に伴う変化の幅が小さいことが示された。そのため、犬や
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猫においても、夜間の睡眠の質を客観的に評価することにより、慢性痛を伴う

OAの早期診断に役立つ可能性が示された。 

本検討の手法にはいくつかの限界がある。本検討に使用した一般家庭で飼育

されている犬と猫は、健康状態や飼育方法の分類がなされておらず、すべての背

景を持つ犬と猫が試験対象となっていた。本デバイスの測定精度の検証におい

て、昇回数は気圧センサーを用いて計測し、1分間に 40cm以上の気圧変化を検

出した回数とした。そのため、40cm以下のジャンプは昇回数として記録されて

おらず、大型犬が伏臥位から座位や立位に変化した時の動きを昇回数として記

録している可能性もある。また、本デバイスを用いて計測した休息・睡眠時間は、

非活動時間を示したものであり、休息と睡眠の状態を完全に反映していないか

もしれない。本検討では、各年齢における OAに罹患した犬と猫の症例数は少な

かったため、基礎データと OA 罹患症例の比較検討を十分に実施することがで

きなかった。犬と猫の OA の診断に Plus Cycle®︎を活用するためには、各年齢に

おける基準値を設定するなど、さらなる検討が必要である。 

本章の結果から、Plus Cycle®︎は、犬と猫の活動量および睡眠の質を客観的かつ

正確に計測できることが明らかになった。また、この新しい活動量計は、犬と猫

の筋骨格系の健康管理および OA による慢性痛の徴候を検出するためのツール

として利用できる可能性が示された。 
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第二章 

 

犬の OAの診断マーカーとしての CTX-IIの有用性 
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2.1 緒言 

犬の変形性関節症（Osteoarthritis: OA）の診断は、触診、歩行検査、X線検査

によって行うのが一般的であり、OAの存在を確認するために最も重要な検査は

X線検査である。OAに罹患している関節では、骨棘の形成、腱または靱帯付着

部の骨増殖体、軟骨下骨の硬化症および骨嚢胞といった異常所見が X 線画像上

に認められる（Innes, 2012）。しかし、このような骨の異常所見は OA がかなり

進行してから認められるため、診断時には既に末期の状態であることが多い。ま

た、X線検査を含めた現在の診断方法はすべて主観的であり、感度が低いことも

問題として挙げられる。さらに、犬の OAは、他臓器疾患や免疫介在性関節炎と

は異なり、血液、尿、関節液などの体液を用いたスクリーニング検査が開発され

ていないため、臨床の現場において簡便に検査することはできないのが現状で

ある。そのため、日常の診療において簡便に診断が可能で、重症度の判定に有用

なバイオマーカーの開発が望まれている。 

医学領域では、OA の補助診断として多くのバイオマーカーが使用されてお

り、ヒアルロン酸、II型コラーゲンの分解産物、軟骨オリゴマーマトリックス蛋

白質（Cartilage oligomeric matrix protein: COMP）、軟骨基質分解酵素（Matrix 

metalloproteinase: MMP, a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin 

motifs: ADAMTS）などが既に臨床応用されている（Bay-Jensen et al. 2016）。さら
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に、OAに罹患した患者においては、その進行に伴って、血液、尿、関節液中の

II型コラーゲン三重らせん領域のエピトープ（108HRGYPGLDG116: Coll2-1）、II型

コラーゲンネオエピトープ（Collagen type II cleavage: C2C）、II型コラーゲン架

橋 Cテロペプチド（Collagen type II C-terminal cross-linking telopeptide: CTX-II）の

濃度が増加することが報告されている（Bay-Jensen et al. 2016, Tanishi et al. 2014）。

このように、特に II 型コラーゲンの分解産物が OA のバイオマーカーとして有

用であることが見出されている。OAに罹患した患者でバイオマーカーの有用性

を検討したレビューによると、2014年 4月から 2015年 5月の期間において、最

も使用されていたバイオマーカーのひとつに CTX-II が挙げられており（Bay-

Jensen et al. 2016）、OA の診断に有用な軟骨分解マーカーとして CTX-II が最も

注目されている。 

犬の前十字靱帯切断による OA モデルを用い、切断前後に 5 種類のバイオマ

ーカーを測定した報告では、犬の OA のバイオマーカーとして CTX-II、アグリ

カン、C2Cが有用である可能性が示されている（Matyas et al., 2004）。一方、自

然発生の OA に罹患した犬を用いた最近の研究によると、C2C の臨床的有用性

は低いという報告も存在する（Hayashi et al., 2009）。このように、ヒトと犬で共

通して有用性が示されているのは CTX-IIであり、その測定は関節軟骨を構成す

る主要な細胞外基質である II 型コラーゲンの破壊の程度を推測することができ
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ることから、犬の OAの診断にも利用できる可能性が高い。しかし、我々が知る

限り、自然発生の OA に罹患した犬において、CTX-II の診断価値を検討した研

究はひとつも存在しない。 

そこで、本検討では、OAに罹患した犬の血清、尿、関節液に含まれる CTX-

IIを酵素免疫測定法（Enzyme-linked immuno-sorbent assay: ELISA）にて測定し、

正常犬での測定値と比較することで、犬の OA を診断するためのバイオマーカ

ーとしての CTX-IIの有用性を検討した。 

 

2.2 材料および方法 

2.2.1 対象動物 

本検討は、2017年 4月から 2018年 3月の間に日本大学動物病院に来院し、X

線検査によって膝関節に OAがあると診断された犬を対象として行った（OA群 

n = 11）。一方、整形外科学的検査および X線検査によって整形外科疾患がない

ことを確認した健康な犬を対照として用いた（正常群 n = 10）。本検討は、日本

大学動物実験委員会の承認を得て実施した（AP17B053）。 

 

2.2.2 検体の採取および保存方法 

CTX-II 濃度の測定に使用する血清、尿、関節液は、全て同じ日に採取した。
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OA群の関節液は、OAに罹患している膝関節から採取した。一方、正常群の関

節液も同様に、膝関節から採取した。血液は、両群ともに、外頸静脈から採取し

た。採取した血液を血清分離管に入れ、1,000gで 20分間遠心した後に血清を回

収した。尿は、両群ともに、尿カテーテルを用いて膀胱から採取した。採取した

尿は 1,000gで 20分間遠心を行い、上清を回収した。採取した血清、尿、関節液

の検体は全て CTX-II 濃度の測定に使用するまで-80 度のディープフリーザーで

保管した。 

 

2.2.3 CTX-II濃度の測定 

CTX-II濃度の測定には、犬に特異的な canine CTX-II ELISA kit（My Bio Source, 

California, U.S.A）を使用した。まず、50μlの標準溶液、検体、検体の希釈液をプ

レートの各ウェルに入れ、西洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗体を全てのウェ

ルに添加し、37℃で 60分間インキュベートした。次いで、洗浄液を用いてプレ

ートを 4回洗浄した後に、クロモゲン基質を全てのウェルに加え、37℃で 15分

間インキュベートした。最後に、停止液を全てのウェルに添加して反応を止め、

450nmの波長で吸光度を測定した。血清と関節液の CTX-II濃度は ng/mlで算出

した。また、尿中の CTX-II濃度は、日内変動を考慮してクレアチニン濃度で補

正するため、ng/mg Creとして算出した。 
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2.2.4 CTX-II濃度の比較 

本検討では、各検体において正常群と OA群の両群間の CTX-II濃度を比較し

た。さらに、関節液中の CTX-II濃度の測定結果について、性別、年齢（若齢：

1〜5 歳齢、中齢：6〜9 歳齢、高齢：10 歳齢以上）、発症からの経過日数（急性

期：1ヵ月未満、亜慢性期：1ヵ月〜2ヵ月、慢性期：3ヵ月以上）、跛行スコア

（軽度：0〜2、重度：3〜5）、X線検査による OAの重症度（軽度：0〜2、重度：

3〜5）の 5項目で比較検討を行った。跛行スコアは、過去に報告されている分類

を使用し（Millis and Mankin, 2014）、正常な歩行を 0、軽度の跛行を 1、軽度な体

重負重性の跛行を 2、重度な体重負重性の跛行を 3、間欠的な非負重性の跛行を

4、連続的な非負重性の跛行を 5と判定した（表 2-1）。また、X線検査による膝

関節の OAの重症度は、骨棘と関節液貯留の程度に基づいて、0〜5の 6段階の

スコアで評価した（Chuang et al. 2014）（表 2-2）。 

 

2.2.5 統計学的解析 

得られた全てのデータは、平均値±標準偏差で算出した。統計解析には、統

計処理ソフト（GraphPad Prism version 6.0 for Macintosh, GraphPad Software Inc., 

San Diego, California, U.S.A）を使用した。両群間の比較にはMann-Whitney検定
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を使用し、多群間の比較には Kruskal-Wallis 検定を使用した。また、OA 群にお

いては、CTX-II 濃度と臨床データの相関関係を調査するために、線形回帰分析

を実施した。本検討では、p＜0.05をもって有意差ありと判定した。 
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表 2-1 跛行スコアの分類 

 

 
 
 
 
 
 
 

表 2-2 X線検査での重症度分類 

 

 
 

関節液貯留と骨棘の重症度スコアの合計を X線検査での OAの重症度とした。 

軽度：0〜2 重度：3〜5   
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2.3 結果 

 OA群の平均年齢は 7.0 ± 3.5歳齢で、平均体重は 24.4 ± 12.9 kgであった。性

別は、去勢雄が 5頭、不妊雌が 6頭であった。犬種は、ゴールデン・レトリーバ

ーが 2頭、柴犬が 2頭であり、雑種、サモエド、シベリアン・ハスキー、トイ・

プードル、バーニーズ・マウンテン・ドッグ、ブルドック、ラブラドール・レト

リーバーが各 1頭であった。OA群の症例においては、全例で手術時に前十字靱

帯が断裂していることを確認した。 

正常群の平均年齢は 2.1 ± 0.9歳齢で、平均体重は 9.7 ± 1.0kgであった。性別

は、未去勢雄が 6頭、未不妊雌が 4頭であり、犬種は全てがビーグルであった。 

血清、尿、関節液の全ての検体において、OAの有無による CTX-II濃度の差

異を比較したところ、OA 群の関節液中の CTX-II 濃度は正常群よりも有意に高

い値を示した（図 2-1）。しかし、OA群の血清と尿においては、CTX-II濃度の有

意な高値は認められなかった（図 2-1）。そのため、以下の検討は、関節液のみで

実施した。 

関節液中の CTX-II濃度は、雄雌ともに正常群よりも OA群において有意に

高い値を示した（図 2-2）。年齢で比較したところ、若齢（1〜5歳齢）と中齢

（6〜9歳齢）の OA罹患症例における関節液中の CTX-II濃度は、正常群より

も有意に高い値を示した（図 2-3）。高齢（10歳齢以上）の O A罹患症例にお
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ける CTX-II濃度も、正常群より高い傾向が認められたが、正常群との間に有

意差は認められなかった（図 2-3）。跛行スコアに関しては、軽度（0〜2）と重

度（3〜5）の OA罹患症例における CTX-II濃度は、いずれにおいても正常群

より有意に高い値を示した（図 2-4）。また、OAが発症してからの経過日数が

少ない急性期（1ヵ月未満）の症例や、X線検査での OAの重症度が軽度（0〜

2）な症例においても、正常群より有意に高い CTX-II濃度を示した（図 2-5, 2-

6）。 

関節液中の CTX-II濃度と年齢（r = -0.25、p = 0.12）、跛行スコア（r = -

0.001、p = 0.91）、X線検査による OAの重症度（r = -0.06、p = 0.46）との間に

は有意な相関関係は認められなかったが、CTX-II濃度と OAが発症してからの

経過日数との間には、有意な負の相関関係が認められた（r = -0.38、p < 0.05）

（図 2-7）。  
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図 2-1 正常群と OA群の各検体における CTX-II濃度 
（A）血清の CTX-II濃度の比較 
（B）尿の CTX-II濃度の比較 
（C）関節液の CTX-II濃度の比較 
*, #：有意差あり（p < 0.05）  
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図 2-2 性別による関節液中の CTX-II濃度の比較 
*：有意差あり（p < 0.05）  
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図 2-3 年齢による関節液中の CTX-II濃度の比較 
*：有意差あり（p < 0.05）  
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図 2-4 跛行スコアによる関節液中の CTX-II濃度の比較 
*：有意差あり（p < 0.05） 
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図 2-5 発症からの経過日数による関節液中の CTX-II濃度の比較 
*：有意差あり（p < 0.05）  
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図 2-6 X線検査での重症度による関節液中の CTX-II濃度の比較 
*：有意差あり（p < 0.05）  
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図 2-7 関節液中の CTX-II濃度と各項目の相関関係を示した散布図 
（A）年齢との相関関係 
（B）発症からの経過日数との相関関係 
（C）跛行スコアとの相関関係 
（D）X線検査による OAの重症度との相関関係  
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2.4 考察 

ヒトにおいて、関節軟骨を構成する II型コラーゲンは、滑膜や軟骨細胞から

分泌される MMPs などの蛋白質分解酵素によって分解されることが明らかにな

っている（Moskowitz et al. 2006）。MMPsの中で、MMP-3とMMP-13は、OAの

病態において主要な軟骨基質分解酵素であると考えられている（Rose and 

Kooyman, 2016）。特に、MMP-13は、II型コラーゲンα1鎖の C-テロペプチド内

における P-L ペプチド結合を切断し、CTX-II を生成することが示されている

（Atley et al. 2000）。犬の OAにおいても、ヒトと同様にMMP-13が II型コラー

ゲンα1 鎖の P-L ペプチド結合を切断することによって、CTX-II が生成される

可能性が高い。そのため、犬の OAの診断における CTX-IIの有用性と最適な検

体に関する検討を行った。 

本検討では、OAを診断する目的で CTX-II濃度を測定する検体として、関節

液が最も適していることが明らかとなった。OA に罹患したヒトの CTX-II 濃度

について調査した総説によると、OA に罹患した患者の関節液と尿において、

CTX-II濃度が上昇することが多数報告されている（Saberi Hosnijeh et al. 2019）。

OA に罹患したヒトの関節液に含まれる炎症性サイトカインや軟骨分解マーカ

ーを調査した研究によると、CTX-II濃度は X線検査による OAの重症度と有意

に相関することが明らかになっている（Leung et al. 2017）。また、犬の前十字靱
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帯切断による OAモデルを用いた研究では、関節液と血清において CTX-II濃度

が有意に上昇したと報告されている（Matyas et al. 2004）。これらの過去の研究結

果をまとめると、OA に罹患したヒトおよび犬の両方において、一貫して CTX-

II 濃度が上昇したサンプルは関節液であった。本検討の結果から、自然発症の

OA に罹患した犬においても、関節液中の CTX-II 濃度は有意に高いことが示さ

れたため、関節液は CTX-II濃度の測定に適した検体の一つであることが再確認

された。 

本検討では、血清において、OA群で CTX-II濃度の有意な高値は認められな

かった。犬の前十字靱帯切断による OAモデルは、自然発症の OAとは異なり病

態が重度であると考えられるため、OA モデルでは血清においても高濃度の

CTX-II が検出された可能性が高い。そのため、短期間で多量の関節軟骨が損傷

する重度の OA罹患症例においては、血清においても CTX-IIが検出できるのか

もしれない。 

医学領域では、CTX-II濃度を測定するための検体として、尿を使用すること

が最も多い（Bay-Jensen et al. 2016）。OAに罹患したヒトの尿に含まれる CTX-II

濃度を調査した研究によると、X 線検査で評価した OA の重症度が上がるにつ

れて、CTX-II濃度も有意に増加することが示されている（García-Alvarado et al. 

2020）。また、尿中の CTX-II濃度は、OAによる疼痛が持続した日数とも関連す
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ることが明らかになっている（García-Alvarado et al. 2020）。しかし、本検討にお

いて、自然発症の OAに罹患した犬で尿中の CTX-II濃度を測定したところ、OA

を検出する程の差異は認められなかった。ヒトでは、II型コラーゲンの前駆体で

あるプロコラーゲンが軟骨細胞によって合成され、細胞外に分泌される。II型プ

ロコラーゲンは、II型コラーゲン α1鎖の三重螺旋、直鎖状の N-テロペプチドお

よび C-テロペプチド、両極に存在する N末端および C末端プロペプチドによっ

て構成されている。このプロペプチドは、II型コラーゲンの成熟分子が細胞質に

組み込まれる前に、特定の蛋白質分解酵素によって除去される（Moskowitz et al. 

2006）。しかし、現在までに、関節軟骨の II型コラーゲン分解に関する経路の詳

細はヒトおよび犬の両方においてほとんど明らかにされていない（Matyas et al. 

2004; Poole, 1994）。また、コラーゲンの分解産物の輸送および腎臓を介した排出

の過程は、ヒトと犬で異なっている可能性があるため、OAに罹患した犬の尿中

では CTX-II 濃度が増加しなかったのかもしれない。本検討では、残念ながら、

簡便に採取可能な検体である血液や尿では、OA 罹患症例において CTX-II 濃度

の高値を検出できなかった。そのため、関節液よりも簡便に採取できる検体を用

いて OA を診断することができるバイオマーカーを特定するためには、さらな

る研究が必要である。 

本検討では、OAによる臨床徴候が軽度な症例や、X線検査による OAの進行
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ステージが初期の症例において、関節液中の CTX-II 濃度が高値を示した。OA

に罹患した関節においては、比較的に初期の段階から関節軟骨の変性と破壊が

生じる（Sellam and Berenbaum, 2010）。そのため、CTX-IIの測定は、このような

初期の病態を捉えるのに有効かもしれない。一方、慢性化した OAでは、関節軟

骨が破壊し尽くされ、関節液中に放出される CTX-IIが減少するため、高齢や X

線検査でのスコアが高い症例では CTX-II濃度が低くなる傾向が認められたのか

もしれない。したがって、関節液中の CTX-IIは、犬の OAを早期に診断するこ

とができるバイオマーカーとして有用である可能性が示された。 

本検討には、研究手法にいくつかの限界がある。まず、バイオマーカー自体

が変化する性質をもっているため、血清や尿における輸送および排出の過程を

さらに理解する必要がある。また、本検討に用いたサンプル数は少なく、他疾患

に罹患している犬の CTX-II濃度も検討していない。今後は、血液や尿のように

より簡便に入手可能な検体を介して、OAを検出することができるバイオマーカ

ーを特定するためにさらなる研究が必要であろう。 

本章の結果から、犬の OA のバイオマーカーとして CTX-II を測定したとこ

ろ、関節液が検体として最も適していた。また、OA罹患犬では関節液中の CTX-

II濃度が有意に上昇することも明らかになった。CTX-IIは、臨床徴候や X線検

査による異常所見が軽度で、発症からの期間が短い症例で高値が認められたこ
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とから、OAの早期診断に有用なバイオマーカーであることが示された。 
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第三章 

 

OA罹患犬の滑膜における miRNAの網羅的解析と 

バイオマーカーとしての可能性  
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3.1. 緒言 

ヒトの変形性関節症（Osteoarthritis: OA）において、microRNA（miRNA）は

OA の病態と関節軟骨の恒常性を制御する新たな因子であると報告されており、

治療のターゲットおよびバイオマーカーの有力な候補として注目されている

（Kung et al. 2017）。miRNAは、正常および疾患状態における細胞内制御因子で

あり、転写後の遺伝子発現を調節する役割を持っている。核内で産生された一次

miRNAは、前駆体 miRNAを経て細胞質に移行し、RNaseIIIである Dicerの作用

によって 21-25塩基の成熟 miRNAに変換される。成熟 miRNAは、RNA誘導サ

イレンシング複合体においてアルゴノートタンパク質と結合し、標的となる

mRNAに誘導され、標的の mRNAを分解もしくは翻訳を抑制する。また、miRNA

は細胞外小胞体であるエクソソームを介して細胞外に分泌され、細胞間のコミ

ュニケーションにおいて重要な役割を果たしている（Kato et al. 2014）。さらに、

細胞外に分泌される miRNA は細胞の置かれている環境や状態を反映すること

が明らかとなっており、最近では OA のバイオマーカーとしても注目されてい

る（Oliviero et al. 2019）。 

OAにおける miRNAの役割を調査した総説によると、罹患部位での関節軟骨

の miRNA発現パターンは変化しており、関節軟骨の恒常性に影響することが示

されている（Vicente et al. 2016）。また、OAに罹患した関節の滑膜組織における
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miRNA の発現と機能を調査した総説によると、滑膜組織における miRNA 発現

パターンも OA によって変化し、滑膜組織の代謝や炎症の制御機構に影響して

いることが明らかとなっている（Tavallaee et al. 2020）。さらに、OAに罹患した

患者の血液に含まれる miRNAの発現を網羅的に解析した研究では、正常な血液

と比較して、OAの症例で発現量が有意に増減する miRNAがいくつか報告され

ており、バイオマーカーの候補となる miRNAが明らかにされつつある（Borgonio 

Cuadra et al. 2014, Ali et al. 2020）。 

一方、犬の OA は慢性痛をもたらす主要な疾患であるにも関わらず、その病

態は未解明な部分が多い。犬の OAの病態に関する研究の多くは、滑膜組織と関

節軟骨における炎症性サイトカインや軟骨基質分解酵素の発現を調査した報告

であり（Maccoux et al. 2007）、miRNAの発現は一切明らかにされておらず、バ

イオマーカーとしての可能性も全く検討されていないのが現状である。OAに罹

患すると、変性した関節軟骨の断片が滑膜に取り込まれ炎症を引き起こす

（Sellam and Berenbaum, 2010）。そのような状況下では、滑膜細胞から炎症性サ

イトカインや軟骨基質分解酵素が過剰に産生され、さらに OA の病態を進行さ

せる。このように、滑膜炎は OA の病態の一部として重要な鍵を握っているた

め、その制御に関わる miRNA の解析は OA の病態解明の一助となるであろう。

また、その際に発現が変化する miRNAを関節液や血液にて検出することができ
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れば、OAのバイオマーカーとして活用することができるかもしれない。 

そこで、本章では、犬の OA の病態に関与する miRNA を明らかにするため

に、OA に罹患した犬の滑膜組織における miRNA の発現を RNA シーケンス解

析（RNA-seq）を用いて網羅的に解析した。次いで、OAの診断に有用なバイオ

マーカーとなる miRNAの候補を探索するために、滑膜組織において発現量が顕

著に増減した miRNAを選出した。さらに、それらの発現量を OAに罹患した犬

の関節液と血清において定量的に測定し、そのバイオマーカーとしての有用性

を検討した。 

 

3.2. 材料および方法 

3.2.1. 対象動物 

本検討は、2019 年 10 月から 2020 年 10 月までの期間に日本大学動物病院整

形外科を来院し、X 線検査によって膝関節に OA が認められた症例を対象に行

った（OA 群）。本検討は、日本大学動物病院倫理審査委員会の承認を得て実施

した（ANMEC R2-2）。 

一方、整形外科疾患が認められない健康な犬を対照として使用した（正常群）。

正常犬からの検体の採取は、日本大学動物実験委員会の承認を得て実施した

（AP19BRS066-1）。 
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3.2.2. 検体の採取および保存方法 

OA群においては、全例で手術時に関節鏡検査を行って、滑膜炎の有無を確認

した。関節鏡で評価した部位から滑膜組織を採取し、採取した滑膜組織は速やか

に液体窒素で凍結した。本検討では、同一個体から関節液と血清も採取した。関

節液は、OA に罹患している膝関節から採取し、1,000g で 20 分間、遠心分離し

てから上清を回収した。血液は、外頸静脈から採取し、血清分離管に分注してか

ら室温で 30分間静置した。次いで、静置した血清分離管を 12,000gで 90秒間、

遠心分離した後に血清を回収した。採取した全てのサンプルは、RNA を抽出す

るまで-80度のディープフリーザーで保管した。 

正常群においては、全身麻酔下で膝関節の関節包を切開し、肉眼で滑膜炎が

ないことを確認した後に滑膜組織を採取した。また、同一個体から関節液と血清

も採取し、採取した全てのサンプルは前述した方法と同様に保管した。 

 

3.2.3. Total RNAの抽出 

凍結保存していた滑膜組織は、液体窒素の中で粉砕し、さらに TRIzol reagent

（Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, U.S.A.）に加えてホモジナイズした。

次いで、ホモジナイズした溶液にクロロホルムを添加した後に 4℃、12,000g で
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15分間遠心し、水層を分離した。Total RNAの抽出は miRNeasy Mini kit（QIAGEN, 

Hilden, Germany）を使用し、DNase処理は RNase-Free DNase set（QIAGEN）を

用いて実施した。最後に、30μlの RNase free water（UltraPure™ DNase/RNase-Free 

Distilled Water, Thermo Fisher Scientific Inc.）で Total RNAを溶出した。 

凍結保存していた関節液と血清は、室温で融解し、16,000gで 5分間の遠心分

離を行った。回収した上清に TRIzol LS reagent（Thermo Fisher Scientific Inc.）を

加え、ボルテックスを用いて 15秒間混和した。次いで、クロロホルムを添加し

た後に、4℃にて 12,000gで 15分間遠心し、水層を分離した。Total RNAの抽出

は miRNeasy Serum/Plasma kit（QIAGEN）を使用し、14μlの RNase free waterで

Total RNA を溶出した。Total RNA 濃度と 260/280 比は NanoDrop One（Thermo 

Fisher Scientific Inc.）を用いて計測した。 

 

3.2.4. Small RNA-seq 

3.2.4.1 ライブラリー作製およびシーケンス解析 

ライブラリーの作製には、TruSeq Small RNA Library Prep Kit（Illumina, Inc., 

California, U.S.A.）を使用した。3’アダプターと 5’アダプターを T4RNAリガーゼ

2にて RNA分子へ結合させ、cDNAへの逆転写および PCRにおいてプライマー

が結合する領域とした。5’アダプターは、miRNA に特徴的な 5’リン酸基を有す
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る small RNAを捕捉するように設計した。次いで、アダプターを付加した small 

RNAを cDNAに逆転写し、PCRによって cDNAを増幅させた。最後に、増幅し

た cDNA をポリアクリルアミドゲルで電気泳動させ、アダプターが付加された

small RNA を含む領域のバンドを切り出した。ライブラリーサイズは 145〜160 

bpとした。 

作製したライブラリーのシーケンス解析には、HiSeq 2500（Illumina, Inc.）を

使用した。1サンプルあたり約 10億個の配列をシングルリード法および 51bpの

リード長で読み取り、配列を決定した。 

 

3.2.4.2 アライメントおよび miRNAの検出 

シーケンス解析により得られた small RNA の配列データからアダプター配列

を除去するために、Cutadapt プログラム（National Bioinformatics Infrastructure 

Sweden, Uppsala, Sweden.）を用いてトリミングした。次いで、rRNAを排除する

ために、犬の 45S pre-rRNAとミトコンドリア rRNAにアラインメントされた配

列を除外した。rRNAを取り除いた各サンプルの配列を、マッピングプログラム

である Bowtie（Langmead et al. 2009）を用いて、miRBase v22.1から取得した犬

の miRNAの配列にアラインメントした。最後に、miRDeep2 quantifierモジュー

ル（Max Delbrück Center for Molecular Medicine in the Helmholtz Association, Berlin, 
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Germany）を用いてアライメントされた成熟 miRNAの配列を検出し、リード数

を計測した。 

 

3.2.4.3 miRNA発現量の比較 

各 miRNA のリード数の正規化は、統計解析ソフト R の edgeR パッケージ

（Lucent Technologies, New Jersey, U.S.A.）を用いて、Trimmed Mean of M-values

（TMM）正規化法で実施した。次いで、全サンプルの 51％以上でリード数のカ

ウントが 0になった miRNAを除外した。解析対象となった miRNAのリード数

に 1を加え、log2変換を行い様々なプロットを作製した。各 miRNA において、

両群間の log CPM（Counts Per Million）と log fold changeを算出し、miRNAの発

現量を比較した。また、多次元尺度構成（multidimensional scaling: MDS）法を用

いてサンプル間の類似性を可視化し、非類似性の指標にはユークリッド距離を

用いた。完全連結法を用いて階層的クラスタリング解析も行い、ユークリッド距

離を類似性の指標とした。さらに、階層的クラスタリング解析によってヒートマ

ップを作製し、両群間の発現量の差が明確な miRNAを選出した。 

 

3.2.5. cDNAの合成と RT-qPCR 

抽出した Total RNAから 1本鎖 cDNAを合成するために、My Genie 32 Thermal 
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Block（BIONEER Co., Daejon, Korea）と miScript®︎ II RT Kit（QIAGEN）を使用し

て逆転写反応を実施した。反応液に 75ngの Total RNAを加え、37℃、60分間に

て逆転写反応を行い、その後、95℃、5秒間にて逆転写酵素を失活させた。合成

した cDNAは、RT-qPCRに使用するまで-80℃で保存した。 

RT-qPCRは Thermal Cycler Dice Real Time System II（TaKaRa Bio Inc., 滋賀）

を用い、反応液には miScript®︎ SYBR Green PCR kit（QIAGEN）を使用した。１

wellあたりの PCR反応液は、QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix（12.5μl）、

miScript Universal Primer（2.5μl）、miScript Primer Assay（2.5μl）、テンプレート cDNA

（1μl: 1.25ng）、RNase free water（6.5μl）とした。本検討において、miRNAの発

現を調べるために使用したプライマーを表 3-1に示した。滑膜組織と関節液のハ

ウスキーピング遺伝子には RNU6-2を用い（Kolhe et al. 2017, Kung et al. 2017）、

血清には Let-7aを使用した（Ciera et al. 2019）。まず、95℃にて 15分間で DNA

合成酵素を活性化した。PCR反応は、初期変性が 94℃で 15秒間、アニーリング

が 55℃で 30秒間、伸長反応が 70℃で 30秒間にて合計 40サイクル行った。最

後に解離曲線分析を行い、PCR 反応の特異性を確認した。RT-qPCR で得られた

結果は、ΔΔCT法にて解析を行い、各遺伝子の発現量はハウスキーピング遺伝子

である RNU6-2もしくは Let-7aに対する相対発現量として算出した。 

 



 77 

3.2.6. 統計学的解析 

Small RNA-seq における miRNA の発現量の比較には、 edgeR（Lucent 

Technologies）の exact testを使用し、発現量の倍率変化 2以上、p＜0.05をもっ

て有意差ありと判定した。また、RT-qPCRの測定結果は、平均値±標準偏差で算

出し、統計解析には統計処理ソフト（GraphPad Prism version 6.0 for Macintosh, 

GraphPad Software Inc., San Diego, California, U.S.A）を使用した。両群間の比較に

はMann-Whitney検定を使用し、p＜0.05をもって有意差ありと判定した。  
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表 3-1 RT-qPCRに使用したプライマー  
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3.3. 結果 

3.3.1 対象症例 

Small RNA-seqを用いた検討においては、OA群に 3頭の犬を使用した。それ

らの犬の平均年齢は 6.9 ± 7.1歳齢で、平均体重は 21.8 ± 5.3kgであった。性別は、

去勢雄が 2頭、未不妊雌が 1頭であった。犬種は、ボーダーコリー、秋田犬、ラ

ブラドール・レトリーバーが各 1頭であった。いずれの症例においても、関節鏡

視下で重度な滑膜炎が認められた。一方、正常群には、3頭の成熟したビーグル

を使用し、平均年齢は 8.2 ± 5.3歳齢で、平均体重は 11.1 ± 1.3kgであった。性別

は、未去勢雄が 1頭、未不妊雌が 2頭であった。 

各 miRNAの発現を RT-qPCRにて定量した検討では、OA群に 11頭の犬を使

用した。それらの犬の平均年齢は 7.3 ± 3.4歳齢で、平均体重は 21.7 ± 10.5kgで

あった。性別は、未去勢雄が 1頭、去勢雄が 3頭、不妊雌が 7頭であった。犬種

は、ラブラドール・レトリーバーが 2頭、雑種が 2頭であり、アメリカン・コッ

カー・スパニエル、ゴールデン・レトリーバー、ジャック・ラッセル・テリア、

珍島犬、トイ・プードル、バーニーズ・マウンテン・ドッグ、ボーダー・コリー

が各 1 頭であった。いずれの症例においても、関節鏡で中程度以上の滑膜炎が

認められた。一方、正常群には、6頭の成熟したビーグルを使用し、平均年齢は

6.8 ± 4.9歳齢で、平均体重は 10.7 ± 0.4kgであった。性別は、未去勢雄が 2頭、
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未不妊雌が 4頭であった。 

 

3.3.2 Small RNA-seq 

ライブラリー調整したサンプルのシーケンス解析を行い、各個体から得られ

たデータの品質を評価したところ、Q30は 96.8 ± 0.3%であり品質はきわめて高

いことが示された（表 3-2）。また、アダプターおよび rRNA を除去した後の平

均リード数は約 1,900 万リードであり、miRNA の網羅的解析に十分なデータ量

を得ることができた（表 3-3）。さらに、各サンプルに含まれる RNAの構成を確

認したところ、いずれのサンプルにおいても既知の miRNAが約 60%含まれてお

り、解析に十分な量の miRNAを回収することができた（図 3-1）。 

検出された miRNAから、全サンプルの 51%以上でリード数のカウントが 0で

あった miRNAを除外し、281種類の miRNAを解析対象とした。MDSおよび階

層的クラスタリング解析の結果、正常群と OA群のサンプルに含まれる miRNA

の構成は各群内のサンプル同士で類似していることが明らかとなった（図 3-2）。 

次いで、OA 群と正常群の miRNA の発現量を比較したところ、OA 群で有意

に高かった miRNAは 57種類、有意に低かった miRNAは 42種類であった（図

3-3）。また、両群間の比較において算出した log2 fold change と p 値を用いて

volcano plot を作製したところ、両群間の miRNA の発現量は明確に異なること
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が明らかとなった（図 3-4）。さらに、階層的クラスタリング解析によりヒートマ

ップを作製したところ（図 3-5）、OA群で明確に発現量が高かった miRNAは 20

種類、低かった miRNAは 22種類であった（表 3-4）。 

 

3.3.3 RT-qPCR 

Small RNA-seqの結果を RT-qPCRにて検証するために、ヒートマップによっ

てOA群で明確に発現量が増減することが示された合計42種類のmiRNAから、

発現量の倍率変化が大きい miRNA、もしくは、ヒトの膝関節の OAにおいて発

現することが報告されている miRNAを選出した。すなわち、OA群で有意に高

かった 6種類の miRNA（miR-543、miR-146a、miR-127、miR-381、miR-542、miR-

369）および OA群で有意に低かった 6種類の miRNA（miR-145、miR-338、miR-

1249、miR-29a、miR-208b、miR-144）を RT-qPCRでの検証のために選出し、滑

膜組織（正常群 n=3、OA群 n=7）、関節液（正常群 n=3、OA群 n=5）、血清（正

常群 n=6、OA群 n=11）において miRNAの発現を定量した。 

滑膜組織における miRNAの発現量を調査したところ、Small RNA-seqの結果

と同様に、OA群では miR-543と miR-127の発現量が正常群と比較して有意に高

い値を示した（図 3-6）。また、統計学的な有意差は認められなかったものの、

miR-146aと miR-381の発現量も正常群と比較して高い傾向が認められた（図 3-
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6）。Small RNA-seqにて OA群で低値を示した miR-145の発現量は、RT-qPCRに

おいても正常群に比較して低い傾向が認められた（図 3-6）。しかし、mir-338、

miR-1249、miR-29aの発現量は、Small RNA-seqの結果と異なり、正常群よりも

高くなる傾向が認められた（図 3-5）。滑膜組織を用いた RT-qPCR においては、

miR-542、miR-369、miR-208b、miR-144を検出することはできなかった。そのた

め、OA群において発現量が有意な高値もしくは高い傾向を示したmiR-543、miR-

146a、miR-127、miR-381 をバイオマーカーの候補とし、関節液と血清において

も発現量を測定した。 

関節液の miRNAの発現量を調査したところ、OA群では miR-543と miR-146a

の発現量が高くなる傾向が認められたが、miR-127 と miR-381 は検出すること

ができなかった（図 3-7）。また、血清では、OA群において miR-543の発現量が

高くなる傾向が認められたが、miR-146a の発現量にほとんど変化は認められな

かった（図 3-8）。関節液の結果と同様に、血清においても miR-127 と miR-381

は検出することができなかった（図 3-8）。  
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表 3-2 シーケンス解析により得られたデータの概要 

 

 

 
N：正常群 OA：OA群 

  



 84 

 
 
 
 
 
表 3-3 トリミング後のデータの概要 

 

 
 
トリミング後のリード数：アダプター配列を除去したリードの数 

アダプターなしのリード数：アダプター配列を持たないリードの数 

短いリード数：アダプターを除去した後の配列が 17塩基以下のリードの数 

低品質のリード数：未決定の塩基 Nが 1つ以上含まれるリードの数 
N：正常群 OA：OA群 
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表 3-4 OA群において明確に発現量が増減した miRNA 
 
 



 

 

86 

 
 
 
 
 

 
 

図 3-1 各サンプルに含まれる RNAの構成 

いずれのサンプルにおいても、既知の miRNAは約 60%含まれていた。 
N：正常群 OA：OA群 
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図 3-2 MDSおよび階層的クラスタリング解析の結果 

（A）各サンプルの正規化された値を使用して、サンプル間の類似性を
散布図に示した。 

（B）各サンプルの正規化された値を用いて、類似度が高いものをグル
ープ化した。 
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図 3-3 OA群において有意に増減した miRNAの数 

発現量の倍率変化 2以上、p < 0.05の miRNAを選出した。 
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図 3-4 Volcano plotの結果 

Log2 fold changeと p値を用いて miRNAの発現量の差を示した。 
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図 3-5 クラスタリング解析によって作製されたヒートマップ 

各サンプルにおける miRNAの発現量を色で示した。
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図 3-6 滑膜組織における miRNAの発現量 

正常群と OA群の滑膜組織における miRNAの発現量を比較した。 

：有意差あり（p < 0.05） 
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図 3-7 関節液における miRNAの発現量 

正常群と OA群の関節液における miRNAの発現量を比較した。 
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図 3-8 血清における miRNAの発現量 

正常群と OA群の血清における miRNAの発現量を比較した。  
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3.4. 考察 

本検討は、OAに罹患した犬の滑膜組織における miRNAの発現を網羅的に解

析し、その発現パターンを明らかにした世界初の報告である。また、RT-qPCRを

用いて miRNAの発現量を調査したところ、miR-543は OAに罹患した犬の滑膜

組織、関節液、血清の全てにおいて一貫して発現量が高い傾向が示された。 

Small RNA-seqによって得られたデータを解析したところ、OA群で発現する

miRNA の構成は特異的であり、正常群で発現した miRNA の構成とは全く異な

っていた。また、OA群において発現量が有意に高かった miRNAは 52種類、有

意に低かった miRNAは 44種類あることが明らかとなり、犬の OA に罹患して

いる関節では、miRNAの発現が大きく変化していることが示された。また、階

層的クラスター解析によって作製されたヒートマップを用いて、各群のサンプ

ル間における発現量の差が大きい miRNAを除外すると、OA群において発現量

が有意に高かった miRNAは 20種類、有意に低かった miRNAは 22種類に絞ら

れた。これらの miRNAは、個体差による影響をほとんど受けなかったため、犬

の OAの病態に関与する miRNAである可能性が高い。そこで、この 42種類の

miRNA の中から、特に発現量の倍率変化の絶対値が大きい miRNA、もしくは

OA に罹患したヒトの関節軟骨や滑膜組織において発現量が変化することが報

告されている miRNA を選出し、それらの発現量を RT-qPCR を用いて定量的に
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解析した。 

OA群における miR-543と miR-127の発現量は、Small RNA-seqの結果と同様

に、正常群に比べ有意に高い値を示した。それに加え、miR-146aと miR-381の

発現量も、正常群に比べ OA 群において高くなる傾向が認められた。しかし、

Small RNA-seq にて OA 群で発現量が低くなることが示された miRNA を RT-

qPCRで解析したところ、mir-338、miR-1249、miR-29aの発現量は OA群でやや

高い傾向を示しており、一貫した結果を得ることはできなかった。OAのバイオ

マーカーとなる miRNA の発現を調査したヒトの研究では、まず RNA-seq やマ

イクロアレイを用いてスクリーニングを行い、RT-qPCR によってその結果を再

検証する方法が一般的となっている（Munjal et al. 2019）。しかし、RNA-seqによ

るスクリーニングの結果と、RT-qPCR を用いた検証の結果が一致しないことも

ある（Ntoumou et al. 2017）。そのため、本検討において、2種類の検査法を用い

て一貫した結果を得ることができた miR-543、miR-146a、miR-127、miR-381が、

犬の OAの病態に関与している可能性が示唆された。 

ヒトにおいては、OA罹患関節の滑膜で発現が変化する miRNAが報告されて

いる。現在までに、miR-18a、miR-19b、miR-26a-5p、miR-27a、miR-29a、miR-34a、

miR-122、miR-125、miR-125b-5p、miR-146a、miR-152、miR-155、miR-181a、miR-

181c、miR-188-5p、miR-221、miR-203、miR-338a-3p、miR-381a-3p、miR-451、miR-



 

 96 

770などが、OAによる滑膜炎との関連が指摘されている（Tavallaee et al. 2020, 

Endisha et al. 2018）。これらの miRNAの中で、犬の OAの滑膜にも発現していた

のは、miR-146aのみであった。 

miR-146a は、ヒトの OA の病態に関連する miRNA として、複数の施設で研

究が進められている。本検討では、OA 罹患関節の滑膜組織における miR-146a

の発現量を直接的に解析したが、ヒトでは同じ手法を用いた報告は存在しなか

った。それらの研究では、OA罹患関節の滑膜組織を培養して得られた滑膜線維

芽細胞が使用されており、正常な滑膜線維芽細胞に比べて、miR-146a の発現量

が高くなる傾向が示されている（Wang et al. 2013）。OA 罹患関節の組織を用い

て miR-146aの発現量を直接的に解析した研究では、関節軟骨が用いられていた

（Kopańska et al. 2009）。その研究においても、OA患者の関節軟骨における miR-

146a は、正常な関節軟骨と比較して、発現量が有意に高くなることが報告され

ている（Kopańska et al. 2009）。その他に、OAに罹患したヒトの血漿中において

も miR-146aの発現量が有意に高くなることが示されている（Borgonio Cuadra et 

al. 2014）。このように、ヒトでは、miR-146aが OAの病態に関与することが指摘

されている。犬の miR-146aは、ヒトの miR-146aもしくは miR-146a-5pと同一の

塩基配列であり（Wagner et al. 2013）、OAに罹患した犬の滑膜組織において有意

に高い発現量が認められた。これらの結果から、犬の miR-146aも OAの病態の
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一部に関与している可能性が高いことが示唆された。 

本検討では、OA罹患関節の滑膜組織において、miR-543、miR-381、miR-127

の発現量も高い傾向が認められた。犬の miR-543、miR-381、miR-127 は、ヒト

の miR-543、miR-381-3p、miR-127-3pと同じ塩基配列である（Wagner et al. 2013）。

現在までに、OAに罹患したヒトの関節組織において、これらの miRNAの発現

量の変化は明らかになっていない。ヒトにおいて、miR-543 および miR-381-3p

は、炎症性疾患との関係は不明だが、胃癌、肝細胞癌、大腸癌、前立腺癌など多

くの腫瘍において重要な役割を果たすことが示されている（Li et al. 2016, Yu et 

al. 2014, Fan et al. 2016, Du et al. 2017, Cao et al. 2017, Zhang et al. 2016）。ヒトの

miR-127-3p については、慢性炎症性腸疾患の患者の腸管組織において、発現量

が有意に高くなることが報告されている（Fasseu et al. 2010）。犬においても、こ

れらの miRNA の発現を調査した研究が腫瘍を中心に実施されているが

（Kobayashi et al. 2017）、炎症組織における役割は不明である。本検討の結果か

ら、RNA-seqと RT-qPCRのいずれにおいても、OA罹患関節の滑膜組織で miR-

543、miR-381、miR-127の高値が認められたことから、これらの miRNAが犬の

OAによる滑膜炎の制御に関与している可能性が示された。しかし、犬の滑膜炎

におけるこれらの miRNAの生理学的な役割を解明するためには、さらなる研究

が必要である。 
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本検討では、犬の OA のバイオマーカーとしての有用性を検討する目的で、

OAに罹患した犬の関節液と血清においても、miR-543、miR-146a、miR-127、miR-

381の発現量を調査した。その結果、miR-543の発現量は、滑膜組織だけでなく、

関節液と血清といった体液サンプルにおいても一貫して高い傾向が認められた。

miRNA は OA 患者の関節液と血漿に安定して存在し、関節液中の miRNA は滑

膜組織が由来であることが明らかになっている（Murata et al. 2010）。したがっ

て、本検討で認められた関節液中の miR-543 の高値は、滑膜組織の状態を反映

している可能性が高い。ヒトにおいて、OA患者の血漿中における miR-543の発

現パターンを明らかにした研究が 1報だけ存在する（Ali et al. 2020）。OAに罹

患したヒトの血漿中における循環 miRNA の発現量を網羅的に解析したところ、

OAの患者では miR-543を含めた 7個の miRNAの発現量が有意に高くなること

が示された（Ali et al. 2020）。そして、これらの循環 miRNAの発現量の変化は、

OA で生じる現象を反映することが示唆されている（Ali et al. 2020）。このヒト

での報告と同様に、本検討においても、OAに罹患している犬の血清で miR-543

の発現量が高い傾向が認められたことから、miR-543の高値は OAに関連して生

じていると考えるのが妥当である。したがって、miR-543は、犬の OAのバイオ

マーカーとして有用である可能性が示された。miR-543が、OAの疾患特異的な

マーカーであるか否かについては、さらに検討を進める必要がある。 
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本検討には、研究手法にいくつかの限界がある。本検討に使用したサンプル

数は少なく、関節リウマチを含む関節疾患や非運動器疾患に罹患した犬の

miRNAを測定することができなかった。そのため、本検討で変化が認められた

miRNA が犬の OA の病態を反映しているか否かを明らかにするためには、OA

以外の疾患においても調査を行い、疾患特異性を検討する必要がある。また、本

検討では、RNA-Seq で有意な変化が認められた全ての miRNA を検索できてい

ない。したがって、犬の OAの診断に最適なバイオマーカーの候補を探索するた

めには、これらの miRNAについても検討を進めていかなければならない。 

本検討では、OAに罹患した犬の滑膜組織における miRNAの発現を網羅的に

解析し、発現パターンを世界で初めて明らかにした。さらに、バイオマーカーの

候補として選出した 12種類の miRNAの発現を、OAに罹患した犬の滑膜組織、

関節液、血清において解析したところ、miR-543は全ての検体において一貫して

発現量が高値を示したため、バイオマーカーとして利用できる可能性が示され

た。 
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獣医療が発展したことによって動物の高齢化が進んでおり、OA に罹患して

いる犬と猫の数は増加傾向にある。犬と猫の OAは、X線検査にて診断を行うの

が一般的であり、OAが慢性化した高齢動物において診断されることが多いのが

現状である。そのため、診断時には既に末期の状態であり、より早期に、若齢の

段階から診断が可能な手法の確立が望まれている。 

そこで、本研究では、犬と猫の行動の変化を客観的に把握する目的で動物用

ウェアラブルデバイスの測定精度を検証し、OA の診断への実用性を検討した。

次いで、軟骨分解マーカーとして CTX-IIに着目し、犬の OAにおける診断への

有用性を検討した。さらに、OA罹患犬の滑膜で発現する miRNAを網羅的に解

析し、OAのバイオマーカーとしての可能性を検討した。 

第一章では、犬と猫の活動量および睡眠時間における動物用ウェアラブルデ

バイスの測定精度を検証し、OAの診断への実用性を検討することを目的とした。

まず、Plus Cycle®︎の測定精度を検証し、日常生活での活動量と休息・睡眠時間の

基礎データも収集した。さらに、OAの実症例でも活動量と休息・睡眠時間を測

定し、一般家庭で飼育されている犬と猫で収集した基礎データと比較した。その

結果、Plus Cycle®︎にて測定した活動量は、犬と猫の実際の行動と合致しており、

高い精度で測定できていることが明らかとなった。一般家庭で飼育されている

犬と猫の活動量は、高齢になるにつれて減少していく傾向が認められた。その逆



 102 

に、犬と猫の休息・睡眠時間は、高齢になるにつれて増加する傾向が認められた

が、夜間の休息・睡眠時間は変化の幅が小さかった。OAに罹患した犬と猫の活

動量と休息・睡眠時間を、本検討で得られた基礎データと比較したところ、OA

罹患症例では 1 日の活動量が低下し、休息・睡眠時間が増加する傾向が認めら

れた。これらの結果から、第一章では、Plus Cycle®︎によって一般家庭での生活に

おける犬と猫の活動量データが明らかとなり、OAの診断ツールとして利用でき

る可能性が示された。本章で得られた成果は、OAによる行動の変化を客観的に

検出する新たな診断法の開発に貢献できることが期待される。 

第二章では、OA罹患犬から血清、尿、関節液を採取し、OAの診断マーカー

としての CTX-IIの有用性について検討することを目的とした。まずは、各検体

において、OA の有無による CTX-II 濃度の差異を比較した。さらに、性別、年

齢、経過日数、跛行スコア、X 線検査による OA の重症度と、CTX-II の測定値

との関係についても検討を行った。その結果、CTX-II濃度は、関節液のみに OA

群で有意な高値が認められた。関節液中の CTX-II濃度を年齢で比較したところ、

若齢ほど高い傾向が認められた。CTX-II濃度は、OA発症からの経過日数が少な

い症例においても有意な高値を認めたが、慢性化するほど低くなる傾向が認め

られた。また、跛行スコアが重度な症例だけでなく、軽度な症例であっても CTX-

II濃度の有意な高値が検出された。X線検査では、OAによる変化が初期の段階
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において CTX-II 濃度の有意な高値が認められた。本章の結果から、OA に罹患

した犬において CTX-IIを検出するために最も有益な検体は、関節液であること

が明らかとなった。また、関節液中の CTX-IIは犬の OAのバイオマーカーとし

て利用でき、特に OAの早期診断に有用なマーカーである可能性が示された。本

章で得られた成果は、臨床の現場において犬の OA を早期に診断するための一

助になると考えられる。 

第三章では、OA 罹患犬の滑膜において発現する miRNA を網羅的に解析し、

バイオマーカーとしての可能性を検討することを目的とした。まず、OAに罹患

した犬から滑膜を採取し、組織から抽出した total RNAを用いてシーケンス解析

を実施した。そして、miRBase を参照配列としてマッピングを行ってから、

miRNAの発現量を測定した。さらに、RT-qPCRによって滑膜、関節液、血清に

おける miRNA の発現量を測定し、正常犬と OA 罹患犬で比較検討した。RNA-

seqの結果から、OA群で有意に高かった miRNAは 57種類であり、有意に低か

った miRNA は 42 種類であった。次いで、ヒートマップを用いて両群間の発現

量の差が明確であった 12種類の miRNAを選出し、RT-qPCRによって発現量を

測定した。OA群の滑膜においては、miR-543と miR-127の発現量が有意に高値

を示し、miR-146aと miR-381の発現量も高い傾向が認められた。これらの中で、

OA罹患犬の関節液と血清ともに発現量が高かったのは、miR-543のみであった。
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したがって、miR-543 は全ての検体において一貫して発現量が高い傾向があり、

犬の OA のバイオマーカーとして利用できる可能性が示された。本章で得られ

た成果により、miRNAを用いた犬の OAの新規診断法の開発に大きく貢献する

重要な知見を得ることができた。 

本研究では、犬と猫の活動量および睡眠の質の評価に動物用ウェアラブルデ

バイスである Plus Cycle®︎が有用であることを立証し、OAの診断ツールとして利

用できる可能性を示した。また、CTX-II は、犬の OA の診断のための軟骨分解

マーカーとして活用することができ、早期診断に有用であることを示した。さら

に、OA罹患犬の滑膜における miRNA発現パターンが把握でき、その一部はバ

イオマーカーとして利用できる可能性を明らかにした。 

本研究で得られた成果は、犬または猫における OA の診断技術の向上に大き

く貢献することが期待される。 
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