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腫瘍をはじめとしてイヌの様々な疾患では犬種に

よって発生率に差異が見られ，発症に遺伝的背景が

関与していると考えられているが，原因遺伝子が明

らかとなっている疾患は少ない。特に，複数の遺伝

子が関与している量的形質に係る遺伝子と疾患の関

連性については明らかでない場合が多い。複数の遺

伝子の関わる量的形質についての解析には single
 

nucleotide polymorphism（SNP）やマイクロサテ

ライトマーカーなどの多型マーカーを用いた量的形

質座位(Quantitative trait locus：QTL)解析が利用

されている。SNPは特定の塩基配列の一塩基置換が

集団内で１％以上の頻度でみられる場合で，突然変

異より集団内での存在頻度が高い。また，SNPの内，

コーディング領域に存在する SNPが cSNPであ

る。QTL解析は，設定した多型マーカーの遺伝子地

図から特定の遺伝子マーカーの遺伝子型に従って対

象集団を再分類し，各群の量的形質（連続した実数

値で示される形質）の平均値に差が認められた場合，

その遺伝子型を決めたマーカーに連鎖して，QTLが

存在すると考える解析法である［9-12］。対象の

QTLが各マーカーのどの位置に存在するかを正確

に推定する手段として，区間マッピング法を用い

［10，11］，実在マーカー間の任意の位置にQTLの存

在を仮定し，各遺伝子型群の表現型データが得られ

る確率を最大にする最尤推定値を求め，その尤度を

Ｌとする。一方でマーカー間にQTLが存在せず，座

位と表現型が無関係と仮定した場合にデータが得ら

れる確率（帰無仮説の尤度）を Loとし，log L/Lo＝

LOD（logarithm of odds）値を計算する。このよう

な反復計算をすべての領域で行い，LOD値が最大と

なる位置をQTLの位置と推定する。LOD値の統計

学的な有意性を判断する基準として，Landerら

［10，11］によって，モデル疾患における多因子性疾

患のガイドラインが報告されており，LOD値が4.3

以上の場合を significant linkage，LOD値が2.8～

4.3の場合を suggestive linkageとしている。

獣医整形外科領域で問題となっている疾患として

股関節形成不全や椎間板ヘルニアがあり，それぞれ，

セントバーナード，ジャーマンシェパード，ラブラ

ドールレトリバー，ゴールデンレトリバー，ロット

ワイラーなどの大型犬やミニチュア・ダックスフン

ド，ビーグル，シーズー，コーギー，ペキニーズな

どの軟骨異栄養性犬種が好発犬種である［5］。

股関節形成不全は，若齢の罹患動物における大腿

骨頭の亜脱臼もしくは完全な脱臼と，それより高齢

の罹患動物における軽度から重度の変形性関節症に

よって特徴づけられる股関節の発育異常である。股

関節形成不全の原因は多因子性であり，遺伝的要因

が70％と環境的要因が30％と考えられており，その

両者が，異常な骨と軟部組織の発育に関与するが，

遺伝的因子が主たる要因である。好発犬種は上記の

とおり大型犬種であるが，日本のラブラドールレト

リバーの股関節形成不全の有病率は46.7％（2003年

日本動物遺伝病ネットワーク調べ）であるのに対し，

バーニーズ・マウンテン・ドッグでの有病率は

25.3％［6］と差がある。また，股関節形成不全は小
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型犬種でも見られることがあるが，小型犬種の場合

は一般に臨床症状を示すことが少ないため，問題と

されていない。

股関節形成不全の遺伝的な背景については，Wil-

lis［23］による大規模な調査結果により股関節形成

不全の両親から産まれた子は63％～93％に股関節

異常が見られたのに対し，股関節の正常な両親から

は19％～36％しか異常が見られないことが報告さ

れている。この報告後，大腿骨頭と寛骨臼の緩みの

度合いである distraction index（DI）値などを用い

たQTL解析が行われ，イヌの第11番染色体の16.2

～21cM 領域に高い LOD値が示された［28］。また，

第11番染色体より LOD値は低いが，第29番染色

体の20～21.4cM 領域でも疾患と関連する遺伝子

の存在の可能性が示された［29］。しかしながら，股

関節形成不全の発症に直接関連する遺伝子や発症機

序との関係については明らかとなっていない。

高い LOD値を示したイヌ第11番染色体の16.2

～21cM 領域に存在する遺伝子を ensemble

（http://www.ensembl.org/index.html）のデータ

ベースと照合し，この領域に含まれる遺伝子群を

Fig.1に示した。本研究ではこの領域に含まれる遺

伝子について，SNPでの多型分析を試みた。解析の

対象遺伝子としてタンパク質をコードしており，

cSNPとして多型が報告されている遺伝子とし，

multiple EGF-like domains 10（MEGF10）遺伝子

を選択した。MEGF10は線虫 nematodeの cell
 

death abnormal-1（CED-1）遺伝子の哺乳動物にお

けるオルソログで［21，22］，CED-1はアポトーシス

細胞の貪食に関係している膜貫通蛋白質である［6，

28］。アポトーシスと死細胞の貪食は，発生，組織の

恒常性維持，自己免疫に重要な機能であることはよ

く知られており［25］，筋肉の分化過程［14］や骨の

モデリング・リモデリング［13］においても重要な

役割を果たしている。しかしながら，哺乳動物にお

けるアポトーシス細胞の貪食についてMEGF10の

機能については中枢神経以外ではあまり明確となっ

ていない［19，24］。ヒトでは衛星細胞筋形成プログ

ラムの進行調節［8，16］や統合失調症についての関

与［1，2］（ただしこれを否定する論文も報告されて

いる［27］），脳でのβ-アミロイドの取り込み［20］

などが報告されているが，イヌではこの遺伝子と疾

患との関連性は示されていない。NCBI（http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/474665）のデータベー

スからMEGF10遺伝子のタンパク質のコーディン

グ領域に７つの cSNPが存在し，そのうちの５つの

SNPでアミノ酸の変異を伴うことが示されている

（Table 1）。本研究ではアミノ酸変異を伴う５つの
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Fig.1 Genes located in the region of 15.8-21.2 cM of canine chromosome 11(from Ensembl data base)

Table 1 cSNP of canine MEGF10 gene(SNP data base from NCBI)

No.of SNAP Position of mRNA SNP allelle Protein residue Codon position Position of amino acid
 

1  132  A  Gly  3  44
 

G  Gly
 

2  313  C  Arg  1  105
 

T  Trp
 

3  459  A  Thr  3  153
 

G  Thr
 

4  2585  T  Ile  2  862
 

C  Thr
 

5  3689  C  Ala  2  1230
 

T  Val
 

6  3809  T  Leu  2  1270
 

C  Ser
 

7  4052  T  Leu  2  1351
 

A  His



 

SNP（SNP2,4,5,6,7）についてイヌにおける多型

の頻度について解析した。

材料と方法

１．材料

2009年～2010年の間に，酪農学園大学附属動物病

院の整形外科に来院したイヌ26頭（10犬種ならび

に雑種）について解析を行った。なお，今回は当該

遺伝子について犬種間などで SNPに差異がみられ

るのかを検討する目的で解析を行ったので，股関節

脱臼以外の疾患を理由として来院したイヌについて

も解析対象とした。

２．DNA調製

DNAは FastPure DNA Kit（TAKARA）を使用

して調製した。調製した DNA溶液の濃度はNano-

Drop Spectrophotometer ND-1000を用いて260

nmの吸光度から測定した。また，230nmと260nm

の吸光値の比から精製度を確認し，DNA濃度が20

ng/μlとなるよう10mM Tris-1 mM EDTA（pH

7.4）に溶解した。

３．PCR

それぞれの SNAPを含む DNA配列の増幅に使

用したプライマーを Table 2に示した。

PCRは Go Taq Pol（TAKARA）を用い，サー

マルサイクラーBio-Rad iCyclerにて以下のような

増幅反応を行った。

SNP2を含む配列の PCR反応では95℃ ２分間

処理後，（95℃ １分間，54℃ １分間，72℃ １分間）

のサイクルを35サイクル行い，その後72℃ ５分間

処理を行った。

SNP4～6を含む配列の PCR反応では95℃ ２分

間処理後，（95℃ １分間，62℃ １分間，72℃ １分

間）のサイクルを35サイクル行い，その後72℃ ５

分間処理を行った。

PCR産物は GenElute PCR Clean-Up Kit

（SIGMA ALDRICH）により精製後，北海道システ

ム・サイエンス株式会社の次世代シーケンス解析

サービスにより，DNAの塩基配列を決定した。

結 果

本研究ではイヌの整形外科分野で重要な疾患であ

る股関節形成不全の遺伝的な背景について検討する

目的でMEGF10遺伝子の cSNPについての解析を

行った。イヌの股関節形成不全に関わるQTL解析

の結果は第11番染色体の16.2～21cM 領域に高い

LOD値が示されている［29］。この領域に位置してい

る遺伝子からタンパク質をコードしている遺伝子

で，コーデイング領域に cSNPが報告されている遺

伝子としてMEGF10遺伝子を選択した。MEGF10

遺伝子には７つの cSNPが報告されており，そのう

ち５箇所の cSNPはアミノ酸の変異を伴う（Table
 

1）。この５箇所の cSNPについてのイヌ26頭（10犬

種ならびに雑種）での結果を犬種ごとに Table 3に

示した。なお，StdはイヌMEGF遺伝子の塩基配列

として報告されている塩基を示し，SNPは多型とし

て報告されている塩基を表す（Table 1）。犬種ごと

の頭数が異なるため，犬種間の統計的な解析はでき

ないが，SNP4と SNP5ではほとんどの犬種で Std

として報告されている塩基を示し，全体としての

SNPの頻度はそれぞれ，7.7％と11.5％であった。

SNP2と 6では全体では Stdと SNPの塩基の比は

２対１程度であった。SNPの頻度は SNP2と 6で

それぞれ26.9％と38.5％であったが，SNP2ではポ

メラニアンで２頭とも SNPであり，また，SNP6で

はミニチュアダックスフンドでは７頭中６頭が

SNPを示した。SNP7では SNPとして報告されて

いる塩基を示した頭数が全体の65.3％であり，イヌ

の標準配列として示されている頻度より約２倍高い

ことが示された。特に，チワワでは３頭全て，ミニ

チュアダックスフンドでは７頭中６頭が SNPの塩

基を示した。このように SNPの頻度は SNPの位置

と犬種で異なっていることが示された。

考 察

イヌの股関節形成不全では高発犬種があり，遺伝

的背景との関連性が示されている［5，23］が，原因

イヌMEGF10遺伝子における SNP分析

Table 2 Nucleotide sequences of primers
 

No.of SNP  Forward primer  Reverse primer
 

2  5’acccacagagggaggaaaac 3’ 5’acaaagtggttgggaaggtg 3’

4  5’catgcccattggaaacctat 3’ 5’ggctggctgagtttagatgc 3’

5  5’tggagagcttacgctggact 3’ 5’tggctggtacatggtggtta 3’

6  5’ccagcagattgtcatcctga 3’ 5’agggcaggggtgtaggtaac 3’

7  5’tacagaaacccttccccaca 3’ 5’tagcactgcatctggcaaac 3’
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となる遺伝子については明らかとなっていない。ま

た，ヒトでの股関節形成不全も家系解析などの結果

から遺伝的背景が関与していることが報告されてい

る［3，26］が，直接リスクと関連する遺伝子につい

ては明らかとなっていない［18］。ヒトの臼蓋形成不

全は女性が罹患しやすいことや中～老齢で発症する

ことなど，イヌとは異なる点が多い。

本研究ではMEGF10遺伝子の多型についてイヌ

26頭（10犬種ならびに雑種）について解析し，犬種

ごとに Std配列と SNP配列を示した頭数を示し

た。今回の結果から位置によって頻度は異なるが，

標準の塩基配列から推定されるアミノ酸と異なる配

列を示す場合であっても SNPによっては高い頻度

で多型を示す配列が存在することが示された。した

がって，塩基置換（missense mutation）と疾病発症

との関連性の解釈には十分な注意が必要であること

が示唆される。今回の解析では犬種ごとの頭数が異

なるため，犬種間での差異について統計的な解析は

できないが，SNP7では Stdとして報告されている

塩基と異なる SNPを示した頭数が65％以上であ

り，特に，ミニチュアダックスフンドやチワワでは

ほとんどのイヌで Stdと異なる塩基を示した。

線虫の CED-1はアポトーシスを起こした細胞に

対する貪食に関係している膜貫通蛋白であり［6，

28］，MEGF10は哺乳類での CED-1のオルソログで

ある。アポトーシスした細胞の貪食は，発生，細胞

の恒常性維持，自己免疫に重要な機能である［25］

が，MEGF10の哺乳動物でのアポトーシス細胞の貪

食機能やその発生についての関連はあまり明らかと

なっていない。MEGF10は脳や筋肉に多く発現して

いることが示されている［4，15］。特に，筋線維周

辺の衛星細胞でMEGF10は多量に発現し，筋芽細

胞の分化を抑制することで，衛星細胞筋形成プログ

ラムの進行調節に関係していることが示されている

［8，16］。またヒトでは統合失調症についての関与が

報告されている［1，2］。さらに，様々な臓器の分化

過程に関係するNotchシグナルの調節にも関係し

ている［16］。Notchシグナルは神経や造血，血管，

体節などの様々な臓器における分化過程に関与して

いる。また，Notchシグナルは骨芽細胞の分化を抑

制することや脊髄異形成とも関連していることが報

告されている［7，17］。

MEGF10の機能と股関節形成不全との関連性に

ついては明らかでないが，股関節形成不全は骨の発

育に対して筋肉の発育が不十分な場合に発症すると

考えられており，MEGF10が筋肉や骨形成過程で機

能し，その SNPが関節や脊髄の形成調節に影響を

与えることで股関節形成不全と関連することも考え

られる。私共のラットでの解析では多くの臓器で

MEGF10遺伝子が発現しており，胎児，新生児，成

体で臓器ごとに発現量が大きく異なることを示して

いる（未公表データ）。特に筋肉や骨では胎児と新生

児での発現量が高く，発生段階における関節の形成

に関与していることも考えられた。しかしながら，

イヌでは品種作成時の選抜によって遺伝的多様性が

小さくなっていることが予想され，品種の作成や維

持の過程において偶然に特定の塩基配列（SNP）の

頻度が特定の犬種で高くなったことも考えられる。

Table 3 SNP analysis of canine MEGF10 gene
 

SNP2  SNP4  SNP5  SNP6  SNP7 Breed  Number
 

of dogs  Std SNP Std SNP Std SNP Std SNP Std SNP
 

SNP allelle  T  C  C  T  T  C  C  T  A  T
 

Chihauhau  3  1  2  3  0  3  0  3  0  0  3
 

Toy-poodle  3  3  0  3  0  3  0  3  0  2  1
 

Pekingese  1  0  1  1  0  1  0  1  0  1  0
 

Boston Terrier  1  1  0  0  1  0  1  1  0  1  0
 

Pomeranian  2  0  2  2  0  1  1  2  0  2  1
 

Miniature Dachshund  7  7  0  7  0  7  0  1  6  1  6
 

Mongrel  2  1  1  2  0  1  1  2  0  0  2
 

Shetland Sheepdog  1  0  1  1  0  1  0  1  0  1  0
 

Shiba  2  2  0  2  0  2  0  2  0  0  2
 

Bernese Mountain Dog  1  2  0  2  0  2  0  1  1  1  1
 

Labrador Retriver  1  1  0  0  1  2  0  0  1  0  1
 

Total  26  19  7  24  2  23  3  16  8  9  17
 

Std and SNP represent original nucleotides and polymorphic nucleotides for each SNP allele,respectively.
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今後，MEGF10のイヌにおける機能や SNPによる

機能への影響を検討することが必要である。
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要 約

本研究ではイヌの整形外科分野で重要な疾患であ

る股関節形成不全の遺伝的な背景を検討する目的で

MEGF10遺伝子の single nucleotide polymor-

phism（SNP）についての解析を行った。イヌの股関

節形成不全についての量的形質座位（Quantitative
 

trait locus：QTL）解析の結果は第11番染色体の

16.2～21cM 領域に高い LOD値が示されている。

この領域に位置している遺伝子からタンパク質を

コードしている遺伝子で，コーデイング領域におい

て SNP（cSNP）が報告されている遺伝子として

MEGF10遺伝子を選択した。MEGF10遺伝子には

７つの cSNPが報告されており，そのうち５箇所の

cSNPはアミノ酸の変異を伴う。この５箇所の

cSNP（SNP2,4,5,6,7）についてイヌ26頭（10犬

種ならびに雑種）での解析を行った。犬種ごとの頭

数が異なるため，犬種間の差異についての統計的な

解析はできないが，SNP4と SNP5では多くのイヌ

がMEGF10遺伝子配列として報告されている塩基

（以下 Std）を示したが，SNP2と 6では Stdと SNP

として報告されている塩基（以下 SNP）の比は２対

１程度であり，さらに SNP7では SNPを示した頭

数が65％以上であり，Stdとして示されている塩基

の頻度より約２倍高いことが示された。特に，ミニ

チュアダックスフンドでは SNP6と SNP7で７頭

中６頭が SNPの塩基を示した。また，チワワでも

SNP7で解析した３頭全てが SNPの塩基を示し

た。

Summary
 

Although quantitative trait locus (QTL)analysis showed a high LOD score in a region from 16.2 to 21 cM
 

of canine chromosome 11 for canine hip dysplasia (CHD),CHD-related gene or genes remain unknown. In
 

this study we analyzed single nucleotide polymorphism (SNP)of multiple EGF-like domains 10 (MEGF10)

gene of dogs,because MEGF10 gene is located from 16.2 to 21 cM region of canine chromosome 11 and plural
 

SNPs were reported in the coding region of MEGF10 gene. There are 7 SNPs in the coding region of
 

MEGF10 gene,of which 5 SNPs cause substitution of amino acids. The 5 SNPs (SNP2,4,5,6 and 7)in
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MEGF10 gene of 26 dogs(10 different breeds and mongrel)were analyzed. Although most of dogs showed
 

original nucleotides sequence for SNP 4 and 5,8 and 7 dogs showed polymorphic nucleotides for SNP 2 and
 

6,respectively. Furthermore,17 dogs showed polymorphic nucleotide for SNP7. Especially six of seven
 

Miniature Dachshund and all Chihauhau (number 3)showed polymorphic nucleotide for SNP7.
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