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緑内障は眼圧が上昇して網膜神経節細胞の機能が損な
われることによって視覚障害を及ぼす眼疾患である［1, 
2］．緑内障好発犬種としては柴犬，シベリアンハスキー，
ビーグル，シーズー，パピヨンなどが知られているが，
中でも柴犬は症例数第 1位で，全犬種の約 3分の 1に相
当する［3］．また，麻布大学眼科に来院した柴犬の
43％が緑内障に罹患していたとの報告もある［4］．

Kanemakiら［5］は柴犬及びシーズーの緑内障感受
性遺伝子として SRBD1遺伝子を同定し，柴犬では
rs8655283，rs22018514，rs22018513 の 3 カ所の一塩
基多型（SNPs）のリスクアレル頻度が，シーズーでは
rs9172407 のリスクアレル頻度が緑内障群と非緑内障群
で有意差があることを報告した．また，SRBD1遺伝子
はヒト正常眼圧緑内障感受性遺伝子としても報告されて
いる［6］．

今回，われわれは国内 6カ所の眼科紹介動物病院に来
院した柴犬よりゲノム DNAサンプルを採取し，SRBD1

遺伝子の 3 カ所の SNPをリアルタイム PCR法で解析
した．

材 料 及 び 方 法

国内 6カ所の眼科紹介動物病院でサンプル採取を行っ
た．施設ごとの提供サンプル数を表 1に示す．平均年齢
は緑内障群が 8.5±2.9 歳，非緑内障群が 8.2±4.0 歳で
両者に有意差はなかった（対応のない t検定）．
性別では一部不明な個体を除き雄が 35.4％，雌が
64.6％であった．なお，神奈川県相模原市の 117 サンプ
ルのうち 98サンプルは前報［5］と重複するが，前報［5］
では DNAシーケンサで 5カ所の SNPを解析したのに
対し，今回は有意性の認められた 3カ所の SNPのみを
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要　　　　　約

全国 6カ所の眼科紹介動物病院より緑内障群及び非緑内障群の柴犬 DNAサンプルを回収し，イヌ緑内障感受性遺伝
子（SRBD1遺伝子）の 3つの一塩基多型（rs8655283，rs22018514，rs22018513）における緑内障発症との関連を調
査した．その結果，rs8655283 のリスクホモではノンリスクホモに対するオッズ比が 3.45（P＜0.05），rs22018514 で
はオッズ比 4.32（P＜0.01），rs22018513 ではオッズ比 10.33（P＜0.01）となった．また rs22018513 のヘテロではノ
ンリスクホモに対するオッズ比が 6.14（P＜0.05）となった．SRBD1遺伝子の一塩基多型解析は将来的な緑内障発症
リスクの評価に有用と考えられる．─キーワード：遺伝子検査・調査，緑内障，柴犬．
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表 2 に示す．rs8655283 はイントロンに，rs22018514
と rs22018513 はエクソンに位置し，前者は非同義的，
後者は同義的である．遺伝子型の解析にはリアルタイム
PCR法（サイクリングプローブ法）を用いた．ゲノム
DNAサンプル（＜100ng）を各 SNPについてあらかじ
め設計した FAMまたは ROXで蛍光標識したプローブ
セット（Cycleave PCR 2プローブセット，タカラバイオ
㈱，滋賀）及び PCR反応試薬（Cycleave PCR Reaction 

Mix，タカラバイオ㈱，滋賀）と混和し，リアルタイム
PCR装置（TP800，タカラバイオ㈱，滋賀）で測定した．
プライマー及びプローブの塩基配列を表 3に示す．測定
終了後，付属の解析ソフト（Thermal Cycler Dice Real 

Time System Ver 3.00，タカラバイオ㈱，滋賀）で SNPを
解析した．NCBIに登録してあるイヌ SRBD1遺伝子の
3 カ所の SNP（rs8655283，rs22018514，rs22018513）
について，ROXの蛍光強度が強い場合をリスク型，FAM

の蛍光強度が強い場合をノンリスク型，両方の蛍光強度
が強い場合をヘテロ型と判定した．各 SNPについてリス
クホモ型，ヘテロ型，ノンリスクホモ型の個体数を緑内
障群と非緑内障群に分けて集計した．リスクホモ型のノ
ンリスクホモ型に対するオッズ比及びヘテロ型のノンリ
スクホモ型に対するオッズ比をオッズ比検定（Fisher確
率変数）で解析した．さらに P値について Bonferroni補
正を行った．統計解析には js-STAR ver 8.0（フリーソ
フト，http://www.kisnet.or.jp/nappa/software/star/

すべてリアルタイム PCR法で再解析した．
眼圧は前報［5］と同様に眼圧計（TONO-PEN XL, 

Reicher t, U.S.A.）で測定し，眼圧値 25 mmHg以上で
緑内障の臨床症候を示したものを緑内障と診断した．な
お，各動物病院での全サンプルに対する緑内障サンプル
の割合は平均で 56.3％であり施設毎の有意差はなかっ
た（χ2 検定）．
スワブ（Catch-All Sample Collection Swab, Epicen-

tre, U.S.A.）を用いて口腔粘膜より採取された 199 サン
プル（緑内障 112 サンプル，非緑内障 87 サンプル）よ
り DNA精製試薬（Simple Prep Reagent for DNA，タ
カラバイオ㈱，滋賀）を用いてゲノム DNAを調製した．
DNAの濃度と純度を超微量分光光度計（Nano Drop 

2000, Thermo Fisher Scientific, U.S.A.）で測定し，
約 10～50 ng/µl，A260/A280 比 1.80 以上であることを
確認した．
今回解析したイヌ SRBD1遺伝子の 3カ所の SNPを

表 1　柴犬 DNAの提供施設とサンプル数

所在地と 
常勤専門医＊

サンプル数 緑 内 障 
サンプル 
割合（％）緑内障 非緑内障 合　計

神奈川県・相模原市
AiCVO ＆ JCVO

66 51 117 56.4

愛知県・長久手市
JCVO

10 5 15 66.7

東京都・台東区
JCVO

8 4 12 66.7

岡山県・倉敷市
JCVO

3 3 6 50.0

神奈川県・横浜市
JCVO

10 15 25 40.0

大阪府・箕面市
ACVO

15 9 24 62.5

合　計 112 87 199 56.3

＊AiCVO：アジア獣医眼科専門医
JCVO：日本獣医眼科専門医（比較眼科学会）
ACVO：アメリカ獣医眼科専門医
神奈川県相模原市のサンプルには前報［5］で報告し
た麻布大学バイオバンクのサンプル（緑内障 56 サンプ
ル，非緑内障 42 サンプル）を含む．

表 2　解析した SRBD1遺伝子の SNP

SNP ID 染色体
番号

遺伝子位置
CanFam3.1 アレル SNP 

タイプ
リスク 
アレル

rs8655283 10 47863774 C/T イントロン T

rs22018514 10 47924093 C/G 非同義 
エクソン G

rs22018513 10 47924097 A/G 同義 
エクソン G

表 3　SNP検出用プライマー及びプローブ

SNP ID
（rs番号）

プライマー
とプローブ

蛍光
標識＊ 塩基配列

8655283

For ward- 
Primer なし TTAGGATGAAACCATG 

GAAC

Reverse-
Primer なし TTGGCGATTTATTGAAC 

TAAC

Probe-1 ROX ctacaga(G)gtc (antisense)

Probe-2 FAM ctacaga(A)gtc (antisense)

22018514

For ward-
Primer なし GCATTTGCTGGAAACCT

Reverse-
Primer なし TAAAGTGGATACCGTGA 

AGAC

Probe-1 ROX gctgaaa(G)tt (antisense)

Probe-2 FAM ttcatcaa(G)ttt (sense)

22018513

For ward-
Primer なし GGGACTGACCAAATGT 

GAAG

Reverse-
Primer なし ACTCTGTGGCTATTGCT 

GATG

Probe-1 ROX aaaaagct(G)aa (antisense)

Probe-2 FAM caaaaagct(A)aa (antisense)

プローブの大文字は SNPサイト，（　）内は RNAである
ことを示す．
＊ROX：rhodamine-X，FAM：fluorescein amidite
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と rs22018513，または rs22018514 と rs22018513 の
組み合わせで解析するのが精度の高い緑内障感受性
SNP検査として適切であると考えられた．
今回，全国 6カ所の動物病院間で差があるかにも興味
があったが，各動物病院でのサンプル数にバラツキがあ
り，遺伝子解析結果に地域差があるかどうかは不明確で
あった．地域差の有無については今後症例数を増やして
検証する必要があると考えられる．なお，今回回収した
全サンプルに対する緑内障サンプルの割合は 56.3％で
あり，印牧ら［4］の報告による 43％と大きな差がなく，
柴犬の緑内障罹患率の高さを確認できる結果となった．
Katoら［3］の報告によると，柴犬は先天的に隅角形成
異常が認められるため，緑内障罹患率が高いとされてい
る．柴犬以外の犬種での緑内障関連遺伝子としてはビー
グル犬の開放隅角緑内障感受性遺伝子として
ADAMTS10遺伝子が知られている［7］．柴犬の原発緑
内障は開放隅角緑内障とは異なる緑内障と考えられてい
るため［1］，ビーグル犬の ADAMTS10遺伝子と異な
る SRBD1遺伝子が関与していると考えられた．
今回実施したイヌ SRBD1遺伝子の SNP解析は将来
的な緑内障発症リスクの評価に有用と考えられる．
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成　　　　　績

表 4は柴犬 SRBD1遺伝子の SNP解析結果を示した
ものである．rs8655283 のリスクホモではノンリスクホ
モに対するオッズ比が 3.45（P＜0.05），ヘテロではノ
ンリスクホモに対するオッズ比が 1.00（P＞0.05）と
なった．rs22018514 のリスクホモではオッズ比 4.32（P

＜0.01），ヘテロではオッズ比 1.21（P＞0.05）となった．
rs22018513 のリスクホモではオッズ比 10.33（P＜
0.01），ヘテロではオッズ比 6.14（P＜0.05）となった．
rs8655283 と rs22018514 の各 SNPはほとんど同じ結
果となった．さらに P値について Bonferroni補正を
行ったところ，rs8655283 では有意差なし（P＞0.05）
となったが，rs22018514 のリスクホモ，rs22018513
のヘテロとリスクホモでは有意差が認められた（P＜
0.05）．

考　　　　　察

前報［5］では麻布大学バイオバンクのサンプルのみを
対象とした遺伝子型解析を実施したが，今回は全国 6カ
所の動物病院からサンプルを収集し，前報［5］で有意
差の認められた SNPのみを対象として，ダイレクトシー
ケンス法より簡易的なリアルタイム PCR法で解析した．
その結果，前報と同様に 3カ所の SNPで有意差を示し，
すべての SNPでノンリスクホモに対してリスクホモで
は高いオッズ比を示した．特に rs22018513 ではヘテロ
でもノンリスクホモに対するオッズ比が 6.14 と有意
差を示し，最も緑内障感受性の高い SNPと考えられた．
また rs8655283 と rs22018514 はノンリスクホモに対し
てヘテロ及びリスクホモのオッズ比でそれぞれ，ほとん
ど同じ値を示した．この結果は実際の遺伝子検査におい
てこの両方の SNPを解析する必要はなく，rs8655283

表 4　SRBD1遺伝子の SNP解析結果

SNP ID 
（rs番号） 遺伝子型

個体数
オッズ比 95％ 

信頼区間 P値 Bonferroni補正 
P値緑内障群 

N＝112
非緑内障群 

N＝87

8655283

ノンリスク 51 44 ─ ─ ─ ─

ヘテロ 45 39 1.00 0.55～1.79 1.0000 ─

リスクホモ 16 4 3.45 1.07～11.09 0.0444 0.1332

22018514

ノンリスク 50 48 ─ ─ ─ ─

ヘテロ 44 35 1.21 0.67～2.19 0.5485 ─

リスクホモ 18 4 4.32 1.36～13.69 0.0090 0.0270

22018513

ノンリスク 2 11 ─ ─ ─ ─

ヘテロ 48 43 6.14 1.29～29.27 0.0160 0.0480

リスクホモ 62 33 10.33 2.16～49.41 0.0015 0.0045

各 SNPがハーディ・ワインバーグ平衡にあることをχ2 検定で確認した
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Sur vey of Genotypes on Glaucoma Susceptibility Gene SRBD1 in Shiba Inu

Nobuyuki KANEMAKI 1)†, Masaharu OHTA2), Hiroki TSUJITA3), Yukako KOBAYASHI 4),  
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SUMMARY

We investigated the association between the incidence of glaucoma in Shiba Inu and three single-nucleotide 
polymorphisms (SNPs) of glaucoma candidate gene SRBD1 as a sur vey at six referral hospitals for ophthalmic 
diseases in small animals.  Our analysis showed that the risk of glaucoma in Shiba Inu carr ying the homolo-
gous risk allele rs8655283 was 3.45 times higher (P＜0.05) compared to those carr ying the homologous non-
risk allele.  Carr ying the homologous risk allele rs22018514 was 4.32 times higher (P＜0.01) than the homolo-
gous non-risk allele.  Carr ying the homogeneous or heterogeneous allele of rs22018513 was 10.33 times (P＜
0.01) or 6.14 times (P＜0.05) higher than the non-risk homologous allele, respectively.  We anticipate that the 
SNP genotyping data from the results of this study can be used in genetic testing to precisely determine wheth-
er a dog has glaucoma and to predict whether it will develop glaucoma.
─ Key words : Genetic diagnosis, glaucoma, Shiba Inu.
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