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研究成果の概要（和文）：in vitro細胞培養系を用いて、イヌ肥満細胞腫細胞においてはGRの発現量がグルココ
ルチコイド感受性を決めていることを明らかにした。また、臨床症例サンプルを用いたGR発現量の解析を行い、
グルココルチコイド反応性と比較したところ、臨床症例においてもグルココルチコイド治療への反応性とGR発現
量とには相関性が認められた。このことから、GRの発現強度を検出すれば、グルココルチコイドに有効性が評価
できることを示すことができた。また循環がん細胞を検出し、再発をいち早く予測する方法として、フローサイ
トメトリー法で1/10000の確率で肥満細胞腫細胞が検出できるようになった。

研究成果の概要（英文）：Using in vitro experiments, we showed that protein expression levels of GR 
were closely related to glucocorticoid sensitivity of the host dog.By the analysis of GR protein 
expression levels in clinical samples, we found the significant correlation between GR protein  
levels and glucocorticoid sensitivity of the host. Thus, detecting GR protein levels may predict 
glucocorticoid sensitivity in the treatment of dogs with mast cell tumors. We also established the 
flow cytometric method for detecting circulating mast cell tumor cells for early diagnosis for 
recurrence of mast cell tumors in dogs.

研究分野： 獣医臨床免疫学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
臨床獣医学、中でも小動物臨床への社会的要請は高い。小動物臨床の現場における、伴侶動物の死因のトップは
悪性腫瘍であり、発見や診断が遅れた場合の予後は悪い。肥満細胞腫は、ヒトには少ないが、小動物、とりわけ
イヌに好発し、初期治療が遅れると極めて悪性の転機をたどることから、厄介な腫瘍と考えられてきた。しかし
ながら代表者らが中心となって実施してきた分子生物学的手法を用いた解析研究から、イヌ肥満細胞腫に対する
理解が深まり、様々な治療プロトコル、とりわけ分子標的治療という選択肢が付加されたことは、この腫瘍の攻
略に大きく貢献した。さらに肥満細胞が関与するアレルギーの制御についても知見を提供した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
分子標的薬とは、分子生物学的な研究成果に基づき、疾患の原因となるある種の細胞が持つ特

異的な分子を標的として効率よく作用するように創られた薬の総称である。標的分子を発現す
る細胞だけを狙って作用するため、副作用を最小限に抑えながら高い治療効果が期待できる。
しかし標的となる分子は、同一個体に発生した悪い細胞のみに発現するとは限らず、時として
正常な細胞にも殺滅作用を発揮する可能性があるため、腫瘍化メカニズムの研究は必須である。 
 獣医学領域でも、近年分子標的治療に対する関心が高まり、動物用医薬品としての分子標的
治療薬開発が進んでいる。動物医療の中で分子標的薬が注目されたのは、間違いなくイヌ肥満
細胞腫に対するイマチニブを用いた治療法がきっかけであった。かつて肥満細胞腫の治療法は、
3 cm 以上のマージンを取った大規模な外科的切除が第一の選択肢であったが、しばしば不十分
なマージンにより再発を繰り返したり、組織や臓器の機能が失われ患犬の生活の質が大きく低
下したりすることがあった。オンコビンやシクロフォスファミドなどを用いた多剤併用化学療
法も実施されてきたが、効果は限定的であった。放射線治療の有効性が報告されたが、肺や肝
臓などへの遠隔転移が問題となり、大幅な生存率の向上には至らなかった。このように肥満細
胞腫は、制御しにくい腫瘍であり続けていた。イマチニブがヒトで臨床応用されたのと同時期
の 1999 年、肥満細胞腫での KIT 受容体遺伝子変異の存在が報告されたことが背景となり、肥
満細胞腫の治療に分子標的薬を使用する試みが始まった。これは分子生物学的研究成果に立脚
した、新たな獣医療の始まりを期待させた。実際にその後、分子標的治療薬を適用した多くの
症例報告がなされているが、投与前の有効性や副作用のリスク評価や、内科的及び外科的あら
ゆる治療法の中から選択した根拠の提示は不十分であった。イマチニブが獣医領域では適応外
使用されてきた薬剤であるのに対し、マスチニブおよびトセラニブはイヌ肥満細胞腫を適応症
として、2000 年代後半に欧州や米国で相次いで承認され、日本でも使用が始まっている。これ
らはイマチニブと同じように KIT チロシンキナーゼの自己活性化を抑制する分子標的薬で、い
ずれも KIT だけではなく VEGF 受容体や PDGF 受容体にも抑制効果を発揮するマルチキナー
ゼ阻害剤である。イマチニブと同様に、トセラニブおよびマスチニブの 2 剤とも KIT exon 11
–12 に繰り返し配列が挿入される変異（ITD）を有する症例での有効率は明らかに高いが、ITD
を有する確率は全体の 20%以下である。ITD を有さない症例の一部でも効果が報告されている
が、無効症例も 50%以上存在する。イマチニブなどの有効性を評価するために KIT 遺伝子解
析実施されるが、これは前述の ITD を検出するための PCR 解析であり、ITD を有さない症例
では薬剤感受性をまったく評価できていないのが現状であった。 
 
２．研究の目的 
獣医臨床において厄介な悪性腫瘍であり続けた肥満細胞腫に対する理解は、この 10 年で大き

く変化した。分子生物学的解析によりイヌに特徴的な KIT 受容体の遺伝子変異が解析されると、
分子標的治療への期待が高まり、ついにはイヌ用の分子標的治療薬の開発・認可に至った。し
かしながら肥満細胞腫に対する分子標的治療薬適用の適切性を判断する基準は未だ不十分で、
臨床獣医師が最適な内科的あるいは外科的治療法を選択する根拠を提供できていない。本研究
では、KIT 遺伝子解析に依らない KIT 依存性・非依存性腫瘍の分別法、薬剤応答性や副作用の
発現リスクを見極める方法、及び循環がん細胞検出法を確立、新時代の獣医腫瘍学における最
適な治療法の選択に根拠を与えるために必須となるコンパニオン診断とリスク評価ツリーの構
築に向けた基礎研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、4 年間に以下に挙げた解析を行い肥満細胞腫への多角的アプローチを行った。 

（１） 化学療法剤選択指標の決定 
肥満細胞腫への投与が想定される化学療法剤の中でも、特に使用頻度が増えている分子標的治
療薬および古典的薬剤ではあるが有効性の高いグルココルチコイドに関して、獣医師が根拠を
持って投与できるコンパニオン診断法確立のための基礎研究を遂行する。具体的には、臨床現
場で実施可能な針生検サンプルからの、KIT 受容体の自己リン酸化の検出、細胞外及び膜近傍
ドメインの変異の存在を示す KIT 二量体化の評価、機能的グルココルチコイド受容体（GR）
発現の検出、解糖系亢進の評価、小胞体ストレス応答の検出などについて、代表者らが所有す
る 6 種類のイヌ肥満細胞腫細胞株を用いて、遺伝子学的および分子生物学的解析を実施した。
期間の後半では、実際の肥満細胞腫症例から得られたサンプルを検査系に適用し、コンパニオ
ン診断結果と、実際の治療反応性との相関性を確認した。 
（２） 薬物の有効性や副作用の発現予測 
分子標的治療薬への薬物感受性の低下は、新たな遺伝子変異の追加や一塩基多型（SNP）の存
在が原因であることが多い。グルココルチコイド耐性の原因として代表者らは、機能的 GR の
発現状況の検証、GR に関する遺伝子異常の検出、GR 発現調節機構の分子生物学的解析を実施
した。 
（３） 循環がん細胞の高感度検出法の確立による再発や転移の早期診断 
フローサイトメトリー法による肥満細胞腫の循環がん細胞検出の予備検討を行い、イヌ血液中
に様々な濃度で混入させた肥満細胞腫細胞を、KIT および高親和性 IgE 受容体を指標として、
感度良く検出できる条件を設定した。次に症例の血液サンプルを用いて、肉眼的に再発が確認



される 2 ヶ月ほど前から末梢血中の KIT 陽性細胞数が増加するというデータを得た。循環血中
の肥満細胞をより高感度に検出するために、KIT 及びイヌ特異的肥満細胞プロテアーゼ
（dMCP）を指標とした検出系を確立し、調整サンプルを用いて検出系を確立した。 
 
４．研究成果 
（１）平成２７年度 
代表者らが維持しているイヌ肥満細胞腫由来細胞株を用いて、in vitro 培養系と細胞生存率

の評価（フローサイトメトリー法、MTT アッセイ、BrdU 取り込み方など）によってグルココル
チコイド感受性を調べたところ、細胞によって感受性にばらつきがあることがわかった。そこ
で細胞質内に存在するグルココルチコイド受容体（GR）について、その発現量を核抽出物を用
いたウエスタンブロット法で調べ感受性と比較したところ、GR発現量とグルココルチコイド感
受性には相関関係が認められた。GRの発現量に影響を与える機序として、遺伝子異常が想定さ
れたため、イヌ GRのゲノム解析を実施したが、アミノ酸置換や欠失を伴うような遺伝子異常は
検出できなかった、また薬物耐性遺伝子である MDR1 についても解析を行ったが、グルココルチ
コイド感受性との間に関連性は見出せなかった。さらにヒトで見つかっている機能性 GRαおよ
び機能を阻害する GRβについて、イヌ肥満細胞での解析を実施したが、イヌの細胞においてこ
のような GR のサブタイプは見つからなかった。これらの結果から、イヌ肥満細胞腫細胞におい
ては GRの発現量がグルココルチコイド感受性を決めていることが明らかとなった。 
 
（２）平成２８年度 
前年度の結果を受けて、臨床症例サンプルを用いた GR 発現量の解析を行い、グルココルチコ

イド反応性と比較したところ、臨床症例においてもグルココルチコイド治療への反応性と GR
発現量とには相関性が認められた。75％以上のイヌ肥満細胞腫臨床症例にはグルココルチコイ
ド治療が有効である。このことから、摘出あるいは生検で採取した肥満細胞腫サンプルから GR
の発現強度を検出すれば、グルココルチコイドに有効性が評価できることを示すことができた。 
 肥満細胞腫に対して使用されるチロシンキナーゼ阻害薬に対する耐性腫瘍の出現が問題とな
っていることから、薬物反応性の肥満細胞腫細胞を低容量チロシンキナーゼ阻害薬に暴露し耐
性細胞株を作出した。耐性肥満細胞腫細胞から遺伝子を抽出し、遺伝子解析を実施したが、c-kit
遺伝子のアミノ酸置換や欠失などの変異は見つけられなかった。このことから、薬物耐性は
c-kit 遺伝子の新たな変異以外の機序で誘発されている可能性が示唆された。 
 
（３）平成２９年度 
前年度からの継続で、循環肥満細胞腫細胞を検出する手技の確立を行なった。まず試験サンプ

ルとして、イヌ血液中に様々な濃度の肥満細胞腫細胞を混入し、KIT および高親和性 IgE 受容
体を指標として、フローサイトメトリー法での検出を行なった。その結果、1/10000 の確率で
存在する肥満細胞腫細胞が検出できるようになった。 
また、同様に継続研究として、肥満細胞腫細胞の低酸素反応性や小胞体ストレス応答について

の分子生物学的解析を進めた。小胞体ストレス応答について、肥満細胞では細胞の活性化によ
って IRE1αの活性が亢進し、その標的である XBP1 mRNA のスプライシングが誘導された。また
阻害剤を用いて IRE1αの活性を阻害したところ、肥満細胞の活性化が強く抑制された。これら
の結果から、小胞体ストレス応答経路は肥満細胞に対する新たな分子標的となる可能性が示唆
された。 
 
（４）平成３０年度 
 前年度からの継続で、肥満細胞腫細胞の低酸素応答性を分子生物学的に解析したところ、皮

膚において肥満細胞は低酸素状態に置かれており、HIF1αを強く発現して血管誘導因子を産生
していることが明らかとなった。このことから、低酸素反応性因子関連のシグナル分子につい
ても、肥満細胞腫の増殖や浸潤を抑制する分子標的となる可能性が示唆された。 
 研究期間を通じて様々な臨床サンプルの解析を行い、KIT の細胞外ドメインに、腫瘍性の自

己増殖を誘導する新たな点変異を見つけた。この変異が腫瘍化を誘導するものであることは、
遺伝子導入の手法を用いて証明した。またこの変異を有する KIT 分子の三次元構造モデリング
を行い、我々が発見した点変異が生ずることで、stem cell factor 非存在下でも KIT の二量体
化が誘導され、腫瘍性増殖が起こることを証明した。 
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