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研究成果の概要（和文）：イヌリンパ腫細胞株5株に関し、次世代シークエンサーによる解析を行ったところ、
約100,000CpGサイトのDNAメチル化の定量的な解析が可能であった。また、正常血液サンプルとリンパ腫細胞株
の区別が可能であった。さらに、各々のリンパ腫細胞株において1000～4000個の高メチル化部位、および3000~
10,000個の低メチル化部位が発見された。これらのうち、特に高メチル化部位の近傍には腫瘍に関連すると考え
られる遺伝子が認められた。
イヌのリンパ腫自然発症例24例についても同様の解析・検討を行ったところ、DNAメチル化のグループ分けが予
後因子となる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Next-generation sequencing for 5 canine lymphoma cell lines was found to be 
quantitative so that 100,000 CpG sites could be analyzed. It also showed clearly difference in DNA 
methylation patterns between lymphoma cell lines and normal lymphocytes. We identified 1000-4000 
hypermethylated and 3000-10000 hypomethylated CpG sites in each cell line. Genes known to be 
involved in tumor were found to be located close to the CpG sites hypermethylated in the cell lines.
 The analysis for 24 spontaneous lymphoma cases indicated that DNA methylation pattern could be 
prognostic factor in canine lymphoma. 

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

リンパ腫はイヌにおいて最も発生率が高

い腫瘍であるが原因については不明な点が

多い。 

エピジェネティックなメカニズムの研究

はこの１０年ほどで大幅に進歩したが、獣医

領域における知見は非常に乏しい。また近年

の次世代シークエンサーの発達は疾患のメ

カニズム解明に大きな影響を与えているが、

獣医領域での汎用はされていない。 

 

２．研究の目的 

イヌのリンパ腫におけるメカニズムの解

明は重要な命題であり、治療成績の向上を目

指すためにはこの疾患の全容解明が必須で

ある。そこで、DNAメチル化のイヌゲノムワ

イド解析を行うことによってイヌのリンパ

腫特異的な変化を検出し、将来的なイヌのリ

ンパ腫のさらなるメカニズムの解明への手

がかりとすることだけでなく、このイヌのリ

ンパ腫特異的なDNAメチル化の変化を診断な

どへ応用することによって、臨床上有益な情

報を与える。具体的な目的は以下の３点。 

１．イヌのリンパ腫由来細胞株および正常犬

由来リンパ球を用いて DNA メチル化のゲ

ノムワイド解析法の樹立およびその有効

性の検討を行う 

２．イヌのリンパ腫自然発症例の腫瘍細胞を

用いて、イヌのリンパ腫特異的な DNA メ

チル化の変化の検出を行う 

３．認められた DNA メチル化の変化のバイオ

マーカーとしての応用の検討および腫瘍

発生のメカニズムへの関与の検討を行う 

 

３．研究の方法 

DNA メチル化のゲノムワイド解析法である

Digital Restriction Enzyme Analysis of 

Methylation (DREAM)法 をイヌゲノム DNA へ

応用し、約 100,000 箇所の DNA メチル化の程

度を定量化する。 正常犬由来リンパ球およ

びイヌリンパ腫細胞株について検討し、

DREAM 法の有効性を確認する。また、イヌの

リンパ腫症例 20-30 症例に対して DREAM 法を

適用、プロモーター領域だけでなく遺伝子内

のエクソンやイントロン、または遺伝子外の

部分の CpG サイトについて検討を行う。 

 

４．研究成果 

 

イヌリンパ腫細胞株 5 株より DNA を抽出、

制限酵素処理を行った後、アダプター結合か

ら PCR を行うことによって、次世代シークエ

ンサーに最適な目的のサイズを持ったライ

ブラリを作製した。次世代シークエンサーに

よる解析を行ったところ、全ての検体におい

て約 100,000CpG サイトの DNA メチル化の定

量的な解析が可能であった。実際にこれらの

配列を用いて解析をおこなったところ、DNA

メチル化状態の類似性によって分類した結

果、正常血液サンプルとリンパ腫細胞株の区

別が可能であり、また、リンパ腫細胞株間に

おいても異なるDNAメチル化状態が存在する

ことが示された。さらに、各々のリンパ腫細

胞株において 1000～4000 個の高メチル化部

位、および 3000～10,000 個の低メチル化部

位が発見された（図）。これらのうち、特に

高メチル化部位の近傍には腫瘍に関連する

と考えられる遺伝子が認められた。 

 さらに、イヌのリンパ腫自然発症例２４例

についても同様の解析・検討を行ったところ、

症例によって異なるゲノムワイドなDNAメチ

ル化の変化が検出され、これを用いてグルー

プ分けすることによって、臨床的なパラメー

タと独立した予後因子となる可能性が示さ

れた。 

 

 

 

 



図 

DNA メチル化レベルの比較（リンパ腫細胞株

UL1 と正常リンパ球）左：CpG アイランド上

のサイト 右：non-CpG アイランド上のサイ

ト 
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