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研究成果の概要（和文）：猫の鼻腔リンパ腫は治療に反応し長期生存する症例が存在する一方で、1年以内に死
亡する短期生存症例が存在する。そのような背景より猫のリンパ腫において放射線および化学療法感受性に関連
する因子を探索した。
ある細胞株では放射線および1種の化学療法に抵抗性であり、複数の放射線療法や化学療法感受性に関わるとさ
れる遺伝子発現に変化を認めた。また長期生存群および短期生存群の症例由来の腫瘍組織を用いた比較において
は、発現の差を認める遺伝子が19種類抽出された。

研究成果の概要（英文）：The prognosis of feline nasal lymphoma is divided into 2 groups; 
long-survival group after treatment and short-survival group dying within 1 year after treatment. 
Therefore, the purpose of this research was to explore some factors related to radiosensitivity and 
chemosensitivity in feline lymphoma. 
The one cell line was revealed to be resistant to radiation and one chemotherapeutic agent and 
expression of some genes which were considered to be sensitivity for radiation and chemotherapy 
altered compared to that in other cell lines which were sensitive for radiation and chemotherapy. As
 compared to tumor tissues obtained from cats belonging to long-survival group and short-survival 
group, the 19 genes were determined to alter their expression.

研究分野： 腫瘍内科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年人医療ではさまざまな疾患において

これまでの統一された治療に対し、個々の遺
伝的背景や病態のサブタイプに基づいて決
定される「テーラーメード治療・個別化医療」
が推奨されている。獣医療においての個別化
医療に関する研究はまだ発展段階であり、基
礎的な疾患の病態解明が急がれる。研究代表
者(藤原)の先行研究では、診断時に病理組織
学的な悪性度や既存のWHOステージでは同
一と考えられた猫の鼻腔リンパ腫症例に対
し、同一の放射線治療を実施したにも関わら
ず、症例間に治療反応性や予後に差を認めた。
そのような背景より、猫の鼻腔リンパ腫にお
いて既存の検査方法では検出できない、放射
線感受性に関連する分子が治療反応性を決
定づけていると仮説を立てた。また、実際の
臨床現場では鼻腔リンパ腫は放射線のみで
なく化学療法に対する反応性も高く、放射線
抵抗性の症例には化学療法を追加で用いる
ことも多い。そのような症例においては化学
療法にも抵抗性であることを多く経験した
ことから化学療法に対する感受性も同時に
調査することとした。 
 
２．研究の目的 
1.-1 猫のリンパ腫症例から樹立した症例の
細胞株を用いて、さまざまな線量実施し LD50
を決定する。これらの結果に基づいて放射線
感受性を決定する。 
1.-2 猫のリンパ腫細胞株を用いて、各種化
学療法薬剤に対する IC50 を決定する。これ
ら結果に基づいて化学療法の感受性を決定
する。 
2.-1  1 で感受性を決定した猫のリンパ腫細
胞株を用いて放射線・化学療法感受性に関連
する分子を探索する。 
2.-2 すでに予後が判明している猫鼻腔リ
ンパ腫症例の治療前組織を用いて、放射線感
受性に関わる分子を探索する。 
3. 猫鼻腔リンパ腫細胞株の樹立を行う。 
 
３．研究の方法 
1.-1 動物由来腫瘍細胞から樹立された猫
のリンパ系腫瘍細胞株 5 種(A～E)(東京大学
獣医内科学教室より譲渡)を用いて、さまざ
まな線量の X 線を照射した。X 線照射には
CP160X 線照射装置(アクロバイオ社)を用い
た。LD50 を算出するために、予備実験から算
出された予想される LD50 周辺の線量を中心
に、X線を照射した。細胞数の測定には cell 
counting kit-8(同仁化学)を用いて、吸光度
を測定することで実施した。また、実際に治
療に用いるプロトコールと同一の方法でも
照射を行い、生存率を測定した(6Gy を週に 1
回6週にわたり実施)。各種実験はtriplicate
で各三回ずつ実施し平均値を用いた。 
 
1.-2 1-と同様の細胞株を用いて、6 種の化
学療法剤とともに培養した。予備実験から算

出された IC50 周辺の濃度を中心に細胞株を
培養した。化学療法剤は鼻腔リンパ腫の治療
に第一選択で使用される 3 種(ビンクリスチ
ン、サイクロフォスファマイド、ドキソルビ
シン)以外に、レスキュープロトコールとし
て用いる 3 種(L-アスパラギナーゼ、ACNU、
アクチノマイシン D)を選択した。細胞数の測
定・実施回数は 1-1 と同様に実施した。 
 
2.-1 放射線・化学療法感受性はさまざまな
因子(細胞周期、DNA 修復、アポトーシス、再
生、血管新生など)によって決定されている。
これら因子に関連した分子を探索し、複数の
候補遺伝子として細胞株における mRNA 発現
を real-timePCR を用いて調査した。解析に
は⊿⊿Ct 法を用いて相対定量を行った。リフ
ァレンス遺伝子には actb, b2m を用いた。ま
たその発現結果と、放射線および化学療法感
受性との関連性を調査した。正常発現コント
ロールとしては非リンパ腫の猫より採取し
た末梢血液からリンパ球を分離し、totalRNA
を抽出した。 
 
2.-2  放射線療法を実施したが、効果に乏し
く化学療法も追加で実施したが1年以内に死
亡した 3症例(短期生存群)と、放射線療法を
実施後に寛解し、無治療で 1年以上再発転移
を認めずに長期生存した3症例(長期生存群)
の診断時腫瘍組織から total RNA を抽出した。
これら 2群間の RNA発現の差を網羅的に比較
す る た め に 、 SoliD5500xl(Applied 
Biosystems)を用いて RNA シークエンスを実
施した。得られた 6症例の結果を用いて、PCA
解析およびクラスター解析を実施し、2 群間
で発現の異なる遺伝子を抽出した。 
 
3. 鼻腔から採取された組織を洗浄し、RPMI
と共に培養した。 
 
４．研究成果 
1-1. 各細胞株のLD50は以下の通りである。 
 
A B C D E 
3.09 2.81 NA 2.13 2.71 
(単位：Gy) 
 
また臨床現場で実施しているプロトコール
では、細胞株 A, B, D, E は 2 週目には細胞
がすべて死滅しており試験を終了した一方
で、細胞株 C は毎週照射を継続し、7 週まで
生存した。 
細胞株Cは明らかに放射線抵抗性を示してお
り、今後細胞株 Cと他の細胞株間において発
現の異なる遺伝子を調査することで放射線
抵抗性に関連する因子が決定できると考え
られた。ただし、これら細胞株には鼻腔リン
パ腫由来の細胞株が含まれていないため、症
例の組織を用いた調査も必要であると考え
られた。 
 



1.-2 各種細胞株の IC50 は以下の通りであ
る。 
 

 A B C D E 
1(µg/ml) 475 331 665 1330 950 
2(ng/ml) 3.69 5.09 18.8 5.83 7.15 
3(ng/ml) 0.411 0.395 0.465 0.438 0.356 
4(µg/ml) 261 31.7 152 215 154 
5(ng/ml) 0.549 0.586 0.512 0.311 0.56 
6(IU/ml) 0.323 0.144 0.211 0.157 0.321 

A～E：細胞株 
1～6：化学療法剤 
(1: サイクロフォスファマイド、2: ドキソ
ルビシン、3: ビンクリスチン、4: ACNU、5: 
アクチノマイシンD、6: L-アスパラギナーゼ) 
 
放射線抵抗性株である Cにおいて、化学療法
剤 2 の IC50 は他の細胞株に比較して有意に
高く、C に対し抵抗性株であることが判明し
た。また細胞株 D に関しては、化学療法剤 4
の IC50 が、他の細胞株に比較して有意に低
く、D に対し感受性が高いことが判明した。
放射線抵抗性株 Cは、ドキソルビシンに抵抗
性であったが他の化学療法剤においては差
を認めなかった。臨床例では複数の化学療法
に抵抗性を示すことが多いため、細胞株での
試験結果は臨床例には完全には一致しなか
った。 
 
2.-1 放射線・化学療法感受性に関連すると
予想される遺伝子 20 種(atm, p53, mdm2, p21, 
bax, bcl2, casp3, casp8, casp9, survivn, 
xiap, p105, p100, rela, relb, 14-3-3ζ, 
abcc1, abcg2, topo2a, topo2b)の発現を細
胞株において検討した。その結果、放射線抵
抗性およびドキソルビシン抵抗性である細
胞株Cにおいてはatm, p53, mdm2, p21, p105, 
relb, topo2bの発現が他の細胞株に比較する
と低下していることが明らかとなった。他の
遺伝子については差を認められなかった。 
 
今回の結果で細胞株Cにおいて低発現であっ
た因子は、放射線や化学療法感受性に関連す
る因子として報告されているが、予想と異な
り差が得られない因子も存在した。また化学
療法感受性については細胞株Cにおいてドキ
ソルビシンのみが抵抗性であったため、他の
薬剤耐性には関与しない特定のシグナルの
みが変動していると考えられた。今後は発現
の違いが認められた細胞株において、強制発
現もしくはノックダウンによって各遺伝子
発現を変化させることによる、放射線もしく
は化学療法抵抗性の変化を確認することで、
抵抗性を生じる機序の証明を行う必要があ
る。また、すでに治療反応が証明されている
症例組織を用いて、実際の臨床反応との相関
を確認する必要がある。 
 
2.-2 
短期生存群(赤)および長期生存群(青)の 2群

間で PCA 解析を実施した。これら 6症例にお
いて明らかな傾向は認められなかった。 

 
また、2 群間において発現が異なる遺伝子を
抽出したところ、19 遺伝子が抽出された。こ
れらのクラスター解析の結果は以下の通り
である。 

 
 
抽出された 19 遺伝子の発現を、今後は治療
反応および予後が判明している症例由来の
組織を用いて発現の検討を行う。これらのう
ち、実際に多くの症例において発現に差を認
める遺伝子が決定できれば、追加で細胞株に
おける機能解析を実施することで放射線や
化学療法感受性への関連を調査することが
できる。 
 
3. いずれの症例においても細胞株は樹立で
きなかった。理由としては、猫は鼻の大きさ
から病理組織検査の残りとしては多くの組
織が採取できないこと、炎症・感染が強く好
中球やマクロファージも多く混合している
ことなどが考えられた。現在樹立されている



細胞株の多くは胸水や腹水由来の細胞株で
あり、純度の高い腫瘍細胞が多く採取できる
条件が必要であると考えられた。しかしなが
ら鼻腔リンパ腫の研究には鼻腔由来の腫瘍
細胞株が必要となるため、今後も試みが必要
である。 
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