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研究成果の概要（和文）：本研究は、これまで獣医学領域において主に病理組織学的探索を基に診断や治療方針
を決定してきた悪性腫瘍に関して、次世代シーケンサーを用いて遺伝子発現プロファイルやゲノム異常を網羅的
に探索するという分子生物学的な解析を加えることで新たな病態を明らかにした。
特に犬の組織球性肉腫に関して精力的に解析を行い、上記のような網羅的解析から、個々の症例における分子生
物学的な異常は様々であるものの、腫瘍細胞において特定のシグナル伝達経路に共通した異常があることを見出
し、またその責任分子を標的とすることで新たな治療法を開発できる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In veterinary medicine, diagnosis and treatment for malignant tumors have 
been determined based on histopathological examinations. In this study, we conducted molecular 
biological examinations that comprehensively analyzed gene expression profiles and genomic 
abnormalities by next-generation sequencing, and novel pathophysiology of canine malignant tumors 
were revealed.
In particular, we performed vigorous analysis for canine histiocytic sarcoma, and it was revealed 
that there were various molecular biological abnormalities in individual cases, but specific signal 
pathways were commonly dysregulatd in tumor cells. In addition, it was suggested that novel 
effective treatments could be developed by targeting the responsible molecule in these signal 
pathways.

研究分野： 獣医学

キーワード： 分子病理学　RNAシーケンシング　エキソーム解析　腫瘍　バイオインフォマティクス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年動物においても悪性腫瘍が主な死因となっており、その治療成績の向上は急務となっている。本研究は、こ
れまで獣医学領域において主に病理組織学的探索を基に診断や治療方針を決定してきた悪性腫瘍に関して、遺伝
子発現プロファイルやゲノム異常といった分子生物学的探索を取り入れることで、より適切な診断や治療法選択
を可能とすることを目指してきた。
本研究から得られた成果によって犬の悪性腫瘍の新たな病態が明らかとなりまた新規治療法の可能性も見出され
た。この成果は獣医学領域のみならず人医学領域における臨床腫瘍学の発展にも貢献するものと考えている。

※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（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 悪性腫瘍は人と同様に犬においても最も頻度の高い死因となっている。獣医学領域において
は、これまで腫瘍性疾患に関してその診断は主に病理組織学的検査によって行われ、その診断に
基づいて治療方針の決定や予後の予測が行なわれてきた。そのためその病態解析においても組
織学的な細分類に基づいて行われてきている。しかしながら、分子生物学的事象の積み重ねによ
る腫瘍に関しては、病理形態学では捉えきれない事象が存在するため、しばしば診断が困難とな
ることがあるとともに、同一疾患の中でも症例によって治療反応性や予後に大きな違いが存在
する。 
 近年の分子生物学的解析手法における進歩によって、腫瘍性疾患におけるゲノム異常や遺伝
子発現プロファイルの網羅的な解析が可能となってきた。これらの背景をもとに人医学領域に
おいては「分子病理学」という新たな観点から腫瘍性疾患の病態解析が進んでいる。具体的には、
腫瘍組織における細胞形態や組織構築といった病理組織学的な所見に加え、詳細な分子病態の
解析を行うことにより、診断や分類さらには治療に関する新たな展開をもたらすことをめざし
ている。人医学領域において分子病理学的探索が疾患の分類に新たな概念を加えた代表的な例
としてリンパ腫が挙げられる。本疾患には病理組織学的分類によるさまざまなサブタイプが存
在し、その一つの型であるびまん性大細胞型 B 細胞リンパ腫(DLBCL)は腫瘍細胞の遺伝子発現
プロファイルによって２つの亜型に分けることができ、その亜型の間に統計学的に有意な予後
の差が存在することが示された。 
獣医学領域においてもこれまでの研究成果から、犬のリンパ系腫瘍、肥満細胞腫および組織球

性肉腫に関しては、病理組織学的診断やそのサブタイプが同一であっても、特定の分子の変異や
発現変化によってその治療反応性や予後が異なることが明らかとなってきた。我々の以前の研
究では、犬のリンパ腫症例において化学療法耐性獲得に伴う遺伝子発現変化の網羅的解析を行
った結果、化学療法耐性獲得時の遺伝子発現プロファイルの変化によって症例をグループ分け
できることが明らかとなった。これらの成果から、同一の病理組織学的診断が下された症例群を
対象として網羅的な分子生物学的解析を行うことにより新たな病態解明が解明され、実際の診
療に有用な診断・分類法や治療法の開発が可能になることが期待されていた。加えて、イヌの全
ゲノムのデータベースが利用可能となり、次世代シーケンサーの使用も一般化したことで獣医
学領域においても網羅的な分子病理学的な探索が現実的になってきていた。しかしながら、イヌ
の悪性腫瘍に関しては多くが個々の分子に着目した病態解析であり、網羅的な分子生物学的解
析は少数の報告が存在するのみであった。 
 
２．研究の目的 
 
上記のような背景から、犬の悪性腫瘍の分子病理学的観点に基づいた病態解析を目的とした

基盤的研究として、本研究では次世代シーケンサーを用いてゲノム異常や遺伝子発現プロファ
イルを網羅的に解析することとした。その究極的な目標は動物の悪性腫瘍における治療成績の
向上であるが、本研究に遂行によって犬に発生する悪性腫瘍の新たな病態を解明することで、よ
り正確な治療選択や予後予測、さらには新規治療法の開発につなげることを目的としていた。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では犬に発生する悪性腫瘍のうち特に進行が早く予後不良な疾患である組織球性肉腫

に関して精力的に解析を行ったため、本報告書ではその成果を記述する。 
 
(1)犬組織球性肉腫症例における DNA 配列異常の網羅的解析 
組織球性肉腫に罹患した犬 8 例から摘出された腫瘍組織サンプルから DNA を抽出し、次世代

シーケンサーによる全エクソーム解析を行うことで、コピー数異常、遺伝子変異、および塩基配
列の挿入/欠失を網羅的に抽出した。その際には、手術の際に得られた周囲正常組織や末梢血液
から抽出した DNA をそれぞれの腫瘍サンプルとペアで解析することにより、腫瘍細胞が獲得し
た体細胞変異のみ抽出した。続いて、それぞれの腫瘍において一定の頻度以上で認められ、かつ
翻訳されるタンパク質の機能に明らかな障害をもたらすと予測される、といった複数の条件を
用いて、抽出された遺伝子変異の絞り込みを行った。さらに、抽出された遺伝子群に関してパス
ウェイ解析によってこれらの遺伝子群が関与する生物学的機能の解析を行った。 
 
(2)犬組織球性肉腫症例における遺伝子発現プロファイルの網羅的解析 
組織球性肉腫に罹患した犬 4 例から摘出された腫瘍組織サンプルから RNA を抽出し、次世代

シーケンサーを用いた RNA シーケンシングを行うことで、その遺伝子発現プロファイルを網羅
的に解析した。また、遺伝子発現プロファイルの比較対象として健常犬の末梢血液から分離した
単球を用いることとし、同様の手法で RNA シーケンシングを実施した。得られた全腫瘍サンプル
および正常単球サンプルの解析データに対し、クラスタリング解析を用いて遺伝子発現プロフ
ァイルの違いを見出し、続いて単球と比較して腫瘍組織中で有意に発現量が異なっていた遺伝
子群を抽出し、Ingenuity Pathway Analysis を用いて、活性化あるいは抑制されている生物学



的機能などを探索した。さらに、これらの解析から特に組織球性肉腫の病態に重要な役割を果た
している可能性が示唆された分子に関しては、組織球性肉腫に罹患した犬 7 例から摘出された
腫瘍組織サンプルと正常単球を用いてその遺伝子の発現量を qRT-PCR によって定量し、腫瘍組
織と正常単球の間で発現量を比較した。 
 
(3)網羅的解析から示された分子病態に重要な役割を果たす責任分子とその阻害効果の検討 
①TP53 遺伝子における変異によるその機能への影響と臨床的意義の検討 
 全エクソーム解析において変異が認められた遺伝子のうち TP53 遺伝子に関してさらなる検討
を行った。まずは組織球性肉腫に罹患した犬 26 例の腫瘍組織を用いて、PCR-SSCP 法によってこ
の遺伝子における変異を検出し、変異を有する症例の頻度を探索した。また、各症例から得られ
た腫瘍組織をいくつかの部位に分けて各部位ごとに TP53 遺伝子の変異を探索し、変異を有する
細胞が腫瘍組織内にどのように分布するか探索した。 
またこのような解析の中で見出された、多くの症例で共通していた挿入変異に関しては、犬組

織球性肉腫細胞株にその変異を導入することで TP53 タンパクの発現やその機能に及ぼす影響を
in vitro で検討するとともに、組織球性肉腫に罹患した犬 64 例を用いて各種臨床所見と同挿入
変異の有無との関連を検討した。 
 
②腫瘍組織中の FGFR1 タンパク発現の検討と FGFR1 阻害の効果の検討 
 全エクソーム解析および RNA シーケンシングの結果から、受容体型チロシンキナーゼである
FGFR1 が特に組織球性肉腫の病態に重要な役割を果たしている可能性が示唆された。そのため 13
例から得られた組織球性肉腫サンプルを用いて、同タンパクの発現を免疫組織化学染色によっ
て検討した。また、犬組織球性肉腫細胞株に対して FGFR1 に対する特異的阻害剤や複数の既存の
分子標的薬を投与することで、細胞内シグナル伝達経路における変化や細胞周期における変化、
アポトーシス誘導効果などを検討し、各薬剤が抗腫瘍効果を示すかを検討した。 
 
４．研究成果 
 
(1)犬組織球性肉腫症例における DNA 配列異常の網羅的解析 
まず全エクソーム解析によって犬組織球性肉腫における DNA 配列異常を網羅的に解析した。

その結果、特にこれまでに腫瘍との関連が示唆されている遺伝子に着目すると、各症例からそれ
ぞれ３〜5遺伝子における変異が体細胞変異として同定され、各遺伝子がこれらの症例において
組織球性肉腫の発生や病態に関与していることが予想された。一方で、解析に用いた症例群に共
通するような遺伝子変異は認められなかった。しかしながら、バイオインフォマティクスを用い
た解析により、PI3K-Akt 経路、MAPK/ERK 経路、p53 経路などの細胞内シグナル伝達経路に関わ
る遺伝子群に変異が集中していることが示唆され、これらの経路の破綻が本腫瘍の発生・病態に
重要な役割をもつことが示唆された。 
 

(2)犬組織球性肉腫症例における遺伝子発現プロファイルの網羅的解析 
次に、RNA シーケンシングによって、犬組織球性肉腫における遺伝子発現プロファイルを網羅

的に解析し、バイオインフォマティクスを用いて健常犬由来単球と比較したところ、こちらでも
PI3K-Akt 経路や MAPK/ERK 経路が組織球性肉腫において活性化していることが示された。さら
に、受容体型チロシンキナーゼからの刺激から始まる細胞内シグナル経路が活性化しているこ
とも示されたため、細胞内シグナル伝達に関わる受容体型チロシンキナーゼをコードする 19 遺
伝子の発現量を探索したところ、FGFR1 遺伝子が正常単球に比べて腫瘍組織中で高発現している
ことが明らかとなった。 
 
(3)網羅的解析から示された分子病態に重要な役割を果たす責任分子とその阻害効果の検討 
①TP53 遺伝子変異による機能への影響とその臨床的意義の検討 
エクソーム解析において変異が認められた遺伝子のうち TP53 をコードする遺伝子における変

異に関しては、より多くの症例でその頻度を検討したところ犬の組織球性肉腫の 46%で変異を有
していることが明らかとなり、また変異を有する細胞の割合が同一症例の腫瘍組織内でも採取
した部位によって大きく異なることから、犬の組織球性肉腫は腫瘍内不均一性を有する疾患で
あることを明らかにした。 
また、組織球性肉腫に罹患した犬の 38%で共通する挿入変異を見出した。犬の組織球性肉腫細

胞株に対してこの変異を導入することでその影響を検討したところ、変異を導入した TP53 遺伝
子に関してはタンパク発現が認められず、それに伴って正常な TP53 が有する機能が失われるこ
とが明らかとなった。加えて、各種臨床検査所見とこの挿入変異との関連を調べたところ、同変
異を保有する症例群では有意に転移病巣を有する症例が多いことが明らかとなった。 
 

②腫瘍組織中の FGFR1 タンパク発現の検討と FGFR1 阻害の効果の検討 
次世代シーケンサーを用いた解析から得られた先述の結果をもとに、実際の組織球性肉腫症

例から得た腫瘍組織において FGFR1 のタンパクレベルでの発現を探索した。すると、探索を行っ
た 13 例全例において FGFR1 タンパクが高発現していることが明らかとなった。ここまでの結果



を受けて、この FGFR1 の活性化を阻害する特異的阻害剤や複数の既存の分子標的薬の効果に関
して犬組織性肉腫細胞株を用いて in vitro で検証した。その結果、これらの薬剤により FGFR1
の下流シグナル伝達が阻害され、さらにある種の細胞株においては細胞周期停止およびアポト
ーシス誘導による抗腫瘍効果を認めた。これらの結果から FGFR1 が犬の組織性肉腫に対する治
療の新たな分子標的であることが示された。 
 
これまでに述べてきたように、本研究によって犬組織球性肉腫の新たな分子病態のみならず

治療標的となる新規分子も同定されたことにより同疾患に対する新規治療法の確立に大きく貢
献する成果が得られた。 
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