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研究成果の概要（和文）：しばしば放射線治療が適応される犬の口腔内メラノーマに対し、放射線治療の効果を
向上させるために、放射線感受性に関わる因子の探索を行った。microRNAという微小なRNAの発現に着目し、メ
ラノーマ培養細胞を用いて、放射線照射の前後で発現量が変化するmicroRNAを調べたところ、miR-374bの発現が
放射線照射後に上昇することが分かった。miR-374bはがん抑制遺伝子のひとつであるPTENの発現を抑制すること
が分かり、これによりメラノーマの放射線感受性を低下させることが明らかとなった。miR-374bやPTENの発現量
を調べることで、放射線治療の効果を予測できる可能性があることを突き止めた。

研究成果の概要（英文）：In this study, a factor associated with radiation sensitivity was clarified 
in canine oral melanoma, which is often treated with radiation therapy. This study focused on 
differential microRNA expressions in melanoma cells and tissues pre- and post-irradiation. As a 
result, the expression level of miR-374b was increased in melanoma cells after irradiation compared 
with them before irradiation. miR-374b targeted PTEN, a tumor-suppressor gene. Altogether, miR-374b 
provoked resistance to radiation in melanoma cells by suppressing the expression level of PTEN. 
These results indicated that miR-374b and PTEN might be promising markers predict the efficiency of 
radiation therapy. 
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
犬の口腔内メラノーマに対しては、しばしば放射線治療が行われるが、再発が問題となる。本研究の成果は、放
射線治療の効果を向上させることにつながるものであり、放射線治療により口腔内の病変の増大を抑え、口腔内
メラノーマ症例の生活の質を維持した状態で生存させることが可能となる可能性がある。

※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 
犬口腔内メラノーマ（CoMM）はイヌの口腔内悪性腫瘍のなかで最も発生率が高く高率に転移す

るが、臨床ステージⅠあるいはⅡでは局所コントロールにより長期生存も可能である（Tuohy JL 
et al., J Am Vet Med Assoc. 2014）。一方、臨床ステージⅢあるいはⅣにおいても QOL の維持
のためには局所コントロールが重要である。CoMM の局所コントロールにおいて、外科手術ある
いは放射線治療の成功が QOL と延命効果の鍵である。それらの治療は同等の治療成績であるが
（Kawabe M et al., J Am Vet Med Assoc. 2015）、それぞれの治療効果を予測する分子マーカ
ーが不明であるため、どちらの治療を選択するべきかの明確な基準はない。 
 
 
 
２．研究の目的 
microRNA（miRNA）発現解析を通じて、CoMM の症例ごとの適切な治療選択を可能にし、生存期

間あるいは生活の質（QOL）向上を目指すことを本研究の目的とする。 
 CoMM の標準治療は外科手術と放射線治療あるいはそれらの併用であり、放射線感受性を規定
する miRNA を明らかにし、治療法に放射線治療を選択するかどうかを症例ごとに決定すること
で、適切な局所コントロール法を選択できるとともに、症例の飼い主の無用な経済的負担を軽減
することが可能である。 
 
 
 
３．研究の方法 
①CoMM 細胞株 KMeC を用いて、放射線抵抗株を作製する。②放射線照射前後で発現量が異なる

miRNA を microarray を用いて探索する。③放射線照射後に発現亢進する miRNA について、野生
株と放射線抵抗株間および放射線照射前後で発現が変化するかを real-time PCR で検証する。
④着目した miRNA の機能解析および標的遺伝子を同定する。⑤CoMM 臨床サンプルを用いて、放
射線治療前および治療後再増大時の組織においてmiRNAと標的遺伝子の発現の変化をreal-time 
PCR およびウェスタンブロッティングにて検証する。 
 
 
 
４．研究成果 
①放射線抵抗株の作製 
 KMeC 細胞株を用いて、連日放射線照射を行い、放射線抵抗株（KMeC/R）の作製に成功した。 

 
 
 
 
 

 
 
 

②放射線照射前後における microRNA microarray 解析 
 放射線照射後において、照射前と比較して発現低下を示す miRNA が 27 種類、発現亢進する
miRNA が 28 種類認められた。 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
③放射線抵抗性細胞株および放射線照射後に発現亢進する miRNA の real-time PCR による発現
解析 
 microRNA microarray において発現亢進が示唆された miRNA のうち、3種類の miRNA に着目し
てreal-time PCRを行ったところ、放射線抵抗性細胞株および放射線照射後の細胞においてmiR-
374b の有意な発現亢進が認められた。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
④miR-374b の放射線抵抗性に対する影響 
 メラノーマ細胞に miR-374b をトランスフェクションにより導入すると、放射線抵抗性は有意
に増強された（右図）。 
また、miR-374bの導入により、がん抑制遺伝子の一種であるPTEN

の発現は低下し、ルシフェラーゼアッセイにより PTEN は miR-374b
の標的遺伝子であることが明らかとなった。放射線抵抗性株にお
いても、PTEN の発現低下がみられた（下図）。 

 
 
 
 
 

 
⑤CoMM 臨床サンプルにおける放射線治療前後での miR-374b および PTEN の発現 
 放射線照射前および放射線治療後再増大を示
した時点で CoMM の組織を採取し、miR-374b 発
現および PTEN のタンパク発現解析を行ったと
ころ、PTEN においては、再増大時で有意に発現
低下しており、miR-374b においては発現が上昇
する傾向がみられた。 
 
 
 
 
 以上の結果より、CoMM において、miR-374b は PTEN の抑制を介して放射線抵抗性に関与してい
ることが示唆された。今後は、miR-374b の発現量や PTEN の発現量と放射線治療に対する反応性
（腫瘍の縮小効果や無増悪期間）との関連を前向きに検討することにより、放射線治療前に、そ
の効果を予測することが可能になると考えられた。 
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