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研究成果の概要： 
本研究計画における細胞周期研究では、有糸分裂制御メカニズムを分子レベルで解析すること

によって、造血系細胞腫瘍の増殖および拡大を制御する新たな標的分子を探索し、腫瘍性増殖

を誘導する新たなカスケードを提唱することができた。特に、伴侶動物の肥満細胞腫やリンパ

腫・白血病細胞の有糸分裂における G1/S チェックポイント調節タンパクの発現動態やその相

互作用を分子レベルで解析、細胞増殖の抑制に重要な標的分子を見出すとともに、新規薬物に

よる治療効果を検討した。 
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 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 8,000,000 2,400,000 10,400,000 
2007 年度 3,800,000 1,140,000 4,940,000 
2008 年度 3,800,000 1,140,000 4,940,000 

年度    

  年度    

総 計 15,600,000 4,680,000 20,280,000 
 
 
研究分野：臨床獣医学 
科研費の分科・細目：獣医学・臨床 
キーワード：癌・シグナル伝達・獣医学・動物・臨床 
 
１．研究開始当初の背景 
ヒトと同様にイヌなどの伴侶小動物でも、腫
瘍によって個体死がもたらされる主たる原
因は、（１）腫瘍細胞の無秩序な増殖による
正常組織の構造変化や機能の破壊、（２）腫
瘍細胞の周辺浸潤による正常組織の破壊、
（３）遠隔転移に伴う他臓器機能の障害、
（４）腫瘍由来の液性因子による全身状態の
悪化、である。小動物臨床における悪性腫瘍
への対応策としては、早期の外科手術による
切除が最初に選択されるべきである。しかし、

発見が遅れることが多い動物症例において、
化学療法により根治を目指すことは副作用
や費用の点からもきわめて難しいことから、
腫瘍細胞の増殖・浸潤・転移を抑制し、苦痛
を軽減しながら、当該器官や臓器を温存して
腫瘍と共存する「休眠療法」の開発が望まれ
る。悪性腫瘍の増殖や浸潤を抑える休眠治療
では、腫瘍の根治はできなくとも、副作用を
限りなく軽減し、腫瘍組織の拡大を押さえ込
む適切な治療標的の探索が重要である。本研
究においては、細胞の増殖に必須の細胞周期
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調節因子に着目し、有糸分裂の制御メカニズ
ムを分子レベルで解析することにより、ガン
細胞の増殖や拡大を抑制することのできる
新たな治療標的を探索しようとした。特に、
代表者のこれまでの研究実績に立脚し、肥満
細胞腫やリンパ腫・白血病などの、造血系細
胞腫瘍を主たる研究対象とした。白血病やリ
ンパ腫における細胞周期調節因子の相互作
用や制御メカニズムは、現在でも盛んに研究
されており、重要な創薬の対象となっている。 
 
 
２．研究の目的 
本研究計画における細胞周期研究の目的は、
有糸分裂制御メカニズムを分子レベルで解
析することによって、ガン細胞の増殖および
拡大を制御する方法を検討・開発することで
あった。研究代表者によるこれまでのガン細
胞増殖における細胞周期調節タンパクの発
現動態に関する研究成果を基盤として、本研
究計画では、さらに有糸分裂における G1/S
チェックポイント調節タンパクの発現動態
やその相互作用を分子レベルで解析し、細胞
増殖を抑制することによって、新たな造血形
腫瘍の制御法を開発することを目的とした。
また、近年、腫瘍化と腫瘍抑制遺伝子の機能
不全との因果関係が指摘されていることか
ら、Cip/Kip ファミリータンパクおよび p53
などのガン抑制遺伝子の発現動態を解析す
ると共に、それらの機能不全の可能性を造血
系腫瘍で分析し、ガン化のメカニズムを解析
しようとした。伴侶動物に多い造血系細胞の
悪性腫瘍としては、肥満細胞腫・リンパ腫・
白血病を解析対象とし、中心的役割を果たす
細胞周期調節タンパクの発現に連動する分
子を抑制することで、細胞増殖を制御する新
たな造血系悪性腫瘍の治療標的となる分子
を探索した。 
 
 
３．研究の方法 

造血系腫瘍における細胞周期調節タンパ
クの発現制御機構およびガン抑制遺伝子の
発現動態の解析を進めた。具体的には、ウ
ェスタンブロット法、PCR法、免疫沈降法、
フローサイトメトリー法、ELISA法、免疫
組織化学法などを用いて、細胞周期調節因
子やその抑制性因子、アポトーシス関連因
子などの発現を詳細に検討した。また、転
写因子の発現について、レポーター法や
EMSA法などを用いて検討した。さらに、
標的分子のノックダウンに関し、in vitro
および in vivoの評価系を用いて新規治療
法としての臨床応用の可能性を検証した。
特に、特異的阻害剤（低分子化合物）を用
いた分子標的治療法あるいは遺伝子治療法
の確立へ向けて、広くデータを集積した。 

（１） 造血系腫瘍細胞株におけるG1/Sチェ
ックポイント制御機構の解析 

 サイクリンおよびサイクリン依存性キナ
ーゼ、それらの抑制性因子を中心に、前述の
方法で発現解析を進めた。異なる造血系腫瘍
細胞株において、D型サイクリンと特異的に
結合するサイクリン依存性キナーゼを共役
免疫沈降法によって探索した。 

 

（２）D型サイクリン発現制御因子のプロモ
ーター領域CpGアイランドにおけるDNAメ
チル化の解析 
 D型サイクリンの機能は、主としてCip/Kip
ファミリーサイクリン依存性キナーゼ阻害
因子によって制御されていることから、これ
らの因子の発現動態を細胞株ならびに臨床
材料において検索・評価した。 

 

（３）候補分子を阻害する低分子化合物およ
びsiRNAの薬効評価 
 D型サイクリンおよびサイクリン依存性キ
ナーゼに対して特異的な阻害効果を有する
化合物または siRNA について、細胞株およ
び臨床材料から樹立した培養系において、そ
の薬効を評価する。また、転写因子 NF- B
が D 型サイクリンの発現誘導に強く関与し
ていることから、NF- B 阻害による細胞増殖
抑制効果を検討した。 
 
（４）造血系腫瘍細胞株における G1/S チェ
ックポイント制御機構の解析 
 D型サイクリンと特異的に結合するサイク
リン依存性キナーゼなどの細胞周期促進因
子の発現を特異的阻害剤や遺伝子サイレン
シングにより抑制し、腫瘍性増殖が制御でき
るかどうかについて in vitro および in vivo
モデルにおいて検証した。 
 
（５）G1/S チェックポイント制御機構に関
与する転写因子の解析 
 転写因子 NF- が D 型サイクリンの発現
誘導に強く関与していることから、低分子化
合物により NF- B を特異的に阻害し、細胞
増殖抑制効果を検討した。 
 
（６）アポトーシス関連 Bcl-2 ファミリータ
ンパクの発現および相互作用の解析 
 アポトーシス関連タンパクの中でも、特に
内因性アポトーシスの制御に重要なミトコ
ンドリア由来 Bcl-2 ファミリータンパクにつ
いて、前述の方法で発現動態を調べるととも
に、結合や相互作用、転写因子による制御に
ついて解析を行なった。 
 
 



 

 

４．研究成果 
（１）造血系腫瘍細胞株における G1/S チェ
ックポイント制御機構の解析 
造血系腫瘍細胞株では D 型サイクリンの発
現が強発現しており、細胞周期の進行に関与
していることを明らかにした。サイクリンは、
サイクリン依存性キナーゼ（CDK）と結合す
ることで、細胞周期を促進する転写因子の活
性化を誘導する。そこで、白血病および肥満
細胞腫細胞株において、D 型サイクリンと特
異的に結合するサイクリン依存性キナーゼ
を共役沈降法によって探索し、G1/S チェッ
クポイントにおける細胞周期の進行に関与
する CDK-D 型サイクリン複合体を明らかに
した。肥満細胞腫では、D 型サイクリンの中
でも特にサイクリンＤ2 とＤ3 の発現が亢進
しており、それらは CDK2、-4、-6 と複合体
を形成して機能を発揮していた。リンパ腫・
白血病細胞では、サイクリンＤ1 とＤ2 の発
現が亢進しており、それらは CDK4 および 6
と複合体を形成して機能を発揮していた。
CDK2 はサイクリンＥと結合して、細胞周期
の進行を促進していた。特に、肥満細胞腫に
おいて得られた知見は、世界で始めての報告
であり、2008 年の BBRC 誌および Vet. 
Immunol. Immunopathol.誌に掲載された。
また、成果は、国内外の学会にて発表すると
ともに、国際的学術雑誌に論文投稿中である。 
 
（２）D 型サイクリン発現制御因子のプロモ
ーター領域CpGアイランドにおけるDNAメ
チル化の解析 
D 型サイクリンを抑制する Cip/Kipファミリ
ーサイクリン依存性キナーゼ阻害因子の白
血病および肥満細胞腫細胞における発現抑
制を明らかにするとともに、これら因子の
DNA メチル化解析を進めた。p27Kip1 に関
し、急性骨髄生白血病細胞株における NA メ
チル化とこれに連動する機能不全が検出さ
れたが、多くは機能不全ではなく発現低下に
陥っていることを明らかにした。また、転写
因子 NF- B の活性を阻害することで、
p27Kip1 の発現が亢進すること、造血系細胞
腫瘍では p21Cip1 は検出限界以下であるこ
とを見出した。これらの知見は、国内外の学
会にて発表し、論文は、2006 年に米国癌学
会誌に掲載された。 
 
（３）NF- B 活性を阻害する低分子化合物お
よび D 型サイクリンに対する siRNA の薬効
評価 
D型サイクリンおよびサイクリン依存性キナ
ーゼに対して特異的な阻害効果を有する
siRNA について、細胞株および臨床材料から
樹立した培養系において、腫瘍性増殖抑制効
果を検証した。また、転写因子 NF- B が D
型サイクリンの発現誘導に強く関与してい

ることを証明するとともに、NF- B 活性の阻
害による細胞周期の停止と細胞増殖抑制効
果を明らかにした。また、Cyclin D3 に対す
る siRNA の抑制効果を確認し、細胞周期進
行への関与を解析するとともに、CDK に対
する低分子阻害薬の抑制作用も確認した。今
後更なる検討が必要であるが、これらの分子
が造血系細胞悪性腫瘍の治療標的としてき
わめて有用であることが示唆された。これら
の知見は国内外の学会にて発表し、論文は、
現在国際的学術雑誌に投稿中である。 
 
（４）アポトーシス関連 Bcl-2 ファミリータ
ンパクの発現および相互作用の解析 
 内因性アポトーシスの制御に重要なミト
コンドリア由来 Bcl-2 ファミリータンパクに
ついて、発現動態を調べたところ、造血系細
胞腫瘍ではMcl-1の発現がきわめて亢進して
いることを見出した。一方、アポトーシス抑
制性因子の阻害機能を有する Bim や Bad な
どの発現が低下していること、NF- B の活性
を抑制することで前述の因子の発現が亢進
することを明らかにした。これらの知見は、
世界で始めての報告であり、国内外の学会に
て発表するとともに、国際的学術雑誌に論文
投稿中である。 
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