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研究成果の概要（和文）：正常イヌ2頭由来の16種類の正常組織、イヌの悪性黒色腫28症例と正常犬の口腔内粘
膜組織、イヌの肝細胞癌12症例と正常犬の肝細胞ならびにステロイド投与群由来サンプルについて次世代シーク
エンサーによる解析を行ったところ、約100,000-150,000箇所のCpGサイトのDNAメチル化の定量的な解析が可能
であった。
これにより、各正常組織特有のDNAメチル化パターンの存在、悪性黒色腫症例や肝細胞癌症例における正常組織
と比較したDNAメチル化状態の明らかな違いが認められた。臨床的には違いが明確でない悪性黒色腫や肝細胞癌
症例がDNAメチル化パターンによって複数群に分類されることが初めて明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Genome-wide analysis of DNA methylation by next-generation sequencing for 16
 canine somatic tissues, 28 malignant melanomas with normal mucosae, and 12 hepatocellular 
carcinomas with normal liver cells with or without steroid treatment were performed to obtain 
quantitative DNA methylation levels of 100,000-150,000 CpG sites in the dog genome. 
We found that the normal tissue types were clearly defined by principal component analysis and 
hierarchical clustering analysis with DNA methylome. DNA methylation patterns were clearly different
 between malignant melanoma and normal mucosae. Same is true between HCC and normal liver cells. 
These findings suggest molecular subtypes defined by aberrant DNA methylation occurred in these 
tumor patients, which have never been elucidated in the clinical settings. 

研究分野： 分子生物学

キーワード： エピジェネティクス　DNAメチル化　腫瘍

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで研究されてきたイヌの腫瘍疾患におけるDNAメチル化の異常は、かなり局所的な解析によるものにとど
まっていたが、本研究によってその解析範囲が大幅に改善されたことで広範な異常が存在することが明らかとな
り、イヌの腫瘍疾患における分子生物学的なメカニズムの理解が刷新されたことは学術的意義が深い。
また本研究の成果による、獣医診療におけるバイオマーカー樹立や新規治療法の策定などの臨床応用への可能性
が示唆された点においては、コンパニオンアニマルとしてのイヌ、およびともに暮らす人間のより良い暮らしと
いった社会的意義につながる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
遺伝子配列の変化を伴わずに表現型の変化をもたらす現象であるエピジェネティックなメカ

ニズムは、幹細胞や組織の分化など様々な点で重要な因子である。特にDNAにおけるCpG配列
のシトシンへのメチル基転移の修飾であるDNAメチル化は、プロモーター領域のクロマチン構
造の変化をもたらすことにより、遺伝子発現の低下と相関するなど生物学的に重要な機構であ
る。さらに近年急激に発展を遂げた次世代シークエンサーによりプロモーター領域以外のDNA
メチル化もゲノムワイドに検討することが可能になり、これにより様々な部位におけるDNAメ
チル化の重要性も次第に明らかになってきている。 
しかしながら、獣医領域における知見は非常に乏しい。特にヒトにおける先行研究にて報告

されている遺伝子に関して単純にイヌの疾患に外挿し、さらには局所的に個々の遺伝子座の
DNAメチル化の検討をしているに過ぎず、当然のことながらこの手法ではイヌにおいて真に重
要なDNAメチル化部位を特定する検出力に乏しい。よって、未だ明らかでない「イヌの腫瘍疾
患における異常なDNAメチル化」が重要な問いである以前にそもそも、「イヌの、どの細胞
の、ゲノム上のどの部位が、どのようなメチル化状態であるか」といった、参照可能な基本的
情報の多くを欠いているため、これらを用いた臨床的に有用なマーカーの確立やメカニズムの
解明の一助とするには程遠いのが現状であった。 

 
２．研究の目的 
そこで、各正常細胞固有のゲノムワイドなDNAメチル化情報基盤を構築することが、イヌに

おけるDNAメチル化研究においてまず不可欠である。またさらに様々な疾患へ応用するために
は、対応する各疾患由来の細胞と比較することが重要である。本研究はこれらをカバーし、ゲ
ノムワイドなDNAメチル化情報の基盤構築とそれを元にした疾患メカニズムの解明や包括的な
臨床応用を目的とし、イヌの疾患研究におけるブレークスルーを達成する。 

 
３．研究の方法 
本研究では、イヌにおける DNA メチル化のゲノムワイド解析を、臨床的に多く遭遇し、その

診断、治療、予後に関するさらなる発展が期待されている重要かつ代表的な３つの腫瘍性疾患
（肝臓癌、移行上皮癌、悪性黒色腫）を対象に行った。DNA メチル化レベルの比較対象として、
対応する正常組織（正常肝臓、膀胱移行上皮、口腔粘膜）を用いて、イヌにおける各腫瘍特異的
DNA メチル化の同定を行った。また同時に、イヌの各種正常組織細胞におけるゲノムワイド
DNA メチル化情報基盤の整備について、共同研究者より譲渡を受けた正常イヌ 2 頭由来の 16 種
類の正常組織（肺、心臓、胃、十二指腸、回腸、大腸、肝臓、膵臓、副腎、腎臓、脾臓、筋肉、
皮膚、口腔粘膜（色素有と無）、骨髄）を入手した。 
各種腫瘍症例から得られる腫瘍サンプルにおける腫瘍細胞の占有比率や構成を確認後、各疾

患 20 症例（並行して対応する正常組織を 5 検体）の対象細胞由来のゲノム DNA を採取した。
このゲノム DNA を DNA メチル化に対する感受性の違いを持つ２種の制限酵素（SmaI, XmaI）
によって処理し、次世代シークエンスを用いて定量的にかつゲノムワイドに DNA メチル化を解
析可能である、申請者自身がすでにイヌにおいて樹立した Canine DREAM (Digital Restriction 
Enzyme Analysis of Methylation)法を用いて、それぞれ 100,000 CpG 配列を目標とした DNA メチ
ル化解析を行った。このうち DNA メチル化の程度が、「疾患症例サンプルと対応する正常犬由
来細胞との比較において差が認められる」CpG 配列に注目した。特に、プロモーター領域だけで
なく DREAM 法の利点を生かした遺伝子内のエクソンやイントロン、または遺伝子外領域につ
いても網羅的に検討を行った。 
 
４．研究成果 
まず正常イヌ 2 頭由来の 16 種類の正常組織を対象として Canine DREAM 解析を行うために、

上記 DNA 処理の後、次世代シークエンスを行ったところ、全 32 サンプルで約 150,000 箇所以上
の CpG サイトの DNA メチル化レベルデータを取得することが可能であった。またこのうち、
全サンプルに共通する約 130,000 箇所の CpG サイトにおける DNA メチル化レベルが比較解析
可能であった。これら約 130,000 箇所のうち、約 6400 箇所が遺伝子プロモーター、約 9000 箇所
がエクソン、約 55,000 箇所がイントロンに存在しており、それ以外の約 60,000 箇所が遺伝子外
における局在を示していた。全体的な DNA メチル化パターンとして、52%-65%の CpG サイト
が高メチル化し、23%-28%の CpG サイトが低メチル化しているなど、16 組織に相似する所見が
得られた。これは他の動物種とも共通する DNA メチル化パターンである。しかしながら、
Principal Component Analysis および Hierarchical Clustering Analysis によって各正常組織特有の
DNA メチル化パターンの存在を見出すことが可能であった（図 1）。詳細な解析の結果、解析部
位の約 17％におけるメチル化パターンによって各組織の違いが規定されていることが判明した。
また、遺伝子プロモーター領域における DNA メチル化は遺伝子発現との相関が得られた。本成
果は今後の獣医領域におけるエピジェネティクス研究における礎となることが期待される



（Yamazaki et al. Sci Rep 2021）。 

次に、イヌの口腔粘膜型悪性黒色腫 28 症例と正常犬の口腔内粘膜組織４種類をサンプルとし
て同じく Canine DREAM 法により解析した。これにより各サンプルによって約 130,000～180,000
箇所の CpG サイトにおける DNA メチル化レベルが解析可能であった。これらサンプルの相関
解析およびクラスタリング解析によって、悪性黒色腫症例と正常粘膜組織群の間に DNA メチル
化状態の明らかな違いが認められた（Ishizaki et al. Res Vet Sci. 2020）。また、臨床的には違いが
確立されていない悪性黒色腫症例が DNA メチル化パターンによって２群に分類されること、若
干ながらも予後との相関が認められた（図 2）。 

また、さらなる詳細な解析によって、リンパ腫など他の腫瘍に比べて悪性黒色腫では脱メチル
化の程度が圧倒的に高いことが示された。現在、この脱メチル化が関連すると思われる EMT や
インターフェロン経路、レトロトランスポゾン再活性化などに焦点をあて（Ishizaki et al. Vet Comp 
Oncol. 2020）、これらメカニズムによるイヌ悪性黒色腫の分子生物学的な細分類の可能性につい
て評価中である。 
続いて、イヌの肝細胞癌 12 症例と健常犬由来正常肝細胞ならびにクッシング症候群を模した

ステロイド投与群由来サンプル 10 サンプルについても Canine DREAM 法による検討を行った。
その結果、臨床的には画一的な肝細胞癌 12 症例がゲノムワイド DNA メチル化パターンの観点

図 1 各正常組織の DNA メチル化パターン 

図 2 悪性黒色腫の DNA メチル化パターンによる予後の違い 



からすると複数群に分かれることが示唆された。現在、悪性黒色腫と同じくそのメカニズムの詳
細な解析を行っている。また、ステロイド投与群を解析に加えることで、正常群、ステロイド群、
肝細胞癌群における連続的な DNA メチル化の変化が AKAP7、ADGRD1、KDR、FGF18 などの

遺伝子プロモーター領域において一部捉えられた（図 3）。現在、これら遺伝子における 
DNA メチル化の変化が臨床的にクッシング症候群から肝細胞癌へと転換する裏付けとして確証
を得るために詳細な解析を行っている。 
 イヌの移行上皮癌に関しては現在、共同研究者へのサンプル収集依頼の段階にあり今後の解
析を予定している。 
 本研究によって、対応する正常細胞に比べて、総じてイヌの腫瘍疾患（悪性黒色腫、肝細胞癌）
における異常な DNA メチル化が存在することが確実となっただけでなく、そのパターンによっ
て分子生物学的に細分類が可能であることが示唆された。またこれらパターンが臨床的なパラ
メータに部分的に関連していることが示されたことは、臨床的には同一疾患と診断されつつも
腫瘍発生メカニズム、治療への反応性、予後の差異の解明に有用であると考えられる。 
 
 
 

図 3 肝細胞癌における DNA メチル化の連続的変化 
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