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研究成果の概要（和文）：イヌの正常組織と乳腺腫瘍における線維芽細胞増殖因子受容体（Fibroblast growth 
factor receptor：FGFR）の発現と腫瘍における機能を検討した。ヒトの様々ながんにおいて発現が報告されて
いるFGFR1-4はヒトで発現が高いとされる臓器組織でイヌにおいても高いRNA発現をしていることが確認され、イ
ヌの乳腺腫瘍細胞株、乳腺腫瘍組織を用いた解析で、発現量が高い細胞株および症例があることがreal-time 
RT-PCRで確認された。またFGFR1-3は腫瘍の悪性度に、またFGFR4は転移能に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The expression and function of fibroblast growth factor receptor (FGFR) in 
normal canine tissues and mammary tumors were investigated. It was confirmed that FGFR1-4, which are
 reported to be expressed in various human cancers and highly expressed in human organs, also showed
 high RNA expression in dogs. Using canine mammary tumor cell lines and tumor tissues, it was 
confirmed by real-time RT-PCR analysis that there are cell lines and cases with high expression 
levels. Additionally, FGFR1-3 were suggested to be associated with the malignancy of tumors, while 
FGFR4 was suggested to be involved in metastatic potential.

研究分野： 獣医病理学

キーワード： イヌ　乳腺腫瘍　FGFR　乳腺腫瘍細胞株　real-time RT-PCR　免疫組織化学染色

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
FGFRはヒトにおいてがんの発生母体組織によって、そのサブタイプ1-4の発現量との関連が認められることが報
告されている。FGFRはヒト腫瘍に対する新しい分子標的マーカーとしても注目されており、ヒトでの分子標的治
療薬として期待されているが、獣医領域ではFGFRの正常ならびに腫瘍での発現量や機能についての報告はほとん
どない。本研究によりイヌの正常組織と乳腺腫瘍において各サブタイプのFGFRが発現していることが確認でき、
その腫瘍にかかわる機能の一部を明らかにすることができた。

※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 

 
近年ヒトのがん研究では、乳腺腫瘍を含む様々ながんにおいて線維芽細胞増殖因子受容体

（Fibroblast growth factor receptor：FGFR）の発現が認められること、そしてそのサブタイ
プ 1-4 とがんの発生母体組織との間に関連が認められることが報告されている。FGFR はヒト腫
瘍に対する新しい分子標的マーカーとしても注目されており、ヒトでの分子標的治療薬として
期待されているが、イヌをはじめとする動物の腫瘍組織における発現については解析が進んで
いない。イヌでは乳腺腫瘍の発生が多く、複雑な組織像を示すことから詳細な組織分類、腫瘍細
胞の由来細胞の同定、またそれに伴って予後を含めた悪性度の評価が困難となる症例も少なく
ない。 
 
 
２．研究の目的 
 
イヌ乳腺腫瘍において各サブタイプの FGFR 発現を検索し、その発現量と悪性度の関連を探る

ことがこの研究の目的である。この研究によって、FGFR がイヌにおける新しい悪性指標マーカ
ーあるいは分子標的として、診断・治療に新しいツールとなることを期待する。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）イヌの正常組織および乳腺腫瘍における FGFR RNA の発現解析 
 
 本研究室にて病理解剖に供されたイヌの各種臓器の正常部位から小片を採取し、RNA 保存液に
浸漬後冷凍した。また病理検査に供されたイヌ乳腺腫瘍からも、標本作製のためのホルマリン固
定前に、一部を RNA 保存液に浸漬したのち冷凍保存した。ホルマリン固定イヌ乳腺腫瘍からパラ
フィン包埋組織切片を作製し、病理診断をおこなった。それぞれの冷凍保存組織はビーズ式破砕
装置による処理後、RNA 抽出をおこない、イヌ FGFR1-4 に対する Taqman Probe を用いた real-
time RT-PCR によって発現量を確認した。 
 
（２）イヌ乳腺癌細胞株における FGFR RNA の発現解析 
 
本研究室で維持している 6 種類のイヌ乳腺腫瘍細胞株 6 種類(CIPp、CTBp、CNMp、CHMp、NV-

CML、17-442)およびその転移巣由来細胞株から RNA を抽出し、前項（１）同様にイヌ FGFR1-4 に
対する Taqman Probe を用いた real-time RT-PCR によってそれぞれの発現量を解析した。さら
に癌の性状や悪性度をはかる指標として一般的に知られている各種遺伝子（上皮細胞接着因子
である E-cadherin、E-cadherin を抑制する SNAI1（Snail）、SNAI2（Slug）、TWIST2、間葉系マー
カーの Vimentin、N-Cadherin、S100A4、幹細胞マーカーである Nestin、Oct4）についての RNA
発現量との関連を解析した。 
 
（３）イヌ乳腺癌細胞株におけるタンパク発現の解析 
 

3 種類のイヌ乳腺細胞株（CIPp、CNMp、CHMp）とそれぞれの転移巣由来細胞株における FGFR の
タンパク発現について検索するために Western Blotting を実施した。解析にもちいる抗体はイ
ヌへの交差が期待される複数の抗ヒト抗体の中から、さらにイヌの臓器に対する免疫染色を実
施した結果も参考に選択した抗体を用いた。 
 
（４）イヌ乳腺腫瘍における免疫染色による FGFR 発現解析 
 
イヌの正常組織と乳腺腫瘍組織を用いて、FGFR のタンパク発現量を組織上で確認するために、

免疫組織化学的解析をおこなった。HE 組織で正常および過形成、良性腫瘍、悪性腫瘍、さらに
その組織型を分類したホルマリン固定イヌ乳腺腫瘍組織の検体をパンチアウトして 150 検体の
組織マイクロアレイ（Tissue Microarray：TMA）を作製した。FGFR1-4 の複数種類の抗体を用い
て免疫組織化学染色をおこなうとともに、腺上皮と筋上皮の細胞マーカーの発現を解析し、その
細胞特性と FGFR 発現量の関係を探索した。 

 

 
４．研究成果 
 



（１）イヌの正常組織および乳腺腫瘍における FGFR RNA の発現解析 
 
 FGFR1-4 での正常組織での RNA 発現は、FGFR1、2 および 3 において脳で最も高い値で確認さ
れ、FGFR4 では、結腸と肝臓が高い値を示した。すべての FGFR で骨格筋は低値を示した。 
 正常組織の RNA 発現量の傾向はおおねヒトの組織で知られている発現と同様であることが明
らかとなり、イヌ FGFRs に対する Taqman Probe が 発現解析に有効であることが確認された。 
 各乳腺腫瘍組織においては、腫瘍組織での FGFR1-3 の発現量は腫瘍検体による差は少なく同
様の傾向を示したが、FGFR4 の発現量は逆の傾向を示していた。また、我々はこれまで FGFR4 に
ついてマウス細胞株を用いた研究で発現量と転移能が関与することを示しているが、今回の検
索において FGFR4 が原発乳腺腫瘍に比べて転移巣において著しく発現量が増加する症例が確認
された。 
 乳腺腫瘍の発現から、FGFR1-3 と FGFR4 では乳腺腫瘍における機能が異なる可能性が示され、
また FGFR4 は転移能に関与している可能性が示された。 
 
（２）イヌ乳腺癌細胞株における FGFR RNA の発現解析 
 
各乳腺腫瘍細胞株での RNA 発現解析の結果、FGFR1-3は、今回扱った細胞株の中で唯一の複合

癌由来であり低悪性度を示す 17-442 細胞株が低い値を示していた。FGFR4 はどの細胞株も非常
に低い値を示していたが、検索した細胞株の中では 17-442 細胞株が相対的に最も高い値を示し
た。FGFR1-3 ではいずれの細胞株においても原発腫瘍と転移巣との比較に統一した傾向は確認で
きず、FGFR4 は細胞株での発現量が少なく、培養細胞の原発腫瘍と転移巣での比較をおこなうこ
とができなかった。FGFR1 および２は CIPp 細胞株で高い発現を示していた。この細胞は上皮マ
ーカーの E-cadherin の発現が低く、間葉系マーカーである Vimentin、N-Cadherin、S100A4、幹
細胞マーカーである Nestin、E-cadherin を抑制する SNAI、TWIST2 の発現が高い細胞株であっ
た。 

FGFR1-3 の発現は比較的低悪性と考えられている複合癌由来の細胞株で発現が低く、また FGFR
１および２は悪性度に関わる遺伝子発現との関連が認められたことから、FGFR と腫瘍の悪性度
に関連がある可能性が考えられた。 
（１）での乳腺腫瘍組織と乳腺腫瘍培養細胞を比較すると、すべての FGFR において細胞株では
乳腺腫瘍組織に比べて発現量が低く、これには乳腺腫瘍組織では腫瘍細胞のみでなく周囲組織
を含まれていることの影響が考えられた。 
 
（３）イヌ乳腺癌細胞株におけるタンパク発現の解析 

Western Blotting の結果、FGFR1、2、4 では目的の大きさ付近にバンドが確認され、今回用い
た抗体がイヌ FGFR に対して交差性を有することが示唆された。FGFR3 に関しては、バンドを確
認することができなかった。細胞株ごとの差、原発腫瘍由来または転移巣由来の細胞株間での発
現量の違いは FGFR1、2 においては認められなかった。FGFR4 では、１つの転移巣由来細胞株に
おいてその原発および他細胞株に比べて著しく高い発現が確認された。 
 
（４）イヌ乳腺腫瘍における免疫染色による FGFR 発現解析 
 
免疫組織化学染色によってイヌの正常組織

と乳腺腫瘍症例組織における FGFR のタンパ
ク発現量を確認したところ、いずれの抗体に
おいても正常乳腺の腺上皮が弱陽性に染色さ
れた。 
腫瘍においても腺上皮由来腫瘍細胞に陽性

像が認められ、陽性率は良性、悪性腫瘍とも
にいずれの FGFRにおいても 70-80％以上の陽
性率を示し、悪性度ならびに組織型との間に
関連は確認できなかった（図１）。 
 
 

   

 
   正常乳腺        乳腺癌 

図１.FGFR１の免疫組織化学染色による発現

 
 
今回の研究から、イヌの正常組織および乳腺腫瘍において FGFRs が発現されていることが、遺

伝子発現およびタンパク発現の解析によって明らかとなった。FGFR1-3 は腫瘍の悪性度の進展に、
また FGFR4 はその中でも転移能の獲得に関与をしている可能性が考えられた。 
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