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研究成果の概要（和文）：犬の皮膚T細胞リンパ腫(CTCL)病変部のクローン解析から、皮膚以外の部位で不均一
なクローン性が生じており、腫瘍細胞が全身に遊走している可能性が示された。CCR4またはCCR7遺伝子をノック
アウトしたEO-1をマウスに移植したところ、皮膚結節および全身転移が抑制された。さらに、CCL17、CCL19、
CCL21またはCCL22はEO-1の増殖を促進し、CCR4またはCCR7のノックアウトによってこれらの促進効果は消失し
た。以上の結果から、CCR4とCCR7は腫瘍細胞の遊走のみならず増殖も促進することが明らかとなり、犬CTCLの治
療標的分子として有用であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Clonality analysis of canine cutaneous T-cell lymphoma (CTCL) lesions showed
 that heterogeneous clonality occurred outside the skin, indicating that tumor cells may be 
migrating systemically. Transplantation of EO-1 with knockout of the CCR4 or CCR7 genes into mice 
resulted in suppression of skin nodules and systemic metastasis . Furthermore, CCL17, CCL19, CCL21 
or CCL22 promoted EO-1 proliferation, and knockout of CCR4 or CCR7 abolished these promoting 
effects. These results indicate that CCR4 and CCR7 promote not only tumor cell migration but also 
proliferation and are useful as therapeutic target molecules for canine CTCL.

研究分野：皮膚免疫

キーワード： 皮膚リンパ腫　ケモカイン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ケモカインはヒトと同様に犬CTCLにおいても重要であることが明らかとなり、ケモカインに着目したヒトCTCLの
新規診断または治療法開発において犬が有用な動物モデルであることが示された。また、CCR4のみならずCCR7も
病態に関与していること、腫瘍細胞の遊走のみならず増殖にも関与していることなどが明らかとなり、治療標的
分子として重要であることが示された。

※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 
犬の皮膚 T細胞リンパ腫(CTCL)においては、真皮で増殖し
た上皮向性リンパ球（CTCL 細胞）が表皮浸潤することによ
って重度のびらんが形成される（図 1）。本疾患は皮膚に病
変が形成されるが、全身臓器への転移を生じることから、
外科治療の対象とならない。治療は既存の化学療法に依存
しているのみで、病態に基づいた新規治療法開発の試みは
皆無である。そのため、一般的なリンパ腫の平均生存期間
が 1 年以上であるのに対し、CTCL は約 3 ヶ月と悪性度が
極めて高い。この悪性度の高さはびらんによる感染や全身
転移による多臓器不全に起因している。応募者がこれまで
に行った犬アトピー性皮膚炎に関する研究結果から、炎症
細胞は表皮由来ケモカインによって皮膚病変部へ誘導さ
れており、ケモカインやケモカイン受容体が新規診断およ
び治療法を確立する上での標的分子になることが明ら
かとなった（Vet. Dermatol. 28、16-e5、2017）。この
ように、細胞の皮膚への遊走はケモカインによって厳
密に規定されているが、腫瘍細胞も例外ではない。すなわち、CTCL 悪性度の二大要因である腫
瘍細胞の表皮浸潤と全身転移はケモカインを介した細胞遊走を制御することによって克服可能
と考え、一連の研究を実施してきた。CTCL 自然発症例の網羅的遺伝子転写解析の結果、表皮浸
潤と全身転移に関わるケモカイン受容体として CCR4 および CCR7 が関与していることが明らか
となった(Vet. Immunol. Immunopathol. 144、 329-336、 2011、 Vet. Dermatol. 24、 628-
631、 2013)。また、病態のさらなる解明を目的として、自然発症例より CTCL 細胞の株化を試
み、これに成功した。確立した株化細胞(EO-1)の網羅的遺伝子転写解析の結果、その他の犬リン
パ腫由来細胞株(CLK および UL-1)に比べて、CCR4 および CCR7 の遺伝子転写量が有意に高値を示
すことが明らかとなった (J. Dermatol. Sci. 88、254-256、 2017)。さらに、本細胞株を NOD 
SCID マウスに移植すると皮膚病変および全身転移を発症し、CTCL 自然発症例と同様の表現型を
示したことから（Vet. Dermatol. 29、517-e172、2018）（図 2）、CCR4 および CCR7 の機能を阻害
できれば、びらんおよび転移を抑制できると考え、一連の研究を行った。 
 
２．研究の目的 
CTCL における CCR4 および CCR7 の役割を明らかにし、阻害による治療効果を評価すること。 
 
３．研究の方法 
(1)犬 CTCL 皮膚病変部におけるクローン性解析 
CTCL と診断した犬 8頭から採取した 25 個のホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）病変部皮膚
組織を使用した。TCRγ遺伝子を増幅するため、FFPE 病変皮膚組織から抽出したゲノム DNA を鋳
型とした PCR を行い、キャピラリー電気泳動により PCR 産物を解析した。 
 
(2)発現解析用 CCR7 抗体の交差性 
犬 CCR7 を恒常的に発現する NIH3T3 細胞を用いて、市販されている抗ヒトまたは抗マウス CCR7
抗体の犬 CCR7 に対する交差性を評価した。 
 
(3)治療用 CCR4 抗体の交差性 
犬 CCR4 を恒常的に発現する NRK 細胞および犬の PBMC を用いて、ヒト治療用 CCR4 抗体
（Mogamulizumab)の犬 CCR4 に対する交差性を評価した。 
 
(4)犬 CCL19-ヒト IgG-Fc 融合蛋白(cCCL19-hIgG-Fc)の作製 
イヌ全長 CCL19 cDNA を pCAG-Neo hIgG1-Fc vector に挿入し、HEK293A 細胞にトランスフェクト
した。培養上清から cCCL19-hIgG-Fc を回収し、犬 CCR7 を恒常的に発現する NIH3T3 細胞のほか、
CCR7 の転写量の異なる 3つの細胞株（EO-1、CLC および UL-1）を用いて、犬 CCR7 に対する特異
性を評価した。 
 
(5)CCR4 および CCR7 ノックアウト EO-1 細胞の作製 
CRISPR/Cas9 を用いて EO-1 における CCR4 または CCR7 遺伝子をノックアウトした。ノックアウ
ト細胞のみをセルソーターによって選出し、ノックアウト細胞の割合が 99%以上になるまで培養
を継続した。 
 
 

図 1 症例外貌 



(6)CCR4 および CCR7 ノックアウト EO-1 細胞の移植 
8 週齢の NOD SCID マウスの大腿部皮下に、野生型、CCR4 または CCR7 ノックアウト EO-1 を移植
した。8週間後に剖検して、各マウスにおける病変分布を評価した。さらに、マウス CCL17、CCL19、
CCL21 または CCL22 の存在下における野生型、CCR4 または CCR7 ノックアウト EO-1 の増殖活性
についても評価した。 
 
４．研究成果 
(1)皮膚病変部におけるクローン性解析 
1 頭においては全てが同一であり（図 2-a）、4頭において同一および不同が混在し（図 2-b）、3
頭においては全てのクローン性パターンが不同であり（図 2-c）、いずれの皮膚病変においても
rag1 mRNA は検出されなかった（図 3）。これらの結果から、犬 CTCL では皮膚以外の部位で不均
一なクローン性が生じており、腫瘍細胞が全身に遊走している可能性が示された。 

 
 
 
 
 
 

 
 
(2)解析用 CCR7 抗体の交差性 
いずれの抗体も犬 CCR7 に対する交差性を
示さなかった（図 4）。 
 
(3)治療用 CCR4 抗体の交差性 
いずれの細胞に発現する犬 CCR4 も認識し
なかった（図 5）。 
 
(4)犬 CCL19-ヒト IgG-Fc 融合蛋白(cCCL19-
hIgG-Fc)の作製 
培養上清から分子量約 37,000 の cCCL19-
hIgG-Fc を精製した(図 6-a)。cCCL19-hIgG-
Fc は CCR7を恒常的に発現するNIH3T3を認
識したほか(図 6-b)、CCR7 の転写量依存的
（図 7-a）に EO-1 および CLC を認識したこ
とから（図 7-b）、犬 CCR7 の検出に有用であ
ることが示された。 
  
 
 
 
 
 

 

 

ICC: Immunocytochemistry, WB: Western blotting, IA: Inhibition assay, FCM: Flow cytometry, 

N: Negative 

図 2 病変部におけるクローン性パターン 

図 3  病変部における rag1 mRNA の転写 
1：陽性対照；2-9：症例病変部 

図 4 市販 CCR7 抗体の交差性 
 

図 5 治療用 CCR4 抗体(Mogamulizumab の交差性 
1G1:陽性対照 



 
 
 
(5)CCR4 および CCR7 ノックアウト EO-1 細胞の
作製 
ノックアウト細胞の培養継続によって、99%以上
の細胞が CCR4 または CCR7 発現陰性を示した
（図 8）。 
 
(6)CCR4 および CCR7 ノックアウト EO-1 細胞の
移植 
CCR4 または CCR7をノックアウトした EO-1を移
植したマウスにおいては全身播種が有意に抑制
された（図 9）。また、移植部位における皮下結
節の形成も有意に抑制された（図 10）。さらに、
CCL17、CCL19、CCL21 または CCL22 は EO-1 の増
殖を促進し(図 11-a)、CCR4(図 11-b)または
CCR7(図11-c)のノックアウトによってこれらの
促進効果は消失した（図 11）。以上の結果から、
CCR4 と CCR7 は腫瘍細胞の遊走のみならず増殖
も促進することが示唆された。したがって、CCR4
および CCR7 は犬 CTCL の治療標的分子として有
用であること示された。 
 

 

図 6  cCCL19-hIgG-Fc の作製 

図 7  cCCL19-hIgG-Fc による犬 CCR7 の検出 

図 8  CCR4 および CCR7 ノックアウト
EO-1 細胞の作製 

図 9  野生型、CCR4 ノックアウトまたは CCR7 ノックアウト EO-1 細胞を移植したマウスの
各臓器における EO-1 細胞の割合 
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図 11  CCR4 または CCR7 をノックアウト CCR4 お
よび CCR7 ノックアウト EO-1 細胞を移植したマウ

ス皮膚結節の大きさ 

図 10  野生型、CCR4 ノックアウトまたは CCR7 ノックアウト EO-1 細胞を移植したマウ
スにおける皮膚結節の大きさ 
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