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研究成果の概要（和文）：犬の中皮腫はまれな悪性腫瘍で、発見が遅れるケースが多い。低侵襲性の診断バイオ
マーカーはより早期の診断を容易にし、それによって臨床転帰を改善する。メソテリンはヒトの中皮腫の腫瘍バ
イオマーカーとして使用されてきたことから、犬においても信頼性の高い診断バイオマーカーとして使用できる
可能性がある。定量PCR（qPCR）を用いて主要臓器組織および中皮腫組織におけるメソテリンmRNA発現量を比較
した結果、犬のメソテリンmRNAは、非腫瘍組織よりも犬の中皮腫で有意に高い発現を示した。さらに臨床サンプ
ルの分析により、犬の中皮腫では非中皮腫症例と比較してメソテリン発現が著しく上昇していることが実証され
た。

研究成果の概要（英文）：Canine mesotheliomas are uncommon malignant tumors typically detected late. 
Minimally invasive diagnostic biomarkers would facilitate diagnosis at earlier stages, thereby 
improving clinical outcomes. We hypothesized that mesothelin could be used as a reliable diagnostic 
biomarker for canine mesotheliomas since it has been used as a cancer biomarker for human 
mesothelioma. We aimed to explore and characterize mesothelin gene expression in dogs and assess its
 use as a diagnostic biomarker for canine mesotheliomas.We assessed its levels in major organ 
tissues and compared them with those in the mesothelioma tissues using quantitative PCR (qPCR). 
Canine mesothelin exhibited significantly higher expression in the canine mesotheliomas than in the 
noncancerous tissues. Moreover, analysis of clinical samples using qPCR demonstrated markedly 
elevated mesothelin expression in canine mesotheliomas compared to non-mesothelioma cases.

研究分野：臨床獣医学

キーワード： 中皮腫　犬　メソテリン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
中皮腫は人医領域において、アスベスト曝露が発症に関連する環境問題腫瘍として注目を集める一方、その早期
診断・治療が極めて難しい希少悪性腫瘍として臨床的にも大きな問題となっている。イヌにおいてもアスベスト
関連中皮腫が報告されていることや、その臨床挙動がヒトの中皮腫に酷似することから、イヌ中皮腫はヒトのモ
デル腫瘍として考えられている。
本研究において、犬の中皮腫においてもメソテリンは腫瘍マーカーとして使用できる可能性が示され、体腔液を
用いたPCRによりメソテリンmRNA過剰発現を検出することで中皮腫の早期診断につ投げられる。今後は特異度、
感度の観点から有用なcutn off値を設定することが望まれる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 本研究課題で研究対象とする中皮腫は、胸腔、腹腔、心膜腔、総鞘膜腔などの体腔漿膜面を
内張りする中皮細胞を起源とする悪性腫瘍である。人における発生要因として、アスベストの暴
露との関連性が指摘されており、アスベスト暴露から中皮腫発症までに最大でおよそ 40 年の潜
在期間が確認されている。アスベスト使用の最盛期から相当年経た今日、中皮腫罹患患者数の増
加が危惧されている（Weber et al., PLOS ONE, 2014）。その長い潜在期間とは対照的に、発症
してからの進行は極めて早い。病期の進行に伴い体腔漿膜面全域に播種し、化学療法等の既存の
治療法に対して抵抗性を示すことから、標準的治療を用いたとしても中央生存期間は 1 年程度
と短い（Hassan et al., Sci Transl Med, 2013）。また、一般的な固形がんのように大型の腫瘍
塊を形成せず、平らな漿膜面を覆うように腫瘍細胞が増殖、浸潤あるいは播種するため、エコー
検査や CT 検査などの画像検査において特異的な所見に欠け、早期発見は極めて困難である
(Falaschi et al., J Thorac Dis, 2018)。体腔への体液貯留が主な臨床症状であり、診断のた
めに体液中に含まれる細胞の形態学的検査（細胞診）が一般的に行われるが、中皮細胞は刺激や
炎症に対する反応性が高く、反応性中皮細胞においても形態学的な悪性所見を伴うことから、細
胞診による診断は困難である。また、現在のところ早期発見・早期診断に結びつく精度の高い腫
瘍特異的マーカーも存在しない。即ち、腫瘍の悪性度の高い臨床挙動に加えて、腫瘍の発見・診
断の遅れが中皮腫の治療成績の向上を妨げる大きな要因となっている。中皮腫の治療成績向上
のためには、早期発見・診断につながる腫瘍特異的マーカーの研究に加え、従来の治療法（既存
の化学療法）とは異なる治療法（新規治療ターゲット分子に基づく治療法）の研究が急務となっ
ている。 
 
２．研究の目的 
近年、医学領域で中皮腫におけるメソテリンの過剰発現が報告され、腫瘍との関連性が注目を集
めている（Creaney et al., CHEST, 2017）。メソテリンは、腫瘍細胞膜表面抗原の研究におい
て、1990 年代に卵巣がんの細胞膜表面抗原として発見された分子量 40 キロダルトンの糖蛋白で
あり、中皮腫や卵巣がん、すい臓がん、胆管がん、胃がんなどの腫瘍組織で過剰発現が確認され
ている。一方、ヒト正常組織では主に中皮細胞で発現が確認され、その発現分布は非常に限られ
ている（Chang et al., Int J Cancer, 1992）。イヌにおいても同様な発現分布（中皮細胞に限
局した発現分布と中皮腫瘍細胞での過剰発現）が申請者の先行研究にて示されている。そこで本
研究では、イヌ中皮腫において、メソテリンの中皮腫診マーカーおよび治療ターゲット分子とし
ての可能性を探る。 
 
３．研究の方法 
(1)中皮腫の特徴 
①臨床材料を用いて中皮腫の肉眼的、細胞学的、組織学的特徴について検討する。 
②画像診断の可能性について検討する。 
 
(2)メソテリンの発現分布解析 
①分子生物学的解析 
データーベース上から得られたイヌ型メソテリ mRNA の塩基配列を基に、real-time RTPCR によ
る mRNA 定量解析系（qRT-PCR 系）を構築し、この qRT-PCR 系を用いてイヌ正常組織や中皮腫組
織におけるメソテリン mRNA の発現を定量的に検討する。 
②蛋白レベルでの解析 
ヒト型メソテリンに対する抗体は市販されているため、イヌ正常組織や中皮腫組織で、ヒト型抗
体の有用性の検討を行う。その後、イヌに対し最も特異性が高い抗体にて網羅的発現分布解析を
ウェスタンブロット、免疫組織化学にて行う。 
 
(2)中皮腫細胞の培養系とそれを用いた薬剤感受性試験系・機能解析系の樹立 
①イヌ中皮腫症例より培養細胞系を樹立し、化学療法剤への感受性試験系の確立を行う。 
②マウス腫瘍移植モデルを用いて、化学療法剤への感受性試験系の確立を行う。 
③培養系を用いて、メソテリンの機能解析を行い治療ターゲット分子としての可能性を探る（本
研究期間中には達成できず）。 
 
４．研究成果 
(1) 中皮腫の特徴 
①肉眼的、細胞学的、組織学的特徴 
中皮腫罹患臨床症例材料にて、中皮腫の肉眼的、細胞学的、組織学的特徴について検討を行った。
従来からの報告に一致し、1)細胞診からは中皮腫の診断が困難なこと、2)腫瘍は漿膜面に沿って
広がり腫瘤を形成しないことから画像診断が困難であること、3)組織学的解析においても診断



に苦慮するケースがあることが明らかになった。いずれの特徴も確定診断を困難にしている要
素となっていることが明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Clinical cases of canine pericardial mesothelioma. Gross lesions, cytology, and histopathology. 

A and B: Gross findings of the canine pericardial mesothelioma during surgery. Small nodular lesions (arrows) were seen throughout the pleural 

cavity, including the pericardium and pleura (A). During pericardiectomy, pleural and pericardial effusions with hemorrhagic appearance were 

collected (B). 

C: Cytology of pericardial effusion in a dog with pericardial mesothelioma. Neoplastic cells were observed in clusters that showed marked 

cellular atypia. 

D and E: Histopathology of canine pericardial mesothelioma at low (×4) (D) and high (×200) (E) magnification. Neoplastic cells aligned with 

the mesothelium proliferated in thick layers. The tumor showed evidence of tissue and vascular invasion, indicating its malignant nature. 

 
②超音波検査による診断の可能性 
高周波プローブによる微小胸膜病巣描出の可能性について検討した。 
 

Ultrasonographic evaluation of disseminated neoplastic lesions on the pleura  

Small nodules of 1-1.3 mm size on the surface of the pleura, exhibiting 

homogeneous low echogenicity inside with a hypoechoic structure, were identified, 

which had not been noted at the early stage of the disease, via detailed 

ultrasonographic examination using a high frequency linear probe (A, arrows). The 

adjacent normal pleurae were delineated as finely hyperechoic linear structures (B, 

arrowheads). The nodules gradually increased in size and number on the parietal 

pleura (C, arrows) as well as the visceral pleura and diaphragm (D, arrows). 

Arrowheads: parietal pleura, TW: thoracic wall, PE: pleural effusion, DP: diaphragm, 

PL: lung, LIV: liver. Scale bar = 0.5 cm.  

 
(2)中皮腫培養細胞における免疫化学的特徴の解析 
培養系を確立し、培養細胞を用いて中皮腫細胞の免疫化学的特徴を解析した。その結果、ヒトと
同様に、AE1/AE3陽性、vimentin陽性、WT1、CK5陽性であった。 

 
 
 
 

Culture cells isolated from an effusion sample from a dog with pericardial mesothelioma and their immunoreactivity for mesothelial 

markers. 

A: Neoplastic cells in the pleural effusion from a dog with pericardial mesothelioma were isolated and cultured (×100). 

B-E: Cultured neoplastic cells were positive for epithelial markers pan-cytokeratin (clone: AE1/AE3) (B) and mesenchymal marker vimentin 

(C), as well as mesothelial markers Wilms' tumor suppressor gene 1 (WT1) (D) and cytokeratin 5 (CK5) (E) by immunofluorescence (×200).  



(3) メソテリンmRNAの発現 
健常犬臓器と中皮腫組織におけるメソテリン mRNA
の発現を検討したところ、ヒトにおける報告と同様
に正常臓器に比べ中皮腫組織での過剰発現が確認
された。 
The distribution of mesothelin (MSLN) expression in dogs and 

overexpression in canine mesotheliomas. 

The distribution of MSLN expression in dogs was analyzed by quantitative 

polymerase chain reaction. MSLN expression was found at low levels in 

mesothelial and lung tissues while only negligible expression was found in 

other major organ tissues. Moreover, MSLN was overexpressed in 

mesotheliomas (p < 0.01) 

 

 

(4) 犬の腫瘍におけるメソテリンmRNAの発現比較 
種々の腫瘍と中皮腫におけるメソテリン mRNA の発現比較を行ったところ、中皮腫において高発
現が確認された。 
 
 

 
 
 
 
 
Mesothelin (MSLN) expression analysis in various tumor tissues in 

dogs.  

MSLN expression in various canine tumors was examined using 

quantitative polymerase chain reaction. Significantly higher MSLN levels 

were detected in the mesotheliomas than in non-mesothelioma (non-MS) 

tumors (p < 0.001). Among the non-MS tumors, epithelial tumors expressed 

significantly higher MSLN levels than mesenchymal tumors (p = 0.045). 

Malignant tumors exhibited MSLN levels similar to those in the benign 

tumors (p = 0.656). When comparing malignant tumors, epithelial 

malignancies showed relatively higher expression levels than soft tissue 

sarcomas and other malignant tumors. Mesotheliomas exhibited greater 

overexpression compared to the non-MS malignancies. 

 
 
 

 
 
(5) 体腔貯留液を用いたメソテリン mRNA 発現解析 
中皮腫罹患犬と非罹患犬の体腔貯留液を用いてメソテリン mRNA 発現解析を行ったところ、中皮

腫罹患犬でメソテリン mRNA の高発現が確認された。 
 
Mesothelin (MSLN) expression analysis in effusions in dogs. 

MSLN expression in clinical effusion samples was analyzed by quantitative 

polymerase chain reaction. MSLN was overexpressed in mesothelioma (MS) 

effusions than non-mesothelioma (non-MS) effusions (p < 0.001), suggesting 

a diagnostic usefulness of MSLN expression analysis in effusion in canine 

mesothelioma. 

 
 
 
 
 
 

 
(6) 中皮腫培養細胞を使った薬剤感受性試験 
罹患犬由来中皮腫培養細胞において doxorubicin, vinorelbine, carboplatin, gemcitabine 単
剤の感受性試験を行ったところ、carboplatin が最も有効であった。また、carboplatin と
gemcitabine を組み合わせるとで、その効果が増強されることが明らかになった。 



 
Chemosensitivity assay using three patient-derived 

primary cultures of canine pericardial mesothelioma: 

Single-agent treatment. 

Three patient-derived canine pericardial mesothelioma 

primary cultures were treated with four chemotherapeutic 

agents: doxorubicin, vinorelbine, carboplatin, and 

gemcitabine, as a single agent.  Carboplatin demonstrated 

the highest inhibitory effects on cell growth among the four 

drugs, especially at clinically relevant concentrations. 

 
 
 
 
 
 

 
 
(7) 抗ヒト・メソテリン抗体による western blotting 
抗ヒト・メソテリン抗体による（体腔貯留液中の）可溶性犬メソテリ蛋白の検出について検討し
たところ、50KDa 近傍にバンドが全ての症例で確認された。 
 

 
Soluble mesothelin (MSLN) was detected in effusion supernatant. 

MSLN expression was analyzed in three pairs of sediment (C) and 

supernatant (S) fractions from effusion samples of dogs with 

mesothelioma. Pairs 1 and 2 were collected from the same patient at 

different times, while Pair 3 was from another patient. Both fractions 

demonstrated substantial MSLN expression, suggesting the presence 

of a soluble form of MSLN in canine effusions associated with 

mesothelioma. Recombinant canine MSLN (rMSLN) was used as a 

positive control. The left lane contains a molecular marker. 

 
 
 

 
 
(8) Western blotting による体腔貯留液中可溶性メソテリ蛋白の半定量解析 
体腔貯留液中可溶性メソテリ蛋白を Western blotting により判定量解析を行ったところ、中皮
腫罹患犬の体腔貯留液中にメソテリン蛋白が多く含まれる傾向が認められた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Relative expression of soluble mesothelin (MSLN) in effusion supernatant in dogs with mesothelioma and non-mesothelioma (non-MS) 

diseases.  

Soluble MSLN expression relative to the control sample was compared between mesothelioma and non-MS effusions. Expression levels were 

higher in mesothelioma effusions compared to non-MS effusions. Among non-MS effusions, neoplastic effusions exhibited relatively higher 

expression than non-neoplastic effusions. However, no statistically significant differences were detected. 

 
 

以上の結果から、メソテリン mRNAの発現解析は、臨床サンプル（貯留液）を用いた場合でも、
中皮腫の診断に結びつく可能性があることが示された。 
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