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研究成果の概要（和文）：犬メラノーマの腫瘍局所の代謝環境が免疫細胞に与える影響を評価するために、腫瘍
組織の免疫組織化学染色とリンパ球を用いたリンパ球活性化能の測定を行なった。その結果、低酸素化した犬メ
ラノーマ細胞の培養上清中に免疫抑制因子が含まれることが明らかとなり、また次世代シークエンス解析によ
り、その候補となる20遺伝子を同定することができた。

研究成果の概要（英文）：To assess the effects of the local metabolic environment of canine melanoma 
on immune cells including T lymphocytes, immunohistochemical staining of tumor tissue and 
measurement of lymphocyte activation capacity were performed. The results revealed that the culture 
supernatant of hypoxic canine melanoma cells contained immunosuppressive factors, and 20 genes that 
were candidates for those factors could be identified by RNA-seq.

研究分野：臨床獣医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、獣医療において市販されている免疫チェックポイント分子阻害薬はないが、国内外の研究グループが開発
を進めており、現場で使用できる日も近くなっている。これまでの獣医師主導臨床試験の結果では、一部のメラ
ノーマ症例で治療効果を示すものの、大部分が治療抵抗性を示している。そのため、その原因の解明が必要とさ
れているが、犬において腫瘍局所の代謝と免疫に焦点を当てた研究は行われていない。そのため、低酸素化によ
りメラノーマ細胞から放出される免疫抑制性因子が同定され、その制御が可能となれば、将来的に腫瘍局所の代
謝環境を制御することによる新しい免疫治療アプローチの創出が期待できる。

※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 
メラノーマに対する新規治療法として、免疫チェックポイント分子阻害抗体を用いた免疫療法が注目さ
れているが、完全に腫瘍を退縮させるには至らず、その原因の解明と打開策が求められている。腫瘍局
所の環境は、不完全な血管新生や腫瘍細胞の解糖系亢進により、低酸素、低栄養状態になっている。
近年、その腫瘍局所の代謝環境が免疫療法の治療効果を減弱させる要因の 1 つであると考えられてい
る。獣医療においても、免疫チェックポイント分子阻害抗体の開発は進んでおり、我々の研究室を含む
いくつかの研究グループから治療抗体が作製され、その臨床的検討が進んでいる。これまでに報告さ
れた臨床データにおいて、その治療効果は医学分野と同様に限定されており、治療抵抗性の原因の探
索や治療効果を増強させる併用薬の開発が必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、腫瘍微小環境の代謝に注目し、免疫療法の治療効果を減弱させる因子の探索を行なっ
た。具体的には、3 つのステップに分け、①犬のメラノーマ臨床例における腫瘍の代謝マーカーの発現、
免疫細胞浸潤の評価、②犬のリンパ球の代謝を調節した際の免疫反応の変化、③犬メラノーマ細胞か
ら分泌される免疫抑制性因子の探索を実施した。犬メラノーマの腫瘍局所の代謝環境により変化する
細胞傷害性 T 細胞の代謝と免疫反応の関係性を解析することで、代謝制御による犬メラノーマの新規
治療アプローチの開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
① 犬メラノーマの代謝環境と免疫細胞の関連性の解析 
細胞株：犬メラノーマ細胞株 4 種を用いた。HIF-1αのノックアウト細胞株作製のために、HEK293T 細
胞を用いた。ポジティブコントロールとして、人肝細胞癌細胞株 HepG2 を用いた。 
低酸素培養：各細胞をフラスコかシャーレに播種し、マルチガスインキュベーターにて酸素濃度 1%で 6-
24時間培養した。対照例には、通常酸素濃度（20%）にて同じ時間培養した細胞を用いた。 
Western Blotting：各細胞からタンパク質を抽出し、ポリアクリルアミドゲルにて泳動を行った後、タンパク
質を PVDF メンブレンに転写した。スキムミルクによるブロッキング後、各一次抗体を添加し、一晩インキ
ュベートした。その後、二次抗体を添加し、AMERSHAM Image Quant 800（Global Life Sciences 
Technologies Japan）によりバンドを検出した。 
Immunohistochemistry (IHC)：犬メラノーマ 16 症例より得られた腫瘍組織を用いて、低酸素マーカー
（HIF-1α、GLUT1、MCT1、MCT4、VEGF、CAIX）の発現を評価した。各種免疫細胞マーカー（CD3、
CD8、Foxp3）を用いて腫瘍浸潤リンパ球数の計測を行なった。また、抗体の結合性を確認するために、
軟部組織肉腫や腺癌などの犬腫瘍症例の組織を用いた。これらの臨床サンプルは、山口大学動物医
療センターに来院された症例から得たものであり、飼い主の同意を得た後で本学の倫理規定に準拠し
実験を実施している。 
② 犬リンパ球の代謝を調節することによるインターフェロンγ（IFN-γ）産生の評価 
リンパ球分離：健常ビーグルから採血を行い、EDTA血を採取した。Lymphoprep（Axis-Shield）を用いて、
末梢血単核球（PBMC）を分離した。 
細胞培養：低酸素培養は、上記と同様の方法で実施した。グルコース非添加RPMI培地を用いて、グル
コース添加実験を実施した。また、ミトコンドリア機能を調節するアミノ酸であるアミノ酸Aを通常培養メデ
ィウムに添加し、実験を行なった。犬メラノーマ細胞を通常酸素濃度と低酸素濃度で培養した場合の培
養上清を回収し、PBMC への添加実験を行なった。全ての実験において、リンパ球を活性化させるため
に、T 細胞受容体（TCR）刺激を人工的に引き起こす Concanavalin A（ConA）を使用した。なお、本実験
は山口大学動物実験使用委員会にプロトコールを提出し、その倫理審査の承認を受けている。 
ELISA：各種条件で3日間培養したリンパ球の培養上清をELISAに供した。DuoSet ELISA Development 
System for canine IFN-γ (R&D systems) を用いて、IFN-γの測定を行なった。 
③ 低酸素培養により犬メラノーマ細胞株で発現上昇する遺伝子の網羅的解析 
Whole transcriptome analysis by RNA-seq：犬メラノーマ細胞株を低酸素濃度で培養し、通常酸素濃度
で培養した細胞株に対する遺伝子発現変動を評価した。各細胞から、Maxwell RSC simplyRNA cells kit 
(Promega Corporation)により Total RNAを抽出し、NEBNext Ultra Ⅱ RNA Library Prep Kit for Illumina
と NEBNext Multiplex Oligos for Illumina（New England Biolabs Japan）を用いて cDNA ライブラリーを作
製した。Illumina NextSeq による、次世代シークエンス解析を実施した。データ解析には、CLC 
Genomics Workbench 20.0.4（QIAGEN）を使用した。 
 
４．研究成果 
3 つのステップに従って研究を行なった。 
①  犬メラノーマの代謝環境と免疫細胞の関連性の解析 
犬メラノーマ細胞株を低酸素培養することにより、各低酸素マーカーのタンパク発現が上昇することを確
認した。また、HIF-1αについては、ノックアウト細胞株を作製し、抗体の結合性を確認した。そのため、



 

 

HIF-1α、GLUT1、MCT1、MCT4、VEGF、CAIX について、各タンパクに対する抗体を購入し、犬の正
常組織や腫瘍組織を用いて IHC を行なった。結果としては、GLUT1、MCT4、CAIX 以外のマーカーに
対して IHC で使用可能な抗体が得られなかった。そのため、メラノーマ組織において発現が最も強く認
められた GLUT1 について、各種免疫細胞マーカーとの関連性の検討を行なった。その結果、GLUT1
高発現腫瘍においてリンパ球浸潤が多い結果が得られた。しかしながら、GLUT1 発現レベルごとのサ
ンプル数が十分でなかったため、追加の症例組織が必要である。また、現在、他の低酸素マーカーに
ついて、腫瘍浸潤リンパ球との関連性の評価を実施している。 
 
②  犬リンパ球の代謝を調節することによるインターフェロンγ（IFN-γ）産生の評価 
健常ビーグルより分離した PBMCを低酸素培養し、培養
上清中の IFN-γ 濃度を測定した。その結果、ある犬か
ら分離した PBMCでは低酸素により IFN-γ産生が抑制
されたが、別の犬から分離した PBMC では反対に IFN-
γ 産生が増加した。今回の実験では個体による結果の
違いが大きく、安定した結果は得られなかった。そのた
め、単にリンパ球を低酸素条件にするだけでは、免疫療
法の抵抗性の原因を解明することはできないと考えた。
一方で、培養メディウム中のグルコース濃度を低くするこ
とで、IFN-γ 産生が減少することが明らかとなった。ま
た、ミトコンドリア機能を調節するアミノ酸 A を添加するこ
とにより PBMC からの IFN-γ 産生が増加したことから、
解糖系やミトコンドリア機能（酸化的リン酸化）のようなリ
ンパ球のエネルギー代謝を調節することが、リンパ球の
活性化や免疫反応に影響を及ぼすことがわかった。 
上記の実験から、次に低酸素化した犬メラノーマ細胞から放出される物質の中に、免疫を抑制する因子

が含まれているのではないかと考え、犬メラノーマ細胞の培養上清を PBMC に添加した。その結果、低

酸素化したメラノーマの培養上清で IFN-γ産生が抑制された（図）。 

 
③  低酸素培養により犬メラノーマ細胞株で発現上昇する遺伝子の網羅的解析 

培養上清中に含まれる抑制性因子の探索のため、RNA-seq を実施した。その解析から、分泌タンパク

をコードする 20遺伝子が候補として抽出された。現在は、それらの遺伝子について、免疫抑制作用をも

つか検証するために、分子生物学的、生化学的な解析を実施している。 

図6 低酸素化メラノーマの培養上清は 
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