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研究成果の概要（和文）：本申請課題では，腫瘍の新しい診断・治療ターゲットを選出し，病態への関与の解明
を目的とした．犬の腫瘍組織，樹立腫瘍細胞株，さらに腫瘍分泌細胞外小胞体の網羅的遺伝子発現解析を行っ
た．同時にターゲットの発見解析に人工知能（AI）手法を導入した．さらに，新規ターゲットの機能解析を細胞
株で行い，病態との関連性性を調査した．その結果, 多くの腫瘍で問題となるマイクロRNAに関して，新規のタ
ーゲットを発見した．同時に，獣医腫瘍分野では報告の無いY RNAやtRNAフラグメントで腫瘍特異的な変化を確
認した。また，マイクロRNA-450bや301aが腫瘍の悪性化に寄与することを細胞株モデルで解析，報告した．

研究成果の概要（英文）：This project aimed to select new tumor diagnostic and therapeutic targets 
and elucidate their involvement in pathogenesis. Transcriptional analysis of canine tumor tissues, 
established tumor cell lines, and tumor secretory endoplasmic reticulum has been done by 
NGS-RNA-Seq. Artificial intelligence (AI) methods were also introduced for target discovery 
analysis. Functional analysis of the novel targets was performed in cell lines. As a result, novel 
targets for microRNAs, which are problematic in many tumors, were identified. At the same time, we 
confirmed tumor-specific changes in Y RNA and tRNA fragments, which have not been reported in 
veterinary oncology. We also noted that microRNAs-450b and 301a contribute to tumor malignancy in a 
cell line model. 

研究分野： 臨床獣医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本申請課題では，犬の腫瘍で発現するノンコーディングRNAの網羅的解析を複数の犬の腫瘍で行い，複数の国際
専門誌に発表した．特に，獣医腫瘍学では例のないY RNAやtRNAのフラグメントが腫瘍で発現が著しく発現が低
下すること，血液中でも減少することを報告した．特にY RNAは人医療でもほとんど報告されていない．これら
の新発見は今後の臨床的にも意義が高い．また，犬のメラノーマ細胞外小胞体のノンコーディングRNAの発現
が，転移病巣と関連することを世界で初めて確認した．さらに，マイクロRNA-450bや301aが腫瘍の悪性化に寄与
することを観察した．これらは今後の治療標的となる可能性がある．

※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 

この数年，人の腫瘍学では small RNA 分子であるマイクロ RNA が重要な役割を担うことが知
られている．獣医領域でも，乳腺腫瘍，メラノーマ，リンパ腫，膀胱腫瘍，骨肉腫などに関する
報告がある．申請者も若手研究(B)[H22-23]，萌芽研究[H27-28]と基盤研究(B)[H25-27&H28-31]
の成果として，犬の腫瘍で特異的に発現変化するマイクロ RNA の存在や低酸素培養の影響など
を報告した． 

近年，RNA 分子ではマイクロ RNA 以外にも，ノンコーディング RNA 分子（長さの短い small-
ノンコーディング RNA と長い long-ノンコーディング RNA に分けられる）の生物活性の重要性が
見出されている．つまり、トランスクリプトームと呼ばれる DNA からの転写産物である RNA 分子
には，メッセンジャーRNA のみならず，多くの種が含まれ，それらが互いに関連し生物活性を持
つ．生体内では各細胞は，少なくとも数千個のマイクロ RNA と数万個のメッセンジャーRNA，さ
らにノンコーディング RNA 分子が複雑に発現し，トランスクリプトームを構成する．当然のこと
ながら，腫瘍のメカニズムを知るにはこれらすべての RNA 分子種の関連性を含めて解析する必
要がある．さらに，血中の RNA 分子の多くは細胞外小胞体と呼ばれる小胞体に含まれ，腫瘍細胞
からも分泌され，近年では液体バイオプシー（Liquid Biopsy:体液[血液，尿，脳脊髄液など]に
含まれる物質を利用して病態を診断する）という新しい概念も確立された．一方で，伴侶動物領
域では未だ腫瘍に関連する細胞外小胞体の報告は極めて少なく，獣医療における緊急な対応が
必要な課題である.  

一方で，この数年で医学領域では急速に人工知能（AI）を応用する試みが起こっている．し
かし，獣医腫瘍学では AI 導入は未だ黎明期を迎えようとしている段階であり，早急に推し進め
る必要がある．AI では従来の人的解析では難しい異なる種類のデータ(モーダル)を統合して解
析するマルチモーダル学習や，異なる複数のタスクをモデルの一部として共有して解析するマ
ルチタスク学習，さらに，多数の異なる状況から抽出したデータにおける共通項目を捉えるよう
な階層的な特徴量の自動獲得が可能である．さらには，教師なしデータからの解析から新規の発
見につながることも分かってきた．まさに AI による新しい解析法は，全トランスクリプトーム
（複数の RNA 種）を複数の解析標的(腫瘍，細胞株，細胞外小胞体という異なるリソース) に対
して，統合解析ができる強力なツールである. 

エピゲノムやプロテオームデータなどと腫瘍を比較する研究は人医療分野では報告されてお
り，オミックスデータ解析の有効性は示されている．しかし，現時点で国内外の腫瘍研究でトラ
ンスクリプトームに含まれる異なる RNA 分子種を利用した AI によるマルチオミックス解析は前
例がない．さらに，動物の腫瘍は自然発症し，マウスなどで人為的に作成したものに比較して人
の腫瘍により近い．つまり，今回の犬の腫瘍を利用したより有効な治療ターゲットの探索と臨床
外挿は腫瘍研究モデルとして動物医療には当然であるが，人医療にも新しい扉を開く可能性が
高い． 

本研究は，上述のような AI 解析の能力とバイオインフォマティクス解析を申請者のこれまで
の研究データ（NGS による膨大なトランスクリプトーム解析データ，さらに追加のデータも加え
て）に応用し発見したターゲットの腫瘍生物学の意味論を既に申請者が確立している細胞培養
系で確認する．さらに，臨床実証研究を行うことで，全く新しい着眼点による腫瘍病態の解明を
行う即効性のある臨床貢献テーマである  
 
２．研究の目的 

本申請では獣医療と人医療で問題である腫瘍病態に対して，新しい診断・治療ターゲットを
選出し，病態への関与の解明と，実臨床応用を行う．犬の腫瘍組織，樹立腫瘍細胞株，さらに腫
瘍分泌細胞外小胞体の網羅的遺伝子発現（トランスクリプトーム）データをメッセンジャーRNA，
マイクロ RNA，ノンコーディング RNA（ノンコーディング RNA）, 未知の RNA に分けて，腫瘍の
病態解明を行う．この新規診断・治療ターゲットの発見にバイオインフォマティクス解析と人工
知能（AI）解析を導入する．さらに，新規ターゲットの機能解析を細胞株で行い，同時に臨床マ
ーカーとしての有用性を調査する． 

本研究では犬腫瘍の真の悪性化機構や臨床病態，さらに治療ターゲットの新規探索を行う．
特に，バイオインフォマティクスや AI 解析により，すべてのトランスクリプト―ムデータと各
腫瘍との関連性を解析する．本研究では既に申請者が蓄積している犬の腫瘍（肝細胞癌，メラノ
ーマ，乳腺腫など）と正常組織，さらに腫瘍株と血液中の細胞外小胞体で発現している遺伝子発
現のデータも利用する（さらに追加のデータも蓄積する）．バイオインフォマティクスと AI 機械
学習により，このデータから新規の病態関連ターゲットを探索し，さらに，得られたターゲット
分子の遺伝子導入と発現抑制を細胞株（さらに，分泌細胞外小胞体も）で実施し，生物学的意味
（転移能，増殖能，薬剤耐性能など）を解析する． 
 
３．研究の方法 

本研究では，まず，腫瘍と細胞外小胞体のトランスクリプトームに対し，バイオインフォ
マティクスとAI解析で新規のターゲットの発見を行う．既に申請者が蓄積している犬腫瘍サ



ンプル（肝細胞癌，メラノーマ，乳腺腫）と正常組織，さらに腫瘍分泌細胞外小胞体で発現し
ているメッセンジャーRNA，マイクロRNA，ノンコーディングRNA, 未知のRNAのNGSデータを利
用する．さらに，追加の腫瘍も解析する．このデータをバイオインフォマティクスとAIによる
機械学習を利用して新規の病態関連ターゲットを探索することを最初の解析テーマとする．
次に，得られたターゲット分子の生物学的意味をin vitroで解析する．得られたターゲット
の遺伝子導入や発現抑制を細胞株で施し，細胞の表現系の変化，分泌細胞外小胞体含有遺伝
子の発現変化とともに確認する．最後に，臨床現場に外挿する基礎-臨床横断モデルの確立に
挑戦する．選択したターゲット分子の変化と臨床病態変化を調査することで，全く新しい腫
瘍の診断・治療法の確立を行う． 

実験は，申請者が保有する肝細胞癌，メラノーマ，乳腺腫瘍と正常組織のトランスクリプ
トームデータ（メッセンジャーRNAマイクロRNA，ノンコーディングRNA, 未知のRNA）をバイ
オインフォマティクス解析ソフトCLC Work Benchで解析する．CLC Work BenchはNGS解析の生
データを直接解析でき，各種ウェブデータベースと配列情報の比較が統合的に解析できるよ
うに設計されたものである．現在，生物学のゲノム，SNPsやトランスクリプトーム解析の専用
ソフトとして最も汎用されている実績の高いソフトである．申請者は既に犬のメラノーマや
牛乳房炎解析などでの実績があり，追加で解析対象サンプルを増やす．さらに，各RNA種にお
けるSNPsの解析を行う．同時に，腫瘍細胞株，腫瘍罹患犬と非罹患犬の血漿中の細胞外小胞体
含有RNAの解析を行う．同時に症例台帳（犬種，年齢，発生状況，治療への反応性，予後など）
を作成し，臨床基礎データの蓄積とサンプル採取を継続する． 

バイオインフォマティクスのデータをAI機械学習解析などから，腫瘍関連RNA種（解析はメ
ッセンジャーRNA，マイクロRNA，ノンコーディングRNA, 未知のRNAそれぞれに対して，単独
さらに相関性を確認しながら）を選別する． 

実験で，選択されたターゲットRNA分子を，培養細胞に遺伝子導入する方法を確立する．遺
伝子組み込みによるターゲットの細胞への導入とRNA分子のターゲット部位の欠失細胞株を
作成する．さらに，これらからの分泌細胞外小胞体の含有RNAの変化も解析する．細胞株では，
形質変化を腫瘍形質獲得能などとも確認する． 
 
４．研究成果 

本申請課題では，獣医療と人医療で問題である腫瘍病態に対して，新しい診断・治療ターゲ
ットを選出し，病態への関与の解明と，実臨床応用を行うことを目的とした．具体的には，犬の
腫瘍組織，樹立腫瘍細胞株，さらに腫瘍分泌細胞外小胞体の網羅的遺伝子発現（トランスクリプ
トーム）データを利用し各種 RNA 分子を分けて，腫瘍の病態解明を行った．同時にターゲットの
発見解析に人工知能（AI）手法を導入してターゲットを確認する試みを行った．さらに，新規タ
ーゲットの機能解析を細胞株で行い，同時に臨床マーカーとしての有用性を調査した． 

犬の腫瘍におけるノンコーディング RNA の網羅的発現解析（NGS による RNA-Seq)の結果を PC
上で in silico 解析し，異なる RNA 種(例えば(メッセンジャーRNA，マイクロ RNA，その他ノン
コーディング RNA や long ノンコーディング RNA の断片物）に分けて，各腫瘍における特異的発
現変化を確認した． 

下記は，犬の乳腺腫瘍におけるノンコーディング RNA の比較の結果を示している．このよう
に，まずは，腫瘍の群を分けて，各腫瘍グループでのノンコーディング RNA 発現の差異を確認す
る．図は，病理学的に良性乳腺腫瘍(BMGT)とそのほかの乳腺腫瘍（MGT subtypes），腺癌（Carcinoma 
in benign tumor），混合腺腫（Complex adenoma），腺癌で転移のあるもの（Carcinoma with 
meta）に分けた比較を示している．この結果は，Hasan ら BBRC，2024 に掲載されている． 

 
同様の解析を，メラノーマ，肝細胞癌でも行い報告した（Ushio ら Animals, 2024, Hasan ら

Veterinary Quaterly, 2024）. 特に，これらの論文では，これまでに犬での報告は全くない YRNA
に関する発現変化を世界で初めて報告している．YRNA は未だ明確な機能が判明していないが，
今回の研究では，腫瘍では正常と比較して発現が減少すること，さらに，特に悪性化との関連性
が考えられることがしめされた．乳腺腫瘍では，良性腫瘍に比較して，悪性腫瘍で発現が減少し，
さらに、腺癌で転移のあるもの（Carcinoma with metastasis）の群が最も低い発現であった（下

 



図）． 
同様の結果は，メラノーマや肝細胞癌でも認められた．右図は犬の肝細胞癌における YRNA の

発現を，性状肝臓細胞（Ctrl），肝細胞腺腫（HCA），
肝細胞癌（HCC）の組織中での発現を比較している（Ushi
ら，Animals, 2024）．YRNA の発現解析には，研究室で
新たにデザインしたプライマー・プローブセットを使
用して，独自で発現解析できるシステムも構築してい
る．報告では，同時に血漿中や血中細胞外小胞体でも
YRNA の発現を比較し，肝細胞癌（HCC）群で組織と同様
に，発現が有意に低下していることを確認できた．こ
れらの結果は，バイオマーカーとしても使用可能なこ
とを示し，実際に，診断能を評価した結果，血中細胞外
小胞体中の YRNA を利用すると，感度も特異度も 100%で肝細胞癌（HCC）の症例を，正常や肝細
胞腺腫（HCA）の症例と鑑別できた． 

一方，メラノーマでは YRNA は悪性度に関与する可能性が示され．下図に示すように，メラノ
ーマでは転移のある症例（図中では，W.M：with metastasis と示している. Wo は without の意）．
同時に，肝細胞癌と同様に血中細胞外小胞体（図中の Plasma EVs: Extracellular vesicles と
表している）にも，反映され，98％程度の診断率であることが判明した（Hasan ら Veterinary 
Quaterly, 2024）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
同様に，新規の RNA 分子として，近年，人腫瘍学で注目されつつある tRNA フラグメントでも

腫瘍特異的な変化を確認し，国際専門雑誌に学術論文として報告した  
新規ノンコーディング RNA 以外にも，従来から報告しているノンコーディング RNA の一つで

あるマイクロ RNA に関しても，乳腺腫瘍やメラノーマにおける新しい発見を報告した．特に乳腺
腫瘍ではマイクロ RNA である miR-1 と miR-133 が腫瘍特異的に発現すること（Chen ら，Gene，
2022），病理学的診断とマイクロRNAの網羅的発現による分類の差異を報告し（Chenら，In Vivo，
2022），分子的な腫瘍の分類の必要性を確
認した． 

さらに，本研究では，腫瘍組織のみな
らず細胞外小胞体に含有されるノンコー
ディング RN も解析を行った．右図に示す
ように，犬の血液中細胞外小胞を抽出し
た．上記の結果にも示しているが，この
特殊な細胞外小胞体にもノンコーディン
グ RNA が含有され，それらが診断マーカ
ーとして臨床応用される可能性がある。
（Husuna ら，Pigment Cell Melanoma 
Res, 2021） 

 

 

  

 



特に今回の解析では，メ
ラノーマの転移症例で，細胞
外小胞体含有マイクロ RAN
（miR-143 と miR-221）が，
有意に増加することを見出
し報告した（右図）．一方で，
miR-210 は病態に依存した
変化をしないことも確認し，
miR-143と 221の変化が病態
特異的（細胞外小胞体特異的
ではない）であることを確認できた． 

 
さらに，これら上記のバイオインフォマティクス解析の結果に合わせて人工知能（AI）解析

によるターゲットの探索と選択では，各 RNA 種に腫瘍特異的なターゲットの選出，さらに，次世
代シーケンスで得られる配列フラグメント毎の解析プログラムが作成できた．現在，学術論文と
して報告する準備を行っている． 

 
最後に，病態特異的なマイクロ RNA の機能解析を細胞株で評価して国際誌に報告した（Hasan

ら、Vet Comp Oncol, 2024, Hasan ら Noncoding RNA Res, 2024）．研究では．マイクロ RNA-
450b や 301a の阻害や過剰投与による腫瘍細胞の挙動変化と遺伝子発現（ターゲット遺伝子な
ど）をメラノーマ細胞学で確認し，腫瘍の悪性化に寄与することを観察した． 

研究では，右図に示すように、
細胞株（メラノーマの細胞株の一
つLMEC）に特定のマイクロRNA（本
研究ではマイクロ RNA450b：miR-
450b）を阻害（Inhibitor）や導入
（Mimic）して，細胞が受ける影響
を，それぞれのネガティブコント
ロール（NC）と比較している．図
では，マイクロ RNA-450b を阻害
するとコロニーの形成が抑制さ
れ，反対に導入すると多くのコロ
ニーが形成されることを示して
いる．つまり，マイクロ RNA-450b
は細胞の癌化の性質であるコロ
ニーの形成に関与していること
を示している．同様に細胞の分裂
増殖にも影響していた（Hasan ら，
Noncoding RNA Res, 2024） 

また左図はマイクロ RNA301a に関する研究結果である．研究では，
メラノーマの細胞株（KMEC）に対して，マイクロ RNA301 を阻害して，
腫瘍細胞の浸潤能を評価した．マイクロ RNA301a の発現を阻害するこ
とで，細胞の浸潤が抑制（図中の写真では上の細胞が少ない方）された
ことを証明した（Hasan ら、Vet Comp Oncol, 2024）．同様な実験はマ
イクロ RNA450b でも行い，マイクロ RNA450b も同様に細胞の浸潤能に
影響することも証明した（Hasan ら，Noncoding RNA Res, 2024）． 

さらに，細胞の浸潤能と同時
に，細胞の移動能力の評価も行
った．右図は，マイクロ RNA450b
の抑制を行うことで，細胞が増
殖移動する能力が抑制されるこ
とを示した結果である．実験で
はメラノーマの細胞株（LMEC）を
使用して，培養した細胞の間に
溝（細胞を人工的に除去）を作成
して，どのくらいの速度で溝が
埋まるかを確認する実験であ
る．結果は，図に示すようにマイ
クロ RNA450b を抑制すると，24
時間では，溝が埋まらなかった．

逆に導入実験では早く溝が埋まった．この結果は 301a 出
も同様であった．このように，本研究では新規に同定した
ノンコーディング RNA の機能解析も実施した． 
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