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研究成果の概要（和文）：　本研究では、アファチニブは犬の扁桃扁平上皮癌株化細胞の増殖を強く抑制するこ
とを示した。この株化細胞では他の扁平上皮癌株化細胞と比べてEphB3およびリガンド分子Ephrin-B2が高発現し
ており、またEphB3のリン酸化が増強していた。アファチニブはこのリン酸化を抑制することで増殖を抑制する
ことが示された。EphB3およびEphrin-B2の相互作用の解析において、Ephrin-B2が直接的にEphB3のリン酸化を増
強することを示した。アファチニブの臨床試験では犬扁平上皮癌症例5頭中1頭で腫瘍縮小効果を認めた。

研究成果の概要（英文）：Afatinib showed the strongly cell growth inhibition activity in canine 
tonsil squamous cell carcinoma cell line. In this study, a new therapeutic target of afatinib, 
EphB3, was identified. In afatinib-sensitive cell line, high expression of EphB3 and Ephrin-B2, and 
enhanced phosphorylation of EphB3 were observed among six canine squamous cell carcinoma cell lines.
 No EphB3 or Ephrin-B2 mRNA mutation was found in nucleotide analysis. In contrast, analysis of 
interaction between EphB3 and Ephrin-B2 showed that Ephrin-B2 induced directly enhanced 
phosphorylation of EphB3, and which played an important role in the growth of afatinib-sensitive 
cell line. In a clinical trial of afatinib, tumor shrinkage was found in one of five canine squamous
 cell carcinoma cases.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では人の肺がん治療薬であるアファチニブが一部の犬の扁平上皮癌細胞の増殖を強く抑制することを明ら
かにした。さらにアファチニブの作用機序は従来のものと異なり、新規標的分子であるEphB3を標的とすること
を示した。今回明らかとなった扁平上皮癌細胞の増殖機構およびアファチニブ抑制機構の解明は、犬扁平上皮癌
および人肺がんにおける新たな治療戦略の確立に発展する重要なデータと考えられる。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
扁平上皮癌は犬および人における発生頻度の高い悪性腫瘍である。一般的に転移率が低く、外

科的手術および放射線治療により長期生存できる可能性がある腫瘍である。しかし、扁桃に発生
する犬の扁平上皮癌は極めて進行性であり、転移率が高い為、これらの治療法だけでは制御でき
ず予後不良である。この為、新たな内科的治療戦略が必要であるが、扁平上皮癌は抗がん剤に耐
性を示すことから、有効な内科的治療法は確立していない。分子標的療法はがん細胞の増殖に重
要な分子 (ドライバー分子) を阻害する治療法であり、ドライバー分子を保有している患者では
高い治療効果を示すことが知られている。これまでの研究においても扁平上皮癌細胞のドライ
バー分子の同定を試みられているが未だ同定できていない。このことから申請者は扁平上皮癌
細胞に新規のドライバー分子が存在する可能性を考えた。 
 
２．研究の目的 
 犬の扁平上皮癌細胞における新規治療戦略の確立の為、以下の 3 点に焦点を絞り研究するこ
ととした。 

1) 犬扁平上皮癌株化細胞における高感受性分子標的薬の検出 
2) 高感受性分子標的薬の増殖抑制効果および作用機序の解析 
3) 犬の扁平上皮癌を対象とした分子標的薬の臨床試験による抗腫瘍効果の評価 

 
３．研究の方法 
 本研究では以下の 4点について研究することとした。 
1) 犬の扁平上皮癌株化細胞を樹立し、420 種の阻害剤感受性をスクリーニング 

これにより有望な新規治療薬を検出する。 
2) 1)で検出した阻害剤の作用機序の解析 

A. 犬の扁平上皮癌株化細胞 6 種における阻害剤の増殖抑制効果を解析し、IC50 を算出す
る。阻害剤の既知の標的分子における塩基配列および蛋白質発現を解析し、ドライバーとな
る遺伝子変異の有無と過剰発現の有無を評価する。さらに、標的分子の蛋白質におけるリン
酸化状態を解析する。 
B. 標的分子が同定できない場合、リン酸化蛋白質の抗体アレイを用いて、標的分子の同定
を行う。標的分子同定後は、塩基配列解析、蛋白質発現解析、リン酸化状態解析を実施する。
遺伝子変異が認められた場合は、変異保有プラスミドを作製し 293T 細胞へ遺伝子導入、標
的分子のリン酸化状態の変化を解析する。 

3) ヌードマウスにおける阻害剤の抗腫瘍効果の評価 
  阻害剤感受性扁平上皮癌株化細胞をヌードマウスへ移植し、阻害剤の in vivo での抗腫瘍

効果を評価する。 
4) 犬の扁平上皮癌を対象とした阻害剤の臨床試験を実施し、抗腫瘍効果を評価 
  阻害剤の適切な用量および安全性の決定の為、申請者が所属している研究室が保有してい

る健常犬 3頭に対し、安全性試験を実施する。臨床試験については申請者が所属する施設の
ガイドラインに従い、承認を得た後に実施する。 

 
４．研究成果 
 1) 犬の扁桃扁平上皮癌株化細胞において EGFR 阻害剤であるアファチニブに対する高感受性

が認められた。6種の犬扁平上皮癌株化細胞 (扁桃 1種, 非扁桃 5種) におけるアファチニ
ブの効果を解析したところ、アファチニブは扁桃の扁桃扁平上皮癌の増殖を著しく抑制し
た (図 1)。 

2) 高感受性扁平上皮癌株化細胞におけるアファチニブの既知標的分子 (EGFR, HER2, HER3, 
HER4, TXK, BTK, BRK) の塩基配列あるいは蛋白質を解析したが、これらはいずれも治療標
的分子ではなかった。そこで、1325 種類のリン酸化抗体を用いた抗体アレイによる標的分
子の網羅的解析を実施した。アファチニブによりリン酸化が強く抑制された 16種類の分子
を選出し、これらを siRNA によりノックダウンし、増殖抑制効果を解析した。その結果、受
容体型チロシンキナーゼである EphB3 のノックダウンにより感受性細胞の増殖が抑制され
た。この結果から、EphB3 がアファチニブの新規治療標的である可能性を考え、犬扁平上皮



癌株化細胞における EphB3 の塩基配列解析を実施したところ、アファチニブ感受性扁平上
皮癌株化細胞において、遺伝子変異は認められなかった。一方で、蛋白質解析において感受
性細胞の EphB3 の高発現および EphB3 のリン酸化増強が認められ (図 2A)、アファチニブは
このリン酸化を強く抑制することを示した (図 2B)。このリン酸化増強のメカニズムを解析
する為、EphB3 のリガンド分子 Ephrin-B2 の発現を解析したところ、感受性細胞において蛋
白質の高発現が認められた。また Ephrin-B2 のノックダウンにより、EphB3 のリン酸化が抑
制され、細胞死が誘導された。さらに、感受性細胞の細胞死は EphB3 リコンビナント蛋白質
を用いた EphB3 と Ephrin-B2 の結合阻害でも認められた。このことから、Ephrin-B2 と EphB3
の結合によるリン酸化増強が増殖に重要であり、増強したリン酸化をアファチニブが抑制
したと考えられた。 

3) ヌードマウスにアファチニブ感受性の扁桃扁平上皮癌株化細胞を移植し、アファチニブの
抗腫瘍効果を評価した。この結果、アファチニブの著しい腫瘍縮小効果が認められた (図
3)。さらに、マウスの腫瘤組織における免疫染色では EphB3 のリン酸化が認められた。 

4) 日本獣医生命科学大学(申請者の前所属場所)の附属動物医療センターにおいて犬の扁平
上皮癌症例を対象としてアファチニブの臨床試験を実施した (認証番号, R1-1)。全 5頭症
例中、1頭において、腫瘍の縮小効果が見られた。 
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