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研究成果の概要（和文）： 

イヌ肥満細胞腫において、腫瘍化メカニズムとして報告されている c-kit 遺伝子の変異率を

解析し、レトロウイルス発現ライブラリー法を利用して c-kit遺伝子以外の腫瘍化メカニズム

を探索した。イヌ肥満細胞腫では、半数以上で c-kit遺伝子に変異が検出されなかった。次に、

レトロウイルスを作製しイヌ骨髄由来肥満細胞へ感染させたが、感染効率が悪く、本方法を用

いて c-kit遺伝子以外の肥満細胞腫瘍化メカニズムを同定することは出来なかった。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Mutations in c-kit gene have been reported to be important as a neoplastic mechanism 

in canine mast cell tumors (MCTs). In the present study, we investigated the incidence 
of mutations in c-kit gene in canine MCTs in Japan, and explored novel neoplastic 
mechanisms by using a retroviral expression library method. We found that mutations in 
c-kit gene were not detected in more than half of dogs with MCTs. We, next, created 
retrovirus and tried to establish a retrovirus-mediated gene transfer system to canine 
bone marrow derived mast cells. However, since transduction efficiency of retrovirus 
generated in this study was low, we could not identify c-kit gene-independent neoplastic 
mechanisms of canine MCTs. 
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１．研究開始当初の背景 

イヌの皮膚腫瘍の約20%を占める肥満細胞

腫の腫瘍化メカニズムには、 stem cell 

factor (SCF)の受容体 KIT をコードする

c-kit 遺伝子の変異が関与することが明らか

となっている。c-kit 遺伝子の変異を有する

肥満細胞腫に対しては、分子標的治療薬であ

るチロシンキナーゼ阻害剤（メシル酸イマチ

ニブ）が著効を示し、治療薬として臨床応用

され始めている。しかしながら、メシル酸イ

マチニブが効果を示す肥満細胞腫の症例は

限定的であることは、臨床上良く知られた事

実である。イヌの肥満細胞腫における c-kit

遺伝子の変異を調べた海外におけるこれま

での研究では、変異の割合はわずかに20%程

度のみである。しかし、日本のイヌ肥満細胞
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腫症例における c-kit遺伝子の変異率に関す

る詳細は分かっていない。また、イヌ肥満細

胞腫の多くで c-kit遺伝子の変異以外の分子

メカニズムが関与すると考えられるが、詳細

な腫瘍化メカニズムについては不明である。 

 

２．研究の目的 

本研究においては、イヌ肥満細胞腫の腫瘍

化メカニズムにおける c-kit遺伝子の変異お

よびその他の腫瘍化メカニズムの重要性を

明かにし、c-kit 遺伝子以外の腫瘍化メカニ

ズムをレトロウイルス発現ライブラリー法

を利用して解明することである。 

 

３．研究の方法 

(1) イヌ肥満細胞腫における c-kit 遺伝子

mRNA全長の塩基配列解析 

日本において外科的に摘出されたイヌの

肥満細胞腫 19 検体、および肥満細胞腫細胞

株 2 種類の計 21 検体を用いた。これらの検

体から RNAを抽出し、逆転写反応により cDNA

を得た。RT-PCR法により c-kit遺伝子全長を

増幅し、DNA 配列解析装置により遺伝子配列

を解析した。また、比較の為、正常犬より骨

髄細胞を採取し、上記と同様の方法で c-kit

遺伝子の配列を解析した。 

 

(2) レトロウイルス発現ライブラリー法に

よる肥満細胞腫腫瘍化メカニズムの探索 

①イヌ骨髄由来肥満細胞の樹立 

正常犬から骨髄を採取し、CD34陽性細胞を

磁気細胞分離法により精製した後、無血清培

地において組換えイヌ SCFの存在下で４週間

以上培養することでイヌ骨髄由来肥満細胞

を樹立した。 

 

②レトロウイルス発現ライブラリーの作製 

c-kit遺伝子に変異を認めないイヌ肥満細

胞腫細胞株（HRMC）からRNAを抽出し、レトロ

ウイルスcDNA発現ライブラリー用のcDNAを作

製した。次いで、パッケージング細胞株

（GP2-293細胞株）に、レトロウイルス発現プ

ラスミド（pMX）および水疱性口内炎ウイルス

のエンベロープ糖タンパクプラスミド

（pVSV-G）を遺伝子導入し、イヌの細胞にも

感染可能なパントロピックレトロウイルスを

作製した。作製したレトロウイルスを、接着

系のヒト中皮腫細胞株、浮遊系のヒト肥満細

胞性白血病細胞株およびイヌの骨髄由来肥満

細胞に感染させた。 

  

４．研究成果 

(1) イヌ肥満細胞腫における c-kit 遺伝子

mRNA全長の塩基配列解析 

イヌ肥満細胞腫 21 検体および正常犬の

c-kit 遺伝子の配列と、GenBank に報告され

ている配列を比較すると、第 96・781・1022・

2035 番目の一塩基置換が高率に認められた。

中にはアミノ酸置換を伴う変異が存在した

が、腫瘍化への関与は不明であった。c-kit

遺伝子エクソン 11 の遺伝子変異の１つであ

る Internal Tandem Duplication (ITD)は 5

検体（23.8%）において認められた。また上

記以外のアミノ酸置換を伴う点突然変異が、

4 検体 (19.0%)において認められた。これら

の変異が KITの活性に影響を与える可能性は

あるが、分布に規則性は認められなかった。

また、12 検体（57.1%）においては、アミノ

酸置換を伴う c-kit遺伝子の変異は確認され

なかった。 

以上の結果より、イヌの肥満細胞腫では

c-kit 遺伝子の変異による KIT の恒常的活性

化が主要な腫瘍化メカニズムと考えられて

きたが、半数以上の症例で c-kit 遺伝子に変

異が確認出来なかったことから、c-kit 遺伝

子の変異以外の肥満細胞腫瘍化機構が存在

することが示唆された。 

 

(2) レトロウイルス発現ライブラリー法に

よる肥満細胞腫腫瘍化メカニズムの探索 

①イヌ骨髄由来肥満細胞の樹立 

造血幹細胞および血液前駆細胞のマーカー

の１つであるCD34を指標に、正常犬から採取

した骨髄細胞中のCD34陽性細胞を磁気細胞分

離法を用いて分離した。その結果、90%以上の

精製度でCD34細胞を分離することができた。

次に、分離したCD34陽性細胞を無血清培地に

おいてイヌ組換えSCFの存在化で４週間以上

培養することで、イヌ骨髄由来肥満細胞を培

養することに成功した。 

 

②レトロウイルス発現ライブラリーの作製 

 パッケージング細胞株に、pVSV-GとGFP発現

プラスミドを遺伝子導入して、イヌの細胞に

も感染可能なGFP発現レトロウイルスを作製

した。次に、接着系の中皮腫細胞株に作製し

たレトロウイルスを感染させ感染効率を算出

した結果、50%以上の細胞においてレトロウイ



 

 

ルスを感染させることができたことから、高

力価のウイルスを作成することに成功した。 

 

③イヌ骨髄細胞およびイヌ骨髄由来肥満細胞

へのレトロウイルス感染 

 イヌ骨髄細胞を分離し、上述の方法に従っ

てイヌ骨髄由来肥満細胞を培養した。分離後 

のイヌ骨髄細胞およびイヌ骨髄由来肥満細胞

に②で作製したレトロウイルスを感染させた

が、ほとんどの細胞に対し遺伝子導入が認め

られなかった。レトロウイルスは分裂期の細

胞に対し感染することから、イヌ骨髄細胞お

よびイヌ骨髄由来肥満細胞を様々なサイトカ

インで刺激した後にレトロウイルスを感染さ

せたが、同様にほとんどの細胞に対し遺伝子

導入が認められなかった。一方、ヒト肥満細

胞性白血病細胞株（HMC-1）に対しては、約10

～20％の細胞においてレトロウイルスによる

遺伝子導入が認められた。 

これらの結果から、レトロウイルス発現ライ

ブラリー法を用いてイヌの肥満細胞腫におけ

る新しい腫瘍化メカニズムを発見することは

できなかった。イヌ骨髄細胞およびイヌ骨髄

由来肥満細胞に対しては、レトロウイルスよ

りもレンチウイルスを用いた遺伝子導入の方

が効率的であると考えられ、この方法を用い

ることで新しい腫瘍化メカニズムが検出でき

る可能性が考えられた。 
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