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研究成果の概要（和文）：犬および猫の悪性腫瘍細胞における癌遺伝子依存性の解明と分子標的療法の基盤構築を目的
とした。In vitroおよびin vivoの解析から、犬の組織球性肉腫(HS)の株化細胞はダサチニブに強い感受性を示すこと
が明らかとなった。キノーム解析の結果、HS細胞株では14-3-3 protein gammaが恒常的にリン酸化しており、ダサチニ
ブはこれを抑制することが示された。14-3-3 protein gammaはキナーゼ活性を持たないことから、ダサチニブはその上
流のJNK経路のキナーゼに作用したと考えられた。ダサチニブはHSの新たな治療薬となる可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：To establish foundation of molecular-targeted therapy for small animal tumours, 
we sought canine tumour-derived cell lines that have “oncogene addiction” and analysed signalling 
pathway(s) on which they depend. A kinase inhibitor, dasatinib, was found to have potent growth 
inhibitory activity against some histiocytic sarcoma (HS) lines in vitro and in vivo. We then performed 
kinome analysis using HS lines and found that 14-3-3 protein gamma is constitutively activated in some HS 
lines that are sensitive to dasatinib. Because 14-3-3 protein gamma does not have kinase activity, it was 
considered that dasatinib targeted kinase in upper JNK pathway. From these findings, dasatinib could be a 
potential therapeutic drug for certain HS cases whose tumour cells have constitutively phosphorylated 
14-3-3 protein gamma.

研究分野：獣医臨床病理学
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１．研究開始当初の背景 
細胞が腫瘍化し、さらに悪性化する過程に
は腫瘍関連遺伝子の変異や発現の変化に基
づいた多くの異常がかかわっている。通常、
腫瘍細胞の生存・増殖にはそれらの要素が複
雑に関連しており、一つの異常な経路を遮断
しても腫瘍細胞を死滅させるあるいは効果
的に減少させることは困難である。しかしな
がら、oncogene addictionを有している腫瘍
では、依存している oncogene の発現や機能
を選択的に抑制する治療、すなわち分子標的
療法が細胞死を誘導する上できわめて効果
的と考えられている。 
 犬および猫の悪性腫瘍である肥満細胞腫
には、幹細胞因子のレセプターである KITの
driver mutation に強く依存して増殖する
oncogene addictionの強いタイプが存在する。
これまで申請者らは、そのような症例では
KIT を阻害する分子標的薬イマチニブを用
いた分子標的療法が臨床的に著しい抗腫瘍
効果を現わすことを明らかにした。したがっ
て、oncogene addictionを有している腫瘍と
依存している異常なシグナル経路を見いだ
すことで、その経路を標的とした分子標的療
法の適応が可能となる。さらに、その異常な
経路をバイオマーカーとして適応症例を選
別し分子標的療法を実施する”個別化治療”
を小動物医療において提唱することにつな
がると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、まず oncogene addiction を
有する犬の悪性腫瘍由来腫瘍細胞株を特定
し、次いで質量解析と抗体アレイを中心とす
る包括的なキナーゼ動態の解析により、腫瘍
細胞が依存しているシグナル経路を明らか
にすることを目的とした。さらに特定したシ
グナル経路については、addiction を引き起
こすメカニズムを解明し、当該分子機構を標
的とした個別化分子標的療法の確立を試み
ることとした。 
 
３．研究の方法 
a.分子標的薬/シーズ化合物を用いた腫瘍細
胞株のスクリーニング 
日本獣医生命科学大学獣医臨床病理学教
室で保有している 30 種以上の犬および猫の
悪性腫瘍株化細胞を用いた。スクリーニング
には 15 種類の製剤化された分子標的薬を含
む 400 種類の化合物ライブラリーを用いた。 
 
b.シグナル伝達経路の解析 
 上記のスクリーニングから犬の組織球性
肉腫の株化細胞はマルチキナーゼ阻害剤で
あるダサチニブに強い感受性を示したこと
から、犬の組織球性肉腫株化細胞に注目して
シグナル伝達経路の解析を行った。まず、ダ
サチニブの標的キナーゼである Src family 
kinase (Src、Lck、Yes および Fyn)、Bcr-Abl、
Kit、PDGFRおよび EphA2 について qPCR、シ

ーケンス解析、ゲノム遺伝子増幅の解析、お
よびウエスタンブロット解析を行い、遺伝子
および蛋白レベルでの標的分子探索を行っ
た。また、細胞内シグナル伝達経路の最下流
に位置する JAK-STAT 経路、AKT 経路、PI3K
経路の異常の有無についてウェスタンブロ
ッティングを用いた解析を行った。次いで、
犬の組織球性肉腫細胞株より抽出したタン
パクの Phos-Tag-二次元電気泳動解析と質量
解析を行 
った。 
c.in vivo での薬効評価 
 ダサチニブに高い感受性を示す犬の組織
球性肉腫株化細胞 CHS-1 細胞を用いて犬 HS
移植マウスモデルを作製し、ダサチニブの効
果を検討した。ダサチニブの投与による腫瘤
サイズの変化を調べるとともに、腫瘍組織に
おけるKi-67指数とアポトーシス指数を評価
した。 
 
４．研究成果 
日本獣医生命科学大学獣医臨床病理学教室
で保有している犬および猫の悪性腫瘍株化
細胞を用いて400種類の化合物ライブラリー
をスクリーニングしたところ、犬の組織球性
肉腫細胞株の中には、ダサチニブが著しい増
殖抑制効果を現わす細胞株（CHS-1、CHS-2、
CHS-4）が存在することが明らかとなった（図
1）。 
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そこで、ダサチニブの標的分子の mRNA の
発現量、遺伝子増幅の有無、変異の有無、さ
らに細胞内シグナル伝達経路の最下流に位
置する JAK-STAT 経路、AKT 経路、PI3K 経路
の活性について、ダサチニブ感受性および非
感受性細胞株の相違を検索したが、明らかな
相違は見られなかった。 
 次いで、ダサチニブ感受性の異なる犬の組
織球性肉腫細胞株（高感受性株, CHS-1;低感
受性株, MHT-2）より抽出したタンパクを用
いてPhos-Tag二次元電気泳動解析/質量解析
によるリン酸化蛋白質の網羅的解析を行っ
た。その結果、図 2A に示すような高感受性
株と低感受性株で明らかにリン酸化レベル
の異なる蛋白質が検出された。さらにこの蛋
白質のリン酸化レベルは、ダサチニブを添加
することで明らかに抑制された（図 2B）。こ 
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のスポットを抽出し質量解析を行った結果、
この分子は 14-3-3 protein gamma であるこ
とが明らかとなった。このことから、ダサチ
ニブに感受性を示す犬の組織球性肉腫細胞
株では、14-3-3 protein gammaが恒常的に
リン酸化しており、このリン酸化はダサチ
ニブにより抑制されると考えられた。リン
酸化した 14-3-3 protein gammaは、DNA
損傷チェックポイント機構における
ATR-Chk1-Cdc25A経路に作用して細胞周
期を促進させることから、CHS-1細胞の増
殖には 14-3-3 protein gammaの恒常的な
リン酸化が重要な役割を果たしていると考
えられる。一方、14-3-3 protein gamma
はキナーゼ活性を持たずダサチニブの標的
にはならないことから、ダサチニブはその
上流の JNK 経路のキナーゼに作用するこ
とで 14-3-3 protein gammaのリン酸化を
抑制し、CHS-1細胞の増殖を抑制したと考
えられた。 
 以上の結果に基づき、in vivo におけるダ
サチニブの作用について解析を行った。本実
験には、14-3-3 protein gamma が恒常的にリ
ン酸化している CHS-1 細胞を用いた。CHS-1
細胞を用いた犬 HS 移植マウスモデルを作製
し、ダサチニブの効果を検討した結果、ダサ
チニブは in vivo において CHS-1 細胞に対し
て増殖抑制効果を示すことが明らかとなっ
た（図 3）。また、ダサチニブ投与群の腫瘤組 
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織では、コントロール群の腫瘤組織に比べて
有糸分裂指数およびKi-67指数が有意に低く、
アポトーシス指数が有意に高かったことか
ら（図 4）、ダサチニブによる移植腫瘍の増殖 
 
図 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
抑制は細胞分裂の抑制と細胞死の促進によ
り引き起こされたと考えられた。今回の結果
から、ダサチニブは CHS-1 細胞に対して in 
vivo で増殖抑制効果を示すことが明らかと
なり、HS 症例において腫瘍細胞の 14-3-3 
protein gamma が恒常的にリン酸化している
場合には、ダサチニブの効果が期待できると
考えられた。 
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