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研究成果の概要（和文）：犬のリンパ腫細胞において、CDKインヒビター（細胞周期を調節する蛋白質）をコードするp
16, p15, p14遺伝子およびABCDトランスポーター（細胞から薬剤等を排出する蛋白質）をコードするABCB1遺伝子の発
現を解析した。DNAメチル化やヒストンH3脱アセチル化といったエピジェネティック制御によってこれら遺伝子の発現
が減少している例が見いだされた。さらに、その制御を阻害するエピジェネティック医薬品によって遺伝子発現量が回
復した。本研究により、動物の腫瘍性疾患の病態におけるエピジェネティクスの重要性が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Expressions of p16, p15, and p14 genes encoding CDK inhibitors (proteins that regu
lates cell cycle) and ABCB1 gene encoding one of the ABCD transporters (proteins that efflux drugs etc. fr
om cells) were examined in canine lymphoma cells. Suppression of the expression of these genes via epigene
tic regulations such as DNA methylation and histone H3 deacetylation was detected in a proportion of canin
e lymphoma cases. Moreover, treatment with epigenetic drugs to inhibit such regulations could restore thei
r gene expression levels. The present study disclosed an important role of epigenetic regulation on the pa
thobiology of neoplastic diseases in animals.
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１．研究開始当初の背景 
 エピジェネティクス(epigenetics)は、ギリシャ語

の”epi”（後の）と英語の”genesis”（創造）を組み

合わせた語であり、「ゲノム塩基配列の変化を伴

うことなく、遺伝子発現を制御する現象の総称お

おびその学問領域」を指す。1980 年代になって

エピジェネティクスに関連する多くの分子群が同

定され、これらが DNA メチル化やヒストン脱アセ

チル化を介して遺伝子発現を抑制し、エピジェ

ネティクな変化に寄与することが明らかになって

きた。 

 1993 年、ヒトの腫瘍において RB 遺伝子の

DNA メチル化により不活化が見いだされて以来、

ヒトに発生する多くの腫瘍性疾患においてエピ

ジェネティクな変化が見出されるようになり、腫瘍

発生に関わる分子機構研究の様相が一変した。

さらに 2004 年になって、エピジェネティク治療薬

として、DNA メチル化阻害薬がヒトの骨髄異形

成症候群の治療薬として米国 FDA によって認

可された。一方、獣医学領域では、腫瘍におけ

るエピジェネティクな変化は具体的に実証され

ていない。そこで、最近になって利用可能となっ

たエピジェネティクス研究用 Tool を用いることに

より、動物おける腫瘍性疾患の病態に関する研

究が飛躍的に進歩するものと考え、本研究を企

画することとした。 

 
２．研究の目的 
 ヒトおよび動物の腫瘍性疾患に関しては、長年

の間ジェネティックな変化によってその病態を説

明しようとする研究が進められてきた。しかし、発

生・分化のメカニズムにおいて働いているエピジ

ェネティクスによる制御の破綻が腫瘍の病態に

密接に関与するものと考えられた。本研究にお

いては、動物の腫瘍、とくに犬のリンパ系腫瘍を

対象として、癌遺伝子および薬剤耐性関連遺伝

子のエピジェネティクな変化を明らかにするとと

もに、エピジェネティク治療薬の効果を検討した

いと考えた。本研究の成果は、動物における腫

瘍の分子機構に全く新しい展開をもたらすととも

に、ヒトの臨床医学の発展に貢献するものと考え

られる。 

 
３．研究の方法 
(1) 犬のリンパ系腫瘍細胞における p16, p15, 

p14 遺伝子の不活化：イヌ p16 遺伝子に関して

はその一部の配列が知られていたが、p15 遺伝

子との高い相同性および p14 遺伝子との exon

共有のため、これら 3 遺伝子を区別して解析す

るためにその全長を同定する必要があった。本

研究において、イヌ p16 遺伝子の全長 cDNA の

配列を同定し、p16, p15, p14 のそれぞれに特異

的なプライマーを作製した。p16 遺伝子に関して

は real-time PCR によってその発現量を定量し、

p15 遺伝子および p14 遺伝子に関しては半定量

的な RT-PCR を行った。ゲノム DNA の解析にお

いては、p16, p15, p14 遺伝子が座位する 11 番

染色体の領域にそれぞれの遺伝子に特異的な

プライマーを用いた PCR を行った。はじめに、6

種類の犬のリンパ系腫瘍細胞株（CLBL-1, 

GL-1, UL-1, CL-1, Nody-1, Ema）について解

析し、次にリンパ系腫瘍を発症した犬の 28 症例

（B 細胞性 14 例、T 細胞性 14 例）から採取した

腫瘍サンプルを用いて解析を行った。 

 

(2) 犬のリンパ系腫瘍細胞における p16 遺伝子

CpG island の DNA メチル化：p16 遺伝子の発現

制御に関わる機構として、DNA メチル化による

エピジェネティックな制御について検討した。

p16 遺伝子の発現低下が認められた細胞株およ

びその発現量の増加が認められた細胞株を用

い、bisulfite sequence 法によって p16 遺伝子

CpG island のメチル化を解析した。さらに、メチ

ル化阻害薬である 5-Aza-2'-deoxycitidine

（5-aza-dC）添加による p16 遺伝子の発現量の

変化を検討した。 

 

(3) 犬の高悪性度リンパ腫症例における p16, 

p15, p14 遺伝子の発現およびその予後との関

連：細胞株を用いた研究成果に基づき、高悪性

度リンパ腫の症例から採取した腫瘍サンプルに

おける p16, p15, p14 遺伝子の発現量を解析し、



その予後への影響を検討した。犬の高悪性度リ

ンパ腫症例 71 例(B 細胞型 58 例、T 細胞型 13

例)を対象とした。p16 遺伝子の上流に存在する 

CpG island のメチル化の解析には、3 組のプライ

マーを用いたメチル化特異的 PCR を行った。予

後に関しては Kaplan-Meier 法による総生存期

間の解析を行った。p16, p15, p14 の各遺伝子の

発現量および p16 CpG island のメチル化の他、

一般的な臨床的および病理学的な因子につい

て、その予後への影響を解析した。 

 

(4) 犬のリンパ系腫瘍細胞におけるヒストン H3

脱アセチル化による p16 遺伝子の発現制御： 4

種類の犬リンパ系腫瘍細胞株(CLBL-1, GL-1, 

UL-1, CL-1)を用い、DNA メチル化以外のエピ

ジェネティックな機構を検討するため、ヒストン

H3 脱アセチル化による不活化機構について検

討した。ヒストン H3 のアセチル化レベルの検討

にはクロマチン免疫沈降法を用いた。また、ヒス

トン脱アセチル化阻害薬である trichostatin A 

(TSA) 存在下で培養し、その前後における p16

遺伝子発現量の変化を検討した。 

 

(5) 犬のリンパ系腫瘍細胞における ABCB1 遺

伝子のエピジェネティック発現制御：犬のリンパ

系腫瘍細胞株のうち、ビンクリスチン感受性株

２株(GL-1, CLBL-1)とビンクリスチン耐性株２

株(UL-1, Ema)を用い、ABCB1 遺伝子の CpG 

motif における DNA メチル化をバイサルファイ

トシーケンスとリアルタイムメチル化特 異 的

PCR によって解析した。次に、同遺伝子領域

のヒストン H3 アセチル化に関して、クロマチン

免疫沈降法を用いて解析した。さらに、高悪

性度多中心型リンパ腫に罹患した犬 27 頭か

ら採取した腫瘍細胞サンプルに関して、同様

の方法で ABCB1 遺伝子の DNA メチル化解

析を行った。 

 
４．研究成果 

(1) 犬のリンパ系腫瘍細胞における p16, p15, 

p14 遺伝子の不活化： 定量的 PCR によって遺

伝子発現量を解析したところ、2 種類の T リンパ

系腫瘍細胞株（Nody-1, Ema）においては、p16, 

p15, p14 のいずれの遺伝子に関しても発現がほ

ぼ完全に消失していた。また 3 種類の細胞株

（CLBL-1, GL-1, UL-1）においては、正常リン

パ節に比べて p16 遺伝子の発現量が少なかっ

た。p16, p15, p14 遺伝子の発現が消失していた

2 細胞株においては、当該領域のゲノム PCR で

まったく増幅が認められず、これら遺伝子領域

の欠失が示唆された。同様の異常が 14 例の T

細胞性リンパ系腫瘍症例のうちの 2 例で認めら

れたが、B 細胞系リンパ系腫瘍症例では認めら

れなかった。以上の所見から、p16, p15, p14 遺

伝子の同時欠失は犬のリンパ系腫瘍において

認められる分子生物学的な異常の一つであると

考えられた。 

 

(2) 犬リンパ系腫瘍細胞における p16 遺伝子

CpG island のメチル化：エピジェネティック制御

に関する解析の結果、p16 mRNA の発現が低下

していた 3 株のいずれにおいても、その CpG 

island は高メチル化状態であり、5-aza-dC の存

在下での培養によって p16 発現量が上昇した。

一方、p16 発現量が増加していた CL-1 におい

ては、CpG island は非メチル化状態であり、

5-aza-dC 処理による発現量の増加は認められ

なかった。以上の結果から、DNA メチル化を介

したエピジェネティックな制御による p16 遺伝子

の不活化は犬のリンパ腫細胞における分子学

的異常の一つであることが示された。 

 

(3) 犬の高悪性度リンパ腫症例における p16, 

p15, p14 遺伝子の発現およびその予後との関

連：犬のリンパ腫症例から採取した腫瘍細胞に

おける p16 mRNA 量を正常リンパ節におけるも

のと比較したところ、p16 mRNA の発現は、62 例

中 53 例で低下(うち 21 例で検出限界未満)して

おり、9 症例で上昇していた。この 62 例のうち、

18 例で p15 mRNA が検出限界未満であり、10

例で p14 mRNA が検出限界未満であった。また、



検討可能であった 68 例中 20 例において、p16

遺伝子 CpG island のメチル化が検出された。単

変量解析では、p16 発現レベル、WHO 臨床サ

ブステージ、免疫学的細胞系統、および解剖学

的発生部位が予後に影響を与える因子であるこ

とが示された。多変量解析の結果、p16 発現レ

ベル(上昇)および免疫学的細胞系統(T 細胞系

由来)の2因子が負の予後因子として抽出された。

しかし、p16 CpG island のメチル化および p15, 

p14 遺伝子の発現量は生存期間に影響してい

なかった。また、p16遺伝子の発現低下と同遺伝

子 CpG island のメチル化との間には関連が認め

られず、その発現には DNA メチル化以外のエピ

ジェネティック制御機構の関与が想定された。 

 

(4) 犬リンパ系腫瘍細胞におけるヒストン H3 ア

セチル化による p16 遺伝子の発現制御：エピジ

ェネティックな制御機構の一つであるヒストン H3

アセチル化を解析したところ、p16 mRNA の発現

量の少ない 3 株(CLBL-1, GL-1, UL-1)では、

p16 mRNA の発現量の多い細胞株(CL-1)に比

べて、p16 遺伝子 exon 1 ゲノム領域が低アセチ

ル化状態にあることが示された。TSA 存在下で

培養したところ、2 種の細胞株(GL-1, UL-1)では

p16 mRNA 発現量の有意な増加が認められ、い

ずれの細胞株においても当該ゲノム領域のアセ

チル化レベルの上昇が観察された。本研究にお

いて認められたヒストン H3 の低アセチル化によ

る p16 遺伝子の不活化は、犬のリンパ系腫瘍に

おけるエピジェネティック制御の一つと考えられ

た。 

 

(5) 犬のリンパ系腫瘍細胞における ABCB1 遺

伝子のエピジェネティック発現制御：ABCB1 遺

伝子の発現量を比較したところ、リンパ系腫瘍

細胞株のうち、感受性株では耐性株に比べ

ABCB1 遺伝子の発現量が著しく低く、ABCB1

遺伝子 CpG motif の DNA 高メチル化状態お

よびヒストン H3 の低アセチル化状態が認めら

れた。さらに、感受性細胞株の培養液に DNA

脱メチル化薬（5-aza-dC）およびヒストンアセチ

ル化薬(Trichostatin A)を添加したところ、い

ずれにおいても ABCB1 遺伝子の発現量が著

しく増加した。しかしながら、症例由来の腫瘍

細胞においては、化学療法感受性群と耐性

群との間に明らかな差異は認められず、両群

のほとんどの症例で ABCB1 遺伝子 CpG motif

は低メチル化状態であった。これらの実験結

果から、犬のリンパ系腫瘍細胞株では、DNA

メチル化およびヒストン H3 アセチル化といった

エピジェネティック発現制御が犬の ABCB1 遺

伝子の発現量制御に関わっていることが示さ

れた。しかし、犬の症例由来リンパ腫細胞では、

化学療法感受性期と耐性期のいずれにおい

ても ABCB1 遺伝子は DNA 低メチル化状態で

あり、その過剰発現には発現促進経路による

活性化が必要であることが示唆された。 
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