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研究成果の概要（和文）：　今回 Fasin-1およびmicroRNA-145(miRNA-145)を用いた犬炎症性乳癌の新規治療法の研究
基盤を確立する事が目的である。しかしながら，犬炎症性乳癌や犬乳癌の病理組織標本で，両腫瘍においてFascin-1発
現の有無に有意差は認められなかった。そこで,  現在まで犬自然発生腫瘍でのFascin-1発現の検索を開始した。その
結果犬自然発生腫瘍では上皮性腫瘍での発現は乏しく悪性間葉系腫瘍での強発現が認められ(表1), 特に線維肉腫と血
管肉腫で高度に発現が認められた。予後調査の結果から 線維肉腫ではFasicn-1発現の有無で局所再発あるいは転移に
関与することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： Facin-1 plays an important role in regulating cell adhesion as well as 
coordinating cell motility and invasion in physiological and pathogenic condition. To develop therapeutic 
method in canine inflammatory carcinoma, which is very aggressive cancer and poor prognosis, Fascin-1 may 
be a key factor for its function.
Unfortunately, paraffin-embedded specimens staining Fascin-1 protein by immunohistochemistry revealed no 
significant differences between canine inflammatory carcinoma and simplex carcinoma.
Thus, fascin-1 immunohistostaing was revealed that Fascin-1 expressed highly in mesenchymal tumors than 
that of epithelial tumors in canine spontaneous tumor. Furthermore, Fascin-1 expression may be related to 
the prognosis in canine fibrous tumor.

研究分野：臨床獣医学
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１．研究開始当初の背景 
	
  
	
 犬の炎症性乳癌は非常に悪性度が高く, 
腫瘍細胞の 周囲組織への浸潤, 転移が高
率に認められる極めて予後不良の腫瘍であ
り, 新規治療開発が望まれている。 申請者
はこれまでの研究から犬の炎症性乳癌にお
い て, 血管新生や悪性腫瘍の浸潤・転移に
関与しているタンパク質分解酵素である
Matrix Metalloproteinase (MMPs) が,  高
い活性をもって存在している事を発見した
(未発表 )。さらに , 細胞接着分子の
E-cadherin およびβ-catenin 発現の減少
と発現部位の変化および N-cadherin の発
現も確認しており , 犬の炎症性乳癌で
Epithelial-Mesenchymal Transition (EMT;
上皮間葉移行) の関与を示唆する結果も得
ている(未発表)。また, 申請者は, Fascin-1 
が犬の口腔内悪性メラノー マにおいて過
剰発現しており, 口腔内悪性メラノーマに
罹患した犬の生存期間に相関している事を
明らかとしている  (Yamada,  Murakami 
et al.,  2011 )。  
 現在, MMPs を阻害する新薬開発が医学
領域で進められているものの, MMP 阻害
薬は抗腫 瘍効果のみならず,  創傷治癒時
における血管新生などの生理的な生体防御
反応に対しても悪影 響を及ぼす問題点が
示唆されている。そのため, 申請者は, 犬
の炎症性乳癌における新規治療 開発にむ
けて MMPs を直接的な標的にするのでは
なく, MMPs を上流で制御する因子である 
Fascin-1および microRNA-145 (miRNA- 
145) に着目した。 
  Facin-1 はアクチン結合タンパクであり, 
生理的および病的な状態下で細胞運動に極
めて重要な役割を果たしている。また , 
Facin-1 は E-cadherin の発現減少を含む 
EMT に関与していることや,  MMP-9 を
過剰に発現および活性化させることが報告
されている(Hayashi et al.,  2011)。また,  
miRNA は細胞内に存在する 20-25 塩基
ほどの小さい RNA であり, mRNA の翻
訳抑制あるいは切 断を引き起こし, 遺伝
子発現を負に制御する non-cording RNA 
であり, がんをはじめとした様々な疾患に
関与する事が知られている。さらに 
miRNA のうち Facin-1 が過剰発現してい
る悪性腫瘍では miRNA-145 の発現が減
少 し て い る こ と も 報 告 さ れ て い る
(Sachdeva et al.,  2010)。  
本研究を進める上で, 申請者は次のような
予備的研究結果を得ている。 犬の炎症性乳
癌 の 自 然 発 症 例 に 対 し て , MMP-2,  
MMP-9 が 高 い 活 性 を 有 し て お り ,  
E-cadherin とβ-catenin の発現の減少と
発現部位の変化を確認している。 申請者が
樹立した犬炎症性乳癌細胞株に対して, 自
然 発 症 例 と 同 様 に  さ ら に MMP-2,  
MMP-9 が高い活性を有しており, これら
を阻害する事で, 細胞移動が抑制される事

を確認している。 
 
２．研究の目的 
 
	
 申請者は, 極めて予後不良である犬の炎
症性乳癌において ,  Matrix Metallo- 
proteinase (MMPs) や細胞接着分子の
E-cadherin およびβ-catenin の発現の減
少と発現部位の変化かある事を明らかとし
た。本研究は, これらの因子の上流に存在
する fascin-1や制御因子を用いた犬の炎症
性乳癌の新規治療法の研究基盤を確立する
事が目的である。 
 
３．研究の方法 
 
	
 着目因子発現の有無を病理学的に解析し
た後、腫瘍細胞での増殖抑制や細胞移動抑
制効果を示すかどうかを検証する。   
	
 その効果か MMPs や接着分子を介した
機構によるものかを検証する。 その後, 着
目因子の発現を調整する事によって , in 
vivo および in vitro における抗腫瘍効果
を判定する。 申請者は, これまでに着目し
た因子を用いて,  犬の炎症性乳癌の増殖
機構を解明し,  新治療開発のための基礎
的検討を行う。 
 
(1) Fascin-1 の  in vitro における  効果
の検証  
	
  
	
 Fascin-1 を申請者が樹立した犬炎症性
乳癌細胞株で共培養することによって ,  
細胞増殖および細胞移動の抑制効果を検証
する。方法として , 細胞増殖抑制能には 
WST-1 アッセイを , 浸潤抑制能には 
Invasion assay を用いて評価する。 また,   
抑制効果が認められた場合, MMPs や細胞
接着因子を介したメカニズムかどうかも解
析する。MMPs や細胞接着因子の遺伝 子
の発現には real-taime RT-PCR を, タン
パク質の発現には免疫組織学的手法および
ウエスタ ンブロッティングを, MMPs タ
ンパク質の活性には Gelatin zymography 
を用いて解析する。 
 
(2) miRNA-145 の細胞内導入   
	
  
	
 miRNA を細胞内へ導入する事によって, 
細胞増殖および細胞移動の抑制効果を検証
する。miRNA を細胞内に導入する方法と
しては,  過去に所属講座でリポフェクシ
ョン 法を用いる方法が成功しているため,  
同様な手法を用いる。細胞増殖および細胞
移動の抑制効果の解析には上記の方法と同
様の手法を用いて実施する。 
 
(3) Fascin-1 の  siRNA の作製  
  
	
 Fascin-1 はヒトおよびマウスに対する 
siRNA がコマーシャルでの入手可能であ
る。しかし,  犬に対して使用不可であった



場合, ウイルスベクターを用いて siRNA 
を作製する。 
 
(4) Fascin-1siRNA の細胞内導入  
 
	
 RNAi を細胞内に導入する方法として,  
過去に所属講座でリポフェクション法を用
いる方法が成功しているため,  同様な手
法を用いる。細胞増殖および細胞移動の抑
制効果の解析には上記の方法と同様の手法
を用いて実施する。 
 
(5) in vivo における  Fascin-1 および  
miRNA-145 の抗腫瘍効果の検討  
 
 Fasin-1 に 対 す る  siRNA あ る い は 
miRNA を導入していない細胞を接種した
マウスで形成された 腫瘍と導入した細胞
を接種したマウスで腫瘍形成における効果
を判定する。 
 
４．研究成果 
 
  Fascin-1の病理学的検索において、臨床
的に炎症性乳がんと診断された症例とリン
パ管浸襲が認められる乳腺単純線癌との発
現に有意差は認められなかった。そこで,  
現在まで犬自然発生腫瘍での Fascin-1 発
現の検索を開始した。使用した腫瘍検体は
計 113検体で, Fascin-1の免疫染色による
各腫瘍での発現状況の検索を行った。更に, 
線維肉腫 34検体, 血管肉腫 29検体を加え
て, 計 176検体を用いて免疫組織化学染色
を行った。その結果,  上皮系腫瘍 9/55 検
体, 間葉系腫瘍 21/37 検体, 独立円形細胞
腫瘍 5/21検体でFascin-1の陽性を認めた。
犬自然発生腫瘍では上皮性腫瘍での発現は
乏しく悪性間葉系腫瘍での強発現が認めら
れ(表 1), 特に線維肉腫と血管肉腫で高度
に発現が認められた(図 1) 。そこで, 治療
方法の乏しい線維肉腫および血管肉腫に焦
点をあてて予後調査を実施したところ, 線
維肉腫では Fasicn-1 発現の有無で局所再
発あるいは転移に関与することが明らかと
なり予後因子となる可能性が示唆された
(図 2, 3)。一方血管肉腫では, 予後が極めて
短期であるため予後因子となる可能性は否
定された。 

 
 

腫瘍 検体数 陽性数 陰性 
上皮系腫瘍    
マイボーム腺上皮腫 1 1  
移行癌 1 1  
鼻腔腺癌 1 1  
胃癌 1 1  
肛門嚢アポクリン腺癌 7 1 6 
皮脂腺腫 2 1 1 
肺腺癌 6 2 4 
乳腺癌 2 1 1 
小計 21 9 12 
間葉系腫瘍    
線維腫 3 1 2 
線維肉腫 6 4 2 
血管肉腫 4 4  
血管周皮腫 6 5 1 
悪性血管周皮腫 5 2 3 
平滑筋肉腫 2 1 1 
GIST 2 1 1 
線維組織球結節Ⅰ 1 1  
線維組織球結節Ⅲ 2 2 	
  
小計 31 21 10 
独立円形細胞腫瘍    
リンパ腫(T) 3 3  
組織球肉腫 3 2 1 
小計 6 5 1 
合計 58 35 23 

図 3線維肉腫における Fascin-1の再発と転移 

表 1	
 イヌ自然発生腫瘍における Fascin－1の発現 

図 1 線維肉腫における Fascin-1の発現 

図 2 線維肉腫における Fascin-1の発現と生存期間 
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