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研究成果の概要（和文）：腫瘍抗原は癌細胞に発現するタンパク質であり、新規の診断法や治療法の開発に有用な素材
として注目されている。本研究では、犬のB細胞型リンパ腫における新規腫瘍抗原の同定を試みた。
その結果、26種の腫瘍抗原候補遺伝子を同定することができた。それぞれのタンパク質と血清の反応性を調べたところ
、リンパ腫に罹患した犬17頭中13頭の血清が、単離された16種のいずれかのタンパク質と陽性反応を示した。一方、10
頭の健常犬血清と陽性反応を示す腫瘍抗原候補タンパク質は確認されなかった。今後、反応が認められたそれぞれの組
換えタンパク質を作製し、それらを抗原とした定量的ELISAシステムを樹立することを目指す。

研究成果の概要（英文）：Tumor-associated antigens (TAAs), which are produced in tumor cells, are applied 
as biological markers, tumor vaccine antigens, and molecular targets of therapeutic drugs. In this study, 
we aimed to identify the TAAs of canine B cell lymphoma to develop novel diagnostic and therapeutic 
procedures by serological immunoscreening with canine testicular cDNA expression library.
In this study, we have primarily identified 26 different TAAs by immunoscreening. The results of 
serological mini-arrays of identified antigens showed that 13 of 17 sera of lymphoma-dog reacted with 
some antigens in contrast to 10 healthy dogs reacted with no antigens. These findings will contribute to 
the development of diagnostic technologies for patient dogs, although it is needed that establishment of 
quantitative ELISA system to measure serum antibody titer to those antigens.

研究分野： 獣医内科学

キーワード： 腫瘍抗原
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１．研究開始当初の背景 

近年、日本では犬・猫等の伴侶動物の寿命

が飼養管理の改善や予防獣医学の発展によ

り飛躍的に延長したが、その反面、加齢に伴

う疾患が急激に増加している。特に、高齢犬

では悪性腫瘍が死亡原因の半数以上を占め

るとも報告されており、その割合がさらに増

加傾向にあるため、治療法の改善や開発が急

務である。 

人の医学領域では悪性腫瘍に対する特異的

な診断法や有効な治療法の開発が進み、成績

が向上し続けている。一方、最近は伴侶動物

にも高度獣医療が求められるようになり、癌

治療においては、これまでの外科療法に加え、

化学療法や放射線療法も一般的に実施され

るようになってきた。しかしながら、人医療

において次世代の新規癌治療法として大き

く期待されている免疫療法に関しては獣医

療分野において、ほとんど研究が進んでいな

い。腫瘍抗原は癌細胞に特異的に発現するタ

ンパク質であり、それを利用した免疫療法に

関する研究は古くから行われてきたが、1991

年に Boon らがメラノーマ細胞を認識する細

胞傷害性Ｔ細胞（CTL）を誘導する抗原を同

定 (Science 1991;254(5038):1643-7) して

以降、特に急速に研究が発展してきた。CTL

が特異的に癌抗原を認識して攻撃すれば、正

常細胞を攻撃することなく (すなわち副作

用なく)、抗癌作用をもたらす事が可能とな

る。この現象を利用して、癌ワクチンによる

免疫療法、さらには樹状細胞を介して抗原提

示を強化する方法、あるいは抗原を認識でき

るレセプターをCTLに直接遺伝子導入する方

法などが開発されている。 

 

 

 

 

一方、特異的腫瘍抗原を分離する有効な手段

として、SahinらがSEREX法を報告した (PNAS 

92(25):11810-11813, 1995)。この方法は、

担癌患者の血清中には体内の腫瘍細胞を認

識する IgG 抗体が含まれており、それを用い

て対象の腫瘍抗原を分離するという原理に

基づいている。人ではこれまでに多数の抗原

が同定されており、診断マーカーとして有用

なものや治療のターゲット候補となりうる

抗原が多数含まれるため、非常に実施価値が

高い。本研究では、この SEREX 法を用いて単

離された犬のB細胞型リンパ腫における新規

の腫瘍抗原候補タンパク質を利用し、新たな

診断法や治療法の開発を目指した。 

 

２．研究の目的 

本研究の最終目標は、犬のリンパ腫におけ

る新規腫瘍抗原を腫瘍マーカーや腫瘍免疫

療法、抗原標的治療に応用することである。

遺伝子ライブラリーとB細胞型リンパ腫の罹

患犬の血清を用いた免疫学的スクリーニン

グを実施し、抗原候補タンパク質をコードす

るファージクローンを単離する。その後、有

用な特異的抗原を絞り込み、下図のように研

究を展開する。 
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 犬のリンパ腫は、詳細な細胞学的・免疫学

的分類が可能となってきた。これらの分類は

予後因子として非常に重要であり、化学療法

に対する反応性や生存期間との関連性が多

数報告されている。しかしながら、治療の根

管となる化学療法では、一時的な寛解は得ら

れるものの、その後に再燃を来すため、人の

リンパ腫と比べると全般的な予後は不良で

ある。国内外で様々な治療成績が多数報告さ

れているが、化学療法単独では、これ以上飛

躍的に治療成績を向上させるのは、やや困難

な感がある。一方で、治療効果を判定するた

めのモニタリング法についても検討されて

はいるものの、実際には臨床症状やリンパ節

の大きさで判定するしかないというのが現

状である。本研究では、犬の B細胞型リンパ

腫に特異的な抗原を同定することにより、そ

の中から診断や治療効果判定に有用な腫瘍

マーカーを探索することが可能である。また、

特異的抗原そのものを利用した免疫療法へ

の応用は、腫瘍細胞への攻撃を強化できると

いう大きな特徴を持っている。加えて、特異

抗原を直接の標的とする抗体療法等が適用

できれば、さらに腫瘍を縮小させる可能性を

高められると推測される。実際、これらの化

学療法と免疫療法の併用は、既に人の B細胞

型リンパ腫に適応され、治療成績を大きく改

善してきている。したがって、犬のリンパ腫

においても化学療法と免疫療法を併用すれ

ば、治療成績をこれまで以上に向上させられ

る可能性がある。近年、動物と人の比較腫瘍

学が注目されているが、自然発症し、動態が

人のものと類似している犬のリンパ腫は恰

好の臨床モデルとも言える。将来的にはリン

パ腫を発症した犬を対象に大学病院等で治

験を行い、様々なデータの集積を目指す予定

であるが、そこから得られる成果を人の医療

へ還元することが可能であるという点にお

いても、本研究の意義は非常に大きいと考え

られる。 

３．研究の方法 

(1)SEREX スクリーニングによるクローンの

選別と遺伝子解析 

Sahinらの方法 に基づきSEREXスクリーニン

グを実施する。すなわち、大腸菌にλファー

ジを感染させ、プラークを形成させる。IPTG

によってタンパク質発現を誘導し、ニトロセ

ルロースメンブレンに転写する。血清を一次

抗体として反応させ、二次抗体は抗イヌ IgG

を用い、発色させて陽性プラークを回収する。

スクリーニングを 3回程度繰り返し、単一の

クローンを分離する。得られた cDNA の塩基

配列を解析し、データベースを用いて遺伝子

の同定を行う。 

(2)特異抗原の選別と腫瘍マーカーへの応用 

(1)で得られたファージクローンを用いて小

規模のプロテインアレイを実施する。すなわ

ち、分離したファージクローンから誘導発現

させたタンパク質をまとめてメンブレンに

ブロットし、複製する。それぞれにリンパ腫

罹患犬血清を一次抗体として反応させ、多数

の候補抗原の中から罹患犬に陽性率の高い

抗原を発色させ選別する。選別した抗原の組

換えタンパク質を哺乳類株化細胞もしくは

大腸菌を用いて作製し、それをコートしたプ

レートを用いて ELISA 法を実施する。治療前

後における血中の抗体価を比較する等、腫瘍

マーカーとしての有用性を検討する。 

 

 

４．研究成果 

腫瘍抗原は癌細胞に特異的に発現するタン

パク質であり、腫瘍診断マーカー、癌ワク

チン、免疫療法、標的治療薬などの開発に

有用な素材として注目されている。本研究

計画では、近年特に治療成績の向上が求め

られている犬のリンパ腫を対象とし、

cDNA ファージライブラリーから患者血清

を用いた免疫学的スクリーニングである



SEREX 法を用いて B 細胞型リンパ腫にお

ける新規の腫瘍抗原の同定を試みた。 

平成 26 年度までに、腫瘍抗原候補タン

パク質をコードするファージクローンが

26 種得られ、それらの遺伝子を同定するこ

とができた（下図 1） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１：同定された腫瘍抗原候補遺伝子 

 

また、ファージクローンが発現するタンパク

質と健常犬血清 (n=10) およびリンパ腫に

罹患した犬の血清 (n=17) を用いて、プロ

テインアレイを行い、その反応を定性的に

調べたところ、リンパ腫に罹患した犬 17 頭

中 13 頭の血清が、単離された 16 種のいずれ

かのタンパク質と陽性反応を示した。中でも、

犬の既報タンパク質 ACOX1、HPS4、KIF15、

SYCP1、TMBIM6 と相同性の高いタンパク質 5

種が、17 頭中 3頭 (17.6％) で陽性反応を示

した。一方、10 頭の健常犬血清と陽性反応を

示す腫瘍抗原候補タンパク質は確認されな

かった（下図 2）。 

Antigen No. 陽性反応数 （％） 

1.  CCDC110 2/17 12 

3.  KIF15 3/17 18 

5.  CAGE1 1/17 5.8 

7.  ACOX1 3/17 18 

9.  CTCFL 2/17 12 

11. CCDC88A 1/17 5.8 

16. RAI14 1/17 5.8 

17. POLI 2/17 12 

18. EFCAB6 1/17 5.8 

19. TSGA10 2/17 12 

20. HPS4 2/17 12 

21. TMBIM6 3/17 18 

22. FAU 1/17 5.8 

23. SYCP1 2/17 12 

24. CCT2 2/17 12 

図 2：腫瘍抗原候補タンパク質と患者血清の

反応性 

 

また 4 頭の B 細胞型リンパ腫罹患犬につい

て、発症時と完全寛解時の血清で同定され

た抗原候補タンパク質との反応性を比較し

たところ、それぞれ発症時と完全寛解時の

血清で反応した抗原が異なった。したがっ

て、定性的な反応系では、特異的なタンパ

ク質を同定するには至らなかったため、大

腸菌発現系を用いて ACOX1、HPS4、KIF15、

SYCP1、TMBIM6 それぞれの組換えタンパ

ク質を作製し、それらを抗原とした ELISA

システムを樹立するとともに臨床サンプル

を増やし解析中である。 
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