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研究成果の概要（和文）：イヌの腫瘍の診断と治療法の改善のために新規のバイオマーカーの探索を行った。特
にエキソソームと呼ばれる小分子が腫瘍から分泌されることに着目した。研究ではイヌの血液からエキソソーム
を超遠心法と呼ばれる方法で分離抽出した。抽出したエキソソームが人で報告されているものと同じかを表面の
抗原マーカーで確認した。さらに、近年、腫瘍のバイオマーカーとして注目されているマイクロRNAの分子に着
目した。複数のイヌの腫瘍で特異的に発現するマイクロRNAの同定が行えた。また、エキソソーム内のマイクロ
RNAの発現もリアルタイムPCR方で確認できた。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we seek the new molecular bio-marker for diagnosis and
 treatment of dog tumor.  We focus specially exosome molecule which has been identified as small 
follicle released from tumor. We successfully isolated exosome from dog blood by ultra centrifuge. 
Isolated dog exosome express surface antigen as similar as human exosome. We also investigated the 
expression of micro RNA in dog tumor.  Micro RNA has been intensively focused in human cancer 
biology. We can successfully identified the unique microRNAs in several dog tumor.  Finally, we can 
measure the microRNA expression in exosome by quantitative real-time PCR. 

研究分野： 獣医画像診断

キーワード： マイクロRNA　エキソソーム　イヌ　腫瘍　次世代シーケンス
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１．研究開始当初の背景 

近年，ヒト医療と同様にイヌでも腫瘍疾患

は最重要死因である．特に適切な早期診断，

転移と再発の予測診断は予後を左右する最

も重要な因子である．実際，転移の有無は腫

瘍治療学においては非常に重要であるが，現

状では画像診断による病巣検出以外の診断

法は無く，細胞レベルの転移の有無は検出で

きない．この数年，ヒトの腫瘍学では small 

RNA 分子の 1 つ, microRNA が重要な役割を

す る こ と が 知 ら れ て い る [Calin 

GA.,Nat.Rev.Cancer.2006]．獣医領域でも未だ

少 数 で あ る が ， 乳 腺 腫 瘍  [Boggs 

RM.Mamm.Genome.2008] ， メ ラ ノ ー マ 

[Noguchi S.JVMS ＆ Vet Comp Onc.2011]，リ

ンパ腫[Uhl E.Genes Chrom Cancer.2011]に関

する報告がある．研究代表者も基盤研究 B の

成果として，肝細胞癌で特異的に発現変化す

る microRNA やメラノーマで発現上昇する

microRNA を初めて発見した(肝細胞癌：第

157回日本獣医学会, メラノーマ:JCVIM2012,

論文リバイス中)．さらに，ヒト医療では血液

癌マーカーとして microRNA が着目され，本

年夏に「1 滴の血液中の microRNA を計測し

て，ガンを簡単に診断できる画期的な次世代

診断システムの開発」が NEDD の大型プロジ

ェクトとして発表されたのは記憶に新しい．

実際にヒト医療では腫瘍特異的な血中

microRNA の報告は多くある．一方で腫瘍罹

患イヌの血液中の microRNA に関する学術報

告は無く，研究代表者が乳腺腫瘍で血中の

microRNA-92a が増加することを報告したの

みである（第 156 回日本獣医学会）．一方で，

これらの microRNA がエキソソームと呼ばれ

る小胞体に含まれ，腫瘍を含む様々な細胞か

ら分泌されることが知られている．分泌され

たエキソソームが到達した細胞に取り込ま

れ遺伝子発現を変化させることも確認され，

ヒト腫瘍学の新しい研究テーマとなりつつ

ある. 

本研究は，臨床で最も問題となる腫瘍（特

に転移）の新規分子マーカーを獣医学に導入

するものである．さらに，その新規マーカー

分子（エキソソーム）を用いて転移前駆段階

の病態を解明する．エキソソーム分子の small 

RNA を病態と結びつけるために，実際の腫瘍

と細胞株を比較することで病態に特異的な

分子を見つけるという挑戦は新しい試みで

ある．さらに，実際の転移機構の一部でも発

見できれば，獣医医療はもちろん，医学会に

もブレークスルーを導く． 

 

２．研究の目的 

イヌ腫瘍に関連する microRNA 解析研究 

(若手研究(B)H22-23)の成果である腫瘍特異

的 microRNA の存在を発展させ，より詳細な

イヌ腫瘍関連 microRNA の同定とエキソソー

ムの抽出,エキソソーム含有microRNAの検出

法を確立させることが目的である．さらに,

近年着目されている低酸素状況への腫瘍細

胞の適応に関しても検討することを目的と

した.達成のために以下の 4 つの大きな柱を

研究する. 

(1) 複数のイヌ腫瘍で腫瘍特異的な

microRNAを詳細に解析 

(2) 各症例腫瘍から抽出したエキソソーム

含有microRNAに対する表面抗原の発

現解析 

(3) エキソソーム含有microRNAのリアル

タイムPCR法による検出 

(4) 低酸素培養条件（1-5％酸素濃度,通常は

21%酸素濃度で培養）で,腫瘍細胞のア

ポト－シス発生や治療への反応の解析 

研究の到達目標はmicroRNAをイヌ腫瘍の

病態解析,診断と治療のスタンダードへと確

立することである .特に, メラノーマ, 乳腺

腫瘍, 肝細胞癌, リンパ腫に関連するmicro

RNAの選出を行い, 各腫瘍の細胞株での発

現変化の確認する. また, 犬の腫瘍の治療

法の改善（低酸素負荷と化学療法への応用



を行うために, リンパ腫の細胞株を利用し

て低酸素状態と化学療法治療モデルとして

の可能性を検討する. 

 

３．研究の方法 

イヌ自然発生腫瘍関連 microRNA の同定 

イヌの症例から肝細胞癌, 乳腺腫瘍, メラ

ノーマを採取し, small RNAを含むRNA分

子を抽出する. 同時に正常な肝臓, 乳腺, 口

腔内組織からもRNAを抽出する. 抽出した

RNAは精製度の確認を行い次世代シーケン

ス用のライブラリを作成する. ライブラリ

の精度の確認の後, 次世代シーケンスによ

るRAN-Seq解析で20−25bpの核酸を中心に

配列の決定を行う. 得られたシーケンスリ

ードをCLC work benchソフトで発現差, S

NP, ゲノム上へのマッピングなどの解析を

行う. 

イヌ自然腫瘍関連microRNAの発現解析 

次世代シーケンスで候補を選出し, 各腫

瘍でmicroRNAの発現をTaqMANプライマー

プローブでリアルタイムPCRで発現解析を

行う. さらに, 近年注目されている, より高

感度に発現解析が可能なデジタルPCRで定

量的に解析する. 

イヌの腫瘍細胞株のmicroRNAの発現解析 

肝細胞癌, メラノーマ, 乳腺腫瘍の細胞株

でも自然発生腫瘍と同様の方法でmicroRN

Aの発現解析を行う. 

イヌ腫瘍症例の血液と癌性腹水からのエキ

ソソーム分離抽出 

イヌの腫瘍症例と腫瘍を発生していない

コントロールのイヌの血液（血漿, 血清）か

ら超遠心法と市販のキットを用いてエキソ

ソームを分離抽出する. 抽出したエキソソ

ームの表面抗原の発現をウェスタンブロッ

ト法で確認する. さらに,エキソソーム中の

microRNAの発現をリアルタイムPCRで確認

する. 同様のエキソソーム抽出解析を癌性

腹水でも行う. 

イヌ細胞株の低酸素培養の影響を確認 

イヌリンパ腫細胞株を用いて,酸素濃度を

変更（21％, 10％, 5％, 1％）して培養し, 低酸

素誘導遺伝子発現の確認を行う. さらに, 各

酸素濃度条件で培養した際の細胞の増殖能, 

アポトーシスの有無, 抗癌剤への反応性を確

認する. さらに,低酸素誘導性の抗癌剤の効

果を検討する. 

 

４．研究成果 

イヌのメラノーマ，乳腺腫瘍と肝細胞癌で

次世代シーケンス解析が行えた. この結果, 

各腫瘍と正常組織で多数の特異的発現を示

す microRNA を確認した.  

メラノーマでは miR-205 の著しい発現低下

と，miR-383 の過剰発現（同時に観察した他

の腫瘍（肝細胞癌, リンパ腫, 乳腺腫瘍）で

は 上 昇 し て い な か っ た ） を 発 見 し た

イヌメラノーマではmiR-205発現は減少し、miR-383発現は上昇している

相
対
発
現
比

m iR-205 m iR-383

 
イヌ肝細胞癌ではヒト肝細胞癌と同様に

miR-1 と miR-122 の発現低下を確認した. さ

らに, miR-1 のターゲット mRNA と考えられ

る c-MET遺伝子発現が増加していること, そ

の発現が細胞増殖速度に相関することを確

認した. 

イヌの血液からエキソソームを超遠心で分

離抽出した. 抽出したエキソソームの表面抗

原（TSG101 と CD9）の発現を確認した. 

 



イヌの血液中のエキソソーム含有 microRNA

の発現解析をリアルタイムPCRで行った. 正

常なイヌでの血清中全 microRNA とエキソソ

ーム含有 microRNA のプロファイルが異なる

ことからエキソソームを分離していること

が確認された. 

miR-21 miR-92a

血清 エキソソーム 血清 エキソソーム

10

5

0

正常なイヌの血清と抽出エキソソーム
におけるmicroRNA含有解析

（倍）

 
また, 癌性腹水中で腫瘍関連 microRNA で

ある microRNA-21 が増加していることを確

認した. 

リンパ腫の低酸素培養では, 5％以下の低

酸素で低酸素誘導性の遺伝子（HIF-1α、VEGF

など）の発現上昇とアポトーシスの抑制が観

察された. この条件で低酸素誘導性の薬剤を

使用することで細胞にアポトーシスを誘導

すること, HIF-1αの発現が低下することを確

認した. 
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