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研究成果の概要（和文）：本研究では、腫瘍の診断治療法の開発を目的として、犬の腫瘍に特異的な変化をする
small-non-coding RNA分子とmRNA分子と腫瘍特異的なエクソソーム分子の解析を行った。その結果、次世代シー
ケンス解析を利用して、複数の犬の腫瘍で特異的変化を生じるRNA分子を発見した。また、犬の腫瘍のエクソソ
ーム内の発現small-non-coding RNA分子も同定し、メラノーマの発生と転移に関連する可能性のある分子を確認
した。また、犬の腫瘍で変化するRNA分子が、人でも同様な変化がみられる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：We studied the small-non-coding RNA and mRNA that change specifically in 
canine tumors to development for new diagnosis and treatment strategy. We also analyzed the 
tumor-specific exosome as well. As a result, we discovered RNA molecules that cause specific 
alternative expression in several different canine tumors using the next-generation sequence 
technology. We also identified the deferentially expressed small-non-coding RNA in the exosome from 
melanoma. This deferentially expressed pattern depends on the melanoma development and metastasis 
condition. Finally, we also found the similarities of RNA molecule expression pattern between humans
 and dogs with our transcriptome data.

研究分野： 臨床獣医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍に特異的な変化を示すsmall-non-coding RNAは、人医療でも獣医医療でも、液体バイオプシー（Liquid 
Biopsy）として、早期の的確な診断を達成するために重要なテーマである。本研究の成果である犬の腫瘍（エク
ソソーム）特異的なこれらの分子の発見は、直接、獣医医療の発展に貢献する。さらに、人と犬の腫瘍の類似性
をRNAレベルで比較することで、本研究の成果は獣医医療のみならず、人医療にも応用発展できる可能性を示し
た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

この数年、人の腫瘍学では small RNA 分子である microRNA が重要な役割を担うことが知られ

ている[Minju Ha, Nat Rev Mol Cell Biol 2014]。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 EGenes Chrom Cancer 2011]、膀胱腫瘍[Vinall RL Am J Vet Res 2012]などに関する

報告がある。申請者は若手研究(B)と基盤研究(B)の成果として、犬の腫瘍で特異的に発現変化す

る microRNA の存在や低酸素培養の影響などを報告している。さらに、人医療では血液癌マーカ

ーとして microRNA が着目され、腫瘍特異的な血中 microRNA の報告は多くある。一方、獣医領域

では、申請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]。 

血中 microRNA の多くはエク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。 最近、人膵癌の新規マーカーとしても報告され、人腫瘍診断学に改革が生じてい

る[Melo SA, Nature 2015]。近年では液体バイオプシー（Liquid Biopsy: 腫瘍組織バイオプシ

ーに対して、体液（血液、尿、脳脊髄液など）に含まれる物質を利用して病態を診断する）とい

う新しい概念も確立された[Lim SH, Can Lett 2014]。Liquid biopsy で腫瘍を診断するために

は、特定の腫瘍に限定的な分子の発見が必須である。つまり、血液中のエクソソームから特定の

腫瘍由来のものを同定する必要がある。一方で、伴侶動物領域では未だ腫瘍に関連するエクソソ

ームの報告すら無く、獣医療における早急な課題である。 

 
 
２．研究の目的 
これまで申請者が行った犬腫瘍に関連する microRNA 解析研究 (若手研究(B)H22-23、基盤研究

(B)H25-27)の成果として、犬の腫瘍特異的 microRNA の存在を明らかにしてきた。その結果を発

展させ、スマートな（より選択的、より効率的）腫瘍の診断・治療法を確立させることが目的で

ある。そのために、さらに犬の各腫瘍に関連する microRNA やその他の small-non-coding RNA の

発現パターンを解析する。同時に mRNA の発現解析と、microRNA との相関関係を解析する。さら

に、腫瘍特異的なエクソソームを分離、含有 microRNA を詳細に解析する。特に、これまで報告

されている表面抗原タンパクの検出とは異なり、腫瘍特異的な表面分子の発現パターンを解析

する。また、症例腫瘍の細胞株から抽出したエクソソーム含有 microRNA の、培養条件の違いに

よる比較解析を行う。最後に治療を見据えて、犬の腫瘍細胞株への microRNA の導入とそれによ

る変化を観察する。 

 
３．研究の方法 
犬自然発生腫瘍関連small-non-coding RNA解析のために、犬の症例から肝細胞癌、 乳腺腫瘍、 

メラノーマなどを手術時に採材し、small RNA を含む RNA 分子を抽出した。抽出した RNA 分子は

次世代シーケンス（RAN-Seq 解析）で発現配列の決定を行った。得られたシーケンスリードを CLC 

work bench ソフトで発現差、SNP、ゲノム上へのマッピングなどの解析を行う。次に、次世代シ

ーケンスで腫瘍特異的変化を生じる候補を選出し、各腫瘍での発現を 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。同時に症例の血液サンプルも採取して血中の変動

も確認する。 

犬の腫瘍特異的エクソソーム解析を行う。エクソソームは腫瘍細胞株培養上清、臨床血漿サン

プルからエクソソーム回収・抽出する。腫瘍細胞株は犬の肝細胞癌、メラノーマ、リンパ腫を培



養し、上清中に分泌されるエクソソームを回収する。臨床サンプルである犬の腫瘍の血液中のエ

クソソームも採取する。腫瘍と血液をセットで採取して、病理検査結果を確認後、microRNA タ

ーゲット探索と生物活性解析の情報、臨床例での解析にも利用する。エクソソームは、エクソソ

ーム表面抗原（CD9、TSG101 など）によるウエスタンブロット(WB)法で確認する。抽出したエク

ソソームを用いて、レクチンアレイで発現している糖鎖パターンを解析する。腫瘍特異的なエク

ソソーム解析として、培養細胞株からエクソソームが分離されたら、含有されている samll-non-

coding RNA の解析を次世代シーケンサ-で行う。 

更に、犬の腫瘍細胞株を利用して、microRNA の遺伝子導入後のターゲット遺伝子の発現変化と、

細胞の形質変化を観察する。 

 
 
４．研究成果 

犬の自然発症する腫瘍に関して、発現に差が生じる non-coding RNA 分子を複数の腫瘍(肝細胞

癌、メラノーマ、乳腺腫瘍)で同定できた。特に non-coding RNA の中でも microRNA に関しては、

多くの変化とそれに対応するmRNAの in silicoでの同定を行えた。また、microRNA以外のsmall-

non-coding RNA に関しても、メラノーマを中心に発現の変化を確認した。 

 

犬の肝細胞癌で特徴的に変化する microRNA を同定した。また、特に肝細胞癌で発現が減少す

る microRNA-1 とそのターゲットである MET 遺伝子が、増殖速度の異なる細胞株で発現に差があ

ることを発見した（Lai YC, Vet Comp Oncol 2018）。この microRNA-1 と MET 遺伝子の発現は有

意に相関していた（r=-0.78, p<0.0001）。犬の肝細胞癌では増殖の速いものと、遅いもの(つま

り、進行度合いが異な

る)がある。この結果は、

犬の肝細胞癌の臨床画

像診断、病理学的観察で

は確認できないが、臨床

上重要である現象を捉

えれている可能性があ

り、今後臨床で確認した

い。 

図１：犬の肝細胞癌の細胞株で増殖が速い（95-1044 株、AZACH）と遅い
（95-0112 株）で、microRNA-1（miR-1）と MET 遺伝子の発現が逆転してい
ることが示されている。 
 

犬のメラノーマに関しては、microRNA おいては、microRNA-21、16、29b、34a、122、125b、140、

190、 204、223、301a、338、383、450b、542 等の上昇と microRNA-1、96、141、182、183、200b、

205、375、429 の減少を確認した（Rhaman MM, Int J Mol Sci 2019; Ushio N, Onco Lett 2019）。

特に microRNA-450b のターゲットである PAX9 との関連性（相関すること r=0.74, p<0.0001）に

着目した。PAX9 は転写因子であり、さらに下流のターゲット遺伝子 BMP4 と MMP9 の発現にも変

化が生じることを確認した。メラノーマは効率に浸潤・転移を生じる悪性腫瘍の代表であるが、

この microRNA-450b-PAX9-BMP4-MMP9 が、浸潤・転移に関連する可能性を継続して検討している。 

メラノーマでは small-non-coding RNA の中で、microRNA ではない、small-non-coding RNA に

関しても、発現の変化を確認した。これらには、snoRNA、snRNA、piRNA、tRFs（tRNA の断片化し

た RNA 分子）が含まれるが、snoRNA（snoRA24）、snRNA（U1 snRNA）、piRNA（piR-972）、tRFs（Mt-

 



tRNA-ser(1) fragment）とのように、それぞれの代表的な small-noncoding RNA で発現に変化が

見られた（Rhaman MM, Vet Comp Oncol 2019）。また、これらの変化はメラノーマの細胞株でも

再現され、さらに、メラノ

ーマの罹患犬の血漿中の

変化とも傾向が合致して

いた。これらのことは、今

後犬のメラノーマの新規

バイオマーカーの可能性

を示すことになる。非常

に、興味深いことに、

snoRNA（snoRA24）と snRNA

（U1 snRNA）は、人のメラ

ノーマの細胞株でも、犬の

細胞株と同様な変化を生

じていることを確認した。            

図。2 犬のメラノーマで変化する small-non-coding RNA 

 

人と犬のメラノーマには、非常に多くの共通点が見られることが病理学的には報告されている。

本研究では、人のメラノーマとの類似性を mRNA の発現レベルで網羅的に解析した。その結果、

人の悪性のメラノーマと犬のメラノーマは、非常に類似の発現パターンを示すことを発見した

（Rhaman MM, Oncol Report 2018）。同時に、犬のメラノーマで mRNA の発現変化が効率に生じて

いる染色体の同定などを行った。 

 

エクソソームに関しては、細胞株と犬の症例の血漿中からエクソソームを抽出することに成功

し、レクチンアレイでエクソソーム上の糖鎖修飾の変化を確認した。また、メラノーマ細胞株（原

発巣細胞株と転移巣細胞株）と正常な犬の血漿からのエクソソーム内の small-non-coding RNA

解析から、腫瘍に特異的な変化、転移に依存した変化を示すものを数種類分けることができた。

今後、これらの結果を実際の犬のメラノーマの症例の血液で確認することで、より的確な診断が

可能となると考えられる。 

 

最後に、犬のメラノーマで変化のあった microRNA-microRNA-301a の阻害配列を含む核酸の細

胞への導入が成功した。その結果、ターゲットの細胞内での microRNA-301a の発現を、抑制し、

ターゲットの遺伝子である NDRG2 の発現が増加することを確認した。現在、microRNA 阻害核酸

の導入法の効率的な方法を確認するとともに、遺伝子導入後の細胞の変化を確認している。この

実験は、今後、新規のターゲット分子の同定のみならず、治療法への発展を考えている。 
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