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研究成果の概要（和文）： 

 犬の乳腺腫瘍は、乳腺上皮細胞の腫瘍性増殖に加え、筋上皮細胞の腫瘍性増殖および骨・軟骨
形成（複合型乳腺腫瘍）を示し、さらにそれらの骨・軟骨の腫瘍化（混合腫瘍）を高頻度に伴
う特有の腫瘍である。しかしながら、乳腺腫瘍における筋上皮細胞増殖および骨・軟骨形成機
構は未だ解明されていない。本研究では、Sphere assay および aldefluor assay を用いて、乳
癌細胞株および複合型乳腺癌の初代培養細胞から乳癌幹細胞を同定、分取し、筋上皮細胞への
分化能を解析した。In vitro 分化能解析では、複合型乳腺癌由来の sphere 形成細胞は、分化
誘導前に比べて筋上皮細胞への分化を示す細胞の割合が増加した。In vivo 解析では、sphere
形成細胞は超免疫不全マウスに生着せず、筋上皮細胞への分化を明らかにすることはできなか
った。乳癌幹細胞を用いた機能解析は、犬に特有な乳腺腫瘍の発症機構を解明するために必要
である。 
 
研究成果の概要（英文）： 

  Mammary gland tumors most frequently occur in dogs and are unique in sometimes 
giving rise to complex or mixed tumors composed of both luminal epithelial and 
myoepithelial and/or osseocartilaginous components. The underlying molecular and 
cellular mechanisms remain central questions. Cancer stem cells in canine mammary 
tumors may be enriched in cell populations with the potential to differentiate into 
myoepithelial and luminal epithelial cells. We analyzed sphere-forming cells derived 
from mammary complex carcinomas using in vitro differentiation assay and 
xenotransplantation into immunodeficient mice. Sphere-forming cells showed the 
increased proportion of myoepithelial cells when cultured in the differentiation 
medium, whereas sphere-forming cells failed to induce tumor in all mice tested. 
Functional studies using cancer stem cells, including sphere-forming or ALDH+ cells, 
in canine mammary tumors of complex or mixed type, may be needed to elucidate the 
mechanisms responsible for the characteristics of canine mammary tumors. 
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１．研究開始当初の背景 

 犬の乳腺腫瘍は、乳腺上皮細胞の腫瘍性増
殖に加え、筋上皮細胞の腫瘍性増殖および
骨・軟骨形成（複合型乳腺腫瘍）を示し、さ
らにそれらの骨・軟骨の腫瘍化（混合腫瘍）
を高頻度に伴う特有の腫瘍である。今日まで
乳腺腫瘍で形成される骨・軟骨の細胞起源は
筋上皮細胞が強く示唆されているが、それら
の分化および腫瘍形成機構は未だ解明され
ていない。 
 

 

２．研究の目的 

 近年、提唱されている癌幹細胞発生説によ
れば、乳腺腫瘍においても正常乳腺と同様に
幹細胞の特性を有する乳癌幹細胞が存在し、
それから生じる腫瘍性乳腺上皮細胞および
腫瘍性筋上皮細胞からなる腫瘍組織を形成
する可能性が示唆されている。本申請研究は、
犬乳癌幹細胞を同定し、それらの特性解析を
行い、筋上皮細胞増殖機構および骨・軟骨形
成機構の解明を目的とする。 

 

 

３．研究の方法 

犬の乳癌細胞株および外科切除された乳腺
腫瘍の初代培養細胞から犬乳癌幹細胞を同
定し、分取した乳癌幹細胞の分化能を in 
vitro および in vivo 解析を行う。 
 
（1）犬乳癌幹細胞の同定 
フローサイトメトリー解析および細胞培養
により濃縮される犬乳癌科細胞集団である
アルデヒド脱水素酵素活性を持つ（ALDH+）
細胞、浮遊細胞塊を下記の方法で同定する。 
 
① Sphere assay 
本アッセイで形成される浮遊細胞塊は、固形
癌における癌幹細胞を濃縮することができ
る。浮遊細胞塊は、株化細胞および初代培養
細胞を成長因子添加無血清培地で 7日間培養
し、形成させる。 
 
② Aldefluor assay 
ALDH活性はヒトの乳腺幹細胞、乳癌幹細胞な
どで有することが知られており、この酵素活
性に基づき、犬乳癌幹細胞が濃縮されている
ALDH+細胞を同定する。 
 
（2）ALDH+細胞の特性解析 
犬の乳癌における ALDH+細胞の腫瘍形成能は

報告がない。それゆえ、マウス皮下移植によ
り腫瘍形成能を調べた。犬乳癌細胞株由来の
浮遊細胞塊はすでに癌幹細胞が濃縮されて
いることを報告している。 
 分取した ALDH+細胞および ALDH-細胞を超
免疫不全（NOG）マウス（7週齢、雌）の皮下
へ移植し、腫瘍形成能を検討した。経過観察
後、形成された腫瘍を採材し、病理組織学的
解析を行った。 
 
（3）犬乳癌幹細胞の分化能解析 
① in vitro 分化能解析 
組織学的に筋上皮細胞増殖を伴う乳腺腫瘍
（複合型）の初代培養細胞を用いて sphere 
assay により浮遊細胞塊を形成させる。回収
した浮遊細胞塊を単一細胞化（sphere 形成細
胞）し、分化誘導培地を用いて培養を行った。
7 日間培養後、α-平滑筋アクチン（αSMA）
に対する免疫細胞化学染色を行い、蛍光顕微
鏡下で観察し、構成される細胞集団の割合を
調べた。対象として筋上皮細胞増殖のない株
化細胞を用いた。 
 
② in vivo 分化能解析 
上記と同様の sphere 形成細胞を超免疫不全
（NOG）マウスに皮下へ移植し、腫瘍生着を
観察した。経過観察後、安楽殺し、移植部皮
膚を病理組織学的に解析した。 
 
 
４．研究成果 
（1）初代培養細胞の sphere 形成の能解析 
 複合型乳腺癌の初代培養細胞を用いて
sphere assay 解析では、解析したすべての細
胞で sphere 形成が認められた（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1.形成された浮遊細胞塊 
 
 
（2）ALDH+細胞の腫瘍形成能解析 
 筋上皮細胞増殖がみられなかった乳癌由
来の株化細胞から Aldefluor assay により
ALDH+細胞、ALDH-細胞を同定・分取し、NOG
マウスへ皮下移植した。ALDH+細胞は、ALDH-

 

 



細胞と比較して高い腫瘍形成能を示した（表
1）。病理組織学的に、形成された腫瘍は腺上
皮様細胞の増殖がみられた（図 2）。 
 
表 1.NOGマウスへの皮下移植による腫瘍形成 

 移植細胞数と腫瘍形成の相関 

  1×102 1×103 1×104 5×104 

ALDH+ 0/4 0/4 4/4 4/4 

ALDH- 0/4 0/4 0/4 2/4 

親株 - - 2/4 3/4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2.（上段）形成された腫瘍（矢印）.（下
段）腫瘍の組織像（HE 染色、Bar=50m）. 
 
 
（3）sphere 形成細胞の in vitro 分化能の解
析 
 Sphere 形成細胞の in vitro 分化能解析で
は、αSMA 陽性細胞（筋上皮細胞）の占める
割合は、分化誘導前は 26.5％であり、分化誘
導後は 46.27％を占め、有意に増加した。現
在、腺上皮マーカー（CK8 あるいは CK14）と
の二重染色を行い、筋上皮細胞および腺上皮
細胞の割合について検討している。 
 
（4）sphere 形成細胞の in vivo 分化能の解
析 
 複合型乳腺癌（4 種）の初代培養細胞から
得られた sphere 形成細胞を NOG マウスに皮
下移植し、in vivo 分化能を解析した。経過
観察した結果、sphere 形成細胞はすべて生着
しなかった。現在、条件を変更し再度解析し
ている。 
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