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研究成果の概要（和文）：本研究は Fragile Histidine Triad (FHIT)遺伝子座 intron4領域のゲ
ノム欠失（Int4D）が犬の腫瘍マーカーと成り得るか検討したものである。結果として Int4D
は、FHIT 遺伝子発現とは関連しない、体細胞レベルで生じているゲノム欠失であることが明
らかとなった。しかしながら、Int4Dを腫瘍マーカーとした場合の検出感度は決して高いとは
言えず、現時点での実用化は困難と思われた。 
 
研究成果の概要（英文）： The purpose of this study is to determine the feasibility of Int4D as 
a canine tumor marker. In conclusion, there is a possibility that Int4D is a somatic genomic 
deletion that does not relate to FHIT expression. Hence, the sensitivity of detecting Int4D 
as a canine tumor marker is questionable. Therefore, at the time being, it is not conclusive 
that Int4D can be used as a canine tumor genetic marker. 
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１．研究開始当初の背景 
FHIT 遺伝子は細胞のアポトーシスや細胞

周期チェックポイント機構に関わる遺伝子
である。本遺伝子の転写異常、蛋白発現の低
下もしくは欠損は、人の固形腫瘍や血液系腫
瘍において幅広く報告されており、腫瘍抑制
機構に関連する遺伝子とみなされている。申
請者はこれまで、本邦で確立された５つの犬
のリンパ系腫瘍細胞株における FHIT 遺伝子
の転写異常ならびに蛋白発現の低下を報告
した。さらにその過程で、全てのリンパ球系

腫瘍細胞株に共通に認められる FHIT 遺伝子
座 intron 4 領域の homo もしくは hetero 接
合性のゲノムの欠失（約 200bp:以下 Int4D）
の存在を明らかにした。また Int4D 配列は、
犬の short interspersed elements（以下
SINE）配列に一致することが明らかとなった。
そこで、様々な犬種に発生した様々な腫瘍組
織 DNA を材料として Int4D 発現を調べた所、
43/52 サンプル（82.7%）で Int4D が検出され
た。さらに興味深いことに、現在もしくは過
去に腫瘍の発症がある犬の末梢血液（血液塗
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抹では腫瘍細胞を認めない）においても、
32/38 頭（84.2%）で Int4D が検出された。ま
た、ある担癌犬の腫瘍組織ならびに複数の正
常組織（病理組織検査によって腫瘍細胞浸潤
が認められなかった）における Int4D は全て
同じ欠失パターンを示していた。一方、19/35
頭（54.3％）の非腫瘍罹患（もしくは腫瘍罹
患歴のない）犬の末梢血液においても Int4D
が検出されたが、この中で後に腫瘍を発生し
た 1 個体が確認されている。これまでの予備
実験より、FHIT 遺伝子座の intron 領域に位
置する Int4D は、腫瘍発生との関連性が示唆
され、さらに正常細胞からも広く検出される
ことから、担癌犬における先天的なゲノム上
の欠失であることが予測された。以上のこと
から、Int4D は将来的に腫瘍になりやすい個
体を選出するための犬の腫瘍マーカーとな
る可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景を基として、本研究では担癌犬
における Int4Dの保有率を明らかにし、さら
に担癌犬の腫瘍性腫瘤病変、および非腫瘍犬
の非腫瘍性腫瘤病変における Int4Dと FHIT
発現との関連性を明らかにする。また Int4D
が犬の腫瘍マーカーとして利用可能か否か
を検討するものである。 
 
３．研究の方法 
 犬の腫瘤サンプル：2009 年 11 月～2010 年
7 月の間に山口大学動物医療センターで外科
的に切除された犬の腫瘤病変[ 腫瘍性腫瘤
病変（良性、悪性含む）39 検体、非腫瘍性腫
瘤病変 8検体] 計 47 検体を対象とした。ま
たサンプルが採取された全ての罹患犬から、
正常体細胞として末梢血液を採取した。 
（1）PCR 法による Int4D 解析：計 47 検体の
犬の各種腫瘤病変ならびに末梢血液から DNA
を抽出し、Int4D 領域を増幅するプライマー
を用いた PCR 解析を行ない、腫瘤病変と非腫
瘤病変、また同一個体における Int4D の欠失
パターンを検出した。 
（2）Int4D と FHIT発現量との関連性：（1）
で明らかとなった Int4D の発現パターンと
Fhit 遺伝子発現との関連性を明らかにする
ため、各腫瘤病変から RNA、蛋白を抽出し、
Real-time PCR 法による FHIT遺伝子発現量解
析、また Immunoblot 法による Fhit 蛋白発現
を解析し、その関連性を検討した。 
 
４．研究成果 
（1）47 検体の犬の腫瘤病変のうち、22/ 39
検体（56.4%）の腫瘍性腫瘤病変において、
homo 接合性もしくは Hetero 接合性の Int4D
が検出された。一方、5/8 検体（62.5%）の非
腫瘍性腫瘤病変においてもInt4D が検出され
た。また、これら腫瘤病変で検出された Int4D

の欠失パターン（Homo もしくは Hetero 接合
性）は、個々の症例の末梢血液サンプルの欠
失パターンと一致した（図 1）。   

 以上の結果から、Int4D の欠失は全体細胞レ
ベルで生じるゲノムの欠失であることが明
らかとなった。また少なくとも本研究の結果
では、Int4D を保有しない担癌犬が 43.6%存
在することから、本領域の腫瘍マーカーとし
ての感度は決して高いとは言えない。しかし
ながら、非腫瘍犬群で Int4D が検出された個
体に関しては、将来的に腫瘍を発生するか否
かの追跡調査が必要と思われる。 
 
（2）Int4D が全体細胞レベルで生じる遺伝子
の欠失であるという（1）の結果をふまえ、
腫瘍性腫瘤病変（表 1）ならびに非腫瘍性腫
瘤病変（表 2）における FHIT遺伝子発現との
関連性を明らかにした。 
 
 表に示す通り、多くの腫瘍性腫瘤病変では、
Int4D 発現の有無に関わらず、Fhit 蛋白や
FHIT遺伝子発現量が低下しており、Int4D と
FHIT遺伝子発現との間に関連性を見出すこ
とは出来なかった。また、非腫瘍性腫瘤病変
においても FHIT 遺伝子発現が低下している
サンプルが認められたが、これらサンプルに 



 
関してもInt4D の発現との関連性は認められ
なかった。 

 
 (1)および(2)の結果から、Int4D が犬にお
いて全体細胞レベルで生じるゲノム欠失で
あることが強く示唆されたが、本領域を腫瘍
マーカーとした場合、その感度は高いとは言
えず、さらに非腫瘍犬群が将来的に腫瘍を発
生するかなどの追加調査が必要となるため、
現段階で本領域を臨床的に利用することは
困難と思われた。 
 
他方、本領域は犬の SINE 配列であり、ま

た FHIT遺伝子座の Intron 領域に存在するこ
とから、犬種もしくは個体により配列の異な
る遺伝子領域である可能性も考えられた[ち
なみに現在NCBI で公開されている健常犬（犬
種：ボクサー）のゲノム配列には、Int4D は
認められない]。そのため本研究の結果にお
いて、犬種ごとのInt4D 発現傾向を検討した。
すると、柴犬では 4/ 4 検体で Homo 接合性の

Int4D を、また M.ダックスフントでは、7 検
体中 4 検体が Homo、3 検体が Hetero 接合性
の Int4D を示していた。そこでこれら 2 犬種
に関し、さらに末梢血DNA サンプルを収集し、
解析したところ、柴犬では 7/ 7 検体 (腫瘍
罹患犬 4 検体、非腫瘍性疾患罹患犬 3 検体)
が Homo 接合性の Int4D を、M.ダックスフン
トでは 5/ 6 検体（腫瘍罹患犬 2検体：Homo 2
検体、非腫瘍性疾患罹患犬 3検体：Homo 1 検
体、Hetero 2 検体）で Int4D が検出された。
よって、少なくともこれら 2 犬種では Int4D
の発現に一定の傾向を示す可能性が示唆さ
れた。そのため将来的には、様々な犬種の体
細胞 DNA を国内外から収集し、犬種特異的な
Int4D の発現解析を検討することで、犬種特
異的な疾患群との関連性が見出せる可能性
も示唆された。 
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