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研究成果の概要（和文）：　犬のリンパ腫に特異的に発現する遺伝子のin vitroおよびin vivoにおける機能について
検討した。解析した3つの分子については、機能解析に有用な抗体を作成した他、ある分子については定量ELISA系も確
立した。さらにin vitroおよびin vivoにおいて機能を明らかにできたものも存在し、今後の犬のリンパ腫治療に応用
できることが期待される。

研究成果の概要（英文）：The genes specifically expressed in canine lymphoma was analyzed in vitro and in 
vivo. Especially, three genes were analyzed in detail, and the function was elucidated among some of 
them. This results would expect that these molecules could be target for lymphoma therapy in the future.

研究分野：臨床腫瘍学

キーワード： リンパ腫　犬

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 犬のリンパ腫は、犬の血液系腫瘍の中で最
も発生が高い重要な疾患である。これまで犬
のリンパ腫の発生機序に関する研究は、人の
リンパ腫の研究から外挿されたものが多く、T 
細胞型リンパ腫におけるp16 の異常 
 (Fosmire et al. Vet. Pathol. 2007) 以外
に発生機序に迫った研究は知られていない。
また、治療は従来通り抗癌剤をもちいた多剤
併用療法が主流であり、人医療において用い
られる新規治療法(分子標的療法や免疫療法)
については、 その基盤的研究も含めてほとん
ど実施されていない。一方、人のリンパ腫に
対しては、その病態解析をもとに、抗 CD20 抗
体、HDAC阻害剤などの低分子化合物を用いた
治療法が実施され、よい成績を収めている。
従って、犬においても癌の3大療法に加えて新
規治療法を開発する事が肝要であり、それに
より大きな予後の改善につながると考えられ
る。しかし、これまで犬のリンパ腫につい
て、人医学からの外挿ではなく犬独自のリン
パ腫の発症機序や治療ターゲットを探索する
という研究についてはほとんど報告されてい
ない。  
 
２．研究の目的 
 これまでにマイクロアレイにより同定した
犬のリンパ腫特異的に発現する分子の機能を、
in vitroおよびマウス異種移植系を用いて明
らかにすることである。また、in vivo にお
ける機能の同定を時間的(経時的)・空間的(体
内の部位)に可能にするために、犬のリンパ
腫の腫瘍発生・増殖・浸潤・転移をマウス体
内において in vivo 発光イメージングを用
いて時空間的にモニターできる系を確立する。
それにより、リンパ腫特異的分子のリンパ腫
発生における役割を明らかにし、その分子に
関わる異常を是正する新規治療法を提示する
ことである。  
 
３．研究の方法 
細胞株 各分子の過剰発現またはノックダウ
ンさせるターゲット細胞としては、その後の
移植を考えてマウス細胞株EL-4, A20を用い
た。またレンチウイルス作製のためHEK293T
細胞を用いた。犬のリンパ腫細胞株として、
本研究室において樹立したEma, CLC, CLK、共
同研究者である辻本より得たUL-1, Nody-1、
そのほかの研究室より分与されたCLGL90, 
CLBL-1, 17-71, GL-1を用いた。 
Realtime PCR それぞれの細胞より常法にも
とづいてtotal RNAを抽出し、RevaTra Aceを
用いてcDNAを作製後、QuantiTect SYBR Green 
PCR Kit(QIAGEN)を用いてそれぞれの遺伝子
発現量を定量した。 
臨床サンプル リンパ腫症例由来腫瘍細胞に
ついては、山口大学動物医療センターおよび
東京大学動物医療センターに来院したリンパ
腫症例より飼い主の了解を得て、腫瘍細胞を

採取し、RNA抽出まで凍結させたか、そのまま
フローサイトメトリーによる解析に用いた。 
ポリクローナル抗体の作製 IL-37遺伝子に
ついては、GSTとの融合蛋白を作製後、
TiterMax Goldをアジュバントとして使用し
ウサギに免疫し、定期的に血清を回収するこ
とでポリクローナル抗体を得た。 
モノクローナル抗体の作製 DEPDC1B遺伝子
については哺乳類発現ベクターにくみこみ、
Balb/cマウスにelectroporation法をもちい
て免疫後、脾臓を採取しモノクローナル抗体
を得た。一方、CD70分子についてはラットNRK
細胞に過剰発現させ、その細胞をTiterMax 
Goldをアジュバントとしてラットフットパッ
ドに免疫することで膝窩リンパ節を回収し、
常法にもとづきモノクローナル抗体を得た。 
各分子を過剰発現させるベクターの構築 
 分子Aおよび分子Bの機能を確認するために、
各分子を過剰発現させたマウス細胞を作成し
た。方法は、それぞれの分子をコードする遺
伝子をレンチウイルスベクター
CSII-CMV-MCS-IRES-Bsdにを組み込み、レンチ
ウイルス感染系を用いてEL-4細胞に導入し、
ブ ラストシジン S 存在下で培養することに
より EL-4/分子AおよびEL-4/分子Bを得た。 
 また、分子Bについては、恒常的に過剰発現
する細胞に加えて、テトラサイクリンによっ
てその過剰発現を誘導できる細胞も作成した。
すなわち、テトラサイクリン誘導性レトロウ
イ ルスベクターである pRetroX-TetOn 
Advanced(Clontech)に分子Bをコードする遺
伝子を導入し、pRetroX-TO-Bを得たあと、こ
れをA20細胞にレトロウイルスに導入し
puromycin存在したで培養することにより 
A20/Bを得た。さらに、テトラサイクリン制御
ユニットであるpQC-tTS-IN (Clontech) をレ
トロウイルス感染系を用いて CHM5b-luc に
導入し neomycin 存在下で培 養することに
より、A20/B/TOを得た。 
各分子をノックダウンさせるベクターの構築 
 分子Aをノックダウンさせるために、それぞ
れの分子に対するshRNAを常法に従い設計し、
pSIREN-Retro-Qベクター（Clontech）に組み
込み、それぞれをレトロウイルスによりEL-4
に導入した。  
リンパ系腫瘍の in vivo移植モデル系を用い
た分子Bの機能の解析  
 上記のような遺伝子を導入後、Balb/cマウ
スへ移植することによりリンパ系腫瘍モデル
とした。上記のように作成した腫瘍細胞は
1x106細胞を大腿部に皮下移植した。腫瘍の大
きさはキャリパーを用いて継時的に測定した。
マウスの一般状態は毎日観察し、28 日後に安
楽殺後、腫瘍の発生などについて検討した。  
 
４．研究成果 
リンパ腫特異的に発現する遺伝子の同定 
 以前にマイクロアレイにより同定した約80
種の遺伝子の中で、20種については詳細な発
現解析を終了しており、犬リンパ系腫瘍細胞



株および 犬リンパ腫症例10 例のほとんどに
おいて健常犬由来 T 細胞より発現増強が認
められた遺伝子を同定した。本研究では、残
りの 68 種について、同様にして症例におい
ても発現増強が認められる遺伝子を同定した。
その中で、本研究においては、症例において
著しく遺伝子発現が増強していた３つの分子
（分子A、分子B、分子C；特許申請および論文
作成のために名前を伏せている）について解
析を進めた。  
 
リンパ腫特異的に発現する分子に対するモノ
クローナル抗体の作製 
 上記で同定した遺伝子A、遺伝子B、遺伝子C
について詳細な検討を行っていくために、そ
れぞれ抗体の作製を行った 
 遺伝子Aについては、DNAでマウスに免疫す
る方法により2回にわたり抗体作製を試みた。
その結果、ELISAおよび免疫沈降によって使用
可能なモノクローナル抗体は得られたものの、
当初の目的であったWestern blottingおよび
免疫染色に使用可能な抗体は得られなかった。
したがって、当初の目的であった免疫染色に
よってリンパ腫組織において分子Aが発現し
ているかについては確認できなかった。 
 分子Bについては、GST
との融合蛋白を作製し
それをウサギに免疫す
ることによりポリクロ
ーナル抗体を作製し、ま
た一方でラットのフッ
トパッドに免疫するこ
とにより、モノクローナ
ル抗体を得た
（1F5-4C2,1G7-1B7-B8, 
3H5-2A8）。これら抗体
はそれぞれWestern 
blottingおよびELISAに
もちいることができる
ことが明らかとなった。
さらに両抗体をくみあ
わせてのsandwich 
ELISA法を確立した。こ
れによってリンパ腫症
例における血清中分子Bの濃度の測定が可能
となったが、GST融合蛋白を用いたコントロー
ル実験により感度はそれほど高くないことが
判明したため、血清中の微量のものを解析す
るためには、なんらかの改善が必要であると
考えている。実際のリンパ腫症例の血清にお
ける濃度の測定は今後実施する予定である。  
 さらに、分子Cに対するモノクローナル抗体
も作製した。これは分子Cの過剰発現NRK細胞
をラットのフットパッドに免疫することでモ
ノクローナル抗体を得た。その結果、Western 
blottingだけではなく、細胞表面に存在する
分子Cをフローサイトメトリーで検出可能な
ことがわかった。そのため、本抗体は、今後
リンパ腫症例由来腫瘍細胞の細胞表面におけ

る分子Cの発現解析に用いることができるこ
とが明らかとなった。 
 
リンパ腫特異的分子とリンパ腫の治療抵抗性
および臨床的知見との関係性の検討 
 前項で同定した分子Aおよび分子Cについて
は、共同研究者より提供されたリンパ腫由来
腫瘍細胞を用いて、発現解析を行うとともに、
発現量と予後との関連について検討した。そ
の結果、生存期間の判明している30症例にお
ける両分子の発現増強は認められたが、発現
の量と生存期間についてはとくに相関は認め
られなかった。生存期間以外のパラメータに
ついては詳細な解析が必要であるが、現在の
ところこれら過剰発現している分子の臨床マ
ーカーとしての意義については明らかにはで
きていない。  
 
リンパ腫特異的に発現する分子のin vitroに
おける機能解析 
 前項で同定した分子Aおよび分子Bについて
はそのリンパ腫細胞における機能を明らかに
するために、それぞれ過剰発現およびノック
ダウン細胞株を作製することとした。 
 分子Aについては、マウス胸腺腫由来細胞株
であるEL-4細胞にレンチウイルスを用いて過
剰発現させたあと、細胞増殖、MAPK経路につ
いてWestern blottingによって検討した。そ
の結果、残念ながら細胞増殖については全く
変化がみとめられなかった。一方、MAPK経路
のうち、Ras→Raf→MEK→ERKの経路について
は、分子Aの過剰発現により亢進していること
が明らかとなった。このことは以前に他の種
類の腫瘍細胞株について同様に証明されてい
る結果と一致しており、リンパ腫においても
分子AはMAPK経路の亢進によってなんらかの
機能を発揮している可能性が示唆された。 
 一方、分子Aのノックダウン細胞を作製する
ために、分子Aに対するshRNAを作製し、レン
チウイルスによりEL-4細胞に導入した。分子A
に対するshRNAの効果については、前もって
HEK293T細胞に一過性に分子AのshRNAを導入
しノックダウンされることを確認した。しか
し、EL-4細胞については、分子Aを安定的にノ
ックダウンされた細胞を得ることはできなか
った。この理由については、分子AがEL-4細胞
の生存に関してなんらかの機能を持っている
ことを示唆しているのかもしれないが、そこ
を証明するにはいたっていない。 
 分子Bについては分子Aと同様に、過剰発現
細胞を作製することにした。遺伝子Bをレンチ
ウイルスベクターをも
ちいて、マウスリンパ腫
細胞株であるEL-4細胞
に導入した。その結果、
in vitroにおける細胞
増殖については何の変
化も認められなかった。



したがってすくなくとも分子Bはin vitroに
おいてリンパ腫細胞の増殖に対して影響を持
たないことが明らかとなった。 
 つぎに分子Bをドキシサイクリンで発現誘
導可能な細胞を作成した。そのためにテトラ
サイクリン(Tet)応答システムを使用するこ
とで、リンパ腫特異的分子のノックダウンを
時間的制御可能にした。リンパ腫細胞株A20
に、Tet 制御性活性 化因子発現遺伝子、Tet 
応答配列をもつ発現ベクターをレトロウイル
スで導入し、導入 1 日後にそ れぞれの薬剤
耐性マーカーであるピュロマイシン、ネオマ
イシンで選択培養することにより、ドキシサ
イクリンにより分子Bの発
現調節が可能な
A20/Tet-on/Bを得た。図に
示すようにこの細胞株は、
ドキシサイクリンを添加
することにより、分子Bの発現誘導が可能な時
間的制御可能な細胞である。またこの細胞は、
分子Bを発現誘導するとLPSによるTNFαの産
生が抑制されることがわかった。このことは、
分子Bが抗炎症に働く可能性を示唆している。 
 
リンパ腫特異的に発現する遺伝子の in vivo 
機能解析  
 つぎにこの細胞株にin vivoにおけるイメ
ージイングモニター可能にするために、
luciferase遺伝子の導入を試みた。しかし、3
回の試行を行ったにもかかわらず、分子Aおよ
び分子Bの過剰発現させた細胞株について目
的の細胞を得ることはできなかった。 
 したがって、発光イメージングなしで、分
子Bによるリンパ腫細胞への機能の解析をin 
vivoで実施することとした。Balb/cマウスの
後肢大腿部に腫瘍細胞を投与し、腫瘤が一定
の大きさになった時点で 
、マウスを2群に分け、片方の群にはドキシサ
イクリンを含んだ餌を、もう片方の群にはコ
ントロールの餌を給餌した。その結果、図に
示すように、ドキシサイクリン投与した群、
すなわち分子Bが発現した群においては、腫瘍
の増大が抑制される傾向にあることがわかっ
た。本結果は、分子Bがリンパ腫に過剰発現し
ているにもかかわらず、in vivoにおいては、
リンパ腫細
胞の増殖抑
制に働いて
いることを
表しており、
予想と異な
る結果が得
られた。こ
れの意味す
るところは現在のところ不明である。 
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