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研究成果の概要（和文）：本研究ではイヌの各腫瘍に特徴的な発現をするmicroRNAを確認した。肝細胞癌、乳腺腫瘍、
メラノーマで次世代シーケンスによるRAN-Seq解析を行った。各腫瘍、血液、細胞株で特異的に発現するマイクロRNAを
リアルタイムPCRで解析した。メラノーマではmiR-205の発現低下とmiR-383の発現上昇が見られた。肝細胞癌と培養細
胞ではmiR-1とmiR-122の発現低下が確認できた。同時にmiR-1とmiR-122のターゲットのc-METとIGF1Rの発現上昇も確認
した。乳腺腫瘍では悪性度に依存してmicroRNAの発現が変化した。血中miR-21はリンパ節転移と関連する可能性が認め
られた。

研究成果の概要（英文）：The goal of this study is to identify the specific microRNA expression on the 
canine tumor. To archive this objective goal, small RNA sequence of canine hepatocellular carcinoma, 
mammary gland tumor, melanoma ware analyzed by RNBA-seq using the next-generation sequencer. In addition, 
selected microRNA expression ware investigated by real-time PCR in both tumor tissue, blood from canine 
patients, and cultured cell lines. In melanoma, miR-205 was down and miR-383 was up-regulated. In 
hepatocellular carcinoma and its cell lines, miR-1 and miR-122 is down regulation and their target mRNA 
(IGF1R and c-MET) is up-regulated. In mammary gland tumor, grovel miRNA expression was changed depend on 
malignancy. miR-21 is also up-regulated in blood of the metastatic mammary gland tumor.

研究分野： 獣医腫瘍学

キーワード： microRNA　イヌ　腫瘍　次世代シーケンス　腫瘍マーカー　腫瘍治療　メラノーマ　肝細胞癌

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

国内外の状況：ヒト医療では microRNA は

抗体分子が医学応用された時のような衝撃

を持って急速に基礎研究から臨床応用へと

広がっている。癌抑制 microRNA や癌源性

microRNA も続々と報告され、既にマウスでは

microRNA の導入治療成功例も報告されるな

ど、microRNA は診断ツールから治療ツールへ

と そ の 利 用 価 値 は 高 い [Bonauer 

A.Science.2009, Mendell JT.Cell.2009]。

microRNA は 2001 年の最初の報告から、これ

まで 18000 以上の学術報告があるが、60％以

上は過去2年半に報告されている最もホット

な研究分野の一つである。一方で、イヌ腫瘍

における報告はBoggsらの犬の正常組織と乳

腺腫瘍の microRNA の発現比較が先行し

[Boggs RM.Mamm.Genome.2008]、Noguchi らの

メラノーマ [Noguchi S.J Vet Med Sci ＆ 

Vet Comp Onc.2011]、Uhl らのリンパ腫[Uhl 

E.Genes Chrom Cancer.2011]、Giois らの

CLL[Gioia G.Vet Immunol Immunopathol. 

2011]、Vinall らの膀胱腫瘍（Vinall RL.Am J 

Vet Res.2012）に関連する６報告のみしかな

い。さらにはイヌでは microRNA が血清マー

カーになる報告は未だなく、臨床的に有用な

microRNA の探索は非常に重要である。 

これまでの研究でイヌの腫瘍においても

microRNA の腫瘍特異的発現の存在は示され

ている。しかし、現在までイヌの microRNA

配列はヒトやマウス（哺乳類では 1300 種類

程度の microRNA が存在する）に比べて 1/3

以下しか配列が確認されていない。それゆえ

に、アレイ上でヒトやマウスで病態との関連

が報告されている microRNA と相同するイヌ

の microRNA の確認ができていないものもあ

り、全てのイヌ固有の microRNA の発現解析

がカバーされていない。次世代シーケンサー

でイヌの全microRNAの配列が同定できれば、

新規同定した microRNA も病態解明の新しい

ツールとして利用でき、さらに microRNA の

臨床応用の現実性が飛躍的に前進すること

は明白である。 

一方、がん遺伝子 p53 は既に遺伝子導入に

よる治療効果がヒト医療で示され、イヌでも

その可能性は示唆されている[Kanaya N.J 

Vet Med Sci.2011]。ヒトの microRNA と p53

に関連する研究は多くあるが[Hermeking 

H.Nat Rev Cancer.2012]、イヌ腫瘍における

microRNA と p53 に関連した報告はない。イヌ

でもp53遺伝子治療は興味深いテーマであり、

新規に発見した腫瘍関連 microRNA との関連

性はヒト医療領域でも重要である。また、治

療という観点ではリンパ腫の化学療法は最

も成功している治療である。一方で薬剤耐性

の問題は大きい。近年、低酸素状況と腫瘍の

関連性やそれに伴う治療法の改善も勧めら

れており、獣医領域での応用性もある。 

２．研究の目的 

イヌ腫瘍microRNAの病態解明のツールと

しての確立、さらに臨床応用（①早期発見、

②転移の有無の確認、③治療への反応性確

認、④治療ターゲットの探索）の達成が目

的である。そのために、１）イヌの未同定m

icroRNA配列の確認（正常組織、腫瘍組織）、

２）各腫瘍（メラノーマ、乳腺腫瘍、肝細

胞癌、リンパ腫）関連microRNAの選出、３）

腫瘍特異的microRNAの腫瘍細胞株での発現

変化の確認、４）犬の腫瘍の治療法の改善

（低酸素負荷と化学療法、p53遺伝子導入）

への応用を行う。 

研究の究極のゴールは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。そのために各腫

瘍におけるmicroRNAの特徴的な発現を観察

する。さらに、リンパ腫は抗癌剤の治療が

最も成功している腫瘍であると同時にヒト

とイヌの双方でmicroRNAの解析も進んでい

る。本研究では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 

イヌ腫瘍関連 microRNA の同定 

腫瘍（肝細胞癌、乳腺腫瘍、メラノーマ）

と正常組織（肝臓、乳腺、口腔内組織）か

ら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。 

イヌ腫瘍関連microRNAの発現解析 

病理学的に確定診断がなされた肝細胞癌、

リンパ腫、メラノーマ、乳腺腫瘍からRNAを

抽出する。マイクロRNAの発現はTaqMANプラ

イマープローブを用いてリアルタイムPCR

で発現解析を行う。同時に同じ症例から血

液を採取して血清中と血漿中のRNAも抽出

する。抽出したRNAは組織と同様にリアルタ

イムPCRで発現を解析する。特に有用な変化

を示すmicroRNAはデジタルPCRで定量的に

解析する。 

イヌ腫瘍細胞株のmicroRNAの発現解析 

肝細胞癌、メラノーマ、リンパ腫の細胞株

の培養法は確立している。これらの細胞株

で実験②と同様の方法でmicroRNAの発現解

析を行う。 

イヌ細胞株の低酸素培養の影響を確認 

リンパ腫の細胞株で、２１％、１０％、５％、

１％と酸素濃度を変更して培養する。各条

件での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。低酸素誘導性の抗

癌剤を使用してその効果を検討する。 

p53遺伝子導入ベクターの開発と遺伝子治

療の応用性の検討 

ヒトのp53遺伝子導入ウイルスベクターを作

成して、それらの効率的な細胞への導入を検

討する。 

４．研究成果 

イヌ腫瘍の中でメラノーマ，乳腺腫瘍と肝

細胞癌とその腫瘍に対応する正常組織（肝臓、

乳腺、口腔内組織）で各グループ３例の個別

の個体から得られたサンプルで次世代シー

ケンス解析が行えた。各シーケンスにはユニ

ークな配列が多数含まれているが現在、イヌ

の microRNA として同定できるかゲノムシー

ケンスに対応させて検討している。同時に各

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。 

乳腺腫瘍では次世代シーケンスの前にアレ

イ解析を行った。その結果では 2倍以上の発

現差が乳腺管状乳頭状癌と正常乳腺の比較

で 245 個、乳腺良性混合腫と正常乳腺では 75

個と、悪性度に依存して microRNA の発現が

大きく変化することを認めた。さらに、血中

miR-21 はリンパ節転移を認めた症例で上昇

する傾向が認められた。 

メラノーマでは miR-205 の著しい発現低下

と miR-383 の過剰発現が見られた。miR-383

に関しては同時に比較した他の肝細胞癌、リ

ンパ腫、乳腺腫瘍では上昇していなかった。 

肝細胞癌ではヒト肝細胞癌でも報告されて

いる miR-1 と miR-122 の発現低下を確認した。

イヌ肝細胞癌細胞株でも miR-1 と miR-122 の

発現低下が確認できた。同時に miR-1 と

miR-122 のターゲット mRNA と考えられる

c-MET と IGF1R の遺伝子発現が増加している

ことも確認した。 

リンパ腫の低酸素培養では、５％以下の低

酸素で培養すると、低酸素誘導性の遺伝子

（HIF-1α、VEGF など）の発現上昇が見られ

た。同時に細胞の増殖が増加し、アポトーシ

スの抑制も観察された。さらに、抗癌剤（ド

キソルビシン）の治療に対して低酸素培養で

は正常酸素培養に比較して耐性を持つこと

を確認した。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。 

ヒト p53 遺伝子導入用のウイルスベクター



の作成に成功したが、実験期間内に細胞での

導入法は確立できなかった。 
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