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研究成果の概要（和文）：犬リンパ腫に対する化学療法において薬剤耐性獲得は治療に限界をもたらす主たる要
因となる。本研究では遺伝子発現量の網羅的解析によって、薬剤耐性獲得時には腫瘍組織において免疫応答や炎
症反応が抑制されていることが明らかとなり、それらに関連する６遺伝子が新規薬剤耐性遺伝子として抽出され
た。さらにこの６遺伝子の発現量に基づく遺伝子発現パネルによって高精度に化学療法耐性を予測するモデルが
構築された。本研究成果は犬のリンパ腫治療の成績向上に結びつくばかりでなく、人における腫瘍治療の参考に
なる知見を提供するものと考えている。

研究成果の概要（英文）：Drug resistance is a major cause of the failure in the chemotherapy for 
malignant tumors in dogs. In this study, comprehensive analysis of gene expression profiles revealed
 that immune responses and inflammatory reactions were suppressed in lymphoma tissues at the 
acquisition of drug resistance. In addition, a model to predict chemotherapy resistance was 
established using expression profiles of 6 genes associated with immune/inflammatory responses. This
 study revealed novel mechanisms of chemotherapy resistance and suggested that the resistance to 
chemotherapy could be predicted by the quantification of the 6 genes before chemotherapy. Findings 
obtained from this study would be beneficial for the chemotherapy in dogs and also provide useful 
information for the cancer chemotherapy in humans.

研究分野：農学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 リンパ腫は犬において最も発生頻度の高
い悪性腫瘍の一つであり、抗がん剤を用いた
化学療法に対する感受性が高いことから、お
もに CHOP 療法（シクロフォスファミド、ド
キソルビシン、ビンクリスチンを組み合わせ
た多剤併用療法）が実施される。 
 しかしながら、ほとんどの報告で初期奏効
期間 8〜10 ヵ月とされており、再発後にはい
ずれの抗がん剤も奏効しない「多剤耐性」が
大きな問題となることが多い。 
 抗がん剤に対する耐性機構は、薬物排出ポ
ンプによる抗がん剤の排出、薬物代謝による
抗がん剤の不活化、DNA 修復機構の活性化、
およびアポトーシス経路の不全に大別され、
それぞれに関与する分子が同定されてきた。 
 犬のリンパ腫に関しては、再発時あるいは
薬剤耐性となった際に ABCB1 遺伝子がコー
ド す る 薬 剤 排 出 ポ ン プ で あ る
P-glycoprotein (P-gp)の発現増強が認めら
れ、P-gp の発現が認められる症例では奏効
率が低く生存期間が短いことが知られてい
る。また、我々の研究成果から、犬のリンパ
系腫瘍細胞株においては薬剤感受性株と薬
剤耐性株の間には ABCB1 遺伝子の発現量に
差が認められ、それが DNA メチル化およびヒ
ストン脱アセチル化といったエピジェネテ
ィック機構によって制御されていることが
示された。また、ABCB1 遺伝子の発現が増強
している細胞株においてその薬剤耐性への
関与を明らかにしている。しかしながら、こ
れらの事象はリンパ腫の一部の症例におけ
る P-gp と薬剤耐性との関連を示唆するのみ
であり、多くのリンパ腫症例における薬剤耐
性機構の解明には至っていない。 
 我々は以前の研究において犬リンパ腫症
例に関して、薬剤耐性群と感受性群由来のサ
ンプルを用い、抗がん剤耐性への関与が示さ
れている 10 分子について mRNA の発現量を
検討した。その結果、耐性群の一部で ABCB1 
遺伝子の発現が増強していたものの、いずれ
の分子に関しても 2 群間に有意な差は認め
られなかった。 
 上述のようなこれまでの研究経過から、薬
剤耐性の発現は一つあるいは少数の分子に
よって制御されている訳ではなく、多くの分
子が関わるネットワークの変化によっても
たらされるものと考えられた。さらにこのネ
ットワークの変化にはこれまでに薬剤耐性
との関連が示唆されていない新規耐性因子
が関与している可能性が高いと考えた。 
 そこで、本研究では、犬のリンパ腫におい
て抗がん剤に対する耐性に関わる新規因子
の抽出およびそれらを含む薬剤耐性にかか
わる分子ネットワークの解明、さらにはその
評価法および制御法を開発するため、犬で利
用可能となった cDNA マイクロアレイを用い
て薬剤耐性獲得時の遺伝子発現プロファイ
ルにおける変化の網羅的解析を実施するこ

ととした。また、人医学領域において薬剤耐
性との関連が示唆されている遺伝子に関し
ても犬リンパ腫症例から得られた材料を用
いてその薬剤耐性との関連を検討した。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、犬のリンパ腫において化学療
法耐性獲得時の遺伝子発現における変化の
網羅的な解析から新規薬剤耐性因子の抽出
を行い、薬剤耐性に関与する新たな機構を明
らかにすることを目的とした。さらに抽出さ
れた新規薬剤耐性因子を含む複数の遺伝子
を用いた遺伝子発現パネルを作成すること
で、それらを臨床にフィードバックして薬剤
耐性の予測および抗がん剤の選択に利用す
ることをめざした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 犬リンパ腫症例における薬剤耐性獲得
時の遺伝子発現プロファイルにおける変化
の網羅的解析：犬のリンパ腫における薬剤耐
性機構に関するこれまでの研究では P-gp を
含む既知の因子と薬剤耐性との関連が検討
されてきた。しかしながら、多くの犬リンパ
腫症例における薬剤耐性獲得機構はこれら
既知の薬剤耐性因子だけでは説明できない
ことが明らかとなってきた。そこで本研究で
は、新規薬剤耐性獲得分子機構を明らかとし、
さらにその中で重要な役割を果たす耐性因
子を同定するため、犬リンパ腫症例が薬剤耐
性を獲得した際の遺伝子発現プロファイル
の変化を網羅的に解析することとした。この
目的を果たすため、多中心型高悪性度 B細胞
リンパ腫に罹患した犬 10 例に関して、化学
療法感受性期および耐性期に採取した腫瘍
サンプルを用いて遺伝子発現プロファイル
を cDNA マイクロアレイによって網羅的に解
析し、同一症例における感受性期と耐性期と
の比較を行った。この 2期の間の比較におい
て特に大きな発現量の変化が認められた遺
伝子に関してはリアルタイムPCRを用いてそ
の発現量の変化を定量的に比較検討した。さ
らに、得られた遺伝子発現量における変化の
デ ー タ を 用 い て Ingenuity Pathway 
Analysis(IPA)を実施することで、その遺伝
子発現の変化がもたらす生物学的機能にお
ける変化を検討した。 
 
(2)薬剤耐性因子を用いた遺伝子発現パネル
による化学療法耐性予測モデルの構築：犬の
リンパ腫においては薬剤耐性をもたらす詳
細な機構が解明されていないため、治療とし
て化学療法を開始する際には事前に感受性
を予測することができない。つまり、実際に
化学療法を開始しその効果を検討するまで
は選択した薬剤が適切であったのか知るこ
とができないという現状がある。そのため、
適切な効果を示す薬剤を決定するために時



間がかかったり、効果を示さない薬剤の投与
によって副作用のみが生じるといった多く
の問題点が存在する。そこで本研究では、(1)
で得られた研究成果を基に薬剤耐性因子を
用いた遺伝子発現量パネルを統計学的解析
から作成し、その臨床的な有用性を検討する
こととした。この目的のため、多中心型高悪
性度 B 細胞リンパ腫に罹患した犬 40 例を化
学療法感受性群および耐性群に分類し、これ
らの症例から得られた腫瘍サンプルを用い
て(1)で明らかとなった薬剤耐性関連遺伝子
の発現量を 2群間で比較した。さらにこれら
遺伝子の発現量データを用いて化学療法耐
性を予測する遺伝子発現パネルをロジステ
ィック回帰モデルにより作成し、化学療法耐
性を予測する感度や特異度を算出した。 
 
(3) 既知の薬剤耐性因子と臨床例における
化学療法耐性との関連の検討：犬リンパ腫に
おけるこれまでの薬剤耐性に関する研究の
ほとんどは特定の遺伝子やタンパク質の発
現量における変化に着目し解析を行ってい
る。しかしながら、特定の遺伝子における塩
基配列の異常も薬剤耐性獲得に関与してい
る可能性があると考えられた。そこで本研究
では、すでに薬剤耐性との関連が示唆されて
きた p53 遺伝子に着目し、その塩基配列にお
ける異常と臨床的に認められた化学療法の
効果との関連を検討することとした。具体的
には、高悪性度リンパ腫に罹患した犬 43 例
から腫瘍サンプルを採取したのちに
PCR-SSCP 法、および DNA 塩基配列解析によっ
て p53 遺伝子の塩基配列異常を解析した。次
に、p53 遺伝子における変異の有無によって
これら症例を 2群に分類し、化学療法の奏効
率および生存期間を群間で比較した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 犬リンパ腫症例における薬剤耐性獲得
時の遺伝子発現プロファイルにおける変化
の網羅的解析：リンパ腫に罹患した犬 10 例
の化学療法感受性期と耐性期の間で遺伝子
発現量の変化を網羅的に解析した結果、2 期
間で有意に発現量が異なる遺伝子として 57
遺伝子が抽出された。このうち 2遺伝子は耐
性期に発現量が上昇しており、55 遺伝子は発
現量が低下していた。これら 57 遺伝子のう
ち特に2期間の発現量に明確な差が認められ
た遺伝子として 16 遺伝子が抽出され、リア
ルタイムPCRによる詳細な発現量解析の結果、
CCR3, ASNS, CXCL8, CALCA, SASH1, IL1R2, 
FCER1A, SELE, LOC448801, EDNRB, PDK4, 
SERPINA1 および PLAUR の 13 遺伝子が新規
薬剤耐性関連遺伝子候補として抽出された。
このうち CCR3 と ASNS は化学療法耐性期に発
現量が上昇しており、その他 11 遺伝子は耐
性期に発現量が低下していた。また、上述の
ように抽出された 57 遺伝子の発現量変化に
関してIPAを用いてその生物学的機能におけ

る変化を検討した結果、感受性期と比較して
耐性期において不活化されていた生物学的
機能として 64 の機能タームが抽出された。
そのうち 32 ターム(50%)は白血球の活性化、
動員、脱顆粒などに関連するものであった。 
 本研究の成果として、犬リンパ腫における
新規の薬剤耐性関連因子の候補として 13 遺
伝子が抽出された。これら遺伝子群には炎症
反応や免疫応答に関わる遺伝子や腫瘍の浸
潤・進行に関与する遺伝子が含まれていた。
これら遺伝子の発現量における変化と臨床
的に認められる薬剤耐性との関連に関して
は不明な点が多いため、今後詳細な解析を行
っていく予定である。さらに、IPA による生
物学的機能における変化の検討によって化
学療法耐性期には腫瘍組織中における免疫
応答や炎症反応の抑制が起きている可能性
が示唆された。これまでの人医学領域におけ
る報告では、腫瘍の微小環境における免疫応
答活性化が化学療法に対する良好な反応性
と関連することが示されている。そのため、
本研究の成果を踏まえると、人と犬の両種に
おいて免疫応答や炎症反応の抑制が化学療
法耐性をもたらす新たなメカニズムである
可能性が示唆された。 
 
(2) 薬剤耐性因子を用いた化学療法耐性予
測モデルの構築：(1)の研究から新規薬剤耐
性因子の候補として見出された 13 遺伝子に
関して、新たにリンパ腫に罹患した犬 40 例
から得た腫瘍サンプルを用いてその発現量
を検討した。具体的には 23 例の化学療法感
受性群と 17 例の化学療法耐性群の 2 群間で
上記遺伝子の発現量を比較した。その結果、
ASNS, CCR3, CALCA, EDNRB, FCER1A および 
SASH1 の計 6 遺伝子において 2 群間に有意な
差が認められ、このうち ASNS と CCR3 は化学
療法耐性群で発現量が上昇しており、CALCA, 
EDNRB, FCER1A と SASH1 は発現量が低下して
いることが明らかとなった。次に、これら遺
伝子発現量データを用いてロジスティック
回帰モデルによって化学療法耐性予測モデ
ルを構築した。まず、遺伝子発現パネルに用
いる遺伝子の抽出を行ったところ上述した
解析結果と同じ6遺伝子が遺伝子パネルに組
み込むべき因子として抽出されたため、これ
ら遺伝子の発現量を元に化学療法耐性予測
の計算式を作成した。その結果、-24.1 + 8.2
×log(ASNS) + 14.0×log(CCR3) - 5.0×
log(CALCA) - 1.7 × log(EDNRB) - 9.3 ×
log(FCER1A) + 0.9×log(SASH1)という計算
式に各遺伝子の発現量を代入することによ
ってスコアを計算し、スコアが負であれば化
学療法感受性、正であれば耐性と予測するモ
デルが構築され、その感度と特異度はそれぞ
れ 0.717、0.801 とその精度は優れているこ
とが明らかとなった。 
 本研究から構築された化学療法耐性予測
モデルは、犬リンパ腫症例から採取した腫瘍
サンプルを用い遺伝子発現量を測定しスコ



アを計算することで化学療法開始前にその
感受性を予測できる可能性を示した画期的
なものであり、その高い感度および特異度か
ら臨床的な有用性が高いと考えられた。 
 
(3) 既知の薬剤耐性因子と臨床例における
化学療法耐性との関連の検討：高悪性度リン
パ腫に罹患した犬 43 例において p53 遺伝子
の塩基配列を解析した結果、7例(16%)におい
て異常が検出された。このうち 3例において
は 1 塩基挿入が認められ、4 例においては 1
塩基変異が認められた。また、これら 7例の
うち6例においてはアミノ酸配列に変化をも
たらす塩基配列異常を有することが明らか
となった。次にこれら塩基配列異常を有する
症例と異常を認めなかった症例との間で化
学療法の奏効率および生存期間を比較した
ところ、p53 遺伝子の塩基配列異常を有する
症例では異常を認めなかった症例に比べて
有意に化学療法の奏効率が低く、生存期間が
短いことが示された。 
 本研究から、犬のリンパ腫における薬剤耐
性には薬剤耐性関連因子の遺伝子発現量に
おける変化のみならず、特定の遺伝子の塩基
配列異常も関与していることが示された。と
くにp53遺伝子における塩基配列異常は犬リ
ンパ腫に対する治療の奏効率や生存期間と
の関連が示されたことから、症例の予後マー
カーとして有用である可能性が示唆された。 
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