
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

挑戦的萌芽研究

2016～2015

イヌの悪性腫瘍のゲノム解析による臨床ゲノム診断法の確立に向けた先駆的研究

Pioneering study of genome analysis in canine malignant tumors to establish a 
clinical genome-based diagnostics

７０３７６６０６研究者番号：

渡邊　学（Watanabe, Manabu）

東京大学・大学院新領域創成科学研究科・准教授

研究期間：

１５Ｋ１４８６４

平成 年 月 日現在２９   ５ ２６

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：本研究は、イヌのがんゲノム解析により臨床ゲノム診断検査の構築、イヌのがん体
質・がん化の解明を目的とした。その成果として、微量のDNAとマルチプレックスPCR法を組み合わせ、次世代型
シークエンサーを用いて、DNA抽出後最短24時間でがんゲノムデータ取得を可能にし、迅速がんゲノム解析プラ
ットフォームを構築した。7種類のがん52症例を解析した結果、ヒト遺伝性乳がんの原因遺伝子であるBRCA2のゲ
ノム変化が２６種類検出され、遺伝子タイピングより乳がん好発するチワワ固有のゲノム多型であることや、が
んの悪性化等に関連することが示唆された。今後、イヌのがんの理解や医療への貢献が可能であると考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：In the study, we performed clinical cancer genome analysis to reveal the 
molecular mechanisms of canine tumors, and establish clinical diagnosis using multiple genotyping 
system. As the results of the study, we could detect a lot of genomic alteration from a trace of a 
DNA sample using multiplex PCR methods and next-generation sequencer. In a genomic coding region of 
BRCA2, which is responsible gene of a human hereditary breast/ovarian cancer syndrome, we detected 
26 regions in 7 kinds of tumors including 52 tumor bearing patients, and some of the detected BRCA2 
mutations might be related to tumor malignancies. In SNP genotyping analysis, we demonstrated that 
one of the BRCA2 variant could be a chihuahua breed unique genomic variants. These results suggested
 that the understanding of canine tumors and contribution to clinical applications. 
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１．研究開始当初の背景 

 

次世代型シークセンサー(NGS)の開発によ
り、革新的なゲノム解析が促進され、様々な
疾患が大規模シークエンス解読技術によっ
てその分子病態が明らかにされている、一方、
疾患に関与するゲノム多型・変異の解明によ
り、疾患関連領域を効率よくパネル化し、短
時間でゲノム解析結果が取得できる診断型
NGS が開発されている。加えて、がんをはじ
めとする疾患では血液中に存在するエクソ
ソーム、血中循環腫瘍細胞 cell free DNA 

(cfDNA) の検出を行う liquid biopsy は新しい
側面から病態を理解する上での解析対象で
あるとともに、将来的な非侵襲性の診断方法
として注目されている。比較疾患モデル学の
観点より、イヌ・ネコはマウス・ラットに代
表される人工発症型の疾患モデル動物とは
異なる自然発症型の次世代型疾患モデル動
物として注目されている。多くのヒトの疾患
が自然発症することより、イヌ・ネコの臨床
研究はヒト疾患へ外挿するうえでより適切
なモデルとして考えられる。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、イヌ腫瘍の臨床検体、liquid 

biopsy を用いた臨床がんゲノム解析プラット
フォームの構築、様々ながん種を対象にした
がんゲノム解析により分子病態を解明する
ことで獣医医療へ貢献を行うとともに、ヒト
のがんとの比較解析によりヒトがん研究領
域へのトランスレーショナルリサーチを目
指すことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

東京大学農学部付属動物医療センター(東
大 VMC)において、外科手術時に摘出された
生検サンプル等を採取し、同一症例の正常組
織、腫瘍組織および血液よりゲノム DNA の
抽出を行った。マルチプレックス PCR 法に基
づいた Ampliseq.TM を用いて約 180 種類のが
ん関連遺伝子ゲノムコード領域を標的とし
て 5132 のプライマーセットを作成し、各症
例の正常・腫瘍組織および cfDNA 由来のゲノ
ム DNA10ng をテンプレートとして、IonChef、
IonProton にてゲノム解読を行い、Torrent 

Suite™ にてがんゲノム解析を行った。 

 
４．研究成果 
 
(1) 臨床がんゲノム解析プラットフォームの 

構築 

 

 2017 年 3 月現在、332 例の腫瘍組織を採取
保存し、その内、腫瘍 7 種 52 例（乳腺腫瘍
16 例、肝臓腫瘍 11 例、肺部腫瘍 9 例、膀胱
腫瘍 9 例、肛門部腫瘍 4 例、脾臓腫瘍 2 例、
骨部腫瘍 1 例）を本研究のがんゲノム解析に
供した。臨床がんゲノム解析の結果、平均マ
ップ数 11,375,454、平均 on target 率 98.7％、
平均カバレージ 2,020、平均 uniformity88.7％、
平均アンプリコン増幅率 99.2％(5091/5132 セ
ット)であった。これらの結果より、本研究で
構築したがんゲノム解析基盤プラットフォ
ームは十分なゲノム解読結果を得られるこ
とが考えられた。 

 

 

(2) 臨床乳腺腫瘍症例のがんゲノム解析   

 

臨床乳腺腫瘍 16 症例を対象としたがんゲ
ノム解析の結果、総ゲノム変異コール数は正
常組織において 3244 カ所、腫瘍組織 2 ヶ所
において 3953 カ所、cfDNA において 3546 カ
所であった。乳腺腫瘍 9 症例におけるゲノム
変異の共通分布解析の結果、正常組織、腫瘍
組織 2 ヶ所、cfDNA のセットで検出されたも
のは 55.6％、腫瘍組織特異的に検出されたも
のは 10.7％、cfDNA 特異的に検出されたもの
は 16.6％であった。また腫瘍組織と cfDNA

で共通して検出された平均ゲノム変異は
14.9％であり、一定の割合でがん組織由来の
ゲノム DNA が血中に遊離していることが推
測された。ゲノム多型・変異検出の結果、ゲ
ノム多型・変異両方が検出された遺伝子は
BRCA2 と NOTCH3 の 2 遺伝子であり、
BRCA2では症例の半数(8/16症例)で確認され
たがNOTCH3に関しては1症例のみであった。 

 

(3) BRCA2 遺伝子コードゲノム領域の包括的 

がんゲノム解析  

 

本研究の乳腺腫瘍症例において検出され 

 



た BRCA2 のゲノム多型・変異と他の７種類
のがん種との包括的比較解析を行った結果、
総計 26 種類のミスセンス変異のゲノム多
型・変異が確認された。ゲノム多型頻度解析
において、2 部位は 90％以上の症例において
ゲノム多型が検出され、その他に高頻度でゲ
ノム多型を検出する 4 部位が確認された。一
方、ゲノム変異は 4 部位にて中頻度で検出さ
れた。これらの結果より、ゲノム多型とゲノ
ム変異が混在して塩基置換が導入されると
いうよりは、ゲノム多型を示す部位とゲノム
変異が検出された部位には特異性があるこ
とが考えられた。また、SNP genotyping の結
果より、本研究で検出された、ある多型は、
チワワ固有のゲノム多型であることが実証
された。チワワは乳腺腫瘍の好発犬種である
ことより、同多型はチワワにおける乳がん発
症のリスク多型としてのがん体質を担うこ
とが示唆された。また、ClinVar 等のヒトゲノ
ム annotation dataを用いてBRCA2とのゲノム
変異比較解析を行った結果、本研究にて検出
された複数のゲノム多型・変異がヒトにおい
ても pathogenic allele と判断されており、ゲノ
ム変化が種を通して有害な影響を有すこと
が示唆された。 

 

 

(4) ラパチニブ臨床治験結果とがんゲノム 

比較解析  

 

東大 VMC にて渡邊らの主導によりイヌ乳
腺腫瘍症例 5 例へラパチニブ臨床治験実施例
のうち、完全寛解 1 例および治験中断 2 例を
用いてがんゲノム比較解析を行った結果、中
断例に共通してラパチニブの標的分子のフ
ァミリー分子であるHER3の kinase domain内
にて有害なゲノム多型を検出した。同多型は、
ヒト乳がんにおいてアミノ酸置換による電
荷へ変化により HER2 とのヘテロ二量体形成
の親和性が上昇することが報告されている
HER3_E909G 変異に近位に位置することよ
り、同様な機序でラパチニブへ抵抗性を示す
可能性が予想された。 

 

 

 

(5) 結語と今後の展望  

 

本研究において、臨床生検組織、血液、
cfDNA 対象とした臨床がんゲノム解析プラ
ットフォームの構築に成功し、同解析系を用
いて乳腺腫瘍症例でのゲノム多型・変異解析、
BRCA2 ゲノムコード領域での包括的がんゲ
ノム解析、ラパチニブ抵抗性に関与するゲノ
ム多型を検出した。今後、本研究で確立した
がんゲノム解析プラットフォームを実際に
臨床ゲノム検査として活用するとともに、臨
床検体を用いた研究成果をダイレクトにが
ん患畜の診断・治療へのトランスレーショナ
ルできることが、本研究の最終的な目標であ
る”がんを克服する”ために必要であると考え
られた。また、イヌのがんゲノムデータをヒ
トのがんの適切なモデルとして比較解析す
ることは、新しい研究領域としてヒトのがん
の理解・医療に貢献することが可能であると
考えられた。 
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