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研究成果の概要：犬の乳腺腫瘍細胞株に対して、我々が解析した犬の抗アポトーシス遺伝子の

塩基配列をもとに設計したリボゾーム修飾 RNAi(siRNA)を用いて細胞内のの抗アポトーシス
遺伝子の発現を特異的に抑制することに成功した。その結果、腫瘍細胞株のアポトーシスが誘

導され、腫瘍細胞の増殖が抑制されることが確認された。 
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１．研究開始当初の背景 

近年のペットブームで、犬や猫などの伴侶

動物（ペット）の飼育頭数は増加しており、

それに伴い小動物の診療技術の進歩が社会

的にも求められている。特に最近の犬と猫の

死亡原因は、新生物（腫瘍）の割合が高く、

本学部付属病院にも多くの腫瘍罹患動物が

来院している。ヒトの腫瘍において、Bcl-2

ファミリーの発現は腫瘍の形成や増殖およ

び化学療法、放射線治療に対する抵抗性獲得

に強く関係していると報告されている。最近

ではMcl-1に対するアンチセンス法と化学療

法との併用による抗癌作用の相乗効果が報

告され、臨床応用が検討されている。しかし、

犬や猫の腫瘍におけるBcl-2ファミリーのア

ポトーシス抑制機構への関連についてはい

まだ不明であり、Bcl-2ファミリー遺伝子を

標的とした治療への検討もされていない。 

RNA interference (RNAi) 法は特定の遺伝子

に対して相同性を示す２本鎖 RNA (small 

interfering RNA:siRNA) が引き起こす強力

な遺伝子発現阻害作用によって、細胞内の

特定遺伝子を特異的かつ効率的に阻害す

る方法で、腫瘍をはじめとする疾患の治
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療への応用が期待されている。そこでイヌの

乳腺腫瘍細胞に対してRNAi法を用いてBcl-2

ファミリー遺伝子の発現を特異的に阻害し、

抗腫瘍効果について検討した。 

 

２．研究の目的 
 獣医領域でも腫瘍の化学療法および放射

線療法おいて治療抵抗性が問題となってお

り、その対策が求められている。そこで、本

実験では、イヌおよびネコの腫瘍細胞に対し

て、RNAi法を用いてBcl-2ファミリーの発現

の阻害を検討する。さらにアポトーシス誘導

をさせる遺伝子については、実際に RNAiを

実験動物に投与して、組織移行性や毒性につ

いて検討する。 

 

３．研究の方法 
 イヌ乳腺腫瘍細胞由来株および悪性黒色

腫修羅医株に対して、RNAi法を用いてBcl-2

および Mcl遺伝子に対して特異的なsiRNAを

合成した。陰性対照として哺乳動物遺伝子と

相同性がなく RNAi効果がないと報告されて

いる二本鎖 RNA(Non Targeted RNA：ntRNA)

を合成した。 

 細胞としてイヌ乳腺腫瘍由来細胞株

(CF-33)を使用し、リポフェクション法を用

いて細胞内にsiRNAを導入した。対照として

はリポフェクション法に用いる試薬と ntRNA

を添加したもの(ntRNA) 、試薬のみを添加し

たもの(Mock)、何も添加しないもの(Medium)

を用いた。 

 siRNA導入 48時間後細胞を回収し、Real 

Time-PCR法と Western blot法により Mcl-1

の発現量と、設計したsiRNAのBcl-2および

Mcl-1遺伝子に対する特異性を調べるため

Mcl-1と相同性の高いBcl-2、Bcl-xL、Baxの

発現量も比較した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表-1RT-PCRに用いた犬の Bcl-2ファミリー遺伝子に 
特異的なプライマー 
Gene Sequence (5’-3’) Length of Accession no. 
  amplification (bp) 
Bcl-2 Forward:TGG ATG ACT GAG TAC CTG AA 206 AB116145 
 Reverse: GGC CTA CTG ACT TCA CTT AT  
Bcl-xL Forward:GCC TTT TTC TCC TTC GGT GG 185 AB073983 
 Reverse: CTC TCG GCT GCT GCA TTG TT 
Bax Forward:GGT TGT TGC CCT CCT CTA CT 219 AB080230 
 Reverse: GTA AGC ACT CCA GCC ACA AA 
Mcl-1  Forward:TGT GGC CAA ACA CTT GAA GA 120 AB093582 
 Reverse: GTC AAA CAA AGA GGC TGG GA 
GAPDH Forward:GGA GAA AGC TGC CAA ATA TG 194 AB038240 
 Reverse: ACC AGG AAA TGA GCT TGA CA  

  
 

さらに、生細胞数の測定と抗ssDNA抗体免

疫組織染色を用いたアポトーシス細胞率の

測定を行った。 

 
４．研究成果 

 siRNA導入細胞群では対照細胞群と比較し

て Bcl-2の発現を抑制すると、Bcl-2遺伝子

および蛋白の発現が抑制された。 
 一方で Mcl-1の発現を抑制すると、Mcl-1
遺伝子および蛋白の発現が抑制された(図 1, 
2)。 
 

図1 Mcl-1の発現の比較 
 

 
 
図2  Mcl-1蛋白の発現の比較 
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またsiRNA法で発現抑制していないアポト

ーシス抑制遺伝子と蛋白の発現量について

も比較したが、siRNA導入細胞群と対照細胞

群の間に有意な差は認められなかった(図 3)。 
 

 
図3  Mcl-1の発現を特異的に抑制場合の
Bcl-2ファミリー遺伝子発現 
 

このことから、本法は遺伝子特異的に発現

を制御することが確認された。 

 また生細胞数はsiRNA導入細胞群と、対照

細胞群（ntRNA、Mock、Medium）の細胞数と

比較して有意に低下していた。 

 またアポトーシス細胞率においては siRNA

導入細胞群は、対照細胞群のアポトーシス細

胞率と比較して有意に上昇していた。 

 Bcl-2および Mcl-1遺伝子を特異的に阻害

することにより生細胞数が有意に低下し、ア

ポトーシス率が有意に上昇したことから、イ

ヌのBcl-2およびMcl-1はヒトのBcl-2およ

びMcl-1と同様にアポトーシス抑制機能を有

する遺伝子であることが示唆された。さらに

Bcl-2およびMcl-1を標的としたRNAi法を行

った結果、生細胞数の低下とアポトーシス率

の上昇が認められたことから、本法が腫瘍治

療に有用であると考えられた。 

またBcl-2およびMcl-1蛋白は化学療法に

対する抵抗性の獲得に関与していると考え

られているので、今後はアポトーシス抑制遺

伝子と化学療法との関連を検討するため抗

腫瘍薬感受性の比較も行う必要があると思

われる。 

今回は実験動物へもsiRNAを投与して、生

体内におけるsiRNAの動態および抗腫瘍効果

の検討も行ないたがったが、残念ながら研究

期間内で検討するまでには至らなかった。そ

のため、今後は実験動物における検討も行な

いたいと考えている。 

さらに、最近開発されたBcl-2ファミリ阻

害薬を用いた犬の抗腫瘍効果についても研

究したいと考えている。 
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