
東京大学・大学院農学生命科学研究科（農学部）・准教授

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

基盤研究(B)（一般）

2020～2018

AIMによるマクロファージ特異的アポトーシスの機序解明とこれを利用した腫瘍治療

AIM expression, mutation and function in canine histiocytic sarcoma

１０４３３７１５研究者番号：

米澤　智洋（Yonezawa, Tomohiro）

研究期間：

１８Ｈ０２３４０

年 月 日現在  ３   ６ ２１

円    13,500,000

研究成果の概要（和文）：イヌの組織球性肉腫は発生機序や病態に不明な点が多い。本研究では、組織球に主に
発現し、細胞の生存に関与するタンパク質であるAIMの関与について調べた。イヌ組織球性肉腫細胞株の培養液
に組換えイヌAIMを添加したところ、濃度依存的にアポトーシスが引き起こされた。AIMを強発現する組織球性肉
腫細胞株をヌードマウスに移植したところ、腫瘍の増大速度が有意に低下した。組織球性肉腫症例のAIM遺伝子
配列には、ミスセンス変異が高確率で発見された。以上より、イヌAIMは組織球性肉腫のアポトーシス促進作用
および増大抑制作用を持ち、その発現低下や遺伝子変異が腫瘍発生のきっかけとなる可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The molecular pathogenesis of canine histiocytic sarcoma remains unclear. In
 this study, the relationship of AIM, apoptosis inhibitor of macrophage to this disease was 
investigated. When recombinant canine AIM was added to the media of canine histiocytic sarcoma cell 
line, the cell number decreased dose-dependently via apoptosis. When AIM overexpressed cell line was
 transferred to the nude mice, the tumor growth speed was significantly lower. The AIM genes of the 
patients had missense mutations with high probability. These results suggest that AIM intrinsically 
induce the apoptosis of histiocytes in dogs and AIM gene mutation could be one of the triggers of 
histiocytic sarcoma progression.

研究分野：獣医学

キーワード： 組織球　アポトーシス　腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでAIMの脂質代謝、肝硬変、腎不全との関連については活発に研究されてきたが、マクロファージや組織
球に関わる研究はいわば盲点になっていた。応募者は獣医学的な視点からAIM研究に取り組んだため、定説の盲
点をついた仮説にいち早く到達し、独自性のある研究を展開できた。また、マクロファージと腫瘍といえば、腫
瘍関連性マクロファージ（TAM）がよく知られている。TAMの分化制御機構は明らかになっておらず、また臨床例
においてTAMを駆逐する方法も見つかっていない。本研究の成果はTAMの分化制御機構の解明につながることが期
待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 イヌ組織球性肉腫は特定の犬種で好発する組織球の悪性腫瘍である。特にバーニーズ・マウン
テン・ドッグやフラットコーテッド・レトリーバーにおいてはその死因の 1/4 以上を占めると報
告されている。腫瘍の発生には遺伝的背景のほか炎症性疾患の罹患歴が関係しているとされて
いるが、詳細な発生機序は不明である。また、有効な治療法も確立されておらず、予後は 170 日
と極めて短い。イヌ組織球性肉腫の発生部位は皮膚や脳、肺、脾臓や関節など様々である上、中
には急速に複数の臓器に転移するもの存在し、その病態は多様である。 
 ヒトにおいても類似の疾患としてランゲルハンス細胞組織球症が存在する。しかし、本疾患は
日本で年間 15 人と発生が稀である上、診断後早期に死に至る悪性度の高い疾患であるため、発
生機序や病態・治療法はほとんど分かっていない。イヌ組織球性肉腫を疾患モデルとして用いる
ことでヒトの疾患にも応用できると考えられる。 
 Apoptosis Inhibitor of Macrophage (AIM)は組織球により産生され、組織球自身のアポトー
シスを抑制することが知られているタンパク質である。マウスでは AIM が炎症の抑制に関与し
ているとの報告もある。以上の背景は、AIM が組織球の腫瘍化や病態の多様性に影響している可
能性を示している。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではイヌの組織球性肉腫の発生機序や病態を形成するメカニズムを明らかにすること
を目的とし、イヌ AIM と組織球性肉腫との関わりを探索した。 
 
３．研究の方法 
①イヌ正常組織における AIM 発現、②組織球性肉腫に対する AIM の作用、③組織球性肉腫におけ
る AIM 発現、④組織球性肉腫症例における AIM の DNA 配列、⑤組織球性肉腫に対する変異 AIM の
作用の５点について検討することとした。 
 
４．研究の成果 
①イヌ正常組織における AIM 発現 
 ヒトの AIM は組織球に発現していることが報告されているが、イヌの AIM の発現に関しては
これまで報告が無かった。そこで申請者はイヌ AIM の配列を決定し、組換えタンパク質をウサギ
に免疫することで抗イヌ AIM ポリクローナル抗体を作出した。決定した配列および作出した抗
体を用い、健常なイヌの全身組織における mRNA・タンパク質発現を、RT-PCR、in situ 
hybridization、および免疫組織化学により検討した。 
 イヌにおいて、組織球の他、これまで報告がなかった単球や Bリンパ球、血管内皮細胞におい
ても AIM の発現があることが明らかとなった。この結果は、組織球性肉腫において、腫瘍細胞自
身だけではなくその他の細胞も AIM を発現している可能性が考えられ、免疫反応や血管新生が
活発な腫瘍微小環境の形成にも AIM が関与していることが示唆された。 
 
②組織球性肉腫に対する AIM の作用 
 組織球性肉腫に対する AIM の作用を検討するために組織球性肉腫細胞株の培養液に組換えイ
ヌ AIM を添加したところ、濃度依存的に細胞数が減少した。TUNEL 染色やフローサイトメトリー
により、この細胞数の減少がアポトーシスによるものであることが明らかとなった。さらに、AIM
を恒常的に強発現する組織球性肉腫細胞株を作製し、ヌードマウスの皮下に移植したところ、コ
ントロールと比較して腫瘍の増大速度が有意に低下した。このことから、イヌ AIM が組織球性肉
腫のアポトーシス促進作用および増大抑制作用を持つことが示された。 
 
③組織球性肉腫における AIM 発現 
 60 症例以上の組織球性肉腫の免疫組織化学を実施したところ、約 4 割の症例は AIM が低発現
であったが、約 2 割がまばらに発現しており、残りの症例では予想に反して発現が亢進してい
た。まばらに発現していた症例は全て複数の臓器で同時多発的に腫瘍が発生する播種性組織球
性肉腫と診断されていた。AIM を高発現する組織球性肉腫が存在したことから、アポトーシス促
進作用や増殖抑制作用を持たない AIM の存在が示唆された。 
 
④組織球性肉腫症例における AIM の DNA 配列 
 組織球性肉腫症例の AIM の遺伝子配列を解析したところ、複数の症例でアミノ酸置換を伴う 2
つのミスセンス変異を認めた。腫瘍部位以外でも同様の配列が認められたことから、この変異は
生殖細胞系列のものであると考えられた。なお、③にて AIM 発現が亢進していた症例は全て少な
くとも 1 つの変異を有していた。組織球性肉腫症例における各変異の出現頻度を疾患対照群と
比較したところ、統計的に有意な高いオッズ比が確認された。組織球性肉腫の発生頻度が最も高
い犬種であるバーニーズ・マウンテン・ドッグやフラットコーテッド・レトリーバーでは疾患コ
ントロール群でも変異保有率が高いことが明らかとなった。 
 以上のことから、いずれの変異も組織球性肉腫の発生に関係しており、特定の犬種で本疾患が
多発する１つの原因となっている可能性が示された。 
  



⑤組織球性肉腫に対する変異 AIM の作用 
 イヌ組織球性肉腫細胞株の AIM を CRISPR-Cas9 システムによりノックアウトし、代わりに変
異 AIM 遺伝子を導入した遺伝子改変細胞株を作出した。この細胞株を MTT アッセー、ウェスタン
ブロット、およびフローサイトメトリーにより解析し、比較した。その結果、変異型 AIM は正常
AIM と比較して有意に増殖活性が亢進しており、飢餓状態においては有意に細胞生存率が上昇し
ていることが明らかになった。 
  
・まとめ 
 本研究により、組織球性肉腫の発生や病態に AIM が関わっていることが示された。組織球性肉
腫の発生原因として、少なくとも AIM の発現低下と変異型 AIM の 2 つが影響していると考えら
れた(図)。また、変異型 AIM の存在は好発犬種の存在に合致する。さらに、AIM がリンパ球や血
管内皮細胞に発現していたことや播種性組織球性肉腫に特徴的な発現パターンが存在したこと
から、腫瘍微小環境の形成や病態の多様性にも AIM が影響している可能性が示された。 
 本研究では組織球性肉腫の遺伝に関わる因子を初めて明らかにした。これにより、組織球性肉
腫が高リスクとなるイヌの掛け合わせをブリーディングの前に察知することができる。また、変
異 AIM の機能のさらなる研究により、新たな治療ターゲットの探索にも繋がる。さらに、AIM の
病態への関与の詳細が明らかとなれば、組織球性肉腫を分子生物学レベルで細分化できるよう
になり、より適切な治療選択が可能となる。 
 イヌと同様、ヒトのランゲルハンス細胞組織球症でも AIM の変異が関与している可能性は大
きい。本疾患も遺伝的背景の影響が考えられているため、同様のメカニズムで組織球が腫瘍化し
ている可能性がある。現在本疾患の研究が遅れている要因の一つはその希少さにある。本疾患へ
の AIM の関与が明らかとなれば、今後イヌ組織球性肉腫での知見をよりヒト医療にも役立てや
すくなると考えられる。 
 組織球やリンパ球は、本変異を持つことでより効率よく外来抗原を除去し、生体を守ることが
できると考えられる。変異 AIM の有無が感染症の重症化や自己免疫疾患の発症にも関与してい
る可能性があり、本研究は様々な疾患の病態解明への糸口となるだろう。 
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