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研究成果の概要（和文）：　犬の悪性腫瘍は、これまでに外科・放射線・抗がん剤療法を中心に、その治療法の
改善が取り組まれてきたが、依然として、犬の死亡原因の第1位の疾患である。とくに、犬膀胱癌は手術で取り
きることが困難であり、効果的な全身療法が重要となるが、抗がん剤の有効性は低い。
　本研究では犬膀胱癌に対する新たな複合免疫療法の確立を目的とした研究に取り組み、犬膀胱癌に特有の腫瘍
免疫病態の解明およびBRAF遺伝子変異により活性化するMAPK経路シグナルに付随した抗腫瘍免疫抑制機構の実証
に成功した。さらに、それらを標的としたIDO阻害薬、BRAF阻害薬を用いた2つの臨床試験を実施し、新たな免疫
療法としての有効性を示した。

研究成果の概要（英文）：  Although surgical, radiation, and medical therapy have been improved, 
malignant tumor remains the leading cause of death in dogs. In particular, canine bladder tumor is 
difficult to remove by surgery, and effective systemic therapy is important, but the efficacy of 
medical therapy is low.
  In this study, we aimed to establish novel combination immunotherapies for canine bladder tumor. 
As a result, we succeeded in elucidating the tumor immunomicroenviroment specific to canine bladder 
tumor and demonstrating the anti-tumor immune suppression mechanisms associated with MAPK pathway 
signaling activated by BRAF gene mutation. Furthermore, two clinical trials were performed using IDO
 inhibitors and BRAF inhibitors targeting these pathways, demonstrating their clinical efficacy as 
novel immunotherapies.

研究分野： 獣医腫瘍免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　犬の膀胱癌はテリア系品種などで好発し、本邦において比較的発生頻度の高い悪性腫瘍である。非ステロイド
性消炎剤や抗がん剤、外科療法などが適応されるが、生存期間は1-2年と短い。本研究では犬膀胱癌に特有の分
子異常に着目し、犬膀胱癌に有効な新たな免疫療法の提案に成功するという臨床獣医学的に極めて価値の大きい
成果が得られた。
　また、犬の腫瘍における詳細な免疫学的解析は世界的にも先端的な研究成果であり、獣医学分野において価値
の高い研究成果となった。さらに、犬膀胱癌は人間の筋層浸潤型膀胱癌に類似した特徴を有することから、本成
果は医学分野への応用性も期待され、幅広い学術分野への還元性が高い。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

犬の悪性腫瘍は、これまでに外科•放射線•抗がん剤療法を中心に、その治療法の改善が取

り組まれてきたが、依然として、犬の死亡原因の第 1位の疾患である。とくに、犬の膀胱癌

は手術で取りきることが困難であり、効果的な全身療法が重要となるが、抗がん剤の有効性

は低い。 

近年、新たな全身療法として、PD-1/PD-L1 を標的とした免疫チェックポイント阻害薬な

ど免疫療法がいくつかの腫瘍種で根治に至るほどの高い治療効果を示し注目されている。

しかし、他の多くの腫瘍種では複雑な免疫抑制機構を制御できず、治療効果が得られていな

い。研究代表者らは、犬膀胱癌に対する新たな免疫療法の確立を目指した研究に取り組んで

きた。その結果、大部分の犬膀胱癌において Braf および HDAC の分子異常が共通して認め

られ、抗腫瘍免疫の抑制を担っている可能性を見出してきた。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、犬膀胱癌における腫瘍免疫病態を明らかにし、さらに Braf,HDAC,PD-L1 など

有望な標的分子の発現機構や抗腫瘍免疫抑制機構を明らかにし、それら標的分子の阻害に

よる新規免疫療法を提案することを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 犬 膀 胱 癌 臨 床 検 体 に お け る 各 種 免 疫 細 胞 マ ー カ ー

(CD3,CD8,Foxp3,CD20,MPO,IBA1,CD204 など)の免疫染色により浸潤免疫細胞の解析を行っ

た。さらに、mRNA シークエンス公共データ解析により免疫関連分子発現の検証を行った。 

(2) 犬膀胱癌において BRAF V595E 遺伝子変異が約 8割の症例で認められることから、BRAF

遺伝子変異陽性犬膀胱癌細胞株を用いて、BRAF 遺伝子変異シグナルの阻害による細胞機能

や分子発現の変化を検証した。In vitro 検証では、FACS や IHC、WB、LC-MS/MS、ELISA 法な

ど各種アッセイ系を用い、in vivo 検証では犬免疫細胞の免疫不全マウスへの移入により作

成した犬化マウスを用いた。さらに、前臨床試験にて有効性を見出した薬剤について、臨床

試験への参加の同意の得られた犬膀胱癌臨床症例を対象に、臨床試験を実施した。 

(3) HDAC の検証を進める過程で、Proteasome 系の異常も見出し、HDAC と合わせて検証を進

めた。犬膀胱癌細胞株に HDAC および Proteasome 阻害薬を添加し、増殖抑制効果とその機序

を検証するとともに、免疫調節作用を検証した。 

(4) 犬膀胱癌細胞株を用いて、PD-L1 発現の検証および PD-L1 発現を制御する機構の探索を

行なった。また、RNA シークエンスなど、網羅的な遺伝子発現の検証を組み合わせて実施し

た。 

 

 

 



４．研究成果 

(1) 犬膀胱癌における腫瘍微小環境の解析 

 抗腫瘍免疫における最終エフェクター細胞は CD3 陽性 CD8 陽性の細胞傷害性 T細胞(CTL)

であることから、CTL 浸潤の程度を腫瘍細胞巣内およびその周囲に分けて解析した。その結

果、腫瘍細胞巣内への浸潤度の高い inflamed-type、腫瘍細胞巣内への浸潤度が乏しく腫瘍

周囲間質に CTL 浸潤の認められる excluded-type、腫瘍細胞巣内および腫瘍周囲間質内とも

に CTL 浸潤の乏しい desert-type の 3 タイプに分けられることがわかった。人の腫瘍にお

いても同様の 3 タイプに分類されることがわかっていることから、犬膀胱癌は人腫瘍と類

似した腫瘍免疫微小環境の多様性を有する腫瘍であることがわかった。また、3タイプの中

では人において免疫療法の有効性が高いことが報告されている inflamed-type の割合が多

く、犬膀胱癌は免疫療法の治療効果が期待できる腫瘍であると考えられた。 

 さらに、CTL の浸潤度と関連する免疫細胞群を検証したところ、B細胞や制御性 T細胞の

浸潤との正の相関が見出された。現在これら CTL 浸潤と同様の挙動をとる細胞群の役割や

その機序について検証を進めている。 

 また、CTL 浸潤と関連のある臨床パラメーターを検証したところ、非ステロイド系消炎剤

の投与を受けている症例では CTL 浸潤が高いことがわかった。そこで、mRNA シークエンス

解析データを用いて、非ステロイド系消炎剤の標的分子であるシクロオキシゲナーゼ経路

の分子発現を検証したところ、これまでに報告のない新規分子と低い CTL 浸潤の関連が示

唆された。本検証では、これまで詳細な機序が不明であった非ステロイド系消炎剤の腫瘍縮

小効果に抗腫瘍免疫の増強作用が関連していることが示唆され、非ステロイド系消炎剤を

他の免疫療法薬との組み合わせに用いることができる可能性を実証した。 

 

(2)犬膀胱癌の BRAF 遺伝子変異、MAPK 経路活性化に付随する新規免疫抑制機構の検証 

犬 BRAFV595E 遺伝子変異は、人悪性黒色腫などにおいて活性化変異として報告されている

人 BRAFV600E遺伝子変異と相同な部位におけるアミノ酸置換変異である。BRAF は MAPK 経路に

属し、下流分子である MEK、ERK の活性化を担うことが報告されていたことから、それらを

BRAF 遺伝子変異陽性犬膀胱癌細胞株において検証したところ、MEK、ERK の活性化が認めら

れた。そこで、細胞株に BRAF 阻害剤を添加したところ MEK、ERK の活性化の抑制が認められ

たものの細胞増殖の変化は認められなかった。さらに、MAPK 経路活性化による細胞機能変

化の検証を進めたところ、PGE2 および IDO と呼ばれる分子の発現制御に関わっていること

を発見した。 

つぎに、犬抗原提示細胞に PGE2 を作用させたところ、腫瘍細胞の細胞死に伴い放出され

る免疫活性化分子群(ダメージ関連分子パターン: DAMPs)に対する反応性を著しく低下させ

ることがわかった。 

また、犬膀胱癌細胞株における IDO の発現を検証したところ、全ての細胞株で恒常的な発

現を認めた。IDO は必須アミノ酸であるトリプトファンをキヌレニンに変換する酵素である

ことから、細胞株培養上清中のトリプトファン・キヌレニンを測定したところ、トリプトフ

ァン/キヌレニン比の低下を認め、IDO 阻害剤によりそれが是正されることを見出した。そ

こで、犬膀胱癌と犬免疫細胞の共培養系を作成し、IDO 阻害剤を添加したところ犬 CTL の増

殖およびサイトカイン産生能の向上が認められた。つぎに、犬膀胱癌細胞株を移植した犬化



マウスに IDO 阻害剤を投与したところ抗腫瘍効果が得られた。前臨床試験の結果より、本学

臨床試験委員会に犬膀胱癌症例に対する IDO 阻害薬の臨床試験計画を申請・承認され、臨床

試験を実施した。その結果、臨床例において重度の副作用は認められず、部分奏功など腫瘍

縮小効果が認められ、犬膀胱癌症例において IDO 阻害薬が新規免疫療法となることを実証

した。 

 また、BRAF 遺伝子変異は上記の抗腫瘍免疫抑制機構を制御する、より上流の分子である

ことから、同様に、犬膀胱癌症例に対する BRAF 阻害薬の臨床試験を実施した。その結果、

人における投与時も認められる中等度の副作用が認められたものの、部分奏功など腫瘍縮

小効果が認められ、BRAF 阻害薬の臨床的有効性が示された。 

以上、犬膀胱癌における BRAF 遺伝子変異に起因する MAPK 経路の活性化により過剰発現

が誘導される PGE2 は、がん抗原の取り込みと提示を担い抗腫瘍免疫応答の起点となる抗原

提示細胞の抑制を担っていること。また、IDO は抗腫瘍免疫応答の最終エフェクター細胞で

ある CTL の抑制を担っていることといった機序により、抗腫瘍免疫応答の Key phase の抑

制に関与していることを明らかにした。さらに、それらの阻害により臨床例において抗腫瘍

効果が得られ、新たな免疫療法となることを実証した。 

 

(3) 犬膀胱癌の HDAC、Proteasome 系異常を標的とした薬剤の検証 

 HDAC および Proteasome 阻害剤は、犬膀胱癌細胞株に対して増殖抑制効果を示す薬剤とし

て見出しており、細胞傷害による抗原放出などによる免疫惹起作用が期待される。そこで、

HDAC 阻害剤について抗腫瘍機序を検証したところ、細胞増殖抑制が主体であることがわか

った。また、HDAC により免疫刺激分子の発現が増強されることが報告されていたことから

検証を行ったが、有意な変化を見出すことはできなかった。一方、Proteasome 阻害剤につ

いては、アポトーシスが抗腫瘍機序の主体であり、さらに、細胞死に伴い eat me signal が

発現するなど抗原提示細胞活性化作用を有する可能性を見出した。したがって、Proteasome

阻害剤は、犬膀胱癌に対して直接的な細胞傷害作用のみでなく、免疫増強作用を有し、他の

免疫療法薬との組み合わせに用いることができる可能性が示された。 

 

(4) 犬膀胱癌細胞における PD-L1 発現とその機序の検証 

 犬膀胱癌細胞における PD-L1 発現を検証したところ、定常状態において発現を認めた。さ

らに、CTL が放出する抗腫瘍サイトカインであるインターフェロンγを添加したところ、PD-

L1 の発現が増強した。したがって、犬膀胱癌細胞は浸潤 CTL による攻撃を受けた際に、耐

性機構として PD-L1 発現の増加による CTL 抑制機構を有しており、抗 PD-1/PD-L1 阻害薬が

有効である可能性があると考えられた。 

 

(5)まとめ 

 本研究では、犬膀胱癌の腫瘍微小環境解析により犬膀胱癌が免疫療法の感受性が高い腫

瘍である可能性を明らかにするとともに、臨床例における腫瘍微小環境の多様性を見出し、

症例選択など個別化獣医療の必要性を提唱した。また、Proteasome 系や PD-L1 など免疫療

法の有望な標的とその機序を明らかにした。さらに、犬膀胱癌に高頻度で認められる BRAF

遺伝子変異に起因した MAPK 経路の活性化により、PGE2 や IDO の過剰産生が生じており、そ



れらの阻害により、新たな免疫療法となる可能性を実証した。 
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