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研究成果の概要（和文）：犬リンパ腫細胞株を用いたHAT活性およびHDAC活性の解析，WBによるアセチル化ヒストンな
らびにCREBBP/EP300の解析，CREBBP/EP300のmRNA発現解析の結果から，犬リンパ腫ではH3K18Ac/27Acのアセチル化をWe
stern Blot法を用いて解析し，アセチル化の低下が確認された場合にCREBBP/EP300の遺伝子ならびに蛋白解析を行うこ
とが有用である可能性が示唆された。また，犬リンパ腫においても，MGMTがニトロソウレア系抗癌剤lomustineの耐性
に関与している可能性が強く示唆されたが，本研究ではその発現を調節するメチル化領域を明らかにすることは出来な
かった。

研究成果の概要（英文）：To improve the treatment of the canine lymphoma patients, we focused on the 
epigenetic changes of the canine lymphoma cells. Our first study suggests that the detection of 
H3K18Ac/27Ac by the western blotting may be an appropriate method for the detection of the acetylation 
status in canine lymphoma cells, and if it presents, the mRNA and protein analysis of CREBBP/EP300 should 
be explored.
In the second study, we showed that MGMT was strongly correlated with the resistance of canine lymphoma 
cell lines to an anti-cancer agent, lomustine. Moreover, we show that there were two types of lymphoma 
cells; ones that possess the MGMT activity and show low sensitivity to lomustine, and others that do not 
possess the MGMT activity and show high sensitivity to lomustine. However, the canine lymphoma cell lines 
did not show significant correlation between the methylation status and the MGMT suppression levels.

研究分野：獣医内科学
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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，臨床上大きな問題と
なっている。抗癌剤を用いた多剤併用化学療
法によって，比較的治療成績の良い多中心型
B細胞性リンパ腫であっても平均生存期間は
1 年強と決して満足のいくものではない。そ
の背景として犬リンパ腫発生の分子機構に
関してほとんど明らかになっていないこと，
抗癌剤耐性が生じることが主な要因である
と考えられる。 
ヒトにおいても，犬の B細胞性リンパ腫に
組織学的に非常に類似するびまん性大細胞
性 B 細胞性リンパ腫  (Diffuse large B-cell 
lymphoma, DLBCL)  が大きな問題となって
いる。2011年 3月と 8月に Nature誌にヒトの
DLBCLに Histone acetyltransferase  (HAT) な
らびに Histone methyltransferase  (HMT) を
コードする遺伝子 (CREBBP, EP300，MLL2) 
の異常が相次いで報告された。 HAT ならび
に HMT はヒストンをそれぞれアセチル化な
らびにメチル化することで遺伝子の転写を
制御する。 
一方，ニトロソウレア系抗癌剤である

lomustine は多剤耐性を示すリンパ腫に対す
るレスキュー療法として使用される有用な
薬剤である。しかし, lomustineも複数回の投
与により腫瘍細胞の lomustine に対する反応
性の低下が経験される。近年, 人医領域では
ニトロソウレア系抗癌剤の薬剤耐性機構の
原因の一つとして Methylguanine - DNA 
Methyltransferase  (MGMT)  の働きが明ら
かとなった。MGMTは抗癌剤によってアルキ
ル化されたグアニンを修復する DNA 修復酵
素であり，ヒトではMGMT Exon1近傍の CpG
アイランド  (プロモーター領域)  のメチル
化により MGMT 蛋白の発現が抑制されてい
ると報告されている。 
以上のように，リンパ腫の発生や抗癌剤耐
性のいずれにもゲノム DNA のエピジェネテ
ィックな変化が重要である可能性があり，本
研究はこれらの点に着目して企画された。 
 
２．研究の目的 
本研究は，ヒストン修飾酵素の異常または
プロモーター領域のメチル化というエピジ
ェネティクス的観点から犬リンパ腫の腫瘍
発生の分子機構を明らかとすること，犬リン
パ腫治療における抗癌剤耐性機構を解析す
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法と結果 
 (1)  犬リンパ腫培養細胞を用いた              
ヒストンアセチル基転移酵素 (HAT) 異常解
析系の検討 
犬リンパ腫細胞株 (GL-1，CL-1，UL-1，Ema，

Nody-1，CLGL-90，CLBL-1，17-71) の核蛋
白抽出物を用いて HAT 活性測定キットによ
る解析を行った。その結果，Ema において
HAT 活性の顕著な低下が認められたため，

CREBBP/EP300の異常が起こっている可能性
を疑い，CREBBP/EP300が特異的にアセチル
化 し て い る と さ れ る ヒ ス ト ン
H3K18Ac/K27AcについてWestern Blot解析を
行った。しかしながら，Emaを含む全ての細
胞株で両リジン残基のアセチル化が認めら
れ，CREBBP/EP300 に特異的な HAT 活性に
は細胞株間で大きな差がないことが示唆さ
れた。次に，各細胞株の CREBBP/EP300の蛋
白発現量を Western Blot 法で，mRNA 発現
量を Real-time PCR 法を用いて解析したが，
細胞株間で大きな差異は認められなかった。
さらに CREBBP 遺伝子変異の有無について
も cDNA Sequence解析を行い検討したが，ア
ミノ酸変異を伴う遺伝子異常は認められな
かった。一方，ヒストン脱アセチル化酵素 
(HDAC ) の活性増加は，ヒストンおよび非ヒ
ストン蛋白を低アセチル化状態にし，腫瘍形
成に関わっていると考えられている。そこで，
犬リンパ腫における HDAC 活性の影響を検
討するため，各細胞株の核蛋白抽出物を用い
て HDAC 活性測定キットによる解析も合わ
せて行ったが，低アセチル化を起こすほどの
顕著な活性増加は認められなかった。また，
HDAC 活性を有する蛋白をコードする EID1
遺伝子，EID2B遺伝子，SIRT7遺伝子のmRNA
発現量についても顕著な増加は認められな
かった。以上の結果から，HAT活性測定キッ
トによる活性の低下が認められた Ema につ
いては，CREBBP/EP300 以外の HAT 活性を
有する蛋白 (例えば pCAF/GCN5 など) の活
性異常の存在が疑われ，in vitroにおける HAT
活性測定キットによる解析では，CREBBP/ 
EP300 が有する HAT 活性の影響が反映され
ていない可能性が示唆された。 
 

 
 (2)  犬リンパ腫におけるニトロソウレア系
抗癌剤耐性に及ぼす Methylguanine-DNA 
methyltransferase  (MGMT)  の影響 
はじめに各濃度の lomustineの細胞毒性効果
とその効果がメチル化阻害薬であるベンジ
ルグアニン (BG) 添加の有無によって影響
を受けるか検討したところ，CL-1 および
Nody-1 では，Ema，GL-1，UL-1 に比較して
BG 無添加における lomustine による細胞毒
性効果が低い傾向を示した。一方，BG を添
加した場合は5細胞株間の lomustine 50%阻害
濃度  (IC50)  にこのような傾向は認められ
なかった。 

 



次に蛍光オリゴヌクレオチド法を用いて
MGMT 活性を調べたところ，CL-1 および
Nody-1はMGMT活性を有することが明らか
となったが，Ema，GL-1，UL-1 では MGMT
活性を検出することができなかった。さらに，
Real-time PCR法を用いてMGMTのmRNA発
現量を測定したところ，CL-1，Nody-1，UL-1
の順に mRNA を発現しており，Ema，GL-1
においては全くMGMTのmRNAを発現して
いないことが明らかとなった。また，Ema, 
GL-1 についてはメチル化阻害薬添加により
MGMT 遺伝子発現が認められるようになっ
た。 
最後に MGMT 遺伝子 Exon 1 の上流約

10,000bp～下流約 7,000bpを対象とした CpG
アイランドの検索を行い，Exon 1 の上流約
10,000bpの領域に 4つのCpGアイランドが存
在することを明らかとした。さらに，前述の
犬リンパ系腫瘍細胞株と健常犬の PBMC を
用い ,これらの CpG アイランドについて
Bisulfiteシークエンス法による CpGのメチル
化解析を行った。しかしながら,いずれの領域
においても CpGのメチル化によるMGMT遺
伝子の発現抑制という本研究の仮説との一
致は認められず，今回の解析では犬 MGMT
遺伝子の発現に重要な CpG アイランドメチ
ル化部位の特定は出来なかった。 
 
４．研究成果 
 (1)  犬リンパ腫培養細胞を用いた              
ヒストンアセチル基転移酵素 (HAT) 異常解
析系の検討 
本研究の結果から，臨床サンプルを用いた

CREBBP/EP300 異常の解析を行う際には，
CREBBP/EP300 が有する HAT 活性を反映す
る H3K18Ac/27Ac のアセチル化を Western 
Blot法を用いて解析し，アセチル化の低下が
確認された場合に CREBBP/EP300 の遺伝子
ならびに蛋白解析を行うことを提案する。今
後，この HAT異常解析系を用いた更なる研究，
HDAC阻害剤を用いた研究により，CREBBP
およびEP300の異常と犬リンパ腫の発症メカ
ニズムの関わりを解明し，犬リンパ腫症例に
対する HDAC 阻害剤の有効性を検討するこ
とが期待される。 
 (2)  犬リンパ腫におけるニトロソウレア系
抗癌剤耐性に及ぼす Methylguanine-DNA 
methyltransferase  (MGMT)  の影響 

犬リンパ腫細胞株においても，MGMTがニ
トロソウレア系抗癌剤 lomustine の耐性に関
与している可能性が強く示唆された。さらに，
犬リンパ腫細胞には MGMT 活性を有し，
lomustine に対する感受性が低い細胞と，
MGMT 活性を有さず，lomustine に対する感
受性が高い細胞が存在する可能性が示唆さ
れた。しかしながら, 今回解析した犬MGMT
遺伝子の Exon1 の上流約 10,000bp～下流約
7,000bpの領域には犬MGMT遺伝子の発現調
節に関わるメチル化領域が存在する可能性
は低いものと考えられた。今後, 犬MGMT遺
伝子発現調節に関わるメチル化領域の特定
がなされれば, 事前のメチル化の解析により
ニトロソウレア系抗癌剤の効果予測につな
がると考えられ，その臨床的有用性は非常に
高いことから更なる解析が期待される。 
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