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 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、その発生部位から解剖学

的に複数の型に分類されるが、いずれの型においても一般的な治療法として多剤併用化学療法

が選択される。薬剤耐性は、犬のリンパ腫に対する化学療法に限界をもたらす最も重要な要因

の一つであり、獣医臨床において大きな問題となっている。薬剤耐性をもたらす機構として様

々な分子機構が考えられ、人医学領域および獣医学領域の双方において薬剤耐性に関する詳細

な研究が進められている。しかしながら、腫瘍症例において問題となる化学療法耐性に関して、

臨床的な治療成績改善につながる研究は乏しいのが現状である。 

 そこで本研究では、犬のリンパ腫における薬剤耐性獲得機構の解明を目指して一連の研究を

実施した。まず、はじめに人医学領域で薬剤耐性との関連が報告されている 10 種類の分子に

着目して解析したところ、ABCB1 遺伝子の過剰発現が認められる薬剤耐性リンパ腫症例が見い

だされた(第 1 章)。そこで、次に ABCB1 遺伝子の過剰発現をもたらす分子機構の同定およびそ

の制御に関する一連の研究を進めた(第 2~4 章)。これら研究をさらに発展させるため、最後に

薬剤耐性因子に関する網羅的な遺伝子発現解析を行った(第 5 章)。 

 

第１章：犬の多剤耐性リンパ腫における薬剤耐性因子 mRNA の定量解析 

これまで人医学領域においては薬剤耐性機構に関わる因子として、細胞内薬剤濃度の低下、

アポトーシスに対する耐性、薬剤解毒作用の増強、および DNA 修復機構の増強に関与する因

子が同定されている。そこで本章では、これら薬剤耐性機構に関与する 10 種類の分子に関し

てそれらをコードする遺伝子の mRNA 量および p53 遺伝子の変異に関して、薬剤感受性症例



 

 

 

 

群と薬剤耐性症例群とを比較することにより、犬のリンパ腫における薬剤耐性とこれら 10 種

の耐性因子との関係を包括的に明らかにすることを目的として研究を行った。 

高悪性度多中心型リンパ腫に罹患した犬 23 頭 (うち 13 頭は化学療法感受性、10 頭は

化学療法耐性 )から採取した腫瘍細胞サンプルを用い、それぞれの遺伝子の mRNA をリア

ルタイム RT-PCR によって定量し、感受性群と耐性群の間でそれら遺伝子の発現量を比

較した。さらに p53 遺伝子に関しては total RNA を RT-PCR によって増幅した後、塩基配

列を解析して変異の有無を検出し、その変異の頻度を上記二群間で比較した。その結果、

薬剤感受性群と薬剤耐性群の二群間における各遺伝子の発現量の比較では、いずれの遺

伝子に関しても有意な差は認められなかった。また、p53 遺伝子の変異の頻度に関しても

二群間に有意な差は認められなかった。しかし、耐性群のうちの 3 頭においては薬剤排

出ポンプである P-glycoprotein (P-gp) をコードする ABCB1 遺伝子の過剰発現が認められ

た。  

本章における研究では、犬のリンパ腫における薬剤耐性を包括的に説明可能な因子は

検出できなかった。しかしながら、一部の症例では ABCB1 遺伝子発現量が明らかに増加

しており、P-gp の薬剤耐性機構への関与が示唆された。  

 

第２章：犬のリンパ系腫瘍細胞における ABCB1 遺伝子のエピジェネティック発現制御機構の

解析 

第１章における研究結果から、薬剤耐性獲得機構の解明およびその克服には ABCB1 遺伝子

の過剰発現をもたらす分子機構に関する研究が必要と考えられた。そこで本章では、ゲノム遺

伝子の塩基配列が変化しない状況で遺伝子発現を制御するエピジェネティック発現制御機構

として DNA メチル化とヒストン修飾の解析を行った。  

犬のリンパ系腫瘍細胞株のうち、ビンクリスチン感受性株２株 (GL-1, CLBL-1)とビン

クリスチン耐性株２株 (UL-1, Ema)を用い、まず ABCB1 遺伝子の CpG motif における DNA

メチル化をバイサルファイトシーケンスとリアルタイムメチル化特異的 PCR によって解

析した。次に、同遺伝子領域のヒストン H3 アセチル化に関して、クロマチン免疫沈降法

を用いて解析した。その結果、リンパ系腫瘍細胞株のうち、感受性株では耐性株に比べ

ABCB1 遺伝子の発現量が低く、ABCB1 遺伝子 CpG motif の DNA 高メチル化状態および

ヒストン H3 の低アセチル化状態が認められた。さらに、感受性細胞株の培養液に DNA

脱メチル化薬 (5-aza 2’-deoxycytidine)およびヒストンアセチル化薬 (Trichostatin A)を添加

したところ、いずれにおいても ABCB1 遺伝子の発現量が著しく増加した。次に、高悪性

度多中心型リンパ腫に罹患した犬 27 頭から採取した腫瘍細胞サンプルに関して、同様の

方法で ABCB1 遺伝子の DNA メチル化解析を行った。しかしながら、症例由来の腫瘍細

胞においては、化学療法感受性群と耐性群との間に明らかな差異は認められず、両群の



 

 

 

 

ほとんどの症例で ABCB1 遺伝子 CpG motif は DNA 低メチル化状態であった。  

本章の結果から、犬のリンパ系腫瘍細胞株では、DNA メチル化およびヒストン H3 ア

セチル化といったエピジェネティック発現制御が犬の ABCB1 遺伝子の発現量制御に関わ

っていることが示された。しかし、犬の症例由来リンパ腫細胞では、化学療法感受性期

と耐性期のいずれにおいても ABCB1 遺伝子は DNA 低メチル化状態であり、DNA メチル

化に関連した機構が耐性期における ABCB1 遺伝子の過剰発現に関与している可能性は低

いものと考えられた。  

 

第３章：犬のリンパ腫細胞株における MAPK/ERK 経路を介した ABCB1 および LRP 遺

伝子の発現制御機構の解析  

第２章の結果を受けて、犬のリンパ腫における薬剤耐性獲得機構のうち、ABCB1 遺伝

子過剰発現をもたらす機構を明らかにするためには新たな分子機構を探索することが必

要と考えられた。そこで腫瘍幹細胞説に着目することで、腫瘍幹細胞とその他の腫瘍細

胞の表現型の違いをもたらす分子機構、特に薬剤排出ポンプの発現量の違いをもたらす

機構の解明に着手した。本章では、腫瘍細胞集団の中で腫瘍幹細胞が集中しており、P-gp

をはじめとする薬剤排出ポンプの発現が高い分画と報告されている Side population (SP)

分画に着目し、その他の分画 (Major population; MP)との表現型の違いをもたらす分子機構

を明らかにすることを目的として研究を行った。  

その結果、第２章で ABCB1 遺伝子の発現が認められた犬のリンパ腫細胞株２株におい

てはクローナルな細胞集団中に SP と MP という表現型が異なる細胞集団が存在し、

ABCB1 遺伝子と LRP 遺伝子の発現量が MP に比べ SP において高いことが明らかとなっ

た。さらにマイクロアレイ解析の結果、SP においては MP と比べて、TGF-β type II receptor

遺伝子の発現量が高く、TGF-β シグナルの下流にあたる MAPK/ERK 経路が活性化してい

ることが明らかとなった。それに加えて、この MAPK/ERK 経路の活性化は ABCB1 遺伝

子と LRP 遺伝子の発現上昇に関与していることも示された。  

 

第４章：犬のリンパ系腫瘍細胞株に対する perifosine の抗腫瘍効果および細胞内シグナル

伝達調節を介した ABCB1 遺伝子発現抑制効果に関する検討  

第３章において MAPK/ERK 経路の活性化状態が ABCB1 遺伝子の発現制御に関与して

いることが示されたため、本章では細胞内シグナル伝達を調節する薬剤による ABCB1 遺

伝子発現抑制効果について検討を加えた。perifosine は PI3K/Akt 経路を阻害する薬剤で、

現在人医学領域において臨床治験が進行している新規抗癌剤であり、抗腫瘍効果の他に

MAPK/ERK 経路の阻害および JNK 経路の活性化を介して P-gp の発現量を減少させる効

果をもつことが報告されている。そこで、本章では犬のリンパ系腫瘍細胞株を用い、



 

 

 

 

perifosine による抗腫瘍効果、ABCB1 遺伝子発現抑制効果、およびそれに伴う薬剤耐性株

に対する薬剤感受性回復効果を検討した。  

まず、perifosine の抗腫瘍効果に関しては、4 種の犬リンパ系腫瘍細胞株 (GL-1, CLBL-1, 

UL-1, Ema)のうち GL-1 と UL-1 の 2 株において Apoptosis 誘導による抗腫瘍効果が認めら

れた。次に、ABCB1 遺伝子を発現している UL-1 および Ema において、perifosine による

ABCB1 遺伝子の発現量の変化を検討したところ、UL-1 では ABCB1 遺伝子発現量の減少

が認められ、さらにその減少には JNK 経路の活性化が関与していることが明らかとなっ

た。また、perifosine の添加によって、UL-1 においては薬剤排出能が低下し、ビンクリス

チンに対する感受性が上昇することが示された。  

これらの結果から、perifosine は犬のリンパ腫に対する新規治療薬の候補となるだけで

なく、ある種の薬剤耐性リンパ腫においては ABCB1 遺伝子の発現量減少を介して薬剤感

受性を回復させる可能性が示唆された。  

 

第５章：犬のリンパ腫症例に関する薬剤感受性期と薬剤耐性期との間における遺伝子発

現量変化の網羅的探索  

第２章から第４章までの研究では ABCB1 遺伝子の過剰発現に焦点を絞って遂行して

きたが、第１章の結果から犬のリンパ腫症例の多くでは ABCB1 遺伝子の過剰発現とは異

なる分子機構によって薬剤耐性を獲得していることが示唆されており、新規薬剤耐性因

子に関して網羅的に探索する必要性があるものと考えた。  

本章では、高悪性度多中心型リンパ腫に罹患した症例サンプルのうち、同一個体から

薬剤感受性期と薬剤耐性期に採取することができた 4 症例の腫瘍細胞サンプルを用い、

マイクロアレイ解析によって 4 症例に共通する薬剤耐性期における遺伝子発現の変化を

検出することによって新規薬剤耐性因子の同定を試みた。その結果、 Gene Ontology 

Analysis および Gene Set Enrichment Assay によって、薬剤耐性期の腫瘍細胞においてはケ

モタキシスおよび炎症などの免疫学的反応に関わる遺伝子群の発現量が有意に減少して

いることが示された。  

 

これら一連の研究により、犬のリンパ腫に関して、薬剤耐性獲得における ABCB1 遺伝

子過剰発現の関与、その過剰発現をもたらす分子機構、およびその克服を目指した治療

法の可能性が見いだされ、さらには新規薬剤耐性因子として免疫学的反応に関わる遺伝

子群の発現量減少が同定された。本研究の成果は、獣医学領域および人医学領域におけ

る腫瘍性疾患に対する化学療法の治療成績を向上させるための基礎研究として貢献する

とともに、人と動物の双方において重要な臨床的な問題となっている薬剤耐性に関して

比較医学的知見を提供するものと考えられる。  


