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＜はじめに＞

伴侶動物の獣医療では腫瘍は重要な疾患となっている。獣医療においても腫瘍の治療は医療分野同様、

外科手術、放射線療法、化学療法が３本柱である。癌に対する免疫療法は、以前からその副作用の少

なさとその効果が期待されてきた。近年、医療分野において抗 CD20 ヒト化抗体など新しい養子免疫
の有効性が科学的に示されるようになったが、癌患者自身の免疫系の強化を狙った治療法については

まだ十分な成果が得られていない。本研究では犬でよくみられる腫瘍を標的として、腫瘍特異的ペプ

チドを用いた抗腫瘍免疫免疫の惹起を試みた。一般に、人を含む担癌動物において免疫療法により臨

床的な成果を得ることが難しいのは、十分な免疫反応が惹起できないからである。その要因として、

担癌動物の免疫能の低下、罹患動物の多くが高齢であること、癌抗原といえども基本的には自己抗原

であり免疫寛容となっていることが要因と考えられる。これを打破するのは容易ではないが、打破の

ために鍵となるのがアジュバントと考えられる。これまでの強力なアジュバントには強い障害性がみ

られることが多かったが、本研究では全く新しいタイプのアジュバントとして生体分解性ナノ粒子を

用いた癌ワクチンの可能性について検討してみた。具体的には犬で好発する２種類の腫瘍、すなわち

第１章ではＢ細胞型リンパ腫を、第２章では悪性黒色腫（メラノーマ）対象として免疫能の誘導を検

討した。また将来の免疫療法のためにそれぞれの腫瘍について標的となりうる腫瘍特異抗原の発現プ

ラスミドを構築した。

本研究は科研費、基盤研究(C)：課題番号 23580443（2011～2013）の助成を受けて実施された。
また、第１章のデータは仁位紀生君、第２章のデータは田崎由実君の卒業論文となっている（一

部改変）。 
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第１章 犬のＢ細胞性リンパ腫に対する CD20 を標的とした免疫療法 
 
＜要旨＞ 
イヌのリンパ腫の多くを占める B 細胞性リンパ腫は、化学療法によく反応するため多くの症例
で完全寛解に導入できる。しかしほとんどの症例が再発し、2年以内に死亡するため、新しい治
療法が期待される。CD20は B細胞に発現する 4回膜貫通型蛋白で､人医領域では B細胞性リン
パ腫に対して CD20を標的とした治療用のモノクローナル抗体（mAb）が臨床応用されている。
イヌのリンパ腫に対しても CD20 を標的とした治療が可能であると考え本研究を行った。本研
究ではまず、ペプチドワクチン療法の開発を試みた。ヒトの治療用抗 CD20mAb のエピトープ
を参考に、イヌ CD20の第 2細胞外領域の 29アミノ酸残基で分子内ジスルフイド結合を保持し
た Dog-CD20 ペプチドを合成した。免疫原性の評価のため、キャリアー蛋白である KLH と結
合させウサギを免疫したところ､CD20 ペプチドに対する著しい抗体価の上昇が認められた。そ
こで KLH結合 Dog-CD20に、強力な免疫賦活作用を有し生体内吸収されるγ一 PGAナノ粒子
をアジュバントとして加えたペプチドワクチンを､健常犬および寛解導入されたリンパ腫症例に

接種した。その結果、ワクチン投与に対する副作用は認められず、ウサギと比較して弱いものの、

健常犬とリンパ腫症例それぞれに抗体産生が認められた。しかし、健常犬のリンパ球サブセット

の変化をフローサイトメトリー（FCM）で解析したところ、ワクチン投与による B細胞の減少
はみられなかった。またリンパ腫のイヌでもワクチン投与後にリンパ腫の再発がみられたことか

ら、有効な B 細胞除去がおきていないことが示唆された。この原因を解析するため、ペプチド
ワクチンで免疫したウサギ血清をイヌリンパ球に反応させて FCMで解析したところ、ウサギ血
清はイヌ B 細胞と反応しないことが示された。ウサギで産生された抗体は、コンフォーメーシ
ョンの相違のため、細胞上のイヌ CD20 を認識しないことが示唆された。今後 CD20 ペプチド
ワクチンを有用なものにするためには、立体構造を維持した高分子のペプチドや立体構造 
を模倣するミモトープの開発が必要である。また、実際の症例は免疫能が低下していることも多

いと思われ、より強力に免疫を誘導する手法の開発も必要であると考えられた。 
次に治療用抗CD20イヌ化抗体の作製を目指して、イヌCD20発現細胞の作製を試みた。これ 

までイヌCD20の細胞外領域を認識するモノクローナル抗体は知られていない｡B細胞性リンパ

腫の犬からイヌCD20cDNAをクローニングし、5，または3，側にGFP遺伝子を組み込んだ2種の

発現プラスミドを構築した。HEK293細胞へ導入したところ、FCMによりGFP蛋白の発現がみら

れ、CD20-GFP融合蛋白の発現が示唆された。今後このイヌCD20発現細胞をマウスやラットの細

胞へ導入し免疫源とすることで、イヌの細胞外領域を認識する抗イヌCD20mAbの作製を行い、

そのmAbの相補性決定領域のアミノ酸配列を参考に、治療用抗イヌCD20mAbの作製ができると

考えられた。 
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序論 
リンパ腫はイヌで最も多くみられる造血器腫瘍であり、全造血器腫瘍のおよそ 90%を占める

[1]。英国で保険に加入しているイヌのデータによると、90/100,000 頭の発生率であったとされ
る[2]。現在のところ感染因子の関与は知られていないが、飼育環境や化学物質などの環境要因
が関与していることも示唆されている[3-5]。 
イヌのリンパ腫は、フローサイトメトリーを用いた細胞表面抗原の解析[6-10]、T細胞レセプ

ターγ鎖や免疫グロブリン H 鎖の遺伝子再構成解析[11,12]を行い細胞起源が分類されている。
イヌのリンパ腫は B 細胞由来が 74~83%と多く [1]、多くの研究で B 細胞性リンパ腫の生存期
間は T細胞性リンパ腫に比べ長いことが報告されている[13-15]。また B細胞性リンパ腫は完全
寛解への導入率（B細胞性：81~84%、T細胞性：50~67%）[1]および完全寛解期間の中央値（B
細胞性：12ヶ月、T細胞性：8カ月）[13]においても、T細胞性リンパ腫に比べて良好であるこ
とが示されている。 
イヌのリンパ腫では、現在 4~6 種類の抗癌剤を併用する治療プロトコールが用いられること

が多い。完全寛解導入後には維持療法を行うプロトコール[16]もあるが、現在は化学療法を休止
するプロトコールが用いられることが多い[1,17,18]。近年この寛解期間を生かし、テロメラーゼ
逆転写酵素（TERT）を標的としたワクチン療法[19]や、抗腫瘍免疫誘導のための腫瘍抗原をコ
ーティングしたマイクロビーズ投与[20]などの免疫治療の研究が行われている。 
ヒトでは B 細胞性リンパ腫の症例を対象に、リツキシマブなどの CD20 分子を標的とした抗

ヒト CD20 モノクローナル抗体が臨床応用されており、生存期間を延長することが示されてい
る[21-24]。ヒト CD20は 4つの膜貫通領域を持つ約 35kDaの糖鎖不含疎水性膜蛋白で、ほぼ B
細胞のみに特異的に発現している。CD20は細胞膜では 4量体を形成してカルシウムチャネルと
して機能する。B 細胞が活性化することで CD20 発現が増加し、さらに CD20 がリン酸化され
ると、B 細胞内のカルシウム濃度が上昇する。CD20 はこのような機構を介して細胞回転や B
細胞分化に関与していると考えられている[25,26]。CD20はプレ B 細胞から 成熟 B 細胞まで
の分化段階にある B 細胞に発現し、プロ B 細胞や形質細胞には発現しない[27,28]とされてい
るが、ヒトの B細胞性リンパ腫症例では 93%と高率に発現していた [29]。イヌ CD20遺伝子は
2005 年に cDNA が単離解析されており、CD20 がイヌにおいても正常 B 細胞や多くの B 細胞
性リンパ腫で発現していることが報告されている[30]。イヌCD20のアミノ酸配列は、ヒトCD20
の配列と 73%、マウス CD20の配列と 68%の相動性を示しており、基本的な分子構造や機能は
ヒトやマウスと類似していることが示唆さる[30]。しかし現在利用されている多くのヒトやマウ
スに対する CD20 抗体は、一部の細胞内領域を認識する抗体を除いてイヌ CD20 には反応しな
い[31,32]。また、生体外でイヌの正常 B細胞および B細胞性リンパ腫に対するリツキシマブの
反応性を評価した研究[33]では、リツキシマブはイヌ CD20とは反応せず、イヌのリンパ腫治療
に利用できないことが示された。リツキシマブに代表される抗ヒト CD20 モノクローナル抗体
の多くが、第二細胞外領域の分子内ジスルフィド結合を含む領域を認識していることが知られて

おり[34,35]、イヌにおいても CD20 を標的とした抗体製剤を考えた場合、CD20 分子内の唯一
の大きな細胞外領域である第 2細胞外領域を標的にすることになると推測される。 

1991年にベルギーの Boon Tらによりヒトの悪性黒色腫に特異的なペプチド抗原が発見され
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て以来[36]、ヒトでは腫瘍特異的な抗原の検索とその抗原を用いた免疫療法の開発が進められて
いる。腫瘍由来ペプチドを使用した癌免疫療法の治療成績は必ずしも十分とは言えないが、前立

腺癌を対象にして、患者由来の樹状細胞に前立腺酸性フォスファターゼペプチドを提示して投与

する sipuleucel-Tでは、512人の患者を対象とした試験が行われ、3年生存率がプラセボ群と比
較して 38%改善している[37]。また樹状細胞を使わず腫瘍に特異的なペプチド抗原を、アジュバ
ントと共に投与するペプチドワクチンもリンパ腫、膀胱癌、膵癌、悪性黒色腫など、様々な腫瘍

を対象に臨床試験が進められている[38-41]。これらのペプチドワクチンは HLA型による適応症
例の制限や、十分な治療効果を上げられないなど解決すべき課題も多いが、手術、放射線治療、

化学療法に次ぐ新しい治療法として期待されている。またペプチドワクチンは、自己免疫を誘導

するために効果が持続する可能性があり、さらに抗体医薬品に比べ安価になることが予想される

ため、獣医領域でも比較的臨床応用が行いやすいと考えられる。 
イヌで多く認められる B 細胞性リンパ腫では、多くの症例で化学療法により完全寛解に導く

ことができるが、その場合でも腫瘍細胞が残存しており、ほとんどの症例で再発が認められる

[14,42]。本研究では化学療法により完全寛解導入した B 細胞性リンパ腫のイヌを対象に使用す
る、イヌ CD20 ペプチドワクチンの開発を目指した。合成したイヌ CD20 ペプチドをウサギへ
投与することで、ペプチドの免疫原性の評価を行い、イヌ CD20 の細胞外領域を認識する抗血
清の作製を試みた。またアジュバントとしてγ-PGAナノ粒子を用い、イヌ CD20ペプチドを健
常犬および B 細胞性リンパ腫の症例に投与し、その効果や副作用を評価した。さらに将来的な
治療用の抗イヌCD20イヌ化抗体作製のために、イヌCD20発現プラスミドを構築し、イヌCD20
発現細胞を作製した。 
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材料と方法  
1  イヌ CD20 エピトープを含むペプチドの合成  
CD20 は 4 回膜貫通型の膜蛋白で、ヒトの治療用モノクローナル抗体は第二細胞外領域に存在
するジスルフィド結合付近のエピトープを認識することが知られている[34,35]。これまで報告
されているイヌ CD20のアミノ酸配列[30]を参照し、第二細胞外領域の 29アミノ酸残基（Fig.1, 
NH3-APMPYVDIHNCDPANPSEKNSLSICYCGS-COOH）の合成を依頼し（ベックス, 東京）、
分子内システイン結合を形成する純度 90%以上のペプチド（Dog-CD20）が得られた。このペプ
チドを免疫および測定に用いるため、Dog-CD20 1mgに対し、キャリア蛋白であるキーホール
リンペットヘモシアニン（KLH）2mg、または卵白アルブミン（OVA）2mgとジカルボン酸リ
ンカーを介して結合し、それぞれ Dog-CD20-KLHおよび Dog-CD20-OVAとした。 
 
2  抗イヌ CD20 抗血清の作製  
イヌ CD20ペプチドワクチンを臨床応用するためには、症例の腫瘍細胞における CD20発現

を迅速に解析して適応症例を決定する必要がある。しかし現在利用可能なヒトやマウスの抗

CD20モノクローナル抗体でイヌ CD20の細胞外領域を認識するものは知られていない[31]。そ
こで本研究では合成したペプチドを用い、抗イヌ CD20抗血清の作製を試みた。 
 
2-1  ウサギへの免疫 

Dog-CD20のウサギへの免疫と抗体価の評価は、株式会社ベックスへ依頼した。雌の日本白色
種ウサギに対し、dog-CD20-KLHを免疫源として、2週間毎に計 5回皮下投与して免疫した。
初回投与時には完全フロイントアジュバントと共に dog-CD20-KLH 200!gを投与し、2~5回目
投与時には不完全フロイントアジュバントと共に dog-CD20-KLH 100!gを投与した。免疫開始
前と投与開始 5週間後の血清を採取し、ELISA法で Dog-CD20に対する抗体価を測定した。抗
体価測定のため Dog-CD20-OVA（濃度 10μg/ml）を 96穴プレートに吸着させ、洗浄後
1,000~128,000倍で段階希釈したウサギ血清を添加し、反応させた。洗浄後に 2次抗体として
ペルオキシダーゼ標識抗ウサギ IgG抗体を加えて反応させ、Tetramethyl Benzidine（TMB）
で反応させた後、1MH2SO4 を加えて反応を停止し、波長 450nmで吸光度を測定した。 
 
2-2  ウサギ抗血清のイヌ B細胞に対する反応 

dog-CD20-KLHで免疫したウサギ血清がイヌ B細胞上の CD20分子に反応するか検討した。臨床

的に健常な犬（雑種、未避妊雌）の頸静脈より5ml を採血し、直ちに BD バキュテイナ™ CPT™単核球

分離用真空採血管（Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ）に全量加えた。8～10回転倒

混和後1,800×gで15分間比重遠心を行い、採取した単核球分画を、1.5mlマイクロチューブに分注した。

リン酸緩衝生理食塩水（PBS（‐）, 和光純薬工業, 大阪）に1%のウシ胎児血清（FetalCloneⅡ, サーモ

フィッシャーサイエンティフィック, 横浜）を添加した PBS-FBSを加えて820×gで3分間遠心し、洗浄した。

ペレットにした単核球細胞に Dog-CD20 peptide-KLHで免疫したウサギの抗血清50 µlおよび10!g/ml

に希釈したマウス抗イヌ CD21モノクローナル抗体（Clone:CA2.1D6, AbD Serotec MorphoSys, Oxford, 

UK）30μlを加えて浮遊させ、4℃で30分間反応させた。PBS-FBSで1回洗浄した後、10!g/mlに希釈し
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たヤギ抗ウサギ IgG（H+L）-R-PE（Vector Laboratories, Burlingame, CA）30!ｌと、2.5!g/mlに希釈したフ

ルオレセイン（FITC）標識ヤギ抗マウス IgM+IgG+IgA（H+L）-F（ab’）2フラグメント（Beckman Coulter, 

Brea, CA）30µl を加えて浮遊させ、4℃で30分間反応させた。PBS-FBSで4回洗浄後に PBS-FBS を1ml

加えて浮遊させた。調整した細胞液は、FACSCalibur（Becton, Dickinson and Company）および付属の

ソフトウェア CellQuest Pro™を用いて、リンパ球と思われる分画の細胞20,000個についてフローサイトメト

リー解析を行った。 

 
3  健常犬に対する CD20 ペプチドワクチンの投与  
健常犬に対するペプチドワクチンの投与を行い、その効果および副作用を検討した。 

 
3-1  対象犬 
鹿児島大学附属動物病院で飼育する、約 15歳齢、体重 22kgの未去勢雄の雑種犬を用いた。

対象犬へのペプチドワクチン投与と評価については、鹿児島大学動物実験委員会の承認を受けて

いる（承認番号 A10038号）。 
 
3-2  CD20ペプチドワクチンの投与 
投与直前に Dog-CD20 -KLHを PBS（‐）で 1mg/mlとし、この溶液 1mlに対しアジュバント
として疎水化 "-ポリグルタミン酸（"-PGA）ナノ粒子[43-48]（大阪大学大学院工学研究科, 明石
満教授より分与）10mgを加えて 1.5mlマイクロチューブに入れ、超音波洗浄機を用いて懸濁し
た。肩甲間の表皮をアルコール消毒し、25G注射針（トップ, 東京）、1mlツベルクリン用シリ
ンジ（テルモ, 東京）を用いて皮下へ注射した。投与は初回投与日から 2、6、10、14週目に計
5回行った（Fig.2 A）。 
 
3-3  評価項目 
ⅰ  皮内試験および遅延型アレルギー反応（DTH） 
ペプチドに対する反応を見るためにワクチン投与前に皮内試験を行った。犬の側腹部を剃毛し、

Dog-CD20（2mg/ml）と、Dog-CD20 -KLH（2mg/ml）を、各 0.05mlずつ剃毛した部位の皮内
に注射した。投与は 27G2段針（トップ）、1mlツベルクリン用シリンジを用いて行った。投与
15分後の接種部の発赤、膨疹のサイズを計測した。また皮内試験 24時間後に、接種部の発赤、
硬結のサイズを計測し、遅延型アレルギー反応を評価した。 
 
ⅱ  ペプチドワクチン投与犬の末梢血リンパ球サブセットの変化 
初回投与日（0週目）、3回目投与日（6週目）、5回目投与日（14週目）の計 3回のペプチド

ワクチン投与前に対象犬から血液を 5ml採取し、前述の方法で単核球分画を採取した。1.5ml
のマイクロチューブに分注し、PBS-FBSを加えて 820×gで 3分間遠心し、ペレットにした細
胞に、イヌの白血球表面抗原に対する各種モノクローナル抗体を加えて浮遊させ、4℃で 30分
間反応させた。今回使用した抗体およびその濃度、添加量は以下のとおりである。マウス抗イヌ

CD3抗体（25!g/ml）（Clone:CA17.2A12, AbD Serotec MorphoSys）30µl、マウス抗イヌ CD4
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抗体（25!g/ml）（Clone:296712, R&D Systems, Minneapolis, MN）100µl、マウス抗イヌ CD8
抗体（10倍希釈）（Clone:CA15.4G2,AbD Serotec MorphoSys）60µl、マウス抗ヒト CD11c抗
体（25!g/ml）（Clone:BU15, AbD Serotec MorphoSys）30µl、マウス抗イヌ CD21抗体（10!g/ml）
30µl。反応後 PBS-FBSで洗浄し、2.5!g/mlに希釈した FITC標識ヤギ抗マウス
IgM+IgG+IgA(H+L)-F(ab’)2フラグメントを 30µlずつ加えて細胞を浮遊させ、4℃ で 30分間反
応させた。PBS-FBSで 3回洗浄後に PBS-FBS 1mlで浮遊させて、FACSCaliburおよび付属
のソフトウェア CellQuest Pro™を用いて解析を行った。 
 
ⅲ  Dog-CD20 peptideに対する抗体価の測定 
初回投与日（0週目）、2回目投与日（2週目）、5回目投与日（14週目）の計 3回のペプチド

ワクチン投与前に対象犬から血清を採取し、イヌ CD20ペプチドに対する抗体価を ELISA法で
評価した。PBS（‐）で Dog-CD20-OVAまたは Dog-CD20-KLHを 1!g/mlに、卵白アルブミ
ン（和光純薬工業）を 2!g/mlに希釈し、96穴 ELISA用プレート（ELISA用プレート H, 住友
ベークライト, 東京）に 100!lずつの分注し、4℃で一晩吸着させた。各ウェルを 0.05%の
Tween20（ナカライテスク, 京都）を含む PBS（PBS-Tween）200!lで 3回洗浄した。洗浄後
Neptune Block with Nonmammalian-Based Blocker（ImmunoChemistry Technologies, LLC, 
Bloomington, MN）を各ウェル 200!lずつ添加し、室温で 4時間ブロッキングを行った。
PBS-Tweenで 3回洗浄し、対象犬の血清を PBS（‐）で 20倍、40倍、60倍、80倍、100倍、
500倍、2,500倍、10,000倍に希釈したものを各ウェル 100!lずつ入れ、室温で 1時間振とう
して反応させた。PBS-Tween 200!lで 5回洗浄し、PBS（‐）で 50ng/mlに希釈したペルオキ
シダーゼ標識ヤギ抗イヌ IgG(H+L) 抗体（Bethyl Laboratories, Montgomery, TX）を各ウェ
ル 100!lずつ入れ、室温で 1時間振とうして反応させた。PBS-Tweenで 5回洗浄し、
SIGMAFAST™ OPDタブレット（シグマ アルドリッチ ジャパン, 東京）を用いて調整した基
質液を各ウェル 200!lずつ入れ、37℃の遮光状態で反応させた。30分後に 3mol/Lに調整した
塩酸（ナカライテスク）を 50!l/wellずつ加え、マイクロプレートリーダーSpectraMax M2（モ
レキュラーデバイス ジャパン, 東京）および解析ソフトウェア SoftMax Proを用いて波長
492nmの吸光度を測定した。抗体価の測定はすべて 3重試験で行った。 
 
ⅳ  副作用 
投与部位の掻痒や潰瘍形成がないかをワクチン投与日から 1週間観察した。また投与後 30分

以内に呼吸困難や意識障害、全身性の膨疹や紅斑等のアナフィラキシー症状を呈することがない

か観察した。 
 
4  リンパ腫症例に対する CD20 ペプチドワクチンの投与  

12歳 9カ月齢、体重 3.8kgの雌のマルチーズを対象症例とした。症例は臨床試験開始の 9か
月前に、鹿児島大学附属動物病院へ下顎および膝窩リンパ節の腫大を主訴に来院し、針吸引生検

サンプルの細胞診で多数の異型リンパ球を認められていた。リンパ節吸引細胞を試料とした解析

で、免疫グロブリン遺伝子にクローン性の再構成がみられ、B細胞性リンパ腫と診断された。診
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断後 UW-25プロトコール[17]を基本にした多剤併用療法にて治療され、完全寛解期に至ってい
た。休薬期間中、オーナーが更なる治療を希望したため、治験内容を説明し、書面による同意の

上、Dog-CD20を使用した臨床試験を行った。臨床試験は、多剤併用プロトコールを終えた日か
ら 3カ月後に開始した。投与は前述と同じ方法で初回から 3回目までの投与を隔週で行い、4,5
回目の投与は一カ月毎に行う予定とした（Fig.2 B）。投与前には皮内試験を行い、一般状態や体
表リンパ節の大きさ、全血球計算、血液生化学検査等をモニターした。また免疫前と 4回目の
投与前の血清を採取し、Dog-CD20に対する抗体価を測定した。皮内試験、抗体価の測定は前述
の健常犬に対する投与時と同様の方法で行った。副作用の評価のため、投与後 30分以内に呼吸
困難や意識障害、全身性の膨疹や紅斑といったアナフィラキシー症状を呈することがないか観察

した。また、帰宅後に投与部位の掻痒や潰瘍形成がないかオーナーに観察を依頼した。 
 

5  イヌ CD20 発現細胞の作製  
イヌに対してペプチドワクチンを投与した際の CD20に対する抗体産生の評価、およびイヌ

の細胞外領域を認識する抗イヌ CD20抗体作製の免疫源として用いるために、リコンビナント
イヌ CD20分子を発現する細胞を作製した。 
 
5-1  イヌ CD20 cDNAのクローニング 

B細胞性リンパ腫と診断された 4歳齢雄のミニチュア・ダックスフントから胸水を採取し、
PureLink™ RNA Mini kit （ライフテクノロジーズジャパン, 東京）用い、キットの添付プロ

トコールに従って total RNAを抽出した。抽出した total RNAをテンプレートとして、ReverTra 
–Plus-TM（東洋紡績, 大阪）を用いて、キットの添付プロトコールに従い逆転写ポリメラーゼ連
鎖反応（RT-PCR）を行った。Total RNA（0.24!g/ml）7!lをテンプレートとして、キットに
付属されている Oligo（dT-20） primer 5!lを加え、42℃ 60分間、85℃ 5分間で逆転写反応
を行った。PCR反応ためのプライマーは、これまで報告されているイヌ CD20mRNA配列[30]
を参考にして、F01 primerおよび R01 primerをデザインし、株式会社ベックスに合成を依頼
した（Table.1）。F01 primerは開始コドンから 5塩基上流のヌクレオチドを含み、方向性を保
ってクローニングするため 5’末端に caccの 4塩基を付加している。また R01 Primerは CD20
コーディング領域で終始コドンの 1塩基上流までを含むようにした。DNAの増幅には Blend 
Taq® -Plus-（東洋紡績）を用いた。逆転写反応の産物 2!lをテンプレートに反応液 50!lとして、
94℃2分間で加温した後で、94℃ 10秒の熱変性、55℃ 30秒のアニーリング、72℃ 60秒の伸
長反応を 30サイクル行った。PCR産物を 1.5%のアガロースゲルで電気泳動し、トリス‐酢酸
‐EDTA緩衝液（TAE, 和光純薬工業）で 10,000倍希釈した SYBR Safe DNA gel stain（ライ
フテクノロジーズジャパン）で染色後、青色 LEDトランスイルミネーター（オプトコード, 東
京）を用いて観察した。 
 
5-2  イヌ CD20発現プラスミドの作製 
イヌ CD20を Green Fluorescent Protein（GFP）との融合蛋白として発現させるため、プラ

スミド構築を行った。F01 primerとR01 primerを用いてPCR法により増幅したDNA断片を、
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pENTR™⁄D-TOPO® Cloning Kit（ライフテクノロジーズジャパン）を用い、添付プロトコー
ルに従って、Gateway® Entryベクターへライゲーションした。この反応液を用い、コンピテ
ント細胞 One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli（ライフテクノロジーズジャパン）

を形質転換し、50!g/mlのカナマイシンを加えた Luria-Bertani （LB）プレートで選択した。
形成されたコロニー10個について、50!g/mlのカナマイシンを加えた LB液体培地で、37℃で
培養後、Mini PlusTM Plasmid DNA Extraction System（Viogene Bio Tek Corporation, Taipei, 
Taiwan）でプラスミドを抽出し、pENTR™⁄D-TOPO® Cloning Kitに付属しているM13 
Forward (-20) Primerと R01 Primerで、Blend Taq® -Plus-（東洋紡績）を用いて PCR法に
よりスクリーニングを行った。反応条件は 94℃2分間で加温した後、94℃ 10秒、53℃ 30秒、
72℃ 60秒で 30サイクルとした。PCR産物を泳動後に SYBR Safe DNA gel stainで染色し、
陽性クローン（pENTR-CD20）を選択した。この pENTR-CD20を用いてイヌ CD20の C末端
に GFPを結合する、CD20-GFP融合蛋白を発現するためのプラスミド構築を行った。発現ベク
ターとして、遺伝子導入領域の下流に GFP遺伝子をコードする pcDNA-DEST47（Fig.5-A, ラ
イフテクノロジーズジャパン）を用いた。E. coli Expression System with Gateway™ 
Technology（ライフテクノロジーズジャパン）を用い、添付プロトコールに従って pENTR-CD20
と pcDNA-DEST47の LR Recombination反応を行い、イヌ CD20遺伝子を pcDNA-DEST47
へ組み換えた。反応後、前述の方法で形質転換し、100!g/mlのアンピシリンを加えた LBプレ
ートを用いて選択し、発現プラスミドの抽出を行った。PCR法による陽性クローン
pDEST-CD20のスクリーニングは T7 Forward Primerと R01 Primer を用い、pENTR-CD20
と同様の反応条件で行った。次にイヌ CD20の N末端に GFPを結合する、CD20-GFP結合蛋
白を発現するプラスミドの構築を行った。発現ベクターとして、マルチクローニングサイト上流

に GFP遺伝子をコードする pCruz GFP-A（Fig.5-B, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 
CA）を用いた。PCRのテンプレートとして pDEST-CD20を用い、プライマーには開始コドン
を含み、発現ベクターへのライゲーション時の読み枠を合わせるために 5’側に atcgを付加した
F02 Primerと、イヌ CD20 mRNAの終始コドンを含む R02 Primerを用いた（Table.1）。DNA
の増幅には KOD -Plus-（東洋紡績）を用い、反応条件は 94℃2分間で加温した後、98℃ 10秒、
52℃ 30秒、68℃ 60秒で 30サイクルとした。pCruz GFP-Aを制限酵素 EcoRV（Promega, 
Madison, WI）により、37℃で 1時間消化し、その後セルフライゲーションを防ぐため、37℃
で 30分間アルカリフォスファターゼ（TSAP, Promega）処理を行い、74℃15分間で不活化し
た。このプラスミド 50ngと PCR産物のモル比がプラスミド：PCR産物=1：3になるよう混合
し、フェノール・クロロホルム抽出およびエタノール沈殿により精製した。その後 TA-Blunt 
Ligation Kit（ニッポンジーン, 東京）の添付プロトコールに従い 16℃ 16時間ライゲーション
反応を行った。反応液を前述の方法で形質転換し、50!g/mlのカナマイシンを加えた LBプレー
トで選択後、発現プラスミドの抽出を行った。陽性クローン pCruz-CD20のスクリーニングは
T7 Forward Primerと R02 Primerを用いて前述の反応条件で行った。 
 
5-3  塩基配列の決定 
作製したプラスミドの塩基配列の決定は、北海道システムサイエンス株式会社（北海道）に依
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頼し、Applied Biosystems 3730 DNA Analyzerおよび BigDye® Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit（ライフテクノロジーズジャパン）を用いて、ダイターミネーター法で行われ
た。シークエンス用プライマーとして、pENTR-CD20はM13 Forward (-20) Primerおよびイ
ヌ CD20コーディング領域に設計した F03 Primer（Table.1）を、pDEST-CD20は T7 Forward 
Primerおよび F03 Primerを、pCruz-CD20は pCruz GFPの GFP遺伝子内に設計した F04 
Primer（5’-agcaaagaccccaacgagaa-3’）および F03 Primerを用い、CD20と GFP遺伝子の結
合部位を中心に片側のみ塩基配列を決定した。 
 
5-4  HEK293細胞および NIH3T3細胞への遺伝子導入 
ⅰ  細胞培養 
ヒト胎児腎細胞由来の HEK293細胞 [49-51]は、財団法人ヒューマンサイエンス振興財団（東

京）から分与を受けた（JCRB9068）。Dulbecco's modified Eagle's medium（DMEM, 和光純
薬工業）に 5%のウシ胎児血清および 1v/v%のペニシリン‐ストレプトマイシン‐ネオマイシン
抗生物質混合液（Penicillin-Streptomycin-Neomycin（PSN）Antibiotic Mixture（100×）, ラ
イフテクノロジーズジャパン）を加えて培養液として、25cm2の細胞培養フラスコ（Cell Culture 
Flask 25cm2, Plug Cup, SPL Life Sciences, Gyeonggi-do, Korea）を用い、5%CO2 37℃で培養
し、細胞がおよそ 70~80% confluentとなった時に継代した。継代時は培養液を廃棄し、0.5ml
の TlypeLE Express（ライフテクノロジーズジャパン）を加え、5分間 5%CO2 37℃で静置し
た後で細胞を浮遊させ、新しい培養液で約 10倍に希釈した。 
 
ⅱ  トランスフェクション 

HEK293細胞を 6穴培養プレート（6 well Cell Culture Plate, SPL Life Sciences Inc., 
Gyeonggi, Korea）で 50~70% confluentになるまで培養した。X-tremeGENE HP DNA 
Transfection Reagent（ロシュ・ダイアグノスティックス, 東京）を用いて添付プロトコールに
従い遺伝子導入した。すなわち 1.5mlマイクロチューブに DMEMを 200!l入れ、プラスミド
DNAを 2!g加え、ピペッティングした。導入に用いたプラスミド DNAは、イヌ CD20発現プ
ラスミドとして pDEST-CD20と pCruz-CD20、陽性コントロールとして pcDNA-DEST47のキ
ットに添付されている GFP-chloramphenicol acetyl transferase（CAT）融合蛋白発現プラスミ
ド pcDNA/GW-47/CAT、pCruz GFPのキットに含まれる lacZ遺伝子が挿入された発現プラス
ミド pCruz GFP-L、陰性コントロールとして pMD20-T vector（タカラバイオ, 滋賀）を用いた。
その後室温にした X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagentを撹拌してチューブに 6!l
添加後、室温で 30分間インキュベートした。この溶液をシャーレの各ウェルへ添加し、撹拌後
に 5%CO2 37℃で培養した。 
 
5-6  導入細胞におけるイヌ CD20発現の評価 
フローサイトメトリーにより、HEK293細胞におけるリコンビナントイヌ CD20分子の発現

解析を行った。導入細胞はトランスフェクションの 48時間後に、0.2mlの TlypeLE Express
で 5分間 5%CO2 37℃で反応させた後、DMEM 1mlで浮遊させ細胞液とした。細胞液は
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FACSCaliburおよび付属のソフトウェア CellQuest Pro™を用いて、生細胞と思われる分画の
20,000個の細胞についてフローサイトメトリー解析を行った。 
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結果（本文） 
1  イヌ CD20 ペプチドで免疫したウサギ血清のイヌ CD20 分子に対する反応  
1-1  イヌ CD20ペプチドに対する抗体価 

Dog-CD20-KLH で免疫したウサギにおいて、Dog-CD20 に対する抗体産生を評価するため、
免疫前後のウサギ血清中の抗体価を ELISA 法で測定した（ベックスに依頼）。キャリアーとし
て用いた KLH に対する抗体の影響を考慮し、Dog-CD20-OVA に対する反応で抗体価を測定し
た。免疫前には血清の希釈倍率 1,000~128,000 倍で吸光度は 0.050 以下であった。これに対し
免疫後には、血清の希釈倍率 1,000~4,000 倍で吸光度 2.500 以上であり、以下は希釈倍率依存
的に減少し、128,000倍においても吸光度は 0.333であった（Fig.3）。以上の結果より、免疫し
たウサギにおいて Dog-CD20に対する抗体が産生されていることが示された。 
 
1-2  ウサギ血清のイヌ B細胞表面抗原に対する反応性 

Dog-CD20-KLHで免疫したウサギ血清がイヌB細胞上発現しているCD20に反応するかを評
価するため、健常犬の末梢血単核球を分離し、免疫したウサギの血清と反応させ、フローサイト

メトリーで解析した（Fig.4A）。免疫したウサギ血清と反応したリンパ球は 0.5%（Fig.4B）で
あり、コントロールとして用いた免疫していないウサギの血清で染色した場合（0.7%）（Fig.4C）
とほぼ同程度の陽性率であり、免疫したウサギ血清のイヌリンパ球に対する反応は認められなか

った。また免疫したウサギ血清と抗イヌ CD21 抗体で二重染色した場合、血清と反応したリン
パ球は 0.9%、血清と反応した CD21 陽性リンパ球は 0.4%であり、血清と B 細胞特異的な反応
がみられなかった（Fig.4D）。このことから免疫したウサギ血清はイヌ B細胞に発現する CD20
分子とは反応していないと考えられた。 
 
2  健常犬に対するイヌ CD20 ペプチドワクチン投与試験  
2-1  皮内試験、遅延型アレルギー反応（DTH）、副作用 
対象犬の側腹部に Dog-CD20および Dog-CD20-KLHを各 0.05mlずつ皮内注射し、投与部の

発赤や膨疹の様子を投与後 15分後に計測した。初回のペプチドワクチン投与前（ワクチン未接
種）には、Dog-CD20投与部位で 1mm 、Dog-CD20-KLH投与部で 6mmの発赤を認め、膨疹
は認めなかった（Fig.5A）。2回目の投与以降には、Dog-CD20投与部で 1~2mmの発赤を認め、
膨疹は認めなかったのに対し、Dog-CD20-KLH 投与部では、1~5mm の発赤と 1~3mm の膨疹
を認めた（Fig.5B）。遅延型アレルギー反応として、皮内試験の 24 時間後に投与部位の発赤や
硬結を観察した。初回ペプチドワクチン投与前には Dog-CD20 の投与部に 1mm 発赤、

Dog-CD20-KLH の投与部に 5mm の発赤を認め、ともに硬結は認めなかった。2 回目の投与以
降には、Dog-CD20投与部でほとんど反応がみられなかったのに対し、Dog-CD20-KLH投与部
では、1~2mmの発赤と 1~4mmの硬結を認めた。そのほかの副作用として、ペプチドワクチン
投与後にアナフィラキシー症状を呈さないかを 30分間観察し、また投与後 1週間ワクチン投与
部に明らかな掻痒や潰瘍形成がないかを観察した。その結果、いずれの投与時にも臨床的に明ら

かな副作用は観察されなかった（Table.2）。 
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2-2  イヌ CD20ペプチドに対する抗体価 

Dog-CD20-KLH で免疫した健常犬について、Dog-CD20 に対する抗体産生を評価するため、
Dog-CD20-KLH、Dog-CD20-OVAおよび OVAをプレートに吸着させ、免疫前（0週目）と免
疫後（2、14 週目）の血清の抗体価を ELISA 法で測定した。Dog-CD20-KLH をプレートに吸
着させた時において、免疫前の血清においても Dog-CD20-KLHに対して強い反応がみられ、キ
ャリアー蛋白である KLHに対する非特異的な反応と考えられた。この影響を考慮して、免疫後
の血清の吸光度から免疫前の血清の同じ希釈倍率の吸光度を引いた値（⊿OD）を算出し結果を
示した（Fig.6）。また測定した全吸光度データをその下に示した。Dog-CD20-KLH をプレート
に吸着させた場合には、2、14週目の血清の希釈倍率 100、500倍で⊿ODが 1.0以上であり、
以下 2,500 倍では 0.6 以上、10,000 倍では 0.1 以上と希釈倍率に依存して減少しており、
Dog-CD20-KLHに対する抗体産生が示唆された。Dog-CD20-OVAまたは OVAをプレートに吸
着させた時においても、血清との非特異的な反応を考慮して、免疫後の血清の吸光度から免疫前

の血清の吸光度を引いた値（⊿OD）を算出し結果を示した（Fig.7）。また測定した全吸光度デ
ータをその次頁に示した。OVAをプレートに吸着させた場合、血清希釈倍率にかかわらず⊿OD
は 0.2以下であった。一方 Dog-CD20-OVAをプレートに吸着させた場合、2、14週目両方の血
清の希釈倍率 20~40 倍で⊿OD は 0.2 を超えていた。KLH に対する反応と比較して弱いが、
Dog-CD20に対する抗体産生が示唆された。 
 
2-3  リンパ球サブセットの変化 
健常犬へのイヌ CD20 ペプチドワクチン投与によるリンパ球サブセットの変化をフローサイ

トメトリーで解析した。ワクチン投与により B 細胞の除去が起きれば、CD21 陽性細胞が減少
することが予想される[52]。フローサイトメトリーによる解析では、B細胞に特異的に発現する
CD21 陽性細胞は、ワクチン投与前には 8.3%であり、3 回目投与前（初回投与から 6 週目）に
は 5.9%、5回目投与前（初回投与から 14週目）には 7.9%であり、大きな変動は見られなかっ
た（Fig.8 A-C）。CD3陽性細胞は、ワクチン投与前には 85.4%であり、3回目投与前には 86.6%、
5回目投与前には 92.1%（Fig8 D-F）、CD4陽性細胞は、ワクチン投与前には 30.6%であり、3
回目投与前には 27.8%、5回目投与前には 25.3%（Fig8 G-I）、CD8陽性細胞は、ワクチン投与
前には 35.5%であり、3回目投与前には 43.5%、5回目投与前には 54.4%であった（Fig8 J-L）。
今回解析した 4 種類の表面抗原で、ペプチドワクチンワクチン投与によるリンパ球サブセット
の変化は見られなかった。 
 
3 リンパ腫症例に対するイヌ CD20ペプチドワクチンの投与 
3-1  皮内試験、副作用 
ペプチドワクチンの投与は、0、2、4週目に行った。5回投与する予定であったが、9週目に

腫瘍の再発が確認されたため、4回目以降の投与を中止した。皮内試験は、臨床試験を行った初
回（0 週目）、3 回目（4 週目）のワクチン投与前、4 回目（9 週目, 中止）に行った。初回のペ
プチドワクチン投与前は、Dog-CD20 投与部での反応は見られず、Dog-CD20-KLH 投与部で
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15mmの発赤と膨疹を認めた。4週目の両ペプチド投与部に発赤、膨疹は認められなかった。9
週目 Dog-CD20投与部での反応は見られず、Dog-CD20-KLH投与部で 17mmの発赤と膨疹を
認めた。ペプチドワクチン投与後 30分間のアナフィラキシー症状や、帰宅後にオーナーに観察
を依頼したワクチン投与部の掻痒、潰瘍形成といった副作用はいずれも認められなかった

（Table.3）。 
 
3-2 イヌ CD20ペプチドに対する抗体価 

Dog-CD20-KLHで免疫したリンパ腫症例について、Dog-CD20に対する抗体産生を評価する
ため、Dog-CD20-OVAおよび OVAをプレートに吸着させ、免疫前（0週目）、および 3回免疫
後（9週目）の血清の抗体価を ELISA法で測定した。健常犬の場合と同様に、非特異反応の影
響を考慮して、免疫後の血清の吸光度から免疫前の血清の同じ希釈倍率の吸光度を引いた値（⊿

OD）を算出し結果を示した（Fig.9）。また測定した全吸光度データをその次頁に示した。OVA
をプレートに吸着させた場合、血清希釈倍率にかかわらず⊿OD は 0.2 以下であった。一方
Dog-CD20-OVAをプレートに吸着させた場合、9週目では希釈倍率 20~2,500倍で⊿ODは 0.2
を超えており、Dog-CD20に対する抗体産生が示唆された。 
 
4  イヌ CD20発現細胞の作製 
4-1  イヌ CD20遺伝子のクローニングと発現プラスミドの構築 
リンパ腫の犬の胸水中の腫瘍細胞を材料として、イヌ CD20 の cDNA 遺伝子をクローニング

し、哺乳類細胞発現ベクターへ遺伝子導入を行った。pENTR-CD20のシークエンス解析により
得られたイヌ CD20のコーディング領域の塩基配列を Fig.10に示した。本研究で決定したイヌ
CD20の塩基配列は、加納らが報告しているイヌ CD20の塩基配列（GenBank, AB210085）[30]
と比較し、8 か所で 1 塩基置換が認められた。しかしこのうち 7 塩基については、Ensembl に
登 録 さ れ て い る イ ヌ ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス 中 の CD20 に 相 当 す る 領 域 の 配 列

（ENSCAFT00000039220）[53]と一致していた。これら 8 塩基のうち、開始コドンから 70、
230、592、601、818 番目の塩基置換は非同義置換であった。（p.Tyr70His、p.Cys230Tyr、
p.Leu592Val、p.Ala601Tyr、p.Gly818Glu）。これら 8 塩基の置換は本研究のペプチドワクチ
ンの標的とした第二細胞外領域（EC2）には存在しなかった。O-および N-結合型糖鎖修飾部位
として、N 末端から 19 番目のセリン（O-結合型糖鎖修飾）、140 番目のアスパラギン酸（N-結
合型糖鎖修飾）が予想されたが、それぞれ第 1細胞内領域（IC1）と第 3膜貫通領域（TM3）に
存在することが予想され、糖鎖による修飾を受けた場合にも本研究で標的としたエピトープ

（EC2）に対する影響はないものと考えられた。 
作製した 2種類のイヌ CD20発現プラスミドのコンストラクトと塩基配列の一部を Fig.11に

示した。pDEST-CD20 では、発現ベクターpcDNA-DEST47 に読み枠を合わせて、イヌ CD20
遺伝子を開始コドンの 5 塩基前から終始コドンの前まで挿入し、イヌ CD20 の 3’側にベクター
由来の GFP遺伝子を結合させ、CD20-GFP融合蛋白として発現されるようにした（Fig.11 A）。
pCruz-CD20では、発現ベクターpCruz GFP-Aに読み枠を合わせて、イヌ CD20遺伝子のコー
ディング領域をマルチクローニングサイトに挿入し、その 5’側にベクター由来の GFP遺伝子を
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結合させ、CD20-GFP 融合蛋白として発現されるようにした。この発現プラスミド構築後、塩
基配列を決定したところ、イヌ CD20 コーディング領域の 3’末端から終始コドンを含む 8 塩基
（tcccttaa）、3アミノ酸残基が欠損していた。この欠損によりフレームシフトが生じ、CD20の
C末端に 13残基のアミノ酸が付加されることが予想された（Fig.11 B）。 
 
4-2  哺乳類細胞におけるイヌ CD20分子の発現解析 
作製した 2種のイヌ CD20発現プラスミドを HEK293細胞に遺伝子導入し、イヌ CD20融合

GFPの発現をフローサイトメトリーで解析した。陰性コントロールである pMD20-T vectorを
導入した場合の陽性率は 0.8%（Fig.12B）、陽性コントロールである哺乳類細胞 GFP 発現プラ
スミド pcDNA/GW-47/CATと pCruz GFP-Lを導入した細胞の陽性率はそれぞれ 29.7%、31.5%
であった（Fig.12C,E）。一方、作製したイヌ CD20 発現プラスミド pDEST-CD20 および
pCruz-CD20を導入した細胞では、それぞれ陽性率 9.8%、71.1%であり、HEK293細胞でのイ
ヌ CD20-GFP融合蛋白発現が示された（Fig.12D,F）。 



15 
 

考察 
ヒトでは CD20 を標的としたリツキシマブなどのモノクローナル抗体が B 細胞型非ホジキン

リンパ腫などの治療薬として用いられている[21-24]。イヌにおいても調べたすべての B 細胞性
リンパ腫で CD20が発現していたことが報告され、CD20を標的とした治療が行える可能性が示
唆されている[30,31]。ヒトで治療に用いられているモノクローナル抗体は細胞外領域を認識す
るが、これらの抗体はイヌ CD20と反応せず、治療に用いることはできない[31,33]。 
そこで B 細胞性リンパ腫の犬に対するイヌ CD20 を標的としたペプチドワクチン療法の開発

を試みた。ペプチドワクチンによる腫瘍治療はリツキシマブなどの抗体医薬品と比較して、安価

になることが予想され、経済的な視点から現実的な治療法に実施できる可能性がある。リツキシ

マブをはじめヒトの CD20 を認識するモノクローナル抗体の多くは第二細胞外領域のジスルフ
ィド結合付近にエピトープがあることが分かっている[34]。これを参考にイヌ CD20第二細胞外
領域のジスルフィド結合を含む 29アミノ酸残基のペプチド（Dog-CD20）を合成した。 

Dog-CD20-KLHを完全および不完全フロイントアジュバントと共にウサギへ投与した実験で
は、イヌ CD20 ペプチドに対する抗体が産生されていることが示めされた。しかしフローサイ
トメトリーによる解析では、CD21陽性のイヌ B細胞との反応は認められず、細胞表面の CD20
を認識していないことが示めされた。その原因としては、今回合成した CD20 ペプチドと B 細
胞上に発現している CD20 のコンフォーメーションの相違が関係していると考えられる。リツ
キシマブが認識するエピトープは、ヒト CD20 第 2 細胞外領域のジスルフィド結合が形成する
ループ構造の、170~173番目のアミノ酸（ANPS）を中心としてつくられる深いポケット状構造
であることが分かっている[54]。またリツキシマブをはじめとする抗ヒト CD20モノクローナル
抗体が、CD20 発現細胞の細胞膜を破壊すると反応できなくなるという報告[34]や、一部の抗
CD20 抗体は結合のために、第 1 および第 2 細胞外領域の両方を必要とするとの報告[34,55]が
あり、エピトープとして CD20 の三次構造が重要であることが示唆されている。本実験で合成
した Dog-CD20はジスルフィド結合を形成しており、第 2細胞外領域の 44アミノ酸のうち 29
残基を含む比較的長いペプチドであるが、このペプチドでも誘導された抗体が、B 細胞上の
CD20に反応するという証拠は得られなかった。 
健常犬およびリンパ腫症例に対してペプチドワクチン投与を行い、その効果と副作用について

検討した。癌抗原は元来自己抗原であり、癌ワクチンとして効果的な免疫を惹起するためには強

力なアジュバントが必要である。しかし強い炎症を起こす完全フロイントアジュバントなどを実

際の臨床例へ投与することは現実的ではない。効果的に抗腫瘍免疫を得るためには、細胞性免疫

の誘導が重要と考えられており、本研究では新しく開発された疎水化γ-PGA ナノ粒子をアジュ
バントとして用いた。疎水化γ-PGA ナノ粒子をイヌに用いた報告はないが、マウスにおいて樹
状細胞を活性化して強い抗原特異的細胞性免疫を誘導できること[44]、マウス肝腫瘍モデルにお
いて、癌抗原由来ペプチドを固定化した疎水化γ-PGA ナノ粒子ワクチンが安全にかつ有効な抗
腫瘍効果を示したこと[48]などが報告されている。 
ペプチドワクチンの投与は健常犬で 5 回、リンパ腫症例で 3 回行い、すべてにおいて全身的

なアレルギー症状や投与部位局所の潰瘍形成や掻痒は見られず、今回の実験においては安全性に

問題は見られなかった。継時的に行った皮内試験と遅延型アレルギー反応の評価では、健常犬お
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よびリンパ腫症例ともに Dog-CD20-KLHに対する反応がみられたが、Dog-CD20に対する反応
はほとんど見られなかった。これらの実験により、少なくとも KLHに対する免疫反応が誘導さ
れていることが示唆されたが、CD20に対する反応を証明することはできなかった。 
ペプチドワクチン投与後の抗体産生についても検討した。健常犬について、Dog-CD20-KLH

に対する抗体価はペプチドワクチン投与後に顕著な上昇がみられた。キャリアー蛋白である

KLH に対する反応を取り除くため、Dog-CD20-OVA に対する抗体価も評価したところ、投与
後に抗体価の上昇がみられ、CD20ペプチドに対する抗体産生が示唆された。リンパ腫症例でも
同様にイヌ CD20ペプチドに対する抗体価の上昇を認め、イヌに対して Dog-CD20-KLHの投与
を行うことで、イヌ CD20 ペプチドに対する抗体を誘導できることが示唆された。しかし健常
犬やリンパ腫症例のイヌで観察されたCD20ペプチドに対する抗体価は、それぞれ 40倍と 2,500
倍であり、ウサギに免疫した場合の抗体価 128,000 倍以上と比較して著しく低かった。その理
由としていくつかの可能性が考えられる。まず今回免疫に用いたペプチドはイヌ由来のアミノ酸

配列であるため、イヌにおいては自己抗原として認識され、免疫寛容となっていた可能性がある。

また、アジュバント疎水化γ-PGA ナノ粒子は細胞性免疫をより強く誘導するとされるが 
[44,48]、少なくともウサギで用いた完全または不完全フロイントアジュバントと比較して液性
免疫の誘導効果が弱かった可能性も考えられた。さらに今回ワクチンを投与したイヌは、どちら

も高齢（約 15 歳齢と 12 歳 9 カ月齢）であり、リンパ腫症例では化学療法を受けた後であるた
め、免疫能が低下していた可能性も考えられる。 
ペプチドワクチンによる B 細胞除去が起きるかを観察するために、健常犬で免疫後の末梢血

リンパ球サブセットの変化を評価したが、B細胞の減少は見られず、ペプチドワクチン投与によ
る B 細胞破壊は起きていないものと考えられた。またリンパ腫症例では CD20 ペプチドワクチ
ンの投与期間中にリンパ腫の再発がみられている。実際の担癌例では免疫能が低下している症例

も多いと思われ、今回行った方法よりも強力に免疫を誘導する手法の開発が必要であろう。 
イヌ CD20 を標的とした免疫治療を行う場合、腫瘍細胞の CD20 の発現を迅速に解析する必

要があり、CD20の細胞外領域を認識するモノクローナル抗体は、治療の適応判定に有用と考え
られる。またイヌ CD20 ペプチドワクチンで十分な治療効果が得られない場合には、ヒトの場
合と同様にリツキシマブのような抗体医薬品の開発も考えられる。CD20に対するイヌ化抗体作
製のためには、まずイヌ CD20 に対するモノクローナル抗体の作製が必要である。ウサギでは
Dog-CD20-KLH投与により抗体価の上昇がみられたが、その血清はイヌ B細胞と反応しなかっ
た。データには示していないが、マウスでも同様な結果が得られており、ペプチド以外の方法で

免疫する必要がある。そこで本研究ではイヌ CD20 の細胞外領域を認識するモノクローナル抗
体作製の免疫源とするため、イヌ CD20発現細胞の作製を試みた。イヌ CD20 cDNAをクロー
ニングし、N末端側および C末端側に GFPを結合させた CD20-GFP融合蛋白発現プラスミド
pDEST-CD20 および pCruz-CD20 を構築し、ヒト胎児腎細胞由来の HEK293 細胞に導入する
ことで、イヌ CD20-GFP融合蛋白の発現を確認することができた。今回クローニングしたイヌ
CD20のコーディング領域の塩基配列を GenBankに報告されている配列[30]と比較したところ、
8か所で 1塩基置換が確認された。しかしこれらのうち 7塩基については Ensemblに登録され
ている配列[53]と一致しており、１塩基多型であると推測している。8か所の置換のうち 5か所
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が非同義置換であったが、すべての置換は第 2 細胞外領域には存在しないため、エピトープの
抗原性に影響する可能性は低いと考えられた。今後イヌ CD20 発現細胞を使うことで、ペプチ
ドワクチンを投与したイヌで産生された抗体の、細胞上 CD20 に対する反応を迅速に評価でき
るようになると推測された。またこの発現プラスミドを導入したマウスやラットの細胞を免疫源

とすることで、イヌ CD20 の細胞外領域を認識するモノクローナル抗体の作製が可能であると
考えられた。さらに作製した抗イヌ CD20 モノクローナル抗体の相補性決定領域のアミノ酸配
列を参考に、治療用の抗イヌ CD20イヌ化抗体の作製が行えることが考えられた。 
これまで小動物の腫瘍を対象とした免疫療法で、十分な臨床成果を上げられた報告はない。今

回試みた B 細胞性リンパ腫に対するイヌ CD20 を標的とした免疫療法の開発は、近年、人医領
域で蓄積されている抗 CD20 抗体のエピトープや抗腫瘍免疫機構に関する多くのデータが参照
可能であり、また対象となる症例も多いため臨床試験が行いやすいことから、小動物に対する新

しい腫瘍治療のブレークスルーになる可能性があると考えている。 
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Fig.1 予想される犬の CD20 分子の構造を示した。ヒト CD20 は 4 回膜貫通型の糖鎖を含まない膜

蛋白で、イヌCD20も同じ構造をとると推定される[30]。イヌCD20は 297アミノ酸残基からなり、

N末端、C末端ともに細胞内に存在している。3つの細胞内領域（IM1-3）、4つの膜貫通領域（TM1-4）、

2 つの細胞外領域（EC1-2）からなる。第二細胞外領域（EC2）は 44 アミノ酸残基で構成され、

この領域に含まれる 2 つのシステイン残基（Ｃ）により分子内ジスルフィド結合（*-* 間）が

形成されることが予想される。
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A.

B.

Fig.2 （A）健常犬におけるイヌ CD20 ペプチドワクチンの投与および評価計画を示した。ペプチ

ドワクチンは Dog-CD20-KLH 1mg にアジュバントとして疎水化 γ-ポリグルタミン酸（γ-

PGA）ナノ粒子 10mg を加え、PBS1ml で混濁したものを投与する。ワクチン投与直前には皮内

試験を行い、投与 1 日後に皮内試験投与部で遅延型アレルギー反応（DTH）を評価する。ワク

チン投与後から 1 週間には、副作用の観察を行う。0、2、14 週目のワクチン投与直前には、

抗 CD20 抗体価測定のための血液採取を行う。0、6、14 週目のワクチン投与直前には、末梢血 

B 細胞の割合の変化をフローサイトメトリーにより評価する。（B）リンパ腫症例におけるイヌ 

CD20 ペプチドワクチンの投与および評価計画を示した。0、4、9、14 週目ワクチン投与直前に

は、健常犬と同様に皮内試験を行う。ワクチン投与後には、副作用の観察をオーナーに依頼す

る。1、9 週目の投与直前には、抗 CD20 抗体価測定のための血清採取を行う。
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Fig.3 Dog-CD20-KLH で免疫したウサギ血清の Dog-CD20 に対する抗体価を ELISA 法により測定

した。96 穴プレートに Dog-CD20-OVA を吸着させ、希釈した血清と反応させた。450nm の吸光度

を縦軸に、血清希釈倍率を横軸に示した。Dog-CD20-KLH 投与前のウサギ血清（ 青線：◆ ）

と、3 回目の Dog-CD20-KLH 投与から 1 週間後のウサギ血清（ 赤線：■ ）の各希釈倍率での

吸光度の推移を示した。
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Fig.4 Dog-CD20-KLH で免疫したウサギ血清のイヌ B 細胞に対する反応性をフローサイトメトリ

ーで検討した。（A）ゲートをかけたリンパ球分画の細胞 20,000 個について検討を行った。（B）

イヌ末梢血単核球と免疫したウサギ血清と反応させ、R-PE標識抗ウサギIgG抗体で染色した。（C）

イヌ末梢血単核球と免疫していないウサギ血清と反応させ、R-PE 標識抗ウサギ IgG 抗体で染色

した。（D）イヌ末梢血単核球と免疫したウサギ血清との反応（R-PE）および抗イヌ CD21 抗体と

の反応（FITC）を示したドットプロット。
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A. 初回投与日の皮内試験 B. 2 回目投与日の皮内試験

Fig.5 健常犬におけるペプチドワクチン投与前に皮内にDog-CD20およびDog-CD20-KLHを投与し、

その 15 分後の様子を示した。A：初回投与日の皮内試験の様子。左の Dog-CD20-KLH 投与部では

6mm の発赤を認め、右の Dog-CD20 投与部では 1mm の発赤を認めた。ともに膨疹はみられなかっ

た。B：2 回目投与日の皮内試験の様子。左の Dog-CD20-KLH 投与部では 5mm の発赤と 2mm の膨疹

を認め、右の Dog-CD20 投与部では 2mm の発赤を認め、膨疹はみられなかった。

Dog-CD20投与部 Dog-CD20-KLH投与部 Dog-CD20投与部 Dog-CD20-KLH投与部 

Fig.5
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Fig.6 Dog-CD20-KLH で免疫した健常犬血清の抗体価を ELISA 法により測定した。96 穴プレート

に Dog-CD20-KLH を吸着させ、希釈した血清と反応させた。免疫後（2 および 14 週目）の吸光度

から免疫前（0 週目）の吸光度を引いた⊿OD を縦軸に、血清希釈倍率を横軸に示した。2 週目

（ ▲ ）と 14 週目（ △ ）の各血清希釈倍率における⊿OD を示した。実験は 3 重試験で行

い、各測定値を下表に示した。
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Fig.7 Dog-CD20-KLH で免疫した健常犬血清の抗体価を ELISA 法により測定した。96 穴プレート

に OVA または Dog-CD20-OVA を吸着させ、希釈した血清と反応させた。免疫後（2 および 14 週目）

の吸光度から免疫前（0 週目）の吸光度を引いた⊿OD を縦軸に、血清希釈倍率を横軸に示した。

OVA をプレートに吸着させた場合の 2 週目（ ◆ ）と 14 週目（ ◇ ）の各血清希釈倍率に

おける⊿OD、および Dog-CD20-OVA をプレートに吸着させた場合の 2 週目（ ■ ）と 14 週目

（ □ ）の各血清希釈倍率における⊿OD を示した。実験は 3 重試験で行い、各測定値を次頁

の表に示した。
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Dog-CD20-OVA 抗
原

×20 ×40 ×60 ×80 ×100 ×500 ×2,500 ×10,000

1.058 0.889 0.759 0.823 0.789 0.538 0.414 0.334
1.001 0.755 0.814 0.783 0.868 0.574 0.411 0.3150 週目
0.838 0.869 0.800 0.809 0.900 0.591 0.415 0.336

平均 0.966 0.838 0.791 0.805 0.852 0.567 0.413 0.329
標準偏差 0.093 0.059 0.023 0.017 0.047 0.022 0.002 0.009

1.411 1.094 0.922 0.900 0.883 0.642 0.400 0.361
1.302 1.083 1.022 1.020 0.915 0.559 0.396 0.3222 週目
1.304 1.119 1.003 1.085 0.913 0.587 0.378 0.345

平均 1.339 1.099 0.982 1.001 0.904 0.596 0.392 0.343
標準偏差 0.051 0.015 0.043 0.077 0.015 0.034 0.009 0.016

1.410 1.180 0.862 0.916 0.840 0.543 0.413 0.348
1.388 1.211 0.996 0.932 0.824 0.534 0.367 0.36314 週目
1.350 1.140 1.008 1.039 0.823 0.524 0.394 0.351

平均 1.383 1.177 0.955 0.962 0.829 0.533 0.391 0.354
標準偏差 0.025 0.029 0.066 0.054 0.008 0.008 0.019 0.006

Dog-CD20-OVA を ELISA 抗原とした健常犬血清の吸光度値

OVA 抗原 ×20 ×40 ×60 ×80
×
100

×
500

×
2,500

×
10,000

0.865 0.550 0.501 0.548 0.800 0.504 0.264 0.296
0.607 0.493 0.580 0.651 0.802 0.456 0.337 0.3040 週目
0.789 0.670 0.683 0.592 0.827 0.491 0.347 0.331

平均 0.754 0.571 0.588 0.597 0.810 0.484 0.316 0.311
標準偏差 0.108 0.074 0.075 0.042 0.012 0.020 0.037 0.015

1.153 0.741 0.731 0.619 0.790 0.488 0.348 0.339
0.857 0.690 0.645 0.647 0.763 0.531 0.352 0.3152 週目
0.847 0.726 0.673 0.655 0.842 0.482 0.342 0.312

平均 0.952 0.719 0.683 0.640 0.798 0.500 0.347 0.322
標準偏差 0.142 0.021 0.036 0.015 0.033 0.022 0.004 0.012

0.815 0.663 0.542 0.550 0.604 0.440 0.345 0.320
0.683 0.715 0.599 0.600 0.624 0.411 0.357 0.32614 週目
0.808 0.682 0.623 0.625 0.618 0.439 0.356 0.342

平均 0.768 0.687 0.588 0.592 0.615 0.430 0.353 0.329
標準偏差 0.061 0.022 0.034 0.031 0.008 0.014 0.005 0.009

OVA を ELISA 抗原とした健常犬血清の吸光度値
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Fig.8 健常犬にペプチドワクチンを投与した時のリンパ球サブセットの変化を評価した。1、3、

5 回目（0、6、14 週目）のペプチドワクチン投与直前に末梢血単核球を分離し、イヌリンパ球を

フローサイトメトリーで解析した。それぞれのヒストグラムでは縦軸に細胞数を、横軸に FITC

の蛍光強度を示した。0、6、14 週目のリンパ球分画における CD21 陽性細胞の割合を A、B、C に、

0、6、14 週目のリンパ球分画における CD3 陽性細胞の割合を D、E、F に、0、6、14 週目のリン

パ球分画における CD4 陽性細胞の割合を G、H、I に、0、6、14 週目のリンパ球分画における CD8

陽性細胞の割合を J、K、L に示した。
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Fig.9 Dog-CD20-KLH で免疫したリンパ腫症例の血清抗体価を ELISA 法により測定した。96 穴プ

レートに OVA または Dog-CD20-OVA を吸着させ、希釈した血清と反応させた。免疫後（9 週目）

の吸光度から免疫前（0 週目）の吸光度を引いた⊿OD を縦軸に、血清希釈倍率を横軸に示した。

OVA をプレートに吸着させた場合（ ◆ ）と、Dog-CD20-OVA をプレートに吸着させた場合

（ ■ ）の各血清希釈倍率における⊿OD を示した。実験は 3 重試験で行い、各測定値を次頁

の表に示した。

-0.2

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

×20 ×40 ×60 ×80 ×100 ×500 ×2500 ×10,000

⊿OD

血清希釈倍率

Dog-CD20-OVA 9W-0W

OVA 9W-0W

Fig.9
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Dog-CD20-OVA 抗
原

×20 ×40 ×60 ×80
×
100

×
500

×
2,500

×
10,000

0.663 0.587 0.508 0.497 0.415 0.260 0.216 0.169

0.669 0.584 0.533 0.484 0.404 0.299 0.190 0.1680 週目

0.637 0.562 0.472 0.477 0.388 0.258 0.187 0.157

平均 0.656 0.578 0.504 0.486 0.402 0.272 0.197 0.165

標準偏差 0.014 0.011 0.025 0.008 0.011 0.019 0.013 0.005

1.464 1.803 1.370 1.466 1.256 1.134 0.509 0.258

1.705 2.027 1.386 1.425 1.347 1.053 0.507 0.2569 週目

1.793 2.045 1.570 1.609 1.399 1.035 0.536 0.265

平均 1.654 1.959 1.442 1.500 1.334 1.074 0.518 0.260

標準偏差 0.139 0.110 0.090 0.079 0.059 0.043 0.013 0.004

Dog-CD20-OVA を ELISA 抗原としたリンパ腫症例の血清の吸光度値

OVA 抗原 ×20 ×40 ×60 ×80
×
100

×
500

×
2,500

×
10,000

0.520 0.431 0.377 0.379 0.328 0.218 0.152 0.135

0.529 0.422 0.386 0.365 0.313 0.221 0.159 0.1360 週目

0.489 0.417 0.343 0.367 0.286 0.196 0.152 0.139

平均 0.513 0.424 0.369 0.370 0.309 0.212 0.154 0.136

標準偏差 0.017 0.006 0.018 0.006 0.018 0.011 0.003 0.002

0.648 0.564 0.553 0.440 0.438 0.309 0.214 0.159

0.606 0.591 0.501 0.469 0.411 0.318 0.200 0.1529 週目

0.613 0.560 0.519 0.547 0.437 0.301 0.216 0.150

平均 0.622 0.571 0.524 0.485 0.429 0.310 0.210 0.154

標準偏差 0.018 0.014 0.021 0.045 0.013 0.007 0.007 0.004

OVA を ELISA 抗原としたリンパ腫症例の血清の吸光度値



35 
 

1(1) atg aca aca ccc aga aat tca atg agt gga act ctc ccg gta gat cct atg aaa agc cct 60(20)

Met Thr Thr Pro Arg Asn Ser Met Ser Gly Thr Leu Pro Val Asp Pro Met Lys Ser Pro

61(21) act gcc atg cat cct gtt caa aaa ata att ccc aaa agg atg cct tca gtg gtg ggc cct 120(40)

Thr Ala Met His Pro Val Gln Lys Ile Ile Pro Lys Arg Met Pro Ser Val Val Gly Pro

121(41) aca caa aac ttc ttc atg agg gaa tct aag aca ctg ggg gct gtc cag att atg aat ggg 180(60)

Thr Gln Asn Phe Phe Met Arg Glu Ser Lys Thr Leu Gly Ala Val Gln Ile Met Asn Gly

181(61) ctc ttc cac att gcc cta ggc agc ctc ctg atg att cac acg gat gtc tat gcg ccc atc 240(80)

Leu Phe His Ile Ala Leu Gly Ser Leu Leu Met Ile His Thr Asp Val Tyr Ala Pro Ile

241(81) tgt ata act atg tgg tac cct ctc tgg gga ggc att atg ttc atc att tct gga tca ctc 300(100)

Cys Ile Thr Met Trp Tyr Pro Leu Trp Gly Gly Ile Met Phe Ile Ile Ser Gly Ser Leu

301(101) ctg gca gca gcg gac aaa aac ccc agg aag agt ttg gtc aaa gga aaa atg ata atg aac 360(120)

Leu Ala Ala Ala Asp Lys Asn Pro Arg Lys Ser Leu Val Lys Gly Lys Met Ile Met Asn

361(121) tca ttg agc ctc ttt gct gct att tct gga ata att ttt ttg atc atg gac ata ttt aat 420(140)

Ser Leu Ser Leu Phe Ala Ala Ile Ser Gly Ile Ile Phe Leu Ile Met Asp Ile Phe Asn

421(141) att acc att tcc cat ttt ttt aaa atg gag aat ttg aat ctt att aaa gct ccc atg cca 480(160)

Ile Thr Ile Ser His Phe Phe Lys Met Glu Asn Leu Asn Leu Ile Lys Ala Pro Met Pro

481(161) tat gtt gac ata cac aac tgt gac cca gct aac ccc tct gag aaa aac tct tta tct ata 540(180)

Tyr Val Asp Ile His Asn Cys Asp Pro Ala Asn Pro Ser Glu Lys Asn Ser Leu Ser Ile

541(181) caa tat tgt ggc agc ata cga tct gtt ttc ttg ggc gtt ttt gct gtg atg gtg atc ttt 600(200)

Gln Tyr Cys Gly Ser Ile Arg Ser Val Phe Leu Gly Val Phe Ala Val Met Val Ile Phe

601(201) acc ttt ttc cag aaa ctt gtg aca gct ggc att gtt gag aat gaa tgg aaa aaa ctg tgc 660(220)

Thr Phe Phe Gln Lys Leu Val Thr Ala Gly Ile Val Glu Asn Glu Trp Lys Lys Leu Cys

661(221) tct aaa cct aaa tct gat gta gtt gtt ctg tta gct gct gaa gaa aaa aaa gaa cag ccg 720(240)

Ser Lys Pro Lys Ser Asp Val Val Val Leu Leu Ala Ala Glu Glu Lys Lys Glu Gln Pro

721(241) att gaa aca aca gaa gaa atg gtt gag ctg act gaa ata gct tcc caa cca aag aaa gaa 780(260)

Ile Glu Thr Thr Glu Glu Met Val Glu Leu Thr Glu Ile Ala Ser Gln Pro Lys Lys Glu

781(261) gaa gac att gaa att att cca gtc caa gaa gaa gaa gag gaa ctg gaa ata aac ttt gca 840(280)

Glu Asp Ile Glu Ile Ile Pro Val Gln Glu Glu Glu Glu Glu Leu Glu Ile Asn Phe Ala

841(281) gaa cct ccc cag gag cag gaa tct tca cca ata gaa aac gac agc atc cct taa 894(297)

Glu Pro Pro Gln Glu Gln Glu Ser Ser Pro Ile Glu Asn Asp Ser Ile Pro ***

IC1 

TM1 

EC1 

TM2 

IC2 TM3 

TM4 

IC3 

EC2 

* 

* 

* 

* 

* * 

* 

 

F01 Primer  

R01 Primer  

O 型糖鎖修飾の可能

性  

N 型糖鎖修飾の可能

性  

Fig.10 イヌのリンパ腫細胞から作製した cDNA を鋳型にイヌ CD20 遺伝子を増幅し、pENTR/D-TOPO プ

ラスミドに挿入した。pENTR-CD20 の塩基配列と予想されるアミノ酸配列を示した。イヌ CD20 遺伝子

の増幅に用いたプライマーF01 Primer と R01 Primer をそれぞれ矢印で示した。ヒト CD20 の構造から

イヌ CD20 の構造を予想し、細胞内領域を“IC1-3”、膜貫通領域を“TM1-4”、細胞外領域を“EC1-2”

で示した。N-および O-結合型糖鎖修飾の可能性のある部位を“ ”で示した。ヒトと同様に第二

細胞外領域（EC2）に分子内ジスルフィド結合を形成することが予想される 2 つのシステイン残基を

“ Cys ”で示した。イヌ CD20 の cDNA 配列として GenBank に登録されている配列（AB210085）[30]

と異なる塩基を“*または ”で示し、Ensembl に登録されている配列（ENSCAFT00000039220）[53]

と異なる塩基を“ ”で示した。これらの中で非同義置換となるアミノ酸を“ ”で示した。

Fig.10 
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Fig.11 作製したイヌ CD20 哺乳類細胞発現プラスミドのコンストラクトを示した。（A）

pDEST-CD20 であり、CMV プロモーター（PCMV）の下流に Kozak 配列とそれに続くイヌ CD20 遺伝子

を挿入し、3’側にあるベクター由来 GFP 遺伝子との融合蛋白として発現するように構築した。

（B）pCruz-CD20 であり、CMV プロモータの下流にベクター由来の GFP 遺伝子が存在し、その 3’

側にイヌ CD20 遺伝子を挿入し、融合蛋白として発現するように構築した。挿入したイヌ CD20

遺伝子の 3’末端では終始コドンを含む 8 塩基（tcccttaa）が欠損しており、これによりイヌ CD20

の 3 アミノ酸残基が欠損し、フレームシフトによりイヌ CD20 の C 末端に 13 残基のアミノ酸が付

加されることが予想された。

Fig.11

・・・TCACCGTGAG
K o z a k

 ATG
M e t

 ACA・・・ATC CCT AAG
L y s

 GGT
G l y

 GGG
G l y

 CGC
A r g

 GCC
A l a

 GAC
A s p

 CCA
P r o

 GCT
A l a

 TTC
P h e

 TTG
L e u

 

               TAC
T y r

 AAA
L y s

 GTG
V a l

 GTT
V a l

 CGA
A r g

 TCT
S e r

 AGA
A r g

 ATG
M e t

 GCT AGC ・・・AAA TAA
STOP

 TGAAT・・・ 

GFP遺伝子（720bp） 
 

イヌ CD20遺伝子（896bp） 

・・・CCACC ATG
M e t

 GGA・・・GAA TTC AGT
S e r

 ACT
T h r

 GCG
A l a

 GCC
A l a

 GCG
A l a

 GTA
V a l

 CCG
P r o

 ATA
I l e

 TCG
S e r

 

ATG
M e t

 ACA・・・GAC AGC AAT CGT ACG TTA ACA GAT CTA GAG GGC CCT ATT CTA TAG
S t o p

 TGTCA・・・ 

イヌ CD20遺伝子（885bp） 

GFP遺伝子（732bp） 

CD20 GFP PCMV 

Kozak STOP スペーサー 
Poly A 

GFP CD20 PCMV 

STOP 
Poly A 

スペーサー 

8塩基欠損（TCCCTTAA） 

A. 

B. 



37 
 

  
 

  

  

A. B. 

C. D. 

E. F. 

GFP

GFPGFP

GFP

GFPFSC

SS
C

細
胞
数

細
胞
数

細
胞
数

細
胞
数

細
胞
数

Fig.12 pDEST-CD20 および pCruz-CD20 を導入した HEK293 細胞における、リコンビナン

トイヌ CD20 分子の発現を解析した。導入細胞をトランスフェクションの 48 時間後にト

リプシン処理し、培養液で浮遊させ、生細胞分画の細胞 20,000 個についてフローサイト

メトリーで解析した。（A）陰性コントロールである pMD20-T vector を導入した細胞の、

前方散乱光（FSC）／側方散乱光（SSC）のドットプロットであり、生細胞分画にゲート

をかけた。（B）陰性コントロールである pMD20-T vector を導入した細胞のヒストグラム。

（C）陽性コントロールである pcDNA/GW-47/CAT を導入した細胞のヒストグラム（D）

pDEST-CD20 を導入した細胞のヒストグラム。（E）陽性コントロールである pCruz GFP-L

を導入した細胞のヒストグラム。（F）pCruz-CD20 を導入した細胞のヒストグラム。

 

Fig.12
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Table.1 本研究で設計したプライマーの塩基配列 
 

プライマー名 配列 位置* 備考

pENTR-CD20 作製用プライマー

F01 Primer 5’-caccgtgagatgacaacacccagaaa-3’ -5-17 クローニングの方向性を保つため

に 5’側に cacc を付加した

R01 Primer 5’-agggatgctgtcgttttcta-3’ 891-872 終始コドンの 1残基上流から始まる

リバースプライマー

pCruz-CD20 作製用プライマー

F02 Primer 5’-atcgatgacaacacccagaaattca-3’ 1-21 コドンの読み枠を合わせるために

5’側に atcg を付加した

R02 Primer 5’-ttaagggatgctgtcgttttctat-3’ 894-871 終始コドンから始まるリバースプ

ライマー

シークエンス用プライマー

F03 Primer 5’-gtagttgttctgttagctgctg-3’ 679-700

F04 Primer 5’-agcaaagaccccaacgagaa-3’ pCruz GFP-A の GFP 遺伝子中の配列

* Fig.10 に示したイヌ CD20 の塩基配列の開始コドンの最初の塩基（a）を 1 とした。

 



39 
 

Table.2 健常犬における皮内試験、遅延型アレルギー反応（DTH）、副作用の結果  

ペプチドワクチン投与

1 回目

（0 週

目）

2 回目

（2 週

目）

3 回目

（6 週目）

4 回目

（10 週

目）

5 回目

（14 週

目）

皮内試験

発赤 1mm 2mm 1mm 2mm 1mm
Dog-CD20

膨疹 なし なし なし なし なし

発赤 6mm 5mm 4mm 1mm 2mm
Dog-CD20-KLH

膨疹 なし 2mm 3mm 1mm 1mm

遅延型アレルギー反応

発赤 1mm 1mm なし 1mm なし
Dog-CD20

硬結 なし なし なし なし なし

発赤 5mm 1mm 2mm 1mm 1mm
Dog-CD20-KLH

硬結 なし 4mm 3mm 2mm 3mm

副作用

掻痒 なし なし なし なし なし

潰瘍形成 なし なし なし なし なし

アナフィラキシー症状 なし なし なし なし なし
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Table.3 リンパ腫症例における皮内試験、副作用の結果  

ペプチドワクチン投与

1 回目

（0 週

目）

2 回目

（2 週目）

3 回目

（4 週目）

4 回目

（9 週目）

皮内試験

発赤 なし 実施せず なし なし
Dog-CD20

膨疹 なし 実施せず なし なし

発赤 15mm 実施せず なし 17mm
Dog-CD20-KLH

膨疹 15mm 実施せず なし 17mm

副作用

掻痒 なし なし なし ワクチン中止

潰瘍形成 なし なし なし ワクチン中止

アナフィラキシー症状 なし なし なし ワクチン中止
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第２章：イヌのメラノーマ特異抗原 Melan-A、TRP-2 を標的としたワクチン療法 
 

＜要旨＞ 
イヌの口腔内メラノーマは悪性の挙動を示すことが多く、転移率も高い。近年治療として、腫

瘍特異的な免疫療法が盛んに研究されている。本研究では、ペプチドワクチン、DNAワクチンに
注目し、イヌでの臨床応用に向けた基礎的研究を行った。免疫治療のターゲットとして、イヌの

メラノーマで高率に発現し、ヒトやマウスで細胞性免疫の標的にされるMelan-A、TRP-2
（tyrosinase-related protein 2）を選択した。はじめにイヌの治療用ペプチドワクチンの作製を
行った。Melan-A、TRP-2についてヒトの HLA拘束性のペプチド配列を参考に、イヌで相同な
領域付近で免疫用ペプチドをそれぞれ合成した。これら 2つのペプチドにキャリアーとして KLH
を付加し、ウサギおよび老齢犬に投与した。老齢犬への投与の際には、新規に開発された疎水化 !-

ポリグルタミン酸ナノ粒子をアジュバントとして用いた。その結果、ウサギおよび老齢犬で投与した

ペプチドに対する抗体産生が認められたが、細胞性免疫誘導の証拠は認めなかった。今回使用し

たペプチドワクチンをプロトタイプとして、今後ペプチド配列の改良を重ね新規のアジュバント

との併用を試みることで、メラノーマ症例に対してより有効なワクチン開発を進めることができ

ると考えられた。DNAワクチンの作製では、口腔内メラノーマ組織から cDNAを作製し、EBNA-1
を含む発現プラスミドにイヌMelan-A、TRP-2遺伝子を挿入した。発現プラスミド内の遺伝子配
列を解析したところ、Melan-Aは報告されているイヌの配列と完全に一致した。イヌ TRP-2の
mRNAの報告がないためゲノムデータベースからの予測配列を参考にしたが、予測上の TRP-2
遺伝子の開始コドンがヒトの開始コドンと異なっており、ヒトのアミノ酸配列と比較して N末端
に 31残基のアミノ酸が付加される構造となった。データベース上の配列と比較して、今回クロー
ニングしたイヌ TRP-2には 1塩基の非同義置換がみられ、機能性ドメインとは関係のない領域で
リジンからアルギニンへの置換が認められた。Melan-A、TRP-2遺伝子発現プラスミドを
HEK293細胞にトランスフェクションしたところ、免疫染色でMelan-A、TRP-2ともに、導入
細胞の細胞質が染色され、両蛋白の発現が認められた。また、ウェスタンブロットでは、Melan-A
はヒトと同様に 21-23KDa付近にバンドを認め、二量体を形成していると考えられた。一方、イ
ヌ TRP-2は 70-85KDa付近にバンドを認めた。ヒトと同じくアミノ酸配列から予測された分子量
よりも大きく、糖鎖付加されていることが推測された。また、Melan-A、TRP-2ともに 2本のバ
ンドが検出され、糖鎖付加による多型であると推測した。今回構築した発現プラスミドは実際に

Melan-A, TRP-2を発現し、糖鎖も付加されるため、DNAワクチンとして応用できる可能性があ
ると考えられた。 
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序論  
イヌのメラノーマは口腔内、皮膚、眼に好発する。特に口腔内メラノーマは悪性腫瘍が多く、局

所浸潤や遠隔転移が認められる[36]。治療としては可能な場合は外科手術や腫瘍の局所コントロー
ルを目的とした放射線治療が行われるが、遠隔転移のある症例では全身的な治療が考慮される。イ

ヌのメラノーマに対する全身的な治療としては白金製剤を用いた化学療法が報告されているが、奏

効率は 28%程度で、転移性メラノーマでの治療効果はあまり期待できない[5,38]。そのため以前か
ら免疫療法の有用性が検討されてきた。これまでイヌのメラノーマに対して、非特異的な免疫療法

としてヒトインターロイキン 2（IL-2)[29]、不活化された Corynebacterium parvum菌体成分[26]、
免疫賦活化物質とされるリポソーム封入ムラミルペプチド-ホスファチジルエタノールアミンの投
与[27]などが報告されている。しかし非特異免疫療法は症例のもつ自然免疫を増強する目的で行わ
れているが、一般に奏効率は高くない。近年、腫瘍特異抗原を標的にした免疫療法が盛んに研究さ

れており、腫瘍特異抗原を標的とすることで、より特異的に腫瘍細胞を攻撃することができると期

待されている。特にメラノーマは腫瘍抗原の同定も進んでおり、抗原特異的な免疫療法の対象とし

て、ヒトでも臨床試験が多く実施されている[9,33,35,42-44,46,51]。ヒトのメラノーマの腫瘍特異抗
原として、これまでチロシナーゼ、gp-100、Melan-A、チロシナーゼ関連蛋白（TRP-1、TRP-2）
などが報告されている[57]。これらはすべてメラニン細胞の色素産生に関連する蛋白と考えられて
いるが、イヌで免疫療法の標的抗原として汎用されるためには、イヌのメラノーマ腫瘍細胞で高率

に発現していることが必要である。Melan-Aはメラノソーム、小胞体に存在するポリぺプチドで[40]、
この蛋白の役割は未だ不明であるが、イヌのメラノーマの診断のための免疫組織化学マーカーとし

ても頻用されており、イヌの口腔内メラノーマの 92.6%で検出されている[37]。TRP-2はチロシナ
ーゼ関連蛋白の一つで、哺乳類において色素生成のコントロールを担っている[17]。TRP-2はイヌ
の非色素性メラノーマでMelan-Aよりも高頻度に検出されることが報告されている[8]。一方、チロ
シナーゼや gp-100はイヌのメラノーマでは検出率は高くない[37]。そのため本研究ではMelan-A
と TRP-2を標的蛋白として研究を進めることにした。 
ヒトではMelan-A、TRP-2をモチーフにした合成ペプチドをMHC classＩに提示させ、細胞傷害

性 Tリンパ球 (CTL)をエフェクターとする腫瘍免疫を誘導させる研究が行われている
[7,10,21,22,63]。しかし、ヒトでのペプチドワクチンの臨床試験結果を複数収集した研究報告では、
腫瘍退縮が認められたのは 2.9%であった[45]。イヌのメラノーマ症例に対するMelan-A、TRP-2
を標的にした臨床試験の報告はないが、一般に癌のペプチドワクチンは、自己抗原であり、かつ免

疫原性が弱く十分な免疫を誘導するために解決すべき課題は多い。イヌで臨床的な有用なペプチド

を開発するためには、より強い抗原性をもつエピトープの検索や、免疫誘導のためのアジュバント

が必要と考えられる。ヒトでは腫瘍のペプチドワクチンのアジュバント候補としてMontanide、
QS-21、MF-59を用いた臨床試験が行われており、メラノーマ、大腸がん、リンパ腫などに対して
臨床試験が行われている[39,49,53,66]。本研究では、新しいアジュバントとして疎水化 !-ポリグル

タミン酸（!-PGA）ナノ粒子[31,32,58,59,65,67]を用いて研究を行った。!-PGAは水溶性合成される
ポリアミノ酸の生分解性高分子で、様々な化学修飾が可能である。今回用いた !-PGAは疎水性アミ

ノ酸を導入した分散安定性の高いナノ粒子で、効率よく安定的に抗原タンパク質を表面に保持でき

る特徴を有している。イヌにおける使用例はないが、マウスにおいてヒト免疫不全ウイルスワクチ

ンなどのアジュバントとして使用され、IFN-!産生 T細胞および抗原特異的抗体の誘導が認められ
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ている[65]。  
DNAワクチンは特異的免疫療法の一つで、標的抗原を発現する遺伝子を接種し生体内で抗原を発

現させることで、その蛋白に対する免疫応答を惹起する。DNAワクチンにより CTLの誘導が可能
で[12,16,52]、従来のワクチンと比べて大量調整が容易かつ安価である。ヒトでは、前立腺癌やメラ
ノーマ、子宮頸癌、肺癌などを対象にした臨床試験が行われており、生体内で抗原特異的 CTLを誘
導したが、これまでのところ有意に腫瘍を退縮させたという報告はない[14]。イヌのメラノーマに
対する DNAワクチンも報告されている。その研究ではヒトのチロシナーゼ遺伝子を利用した異種
ワクチンが用いられており、腫瘍が転移した症例でも延命効果が示唆されている。プラスミド型の

DNAワクチンは一般に筋注されることが多いが、プラスミド DNAは生体内分解酵素やエンドソー
ム内で分解されるため、プラスミド単独で投与した場合の遺伝子導入・発現効率は極めて低く、効

果を得るための克服すべき課題と考えられる[13]。DNAの細胞内への取り込みを高めるため、リポ
ソーム封入遺伝子などの使用が試みられており、導入効率の改善や液性、細胞性免疫の増強が認め

ている[13]。本研究では細胞へ取り込まれた後、遺伝子を効率的に発現させるための EBNA-1遺伝
子を持つ発現べクターを用いた。EBNA-1挿入プラスミドは細胞内に導入されると、細胞の染色体
外に安定に維持され、細胞増殖時に複製されて娘細胞に分配される。したがって、発現持続性があ

り安定した発現細胞を作成しやすいとされる。 
今回の研究では、メラノーマの特異的免疫療法としてMelan-A、TRP-2に注目し、DNAワクチ

ン、ペプチドワクチンの作成を試みた。DNAワクチンについては、イヌの腫瘍組織からMelan-A、
TRP-2の cDNAをクローニングし、発現プラスミドを作成した。このプラスミドを培養細胞に導入
し、蛋白レベルでの発現に成功した。また、ペプチドワクチンについてはMelan-A、TRP-2のエピ
トープ部位と想定される合成ペプチドを作成し、ウサギとイヌへ投与し、免疫誘導や副作用の評価

を行った。 
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材料と方法  
Ⅰ  イヌの Melan-A、TRP-2 の遺伝子クローニング  
鹿児島大学附属動物病院に来院し、口腔内メラノーマと診断された 15 歳齢、避妊雌、雑種犬から、

治療を目的に外科的に摘出された組織を用いた。組織を約 5mm の立体形に切断し、生理食塩水で洗

浄した。その後、RNA抽出用キット(mirVanaTMmiRNA Isolation Kit、life technologies、Carlsbad、
CA)に添付されている Lysis/BindingBuffer 1.5mlに混和し、氷上でホモジナイザーAHG-160Aを用
いて細胞をホモジナイズし、3,000rpmで 15分間遠心後、RNA抽出まで上清 300μlを‐80℃で保存
した。保存した上清を用い、最終的に 100μlになるように Elution Solutionで Total RNAを抽出し、
使用まで‐80℃で保存した。Total RNA 濃度は分光光度計 NanoDrop(ND-1000、Nano Drop 
Technologies、Wilmington、DE)を用いて測定し、抽出した Total RNA 300ngをテンプレートとし
て、ReverTra-Plus-TM(東洋紡績、大阪)を用いて、キットの添付プロトコールに従い付属している

Oligo(dT-20)primer を加え、42℃ 60 分間、85℃ 5 分間で逆転写反応を行った。この反応液を鋳型
として、ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）反応を行った。PCR に使用したプライマーを Table1 に示し
た。Melan-Aについてはイヌの mRNAの塩基配列データ（Gene Bank Accession No: XM_848155）
を参考にした。TRP-2 についてはイヌの mRNA のデータが報告されていないため、イヌのゲノムか
ら予測される mRNAの配列（Gene Bank Accession No: XM_542639）を参考にし、株式会社ベック
ス（東京）にプライマー合成を依頼した。Melan-AのフォーワードプライマーF01 primerは開始コド
ン atgを含み、その 5’側に翻訳の開始の位置づけのためコザック配列 gccaccを付加した。さらにその
5’側に、発現ベクターへのクローニングのために制限酵素 Sal Iで認識される配列 gtcgacを付加した。
また、リバースプライマーR01 primer は終始コドンを含み、クローニングのため制限酵素 BamH I
に認識される ggatccを付加した。また、TRP-2も同様に F02 primer、R02 primerをデザインした。
DNAの増幅には、Blend Taq KOD -plus- (東洋紡績、大阪)を用い、逆転写反応の産物 2μlを用いて、
Table 2 の組成で反応を行った。PCR 産物を 1.5%のアガロースゲルで電気泳動し、10,000 倍希釈し
た SYBR Safe DNA gel stain (life technologies)で染色後、青色 LEDトランスイルミネーター (オプ
トコード、東京)を用いて観察した。 
 
Ⅱ  イヌ Melan-A、TRP-2 発現プラスミドの作成  

Melan-A または TRP-2 の PCR 産物 2μl を用い TOPO TA Cloning Kits (life technologies、
Carlsbad、CA)を利用して、添付のプロトコールに従い、クローニングベクターpCR 2.1-TOPO  へ
ライゲーション反応を行った。この反応液を用いて、コンピテント細胞（NEB 10-beta Competent 
E.coli High Efficiency: NEW ENGLAND BioLabs、Ipswich、MA)を形質転換し、アンピシリンを
加えた Luria-Bertani (LB)プレートで選択した。形成されたコロニーについて、アンピシリンを加え
た LB液体培地で、37℃で培養後、プラスミド抽出キット（Plasmid DNA Purification NucleoSpin  

Plasmid QuickPure: MACHEREY-NAGEL、Düren、Germany)を用いてプラスミドを抽出した。抽
出したプラスミド DNA をテンプレートとして、Melan-A については、F01 primer-R01 primer 、
TRP-2については F02 primer-R02 primerを用いて Table 2の条件で PCRを行い、インサート配列
のスクリーニングを行った。PCR 産物を 1.5%のアガロースゲルで電気泳動し、10,000 倍希釈した
SYBR Safe DNA gel stain (life technologies)で染色後、陽性クローンをそれぞれ選択し、プラスミド
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を pCR-dog-Melan-A、pCR-dog-TRP-2とした。 
この pCR-dog-Melan-A、pCR-dog-TRP-2 を用いて、発現プラスミドの構築を行った。発現ベクタ

ーには、プラスミドが細胞分裂中の娘細胞に分配される EBNA-1を含む Episomal型ベクターである
pEBMulti-Neo (Wako、大阪)を用いた。制限酵素 Sal I、BamH I (NEW ENGLAND BioLabs)を用
いて pCR-dog-Melan-A、pCR-dog-TRP-2を、37℃で 60分間消化した。反応液を 1.5%アガロースゲ
ルで電気泳動を行い、SYBR Safe DNA gel stainで可視化後、各々の遺伝子を含む DNA断片を含む
ゲルを切り出した。Gel/PCR DNA Isolation System(VIOGENE、New Taipei City、Taiwan)の添付
プロトコールに従って、ゲルから DNA 断片を抽出精製後、発現ベクターpEBMulti-Neo とのライゲ
ーションに用いた。pEBMulti-Neoを Sal Iおよび BamH Iで 37℃、60分間消化し、熱失活性アルカ
リフォスファターゼ TSAP（プロメガ株式会社、東京）を加え、37℃15 分静置し脱リン酸化した後、
74℃で 15分加熱し、TSAPを失活させた。その後常法どおりフェノールクロロホルムで精製し、エタ
ノール沈殿を行った。Melan-Aと TRP-2遺伝子を含む DNA断片と、消化、精製した pEBMulti-Neo
を DNA Ligation kit (Takara、滋賀)を用いて、添付プロトコールに従い、ライゲーション反応を行
った。反応後、前述の方法で NEB 10-beta Competent E.coli (High Efficiency)を形質転換し、100μ
g/mlのカナマイシンを加えた LBプレートを用い、形質転換した大腸菌コロニーを選択した。形成さ
れたコロニーを、カナマイシンを加えた LB培地で増殖後、DNAを抽出し、陽性クローンのスクリー
ニングを PCR 反応で行った。プライマーは Melan-A については pEBMulti-Neo の F03 primer と
R01 primerを、TRP-2については pEBMulti-Neo の F03 primerと R03 primerを用い、94℃ 2分
で加温後、98℃の熱変性、48.8℃のアニーリング、68℃1分 30秒の伸長反応を 30サイクル行った。
得られた陽性クローンからプラスミド抽出し、pEB-dog-Melan-A、pEB-dog-TRP-2 とした。このク
ローンについて北海道システムサイエンス株式会社 (北海道) に依頼し、F03 primer および R03 
primerを用い、塩基配列を決定した。 
 
Ⅲ  HEK293 細胞への遺伝子導入  
ヒト胎児腎細胞由来の HEK293細胞[15,19,25]は、財団法人ヒューマンサイエンス振興財団（東京）

から分与を受けた（JCRB9068）。Dulbecco's modified Eagle's medium（DMEM、Wako、大阪）に
5%のウシ胎児血清（FetalClone II、Thermo SCIENTIFIC、横浜）および 1%のペニシリン‐ストレ
プトマイシン‐ネオマイシン抗生物質混合液（life technologies、Carlsbad、CA）を加えて培養液と
して、25cm2の細胞培養フラスコ（Cell Culture Flask 25cm2 Plug Cap、SPL Life Sciences、
Gyeonggi-do、Korea）を用い、5%CO2 37℃で培養し、細胞がおよそ 70~80% confluentとなった時
に継代した。継代の際には培養液を捨てた後、0.5mlの TlypeLETM Express（life technologies）を加
え、5分間 5%CO2 37℃で静置した後、細胞を浮遊させ、新しい培養液で約 10倍に希釈した。 
 
Ⅳ  導入細胞におけるイヌ Melan-A および TRP-2 発現解析  
ⅰ  免疫染色による解析  

HEK293細胞をチャンバースライド (LAB-TEK、Thermo SCIENTIFIC、Rockford、IL)で 50～
70% confluentになるまで培養した。X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent （Roche 
Diagnostics Japan、東京）を用いて添付プロトコールに従い、発現プラスミド pEB-Melan-Aと
pEB-TRP-2を HEK293細胞に導入した。24時間培養後、培養液を取り除き、チャンバースライドを
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4℃の冷アセトン (Wako、大阪)で 15分間固定した。内因性ペルオキダーゼを活性阻害するため、0.03%
過酸化水素水に 5分間浸し VECTASTAIN UNIVERSAL Quick KIT (VECTOR LABORATORIES、
Burlingame、CA)を用いて添付プロトコールに従って、ABC法による免疫染色を行った。ブロッキ
ングにはキットに添付されている馬の血清を用いた。一次抗体としてMelan-Aの解析にはマウス抗ヒ
トMelan-Aモノクローナル抗体 （CloneA103、 Dako、Glostrup、Denmark)をリン酸緩衝生理食
塩水（PBS (‐)）で 50倍希釈したものを使用し、TRP-2の解析にはヤギ抗ヒト TRP-2ポリクローナ
ル抗体 (Santa Cruz Biotechnology、Santa Cruz、CA)を PBS(‐)で 100倍希釈したものを用いた。
二次抗体としてキットに添付されているビオチン標識ユニバーサル二次抗体を用い、付属のストレプ

トビジン・ペルオキシダーゼ複合体と反応後、HistoMark  ORANGE (Kirkegaard Perry 
Laboratories、Gaithersburg、MD)を用いて添付プロトコールに従い基質液を作成し、20分間反応さ
せた。その後添付されている Construct Greenを用い対比染色を行った。 

 
ⅱ  ウェスタンブロットによる解析  

HEK293細胞を 6穴培養プレート（WATOSON、神戸）で 50~70% confluentになるまで培養した。
X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent （Roche Diagnostics）を用いて添付プロトコールに
従い、HEK293細胞に発現プラスミド pEB-Melan-Aおよび pEB-TRP-2、陰性コントロールとして
pEBMulti-Neoの発現ベクターを遺伝子導入した。遺伝子導入後、細胞を 24時間培養し、培養液を取
り除き、PBS (‐)で 2回洗浄した。細胞溶解液 (M-PER®Mammalin Protein Extraction Reagent、 
Thermo SCIENTIFIC)を 1ウェルあたり 300μl加え、5分振とう後、細胞溶解液を 1.5mlエッペン
チューブに回収し、14,000×gで 10分間遠心し、その上清を等量の 2×sample buffer（0.125 M 
Tris-HCLバッファー (pH6.8)、4 % (w/v) SDS溶液、10 % (w/v)スクロース、0.01 % (w/v) BPB、10 % 
(w/v) 2-メルカプトエタノール）と混合しウェスタンブロットに用いた。常法に従い、Melan-Aの蛋白
発現解析には 15%分離ゲル、TRP-2の解析には 12%分離ゲルを作成し[23]、SDS-PAGEに使用した。
泳動槽にはMODEL AE-8450(ATTO、東京)を用い、ゲル 1枚当たり 20mAの定電流約 300Vで 90
分間泳動した。泳動後、転写装置(NA-1512、日本エイドー、東京)を用いて 60分間、100mAで
Immobilon-P membrane (Millipore、Billerica、MA)への転写を行った。ウェスタンブロットの一次抗
体には免疫染色の際に用いた同じ抗体を用い、それぞれスキムミルクで 200倍に希釈し、37℃で静置
してメンブレンと90分間反応させた。その後メンブレンを0.05%Tween20添加PBS（PBS-Tween20）
で 5分ずつ 3回洗浄した。二次抗体としてMelan-A抗体に対してはペルオキシダーゼ標識ウサギ抗マ
ウス IgG抗体 (MP Biomedicals LLC、Morgan Irvine、CA)、TRP-2抗体に対してはペルオキシダー
ゼ標識ウシ抗ヤギ IgG抗体 (Santa Cruz Biotechnology)を、それぞれスキムミルクで 50,000倍に希
釈し、37℃で静置してメンブレンと 60分間反応させた。PBS-Tween20で 5分ずつ 3回洗浄後、発光
を ECL Prime Western Blotting Detection System (GEヘルスケア・ジャパン株式会社、東京)を用
い、FluorChem FC2 (AlphaInnotech、Santa Clara、California)にて撮影した。 
 
Ⅴ  イヌ Melan-A および TRP-2 抗原ペプチドの合成  
イヌのMelan-A, TRP-2に対して免疫反応を誘起させることを目的として、ヒトのペプチドワクチン
で用いられているペプチドのエピトープ部位を参考に[28,34,41,61,62]、イヌの相同領域についてペプ
チド合成を行った。ペプチドの水溶性を高めるため、親水性のアミノ酸を末端に配置し、Melan-Aを



 
 

45 

標的としたペプチドについてはコンジュゲートとの結合用にスペーサーと、システイン残基を導入し

た(Table 3)。また TRP-2 を標的としたペプチドについては、抗原性があると予測されるペプチドの
N 末端側にもとの配列に存在する C を合わせ、それぞれ Dog-Melan-A、Dog-TRP-2 とした。ペプチ
ド合成は、株式会社ベックス（東京）に純度 90%以上で合成を依頼し、このペプチドに加え、免疫用

にキーホールリンペットヘモシアニン (KLH) をコンジュゲートさせた Dog-Melan-A-KLH および

Dog-TRP-2-KLH、卵白アルブミン  (OVA) を コンジュゲートした Dog-Melan-A-OVA、
Dog-TRP-2-OVAの製作を依頼した。 
 
Ⅵ  イヌ Melan-A および TRP-2 合成ペプチドによる免疫誘導  
ⅰ  合成ペプチドのウサギへの投与と評価  

Dog-Melan-A、Dog-TRP-2のウサギへの免疫と抗体価の測定は、株式会社ベックスへ依頼した。1
羽の雌の日本白色種ウサギに対し、Dog-Melan-A-KLH、Dog-TRP-2-KLHを免疫源として、2週間毎
に計5回皮下投与して免疫した。初回投与時には完全フロイントアジュバントにDog-Melan-A-KLH、
Dog-TRP-2-KLH各 200!gを混合して投与した。2~5回目投与時には不完全フロイントアジュバント
を用い Dog-Melan-A-KLH、Dog-TRP-2-KLH各 100!gを混合して投与した。免疫開始前および投与
開始から 5週間後に血清を採取し、ELISA法で Dog-Melan-A、Dog-TRP-2に対する抗体価を測定し
た。抗体価の測定は ELISA法で行われた。Dog-Melan-A、Dog-TRP-2を 96穴プレートに吸着させ、
洗浄後 1,000~128,000倍で段階希釈したウサギ血清を加え反応させた。洗浄後に 2次抗体としてペル
オキシダーゼ標識抗ウサギ IgG抗体を加えて反応させ、Tetramethyl Benzidine（TMB）を加えて発
色させた後、1Mの H2SO4 を加えて反応を停止し、波長 450nmで吸光度を測定した。 

 
ⅱ  合成ペプチドのイヌへの投与と評価  
鹿児島大学附属動物病院で飼育する、約 16歳齢、体重 20kgの去勢雄の雑種犬に対し、ペプチドワ

クチンの投与を行い、その効果および副作用を検討した。 
Dog-Melan-A –KLH、Dog-TRP-2–KLHをそれぞれ PBS（‐）で 1mg/mlに調整し、この溶液 1ml

に対しアジュバントとして疎水化 !-ポリグルタミン酸（!-PGA）ナノ粒子（大阪大学大学院工学研究

科、明石満教授より分与）10mgを加えて 1.5mlマイクロチューブに入れ混和後、マイクロチューブ
を超音波洗浄機 US-4R（アズワン株式会社、大阪）を用いて 10分間懸濁した。この溶液 2mlを 25G
注射針（トップ、東京）、2.5mlシリンジ（テルモ、東京）を用いアルコール消毒した肩甲間の皮下に
注射した。投与は初回投与日から 2、6、10週目に計 4回行った（Fig.5）。 
 
ⅱ（A）…皮内試験および遅延型アレルギー反応（DTH）  
ペプチドに対する免疫反応を見るために皮内試験を行った。イヌの側腹部の皮膚を剃毛し、

Dog-Melan-A（2mg/ml）、Dog-TRP-2（2mg/ml）、Dog-Melan-A–KLH（2mg/ml）、Dog-TRP-2 –KLH 
（2mg/ml）をそれぞれ各 0.05mlずつ皮内に注射した。投与は 27G2段針（トップ）、1mlツベルクリ
ン用シリンジ（テルモ）を用いて行った。投与 15分後に接種部の発赤、膨疹のサイズを計測した。ま
た皮内試験 24時間後に、接種部の発赤、硬結のサイズを計測した。評価は 0、2、6、10週目の計 4
回ペプチド投与前に行った。 
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ⅱ（B）…  副作用  
投与部位の掻痒や潰瘍形成等、皮膚の異常の有無を試験期間中観察した。また投与から 30分間、

呼吸困難、意識障害、全身性膨疹や紅斑等アナフィラキシー症状の有無を観察した。 
 

Ⅶ  イヌ Melan-A、TRP-2 由来ペプチドに対する抗体価の測定  
初回投与日（0週目）、2回目投与日（2週目）、3回目投与日 (6週目)、4回目投与日 (10週目)の計

4回のペプチド投与前および 12週目の計 5回、対象犬から血清を採取し、イヌメラノーマ抗原Melan-A、
TRP-2に対する抗体価を ELISA法で評価した。卵白アルブミンを結合させた Dog-Melan-A-OVA、
Dog-TRP-2-OVAを PBS(‐)でそれぞれ 1!g/mlに調整し、96穴 ELISA用プレート（ELISA用プレ
ート H、 住友ベークライト、東京）に 100!lずつ分注し、4℃で一晩吸着させた。各ウェルを
PBS-Tween20で 3回洗浄後 Neptune Block with Nonmammalian-Based Blocker
（ImmunoChemistry Technologies、LLC、Bloomington、MN）を各ウェル 200!lずつ添加し、室
温で 2時間ブロッキングを行った。PBS-Tween20で 3回洗浄後、対象犬の血清を PBS（‐）で 20
倍～2,560倍まで希釈し、各ウェル 100!lずつ加え、室温で 1時間振とうして反応させた。PBS-Tween
で 5回洗浄し、PBS（‐）で 50ng/mlに希釈したペルオキシダーゼ標識ヤギ抗イヌ IgG(H+L) 抗体
（BECKMAN COULTER Brea、CA）を各ウェル 100!lずつ入れ、室温で 1時間振とうして反応さ
せた。PBS-Tween20で 5回洗浄後、SIGMAFAST™ OPDタブレット、過酸化尿素/バッファーのタ
ブレット（シグマ アルドリッチ ジャパン、東京）を用いて基質液を調整し、各ウェル 200!lずつ加
え、37℃の遮光状態で反応させた。1時間後に 3Mに調整した塩酸（ナカライテスク）を 50!l/well
ずつ加え反応を停止させ、マイクロプレートリーダー iMarkTM Microplate Absorbamce Reader(BIO 
RAD、Hercules、CA)を用いて波長 490nmの吸光度を測定した。抗体価の測定は二重試験で行い、
平均値を各サンプルの吸光度とした。 
 
Ⅷ  遺伝子組み換え実験および動物実験に関して  
遺伝子組み換え実験計画の承認は鹿児島大学動物実験委員会の承認を受けた（承認番号 24046号）。
実験は遺伝子組み換え生物等の規制による生物の多様性の確保に関する法律および実験安全管理規制

等を遵守して行った。また対象犬へのペプチドワクチン投与と評価については、鹿児島大学動物実験

委員会の承認を受けた（承認番号 A10038号）。 
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結果  
Ⅰ  イヌ Melan-A、TRP-2 の塩基配列と分子構造の解析  
口腔内メラノーマのイヌの腫瘍細胞を材料として、イヌMelan-A、TRP-2の mRNAのクローニン

グを行った。発現ベクターに組み込まれたMelan-Aおよび TRP-2の cDNAの塩基配列をそれぞれ
Fig.1、Fig.2に示した。Melan-Aの遺伝子配列は報告されているイヌのMelan-A遺伝子（Gene Bank 
Accession No: XM_848155）の配列と 100%一致した。TRP-2についてはイヌの mRNAの報告がデー
タベースに存在せず、ゲノムの塩基配列から予測されるmRNAの塩基配列（Gene Bank Accession No: 
XM_542639）のみ利用可能であった。今回クローニングした cDNAはこの配列と比較し、開始コド
ンから 1625番目のアデニンがグアニンに置換されたため、541番目のアミノ酸がリジンからアルギニ
ンへの非同義置換があると推測された。本研究では Gene Bankで予測されている開始コドンを参考に
発現プラスミドを作成した。ヒトの mRNAでは今回クローニングした配列の開始コドンから 32番目
のメチオニンが開始コドンとされている。一方今回クローニングしたイヌ TRP-2とヒト TRP-2の
cDNAを比較したところ、32番目のメチオニン以降の翻訳領域について遺伝子レベルで 76%、アミノ
酸レベルで84%の相同性がみられた。またヒトTRP-2に存在する epidermal growth factor-like region
（EGF様部位）、チロシナーゼ CuA結合部位、チロシナーゼ CuB結合部位が保存されており、ほぼ
同じ位置に膜貫通領域が存在することが示された[6,20]。 

 
Ⅱ  イヌ Melan-A および TRP-2 遺伝子の導入と発現解析  
ⅰ  免疫染色  
作製したイヌ Melan-A、TRP-2 発現プラスミド pEB-dog-Melan-A、pEB-dog-TRP-2 を HEK293

細胞に遺伝子導入し、免疫染色にて遺伝子の発現解析を行った。陰性コントロールであるトランスフ

ェクションを行っていない HEK293 細胞と比較して、pEB-dog-Melan-A をトランスフェクションし
た HEK293 細胞では主に細胞質が染色され、Melan-A の発現が認められた。また、pEB-dog-TRP-2
でも同様に、トランスフェクションした HEK293細胞の細胞質が染色され、TRP-2の発現が認められ
た（Fig.3）。 
 
ⅱ  ウェスタンブロット  

Melan-A、TRP-2発現プラスミド pEB-dog-Melan-A、pEB-dog-TRP-2をそれぞれトランスフェク
ションしたHEK293細胞を用いてMelan-Aおよび TRP-2の発現をウェスタンブロットにより解析し
た。塩基配列から予測される分子量はMelan-Aは 13KDa、TRP-2は 62KDaである。pEB-dog-Melan-A
導入細胞では、21-23KDa 付近に 2 本のバンドが検出された（Fig.4）。ヒトメラノーマ細胞株を用い
たウェスタンブロットでは約 20-24KDaの位置にバンドが検出されている[11]。pEB-dog-TRP-2導入
細胞では 70-85KDa付近に 2本のバンドが検出された（Fig.4）。ヒトの TRP-2遺伝子をトランスフェ
クションしたHEK293ではTRP-2は糖鎖付加の影響でウェスタンブロットでは 75KDaのバンドとし
て検出されており今回のほぼ同じ大きさのバンドが観察された[56]。 
 
Ⅲ  イヌ Melan-A、TRP-2 由来ペプチドに対するウサギ血清の抗体価  

Dog-Melan-A-KLH、Dog-TRP-2-KLHで免疫したウサギの血清中のMelan-A、TRP-2に対する
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抗体価を ELISA法で測定した (株式会社ベックスに依頼)。Melan-Aについては、免疫前には血清の
すべての希釈倍率 1,000~128,000倍で吸光度は 0.050以下であった。これに対し免疫後（5週目）に
は血清中の希釈倍率 1,000~4,000倍で吸光度は 2.100以上であり、以下は希釈倍率依存的に減少し、
128,000倍においても吸光度は 0.520であった。TRP-2については、免疫前には血清中の希釈倍率
1,000~128,000倍で吸光度は 0.033以下であった。これに対し免疫後には血清中の希釈倍率
1,000~4,000倍で吸光度は 0.400以上であり、以下は希釈倍率依存的に減少した。以上の結果より、
ウサギにおいて免疫したペプチド Dog-Melan-A、Dog-TRP-2に対する抗体が産生されていることが示
された（Fig.6,7）。 

 
Ⅳ  イヌ Melan-A、TRP-2 由来ペプチドに対するイヌ血清の抗体価  

Dog-Melan-A-KLH、Dog-TRP-2-KLH で免疫したイヌについて、Dog-Melan-A、Dog-TRP-2に対
する抗体産生を評価するため、Dog-Melan-A-OVA、Dog-TRP-2-OVAをプレートに吸着させ、免疫前
と免疫後の血清の抗体価を ELISA 法で測定した。免疫前の血清において 20～160 倍の比較的濃い希
釈倍率において Dog-Melan-A-OVA、Dog-TRP-2-OVA に対する反応が見られた。これは標的ペプチ
ドまたはキャリアー蛋白の OVAに対する非特異反応と考えられた。2、6、10、12週目と時間経過に
従って、吸光度の上昇が認められた（Fig. 8,9）。OVAに対する非特異反応を考慮し、最も吸光度が高
かった免疫後12週目の血清について吸光度から免疫前の血清の同じ希釈倍率の吸光度を引いた値 (⊿
OD)を算出した。Dog-Melan-A-OVA を標的抗原としてプレートに吸着させた場合には 20、40、80
倍において⊿OD は 1.0 以上であり、80 倍以降では希釈倍率に依存して⊿OD が減少しており、

Dog-Melan-A-OVA に対する抗体産生が示唆された。Dog-TRP-2-OVA を標的抗原としてプレートに
吸着させた場合も 20、40、80 倍において⊿OD は 1.0 以上であり、80 倍以降では希釈倍率に依存し
て減少しており、Dog-TRP-2-OVAに対する抗体産生が示唆された。 
 
Ⅴ  イヌ Melan-A、TRP-2 由来ペプチドを投与した際の皮内試験、遅延型アレルギー反応
（DTH）および副作用  
イヌの側腹部に Dog-Melan-A、Dog-Melan-A-KLHおよび Dog-TRP-2、Dog-TRP-2-KLHを各

0.05mlずつ皮内注射し、投与部の発赤や膨疹の様子を投与から 15分後に観察した。初回のペプチド
ワクチン投与前（ワクチン未接種）に行った皮内試験で、Dog-Melan-A投与部位で 6mmの発赤と膨
疹、Dog-Melan-A-KLH投与部で 2mmの発赤を認めた。Dog-TRP-2、Dog-TRP-2-KLHには反応が
認められなかった（Fig.10）。2回目の投与以降には、いずれの投与部位にも発赤や膨疹などは認めな
かった。また遅延型アレルギー反応はすべての投与で認めなかった。また各回投与から 1週間、ワク
チン接種部位に明らかな掻痒や潰瘍形成がないかを観察した。その結果、いずれの投与時にも臨床的

に明らかな副作用は観察されなかった。そのほかの副作用として、ペプチドワクチン投与後にアナフ

ィラキシー症状を呈さないかを 30分間観察したが、異常は見られなかった。 
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考察  
ヒトではメラノーマ特異抗原Melan-A、TRP-2を標的にした臨床試験がすでに行われているが[45]、

イヌでの報告はまだない。しかし、イヌのメラノーマにおいてMelan-A、TRP-2の発現率は高く、こ
れらをターゲットとするワクチンはメラノーマ症例に対して広く応用できると期待される。そこで本

研究ではイヌMelan-A、TRP-2を標的とした DNAワクチン、ペプチドワクチンの開発を試みた。 
今回発現プラスミドに組み込んだイヌMelan-Aの遺伝子配列は Gene Bankに登録されている遺伝

子配列と一致した。また、TRP-2も SNPと思われる 1625番のアデニンからグアニンの置換を除き塩
基配列は一致していた。この置換の結果、541番目のアミノ酸の、リジンからアルギニンへの置換が
予測された。TRP-2の報告されている機能性ドメインとは関係のない領域での置換であった。今回ク
ローニングしたイヌ TRP-2はチロシナーゼと同様の、EGF様部位、金属イオン結合部位、膜貫通領
域などを保持し、ヒトやマウスの TRP-2分子の構造が類似していた[6,20]。しかし、Gene Bank上で
検索可能であった予測上のイヌの TRP-2遺伝子の開始コドンはヒトの TRP-2のそれと異なっており、
ヒトやマウスには相同する位置に開始コドンが見られないことから、実際のイヌの TRP-2遺伝子はヒ
トと同じ位置から翻訳される可能性が高い。本研究では予測上のイヌ TRP-2塩基配列を参考に発現プ
ラスミドを構築したため、ヒト TRP-2に比べ、N末端に 31残基のアミノ酸が付加されると推測され
る。 

Melan-A、TRP-2遺伝子発現プラスミドをトランスフェクションした細胞の免疫染色では、Melan-A、
TRP-2ともに、陽性細胞の細胞質が染色されていた。ヒトやマウスのメラノーマ細胞の免疫染色では、
Melan-Aはメラノソームや小胞体に[40]、TRP-2も同様にトランスゴルジネットワークを経て最終的
にメラノソームに集積すると言われている[30]。今回の免疫染色の結果では、局在について詳細な解
析を行っていないが、報告されるヒトやマウスでのMelan-A、TRP-2の局在と矛盾のない結果であっ
た。  
塩基配列から予測されるMelan-Aの分子量は 13KDaであるが、遺伝子導入細胞のウェスタンブロ

ットでは、21-23KDa付近にバンドが検出された。これはヒトのメラノーマ細胞で報告されている
Melan-Aのバンドとほぼ同一であり、Melan-Aの二量体と考えられている[11]。また、2本のバンド
が検出されたのは、Melan-Aはヒトのアミノ酸配列では N結合型糖鎖が付加される位置を認めない一
方で、イヌのMelan-Aでは N結合型糖鎖部位が認められており（Fig.1）、糖鎖付加を受けた影響と
推測している。TRP-2の予測される分子量は 62KDaであるがウェスタンブロットでは 70-85KDa付
近に 2本のバンドが検出された。TRP-2は、ヒトでは 6か所の N結合型糖鎖付加部位が認められてお
り、イヌでも同様に 6ヵ所認められている（Fig.2）。ヒトでは糖鎖付加により 75KDaのバンドが検
出されることから[56]、TRP-2の 2本のバンドも糖鎖付加による多型と推測している。今回発現させ
た TRP-2はヒトやマウスの TRP-2に比べて N末端にアミノ酸が付加されており、これにより発現蛋
白の機能や局在などが変化する可能性があるが、この発現プラスミドを導入した細胞では実際にこれ

まで報告されているヒト TRP-2蛋白と矛盾のない発現が見られ、免疫療法の免疫源として機能すると
考えられた。したがって、この発現プラスミドは DNAワクチンとして応用できる可能性があると考
えている。 

Melan-A、TRP-2について、ヒトではMHC-class I拘束性の合成ペプチドをエピトープとした臨床
試験が行われている[1,9,24,48,62]。本研究ではヒトの免疫療法で用いられているMelan-A、TRP-2
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のペプチド配列を参考に[50,61]、イヌで相同な領域付近で免疫用ペプチドを作成した。これら 2つの
ペプチドにキャリアーとして KLHを付加させたものをウサギや老齢犬に投与したところ、投与した
ペプチドに対する抗体産生が認められた。

一般に癌抗原は自己抗原であり、ワクチンとして用いる際には強力なアジュバントが必要である。

しかし実際の臨床例に対する応用を考えた時に完全フロイントアジュバントなどの使用は強い炎症な

ど副作用を引き起こす可能性があり、現実的ではない。本研究では、将来的な臨床応用を考慮し、ま

だイヌでの報告はないが、強力な免疫誘導が期待され、かつため安全な生体内で吸収される疎水化

!-PGAナノ粒子をアジュバントとして用いた。投与によるアレルギー反応等、有害事象は認められず、
接種したウサギやイヌで抗体価の上昇が見られたが、皮内試験などでは、細胞性免疫の誘導を示唆す

る結果は得られなかった。十分な細胞性免疫が得られなかった理由として、いくつかの原因が挙げら

れる。第一に免疫に用いたペプチドの問題がある。今回、使用したペプチドはイヌのアミノ酸配列を

もとに作成したため、イヌでは免疫寛容になっている可能性がある。また、Dog-Melan-Aはペプチド
の親水性を保つことを目的として、報告されているヒトの抗原ペプチドのアミノ酸配列から C末端の
バリン Vを除いて合成している。今回用いたペプチドはヒトの HLA-A0201拘束性のペプチドを参考
にしているが[7,10,21,22,63]、イヌMHC拘束性については検討していない。また、バリンを除いた
ペプチドがイヌMHCと結合し、効果的に T細胞レセプターにに提示されるかは不明である。ヒトや
マウスではMelan-A、TRP-2ペプチドワクチンを用いた研究でエピトープ部位の位置を変更もしくは
アミノ酸置換をすることで、ペプチドのMHC結合親和性を増し、T細胞からの IFN-!産生が上昇す
ることが報告されている[28,54,60]。第二にアジュバントの問題がある。疎水化 !-PGAナノ粒子はマ
ウスにおいて樹状細胞に取り込まれて免疫応答を高めるが[64]、イヌでの研究がなく、今回使用した
ペプチドのナノ粒子への吸着率等も検討していないため、十分に機能していない可能性がある。ヒト

での臨床試験では Montanide、QS-21、MF-59 などのアジュバントが試みられており[39,49,53,66]、
今後イヌでも有効なアジュバントを模索、比較していく必要があるだろう。第三に、今回研究に用い

たイヌは約 16 歳の老齢犬であり、元来免疫能が低下していることも考えられる。しかし、担癌犬は免
疫能が低下している老齢犬であることが多く、このようなイヌに対しても効果的なペプチドやアジュ

バントの探索が必要である。

DNAワクチンはペプチドワクチンと異なり、生体内で抗原を発現させるため、ペプチドワクチンよ
りも持続性がある。イヌのメラノーマに対する DNAワクチンの臨床試験では、異種であるヒトのチ
ロシナーゼ遺伝子発現プラスミドが投与されている。しかし標的としているチロシナーゼはイヌメラ

ノーマでは発現率が高くないことが知られている。転移のある症例でも生存率の上昇を認めているた

め[2,3]、ヒトの臨床試験と比べても有望であるが、症例数が少ないため、より多くの症例を用いた厳
密なコントロールスタディにより効果を慎重に判断していく必要があるだろう。

一般に DNAワクチンが機能するためには遺伝子が導入されて発現することが必要であり、免疫を
維持させるためには繰り返しの投与や持続的な発現が必要だと思われる。今回その点を改善するため

に持続的に発現される EBNA-1を持つベクターを用いたが、実際のプラスミドワクチンの投与の際に
は導入効率が最も問題になると予測される[4]。発現効率を上げるためには、アデノウイルス、鶏痘ウ
イルス、ワクシニアウイルスなどのウイルスベクターの使用が効果的であるが、バイオハザードの問

題から現状では獣医療での利用へのハードルは高い。一方で、癌の免疫療法ではすべての細胞に遺伝

子導入する必要はなく、一部の組織で標的抗原が発現されれば良いと考えられる。そのため、遺伝子
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発現プラスミドをリポソーム等で封入し、導入効率を改善することで、液性、細胞性免疫を増強でき

る可能性がある[18]。DNAワクチンについてもペプチドワクチンと同様に、免疫応答を高めるため工
夫が研究されており、IL-2、GM-CSF遺伝子との併用、マンノース被覆型リポソームの利用などが研
究されている[47,55]。有望なターゲット遺伝子とアジュバントが開発されれば、イヌでも同様の方法
を用いることで、効果的に免疫を誘導することができるだろう。 
特異的免疫療法は理想的な状況では腫瘍だけを選択的に攻撃でき、癌治療の切り札になる可能性が

ある。しかし現時点では生体内での十分な抗腫瘍効果を得るために克服すべき課題が多く残されてい

る。本研究ではイヌのメラノーマに対するMelan-A、TRP-2を標的とする DNAワクチン応用の可能
性を示すことができた。イヌのメラノーマに対する抗原特異的免疫療法について、臨床的な結果を示

した報告は少ないが、現状では進行したメラノーマに対して有効な治療法も知られていない。倫理的

な問題等あるが、今後は臨床試験へ進み、イヌのメラノーマ症例に対するワクチンの開発、また、人

医領域の癌ワクチン研究の発展に繋がることを期待したい。 
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Table 1. Melan-A および TRP-2 の増幅、塩基配列決定に使用したプライマー 
プライマー名 配列 位置*1 備考

Melan-A 増幅用プライマー  

F01 Primer 5’-gtcgacgccaccatgccaagagaa
gaggctcacttcatc-3’  

1-27 開始コドン(下線)を含み、その 5’側に
コザック配列 gccacc、そのさらに上流
に Sal I を付加している 

R01 Primer 5’- ggatcc tcatttaagcacctcttggc
attctca-3’ 

381-355 終始コドン(下線)の 3’側に BamH I
を付加している 

TRP-2 増幅用プライマー  

F02 Primer 5’-gtcgacgccaccatgcaggctcaag
agctcaagagtgga-3’ 

1-27 開始コドン(下線)を含み、その 5’側に
コザック配列 gccacc、そのさらに上流
に Sal I を付加している 

R02 Primer 5’- ggatcc tctctagaggaaggcacga
gatctcta-3’ 

1671-1645 終始コドン(下線)の 3’側に BamH I
を付加している 

シークエンス用プライマー  

F03 Primer 5’-ccatgttcatgccttcttc-3’  pEBMulti-Neo MCSの上流の配列 

R03 Primer 5’-ccacaactagaatgcagtga-3’  pEBMulti-Neo MCSの下流の配列 

*1…プライマーの位置は、想定される開始コドン(下線のアデニン)からの番号 
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Table 2. Melan-A および TRP-2 遺伝子の増幅のための PCR 法 
試薬名 量 
蒸留水 32μl 

10×PCR Buffer for Blend taq 5μl 
2mM dNTP 5μl 

25mM MgSO4 3μl 
Forward primer(10pmol/l) 1μl 
Reverse primer(10pmol/l) 1μl 
テンプレート DNA 2μl 

KOD-Plus 1μl 
計 50μl 

 

PCRプロトコール 温度 時間 
1.     最初の熱変性 94.0℃ 2分 
2.        熱変性 98.0℃ 10秒 
3.   アニーリング: Melan-A 63.1℃ 30秒 

: TRP-2 65.6℃ 30秒 
4.       伸長反応  68.0℃ 1分 30秒 

上記 2-4を 30サイクル 
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Table 3. 免疫のために作成したペプチドのアミノ酸配列 
ペプチド名 アミノ酸配列 備考 

Dog-Melan-A C-(スペーサー)-EAAGIGILT(26-34＊1) 
イヌのMelan-A27-34のペプチドにコンジュゲー
ト作成のためスペーサーとシステインを導入。

KLH、OVAを結合させた Dog-Melan-A-KLH、
Dog-Melan-A-OVAも作成。 

Dog-TRP-2 CSIYDFFVWLH(179-189) 
イヌ TRP-2179-189のアミノ酸配列。KLH、OVA
をコンジュゲートした Dog-TRP-2-KLH、
Dog-TRP-2-OVAも作成。 

*1…本実験で構築したプラスミドの開始コドンのメチオニンから数えたアミノ酸残基の位置 
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1                                                                         

atg cca aga gaa gag gct cac ttc atc ctt ggt tat ccc aag aag ggg  
Met Pro Arg Glu Glu Ala His Phe Ile Leu Gly Tyr Pro Lys Lys Gly 

49                                                                         
cat aac cac tcc tac atc aca gct gaa gag gct gca ggg att gga atc 
His Asn His Ser Tyr Ile Thr Ala Glu Glu Ala Ala Gly Ile Gly Ile  

        97                                                                         
ttg aca gtg atc ctg gga att ttg ctg ctc att gcc tgt tgg tat tgt  
Leu Thr Val Ile Leu Gly Ile Leu Leu Leu Ile Ala Cys Trp Tyr Cys 

    145                                                                         
aga aga cga agt gga tac aga agc ttg agg gac aaa agt att cat gct 
Arg Arg Arg Ser Gly Tyr Arg Ser Leu Arg Asp Lys Ser Ile His Ala  

193                                                                         
ggc act caa agt acc tta aga gga aga tgt cca cat gag ggt ttt ggt  
Gly Thr Gln Ser Thr Leu Arg Gly Arg Cys Pro His Glu Gly Phe Gly  

241                                                                         
cac cag cac agc aaa ctg cct ttt caa gag agt aat tgt gaa ctt gtg 
His Gln His Ser Lys Leu Pro Phe Gln Glu Ser Asn Cys Glu Leu Val  

289                                                                         
gtt ccc aat gca cca cct gcc tat gag aaa ctc tct gca gaa cag tca 
Val Pro Asn Ala Pro Pro Ala Tyr Glu Lys Leu Ser Ala Glu Gln Ser 

337                             
tca cca cct tat ttg ccg tga  
Ser Pro Pro Tyr Leu Pro stop 

 

 

 

 

Fig.1 イヌ Melan-A 遺伝子の塩基配列と予測されるアミノ酸配列  
イヌのメラノーマ組織から作製した cDNAを鋳型にMelan-A遺伝子を増幅し、pEBMulti-Neoプ

ラスミドに挿入した。挿入した遺伝子の塩基配列と予測されるアミノ酸配列を示した（端の数字は開

始コドンからの塩基の位置を示している）。イヌMelan-A遺伝子の増幅に用いたプライマーF01 
Primerと R01 Primerをそれぞれ図中に矢印で示した。網掛け部分は N型糖鎖付加の可能性がある配
列を示している。下線部は予測される膜貫通領域を示している。 

 

F01 Primer 

R01 Primer 
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1                                                                         

atg cag gct caa gag ctc aag agt gga aga gga gaa ggg cag gat agg 
Met Gln Ala Gln Glu Leu Lys Ser Gly Arg Gly Glu Gly Gln Asp Arg 

49                                                                        
atc agg gag tgg aaa gca aga ggg agc tct cct gct gat aaa gcc atg 
Ile Arg Glu Trp Lys Ala Arg Gly Ser Ser Pro Ala Asp Lys Ala Met 

97                                                                        
agc cct ctt ggg tgg ggg ctt gtg ctc tgt tgt ctg ggt ggt gga ctc 
Ser Pro Leu Gly Trp Gly Leu Val Leu Cys Cys Leu Gly Gly Gly Leu 

145                                                                        
cta cct gga gcc tgg gca cag ttt ccc cgg gtc tgc atg acc gtg gac 
Leu Pro Gly Ala Trp Ala Gln Phe Pro Arg Val Cys Met Thr Val Asp 

193                                                                        
aac ctg atg gcc aag gag tgc tgc ccg ccg ctg ggt ctg gag cca gcc 
Asn Leu Met Ala Lys Glu Cys Cys Pro Pro Leu Gly Leu Glu Pro Ala 

241                                                                        
aac atc tgc ggc tct cag gag ggc cgg ggc cag tgc atg gag gtg caa 
Asn Ile Cys Gly Ser Gln Glu Gly Arg Gly Gln Cys Met Glu Val Gln 

289                                                                       
act gac gcc agg ccc tgg agt ggc ccc tat gtc ctg cgg aac cag gat 
Thr Asp Ala Arg Pro Trp Ser Gly Pro Tyr Val Leu Arg Asn Gln Asp 

337                                                                        
gac cga gaa ggg tgg cca agg aaa ttc ttc cac cgg acc tgc caa tgc 
Asp Arg Glu Gly Trp Pro Arg Lys Phe Phe His Arg Thr Cys Gln Cys 

385                                                                        
aca gga cat tat ggt ggc tac aac tgt gga gtt tgc aag ttt ggc tgg 
Thr Gly His Tyr Gly Gly Tyr Asn Cys Gly Val Cys Lys Phe Gly Trp 

433                                                                        
acc ggc cat gac tgc aat cag agg aaa gct cgg gtt att cgg aag aat 
Thr Gly His Asp Cys Asn Gln Arg Lys Ala Arg Val Ile Arg Lys Asn 

481                                                                       
atc cat tcc ttg act cct gag gag agg gag caa ttc ttg gag gcc tta 
Ile His Ser Leu Thr Pro Glu Glu Arg Glu Gln Phe Leu Glu Ala Leu 

529                                                                        
gac ctt gca aag aac acg aca cac ccg gac tac gtg atc acc aca caa 
Asp Leu Ala Lys Asn Thr Thr His Pro Asp Tyr Val Ile Thr Thr Gln 

577                                                                        
cac tgg ctc ggc ctg ctt ggg ccc aac ggg acc cag cca cag atc gcc 
His Trp Leu Gly Leu Leu Gly Pro Asn Gly Thr Gln Pro Gln Ile Ala 

625                                                                        
aac tgc agc att tat gat ttc ttt gta tgg ctc cat tat tac tct gtt 
Asn Cys Ser Ile Tyr Asp Phe Phe Val Trp Leu His Tyr Tyr Ser Val 

673                                                                       
agg gat act tta tta gga cca ggg cgc cca tac aag gcc ata gac ttc 
Arg Asp Thr Leu Leu Gly Pro Gly Arg Pro Tyr Lys Ala Ile Asp Phe 

721                                                                        
tca cac caa ggt cct gcc ttt gtt acc tgg cac cgg tac cat ttg ttg 
Ser His Gln Gly Pro Ala Phe Val Thr Trp His Arg Tyr His Leu Leu 

769                                                                        
tgg ctg gaa agg gat ctc cag caa ctt atc ggc aac gaa tcc ttt gct 
Trp Leu Glu Arg Asp Leu Gln Gln Leu Ile Gly Asn Glu Ser Phe Ala 

817                                                                        
ttg ccc tac tgg aac ttt gct act ggg agg aat gat tgt gat gtg tgc 
Leu Pro Tyr Trp Asn Phe Ala Thr Gly Arg Asn Asp Cys Asp Val Cys 

865                                                                        
aca gac cag ctt ctt ggg gca gcg aga caa gat gat cca act cta att 
Thr Asp Gln Leu Leu Gly Ala Ala Arg Gln Asp Asp Pro Thr Leu Ile 

913                                                                       
agt gag aac tca aga ttc tcc aac tgg gaa att gtc tgt gat agc cta 
Ser Glu Asn Ser Arg Phe Ser Asn Trp Glu Ile Val Cys Asp Ser Leu 

961                                                                           
gat gat tat aac cgc cgg gtc acc ctg tgt aat ggg acc tat gaa ggc 
Asp Asp Tyr Asn Arg Arg Val Thr Leu Cys Asn Gly Thr Tyr Glu Gly 

1009                                                                        
ctg tta aga aga aat caa gtg gga cta aac agt gag aaa ttg cca act 
Leu Leu Arg Arg Asn Gln Val Gly Leu Asn Ser Glu Lys Leu Pro Thr 

1057                                                                        
tta aaa gac ata caa gat tgt ctg tct ctc aag aag ttt gac agc ccc 
Leu Lys Asp Ile Gln Asp Cys Leu Ser Leu Lys Lys Phe Asp Ser Pro 

F02 Primer 

(continued) 
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1105                                                                       
cct ttc ttc cag aac tct acc ttc agt ttc agg aat gcc ctg gaa gga 
Pro Phe Phe Gln Asn Ser Thr Phe Ser Phe Arg Asn Ala Leu Glu Gly 

1153                                                                       
ttt gat aaa gca aat gga atc ctg gac tct caa gtg atg agc cta cac 
Phe Asp Lys Ala Asn Gly Ile Leu Asp Ser Gln Val Met Ser Leu His 

1201                                                                       
aac ttg gtt cat tcc ttc ttg aat ggg aca agc gct ttg cca cat tct 
Asn Leu Val His Ser Phe Leu Asn Gly Thr Ser Ala Leu Pro His Ser 

1249                                                                       
gct gcc aat gat cct gtt ttt gtg gta ctt cat tcc ttt acc gat gcc 
Ala Ala Asn Asp Pro Val Phe Val Val Leu His Ser Phe Thr Asp Ala 

1297                                                                       
att ttt gat gag tgg atg aaa aga tcc aat cct tct gtg gat gcc tgg 
Ile Phe Asp Glu Trp Met Lys Arg Ser Asn Pro Ser Val Asp Ala Trp 

1345                                                                       
cct cag gag ctg gca ccc atc ggt cac aat cgg atg tat aac atg gtt 
Pro Gln Glu Leu Ala Pro Ile Gly His Asn Arg Met Tyr Asn Met Val 

1393                                                                       
cct ttc ttc cct ccg gtg act aat gaa gaa ctc ttt tta act gca gac 
Pro Phe Phe Pro Pro Val Thr Asn Glu Glu Leu Phe Leu Thr Ala Asp 

1441                                                                      
caa ctt ggc tac agc tat gcc atc gat cta cca gtt gaa gaa act cca 
Gln Leu Gly Tyr Ser Tyr Ala Ile Asp Leu Pro Val Glu Glu Thr Pro 

1489                                                                       
gct tgg acc aca acc ctc ttg gcg gtc atg gga atg ctg gtg gct ttg 
Ala Trp Thr Thr Thr Leu Leu Ala Val Met Gly Met Leu Val Ala Leu 

1537                                                                       
gtt ggt gtt ttt gtg gtg ctg ttt ttc ctt cag tac cga aga ctc cga 
Val Gly Val Phe Val Val Leu Phe Phe Leu Gln Tyr Arg Arg Leu Arg 

1549                                                                       
aaa ggc tat aca ccc cta atg gag aca cat tta agc gac agg aag tac 
Lys Gly Tyr Thr Pro Leu Met Glu Thr His Leu Ser Asp Arg Lys Tyr 

1633                  
aca gaa gaa gcc tag 
Thr Glu Glu Ala stop 

 

 

 

Fig.2 イヌ TRP-2 遺伝子の塩基配列および予測されるアミノ酸配列  
イヌのメラノーマ組織から作製した cDNAを鋳型にイヌ TRP-2遺伝子を増幅し、pEBMulti-Neo

プラスミドに挿入した。挿入した遺伝子の塩基配列と予想されるアミノ酸配列を示した。（端の数字は

開始コドンからの塩基の位置を示している）。遺伝子の増幅に用いたプライマーをそれぞれ図中に矢印

で示した。図中 atgはヒトの TRP-2の mRNA（Gene Bank Accession No: AJ000503）で予測されて
いる開始コドンと相同部位を示している。報告されているイヌの予測 mRNAと比較して、  で示した
1625番目のアデニンがグアニンに置換されていた。図中の網掛けは N型糖鎖付加の可能性がある位
置を、破線部位 は EGF-like/Cys-rich部位を示している。点線 はチロシナーゼ CuA結合部位
を、一点鎖線 はチロシナーゼ CuB結合部位を示している。下線部 は予測される膜貫通領域を

示している。 
 

R02 Primer 
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Fig.3 発現プラスミドを導入した HEK293 細胞での Melan-A および TRP-2 蛋白の発現  

HEK293細胞に発現プラスミドを導入し、ABC法による免疫染色を行った。A) pEB-dog-Melan-A
を導入した HEK293細胞で、細胞質が茶色に染まる陽性細胞が多数散見された。B) pEBMulti-Neo
のみを導入した HEK293細胞で、同様の染色を行ったコントロール。C) pEB-dog-TRP-2を導入した
HEK293細胞で、細胞質が茶色に染まる陽性細胞が認められた。D) pEBMulti-Neoのみを導入した
HEK293細胞で、同様の染色を行ったコントロール。 
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Fig.4 発現プラスミドを遺伝子導入した HEK293 細胞でのウェスタンブロット解析  

(A) Melan-A発現プラスミド導入細胞でのMelan-Aの蛋白発現：左のレーンは pEB-dog-Melan-A
を導入した細胞で、21-23KDa付近に 2本のバンドが認められた（矢印）。右のレーンはコントロール
として pEBMulti-Neoを導入した細胞で、バンドは検出されなかった。(B) TRP-2発現プラスミド導
入細胞での TRP-2の蛋白発現：左のレーンは pEB-dog-TRP-2を導入した細胞で、70-85KDa付近に
2本のバンドが認められた（矢印）。右のレーンはコントロールとして pEBMulti-Neoのみを導入した
細胞で、バンドは検出されなかった。 
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Fig.5 イヌにおけるイヌ Melan-A、TRP-2 ペプチドワクチンの投与および評価計画  
ペプチドワクチンとして Dog-Melan-A-KLH、Dog-TRP-2-KLH 各 1mg にアジュバントとして疎

水化 "-ポリグルタミン酸（"-PGA）ナノ粒子 10mg ずつ加え、PBS に混濁したものを投与した。ワ
クチン投与直前には皮内試験を行い、投与1日後に皮内試験投与部位で遅延型アレルギー反応（DTH)を 

評価した。0、2、6、10、12 週目のワクチン投与直前に、抗 Melan-A、TRP-2 の抗体価測定のために

血液を採取した。
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Fig.6 Dog-Melan-A-KLH で免疫したウサギ血清の Dog-Melan-A 対する抗体価  
96穴プレートに Dog-Melan-Aを吸着させ、希釈した血清と反応させた。450nmでの吸光度を縦軸

に、血清希釈倍率を横軸に示した。Dog-Melan-A-KLH 投与前のウサギ血清と、Dog-Melan-A-KLH
投与から 5週間後のウサギ血清の各希釈倍率での吸光度の推移を示した。 
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Fig.7 Dog-TRP-2-KLH で免疫したウサギ血清の Dog-TRP-2 に対する抗体価  

96穴プレートに Dog-TRP-2を吸着させ、希釈した血清と反応させた。450nmでの吸光度を縦軸に、
血清希釈倍率を横軸に示した。Dog-TRP-2-KLH投与前のウサギ血清と、Dog-TRP-2-KLH投与から 5
週間後のウサギ血清の各希釈倍率での吸光度の推移を示した。 
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Fig.8 Dog-Melan-A-KLH で免疫したイヌの血清抗体価の経時的推移  

96穴プレートに Dog-Melan-A-OVAを吸着させ、希釈した血清と反応させた。吸光度を縦軸に、血
清希釈倍率を横軸に示した。ワクチン接種前(0w)と比較して、ワクチン接種後(2-12w)では吸光度の上
昇が認められた。各希釈倍率での吸光度を下の表に示した。図中には二重試験の平均値を示している。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Dog-Melan-A-OVA に対するイヌ血清の反応（吸光度）  

血清の希釈倍率  #20 #40 #80 #160 #320 #640 #1,280 #2,560 
1.256 0.969 0.819 0.579 0.571 0.490 0.463 0.416 0 週目  
1.103 0.974 0.749 0.618 0.525 0.398 0.336 0.396 

平均  1.180 0.972 0.784 0.599 0.548 0.444 0.400 0.406 
1.753 1.329 1.022 0.845 0.646 0.512 0.421 0.347 2 週目  
1.859 1.359 1.119 0.867 0.705 0.550 0.402 0.366 

平均  1.806 1.344 1.070 0.856 0.676 0.531 0.412 0.357 
1.677 1.329 1.070 0.872 0.627 0.532 0.403 0.296 

6 週目  
1.942 1.386 1.153 0.911 0.725 0.554 0.385 0.314 

平均  1.810 1.358 1.112 0.892 0.676 0.543 0.394 0.305 
2.533 1.990 1.586 1.160 0.790 0.635 0.479 0.383 

10 週目  
2.673 2.080 1.594 1.156 0.811 0.591 0.483 0.399 

平均  2.603 2.035 1.590 1.158 0.801 0.613 0.481 0.391 
>3.5 2.701 1.913 1.399 0.987 0.763 0.645 0.576 

12 週目  
>3.5 2.876 2.060 1.487 1.067 0.809 0.644 0.625 

平均  >3.5 2.789 1.987 1.443 1.027 0.786 0.645 0.601 
⊿OD*1 >2.3 1.817 1.203 0.844 0.479 0.342 0.245 0.195 

*1…OVA に対する非特異反応を考慮し、最も吸光度が高かった免疫後 12 週目の血清について吸光度から免疫前の
血清の同じ希釈倍率の吸光度を引いた値  



 
 

68 

 

 

 

Fig.9 Dog-TRP-2-KLH で免疫したイヌの血清抗体価の経時的推移  
96穴プレートに Dog-TRP-2-OVAを吸着させ、希釈した血清と反応させた。吸光度を縦軸に、血清

希釈倍率を横軸に示した。ワクチン接種前(0w)と比較して、2 週目(2w)と 6 週目(6w)では抗体価に変
化は認めなかったが、10、12 週目(10、12w)では吸光度の上昇が認められた。各希釈倍率での吸光度
を下の表に示した。図中には二重試験の平均値を示している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dog-TRP-2-OVA に対するイヌ血清の反応（吸光度）  
血清の希釈倍率  #20 #40 #80 #160 #320 #640 #1280 #2560 

1.254 1.161 1.132 1.116 1.068 1.033 1.073 1.210 0 週目  
1.226 1.071 1.056 1.078 1.019 0.953 0.950 1.148 

平均  1.240 1.116 1.094 1.097 1.044 0.993 1.012 1.179 
1.416 1.218 1.174 1.159 1.083 0.879 0.953 1.011 2 週目  
1.494 1.202 1.127 1.013 1.114 1.101 1.241 1.196 

平均  1.455 1.210 1.151 1.086 1.099 0.990 1.097 1.104 
1.429 1.212 1.085 1.117 1.094 1.040 1.193 1.142 

6 週目  
1.576 1.315 1.097 1.009 0.917 0.935 0.903 0.848 

平均  1.503 1.264 1.091 1.063 1.006 0.988 1.048 0.995 
2.022 1.593 1.319 1.245 0.995 0.935 0.812 0.894 

10 週目  
2.039 1.566 1.325 1.152 1.011 0.906 0.895 0.722 

平均  2.031 1.580 1.322 1.199 1.003 0.921 0.854 0.808 
>3.5 2.871 2.127 1.598 1.472 1.298 0.978 0.853 

12 週目  
>3.5 3.028 2.300 1.957 1.540 1.260 1.008 0.855 

平均  >3.5 2.950 2.214 1.778 1.506 1.279 0.993 0.854 
⊿OD*1 >2.2 1.834 1.120 0.681 0.463 0.286 -0.018 -0.325 

*1…OVA に対する非特異反応を考慮し、最も吸光度が高かった免疫後 12 週目の血清について吸光度から免疫前の
血清の同じ希釈倍率の吸光度を引いた値  
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Fig.10 イヌにおける皮内試験  
イヌにおいてペプチドワクチン投与前に Dog-Melan-A、Dog-Melan-A-KLH、Dog-TRP-2、

Dog-TRP-2-KLH を皮内投与し、その 15 分後の様子を撮影した。A：初回投与日の皮内試験の様子。
Dog-Melan-A投与部位で 6mm、Dog-Melan-A-KLH投与部で 2mmの発赤を認め、Dog-Melan-Aで
は膨疹も認めた。TRP-2および Dog-TRP-2-KLHには反応が認められなかった。 B：2回目投与日の
皮内試験の様子。ペプチドに対する反応は認められなかった。 
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第３章 犬の肥満細胞腫における KIT の発現 
 

＜要旨＞ 
KITは、c-kit遺伝子によりコードされるⅢ型の受容体チロシンキナーゼであり、細胞の分化・増殖

を誘導する。犬の肥満細胞腫の c-kit遺伝子の変異が報告されており、このような症例ではチロシンキ
ナーゼ阻害薬が有効である確率が高いため臨床現場では治療効果の予測に c-kit 遺伝子変異検査が行
われている。しかし、現在、検査センターでは検体の保存上の問題により DNA レベルでの遺伝子変
異を検査しているため、変異を持つ遺伝子アレルが蛋白として発現しているかは不明である。そこで

今回、犬の肥満細胞腫を中心とした臨床検体を用いてフローサイトメトリーにより蛋白レベルでの

KITの発現を解析した。まず、抗体の反応性を解析するため、過去の報告をもとに 2種類の抗 c-kit モ
ノクローナル抗体を用いて犬の 3種類の肥満細胞腫由来の細胞株におけるKITの発現をフローサイト
メトリーにより解析した。モノクローナル抗体 2B8を用いた場合には VIMC細胞、CMMC細胞とわ
ずかに反応し、HRMC細胞では KITの反応は確認できなかった。一方、モノクローナル抗体 ACK45
を用いた場合には、VIMC 細胞および CMMC 細胞では KIT の発現がみられ、HRMC 細胞では KIT
の発現はみられなかった。また、この KIT の発現はリアルタイム PCR により解析した c-kit mRNA
の発現とよく一致した。この結果よりモノクローナル抗体 ACK45 を使用して、鹿児島大学附属動物
病院に来院した犬 19頭（肥満細胞腫 10例、悪性黒色腫 4例、リンパ腫 3例、白血病 1例、軟部組織
肉腫 1例）から針吸引生検で採取した臨床検体を用い、KITの発現をフローサイトメトリーで解析し
た。その結果、肥満細胞腫の 10例中 5例で KITの発現がみられたが、他の 5例では KITの発現がみ
られなかった。悪性黒色腫、リンパ腫、軟部組織肉腫では KITの発現はみられなかったが、CD34陽
性白血病の 1例では KITが発現していた。肥満細胞腫の変異として最も頻度の高い exon11の挿入変
異をもたない肥満細胞腫の 4例でイマチニブの投与を行った。KITを発現している 3例のうち 1例は
イマチニブ投与により部分寛解を得られたが、他の 2例では治療効果はみられなかった。KITを発現
していない 1例でもイマチニブの投与で一時的な腫瘍の縮小がみられた。 
今回、フローサイトメトリーにより犬の KITの発現を迅速に解析することができた。この解析は少

量の FNA サンプルで迅速に行うことができる。DNA レベルの c-kit 遺伝子変異検査に加えて、フロ
ーサイトメトリーによるKITの発現の解析によりKITを標的とした分子標的療法への反応性をより正
確に予測することができるようになると考えている。また、c-kit遺伝子に変異がなくても KIT蛋白を
発現している細胞に対するチロシンキナーゼ阻害薬の有効性やイマチニブがKIT以外のチロシンキナ
ーゼを介して作用するか今後検討していく必要があると思われる。 
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＜総括＞

本研究では以下のことが明らかになった。

・ 疎水化γ-PGA ナノ粒子は犬に対して安全だと思われる。またペプチドと共にアジュ

バントとして投与することで抗体産生を誘導する。 

・ しかし、癌治療に有効な免疫誘導を証明することはできなかった。

・ 将来癌治療に用いることができるイヌ CD20, melam-A, TRP-2 のほ乳類細胞発現プラス

ミドを作成した。

・ イヌ TRP-2 の cDNA 配列を明らかにした。

・ 犬の肥満細胞腫における細胞表面 KIT をモノクローナル抗体により解析する系を確立

し、KIT が肥満細胞腫の半分程度で発現していることを明らかにした。

 
 
 


