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研究成果の概要（和文）：本研究では、犬の悪性黒色腫における免疫寛容誘導因子 Gpnmb に関し
て、その遺伝子配列を解析するとともに、Gpnmb mRNA発現量が著しく高い犬悪性黒色腫細胞株
が存在することを明らかにした。また、悪性黒色腫の自然発症犬では、Gpnmbの mRNA発現量が
すべての症例（n=4）において増加しており、他の免疫寛容誘導因子と比較して最も高い発現量
を認めた。これにより、Gpnmb の犬悪性黒色腫における発現動態が初めて明らかにされるとと
もに、免疫寛容誘導因子として主要な役割を果たしていることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Gpnmb is a negative regulator of T lymphocyte activation, and also 
a tumor-associated antigen in melanoma. We identified the cDNA sequence of canine Gpnmb, 
and it showed high mRNA expression of Gpnmb in two canine melanoma cell lines. Furthermore, 
Gpnmb mRNA level was much higher than the other well-known negative regulators in melanoma 
tissues of dogs. These results suggested that Gpnmb was specifically expressed in canine 
melanoma and a most important negative regulator among the others. 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 悪性黒色腫は、犬の口腔内腫瘍の中で
最も発生頻度が高い腫瘍である。本腫瘍は、
組織侵襲性や再発率が高いことが知られ、腫
瘤が発見された際には既にリンパ節・肺への
微小転移を認める程、転移率も顕著に高い。
本腫瘍に対しては、外科療法、術後に化学療
法や放射線療法が実施されるが、本腫瘍のこ

れらの治療法に対する反応性は低いため、罹
患動物の予後はきわめて悪いことが多い。そ
のため、悪性黒色腫に対する新たな治療法と
して、本腫瘍細胞の宿主免疫機構に認識され
やすい性質、すなわち免疫原性の高いことを
利用した様々な免疫療法の開発が試みられ
ている。 
 
(2) まず、非特異的な免疫療法としては、
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活性化リンパ球療法(Helfand SC et al., 
1994)や細菌性スーパー抗原と IL-2,GM-CSF
をコードしたプラスミド DNAの局所投与(Dow 
SW et al., 1998)、免疫賦活物質(L-MTP-PE)
を用いたアジュバント療法(MacEwen EG et 
al., 1999, Miler et al., 2006)などが報告
されている。一方、特異性の高い免疫療法と
しては、罹患症例の腫瘍細胞を免疫抗原とし
て調整後、再投与する方法（GS hodge et al., 
1999）や、腫瘍関連抗原ペプチドもしくは罹
患症例の腫瘍細胞をパルスした樹状細胞ワ
クチン療法(Rodriguez-Lecompte JC et al., 
2004)などといった腫瘍関連抗原の免疫原性
を利用したもの、さらには異種の腫瘍関連抗
原であるヒト Tyrosinaseと GM-CSFを用いた
DNA ワクチン法(Bergman et al., 2006)など
も報告されている。 
 
(3) 上記のように多くの試みがありながら、
獣医領域における実際の罹患症例に対する
免疫療法の奏効率は決して高くない。この原
因の１つとして、悪性黒色腫が持つ免疫寛容
誘導能が上げられる。近年、免疫寛容誘導因
子として様々な分子が報告されているが
（Gajewski et al., 2006）、とくに我々は、
マウス悪性黒色腫において我々が新たに見
出した Gpnmb (Glycoprotein nmb)蛋白質に注
目した。Gpnmb は、黒色細胞に特異的な膜貫
通型の糖蛋白質で細胞間接着にも関連した
機能を有し 、マウス悪性黒色腫細胞におい
ては negative regulator（免疫寛容誘導因子）
として宿主の免疫寛容を誘導する分子であ
る(Tomihari et al., 2009, 2010)。しかし
ながら、犬における Gpnmbの発現動態、なら
びに病態時での機能など詳細は未だ不明な
ままである。そこで我々は、悪性黒色腫に対
する新たな免疫療法として、Gpnmb の有する
免疫寛容誘導能を抑制することにより、高い
奏効率を期待できる新たな免疫療法の確立
を着想するに至った。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、犬の悪性黒色腫細胞株、なら
びに腫瘍罹患犬における Gpnmbの発現に関す
る基礎的検討を行うことで、免疫寛容誘導能
に着目した新たな免疫療法の確立を目的と
した。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) まず、すでに決定されているヒト
(NM_001005340.1)・マウス(NM_053110.4)・
ラット(NM_133298.1)の Gpnmb遺伝子配列と、
犬の遺伝子データベース(XM_539472.2, 

XM_858105.1)より予測された配列の間で相
同性の高い領域を考慮してプライマーを作
成し、犬悪性黒色腫細胞株 CMeC1 より調整し
た cDNAを鋳型として PCRを行い、この PCR
産物に対しダイレクトシークエンスにより
全長の遺伝子配列を決定した。 
 
(2) 決定された配列をもとに RT-PCRに最適
なプライマーペアを設計し、犬悪性黒色腫細
胞株 6種（CMeC1, CMeC2, KMeC, LMeC; Ohashi 
et al,, 2000, CMM1, CMM2; Inoue et al., 
2004）における Gpnmb の mRNA 発現動態を、
リアルタイム PCR法(Lightcycler, Roche)を
用いて解析した。また同時に、悪性黒色腫の
腫瘍関連抗原として既に報告のある gp100、
MART1、Tyrosinase、ならびに免疫寛容誘導
因子として報告のある PDL1、PDL2、HVEMに
関して、同様の方法により mRNA発現量を解
析した。 
 
(3) 2009年から 2010年に帯広畜産大学動物
医療センターに来院した悪性黒色腫の自然
発症犬 4 頭、ならびに、口腔内にその他の腫
瘍を発症した犬 8頭（エプーリス 4 頭、エナ
メル上皮腫 2頭、扁平上皮癌 1頭、肥満細胞
腫 1頭）に対し、同様に Gpnmbの mRNA発現
動態を解析した。 
 
(4) 蛋白質レベルでの発現量を比較検討す
るために、犬 Gpnmb 遺伝子配列より予想され
る立体構造より推測した細胞外ドメイン、な
らびに細胞内ドメインに対しペプチド抗原
を作製し、十分量をウサギに投与することで
抗イヌ Gpnmbポリクローナル抗体を作製した。
この抗犬 Gpnmb ポリクローナル抗体により、
Immunoblot 法を用いて悪性黒色腫細胞株に
対する Gpnmb蛋白質の発現を検討した。 
 
(5) Gpnmb の機能に関して検討するために、
既報を参考にして最適な siRNA配列を決定し、
悪性黒色腫に lentivector system(SBI)を用
いて siRNAを遺伝子導入し、Gpnmb発現をノ
ックダウンした犬悪性黒色腫細胞株の樹立
を試みた。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 犬 Gpnmb 遺伝子配列より作製したプラ
イマーにより、mRNA配列を決定した。コーデ
ィング領域は 581アミノ酸であり、predicted
であった犬 Gpnmb の mRNA２配列と 100%の相
同性を示した。また、ヒトとは 74%の相同性
を、マウスとは 65.1%、ラットとは 64.5%の
相同性を示した。 
 
(2) 次に、犬悪性黒色腫細胞株 6 種におい



 

 

て、Gpnmbの mRNA発現量をリアルタイム PCR
法により解析した。 

この結果、6種の細胞株のうち、CMM1と CMM2
において Gpnmb mRNAの高い発現量を認めた。 

CMM1 と CMM2 は、他 4 種と比べて臨床ステー
ジが初期であるという特徴がある。6 種の細
胞株ともに十分な継代数を経ていることか
ら、originの状態がどこまで反映されている
かは不明であるが、Gpnmbの mRNA発現量には
細胞株間において差異があること、またその
採材した腫瘍細胞のステージがその mRNA 発
現量に関与している可能性が示された。 
 次に、Gpnmbの mRNA発現量が高かった CMM2
において、他の腫瘍関連抗原、ならびに免疫
寛容誘導因子の mRNA発現量を比較した。 

この結果、CMM2においては Gpnmb が他の抗原
や誘導因子より最も発現量の高いものであ
った。このことは、CMM1においても同様の傾
向が認められた。 
 一方、Gpnmb発現量が低い KMeC細胞株など
では同様の傾向は認められなかった。 

 これらのことより、犬 Gpnmbは、悪性黒色
腫細胞株において細胞株間での mRNA 発現量
の差異が認められること、また発現量の高い
細胞株では、Gpnmb が最も主要な腫瘍関連抗
原、かつ免疫寛容誘導因子となりえることが
示唆された。 
 
(3) 実際の臨床症例における Gpnmb の発現
動態を検討するために、腫瘍罹患犬から採材
した腫瘍組織に対して、Gpnmb ならびにその
他の腫瘍関連抗原、免疫寛容誘導因子の mRNA
発現量を解析した。 
 まず、Gpnmb 発現量を比較したところ、悪
性黒色腫の自然発症犬 4頭では、その他の口
腔内腫瘍罹患犬 8 頭と比較して有意に高い
mRNA発現量を示した。また悪性黒色腫の自然
発症犬 4頭中ではすべてで高値を認めており、
細胞株で認められたような発現量の低い症
例は認められなかった。 

 次に、悪性黒色腫に特異的とされている 3
種の腫瘍関連抗原と、Gpnmb との mRNA発現量
を比較した。 

この結果 Gpnmb は、他の腫瘍関連抗原と同様
に悪性黒色腫に特異性の高い蛋白質である
こと、またその発現量としては、他と比較す
るとさほど高いものではないことが示され
た。 
 さらに、悪性黒色腫において他の免疫寛容
誘導因子と mRNA発現量を比較した。 
この結果 Gpnmbは、悪性黒色腫細胞において、
免疫寛容誘導因子として最も発現量の高い
分子であることが示された。 
 これらのことより、犬 Gpnmbは、悪性黒色
腫自然発症犬において、悪性黒色腫細胞に特
異的に発現する蛋白質であること、また腫瘍
関連抗原としての mRNA 発現量はさほど高く



 

 

ないが、免疫寛容誘導因子としては非常に高
い mRNA 発現量を認めることが明らかとなっ
た。 
 
(4) Gpnmb の mRNA 発現量を比較検討すると
同時に、蛋白質の発現動態を解析する目的で、
前述の 6 種の悪性黒色腫細胞株に対して
Immunoblot法による解析を行った。 
 まず、細胞外ドメインに作製した抗体にお
いて、Gpnmb と思われる分子量の位置に２本
のバンドが認められた。（95kDa と 110kDa）
また、mRNA発現量では大きな差異が認められ
た６種の細胞株において、すべての細胞株で
の Gpnmb 蛋 白 質 の 発 現 が 認 め ら れ た
（10µg/lane）。 

 抗体が反応している蛋白質が Gpnmbである
と確認するために、陽性コントロールとして、
pSectagBベクターに犬 Gpnmbの細胞外ドメイ
ン配列を遺伝子導入し、これを Fugene6によ
り大腸菌 DH5αにトランスフェクションする
ことで、Gpnmb リコンビナント蛋白質の作製
を試みた。しかしながら、遺伝子導入は可能
であったものの、目的とする蛋白質の生成を
確認することができなかった。このため、上
記抗体が Immunoblot 法により反応するバン
ドに関して、予想される分子量からは Gpnmb
と推測されるものの、抗体の特異性を未だ証
明できなかった。 
 一方で、細胞内ドメインに設定した抗体に
おいては Gpnmbと思われる特異的なバンドを
検出することはできなかった。また市販され
ている抗マウス Gpnmbポリクローナル抗体は
交差性反応を示さなかった。 

 さらに、細胞外ドメインの抗体が反応した
ため、細胞株に対するフローサイトメトリー
解析を試みたが、非特異吸着と思われる反応
が強くでたために有意な解析を行うことが
できなかった。改善する方法としてブロッキ
ング法の変更などを試みたが改善せず、ポリ
クローナル抗体の限界かと考えられた。 
 以上より、犬 Gpnmb蛋白質に反応すると思
われるポリクローナル抗体を作製すること
はできたが、その特異性、ならびに検出に関
して今だ不確定な要因が存在しており、厳密
な意味で「検出系を確立した」とは言いがた
い現状である。今後は、これらの問題を解決
し、自然発症犬における蛋白質レベルでの
Gpnmb の発現動態を検討していく必要がある。 
 
(5) 犬 Gpnmbの mRNA配列から最適と思われ
る siRNA 配列を３種類設計し、これらを合成
した後、Lentivector system を用いて CMM1
細胞に shRNA(hairpin 構造をさせた siRNA)
として安定発現させたノックダウン細胞の
作製を試みた。希釈継代培養により 16 種の
候補細胞を得たが、明瞭なノックダウン細胞
株を認めることはできなかった。この原因と
して、候補細胞として得られた数が少なかっ
たこと、すなわち lentivector system によ
る遺伝子導入効率が低かったことや、siRNA
配列の有効性が低かったことなどが考えら
れた。 
 
(6) 以上の結果より、犬において全く明ら
かにされていなかった悪性黒色腫における
Gpnmb の発現動態に関して、①まずその遺伝
子配列を明らかにしたとともに、②悪性黒色
腫細胞株において、Gpnmbの mRNA発現量が著
しく高い細胞株が存在することを明らかに
した。この細胞株における Gpnmb の発現は、
他の腫瘍関連抗原ならびに免疫寛容誘導因
子と比較しても顕著に高値を示していた。③
また悪性黒色腫の自然発症犬においても、す
べての症例由来の細胞において Gpnmb mRNA
の高い発現が認められること、さらに他の免
疫寛容誘導因子と比較して著しく高い発現
を認めることを明らかにした。これらの成果
は、国内外において未だ報告を認めない新規
の内容であり、従来の治療法に反応しなかっ
た悪性黒色腫に対する免疫学的アプローチ
を考案するうえで非常に有用性の高い知見
であると考えられた。 
 長期目標とする「新たな免疫療法の開発」
には未だ到達できてはいないが、上記の結果
を得たことで、ようやく Gpnmbの基礎的な検
討ができるスタートラインに立つことがで
きたと言える。今後は、本研究の成果を踏ま
えて、Gpnmbの mRNA レベルのみならず蛋白質
レベルでの発現動態を多くの症例において
明らかにするとともに、機能としての免疫寛



 

 

容能についても詳細な検討を加えることで、
さらに奏功性の高い免疫療法の開発が進む
と期待される。 
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