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犬の扁平上皮癌 (SCC) は、皮膚、口腔、鼻腔、扁桃および肺などの全身のあ

らゆる上皮から発生し、強い局所浸潤性を特徴とする悪性腫瘍である [1]。一般

的に犬の SCC の転移率は低いが、所属リンパ節や肺への転移が 3%-36% [2] で

見られ、扁桃に発生した SCC についてはこのような転移が 73% [3] と高率に認

められる。SCC の治療は外科的切除あるいは外科的切除と放射線治療を組み合

わせた局所療法が主軸である。一方、局所療法が不適応あるいは局所療法の効

果が不十分、または腫瘍が既に転移している場合は、化学療法が治療の選択肢

となる。しかしながら、犬の SCC は化学療法に抵抗性であり、ほとんどの場合

効果が得られない。このため、犬の SCC では新たな内科的治療戦略の開発が必

要であり、それには犬 SCC の生存および増殖に必要な分子機構を明らかにし、

それを標的とした治療戦略を確立することが重要である。これまでの研究から、

犬の SCC ではアポトーシス関連分子である survivin やチロシンキナーゼである

EGFR が過剰発現していることが報告されており [4, 5]、これらは SCC の増殖に

重要な役割を果たしていると考えられる。このため、これらの分子機構は犬の

SCC の新たな治療戦略として有望と考えられる。 

Survivin はアポトーシス阻害蛋白質 (IAP) ファミリーに属する分子であり、

主に細胞分裂の促進およびアポトーシスの阻害の 2 つの機能を有している [6]。
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また、survivinは骨髄および生殖器を除き正常組織ではほとんど発現しておらず、

多くの癌細胞で高い発現がみられる [6]。Survivin 阻害剤である YM155は、

survivin の転写を抑制することでその発現を強く阻害し、癌細胞のアポトーシス

を誘導する [7]。近年、YM155を用いた人の癌患者の第 I相および第 II相試験

において、survivin を高発現している様々な悪性腫瘍に対する有効性が示されて

いる [7]。このことから、YM155を用いた survivin の阻害は犬の SCC において

新たな治療戦略となる可能性が考えられる。 

一方、EGFR は ErbB ファミリーに属するレセプター型チロシンキナーゼであ

り、主に上皮細胞に発現している [8]。EGFR はホモダイマーあるいは他の ErbB

ファミリーとのヘテロダイマーを形成することにより自己リン酸化し、その下

流シグナル経路を活性化する [8]。これにより、上皮細胞の増殖および分化を促

進する。これまでの研究で、EGFR は多くの人の SCC において過剰発現が認め

られており、このような SCC では増殖に重要な役割を果たしていることが明ら

かになっている [8]。また、まれではあるが EGFR のチロシンキナーゼドメイン

における機能獲得性変異が人の SCC患者の 1%-7% [8] で認められることがある。

このような SCC 患者では、EGFR の恒常的なリン酸化により、腫瘍が無秩序に

増殖する。現在、人の SCC における EGFR を標的とした治療法は確立していな
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いが、人の肺腺癌では同様の変異が 10%-30% [9] の症例で認められており、こ

のような患者に対しては EGFR阻害剤である afatinibおよび osimertinibを用いた

治療法が確立している。EGFR に変異を持つ肺腺癌では、afatinib および

osimertinib は EGFR の ATP 結合部位を不可逆的に阻害することでリン酸化を抑

制し、著しい抗腫瘍効果を示す [10]。これらのことから、YM155を用いた survivin

の阻害と同様に afatinib および osimertinib による EGFR の阻害も犬の SCC にお

いて新たな治療戦略となる可能性がある。 

YM155や EGFR 阻害剤など、腫瘍の特定の増殖機構を選択的に阻害する抗腫

瘍薬は分子標的薬と呼ばれ、これまで多くの薬剤が開発されている。分子標的

薬はほとんどが人用の癌治療薬であり、動物の癌治療薬として開発された分子

標的薬はきわめて少ない。現在、利用が可能な動物の腫瘍に対する分子標的薬

は、主に幹細胞因子受容体 KITを阻害する masitinib とマルチキナーゼ阻害剤で

ある toceranib のみである。特に toceranib はマルチキナーゼ阻害薬であり、KIT、

VEGFR2、 PDGFR/および FLT3などを標的とすることから、犬における様々

な腫瘍で用いられ、肥満細胞腫をはじめいくつかの腫瘍で効果が報告されてい

る [11]。犬の SCC が toceranib の標的分子を有するか否かは明らかになっていな

いが、toceranib が動物用として認可されていること、マルチキナーゼ阻害剤で
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あることを考慮すると、犬の SCC 細胞に対する toceranib の増殖抑制効果の有無

を解析し、増殖抑制効果を有するならその標的分子を同定することは重要であ

る。 

そこで本研究では、犬の SCC に対する分子標的薬を用いた新たな治療戦略を

確立するため、第 2章で、YM155、afatinib、osimertinib および toceranib に対す

る犬の SCC 株化細胞の感受性を評価した。次いで第 3章および第 4章では、そ

れぞれ YM155と afatinib に注目して作用機序を解析した。さらに第 5章では

afatinib の効果を in vivo で評価した。  
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第 2 章 

 

犬の SCC 株化細胞における 

survivin 阻害剤、EGFR 阻害剤および 

マルチキナーゼ阻害剤感受性の解析 
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犬の SCC は全身の扁平上皮から発生する、局所浸潤性が強い悪性腫瘍である 

[1]。治療は外科的切除と放射線治療を組み合わせた局所療法が主軸である。一

方、局所療法で制御が困難な場合は、化学療法が治療の選択肢となる。しかし

ながら、犬の SCC は化学療法に抵抗性であり、ほとんどの場合効果が得られな

い。このため、犬の SCC では新たな内科的治療戦略の開発が必要であり、それ

には犬 SCC の生存および増殖に必要な分子機構を明らかにし、それを標的とし

た治療戦略を確立することが重要である。これまでの研究から犬の SCC では

survivin や EGFR の過剰発現が報告されており [4, 5]、これらは SCC の増殖に密

接に関連していると考えられる。このため、これらの分子機構は犬の SCC の新

たな治療標的として有望と考えられる。 

Survivin は細胞分裂の促進とアポトーシスの抑制を担う分子であり、多くの

癌細胞で強く発現している [7]。近年、survivin阻害剤である YM155は人の癌患

者の第 I相および第 II相の臨床試験において survivinが高発現している様々な悪

性腫瘍で有効性が示されている [7]。このことから、YM155 を用いた survivin

の阻害は犬の SCC において新たな治療戦略となる可能性が考えられる。 

EGFR は受容体型チロシンキナーゼであり、上皮細胞の増殖を促進する機能

を有している。EGFR は多くの人の SCC において過剰発現しており、腫瘍の増
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殖に重要な役割を果たしている [8]。また、まれではあるが人の SCC では EGFR

に機能獲得性変異を持つことがあり、このような SCC 患者では、EGFR が恒常

的にリン酸化し、これにより腫瘍が無秩序に増殖する [8]。現在、人の SCC に

おける EGFR を標的とした治療法は開発されていないが、人の肺腺癌では同様

の変異が多く見られ、このような患者では EGFR 阻害剤である afatinib および

osimertinib が著しい抗腫瘍効果を示す [10]。このことから、YM155 を用いた

survivin の阻害と同様に、afatinib および osimertinib による EGFR の阻害も犬の

SCC の新たな治療戦略となる可能性が考えられる。 

YM155や EGFR 阻害剤などの分子標的薬は、ほとんどが人の癌治療薬として

開発されており、動物の癌治療薬として認可された分子標的薬は masitinib と

toceranib のみである。マルチキナーゼ阻害剤である toceranib は、いくつかの犬

の腫瘍で効果が報告されている [11]。これらを考慮すると、犬の SCC 細胞に対

する toceranib の増殖抑制効果の有無を明らかにすることは重要である。 

そこで第 2 章では、犬の SCC 細胞において survivin および EGFR が治療標的

となるかを検討するため、YM155、afatinib および osimertinib に対する犬 SCC 株

化細胞の感受性を評価した。さらに、toceranib に対する犬 SCC 株化細胞の感受

性についても検討した。 
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材料と方法 

 

株化細胞 

 本研究では 7種類の犬 SCC株化細胞 (HAPPY, SQ4, SYRUP, CSCC-R, KUCKY, 

SCC 2/88 および POCO)、3種類の犬非腫瘍性上皮株化細胞 (CPEKおよびCOPK, 

扁平上皮; MDCK, 腎上皮) および 2種類の犬肥満細胞腫株化細胞 (VI-MC およ

び CoMS) を用いた (Table 1)。VI-MC および CoMS を除いた全ての細胞は 10%

非働化牛胎仔血清 (FBS; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)、50 U/ml ペニシ

リン (Thermo Fisher Scientific) および 50 g/ml ストレプトマイシン (Thermo 

Fisher Scientific) を含む Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Thermo Fisher 

Scientific) (cDMEM) で培養した。VI-MC および CoMS は cDMEM と同じ添加物

を入れた RPMI-1640 (Thermo Fisher Scientific) (cRPMI) で培養した。全ての細胞

は 37 ℃、5% CO2の湿潤環境下にて培養した。 

 

化合物 

YM155 (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI)、afatinib (Selleck Chemicals, Houston, 

TX)、osimertinib (Selleck Chemicals) および toceranib (Medkoo Biosciences, 
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Morrisville, NC) を 10 mMになるように 100% DMSOで溶解し、使用時まで-30 ℃

にて保存した。 

 

細胞増殖抑制試験 

cDMEMで懸濁した 10 種類の株化細胞 (HAPPY, SQ4, SYRUP, CSCC-R1, 

KUCKY, SCC 2/88, POCO, CPEK, COPK およびMDCK) を 96ウェルプレートに

それぞれ 1.0 × 10
3個/ウェルで播種し、24時間培養した。その後、各ウェルに

YM155 (0-10
4 

nM)、afatinib (0-10
3 

nM)、osimertinib (0-10
3 

nM) あるいは toceranib 

(0-10 M) を添加し (DMSO最終濃度 0.1%)、48時間後にWST-1 cell proliferation 

assay kit (Takara, Tokyo, JPN) を用いて細胞生存率を評価した。Toceranib を用い

た細胞増殖抑制試験では、toceranib 高感受性の株化細胞 VI-MC [12] および

CoMS (投稿準備中) をポジティブコントロールとして用いた。これらの株化細

胞については、cRPMI で懸濁した細胞をそれぞれ 1.0 × 10
4個/ウェルで 96ウェ

ルプレートに播種した後に toceranib を添加し (0-10 M, DMSO 最終濃度 0.1%)、

48時間後に同様に細胞生存率を評価した。各阻害剤の細胞増殖抑制試験におい

て、0.1% DMSO のみを添加した条件での細胞生存率を 100%として細胞増殖抑

制曲線を作成した。各株化細胞に対する阻害剤の 50%増殖抑制濃度 (IC50) は
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GraphPad Prism software program (GraphPad Software, San Diego, CA) を用いて算

出した。   
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結果 

 

犬の SCC 細胞に対する YM155の増殖抑制効果 

YM155は HAPPY および SQ4細胞に対して著しい増殖抑制効果を示し (Fig. 

1-1A)、IC50 はそれぞれ 4.3 nM および 4.8 nM だった (Fig. 1-1B)。一方、他の株

化細胞は YM155 に対する感受性が低く (Fig. 1-1A)、HAPPY および SQ4細胞に

比べて 10倍以上高い IC50 を示した (Fig. 1-1B)。 

 

犬の SCC 細胞に対する afatinib および osimertinib の増殖抑制効果 

Afatinib は POCO および CSCC-R1細胞に対して著しい増殖抑制効果を示した 

(Fig. 1-2A)。POCO および CSCC-R1細胞に対する afatinib の IC50 はそれぞれ 4.2 

nM および 4.8 nM であった (Fig. 1-2B)。一方、他の株化細胞の afatinib に対する

感受性は低く (Fig. 1-2A)、POCOおよび CSCC-R1細胞に比べて 80倍以上高い

IC50 を示した (Fig. 1-2B)。Osimertinib は SQ4、SYRUP、SCC 2/88、CPEK、COPK

およびMDCK細胞に比べて、POCO、CSCC-R1、KUCKYおよび HAPPY細胞に

対してより増殖を抑制する傾向が見られ (Fig. 1-3A;B, IC50, 85-870 nM)、それら

の中では POCO の感受性が最も高かった (IC50, 85 nM)。 
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犬の SCC 細胞に対する toceranib の増殖抑制効果 

Toceranib に対する犬の SCC 株化細胞の感受性はコントロール細胞である

VI-MC および CoMS と比べて明らかに低く (Fig. 1-4A)、これらの細胞に比べて

100倍以上高い IC50 (1.7-5.2 M) であった (Fig. 1-4B)。 
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考察 

 

犬の SCC 株化細胞は株化細胞により YM155、afatinib、osimertinib および

toceranib に対して異なる感受性を示し、特定の株化細胞では YM155 あるいは

afatinib が標的とする分子機構が生存・増殖に重要な役割を果たしている可能性

が示唆された。解析に用いた株化細胞には口腔、鼻腔、口唇および扁桃の扁平

上皮癌に由来する細胞が含まれるが、これらの由来と各阻害剤に対する感受性

との間には関連が見られなかった。このため、犬の SCC 株化細胞における阻害

剤感受性の違いは SCC の発生部位ではなく、各 SCC 株化細胞が持つ増殖機構

の相違によって生じると考えられた。 

YM155 は HAPPY および SQ4 細胞に対して IC50 が約 4 nM と強力に増殖を

抑制し、これらの細胞では survivin が増殖に重要な役割を果たしていると考え

られた。人の癌患者において YM155 を最大耐用量で投与した時の血中到達濃

度 (Cmax) は 13-35 nM [14] であり、HAPPYおよび SQ4 細胞に対する IC50 の

約 3 倍以上である。さらに YM155 は犬の組織球性肉腫細胞マウス移植モデル

において抗腫瘍効果を示すことが報告されており、そのモデルで用いた CHS-4

細胞に対する YM155 の IC50 は 7.2 nM である [15]。また、YM155は種々の人

悪性腫瘍のマウス移植モデルに対しても抗腫瘍効果を示しており、これらに用
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いた株化細胞に対する YM155の IC50は 2.9-8.7 nM (乳癌, 2.9 nM; 肺癌, 5.1, 6.8 

nM; 悪性黒色腫, 6.3 nM; 移行上皮癌, 8.7 nM) である [16]。HAPPYおよび SQ4

細胞に対する YM155 の増殖抑制効果は、これら既報の増殖抑制効果と同等か

あるいはそれ以上であることから、YM155 は HAPPYおよび SQ4細胞に対して

強力な抗腫瘍効果を有する可能性が考えられた。 

Afatinib は POCO および CSCC-R1 細胞に対して IC50 が 4-5 nM と他の株化

細胞 (IC50 > 380 nM) に比べて著しい増殖抑制効果を示した。人の固形癌患者

において、afatinibを標準用量 (40-50 mg/body, 1日1回) で投与した時の afatinib

の Cmax はおよそ 50-85 nM であり [17]、POCOおよび CSCC-R1細胞における

afatinib の IC50 は、それと比較して明らかに低い濃度であった。また、afatinib

はEGFR変異型の人肺癌株化細胞に対して数 nMの濃度で増殖抑制効果を示す

ことが報告されている [18]。Afatinib の POCO および CSCC-R1 細胞に対する

増殖抑制効果は EGFR 変異型の株化細胞と同等であることから、afatinib の標

的分子が POCOとCSCC-R1の増殖に決定的な役割を果たしていると考えられ

た。一方、人の肺癌患者において osimertinib を標準用量 (80 mg/body, 1 日 1回) 

で投与した時の Cmaxは約 70-400 nM であり [19]、これは POCO、CSCC-R1、

KUCKYおよびHAPPY細胞における osimertinibの IC50 (85-870 nM) と同等か
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高い濃度である。また、osimertinibはEGFR変異型の人肺癌株化細胞に対して、

約 20 nM 以下の濃度で増殖抑制効果を示すことが報告されている [18]。さら

に、POCOおよび CSCC-R1における afatinib の IC50 が Cmax の 1/10 以下であ

ることを考えると、osimertinib の犬 SCC 細胞に対する増殖抑制効果は afatinib

と比べて低いと考えられる。Afatinib および osimertinib はいずれも EGFR を標

的とするが、osimertinib は特定の変異型 EGFR (EGFR T790M) に選択性が高く、

afatinib は ErbBファミリー (EGFR, HER2, HER3 および HER4) 分子全般を標

的とする [20]。さらに、afatinib は off-target として他のいくつかのキナーゼを

抑制することが知られている [21]。Afatinibおよび osimertinib の標的の違いを

考慮すると、POCO および CSCC-R1 細胞の増殖機構には T790M EGFR 以外の

EGFR や他の ErbB ファミリー分子、あるいは afatinib の off-target のいずれか

のシグナル活性が関連している可能性が考えられた。 

Toceranib に対する犬の SCC 株化細胞の感受性は低く、それらの IC50 (1.7-5.2 

M) は固形癌罹患犬に toceranibを標準用量 (2.4-2.9 mg/kg, 2日に 1回) で投与

した時の Cmax (0.25-0.30 M) [22] と比べて約 10倍高い濃度であった。このこ

とから、toceranib の犬の SCC 細胞に対する増殖抑制効果は低いと考えられた。

これまで toceranib は SCC を含むいくつかの犬の固形癌に対して抗腫瘍効果を
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示すことが報告されており [11]、このような症例では toceranib の標的分子であ

る KIT、VEGFR2、PDGFR/および FLT3などが増殖機構に関与していると考

えられる。しかしながら、toceranib が奏功した例はきわめて少なく、また 7種

の犬の SCC 株化細胞は全て toceranib 非感受性であることから、toceranib の標

的分子が犬の SCC の増殖の鍵であることはまれと考えられた。 

本実験の結果から、犬の SCC の増殖には survivin あるいは EGFR T790M 以外

の afatinib の標的分子が重要な役割を果たしており、これらは犬 SCC の新規治

療標的となる可能性が考えられた。一方、犬の SCC における YM155 および

afatinib の作用機構は不明であり、犬の SCC に対する新たな治療戦略を確立す

る上では、これらの分子機構を解明することが必要と考えられた。 
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小括 

 

犬の SCC 細胞において survivin および EGFR が治療標的となるかを検討する

ため、YM155、afatinib および osimertinib に対する 7種類の犬の SCC 株化細胞の

感受性を評価した。さらに toceranib に対する犬 SCC 株化細胞の感受性について

も検討した。YM155 は HAPPYおよび SQ4細胞に対して、afatinib は POCOおよ

び CSCC-R1 細胞に対して著しい増殖抑制効果を示した。一方、osimertinib およ

び toceranib ではこのような増殖抑制効果はみられなかった。このことから、犬

の SCCの増殖機構には survivinあるいは afatinibの標的分子が重要な役割を果た

しており、これらは犬 SCC の有望な治療標的となる可能性が考えられた。 
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第 2章の結果から、YM155は SCC 株化細胞の中で HAPPY および SQ4細胞

に対して選択的に増殖を抑制することが明らかとなった。このことから、HAPPY

および SQ4細胞では survivinが増殖に重要な役割を果たしていると考えられる。

しかしながら、YM155 による survivin の抑制を SCC の新たな治療戦略として考

慮する上では、これらの細胞における YM155の選択的な細胞傷害機構を解明す

る必要がある。 

YM155は癌細胞における survivin の転写を抑制し、mRNAの発現を低下さ

せることで survivin 蛋白質の発現を阻害する [7]。これにより、survivin が抑制

していたアポトーシスのエフェクター (CASP3 および PARP) が活性化し、癌細

胞にアポトーシスが誘導される [7]。また、survivin はオートファジー誘導因子

である beclin1 (BECN1) も抑制しているが、近年一部の人癌細胞において、

YM155は survivin の発現を阻害することで BECN1 の発現を促進し、癌細胞にオ

ートファジー細胞死を誘導することも報告されている [23]。これらのことから、

YM155は HAPPY および SQ4細胞において survivin の発現を抑制することで、

アポトーシスあるいはオートファジー細胞死を誘導し、その結果細胞の増殖が

抑制されたと考えられた。 

そこで本章では、犬の SCC 細胞における YM155の作用機序を明らかにす
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るため、実験 1 として、7種類の犬 SCC 株化細胞における survivin の発現レベ

ルを検討した。また、YM155による HAPPYおよび SQ4細胞での survivin 発現

レベルの変化を解析した。次いで実験 2として、HAPPYおよび SQ4細胞におけ

る YM155の細胞死誘導経路を検討した。  
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実験 1. Survivin発現抑制機構の解析 

 

材料と方法 

株化細胞 

 7種類の犬 SCC 株化細胞 (HAPPY, SQ4, SYRUP, CSCC-R1, KUCKY, SCC 2/88

および POCO) を用いた。これらの細胞は第 2章と同様の条件で培養した。 

 

半定量的 reverse transcription (RT)-polymerase chain reaction (PCR) 

HAPPYおよび SQ4細胞における survivin mRNAの発現におよぼす YM155の

影響を RT-PCR で評価した。HAPPY および SQ4細胞を YM155 (2.5 nM) を含む

cDMEMで 0、24、48 および 72時間培養した後、RNA-STAT-60 (TEL-TEST B, 

Friendwood, TX) を用いてこれらの細胞から total RNAを抽出した。次いで、

SuperScript III (Thermo Fisher Scientific) を用いて total RNA から cDNAを作製し

た。Survivin を増幅するプライマー組 (5’ プライマー: 

5’-GCTTCATCCACTGTCCCACT-3’; 3’ プライマー 

5’-TTGTTGGTTTCCTTTGC-3’) (232 bp) および GAPDHを増幅するプライマー

組 (5’ プライマー: 5’-ACTTGTCATCAACGGGAAGT-3’; 3’ プライマー 

5’-CAATCTTGAGGGAGTTGTCA-3’) (242 bp) はそれぞれの犬の塩基配列 
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(survivin, GenBank NM_001003348; GAPDH, NM_001003142) を基に作製した。こ

れらのプライマー組と Tks Gflex DNA polymerase (Takara, Tokyo, JPN) を用いて、

cDNAを PCR で 27サイクル増幅した。Survivin および GAPDHのアニーリング

反応は、それぞれ 58 ℃および 60 ℃で行った。PCR 産物を 1.2%アガロースゲル

で電気泳動し、LAS-500 (Fujifilm, Tokyo, JPN) によりゲルを撮影した。バンドの

シグナル強度は ImageQuant TL software (Fujifilm) を用いて半定量し、survivin の

mRNA発現レベルは GAPDHの mRNA発現レベルにより標準化した。 

 

ウェスタンブロッティング 

HAPPY、SQ4、SYRUP、CSCC-R1、KUCKY、SCC 2/88 および POCO細胞を

cell lysis buffer (#9803, Cell Signaling Technology, Danvers, MA) で溶解し、細胞溶

解物中の蛋白質を、15%ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲル電気

泳動により分離した。HAPPY および SQ4細胞については、YM155 (2.5 nM) を

含む cDMEMで 0、24、48および 72時間培養した細胞も用意し、cell lysis buffer

で溶解した後に細胞溶解物中の蛋白質を同様の電気泳動により分離した。ター

ボブロッティングシステム (BIO-RAD, Hercules, CA) を用いて分離した蛋白質

をポリビニリデンジフルオリドメンブレン (BIO-RAD) に転写した。メンブレン
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を 5%スキムミルクでブロッキングした後、ウサギ抗ヒト survivin ポリクローナ

ル抗体 (1:2000, Novus, Littleton, CO) あるいはマウス抗ウサギ GAPDHモノクロ

ーナル抗体 (1:5000, Abcam, Cambridge, UK) と室温で 2時間反応させた。抗

survivin 抗体は過去の報告で犬との交差性が確認されているものを用いた [15]。

これらの抗体を反応させた後、メンブレンを西洋ワサビペルオキシダーゼ 

(HRP) 標識ロバ抗ウサギ IgG (1:10000, GE Healthcare, Buckinghamshire, England) 

あるいは HRP 標識ヤギ抗マウス IgG (1:10000, Jackson ImmunoResearch, Suffolk, 

UK) と室温で 1時間反応させた。これらの抗体と反応した蛋白を ECL Prime (GE 

Healthcare) 発光させた後、メンブレンを LAS-500 (Fujifilm) で撮影した。バンド

のシグナル強度は ImageQuant TL software (Fujifilm) を用いて半定量し、survivin

の発現レベルは GAPDHの発現レベルにより標準化した。 
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結果 

 

犬の SCC 株化細胞における survivin 蛋白質の発現 

7種類の SCC株化細胞における survivinの発現レベルを Fig. 2-1に示した。SCC

株化細胞のうち HAPPY および SQ4細胞において、高い survivin の発現が認めら

れた (Fig. 2-1A)。一方、他の SCC 株化細胞では、survivin の発現はほとんど認

められないか、認められてもわずかであった (Fig. 2-1A)。Fig. 2-1Bに半定量し

た survivin のシグナル強度を示した。Survivin のシグナル強度は GAPDHのシグ

ナル強度により標準化した。HAPPYおよび SQ4細胞における survivin 発現レベ

ルは他の SCC 細胞に比べて有意に高かった (P < 0.01 vs. SYRUP, CSCC-R1, 

KUCKY, SCC 2/88 および POCO)。 

 

YM155による HAPPY 細胞の survivin mRNAの発現抑制 

Fig. 2-2 に YM155 添加後の HAPPY および SQ4 細胞における survivin mRNA

の経時的な発現の変化を示した。HAPPY 細胞では、YM155 添加後 48 時間で

survivin mRNA の発現が減少し、72 時間でほとんど検出されなくなった (Fig. 

2-2A)。SQ4細胞では YM155添加後に survivin mRNA発現の減少は認められず、
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添加後 72時間でも高い発現レベルを維持していた (Fig. 2-2A)。Fig. 2-2Bにこれ

らのシグナル強度を半定量した結果を示した。HAPPY 細胞における survivin 

mRNA の発現は、YM155 無添加 (0 時間) と比べて添加後 48 および 72 時間で

有意 (P < 0.05) に減少した。一方、SQ4 細胞では、YM155 添加による有意な

survivin mRNAの発現の変化は認められなかった。 

 

YM155による HAPPY および SQ4細胞の survivin 発現の抑制 

HAPPY および SQ4 細胞における survivin の発現におよぼす YM155 の影響を

ウェスタンブロッティングで解析した (Fig. 2-3)。YM155 の添加により HAPPY

の survivin は 24 時間以降に著しく減少した。一方、SQ4細胞では 24時間から減

少し、48時間以降に著しく減少した (Fig. 2-3A)。Fig. 2-3Bに survivin のシグナ

ル強度を半定量した結果を示した。HAPPY および SQ4細胞のいずれも、YM155

無添加 (0時間) と比べて添加後 24時間以降に survivin の発現が有意 (P < 0.05) 

に減少した。 
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実験 2. 細胞死経路の解析 

 

材料と方法 

株化細胞 

実験には 3種類の犬 SCC 株化細胞 (HAPPY, SQ4および CSCC-R1)、人悪性黒

色腫株化細胞 (A375, American Type Culture Collection, Manassas, Va) および犬悪

性黒色腫株化細胞 (CMM-1, 東京大学中川先生から分与) を用いた。犬 SCC 株

化細胞と同様に、A375と CMM-1細胞も培地に cDMEMを用い、第 2章と同様

の条件で培養した。 

 

化合物 

実験には YM155 (Cayman Chemical)、トポイソメラーゼ阻害剤 doxorubicin (化

学療法基盤支援活動, Tokyo, JPN)、PARP阻害剤olaparib (化学療法基盤支援活動)、

チロシンキナーゼ阻害剤 bosutinib (Selleck, Houston, TX) および汎カスパーゼ阻

害剤 Z-VAD-FMK (Calbiochem, San Diego, CA)、リソソーム阻害剤クロロキン 

(CQ) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) を用いた。YM155、doxorubicin、olaparib、

bosutinib および Z-VAD-FMKは 10 mM になるように、100% DMSOで溶解し、

CQは 50 mM になるように Phosphate buffered salts solution で溶解した。これらの
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化合物は、使用するまで-30 ℃で保存した。 

 

アポトーシスの検出 

アポトーシスの検出には annexin V/propidium iodide (PI) の 2重染色を用いた。

YM155 (0, 2.5および 5.0 nM, DMSO最終濃度 0.1%) を含む cDMEM で HAPPY、

SQ4および CSCC-R1細胞を 48時間培養した。また、各細胞を 0.1% DMSOのみ

含む cDMEMで 48時間培養し、control として用いた。MEBCYTO apoptosis kit 

(MBL, Nagano, JPN) を用いて、これらの細胞をフルオレセインイソチオシアネ

ート (FITC) 標識 annexin Vおよび PIで染色し、フローサイトメーター 

(FACSCalibur, Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ) でアポトーシスを検出した。 

 

細胞増殖抑制試験 

 cDMEMで懸濁した HAPPY および SQ4細胞をそれぞれ 96ウェルプレートに

1.0 × 10
3個/ウェルで播種し、24時間培養した。その後、YM155 による増殖抑制

試験では、各ウェルに YM155 (2.5 nM, DMSO最終濃度 0.1%) を添加し、0、24、

48および 72時間培養した。また、YM155 と各種阻害剤を組み合わせた増殖抑

制試験では、各ウェルにYM155 (10 nM)とZ-VAD-FMK (10 M)、olaparib (100 nM) 
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あるいは CQ (10 M) を添加し (DMSO 最終濃度 0.1%)、48 時間培養した。培養

後、WST-1 cell proliferation assay kit (Takara) を用いて細胞生存率を評価した。細

胞生存率は 0.1% DMSOのみを添加した条件における生存率を 100%として算出

した。 

 

ウェスタンブロッティング 

HAPPYおよび SQ4細胞を 2.5 nM の YM155で 0、24、48、72時間処理した後、

cell lysis buffer (#9803, Cell Signaling Technology) で溶解した。細胞溶解物中の蛋

白質を 10あるいは 15%ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲルを用

いた電気泳動により分離し、実験 1と同様の手順でウェスタンブロッティング

を行った。この解析では、一次抗体としてマウス抗ウサギ GAPDH モノクロー

ナル抗体 (1:5000, Abcam)、マウス抗ヒト PARP モノクローナル抗体 (1:1000, BD 

Bioscience)、ウサギ抗ヒト CASP3 ポリクローナル抗体 (1:1000, Abcam)、ウサギ

抗ヒト BECN1ポリクローナル抗体 (1:1000, Novus) あるいはウサギ抗ヒト LC3

ポリクローナル抗体 (1:1000, MBL) を用い、二次抗体には HRP 標識ロバ抗ウサ

ギ IgG (1:10000, GE Healthcare) あるいは HRP 標識ヤギ抗マウス IgG (1:10000, 

Jackson ImmunoResearch) を用いた。活性型 PARP および CASP3 検出のポジティ
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ブコントロールとして、それぞれ doxorubicinで処理 (1 nM, 0.1% DMSO, 48時間) 

した A375細胞 [24] および bosutinib で処理 (1 µM, 0.1% DMSO, 48 時間) した

CMM-1細胞 [25] を用い、同様のウェスタンブロッティングを行った。 

 

統計解析 

統計解析は、Excel (Microsoft) において unpaired two-tailed Student’s t 検定を用

いて行い、P < 0.05 を有意な差とした。  
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結果 

 

YM155による SCC 細胞の増殖抑制と PARPの活性化 

HAPPYおよび SQ4細胞の増殖とアポトーシス関連蛋白質におよぼす YM155

の影響を Fig. 2-4 に示した。HAPPYおよび SQ4細胞のいずれも YM155添加 48

時間以降に細胞生存率の有意 (P < 0.05 vs. 0 h) な減少がみられた (Fig. 2-4A)。 

PARP は両細胞で発現していたが、HAPPY では YM155添加 48時間から活性化

し、SQ4ではYM155添加 72時間で活性型PARPが検出された (Fig. 2-4B)。CASP3

はいずれの細胞においても検出されなかった (Fig. 2-4B)。 

 

YM155による HAPPY 細胞のアポトーシス誘導 

Fig. 2-5に YM155 で処理した HAPPY および SQ4細胞におけるアポトーシス

解析の結果を示した。ネガティブコントロールとして、YM155 非感受性の SCC

株化細胞 CSCC-R1 細胞を用いた。YM155 存在下で培養した HAPPY 細胞では、

YM155非存在下で培養した control と比べてアポトーシス細胞 (annexin V陽性

/PI陰性) の割合が著しく増加した (2.5 nM, 75.0%; 5.0 nM, 78.8%)。一方、YM155

存在下で培養した SQ4では、control と比べてアポトーシスした細胞はわずかで
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あった (2.5 nM, 17.3%; 5.0 nM, 14.5%)。YM155 の濃度に関わらず、CSCC-R1細

胞においてアポトーシス細胞の割合に変化は認められなかった。 

 

YM155誘導性細胞死に対するアポトーシス阻害剤の影響 

HAPPYおよび SQ4細胞における YM155 誘導性の細胞死に対する PARP 阻害

剤 olaparibと汎 caspase阻害剤 Z-VAD-FMK の影響を Fig. 2-6に示した。YM155

により HAPPY および SQ4細胞の生存率はいずれも約 15%に低下し、olaparibは

これらの細胞死を有意 (P < 0.05) に阻害した。Olaparibによる細胞死の阻害効果

は SQ4細胞に比べて HAPPY 細胞で強くみられ、HAPPY細胞では生存率が約

80%に増加したのに対して SQ4細胞では約 50%であった。Z-VAD-FMKによる

YM155誘導性細胞死の阻害は認められなかった。 

 

YM155による HAPPY および SQ4細胞のオートファジー誘導 

HAPPYおよび SQ4細胞のオートファジー関連蛋白質 LC3-I/IIの発現におよぼ

す YM155の影響を Fig. 2-7に示した。オートファゴソームの増加に伴い、LC3

は Iから IIへ転換し、LC3-IIの発現が増加する。このことから、LC3-II/LC3-I

比の増加ならびに LC3-IIの発現の増加はオートファジーの指標とされている 
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[26]。そこで本解析では、これらを指標としてオートファジーを評価した。LC3-I

と LC3-IIについては、リソソーム内で分解されるためにオートファジーの誘導

だけでなくリソソーム機構の破綻も増加の原因となる [26]。このため本解析で

は、リソソーム阻害剤 CQ存在下での YM155の影響を評価した。LC3-Iは SQ4

細胞のみで検出され、CQの有無に関わらずその発現に対する YM155の影響は

ほとんど見られなかった (Fig. 2-7A)。LC3-IIは両株化細胞において検出され、

HAPPY細胞では CQの有無に関わらず YM155添加 24時間から増加した。この

増加は CQ存在下においてより明らかであった (Fig. 2-7A)。SQ4では、LC3-II

は CQ非存在下において YM155添加 72時間で増加し、CQ 存在下では添加後 48

時間から増加した (Fig. 2-7A)。Fig. 2-7Bに CQ存在下における HAPPYおよび

SQ4細胞の LC3-IIのシグナル強度を半定量し GAPDHで標準化した結果を示し

た。また、LC3-Iが検出された SQ4については、LC3-Iに対する LC3-IIの比を

算出した結果も示した。LC3-IIは HAPPY および SQ4細胞において、YM155無

添加 (0時間) と比べてそれぞれ添加24時間および48時間以降で有意 (P < 0.05)

に増加した。SQ4 細胞の LC3-II/LC3-I比は、YM155無添加 (0時間) と比べて添

加 48時間以降に有意 (P < 0.05) に増加した。 
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YM155誘導性細胞死に対するリソソーム阻害剤の影響 

HAPPYおよび SQ4細胞におけるYM155誘導性の細胞死に対する CQの影響

を Fig. 2-8に示した。YM155により HAPPYおよび SQ4細胞の生存率は著しく

低下したが (約 15%)、CQは YM155 の作用をほぼ完全に阻害し、いずれの細

胞も生存率は約 100%と有意 (P < 0.05) に増加した。 

 

YM155による BECN1 の発現の変化 

 HAPPYおよび SQ4細胞における BECN1 の発現におよぼす YM155の影響を

Fig. 2-9に示した。HAPPY 細胞では、YM155添加 48および 72時間で BECN1

の発現が減少した (Fig. 2-9A)。SQ4細胞では YM155による BECN1 発現の減少

はみられず、YM155 添加 72時間でも無添加 (0時間) と同程度の発現レベルを

維持していた (Fig. 2-9A)。Fig. 2-9Bにこれら BECN1 のシグナル強度を半定量し

た結果を示した。HAPPY 細胞の BECN1 の発現は、YM155 無添加 (0 時間) と

比べて添加 48および 72時間で有意 (P < 0.05) に減少した。一方、SQ4細胞で

は YM155添加による BECN1の発現の有意な変化は認められなかった。  
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考察 

 

YM155は survivin の発現レベルが高い HAPPYおよび SQ4 細胞において増殖

を抑制することが示された。これらの細胞では YM155による survivin の抑制機

構に相違が見られ、HAPPY 細胞では転写抑制により、SQ4 細胞では転写後の過

程を抑制することにより発現を抑制することが示された。また、YM155による

細胞死の過程にも違いがあり、いずれの細胞においてもオートファジーとそれ

に続き PARP 依存性アポトーシスが生じるが、HAPPY細胞では PARP 依存性ア

ポトーシスが細胞死の主な経路であるのに対して SQ4細胞では PARP に依存し

ない細胞死も生じていると考えられた。 

YM155は HAPPY 細胞では survivin の転写を抑制し、SQ4 細胞では転写後の

過程を抑制したことから、同じ SCC の細胞であっても YM155 は異なる分子機

構で survivinを抑制することが明らかとなった。YM155は SP1あるいは ILF3/p54

複合体を阻害することで survivin の転写を抑制することから、HAPPY細胞では

これらの転写因子が抑制され survivin mRNAの発現抑制が生じたと考えられた。

一方、survivin の主な転写因子は SP1 あるいは ILF3/p54 複合体であるが、他に

NF-BやHIF-1など多数の分子が survivinの転写因子として報告されている [27]。



 42 

YM155は SP1あるいは ILF3/p54 複合体を選択的に阻害する [4] ことから、SQ4

細胞では NF-Bや HIF-1などの転写因子が survivin の転写を制御しており、そ

の結果 survivin の転写が維持された可能性が考えられた。SQ4 細胞については

survivin の発現は蛋白質レベル減少することが示されたが、その機序は今のとこ

ろ明らかではない。近年、人の胃癌細胞において survivin は cIAP1 と結合し、ユ

ビキチン化を回避していることが示されている [28]。また、YM155は cIAP1 を

ユビキチン・プロテアソーム介在性に分解することで survivn のユビキチン化を

誘導することが示されている [28]。これらを考慮すると、YM155は SQ4細胞に

おいて cIAP1 の分解を介して survivin の分解を促進したのかもしれない。 

HAPPYおよび SQ4細胞では YM155 による survivin の抑制機構に違いが見ら

れたが、細胞死に至るプロセスは類似しており、いずれもオートファジーとそ

れに続く PARP 依存性アポトーシスが生じていた。これらの細胞では PARP 依存

性アポトーシスが生じるまでの時間に違いが見られたが (HAPPY 48 時間 vs. 

SQ4 72時間)、いずれの細胞においても YM155によって survivin の著しい減少

とそれに伴うオートファジーの誘導が見られ、さらにその 24時間後に PARP の

活性化が見られた。これらのことから、survivin の発現レベルが高い SCC 細胞

では survivin がオートファジーの抑制に重要な役割を果たしており、それがアポ
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トーシスの抑止に作用していると考えられた。 

 HAPPYおよび SQ4細胞では YM155 により類似した細胞死経路を辿るが、明

らかに異なる点も見られた。HAPPY 細胞では PARP 阻害剤により細胞死がほと

んど抑制されたことから、PARP 依存性のアポトーシスが YM155による細胞死

の中心的な分子機構と考えられる。一方、SQ4細胞では PARP 阻害剤では細胞

死が十分には抑制されなかったことから、PARP 依存性アポトーシスとは異なる

細胞死経路も誘導されたと考えられた。この点について、YM155 による SQ4の

細胞死が汎 caspase阻害剤では抑制されず、CQではほぼ完全に抑制されたこと、

また PARP が活性化する前にすでに細胞死が生じていたことを考慮すると、一

部の SQ4細胞ではオートファジー細胞死が誘導されたと考えられた。 

 CQは HAPPY および SQ4細胞のいずれにおいても YM155 が誘導する細胞死

を抑制したが、このことは両細胞においてオートファジーが最初に誘導され、

それが PARP 依存性アポトーシスの引き金となっていることを示唆している。

これまでオートファジーがアポトーシスの引き金となることは知られているが、

それは caspaseの活性化を介したアポトーシスであり、HAPPY および SQ4細胞

で見られた caspaseの活性化を介さない PARP依存性アポトーシスについては報

告がない。このことから、SCC 細胞ではオートファジー介在性のアポトーシス
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の誘導には、必ずしも caspaseの活性化が必要ではないと考えられた。 

BECN1は survivin が抑制している最も一般的なオートファジー誘導因子であ

るが、HAPPYおよび SQ4細胞ではYM155による発現の増加は見られず、HAPPY

細胞ではむしろ減少した。BECN1は survivin と複合体を形成して、アポトーシ

スを抑制することがあり、この複合体が減少するとアポトーシスが誘導される 

[29]。これらのことから、HAPPY細胞において BECN1は PARP 依存性アポトー

シスの抑制因子として作用しているのかもしれない。 

以上から、survivin の発現レベルが高い犬の SCC において YM155は survivin

を抑制することにより PARP 依存性アポトーシスおよびオートファジー細胞死

の 2つの細胞死を誘導することを明らかにした。これらの最終的な細胞死経路

および survivin の抑制機序に関わらず、YM155 による survivin の阻害は survivin

の発現レベルが高い犬の SCC における新たな治療戦略となる可能性が考えられ

た。  
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小括 

 

犬の SCC 株化細胞における YM155 の作用機構を明らかにするため、7種類の

犬 SCC 株化細胞における survivin の発現レベルを検討した。次いで、YM155に

よるHAPPYおよび SQ4細胞での survivin発現レベルの変化と細胞死誘導経路に

ついて検討した。Survivin は YM155 感受性の HAPPY および SQ4細胞において

発現レベルが高く、YM155はこれらの survivin の発現を抑制した。HAPPYおよ

び SQ4 では survivin の抑制機構が異なり、YM155 は HAPPY では survivin の転

写抑制により、SQ4 では転写後の過程を抑制することにより抑制した。さらに、

これらの細胞では誘導される細胞死の経路にも相違が見られた。いずれの細胞

においてもオートファジーとそれに続き PARP 依存性アポトーシスが生じるが、

HAPPY細胞では PARP依存性アポトーシスが細胞死の主な経路であるのに対し

て SQ4 細胞ではこれに加えてオートファジー細胞死も誘導されることが示唆さ

れた。これらのことから、YM155は survivin の発現レベルが高い犬の SCC にお

いて新たな治療戦略となる可能性が考えられた。 
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第 2章の結果から、afatinib は POCO および CSCC-R1細胞に選択的に強い増

殖抑制効果を示すことが明らかになった。AfatinibはErbBファミリー分子のATP

結合部位を不可逆的に阻害することによりこれらの分子の活性化を抑制し、そ

の結果、細胞増殖に関わる下流シグナル伝達分子 (AKT, ERK 1/2 あるいは

STAT3) の活性化を抑制することが知られている。また、afatinib は ErbBファミ

リー分子で保存されている ATP 結合部位のシステイン残基 (EGFR, Cys797; 

HER2, Cys805; HER4, Cys803) と共有結合し ATP の結合を阻害するため [30]、

off-target として同様のシステイン残基を持ついくつかのキナーゼ (BLK, BTK, 

TXK) の活性も抑制することがある [31]。これらのことから、POCOおよび

CSCC-R1細胞では ErbBファミリー分子あるいは afatinibの off-targetとなる分子

が増殖に決定的な役割を果たしており、その背景にはこれらの分子の活性化変

異や過剰発現などの異常が存在すると考えられる。 

犬の SCC に対する afatinib を用いた治療戦略を構築する上では、afatinib 感受

性細胞における標的分子を特定し、特定した分子の細胞増殖における役割を明

らかにすることが重要である。そこで本章では、実験 1として、afatinib の主な

標的である ErbBファミリーの蛋白質に注目し、犬の SCC 株化細胞における発

現とリン酸化の状態を解析した。また、POCOおよび CSCC-R1細胞において
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afatinib の既知の標的分子の塩基配列を解析した。さらに、POCO細胞において

リン酸化シグナルが検出された分子と下流シグナル伝達分子のリン酸化につい

て afatinib の影響を検討した。実験 2 では、ErbBファミリー分子だけでなく、

既知あるいは未知の off-target を含めて包括的に標的分子を探索するため、POCO

細胞を用いてリン酸化蛋白質の網羅的解析を行った。 
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実験 1. Afatinibの主要な標的分子の解析 

 

材料と方法 

株化細胞 

 7種類の犬 SCC 株化細胞 (POCO, CSCC-R1, KUCKY, HAPPY, SYRUP, SCC 

2/88および SQ4) および 3種類の犬非腫瘍性上皮株化細胞 (CPEKおよびCOPK, 

扁平上皮; MDCK, 腎上皮) を用いた。これらの細胞は第 2 章と同様の条件で培

養した。 

 

ダイレクトシークエンス法を用いた塩基配列の解析 

POCOおよび CSCC-R1細胞から抽出した cDNAを用いて、EGFR、HER2、HER3

および BTK の変異の有無をダイレクトシークエンス法により解析した。第 3章

と同様の手順で POCOおよび CSCC-R1 細胞から total RNA を抽出し、cDNAを

作製した。各分子を増幅するプライマー組 (Table 4-1) は、NCBIに登録されて

いるそれぞれの犬の塩基配列 (EGFR, XM_014120756; HER2, NM_001003217お

よび AB008451; HER3, XM_538226; BTK, XM_549139) を基に作製した。これら

のプライマー組と Tks Gflex DNA polymerase (Takara, Tokyo, JPN) を用いて、

cDNAを polymerase chain reaction (PCR) で 35サイクル増幅した。増幅産物の精
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製には QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) を用いた。PCR に

用いたプライマーと PCR 産物を用いてサンガーシークエンスを行い、各分子の

cDNA塩基配列を決定した。これらの塩基配列を、NCBIの犬の各分子の塩基配

列と比較することで変異の有無を評価した。 

 

ウェスタンブロッティング 

POCO、CSCC-R1、KUCKY、HAPPY、SYRUP、SCC 2/88、SQ4、CPEK、COPK

およびMDCK細胞を第 3章と同様の手順で溶解した。また afatinib (1, 2, 4, 8, 10, 

16, 20 nM, 0.1% DMSO)、osimertinib (5, 10, 20, 40 nM, 0.1% DMSO) あるいは 0.1% 

DMSOのみ含む cDMEM でそれぞれ 6時間培養した POCO 細胞も同様に溶解し

た。細胞溶解物中の蛋白質を 8あるいは 12%ドデシル硫酸ナトリウム-ポリアク

リルアミドゲルを用いた電気泳動により分離し、第 3章と同様の手順でウェス

タンブロッティングを行った。この解析では、一次抗体としてウサギ抗ヒト

EGFR ポリクローナル抗体 (1:500, Cell Signaling Technology, Danvers, MA)、マウ

ス抗ヒト phospho-EGFR モノクローナル抗体 (Tyr1068) (1:1000, Cell Signaling 

Technology)、ウサギ抗ヒト phospho-EGFR (Tyr845) ポリクローナル抗体 (1:1000, 

Cell Signaling Technology)、ウサギ抗ヒト HER2ポリクローナル抗体 (1:500, 
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LifeSpan BioSciences, Seattle, WA)、ウサギ抗ヒト phosopho-HER2 (Tyr1248) ポリ

クローナル抗体 (1:1000, LifeSpan BioSciences)、ウサギ抗ヒト phosopho-HER2 

(Tyr877) ポリクローナル抗体 (1:1000, Cell Signaling Technology)、ヤギ抗ヒト

HER3ポリクローナル抗体 (1:1000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)、ウサ

ギ抗ヒト phospho-HER3 (Tyr1222, Tyr1289) ポリクローナル抗体 (1:1000, Cell 

Signaling Technology)、ウサギ抗マウス phospho-Akt (Ser473) ポリクローナル抗体 

(1:1000, Cell Signaling Technology)、ウサギ抗ヒト phosphor-p44/42 MAPK (ERK 

1/2) (Thr202/Tyr204) ポリクローナル抗体 (1:1000, Cell Signaling Technology)、ウ

サギ抗マウス phospho-Stat3 (Tyr705) ポリクローナル抗体 (1:1000, Cell Signaling 

Technology) あるいはマウス抗ウサギ GAPDHモノクローナル抗体 (1:5000, 

Abcam, Cambridge, UK) を用いた。二次抗体には西洋ワサビペルオキシダーゼ 

(HRP) 標識ロバ抗ウサギ IgG (1:10000, GE Healthcare, Buckinghamshire, England)、 

HRP 標識ヤギ抗マウス IgG (1:10000, Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK) ある

いは HRP 標識ロバ抗ヤギ IgG (1:10000, RD Systems, Minneapolis, MN) を用い

た。 
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 結果 

 

犬の SCC株化細胞における ErbBファミリーの発現と EGFR、HER2およびHER3

のリン酸化 

 7種類の犬の SCC 株化細胞 (POCO, CSCC-R1, KUCKY, HAPPY, SYRUP, SCC 

2/88 および SQ4) および 3種類の非腫瘍性上皮株化細胞 (CPEK, COPK および

MDCK) における EGFR、HER2、HER3 および HER4の発現と EGFR、HER2お

よび HER3 のリン酸化状態をウェスタンブロッティングで解析した (Fig. 3-1)。

EGFR、HER2、HER3 および HER4の発現は種々の株化細胞で認められたが、

afatinib に感受性を持つ POCO および CSCC-R1細胞で選択的に強く発現する分

子は認められなかった。また、POCO および CSCC-R1で発現が見られなかった

HER4を除き、各分子のリン酸化状態を評価したところ、POCO および CSCC-R1

細胞において選択的にリン酸化が増強している分子は認められなかった。 

 

POCO細胞のリン酸化 EGFR、HER2、AKT、ERK 1/2 および STST3におよぼす

EGFR 阻害剤の影響 

Afatinib に対して最も高い感受性を示した POCO細胞を用いて、EGFR、HER2
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および下流シグナル伝達分子 AKT、ERK 1/2 および STAT3 のリン酸化におよぼ

す afatinib の影響を検討した (Fig. 3-2)。この解析では、POCO 細胞でリン酸化

シグナルが他の分子に比べて強く検出されたリン酸化 EGFR (pEGFR Tyr1068) 

とリン酸化 HER2 (pHER2 Tyr877) (Fig. 3-1) について評価した。また比較のため、

POCO細胞において中等度の増殖抑制効果を示した osimertinib についても同様

に解析した。実験で用いた afatinib および osimertinib の濃度範囲は、それぞれ

EGFR のリン酸化を抑制する濃度 (afatinib, 4 nM; osimertinib, 11 nM) [32, 33] を

参考に決定した。Afatinib は EGFR のリン酸化を 1-4 nM では抑制せず、8 nM か

ら徐々にリン酸化を抑制し、20 nM で著しく抑制した。一方、afatinib は HER2

のリン酸化を抑制しなかった。下流シグナル伝達分子において afatinib は AKT

のリン酸化レベルを 1 nM から抑制し、この抑制状態を 20 nM まで維持した。

一方、afatinib は他の下流シグナル伝達分子である ERK 1/2 および STAT3のリ

ン酸化を抑制しなかった。Osimertinib は 10 nM ではいずれの分子のリン酸化も

抑制せず、20 nM から HER2、AKT、ERK 1/2 のリン酸化をわずかに抑制した。 

  

POCOおよび CSCC-R1における afatinib 標的分子の塩基配列の解析 

POCOおよび CSCC-R1細胞において、afatinibの既知の標的分子である EGFR、
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HER2、HER3、BLK、BTK および TXK の mRNAの発現を確認したところ、いず

れの細胞においても EGFR、HER2、HER3 および BTK のみが発現していたため 

(data not shown)、これらの分子の cDNAについて塩基配列の解析を行った。この

解析では各分子のCDSの5’側および3’側のPCR増幅が困難であったため、EGFR、

HER2、HER3 および BTK について、それぞれ 5’側約 200、80、270および 140 bp、

3’側約 300、90、60および 70 bpを除く範囲の塩基配列を解析した (それぞれ exon 

2-25、exon 4-26、exon 4-26および exon 2-17に相当する領域)。その結果、いず

れの分子の塩基配列においても変異は認められなかった。  
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実験 2. リン酸化蛋白質の網羅的解析による標的分子の探索 

 

材料と方法 

株化細胞 

犬の SCC 株化細胞である POCOを用いた。培養は第 2章と同様の条件で行っ

た。 

 

抗体マイクロアレイを用いた網羅的リン酸化蛋白質の検索 

 cDMEMで懸濁したPOCO細胞を 20枚の150 mmシャーレにそれぞれ 1.0 × 10
6 

個ずつ播種し、24時間培養した。これらのうちシャーレ 10 枚の POCO細胞を

afatinib で処理 (2.5 nM, DMSO 最終濃度 0.1%, 12時間) した。残りのシャーレ 10

枚の POCO細胞をDMSOのみで処理 (DMSO最終濃度 0.1%, 12時間) し、control

に用いた。これらの細胞をトリプシンで処理して回収した後、遠心 (1,500 rpm, 5 

min) し上清を除去した。上清を除去した後のペレットを Kinexus lysis buffer 

(Kinexus, Bioinformatics, British Columbia, Canada) で溶解し、875種類のリン酸化

抗体および 451 種類の pan抗体を用いたマイクロアレイ解析に供した 

(KAM1325, Kinexus, Bioinformatics)。各リン酸化蛋白質のシグナル強度は

ImaGene 9.0 (BioDiscovery, El Segundo, CA) を用いて半定量した。Afatinib 処理に
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よるシグナル強度の減少率は計算式: 減少率 (%) = (afatinib処理後のシグナル強

度/control のシグナル強度 × 100) – 100 を用いて算出した。 
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結果 

 

Afatinib 感受性に関連したリン酸化蛋白質およびそれらのシグナル経路 

POCO細胞において afatinibによりリン酸化が 30%以上抑制された蛋白質とそ

の蛋白質が主に関与するシグナル経路を Table 2に示した。この解析では POCO

および CSCC-R1細胞選択的に増殖を抑制する濃度の afatinib (5 nM) (第 2章, Fig. 

1-2) を用いた。Afatinib は DLKのリン酸化を最も強く抑制し (56%)、次いで

p38// MAPK、CLK1、SHIP1、Akt1 および Chk1 などのリン酸化を抑制した 

(~45%)。特に強くリン酸化が抑制された DLKとそれに次いでリン酸化が抑制さ

れた p38// MAPK はいずれもMAPK 経路に属する分子であった。また、リン

酸化が 30%以上抑制された蛋白質 13 種類の中には、SHIP1 および Akt1といっ

たといった PI3K/AKT 経路に関与する分子や CLK1、Chk1、MCM2、CDK13 お

よび CDK10 といった CDK経路に関与する分子も見られたが、MAPK経路に属

する分子が最も多く見られた。Afatinib の既知の標的分子 (EGFR, HER2, HER3, 

HER4, BLK, BTK および TXK) のリン酸化の抑制は見られなかった (data not 

shown)。 
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考察 

 

ErbBファミリー分子の発現とリン酸化および塩基配列の解析から、これらの

分子が POCOあるいは CSCC-R1細胞において afatinib の標的である可能性は低

いと考えられた。また、網羅的リン酸化蛋白質の解析では、ErbB ファミリー分

子ばかりでなく、BLK、BTKおよび TXKについても標的としての可能性は低い

と考えられた。一方で、afatinib は POCO 細胞において主に MAPK経路の活性化

に関連する分子群のリン酸化を強く抑制することが示された。今回、この抑制

の起点となる afatinib の直接の標的分子 (分子群) を同定することはできなかっ

たが、MAPK経路の活性化が POCO細胞の増殖に決定的な役割を果たしており、

afatinib によるその抑制が POCO細胞の細胞死を誘導したと考えられた。 

MAPK経路は MAPKKK、MAPKK、MAPKの順に次々とリン酸化するカスケ

ード経路であるが、afatinibがリン酸化を強く抑制したDLKはMAPKKKに属し、

MAPK経路の最上流に位置する分子である。DLKは癌性ストレスや炎症性サイ

トカインなどの非キナーゼによりリン酸化する分子であり、DLK を制御する上

流のキナーゼは報告されていない。また、ErbBファミリー分子同様に ATP 結合

部位にシステイン残基を有することが示されている [34]。このことから、afatinib
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は DLKを標的として作用し、その結果、下流に存在する p38// MAPKのリ

ン酸化を抑制した可能性が考えられた。Afatinib は POCO細胞に対して強力な細

胞死を誘導するが、p38 MAPKは細胞の増殖およびアポトーシス抑制に作用する

ことが知られている [35]。今後、詳細なメカニズムについて検討する必要があ

るが、afatinib は DLK の抑制を介して p38 MAPKを抑制し、その結果として細

胞増殖の抑制あるいは細胞死が誘導されたのかもしれない。 

POCO細胞において afatinib はMAPK 経路の他にも、PI3K/AKT 経路を抑制し

たが、一般的にこの経路は受容体により直接的あるいは他の経路により間接的

に活性化することが知られている。今回の解析では受容体のリン酸化の抑制は

見られず、また MAPK経路は PI3K/AKTの経路も活性化する [35] ことを考え

ると、PI3K/AKT 経路の抑制は MAPK 経路の抑制に伴う二次的な影響である可

能性が高い。また afatinib は CDK経路におけるいくつかの分子のリン酸化も抑

制した。CDK経路は MAPK経路や PI3K/AKT 経路を含む他の経路により間接的

に活性化されることが知られており、特定の受容体型キナーゼによる直接的活

性化についての報告はない。これらのことから、CDK経路の活性化の抑制は

MAPK経路あるいは PI3K/AKT 経路の活性化が抑制された影響を受けている可

能性が考えられた。 
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 以上から、特定の犬の SCC では細胞増殖に MAPK経路が重要な役割を果たし

ており、そのような SCC では afatinib を用いたMAPK経路の抑制が新たな治療

アプローチとなる可能性が考えられた。 
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小括 

 

Afatinib 感受性細胞における標的分子を明らかにするため、犬の SCC 株化細

胞を用いて ErbB ファミリー蛋白の発現とリン酸化の状態、既知の afatinib 標的

分子の塩基配列、細胞内シグナル伝達分子のリン酸化について解析した。また、

POCO細胞を用いたリン酸化蛋白質の網羅的解析も行った。既知の afatinib 標的

分子の蛋白および遺伝子解析からは afatinib感受性細胞における標的分子を特定

することができなかった。一方、POCO 細胞を用いたリン酸化蛋白質の網羅的

解析から、afatinib は主にMAPK経路の活性化を抑制することが示された。以上

から、特定の犬のSCCでは細胞増殖にMAPK経路が重要な役割を果たしており、

そのような SCC では afatinib を用いた MAPK 経路の抑制が新たな治療アプロー

チとなる可能性が考えられた。  
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第 5 章 

 

犬 SCC 株化細胞移植マウスモデルにおける 

afatinib の効果 
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第 2章の結果から、YM155は HAPPY および SQ4細胞に対して、afatinib は

POCOおよび CSCC-R1細胞に対して in vitroで強い増殖抑制効果を有すること

が示された。しかし、生体内の腫瘍組織では、微少環境が腫瘍の薬剤感受性に

大きく影響している為、in vitroにおける阻害剤の増殖抑制効果と臨床における

抗腫瘍効果が必ずしも一致するわけではない。したがって、犬の SCC に対する

新たな治療薬としてこれらの阻害剤の可能性を考える上では、in vivoでの増殖

抑制効果を評価する必要がある。 

一方、YM155 および afatinib の効果を全て in vivoで解析するためには、多数

のマウスを用いなければならず、また多大な時間も必要となる。このため、本

章ではこれらの阻害剤の中でより抗腫瘍効果が期待できる阻害剤に注目して in 

vivoで解析することとした。そこでこの解析では、各阻害剤の SCC細胞に対す

る IC50 をそれぞれの人の Cmax と比較し、Cmax に対してより低い IC50 を示

す afatinib を用いた。 

そこで本章では、POCO細胞を用いて犬 SCC 移植マウスモデルを作製し、

afatinib の効果を解析した。この解析では、POCO細胞に対して afatinib に次い

で増殖抑制効果を示した EGFR 阻害剤である osimertinib を比較に用いた。 
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材料と方法 

 

供試動物 

ヌードマウス (BALB/c nu/nu, CLEA Japan, Tokyo, JPN) (4 週齢, 雌)、16 匹を供

試した。 

 

株化細胞 

犬の SCC 株化細胞である POCOを用いた。培養は第 2章と同様の条件で行っ

た。 

 

犬 SCC マウスモデルの作製と EGFR 阻害剤の腫瘍増殖抑制効果の評価 

ヌードマウスを用いた in vivoの実験は、日本獣医生命科学大学の実験動物委

員会の承認 (承認番号 2019K-59) を得て行った。POCO細胞を phosphate buffered 

salts solution で 2.5×10
7 個/mLになるように懸濁し、この懸濁液 100 L (2.5×10

6 

個) をヌードマウスの側腹部皮下に移植した (n = 16)。移植した細胞の腫瘤容積

が 100 mm
3 に達したところで、マウスを無作為に control 群 (n = 5)、afatinib 投

与群 (n = 6) および osimertinib 投与群 (n = 5) に分けた。Afatinib 投与群に対し
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ては、afatinib (20 mg, Boehringer Ingelheim, Ingelheim, DE) を蒸留水で 5.0 mg/mL

となるように溶解し、1日1回、0.5 mg/mouse (約20 mg/kg) で連日経口投与した。

Osimertinib 投与群に対しては、osimertinib (Selleck Chemicals, Houston, TX) を

DMSO、ポリエチレングリコール (PEG) および蒸留水を用いて 2.5 mg/mLとな

るように osimertinib 溶液 (1% DMSO, 30% PEG) を調整し、1日 1 回、0.25 

mg/mouse (10 mg/kg) で連日経口投与した。control 群に対しては、蒸留水を 100 

L/mouseで連日経口投与した。投与開始日を 0日として、20日間 afatinib、

osimertinib あるいは蒸留水をマウスに投与した。移植 SCC 細胞に対する afatinib

および osimertinib の効果は腫瘤の大きさの変化で評価した。腫瘤の大きさはノ

ギスを用いて連日計測した。腫瘤容積は計算式 V = (L × W
2
)/2 (V, 腫瘤容積; L, 

長径; W, 短径) により算出した。マウスは投与開始から 20 日目に安楽殺し、腫

瘤を摘出した。 

 

毒性の評価 

EGFR 阻害剤の毒性はマウスの体重の変化により評価した。蒸留水、afatinib

あるいは osimertinib 投与 0、5、10、15 および 20日目に各マウスの体重を測定

した。マウスの体重の変化は、それぞれの投与群における 0日目からの体重の
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変動率を評価した。 

 

腫瘍の有糸分裂指数および Ki-67指数の評価 

摘出した腫瘤を 10%緩衝ホルマリンにより固定し、パラフィン包埋後、5 m 

厚の切片を作製した。切片を用いてヘマトキシリン-エオシン (HE) 染色を行い、

この標本を用いて有糸分裂指数を評価した。またマウス抗ヒト Ki-67モノクロー

ナル抗体 (1:100, Agilent Technologies, Santa Clara, CA) および ENVISION/HRP 

(DAB) kit (Agilent Technologies) を用いた免疫組織化学染色も行い、この標本を

用いて Ki-67指数を評価した。有糸分裂指数および Ki-67 指数は、それぞれ 1

つの標本上の独立した 3つの視野において、400倍 1視野あたりの有糸分裂細

胞数および Ki-67 陽性細胞数を数え、同一視野中の全ての腫瘍細胞数に占める割

合 (%) で表した。 

 

統計解析 

統計解析は、Excel (Microsoft) において unpaired two-tailed Student’s t 検定を用

いて行い、P < 0.05 を有意な差とした。 
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結果 

 

POCO細胞移植マウスにおける afatinib および osimertinib の腫瘍増殖抑制効果 

Fig. 4-1に afatinib 投与群、osimertinib 投与群および control 群における腫瘤容

積の変化を示した。Afatinib 投与群の腫瘤容積は 0日目に比べて 6日目以降に有

意 (P < 0.05) に減少し、7日目以降に control 群および osimertinib 投与群と比べ

て有意 (P < 0.01) に減少した。Osimertinib 投与群では control 群と比較して腫瘤

容積の有意な減少が認められなかった。実験期間中に腫瘤の過度な増大が見ら

れた control 群のマウス 1匹は安楽殺した (投与開始 18日目)。Fig. 4-2に、各投

与群のマウスに形成された腫瘤の 0日目、10日目および 20 日目における外観を

示した。各投与群のマウスにおける体重については、投与期間中の明らかな減

少は認められなかった。 

 

Afatinib による移植 POCO 細胞の減少および有糸分裂の抑制 

Control 群、afatinib 投与群および osimertinib 投与群のマウスから摘出した腫瘤

組織の HE染色、Ki-67の免疫組織化学染色の結果を Fig. 4-3に示した。Control

群および osimertinib 投与群では様々な分化段階の腫瘍細胞が混在して見られ、

これらが腫瘍組織の大部分を占めていた。また、腫瘍組織には線維芽細胞や炎
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症細胞など他の細胞はほとんど見られなかった。一方、afatinib 投与群では線維

芽細胞に置換された領域が腫瘍組織の大部分を占めており、腫瘍細胞が占める

領域はわずかであった。Afatinib 投与群では有糸分裂像および Ki-67陽性細胞が

control 群および osimertinib 投与群に比べてわずかであった。一方、osimertinib

投与群ではこれらは control 群と同程度に見られた。Fig. 4-4 に control 群、afatinib

投与群およびosimertinib投与群における有糸分裂指数およびKi-67指数を示した。

Afatinib 投与群における有糸分裂指数および Ki-67指数はいずれも、control 群お

よび osimertinib 投与群に比べて有意 (P < 0.05) に低かった。一方 osimertinib 投

与群では、これらの指数の明らかな低下が認められなかった。  
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考察 

 

Afatinibはin vitroだけでなくin vivoにおいてPOCO細胞に対して著しい抗腫瘍

効果を示すことが明らかとなった。一方、osimertinibはin vivoでの抗腫瘍効果は

ほとんど見られなかった。Osimertinibはin vitroでafatinibに次いでPOCO細胞に増

殖抑制効果を示していたが、その効果は突出しているわけではなく、osimertinib

感受性の肺癌細胞と比べるとPOCO細胞のosimertinib感受性は低い。したがって、

第2章で考察したようにPOCO細胞の増殖にosimertinibの標的分子が関与してい

る可能性は低く、その結果in vivoで効果がみられなかったと考えられた。 

マウスの摘出組織を用いた有糸分裂指数とKi-67指数の解析から、afatinibは

POCO細胞に対して分裂を抑制する作用があることが示唆された。第4章の結果

から、afatinibは主にMAPK経路を抑制し、二次的にPI3K/AKT経路およびCDK経

路を抑制することが示唆されているが、CDK経路は細胞周期を促進する上で重

要な経路である。また、人のSCC細胞ではafatinibはMAPK経路およびAKT/mTOR

経路の抑制を介して、腫瘍細胞をG0/G1期に停止させる [36] ことが知られてい

る。これらのことから、POCO細胞ではafatinibは細胞周期に作用し細胞分裂が減

少したのかもしれない。 
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以上のことから、afatinibは特定のSCC細胞に対してin vivoで効果を現すことが

明らかとなった。第4章でafatinibがSCC細胞のMAPK経路を抑制したことを考慮

すると、腫瘍細胞においてMAPK経路が活性化しているSCC症例ではafatinibの臨

床試験に進む価値があると考えられた。  
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小括 

 

犬の SCC に対する afatinib の in vivo における効果を解析するため、POCO 細

胞移植マウスを用いて afatinib の効果を解析した。また、本解析では EGFR 阻害

剤である osimertinib を比較に用いた。Afatinib は in vivo において POCO 細胞に

対して著しい抗腫瘍効果を示し、osimertinib では抗腫瘍効果がほとんど見られな

かった。これらのことから、afatinib は特定の SCC 細胞に対して in vivoで効果を

現すことが示唆された。第 4 章で afatinib が SCC 細胞の MAPK 経路を抑制した

ことを考慮すると、腫瘍細胞において MAPK経路が活性化している SCC 症例で

は afatinib の臨床試験に進む価値があると考えられた。  
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犬の SCC は全身のあらゆる上皮から発生し、強い局所浸潤性を特徴とする悪

性腫瘍である。犬の SCC の治療は外科的切除と放射線治療を組み合わせた局所

療法が主軸である。一方、局所療法により制御が困難な場合は化学療法が治療

の選択肢となる。しかしながら、犬の SCCは化学療法に抵抗性でありほとんど

の場合効果が得られない。このため、犬の SCC の新たな内科的治療戦略の開発

が必要である。そのためには SCC の増殖に必要な分子機構を明らかにし、それ

を標的とした新たな治療戦略の確立が重要である。これまでの研究から、犬の

SCC では survivin や EGFR の過剰発現が報告されており、これらは SCC の増殖

に重要な役割を果たしていると考えられる。このため、これらの分子機構は犬

の SCC の新たな治療戦略として有望と考えられる。 

 

Survivin は IAP ファミリーに属する分子であり、主に細胞分裂の促進およびア

ポトーシスの阻害の 2つの機能を有している。また、survivin は骨髄と生殖器を

除き正常組織ではほとんど発現しておらず、多くの癌細胞で高い発現がみられ

る。近年、survivin 阻害剤である YM155 を用いた人の癌患者の第 I相および第

II相試験において、survivin を高発現している様々な悪性腫瘍に対する有効性が

示されている。このことから、YM155 を用いた survivin の阻害は犬の SCC にお
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いて新たな治療戦略となる可能性が考えられる。 

 

一方、EGFR は主に上皮細胞に発現するレセプター型チロシンキナーゼであり、

上皮細胞の増殖および分化を促進する。EGFR は多くの人の SCCにおいて過剰

発現が認められており、このような SCC では増殖に重要な役割を果たしている

ことが明らかになっている。また、まれではあるが EGFR の機能獲得性変異が

人の SCC 患者で認められることがある。このような SCC 患者では、EGFR の恒

常的なリン酸化により、腫瘍が無秩序に増殖する。現在、人のSCCにおけるEGFR

を標的とした治療法は確立していないが、人の肺腺癌では同様の変異が多くの

症例で認められており、このような患者に対しては EGFR 阻害剤である afatinib

および osimertinib が著しい抗腫瘍効果を示す。これらのことから、YM155を用

いた survivin の阻害と同様に afatinib および osimertinib による EGFR の阻害も犬

の SCC において新たな治療戦略となる可能性がある。 

 

YM155や EGFR 阻害剤などの分子標的薬はほとんどが人用の癌治療薬であり、

動物の腫瘍に対する分子標的薬はきわめて少ない。現在、利用が可能な動物の

腫瘍に対する分子標的薬は masitinib と toceranib のみである。これらの中でマル
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チキナーゼ阻害剤である toceranib は、いくつかの犬の腫瘍に対して抗腫瘍効果

を示すことが報告されている。これらのことを考慮すると、犬の SCC 細胞に対

して toceranib が増殖抑制効果を有するか否か、また有するならその標的分子を

明らかにすることは重要である。 

 

そこで本研究では、犬の SCC に対する分子標的薬を用いた新たな治療戦略を

確立するため、第 2章で、YM155、afatinib、osimertinib および toceranib に対す

る犬の SCC 株化細胞の感受性を評価した。次いで第 3章および第 4章では、そ

れぞれ YM155と afatinib に注目して作用機序を解析した。さらに第 5章では

afatinib の効果を in vivo で評価した。 

  

1. 犬の SCC 株化細胞における survivin 阻害剤、EGFR 阻害剤およびマルチキナ

ーゼ阻害剤感受性の解析 

犬の SCC 細胞において survivin および EGFR が治療標的となるかを検討する

ため、YM155、afatinib および osimertinib に対する 7種類の犬の SCC 株化細胞の

感受性を評価した。さらに toceranib に対する犬 SCC 株化細胞の感受性について

も検討した。YM155 は HAPPYおよび SQ4細胞に対して、afatinib は POCOおよ



 96 

び CSCC-R1 細胞に対して著しい増殖抑制効果を示した。一方、osimertinib およ

び toceranib ではこのような増殖抑制効果はみられなかった。このことから、犬

の SCCの増殖機構には survivinあるいは afatinibの標的分子が重要な役割を果た

しており、これらは犬 SCC の有望な治療標的となる可能性が考えられた。 

 

2. 犬の SCC 株化細胞における survivin 阻害剤の作用機序の解析 

犬の SCC 株化細胞における YM155 の作用機構を明らかにするため、7種類の

犬 SCC 株化細胞における survivin の発現レベルを検討した。次いで、YM155に

よるHAPPYおよび SQ4細胞での survivin発現レベルの変化と細胞死誘導経路に

ついて検討した。Survivin は YM155 感受性の HAPPY および SQ4細胞において

発現レベルが高く、YM155 はこれらの survivin の発現を抑制した。HAPPY お

よび SQ4 細胞では survivin の抑制機構が異なり、YM155 は HAPPY 細胞では

survivin の転写抑制により、SQ4細胞では転写後の過程を抑制することにより抑

制した。さらに、これらの細胞では誘導される細胞死の経路にも相違が見られ

た。いずれの細胞においてもオートファジーとそれに続き PARP 依存性アポト

ーシスが生じるが、HAPPY 細胞では PARP依存性アポトーシスが細胞死の主な

経路であるのに対して SQ4 細胞ではこれに加えてオートファジー細胞死も誘導
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されることが示唆された。これらのことから、YM155 は survivin の発現レベル

が高い犬の SCC において新たな治療戦略となる可能性が考えられた。 

                

3. 犬の SCC 株化細胞における afatinib の標的分子の解析 

Afatinib 感受性細胞における標的分子を明らかにするため、犬の SCC 株化細

胞を用いて ErbB ファミリー蛋白の発現とリン酸化の状態、既知の afatinib 標的

分子の塩基配列、細胞内シグナル伝達分子のリン酸化について解析した。また、

POCO細胞を用いたリン酸化蛋白質の網羅的解析も行った。既知の afatinib 標的

分子の蛋白および遺伝子解析からは afatinib感受性細胞における標的分子を特定

することができなかった。一方、POCO 細胞を用いたリン酸化蛋白質の網羅的

解析から、afatinib は主にMAPK経路の活性化を抑制することが示された。以上

から、特定の犬のSCCでは細胞増殖にMAPK経路が重要な役割を果たしており、

そのような SCC では afatinib を用いた MAPK 経路の抑制が新たな治療アプロー

チとなる可能性が考えられた。 

 

4. 犬 SCC 株化細胞移植マウスモデルにおける afatinib の効果 
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犬の SCC に対する afatinib の in vivo における効果を解析するため、POCO細

胞移植マウスを用いて afatinib の効果を解析した。また、本解析では EGFR 阻害

剤である osimertinibを比較に用いた。Afatinib は in vivoにおいて POCO細胞に

対して著しい抗腫瘍効果を示し、osimertinib では抗腫瘍効果がほとんど見られな

かった。これらのことから、afatinib は特定の SCC 細胞に対して in vivoで効果を

現すことが示唆された。第 4章で afatinib が POCO細胞の MAPK経路を抑制し

たことを考慮すると、腫瘍細胞において MAPK経路が活性化している SCC 症例

では afatinib の臨床試験に進む価値があると考えられた。 

 

 以上のことから、特定の犬の SCC では survivin の発現あるいは MAPK経路の

リン酸化が増殖に重要な役割を果たしていることが示唆された。YM155あるい

は afatinib はこのような犬の SCC の新たな治療戦略として有望である可能性が

考えられた。 
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