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 申請者は、小動物臨床において最も大きな問題である腫瘍性疾患の分子病態に着目し、

癌原遺伝子であるGrowth factor independence-1 (Gfi-1)遺伝子の、犬および猫における分子ク

ローニングと、猫のリンパ球およおび犬の肥満細胞腫由来細胞株における機能解析といっ

た一連の分子細胞生物学的研究を行った。 

 第一章では、犬および猫のGfi-1遺伝子の分子クローニングを行った。その結果、犬およ

び猫のGfi-1遺伝子のcDNAの全塩基配列が明らかとなり、予測されたアミノ酸配列はこれま

でに報告されているヒト、マウスおよびラットのそれらと86.5 - 91.2 %の相同性を持つこ

とが示され、この分子の機能に必須のドメインが保存されていることが明らかとなった。

また、Gfi-1遺伝子の発現を犬と猫の正常組織において検討した結果では、リンパ節、脾臓、

骨髄といった免疫系および造血系組織においてその発現が認められ、これらの組織におい

てなんらかの生理的な機能を有することが示唆された。また、リンパ腫、肥満細胞腫、骨

肉腫、乳腺腫瘍に由来するいくつかの細胞株においてもGfi-1遺伝子の発現が認められた。

以上のことから、今後犬および猫においてGfi-1遺伝子に関する研究を遂行するための基盤

となる知見が提供された。 

 第二章では、猫のIL-2依存性リンパ系細胞株であるKumi-1細胞を用い、猫のリンパ球に

おけるGfi-1遺伝子の機能の解析を行った。Kumi-1細胞をIL-2の非存在下で培養したところ、

フローサイトメトリーを用いた解析の結果、IL-2を加えて培養した場合に比べてアポトー

シスを起こしている細胞の割合が約2倍に増加していた。このときのGfi-1遺伝子の発現量を

リアルタイムPCR法により定量したところ、アポトーシスを免れて生存している細胞では、

IL-2を加えて培養した細胞に比べ、有意に高いGfi-1遺伝子の発現が認められた。さらに、

アポトーシス関連遺伝子であるBaxおよびBcl-xL遺伝子の発現量をリアルタイムPCR法によ

り検討した。IL-2を加えずに培養した細胞においてはIL-2を加えて培養した細胞に比べBax
遺伝子の発現増加が見られたが、同時にBcl-xL遺伝子の発現量に変化がなかったことから、
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Bcl-xL遺伝子がBax遺伝子の発現増強に対して拮抗的に作用し、細胞の生存に関与したもの

と考えられた。以上のことから、Gfi-1遺伝子は、猫のリンパ球のIL-2非存在下でのアポト

ーシスに対して抑制的に働き、細胞の生存に関与していることが示された。ここで認めら

れた知見は、細胞が増殖因子の存在によらず不死化し、自律的な生存、増殖能の獲得につ

ながるものと考えられ、細胞の腫瘍化における病態の中の一つの構成要素をなす可能性の

あるものと考えられた。以上のことからGfi-1遺伝子の猫のリンパ腫における腫瘍発生への

関与の可能性が示唆され、今後臨床サンプルを用いた解析を含め、さらに多面的に検討す

る必要があるものと考えられた。 

 第三章では、RNA干渉法を用い、犬の肥満細胞腫由来細胞株であるLUMC細胞におけるGfi-1
遺伝子の機能を解析した。第一章で得られた犬のGfi-1遺伝子の配列から選択された標的配

列に対するshort-hairpin RNAを、レトロウィルスベクターによってLUMC細胞に導入した。

リアルタイムPCR法によってGfi-1遺伝子の発現量を検討したところ、約50 %の発現抑制が確

認された。この時の細胞の増殖率をWST-1の代謝産物を用いた比色法により検討したところ、

コントロール細胞に比べて有意に増殖が亢進していることが示された。また、フローサイ

トメトリーによって細胞周期について検討したところ、Gfi-1遺伝子の発現が抑制された細

胞では、コントロール細胞に比べてG0/G1期にある細胞の割合は減少し、G2/M期にある細胞

の割合は増加しており、Gfi-1遺伝子の発現抑制によって細胞周期が促進されたことが示さ

れた。以上のことから、Gfi-1遺伝子は犬の肥満細胞腫由来細胞株において、細胞周期を抑

制的に調節していることが明らかとなった。ここで認められた知見は、過去の報告におい

て、Gfi-1遺伝子が造血幹細胞の増殖と分化を抑制することにより造血幹細胞の未分化性を

維持し、自己複製能を保持するために重要な役割を担うことを示した報告と類似する点が

あるものと考えられた。この形質は、未分化性を保持することによって増殖能を失わずに

恒久的な増殖能をもたらすという観点から言えば、細胞の腫瘍化の病態にも関与するもの

である。したがって、Gfi-1遺伝子が犬の肥満細胞腫において細胞周期を抑制的に制御する

ことが、細胞の恒久的な増殖能の獲得に寄与している可能性が示された。 

 本研究は犬と猫における Gfi-1 遺伝子の基盤的知見を提供するとともに、腫瘍発生にお

ける分子病態への関与の可能性を示し、犬と猫の腫瘍発生機構の解明へ新たな側面からの

知見を提供したものである。また、従来の研究手法に加え RNA 干渉法といった最新の研究

手法を導入するなど、特定の遺伝子の機能解析を対象とした今後の獣医学における分子生

物学的研究に、新しい方向性を示したものである。以上のことから審査委員は申請者を博

士（獣医学）の学位を受けるに必要な学識を有するものと認め、合格と判定した。 


