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略語⼀覧 

 

CBR：clinical benefit rate, 臨床的有⽤率 

DAB：diaminobenzidine, ジアミノベンジジン 

DEPC：diethylpyrocarbonate, ジエチルピロカーボネート 

DMSO：dimethyl sulfoxide, ジメチルスルホキシド 

FBS：fetal bovine serum, ウシ胎児⾎清 

FNA：fine needle aspiration biopsy 針穿刺吸引⽣検 

GAPDH：glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, グリセルアルデヒド-3-リン酸

デヒドロゲナーゼ 

H.E.：hematoxylin eosin, ヘマトキシリン・エオジン 

LOA：limit of agreement, 許容範囲 

MVD：micro vessel density, 微⼩⾎管密度 

PBS：phosphate buffered saline, リン酸緩衝⽣理⾷塩⽔ 

PCNA：proliferating cell nuclear antigen, 増殖細胞核抗原 

PDGF：platelet-derived growth factor, ⾎⼩板由来成⻑因⼦ 

PDGFR：platelet-derived growth factor receptor, ⾎⼩板由来成⻑因⼦受容体 

PD-L1：programmed cell death 1 ‒ ligand 1, プログラム細胞死リガンド１ 

PI：proliferation index, 増殖指数 

pPDGFR：phospho-PDGFR, リン酸化 PDGFR 

pVEGFR2：phospho-VEGFR2, リン酸化 VEGFR2 

RPL19：ribosomal protein L19, リボソームタンパク質 L19 

TBST：tris-buffered saline with tween-20, twee-20 含有トリス緩衝⽣理⾷塩⽔ 

TKI：tyrosin kinase inhibitor, チロシンキナーゼ阻害剤 
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VEGFR2：vascular endothelial growth factor receptor, ⾎管内⽪増殖因⼦受容体 2 

VEGF：vascular endothelial growth factor, ⾎管内⽪増殖因⼦ 

vWF：von Willebrand factor, フォン・ヴィレブランド因⼦ 
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総緒 
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近年イヌの抗がん治療において、分⼦標的療法が注⽬されている。トセラニブ（パ

ラディア®、Zoetis）はイヌの再発した⽪膚肥満細胞腫の治療薬としてわが国で 2013

年に承認されたチロシンキナーゼ受容体阻害薬（TKI）であり、KIT、⾎管内⽪増殖

因⼦受容体 2（VEGFR2）および⾎⼩板由来成⻑因⼦受容体（PDGFR）を阻害する。

これらの分⼦のうち、VEGFR2 と PDGFR は⾎管新⽣の促進に関与する。⾎管新⽣

は腫瘍の成⻑と転移に重要な固形がんに共通のメカニズムであることから、トセラニ

ブは VEGFR2 や PDGFR を標的とした⾎管新⽣阻害作⽤を期待されて肥満細胞腫以

外の様々なイヌの腫瘍に対しても広く使⽤されている。実際にトセラニブの有効性は

様々なイヌの腫瘍において報告されている[Gustafson and Biller, 2019, Heaton et al., 

2020, Kim et al., 2017, London et al., 2012, Sheppard-Olivares et al., 2020]。しかしな

がら、臨床現場では同じ診断名の腫瘍でも症例によって治療効果が⼤きく異なること

があり、治療効果予測因⼦の解明が課題となっている。 

トセラニブの標的分⼦の発現解析などにより治療効果に関わる分⼦を同定しよう

とする試みが複数の研究で⾏われているものの[Gattino et al., 2018, Heishima et al., 

2018, Hocker et al., 2017, Sanchez-Cespedes et al., 2020]、未だ治療効果予測因⼦の解

明には⾄っていない。その原因の⼀つとして、治療効果予測因⼦同定のためには治療

効果と⽐較解析していくことが必要であるが、現在治療効果判定は⽣存期間など⻑期

を要する⽅法で⾏われていることが研究の障壁の⼀つとなっていることが考えられ

る。そのため、臨床現場で迅速に⾎管新⽣阻害療法の治療効果を判定する⽅法の確⽴

が必要である。ヒトの膠芽腫において、⾎管新⽣阻害療法により⼀般的な⾎管新⽣の

指標である微⼩⾎管密度（MVD）が減少することが報告されていることから

[Yamamoto et al., 2017]、⾎管新⽣阻害療法の治療効果判定に MVD の評価が有⽤で

ある可能性が⽰唆されている。しかしながら、著者が知る限り MVD の評価が⾎管新

⽣阻害療法の効果判定として有⽤であるとの報告は今のところ存在しない。その原因
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として、MVD は病理組織学的な評価法であることから⽣体に対して侵襲性の⾼い採

材法を必要とし臨床現場で容易に評価できないことや、⼿技の観点から主観的評価で

あること、さらに使⽤する⾎管内⽪マーカーの違いにより結果に差が⽣じることが挙

げられる。したがって、MVD に代わる低侵襲で客観的な⾎管新⽣評価法を確⽴する

ことで、臨床現場で⾎管新⽣の評価が容易に実施できるようになると考えられる。 

VEGFR2 と PDGFR はそれぞれ腫瘍細胞が分泌する⾎管内⽪増殖因⼦（VEGF）お

よび⾎⼩板由来増殖因⼦（PDGF）が結合することで⾃⼰リン酸化し、シグナル伝達

を活性化させる。ヒト医療においては抗 VEGF モノクローナル抗体であるベバシズ

マブは⼤腸がん、⾮⼩細胞肺がん、⼦宮頸がん、卵巣がんの治療薬として承認されて

おり、VEGFR2 と PDGFR を主な標的とするスニチニブとソラフェニブは腎細胞癌

や肝細胞癌の治療薬として承認されていることから、VEGFR2 および PDGFR シグ

ナルを標的とした阻害剤は特に上⽪系腫瘍で効果が認められていることが分かる。ま

た、獣医療においても、トセラニブはイヌの間葉系腫瘍よりも上⽪系腫瘍において効

果が⾼い傾向にある[Choi et al., 2021, London et al., 2012, London et al., 2003]。これ

らのことから、上⽪系腫瘍と間葉系腫瘍の間に VEGFR2 および PDGFR シグナルに

関してトセラニブの治療効果に影響を及ぼしうる何らかの差異があると考えられる

が、上⽪系腫瘍と間葉系腫瘍における VEGFR2 および PDGFR シグナルに関する⽐

較検討についてはこれまでに報告されていない。上⽪系腫瘍と間葉系腫瘍における

VEGFR2 および PDGFR シグナルについての差異を突き⽌めることができれば、ト

セラニブの治療効果に影響を及ぼす因⼦の解明の⼀助となると考えられる。 

VEGFR2 は従来⾎管内⽪細胞に発現するとされていたが、腫瘍細胞にも発現する

ことが報告されている[Devery et al., 2015, Hocker et al., 2017, Koltai et al., 2018, 

Liang et al., 2006, Masood et al., 2001, Walters et al., 2018]。ヒトの様々な腫瘍では腫

瘍細胞が分泌する VEGF が腫瘍細胞⾃⾝の VEGFR2 に作⽤しオートクリンループを
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形成することで腫瘍細胞の増殖や分化に関与することが報告されており[Adamcic et 

al., 2012, Aesoy et al., 2008, Alvarez et al., 2006, Devery et al., 2015, Heldin and 

Westermark, 1999, Knizetova et al., 2008, Östman and Heldin, 2007]、さらに VEGFR2

阻害剤が腫瘍細胞の VEGFR2 を阻害することで増殖抑制やアポトーシスを誘導する

ことが⽰されている[Devery et al., 2015, Liang et al., 2006, Masood et al., 2001]。

PDGFR も従来、⾎管周⽪細胞などの間質細胞に広く発現すると考えられていたが、

腫瘍細胞にも発現しその増殖および⽣存に重要であると報告されている[Alvarez et 

al., 2006, Heldin and Westermark, 1999, Östman and Heldin, 2007]。イヌの腫瘍細胞

においても VEGFR2[Brown et al., 2012, Hocker et al., 2017, Koltai et al., 2018, 

Maniscalco et al., 2013, Milovancev et al., 2016, Urie et al., 2012, Walters et al., 2018]

や PDGFR[Brown et al., 2012, Hocker et al., 2017, Maniscalco et al., 2013, Milovancev 

et al., 2016, Urie et al., 2012]の発現が認められているものの、イヌの腫瘍細胞におけ

る VEGFR2 や PDGFR の腫瘍細胞の増殖や⽣存などに関する機能は不明である。こ

れらのことから、トセラニブが腫瘍細胞にも直接作⽤している可能性についても検討

する必要があると考えられる。 

本研究では、トセラニブの治療効果予測因⼦解明のための基礎的研究として、臨床

応⽤可能な⾎管新⽣評価法の構築およびトセラニブの治療効果に影響を及ぼす因⼦

を解明することを⽬的とした。第１章ではイヌの腫瘍組織を⽤いて⾎管内⽪マーカー

の mRNA 定量による⾎管新⽣評価について検討した。第２章ではイヌの上⽪系およ

び間葉系腫瘍で VEGF/VEGFR2 シグナルの⽐較解析を⾏った。第３章では、第２章

において腫瘍細胞におけるリン酸化 VEGFR2（pVEGFR2）が腫瘍細胞増殖の促進お

よびトセラニブの効果に影響していることが⽰唆されたことをふまえ、イヌ乳腺腫瘍

細胞株を⽤いて pVEGFR2 量と細胞増殖率およびトセラニブの効果との関連につい

て検討した。第４章では第２・３章における結果をふまえ、イヌの上⽪系および間葉
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系腫瘍におけるリン酸化 PDGFR（pPDGFR）と腫瘍細胞増殖の関連について⽐較検

討した。 
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第１章 

イヌの腫瘍における⾎管内⽪マーカーの mRNA 定量を⽤いた 
客観的で繰り返し可能な⾎管新⽣評価法の構築 
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１. ⼩ 緒 

 

⾎管新⽣は腫瘍の成⻑と転移に重要であり、⼀般的に腫瘍の悪性度や予後と関連し

ていると⾔われている[Weidner, 1995]。代表的な⾎管新⽣の評価法として、⾎管内⽪

マーカーを⽤いた免疫組織化学により腫瘍内の MVD を算出する⽅法がある。MVD

は実際に様々な腫瘍の悪性度や予後の指標として有⽤であると報告されていること

から[He et al., 2015, Muhammadnejad et al., 2013, Weidner et al., 1991]、信頼性の⾼

い評価法であると考えられる。また、⾎管新⽣阻害療法により MVD が減少すること

がヒトの膠芽腫において報告されていることから[Yamamoto et al., 2017]、⾎管新⽣

阻害療法の治療効果判定にも有⽤である可能性が⽰唆されている。しかしながら、著

者が知る限り MVD の評価が⾎管新⽣阻害療法の効果判定として有⽤であるとの報

告は今のところ存在しない。その原因として、MVD の評価は⽣体に対して侵襲性の

⾼い採材法を必要とすることや主観的評価であること、および使⽤する⾎管内⽪マー

カーの違いにより結果に差が⽣じることが挙げられる。 

MVD は病理組織学的な評価法であることから、腫瘍組織の切除が必要となる。そ

のため、⽣体に対して侵襲性が⾼く臨床現場で容易に評価することができないことか

ら、治療中に MVD を繰り返し評価することは困難である。また、MVD は評価者の

主観に影響されやすい。MVD の評価法には Weidner らが考案した hotspot 法

[Weidner et al., 1991]が主に⽤いられる。hotspot 法とは、光学顕微鏡下にて低倍率で

組織切⽚全体を観察し、最も⾎管密度が多い部分（hotspot）において⾼倍率視野での

⾎管数を数える⽅法であり、多くの研究で⽤いられている[Cao et al., 2013, Diessler 

et al., 2017, Joo et al., 2004, Lavalle et al., 2009, Shen et al., 2000]。しかし、Sprindzuk

ら[Sprindzuk et al., 2009]はこの hotspot を探す過程が最も主観的であると指摘して

おり、実際にヒトの卵巣がんにおいて MVD と⽣存期間の相関性について⽭盾した結
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果が報告されている[Chan et al., 2005, Shen et al., 2000]。さらに、⽤いる⾎管内⽪マ

ーカーの種類の違いも MVD の結果に影響するといわれている[He et al., 2015]。⾎

管内⽪マーカーには von Willebrand factor（vWF）、CD31 および CD34 などが広く

⽤いられているが、これらは汎⾎管内⽪マーカーであり、増殖活性のない既存の⾎管

にも発現している。⼀⽅、ヒト医療においては活性化内⽪マーカーとして endoglin

（CD105）の有⽤性が報告されている。endoglin は増殖活性を⽰す⾎管内⽪に発現し

ており、腫瘍組織において腫瘍⾎管に選択的に発現しているため[Afshar Moghaddam 

et al., 2015, Burrows et al., 1995, Li et al., 2003]、汎⾎管内⽪マーカーを⽤いた MVD

よりも endoglin を⽤いた MVD の⽅がより正確に予後や腫瘍の進⾏を反映すると報

告されている[Akagi et al., 2002, Brewer et al., 2000]。イヌの乳腺腫瘍において、抗

endoglin 抗体が腫瘍内の活性化した⾎管内⽪細胞を検出し固形がんの⽣体イメージ

ングに有⽤であるとの報告が存在するが[Fonsatti et al., 2000]、⾎管新⽣評価法とし

ての有⽤性は獣医療においては報告されていない。 

そこで本研究では、vWF および endoglin の mRNA 定量を⽤いた客観的で繰り返

し可能な⾎管新⽣評価法を確⽴するとともに、イヌの腫瘍における endoglin の⾎管

新⽣評価としての有⽤性を検討することを⽬的とした。まず、様々な種類のイヌの腫

瘍組織を⽤いて real-time RT-PCR により vWF と endoglin の mRNA 発現量を測定

し、それらと MVD との相関性を調べた。次に、vWF および endoglin の mRNA 発現

量と⾎管新⽣関連因⼦である VEGF および VEGFR2 の mRNA 発現量との相関性を

⽐較し、さらに増殖活性の指標である抗増殖細胞核抗原（PCNA）抗体を⽤いた免疫

組織化学により PCNA に陽性を⽰す核を持つ⾎管の割合と endoglin の mRNA 発現

量との相関性を解析した。最後に、繰り返し可能な採材法である FNA により得られ

たサンプルにおける mRNA 発現量と腫瘍組織における mRNA 発現量の⼀致度を評

価した。 
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２. 材料と⽅法 

 

１. 症例および検体 

2017 年から 2019 年までに岩⼿⼤学動物病院にて外科的切除により腫瘍を摘出さ

れた様々な種類の腫瘍罹患⽝ 51 頭を対象とした。⽝種、年齢、性別などの⼀般的な

情報はカルテから収集した。摘出された腫瘍組織から得られた 48 検体をそれぞれ組

織学的検索⽤と遺伝⼦学的検索⽤に分割した。また、腫瘍組織 20 検体から 23G の針

を使⽤して FNA による採材を実施し、それぞれの組織検体からの FNA サンプルを

得た。組織学的検索⽤のサンプルは 10％中性緩衝ホルマリン液にて固定し、遺伝⼦学

的検索⽤のサンプルはTRIzol® Reagent（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US）

を加えて−80℃で保存し、それぞれの検索に使⽤した。 

 

２. 組織学的検索 

採材した組織を 10％中性緩衝ホルマリン液にて固定後、常法に従いパラフィン包

埋を⾏い、3 µm の厚さで薄切し、剥離防⽌⽤スライドグラスに貼付し，伸展盤上に

て 24 時間以上乾燥させた標本を作製した。作製した標本はヘマトキシリン・エオジ

ン（H.E.）染⾊および免疫組織化学を⾏い、組織学的検索に供した。 

 

（１）H.E.染⾊法による病理組織学的診断 

病理組織学的診断を⽬的に、H.E.染⾊を⾏った。まず、切⽚をキシレンに 5 分×2

回静置し脱パラフィンを⾏った。次に 99％、85％、75％エタノール溶液の順に 2 分

ずつ静置し⽔和した。流⽔にて 5 分洗浄し、Reverse Osmosis（RO）⽔に１分静置し

た後、ヘマトキシリン液に 3 分間浸した。流⽔にて 10 分洗浄し、RO ⽔に 5 分静置

した後、75％、85％エタノール溶液の順に 2 分ずつ静置し、エオジン液に 1 分間浸し
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た。100％エタノール液に 2 分×2 回静置した後、キシレンに 5 分×2 回浸し、封⼊し

た。作製した H.E.染⾊切⽚を⽤い、各腫瘍組織について WHO の診断基準に従って

病理組織学的に診断した。各腫瘍の発⽣組織と診断名は表 1−1 に⽰した。 

 

（２）免疫組織化学 

⾎管内⽪細胞の同定として、抗 vWF 抗体による免疫組織化学を⾏った。⼀次抗体

は、ウサギ抗ヒト vWF ポリクローナル抗体（abcam, Cambridge, UK）を使⽤し、

EnVision＋System-HRP（Dako, Glostrup, Denmark）を⽤いた酵素標識ポリマー法

により⾏った。まず、切⽚をキシレンに 5 分×2 回静置し脱パラフィンを⾏った。

次に 99％エタノール溶液に 2 回、85％、75％エタノール溶液の順に 2 分ずつ静置し

親⽔化を⾏った後、流⽔にて 10 分洗浄し、RO ⽔に 5 分静置した。湿潤箱にて内因

性ペルオキシダーゼのブロッキング試薬を室温で 10 分間反応させた後、Phosphate 

Buffered Saline（−）（PBS、pH 7.4）で 5 分×3 回洗浄した。抗体希釈液（Dako）

を⽤いて 4,000 倍に希釈した抗ヒト vWF 抗体を⼀次抗体として⽤いて、４℃で⼀晩

反応させた。ネガティブコントロールには抗 vWF 抗体の代わりに正常ウサギ IgG 抗

体（Cell Signaling Technology, Denvers, MA, US）を⽤いた。PBS で 5 分×3 回洗浄

した後、EnVision ポリマー試薬を室温で 30 分間反応させた。PBS で 5 分×3 回洗

浄した後、顕微鏡下で確認しながら 3,3ʼ-Diaminobenzidine（DAB）により発⾊させ

た。流⽔で 10 分洗浄し、RO ⽔に 1 分静置した後、ヘマトキシリン液に 30 秒静置

することで対⽐染⾊し、流⽔で 10 分洗浄し、RO ⽔に 5 分静置した。75％、85％、

99％（2 回）エタノール溶液の順に 2 分ずつ静置して脱⽔した後、キシレンに 5 分

×3 回静置し、封⼊した。光学顕微鏡下で褐⾊を呈したものを陽性とした。 
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（３）MVD の評価 

染⾊強度に関わらず、抗 vWF 抗体に陽性を⽰した細胞で管腔構造をつくるものを

⾎管とした。微⼩⾎管密度の評価はWeidner らの⽅法[Weidner et al., 1991]に準じ

て以下の⽅法で⾏った。光学顕微鏡下で低倍率 （×40） にて微⼩⾎管の多い領域

（hot spot） を探し、hot spot における⾼倍率（×400）10 視野での⾎管数を数え、

その平均値を MVD とした。MVD の評価は⽇本獣医病理学専⾨家協会会員である

佐藤洋博⼠（岩⼿⼤学）の指導のもと実施した。 

 

（４）免疫⼆重蛍光抗体法 

⾎管内⽪細胞の増殖活性を評価するため、vWF と PCNA の⼆重染⾊を⾏った。抗

体は、ウサギ抗ヒト vWF ポリクローナル抗体およびマウス抗ヒト PCNA モノクロー

ナル抗体（Dako）を⽤いた。 蛍光標識⼆次抗体には VectaFluor™ Duet Double 

Labeling Kit（Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, US）を⽤いて添付プロトコ

ールに従って⾏った。前述のように脱パラフィン、親⽔化を⾏った後、2.5％正常ウマ

⾎清にて湿潤箱内で 20 分間ブロッキングを⾏った。その後、⼀次抗体として 400 倍

希釈した抗 vWF 抗体と 200 倍希釈した抗 PCNA 抗体のカクテルを湿潤箱内におい

て 4℃で⼀晩反応させた。PBS で 5 分×2 回洗浄した後、VectaFluor Duet 試薬

［DyLight® 488 Anti-Rabbit IgG (Green)、DyLight® 594 Anti-Mouse IgG (Red)］を遮

光下にて室温で 30 分間反応させた。PBS で 5 分×2 回洗浄し、VECTASHIELD® 

HardSet™ Antifade Mounting Medium with DAPI（Vector Laboratories, Inc.）で核染

⾊および封⼊を⾏った。 

 

（５）PCNA 陽性⾎管率の算出 

（４）で作製した切⽚を共焦点レーザー顕微鏡［ECLIPSE Ti,（Nikon, Tokyo, Japan）］
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を⽤いて観察した。管腔があり⾎管内⽪細胞の核が１つ以上⾒られるものを⾎管とし、

そのうち１つでも PCNA 陽性核があれば PCNA 陽性⾎管とした（図 1−1）。切⽚の

全体を低倍率（×100）で観察し、ランダムに選んだ視野において、⾼倍率（×400）

で⾎管 100 個中の PCNA 陽性⾎管の割合を求めた。 

 

３. 遺伝⼦学的検索 

（１）total RNA の抽出 

 遺伝⼦学的検索⽤に採材したサンプルから、TRIzol® Reagent を⽤いて、添付のプ

ロトコールを⼀部改変し、以下の⼿順でtotal RNAを抽出した。まず、500 µLのTRIzol®

試薬を⽤いてサンプルをホモジナイズし、上清を回収してTRIzol® Reagent を 500 µL

加えた。その後、室温で 5 分間静置し、クロロホルム 0.2 mL を加え、ボルテックス

ミキサーで⼗分に撹拌した。さらに 5 分間室温静置した後、4℃で 15 分間、12,000×

g で遠⼼し、⽔相を回収してイソプロピルアルコールを 0.5 mL 加えて転倒混和した。

室温で 10 分間静置した後、4℃で 10 分間、12,000×g で遠⼼した。RNA の沈殿物が

チューブの側⾯および底⾯にゲル状ペレットとして確認できるので、上清を除去し、

ペレットを洗浄する⽬的で 75％エタノールを 1 mL 加えて 4℃、12,000×g で 5 分間

遠⼼した後、再び上清を除去した。ここで RNA ペレットを保存する場合は、75％エ

タノールを 1 mL 加えて−80℃で保存した。すぐに DNase 処理を⾏う場合は、RNA

ペレットを溶解させるために、ペレットが半透明になるまで乾燥させ、ペレットの⼤

きさに応じて Diethylpyrocarbonate（DEPC）処理⽔を加えて溶解させた。 

 

（２）total RNA の精製 

抽出した total RNA は RQ1 RNase-Free DNase（Promega, Madison, WI, US）を⽤

いて、添付プロトコールに従って DNase 処理した。まず、total RNA の濃度を
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NanoDrop 2000c 分光光度計（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US）を⽤いて

260 nm の吸光度にて計測した。次に、total RNA が 7 µg 以上となるようにサンプル

を量り取り、RNA RQ1 RNase-Free DNase 1 U/µg、RQ1 RNase-Free DNase 10× 

Reaction Buffer 2 µL を加え、全量が 20 µL となるように DEPC 処理⽔を加えて反応

液を調整した。反応には T100TM サーマルサイクラー（Bio-Rad Laboratories, 

Richmond, CA, US）を⽤い、37℃で 30 分間インキュベートした。反応後はTRIzol® 

Reagent を 100 µL 加え、３）−１．と同様の⼿順で total RNA の再抽出を⾏い、精

製 total RNA を得た。ただし、液量はすべて 10 分の 1 とした。逆転写反応に供する

まで−40℃で保存した。 

 

（３）cDNA の作製 

精製した total RNA を High Capacity RNA-to-cDNA Kit（Applied Biosystems, 

Foster City, CA, US）を⽤いて、添付プロトコールに従って以下の⼿順で逆転写反応

させ、cDNA を作製した。まず、サンプルの上清を除去した後、RNA ペレットを半

透明になるまで⾵乾させ、10 µL の DEPC 処理⽔に溶解した。次に、total RNA の

濃度を NanoDrop 2000c 分光光度計を⽤いて 260 nm の吸光度にて計測した。total 

RNA 2 µg に対し 2×RT Buffer 10 µL、20×Enzyme Mix 1 µL を加え、全量 20 µL

となるように DEPC 処理⽔を加えて反応液を調整し、T100TMサーマルサイクラー

を⽤い、37℃で 60 分間、95℃で 5 分間反応させた。反応後のサンプルは real-time 

PCR 法に供するまで−40℃で保存した。 

 

（４）プライマー設計 

本実験で使⽤したプライマーの塩基配列とその増幅産物⻑は表 1−2 に⽰した。vWF、

VEGF、glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）および ribosomal 
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protein L19（RPL19）の塩基配列はそれぞれ先⾏研究を参考に設計した[Chi et al., 

2011, Jais et al., 2011, Pessina et al., 2012]。endoglin および VEGFR2 プライマー設

計 ソ フ ト ウ ェ ア で あ る Primer 3 Plus （ http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi）を⽤いて設計した。 

 

（５）real-time PCR 

Power SYBR® Green PCR Master Mix（Applied Biosystems）を⽤いたインターカレ

ーター法にて、以下の⼿順で real-time PCR を⾏った。各サンプルは Duplicate で測

定した。添付プロトコールに従って、real-time PCR ⽤ 96 ⽳プレート（Sorenson 

BioScience, Salt Lake City, Utah, USA）に、DEPC 滅菌処理⽔で 150 倍に希釈した逆

転写反応産物 5 µL、Power SYBR Green PCR Master Mix (2×) 25 µL、0.4 µM 

Forward/Reverse プライマー2µL、Nuclease-free water 16µL を加え、1well あたり全

量が 25 µL になるように Duplicate した。real-time PCR には Step One Plus リアル

タイム PCR システム（Applied Biosystems）を使⽤し、95℃10 分間反応後、95℃15

秒、60℃60 秒を 40 サイクル反応させた。さらに、⽬的の PCR が特異的に⾏われて

いることを melting curve 解析にて確認した。解析は検量線を⽤いた相対定量法によ

って⾏い、ハウスキーピング遺伝⼦は Bestkeeper ソフトウェアを⽤いてピアソン相

関係数（r）を算出することで GAPDH と RPL19 のうち発現量が最も安定している

ものに決定した。 

 

４. 統計解析 

MVD、⾎管内⽪マーカーと⾎管新⽣関連因⼦の mRNA 発現量および PCNA 陽性

⾎管率の相関性はいずれもスピアマンの順位相関係数を⽤いて分析し、P < 0.05 を

有意差ありとし、相関係数の基準は＜0.2：poor、0.2〜0.4：fair、0.4〜0.6：



 19 

moderate、0.6〜0.8：strong、0.8〜1.0：very strong とした。組織サンプルと FNA

サンプルの mRNA 発現量の⼀致性については、Bland-Altman 分析およびスピアマ

ンの順位相関係数を⽤いた。すべての統計解析は GraphPad Prism® program

（version 8.0；GraphPad Software, Inc., San Diego, California, USA）を⽤いて実施

した。 
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３. 結 果 

 

１. 抗 vWF 抗体による免疫組織化学 

すべての組織において⾎管内⽪細胞は抗 vWF 抗体に陽性を⽰した（図 1−2）。ま

た、リンパ管内⽪細胞、⽑細⾎管細胞、肝臓の類洞様内⽪細胞は抗 vWF 抗体に弱陽

性を⽰した。起源の特定できない⾁腫の腫瘍細胞は抗 vWF 抗体に対して陰性であっ

たことから、⾎管内⽪細胞由来の腫瘍ではないことが⽰された。 

 

２. MVD、⾎管内⽪マーカーと⾎管新⽣関連因⼦の mRNA 発現量および PCNA 陽性

⾎管率の相関性 

Bestkeeper 解析の結果、GAPDH（r = 0.956, P = 0.001）は RPL19（r = 0.954, P 

= 0.001）に⽐べて安定した遺伝⼦であることが⽰された。そのため、各サンプルの

mRNA 発現量は GAPDH の mRNA 発現量で標準化した。MVD は vWF（P < 0.05, 

Rs = 0.364；図 1−3a）および VEGFR2（P < 0.01, Rs = 0.288,；図 1−3c）の mRNA

発現量と弱い正の相関を⽰し、endoglin の mRNA 発現量と中等度の正の相関を⽰し

た（P < 0.01, Rs = 0.472；図 1−3b）。MVD と VEGF の mRNA 発現量の間には相関

性は認められなかった（P = 0.467；図 1−3d）。vWF と endoglin の mRNA 発現量は

中等度の正の相関を⽰した（P < 0.01, Rs = 0.467；図 1−4）。VEGFR2 の mRNA 発

現量は vWF の mRNA 発現量と中等度の正の相関を⽰し（P < 0.01, Rs = 0.512；図 1

−5a）、endoglin の mRNA 発現量と強い正の相関を⽰した（P < 0.01, Rs = 0.649；図

1−5b）。VEGF の mRNA 発現量は vWF（P = 0.419；図 1−5c）および endoglin（P 

= 0.065；図 1−5d）の mRNA 発現量のいずれとも相関しなかった。PCNA 陽性⾎管

率は vWF（P = 0.066；図 1−6a）および endoglin P = 0.124；図 1−6b）の mRNA

発現量のいずれとも相関しなかった。 



 21 

３. 組織サンプルと FNA サンプルの mRNA 発現量の相関性および⼀致度 

 組織サンプルと FNA サンプル間における endoglin および VEGFR2 の mRNA 発現

量の相関性と⼀致性を解析した。2 種類のサンプル間で endoglin の mRNA 発現量は

強い正の相関を⽰し（P < 0.01, Rs = 0.690；図 1−7a）、VEGFR2 の mRNA 発現量は

とても強い正の相関を⽰した（P < 0.01, Rs = 0.881；図 1−7b）。endoglin の mRNA

発現量について、⽐例誤差が認められたが有意ではなかった（P = 0.879）。endoglin

の mRNA 発現量の bias は 0.453 であり、許容範囲（limit of agreement; LOA)上限は

2.26（mean + 1.96 SD）、LOA 下限は-1.35（mean - 1.96 SD）であった（図 1−8a）。

VEGFR2 の mRNA 発現量について、系統誤差は認められなかった。VEGFR2 の mRNA

発現量の bias は 5.28 であり、LOA 上限は 31.2（mean + 1.96 SD）、LOA 下限は-20.6

（mean - 1.96 SD）であった（図 1−8b）。endoglin で 10%（2/20）、VEGFR2 で 5%

（1/20）のサンプルが LOA 上限を超えた。 
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４. 考 察 

 

イヌの腫瘍において vWF および endoglin の mRNA の定量により低侵襲で繰り返

し可能な⾎管新⽣評価が可能であることを明らかにした。さらに、endoglin の mRNA

発現量は vWF の mRNA 発現量よりも⾎管新⽣評価に有⽤である可能性を⽰した。 

⾎管新⽣評価のツールとしての vWF の mRNA の定量の客観性や正確性について

は、ヒトにおける報告からも裏付けられる[Zanetta et al., 2000]。同研究では、VEGF

や線維芽細胞成⻑因⼦-2 が⾎管内⽪マーカーの蛋⽩質量だけでなく mRNA 発現量の

増加も誘導することが⽰されており、さらにヒトの直腸がんの組織において⾎管内⽪

マーカーの mRNA 発現量が MVD よりも正確に⾎管新⽣を評価している可能性が⽰

唆されている。このように、ヒトにおいては⾎管内⽪マーカーの mRNA の定量によ

る⾎管新⽣評価法の可能性について報告されている。獣医療においては⾎管内⽪マー

カーの mRNA 発現量と MVD の相関性について⾔及した報告は著者の知る限り本研

究が初めてであり、イヌの腫瘍においても⾎管内⽪マーカーの mRNA の定量により

⾎管新⽣評価が可能であることが⽰された。 

イヌの腫瘍における endoglin に関する研究では、endoglin のタンパク質発現につ

いての報告は少数あるものの[Fonsatti et al., 2000, Fosmire et al., 2004]、mRNA 発現

量についての報告は著者の知る限り本研究が初めてである。本研究において、vWF に

⽐べて endoglin の mRNA 発現量の⽅が MVD や VEGFR2 の mRNA 発現量と強く相

関していたことから、イヌ腫瘍において endoglin が転写レベルで調節されている可

能性が⽰され、さらに活性化内⽪マーカーとして有⽤である可能性が考えられた。 

しかしながら、本研究では PCNA 陽性⾎管率と endoglin の間に相関性は認められ

なかった。ヒトの気管⽀がんにおいても、endoglin のタンパク質発現と PCNA 陽性

⾎管率を⽐較して同様の結果が報告されている[Miller et al., 1999]。この原因の⼀つ
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として、PCNA の⽣物学的半減期が考えられる。組織内での PCNA 蛋⽩質の半減期

が少なくとも 20 時間以上であるため、細胞周期が終わった細胞内の核内にも PCNA

蛋⽩質が発現していることが分かっている[Scott et al., 1991]。また、増殖因⼦や DNA

の損傷に対する反応として細胞周期にない状態でも PCNA 発現が誘導されるといわ

れている[Bologna-Molina et al., 2013, Maga and Hubscher, 2003]。よって、本研究で

は増殖活性がないにも関わらず PCNA の発現が認められる核をもつ⾎管を PCNA 陽

性⾎管としてカウントしていた可能性が考えられた。PCNA 以外の細胞増殖マーカー

としては ki-67 が知られており、ki-67 は様々な腫瘍の増殖活性において PCNA より

も感度と特異度が⾼いと報告されている[Bologna-Molina et al., 2013, Oka et al., 

2011]。そのため、endoglin の⾎管新⽣評価としての有⽤性をさらに追求するために

は、ki-67 を⽤いた検討が必要であると考えられる。 

本研究では VEGF の mRNA 発現量と⾎管内⽪マーカーの mRNA 発現量の間に相

関性が認められなかったのに対し、VEGFR2 の mRNA 発現量と⾎管内⽪マーカーの

mRNA 発現量は正の相関を⽰した。ヒトの重度肺⾼⾎圧症の叢状病変における⾎管

内⽪細胞では VEGF および VEGFR2 が蛋⽩質レベルと mRNA レベルの両⽅で⾼発

現しているとの報告[Tuder et al., 2001]があり、これらの⾎管新⽣関連因⼦は転写レ

ベルで調節されていることが⽰されている。したがって、本研究においても VEGF や

VEGFR2 の mRNA 発現量はこれらのタンパク質量を反映していると考えられ、イヌ

の腫瘍において VEGF よりも VEGFR2 の発現が⾎管新⽣の調節に重要であることが

⽰唆された。 

本研究では VEGF および VEGFR2 の mRNA 発現量と MVD との間には相関性が

認められなかった。ヒトの⾷道がん、直腸がん、胃がんおよび乳がんでは、MVD と

VEGF や VEGFR2 が蛋⽩質レベルで正の相関を⽰しており[Du et al., 2003, Maeda et 

al., 1996, Takahashi et al., 1995, Toi et al., 1994]、⾮⼩細胞性肺がんでは VEGF の
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mRNA 発現量が MVD と正の相関を⽰すとの報告がある[Yuan et al., 2000]。イヌの

肥満細胞腫においても VEGF の蛋⽩質発現量が MVD を反映するとの報告があり

[Patruno et al., 2009]、VEGF や VEGFR2 が蛋⽩質および mRNA レベルで MVD と

相関していることが多くの研究で報告されている。⼀⽅で、本研究のようにヒトの卵

巣がんにおいて VEGF の蛋⽩質発現量と mRNA 発現量のいずれも MVD と相関が認

められなかった報告[Patruno et al., 2009]や、イヌの扁平上⽪癌と⽑包上⽪腫におい

て VEGF および VEGFR2 のタンパク発現量が MVD と相関していなかったという報

告[Al-Dissi et al., 2007]も存在している。このように VEGF や VEGFR2 の発現量と

MVD との相関性についての結果が異なる原因の１つとして、MVD の評価法の主観

的な側⾯が考えられる。本研究において MVD ではなく⾎管内⽪マーカーの mRNA

発現量が VEGFR2 の mRNA 発現量と正の相関を⽰したことからも、MVD よりも⾎

管内⽪マーカー の mRNA の定量の⽅が⾎管新⽣評価に正確である可能性が考えら

れた。 

ヒトの直腸がんにおいて endoglin は線維芽細胞に発現していたことが報告されて

おり[Paauwe et al., 2018]、様々なイヌの腫瘍では VEGFR2 が腫瘍細胞にも発現して

いることがわかっている[Al-Dissi et al., 2007, Rawlings et al., 2003, Restucci et al., 

2004]。したがって、本研究では⾎管内⽪細胞に発現している endoglin や VEGFR2 の

みを捉えることができていない可能性が考えられた。しかし、本研究における

endoglin や VEGFR2 の mRNA 発現量は MVD や vWF の mRNA 発現量などの他の

⾎管新⽣の指標と正の相関性を⽰していたことから、⾎管内⽪細胞以外に発現してい

るこれらの影響は⼩さいと考えられた。 

本研究において、臨床現場で⽣体に対して低侵襲で繰り返し可能な mRNA の採材

法として FNA を検討した。ヒトの甲状腺がんでは、FNA サンプル中のがん遺伝⼦の

mRNA 発現量の測定が良性と悪性に分類するのに有⽤であると報告されており[Jin et 
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al., 2011]、イヌの乳腺腫瘍においても針⽣検サンプル中の腫瘍マーカーの mRNA 発

現量が悪性度の判定に有⽤であることが⽰されている[Komatsu et al., 2012]。また、ヒ

トの⾮⼩細胞肺がんにおいて FNA により得られた programmed cell death 1 - ligand 

1（PD-L1）の mRNA 発現量と免疫組織化学による PD-L1 の発現量が⾼い⼀致度を

⽰したとの報告がある[Erber et al., 2017]。さらに、ヒトの腎臓においては FNA とコア

針⽣検サンプル中に含まれる遺伝⼦情報が⼀致していたことから、FNA による遺伝

⼦発現のモニターの可能性が報告されている[Eikrem et al., 2018]。このように、FNA

による採材サンプル中の遺伝⼦学的解析結果を臨床応⽤しようとする試みは複数の

研究でなされている。しかし、外科的に切除された腫瘍組織と FNA サンプルの mRNA

発現量の⼀致度を評価した報告は著者の知る限り本研究が初めてであり、本研究によ

り FNA により繰り返し⾎管新⽣評価ができる可能性が⽰された。 

しかし、FNA による⾎管新⽣評価を臨床応⽤するには注意するべき点が２つある。

まず１つに、本研究の結果からも⽰されているように、組織と FNA サンプルの mRNA

発現量は完全に⼀致するわけではない。したがって、繰り返し評価する際には⽤いる

サンプルを組織か FNA サンプルかのどちらかに統⼀する必要があると考えられる。

次に、腫瘍組織は均⼀な構造をとっているわけではないことに留意すべきである。例

えば、⾎管新⽣は腫瘍組織の辺縁部で盛んであることが知られており[Miller et al., 

1999]、組織中には壊死組織や炎症組織が含まれている可能性も考えられる。したが

って、様々な⽅向から⾓度を変えて複数回採材することで、サンプル中の構成細胞を

採材ごとに平均化させる必要がある。また、超⾳波ガイド下で明らかな壊死巣を回避

したり、採材したサンプルの細胞診を実施し構成細胞を確認したりすることで、安定

した採材が可能になると考えられる。 

本研究の制限として、サンプル数の少なさから腫瘍の種類ごとの統計解析を実施す

ることができなかった。腫瘍が発⽣した組織や悪性度によって⾎管内⽪マーカーや⾎
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管新⽣関連因⼦の相関性が異なる可能性も考えられるため、今後はサンプル数を増や

してさらなる検討が必要であると考えられる。 

以上のことから、本研究ではイヌの腫瘍において⾎管内⽪マーカーの mRNA の定

量による低侵襲で繰り返し可能な⾎管新⽣評価が可能であり、特に endoglin が⾎管

新⽣評価により有⽤である可能性が⽰された。今後は実際にトセラニブの治療効果と

⽐較していくことで治療効果判定法としての有⽤性を検討していく必要がある。 
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表１−１. 腫瘍の種類
発⽣組織 診断名 n 発⽣組織 診断名 n

肺 腺癌 2 膀胱 移⾏上⽪癌 1
組織球性⾁腫 1 起源の特定できない⾁腫 2

⼝腔 扁平上⽪癌 3 精巣 セルトリ細胞腫 1
棘細胞性エナメル上⽪腫 1 膣 線維腫 1
悪性⿊⾊腫 2 平滑筋腫 1
末梢性⻭原性線維腫 2 副腎 副腎⽪質腺癌 1
線維⾁腫 1 四肢 ⾻⾁腫 2
⾻⾁腫 1 未分化⾁腫 1

腸 神経内分泌腫瘍 1 ⽪下 肛⾨周囲腺腫 6
腺癌 3 ⽑包上⽪腫 1
消化管間質腫瘍 2 メラノサイトーマ 1

肝臓 肝細胞癌 6 肥満細胞腫 1
肝細胞腺腫 1 軟部組織⾁腫 1
組織球性⾁腫 2 乳腺 単純腺腫 1

腎臓 腎細胞癌 2 複合腺腫 8
脾臓 ⾎管⾁腫 3 混合腺腫 1

扁平上⽪癌 1
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表１−２. プライマー配列

遺伝⼦ アクセッション番号 ⽅向 塩基配列 (5ʼ-3ʼ) 増幅産物 (bp)

Forward CCC AGT GCT CCC AGA AGC CCT
Reverse TCG CCC CGT GGT GAA CCG AT
Forward TCC AAG CAA AAT GGC ACT CG
Reverse ATC AGT TTG GGG TTG AAG GC
Forward CAC TGA GGA GTT CAA CAT CAC
Reverse TGC TAT GCT GCA GGA AAC TC
Forward TCT TTT GGT GTC TTG CTC TGG
Reverse CTG GTG CCT TCT TTC AAT CG
Forward AGT ATG ATT CTA CCC ACG GCA AA
Reverse CAC AAC ATA CTC AGC ACC AGC AT
Forward CCA ATG AGA CCA ATG AAA TC
Reverse GCC CAT CTT TGA TCA GCT T

vWF NM_001002932 130

endoglin XM_005625330 122

XM_025435574.1

92

104

GAPDH NM_001003142.2 146

60RPL19 AY158223

VEGF

VEGFR2

XM_025418882.1
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図１−１. 抗vWF抗体および抗PCNA抗体による免疫⼆重
蛍光染⾊を施したイヌの悪性⿊⾊腫（bar; 40 !m）
核は⻘⾊、vWF陽性⾎管内⽪細胞は緑⾊、PCNA陽性核は
⾚⾊を呈した。⽮頭は⾎管内⽪細胞のPCNA陽性核を⽰す。
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図１−２. 抗vWF抗体による免疫組織化学を施したイヌの乳腺
腫瘍（bar; 40 !m）
対⽐染⾊はヘマトキシリン（⻘⾊）にて実施した。
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図１−３. MVDと(a)vWF（P < 0.05, Rs = 0.364）、(b)endoglin （P < 0.01, Rs = 
0.472）、(c)VEGFR2（ P < 0.05, Rs = 0.288）および(d)VEGF （P = 0.467）の
mRNA発現量の相関性
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図１−４. vWFおよびendoglinのmRNA発現量の相関性（P < 0.01, Rs = 0.467）
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図１−５. ⾎管新⽣関連因⼦と⾎管内⽪マーカーのmRNA発現量の相関性
(a)VEGFR2とvWF（P < 0.01, Rs = 0.512）(b)VEGFR2とendoglin（P < 0.01, Rs 
= 0.649）、(c)VEGFとvWF （P = 0.419）(d)VEGF とendoglin（P = 0.065）
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図１−６. PCNA陽性⾎管率と(a)vWF（P = 0.066）および(b)endoglin
（P = 0.124）のmRNA発現量の相関性
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図１−７. 組織サンプルとFNAサンプル間における(a)endoglin （P < 0.01, 
Rs = 0.690）および(b)VEGFR2 （P < 0.01, Rs = 0.881）のmRNA発現量
の相関性
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図１−８. 組織サンプルとFNAサンプル間における(a)endoglin および
(b)VEGFR2のmRNA発現量の⼀致性
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第２章 

イヌの上⽪系腫瘍と間葉系腫瘍における 
VEGF/VEGFR2 シグナル発現とその腫瘍細胞増殖との関連の⽐較 
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１. ⼩ 緒 

 

VEGF は⾎管新⽣に重要な役割を果たしている[Jakobsson et al., 2010, Santos et al., 

2007]。VEGF は⾎管内⽪細胞に発現する VEGFR2 に結合し、VEGFR2 をリン酸化

させることで VEGF/VEGFR2 シグナルを活性化させる[Jakobsson et al., 2010, Santos 

et al., 2007]。このシグナルを介した⾎管新⽣は腫瘍が酸素と栄養を獲得することを

可能にすることから、腫瘍の成⻑と進⾏に重要である[Folkman, 1971]。そのため、

VEGF/VEGFR2 シグナルは抗がん剤治療戦略である分⼦標的薬のターゲットとして

注⽬されている。 

VEGFR2 は⾎管内⽪細胞だけでなく腫瘍細胞にも発現していることが報告されて

いる[Devery et al., 2015, Hocker et al., 2017, Koltai et al., 2018, Liang et al., 2006, 

Masood et al., 2001, Walters et al., 2018]。ヒトでは腫瘍細胞が分泌する VEGF が⾃⾝

の VEGFR2 に作⽤しオートクリンループを形成することで腫瘍細胞の増殖に直接関

与していることが様々な腫瘍で報告されている[Adamcic et al., 2012, Aesoy et al., 

2008, Devery et al., 2015, Knizetova et al., 2008]。イヌにおいても⿐腔癌、乳腺腫瘍、

移⾏上⽪癌などの様々なイヌ腫瘍において腫瘍細胞に VEGFR2 の発現が認められて

いるが[Hocker et al., 2017, Koltai et al., 2018, Walters et al., 2018]、イヌの腫瘍細胞

における VEGFR2 の腫瘍細胞増殖への直接的な関与は未だ明らかとなっていない。 

VEGF/VEGFR2 シグナルを標的とした阻害剤は特に上⽪系腫瘍で効果が認められ

ている。ヒト医療においては VEGF/VEGFR2 シグナルを標的とした阻害剤が主に上

⽪系腫瘍の治療薬として FDA から承認されている。抗 VEGF モノクローナル抗体で

あるベバシズマブは⼤腸がん、⾮⼩細胞肺がん、⼦宮頸がん、卵巣がんの治療薬とし

て承認されており、VEGFR2 を標的の⼀つとするスニチニブとソラフェニブは腎細

胞癌や肝細胞癌の治療薬として承認されている。また、獣医療においてもイヌの間葉
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系腫瘍よりも上⽪系腫瘍において VEGFR2 阻害剤であるトセラニブの効果が⾼い傾

向にある[Choi et al., 2021, London et al., 2012, London et al., 2003]。これらのことか

ら、上⽪系腫瘍と間葉系腫瘍の間に VEGF/VEGFR2 シグナルに関してトセラニブの

治療効果に影響を及ぼしうる何らかの差異があると考えられるが、上⽪系腫瘍と間葉

系腫瘍における VEGF/VEGFR2 シグナルに関する⽐較検討についてはこれまでに報

告されていない。 

そこで本章では、イヌの上⽪系腫瘍と間葉系腫瘍における VEGF/VEGFR2 シグナ

ルの違いおよび腫瘍細胞の VEGFR2 と細胞増殖の関連を明らかにするために、まず

⾎管内⽪細胞における VEGFR2 の発現量、MVD、vWF および endoglin の mRNA レ

ベルを免疫組織化学と RT-qPCR を⽤いて⽐較検討した。次に、腫瘍細胞における

VEGF、VEGFR2 発現量および pVEGFR2 量を免疫組織化学により評価した。さらに、

VEGF、VEGFR2 発現量および pVEGFR2 量と ki-67 免疫染⾊による増殖指数（PI）

の相関、さらに⾎管新⽣と PI の関連も評価した。 
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２. 材料と⽅法 

 

１. 症例および検体 

2017 年から 2021 年までに岩⼿⼤学動物病院にて外科的切除により腫瘍を摘出さ

れた様々な種類の腫瘍罹患⽝ 50 頭を対象とした。⽝種、年齢、性別などの⼀般的な

情報はカルテから収集した。50 頭のイヌから上⽪系腫瘍 29 検体、間葉系腫瘍 21 検

体を得て、第１章と同様の⽅法で保存した。組織学的検索⽤の検体については第１

章と同様の⽅法で標本を作成し、H.E 染⾊を⾏い病理学的に診断した。各腫瘍の発

⽣組織と診断名は表 2−1 に⽰した。 

 

２. 免疫組織化学 

第１章と同様の⽅法で vWF、Ki-67、VEGF、VEGFR2 および pVEGFR2 につい

て免疫組織化学を⾏った。脱パラフィンおよび親⽔化の後、VEGFR2、pVEGFR2

および ki-67 においては次に⽰した⼿順で抗原賦活化処理を⾏った。VEGFR2 と

pVEGFR2 においては Proteinase K ×50（Dako) を室温、6 分間反応させた後、

PBS で 5 分間×3 回洗浄した。ki-67 においてはTarget Retrieval Solution (Dako) 中

でオートクレーブ処理を 120℃、20 分間⾏った。湿潤箱にて内因性ペルオキシダー

ゼのブロッキング試薬を室温、10 分間反応させた後、PBS で 5 分間×3 回洗浄し

た。⼀次抗体はウサギ抗ヒト vWF ポリクローナル抗体 (1：4000; ab6994, abcam)、

マウス抗 VEGF モノクローナル抗体 (1:100; Invitrogen, California, USA)、ウサギ抗

VEGFR2 ポリクローナル抗体 (1:100; ab2349, abcam)、ウサギ抗 Phospho-VEGFR2

抗体 (1:250; MyBiosource [フィルジェン株式会社、愛知、⽇本])、マウス抗ヒト ki-

67 モノクローナル抗体 (1:150; Dako)を⽤いた。抗 vWF、Ki-67、VEGF および

VEGFR2 抗体のイヌに対する交差性は以前に報告されている[Angrimani et al., 2020, 
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Choi et al., 2016, Fratini et al., 2016, Furukawa et al., 2017, Rodrigues da Rosa Filho 

et al., 2021]。抗 pVEGFR2 抗体のイヌに対する交差性は本研究においてウェスタン

ブロット法を⽤いて証明した（図 2-1）。ネガティブコントロールには抗 VEGF 抗体

および抗 ki-67 抗体の代わりに正常マウス IgG 抗体 (Dako)、抗 vWF 抗体、抗

VEGFR2 抗体および抗 pVEGFR2 抗体の代わりに正常ウサギ IgG 抗体 (Cell 

Signaling Technology, Danvers, MA, USA) を⽤いた。 

 

３. 免疫組織化学による評価 

（１）MVD の評価 

 第１章と同様の⽅法で MVD を算出した。 

 

（２）VEGF、VEGFR2 および pVEGFR2 発現量の評価 

VEGF、VEGFR2 および pVEGFR2 発現量の評価は先⾏研究[Guan et al., 2019, 

Nishida et al., 2004, Yamamoto et al., 1997]の⽅法に準じて免疫反応スコア 

(Immunoreactivity score; IRS)を⽤いて⾏なった。⾎管内⽪細胞における VEGFR2

発現量は染⾊強度を 0〜3 (0：染⾊反応なし、1：弱い、2：中程度、3：強い) にス

コアリングし IRS とした。腫瘍細胞における VEGF、VEGFR2、pVEGFR2 発現量

は陽性細胞率を 1〜4 (1：≦10%、2：11〜50%、3：51〜80%、4：81〜100%)、染

⾊強度を 0〜3 (0：染⾊反応なし、1：弱い、2：中程度、3：強い) にスコアリング

し、その積 0〜12 を IRS とした。 

 

（３）増殖指数（PI）の評価 

PI の評価は先⾏研究の⽅法[Swiderska et al., 2015]に準じて以下の⽅法で⾏っ

た。光学顕微鏡下で低倍率 (×40) にて ki-67 陽性細胞の多い領域 (hot spot) を探
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し、hot spot における⾼倍率 (×400) 5 視野でそれぞれ 200 個の腫瘍細胞数を数

え、腫瘍細胞 1000 個に対する ki-67 陽性細胞数の割合を算出した。 

 

４. real-time PCR 

 第１章と同様の⽅法で total RNA 抽出および DNase 処理を実施し、得られた

cDNA を real-time PCR により増幅させた。酵素は QuantiNovaTM SYBR® Green 

PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany)を⽤いた。1 × SYBR Green PCR Master Mix、

0.4 µM Forward/Reverse プライマー、逆転写反応産物（2.5 µL）、1 × QN ROX 

Reference Dye、および Nuclease-free water（up to 25 µL）を混合して反応液を調製

し、Step One Plus リアルタイム PCR システム (Applied Biosystems) を使⽤して

95℃10 分間反応後、95℃15 秒間、60℃60 秒間を 40 サイクル反応させた。本実験

で使⽤したプライマーの塩基配列とその増幅産物⻑は表 2−2 に⽰した。vWF、

endoglin、GAPDH、 ribosomal protein S18 (RPS18)および ribosomal protein L32 

(RPL32)の塩基配列はそれぞれ先⾏研究を参考に設計した[Chi et al., 2011, Jais et al., 

2011, Kimura et al., 2021, Okabayashi et al., 2019, Peters et al., 2007]。Bestkeeper ソ

フトウェアを⽤いて GAPDH、RPS18、RPL32 のピアソン相関係数（r）を算出

し、発現量の安定したハウスキーピング遺伝⼦を決定した。 

 

５. 統計解析 

上⽪系および間葉系腫瘍の間のイヌの⼀般的な特徴の差において、量的変数につ

いては Mann-Whitney の U 検定、カテゴリー変数については Fisher の正確検定を

⽤いて⽐較した。タンパク質発現量、MVD および⾎管内⽪マーカーの mRNA 発現

量の有意差の有無については Mann-Whitney の U 検定を⽤いて分析した。また、タ

ンパク質発現量と PI との相関性についてはスピアマンの順位相関係数を⽤いて分析
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し、相関係数の基準は＜0.2：poor、0.2〜0.4：fair、0.4〜0.6：moderate、0.6〜

0.8：strong、0.8〜1.0：very strong とした。すべての統計解析は GraphPad Prism® 

program（version 8.0；GraphPad Software, Inc.）を⽤いて実施し、いずれも P < 

0.05 を有意差ありとした。 
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３. 結 果 

 

１. 症例情報 

上⽪系グループは、雄 12 頭（未去勢 6 頭、去勢 6 頭）、雌 17 頭（未避妊 1 頭、避

妊 16 例）、年齢中央値 11 歳（5-14 歳）であった。間葉系グループは、雄 10 頭（未

去勢 4 頭、去勢 6 頭）、雌 11 頭（未避妊 5 頭、避妊 6 頭）であり、年齢の中央値は

10 歳（範囲 6-14 歳）であった。両群グループ間においてこれらの特徴に統計学的な

差はなかった。症例の⼀般的な特徴や各腫瘍の IRS を表 2-3 に⽰した。 

 

２. ⾎管内⽪細胞の VEGFR2 スコア、MVD、vWF および endoglin の mRNA 発現量 

⾎管内⽪細胞は、抗 VEGFR2 抗体（図 2-2a）と抗 vWF 抗体（図 2-2c）に対して

陽性を⽰した。起源の特定できない⾁腫の腫瘍細胞は抗 vWF 抗体に対して陰性であ

り、⾎管内⽪細胞由来ではないことが⽰された。Bestkeeper 解析の結果、RPS18（r = 

0.985, P = 0.001）は GAPDH（r = 0.922, P = 0.001）および RPL32（r = 0.970, P = 

0.001）に⽐べて安定した遺伝⼦であることが⽰された。そのため、各サンプルの

mRNA 発現量は RPS18 の mRNA 発現量で標準化した。⾎管内⽪細胞の VEGFR2 ス

コア（P = 0.721；図 2-3a）、MVD（P = 0.536；図 2-3b）、vWF の mRNA 発現量（P 

= 0.905；図 2-3c）および endoglin の mRNA 発現量（P = 0.164；図 2-3d）は上⽪系

腫瘍と間葉系腫瘍の間で有意差はなかった。 

 

３. 腫瘍細胞における VEGF、VEGFR2 および pVEGFR2 スコア 

 VEGF は腫瘍細胞、線維芽細胞および内⽪細胞の細胞質に顆粒状に観察され、ほと

んどの腫瘍において間質細胞よりも腫瘍細胞で強い染⾊強度を⽰した（Fig.2-4a）。

VEGFR2 の染⾊強度は腫瘍細胞の核で強く、細胞質と細胞膜で中等度、そして間質細
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胞で弱かった（図 2-4c, d）。pVEGFR2 の染⾊強度は腫瘍細胞の膜および細胞質で強

くて間質細胞で弱く、染⾊部位は細胞膜に集中していた（図 2-4f, g）。間葉系腫瘍細

胞と⽐較して、上⽪系腫瘍細胞は有意に VEGF（P < 0.01；図 2-5a）、VEGFR2（P < 

0.01；図 2-5b）、pVEGFR2（P < 0.01；図 2-5c）のスコアが⾼かった。 

 

４. 腫瘍細胞の VEGF、VEGFR2 および pVEGFR2 スコアと PI の相関関係 

 VEGF スコアは、上⽪系腫瘍（P = 0.485；図 2-6a）、間葉系腫瘍（P = 0.166；図 2-

6b）ともに PI と相関が認められなかった。VEGFR2 スコアも上⽪系腫瘍（P = 0.895；

図 2-6c）、間葉系腫瘍（P = 0.485；図 2-6d）のいずれにおいても PI と相関がなかっ

た。 pVEGFR2 スコアは、上⽪系腫瘍では PI と中程度の正の相関があったが（P < 

0.01, Rs = 0.543；図 2-7a）、間葉系腫瘍では相関が認められなかった（P = 0.278；図

2-7b）。 

 

５. ⾎管新⽣の指標と PI の相関関係 

 上⽪系腫瘍において MVD と PI の間に相関性は認められなかった（P = 0.125；図

2-8a）のに対し、間葉系腫瘍ではそれらの間に中等度の正の相関性が認められた（P 

< 0.05, Rs = 0.540；図 2-8b）。vWF mRNA 発現量は上⽪系腫瘍（P = 0.171；図 2-

8c）および間葉系腫瘍（P = 0.670；図 2-8d）いずれにおいても PI と相関しなかった。

同様に、endoglin mRNA 発現量も上⽪系腫瘍（P = 0.178；図 2-8e）および間葉系腫

瘍（P = 0.515；図 2-8f）いずれにおいても PI と相関しなかった。 
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４. 考 察 

 

⾎管新⽣の程度や⾎管内⽪細胞における VEGFR2 の発現量は上⽪系腫瘍と間葉系

腫瘍で差は認められなかった。⼀⽅で、腫瘍細胞における VEGF、VEGFR2 発現量お

よび pVEGFR2 量は間葉系腫瘍よりも上⽪系腫瘍で⾼いことが⽰された。また、上⽪

系腫瘍では pVEGFR2 量、間葉系腫瘍では MVD が腫瘍細胞増殖と関連していた。 

VEGFR2 は VEGF と結合してリン酸化されると、細胞質および核に移動して⾃⾝

の転写を制御することが報告されている[Domingues et al., 2011]。また、ヒト臍帯静

脈内⽪細胞や様々な正常および腫瘍組織においても、VEGFR2 および pVEGFR2 が

細胞膜、細胞質および核に免疫組織化学的に検出されたことが報告されており

[Domingues et al., 2011, Stewart et al., 2003]、本研究における VEGFR2 および

pVEGFR2 の局在は、これらの過去の報告と⼀致していた。 

本研究において、腫瘍細胞における VEGF の発現は腫瘍の種類に関わらず認めら

れ、かつ、多くのイヌ腫瘍細胞において VEGFR2 がリン酸化していた。さらに、上

⽪系腫瘍では pVEGFR2 量と PI が相関していた。これらのことから、腫瘍細胞に発

現している VEGFR2 は⾃⾝が分泌した VEGF により刺激され、機能的に活性化して

いることが考えられた。腫瘍細胞における VEGF/VEGFR2 のオートクリンループは

ヒトの膠芽腫[Knizetova et al., 2008]、乳腺腫瘍[Aesoy et al., 2008]、⾮⼩細胞肺がん

[Devery et al., 2015] およびメラノーマ[Adamcic et al., 2012]など様々な腫瘍で報告

されている。イヌ腫瘍においても乳腺癌[Millanta et al., 2006]や扁平上⽪癌および⽑

包上⽪腫[Al-Dissi et al., 2007]において VEGF/VEGFR2 シグナルのオートクリンル

ープが⽰唆されているものの、これらの報告では VEGFR2 のリン酸化は評価してお

らず、その機能的活性については不明であった。本研究ではイヌ腫瘍細胞における

VEGFR2 のリン酸化を評価している点で、機能的な VEGF/VEGFR2 のオートクリン
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ループの存在を⽀持する新たな知⾒を得ることができた。 

VEGF および VEGFR2 の発現と腫瘍細胞増殖の関連については、複数のイヌの腫

瘍において過去に報告されている。扁平上⽪癌では VEGF および VEGFR2 のスコア

が PI と正の相関を⽰し、⽑包上⽪腫や乳腺癌では VEGF スコアが PI と正の相関を

⽰している[Al-Dissi et al., 2007, Al-Dissi et al., 2010]。著者の知る限り、本研究はイ

ヌの腫瘍における VEGFR2 のリン酸化と腫瘍細胞増殖の関連を⽰した初めての研究

である。本研究では、上⽪系腫瘍において pVEGFR2 量のみが腫瘍細胞増殖と相関し

ていたことから、イヌでは VEGF や VEGFR2 よりも pVEGFR2 量が腫瘍細胞増殖の

指標となりうること、また、上⽪系腫瘍において VEGF/VEGFR2 シグナルが腫瘍細

胞増殖に関与する可能性が⽰唆された。⼀⽅、間葉系腫瘍では PI は MVD と正の相

関を⽰し、腫瘍細胞の pVEGFR2 量とは相関が認められなかった。これらの結果は、

間葉系腫瘍細胞の増殖が新⽣⾎管からの酸素と栄養の供給に依存していることを⽰

唆している。しかし、⾎管内⽪マーカーの mRNA 発現量と PI との間には相関が認め

られなかったことから、解釈には注意が必要である。また、VEGF は細胞増殖以外に

も遊⾛や⽣存など多くの細胞機能に重要であることから[Ferrara et al., 2003]、間葉系

腫瘍細胞における VEGF/VEGFR2 シグナルはこのような他の機能にも関与している

可能性があると考えられる。 

本研究における制限として、サンプルの臨床的特徴がさまざまであった。特に良性

腫瘍と悪性腫瘍がランダムに含まれており、上⽪系腫瘍では悪性腫瘍のサンプル数が

明らかに多かった。悪性腫瘍では VEGF や VEGR2 の発現が⾼いことが報告されてお

り[Chen et al., 2000, Kopparapu et al., 2013]、実際、本研究でも悪性腫瘍は良性腫瘍

に⽐べて VEGF スコアが有意に⾼かった（データ未掲⽰）。しかし、悪性腫瘍では

pVEGFR2 スコアと PI に相関がなかったことから、上⽪と間葉系の違いが本研究の

結果に影響を与えたと考えられる。今後の研究では各腫瘍の数を増やし、臨床的特徴
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を統⼀していく必要がある。また、pVEGFR2 スコアの評価にホルマリン固定パラフ

ィン包埋（FFPE）サンプルを⽤いた。VEGFR2 のリン酸化状態は短時間で変化する

ため、ホルマリン固定の際に染⾊強度やパターンが本来の腫瘍組織での発現から⼈為

的に変化している可能性がある。ヒトのリンパ腫における FFPE サンプルを⽤いた

pVEGFR2 の評価が過去に報告されていること[28]や、本研究の結果で VEGFR2 ス

コアが別の⽣物学的指標と相関していたことを考慮すると、今回の結果は実際の値を

反映していたと考えられる｡しかし、凍結切⽚や凍結サンプルを⽤いたウエスタンブ

ロッティングなどの別の解析⽅法がより適切であったと考えられる。 

以上のことから、本研究においてイヌの上⽪系腫瘍では間葉系腫瘍と⽐較して

VEGF、VEGFR2 発現量および pVEGFR2 量が多く、さらに pVEGFR2 量が腫瘍細胞

増殖に関連していることが明らかとなった。これらの差異がトセラニブの治療効果に

影響を及ぼすかどうか、さらなる検討が必要である。 
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表２−１. 腫瘍の種類
上⽪系腫瘍
発⽣組織 診断名 n
肺 腺癌 3

扁平上⽪癌 1
副⿐腔 腺癌 1
⼝腔 扁平上⽪癌 2
唾液腺 扁平上⽪癌 1
腸 腺癌 4
肝臓 肝細胞癌 7
腎臓 腎細胞癌 3
前⽴腺 腺癌 1
⽪下 肛⾨周囲腺腫 4

⽑包上⽪腫 1
⽪脂腺癌 1

間葉系腫瘍 
発⽣組織 診断名 n
⼝腔 線維⾁腫 1
腸 消化管間質腫瘍 2
脾臓 間質腫瘍 2
腎臓 起源の特定できない⾁腫 1
膀胱 起源の特定できない⾁腫 1
膣 線維腫 1

平滑筋腫 1
⼦宮 平滑筋腫 2
腹腔 線維⾁腫 1
四肢 ⾻⾁腫 4

未分化⾁腫 1
⽪下 軟部組織⾁腫 3

⾎管周⽪腫 1
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表２−２. プライマー配列

遺伝⼦ アクセッション番号 ⽅向 塩基配列 (5ʼ-3ʼ) 増幅産物 (bp)

Forward CCC AGT GCT CCC AGA AGC CCT

Reverse TCG CCC CGT GGT GAA CCG AT

Forward TCC AAG CAA AAT GGC ACT CG

Reverse ATC AGT TTG GGG TTG AAG GC

Forward AGT ATG ATT CTA CCC ACG GCA AA

Reverse CAC AAC ATA CTC AGC ACC AGC AT

Forward ATA GCC TTT GCC ATC ACA GCA ATT A

Reverse TTG GTG AGA TCG ATG TCT GCT TTC

Forward TGG TTA CAG GAG CAA CAA GAA A

Reverse GCA CAT CAG CAG CAC TTC A

GAPDH NM_001003142.2 146

vWF NM_001002932 130

endoglin XM_005625330 122

86RPS18 NM_001048082.1

100RPL32 XM848016
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表２−３. 症例情報および腫瘍組織の免疫反応スコア（IRS）
上⽪系腫瘍

⾎管内⽪細胞
VEGFR2 VEGF VEGFR2 pVEGFR2

1 肺 腺癌 ミニチュア・シュナウザー 12 去勢雄 2 12 8 12

2 バーニーズ・マウンテン・ドッグ 8 去勢雄 2 12 8 12

3 雑種 11 避妊雌 1 9 9 8

4 扁平上⽪癌 バセット・ハウンド 9 避妊雌 2 12 8 8

5 副⿐腔 腺癌 ウェルシュ・コーギー・ペンブローク 12 避妊雌 1 8 8 12

6 ⼝腔 扁平上⽪癌 ボーダー・コリー 10 避妊雌 3 12 8 12

7 マルチーズ 11 避妊雌 2 12 12 12

8 唾液腺 扁平上⽪癌 トイ・プードル 10 避妊雌 1 12 9 12

9 腸 腺癌 雑種 13 去勢雄 3 4 8 12

10 ジャック・ラッセル・テリア 10 避妊雌 2 8 4 12

11 シー・ズー 9 未去勢雄 1 12 12 12

12 トイ・プードル 5 去勢雄 1 12 6 4

13 肝臓 肝細胞癌 パグ 11 避妊雌 1 12 12 8

14 ミニチュア・シュナウザー 12 未去勢雄 1 12 3 4

15 柴⽝ 11 未避妊雌 1 12 12 4

16 雑種 13 避妊雌 1 12 8 4

17 トイ・プードル 6 避妊雌 0 12 8 3

18 ペキニーズ 10 避妊雌 1 12 8 6

19 ウェルシュ・コーギー・ペンブローク 12 避妊雌 1 12 1 4

20 腎臓 腎細胞癌 ラブラドール・レトリーバー 8 未去勢雄 3 12 8 8

21 雑種 9 去勢雄 1 12 12 8

22 ポメラニアン 10 去勢雄 1 12 8 8

23 前⽴腺 腺癌 ミニチュア・ダックスフンド 11 避妊雌 3 12 8 12

24 ⽪下 肛⾨周囲腺腫 ミニチュア・シュナウザー 11 未去勢雄 3 12 12 8

25 トイ・プードル 10 未去勢雄 2 12 12 2

26 ミニチュア・ダックスフンド 12 避妊雌 2 12 12 8

27 雑種 11 未去勢雄 2 12 12 8
28 ⽑包上⽪腫 雑種 14 避妊雌 2 12 12 12
29 ⽪脂腺癌 ヨークシャー・テリア 14 避妊雌 0 12 2 4

間葉系腫瘍
⾎管内⽪細胞
VEGFR2 VEGF VEGFR2 pVEGFR2

30 ⼝腔 線維⾁腫 トイ・プードル 10 避妊雌 1 4 8 3

31 腸 消化管間質腫瘍 ゴールデン・レトリーバー 8 避妊雌 1 8 8 1

32 シベリアン・ハスキー 14 去勢雄 1 4 0 1

33 脾臓 間質腫瘍 ウェルシュ・コーギー・ペンブローク 9 避妊雌 1 3 2 4

34 チワワ 11 未避妊雌 3 1 2 2

35 腎臓
起源の特定できない
⾁腫

トイ・プードル 11 未去勢雄 3 6 4 1

36 膀胱
起源の特定できない
⾁腫

アメリカン・コッカー・スパニエル 10 去勢雄 2 9 8 3

37 膣 線維腫 トイ・プードル 13 避妊雌 2 12 4 0

38 平滑筋腫 キャバリア・キング・チャールズ・スパニエル 11 未避妊雌 2 4 8 3

39 ⼦宮 平滑筋腫 柴⽝ 11 未避妊雌 2 4 1 8

40 雑種 10 避妊雌 1 4 1 12

41 腹腔 線維⾁腫 バーニーズ・マウンテン・ドッグ 6 未去勢雄 1 4 4 6

42 四肢 ⾻⾁腫 秋⽥⽝ 13 未避妊雌 0 12 4 1

43 秋⽥⽝ 12 避妊雌 2 12 8 1

44 ボルゾイ 6 未去勢雄 0 8 8 8

45 ゴールデン・レトリーバー 9 去勢雄 1 8 2 1

46 未分化⾁腫 雑種 10 去勢雄 3 6 8 8

47 ⽪下 軟部組織⾁腫 ラブラドール・レトリーバー 7 去勢雄 0 8 0 0

48 雑種 8 避妊雌 3 6 6 6

49 ジャック・ラッセル・テリア 11 去勢雄 2 4 8 8

50 ⾎管周⽪腫 シェットランド・シープドッグ 11 未去勢雄 0 4 1 4

腫瘍細胞
No 発⽣組織 診断名 ⽝種 年齢 性別

発⽣組織No
腫瘍細胞⽝種 年齢 性別診断名
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Supplementary Fig. 1 A western blot showing the 
cross-reactivity of anti-phospho-vascular endothelial 
growth factor receptor 2 (VEGFR2) antibody to dogs 
in canine lung adenocarcinoma. Specific bands were 
detected at the expected molecular weight (~ 240 kDa).

図２−１. ウェスタンブロットによる抗pVEGFR2
抗体のイヌへの交差性の検証
検体にはイヌの肺腺癌を⽤いた。予想された分⼦
量（〜240 kDa）の位置に特異的なバンドが検出さ
れた。

＿
一
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図２−２. 抗VEGFR2抗体および抗vWF抗体による免疫組織化学を
施した腫瘍組織 (a) 肛⾨周囲腺腫におけるVEGFR2発現（茶⾊、
IRS; 3）⾎管内⽪細胞と腫瘍細胞に陽性反応を呈した。⽮頭は
VEGFR2陽性⾎管内⽪細胞を⽰す。(b) (a)と同様の切⽚における
VEGFR2に対するネガティブコントロール (c) ⽪脂腺癌における
vWF発現（茶⾊） ⾎管内⽪細胞に陽性反応を呈した。対⽐染⾊は
ヘマトキシリン（⻘⾊）にて実施した。Bar = 40 μm
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図２−３. 上⽪系および間葉系腫瘍における(a) ⾎管内⽪細胞に
おけるVEGFR2スコア（P = 0.721）、(b) MVD（P = 0.536）、
(c) vWF mRNA発現量（P = 0.905）および(d) endoglin mRNA
発現量（P = 0.164）の⽐較
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図２−４. 抗VEGF抗体、抗VEGFR2抗体および抗pVEGFR2抗体による免疫組織
化学を施した腫瘍組織 (a) 肛⾨周囲腺腫におけるVEGF発現（茶⾊、IRS; 12）(b) 
(a)と同様の切⽚におけるVEGFに対するネガティブコントロール (c) 腸腺癌にお
けるVEGFR2発現（茶⾊、IRS; 12） (d) 腎臓の起源の特定できない⾁腫における
VEGFR2発現（茶⾊、IRS; 4） (e) (c)と同様の切⽚におけるVEGFR2に対するネ
ガティブコントロール (f) ⽑包上⽪腫におけるpVEGFR2発現（茶⾊、IRS; 12）
(g) 膀胱の起源の特定きでない⾁腫におけるpVEGFR2（茶⾊、IRS; 3） (h) (f)と
同様の切⽚におけるpVEGFR2に対するネガティブコントロール Bar = 40 μm
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図２−５. 上⽪系および間葉系腫瘍における腫瘍細胞の(a) VEGFスコア
（P < 0.01）、(b) VEGFR2スコア（P < 0.01）および(c) pVEGFR2スコ
ア（P < 0.01）の⽐較
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図２−６. VEGFおよびVEGFR2スコアとPIの相関性 (a)上⽪系（P = 0.485）およ
び(b)間葉系（P = 0.166）腫瘍におけるVEGFスコアとPIの相関性。(c)上⽪系
（P = 0.895）および(d)間葉系（P = 0.485）腫瘍におけるVEGFR2スコアとPIと
の相関性。
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図２−７. pVEGFR2スコアとPIの相関性 (a)上⽪系腫瘍（P < 0.01, Rs = 0.543) 
(b)間葉系腫瘍（P = 0.278）
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図２−８. ⾎管新⽣の指標とPIの相関性。(a,b) (a)上⽪系（P = 0.125）および
(b)間葉系（P < 0.05, Rs = 0.540) 腫瘍におけるMVDとPIの相関性。(c,d)上
⽪系（P = 0.171）および(d)間葉系（P = 0.670）腫瘍におけるvWF mRNA発
現量とPIの相関性。(e,f)上⽪系（P = 0.178）および(d)間葉系（P = 0.515）
腫瘍におけるendoglin mRNA発現量とPIの相関性。
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第３章 

イヌ乳腺腫瘍細胞株における VEGFR2 のリン酸化が 
細胞増殖およびトセラニブの効果に与える影響の評価 
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１. ⼩ 緒 

 

トセラニブ（パラディア®、Zoetis）はイヌの肥満細胞腫の治療薬として 2013 年に

FDA によって承認された分⼦標的薬である。トセラニブはTKI であり、KIT、PDGFR

および VEGFR2 のリン酸化を阻害する。そのうち、VEGFR2 は⾎管内⽪細胞に発現

し、⾎管新⽣に重要な役割を果たす[Jakobsson et al., 2010, Santos et al., 2007]。⾎管

新⽣は腫瘍が酸素と栄養を獲得することを可能にすることから、腫瘍の成⻑と進⾏に

重要である[Folkman, 1971]。そのため、トセラニブはその⾎管新⽣阻害効果を期待さ

れイヌの様々な腫瘍に対して適応外使⽤されている。近年、トセラニブの治療効果と

して腫瘍の種類ごとの臨床的有⽤率（CBR）が報告されてきており、London らの報

告によると、上⽪系腫瘍である肛⾨嚢腺癌、甲状腺癌、頭頸部癌および⿐腔癌の CBR

はそれぞれ 87.5%、80%、75%および 71.4%であったのに対し、間葉系腫瘍である転

移性⾻⾁腫、軟部組織⾁腫および⾎管⾁腫の CBR は 47.8%、50%および 0%と⽐較

的低い値であった[London et al., 2012, London et al., 2003]。さらに、Choi らはトセ

ラニブが間葉系腫瘍に⽐べて上⽪系腫瘍で良好な治療成績を⽰したことを報告して

いる[Choi et al., 2021]。これらの報告はトセラニブが上⽪系腫瘍により効果的である

可能性を⽰しているが、トセラニブの治療効果に影響を及ぼす因⼦は未だ不明である。 

VEGFR2 は⾎管内⽪細胞だけでなく腫瘍細胞にも発現していることが報告されて

おり[Devery et al., 2015, Hocker et al., 2017, Koltai et al., 2018, Liang et al., 2006, 

Masood et al., 2001, Walters et al., 2018]、ヒトにおいては⾮⼩細胞肺がん、乳癌、メ

ラノーマ、卵巣癌、膵臓癌などの腫瘍において VEGFR2 阻害剤が腫瘍細胞の VEGFR2

を阻害することで増殖抑制やアポトーシスを誘導することが⽰されている[Devery et 

al., 2015, Liang et al., 2006, Masood et al., 2001]。イヌにおいては⿐腔癌、乳腺腫瘍、

移⾏上⽪癌などの様々な腫瘍において腫瘍細胞に VEGFR2 が発現していることがす
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でに報告されており[Hocker et al., 2017, Koltai et al., 2018, Walters et al., 2018]、著

者は本研究の第２章においてイヌの上⽪系腫瘍では間葉系腫瘍に⽐べて VEGF、

VEGFR2 発現量および pVEGFR2 量が有意に⾼いこと、さらに VEGFR2 のリン酸化

と腫瘍細胞増殖が関連していることを明らかにしている。しかしながら、トセラニブ

が腫瘍細胞の VEGFR2 を直接標的としているかどうかは未だ不明である。また、in 

vitro においてイヌの⾻⾁腫[Sanchez-Cespedes et al., 2020]や乳腺腫瘍[Gattino et al., 

2018]の細胞株に対するトセラニブの効果を確認した報告があるが、それらの報告に

おけるトセラニブの濃度は治療中における⾎中濃度と⽐較して極めて⾼濃度であり、

臨床的にトセラニブを⽣体内に投与した際の腫瘍細胞への影響は議論の余地がある。 

そこで本研究では、「腫瘍細胞における VEGFR2 のリン酸化が腫瘍細胞増殖を促進

させ、この機序を阻害することがトセラニブの治療効果に影響している」と仮説を⽴

て、pVEGFR2 量の異なるイヌ乳腺腫瘍細胞株において増殖率やトセラニブによる⽣

細胞率への影響を⽐較解析することで仮説を検証した。 
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２. 材料と⽅法 

 

１. 細胞株 

7 つのイヌ乳腺腫瘍細胞株（CHM-p, CHM-m, CIP-p, CIP-m, CNM-p, CNM-m, 

CTB-p）を使⽤した。これらの細胞株は先⾏研究[Uyama et al., 2006]にて樹⽴され

ており、中川貴之博⼠（東京⼤学）より供与された。すべての細胞株は 10％ウシ胎

児⾎清 （FBS, Biowest, Nuaillé, France）および 1％ペニシリン-ストレプトマイシン

（ナカライテスク株式会社、京都、⽇本）を含む Dulbecco' modified Eagle Media

（ナカライテスク）中で 37℃、5 ％ CO2 の条件下で培養維持した。 

 

２. ウェスタンブロット 

 細胞株を 30,000 cells/well となるように 6 ⽳プレートに播種し、0.2%FBS を含む

培地中で 37℃、5 ％ CO2 の条件下で⼀晩培養した。FBS の濃度について、実験中

に FBS 中における VEGF などの増殖因⼦の存在が VEGFR2 のリン酸化や細胞増殖

に影響することを最⼩限にするため、以降の実験はすべて低濃度（0.2%)で実施し

た。⼀晩培養した後、Mammalian Lysis Buffer (Promega, Madison, WI, USA）およ

び Protease Inhibitor Cocktail, 50×（Promega）を⽤いて添付のプロトコールに従い

タンパク質を抽出し、Quick Start Bradford 1× Dye Reagent（Bio-Rad, California, 

USA）を⽤いて添付のプロトコールに従い、得られたタンパク質抽出液の濃度を測

定した。タンパク質抽出液と 4×Loading Buffer（組成：1 M Tris-HCl, pH 6.5; 1.5 

mL, 1M dithiothreitol; 3mL, sodium dodecyl sulfate; 0.6 g, bromophenol blue; 30mg, 

glycerol; 2.4 mL, water; up to 7.5mL）を混合し、各サンプルの総タンパク質量が等

量になるように調製した泳動サンプルを 95℃、5 分間加熱した。20 µg のタンパク

質を 10% Mini-PROTEAN TGX Gels（Bio-Rad）にロードし 150V で約 60 分間電
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気泳動した。次に、50V、8 時間もしくは 60V、4 時間の条件で PVDF メンブレン

（Merck Millipore, Massachusetts, USA)に転写し、PVDF メンブレンを PVDF 

Blocking Reagent for Can Get signal（東洋紡、⼤阪、⽇本）に浸して室温で 1 時間

振とうさせたのち、Tris-Buffered Saline with Tween-20（TBST; 150 mM NaCl, 20 

mM Tris, 0.05% Tween-20）で洗浄した。その後、PVDF メンブレンを Can Get 

Signal Solution 1（東洋紡）にて希釈した⼀次抗体液に浸して 4℃で⼀晩振とうさ

せ、TBST で洗浄したのち、Can Get Signal Solution 2（東洋紡）にて希釈した⼆次

抗体液に浸して室温で 1 時間振とうした。⼀次抗体はウサギ抗 Phospho-VEGFR2 抗

体(1:500; MyBiosource)およびマウス抗 β-actin モノクローナル抗体(1:100,000; 

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA）、⼆次抗体はヤギ抗ウサギ IgG 抗体

（HRP 標識）(Enzo Lifesciences, Farmingdale, NY, USA) およびヤギ抗マウス IgG

抗体（HRP 標識）（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）を使⽤した。TBST で洗浄

後、Ez-Capture MG (Atto、東京、⽇本)を使⽤してバンドを検出した。Image 

J[Rasband, 1997-2018]を⽤いてバンドを定量し、β-actin の値で補正することで

pVEGFR2 量を数値化した。測定は 3 回以上⾏い、それらの平均値を解析に⽤い

た。 

 

３. トセラニブ添加による pVEGFR2 量の評価 

２において pVEGFR2 の量が多かった CIP-m を 30,000 cells/well となるように 6

⽳プレートに播種し、0.2%FBS ± 250 nM トセラニブまたは 0.01%ジメチルスル

ホキシド（DMSO）を含む培地中で 37℃、5 ％ CO2 の条件下で⼀晩培養した。そ

の後、２の⼿順でタンパク質を抽出し、ウェスタンブロットにより pVEGFR2 量を

測定した。本実験は 3 回実施し、解析には各測定値の平均を⽤いた。 
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４. 細胞増殖試験 

（１）120 時間培養試験 

細胞株を 4,000 cells/well となるように 96 ⽳プレートに播種した。0.2%FBS を含

む培地中で 37℃、5％CO2 の条件下で 24 または 120 時間培養したのち、Cell 

Counting Kit-8（CCK-8; DOJINDO、熊本、⽇本）を使⽤し、添付のプロトコール

に従い 450 nm の吸光度を Infinite® 200 PRO F Plex（テカンジャパン株式会社、神

奈川、⽇本）により測定した。増殖率を次のように算出した。「増殖率 ＝ 培養 120

時間後の吸光度 ÷ 培養 24 時間後の吸光度 × 100」本実験は triplicate で 3 回ずつ

実施し、解析には各測定値の平均を⽤いた。 

 

（２）トセラニブ添加試験 

細胞株を 4,000 cells/well となるように 96 ⽳プレートに播種し、0.2%FBS を含む

培地中で 37℃、5％CO2 の条件下で⼀晩培養しプレートに接着させた。培養液を

0.2%FBS および 250 nM トセラニブまたはコントロールとして 0.01% DMSO を含

む新しい培養液に交換し、37℃、5％CO2 の条件下でさらに 48 時間培養した。CCK-

8（DOJINDO）を⽤いて 450 nm の吸光度を Infinite® 200 PRO F Plex（テカンジャ

パン株式会社）により測定した。本実験は triplicate で 3 回ずつ実施し、解析には各

測定値の平均を⽤いた。 

 

５. 統計解析 

 pVEGFR2 量と増殖率の相関性についてはスピアマンの順位相関係数を⽤いて分

析し、相関係数の基準は＜0.2：poor、0.2〜0.4：fair、0.4〜0.6：moderate、0.6〜

0.8：strong、0.8〜1.0：very strong とした。また、トセラニブ添加による

pVEGFR2 量の評価および細胞増殖試験の結果は Student の t 検定により分析した。
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すべての統計解析は GraphPad Prism® program（version 8.0；）を⽤いて実施し、

いずれも P < 0.05 を有意差ありとした。 
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３. 結 果 

 

１. 腫瘍細胞の pVEGFR2 量と細胞増殖率の相関関係 

 すべての細胞株において、予想される分⼦量約 240kDa の pVEGFR2 のバンドが認

められた（図 3-1）。pVEGFR2 量は細胞株によってさまざまであり、CIP-m および

CTB-p では顕著に多く、CNM-p および CNM-m では⽐較的少なかった（図 3-2）。

120 時間培養後の細胞増殖率は CHM-p、CHM-m、CIP-p、CIP-m、CNM-p、CNM-

m および CTB-p でそれぞれ 38.3、115.3、127.0、218.7、17.1、9.47 および 454.6%

であり、pVEGFR2 量の多かった CIP-m および CTB-p で顕著に⾼かった。pVEGFR2

量と細胞増殖率の間には強い正の相関が認められた（P < 0.05, Rs = 0.893；図 3-3）。 

 

２−２. トセラニブ添加による pVEGFR2 量の変化 

 トセラニブ添加により、CIP-m の pVEGFR2 量はコントロールと⽐較して有意に

減少した（P < 0.01；図 3-4） 

 

２−３. トセラニブ添加による⽣細胞率の変化 

 トセラニブ添加後の CHM-p、CHM-m、CIP-p、CIP-m、CNM-p、CNM-m およ

び CTB-p の⽣細胞率はそれぞれ 113.6、107.9、113.9、86.4、150.0、147.9、80.7%

であった（図 3-5）。pVEGFR2 量の多い CIP-m（P < 0.05）および CTB-p（P < 0.01）

は有意に⽣細胞率が減少したのに対し、pVEGFR2 量の少ない CNM-p（P < 0.05）お

よび CNM-m（P < 0.05）は有意に⽣細胞率が増加した。 
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４. 考 察 

 

イヌ乳腺腫瘍細胞において、pVEGFR2 量の多い腫瘍細胞は増殖能が⾼く、さらに

トセラニブが⾎中濃度と同程度の濃度で pVEGFR2 量の多い腫瘍細胞の⽣細胞率を

減少させることが明らかとなった。 

ヒトでは腫瘍細胞における VEGF/VEGFR2 シグナルが腫瘍細胞の増殖や⽣存に関

与していることが知られている。ヒトのメラノーマや⾮⼩細胞肺がんでは VEGFR2

をノックダウンした腫瘍細胞は増殖率が減少することが報告されており[Devery et 

al., 2015, Molhoek et al., 2008]、グリオーマ幹細胞様細胞では VEGFR2 ⾼発現の細胞

は VEGFR2 低発現の細胞よりも⽣存率が⾼いことが報告されている[Hamerlik et al., 

2012]。本研究では pVEGFR2 量と細胞増殖率が相関していたことから、これらの先

⾏研究と同様の結果が得られたと考えられた。また、添加等による外因性 VEGF の⾮

存在下においても腫瘍細胞の VEGFR2 のリン酸化が認められたことから、イヌ乳腺

腫瘍細胞が分泌した内因性 VEGF が⾃⾝の VEGFR2 を刺激するオートクリンループ

を形成し、腫瘍細胞増殖を促進している可能性が考えられた。さらに、第２章の in 

vivo で得られた pVEGFR2 量と PI の相関性を⽀持する結果であったことからも、イ

ヌ腫瘍細胞における VEGF/VEGFR2 シグナルはイヌの⽣体内腫瘍環境下において腫

瘍細胞増殖に重要であると考えられた。 

本研究では、in vitro において治療時における⾎中濃度と同程度の濃度のトセラニ

ブが腫瘍細胞の VEGFR2 のリン酸化と⽣細胞率を減少させることが明らかとなった。

このことから、臨床的にもトセラニブは⾎管内⽪細胞だけでなく腫瘍細胞にも作⽤し

ており、腫瘍細胞の増殖を直接抑制している可能性が⽰唆された。先⾏研究では

VEGFR2 阻害剤がヒト⾮⼩細胞肺がん細胞やイヌ乳腺腫瘍細胞のアポトーシスを誘

導することが報告されていることから[Devery et al., 2015, Lee et al., 2019, Pal et al., 
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2013]、本研究では増殖抑制だけでなくアポトーシスも誘導された可能性も考えられ

る。⼀⽅、異種移植マウスモデルにおいて、トセラニブはイヌ⾻⾁腫の増殖を抑制す

るものの、腫瘍細胞のアポトーシスは誘導されないことが報告されている[Sanchez-

Cespedes et al., 2020]。これらの知⾒は、VEGFR2 を標的とした腫瘍増殖抑制のメカ

ニズムが腫瘍の種類により異なる可能性を⽰唆している。本研究の in vivo での結果

において、PI と正の相関を⽰したのは上⽪系腫瘍では腫瘍細胞の pVEGFR2 スコア

であったのに対し、間葉性腫瘍では MVD であったこともこの可能性を⽀持しうる。

トセラニブによる腫瘍増殖抑制のメカニズムを解明するためには、さらなる研究が必

要である。 

本研究では、pVEGFR2 量が多い細胞株でのみトセラニブによる⽣細胞率の減少が

認められたことから、増殖機能が VEGF/VEGFR2 シグナルに強く依存する細胞では

トセラニブがより有効である可能性が⽰唆された。著者の知る限り、本研究はイヌの

腫瘍細胞における pVEGFR2 量とトセラニブの効果の関連を⽰した初めての研究で

ある。Gattino らは、VEGFR2 の mRNA の発現量が他の株よりも⾼いイヌ⾻⾁腫細

胞株では本研究と同程度の濃度のトセラニブで増殖抑制効果が認められたと報告し

ている[Gattino et al., 2018, Sanchez-Cespedes et al., 2020]。また、ヒトの⾮⼩細胞肺

がんでは VEGFR2 阻害剤が VEGFR2 を過剰発現している腫瘍細胞の増殖を抑制する

⼀⽅で正常ヒト気管⽀細胞の増殖は抑制しないことや[Pal et al., 2013]、ヒトのメラ

ノーマにおいて VEGF 中和抗体の細胞増殖抑制効果が VEGFR2 陽性腫瘍細胞で認め

られるが、VEGFR2 陰性細胞では認められないことが報告されている[Molhoek et al., 

2008]。さらに、VEGFR2 の発現量が多いヒト肝細胞癌細胞は in vitro において

VEGFR2 阻害剤がより効果的であることが⽰されている[Yang and Qin, 2018]。これ

らは腫瘍細胞の VEGFR2 の発現量が VEGF/VEGFR2 シグナル阻害による細胞増殖

抑制効果に強く影響していることを⽰しており、本研究の結果から、イヌの腫瘍細胞
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では pVEGFR2 量がトセラニブの VEGFR2 阻害による細胞増殖抑制効果に直接影響

していると考えられた。 

⼀⽅で、本研究において pVEGFR2 発現量と増殖能が顕著に低かった細胞株では、

トセラニブ添加により⽣細胞率の上昇が認められた。本研究では⽣細胞数の測定にお

いて WST 法を適⽤した。WST 法は還元発⾊試薬と⽣細胞数中のミトコンドリア内

脱⽔素酵素活性を利⽤して吸光度測定により細胞数を計測する⽅法で、MTT 法や

MTS 法と同様に細胞増殖評価に幅広く⽤いられている⼿法である[Gattino et al., 

2018, Kannan et al., 2010, Lin et al., 2017, Yu et al., 2012]。しかし、過去の研究にお

いて、細胞に対する薬剤の抗増殖活性や薬剤感受性の評価において同様の⼿法を使⽤

すると、薬剤誘導による細胞周期の停⽌に伴う細胞サイズ増⼤とそれに続くミトコン

ドリア量の増加により、ミトコンドリアによる還元活性が顕著に増加し、実際の細胞

数と乖離した結果が⽣じることが報告されている[Chan et al., 2013]。実際にイヌの前

⽴腺癌細胞においても、低濃度の薬剤添加で細胞数の減少と MTS 法による細胞⽣存

率の増加がともに観察されている[Klose et al., 2022]。したがって、本研究においても

⽣細胞率の増加が⾒られた細胞株ではトセラニブの効果が⼩さく、測定法による影響

が⼤きく出た可能性が考えられた。 

以上のことから、本研究においてトセラニブは⾎管新⽣だけでなくイヌの腫瘍細胞

にも直接作⽤しており、腫瘍細胞の VEGFR2 リン酸化阻害による腫瘍細胞増殖抑制

効果がトセラニブの治療効果に影響を与えている可能性を⽰した。さらなる研究によ

り、腫瘍細胞の pVEGFR2 量がトセラニブの治療効果予測因⼦となりうるかもしれな

い。 
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図３−１.各細胞株におけるpVEGFR2とβ-actinのタンパク質発現

pVEGFR2

β-actin

CHM-p CHM-m CIP-p CIP-m CNM-p CNM-m CTB-p
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図３−２. CHM-p、CHM-m、CIP-p、CIP-m、CNM-p、
CNM-mおよびCTB-pにおけるpVEGFR2量（相対値）
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図３−３. pVEGFR2量と細胞増殖率の相関性
P < 0.05, Rs = 0.893
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図３−４. CIP-mにおけるコントロールお

よびトセラニブ添加後のpVEGFR2量

C; コントロール, T; トセラニブ
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図３−５. 各細胞株におけるコントロールおよびトセラニブ添加後の⽣細胞率
C; コントロール, T; トセラニブ, *P < 0.05, **P < 0.01
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第４章 

イヌの上⽪系腫瘍と間葉系腫瘍における 
PDGFR のリン酸化とその腫瘍細胞増殖との関連の⽐較 
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１. ⼩ 緒 

 

PDGFRs（PDGFRαおよび PDGFRβ）は PDGF が結合することで⾃⼰リン酸化

し、様々なシグナルの活性化を促進する受容体型チロシンキナーゼである。腫瘍にお

ける PDGFRα と PDGFRβ の機能的な違いは明確ではないものの、いずれのシグナ

ル伝達も⾎管新⽣や腫瘍細胞の増殖および⽣存に重要であると報告されている

[Alvarez et al., 2006, Heldin and Westermark, 1999, Östman and Heldin, 2007]。いく

つかのヒトの腫瘍においては PDGFRα および PDGFRβ の発現が予後と負の相関

を⽰すことが報告されており[Henriksen et al., 1993, Kilvaer et al., 2014, Kubo et al., 

2008, Paulsson et al., 2009]、さらに PDGFRα および PDGFRβ の発現は PDGFR

を標的とした治療における良好な反応の予測に有⽤である可能性が⽰唆されている

[Dornbusch et al., 2013, Kusuda et al., 2013]。⼀⽅、イヌの腫瘍においては様々な種

類の腫瘍において腫瘍細胞および間質細胞における PDGFRs の発現が認められてい

るものの[Brown et al., 2012, Hocker et al., 2017, Maniscalco et al., 2013, Milovancev 

et al., 2016, Urie et al., 2012]、PDGFRs 発現と腫瘍の臨床的な関連についてはメラノ

ーマにおいて PDGFRs の発現が予後不良因⼦となる可能性が⽰唆されているのみで

あり[Iussich et al., 2017]、イヌの腫瘍細胞における PDGFRs の腫瘍の成⻑への直接

的な関与は不明である。 

獣医療における PDGFRs を標的とする抗がん剤としては、KIT および PDGFR や

VEGFR2 などの⾎管新⽣関連因⼦を標的とするTKIであるトセラニブが挙げられる。

トセラニブはイヌの様々な腫瘍に有効であることが⽰されており、間葉系腫瘍よりも

上⽪系腫瘍でその治療成績が⾼い傾向がある[Choi et al., 2021, London et al., 2012, 

London et al., 2003]。しかし、上⽪系腫瘍でより効果的であるメカニズムは不明であ

る。 
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著者は本研究の第２章および第３章において VEGF/VEGFR2 シグナルに着⽬し、

トセラニブの標的分⼦のリン酸化量の違いが治療効果に影響を与える可能性を⽰し

たことから、VEGFR2 以外の標的分⼦についても同様に検討する必要があると考え

られた。そこで本章では、イヌの上⽪系腫瘍と間葉系腫瘍における PDGFR のリン酸

化量の差異および PDGFR のリン酸化と腫瘍細胞増殖の関連を明らかにすることを

⽬的とし、イヌの様々な腫瘍において pPDGFRα および pPDGFRβ の量を上⽪系

腫瘍と間葉系腫瘍の間で⽐較し、さらに pPDGFRs の量と腫瘍細胞の PI との相関性

を解析した。 

  



 79 

２. 材料と⽅法 

 

１. 症例および検体 

第２章と同様の症例および検体を⽤いた。各腫瘍の発⽣組織と診断名は表２−1

の通りである。 

 

２. 免疫組織化学 

第２章・２と同様の⼿順で、酵素標識ポリマー法により pPDGFRαおよび

pPDGFRβについて免疫組織化学を⾏った。抗原賦活化処理は Proteinase K ×50

（Dako) を室温、6 分間反応させることで⾏い、⼀次抗体はウサギ抗 Phospho-

PDGFRαポリクローナル抗体 (1：50; AF8196, Affinity Biosciences, Ohio, USA)お

よびウサギ抗 Phospho-PDGFRβポリクローナル抗体 (1：50; AF4398, Affinity 

Biosciences)を⽤いた。抗 pPDGFRα抗体および抗 pPDGFRβ抗体のイヌに対する

交差性は本研究においてウェスタンブロット法を⽤いて証明した（図 4-1）。⼆次抗

体はヤギ抗ウサギ IgG 抗体（HRP 標識）（ab214880, abcam）を⽤い、室温で 30 分

間反応させた。 

 

３. 免疫組織化学による評価 

（１）pPDGFRαおよび pPDGFRβ量の評価 

腫瘍細胞における pPDGFRαおよび pPDGFRβ量は第２章・３（２）と同様の

⽅法で IRS を求め評価した。IRS の算出は⽇本獣医病理学専⾨家協会会員である佐

藤洋博⼠（岩⼿⼤学）の指導のもと実施した。 
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（３）増殖指数（PI）の評価 

PI は第２章・３（３）と同様の⽅法で ki-67 陽性細胞数の割合を評価した。 

 

４. 統計解析 

第２章・５と同様の解析法を⽤いた。すべての統計解析は GraphPad Prism® 

program（version 8.0）を⽤いて実施し、いずれも P < 0.05 を有意差ありとした。 
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３. 結 果 

 

１. 症例情報 

第２章の結果と同様である。症例の⼀般的な特徴や各腫瘍の IRS を表 4-1 に⽰し

た。 

 

２. 抗 pPDGFRα抗体および抗 pPDGFRβ抗体による免疫組織化学 

 pPDGFRαおよび pPDGFRβに陽性を⽰したすべての腫瘍組織において、

pPDGFRαおよび pPDGFRβは基本的に腫瘍細胞の細胞質に観察され、間質細胞に

も⽐較的弱い染⾊強度を⽰した。この所⾒に加え、pPDGFRαスコアが 8 以上であっ

た腫瘍においては、pPDGFRαは腫瘍細胞の細胞膜に集中して局在している所⾒が観

察された。また、複数の腫瘍において pPDGFRβは腫瘍細胞の核内にも局在してい

る所⾒が観察された（図 4-2）。 

 

３. 腫瘍細胞の pPDGFRαおよび pPDGFRβスコアと PI の相関関係 

間葉系腫瘍細胞と⽐較して、上⽪系腫瘍細胞は有意に pPDGFRα（P < 0.01；図 4-

3a）および pPDGFRβ（P < 0.05；図 4-3b）のスコアが⾼かった。pPDGFRαスコ

アは、上⽪系腫瘍（P = 0.272；図 4-4a）、間葉系腫瘍（P = 0.580；図 4-4b）ともに

PI と相関が認められなかった。pPDGFRβスコアも上⽪系腫瘍（P = 0.897；図 4-4c）、

間葉系腫瘍（P = 0.381；図 4-4d）のいずれにおいても PI と相関が認められなかっ

た。  
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４. 考 察 

 

pPDGFRα および pPDGFRβの量が間葉系腫瘍に⽐べて上⽪系腫瘍で多いことが

明らかとなった。また、pPDGFRαおよび pPDGFRβ量はいずれも腫瘍細胞増殖と

は関連していなかった。 

本研究ではイヌ腫瘍細胞における pPDGFRs 量を評価した。本研究の第２章におい

て腫瘍細胞増殖などの機能的な指標との関連の解析には標的分⼦のリン酸化量を評

価することが妥当であることが⽰されているだけでなく[Kimura et al., 2022]、イヌの

⼝腔線維⾁腫における他の先⾏研究においても、PDGFR 発現と腫瘍増殖の関連を検

討するうえでリン酸化の評価が未実施であったことが制限として述べられている

[Milovancev et al., 2016]。また、本研究は腫瘍細胞における PDGFR のトセラニブの

治療効果への関与を検討することを⽬的としていたことからも、実際の腫瘍組織内に

おける PDGFR の機能性やトセラニブが直接阻害するリン酸化を評価することが重

要であると考え、pPDGFRs 量の評価に着⽬した。 

イヌの腫瘍（扁平上⽪癌、⼝腔線維⾁腫、肛⾨嚢腺癌、甲状腺癌および⾻⾁腫）に

おける先⾏研究では PDGFRα と PDGFRβ はともに、主に腫瘍細胞の細胞質に発現

していることが報告されており[Maniscalco et al., 2013, Milovancev et al., 2016, 

Sozmen et al., 2021, Urie et al., 2012]、本研究における pPDGFRs の染⾊部位も主に

腫瘍細胞の細胞質であった。また、イヌの肛⾨嚢腺癌や⿐腔癌においては PDGFRβ

が特に間質で強発現しているとの報告もあり[Brown et al., 2012, Gramer et al., 2017]、

本研究でも複数の腫瘍組織において PDGFRβ が腫瘍細胞だけでなく間質でも⾼発

現する傾向が認められた。これらのことから、本研究では過去の報告と⽭盾のない結

果が得られたと考えられた。 

また、本研究では複数の腫瘍において pPDGFRαの腫瘍細胞の細胞膜における集
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中した局在や、pPDGFRβの腫瘍細胞の核内での局在も認められた。PDGFRs など

の受容体型チロシンキナーゼは本来膜タンパク質であるが、細胞内や核にも移⾏して

様々なシグナル伝達機能を発揮することが知られている[Schlessinger and Lemmon, 

2006]。イヌの扁平上⽪癌と肛⾨嚢腺癌においては PDGFRαが核内にも発現するこ

とが報告されているものの[Sozmen et al., 2021, Urie et al., 2012]、本研究において

pPDGFRαは核内に認められなかった。また、核内における PDGFRαの機能につい

ての報告は、ヒトとイヌのいずれにおいても著者の知る限り存在しない。これらのこ

とから、イヌの腫瘍細胞における核内の PDGFRαは腫瘍形成に必須ではない可能性

が推察された。⼀⽅で、核内における PDGFRβは細胞増殖を調節していることがヒ

トの⽪膚線維芽細胞において報告されており[Papadopoulos et al., 2018]、本研究の結

果から、イヌの腫瘍においても PDGFRβが腫瘍細胞の核内で何らかのシグナル伝達

を介している可能性が考えられた。よって、本研究では核内 pPDGFRβと PI との関

連は認められなかったものの、今後はサンプル数を増やして核内 pPDGFRβと腫瘍

細胞増殖の関連についても検討していく必要がある。また、本研究における腎細胞癌

ではすべてのサンプルで核内における pPDGFRβの⾼発現が観察されたことから、

イヌの腎細胞癌ではPDGFRβの核内移⾏メカニズムが腫瘍形成に関与している可能

性が推察された。 

本研究において、イヌの上⽪系腫瘍では間葉系腫瘍に⽐べて腫瘍細胞における

pPDGFRα および pPDGFRβ 量が多かった。また、⽤いたサンプルのうち、先⾏研

究でトセラニブの CBR が報告されている腫瘍において、その CBR と pPDGFRαお

よび pPDGFRβスコアを⽐較したところ、⼝腔扁平上⽪癌（n=2, CBR; 75%[London 

et al., 2012]）で pPDGFRα; 8 および pPDGFRβ; 11±2.1、⿐腔癌（n=1, CBR; 

71%[London et al., 2012]）で pPDGFRα; 4 および pPDGFRβ; 6、⾻⾁腫（n=4, 

CBR; 10[Kim et al., 2017]-47.8%[London et al., 2012]）で pPDGFRα; 2±1.9 およ
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び pPDGFRβ; 2±1.5 と、トセラニブの CBR が⾼い腫瘍では pPDGFRs のスコアが

⾼い傾向にあった。これらのことから、腫瘍細胞における pPDGFRs 量がトセラニブ

の治療効果に影響している可能性が⽰唆された。 

腫瘍における PDGFRα と PDGFRβ の機能について、それらの明確な違いは未だ

明らかとなっていないものの[Ehnman et al., 2013, Matei et al., 2006, Oseini and 

Roberts, 2009, Song et al., 2005, Tsutsumi et al., 2004]、ヒトでは⾎管新⽣や腫瘍細胞

の 増 殖 お よ び ⽣存など様々報告されてい る [Alvarez et al., 2006, Heldin and 

Westermark, 1999, Östman and Heldin, 2007]。PDGFRα はヒトの横紋筋⾁腫の腫瘍

細胞の⽣存と分化に関与していることや[Ehnman et al., 2013]、PDGFRβ はヒトの

膵臓癌や前⽴腺癌において間質で強く発現し、⾎管の形態形成や腫瘍細胞の転移に関

与していることが報告されている[Hagglof et al., 2010, Yuzawa et al., 2012]。著者の

知る限り、本研究はイヌの腫瘍細胞における pPDGFRs 量と腫瘍細胞増殖の関連につ

いて調査した初めての研究である。腫瘍細胞の pPDGFR および pPDGFRβ量は PI

と相関していなかったことから、イヌの腫瘍細胞における PDGFRs は腫瘍細胞増殖

促進機能を有していない可能性が⽰され、トセラニブの治療効果には腫瘍細胞におけ

る PDGFRs の細胞増殖以外の腫瘍成⻑に関わる機能が影響していると推察された。

細胞増殖以外の機能でそれを阻害することにより腫瘍の退縮が期待できるものとし

て、腫瘍細胞の⽣存維持が挙げられる。前述のとおり、実際にヒトの横紋筋⾁腫では

腫瘍細胞の PDGFRαが腫瘍細胞の⽣存に関与していることが報告されている。した

がって、今後はイヌの腫瘍細胞の PDGFRs が腫瘍細胞の⽣存維持に関する機能を有

している可能性、およびその機序の阻害がトセラニブの治療効果に影響する可能性に

ついて検討を⾏っていく必要があると考えられる。 

本研究の制限として、サンプルの臨床的特徴がさまざまであったことが挙げられる。

ヒトの腫瘍における PDGFRs の⾼発現は悪性腫瘍で多く報告されており[Henriksen 
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et al., 1993, Kilvaer et al., 2014, Kubo et al., 2008, Paulsson et al., 2009] 、ヒトの卵巣

腫瘍や膵臓腫瘍では良性腫瘍に⽐べて悪性腫瘍の⽅が PDGFRs の発現量が多いこと

が報告されていることから[Fjallskog et al., 2007, Henriksen et al., 1993]、本研究では

悪性腫瘍のサンプル数が結果に影響する可能性が懸念された。しかし、本研究におい

て上⽪系腫瘍と間葉系腫瘍の間で悪性と良性のサンプル数に統計学的な差はなかっ

た（P = 0.4539, カイ⼆乗検定）ことから、今回の結果は上⽪系腫瘍と間葉系腫瘍の

pPDGFRs 量の差が純粋に反映されていると考えられた。 

結論として、イヌの腫瘍細胞の pPDGFRs 量は間葉系腫瘍よりも上⽪系腫瘍で⾼い

ことが明らかとなった。腫瘍細胞の PDGFR のリン酸化と腫瘍細胞増殖の関連は認め

られなかったものの、pPDGFRs 量がトセラニブの治療効果に影響している可能性が

⽰唆されたため、今後は腫瘍細胞の PDGFR の機能およびそれに対するトセラニブの

作⽤について研究していく必要がある。 
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  表４−１. 症例情報および腫瘍組織の免疫反応スコア（IRS）
上⽪系腫瘍
No 発⽣組織 診断名 ⽝種 年齢 性別 pPDGFRα pPDGFRβ
1 肺 腺癌 ミニチュア・シュナウザー 12 去勢雄 2 0
2 バーニーズ・マウンテン・ドッグ 8 去勢雄 4 9
3 雑種 11 避妊雌 1 2
4 扁平上⽪癌 バセット・ハウンド 9 避妊雌 0 9
5 副⿐腔 腺癌 ウェルシュ・コーギー・ペンブローク 12 避妊雌 4 6
6 ⼝腔 扁平上⽪癌 ボーダー・コリー 10 避妊雌 8 12
7 マルチーズ 11 避妊雌 8 9
8 唾液腺 扁平上⽪癌 トイ・プードル 10 避妊雌 3 2
9 腸 腺癌 雑種 13 去勢雄 6 9

10 ジャック・ラッセル・テリア 10 避妊雌 1 0
11 シー・ズー 9 未去勢雄 1 2
12 トイ・プードル 5 去勢雄 0 9
13 肝臓 肝細胞癌 パグ 11 避妊雌 6 4
14 ミニチュア・シュナウザー 12 未去勢雄 1 6
15 柴⽝ 11 未避妊雌 0 0
16 雑種 13 避妊雌 0 12
17 トイ・プードル 6 避妊雌 2 4
18 ペキニーズ 10 避妊雌 0 2
19 ウェルシュ・コーギー・ペンブローク 12 避妊雌 0 1
20 腎臓 腎細胞癌 ラブラドール・レトリーバー 8 未去勢雄 0 9
21 雑種 9 去勢雄 0 9
22 ポメラニアン 10 去勢雄 2 9
23 前⽴腺 腺癌 ミニチュア・ダックスフンド 11 避妊雌 2 0
24 ⽪下 肛⾨周囲腺腫 ミニチュア・シュナウザー 11 未去勢雄 2 0
25 トイ・プードル 10 未去勢雄 4 0
26 ミニチュア・ダックスフンド 12 避妊雌 0 12
27 雑種 11 未去勢雄 2 0
28 ⽑包上⽪腫 雑種 14 避妊雌 1 0
29 ⽪脂腺癌 ヨークシャー・テリア 14 避妊雌 1 12

間葉系腫瘍
No 発⽣組織 診断名 ⽝種 年齢 性別 pPDGFRα pPDGFRβ
30 ⼝腔 線維⾁腫 トイ・プードル 10 避妊雌 0 1
31 腸 消化管間質腫瘍 ゴールデン・レトリーバー 8 避妊雌 0 0
32 シベリアン・ハスキー 14 去勢雄 0 0
33 脾臓 間質腫瘍 ウェルシュ・コーギー・ペンブローク 9 避妊雌 0 0
34 チワワ 11 未避妊雌 0 0

35 腎臓
起源の特定できない
⾁腫

トイ・プードル 11 未去勢雄 0 1

36 膀胱
起源の特定できない
⾁腫

アメリカン・コッカー・スパニエル 10 去勢雄 0 2

37 膣 線維腫 トイ・プードル 13 避妊雌 1 0
38 平滑筋腫 キャバリア・キング・チャールズ・スパニエル11 未避妊雌 2 0
39 ⼦宮 平滑筋腫 柴⽝ 11 未避妊雌 0 1
40 雑種 10 避妊雌 0 1
41 腹腔 線維⾁腫 バーニーズ・マウンテン・ドッグ 6 未去勢雄 0 0
42 四肢 ⾻⾁腫 秋⽥⽝ 13 未避妊雌 0 1
43 秋⽥⽝ 12 避妊雌 2 1
44 ボルゾイ 6 未去勢雄 0 4
45 ゴールデン・レトリーバー 9 去勢雄 0 1
46 未分化⾁腫 雑種 10 去勢雄 1 8
47 ⽪下 軟部組織⾁腫 ラブラドール・レトリーバー 7 去勢雄 0 6
48 雑種 8 避妊雌 0 0
49 ジャック・ラッセル・テリア 11 去勢雄 0 4
50 ⾎管周⽪腫 シェットランド・シープドッグ 11 未去勢雄 1 12
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図４−１. ウェスタンブロットによる抗pPDGFRα抗体および抗pPDGFRβ
抗体のイヌへの交差性の検証
検体にはイヌの肺腺癌を⽤いた。180-250 kDa付近に特異的なバンドが検出
された。
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図４−２. 抗pPDGFRα抗体 （a-c）および抗pPDGFRβ抗体（d-f）による免疫組織化学
を施した腫瘍組織 (a) 膀胱の起源の特定できない⾁腫におけるpPDGFRα発現（IRS; 0）
(b) 腸腺癌におけるpPDGFRα発現（IRS; 6） (c） 扁平上⽪癌におけるpPDGFRα発現
（IRS; 8） (d) ⾻⾁腫におけるpPDGFRβ発現（IRS; 1） (e) 腎細胞癌におけるpPDGFRβ
発現（IRS; 9） (f) 肛⾨周囲腺腫におけるpPDGFRβ発現（IRS; 12） 対⽐染⾊はヘマトキ
シリン（⻘⾊）にて実施した。Bar = 40 μm

pPDGF
R(3 
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図４−３. 上⽪系および間葉系腫瘍における(a) pPDGFRαスコア
（P < 0.01）および(b) pPDGFRβ（P < 0.05）の⽐較
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上皮 間葉

図４−４. pPDGFRαおよびpPDGFRβスコアとPIの相関性 (a)上⽪系（P = 
0.272）および(b)間葉系（P = 0.580）腫瘍におけるpPDGFRαスコアとPIの相関
性(c)上⽪系（P = 0.897）および(d)間葉系（P = 0.381）腫瘍における
pPDGFRβスコアとPIとの相関性
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近年イヌの抗がん治療において、分⼦標的療法が注⽬されている。トセラニブは獣

医療における代表的な分⼦標的薬であり、VEGFR2 や PDGFR の阻害による⾎管新

⽣阻害作⽤を期待して⽤いられている。その有効性は様々なイヌの腫瘍において確認

されているが、症例によって治療効果が⼤きく異なることがあり、治療効果予測因⼦

の解明が課題となっている。治療効果予測因⼦同定のためには治療効果と⽐較解析し

ていくことが必要であるが、現在治療効果判定は⽣存期間など⻑期を要する⽅法で⾏

われていることが研究の障壁となっている。ヒトの膠芽腫において⾎管新⽣阻害療法

により MVD が減少することから、⾎管新⽣阻害療法の治療効果判定に MVD の評価

が有⽤である可能性が⽰唆されているが、MVD の評価は⽣体に対して侵襲性の⾼い

採材法を必要とすることや、⼿技の観点で主観的評価であることから臨床現場で応⽤

することが難しい。そのため、MVD に代わる低侵襲で客観的な⾎管新⽣評価法の確

⽴が必要である。また、トセラニブはイヌの間葉系腫瘍よりも上⽪系腫瘍において効

果が⾼い傾向にあり、上⽪系腫瘍と間葉系腫瘍の間に VEGFR2 および PDGFR シグ

ナルに関してトセラニブの治療効果に影響を及ぼしうる何らかの差異があると考え

られる。しかし、イヌの上⽪系腫瘍と間葉系腫瘍における VEGFR2 および PDGFR

シグナルに関する⽐較検討を⾏った報告は今ところ存在しない。さらに、VEGFR2 や

PDGFR は従来それぞれ⾎管内⽪細胞や⾎管周⽪細胞に発現するとされていたが、腫

瘍細胞にも発現し、ヒトの腫瘍細胞⾃⾝の増殖や分化に関与することが報告されてい

る。イヌの腫瘍細胞でもそれらの分⼦の発現が認められているがその機能は不明であ

り、トセラニブが腫瘍細胞にも直接作⽤している可能性について検討する必要がある。

本研究ではトセラニブの治療効果予測因⼦解明のための基礎的研究として、臨床応⽤

可能な⾎管新⽣評価法の構築およびトセラニブの治療効果に影響を及ぼす因⼦を解

明することを⽬的とした。 

第１章では、イヌの腫瘍において臨床応⽤可能な治療効果判定法として⾎管内⽪マ
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ーカーの mRNA 定量による⾎管新⽣評価について検討した。免疫組織学的に算出し

た MVD と汎⾎管内⽪マーカーである vWF の mRNA 発現量の相関性を解析したと

ころ正の相関を⽰したことから、vWF の mRNA の定量により⾎管新⽣評価が可能で

あることが明らかとなった。また、ヒトで新⽣⾎管内⽪細胞に特異的に発現すると⾔

われている endoglin の mRNA 発現量は vWF の mRNA 発現量よりも MVD や

VEGFR2 の mRNA 発現量と強く相関していたことから、イヌの腫瘍においても

endoglin がより正確な⾎管新⽣評価に有⽤である可能性が⽰された。さらに、低侵襲

な採材法である FNA により得られたサンプルの mRNA 発現量は外科的に切除され

た腫瘍組織の mRNA 発現量と統計学的に⼀致していたことから、FNA により得られ

たサンプルを⽤いた⾎管新⽣評価が可能であることが⽰された。これらのことから、

本研究において⾎管内⽪マーカーの mRNA の定量による低侵襲で繰り返し可能な⾎

管新⽣評価が可能であることが⽰された。 

第２章では、イヌの上⽪系腫瘍と間葉系腫瘍における VEGF/VEGFR2 シグナルの

⽐較および腫瘍細胞の VEGFR2 と細胞増殖の関連について検討した。⾎管新⽣の指

標として第１章と同様に MVD や vWF および endoglin の mRNA 発現量、さらに⾎

管内⽪細胞における VEGFR2 スコアを免疫組織化学の染⾊強度により求めたが、い

ずれも上⽪系と間葉系腫瘍との間に差は認められなかった。次に腫瘍細胞の VEGF、

VEGFR2、pVEGFR2 スコアをその染⾊強度と染⾊率により求めたところ、いずれも

上⽪系腫瘍で⾼い結果となった。さらに増殖活性の指標である抗 ki-67 抗体を⽤いた

免疫組織化学による増殖指数は上⽪系腫瘍の pVEGFR2 スコアと正の相関を⽰した。

これらのことから、イヌの上⽪系腫瘍と間葉系腫瘍の間に⾎管新⽣に関する差はなか

ったが、上⽪系腫瘍では間葉系腫瘍と⽐較して VEGF、VEGFR2、pVEGFR2 の発現

量が多く、さらに pVEGFR2 量が腫瘍細胞増殖に関連していることが明らかとなっ

た。 
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第３章では、第２章をふまえて「腫瘍細胞における VEGFR2 のリン酸化が腫瘍細

胞増殖を促進させ、この機序を阻害することがトセラニブの治療効果に影響している」

と仮説を⽴てた。pVEGFR2 量の異なるイヌ乳腺腫瘍細胞株において増殖率やトセラ

ニブによる増殖抑制効果を⽐較解析したところ、pVEGFR2 量の多い腫瘍細胞は増殖

能が⾼く、さらにトセラニブが⾎中濃度と同程度の濃度で pVEGFR2 量の多い腫瘍細

胞の増殖を抑制することが明らかとなった。このことから、トセラニブは⾎管新⽣だ

けでなくイヌの腫瘍細胞にも直接作⽤しており、腫瘍細胞の VEGFR2 リン酸化阻害

による腫瘍細胞増殖抑制効果がトセラニブの治療効果に影響を与えている可能性が

⽰された。 

第４章では、第２・３章をふまえてイヌの上⽪系腫瘍と間葉系腫瘍における PDGFR

のリン酸化量の差異および PDGFR のリン酸化と腫瘍細胞増殖の関連について検討

した。第 2 章と同様に pPDGFRs 量を免疫組織化学により解析したところ、 pPDGFR

αおよび pPDGFRβスコアは上⽪系腫瘍で⾼かったものの、増殖指数との相関性は

いずれにおいても認められなかった。このことから、PDGFR もトセラニブの治療効

果に関与している可能性が⽰唆されたが、その作⽤機序についてはさらなる検討が必

要であると考えられた。 

本研究ではイヌの腫瘍において臨床現場で応⽤可能な新たな⾎管新⽣評価法を構

築し、さらにトセラニブが⾎管新⽣だけでなく腫瘍細胞にも作⽤しており、腫瘍細胞

への作⽤が治療効果に影響しうるという新たな知⾒を得ることができた。今後は本研

究で得られた知⾒を、トセラニブ投与症例を⽤いた臨床試験により検証していくこと

で、トセラニブの治療効果予測因⼦の解明に⼤きく貢献できると考えられる。 
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