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略語 

 

AFP; α-fetoprotein α-フェトプロテイン 

ALP; Alkaline phosphatase アルカリフォスファターゼ 

ALT; Alanine aminotransferase アラニンアミノトランスフェラーゼ 

Ang; Angiopoietin アンギオポイエチン 

AST; Aspartate aminotransferase アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ 

CT; Computed tomography コンピュータ断層撮影 

GGT; γ-glutamyl transpeptidase γ-グルタミルトランスフェラーゼ 

EGF; Epidermal growth factor 上皮細胞増殖因子 

EGFR; Epidermal growth factor receptor 上皮細胞増殖因子受容体 

GPC-3; Glypican-3 グリピカン-3 

HB-EGF; Heparin-binding EGF-like growth factor ヘパリン結合性 EGF様増殖因子 

HGF; Hepatocyte growth factor 肝細胞増殖因子 

ICG; Indocyanine green インドシアニングリーン 

IGF; Insulin-like growth factor インスリン様成長因子 

IGFR; Insulin-like growth factor receptor インスリン様成長因子受容体 

PDGF; Platelet-derived growth factor 血管壁細胞増殖因子 

PDGFR; Platelet-derived growth factor receptor 血管壁細胞増殖因子受容体 

TGF; Transforming growth factor 形質転換増殖因子 

VEGF; Vascular endothelial growth factor 血管内皮細胞増殖因子 

VEGFR; Vascular endothelial growth factor receptor 血管内皮細胞増殖因子受容体 
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犬の原発性肝臓腫瘍には肝細胞癌、肝細胞腺腫、胆管癌、胆管腺腫、肝カルチ

ノイド、原発性肉腫（血管肉腫や線維肉腫など）があり、その中でも肝細胞癌の

発生が最も多く報告されている[Patnaik et al. 1980, Trigo et al. 1982, Hammer et al. 

1995]。犬の肝細胞癌の多くは、単葉に孤立性の腫瘤病変を形成する場合が多い

[Patnaik et al. 1980]。そのため、肝細胞癌治療の第一選択は外科的切除であり、完

全切除が可能な場合は予後良好であると報告されている[Kosovsky et al. 1989, 

Liptak et al. 2004]。しかし、肝臓は非常に予備能力の高い臓器であるため、臨床症

状は病態が進行してからでないと発現しないことが多く、肝臓に腫瘤病変が確認

された時点では、腫瘍は巨大化していることが少なくない。また、後大静脈や門

脈、肝動脈など脈管系への癒着や圧迫、巻き込みなどが発生している場合もある。

したがって、肝臓腫瘍がより早期に発見できれば良好な予後につながるものと考

えられる。 

医学領域において、バイオマーカーによる肝細胞癌の早期発見、予後予測およ

び最適な治療薬の選択や薬剤の治療効果、副作用発現の有無などの判断を行って

いる。ヒトの肝細胞癌においても腫瘍マーカーが複数存在しており、なかでも腫

瘍胎児性蛋白質である α-フェトプロテイン(α-fetoprotein; AFP)は広く臨床応用さ

れている。AFPは肝細胞癌の早期診断に寄与するばかりでなく、生物学的悪性度

や予後予測の指標として意義が明らかにされている[Kobayashi et al. 1985, 

Lazarevich. 2000, Bartlett et al. 2011]。さらに、ヒトの cDNAマイクロアレイ解析デ

ータ[Okabe et al. 2001]を用いて肝細胞癌特異的に高発現する新規癌胎児抗原とし

てグリピカン-3(glypican-3; GPC-3)が同定された[Nakatsura et al. 2003]。GPC-3は正

常な肝細胞と比較して肝癌細胞に高発現しており、成人の正常組織にほとんど発



 3 

現していないことに加え、肝細胞癌患者の血清中では可溶性 GPC3が検出される

のに対して、健常人、慢性肝炎、その他の肝疾患では検出されないことから、新

たな腫瘍マーカーとして有用であることが示唆されている[Capurro et al. 2003, 

Nakatsura et al. 2003, Hippo et al. 2004, Nakatsura and Nishimura. 2005]。同様に、獣医

学領域においても、伴侶動物の高齢化に伴って腫瘍の罹患率が増えてきているた

め、犬においても腫瘍マーカーの確立が望まれている。現時点で、日常的に臨床

応用されている犬の肝臓腫瘍を検出するための腫瘍マーカーは確立されていない。

犬の肝細胞癌における AFPについてはいくつか報告されているものの[Lowseth et 

al. 1991, Yamada et al. 1999, Kitao et al. 2006]、その遺伝子発現については調べられ

ておらず、GPC-3についてもほとんど報告されていない。 

肝細胞癌に対する外科的切除を行う上で、癌の浸潤や広がりの術中評価は主に

肉眼所見に基づいているため、完全切除ができているか否かについては切除後の

病理組織学的検査を待たねばならない。医学領域では、術中超音波検査が臨床応

用され、癌の術中評価に役立つと言われているものの、病変の鑑別ができず、確

実性に劣るため、新たな術中診断法の確立が望まれていた。近年、インドシアニ

ングリーン（indocyanine green; ICG）の蛍光特性を利用した肝細胞癌の新たな同

定法が報告され[Gotoh et al. 2009, Ishizawa et al. 2009a, 2009b, 2010]、注目を集めて

いる。ICGは血液中の蛋白質と結合し、ほとんどが肝臓に取り込まれたのちに胆

汁中に排出され、腸肝循環や腎排泄されない特徴をもつ。さらに、760 nm前後の

励起光によって 830 nmにピークをもつ蛍光を発するという特性も有している

[Landsman et al. 1976, Mordon et al. 1998]。この蛍光は不可視である近赤外光で生体

内透過性が高く、近赤外光を観察するカメラ装置で観察可能である。この蛍光特
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性を利用した ICG蛍光法は、分化度の高い肝細胞癌では胆汁産生能を保持するも

のの胆汁排泄障害があること、癌周囲の肝実質も癌の圧排を受けて胆汁排泄障害

をきたす可能性があることから、手術前に ICGを静注することで肝細胞癌の内部

あるいは転移巣周囲の肝実質に滞留した ICGを蛍光法で抽出することによって、

術中診断が可能となることが報告されている[Gotoh et al. 2009, Ishizawa et al. 

2009a, 2009b, 2010]。しかし、犬における ICG蛍光法を利用した術中診断の有用性

については報告が見当たらず、検討がなされていない。 

さらに、近年の分子生物学の進歩により癌の生物学的特性が明らかになるにつ

れ、癌細胞に特有の分子を標的とした抗腫瘍薬の開発が進められている。癌の進

展、増殖にかかわるさまざまなシグナル伝達経路や遺伝子異常、腫瘍による血管

新生の機序などが明らかにされており、それらに基づく診断や分子標的治療薬な

どが開発されている。肝細胞癌においても外部情報の受容と伝達に関与する増殖

因子とレセプター、細胞内シグナル伝達や作用に関与する分子が同定され、これ

らを標的とした分子標的治療薬が注目されている[Shen et al. 2010, Cervello et al. 

2012]。現在、ヒトの肝細胞癌に対して唯一認可を受けた分子標的治療薬である

sorafenib (Nexavar
®
)の作用は、肝細胞における増殖シグナルとして主要な細胞内

シグナル伝達経路のひとつと考えられるRas-MAPKカスケードの重要なシグナル

伝達物質である Rafのセリン・スレオニンキナーゼ活性阻害に加え、c-Kit、

VEGFR-1, 2, 3や PDGFR-β などの受容体型チロシンキナーゼ活性阻害を標的とし

たマルチキナーゼ阻害薬である。臨床においては SHARP Trial [Llovet et al. 2008]、

Asia-Pacific Trial [Cheng et al. 2009]という 2つの二重盲検ランダム化比較試験によ

り sorafenibの生存期間延長効果が示され、本邦や欧米において進行性肝細胞癌に
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おける標準治療薬として確立されている。しかし、犬の肝細胞癌における分子生

物学的特徴については未だ不明である。 

 以上のことから、犬の肝細胞癌における診断と治療法について検討することを

目的として、第 1章では犬の肝細胞癌の回顧的解析を行い、臨床的特徴、腫瘍の

発生部位や外科手術手技、予後、生存期間などについて調べた。次いで、第 2章

では犬の肝臓腫瘤症例における AFPおよび GPC-3の遺伝子発現の定量解析、免

疫組織化学活性および血漿中濃度を測定して臨床的有用性を検討した。第 3章で

は犬の肝臓腫瘤症例に対して、ICG蛍光法を用いて腫瘤の摘出を行い、その臨床

的有用性について検討した。最後に、第 4章では肝細胞癌の分子標的と予想され

る血管新生因子、増殖因子およびレセプターの遺伝子発現を定量解析し、犬の肝

細胞癌における分子生物学的特徴について検討した。
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1. 緒言 

 

 犬の肝臓に腫瘤を形成する病態としては、肝臓腫瘍、結節性過形成、肝嚢胞、

肝膿瘍などが挙げられる。肝臓腫瘍は主に原発性と転移性に分類されるが、原発

性には肝細胞腺腫、肝細胞癌、胆管腺腫、胆管癌、肝カルチノイド、原発性肉腫

（血管肉腫、線維肉腫など）が含まれる。犬では、原発性肝臓腫瘍のうち肝細胞

癌の発生が最も多いと報告されている[Patnaik et al. 1980, Trigo et al. 1982]。 

 犬の肝臓腫瘍は孤立型、結節型、びまん型の 3つの形態に分けられ、孤立型で

は単一の肝葉に大きな腫瘤が形成され、結節型では複数の肝葉に多数の腫瘤が形

成されるのに対し、びまん型では複数の肝葉全域に腫瘍性細胞が浸潤するような

形態をとる[Patnaik et al. 1980]。犬の肝細胞癌は孤立型の形態をとり、単一の肝葉

に発生することが多いとされている[Patnaik et al. 1980]。したがって、外科的切除

が肝細胞癌治療の第一選択であり、完全切除できた場合には予後は比較的良好で

あると報告されている[Kosovsky et al. 1989, Liptak et al. 2004]。 

しかし、犬の肝臓腫瘍に関する報告は少なく、肝細胞癌に罹患した犬における

疫学について述べた報告も少ない。そこで、本研究では犬の肝細胞癌における臨

床的特徴や腫瘍の発生部位、予後などについて解析した。
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2. 材料と方法 

 

1) 症例 

 2002年7月から2013年7月に日本大学生物資源科学部附属動物病院に来院し、

腹部超音波検査あるいはコンピュータ断層撮影(Computed tomography; CT)検査に

よって検出された肝臓腫瘤に対し、外科的切除を行って病理組織学的に肝細胞癌

と診断された犬を対象とした。 

 

2) 方法 

 供試犬の医療記録から品種、性別、年齢、体重、臨床症状を調べた。全頭につ

いて、 血液検査、血液化学検査、胸部および腹部 X線検査、腹部超音波検査を

実施した。また、肝臓の病理組織学検査は腹腔鏡検査あるいは外科手術時に採材

したものを供試材料とした。さらに、肝細胞癌の発生部位、外科手術手技、予後

や生存期間などについて詳細に調査した。 

 

3) 統計学的解析 

年齢、体重、血液検査、血液化学検査に関しては中央値(範囲)で表わした。予

後について、生存曲線を Kaplan-Meier 法を用いて、生存期間の中央値を求めた。 
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3. 結果  

 

 対象となった犬は全部で71頭であった。犬種はシー・ズーが14頭(20%)と多く、

次いで雑種が 9頭(13%)、柴犬が 7頭(10%)、シェットランド・シープドッグ、ミ

ニチュア・ダックスフンドが各 6頭(8%)、ビーグルが 5頭(7%)、ヨークシャー・

テリアが 4頭(6%)、ゴールデン・レトリーバーが 3頭(4%)、シベリアン・ハスキ

ー、ジャック・ラッセル・テリア、チワワ、マルチーズ、ラブラドール・レトリ

ーバーが各 2頭(3%)、ジャーマン・シェパード、スタンダード・プードル、フラ

ット・コーテッド・レトリーバー、ポインター、ボーダー・コリー、ポメラニア

ン、ミニチュア・シュナウザーが各 1頭(1%)であった(表 1-1)。 

性別は避妊雌が 28頭(39%)、去勢雄が 23頭(32%)、雌が 12頭(17%)、雄が 8頭

(11%)と雌雄差は認められなかった。年齢の中央値は 11歳(範囲; 6-15歳)であり、

高齢での発生が多い傾向が認められた。体重の中央値は 9.3 kg(範囲; 2.25-30.1 kg)

であった。 

臨床症状は49頭(69%)で認められ、主な臨床症状として、食欲不振が23頭(32%)、

元気消失が 19頭(27%)、嘔吐が 17頭(24%)と多く認められ、下痢は 14頭(20%)、

腹囲膨満が 10頭(14%)、体重減少が 8頭(11%)であった(図 1-1)。その他の臨床症

状として、発作が 4頭(6%)、多飲多尿が 3頭(4%)、発熱、血尿、血便が各 2頭(3%)、

全身の脱毛、ふらつきが各 1頭(1%)で観察された。残りの 22頭(31%)では臨床症

状が認められず、健康診断時や他の疾患での来院時に肝臓腫瘤が発見された。 

 初診時に血液検査、血液化学検査および血液凝固検査を実施した(表 1-2)。血液

検査では、白血球数(WBC)の増加が 9頭(12.7%)、赤血球数(RBC)の低下が 18頭
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(25.4%)、ヘモグロビン濃度(Hb)の低下が 16頭(22.5%)、ヘマトクリット値(PCV)

の低下が 27頭(38%)で認められた。血小板の増加は 47頭(66.2%)、血小板の減少

は 9頭(12.7%)でそれぞれ認められた。血液化学検査では、血清アルカリフォスフ

ァターゼ濃度(alkaline phosphatase; ALP)の増加が 64頭(90.1%)、血清アラニンアミ

ノトランスフェラーゼ濃度(alanine aminotransferase; ALT)の増加が 40頭(58%)、血

清アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ濃度(aspartate aminotransferase; AST)

の増加が 40頭(57.1%)、血清 γ-グルタミルトランスフェラーゼ濃度(γ-glutamyl 

transpeptidase; GGT)の増加が 42頭(61.8%)で認められた。また、血清アルブミン濃

度(Alb)の低下は 2頭(2.8%)、血糖値(Glu)の低下は 8頭(11.8%)で認められ、血清総

ビリルビン濃度(TBil)に異常は認められず、肝機能の低下が認められた症例は少な

かった。さらに、血液凝固検査ではプロトロンビン時間(PT)の延長が 27頭(44.3%)、

活性化部分トロンボプラスチン時間(APTT)の延長が 16頭(26.2%)、血中フィブリ

ノーゲン濃度(Fib)の増加が 13頭(21.3%)、アンチトロンビン-III (AT-III)活性の増加

が 13頭(21%)で認められた。その他に、血清中フィブリノーゲン・フィブリン分

解産物濃度(FDP)の増加が 21頭(38.2%)、C反応性蛋白濃度(CRP)の増加が 34頭

(48.6%)で認められた。 

 腹部 X線検査、腹部超音波検査および CT検査にて肝臓腫瘤が検出され、全頭

で外科手術を実施した。また、手術時におけるその他の併発疾患として、胆嚢粘

液嚢腫が 4頭(6%)、副腎腫瘤が 3頭(4%)、胆嚢粘膜過形成、門脈体循環シャント、

インスリノーマが各 2頭(3%)、肝嚢胞、慢性肝炎が各 1頭(1%)で認められた。 

腫瘤の発生部位は外側左葉が 20頭(28%)、内側左葉が 11頭(15%)、方形葉が 7

頭(10%)、内側右葉が 14頭(20%)、外側右葉が 17頭(24%)、尾状葉尾状突起が 10
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頭(14%)、尾状葉乳頭突起が 5頭(7%)であった(表 1-3)。区域別では、左肝区域が

28頭(39%)、中央肝区域が 19頭(27%)、右肝区域が 25頭(35%)であった。単一の

大型腫瘤が形成される孤立型は 63頭(89%)で認められ、7頭(10%)では孤立型の病

変の他に、複数の肝葉に結節性の病変が認められたことから、結節型に分類され

た。また、残りの 1頭(1%)では全葉にわたって腫瘤性病変が認められことから、

びまん型に分類された。 

 外科的切除には、完全肝葉切除術が 48頭(68%)、部分肝葉除術が 18頭(25%)で

行われた。残りの 5頭(7%)では、外科的切除が不可能であったため、部分的にバ

イオプシーを実施した。切除した肝葉は1葉のみが44頭(62%)、2葉が21頭(30%)、

3葉が 1頭(1%)であった。 

 予後調査が可能であった 70症例について、術後生存期間の中央値は外科的切除

を行った 65頭では 770日であったのに対し、切除不可だった 5頭では 116日であ

った(図 1-2)。術中および術後における周術期の死亡は 8頭(12%)で認められた。

死因は大量の出血によって術中に死亡した症例が 1頭、術後 1日目に死亡した症

例が 2頭であった。残りの 5頭は入院中に死亡した。周術期を乗り越えた症例は

57頭(88%)であった。また、術後に再発した症例は 7頭(11%)であった。 
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表 1-1. 肝細胞癌と診断された犬種別発生頻度 

犬種 頭数 割合 (%) 

シー・ズー 14 20 

雑種 9 13 

柴犬 7 10 

シェットランド・シープドッグ 6 8 

ミニチュア・ダックスフンド 6 8 

ビーグル 5 7 

ヨークシャー・テリア 4 6 

ゴールデン・レトリーバー 3 4 

シベリアン・ハスキー 2 3 

ジャック・ラッセル・テリア 2 3 

チワワ 2 3 

マルチーズ 2 3 

ラブラドール・レトリーバー 2 3 

ジャーマン・シェパード 1 1 

スタンダード・プードル 1 1 

フラット・コーテッド・レトリーバー 1 1 

ポインター 1 1 

ボーダー・コリー 1 1 

ポメラニアン 1 1 

ミニチュア・シュナウザー 1 1 
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図 1-1. 犬の肝細胞癌症例における臨床症状 
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表 1-2. 犬の肝細胞癌症例における血液検査、血液化学検査および血液凝固検査結果 

項目 中央値 範囲 (正常範囲) 高値症例 (%) 低値症例 (%) 症例数 

WBC /µl 11,000  4,700-50,000 6,000-17,000 12.7 7.0 71 

RBC ×10
6
/µl 6.18  3.53-8.96 5.5-8.5 2.8 25.4 71 

Hb g/dl 14.3  8.2-18.4 12.0-18.0 4.2 22.5 71 

PCV % 40.0  23-54 37-55 0 38.0 71 

Plt ×10
3
/µl 538.0  17-1,120 200-400 66.2 12.7 71 

ALP U/l 882.0  56-11,400 23-212 90.1 0 70 

ALT U/l 284.0  32-3,723 10-100 58.0 0 69 

AST U/l 59.0  0-732 0-50 57.1 0 70 

GGT U/l 18.0  0-934 0-7 61.8 0 68 

Alb g/dl 3.4  2.1-4.8 2.2-3.9 5.6 2.8 71 

Glu mg/dl 102.0  29-147 70-143 1.5 11.8 68 

TBil mg/dl 0.1  0-0.6 0-0.9 0 0 55 

Glob g/dl 3.9  1-6.2 2.5-4.5 9.9 2.8 71 

TP g/dl 7.3  4.2-9 5.2-8.2 7.0 1.4 71 

PT sec 7.7  4.6-13.7 6.0-8.0 44.3 8.2 61 

APTT sec 13.9  10-76.9 10.0-16.0 26.2 0 61 

Fib mg/dl 296.0  68.7-631 86-375 21.3 1.6 61 

ATIII % 131.0  69-247 102-156 21.0 8.1 62 

FDP µg/dl 1.3  2.5-40 0-4 38.2 0 55 

CRP mg/dl 1.0  0-15 0-1 48.6 0 70 
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表 1-3. 肝細胞癌の発生部位と頻度 

部位 頭数 割合 (%) 

外側左葉 20 28 

内側左葉 11 15 

方形葉 7 10 

外側右葉 17 24 

内側右葉 14 20 

尾状葉尾状突起 10 14 

尾状葉乳頭突起 5 7 

 

 

 



 16 

 

 

 

 

 

図 1-2. 肝細胞癌犬 70症例における生存曲線 
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4. 考察 

  

 犬における原発性肝臓腫瘍の発生は全腫瘍の 1.5%以下であり、転移性肝臓腫瘍

と比較してまれである[Trigo et al. 1982, Hammer et al. 1995, Liptak et al, 2004]。犬の

肝臓原発性腫瘍のなかでは肝細胞癌の発生が最も多く、36.5-50%を占めると報告

されている[Patnaik et al. 1980, Trigo et al. 1982, Hammer et al. 1995]。肝細胞癌の好

発品種は知られていないが、海外では大型犬種に多いと報告されているものの

[Patnaik et al. 1980, Liptak et al, 2004]、本研究ではシー・ズーに多く発生する傾向

が認められた。また、本研究では肝細胞癌患者の体重の中央値は 9.3 kgであった

のに対し、以前の報告では 21.6 kgであり[Liptak et al, 2004]、本研究では小～中型

犬種で多く認められた。この相違は飼育頭数の違いによる可能性があり、欧米で

は大型犬種の飼育が多く、本邦では小～中型犬種が多く飼育されていることに起

因している可能性が考えられた。性別については、以前の報告では若干雄で多く

発生する傾向が報告されているものの、統計学的に有意差は認められず[Patnaik et 

al. 1980, Liptak et al, 2004]、本研究においても性差は確認されなかった。また、年

齢の中央値は 11歳と比較的高い傾向が認められ、以前の報告[Patnaik et al. 1980, 

Hammer et al. 1995, Liptak et al, 2004]と同様に高齢動物で多発する傾向が認められ

た。 

 臨床症状は約 70%の症例に認められ、非特異的であると報告されている[Liptak 

et al, 2004]。本研究においても、69%の症例で認められ、食欲不振、元気消失、嘔

吐、下痢、腹囲膨満、体重減少など非特異的なものが多く、以前の報告[Liptak et al, 

2004]とほぼ同様の結果であった。一方で、31%の症例については臨床症状を示さ



 18 

ず、来院時における身体検査や画像診断などで肝臓腫瘤が発見される症例が多く

認められた。 

 血液検査および血液化学検査所見では、WBC増加、PCV減少、血小板増加お

よび血清肝酵素値の顕著な上昇を認めることが多いとされる[Patnaik et al. 1980, 

Liptak et al, 2004]。本研究においても、WBC増加、PCV減少、血小板増加、ALP

増加、ALT 増加、AST増加、GGT 増加が認められ、以前の報告[Patnaik et al. 1980, 

Liptak et al, 2004]と同様の傾向を示していた。WBC増加は炎症と腫瘤の巨大化に

伴った壊死に起因していると考えられている[Patnaik et al. 1980, Kosovsky et al. 

1989]。貧血は軽度で非再生であると報告されている[Patnaik et al. 1980, Liptak et al, 

2004]が、原因は不明であり、慢性疾患、炎症、赤血球の隔離、鉄欠乏性貧血など

が関与していると考えられている[Rogers. 2000]。血小板増加の原因として、貧血、

鉄欠乏、炎症性サイトカイン、腫瘍に随伴したトロンボポイエチン生成の影響な

どが推察されている[Patnaik et al. 1980, Liptak et al, 2004]。血清肝酵素値の上昇は

特に ALPと ALT で認められることが多く[Patnaik et al. 1980, Liptak et al, 2004]、本

研究でも同様の結果が得られたが、血清肝酵素値の上昇は肝細胞の障害または胆

汁うっ滞の程度を反映しており、肝臓腫瘍に特異的なものではない。また、肝機

能の低下が認められた症例は少なかったことに加え、肝臓が予備能力と再生能力

が優れていることから、臨床症状も肝機能低下に起因するものではなく、腫瘤の

拡大による胃や腸管など腹部臓器の圧迫、腫瘍の壊死、出血、循環障害などによ

り引き起こされている可能性が考えられた。  

血液凝固時間の延長や特異的凝固因子の異常として、PTおよび APTTの延長や

FDP、Fibの増加が犬の肝臓胆管腫瘍において確認されている[Badylak et al. 1983]。
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本研究においても、PTおよび APTTの延長、FDP、Fib および AT-III活性の増加

が認められ、犬の肝細胞癌においては凝固異常に伴う出血にも注意が必要である

と考えられた。 

肝臓腫瘤の 3つの形態のうち、肝細胞癌は孤立型が最も一般的であり、左肝区

域での発生が多いと報告されている[Patnaik et al. 1980, Kosovsky et al. 1989, Liptak 

et al. 2004]。本研究でも孤立型が 89%であり、これまでの報告と一致していたも

のの、外科手術を適応した症例を対象にしたため、偏りが生じている可能性も考

えられた。区域別の発生率について、以前の報告[Liptak et al, 2004]では左肝区域

が 68.3%、中央肝区域が 19.5%、右肝区域が 12.2%と左肝区域での発生が高かった。

外側左葉における肝細胞癌の発生率が高い理由としては、左葉は肝容積量が大き

いからであると考えられている[Kosovsky et al. 1989]。一方、本研究では左肝区域

が 39%、中央肝区域が 27%、右肝区域が 35%と区域別発生率に差は認められなか

った。これまでの報告は主に米国のデータであったが、本研究では日本における

部位別発生頻度を解析したものであり、地域によって差異が生じたのかもしれな

い。 

予後については、外科的切除できた症例で長期生存することが明らかになった

ものの、複数の肝葉切除を行った症例が 31%、切除不可であった症例も 7%存在

することが明らかになった。また、切除不可であった症例の腫瘍発生部位は外側

右葉が 3頭、内側左葉が 1頭、全葉性のびまん型が 1頭であった。さらに、術中

および術直後 1日目に死亡した 3頭はいずれも右肝区域に腫瘍の発生が認められ

た。右肝区域では後大静脈および肝静脈が肝臓実質の中に埋没しているため、肝

切除に際して後大静脈や肝静脈の損傷による大出血、あるいは腫瘍の外科的操作
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に伴う後大静脈の牽引による循環動態の変動が生じる危険性がある。また、病変

が尾状葉に発生した場合には、解剖学的構造により後大静脈を圧平しやすいこと

が考えられる。以上の理由から、右肝区域の肝切除は左肝区域と比較すると技術

的に困難であり、手術成績が悪くなるものと推察された。 

以上、本研究の結果から、犬の肝細胞癌において、無症状でもより早期に発見

できた場合には、腫瘍の浸潤も少なく、より安全に手術でき良好な予後につなが

るものと考えられた。また、腫瘍の大きさや発生部位により、複数の肝葉切除が

必要な場合や外科的切除が困難な症例も存在することから、外科手術手技や治療

法について、さらなる検討の必要があると考えられた。 
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5. 小括 

  

 2002年7月から2013年7月に日本大学生物資源科学部附属動物病院に来院し、

腹部超音波検査あるいは CT検査によって検出された肝臓腫瘤に対し、外科的切

除を行って病理組織学的に肝細胞癌と診断された犬を対象に、回顧的研究を行っ

た。 

 その結果、犬の肝細胞癌は高齢で発症し、31%の症例で無症状であることが明

らかになった。腫瘍の発生部位は左肝区域だけでなく、右肝区域にも発生が多い

ことが明らかになった。また、複数の肝葉切除を行う場合や切除不可であった症

例が存在したものの、外科的切除できた症例の予後は良好であり、長期生存する

ことが明らかになった。 

したがって、無症状でも、より早期に発見できた場合には、腫瘍の浸潤も少な

く、より安全に手術でき良好な予後につながるものと考えられた。そのため、 

犬においても早期発見のための腫瘍マーカーが有効であると考えられた。
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第 2章 

 

犬の肝細胞癌における 

α-フェトプロテインとグリピカン-3の有用性に関する検討 
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1. 緒言 

 

第 1章により、犬の肝細胞癌は無症状で進行する場合や、診断時には腫瘍が巨

大化し、複数の肝葉切除が必要な症例も存在することが明らかになったことから、

早期発見のための腫瘍マーカーが必要であると考えられた。 

医学領域では、ヒトの肝細胞癌における腫瘍マーカーが複数存在している。腫

瘍胎児性蛋白である α-フェトプロテイン(AFP)は各種動物の胎生期に認められる

蛋白として発見され、その後、肝癌を移植したマウス血中やヒトの肝癌患者血中

に認められることが明らかになり、肝細胞癌の診断に利用されるようになった

[Kobayashi et al. 1985, Lazarevich. 2000, Bartlett et al. 2011]。AFPは分子量約 70k、

血清の電気泳動による分析で α1グロブリン分画に位置する糖蛋白であり、構成

しているアミノ酸組成および遺伝子構成はアルブミンに部分的に似ている

[Kioussis et al. 1981]。産生部位は動物種によって多少異なるが、ヒトにおいては

胎生期の卵黄嚢や肝臓で産生される。 

また、cDNAマイクロアレイ解析による癌組織と正常組織における遺伝子発現

解析により[Okabe et al. 2001]、ヒトの肝細胞癌に高発現する新規癌胎児性抗原と

してグリピカン-3(GPC-3)が同定された[Nakatsura et al. 2003]。GPC-3は分子量約

60kのコア蛋白質にヘパラン硫酸糖鎖修飾が加わった膜蛋白質であり、ヒトにお

いては AFP同様、胎児期の肝臓組織中で産生されるが出生後発現しなくなる

[Grozdanov et al. 2006]。しかし、GPC-3は肝細胞癌において再び発現が認められ

ることに加え、癌患者の血中から検出できることから、新たな腫瘍マーカーとし

て報告されている[Capurro et al. 2003, Nakatsura et al. 2003, Hippo et al. 2004, 
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Nakatsura and Nishimura. 2005]。 

これまでの犬の肝細胞癌における腫瘍マーカーに関する検討では、犬の AFPに

ついて述べた報告はいくつかあるものの[Shinomiya et al. 1973, Madsen et al. 1980, 

1984, Lowseth et al. 1991, Yamada et al. 1999, Kitao et al. 2006]、その遺伝子発現に関

しては検討されていない。また、犬の GPC-3に関する研究は少なく[van Sprundel et 

al. 2010]、肝細胞癌における遺伝子発現や症例の血中濃度を測定した報告は見当

たらない。したがって、本研究では、犬の肝臓腫瘤症例から得られた組織におけ

る AFPと GPC-3の遺伝子発現、免疫組織化学活性および各症例における血中濃

度を測定し、その有用性について検討した。 
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2. 材料と方法 

 

1) 症例 

 2010年3月から2012年7月に日本大学生物資源科学部附属動物病院に来院し、

肝臓腫瘤と診断され、外科的切除を適応した犬 21頭を対象とした。21頭の内訳

は肝細胞癌症例が 17頭、結節性過形成症例が 4頭であった。摘出された肝臓腫瘤

と付随する非腫瘤部の肝臓を採取し、直ちに裁断して液体窒素にて凍結、－80℃

で保存した。採取した組織は病理組織学的診断の結果から、肝細胞癌 17検体、結

節性過形成 10検体、非腫瘤部の肝組織 11検体が得られた。また、各症例から術

前、術後に血液サンプルの採材を行った。 

 

2) 対照動物 

 健常対照犬として、身体検査、血液および血液生化学検査、胸部および腹部 X

線検査、腹部超音波検査によって健常と確認されたビーグル成犬 26頭を用いた。

そのうち、22頭からは正常な血液サンプル、4頭からは正常な肝臓を採材した。 

 肝臓の採材を行った 4頭の健常対照犬には、麻酔前処置として橈側皮静脈に

22G留置針を設置した。最初に、硫酸アトロピン(0.04 mg/kg)を皮下投与後、塩酸

ミダゾラム(0.2 mg/kg)と酒石酸ブトルファノール(0.2 mg/kg)を静脈内投与した。麻

酔導入にはプロポフォール(4 mg/kg)を静脈内投与し、気管チューブを挿管した。

吸入麻酔にはイソフルラン(1-2%)と酸素(2 L/min)で維持した。 

 麻酔導入後、腹部正中切開を行って外側左葉に対してギロチン法による肝臓部

分切除を行った。得られた肝組織は直ちに裁断して液体窒素にて凍結し、－80℃
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で保存した。その後、イソフルラン(5%)による深麻酔下に維持し、塩化カリウム

(40 mEq/head)の静脈内投与にて安楽殺を行った。これらの犬は、日本大学生物資

源科学部動物実験指針および手引きに従って管理した。 

 

3) 全 RNAの抽出 

 得られた組織からの全 RNAの調整には RNA抽出用試薬 Trizol
®
 (Life 

Technologies Corporation, Tokyo, Japan)を用いた。凍結保存した組織(10 mg) に

Trizol
®
 試薬 1 mlを加えてホモジナイズし、クロロホルムを混合後、直ちに激し

く攪拌した。次いで、10分間室温にて静置後、15,000 rpm、4℃15分間遠心分離

を行い、上清の水層を回収した。これにイソプロパノール 1 mlを混和し、10分

間室温にて静置後、15,000 rpm、4℃15分間遠心分離を行い、沈渣を回収した。沈

渣は 75％エタノールで洗浄し、風乾後に RNase free water 50 μlにて溶解した。そ

の後、RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen Inc, Tokyo, Japan)を用いて RNA精製処理を行

い、吸光光度計 (NanoDrop 1000, LMS Co., Ltd., Tokyo, Japan)にて全 RNAの濃度を

算出した。 

 

4) 一本鎖 cDNAの合成 

 抽出された全 RNAは相補的な一本鎖 DNAを合成するために、PrimeScript® RT 

reagent kit with gDNA Eraser (TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan)を用いて、逆転写反応を

行った。氷上にて、全 RNA500 µgに反応液を加え、37℃15分間、85℃5秒間にて

cDNA合成した。 
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5) Real-time RT-PCR法 

犬の AFPと GPC-3の遺伝子発現を定量解析するために、Real-time RT-PCR法を

用いた。内在性コントロール遺伝子には β-glucuronidase (GUSB)を用いた。

Real-time RT-PCR法に用いたセンスおよびアンチセンスプライマーは Perfect Real 

Time Primer Support System (TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan)を用いて、犬の RefSeq登

録遺伝子に対して設計、合成されたものを使用した(表 2-1)。 

Real-time PCRには SYBR
®
 Premix Ex

TM
 Taq (TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan)を用い

て、Thermal Cycler Dice
®
 Real Time System II (TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan)により

実施した。Real-Time PCRの条件は 95℃30秒間の熱変性を行った後に、95℃5秒

間、60℃30秒間を 40サイクル行った。その後、融解曲線分析を行い増幅産物の

Tm値を確認した。定量解析には TaKaRa Multiplate RQ (TaKaRa Bio Inc., Shiga, 

Japan)を用いて、ΔΔCt法にて解析した。 

 

6) 免疫組織化学染色 

得られた組織のうち、肝細胞癌 14検体、結節性過形成 4検体、非腫瘤部の肝臓

10検体について、10%中性緩衝ホルマリンに 48時間浸漬固定後、パラフィンに

よる包埋処理を行った。パラフィンブロックは大型滑走式ミクロトーム(大和光機

工業株式会社, 埼玉, 日本)を用いて 5 µmに薄切後、Hydrophilic Silanized Slide 

(Dako Japan Ltd, Tokyo, Japan)に組織を貼付させた。 

作製した組織切片スライドは脱パラフィン処理後に、Target Retrieval Solution 

(Dako Japan Ltd, Tokyo, Japan)に浸漬させ、オートクレーブで 121℃15分間の抗原

の賦活化処理を行い、0.3%過酸化水素加メタノール 30分間室温による内因性ペ
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ルオキシターゼ不活化処理を実施した。一次抗体には抗ヒト AFPウサギポリクロ

ーナル抗体 (1：10, Shima Laboratories Co., Tokyo, Japan)と抗ヒト GPC-3マウスモ

ノクローナル抗体 (1: 100, BioMosaics Inc., Burlington, VT)を使用して、4℃で 1晩

反応させた。また、陰性対照として、抗体希釈液を使用した。その後、EnVision
TM

+ 

Dual Link, Single Reagents (Dako Japan Ltd, Tokyo, Japan)を用いて酵素標識ポリマ

ー法を用いて、3,3’-diaminobendine (DAB)によって可視化し、ヘマトキシリンによ

る核染色を行った。免疫活性は++(強陽性)、+(弱陽性)、－(陰性)と分類し、病理

組織学的診断と比較した。 

 

7) AFPおよび GPC-3測定 

 血液サンプルは頚静脈より採血後、ベノジェクト®Ⅱ 真空採血管 (EDTA-2Na, 

TERUMO Corporation, Tokyo, Japan)に入れ、4℃、3,500 rpm、10分間遠心を行い、

血漿を分離して検査まで－80℃にて凍結保存を行った。血漿中 AFP濃度の測定は

ラテックス凝集比濁法(Shima Laboratories Co., Tokyo, Japan)を用いて実施した。ま

た、血漿中 GPC-3濃度の測定は酵素免疫測定法(Uscn Life Science Inc., Hubei, 

China)を用いて実施した。 

 

8) 統計学的分析 

 各血漿中濃度の値は中央値(四分位数範囲；25-75%値)で表わした。遺伝子発現

量および血漿中濃度の比較には Kruskal-Wallis検定を用い、有意差が認められた

場合には Post-hoc testとして Dunn’s testを用いた。各血漿中濃度の術前、術後の

比較には、Wilcoxonの符号付き順位検定を用いた。各 mRNA発現と血漿中濃度
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との相関には、Spearmanの順位相関係数による検定を行った。p値が 0.05未満を

統計学的に有意差ありと判断した。 
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表 2-1. Real-Time PCRに用いたプライマー 

遺伝子 方向性 塩基配列(5'-3') Tm値(°C) 増幅産物(bp) 

AFP Forward 5'-GCCAACTCAGTGAGGACAGACAAC-3' 75.9 114 

 

Reverse 5'-ACTGGCCGACACCAGGATTTATAG-3' 

  

GPC-3 Forward 5'-TGGATGTGGATGATGCTCCTG-3' 78.2 126 

 

Reverse 5'-CGGAGACTGCCAAGCTGGTAA-3' 

  

GUSB Forward 5'-ACATCGACGACATCACCGTCA-3' 76.0  90 

  Reverse 5'-GGAAGTGTTCACTGCCCTGGA-3'     

Forward: センスプライマー、Reverse: アンチセンスプライマー 
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3. 結果  

 

1) 遺伝子定量解析 

 犬の肝癌細胞における AFPmRNA発現量は、結節性過形成や非腫瘤部の肝臓と

比較して、有意に高値を示した(図 2-1)。一方、犬の肝癌細胞における GPC-3mRNA

発現量は非腫瘤部の肝臓と比較して、有意に低値を示した(図 2-1)。 

 

2) 免疫組織化学的検討 

 犬の肝組織において、AFPおよび GPC-3の免疫活性が認められた(図 2-2)。犬

の肝組織における免疫組織化学的検討に関して、病理組織学的分類と各免疫活性

との関連性を表 2-2にまとめた。 

AFPの免疫活性は細胞質内に認められた。肝細胞癌 14検体のうち、++を示し

たものが 9検体、+が 5検体であった。結節性過形成 4検体はすべて+であった。

非腫瘤部の肝臓 10検体のうち、+を示したものが 5検体、－を示したものが 5検

体であった。 

 一方、GPC-3の免疫活性は細胞膜あるいは細胞質内に認められた。肝細胞癌 14

検体のうち、++を示したものが 2検体、+を示したものが 12検体であった。結節

性過形成 4検体は++を示したものが 2検体、+を示したものが 2検体であった。

非腫瘤部の肝臓 10検体のうち、++を示したものが 8検体、+を示したものが 2検

体であった。 
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3) 血漿中 AFPおよび GPC-3測定 

 肝細胞癌犬 17頭、結節性過形成犬 4頭と健常犬 22頭の血漿中濃度を調べたと

ころ、血漿中 AFP濃度は肝細胞癌犬では 444 ng/ml (42－1358)、結節性過形成犬

では 53.5 ng/ml (39.73－90.65)、健常犬では 25 ng/ml (23.25－28)であった。 一方、

血漿中GPC-3濃度は肝細胞癌犬では0.19 ng/ml (0－0.36)、結節性過形成犬では0.19 

ng/ml (0.11－0.32)、健常犬では 0.25 ng/ml (0.1－0.44)であった。血漿中 AFP濃度は

肝細胞癌犬で健常犬に比較して有意に高値を示したものの 、血漿中 GPC-3濃度

は各群で有意差は認められなかった(図 2-3)。 

 術後に採血できた肝細胞癌犬 10頭について、術前の血漿中濃度を比較したとこ

ろ、血漿中 AFP濃度は有意に低下が認められたのに対し、血漿中 GPC-3濃度は

有意に増加が認められた(図 2-4)。 

さらに、AFPmRNA発現量と血漿中 AFP濃度は有意な正の相関を示した(r = 

0.872)(図 2-5)。一方、GPC-3mRNA発現量と血漿中 GPC-3濃度に有意な相関性は

認められなかった(図 2-5)。 
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図 2-1. 犬の肝臓腫瘤における AFPmRNAおよび GPC-3mRNAの遺伝子発現 

Normal: 非腫瘤部の肝組織、NH: 結節性過形成、HCC: 肝細胞癌 

AFPmRNA発現量は結節性過形成や非腫瘤部の肝臓と比較して、肝細胞癌で有意

に高値を示した。 

GPC-3mRNA発現量は非腫瘤部の肝臓と比較して、肝細胞癌で有意に低値を示し

た。 
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図 2-2. 犬の肝臓腫瘤における AFPおよび GPC-3の免疫組織化学染色 

AFPの免疫活性は細胞質内（黒矢頭）に認められ、結節性過形成や非腫瘤部の肝

臓と比較して、肝細胞癌で強染色性を示した。 

GPC-3の免疫活性は細胞膜（白矢印）あるいは細胞質内（白矢頭）に認められ、

肝細胞癌と比較して、結節性過形成や非腫瘤部の肝臓で強染色性を示した。 
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表 2-2. 犬の肝細胞癌、結節性過形成および非腫瘤部肝臓における免疫活性 

肝細胞癌 AFP免疫活性 GPC-3免疫活性 

++ 9 2 

+ 5 12 

- 0 0 

   

結節性過形成 AFP免疫活性 GPC-3免疫活性 

++ 0 2 

+ 4 2 

- 0 0 

   

非腫瘤部の肝臓 AFP免疫活性 GPC-3免疫活性 

++ 0 8 

+ 5 2 

- 5 0 
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図 2-5. 肝細胞癌犬および結節性過形成犬における術前の血漿中濃度の比較 

Control: 健常犬、NH: 結節性過形成犬、HCC: 肝細胞癌犬 

血漿中 AFP濃度は健常犬と比較して、肝細胞癌犬で有意に高値を示した。 

血漿中 GPC-3濃度は各群で有意差は認められなかった。 



 37 

 

 

 

 

 

 

図 2-6. 犬の肝細胞癌症例における術前と術後の血漿中濃度の比較 

Before: 術前、After: 術後 

血漿中 AFP濃度は術前と比較して、術後に有意に低下した。 

血漿中 GPC-3濃度は術前と比較して、術後に有意に増加した。 
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図 2-7. AFPおよび GPC-3の遺伝子発現と血漿中濃度との相関性 

AFPmRNA発現量と血漿中 AFP濃度は有意な正の相関を示した。 

GPC-3mRNA発現量と血漿中 GPC-3濃度に有意な相関性は認めらなかった。 
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4. 考察 

 

 本研究では、犬の肝臓腫瘤症例における AFPおよび GPC-3の遺伝子発現を確

認した結果、肝細胞癌において高い AFPmRNA発現が認められた。一方、肝細胞

癌における GPC-3mRAN発現は非腫瘤部の肝組織と比較して低値を示した。 

 肝細胞癌の本質的病因に AFPが関与するかについていくつか報告があり、AFP

トランスジェニックマウスでは T細胞の成熟障害や甲状腺炎を起こすものの、肝

細胞癌は発症せず[Matsuura et al. 1999]、AFP転写抑制に重要な ZBTB20の肝細胞

特異的ノックアウトマウスでも AFP発現の脱抑制下では肝細胞は非増殖状態を

維持すると報告されている[Xie Z et al. 2008]。また、AFPノックアウトマウスの

結果から、AFPは細胞増殖の必要条件ではないことも判明している

[González-Martínez et al. 2008]。医学領域では、AFPは細胞増殖に必須ではないも

のの、肝細胞癌特異的に発現しているという特性を利用して早期診断や予後予測

の指標として考えられている。したがって、犬においても肝細胞癌で AFP遺伝子

の高発現が確認できたことで、癌化に伴って発現が高まる可能性が考えられた。 

その一方で、ヒトの GPC-3は肝細胞癌にのみ発現し、前癌病変あるいは正常肝

組織では発現が認められないと報告されている[Libbrecht et al. 2006, Wang et al. 

2006, Di Tommaso et al. 2007]。また、GPC-3が Wntと結合することにより、Wnt

シグナルを活性化し、肝細胞癌の増殖を促進することが報告されている[Capurro 

et al. 2005]。しかし、本研究では結節性過形成や非腫瘤部の肝臓でも GPC-3の発

現が認められ、肝細胞癌においては低値を示していたことから、犬の肝細胞癌で

は発現が抑制される可能性が考えられた。GPC-3はアポトーシスの誘導に関連が
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あること [Gonzalez et al. 1998]や悪性中皮腫[Murthy et al. 2000]、乳癌[Xiang et al. 

2001]、卵巣癌[Lin et al. 1999]、肺腺癌[Powell et al. 2002, Kim et al. 2003]、胆管癌

[Man et al. 2005]などその他の悪性腫瘍では発現が抑制されることも報告されてい

る。 

 AFPの免疫組織化学的検討では、細胞質に AFP免疫活性が認められ、これまで

の報告と同様の結果となった[Martín de las Mulas et al. 1995, Tashbaeva et al. 2007]。

また、肝細胞癌において強陽性を示す検体が多く認められることから、肝細胞癌

において AFPは蛋白質レベルでも発現していることが考えられた。しかし、肝細

胞癌においても弱陽性を示す検体が存在し、結節性過形成や非腫瘤部の肝臓にお

いて同様の染色性を示す検体が認められることから、肝細胞癌においても AFPの

発現が弱い場合や正常な肝臓でも AFPは発現していることが考えられた。 

 その一方、GPC-3の免疫組織化学的検討でも、細胞膜および細胞質に GPC-3免

疫活性が認められ、これまでの報告と同様の結果となった[van Sprundel et al. 2010]。

以前の報告では、犬において一部の肝細胞癌のみ陽性を示した[van Sprundel et al. 

2010]。しかし、本研究では肝細胞癌において染色性が低下する傾向が認められ、

結節性過形成や非腫瘤部の肝臓でも強陽性を示した。このことから、犬の肝臓に

おいて GPC-3は蛋白質レベルでの発現は認められるものの、肝細胞癌では発現が

弱まる可能性も考えられた。 

 血漿中 AFP濃度は、健常犬と比較して肝細胞癌症例で有意に高値を示し、これ

までの犬での報告と同様の結果となった[Lowseth et al. 1991, Yamada et al. 1999, 

Kitao et al. 2006]。また、犬の肝臓における AFPの産生は、障害を受けた肝細胞が

修復する過程で上昇することも報告されている[Shinomiya et al. 1973, Madsen et al. 
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1980, 1984]。しかし、肝細胞癌摘出後に有意に AFP濃度が低下することも報告さ

れており[Yamada et al. 1999, Kitao et al. 2006]、本研究でも同様の結果が得られた。

加えて、術後の肝細胞癌再発に伴って上昇することも報告されているため

[Yamada et al. 1999, Kitao et al. 2006]、術後に AFP濃度を追跡調査することは、治

療反応のモニタリングに有用であると考えられた。しかし、血漿中 AFP濃度は胆

管癌やリンパ腫、非腫瘍性肝疾患でも上昇することが報告されていることから

[Hahn et al. 1995, Yamada et al. 1999]、AFP濃度の検出のみでは肝細胞癌を確定診

断できないものと考えられた。 

一方、本研究では血漿中 GPC-3濃度に有意差は認められなかった。ヒトにおい

ては、肝細胞癌患者の血中に可溶性 GPC-3が検出され、健常人、慢性肝炎、その

他の肝疾患ではほとんど検出されないと報告されている[Capurro et al. 2003, 

Nakatsura et al. 2003, Hippo et al. 2004, Nakatsura and Nishimura. 2005]。さらに、AFP

同様、肝細胞癌摘出後に GPC-3濃度は低下すると考えられているが、本研究では

健常犬や結節性過形成症例の血漿中でも検出できることに加え、肝細胞癌摘出後

には GPC-3濃度の上昇が認められた。また、遺伝子発現量と血漿中濃度の相関に

ついても、AFPでは有意に相関を示したのに対して、GPC-3では相関性は認めら

れなかった。したがって、犬において GPC-3 は肝細胞癌の発生と関連していない

可能性が考えられた。 

 以上のことから、AFPは犬の肝細胞癌における腫瘍マーカーになり得ることが

明らかになった。一方、GPC-3は犬の肝細胞における腫瘍マーカーとして、適切

ではないと判断された。 
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5. 小括 

  

 第 1章の結果から、犬の肝細胞癌は無症状で進行する場合や診断時には腫瘍が

巨大化し、複数の肝葉切除が必要な症例も存在することが明らかになり、犬にお

いても腫瘍マーカーが必要であると考えられた。ヒトの肝細胞癌における腫瘍マ

ーカーとして、腫瘍胎児性蛋白である AFPは広く臨床応用されている。AFPは肝

細胞癌の早期診断に寄与するばかりでなく、生物学的悪性度や予後予測の指標と

して意義が明らかにされている。さらに、ヒトの cDNAマイクロアレイ解析デー

タから肝細胞癌特異的に高発現する新規癌胎児抗原として GPC-3が同定された。

そこで、これら腫瘍マーカーの犬における臨床的有用性を検討するために、遺伝

子定量解析、免疫組織化学活性および血中濃度の解析を行った。 

2010年3月から2012年7月に日本大学生物資源科学部附属動物病院に来院し、

肝臓腫瘤と診断され、外科的切除を適応した肝細胞癌の犬 17症例と結節性過形成

の犬 4症例を対象に、摘出された肝臓腫瘤と付随する非腫瘤部の肝臓における遺

伝子発現解析と免疫組織化学的解析、各症例の術前、術後における血中濃度の測

定解析を行った。 

AFP の mRNA発現量は肝細胞癌で有意に高値を示したのに対し、GPC-3は有

意に低値を示していた。AFPの免疫活性は肝細胞癌で強染色性を示す検体が多い

のに対し、GPC-3は肝細胞癌で弱まる傾向が認められた。さらに、術前高値を示

していた血中 AFP濃度は術後に有意に低下したのに対し、術前後での血中 GPC-3

濃度は有意な変動がなく、むしろ術後に上昇する傾向を示していた。遺伝子発現

と血中濃度の関連性について、AFPは有意な相関が認められたのに対し、GPC-3
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は相関が認められなかった。 

以上より、犬の肝細胞癌においても AFPは腫瘍マーカーとなり得ることを明ら

かにした。しかし、GPC-3は犬の肝細胞癌における腫瘍マーカーとして適切では

ないと判断された。 
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第 3章 

 

犬の肝細胞癌における 

インドシアニングリーン蛍光法の有用性に関する検討 
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1. 緒言 

 

第 1章の結果から、犬の肝細胞癌は外科的に完全切除できた症例においては、

予後が良好であることを明らかにした。しかし、肝細胞癌はその大きさや発生部

位により術中に正確な位置を把握することが困難な場合がある。医学領域におい

て、主に肉眼所見によって腫瘍の位置と浸潤程度を評価するが、最近では術中超

音波検査を用いることによってより正確に判断できるようになった。しかし、術

中超音波検査を用いたとしても、小型の腫瘍を術中に同定することが困難な場合

があり、特に早期肝細胞癌は癌部と非癌部との境界が不明瞭であるため、切除標

本を全割しても腫瘍の浸潤範囲を確認できるわけではない。そこで近年、インド

シアニングリーン(ICG)の蛍光特性を利用した肝区域や胆管の同定法が報告され

[Aoki et al. 2008, 2010, Mitsuhashi et al. 2008, Harada et al. 2010, Tagaya et al. 2010]、

肝細胞癌や転移性肝腫瘍の同定にも応用され始めてきた[Gotoh et al. 2009, 

Ishizawa et al. 2009a, 2009b, 2010]。 

ICGは暗緑青色の色素で、肝機能検査や心機能検査で利用される検査薬である。

ICGは血液中の蛋白質と結合し、ほとんどが肝臓に取り込まれた後に胆汁中に排

出され、腸肝循環や腎排泄されない特徴を持つ。さらに、760 nm前後の励起光に

よって 830 nmにピークをもつ蛍光を発するという特性も有している[Landsman et 

al. 1976, Mordon et al. 1998]。この蛍光は不可視である近赤外光で生体内透過性が

高く、近赤外光を観察するカメラで撮影することが可能である。この蛍光特性を

利用して、血流や組織分布[Rubens et al. 2002, Taggart et al. 2003]、リンパ流を観察

する方法が乳腺腫瘍[Motomura et al. 1999, Kitai et al. 2005]、胃癌[Nimura et al. 2004, 
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Ishikawa et al. 2007]、肺癌[Ito et al. 2004, Soltesz et al. 2005]、食道癌[Parungo et al. 

2005]などにおいて応用され、ICG蛍光法として広まってきた。 

しかし、犬においては ICG蛍光法の有用性に関して研究がなされておらず、臨

床応用した報告は見当たらない。そこで、本研究では犬の肝臓腫瘍に対して ICG

蛍光法を応用し、その有用性について検討した。 
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2. 材料と方法 

 

1) 症例 

 2011年3月から2012年9月に日本大学生物資源科学部附属動物病院に来院し、

肝臓腫瘤と診断され、外科的切除を適応した犬 6頭を対象とした。すべての症例

は身体検査、血液および血液化学検査、胸部および腹部 X線検査、腹部超音波検

査、CT検査を行い、術中に ICG蛍光法を実施した。すべての症例から得られた

組織は病理組織学的診断に供した。 

 

2) ICG蛍光法 

 手術 12～18時間前に ICG (Diagnogreen, Daiichi Sankyo Co. Ltd., Tokyo, Japan)を

添付の注射用水で 5 mg/mlに希釈し、0.5 mg/kgを橈側皮静脈より静脈内投与した。

術中では、腹部正中切開後、露出された肝臓に対して肝臓腫瘤を肉眼的に確認し

た。確認された肝臓腫瘤に対し、外科的切除を行う前に、肝表面を赤外観察カメ

ラにて撮影を行った。撮影時には無影灯を消灯し、肝表面から 30~50 cm離した

状態で撮影を行った。蛍光所見に関わらず、外科的切除が適応となった肝臓腫瘤

の摘出を行った。さらに、肝臓腫瘤切除後の離断面に関しても同様の撮影を行っ

た。摘出された切除標本に対しては周囲を遮蔽した観察箱にて同様の条件で撮影

し、標本割面の比較を行った。 

 

3) 赤外観察カメラ 

 ICG蛍光法の近赤外線カラービデオカメラシステムには HyperEye Medical 
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System (HEMS) (Mizuho Medical Co. Ltd, Tokyo, Japan)を使用した (図 3-1)。ICGが

体内血中蛋白質と結合後、近赤外線領域の励起・蛍光波長を有することを利用し、

励起光(760~780 nm)の照射および蛍光(800~850 nm)の観察を HEMSにて行った。 

 

4) 病理組織学的所見との比較検討 

得られた組織は 10%中性緩衝ホルマリンに 48時間浸漬固定後、パラフィンに

よる包埋処理を行った。パラフィンブロックは大型滑走式ミクロトーム(大和光機

工業株式会社, 埼玉, 日本)を用いて 5 µmに薄切後、Hydrophilic Silanized Slide 

(Dako Japan Ltd, Tokyo, Japan)に組織を貼付させた。次いで、ヘマトキシリン・エ

オジン (H-E)染色を行い、病理組織学的所見と蛍光所見との比較検討を行った。 

 

5) 統計学的解析 

 病理組織学的診断により、肝細胞癌と診断された結節について、ICG蛍光法に

よる感度と特異度を 2 × 2分割表にて数値的検討を行った。
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図 3-1. 近赤外線カラービデオカメラシステム(HEMS)と術中写真 

A: カメラで捉えた近赤外光をリアルタイムに映し出すモニター 

B: 滅菌ドレープを取り付けた LED装備付 CCDカメラユニット 
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3. 結果  

 

 対象となった肝臓腫瘤症例 6頭から切除された結節は全部で 12結節であった

(表 3-1)。病理組織学的に肝細胞癌 6結節と結節性過形成 6結節と診断され、ICG

蛍光法にて蛍光所見を示す結節が得られた(表 3-2)。蛍光を示した結節は肝細胞癌

4結節と結節性過形成 1結節であった。一方、残りの肝細胞癌 2結節と結節性過

形成 5結節については蛍光を示さなかった(表 3-3, 図 3-2および 3)。ICG蛍光法

による肝細胞癌同定の感度と特異度はそれぞれ 80%と 71.4%であった。  

また、蛍光を示した結節ついては肝表面にて同様に蛍光観察が可能であった(図

3-4)。すべての症例において、肝臓腫瘤切除後の離断面に関して蛍光は観察され

なかったことから、術中に完全切除できたと判断することが可能であった。 

 病理組織学的所見との比較検討では、蛍光を示した肝細胞癌では正常な肝実質

を圧迫するように腫瘍が形成され、正常な三つ組構造は認められず、肝細胞索の

太さや走行は不整であった(図 3-5A)。一方、蛍光を示さなかった肝細胞癌でも正

常な三つ組構造は認めらなかったものの、複数の拡張した類洞が確認された(図

3-5B)。また、蛍光を示した結節性過形成では三つ組構造や中心静脈は認められる

ものの、小葉間構造が不整で肝細胞のびまん性腫大やグリコーゲン蓄積が確認さ

れた(図 3-5C)。一方、蛍光を示さなかった結節性過形成では三つ組構造が確認さ

れ、小葉間構造は保たれており、肝細胞索も規則的に配列されていた(図 3-5D)。 
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表 3-1. 本研究に用いた肝臓腫瘤症例 

No. 犬種 性別 年齢 体重 腫瘤発生部位 結節数 

1 ビーグル 雄 9 17.05 内側右葉、方形葉 2 

2 ミニチュア・ダックスフンド 避妊雌 10 7.95 内側右葉、内側左葉 2 

3 雑種 避妊雌 9 23.75 外側右葉、尾状葉、外側左葉 4 

4 雑種 去勢雄 12 17.3 内側右葉、内側左葉 2 

5 ミニチュア・ダックスフンド 避妊雌 14 4.25 外側右葉 1 

6 ミニチュア・ダックスフンド 雄 12 6.45 尾状葉乳頭突起 1 
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表 3-2. 犬の肝細胞癌および結節性過形成における病理組織学的診断と ICG蛍光所見 

No. 結節数 
病理組織学的診断   蛍光を示した結節 

肝細胞癌 結節性過形成   肝細胞癌 結節性過形成 

1 2 1 1 
 

1 0 

2 2 1 1 
 

1 0 

3 4 1 3 
 

1 1 

4 2 2 0 
 

1 0 

5 1 1 0 
 

0 0 

6 1 0 1   0 0 

 

 



 53 

 

 

 

 

 

 

 

表 3-3. 犬の肝細胞癌および結節性過形成における 

ICG蛍光性 

結節 

蛍光 

+ － 

肝細胞癌 4 2 

結節性過形成 1 5 
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図 3-2. ICG蛍光法にて蛍光を示した犬の肝臓腫瘤症例(No.2) 

A: 蛍光を示した肝細胞癌の切除標本(内側右葉)の肉眼所見との比較 

B: 内側右葉の標本割面の肉眼所見との比較 

C: 蛍光を示さなかった結節性過形成の切除標本(内側左葉)の肉眼所見との比較 

D: 内側左葉の標本割面の肉眼所見との比較 
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図 3-3. ICG蛍光法にて蛍光を示した犬の肝臓腫瘤症例(No.4) 

A: 蛍光を示した肝細胞癌の切除標本(内側右葉)の肉眼所見との比較 

B: 内側右葉の標本割面の肉眼所見との比較 

C: 蛍光を示さなかった肝細胞癌の切除標本(内側左葉)の肉眼所見との比較 

D: 内側左葉の標本割面の肉眼所見との比較 

 

 



 56 

 

 

 

図 3-4. ICG蛍光法にて外科的切除前に蛍光を示した肝表面 

A: 内側右葉に発生した肝細胞癌(No.1)の術中写真と蛍光カラー画像 

B: 内側右葉に発生した肝細胞癌(No.4)の術中写真と蛍光モノクロ画像 
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図 3-5. ICG蛍光法を実施した犬の肝臓腫瘤における病理組織学的所見 

A: 蛍光を示した肝細胞癌の H-E染色像 

正常な肝実質を圧迫するように腫瘍が形成され、正常な三つ組構造は認められず、

肝細胞索の太さや走行は不整であった。 

B: 蛍光を示さなかった肝細胞癌の H-E染色像 

正常な三つ組構造は認められなかったものの、複数の拡張した類洞が確認された。 

C: 蛍光を示した結節性過形成の H-E染色像 

三つ組構造や中心静脈は認められるものの、小葉間構造が不整で肝細胞のびまん

性腫大やグリコーゲン蓄積が確認された。 

D: 蛍光を示さなかった結節性過形成の H-E染色像 

三つ組構造が確認され、小葉間構造は保たれており、肝細胞索も規則的に配列さ

れていた。 
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4. 考察 

 

 本研究では、犬の肝臓腫瘤症例において ICG蛍光法を実施した結果、肝細胞癌

4結節が同定可能であった。 

 医学領域において、肉眼所見での同定が困難とされる早期肝細胞癌のような小

型の肝臓腫瘍においても ICG蛍光法が有用であると報告されている[Gotoh et al. 

2009, Ishizawa et al. 2009a, 2009b, 2010]。さらに、病理組織学的に肝細胞癌と診断

されたすべての結節において蛍光所見が得られており、ICG蛍光法によりはじめ

て抽出可能であった肝細胞癌も報告されている[Ishizawa et al. 2009b]。その一方で、

再生性大結節や胆管増生などの良性病変でも蛍光を示す結節の存在が報告されて

いる[Gotoh et al. 2009, Ishizawa et al. 2009b]。本研究でも、蛍光を示す結節性過形

成が存在し、また肝細胞癌でも蛍光を示さない結節が含まれていた。これまでの

報告では、分化度の高い肝細胞癌では胆汁産生能を保持するものの胆汁排泄障害

があること、癌周囲の肝実質も癌の圧排を受けて胆汁排泄障害をきたす可能性が

あることから、肝細胞癌の内部あるいは癌周囲の肝実質に滞留した ICGが蛍光法

で検出されると考えられている[Ishizawa et al. 2009b]。なかでも、分化度と蛍光所

見についての検討では、低分化の肝細胞癌では癌組織自体は蛍光を示しておらず、

腫瘍に圧排された正常肝実質に胆汁排泄障害が起こることで蛍光所見を示すと考

えられている[Ishizawa et al. 2009b]。本研究における病理組織学的診断との比較検

討では、蛍光を示した肝細胞癌では正常な実質が圧迫されるように腫瘍が形成さ

れて三つ組構造が認められなかったことから、胆汁排泄障害が起きている可能性

が考えられた。一方、蛍光を示さなかった肝細胞癌でも三つ組構造は認められな
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かったものの、複数の拡張した類洞が存在することで胆汁排泄経路が保たれてい

る可能性が考えられたことから、蛍光を示さなかったものと思われた。また、蛍

光を示した結節性過形成についても小葉間構造の不整や肝細胞の変性が認められ

たことから、胆汁排泄障害が起きることで蛍光を示している可能性が考えられた。

この ICG蛍光法により蛍光所見が得られる機序についてはまだ不明な点が多く、

ICG蛍光法のみで新規に発見された病変を追加で切除することについては慎重を

期す必要があると思われた。しかし、術前に画像診断が得られている病変の位置

を術中に正確に把握することや切除標本の肉眼的な評価を補助することには有効

であると思われた。さらには、肝切除後の離断面を蛍光法で観察することにより

癌の残存を同定できることも報告されている[Ishizawa et al. 2009b]。本研究では肝

臓腫瘤切除後の離断面の観察を行ったところ、すべての症例で蛍光を示していな

かったことから腫瘤の取り残しがないことが確認できた。このことから、ICG蛍

光法は病変が確実に切除されたことを術中に確認することができ、手術の正確性

向上に寄与するものと考えられた。 

 その他の肝臓腫瘤や投与経路、投与量についても議論されており、胆管腫瘍の

浸潤や胆管の塞栓により胆汁うっ滞を起こしている肝区域が ICG蛍光法で同定さ

れ、また胆管癌は蛍光を示さないことが報告されている[Harada et al. 2010]。別の

投与経路として、術中に肝臓への血行遮断下にて、切除予定の門脈枝に ICGを局

注した 1分後に蛍光観察を行ったところ、肝細胞癌が蛍光を示さなかったことも

報告されている[Aoki et al. 2008]。ヒトにおいて、ICGは肝機能検査に利用される

検査薬であることから、肝細胞癌患者には手術前日～1週間前に投与されること

が多い。ICG蛍光法による正常肝実質の蛍光強度は、ICGの排泄能が悪い患者、
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術前 24時間以内に投与された患者で蛍光強度が強いと報告されており、肝硬変患

者を除いては手術 2日以上前に ICGを投与することでより良いコントラストが得

られることも報告されている[Ishizawa et al. 2009b]。本研究では術前 12～18時間

に ICGを静脈内投与していたが、投与時期や投与経路についてさらなる検討が必

要であると思われた。また、投与量について、肝機能検査の推奨量とされる 0.5 

mg/kgの約 1/10量以下でも十分な蛍光観察が可能であることが報告されている

[Mitsuhashi et al. 2008]。一方で、ICGは重篤な副作用が約 0.003%に発症すること

も報告さており[Cherrick et al. 1960]、投与量についてもより詳細な検討が必要で

あると思われた。 

 以上のことから、犬においても ICG蛍光法により肝細胞癌が検出可能であるこ

とが明らかになった。また、術中に病変部位を正確に把握することが可能であっ

たことから、術中に完全切除できたと判断できることを明らかにした。ICG蛍光

法は肝臓に存在する胆汁排泄障害を画像化しているものと推察された。今後はさ

らに例数を重ね、遺伝子発現解析などの手法を用いて、肝細胞癌および結節性過

形成に存在する胆汁排泄障害の原因や蛍光パターンとの関連について検討する必

要があると思われた。 
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5. 小括 

  

 第 1章の結果から、外科的に完全切除できた症例において、予後が良好である

ことが明らかになった。しかし、肝細胞癌はその大きさや発生部位により術中に

正確な位置を把握することが困難な場合がある。近年、医学領域おいて、ICGの

蛍光特性を利用した肝区域や胆管の同定法が報告され、肝細胞癌や転移性肝腫瘍

の同定に ICG蛍光法として試みられている。一方、犬における ICG蛍光法の有用

性に関しては報告がなく、検討がなされていない。そこで、犬の肝臓腫瘍に対し

て ICG蛍光法を応用し、その臨床的有用性を検討した。 

2011年3月から2012年9月に日本大学生物資源科学部附属動物病院に来院し、

肝臓腫瘤と診断され、外科的切除を適応した犬 6頭を対象とした。術前 12～18

時間に ICGを 0.5 mg/kgで静注した。開腹下にて、肝表面および肝離断面を赤外

観察カメラにて撮影を行い、切除標本に対しても同様の条件にて撮影し、標本割

面の観察を行った。さらに、病理組織学的診断と蛍光所見の比較を行った。 

対象となった肝臓腫瘤症例 6頭から切除された結節は全部で 12結節であった。

病理組織学的に肝細胞癌 6結節と結節性過形成 6結節と診断され、ICG蛍光法に

て蛍光所見を示す結節が得られた。蛍光を示した結節は肝細胞癌 4結節と結節性

過形成 1結節であった。一方、残りの肝細胞癌 2結節と結節性過形成 5結節につ

いては蛍光を示さなかった。また、蛍光を示した結節ついては肝表面にて同様に

蛍光観察が可能であった。全症例において、肝臓腫瘤切除後の離断面に蛍光は観

察されなかったことから、術中に完全切除できたと判断することが可能であった。 

以上より、犬においても ICG蛍光法により肝細胞癌が同定可能であることを明
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らかにした。また、術中に病変部位を正確に把握することが可能であったことか

ら、術中に完全切除できたと判断できることを明らかにした。 
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第 4章 

 

犬の肝細胞癌における 

増殖因子、増殖因子レセプターの遺伝子発現解析 
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1. 緒言 

 

第 1章の結果から、犬の肝細胞癌は腫瘍の大きさや発生部位により、複数の肝

葉切除が必要な場合や外科的切除が難しい症例が存在することが明らかになった。

そのような症例では、治療を断念して経過観察を余儀なくされることがある。 

近年、分子生物学の進歩により癌の生物学的特性が明らかになるにつれ、癌細

胞に特有の分子を標的とした抗腫瘍薬の開発が進められている。医学領域では、

癌の進展、増殖にかかわるさまざまなシグナル伝達経路や遺伝子異常、腫瘍によ

る血管新生の機序などが明らかにされており、それらに基づく診断や分子標的治

療薬などの開発も進歩している。ヒトの肝細胞癌においても外部情報の受容と伝

達に関与する増殖因子とレセプター、細胞内シグナル伝達や作用に関与する分子

が同定され、これらを標的とした分子標的治療薬が注目されている[Shen et al. 

2010, Cervello et al. 2012]。肝細胞癌は特に、血管新生が豊富な腫瘍として考えら

れており、血管新生には血管内皮細胞増殖因子(vascular endothelial growth factor; 

VEGF)、血管壁細胞増殖因子(platelet-derived growth factor; PDGF)が重要とされ、

VEGF/VEGF受容体(VEGF receptor; VEGFR)シグナルと PDGF/PDGF受容体(PDGF 

receptor; PDGFR)シグナルが相乗的に作用することも報告されている[Kuhnert et al. 

2008]。また、肝細胞癌血管新生因子としてアンギオポイエチン(Angiopoietin; Ang)/ 

Tie2 (tyrosine kinases with immunoglobulin and epidermal growth factor homology 

domains 2)シグナルが知られている[Tanaka et al. 2002]。さらに、増殖因子とレセプ

ターとして、肝細胞における増殖シグナルが亢進すると考えられているものに、

上皮細胞増殖因子(epidermal growth factor; EGF)/EGF受容体(EGF receptor; EGFR)
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シグナル、インスリン様成長因子(insulin-like growth factor; IGF)/IGF受容体(IGF 

receptor; IGFR)シグナル、肝細胞増殖因子(hepatocyte growth factor; HGF)/ METシグ

ナルが挙げられる[Shen et al. 2010, Cervello et al. 2012]。EGFR のリガンドにはさら

に形質転換増殖因子(transforming growth factor-α; TGF-α)やヘパリン結合性 EGF様

増殖因子(heparin-binding EGF-like growth factor; HB-EGF)が知られており、いずれ

もリガンド結合による二量体形成を伴って細胞内チロシンキナーゼの活性化が起

こるとされる。このような増殖因子レセプターのシグナルは、自己リン酸化によ

り細胞内シグナル伝達経路が開始される。主要となるシグナル伝達経路には、

Ras-MAPKカスケードと PI3K-Aktカスケードの 2通りがあり、これらが活性化さ

れることにより肝細胞増殖に必要な転写の促進や抗アポトーシス作用を生じると

されている。 

現在、ヒトの肝細胞癌に対して唯一認可を受けた分子標的治療薬である

sorafenib (Nexavar
®
)の作用は、前述した Ras-MAPKカスケードの重要なシグナル

伝達物質である Rafのセリン・スレオニンキナーゼ活性阻害に加え、c-Kit、

VEGFR-1, 2, 3や PDGFR-β などの受容体型チロシンキナーゼ活性阻害を標的とし

たマルチキナーゼ阻害薬である。臨床においては SHARP Trial [Llovet et al. 2008]、

Asia-Pacific Trial [Cheng et al. 2009]という二つの二重盲検ランダム化比較試験に

より sorafenibの生存期間延長効果が示され、本邦や欧米において進行性肝細胞癌

における標準治療薬として確立されている。 

一方、獣医学領域では肥満細胞腫に対する分子標的薬として imatinib (Glivec
®
)

の報告はあるものの、肝細胞癌に対する報告は見当たらず、その分子生物学的特

徴も未だ不明である。そこで本研究では、肝細胞癌の分子標的と予想される血管
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新生因子、増殖因子やそれらのレセプターを含めた 17遺伝子を選択し、その発現

を定量解析することにより犬の肝細胞癌における分子生物学的特徴について検討

した。 
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2. 材料と方法 

 

1) 症例 

 2010年3月から2012年7月に日本大学生物資源科学部附属動物病院に来院し、

肝臓腫瘤と診断され、外科的切除を適応した犬 22頭を対象とした。22頭の内訳

は肝細胞癌症例が 18頭、結節性過形成症例が 4頭であった。摘出された肝臓腫瘤

と付随する非腫瘤部の肝臓を採取し、直ちに裁断して液体窒素にて凍結、－80℃

で保存した。採取した組織は病理組織学的診断の結果から、肝細胞癌 18検体、結

節性過形成 10検体、非腫瘤部の肝組織 11検体が得られた(表 4-1)。 

 

2) 対照動物 

 健常対照犬として、身体検査、血液および血液化学検査、胸部および腹部 X線

検査、腹部超音波検査によって健常と確認されたビーグル成犬 4頭を用い、コン

トロールとして正常な肝臓を採材した。 

 肝臓の採材を行った 4頭の健常対照犬には、麻酔前処置として橈側皮静脈に

22G留置針を設置した。最初に、硫酸アトロピン(0.04 mg/kg)を皮下投与後、塩酸

ミダゾラム(0.2 mg/kg)と酒石酸ブトルファノール(0.2 mg/kg)を静脈内投与した。麻

酔導入にはプロポフォール(4 mg/kg)を静脈内投与し、気管チューブを挿管した。

吸入麻酔にはイソフルラン(1-2%)と酸素(2 L/min)で維持した。次いで、腹部正中

切開後、外側左葉に対してギロチン法による肝臓部分切除を行った。得られた肝

組織は直ちに裁断して液体窒素にて凍結し、－80℃で保存した。その後、イソフ

ルラン(5%)による深麻酔下に維持し、塩化カリウム(40 mEq/head)の静脈内投与に
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て安楽殺を行った。これらの犬は、日本大学生物資源科学部動物実験指針および

手引きに従って管理した。 

 

3) 全 RNAの抽出 

 得られた組織からの全 RNAの調整には RNA抽出用試薬 Trizol
®
 (Life 

Technologies Corporation, Tokyo, Japan)を用いた。凍結保存した組織(10 mg) に

Trizol
®
 試薬 1 mlを加えてホモジナイズし、クロロホルムを混合後、直ちに激し

く攪拌した。次いで、10分間室温にて静置後、15,000 rpm、4℃15分間遠心分離

を行い、上清の水層を回収した。これにイソプロパノール 1 mlを混和し、10分

間室温にて静置後、15,000 rpm、4℃15分間遠心分離を行い、沈渣を回収した。沈

渣は 75％エタノールで洗浄し、風乾後に RNase free water 50 μlにて溶解した。そ

の後、RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen Inc, Tokyo, Japan)を用いて RNA精製処理を行

い、吸光光度計 (NanoDrop 1000, LMS Co., Ltd., Tokyo, Japan)にて全 RNAの濃度を

算出した。 

 

4) 一本鎖 cDNAの合成 

 抽出された全 RNAは相補的な一本鎖 DNAを合成するために、PrimeScript® RT 

reagent kit with gDNA Eraser (TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan)を用いて、逆転写反応を

行った。氷上にて、全 RNA500 µgに反応液を加え、37℃15分間、85℃5秒間にて

cDNA合成した。 
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5) Real-time RT-PCR法 

選択した 17遺伝子の発現を定量解析するために、Real-time RT-PCR法を用いた。

内在性コントロール遺伝子には TATA-box binding protein (TBP)と β-glucuronidase 

(GUSB)を用いた。Real-time RT-PCR法に用いたセンスおよびアンチセンスプライ

マーは Perfect Real Time Primer Support System (TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan)を用

いて、犬の RefSeq登録遺伝子に対して設計、合成されたものを使用した(表 4-2)。 

Real-time PCRには SYBR
®
 Premix Ex

TM
 Taq (TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan)を用い

て、Thermal Cycler Dice
®
 Real Time System II (TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan)により

実施した。Real-Time PCRの条件は 95℃30秒間の熱変性を行った後に、95℃5秒

間、60℃30秒間を 40サイクル行った。その後、融解曲線分析を行い増幅産物の

Tm値を確認した。定量解析には TaKaRa Multiplate RQ (TaKaRa Bio Inc., Shiga, 

Japan)を用いて、ΔΔCt法にて解析した。 

 

8) 統計学的分析 

 遺伝子発現量の比較には、Kruska-Walis検定を用いて Post-hoc testとして Dunn’s 

testを用いた。p値が 0.05未満を統計学的に有意差ありと判断した。 
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表 4-1. 本研究に用いた肝臓腫瘤症例 

No. 犬種 性別 年齢 体重 
病理組織学的診断 非腫瘤部 

肝臓 肝細胞癌 結節性過形成 

1 チワワ 去勢雄 10 7.15 1 0 1 

2 雑種 去勢雄 11 24.2 1 0 1 

3 柴犬 雄 12 11.76 1 1 0 

4 シベリアン・ハスキー 避妊雌 13 19.45 1 0 1 

5 ゴールデン・レトリバー 避妊雌 11 30.1 1 0 0 

6 ビーグル 避妊雌 10 8.35 1 1 0 

7 柴犬 雄 13 13.7 1 0 1 

8 柴犬 避妊雌 11 8 1 1 0 

9 雑種 避妊雌 13 13.74 1 1 0 

10 シェットランド・シープドッグ 雌 14 13 1 0 1 

11 ミニチュア・ダックスフンド 避妊雌 10 5.94 1 0 1 

12 シー・ズー 雌 13 4.62 1 0 1 

13 シー・ズー 避妊雌 11 7.02 1 0 1 

14 ヨークシャー・テリア 避妊雌 12 2.9 1 0 1 

15 ウェルシュ・コーギー 雌 10 12 1 1 0 

16 ラブラドール・レトリバー 雌 10 27.58 1 0 1 

17 ビーグル 雄 9 17.05 1 1 0 

18 シー・ズー 去勢雄 10 8.15 1 0 1 

19 トイ・プードル 雌 7 4.64 0 1 1 

20 雑種 避妊雌 13 12.4 0 1 1 

21 ミニチュア・ダックスフンド 去勢雄 12 6.45 0 1 0 

22 雑種 避妊雌 13 6.45 0 1 0 
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遺伝子 方向性 塩基配列(5'-3')
Tm値

(°C)

増幅産物
(bp)

GUSB Forward 5'-ACATCGACGACATCACCGTCA-3' 76 90

Reverse 5'-GGAAGTGTTCACTGCCCTGGA-3'

TBP Forward 5'-ATGGTGTGTACGGGAGCCAAG-3' 76 184

Reverse 5'-ACTGTTGGTGGGTCAGCACAAG-3'

VEGF-A Forward 5'-TCAGGACACTGCTGTACTTTGAGG-3' 79.1 133

Reverse 5'-GGCTTGTCAGGAGCAAGTGAA-3'

VEGFR-1 Forward 5'-CACCTGGGCTGAGAGCAAAC-3' 77.2 117

Reverse 5'-CCACACCTGGAATGGCAGAA-3'

VEGFR-2 Forward 5'-CTTGGACAGCATCACCAGTAGTCAG-3' 75 131

Reverse 5'-TGAGATGCTCCAAGGTCAGGAA-3'

VEGFR-3 Forward 5'-GGATGGAGTTCCTGGCCTCA-3' 77.9 142

Reverse 5'-TTTCGCACATAGTCAGGGTCTTTG-3'

PDGF-B Forward 5'-TACGAGATGCTGAGCGACCAC-3' 79.1 112

Reverse 5'-ATCGGGTCAAATTCAGGTCCAA-3'

PDGFR-β Forward 5'-TGAGGGCAAGCTGGTCAAGA-3' 77.7 155

Reverse 5'-ACACGTCGCTCAGGGTGGTA-3'

EGF Forward 5'-CTATGGCCCTCAAGGATGGTG-3' 75.1 125

Reverse 5'-GCAGCCTTGCTCTGTGTCCTTA-3'

TGF-α Forward 5'-GTGGTGTCCCACTTCAACGACT-3' 77 85

Reverse 5'-TGTCCTCCTGCACCAGAAACC-3'

HB-EGF Forward 5'-GCTCTGGCCACACCCAGTAA-3' 75.3 113

Reverse 5'-CCATGGATGCAGAAGTCCTTGTA-3'

EGFR Forward 5'-TGCATTTGCCAAGCCCTACA-3' 75.1 90

Reverse 5'-GGTACTCGTCAGCATCCACAACA-3'

HGF Forward 5'-GGCTACTGCTCCCAAATTCCA-3' 71.9 124

Reverse 5'-CCCACATTGAACATGTTAGTCCAGA-3'

MET Forward 5'-ACCAGTGAAGTGGATGGCTTTAGAA-3' 75.5 135

Reverse 5'-AAGGTGTTGACGTCAGGATAAGGTG-3'

IGF1 Forward 5'-GATAGAGCCTGCGCAATGGAA-3' 71.3 120

Reverse 5'-CTGGAAATGAATTGGTTAGCAGGAA-3'

IGF1R Forward 5'-ATGGTGGCCGAAGATTTCACA-3' 75.1 120

Reverse 5'-AGGTGACATCCAGCGCACAG-3'

IGF2R Forward 5'-CACAGTGCGTGACTTACGGAAAC-3' 76.2 84

Reverse 5'-CCAGAGCAGGAATCCCAAGTG-3'

Ang-2 Forward 5'-TGGGTGGACGGTCATTCAG-3' 74.7 106

Reverse 5'-CAGCCAGTGTTCGCCAGAAG-3'

Tie2 Forward 5'-GCGGGAATGACTTGCCTGA-3' 76.9 146

Reverse 5'-AGGGCCAGAGTTCCTGAGTTGA-3'

表4-2.　Real-Time PCRに用いたプライマー

Forward:　センスプライマー、Revers:　アンチセンスプライマー
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3. 結果  

 

 犬の肝癌細胞において、正常肝臓、非腫瘤部肝臓および結節性過形成と比較し

た結果、5つの遺伝子で有意差が認められた。PDGF-B遺伝子は正常肝臓と比較

して、肝細胞癌で有意に高値を示した(図 4-1)。一方、TGF-α遺伝子と EGFR 遺伝

子では有意に低値を示した(図 4-2および 3)。また、EGF遺伝子は結節性過形成と

比較して、有意に低値を示した(図 4-4)。さらに、HGF遺伝子では非腫瘤部肝臓と

比較して、有意に低値を示した(図 4-5)。 

 加えて、有意差は認められなかったものの、Ang-2遺伝子は肝細胞癌で高発現

傾向が認められ、また正常肝臓と比較し、非腫瘤部肝臓でも中央値で 5倍以上の

高発現を示した(図 4-5)。 
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図 4-1. 犬の肝臓腫瘤における PDGF-Bの遺伝子発現 

肝細胞癌において、有意に高値を示した。 

Control: 正常肝臓、Normal: 非腫瘍部肝臓、NH: 結節性過形成、HCC: 肝細胞癌 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-2. 犬の肝臓腫瘤における TGF-αの遺伝子発現 

肝細胞癌において、有意に低値を示した。 

Control: 正常肝臓、Normal: 非腫瘍部肝臓、NH: 結節性過形成、HCC: 肝細胞癌 
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図 4-3. 犬の肝臓腫瘤における EGFR の遺伝子発現 

肝細胞癌において、有意に低値を示した。 

Control: 正常肝臓、Normal: 非腫瘍部肝臓、NH: 結節性過形成、HCC: 肝細胞癌 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-4. 犬の肝臓腫瘤における EGFの遺伝子発現 

肝細胞癌において、有意に低値を示した。 

Control: 正常肝臓、Normal: 非腫瘍部肝臓、NH: 結節性過形成、HCC: 肝細胞癌 
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図 4-5. 犬の肝臓腫瘤における HGFの遺伝子発現 

肝細胞癌において、有意に低値を示した。 

Control: 正常肝臓、Normal: 非腫瘍部肝臓、NH: 結節性過形成、HCC: 肝細胞癌 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4-6. 犬の肝臓腫瘤における Ang-2の遺伝子発現 

肝細胞癌と非腫瘤部の肝臓で高い傾向を示した。 

Control: 正常肝臓、Normal: 非腫瘍部肝臓、NH: 結節性過形成、HCC: 肝細胞癌 



 76 

4. 考察 

 

 医学領域において、肝細胞癌は血管新生活性を呈する腫瘍とされており、癌の

進展に伴い新生血管が増加し、血管新生シグナルに高い依存性をもつと考えられ

ている[Tanaka and Arii. 2010]。また、肝炎から肝硬変に至る過程の中で血管新生

および血管構造の異常が肝細胞癌の進展に関与していることが報告されている

[Fernández et al. 2009]。血管新生は促進因子と抑制因子のバランスによって制御さ

れる現象とされ、促進において中心的な役割を果てしている因子は VEGF、PDGF、

Angと考えられている[Yancopoulos et al. 2000, Fernández et al. 2009]。PDGFについ

ては 4つのファミリーメンバーの中でも、血管新生において内皮細胞の産生する

PDGF-Bが特に重要とされており、周皮細胞が発現する PDGFR-β に作用すること

で走化性因子として周皮細胞の新生血管への集積を促す結果、成熟した血管が構

築されると報告されている[Lindahl et al. 1999, Ferrara et al. 2005, Song et al. 2005]。

本研究おいて、PDGF-Bの遺伝子発現は正常肝臓と比較して、肝細胞癌で有意に

高値を示していた。したがって、犬の肝細胞癌における血管新生因子として

PDGF-Bは重要な役割を担っている可能性があると推察された。 

また、Ang-2の遺伝子発現には有意差が認められなかったものの、肝細胞癌で

高い発現を示す検体が含まれていた。血管新生において重要とされる Angは、主

に周皮細胞の血管内皮への接着を調節するとされている。3つのファミリーメン

バーのうち、特に重要なのは Ang-1と Ang-2 であり、Ang-1は主に周皮細胞で、

Ang-2は主に内皮細胞で産生される。Ang-1 は内皮細胞が発現する Tie2に結合し

て細胞内チロシンキナーゼドメインをリン酸化するアゴニストであるのに対して、

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tanaka%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20505971
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Ang-2は Tie2のリン酸化作用は極めて弱く、結果的に Ang-1に拮抗するアンタゴ

ニストとして考えらている[Maisonpierre et al. 1997, Yancopoulos et al. 2000, Ferrara 

et al. 2005]。血管新生のトリガーとして低酸素が最もよく知られているが、腫瘍

を含めたその他の要因の結果、内皮細胞に Ang-2の発現が誘導されると Tie2から

のシグナルは遮断され周皮細胞が離脱し、血管が不安定な状態になることにより

血管新生を促すとされている [Yancopoulos et al. 2000, Ferrara et al. 2005]。Ang-2

はマウスの肝細胞癌モデルにて生理的、病理学的に重要な役割を示すと報告され

ており[Tanaka et al. 1999]、正常組織での発現が少なく、腫瘍中の血管新生に重要

な役割を果たしていることから、Ang-2の抑制が腫瘍部分に効果があると報告さ

れている[Oliner et al. 2004]。しかし、本研究において、犬の肝細胞癌症例では非

腫瘤部肝臓でも Ang-2の高発現傾向が認められたことから、正常組織においても

血管新生に関与している可能性が考えられた。また、ヒトの肝細胞癌は主要な発

癌原因が明らかになっている癌のひとつであり、その最も重要な発癌原因は慢性

ウイルス性肝炎とされ、肝炎から肝硬変に至る過程の中で起きる血管新生および

血管構造の異常が肝細胞癌に関与していると考えられている。国内では約 80%が

C型肝炎ウイルス、10～15%が B型肝炎ウイスルの持続感染による慢性肝炎、肝

硬変を背景に発生する。肝臓の発癌機構として、ウイルス蛋白や化学物質そのも

のに加えて、炎症と繰り返す肝細胞壊死、再生過程における遺伝子異常が蓄積さ

れ、異型結節などの前癌病変や早期肝細胞癌の段階を経て、既存の構造を破壊す

る進行性肝細胞癌へ至ると考えられている。一方、獣医学領域では、犬の肝細胞

癌と肝炎ウイルスとの関連は不明であり、その発癌原因はわかっていない。ヒト

と同様に、前癌病変から段階的に肝細胞癌になっていくことも証明されていない
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ことに加え、PDGFは肝臓に特異的な分子ではなく、またそのレセプターである

PDGFR やその他の血管新生因子やレセプターに有意差が認められないことから

も、犬の肝細胞癌において血管新生が関与しているか否かついて今後さらなる検

討が必要であると思われる。 

その一方で、TGF-α、EGFや EGFRの遺伝子発現は肝細胞癌で有意に低値を示

していた。EGFR は human epidermal growth factor receptor (HER)ファミリーの一つ

であり、EGFRと HER2~4が含まれる。HER3以外は細胞内にチロシンキナーゼ

ドメインを有しており、外部ドメインにリガンドが結合することで、細胞増殖や

分化に関与するとされる [Ciardiello and Tortora. 2008]。また、TGF-αと EGFは

EGFR のリガンドとして細胞増殖に関与するとされる[Massagué. 1990, Ciardiello 

and Tortora. 2008]。肝細胞癌において、EGFR は高頻度に過剰発現が認められると

報告されており[Kira et al. 1997, Buckley et al. 2008]、TGF-αは肝細胞癌形成に関与

すると考えられている[Kira et al. 1997, Harada et al. 1999]。TGF-αについてはヒト

[Kira et al. 1997]とマウス[Jhappan et al. 1990, Sandgren et al. 1993] においてもその

遺伝子発現が肝細胞増殖と肝細胞癌形成と関与すると報告されている。しかしな

がら、肝細胞癌における EGFR の発現については議論されており[Hamazaki et al. 

1997, Altimari et al. 2003]、TGF-αについては非腫瘍部の肝臓における再生過程で

も増加することが報告されている[Jhappan et al. 1990]。また、免疫染色において

TGF-αは肝細胞癌に比較して非腫瘤部の肝臓で強染色性を示し、EGFR では有意

差が認められなかったとの報告もある[Kiss et al. 1997]。本研究においても、EGFR

シグナルに関与する遺伝子発現は肝細胞癌で低値を示しており、腫瘍部以外での

発現が認められることから、犬においては肝細胞癌形成には関連せず、また正常

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ciardiello%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18337605
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tortora%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18337605
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ciardiello%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18337605
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ciardiello%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18337605
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tortora%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18337605
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肝細胞における増殖や分化に関与している可能性が考えられた。 

さらに、HGFの遺伝子発現も肝細胞癌で有意に低値を示していた。HGFとそ

のレセプターである METは肝細胞癌をはじめ、さまざまな腫瘍において過剰発

現や遺伝子変異・増幅が報告されており、血管新生や細胞増殖、浸潤、転移能獲

得に関与すると報告されている[Comoglio et al. 2008]。HGFは正常肝臓ではほとん

ど発現せず、部分肝切除後や肝損傷時に肝細胞の再生に伴って発現すると考えら

れている[Nakamura et al. 1989]。また、マウス肝細胞の培養組織において、肝再生

時の細胞増殖とアルブミン分泌を促進することが報告されている[Takehara et al. 

1992]。一方、HGFが肝細胞癌の成長を妨げること[Shiota et al. 1992]や HGF・TGF-α

トランスジェニックマウスにおいて HGFが肝細胞癌の発生率を低下させる可能

性も報告されている[Shiota et al. 1995]。本研究では、肝細胞癌で低値を示してお

り、非腫瘤部での発現が認められることから、犬においては HGFの遺伝子発現

の低下は肝細胞癌と関連している可能性が考えられた。 

以上のことから、犬の肝細胞癌では PDGF-Bが高発現することが明らかとなり、

腫瘍部分のみで高発現が認められることから標的分子となる可能性が考えられた。

一方、細胞増殖因について、有意差が認められた因子はいずれも肝細胞癌で低値

を示していたことから、今回調べた因子については、犬における肝細胞癌の増殖

には関わっていない可能性が考えられた。 
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5. 小括 

  

 第 1章の結果から、犬の肝細胞癌は腫瘍の大きさや発生部位により、複数の肝

葉切除が必要な場合や外科的切除が難しい症例が存在することが明らかになった。

そのような症例では、治療を断念せざるを得ず、経過観察を余儀なくされている

のが現状である。近年、ヒトの肝細胞癌において外部情報の受容と伝達に関与す

る増殖因子とレセプター、細胞内シグナル伝達や作用に関与する分子が同定され、

これらを標的とした分子標的治療薬が注目されている。しかし、犬の肝細胞癌に

おける分子生物学的特徴は未だ不明であり、分子標的薬のような治療が可能か否

かについては検討されていない。そこで、肝細胞癌の分子標的になり得ると予想

される血管新生因子、増殖因子およびそのレセプターの遺伝子発現を定量解析し、

犬の肝細胞癌おける分子生物学的特徴について検討した。 

2010年3月から2012年7月に日本大学生物資源科学部附属動物病院に来院し、

肝臓腫瘤と診断され、外科的切除を適応した肝細胞癌の犬 18症例と結節性過形成

の犬 4症例を対象に、摘出された肝臓腫瘤と付随する非腫瘤部の肝臓における遺

伝子発現解析を行った。発現解析する遺伝子には、VEGF-A、VEGFR-1, 2, 3、

PDGF-B、PDGFR-β、Ang-2、Tie2、EGF、TGF-α、HB-EGF、EGFR、HGF、MET、

IGF1、IGF1R、IGF2R の 17遺伝子を選択した。 

今回解析した 17遺伝子のうち、5つの遺伝子において有意差が認められた。

PDGF-B mRNA発現量は正常肝臓と比較して、肝細胞癌で有意に高値を示した。

一方、TGF-αと EGFR mRNA発現量は正常肝臓と比較して、肝細胞癌で有意に低

値を示した。また、EGF mRNA発現量は結節性過形成と比較して、肝細胞癌で有
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意に低値を示し、HGF mRNA発現量は非腫瘤部肝臓と比較して、肝細胞癌で有意

に低値を示した。PDGF-Bは肝細胞癌において有意に高値を示していたことから、

犬の肝細胞癌における血管新生因子として重要である可能性が考えられた。一方、

細胞増殖因子について、有意差が認められた因子はいずれも肝細胞癌で低値を示

していたことから、今回調べた因子については犬における肝細胞癌の増殖には関

わっていない可能性が考えられた。 

以上より、犬の肝細胞癌では PDGF-Bが高発現することが明らかとなり、腫瘍

部分のみで高発現が認められることから、その増殖に関与している可能性が考え

られ、ヒトとは異なる細胞増殖シグナルを示している可能性が示唆された。 
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犬の原発性肝臓腫瘍においては、肝細胞癌の発生が最も多く、単葉に孤立性の

腫瘤病変を形成する場合が多い。そのため、肝細胞癌治療の第一選択は外科的切

除であり、完全切除が可能な場合は予後良好であると報告されている。しかし、

肝臓は非常に予備能力の高い臓器であるため、臨床症状は病態が進行してから発

現することが多く、肝臓に腫瘤病変が確認された時点では、腫瘍は巨大化してい

ることが少なくない。ヒトの肝細胞癌では、B 型、C 型肝炎ウイルス感染などか

らの慢性肝炎や肝硬変が背景にあり、結節型や浸潤型が多く、予後が悪いことか

ら様々な治療法が存在する。一方、犬の肝細胞癌は、ウイルスとの関連はわかっ

ておらず、未だ原因不明とされ、診断や治療に関する治験は少ないのが現状であ

り、ヒトの肝細胞癌に関する知見を単純に外挿することはできないものと推察さ

れる。 

以上のことから、犬の肝細胞癌における診断と治療について検討することを目

的として、第 1章では犬の肝細胞癌の回顧的解析を行い、臨床的特徴、腫瘍の発

生部位や切除部位について調査した。次いで、第 2章では犬の肝細胞癌における

腫瘍マーカーの遺伝子定量解析、免疫組織化学活性および血中濃度を測定して臨

床的有用性を検討した。第 3章では肝細胞癌を含む肝臓腫瘤を持つ犬に対して、

肝臓腫瘤摘出術時に蛍光法による腫瘍の術中同定を行い、その臨床的有用性につ

いて検討した。最後に、第 4章では犬の肝細胞癌の分子標的になり得ると予想さ

れる血管新生因子、増殖因子およびそのレセプターの遺伝子発現を定量解析し、

犬の肝細胞癌おける分子生物学的特徴について検討した。 
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1. 犬の肝細胞癌における回顧的研究 

 

 本研究は、2002 年 7 月から 2013 年 7 月に本学附属動物病院に来院し、腹部超

音波検査、コンピュータ断層撮影(CT)検査によって検出された肝臓腫瘤に対し、

外科的切除を行って病理組織学的に肝細胞癌と診断された犬を対象に、シグナル

メント、臨床症状、腫瘍の発生部位や予後などについて検討した。 

 その結果、対象となった犬は 71頭であり、犬種はシー・ズーが 14頭(20%)と最

も多く認められ、次いで雑種が 9頭(13%)、柴犬が 7頭(10%)、シェットランド・

シープドッグ、ミニチュア・ダックスフンドが各 6頭(8%)であった。性別に雌雄

差は認められず、年齢の中央値は 11歳と高齢で発症し、体重の中央値は 9.3kgと

小～中型犬での発生が多いことが認められた。臨床症状は 49頭(69%)に認められ、

主な臨床症状として、食欲不振が 23頭(32%)、元気消失が 19頭(27%)、嘔吐が 17

頭(24%)と多く認められた。一方、残りの 22頭(31%)は無症状であった。腫瘍の発

生部位は外側左葉が 20頭(28%)、内側左葉が 11頭(15%)、方形葉が 7頭(10%)、内

側右葉が 14頭(20%)、外側右葉が 17頭(24%)、尾状葉尾状突起が 10頭(14%)、尾

状葉乳頭突起が 5頭(7%)であった。区域別では、左肝区域が 28頭(39%)、中央肝

区域が 19頭(27%)、右肝区域が 25頭(35%)であった。切除した肝葉は一葉のみと

なった症例が 44頭(62%)、二葉以上切除した症例が 22頭(31%)、切除不可だった

症例が 5頭(7%)であった。術後生存期間の中央値は、外科的切除を行った症例で

は 770日間であったのに対し、切除不可だった症例では 116日間であった。また、

術後に再発した症例は 7頭(11%)であった。 

 以上、犬の肝細胞癌は高齢で発生し、無症状で進行する場合や複数の肝葉を切
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除しなくてはならない症例が存在したものの、外科的切除できた症例の予後は良

好であり、長期生存することが明らかとなった。 

 

2. 犬の肝細胞癌におけるα-フェトプロテインとグリピカン-3 の有用性に関する

研究 

 

第 1章によって、犬の肝細胞癌は無症状で進行する場合や、診断時には腫瘍が

巨大化し、複数の肝葉切除が必要となる症例も存在することが明らかになったこ

とから、犬においても腫瘍マーカーが必要であると考えた。 

ヒトの肝細胞癌における腫瘍マーカーとして、腫瘍胎児性蛋白である α-フェト

プロテイン（AFP）が臨床応用されており、近年新規に同定されたグリピカン-3

（GPC-3）が有望視されている。そこで、これら腫瘍マーカーの犬における臨床

的有用性を検討するため、遺伝子定量解析、免疫組織化学活性および血中濃度の

解析を行った。 

本研究は、2010 年 3 月から 2012 年 7 月に本学附属動物病院に来院し、外科的

切除を行った肝細胞癌の犬 17症例および結節性過形成の犬 4症例を用いた。各症

例から摘出した肝臓腫瘤と付随する非腫瘤部の肝臓は遺伝子発現解析と免疫組織

化学的解析に用いた。また、術前、術後における血中濃度の測定解析を行った。 

得られた組織は病理組織学的診断から、肝細胞癌 17検体、結節性過形成 10検

体、非腫瘤部肝臓 11検体であった。AFP の mRNA発現量は肝細胞癌で有意に高

値を示したのに対し、GPC-3は有意に低値を示していた。AFPの免疫活性は肝細

胞癌で強染色性を示す検体が多いのに対し、GPC-3は肝細胞癌で弱まる傾向が認
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められた。さらに、術前高値を示していた血中 AFP濃度は術後に有意に低下した

のに対し、術前後での血中 GPC-3濃度は有意な変動がなく、むしろ術後に上昇す

る傾向を示していた。遺伝子発現と血中濃度の関連性について、AFPは有意な相

関が認められたのに対し、GPC-3は相関が認められなかった。 

犬の肝細胞癌においても AFPの高発現が認められたことから、犬においても癌

化に伴って発現が高まる可能性が考えられた。一方、GPC-3は結節性過形成や非

腫瘤部肝臓でも発現が認められ、肝細胞癌において低値を示していたことから、

犬の肝細胞癌では発現が抑制された可能性が考えられた。さらに、AFPの免疫組

織化学的検索では、肝細胞癌において強染色性を示す検体が多く認められたこと

から、AFP は蛋白質レベルでも高発現していることが考えられた。一方、GPC-3

は肝細胞癌において染色性が弱まる傾向が認められ、結節性過形成や非腫瘤部肝

臓で染色性を示していたことから、正常な肝臓でも産生される可能性が考えられ

た。血中 AFP濃度は、健常犬と比較して肝細胞癌症例で有意に高値を示したこと

から、術前診断に役立つ可能性が考えられた。また、術後に有意に低下していた

ことから再発の早期発見など術後モニタリングに役立つ可能性も考えられた。一

方、血中 GPC-3濃度に有意差は認められず、術後に上昇していたことから肝細胞

癌とは関連していない可能性が考えられた。 

以上、犬の肝細胞癌においても AFPは腫瘍マーカーとなり得ることを明らかに

した。しかし、GPC-3は腫瘍マーカーとして適切ではないと判断された。 
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3. 犬の肝細胞癌におけるインドシアニングリーン蛍光法の有用性に関する検討 

 

 第 1章の結果から、外科的に完全切除できた症例において、予後が良好である

ことが明らかになった。しかし、肝細胞癌はその大きさや発生部位により術中に

正確な位置を把握することが困難な場合がある。 

近年、医学領域おいて、インドシアニングリーン（ICG）の蛍光特性を利用し

た肝区域や胆管の同定法が報告され、肝細胞癌や転移性肝腫瘍の同定に ICG蛍光

法として試みられている。一方、犬における ICG蛍光法の有用性に関しては報告

が見当たらず、検討はなされていない。そこで、犬の肝臓腫瘍に対して ICG蛍光

法を応用し、その臨床的有用性を検討した。 

 本研究は、2011 年 3 月から 2012 年 9 月に本学附属動物病院に来院し、肝臓腫

瘤と診断され、外科的切除を適応した犬 6 頭を対象とした。術前 12～18 時間に

ICG を 0.5 mg/kg で静注した。開腹下にて肝表面および離断面を赤外観察カメラ

にて観察し、切除標本に対しても同様に観察した。さらに、病理組織学的検査所

見と蛍光観察所見の比較を行った。 

 対象となった肝臓腫瘤症例 6頭から切除された結節は全部で 12結節であった。

病理組織学的に肝細胞癌 6結節と結節性過形成 6結節と診断され、ICG蛍光法に

て蛍光所見を示す結節が得られた。蛍光を示した結節は肝細胞癌 4結節と結節性

過形成 1結節であった。一方、残りの肝細胞癌 2結節と結節性過形成 5結節につ

いては蛍光を示さなかった。また、蛍光を示した結節ついては肝表面にて同様に

蛍光観察が可能であった。 

全症例において、肝臓腫瘤切除後の離断面に蛍光は観察されなかったことから、
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術中に完全切除できたと判断することが可能であった。しかし、結節性過形成で

も蛍光を示す結節が存在したことから、胆汁鬱滞を伴うものに関しては、ICGが

腫瘤内部に留まる可能性が考えられた。 

 以上、犬においても ICG蛍光法により肝細胞癌が同定可能であることを明らか

にした。また、術中に病変部位を正確に把握することが可能であったことから、

術中に完全切除できたと判断できることを明らかにした。 

  

4. 犬の肝細胞癌における増殖因子、増殖因子レセプターの遺伝子発現解析 

 

 第 1章の結果から、腫瘍の大きさや発生部位により、複数の肝葉切除が必要な

場合や外科的切除が難しい症例が存在することが明らかになった。肝細胞癌は特

に、血管新生が豊富な腫瘍として考えられており、血管新生には血管内皮細胞増

殖因子(VEGF)、血管壁細胞増殖因子(PDGF)が重要とされ、VEGF/VEGF 受容体

(VEGFR)シグナルと PDGF/PDGF 受容体(PDGFR)シグナルが相乗的に作用するこ

とも報告されている。また、肝細胞癌血管新生因子としてアンギオポイエチン

(Ang)/ Tie2シグナルが知られている。さらに、肝細胞における増殖シグナルが亢

進すると考えられているものに、上皮細胞増殖因子(EGF)/EGF受容体(EGFR)シグ

ナル、インスリン様成長因子(IGF)/IGF 受容体(IGFR)シグナル、肝細胞増殖因子

(HGF)/ MET シグナルが挙げられる。ヒトの進行性肝細胞癌では、上記のシグナ

ルを阻害する分子標的治療薬であるソラフェニブが本邦や欧米において臨床応用

されている。しかし、犬の肝細胞癌における分子生物学的特徴は未だ不明であり、

そのような治療が可能か否かについては検討されていない。そこで、肝細胞癌の
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分子標的になり得ると予想される血管新生因子、増殖因子およびそのレセプター

の遺伝子発現を定量解析し、犬の肝細胞癌おける分子生物学的特徴について検討

した。 

 本研究は、2010 年 3 月から 2012 年 7 月に本学附属動物病院に来院し、外科的

切除を行った肝細胞癌の犬 18症例および結節性過形成の犬 4症例を用いた。各症

例から摘出された肝臓腫瘤と付随する非腫瘤部の肝臓は遺伝子定量解析に用いた。

定量解析する遺伝子として、VEGF-A、VEGFR-1, 2, 3、PDGF-B、PDGFR-β、Ang-2、

Tie2、EGF、TGF-α、HB-EGF、EGFR、HGF、MET、IGF1、IGF1R、IGF2R の 17

遺伝子を選択した。 

得られた組織は病理組織学的診断から、肝細胞癌 18検体、結節性過形成 10検

体、非腫瘤部肝臓 11検体であった。今回解析した 17遺伝子のうち 5つの遺伝子

において有意差が認められた。PDGF-B mRNA発現量は正常肝臓と比較して、肝

細胞癌で有意に高値を示した。一方、TGF-αと EGFR mRNA発現量は正常肝臓と

比較して、肝細胞癌で有意に低値を示した。また、EGF mRNA発現量は結節性過

形成と比較して、肝細胞癌で有意に低値を示し、HGF mRNA発現量は非腫瘤部肝

臓と比較して、肝細胞癌で有意に低値を示した。 

PDGF-B は肝細胞癌において有意に高値を示していたことから、犬の肝細胞癌

における血管新生因子として重要である可能性が考えられた。一方、細胞増殖因

子について、有意差が認められた因子はいずれも肝細胞癌で低値を示していたこ

とから、今回調べた因子については犬における肝細胞癌の増殖には関わっていな

い可能性が考えられた。 

以上、犬の肝細胞癌において PDGF-B遺伝子は高発現していたことから、その
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増殖に関与している可能性が考えられ、ヒトとは異なる細胞増殖シグナルを示し

ている可能性が示唆された。 

 

本研究によって、犬の肝細胞癌の臨床学的特徴を明らかにした。また、犬の肝

細胞癌における腫瘍マーカーとして、AFPが有用であることが確認できた。さら

に、ICG蛍光法が術中診断に有効であることを初めて示し、十分に臨床応用が可

能であることを明らかにした。最後に、犬の肝細胞癌における分子生物学的特徴

を明らかにし、PDGF-Bが分子標的となり得る可能性を示した。以上のことから、

本研究により犬の肝細胞癌における診断と治療に関して、新たな知見が得られ、

小動物臨床に大きく寄与するものと思われた。 
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