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略語 

 

ANP; Atrial natriuretic peptide 心房性ナトリウム利尿ペプチド 

Alb; Albumin 血清アルブミン濃度 

COX-2; Cyclooxygenase-2 シクロオキシゲナーゼ-2 

CRI; Constant-rate infusion 静脈内定速注入 

CRP; C-reactive protein  C 反応性蛋白濃度 

EUS; Endoscopic ultrasound 内視鏡超音波検査 

FBS; Fetal bovine serum ウシ胎児血清 

NPR1; Natriuretic peptide receptor 1 ナトリウム利尿ペプチド受容体 1 

NSAIDs; Non-steroidal anti-inflammatory drugs 非ステロイド性抗炎症薬 

PBS; Phosphate Buffered Saline リン酸緩衝生理食塩水 

PCV; Packed cell volume ヘマトクリット値 

Plt; Platelet 血小板数 

TP; Total protein 血清総蛋白 

VEGF; Vascular endothelial growth factor 血管内皮増殖因子 

VEGFR; Vascular endothelial growth factor receptor 血管内皮増殖因子受容体 

WBC; White blood cell 白血球数 
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 2 

 血管新生は既存の血管から新生血管が形成される現象であり，生理的には通常，

発生の過程や創傷治癒の際などに認められる。また血管新生は悪性腫瘍の血行転

移や浸潤にも関与しており[Argyle and Khanna, 2012]，固形がんの増大には必ず腫

瘍周囲に血管新生が必要になると考えられている[Folkman, 1971]。血管内皮増殖

因子（Vascular endothelial growth factor; VEGF）は脈管形成および血管新生に関与

するサイトカイン群であり，その中でも VEGF-A は腫瘍の増殖や転移の促進に最

も重要な因子であると考えられている[Mustonen and Alitalo, 1995]。最近では，医

学領域においてVEGF-A活性の抑制による悪性腫瘍に対する抗体療法が臨床応用

されている[Hurwitz et al., 2004; Saltz et al., 2008; Sandler et al., 2006; Terada et al., 

2017]。犬の VEGF -A はヒトと類似した構造であり，シグナル伝達系も極めて類

似している[Scheidegger et al., 1999]。また，乳腺腫瘍や血管肉腫，リンパ腫を有す

る犬は，血清 VEGF-A 濃度が健常犬と比較し高いことが知られている[Clifford et 

al., 2001; Gentilini et al., 2005; Kato et al., 2007]。しかし VEGF-A を標的にした治療

については，犬腫瘍細胞移植マウスモデルでの報告はあるが[Michishita et al., 

2013; Scharf et al., 2013]，実際にどのような腫瘤性疾患が対象となるか十分に検討

されておらず不明である 

 医学領域では結直腸癌患者における血中VEGF-A濃度の高値やステージとの相

関が明らかとなっており [Bestas et al., 2014; Kumar et al., 1998; Kwon et al., 2010; 

Werther et al., 2002]，抗 VEGF 抗体による血管新生阻害療法が確立されている

[Hurwitz et al., 2004; Saltz et al., 2008]。一方，犬の腸管腫瘍の発生はまれであるも

のの [Dobson et al., 2002]，本邦においては特にミニチュア・ダックスフンドで結

直腸における炎症性ポリープの発生が多く認められる[Ohmi et al., 2012]。ミニチ
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ュア・ダックスフンドの結直腸炎症性ポリープは良性の非腫瘍性病変であるが，

臨床症状として血便や排便痛，しぶりなどを認めるため，積極的な治療が必要と

される[Ohmi et al., 2012]。医学領域においては，結直腸ポリープから結直腸癌に

悪性転化する機序が明らかになっており [Fearon and Vogelstein, 1990; Hussain et 

al., 2000]，アスピリンなどによる結直腸癌の予防効果も示されている[Jänne and 

Mayer, 2000]。同様にミニチュア・ダックスフンドの結直腸炎症性ポリープは著し

い炎症を伴っている場合が多く，悪性転化が示唆されている[Saito et al., 2018]。病

変が広範囲に及んでいる場合も多く，粘膜-粘膜下組織プルスルー法[Shida et al., 

2008]などによる外科的切除後にも再発の危険性が存在する。そのため，ミニチュ

ア・ダックスフンドの結直腸炎症性ポリープの術後補助療法は不可欠であると考

えられるが，臨床的特徴や病態，効果的な術後補助療法についてはほとんど報告

されていない。 

 血管内皮細胞は血管の内面を構成する細胞であり，血管新生を血管の収縮や弛

緩，血液凝固など生体内における様々な機能を有している。その中でも特に血管

新生においては，その起点となり重要な役割を担っている。血管内皮細胞は，

VEGF や線維芽細胞増殖因子を含むサイトカインやメディエーターの影響を受け

て，血管新生を亢進することが明らかとなっている[Ferrara and Henzel, 1989; 

Seghezzi et al., 1998]。そのため，悪性腫瘍における血管新生阻害療法の多くは血

管内皮細胞が治療標的となっている。医学領域ではヒトの臍帯静脈から血管内皮

細胞を分離，培養する方法が確立されており[Jaffe et al., 1973]，様々な血管新生関

連研究に使用されている。しかし，犬の血管内皮細胞を分離，培養した報告は少

なく，その性状も十分に解析されていない。そのため獣医学領域において，イヌ
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由来血管内皮細胞について詳細な評価が可能なアッセイ系は確立されていない。 

 悪性腫瘍の発育と転移機構において，血管新生は非常に重要な役割を担ってい

ることから，血管新生の阻害により悪性腫瘍の成長を抑制する血管新生阻害療法

は医学領域では広く用いられている。血管新生阻害を目的とした癌休眠療法やメ

トロノーム化学療法はヒトだけでなく，犬の悪性腫瘍に対しても試行されている

が[Elmslie et al., 2008; Lana et al., 2007]，抗 VEGF 抗体であるベバシズマブを用い

た治療は臨床応用されていない。また，NSAIDs は一般的に犬の整形疾患に関連

する疼痛管理に使用されているが[Vasseur et al., 1995]，近年では犬の膀胱移行上皮

癌の治療効果もあることが明らかとなっている[McMillan et al., 2011]。実際に医学

領域では NSAIDs が抗炎症効果だけでなく，血管新生阻害効果も有することが報

告されている[Tsujii et al., 1998]。さらに抗生物質であるミノサイクリンや[Tamargo 

et al., 1991]，心房性ナトリウム利尿ペプチド（Atrial Natriuretic Peptide; ANP）製剤

であるカルペリチドが血管内皮細胞の活性を阻害することで悪性腫瘍の発育や転

移を抑制する可能性が示唆されている[Nojiri et al., 2015]。しかし獣医学領域にお

けるこれらの各種薬剤の血管新生阻害効果の作用点や作用機序は十分に検討され

ていない。犬における効果的な血管新生阻害療法の確立を目指し，犬の血管内皮

細胞を用いて血管新生阻害薬についての効果を確認し，獣医領域における血管新

生阻害療法の有効性を検討することは非常に重要である。 

 以上のことから，犬の腫瘤性病変における血管新生阻害療法の確立を目指し，

第 1 章では犬の腫瘤性疾患における血清 VEGF-A 濃度の測定を行い，血管新生が

大きく関与して治療対象となり得る腫瘤性疾患について検討した。次いで第 2 章

では，第 1 章で特に血中 VEGF-A 濃度の高かった犬の結直腸腫瘤性病変の病態や
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臨床的特徴について解析し，粘膜-粘膜下組織プルスルー法による手術および術後

補助療法を組み合わせた治療成績について検討した。第 3 章では，イヌ由来血管

内皮細胞の分離，培養および性状解析を行い，最後に第 4 章では，各種薬剤にお

けるイヌ由来血管内皮細胞に対する細胞増殖抑制効果について調査を行い，血管

新生阻害療法への応用の可能性を検討した。
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1. 諸言 

 

 血管内皮増殖因子（Vascular endothelial growth factor; VEGF）は，当初，モルモ

ットやハムスター，マウスの腫瘍腹水や，それらの腫瘍細胞培地から検出され，

微小血管透過性を増加させる活性を持つことが明らかとなり，血管透過性亢進因

子として報告された[Senger et al., 1983]。その後，ウシ下垂体濾胞細胞の培養上清

中より分離された蛋白質が，血管透過性亢進因子と同一の物質であり，血管内皮

細胞に分裂促進効果を持つことから，VEGF と名付けられた[Fererra et al., 1989]。 

 VEGF は脈管形成や血管新生に関与するサイトカイン群であり，

VEGF-A,VEGF-B,VEGF-C,VEGF-D,VEGF-E の 5 種類が知られている。その中でも

VEGF-A は血管内皮細胞に発現している VEGFR（Vascular endothelial growth factor 

receptor; 血管内皮増殖因子受容体）-1 および VEGFR-2 と結合することで血管新

生を促進し，腫瘍の増殖や転移に最も重要な因子であると考えられている

[Mustonen and Alitalo, 1995]。そのため医学領域においては，血清および血漿中の

VEGF-A 濃度の高値と予後やステージとの相関が，結直腸癌をはじめ[Bestas et al., 

2014; Kumar et al., 1998; Kwon et al., 2010; Werther et al., 2002]，肝細胞癌[Jinno et al., 

1998; Li et al., 2004; Mukozu et al., 2013; Poon et al., 2003; Zhao et al., 2003]や肺癌

[Ferrari and Scagliotti, 1996]，乳癌[Adams et al., 2000; Manders et al., 2003]，前立腺癌

[Sharif et al.,2014]，非ホジキンリンパ腫[Salven et al., 1997]を有する患者で明らか

になっている。さらに VEGF-A に特異的に結合し，VEGFR-1 および VEGFR-2 と

の結合を選択的に阻害することで，腫瘍組織への血管新生を抑制し，腫瘍の増殖
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を抑える抗 VEGF 抗体による分子標的治療が結直腸癌において用いられている

[Cunningham et al., 2013; Hurwitz et al., 2004; Saltz et al., 2008]。 

 一方，獣医学領域において，犬の VEGF および VEGFR はヒトと類似の構造で

あり，VEGF シグナル伝達系も極めて類似していることが明らかとなっている

[Scheidegger et al., 1999]。また，VEGF-A および VEGFR の過剰発現と微小血管密

度との関連が，犬の乳腺腫瘍[Restucci et al., 2002, 2004]やセミノーマ[Restucci et al., 

2003]，扁平上皮癌[Maiolino et al., 2000]で報告されており，悪性腫瘍を有する犬の

腹水および尿中でも VEGF 濃度の高値が認められている[Clifford et al., 2002; 

Mohammed et al., 2002]。血清 VEGF-A 濃度については，乳腺腫瘍や血管肉腫，リ

ンパ腫を有する犬は，健常犬と比較し高いことが知られており[Clifford et al., 2001; 

Gentilini et al., 2005; Kato et al., 2007]，特に軟部組織肉腫では外科的切除後に血清

VEGF-A 濃度が減少したことも報告されている[de Queiroz et al., 2013]。しかし

VEGF-A を標的にした治療については，犬の骨肉腫細胞および血管周皮腫細胞の

移植マウスモデルの報告はあるものの[Michishita et al., 2013; Scharf et al., 2013]，対

象となる腫瘤性疾患については十分に検討されておらず不明である。したがって，

本研究では様々な腫瘤性疾患の犬における血清 VEGF-A 濃度を測定し，比較検討

することを目的とした。  
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2. 材料および方法 

 

 

1） 供試動物 

 2012年2月から2018 年10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，副腎，結直腸，肺，甲状腺の腫瘤性疾患に対する外科治療を行った犬 202

頭を用いた。摘出された腫瘤組織は病理組織学的診断に供された。 

 また，身体検査，血液および血液化学検査，胸部および腹部 X 線検査によって

健康と確認されたビーグル成犬 13 頭を対象として用い，健常群（Control 群）と

した。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。 

 

2） 血清の採取方法と処理 

 腫瘤性疾患犬は術前に静脈血採血を実施し，同様に健常犬においても静脈血採

血を実施した。血液は外頸静脈または橈側皮静脈より採血後，ベノジェクト®Ⅱ

真空採血管（TERUMO Corporation, Tokyo, Japan）に採取した。その後，直ちに

3,000rpm で 10 分間遠心を行い，血清を分注して分析が行われるまで-80℃で凍結

保存した。 

 

3） 測定方法 

 血清 VEGF-A 濃度の測定方法は ELISA 法（Canine VEGF Quantikine ELISA kit, R

＆D Systems Inc., MN, USA）を用いて実施した。吸光度はマイクロプレートリー
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ダー（Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific, Inc., MA, USA）を用い，450 nm の波

長で測定し，光学誤差の補正は 540 nm の波長で行った。結果は各サンプルを 2well

ずつ測定した平均値を用いた。また，検量線の作成は 4 パラメータ・ロジスティ

ック回帰式を用いた。 

 

4） 統計学的解析 

 腫瘤性疾患犬の年齢および血清 VEGF-A 濃度は中央値[範囲]で表記した。雌雄

差の判定にはχ2検定を用いた。また，2 群間の比較には Mann–Whitney U 検定を

用い，3 群間以上の比較には Kruskal-Wallis 検定を行い，有意差が認められた場合

には post hoc test として Dunn 法を用いて解析した。統計学的有意水準は P < 0.05

とした。全ての解析は GraphPad Prism 6 software （GraphPad Software, Inc., CA, USA） 

を用いて行った。  
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3. 結果 

 

1） シグナルメント 

 対象となった腫瘤疾患犬群の年齢は 11.6 歳齢 [3.4–15.7 歳齢]であり，性別は去

勢雄 83 頭，未去勢雄 27 頭，避妊雌 81 頭，未避妊雌 11 頭であった。健常群の年

齢は 2.4歳齢 [1.5–2.6 歳齢]であり，性別は未去勢雄 6頭，未避妊雌 7頭であった。

腫瘤疾患犬群は健常群と比較し有意に高齢であったが，各群間に雌雄差は認めら

れなかった。 

 

2） 病理組織学的診断 

 腫瘤性疾患の病理組織学的診断結果は肝細胞癌（n=43），肝細胞腺腫（n=14），

肝結節性過形成（n=6），副腎褐色細胞腫（n=30），副腎皮質腺癌（n=14），副腎皮

質腺腫（n=12），結直腸腺癌（n=20），結直腸腺腫（n=5），結直腸炎症性ポリープ

（n=15），肺腺癌（n=21），肺組織球性肉腫（n=6），甲状腺濾胞腺癌（n=16）であ

った。 

 

3） 血清 VEGF-A 濃度 

 腫瘤疾患犬の血清 VEGF-A 濃度について健常群と比較解析を行った。 健常群

の血清VEGF-A濃度は 4 pg/ml [0–21 pg/ml]であったのに対し，肝細胞癌は 30 pg/ml 

[0–158 pg/ml]，肝細胞腺腫は 32 pg/ml [0–49 pg/ml]，肝結節性過形成は 18 pg/ml [0–

51 pg/ml]（図 1-1），褐色細胞腫は 32 pg/ml [0–187 pg/ml]，副腎皮質腺癌は 32 pg/ml 

[3–161 pg/ml]，副腎皮質腺腫は 27 pg/ml [0–106 pg/ml]（図 1-2），結直腸炎症性ポ
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リープは 37 pg/ml [0–111 pg/ml]，結直腸腺癌は 36 pg/ml [0–75 pg/ml]，結直腸腺腫

は 43 pg/ml [0–48 pg/ml]，（図 1-3），肺腺癌は 35 pg/ml [0–131 pg/ml]，肺組織球性

肉腫は 35 pg/ml [4–107 pg/ml]（図 1-4），甲状腺濾胞腺癌は 35 pg/ml [0–106 pg/ml]

であった（図 1-5）。 

 肝臓腫瘤群においては肝細胞癌および肝細胞腺腫の血清 VEGF 濃度は，健常群

と比較し有意に高値であったが，肝結節性過形成では有意差は認められなかった。

また，結直腸腫瘤においては結直腸腺癌および結直腸炎症性ポリープの血清

VEGF-A 濃度は，健常群と比較し有意に高値であったが，結直腸腺腫では有意差

は認められなかった。副腎腫瘍，肺腫瘍および甲状腺濾胞腺癌の血清 VEGF-A 濃

度は，それぞれ健常群と比較し有意に高値を認めた。 

 腫瘤の発生臓器毎に分類し血清 VEGF-A 濃度を比較したところ，肝臓腫瘤群は

28 pg/ml [0–158 pg/ml]，副腎腫瘍群は 31 pg/ml [0–187 pg/ml]，結直腸腫瘤群は 37 

pg/ml [0–111 pg/ml]，肺腫瘍群は 35 pg/ml [0–131 pg/ml]であり（図 1-6），それぞれ

健常群と比較して有意に高値を認めたが，発生臓器間での有意差は認められなか

った。 

 腫瘤性疾患犬を良性疾患群と悪性腫瘍群に分けて血清VEGF-A濃度を比較した

ところ，良性疾患群は 34 pg/ml [0–111 pg/ml]，悪性腫瘍群は 35 pg/ml [0–187 pg/ml]

であり（図 1-7），それぞれ健常群と比較し有意に高値を示したが，良性腫瘤群と

悪性腫瘍群間において有意差は認められなかった。  
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図 1-1. 健常群，肝細胞癌群，肝細胞腺腫群，肝結節性過形成における血清 VEGF-A

濃度の比較 

血清 VEGF-A 濃度は，健常群と比較し，肝細胞癌群および肝細胞腺腫群で有意に

高値を示した。  
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図 1-2. 健常群, 褐色細胞腫群，副腎皮質腺癌群，副腎皮質腺腫群における血清

VEGF-A 濃度の比較 

血清 VEGF-A 濃度は，健常群と比較し，褐色細胞腫群，副腎皮質腺癌群，副腎皮

質腺腫群のいずれも有意に高値を示した。  
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図 1-3. 健常群，結直腸腺癌群，結直腸炎症性ポリープ群，結直腸腺腫群における

血清 VEGF-A 濃度の比較 

血清 VEGF-A 濃度は，健常群と比較し，結直腸腺癌群および結直腸炎症性ポリー

プ群で有意に高値を示した。  
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図 1-4. 健常群，肺腺癌群，肺組織球性肉腫群における血清 VEGF-A 濃度の比較 

血清 VEGF-A 濃度は，健常群と比較し，肺腺癌群，肺組織球性肉腫群のいずれも

有意に高値を示した。  
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図 1-5. 健常群，甲状腺濾胞腺癌群における血清 VEGF-A 濃度の比較 

血清VEGF-A濃度は，健常群と比較し，甲状腺濾胞腺癌群は有意に高値を示した。  
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図 1-6. 健常群，肝臓腫瘤群，副腎腫瘍群，結直腸腫瘤群，肺腫瘍群，甲状腺濾胞

腺癌における血清 VEGF-A 濃度の比較 

血清 VEGF-A 濃度は，健常群と比較しいずれも有意に高値を示したが，発生臓器

間での有意差は認められなかった。  
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図 1-7. 健常群，良性腫瘤群，悪性腫瘍群における血清 VEGF-A 濃度の比較 

血清 VEGF-A 濃度は，健常群と比較し良性腫瘤群，悪性腫瘍群いずれも有意に高

値を示したが，良性・悪性間での有意差は認められなかった。  
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4. 考察 

 

 犬の肝臓病変における針生検の感度は34.8%と報告されており[Bahr et al., 2013]，

肝臓腫瘤を針生検のみで鑑別することは困難な場合が多い。肝臓腫瘤の質的診断

に有用なバイオマーカーはほとんど無く，CT 造影検査による診断法[Kutara et al., 

2014]や切除生検による病理組織学的診断が必要とされるが，いずれも麻酔下で実

施する必要がある。ヒトの肝細胞癌患者は良性病変患者と比較して血清 VEGF-A

濃度が高く[Zhao et al., 2003]，さらに肝細胞癌患者の血中 VEGF-A 濃度は癌の進

行度やステージと相関していることから[Li et al., 2004; Poon et al., 2003]，VEGF-A

の予後指標として応用されている。本研究においても犬の肝細胞癌および肝細胞

腺腫は，健常群と比較し血清 VEGF-A 濃度が有意に高い値を示したが，肝結節性

過形成では有意差を認めなかった。したがって，犬においてもヒトと同様に血清

VEGF-A 濃度の測定が肝臓腫瘤の質的診断に有用である可能性が示唆された。 

 副腎腫瘍群は病理診断間での血清VEGF-A濃度に明らかな違いは認められない

ものの，いずれも健常群と比較し血清VEGF-A濃度の高値を示した。したがって，

血清 VEGF-A 濃度のみで犬の副腎腫瘍の質的診断に用いることは難しいが，副腎

由来の腫瘍の場合には病理組織学的診断の結果に関わらず，VEGF-A を標的とし

た分子標的治療が有用である可能性が示唆された。 

 本研究における結直腸腫瘤群は，非腫瘍性疾患である炎症性ポリープも多く含

まれており，炎症性ポリープおよび腺癌では健常群と比較して有意に高い血清

VEGF-A 濃度を示した。医学領域では炎症性疾患と VEGF との関連が報告されて

おり[Folkman, 1995]，さらに犬の結直腸炎症性ポリープにおける悪性転化の可能
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性も指摘されている[Saito et al., 2018]。したがって，非腫瘍性病変である炎症性ポ

リープにおいても積極的な治療を行う必要があり，本研究の結果から犬の結直腸

腫瘤に対してVEGF-Aを標的とした分子標的治療が有用である可能性が示唆され

た。また，結直腸腺腫の血清VEGF-A濃度は健常群と有意差を認めなかったため，

結直腸腫瘤においては存在診断に有用である可能性が示唆された。 

 犬の肺腺癌は，医学領域で抗 VEGF 抗体での治療が適応となる非小細胞肺癌

[Sandler et al., 2006]に相当すると考えられる。本研究では肺腺癌においても血清

VEGF-A 濃度が高値であったことから，ヒトと同様に抗 VEGF 抗体による分子標

的治療が有用である可能性が考えられた。また，医学領域で抗 VEGF 抗体による

分子標的治療の対象疾患は全て上皮性腫瘍であるものの，獣医学領域では血管肉

腫[Clifford et al., 2001; Frenz et al., 2014]やリンパ腫[Gentilini et al., 2005]などの非上

皮性腫瘍での血清 VEGF 濃度が高値であることが報告されている。さらに，本研

究により新たに肺組織球性肉腫の血清VEGF-A濃度の高値が明らかになったこと

から，非上皮性腫瘍についても検討を重ねることで治療対象となり得ると考えら

れた。 

 犬の甲状腺濾胞腺癌は，固着や浸潤の程度により外科治療や放射線治療が選択

される[Lunn and Page, 2013]。また，遠隔転移が認められた場合や，外科治療や放

射線治療が選択できない場合には，化学療法が用いられるものの部分寛解率は

30-50%[Lunn and Page, 2013] であり，半数以上の症例では十分な効果が得られな

い。したがって，犬の甲状腺濾胞腺癌に対する治療効果の高い化学療法が模索さ

れており，本研究結果から他の腫瘍性疾患と同様に甲状腺濾胞腺癌の犬において

も血清 VEGF-A 濃度の高値を示したことから，VEGF-A を標的とした分子標的治
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療が適応となる可能性があると考えられた。 

 本研究により肝臓腫瘍，副腎腫瘍，結直腸腫瘤，肺腫瘍および甲状腺濾胞腺癌

を有する犬では健常犬と比較して有意な血清VEGF-A濃度の高値が認められたこ

とから，腫瘤に関連した血管新生が盛んに行われていると推察された。犬におけ

るこれらの腫瘤性疾患の血清 VEGF-A 濃度を示した報告は見当たらず，本研究に

おいて新たに血清 VEGF-A 濃度が高いことが明らかとなった。さらに，肝臓腫瘤

および結直腸腫瘤においては血清 VEGF-A 濃度の測定が，質的診断や存在診断に

応用できる可能性が示唆された。今後，抗血管新生療法の可能性を追求するため，

VEGF-A と腫瘍との関連性を明らかにし，症例数を増やしてさらなる検討を重ね

ることが必要である。本研究により，獣医学領域における VEGF-A を標的とした

分子標的治療による血管新生阻害療法が臨床的に応用できる可能性が示唆された。 
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5. 小括 

 

 VEGF-A は血管内皮細胞に作用し，血管新生を促進することで，腫瘍の増殖や

転移に密接に関わっている。医学領域においては，血中 VEGF-A レベルが特定の

腫瘍患者で高値を示すことや，予後やステージと相関することが明らかとなって

いる。さらに VEGF-A の働きを阻害することで，腫瘍組織への血管新生を抑制す

る治療が行われている。犬においてもヒトと同様の VEGF 伝達系を有しているこ

とが知られているが，腫瘤性疾患における血中 VEGF-A 濃度については十分に検

討されていない。したがって，本研究では様々な腫瘤性疾患の犬における血清

VEGF-A 濃度を測定し，比較検討することを目的とした。 

 2012年2月から2018 年10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，副腎，結直腸，肺，甲状腺の腫瘤性疾患に対する外科治療を行った犬 202

頭を対象とし，術前に採取された血清の VEGF-A 濃度の測定を行い，腫瘤群間で

の比較検討を行った。また，比較対象として健常ビーグル犬 13 頭より採取した血

清を使用した。 

 肝臓腫瘍群，副腎腫瘍群，結直腸腫瘤群，肺腫瘍群，甲状腺濾胞腺癌において

健常群と比較して有意に高値を認めた。腫瘤性疾患犬を良性腫瘤群と悪性腫瘍群

に分けて血清 VEGF-A 濃度を比較したところ，それぞれ健常群と比較し有意に高

値を示したが，良性腫瘤群と悪性腫瘍群間において有意差は認められなかった。 

 以上より，肝臓腫瘍群，副腎腫瘍群，結直腸腫瘤群，肺腫瘍群，甲状腺濾胞腺

癌では血清 VEGF-A 濃度が高値を示すことが明らかとなり，血管新生が盛んに行

われていることが示唆された。本研究の結果は，VEGF を治療標的とした血管新
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生阻害療法を臨床応用するための基礎的データとして活用できる可能性が示唆さ

れた。 
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第 2 章 

 

犬の結直腸腫瘤性病変における 

臨床的特徴と病態の解析および治療法の検討  
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1. 諸言 

 

 第 1 章の結果から，犬において血清 VEGF 濃度の高値を示すことが明らかとな

った腫瘤性疾患のうち，結直腸癌は医学領域で抗 VEGF 抗体による治療が実施さ

れている。犬の腸管における腫瘍の発生は比較的まれで腫瘍全体の約 1%の発生

率と報告されており[Dobson et al., 2002]，結直腸では腺腫性ポリープや腺癌が比較

的多く認められる[Church et al., 1987;  Valerius et al., 1997]。特に，本邦のミニチュ

ア・ダックスフンドには結直腸における多発性の炎症性ポリープの発生が多く認

められるが[Ohmi et al., 2012]，海外ではほとんど報告がない。 

 ミニチュア・ダックスフンドの結直腸炎症性ポリープは良性の非腫瘍性病変で

あり，犬の結直腸の腺腫や腺癌と比較して，上皮細胞のシクロオキシゲナーゼ-2

（Cyclooxygenase-2; COX-2）陽性率が有意に高いことが報告されている[Uchida et 

al., 2016]。またインターロイキン-8 や Toll 様受容体の高発現や，Nucleotide-binding 

oligomerization domain 2 遺伝子の変異などが報告されており，炎症との関連が示

唆されているものの，明確な原因は不明である[Igarashi et al., 2014, 2015; Tamura et 

al., 2013]。臨床症状として血便や排便痛，しぶりなどを認めるため，積極的な治

療が必要とされる[Ohmi et al., 2012]。 

 犬の結直腸腫瘤性病変は，良性病変の場合であっても再発や悪性転化する可能

性が示唆されている[Valerius et al., 1997]。結直腸粘膜病変の摘出法には内視鏡的

粘膜切除術[Coleman et al., 2014; Igarashi et al., 2013]や経肛門的粘膜剥離術[Danova 

et al., 2006]が用いられるが，これらの手技は切除可能範囲が限られており，取り

残しにより局所再発する危険性がある。結直腸領域の病変が広範に存在する場合
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には，完全切除を目的とした恥骨結合離開や骨盤骨切りを併用した結直腸切除術

が実施される[Allen and Crowell, 1991; Davies and Read 1990]。これらの外科的手技

は侵襲が大きく，重度の術後疼痛を伴い，排便障害や吻合部の裂開，狭窄などの

合併症を引き起こすことがある。経肛門的全層プルスルー法は，これらの手術よ

り切除範囲の延長が可能であるが，合併症の発生率が高く適応は限られる[Nucci 

et al., 2014; Ohmi et al., 2012]。 

 一般的に結直腸炎症性ポリープの病変は粘膜内に限局しており，粘膜-粘膜下組

織プルスルー法[Shida et al., 2008]が適応できる。粘膜-粘膜下組織プルスルー法は，

結直腸の病変をより広範囲に切除可能であり，合併症の発生率を低下できる可能

性がある。しかし結直腸炎症性ポリープの病因には大腸炎が示唆されていること

から，外科的切除後にも再発の危険性が存在する。そのため，術後補助療法は不

可欠であると考えられるが，効果的な術後補助療法についてはほとんど報告され

ていない。したがって，本研究ではミニチュア・ダックスフンドにおける結直腸

腫瘤性病変の臨床的特徴や病態を解析し，粘膜-粘膜下組織プルスルー法と術後補

助療法の治療成績などについて検討した。  
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2. 材料および方法 

 

1） 供試動物 

 2002 年 10 月から 2015 年 11 月に日本大学生物資源科学部附属動物病院に来院

し，下部消化管内視鏡検査によって結直腸腫瘤性病変を診断され，粘膜-粘膜下組

織プルスルー法にて外科的切除を実施したミニチュア・ダックスフンド 40 頭を対

象とした。 

 

2） 方法 

 供試犬の医療記録から，性別，年齢（初診時），体重（初診時），臨床症状を調

べた。全頭で血液検査，血液化学検査，胸部および腹部 X 線検査，腹部超音波検

査，下部消化管内視鏡検査を実施した。また，結直腸の組織病理学的検査は下部

消化管内視鏡検査および外科手術時に採材したものを供試材料とした。さらに手

術成績，周術期管理，予後などについて詳細に調査した。 

 

3） 麻酔および疼痛管理 

 全頭で橈側皮静脈または外側伏在静脈に留置針（22–24 G）を設置し，麻酔前処

置としてファモチジン（1 mg/kg）またはラニチジン塩酸塩（2 mg/kg）の皮下投

与を行った。硫酸アトロピン（0.04 mg/kg）を皮下投与した後，麻酔マスクから

の酸素吸入下で，ミダゾラム（0.1 mg/kg）およびフェンタニルクエン酸塩とドロ

ペリドールの合剤であるタラモナール（0.1 ml/kg）の静脈内投与を行った。次い

で，プロポフォールによる麻酔導入を行った後，気管内チューブを挿管し，イソ
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フルラン（1.5–2.5%）と酸素（2 L/min）による吸入麻酔で維持した。 

 術中の血行動態管理としてリドカイン塩酸塩（25–75 μg/kg/min），ドパミン塩酸

塩（2.5–10 μg/kg/min），ドブタミン塩酸塩（2.5–10 μg/kg/min）の静脈内定速注入

（Constant-rate infusion; CRI）を行った。 

 疼痛管理として術前術後にモルヒネ（0.3 mg/kg）の筋肉内投与を行い，術中術

後はレミフェタニル塩酸塩（5–40 μg/kg/hr）の静脈内 CRI を行った。術後疼痛管

理および大腸炎に対する抗炎症治療として非ステロイド性抗炎症薬（Non-steroidal 

anti-inflammatory drugs; NSAIDs）を使用した。 

 

4） 粘膜-粘膜下組織プルスルー法（図 2-1〜2-6） 

 全頭で術前 24 時間の絶食と乳酸加リンゲル液（3 ml/kg/hr）による点滴管理と，

術直前に麻酔下での浣腸を実施した。術式は過去の報告[Shida et al., 2008]を一部

改変し，症例はジャックナイフ位に保定した。直腸の粘膜-粘膜下組織の上下左右

4 カ所に支持糸をかけて牽引し，次に吻側の粘膜-粘膜下組織に上下左右 4 カ所に

支持糸をかけた。上下左右の尾側支持糸と吻側支持糸間をメイヨー剪刀またはメ

ッツェンバウム剪刀で全周性に切開し，ガーゼおよびバイポーラ型電気メスを使

用し，粘膜-粘膜下組織を筋層から剥離した。病変部を含む粘膜-粘膜下組織を分

離した後，背側部を矢状方向に切開し粘膜面を露出し，主要病変が含まれている

ことを確認した。切開部の断端を 4-0 ポリグリカプロンまたはポリジオキサノン

縫合糸にて背側・左右の順に生体側と縫着した後，粘膜-粘膜下組織の腹側面を切

断し病変を摘出した。最後に腹側断端も同様に生体側と縫着し，上下左右の縫合

糸間を単純結節縫合で吻合した。 
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5） 術後管理と予後 

 摘出された組織は 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い，病理組織学的検索に供した。術後は食事管理および抗炎

症治療を目的とした内科治療を実施した。予後は術後入院中および再診時の問診

および臨床検査により調査した。再発は再手術が必要とされる臨床症状および下

部消化管内視鏡検査所見と定義した。 

 

6） 統計学的解析 

 年齢，体重，血液検査，血液化学検査，下部消化管内視鏡検査日，摘出された

腸管粘膜-粘膜下組織の長径，投薬期間，追跡調査期間は中央値[範囲]で表記した。 
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図 2-1. 術中体位 

全ての患者は浣腸を実施した後にジャックナイフ位に保定した。 
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図 2-2. 支持糸の設置 

ドゥベーキー鑷子および支持糸により，直腸の粘膜-粘膜下組織を引き出した。腫

瘤を確認後，最初の支持糸の吻側上下左右 4 カ所にさらに支持糸をかけた。  



 33 

 

 

 

 

 

図 2-3. 粘膜-粘膜下組織の分離 

支持糸間をメイヨー剪刀またはメッツェンバウム剪刀で切開し，粘膜-粘膜下組織

を分離した。  
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図 2-4. 粘膜-粘膜下組織の牽引 

バイポーラ型電気メスを用い，筋層から丁寧に粘膜-粘膜下組織を剥離しながら，

病変部を牽引した。  
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図 2-5. 病変部を含む粘膜-粘膜下組織の切離 

牽引した粘膜-粘膜下組織の背側部を矢状方向に切開した。粘膜面を確認しながら

主要病変よりも吻側の位置で切離して，病変を摘出した。  
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図 2-6. 吻側および尾側の粘膜-粘膜下組織層の吻合 

切開部断端の上下左右を生体側と縫着した後に，さらに縫合糸間を等間隔で単純

結節縫合して手術を終了した。  
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3. 結果 

 

 対象症例の年齢は 9.55歳齢[2.7–15.3歳齢]，体重は5.47 kg[2.25–8.70 kg]であり，

性別は雄 22 頭（そのうち去勢雄が 14 頭），雌 18 頭（そのうち避妊雌が 10 頭）で

あり，雌雄差は認められなかった。 

 臨床症状は，全頭（100%）で血便が認められたほか，しぶりが 30 頭（75%），

軟便が 28 頭（70%），粘液便が 28 頭（70%），頻回便が 18 頭（45%），便形状変

化が 12 頭（30%），直腸脱が 7 頭（17.5%）で認められた。術前の内科治療では

14 頭（35%）でプレドニゾロンが使用されたが，明らかな臨床症状の改善は認め

られなかった。 

 初診時に血液検査および血液化学検査を実施した（表 1-1）。血液検査では，血

小板数（platelet; Plt）の増加が 15 頭（37.5%），白血球数（White blood cell; WBC）

の増加が 10 頭（25%），ヘマトクリット値（Packed cell volume; PCV）の減少が 3

頭（7.5%）で認められた。WBCの増加が認められた 10頭は好中球の割合が 89%[76 

–93%]と好中球優位であった。血液化学検査では，C 反応性蛋白濃度（C-reactive 

protein; CRP）の増加が 17 頭（42.5%），血清アルブミン濃度（Albumin; Alb）の低

下が 9 頭（22.5%），血清総蛋白（Total protein; TP）の低下が 1 頭（2.5%）で認め

られた。 

 全頭で胸部および腹部 X 線検査，腹部超音波検査を実施し，肺野やリンパ節へ

の転移が疑われる所見は示さなかった。また直腸検査では全頭で腫瘤状病変が触

知可能であった。 

 下部消化管内視鏡検査は術前 28 日目[11–178 日目]に実施され，発生部位は直腸
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周囲のみが 18 頭（45%）で，下行結腸まで浸潤が 21 頭（52.5%），横行結腸付近

まで浸潤が 1 頭（2.5%）であり，30 頭（75%）で全周性，7 頭（17.5%）で半周

性，3 頭（7.5%）で部分的に腫瘤が認められた。内視鏡超音波検査（Endoscopic 

ultrasound; EUS）による腫瘤の深部方向への局在評価は 38 頭（95%）で実施され，

粘膜限局が 35 頭（92.1%），粘膜下まで浸潤が 3 頭（7.9%）であった（図 2-7）。 

 内視鏡下生検による病理組織学的検査では炎症が 3 頭（7.5％），炎症性ポリー

プが 28 頭（70%），腺腫が 2 頭（5%），腺癌が 7 頭（17.5%）で認められた。 

 全頭で粘膜-粘膜下組織プルスルー法を実施することが可能であり，肉眼上の腫

瘤性病変が切除された。切除された腸管粘膜-粘膜下組織の長径は 7.5 cm[3.1–12.2 

cm]であった。術直後の軽度合併症として血便，しぶりが全頭で認められたが，

内科治療のみで全て 2 カ月以内に改善した。 

 外科的切除による病理組織学的検査では炎症性ポリープが全頭（100%）で認め

られ，その他に潰瘍が 1 頭（2.5％），腺腫が 1 頭（2.5%），腺癌が 10 頭（25%）

で部分的に認められた（図 2-8）。水平マージン部の評価は 12 頭（30%）で病変を

認めず，11 頭（27.5%）で陰窩の拡張などの初期病変が，17 頭（42.5%）で病変

が認められた。病変の局在は粘膜内限局が 37 頭（92.5%），粘膜下組織まで浸潤

が 3 頭（7.5%）で認められ，EUS と病理組織学的検査の診断一致率は 94.7%であ

った。術中および術後在院死は認められなかった。7 頭（17.5%）で内視鏡下生検

と外科的切除による病理組織学的検査での診断が異なった（表 1-2）。 

 術後補助療法はラクツロース（1–5 ml/頭）が全頭（100%），NSAIDs[フィロコ

キシブ（5 mg/kg）またはカルプロフェン（4.4 mg/kg）]が 36 頭（90%），メサラ

ジン（10–20 mg/kg）が 36 頭（90%），メトロニダゾール（10–15 mg/kg）が 29 頭
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（72.5%）で投与された。大腸炎の治療を目的とした長期内科治療として NSAIDs

が 33 頭（82.5%）に 123 日間（32–1,838 日間），メサラジンが 33 頭（82.5%）に

148 日間（34–2,352 日間）投与された。NSAIDs での治療反応が乏しい 2 頭（5%）

で内科治療が NSAIDs からプレドニゾロン（1 mg/kg）に変更された。 

 追跡調査期間は術後 118 日間（13–2,638 日間）であった。死亡率は 0%で，5 頭

（40%）で再発が認められた（表 1-3）。再発を認めた 5 頭のうち 3 頭（60%）は

内科治療を継続（うち 1 頭は投薬量を半減）しており，2 頭（40%）は再発時に

内科治療を継続していなかった。再発を認めた 5 頭のうち，初回手術時に腺癌を

伴っていた 3 頭（60%）は，粘膜下への浸潤は認めていなかったが，2 頭（40%）

はマージン部に病変が認められていた。再手術は粘膜-粘膜下組織プルスルー法が

2 頭，開腹下結腸切除術が 1 頭で実施され，臨床症状の改善を認めた。粘膜-粘膜

下組織プルスルー法を実施した 1 頭で術後に敗血症性腹膜炎を認めたが，ホスホ

マイシン（30 mg/kg）およびイミペネム／シラスタチン合剤（5 mg/kg）の投与に

より 4 週間で改善した。2 頭（40%）は再手術を提示したが，その後の追跡調査

が不可能であった。
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表 1-1. ミニチュア・ダックスフンドの結直腸腫瘤性病変の 

血液検査および血液化学検査結果 
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図 2-7. EUS 検査所見 

       A: 粘膜面限局の症例 

       B: 粘膜下組織浸潤の症例  



 42 

 

 

図 2-8 病理組織学的検査所見 

    A: 炎症性ポリープ（粘膜面限局） 

    B: 腺癌（粘膜下組織浸潤）  
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表 1-2. 内視鏡下生検および外科的切除の病理組織学的診断が異なった症例 

症例 内視鏡下生検 外科的切除

1 炎症 炎症性ポリープ

2 炎症 炎症性ポリープ

3 炎症 炎症性ポリープ＋潰瘍

4 炎症性ポリープ 炎症性ポリープ＋腺腫

5 炎症性ポリープ 炎症性ポリープ＋腺癌

6 腺腫 炎症性ポリープ＋腺癌

7 腺腫 炎症性ポリープ＋腺癌   
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表 1-3. 再発症例の詳細 

症例 シグナルメント 病理診断
外科マージン
（水平／垂直）

浸潤度
無病期間

（月）

術後補助療法
（再発時）

経過
観察期間
（日）

1 12歳齢，去勢雄 炎症性ポリープ ダーティ／クリーン 粘膜限局 77 中止 再手術後の経過良好
（結直腸切除術）

220

2 8歳齢，未避妊雌 炎症性ポリープ ダーティ／クリーン 粘膜限局 47 継続 再手術後の経過良好
（粘膜-粘膜下組織プルスルー法）

311

3 4歳齢，未去勢雄 腺癌 クリーン／クリーン 粘膜限局 19 中止 再手術後の経過良好
（粘膜-粘膜下組織プルスルー法）

727

4 9歳齢，未去勢雄 腺癌 ダーティ／クリーン 粘膜限局 2 継続 追跡不能 -

5 12歳齢，未避妊雌 腺癌 ダーティ／クリーン 粘膜限局 2 継続 追跡不能 -  
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4. 考察 

 

 本研究では，ミニチュア・ダックスフンドの結直腸腫瘤性病変における症状は

血便（100%）やしぶり（75%），粘液便（70%）を主体としており，これまでの

報告[Ohmi et al., 2012]と同様であった。しかし，ミニチュア・ダックスフンドの

結直腸炎症性ポリープは雄での発生が有意に多いと報告されているが，本研究で

は雄での発生が多いものの性差は認められなかった。年齢の中央値は 9.55 歳齢

[2.7–15.3 歳齢]と中齢で多く，以前に報告された 9.0歳齢[6.6–12.7歳齢][Ohmi et al., 

2012]と同様の傾向であったが，本研究ではより若齢から高齢まで幅広い年齢での

発生が明らかとなった。また，腺癌を伴っていた 10 頭（25%）においても，腫瘤

の明らかな筋層への浸潤や，リンパ節，他臓器への転移は認められなかった。 

 血液検査および血液化学検査では半数以上の症例で WBCまたは CRP の増加が

認めらており，特に WBC の増加を認めた 10 頭は好中球優位であり，炎症に起因

している可能性が考えられた。中でも 1 頭は WBC が 220,000/μl，好中球数が

199,100/μlと顕著に高値であり，好中球増多症を呈した直腸腫瘍のコッカー・ス

パニエルの報告[Knottenbelt et al., 2000]に類似していた。本症例は術前に骨髄検査

を含む，各種検査により他の疾患は否定されており，術後 2 カ月目に WBC が

26,100/μl まで低下したことから，結直腸腫瘤から好中球増加に関わる因子が放出

されていた可能性が示唆された。また一部では血便や軟便に起因すると考えられ

る Alb の低下（22.5%）や PCV の減少（7.5%）を認めており，術前の血液検査お

よび血液化学検査が重要であると考えられた。 

 本研究では全頭で術前の内視鏡下生検による病理組織学的診断が実施され，う
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ち 7 頭（17.5%）では外科的切除による病理組織学的検査と診断が異なっていた。

特に 3 頭（7.5%）では外科的切除による病理組織学的検査において，新たに腺癌

が検出されており，これは検体量に起因すると考えられた。そのため，内視鏡下

生検による診断が良性の結果であっても，悪性の部位が存在する可能性は否定で

きないと考えられた。 

 下部消化管内視鏡検査は治療方法を選択する上で重要な検査法であり，病変の

分布を詳細に観察可能であった。EUS は結直腸の腫瘤性病変の浸潤程度の評価が

可能であり[Hayashi et al., 2012]，38 頭（95%）は術前に EUS を実施し，粘膜およ

び粘膜下組織に病変が限局していることを確認し，粘膜-粘膜下組織プルスルー法

が選択された。本研究では明らかな筋層への浸潤が認められた症例はいなかった

が，EUS または外科的切除による病理組織学的診断により筋層への浸潤を認めた

場合は全層プルスルー法を実施する必要があると考えられた。以前の報告での

EUS と病理組織学的検査の診断一致率は 92%であり，一部症例が重複しているも

のの，本研究での診断一致率は 94.7%と同等であり，EUS による術前診断の有用

性が再確認された。したがって，犬の結直腸腫瘤性病変における手術方法の選択

に EUS を含む下部消化管内視鏡検査は重要であると考えられた。 

 ミニチュア・ダックスフンドの結直腸炎症性ポリープにおいて内科治療での臨

床症状の改善率は 80%であったものの，腫瘤が消失または顕著に縮小した割合は

40%であったと報告されている[Ohmi et al., 2012]。しかし，本研究では全頭（100%）

で臨床症状が改善し，主要な腫瘤性病変は切除されたことから，ミニチュア・ダ

ックスフンドの結直腸腫瘤性病変に対する粘膜-粘膜下組織プルスルー法は高い

治療効果が得られると考えられた。犬の結直腸腺癌に全層プルスルー法により治
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療した報告では，術後死亡率が 18%，長期的な排便障害が 9%であった[Morello et 

al., 2008]。さらに，直腸腫瘍に直腸プルスルー法を実施した報告では，術後合併

症として排便障害や下痢，しぶり，狭窄を 78.4%で認め，31%の症例では永続的

な排便障害が認められた[Nucci et al., 2014]。また，ミニチュア・ダックスフンド

の炎症性ポリープ 3 頭に対して全層プルスルー法を実施したところ 1 頭で不可逆

的な排便障害が認められた[Ohmi et al., 2012]。一方，本研究においては全頭で短

期的な軽度合併症は認めたものの早期に改善し，長期間継続する合併症は認めら

れなかった。全層プルスルー法と比較し，粘膜-粘膜下組織プルスルー法は重度合

併症の発生率がほとんど無いことが示された。したがって，内科治療が奏効しな

かった粘膜-粘膜下組織限局の結直腫瘤性病変に対して，粘膜-粘膜下組織プルス

ルー法が有効な治療選択肢になることが示唆された。 

 医学領域では，慢性炎症が主要な発がん因子であることが指摘されており，い

くつかの種類のがんでは炎症環境下での悪性転化が認められている[Mantovani et 

al., 2008]。さらに，大腸炎患者の組織では腫瘍抑制遺伝子である p53 の変異が頻

繁に観察されており，p53 を含む種々の遺伝子変異によるポリープから腺癌への

悪性転化「adenoma-carcinoma sequence theory」は広く認められている[Fearon and 

Vogelstein, 1990; Hussain et al., 2000]。また，潰瘍性大腸炎およびクローン病を有す

る患者は，結直腸癌のリスクが高いことが報告されている[Eaden et al., 2001; 

Gillen et al., 1994]。しかし，結腸におけるがん化予防法として非選択的 COX 阻害

薬であるアスピリンや選択的COX-2阻害薬であるNSAIDsの効果が認められてい

る[Jänne and Mayer, 2000]。獣医学領域ではミニチュア・ダックスフンドの結直腸

炎症性ポリープの詳細な病態は不明であるが，上皮細胞での COX-2 発現率が高い
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ことが認められており[Uchida et al., 2016]，さらに大腸炎が存在していることで悪

性転化を促進していることが指摘されている[Saito et al., 2018]。また，NSAIDs に

より縮小した犬の直腸腫瘍の症例も報告されている[Knottenbelt et al., 2000]。以上

の理由から，結直腸におけるポリープや腫瘍が完全に切除された場合であっても，

炎症が存在すると再発が起こり得ると推察された。本研究において，マージン部

に病変を認めなかった例は 30%であったが，大腸炎の抑制を目的に NSAIDs およ

びメサラジンが処方されており，再発率は 12.5%であった。したがって，結直腸

腫瘤性病変を有する犬において，術後補助療法は予後の改善のために重要である

と考えられた。また，3 頭（7.5%）は術後補助療法を継続していたにもかかわら

ず再発を認めたことから，術後補助療法のさらなる検討が必要であると考えられ

た。 

  



 49 

5. 小括 

 

 本邦において，ミニチュア・ダックスフンドの結直腸腫瘤性病変は炎症性ポリ

ープが多く認められ，その病因には大腸炎が示唆されていることから，外科的切

除後にも再発の危険性が存在する。そのため，術後補助療法は不可欠であると考

えられるが，犬の結直腸炎症性ポリープの効果的な術後療法はほとんど報告され

ていない。したがって，本研究ではミニチュア・ダックスフンドにおける結直腸

腫瘤性病変の臨床的特徴や病態を解析し，粘膜-粘膜下組織プルスルー法と術後補

助療法の治療成績などについて検討した。 

 2002 年 10 月から 2015 年 11 月に日本大学生物資源科学部附属動物病院に来院

し，下部消化管内視鏡検査によって結直腸腫瘤性病変を診断され，粘膜-粘膜下組

織プルスルー法にて外科的切除を実施したミニチュア・ダックスフンド 40 頭を対

象とし，供試犬の医療記録から，性別，年齢，体重，臨床症状，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，下部消化管内視鏡検査，

組織病理学的検査，手術成績，周術期管理，予後などについて詳細に調査した。 

 ミニチュア・ダックスフンドの結直腸腫瘤性病変は血便やしぶりを主症状とし，

幅広い年齢に発症することが明らかになった。病理組織学的検査では炎症性ポリ

ープが主体であり，25%の症例では腺癌を伴っていたが，粘膜-粘膜下組織プルス

ルー法による治療成績は良好であった。また，治療選択には EUS を含む下部消化

管内視鏡検査が有用であることが再確認された。NSAIDs およびメサラジンの長

期投与による術後補助療法が併用されており，87.5%の症例では経過は良好であ

ったが，12.5%で再発を認めたことから，術後の新規治療法や治療プロトコルの
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模索が必要であると考えられた。 
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イヌ由来血管内皮細胞の 

分離，培養方法の確立および性状解析  
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1. 諸言 

 

 腫瘍の増大には血管から運ばれる酸素と栄養が不可欠であり，血管新生は腫瘍

の成長に重要な役割を担っている[Folkman, 1971]。さらに，血管新生は悪性腫瘍

の転移にも関与していることが知られている[Argyle and Khanna, 2012]。そのため

血管新生を阻害することにより，癌の制御を行う血管新生阻害療法が提唱された

[Folkman, 1971]。その後，血管新生は VEGF や線維芽細胞増殖因子を含む，様々

なサイトカインやメディエーターが血管内皮細胞に直接作用することで促進され

ることが報告されている[Ferrara and Henzel, 1989; Seghezzi et al., 1998]。VEGF の中

でもVEGF-Aは受容体であるVEGFR-1およびVEGFR-2と結合し血管内皮細胞を

増殖させ，血管新生を促進させる。また近年，医学領域において COX-2 阻害薬で

ある NSAIDs により血管新生が抑制されることや[Leahy et al., 2002]，ナトリウム

利尿ペプチド受容体 1（NPR1）受容体と結合する ANP 製剤が肺がん患者の転移

を予防することが示唆された[Nojiri et al., 2015]。しかし COX-2 や NPR1 遺伝子が

犬の血管内皮細胞に発現しているかは明らかになっていない。 

 医学領域では血管内皮細胞を用いた研究が盛んに行われているが，各種増殖因

子への反応性を維持している不死化細胞は存在せず，基本的には臍帯などから初

代培養により分離されたヒト由来血管内皮細胞が血管新生関連研究に用いられて

いる[Jaffe et al., 1973]。血管新生に最も寄与していると考えられている VEGF 伝達

系は，ヒトと犬とで極めて類似していることが報告されている[Scheidegger et al., 

1999]。しかし，動物種が異なる細胞を使用した結果を臨床に外挿することは適切

ではない可能性がある。特に，犬の血管内皮細胞の分離法[Hu et al., 2013; 
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Oosterhoff et al., 2016]については少数の報告があるのみであり，イヌ由来血管内皮

細胞の血管新生に関する分子生物学的性状は十分に検討されていない。 

 また，血管内皮細胞は動脈や静脈で分子生物学的性状が異なることも知られて

おり[Adams et al., 1999; Wang et al., 1998]，臍帯由来の血管内皮細胞では血管新生

について十分に検討ができない可能性がある。そのため臍帯以外の体腔内の血管

から内皮細胞を分取，培養する方法が必要となる。 

 したがって，本研究では健常犬から各種血管を摘出し，イヌ由来血管内皮細胞

の分離および培養を実施し，血管新生関連遺伝子の mRNA 発現について検討した。 
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2. 材料および方法 

 

1） 供試動物 

 身体検査，血液および血液化学検査，胸部および腹部Ｘ線検査によって，健常

と確認されたビーグル成犬 3 頭を血管の採材に用いた。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。 

 

2） 血管採取 

 血管の採材に用いた健常ビーグル犬 4 頭は，麻酔前処置として橈側皮静脈に 22

Ｇ留置針を設置した。最初に塩酸ミダゾラム（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（6 mg/kg）に

よる麻酔導入を行った後，気管内チューブを挿管し，イソフルラン（1.5–2.5%）

と酸素（2 L/min）による吸入麻酔で維持した。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。 

 その後，速やかに仰臥位に保定し，頸部正中切開により外頸静脈および総頸動

脈を分離し，胸部肋間開胸により胸部後大静脈および胸部大動脈を分離した。分

離した血管は片側を結紮糸で結紮し，分枝が存在した場合はそれぞれも同様に結

紮を行った。血管の頭側端以外を結紮後，切断して摘出を行い，血管内を用手で

扱いて脱血した。摘出した各血管はリン酸緩衝生理食塩水（Phosphate Buffered 

Saline; PBS）の入った試験管に入れて分離処理を行うまで冷蔵にて保存した。 
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3） 血管内皮細胞の分離 

 片側の断端が結紮されている血管の反対側から 0.25%トリプシン液をシリンジ

にて内腔が満たされるまで注入した。その後 10 分間静置し，シリンジにて内腔の

トリプシン液を回収し，等量の MCDB131 培養液（Gibco; Thermo Fisher Scientific 

K.K., Yokohama, Japan）と混合し反応を止めた。次いで，400G 3 分間の条件で遠

心分離を行い，上清を排液し，沈渣をタッピング後に 10%ウシ胎児血清（Fetal 

bovine serum; FBS）加MCDB131培養液を加えて37℃，5% CO2環境下で培養した。 

 

4） 蛍光免疫染色 

 得られた細胞をガラススライドフラスコに培養し，4%パラホルムアルデヒド・

リン酸緩衝液により固定を行った。次に，0.1%サポニン加 PBS で膜透過処理を行

い，1%FBS 加 PBS でブロッキングを実施した。一次抗体には抗マウス CD31 ウ

サギポリクローナル抗体（1:20，Bioss Antibodies Inc., MA, USA）を使用して 4℃

で 1 晩反応させた。二次抗体には Alexa488 を使用し，対比染色として DAPI によ

り核を染色した。蛍光顕微鏡により観察し，免疫活性が陽性の細胞の比率を計測

した。 

 

5） 全 RNA 抽出および一本鎖 cDNA 合成 

 得られた細胞を 0.25%トリプシン液およびセルスクレーパーで剥離後，

NucleoSpin® RNA kit （MACHEREY-NAGEL GmbH & Co., Duren, Germany）を使

用し，全 RNA の抽出および精製処理を行った。その後，吸光光度計（NanoDrop 

1000; LMS Co., Ltd., Tokyo, Japan）にて全 RNA の濃度を算出した。抽出された全
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RNA は相補的な一本鎖 DNA を合成するために，High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit （Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific K.K.）を用いて，逆

転写反応を行った。氷上にて，全 RNA 1 μg に反応液を加え，サーマルサイクラ

ー（MyGenie32™ Thermal Block; Bioneer Corporation, Daejeon, Korea）を用いて 25℃ 

10 分間，37℃ 120 分間，85℃ 5 分間の条件にて cDNA 合成を行った。 

 

6） RT−PCR 法 

 得られた細胞の遺伝子発現を定性解析するために，RT-PCR 法を用いた。対象

とする遺伝子は，血管内皮細胞の同定を目的に CD31 を用い，血管新生関連遺伝

子として VEGF-A，VEGFR-1，VEGFR-2，COX-2 および NPR1 を選択した。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犬の RefSeq 登録遺伝子に対

して Primer3 Plus software（https://primer3plus.com）を使用して設計し，作成した

（表 2）。RT-PCR には GoTaq®Green Master Mix（Promega Corporation, WI, USA）

を用いて実施した。サーマルサイクラーを用いて 95℃ 2 分間の熱変性を行った後

に，95℃ 30 秒間，55℃ 30 秒間，73℃ 15 秒間を 30 サイクル行い，73℃ 3 分間

の伸長反応の条件で実施した。その後，PCR 反応液の一部をローディングバッフ

ァーと混合し，2%アガロースゲルにアプライし Mupid®-exU（TaKaRa Bio Inc., 

Shiga, Japan）を用いて，電気泳動を 100V 30 分間の条件で行った。電気泳動後の

アガロースゲルをエチジウムブロマイドで染色を行い，UV トランスイルミネー

ター上で，増幅産物を確認した。  
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表 2. RT-PCR に用いたプライマー 

遺伝子 方向性 塩基配列 (5' – 3') 増幅産物  (bp)

Forward AATCCCAAATTCCACGTCAG

Reverse GAATGGAGCACCACAGGTTT

Forward TCAGGACACTGCTGTACTTTGAGG

Reverse GGCTTGTCAGGAGCAAGTGAA

Forward CACCTGGGCTGAGAGCAAAC

Reverse CCACACCTGGAATGGCAGAA

Forward GACAACCAGACGGACAGTGGTATG

Reverse ACTGGTAGCCACTCGTTTGGTTAG

Forward GTTCATTCCTGATCCCCAAG

Reverse TTGAAAAGGCGCAGTTTATG

Forward CGCATTGAGCTGACGCGAAA

Reverse TGAGGTTGCCATGGGAGCAA

346

133

117

CD31

VEGF-A

VEGFR-1

VEGFR-2 157

COX2 186

NPR1 249

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 

 

 各血管の内壁からトリプシン液により処理した培養液から紡錘形に増殖する線

維芽細胞様および敷石状に増殖する内皮細胞様の細胞が得られた。そのうち内皮

細胞様の形態を呈したものを選択して培養し，3 週間で 4 回継代を実施した。

MCDB131 培養液による培養で内皮細胞は増殖を認め，各継代間で増殖速度や細

胞形態に変化は認められなかった。 

 4 継代目の細胞を用いて蛍光抗体法を実施し，蛍光顕微鏡による観察により

99%以上の細胞で CD31 が陽性であった（図 3-1）。 

 RT-PCR 法では CD31，VEGF-A，VEGFR-1，VEGFR-2，COX-2 および NPR1

遺伝子の増幅産物が，アガロースゲル上の適切な位置に明瞭なバンドとして確認

され，mRNA の発現が検出された（図 3-2）。 

 以上の結果から，イヌ由来血管内皮細胞が分離され，4 継代目の細胞において

VEGF-A，VEGFR-1，VEGFR-2，COX-2 および NPR1 の血管新生関連遺伝子の

mRNA が発現していることが確認された。  
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図 3-1. イヌ由来血管内皮細胞の蛍光免疫染色 

CD31: Alexa488（緑），核: DAPI（青） 
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図 3-2 RT-PCR 法による血管新生関連遺伝子の検出 
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4. 考察 

 

 本研究は安楽殺後の犬を用いており，対象とした外頸静脈，総頸動脈，胸部後

大静脈および胸部大動脈をそれぞれ容易に摘出することが可能であった。さらに，

本研究で用いられた血管中で最も径が細い総頸動脈においても片側からトリプシ

ン液の注入ができ，血管内皮細胞の分離は十分に可能であった。医学領域では動

脈および静脈の血管内皮細胞間で発現する遺伝子や，腫瘍に流入する血管と正常

血管とでは性状が異なることが報告されている[Hu et al., 2013; Oosterhoff et al., 

2016]。一方，獣医学領域では犬の血管内皮細胞の種類については十分に検討され

ておらず，本手法を用いることで今後，血管の解剖学的部位による特徴や，正常

血管および腫瘍血管での相違について解析するために有用である可能性が示唆さ

れた。 

 本手法で得られる可能性がある接着細胞は主に血管内皮細胞，血管平滑筋細胞

および線維芽細胞であると考えられる。血管内皮細胞は一般的に，平滑筋細胞お

よび線維芽細胞と比較して増殖速度が遅いが，敷石状の形態を取るため他の細胞

との識別ができ，培養初期に選択することが可能であった。また，MCDB131 培

養液を用いた培養方法で血管内皮細胞の順調な増殖が認められたことから，

MCDB131 培養液はイヌ由来血管内皮細胞に対して適切な培地であると考えられ

た。本研究では内皮細胞様の形態を示した細胞群を選択することで，4 回の継代

を行っても蛍光免疫染色により細胞の 99%以上が CD31 陽性であったことから，

純度の高いイヌ由来血管内皮細胞を得ることができた。 
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 また，得られたイヌ由来血管内皮細胞は 4 回継代後も，血管新生関連遺伝子で

ある VEGF-A，VEGFR-1，VEGFR-2，COX-2 および NPR1 遺伝子の mRNA が発

現していた。以上のことから，本研究で得られたイヌ由来血管内皮細胞は主要な

血管新生の経路である VEGF 伝達系や，COX-2 や NPR1 に関連する細胞の応答に

ついての検討に有用である可能性が示唆された。  
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5. 小括 

 

 血管内皮細胞は，血管新生をはじめ，血管の収縮や弛緩，血液凝固などに関わ

っており様々な機能を有している。その中でも特に，血管新生においては，その

起点となることから大きな役割を担っている。しかし，イヌ由来血管内皮細胞の

分離や培養方法ついての報告はほとんどなく，血管新生に関連する遺伝的性状も

ほとんど解析されていない。そこで，本研究では健常犬から各種血管を摘出し，

イヌ由来血管内皮細胞の分離および培養を実施し，血管新生関連遺伝子の mRNA

発現について検討した。 

 身体検査，血液および血液化学検査，胸部および腹部Ｘ線検査により健常と判

断したビーグル成犬 3 頭に，適切な方法で安楽殺を実施後，外頸静脈，総頸動脈，

胸部後大静脈および胸部大動脈を摘出した。摘出した血管内腔からトリプシン液

を用いて細胞を分離し，4 継代後に蛍光抗体法および RT-PCR 法を用いた性状解

析を行った。 

 各血管の内腔からトリプシン液を用いて血管内皮細胞を分離することが可能で

あり，MCDB131 培養液により良好な増殖が得られた。 

 4 継代目の細胞において蛍光抗体法により 99%以上の細胞で CD31 が陽性であ

り，RT-PCR 法では CD31，VEGF-A，VEGFR-1，VEGFR-2，COX-2 および NPR1

遺伝子の発現が検出された。この結果から，イヌ由来血管内皮細胞が分離され，4

継代目の細胞において VEGF-A，VEGFR-1，VEGFR-2，COX-2 および NPR1 の血

管新生関連遺伝子の mRNA が発現していることが確認された。 
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 以上より，イヌ由来血管内皮細胞においてトリプシン液を用いた分離および

MCDB131 培養液による培養が可能であった。また，VEGF-A，VEGFR-1，VEGFR-2，

COX-2 および NPR1 の血管新生関連遺伝子の発現が確認されたことから，本手法

で得られたイヌ由来血管内皮細胞は血管新生関連研究に有用である可能性が示唆

された。 
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イヌ由来血管内皮細胞に対する 

血管新生阻害薬の細胞増殖抑制効果  
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1. 諸言 

 

 抗 VEGF 抗体であるベバシズマブは，VEGF-A がリガンドとして VEGFR-1 お

よび VEGFR-2 に結合することを阻害し，腫瘍の増大や転移を抑制する分子標的

薬である。医学領域では悪性腫瘍に対する血管新生阻害療法が確立しており，ベ

バシズマブをはじめとする血管新生阻害薬は結直腸癌[Hurwitz et al., 2004; Saltz et 

al., 2008]，肺癌[Sandler et al., 2006]や乳癌[Terada et al., 2017]などに広く利用されて

おり，その治療の有効性が報告されている。そのため犬においても，ヒトと同様

に，血管内皮細胞の増殖抑制が悪性腫瘍の増大や転移を抑制する補助療法として

血管新生阻害薬が使用できる可能性がある。 

 NSAIDs は一般的に犬の整形疾患に関連する急性および慢性疼痛に使用されて

おり[Vasseur et al., 1995]，近年では，悪性腫瘍に伴うがん性疼痛の緩和や[Gaynor, 

2008]，術中のマルチモーダル鎮痛にも役立っている。さらに，NSAIDs は犬の膀

胱移行上皮癌の治療効果を有することも知られている[McMillan et al., 2011]。医学

領域においても NSAIDs が抗炎症効果だけでなく，血管新生阻害効果を有するこ

とが報告されている[Tsujii et al., 1998]。しかし，獣医学領域における NSAIDs の

血管新生阻害のメカニズムついては明らかになっていない。さらに，抗生物質で

あるミノサイクリンは血管新生阻害作用を有していることが知られている

[Tamargo et al., 1991]。近年，心房性ナトリウム利尿ペプチド（ANP）製剤である

カルペリチドは，ナトリウム利尿ペプチド受容体 1（Natriuretic peptide receptor 1; 

NPR1）を介して血管内皮細胞の活性を阻害することも示されている[Nojiri et al., 

2015]。 
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 一方，獣医学領域ではそのような血管新生阻害療法が確立しておらず，基礎的

検討もなされていないため，犬の血管内皮細胞に対する，これらの薬剤の直接的

な影響については明らかにされていない。 

 したがって本研究では，イヌ由来血管内皮細胞対するベバシズマブ，メロキシ

カム，カルプロフェン，ロベナコキシブ，ミノサイクリンおよびカルペリチドの

細胞増殖抑制効果について検討した。  
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2. 材料および方法 

 

1） 薬剤の添加 

 第 3 章の方法で健常ビーグル成犬 3 頭から得られたイヌ由来血管内皮細胞を用

いた。得られた 6 細胞群をそれぞれ 96well プレートに 1,000 個/well で 10%FBS 加

MCDB131 培養液 100μl 中に播種した。その後，37℃，5%CO2環境下で 24 間培養

し，MCDB131 培養液を吸引して PBS で洗浄した。 

 抗VEGF 抗体であるベバシズマブ投与細胞群を VEGF-A非添加，50 ng/ml添加，

400 ng/ml 添加の 3 グループに分け，ベバシズマブ濃度 0.1，1.0，2.0 mg/ml を各

well に MCDB131 培養液（FBS 無添加）100μl と共に添加した。 

 NSAIDs であるメロキシカム，カルプロフェン，ロベナコキシブおよび抗生物

質であるミノサイクリン，ANP 製剤であるカルペリチドの添加薬剤濃度は臨床的

に使用し得られる最大血中濃度の 1/4 倍，1/2 倍，1 倍，2 倍を設定した。メロキ

シカムは 20，40，80，160 μg/ml，カルプロフェンは 2，4，8，16 μg/ml，ロベナ

コキシブは 165，330，660，1,320 ng/ml をそれぞれ MCDB131 培養液（FBS 無添

加）中に添加し，ミノサイクリンは 0.3，0.6，1.2，2.4 μg/ml，カルペリチドは 0.625，

1.25，2.5，5 ng/ml を各 well に MCDB131 培養液（FBS 無添加）100μl と共に添加

した。 

 

2） 細胞増殖評価 

 各々の薬剤を添加した日を 0 日目とし，2 日目に比色定量法を用いて血管増殖

抑制効果を評価した。比色定量法は alamarBlue® Cell Viability Reagent（Thermo 
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Fisher Scientific, Inc.）を測定対象の well に 10μl 添加し，37℃，5%CO2環境下で 2

時間培養した。その後，蛍光強度測定を SpectraMax Gemini EM Microplate Reader

（Molecular Devices, LLC., San Jose, CA, USA）を用い，励起波長 570 nm および測

定波長 590 nm の条件で行った。得られた値から薬剤非添加細胞群の細胞増殖活

性を 100%として，それぞれの薬剤添加群の細胞増殖活性を 6 細胞群の平均値で

表した。  
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3. 結果 

 

1−1） VEGF-A 添加群 

 VEGF-A 非添加群の細胞増殖活性を 100% として，VEGF-A 50 ng/ml 添加群で

は 123%，VEGF-A 400 ng/ml 添加群では 113%であり，それぞれ VEGF-A 非添加

群よりも高い細胞増殖活性を示した（図 4-1）。 

 

1−2） VEGF-A+ベバシズマブ添加群 

 VEGF-A 非添加群における細胞増殖活性は，ベバシズマブ濃度 0.1 mg/ml 添加

では 99%，1.0 mg/ml では 91%，2.0 mg/ml では 55%であった。VEGF-A 50 ng/ml

添加群における細胞増殖活性は，同様にベバシズマブを調整した上でそれぞれ

90%，71%，43%であり，VEGF-A 400 ng/ml 添加群における細胞増殖活性はそれ

ぞれ 89%，68%，45%であった（図 4-2〜4-4）。 

 

2） NSAIDs 添加群 

 メロキシカム添加群における細胞増殖活性は，低濃度添加群から順にそれぞれ

60%，52%，43%，30%であった。同様にカルプロフェン添加群における細胞増殖

活性はそれぞれ 100%，97%，67%，34%であり，同様にロベナコキシブ添加群で

は 87%，81%，79%，71%であった（図 4-5〜4-7）。 
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3） ミノサイクリンおよびカルペリチド添加群 

 ミノサイクリン添加群における細胞増殖活性は，低濃度添加群から順にそれぞ

れ 86%，85%，87%，86%であり，同様にカルペリチド添加群における細胞増殖

活性はそれぞれ 90%，86%，86%，86%であった（図 4-8, 4-9）。 
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図 4-1. VEGF-A 添加時におけるイヌ由来血管内皮細胞の細胞増殖活性 
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図 4-2. VEGF-A 非添加細胞群におけるベバシズマブ添加時の細胞増殖活性 
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図 4-3. VEGF-A 50 ng/ml 添加細胞群におけるベバシズマブ添加時の細胞増殖活性  
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図4-4. VEGF-A 400 ng/ml添加細胞群におけるベバシズマブ添加時の細胞増殖活性 
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図 4-5.メロキシカム添加細胞群の細胞増殖活性 
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図 4-6. カルプロフェン添加細胞群の細胞増殖活性 
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図 4-7. ロベナコキシブ添加細胞群の細胞増殖活性 
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図 4-8 ミノサイクリン添加細胞群の細胞増殖活性 
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図 4-9. カルペリチド添加細胞群の細胞増殖活性 
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4. 考察 

 

 本研究で用いたイヌ由来血管内皮細胞は，第 3 章の結果より VEGFR-1 および

VEGFR-2の発現が明らかとなっている。各細胞群に VEGF-Aを添加した場合に，

濃度依存的ではないもののそれぞれ細胞増殖活性の増加が認められたことから，

VEGF シグナル伝達系に依ると考えられる細胞増殖の亢進が示唆された。 

 抗VEGF抗体であるベバシズマブをそれぞれ 0.1 mg/mlおよび 1.0 mg/mlの濃度

で添加した細胞群では，VEGF-A の濃度依存的に細胞増殖抑制効果が認められた。

しかし，ベバシズマブ濃度 2.0 mg/ml を添加した細胞では VEGF-A の濃度に依ら

ず細胞増殖活性が低下していた。ベバシズマブ濃度 0.1 mg/ml および 1.0 mg/ml を

添加した細胞群では VEGF-A に依る細胞増殖の亢進を，ベバシズマブが抑制した

ことで細胞増殖抑制効果が得られたと考えられるが，ベバシズマブ濃度 2.0 mg/ml

を添加した細胞群ではベバシズマブの細胞毒性などの影響により細胞増殖活性が

落ちた可能性が示唆された。 

 一部の NSAIDs は犬の腫瘍細胞株に対して濃度依存的に増殖抑制効果を持つこ

とが報告されているが[Knottenbelt et al., 2006]，犬の血管内皮細胞への影響につい

ては検討されていない。また，マウスやラットでは，NSAIDs による血管新生阻

害作用が明らかになっている[Leahy et al., 2002; Yoshida et al., 2003]。これは VEGF

の産生に関連しているプロスタグランジン E2 が，NSAIDs の COX-2 阻害作用で

抑制されるためであると考えられている[Yoshida et al., 2003]。本研究では，メロ

キシカムおよびロベナコキシブでは各濃度を添加した細胞群で濃度依存的に細胞

増殖抑制効果が認められた。また，カルプロフェンは 4 μg/ml 添加群までは，ほ
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とんど細胞増殖抑制効果が得られなかったが，8 μg/ml 添加群以上の濃度では濃度

依存的に細胞増殖抑制効果が認められた。本研究で用いた NSAIDs はいずれもイ

ヌ由来血管内皮細胞に対する直接的な細胞増殖抑制効果を示しており，臨床的に

使用し得られる血中濃度においても，細胞増殖活性を 79–43%に低下させたこと

から，血管新生阻害薬として使用できる可能性が示唆された。 

 一方，血管新生阻害作用が報告されているミノサイクリン[Tamargo et al., 1991]

や，悪性腫瘍の再発抑制効果が示唆されているカルペリチド[Nojiri et al., 2015]は，

血管内皮細胞に対する直接的な増殖抑制効果を有していないことが示唆された。 

 以上の結果から，ベバシズマブおよび NSAIDs はイヌ由来血管内皮細胞の増殖

を抑制することができ，今後，濃度を検討することで獣医学領域における血管新

生阻害療法へ応用できる可能性が示唆された。 
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5. 小括 

 

 医学領域では血管新生阻害療法が確立しており，抗 VEGF 抗体であるベバシズ

マブが血管新生阻害薬として様々な悪性腫瘍に利用されており，その治療の有効

性が報告されている。また，獣医学領域では NSAIDs は一般的に整形疾患に関連

する疼痛管理や，術中のマルチモーダル鎮痛に使用されている。さらに，NSAIDs

は犬の膀胱移行上皮癌の治療効果もあることが知られている。医学領域では

NSAIDs が抗炎症効果だけでなく，血管新生阻害効果も有することが報告されて

いる。そのため犬においても，ヒトと同様に，血管内皮細胞の増殖抑制が悪性腫

瘍の増大や転移を抑制する補助療法として血管新生阻害薬が使用できる可能性が

ある。しかし獣医学領域ではベバシズマブや NSAIDs，その他の薬剤における血

管新生阻害のメカニズムついては十分に検討されていない。したがって，第３章

の研究で得られたイヌ由来血管内皮細胞を用いて，各種血管新生阻害薬の細胞増

殖抑制効果について検討した。 

 第 3 章の方法で健常ビーグル成犬 3 頭から得られたイヌ由来血管内皮細胞の 6

細胞群を用いた。得られたイヌ由来血管内皮細胞は，ベバシズマブ投与細胞群を

VEGF-A 非添加，50 ng/ml 添加，400 ng/ml 添加の 3 グループに分け，ベバシズマ

ブ濃度 0.1，1.0，2.0 mg/ml を各 well に MCDB131 培養液（FBS 無添加） と共に

添加した。また，その他の薬剤は添加薬剤濃度を臨床的に使用し得られる最大血

中濃度の 1/4 倍，1/2 倍，1 倍，2 倍として，メロキシカムは 20，40，80，160 μg/ml，

カルプロフェンは 2，4，8，16 μg/ml，ロベナコキシブは 165，330，660，1,320 ng/ml，

ミノサイクリンは 0.3，0.6，1.2，2.4 μg/ml，カルペリチドは 0.625，1.25，2.5，5 ng/ml
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で各 well に MCDB131 培養液（FBS 無添加） と共に添加した。 

 ベバシズマブでは最大量の 2.0 mg/ml を除き，VEGF-A 濃度依存的に血管内皮

細胞の増殖を抑制した。メロキシカム，カルプロフェンおよびロベナコキシブは，

血管内皮細胞の増殖を濃度依存的に抑制した。ミノサイクリンおよびカルペリチ

ドは直接的な増殖抑制効果を示さなかった。 

 以上より，ベバシズマブおよび NSAIDs ではイヌ由来血管内皮細胞の増殖抑制

効果が認められたことから，血管新生阻害効果を有する可能性が示唆された。今

後，濃度を検討することで獣医学領域における血管新生阻害療法へ応用できる可

能性が考えられた。 
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 血管新生は生理的に通常，発生の過程や創傷治癒の際などに認められるが，悪

性腫瘍の血行転移や浸潤にも関与している。固形がんの増大には必ず，腫瘍組織

に栄養や酸素を供給するために，血管新生が必要になると考えられている。VEGF

は脈管形成および血管新生に関与するサイトカイン群であり，その中でも

VEGF-A は腫瘍の増殖や転移の促進に最も重要な因子である。近年では，医学領

域においてVEGF-A活性の抑制による抗VEGF抗体薬による血管新生療法が臨床

応用されている。犬の VEGF シグナル伝達系はヒトと極めて類似しており，実際

に担癌犬は健常犬と比較して血中 VEGF-A 濃度が高いことが知られている。しか

し，実際にどのような腫瘤性疾患が血管新生阻害療法の治療対象となるか十分に

検討されておらず不明である。また，血管内皮細胞は血管の内面を構成する細胞

であり様々な機能を有しているが，特に血管新生においては，その起点となり重

要な役割を担っている。血管内皮細胞は，主に VEGF などの影響を受けて，血管

新生の亢進に寄与している。したがって，悪性腫瘍における血管新生阻害療法の

多くは血管内皮細胞が治療標的となっているが，犬の血管内皮細胞を分離，培養

した報告は少なく，その性状も十分に解析されていない。そのため各種血管新生

阻害薬の作用点や作用機序は十分に検討されていない。 

 以上のことから，犬の腫瘤性病変における血管新生阻害療法の確立を目指し，

第 1 章では犬の腫瘤性疾患における血清 VEGF-A 濃度の測定を行い，血管新生が

大きく関与して治療対象となり得る腫瘤性疾患について検討した。次いで第 2 章

では，第 1 章で特に血中 VEGF-A 濃度の高かった犬の結直腸腫瘤性病変の病態や

臨床的特徴について解析し，粘膜-粘膜下組織プルスルー法による手術および術後

補助療法を組み合わせた治療成績について検討した。第 3 章では，イヌ由来血管
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内皮細胞の分離，培養および性状解析を行い，最後に第 4 章では，各種薬剤にお

けるイヌ由来血管内皮細胞に対する細胞増殖抑制効果について調査を行い，血管

新生阻害療法への応用の可能性を検討した。 

 

1. 犬の腫瘤性疾患における血管内皮増殖因子の血中レベル 

 

 VEGF-A は血管内皮細胞に作用し，血管新生を促進することで，腫瘍の増殖や

転移に密接に関わっている。医学領域においては，血中 VEGF-A レベルが特定の

腫瘍患者で高値を示すことや，予後やステージと相関することが明らかとなって

いる。さらに VEGF-A の働きを阻害することで，腫瘍組織への血管新生を抑制す

る治療が行われている。犬においてもヒトと同様の VEGF 伝達系を有しているこ

とが知られているが，腫瘤性疾患における血中 VEGF-A 濃度については十分に検

討されていない。したがって，本研究では様々な腫瘤性疾患の犬における血清

VEGF-A 濃度を測定し，比較検討することを目的とした。 

 2012年2月から2018 年10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，副腎，結直腸，肺，甲状腺の腫瘤性疾患に対する外科治療を行った犬 202

頭を対象とし，術前に採取された血清の VEGF-A 濃度の測定を行い，腫瘤群間で

の比較検討を行った。また，比較対象として健常ビーグル犬 13 頭より採取した血

清を使用した。 

 肝臓腫瘍群，副腎腫瘍群，結直腸腫瘤群，肺腫瘍群，甲状腺濾胞腺癌において

健常群と比較して有意に高値を認めた。腫瘤性疾患犬を良性腫瘤群と悪性腫瘍群

に分けて血清 VEGF-A 濃度を比較したところ，それぞれ健常群と比較し有意に高
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値を示したが，良性腫瘤群と悪性腫瘍群間において有意差は認められなかった。 

 以上より，肝臓腫瘍群，副腎腫瘍群，結直腸腫瘤群，肺腫瘍群，甲状腺濾胞腺

癌では血清 VEGF-A 濃度が高値を示すことが明らかとなり，血管新生が盛んに行

われていることが示唆された。本研究の結果は，VEGF を治療標的とした血管新

生阻害療法を臨床応用するための基礎的データとして活用できる可能性が示唆さ

れた。 

 

2. 犬の結直腸腫瘤性病変における臨床的特徴と病態の解析および治療法の検討 

 

 本邦において，ミニチュア・ダックスフンドの結直腸腫瘤性病変は炎症性ポリ

ープが多く認められ，その病因には大腸炎が示唆されていることから，外科的切

除後にも再発の危険性が存在する。そのため，術後補助療法は不可欠であると考

えられるが，犬の結直腸炎症性ポリープの効果的な術後療法はほとんど報告され

ていない。したがって，本研究ではミニチュア・ダックスフンドにおける結直腸

腫瘤性病変の臨床的特徴や病態を解析し，粘膜-粘膜下組織プルスルー法と術後補

助療法の治療成績などについて検討した。 

 2002 年 10 月から 2015 年 11 月に日本大学生物資源科学部附属動物病院に来院

し，下部消化管内視鏡検査によって結直腸腫瘤性病変を診断され，粘膜-粘膜下組

織プルスルー法にて外科的切除を実施したミニチュア・ダックスフンド 40 頭を対

象とし，供試犬の医療記録から，性別，年齢，体重，臨床症状，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，下部消化管内視鏡検査，

組織病理学的検査，手術成績，周術期管理，予後などについて詳細に調査した。 
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 ミニチュア・ダックスフンドの結直腸腫瘤性病変は血便やしぶりを主症状とし，

幅広い年齢に発症することが明らかになった。また病理組織学的診断は炎症性ポ

リープが主体であり，25%の症例では腺癌を伴っていたが，粘膜-粘膜下組織プル

スルー法による治療成績は良好であった。また，治療選択の際には EUS を含む下

部消化管内視鏡検査が有用であることが再確認された。NSAIDs およびメサラジ

ンの長期投与による術後補助療法が併用されており，87.5%の症例では経過は良

好であったが，12.5%で再発を認めたことから，術後の新規治療法や治療プロト

コルの模索が必要であると考えられた。 

 

3. イヌ由来血管内皮細胞の分離，培養方法の確立および性状解析 

 

 血管内皮細胞は，血管新生をはじめ，血管の収縮や弛緩，血液凝固などに関わ

っており様々な機能を有している。その中でも特に，血管新生においては，その

起点となることから大きな役割を担っている。しかし，イヌ由来血管内皮細胞の

分離や培養方法ついての報告はほとんどなく，血管新生に関連する遺伝的性状も

ほとんど解析されていない。そこで，本研究では健常犬から各種血管を摘出し，

イヌ由来血管内皮細胞の分離および培養を実施し，血管新生関連遺伝子の mRNA

発現について検討した。 

 身体検査，血液および血液化学検査，胸部および腹部Ｘ線検査により健常と判

断したビーグル成犬 3 頭に，適切な方法で安楽殺を実施後，外頸静脈，総頸動脈，

胸部後大静脈および胸部大動脈を摘出した。摘出した血管内腔からトリプシン液

を用いて細胞を分離し，4 継代後に蛍光抗体法および RT-PCR 法を用いた性状解
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析を行った。 

 各血管の内腔からトリプシン液を用いて血管内皮細胞を分離することが可能で

あり，MCDB131 培養液により適切な良好な増殖が得られた。 

 4 継代目の細胞において蛍光抗体法により 99%以上の細胞で CD31 が陽性であ

り，RT-PCR 法では CD31，VEGF-A，VEGFR-1，VEGFR-2，COX-2 および NPR1

遺伝子の発現が検出された。この結果から，イヌ由来血管内皮細胞が分離され，4

継代目の細胞において VEGF-A，VEGFR-1，VEGFR-2，COX-2 および NPR1 の血

管新生関連遺伝子の mRNA が発現していることが確認された。 

 以上より，イヌ由来血管内皮細胞においてトリプシン液を用いた分離および

MCDB131 培養液による培養が可能であった。また，VEGF-A，VEGFR-1，VEGFR-2，

COX-2 および NPR1 の血管新生関連遺伝子の発現が確認されたことから，本手法

で得られたイヌ由来血管内皮細胞は血管新生関連研究に有用である可能性が示唆

された。 

 

4. イヌ由来血管内皮細胞に対する血管新生阻害薬の細胞増殖抑制効果 

 

 医学領域では血管新生阻害療法が確立しており，抗 VEGF 抗体であるベバシズ

マブが血管新生阻害薬として様々な悪性腫瘍に利用されており，その治療の有効

性が報告されている。また，獣医学領域では NSAIDs は整形疾患に関連する疼痛

管理や，がん性疼痛の緩和，術中のマルチモーダル鎮痛に使用されている。さら

に，NSAIDs は犬の膀胱移行上皮癌の治療効果もあることが知られている。医学

領域では NSAIDs が抗炎症効果だけでなく，血管新生阻害効果も有することが報
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告されている。そのため犬においても，ヒトと同様に，血管内皮細胞の増殖抑制

が悪性腫瘍の増大や転移を抑制する補助療法として血管新生阻害薬が使用できる

可能性がある。しかし獣医学領域ではベバシズマブや NSAIDs，その他の薬剤に

おける血管新生阻害のメカニズムついては十分に検討されていない。したがって，

第 3 章の研究で得られたイヌ由来血管内皮細胞を用いて，各種血管新生阻害薬の

細胞増殖抑制効果について検討した。 

 第 3 章の方法で健常ビーグル成犬 3 頭から得られたイヌ由来血管内皮細胞の 6

細胞群を用いた。得られたイヌ由来血管内皮細胞は，ベバシズマブ投与細胞群を

VEGF-A 非添加，50 ng/ml 添加，400 ng/ml 添加の 3 グループに分け，ベバシズマ

ブ濃度 0.1，1.0，2.0mg/ml を各 well に MCDB131 培養液（FBS 無添加） と共に

添加した。また，その他の薬剤は添加薬剤濃度を臨床的に使用し得られる最大血

中濃度の 1/4 倍，1/2 倍，1 倍，2 倍として，メロキシカムは 20，40，80，160 μg/ml，

カルプロフェンは 2，4，8，16 μg/ml，ロベナコキシブは 165，330，660，1,320 ng/ml，

ミノサイクリンは 0.3，0.6，1.2，2.4 μg/ml，カルペリチドは 0.625，1.25，2.5，5 ng/ml

で各 well に MCDB131 培養液（FBS 無添加） と共に添加した。 

 ベバシズマブでは最大量の 2.0 mg/ml を除き，VEGF-A 濃度依存的に血管内皮

細胞の増殖を抑制した。メロキシカム，カルプロフェンおよびロベナコキシブは，

血管内皮細胞の増殖を濃度依存的に抑制した。ミノサイクリンおよびカルペリチ

ドは直接的な増殖抑制効果を示さなかった。 

 以上より，ベバシズマブおよび NSAIDs ではイヌ由来血管内皮細胞の増殖抑制

効果が認められたことから，血管新生阻害効果を有する可能性が示唆された。今

後，濃度を検討することで獣医学領域における血管新生阻害療法へ応用できる可
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能性が考えられた。 

 

 本研究によって肝臓腫瘍，副腎腫瘍，結直腸腫瘤，肺腫瘍，甲状腺濾胞腺癌の

犬において，血清 VEGF-A 濃度が高値を示すことが明らかとなり，血管新生が盛

んに行われていることが示唆された。さらに，血清 VEGF-A 濃度の高値を示すミ

ニチュア・ダックスフンドの結直腸腫瘤性病変は，血便やしぶりを主症状とし，

幅広い年齢に発症しており，粘膜-粘膜下組織プルスルー法による手術および

NSAIDs を含む術後補助療法が有用である可能性が示唆された。また，イヌ由来

血管内皮細胞においてトリプシン液を用いた分離および MCDB131 培養液による

培養が可能であり，VEGF-A，VEGFR-1，VEGFR-2，COX-2 および NPR1 の血管

新生関連遺伝子の発現が確認された。最後に，ベバシズマブおよび NSAIDs では

イヌ由来血管内皮細胞の増殖抑制効果が認められたことから，血管新生阻害効果

を有する可能性が示唆された。今後，濃度を検討することで獣医学領域における

血管新生阻害療法へ応用できる可能性が考えられた。 

 以上のことから，本研究は犬の腫瘤性病変における，血管新生阻害療法の確立

のための新たな知見が得られ，小動物がん治療の応用に向けて新たな展開が期待

される。  
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