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　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨

　腫瘍細胞は新生血管により酸素や栄養が供給されるため、血管新生は腫瘍の発達と転移に非常に重

要である。血管新生には多くの因子が関与しており、これらの血管新生関連因子は腫瘍の予後因子と

して研究が行われている。その中でも血管内皮増殖因子vascular　endothelial　growth　factor（VEGF）は、

そのレセプターであるflレ1やnk－1と結合することにより血管新生の中心的な役割を担う。ヒトの多く

の固形がんにおいては、腫瘍組織内のVEGF発現は予後と関連していることが報告され、抗がん治療

における重要なターゲットとされており、近年では抗VEGF薬を用いた併用療法が転移性乳癌に対す

る第一選択の治療法としてアメリカのFDAに迅速承認されている。

　獣医学領域においては、いくつかのイヌの腫瘍で血管新生因子や微小血管密度、腫瘍のグレードの

関連について研究が行われているものの、腫瘍におけるVEGFやそのレセプターを含む血管新生因子

の発現や血管新生因子問の関連はまだよくわかっていない。ヒトの乳癌では血管新生に関して多くの

研究が行われているが、イヌにおいても人と同様、乳腺腫瘍は頻繁に発生する腫瘍であり、良性と悪

性の腫瘍が存在する。また、多くの症例で外科摘出時に非腫瘍部の乳頭部も共に摘出するため、同一

の症例で腫瘍部と非腫瘍部の乳腺組織を比較することも可能であることから、VEGFや血管新生因子

の腫瘍における動態を解析し、抗VEGF療法を適用出来るようになる可能性がある。このような背景

から、本研究はイヌの乳腺腫瘍に対して抗血管新生療法を適用するための基礎的研究として、VEGF

を中心とした血管新生因子発現の悪性度の指標としての評価と血管新生因子問および血管新生との関

連を明らかにすることを目的とし、免疫組織化学的及び分子生物学的検索を行った。
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第1章：正常イヌ組織におけるVEGFおよびレセプターflt－1、　flk－1の発現と分布の検索

　近年ではがんに対する治療として抗VEGF薬も用いられ始めているが、副作用も大きな問題となっ

ている。これはVEGFが腫瘍の血管新生以外にも役割を持っていることによると考えられ、正常な組

織におけるVEGFの作用が注目されてきている。近年ではイヌの腫瘍においてもVEGFと悪性度や予

後との関連が報告されてきているが、正常組織におけるVEGFの発現細胞はわかっていない。そこで

本章では正常イヌの組織（6例：肺、腎臓、心臓、副腎、肝臓、皮膚、甲状腺、腸管、膀胱、リンパ節、

膵臓、脾臓、4例：乳腺）におけるVEGFおよびレセプター趾一1、　nk・1の発現と分布を明らかにするこ

とを目的とした。

　VEGF及びfl卜1の免疫組織化学的発現は各臓器の様々な部位に陽性細胞がみられた。どの臓器にも存

在する血管では、中膜平滑筋がVEGF、　nレ1ともに一部で陽性を示したが、内皮細胞に陽性像はみられ

なかった。また、動・静脈、血管サイズなど血管の種類による違いはみられなかった。RT－PCRにより

検索を行ったすべての正常組織でVEGF、　nト1、　nk－1の遺伝子発現が確認され、これらが正常な組織で

も恒常的に発現していることが示された。VEGFについては、複数のアイソフォームが確認され、そ

の中でも最も生物学的活性が高いといわれるVEGF164の発現量が最も多かった。また、定量的RT

PCRでは各組織におけるVEGF164とnt－1、　nk－1遺伝子発現がほぼ同じ傾向を示した。以上の結果から、

VEGFと血t－1、且k－1は正常なイヌの組織においても発現していることが確認された。また、　VEGF164

および且t－1は、免疫組織化学的にタンパク質が発現している細胞の多かった肺や心臓でmRNAの発現

も高く、発現細胞の少なかった脾臓などではmRNAの発現も少なかったことから、　VEGFとnt－1は転

写レベルで調節が行われていることが示唆された。

第2章＝イヌの良性乳腺腫瘍における内皮マーカーの評価

　第1章の結果から腫瘍組織においてもVEGFの遺伝子発現量が血管新生を反映することが考えられ

る。この血管新生を評価する方法として、現在では微小血管密度や血管内皮マーカーの発現量が用い

られており、多くの腫瘍で血管新生の評価と予後が関連していることが報告されている一方で、それ

らが関連しないという報告もある。この様な研究結果の不一致は、従来評価に用いられているvon

Willebrand　factor（vWF）やCD31などが汎血管内皮マーカーであり、新生血管のみならず既存の血管

にも発現していることに起因することが考えられる。本研究で対象としている乳腺組織は正常でも血

管が豊富に存在する組織であり、汎血管内皮マーカーを用いた評価では巻き込まれただけの既存の血

管も評価に含まれ、血管新生の正確な評価が出来ない可能性がある。このような背景から、より正確

に腫瘍組織における血管新生を評価し、その生物学的挙動との関連を探ることが必要である。近年で

は活性化された内皮細胞に強く発現するendoglinが注目されてきているが、イヌにおけるendoglinの

有用性は示されていない。そこで本章では、正常イヌの乳腺、良性乳腺腫瘍及び腫瘍罹患イヌの非腫

瘍部の乳腺を用いてendoglin　mRNAの発現を検索し、　endoglinのイヌの乳腺腫瘍における新生血管マ

ーカーとしての可能性を検討した。
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　RT－PCRにより、　endoglin　mRNAの発現率は良性乳腺腫瘍では正常乳腺、非腫瘍部乳腺と比較して、

有意に高いことが示された。免疫組織化学では、proHferating　celi　nuclear　antigen（PCNA）が陽性とな

った血管内皮細胞の割合およびVEGFが陽性となった血管の割合が、　endoglin　mRNAが発現していた

組織で有意に高いことが示された。また、VEGF　mRNAの発現量はvWF　mRNA発現量よりもendoglin

mRNA発現量と強い相関を示した。　PCNAやVEGFに陽性を示す内皮は新生血管の内皮であると考え

られることから、endoglin　mRNAの発現量がイヌの乳腺腫瘍において血管新生のマーカーとして有用

で、新生血管の程度を反映することが示された。

第3章＝イヌの乳腺腫瘍におけるVEGFおよびその関連因子の発現

　VEGFの発現調節には様々な因子が関与しているが、その中でも腫瘍組織内の低酸素が中心的な役

割を担っていると考えられている。イヌの乳腺腫瘍にはしばしば壊死巣がみられ、この壊死巣は低酸

素状態になっていると考えられることから、イヌの乳腺腫瘍においても低酸素がVEGFの発現に関与

している可能性がある。低酸素誘導因子hypoxia－inducible　factor（HIF）一1αは低酸素により細胞内の発

現が増加する代表的な因子であり、低酸素条件下ではVEGFの転写を充進させることが知られている。

また、cyclooxygenase－2（CO）G2）の過剰発現は多くの腫瘍でみられるが、　CO）G2により誘導される

prostaglandinE2（PGE2）がHIF－1αを介して血管新生を誘導するとの報告もある。本章では、正常イヌ

の乳腺と非腫瘍部乳腺、良性乳腺腫瘍、悪性乳腺腫瘍を用いてVEGFおよびそのレセプターの発現と

第2章で血管マーカーとしての有用性が示唆されたendoglinとの関連および誘導因子としてのHIF－1α

およびCOX－2との関連を明らかにし、これら血管新生関連因子の悪性度の指標としての評価をするこ

とを目的として検索を行った。

　免疫組織化学的検索では、乳腺上皮細胞におけるVEGFの陽性細胞率は非腫瘍部乳腺、良性腫瘍、

悪性腫瘍の順に有意に増加していたが、且t－1についてはこれらの間に有意差がみられなかった。COX．2

発現は腫瘍性上皮細胞や血管内皮細胞、血管平滑筋細胞、マクロファージで確認され、非腫瘍部乳腺

と比較して腫瘍組織で陽性細胞数が有意に多かったが、良性腫瘍と悪性腫瘍の間に有意な差は認めら

れなかった。遺伝子発現量においてもVEGF164とnk－1、　CO）建のmRNA発現量は非腫瘍部乳腺と比較

して良性及び悪性腫瘍で有意な増加が認められたが、nt－1　mRNAについてはこれらの間に有意な差が

認められなかった。また、HIF－1α±nRNAについては良性腫瘍および悪性腫瘍での発現量は非腫瘍部乳

腺よりも高い傾向がみられた。微小血管密度とendoglin　mRNAの発現量は、非腫瘍部乳腺と比較して

腫瘍組織で有意に増加していたが、良性腫瘍と悪性腫瘍の問に有意差はみられなかった。Laser

microdissection（LMD）法を用いて腫瘍組織では腫瘍細胞と間質を、非腫瘍部では上皮組織と間質を分

離し、非腫瘍部乳腺組織と腫瘍組織のVEGF164　mRNA発現量を比較した結果、腫瘍性上皮細胞につい

ては非腫瘍部乳腺上皮細胞よりも有意に高い発現を示したが、間質についてはこれらの間に差が認め

られなかった。また、得られたすべての結果において、正常イヌの乳腺と腫瘍罹患イヌの非腫瘍部乳

腺の間に差はみられなかった。
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　以上の結果から、VEGF164とnk－1、　CO）G2のmRNAは腫瘍部において増加していることが明らかと

なったが、悪性度との関連はみられなかった。また、nt－1は腫瘍組織でも有意な増加が認められず、

VEGFのレセプターとしては主にnk－1が腫瘍組織内での血管新生に関与していることが示唆された。

さらに、腫瘍組織におけるVEGF164　mRNA発現の増加は間質細胞ではなく、主に腫瘍性上皮細胞に由

来することが示唆された。今回の結果から、HIF－1αmRNA発現は腫瘍組織において増加傾向がみられ、

CO）G2およびVEGF164との相関も認められたため、イヌの乳腺腫瘍においてもCO）G2／HIF・1α／VEGF

経路が存在している可能性が考えられた。

　以上、本研究によりVEGFとそのレセプターn卜1、　flk，1のmRNAおよびVEGFとn卜1のタンパク質

がイヌの正常組織で恒常的に発現していることが示され、VEGFと趾一1が転写レベルで調節されている

ことが示唆された。また、イヌの乳腺腫瘍における血管新生マーカーとしてendoglin遺伝子発現が有

用である可能性を示した。イヌの乳腺腫瘍におけるVEGFの増加は主に腫瘍細胞に由来しており、nk－

1を介して血管新生を促進させることを示唆した。VEGFとCO）建のタンパク質発現は血管新生の程度

を反映するendoglin遺伝子発現量と共にイヌの乳腺腫瘍で増加し、　VEGFタンパク質は腫瘍化の指標

となる可能性を示した。また、イヌの腫瘍の血管新生においてもCOX－2／HIF－1α／VEGF経路が存在す

る可能性が示唆された。これらにより、血管新生関連因子の分布および因子間の関連はヒトの乳癌に

類似していることが示され、ヒトの乳癌と同様にイヌの乳腺腫瘍でも抗血管新生薬が有用である可能

性が示唆された。

　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨
　腫瘍細胞は新生血管により酸素や栄養が供給されるため、血管新生は腫瘍の発達と転移に非常に重

要である。血管新生には多くの因子が関与しており、これらの血管新生関連因子は腫瘍の予後因子と

して研究が行われている。その中でも血管内皮増殖因子vascular　endothelial　growth　factor（VEGF）は、

そのレセプターであるnt－1やnk－1と結合することにより血管新生の中心的な役割を担っている。ヒト

の多くの固形がんにおいては、腫瘍組織内のVEGF発現が予後と関連していることが報告され、抗が

ん治療における重要なターゲットとされており、近年では抗VEGF薬を用いた併用療法が転移性乳癌

に対する第一選択の治療法としてアメリカのFDAに迅速承認されている。

　獣医学領域においては、いくつかのイヌの腫瘍で血管新生因子や微小血管密度、腫瘍のグレードと

の相互関係に関する研究が行われているものの、腫瘍におけるVEGFやそのレセプターを含む血管新

生因子の発現や血管新生因子間の関連はまだよくわかっていない。ヒトの乳癌では血管新生に関して

多くの研究が行われているが、イヌにおいても人と同様、乳腺腫瘍は頻繁に発生する腫瘍であり、良

性と悪性の腫瘍が存在する。また、多くの症例で外科摘出時に非腫瘍部の乳腺部も共に摘出するため、

同一の症例で腫瘍部と非腫瘍部の乳腺組織を比較することも可能であることから、VEGFや血管新生

因子の腫瘍における動態を解析することにより、将来、抗VEGF療法を適用出来るようになる可能性
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がある。このような背景から、本研究はイヌの乳腺腫瘍に対する抗血管新生療法の適用に関する基礎

的研究として、イヌの正常組織におけるVEGFおよびレセプターn←1、　nk1の発現と分布、　VEGFを中

心とした血管新生因子の腫瘍化や悪性腫瘍の指標としての評価、そして血管新生因子間および血管新

生との関連を明らかにすることを目的として行われた。

　イヌでは、腫瘍におけるVEGFタンパク質発現と悪性度・予後との関連が報告されているが、正常

組織における発現細胞はわかっていない。近年、ヒトでは抗VEGF薬の副作用が問題となっているが、

これはVEGFが腫瘍の血管新生以外にも役割を持っていることによると考えられ、正常な組織におけ

るVEGFの作用が注目されてきている。そこで第1章では、6例の正常イヌの全身組織と4例の正常イ

ヌの乳腺組織におけるVEGFおよびレセプターn卜1、　nk1の発現と分布を検索した。その結果、免疫組

織学的にVEGF及びnt－1の発現は各臓器の様々な細胞に認められ、どの臓器にも存在する血管では、

中膜平滑筋がVEGF、　nt－1ともに一部で陽性を示したが、血管内皮細胞に陽性像はみられなかった。

RTPCRでは、検索を行ったすべての正常組織でVEGF、　n卜1、　flk－1の遺伝子発現が確認され、正常な

組織ではこれらが恒常的に発現していることが示された。VEGFについては、複数のアイソフォーム

の中で最も生物学的活性が高いといわれるVEGF164の発現量が最も多かった。また、定量的RT－PCR

では各組織におけるVEGF164とnd、　nk－1遺伝子発現がほぼ同じ傾向を示した。

　以上の検索により、，著者は正常なイヌの組織においてもVEGFと且t－1、且k－1が発現していることを示

し、VEGFと且卜1の発現が転写レベルで調節されていることを示唆した。

　第2章では、イヌの腫瘍組織におけるVEGFの遺伝子発現量が血管新生を反映するかどうか、近年

活性化内皮細胞に強く発現することが注目されているendoglinに着目し、正常犬の乳腺、良性乳腺腫

瘍及び腫瘍罹患犬の非腫瘍部の乳腺においてendoglin　mRNAの発現を検索し、イヌにおける新生血管

マーカーとしての可能性を検討した。皿PCRによる検索では、　endoglin　mRNAの発現率は良性乳腺腫

瘍では正常乳腺、非腫瘍部乳腺と比較して有意に高く、免疫組織化学的検索では、proliferating　cell

nuclear　antigen（PCNA）が陽性となった血管内皮細胞の割合およびVEGFが陽性となった血管の割合

が、endoglin　mRNAが発現していた組織で有意に高いことが示された。また、・VEGF　mRNAの発現量

は汎血管マーカーであるvWF　mRNA発現量よりもendoglin　mRNA発現量と強い相関を示した。　PCNA

やVEGFに陽性を示す内皮は新生血管の内皮であると考えられることから、　endoglin　mRNAの発現量

がイヌの乳腺腫瘍において血管新生のマーカーとして有用で、新生血管密度を反映することを示唆し

た。

　VEGFの発現調節には様々な因子が関与している事が示唆されているが、イヌの乳腺腫瘍において

は知られていない。そこで第3章では、低酸素により細胞内の発現が増加する代表的な因子であり、

低酸素条件下で核内に移行してVEGFの転写を二進させることが知られている低酸素誘導因子

hypoxia－inducible　factor（HIF）一1α、また、　prostaglandinE2（PGE2）を誘導し、間接的にHIF－1αを介した

血管新生を誘導するとの報告があるcyclooxygenase（COX）一2について、正常イヌの乳腺と非腫瘍部乳

腺、良性乳腺腫瘍、悪性乳腺腫瘍における発現を解析し、これらの因子とVEGFおよびそのレセプタ
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一、endoglinとの相互関連を明らかにし、これら血管新生関連因子の腫瘍化あるいは悪性化指標とし

ての評価をするため検索を行った。免疫組織化学的検索の結果では、乳腺上皮細胞におけるVEGFの

陽性細胞率は非腫瘍部乳腺、良性腫瘍、悪性腫瘍の順に有意に増加していたが、nt－1についてはこれ

らの問に有意差がみられなかった。COX－2発現は腫瘍性上皮細胞や血管内皮細胞、血管平滑筋細胞、

マクロファージで確認され、非腫瘍部乳腺と比較して良性・悪性腫瘍で陽性細胞数が有意に多かった

が、良性腫瘍と悪性腫瘍の間に有意な差は認められなかった。遺伝子発現量においてもVEGF164と

nk－1、　COX－2のmRNA発現量は非腫瘍部乳腺と比較して良性及び悪性腫瘍で有意な増加が認められた

が、n卜1　mRNAについてはこれらの間に有意な差が認められなかった。また、　HIF－1αmRNAについて

は良性腫瘍および悪性腫瘍での発現量は非腫瘍部乳腺よりも高い傾向がみられた。微小血管密度と

endoglin　mRNAの発現量は、非腫瘍部乳腺と比較して良性腫瘍および悪性腫瘍で有意に増加していた

が、良性腫瘍と悪性腫瘍の間に有意差はみられなかった。laser　microdissection法で腫瘍組織では腫瘍

細胞と間質を、非腫瘍部では上皮組織と間質を分離し、非腫瘍部乳腺と腫瘍細胞のVEGF164　mRNA発

現量を比較した結果、腫瘍性上皮細胞については非腫瘍部乳腺上皮細胞よりも有意に高い発現を示し

たが、間質については腫瘍組織と非腫瘍部乳腺組織との問に差が認められなかった。また、得られた

すべての結果において、正常イヌの乳腺と腫瘍罹患イヌの非腫瘍部乳腺の間に差はみられなかった。

　以上の結果から、著者は良性・悪性腫瘍間で差が見られなかったものの、VEGF164と且k－1、　CO）乾

のmRNAは腫瘍部において増加していることを明らかにした。また、　VEGFのレセプターとしては主

にflk－1が腫瘍組織内での血管新生に関与していることを示唆した。さらに、腫瘍組織における

VEGF164　mRNA発現増加は、主に腫瘍性上皮細胞に由来することを示唆した。　HIF－1αmRNA発現は

腫瘍組織において増加傾向を示し、CO）G2およびVEGF164との相関も認められたため、イヌの乳腺腫

瘍においてもCOX》2／HIR1α／VEGF経路が存在している可能性を示した。

　以上、本研究おいて著者が示したイヌの正常乳腺組織および乳腺腫瘍組織におけるVEGFとそのレ

セプターflト1、　nk・1、その発現調節因子であるCO）G2、　HIF－1α、血管新生マーカーとしてendoglinに

関する解析結果は、今後のイヌ乳腺腫瘍および固形腫瘍に対する抗血管新生薬の応用に寄与するもと

考えられ、博：士（獣医学）の学位を授与するのにふさわしい業績と判定した。
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