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血管新生は癌の増殖と転移を促進させる重要な要因であり、そこには血管内皮増殖因子

(VEGF)が深く関与することが知られている。一方、リンパ管は血漿容積や血漿タンパク質

の維持機構を介して、内部環境の恒常性保持や免疫系の制御にも重要な役割を果たしてい

るが、腫瘍においてもリンパ管新生を通じて癌細胞の転移に関与すると考えられている。 

チロシンキナーゼの一つである VEGF ファミリーには VEGF-A～E などがあり、VEGF 受容体

（VEGFR1、VEGFR2、VEGFR3）に結合すると活性化し、脈管の形成・増殖・分化を制御のみ

ならず、癌などの重篤な疾患における病的脈管新生にも関与する。VEGF の過剰発現は腫瘍

の血管、リンパ管の増生や転移と関連し、また腫瘍の進行や予後に相関することが、人の

乳癌、大腸癌、胃癌、肺癌などで報告されている。 

一方、最近では腫瘍の血管新生やリンパ管新生と腫瘍関連マクロファージ（TAM）などの

免疫細胞との関連も注目され、腫瘍増殖との関連や機序の解明が進んでいる。 

血管新生の中心的な分子機構は VEGF-A と VEGFR2、リンパ管新生の中心的な分子機構は
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VEGF-C と VEGFR3 であると言われているが、これらの作用が正常組織と腫瘍組織では異なる

こと、また他の増殖因子との関係や癌細胞が存在する微小環境からの影響も異なる可能性

があり、いまだ不明な点は多い。 

犬の乳腺腫瘍は犬で最も多い腫瘍であり、その約50%が悪性であると報告されている。ま

た、良性の乳腺腫瘍の犬でも、その後に異なった細胞型の悪性乳腺腫瘍の発現する危険度

は３倍以上と言われている。悪性乳腺腫瘍の25～50％は，手術以前にすでに転移がみられ

るが、これらの転移はリンパ管行性転移と考えられており、その機構の解明は将来の乳腺

腫瘍治療においても重要な観点である。 

しかし、犬の乳腺腫瘍における血管やリンパ管新生と遠隔転移や予後との関連はほとん

ど研究されておらず、またそれらと VEGF-A や VEGF-C の発現との関連に関する報告は少な

い。 

そこで本研究では、実際の症例犬から摘出した犬の乳腺腫瘍組織材料、および犬の乳腺

腫瘍細胞株とそのヌードマウス移植モデルを用い、犬の乳腺腫瘍における VEGF-A や VEGF-C

の発現と腫瘍の悪性度との関連、さらには血管新生やリンパ管新生との関連について多面

的に検討した。 

 

 

第第第第 1111 章章章章：：：：犬乳腺腫瘍組織における犬乳腺腫瘍組織における犬乳腺腫瘍組織における犬乳腺腫瘍組織における VEGFVEGFVEGFVEGF----AAAA およびおよびおよびおよび VEGFVEGFVEGFVEGF----CCCC の発現と悪性度の関係の発現と悪性度の関係の発現と悪性度の関係の発現と悪性度の関係    

犬乳腺腫瘍の 25 症例の外科的摘出材料（原発病巣：n=49）と正常乳腺組織（n=5）を用い、

それらの組織における VEGF-A と VEGF-C の発現を免疫組織化学法によって検討した。さら

に、Ki-67 に陽性な細胞数から算出した腫瘍増殖率（PI）と Iba1 陽性細胞数をマクロファ

ージ数として測定し、これらの値と腫瘍の組織型や悪性度ならびに生存率などとの関係を

調べた。 

その結果、乳腺癌組織では、正常乳腺組織、過形成、乳腺腫、良性混合腫瘍と比較して有

意に高い VEGF-A の発現と PI が見られた。また、VEGF-A の高い発現を示す組織を有する症

例では生存率が有意に短く、予後とも有意に相関することが認められた。さらに、VEGF-A

の発現は PI と Iba1 陽性細胞数と有意に相関した。一方、VEGF-C の発現は組織の悪性度や

PI 値と関連せず、また症例の予後とは相関はなかった。しかし、直径が 3cm 以下の腫瘍で

は有意に高い VEGF-C 発現が認められたため、腫瘍発生初期は VEGF-C が関連する可能性も

考えられた。また、良性混合腫瘍組織では Iba1 陽性細胞数が有意に高く、筋上皮細胞の増

殖を特徴とする良性混合腫瘍とマクロファージの関係について今後検討する価値があると

考えられた。 
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第第第第 2222 章章章章：イヌの乳腺腫：イヌの乳腺腫：イヌの乳腺腫：イヌの乳腺腫瘍細胞株のヌードマウス移植モデルにおける血管行性転移とリンパ瘍細胞株のヌードマウス移植モデルにおける血管行性転移とリンパ瘍細胞株のヌードマウス移植モデルにおける血管行性転移とリンパ瘍細胞株のヌードマウス移植モデルにおける血管行性転移とリンパ

管行性転移管行性転移管行性転移管行性転移    

 

第 2 章ではヌードマウスモデルを用いた以下の４つの実験を行った。 

実験１としては、自然発症症例から樹立し、クローン化したイヌの乳腺腫瘍細胞株であ

る CHMp-5b と CHMp-13a を用い、これらの細胞における VEGF-A と VEGF-C の mRNA とタンパ

ク質の発現を検討した。その結果、両細胞株とも VEGF-A および VEGF-C を発現したが、そ

のレベルはVEGF-AがVEGF-Cよりはるかに高かった。また、CHMp-5b細胞株についてはVEGF-A

が、CHMp-13a 細胞株では VEGF-C がより高い発現を示した。  

実験2として、CHMp-5bとCHMp-13aの1 ×10

7

の細胞をヌードマウスの乳腺組織に移植し、

腫瘍を形成させ、マウスモデル作製し、細胞株移植後、1週から 6週まで毎週、経時的に観

察した結果、 CHMp-5b 細胞株からは solid carcinoma、 CHMp-13a 細胞株からは

tubulopapillary carcinoma が発生した。また、CHMp-5b 移植群では CHMp-13a 移植群と比

較して原発巣の PIが有意に高く、かつリンパ節や肺への転移がより多く認められたことか

ら、本細胞がより高い悪性度を持つと考えられた。また、CHMp-5b 移植群では、肺転移巣の

PI が原発巣やリンパ節転移巣より有意に低く、リンパ節転移巣の細胞増殖は原発巣との差

は見られないが、肺転移巣における細胞増殖は原発巣より低いことが示唆された。 

実験 3 では、CHMp-5b と CHMp-13a のマウス移植モデルに発生する原発巣や転移巣におけ

る VEGF-A と VEGF-C の発現を調べた。VEGF-A と VEGF-C 遺伝子の発現についてはリアルタイ

ム PCR を、たんぱく質の発現に関しては western blot 法と免疫組織化学方法を実施した。

リアルタイム PCR の結果、両移植群の原発巣には VEGF-A および VEGF-C のいずれもが発現

したが、そのレベルは両細胞における発現パターンと同様、VEGF-C より VEGF-A がはるかに

高かった。免疫組織化学法による原発巣の VEGF-A と VEGF-C の発現は腫瘍細胞の細胞質に

見られた。それらの発現と CHMp-5b と CHMp-13a 移植による腫瘍の増殖と相関する傾向にあ

り、経時間的な増加を示したが、両細胞移植群間の有意な差は認められなかった。さらに

これらの発現はリンパ節や肺の転移巣で原発巣より低い値を示した。 

実験 4 では、CHMp-5b と CHMp-13a のマウス移植モデルの原発巣や転移巣における血管新

生やリンパ管新生の経時的変化を調べ、VEGF-A、VEGF-C 発現との関連を検討した。血管新

生とリンパ管新生については、血管マーカーである CD31 とリンパ管マーカーである LYVE1

に対する免疫組織化学法を用い、腫瘍組織内部と周囲の血管密度とリンパ管密度として測

定した。 

より悪性度の高い CHMp-5b 移植群では、CHMp-13a 移植群に比較し、原発巣において有意

に高い腫瘍内部の血管新生および腫瘍周囲のリンパ管新生が認められた。また、原発巣の
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VEGF-A の発現と腫瘍内部や周囲の血管新生ならびに腫瘍周囲のリンパ管新生との間に有意

な正の相関関係が認められた。しかし、VEGF-C の発現と血管新生やリンパ管新生との間に

は有意な相関は見られなかった。一方、CHMp-13a 移植群では原発巣の VEGF-A と VEGF -C の

発現と腫瘍周囲の血管新生やリンパ管新生との間に有意な相関関係が見られた。 

他方、CHMp-5b 移植群では、肺転移がみられない腫瘍発生初期の時点ですでに、肺実質の

リンパ管新生の増加が認められた。このリンパ管新生の増加は原発巣の VEGF-A と VEGF-C

の発現とも有意な相関関係を示したことから、原発巣の VEGF-A と VEGF-C の発現が肺のリ

ンパ管新生やその後の肺転移への進展と関連する可能性が示唆された。 

 

以上の成績から、犬の乳腺腫瘍では VEGF-A は組織学的悪性度の高い乳腺癌により高く発

現し、また、その発現の高い症例ほど予後の悪いことが示された。さらに乳腺癌から樹立

した細胞株のヌードマウス移植モデルにおいて、増殖率の高い、より悪性な細胞株の移植

によって発生した腫瘍原発巣で VEGF-A の発現が高く、かつその発現と腫瘍内部や周囲の血

管新生ならびにリンパ管新生とが有意に相関した。これらの結果は、VEGF-A が血管やリン

パ管新生を介して腫瘍の増殖や転移に寄与することを示しており、さらに VEGF-A は本症の

有力な予後判定指標になりうるものと考えられた。一方、VEGF-C とリンパ管新生に関して

は、必ずしも明確な関係が見出せなかったが、腫瘍発生初期あるいは転移機序に何らかの

関連を示すものと考えられ、今後検討すべき課題と考えられた。 

 

 

 


