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研究成果の概要（和文）：　腫瘍組織を含む様々なイヌ組織における組織因子 (TF) とトロンボモジュリン 
(TM) のmRNA発現量を調査した。良性腫瘍と上皮系および間葉系悪性腫瘍でTFやTM発現の差はなかった。脾臓悪
性腫瘍では非腫瘤病変よりも腫瘤病変の方がTM発現が低い傾向があり，TM発現の減少により凝固亢進が形成され
ていると示唆された。
　TFとTMの発現を調節しうる薬剤としてスタチンに着目し，イヌ血管肉腫細胞に対する作用をin vitroで検証し
た。その結果スタチンは細胞増殖を抑制するとともにTF発現を減少させ，TM発現を上昇させる作用を有すること
を示した。

研究成果の概要（英文）：I investigated the mRNA expression levels of tissue factor (TF) and 
thrombomodulin (TM) in various canine tissues, including tumor tissues. There were no significant 
differences in TF or TM expression between benign tumors and epithelial or mesenchymal malignancies.
 In splenic malignancies, TM expression tended to be lower in tumorous lesions compared to 
non-tumorous lesions, suggesting that reduced TM expression may contribute to the formation of a 
hypercoagulable state.
Focusing on statins as agents that can regulate TF and TM expression, I examined their effects on 
canine hemangiosarcoma cells in vitro. The results demonstrated that statins inhibited cell 
proliferation, decreased TF expression, and increased TM expression.

研究分野： Veterinary oncology

キーワード： canine tumor　coagulation　tissue factos　thrombomodulin　statin

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　様々なイヌ腫瘍組織における組織因子 (TF) やトロンボモジュリン (TM) の発現を調査した報告はこれまでな
いため，イヌ腫瘍におけるTFやTMに関する研究の基礎的知見を提示することができた。
　スタチンのTFやTMに関連した抗凝固作用をイヌで調べた報告はこれまでにない。イヌ血管肉腫において抗腫
瘍，抗凝固作用を期待した治療薬としてスタチンが応用できる可能性を示せた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 イヌにおいて悪性腫瘍に起因する播種性血管内凝固 (DIC) は多臓器不全や出血傾向を引き 

起こす致死的な病態である。しかし，その病態には不明な点が多く，確立された治療法は存在し
ない。報告者は，これまでの研究でイヌ腫瘍細胞における組織因子 (TF) の発現と凝固亢進活性
に加え，DIC が生じたイヌにおける血漿中 TF 活性の上昇を明らかにしており，TF が DIC 発生
の重要なトリガー因子となっていると考えた。またヒトにおける報告を参考に，イヌではほとん
ど調べられていない凝固抑制性因子であるトロンボモジュリン (TM) の発現低下もDICの発生
に関与していると考えた。そこでイヌ悪性腫瘍では TF の発現が亢進し，TM の発現が減弱する
ことで凝固促進的な環境を形成していると仮説を立てた。 

さらに報告者はこれまで高脂血症治療薬であるスタチンが腫瘍細胞の増殖を抑制することを
示している。ヒトにおける報告ではスタチンは抗腫瘍作用に加え，TF や TM の発現を調節して
凝固抑制的に作用すると示唆されている。これまでの自身の研究成果とヒトにおける知見を組
み合わせ，スタチンはイヌ腫瘍細胞に対し抗腫瘍効果を発揮するとともに，TF や TM の発現を
調節することで抗凝固作用を有すると仮説を立てた。 

 

２．研究の目的 

 本研究では，イヌ腫瘍に起因する DIC の病態解明とスタチンの治療的応用性を示すために，以
下の 2 点に関して研究した。 

1) 様々なイヌ腫瘍組織における TF および TM の発現解析 

2) スタチンの in vitro における抗腫瘍効果と TF，TM 発現に与える影響の解析 

 

３．研究の方法 

1) 様々なイヌ腫瘍組織における TF および TM の発現解析 
上皮系悪性腫瘍 (42 症例，47 検体)，間葉系悪性腫瘍 (32 症例，42 検体) に加え，対照群と

して良性病変 (11 症例，14 検体) および健常犬由来組織 (3 例，21 検体) を用いた。組織より
total RNA を抽出し，特異的プライマーを用いて RT-qPCR 法により TF および TM の mRNA レベル
での発現を解析した。さらに脾臓に腫瘤性悪性病変を有する症例 (5 例) では非腫瘤部の解析も
同様に行い，腫瘤部と比較した。 
2-1) スタチンの抗腫瘍効果の検証 
 イヌ血管肉腫 (HSA) 3 株，イヌ乳腺腫瘍 (MGT) 4 株，イヌ肥満細胞種 (MCT) 3株における 3
種のスタチン (アトルバスタチン，フルバスタチン，シンバスタチン) の細胞増殖抑制効果を
WST-8 法により解析した。その機序の解析のために，スタチンで処理した細胞における開裂型
Caspase-3 の発現，Akt，Erk1/2，JNK のリン酸化状態をウエスタンブロッティング法で調べた。 
2-1) イヌ HSA 細胞におけるスタチンの TF および TM 発現に与える影響の解析 
 3 種の HSA 細胞に上記 3 種のスタチンを添加した際の TF および TM 発現の変化を，特異的プラ
イマーを用いた RT-qPCR 法および特異的抗体を用いたフローサイトメトリー法により解析した。
またヒトでは Akt のリン酸化状態の変化がスタチンによる TF 発現調節に関与していることが示
されているため，Akt 阻害薬 (MK-2206) を用いて同様の解析を行った。 
 
４．研究成果 
1) 様々なイヌ腫瘍組織における TF および TM の発現解析 

上皮性悪性腫瘍では間葉系悪性腫瘍と比較して有意に TF 発現が高かった (図 1)。これは「間
葉系よりも上皮系悪性腫瘍の多くで凝固亢進状態の形成が生じている」というトロンボエラス
トグラフィーを用いた過去のヒトにおける報告結果と合致している。しかしながら，上皮系悪性
腫瘍である移行上皮癌や扁平上皮癌では顕著に TF 発現が高い症例が認められたが，健常犬由来
の膀胱および皮膚組織と比較した際に有意差はなかった。TM 発現に関しては良性腫瘍，上皮系，
間葉系悪性腫瘍間で発現量に有意な差はなかったが，腫瘤性悪性腫瘍病変を有する症例に着目
した解析では，非腫瘤部と比較して腫瘤部では TM 発現が低い傾向にあった (p = 0.07)。 (図
2)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
これらの結果から，悪性腫瘍で普遍的に

TF が高発現し TM 発現が減少しているとい
う結果は得られなかったが，脾臓病変にお
いては TM 発現の減少により凝固亢進状態
が形成されている可能性が示された。また
TF はヒトで腫瘍抗原としても着目されて
いるが，本研究で高い発現が認められた腫
瘍では同様に腫瘍抗原として応用できる可
能性が示された。ただし，本研究では腫瘍
組織における mRNA レベルでの解析しか実
施できなかったため，今後はタンパクレベルでの発現解析や末梢血中での発現および活性の解
析が必要だと考えられた。 

 
2-1) スタチンの抗腫瘍効果の検証 
 用いたすべての細胞株において各種スタチンは濃度依存的に細胞増殖を抑制した (図 3)。た
だし細胞株間における感受性の差が認められた。高感受性株では開裂型 Caspase-3 の発現量が
増加していた。また HSA，MGT，MCT において感受性株ではスタチン添加により Akt のリン酸化の
減少と JNK のリン酸化の上昇が認められた。HSA を除く他の腫瘍では高感受性株において Erk1/2
のリン酸化の減少も同時に認められた。これらの結果からスタチンは細胞種毎の感受性の差は
あるものの，アポトーシスの誘導を介して細胞増殖を抑制し，その機序として Akt や Erk1/2，
JNK のリン酸化状態の変化が関与しているものと考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2-1) イヌ HSA 細胞におけるスタチンの TF および TM 発現に与える影響の解析 
 スタチン添加によりイヌ HSA 細胞における TF 発現の減少が認められた。この変化は mRNA およ
びタンパクレベル (図 4) でともに認められた。一方で TM 発現に関しては 3 種の細胞株の内 1
種のみで発現量の増加が認められた。Akt 阻害薬である MK-2206 を添加した際には，2 種の細胞
株では TF の発現の上昇が，1 種ではスタチン添加と同様に TF の発現が減少した。TM 発現に関
しては 1 種で発現量が上昇し，1 種で低下し，1 種では変化は認められなかった。 
 これらの結果からスタチンは細胞種毎で作用に作用に差はあるものの，腫瘍細胞における TF
の発現を減少させ TM の発現を上昇させることで抗凝固的に作用する可能性が示された。スタチ
ンによる Akt のリン酸化の抑制は一部の細胞種では TF や TM 発現調節作用に関与している可能
性はあるものの，すべての細胞に共通しているものではなかった。さらなる機序の検討に加え，
TF や TM の発現のみではなく活性に与える影響に関しても解析する必要性があると考えられた。 
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