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研究成果の概要（和文）：市販抗ヒトMUC１抗体を用いて，犬の血管肉腫を免疫染色したところ，腫瘍細胞は強
陽性を示した。また犬血管肉腫細胞株でウェスタンブロットにおいて，22kDaと予想より小さい陽性バンドが得
られ，免疫沈降後のペプチド解析で，Peroxiredoxin6（Prdx6）であることが明らかとなった。さらに犬血管肉
腫細胞を用いたPrdx6のknockdownによって，アポトーシスの誘導ができた。また，Prdx6が腫瘍細胞の増殖や浸
潤を促進する際に関与するとされるuPA/uPARの免疫染色では，犬の血管肉腫で強陽性像が認められ，Prdx6と
uPA/uPARは犬の血管肉腫の悪性増殖に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Immunohistochemically, canine hemangiosarcomas were strongly positive using 
commercially provided  anti human MUC1 antibody. In canine hemangiosarcoma cell lines, lesser 
molecular weight band (22kDa) was detected with Western blotting. Peptide sequencing after 
immunoprecipitation with the antibody revealed the antigen was canine peroxiredoxin 6(Prdx6). 
Apoptosis was induced in canine hemangiosarcoma cell lines by Prdx6 knockdown with small interfering
 RNA method. uPA/uPAR, which associating with Prdx6 in malignant proliferation and invasion, were 
strongly positive in canine hemangiosarcomas. In conclusion, Prdx6 and uPA/uPAR may associate with 
in malignant proliferation of canine hemangiosarcomas.

研究分野： 獣医病理学
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１．研究開始当初の背景 

血管肉腫はヒトおよび犬の難治性悪性腫

瘍である。ヒトでは発生率は低く，研究が

進んでいない rare tumor の一種であるが，

犬の発生率はヒトに比べ数十倍高い。我々

は，過去に 8株の犬血管肉腫の株化細胞株

を樹立し，それらの性状を病理組織材料と

比較解析する中で，犬血管肉腫における市

販抗ヒト MUC1 抗体（Anti-MUC1 抗体 

[EP1024Y]）に反応する分子の高発現を見出

した。 

２．研究の目的 

本研究では，我々が作出した培養細胞株

および犬血管肉腫の病理あるいは臨床材料

を用いて，市販抗ヒト MUC1 抗体（Anti-MUC1 

抗体 [EP1024Y]）と反応する分子の同定と

この分子の血管肉腫の悪性増殖における役

割の解明を目指した。 

 

３．研究の方法 

（１）犬血管肉腫由来培養細胞株における

Anti-MUC1 抗体 [EP1024Y]に反応する分子

の発現解析および分子の同定 

犬血管肉腫由来培養細胞 8株(JuA1, JuB2, 

JuB4, Re11, Re12, Re21, Ud2 および Ud6)

の細胞様溶解液で，MUC1 様分子の発現を，

抗ヒト MUC1 ウサギポリクロナール抗体

（Anti-MUC1 抗体 [EP1024Y]，Abcam 社）

を用いて SDS-PAGE およびウェスタンブロ

ッティングで検討した。 

さらに，この MUC1 様分子の正確な分子情

報を得るために，同じ抗体と発現が比較的

強い JuB2 の細胞溶解液を用い，免疫沈降法

にて同抗体と結合する分子を精製し，同分

子の N 末端部のアミノ酸配列を解析した

（島津テクノリサーチ受託）。 

 

（２）犬血管肉腫およびにおける

peroxiredoxin(PRDX)6 の発現 

上記の免疫沈降法の結果より，本抗体が

反応していた分子は PRDX6 であることが判

明したことを受け，PRDX6 に対する抗体を

用い，犬の血管肉腫および良性の血管腫の

免疫染色を行った。 

 

（３）犬の血管肉腫細胞株における，腫瘍細胞

の増殖に対する PRDX 6 の関与の検討 

 PRDX 6 の犬の血管肉腫の機能を解析する

ために，イヌ PRDX6 ノックダウンによる血

管肉腫細胞への影響を検討した。犬の血管

肉腫腫瘍細胞株である Ud2，Re21,JuB2，JuA1

を用い低分子干渉 RNA（siRNA）法を用い，

犬 PRDX6 に対する siRNA を数種類作製

（stealth RNAi, invitrogen 受託 )し，1nM, 

10nM の濃度で，RNAmax（invitrogen)を用

いて，48 および 72 時間インキュベートし

て，犬 PRDX 6 の発現の抑制をおこなった。

また，コントロールとして同じ塩基比率で

配列の異なるスクランブル RNA を用いた。

PRDX6 のｍRNA の発現はリアルタイム

RT-PCR 法で半定量的に評価した。タンパタ

ンパク質量は抗 PRDX6 抗体を用いた

SDS-PAGE およびウェスタンブロッティング

で検討した。 

さらにアポトーシスの誘導を，

AnnexinV/PI 法，DAPI による核の断片化の

検出で評価した。 

 

 

 



（４）犬血管系腫瘍における uPA/uPAR の免

疫組織化学的検討 

PRDX6 が細胞外基質分解酵素系である

uPA/uPAR システムを介して，腫瘍細胞の浸

潤増殖を促進することが知られているので，

犬の血管肉腫と血管腫との間での uPA と

uPAR の発現を免疫染色にて検討した。 

 
４．研究成果 

（１）犬血管肉腫由来培養細胞株における

Anti-MUC1 抗体 [EP1024Y]に反応する分子

の発現解析および分子の同定 

Anti-MUC1 抗体 [EP1024Y]に対する免疫

反応は JuA1, JuB2, JuB4, Re12, Re21, Ud2

および Ud6 で，22kDa に認められた。一方，

Re11 株では発現を認めなかった。22ｋDa は

予想される MUC1 分子の分子量（約 150ｋDa

以上）であるため，MUC1 以外の分子との交

差反応を想定し，JuB2 の細胞溶解液を用い

た免疫沈降法にて N末端部のアミノ酸配列

を解析した結果，PGGLLLGDEAPNFEANTTIG の

配列が得られ，データベースによる検索に

より犬 PRDX6（XP_537190.3）であること

が判明した。 

 

（２）犬血管系腫瘍における PRDX6 の発現 

PRDX6 に対する抗体を用い，犬の血管肉

腫組織を免疫染色すると高率に陽性を示し，

良性の血管腫では陰性で，さらに肉芽組織

内の新生血管内皮細胞も陽性を示すことが

明らかとなった（図１）。 

 

 

 

 

 

 

図１PRDX6 の免疫染色 
A,肉芽組織内の新生血管（矢印），B,C 脾臓の血
管肉腫，矢印は核陽性を示す。D，皮膚の血管腫 
腫瘍細胞（矢印）は陰性。 

 

（３）犬の血管肉腫細胞株における，腫瘍細胞

の増殖に対する PRDX 6 の関与の検討 

siRNA 法によって，犬 PRDX 6 mRNA はコン

トロールに比較して有意に減少し，また犬

PRDX 6 タンパク質量も有意に減少していた

（図２）。 

 

図 2 犬血管肉腫細胞における PRDX6 の発現（A）と
siRNA 法による PRDX6 のノックダウン（B） 

A,正常犬内皮細胞（NED）に比較して，血管肉腫細
胞では PRDX6 が過剰に発現していた。B,siRNA によ
って，PRDX6 のｍRNA，タンパク質ともに発現が減少
した。 
 

また，siRNA 処理後，48 時間，72 時間で有意に

細胞生存率が減少した（図３）。 

 

 



図 3 PRDX6 の siRNA 処理後の細胞生存率 
 
Annexin V/PI 染色による初期アポトーシス

細胞の検出では，siRNA 処理後，48 時間，72

時間で有意に Annexin V+/PI-細胞は増加した

（図４）。 

 

図 4 Annexin V/PI 染色によるアポトーシス細胞
の検出 

 
DAPI染色による核の断片化細胞の検出では，

siRNA 処理後，48 時間，72 時間で有意に核の

断片化がみられた細胞は増加した（図 5）。 

図 5 DAPI 染色による核の断片化 
矢印は核が断片化した細胞を示す。 
 

以上の点から，犬の血管肉腫において，PRDX 

6 が増殖や細胞生存に関与していることが

示唆され，特にアポトーシスの回避に関与

しているものと考えられた。 

 
（４）犬血管系腫瘍における uPA/uPAR の免疫

組織化学的検討 

 
犬血管肉腫ではuPAとuPARの発現がみら

れ（図 6，7），特に uPA と uPAR の両方が陽

性を呈する血管肉腫では，Ki-67 陽性率で

示される細胞増殖活性が uPA-/uPA+の例に

比較して，有意に高いことが示された（表

１）。 

図 6 犬の血管肉腫における uPA の免疫染色 
腫瘍細胞は uPA に強く陽性を示す。 

 
図 7 犬の血管肉腫における uPAR の免疫染色 

腫瘍細胞は uPAR に強く陽性を示す（緑矢印）。黒
矢頭は形質細胞，緑矢頭はマクロファージで，陰
性である。 
 
 
 
 



表１ 犬血管肉腫と血管腫における uPA および
uPAR の発現と細胞増殖活性 

 
 
以上より，uPA および uPAR の発現は犬の血管
肉腫の悪性増殖に関与している可能性が示
唆された。 
 
結論として，PRDX6 の高発現は犬血管肉腫に
おいて，アポトーシスの回避に関与する一つ
の因子と考えられた。また，犬の血管肉腫で
uPAおよびuPARの両者の発現がみられる症例
は細胞増殖活性が高い点から，uPA/uPAR 系も
犬の血管肉腫の悪性増殖への関与があるも
のと考えられた。 さらに，直接的な証拠は
示せなかったが，過去の報告から PRDX6 は
uPA/uPAR 系を更新することも報告されてい
る点から，犬の血管肉腫においても，PRDX6
の高発現が uPA/uPAR 系の亢進に関与してい
る可能性が高く，今後治療標的の一つとして，
PRDX6およびuPA/uPAR系が挙げられる可能性
を見出した。 
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