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研究成果の概要（和文）：未だに有効な治療法がない悪性度の高い犬の血管肉腫と，臨床的に遭遇する機会が多
く，良性から高度な悪性を示すものまで様々な臨床動態を呈する犬の乳腺腫瘍の抗腫瘍サイトカインTumor 
necrosis factor-related apoptosis inducing ligand (TRAIL) を用いた新規治療法の開発のための基礎的研究
として，犬血管肉腫細胞株および犬乳腺上皮性腫瘍由来細胞株にTRAIL 処理すると，強いアポトーシスが誘導さ
れることを初めて見出した。間葉系由来腫瘍および上皮系腫瘍ともに抗腫瘍効果が見られ，獣医領域での腫瘍の
治療におけるTRAILの広い適用の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Hemangiosarcoma (HSA) occurs frequently in dogs. As in humans, the canine 
HSA is highly malignant with a very poor prognosis despite treatment with surgery and chemotherapy 
for early metastasis and dissemination. However, no effective treatment strategy has been developed.
 Another tumor that can serve as a human model is the canine mammary tumor (CMT). CMT is the most 
common tumor in female dogs. In addition to research as a model animal for human breast cancers, 
study for development of new therapies for CMT is needed because of its veterinary clinical 
importance. Tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand (TRAIL) is one of the most 
prominent anti-tumor cytokines. I aimed to verify the effects of TRAIL on HSA and CMT. izTRAIL 
induced apoptosis in canine HSA cell lines. Furthermore, a similar apoptosis-inducing action was 
observed in cell lines derived from CMT, suggesting the broad applicability of TRAIL in veterinary 
medicine.

研究分野：獣医病理学

キーワード： 犬　TRAIL　腫瘍　血管肉腫　乳腺腫瘍
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
有効な治療法がない悪性度の高い犬の血管肉腫と，臨床の現場でよく遭遇する犬の乳腺腫瘍の抗腫瘍サイトカイ
ンTRAILを用いた新規治療法の開発にあたり，間葉系由来腫瘍および上皮系腫瘍ともに抗腫瘍効果が見られ，獣
医領域での腫瘍の治療におけるTRAILの広い適用の可能性を示した。また，血管肉腫に対するTRAILの抗腫瘍効果
は，ヒトの血管肉腫も含め，世界で初めて明らかにされたことであり，医学領域で，その発生が非常にまれで，
研究が困難な腫瘍の一つである血管肉腫に対して，研究・新規治療法の開発のモデルとして犬の血管肉腫を用い
うる可能性を示すことができた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

血管肉腫は，人および犬ともに悪性度が高く，予後不良であり，未だに有効な新規治療法は確

立されていない。犬の血管肉腫については，その特徴が明らかになりつつあるが，不明な点も多

く，新規治療法開発の妨げとなっている。また，犬の乳腺腫瘍は，良性のものから悪性のものま

で，様々な病態を呈し，その中でも脈管浸潤を伴う悪性度の高いものは，非常に予後が悪く，有

効な治療法も存在せず，新規治療法の開発が望まれている。これらの犬の悪性腫瘍は，獣医学分

野における治療の観点の重要とともに，腫瘍発生のリスク因子や関連遺伝子，組織学的特徴など

を比較腫瘍学的に解析できる人の腫瘍の自然発生モデルとして期待されている。 

医学領域では抗腫瘍サイトカインの 1つとして注目されている Tumor necrosis factor related 

apoptosis inducing ligand (TRAIL)は，腫瘍細胞に選択的にアポトーシスを誘導し，全身的な副

作用も少ないため，幅広い腫瘍への適用が期待されている。しかし，獣医学領域においては腫瘍

細胞に対する TRAILの効果についての報告は乏しく，伴侶動物における TRAILの作用機序に

関する基盤的知見も乏しいのが現状である。 
 
２．研究の目的 

上記の観点から，本研究では，医学領域でも検証されていない血管肉腫に対する TRAILの効

果を，犬血管肉腫細胞株を用いて検証し，さらに獣医領域における腫瘍に対する TRAIL研究の

基礎となる情報を蓄積することを目的として，犬乳腺腫瘍由来の細胞株に対する TRAILのアポ

トーシス誘導作用を評価した。 
 
３．研究の方法 

まず，犬血管肉腫細胞株に対する TRAILの細胞傷害性の評価を目的とし，三量体形成しやす

くした isoleucine-zipper TRAIL（izTRAIL）を含む，3種類のヒト組み換え TRAILの犬血管肉

腫細胞株に対する TRAILの細胞傷害性を比較した。さらに犬血管肉腫細胞は，izTRAILの添加

によって Annexin V+/ Propidium Iodide(PI)－を示す初期アポトーシスの細胞と，PI染色によ

り核の断片化を示す SubG-1 相細胞の変化を検索した。ウェスタンブロット法で，izTRAIL の

添加後に caspase（Casp）-8および Casp-3，Casp-3の基質である polyclonal anti-Poly (ADP-

ribose) polymerase (PARP)の量も観察した。加えて，上記検索を Casp-8および Casp-3の阻害

剤を加えて行った。 

次に，犬の乳腺腫瘍細胞に対する izTRAILのアポトーシス誘導作用について評価するために，

まず，乳腺由来腫瘍細胞株の作製を行ない，細胞の由来も検索した。樹立した乳腺腫瘍細胞株に

対する TRAIL の細胞傷害性の評価を目的とし，三量体形成しやすくした isoleucine-zipper 

TRAIL（izTRAIL）の細胞傷害性を検討し，さらに犬血管肉腫細胞は，izTRAIL の添加によっ

て Annexin V+/ Propidium Iodide(PI)－を示す初期アポトーシスの細胞と，PI染色により核の

断片化を示す SubG-1 相細胞の変化を検索した。ウェスタンブロット法で，izTRAIL の添加後

に caspase（Casp）-8および Casp-3，Casp-3の基質である polyclonal anti-Poly (ADP-ribose) 

polymerase (PARP)の量も観察した。加えて，上記検索を Casp-8および Casp-3の阻害剤を加

えて行った。 

 

 

 

 

 



 
４．研究成果 

第 1に，犬血管肉腫細胞株に対する TRAIL

の細胞傷害性の評価を目的とし，三量体形

成しやすくした isoleucine-zipper TRAIL

（izTRAIL）を含む，3 種類のヒト組み換

え TRAIL の犬血管肉腫細胞株に対する

TRAILの細胞傷害性を比較し，izTRAILが

最も効果的に犬血管肉腫細胞株の細胞生存

率を減少させることを見出した。一方，最

も効果的な izTRAILであっても，正常な血 

管内皮細胞の細胞生存率には影響せず， 

izTRAIL は腫瘍細胞に対して選択性な細胞

傷害効果を示すことを明らかにした（Table 

1）。また，犬血管肉腫細胞は，

izTRAILの添加によって Annexin 

V+/ Propidium Iodide(PI)－を示

す初期アポトーシスの細胞と，PI

染色により核の断片化を示す

SubG-1 相細胞の増加が確認され

(Fig. 1)， izTRAIL の添加後に

caspase（Casp）-8および Casp-3

が活性化し，Casp-3 の基質である

polyclonal anti-Poly (ADP-ribose) 

polymerase (PARP)の分解も見ら

れた(Fig. 2)。これらの変化はCasp-

8および Casp-3の阻害剤を加える

ことで抑制された。以上より， izTRAILが犬血管

肉腫細胞株に Casp-8 を介したアポトーシスによ

る細胞傷害作用を示すことが明らかとなった。 

次に犬の乳腺腫瘍細胞に対する izTRAILのアポ

トーシス誘導作用について評価した。まず，乳腺由

来腫瘍細胞株の作製のために，良性の乳腺腫瘍 1

例，悪性の乳腺腫瘍 2 例について，腫瘍組織から

細胞を分離・採取し，60代以上継代し，３つの細

胞株を樹立した。これらの培養細胞は，細胞形態と

免疫蛍光染色の結果から，上皮性腫瘍の特性を有

していることが明らかとなった。これらの 3 種類

の乳腺由来腫瘍細胞株では，izTRAILの添加によ

Table 1IC50 of canine HSA cell lines for izTRAIL 

cells izTRAIL (ng/ml) 

JuA1 12.40 ± 8.11 
JuB2 3.40 ± 2.75 
JuB2-1 4.59 ± 5.56 
JuB4 1.22 ± 0.46 
Re11 - 
Re12 11.57 ± 6.75 
Re21 14.18 ± 3.53 
Ud2 9.21 ± 6.98 
Ud6 9.68 ± 5.00 

MDCK - 
HeLa 12.65 ± 9.64 

Results are presented as mean ± SD of three 
independent experiments. －, cases in which the IC50 
could not be calculated. 

Fig. 1 Nuclear fragmentation induced by izTRAIL.    
A: DAPI staining revealed the nuclear morphology changes in 
JuB4, Re12, Ud6, and MDCK cells treated with 100 ng/ml of 
izTRAIL for 36 h. Arrowheads show the nuclear fragments. B: 
Representative DNA histogram showing the cells stained by PI 
for each cell line. JuB4, Re12, and Ud6 cells were treated with 
izTRAIL for 48 h and stained with PI. The vertical axis shows 
the cell number and the horizontal axis shows the PI staining 
intensity. C: The percentage of cells in sub-G1 phase increased 
significantly for JuB4, Re12, and Ud6 cell lines after treatment 
with izTRAIL (*P < 0.05). 

Fig.2 Expression of caspase-8, caspase-3, and PARP. 
Representative western blot bands are shown. 



って細胞生存率が低下し(Fig. 3)，izTRAIL

添加後には，Annexin V+/PI-を示す初期ア

ポトーシス細胞の増加がみられ，PI染色に

よって SubG-1相の細胞の増加も確認され

た(Fig. 4)。また，izTRAIL 添加によって

Casp-8および Casp-3が活性化し，PARP

の分解も見られた(Fig. 5)。これらの変化は

Casp-8およびCasp-3の阻害剤により抑制

された。以上より，izTRAILは，犬血管肉

腫細胞株と同様に，犬乳腺上皮性腫瘍由来

株に対しても Casp-8 を介したアポトーシ

スによる細胞傷害作用を示すことが明ら

かとなった。  

TRAILは Casp-8を活性化させ，p53の

関与しない外因性のアポトーシスを誘導

するので，p53の異常による内因性アポト

ーシス経路が不活性化した腫瘍にも効果

を発揮することが期待されている。 実際，

本研究に用いた犬血管肉腫細胞株は，p53

の不活性化した細胞株であり，それらに対

して izTRAILによってアポトーシス誘導が可能であった点から，p53の異常に関与しない抗腫

瘍効果が期待できるものである。 

本研究で得られた血管肉腫に対する TRAILの抗腫瘍効果は，人の血管肉腫においても報告さ

れておらず，人の血管肉腫の新しい治療法

開発の知見の一つともなりうる。さらに，犬

Fig. 3 Cell viability of cultured cells, MDCK cells, 
and HeLa cells after izTRAIL treatment 

 The vertical axis represents the relative absorbance 
value compared with the control group (no izTRAIL 
treatment), and the horizontal axis represents the 
concentration of izTRAIL. Representative results of 
more than three independent experiments are presented 
as mean ± SD (*P < 0.05).  
 

Fig. 4 Nuclear fragmentation induced by izTRAIL 
The images obtained from DAPI staining show the 

nuclear morphology changes after treatment with 100 
ng/ml of izTRAIL for 48 hour. Arrowheads show the nuclear 
fragments.   

Representative DNA histogram at right showing the cells 
stained with propidium iodide (PI) for each cell. The 
vertical axis represents the cell number, and the horizontal 
axis represents the PI staining intensity. The percentage of 
cells in the sub-G1 phase is shown in the graph. The 
proportion of cells in the sub-G1 phase increased 
significantly after treatment with izTRAIL (*P < 0.05). 

 
Fig. 5 Expression of caspase-8, caspase-3, and PARP  

Representative western blot bands are shown. 



乳腺上皮性腫瘍由来細胞株に対しても同様のアポトーシス誘導作用による抗腫瘍効果が明らか

となり，本研究の結果は，獣医領域における腫瘍性疾患の治療法としての TRAILの広い適用性

を示唆するものである。 
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