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研究成果の概要（和文）： 

①ダイナミック CT 検査およびソナゾイドを用いた超音波造影検査は、犬における肝臓腫
瘤性病変の良性、悪性の鑑別、さらには肝細胞癌とその他の悪性腫瘍の鑑別に有用であり、
侵襲性の少ない診断方法として、臨床上重要な検査であることが示唆された。 
②犬でも、肝線維化においてヒトや実験動物と同様の分子病態が存在することが明らかと
なり，今後の肝生検材料を用いた肝線維化の遺伝子検査に有用であることが示唆された。 
③犬の慢性肝疾患症例では血中のヒアルロン酸濃度は上昇しており、とくに、肝硬変の血
中マーカーとなりうることが示唆された。 
④超音波診断装置を用いた胆嚢の排泄率計測は比較的簡便であり十分に臨床応用可能な胆
嚢機能評価法であり，今回この検査法によって胆泥症時の機能異常も明らかとなった。 
研究成果の概要（英文）： 
①Both Dynamic-CT and  CEU using new contrast agent SONAZOID are useful for 
distinguish benign and malignant, hapatocellular carcinoma and other malignant 
tumors. These non-invasive diagnostic imaging, especially SONAZOID-CEU will be 
important tools in veterinary clinical field in the future.  
②The expression of 9 fibrosis-related genes showed significant positive correlation 
with the degree of canine liver fibrosis, indicating the similar molecular regulation 
with human and mouse. Results suggest that the gene expression analysis using liver 
tissue sample could be a useful tool for evaluating the degree of fibrosis in dogs.  
③Measurement of the blood Blood hyaluronic acid (HA) concentration of dogs with 
suspected liver disease can be a useful diagnostic aid for canine cirrhosis.  
④Gallbladder ejection fraction estimated by ultrasonography was easy and useful as 
the index of gallbladder emptying. In this study, we firstly found that biliary stasis 
occurs not only in dogs with gallbladder mucocele but also in dogs with biliary sludge. 
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１．研究開始当初の背景 

 犬および猫の肝臓における後天性の疾患

において、肝炎などのび慢性・実質性の疾患

と、肝細胞癌・転移性腫瘍などの腫瘍性疾患

は比較的よく認められる疾患である。これら

の疾患は通常生化学検査による肝酵素値の

異常や B モード超音波検査によって何かし

ら異常があると獣医師が判断した後に、組織

生検・病理組織学的診断を行って診断するこ

とが必須となる。しかしすべての肝疾患の動

物において肝組織生検を行うことは，麻酔，

危険性，費用などの問題から極めて困難であ

る上に、一般的な生検で採取される組織は肝

臓全体の数千から数万分の１であるという

事実もあり、採取した組織は肝臓全体の病気

を表していないという問題が常に存在する。

このようなことを考慮すると獣医領域では

病理診断の整備の次に行われるべきは、非侵

襲的検査・診断法の整備・充実であることは

疑いようが無い。 

 

２．研究の目的 

 このように、犬猫の肝胆道系疾患は、肝酵

素値測定や超音波検査などで漠然と異常を

検出した後に侵襲性の高い肝生検を行って

病理組織学的検査を行うことで診断される

ことがほとんどであり、非特異的検査である

肝酵素値、超音波検査と侵襲性の高い生検・

組織診断との間を埋める検査法が全く無い

のが現状である。そこで本申請研究では犬お

よび猫の肝胆道系疾患の鑑別や重症度判定、

治療効果判定に利用できるような非侵襲的

な検査法、即ち画像的、臨床病理学的、分子

生物学的検査法の有用性を検討し臨床応用

することを目的とする。具体的には、肝腫瘍

性病変に対する新たな検査法として①新し

い超音波造影剤を用いた造影超音波検査お

よびＣＴ造影による犬の肝腫瘤性病変の診

断方法の開発、また慢性炎症性肝疾患に対し

て②遺伝子発現解析による、針生検材料を用

いた肝臓のび慢性疾患の診断・重症度判定ツ

ールの開発③肝臓の線維化を反映する血中

マーカーの検討、さらに④胆嚢運動性評価法

の開発と肝・胆嚢疾患との関連性、について

それぞれ研究する。 

 

３．研究の方法 

①犬の肝腫瘤性病変の新規画像診断法の開
発：犬において、原発性肝臓腫瘍のなかでは
肝細胞癌がもっとも発生率が高く、その他に
肝細胞腺腫、胆管細胞癌、カルチノイド、肉
腫などが発生し，これらの腫瘤性病変は組織

学的なタイプにより予後に大きな違いがあ
る。本研究の目的は、造影 CT検査および造
影超音波検査における犬のさまざまな肝臓
腫瘤性病変の特徴をあきらかにし、画像診断
における犬の肝臓腫瘤性病変の診断能を向
上することである。 
＜方法＞ 
1. 東京大学付属動物医療センターに来院し、
肝腫瘤性病変のある犬についてダイナミッ
ク造影 CT検査を行い、その後に肝細胞由来
の腫瘤性病変との組織学的診断が得られた
症例について、各組織学的タイプとダイナミ
ック造影 CT検査所見を比較した。CT撮影は
全身麻酔下で常法通り行った。非造影画像に
おいては病変の数、大きさ、マージン、被膜
の有無、石灰化、腫瘍内血栓などについてそ
れぞれ評価を行った。また、ダイナミック造
影は動脈相、門脈相、平衡相の３時相につい
てそれぞれ、周囲非病変肝実質と CT値を比
較することで hyperattenuation、
isoattenuation、hypoattenuationの３つの
カテゴリーに分類した。さらに、動脈相にお
ける血管増強パターンとして、central 
enhancement、marginal enhancement、diffuse 
enhancementの３タイプに分類し、各項目と
病理組織学的診断との関連を統計学的に検
討した。 
2. ５匹の健常な実験用ビーグルを用い、犬の
肝臓でのソナゾイドによる超音波造影にお
ける造影効果を経時的に検討した。経静脈留
置針を設置し、超音波造影剤ソナゾイドを
0.15ml/kgで投与、経時的に超音波画像を記
録した。各画像について、肝実質および肝内
門脈に LOIを設定し、その MGI (mean 
grayscale intensity)を、画像処理ソフトを
用いて計測した。 
東京大学付属動物医療センターに来院し、肝
腫瘤性病変のある犬について、新しい超音波
造影剤であるソナゾイドを用いた超音波造
影検査を行い、その後に組織学的、細胞学的
診断が得られた症例に着いて、各組織学的タ
イプと造影超音波検査所見を比較した。検査
は覚醒下、もしくは一部の症例では麻酔下で
行い、投与方法および各時相の設定は２と同
様に行った。動脈相および門脈相においては、
周囲非病変肝と病変部の造影効果を比較す
ることで、hyperenhancement、
isoenhancement、hypoenhancementの３つに
分類した。また、肝臓実質相においては、周
囲肝臓が造影されているのに対し、腫瘤性病
変内部で全く造影効果が認められない clear 
defect、一部で欠損が認められる irregular 
defect、周囲肝臓と同様の造影効果を示す no 
defectの３タイプに分類した。各画像所見と
病理学的な診断との関係を統計学的に検討
した。 



 
②肝び漫性疾患の遺伝子発現解析： 
犬の慢性肝炎において、線維化は疾患の重症
度をあらわす指標である。しかし、線維化の
評価のためには生検および病理組織学的な
評価が必要であり、その侵襲性が問題となる。
またそもそも犬の線維化における分子病態
はあきらかになっていなかった。そこで犬の
慢性肝炎において、線維化と関連する遺伝子
の発現量と、疾患の進行との関連をあきらか
にすることを目的として以下の手法により
研究を行った。 
＜方法＞ 
 東京大学動物医療センターに来院し、慢性
肝炎と組織学的に診断された犬１５例の肝
臓組織から RNAを抽出した。線維化と関連す
ると考えられる遺伝子について他の動物あ
るいは in vitroでの研究に関する文献を検
索し、これらの肝臓における遺伝子発現を、
リアルタイム PCR法を用いて定量した。各遺
伝子の発現量と、組織学的な線維化の程度の
相関について検討し、さらに、臨床的な疾患
ステージ（予後と関連があることがあきらか
にされている、腹水または黄疸の有無）と遺
伝子発現量の関係についても検討を行った。 
 
③肝臓の線維化に関する血中マーカーの検
索： 
犬の慢性肝疾患の重症度判定を行うことの
出来る非侵襲的な検査として，ヒトおよび他
の動物種で肝線維化のマーカーとして用い
られているヒアルロン酸について以下の方
法で検討した。 
＜方法＞ 
病理組織学的に慢性肝炎および肝硬変と診
断された犬、健常ビーグル犬、および肝外疾
患と診断された犬の血清および血漿を用い、
血中マーカーとして有望なヒアルロン酸濃
度を測定し、各群の測定値を比較した。さら
に、肝疾患の症例については、その重症度を
病理組織学的な線維化の程度を指標に評価
し、血中ヒアルロン酸濃度との相関を評価し
た。また、肝臓組織におけるヒアルロン酸の
局在を、組織化学的に染色し、評価した。 
 
④犬の胆嚢運動性評価法の開発： 
 犬の胆嚢疾患に関しては，近年の胆嚢粘液
嚢腫の概念の普及とともに，注目が集まって
いるが，その検査法は全く進歩していない。
とくに胆嚢の機能に関する臨床的検査法は
皆無といえる。胆嚢の重要な機能として胆汁
の貯蔵排泄があるが，この生理作用のために
重要な機能が食事刺激による胆嚢の運動性
である。今回犬の胆嚢運動性をとくに臨床例
に応用するために，簡便な超音波診断装置を

用いた胆汁排泄能評価法を検討した。 
＜方法＞ 
まず予備実験として 6頭の実験ビーグル犬を
用いた。12時間絶食にした後に，超音波診断
装置を用いて胆嚢を描出し，長径と胆径を測
定することによって胆嚢体積の近似値を算
出する。その後食事を摂取させ，経時的に胆
嚢の体積を測定・算出して，食前値と比較す
ることで排泄能を算出した。また胆泥症群お
よび胆嚢粘液嚢腫の犬を合計 60頭集め，予
備試験の結果をもとに食前および食後 60分，
120分の時点での胆嚢排泄率を算出した。 
 
４．研究成果 
①犬の肝腫瘤性病変の新規画像診断法の開
発： 
・肝細胞癌１４例、肝細胞腺腫１４例、結節
性過形成５例について検討を行った。３群の
うち結節性過形成は有意に(p < 0.05)小さく、
シスト様構造および被膜を有する割合が有
意に(p < 0.05)低かった (表 1)。 
 

・造影所見では、動脈相において肝細胞腺腫
で hyperattenuation の割合が高く、逆に肝
細胞癌では低かった(p < 0.05)。また門脈相
においては肝細胞癌で hyperattenuation の
割合が有意に低く、平衡相においては肝細胞
癌で hypoattenuation の割合が有意に(p < 
0.05)高かった(表 2)。 

 
さらに、動脈相における血管増強パターンは、
肝細胞癌では central および marginal 
enhancement の割合が有意に高く、肝細胞腺
腫では diffuse enhancementの割合が有意に
(p < 0.05)高かった(表 3)。 



 
・ソナゾイド投与後１０秒程度で肝内の動脈
が強く造影され、引き続き門脈および肝臓実
質の造影が認められた。門脈の造影効果は造
影剤投与後３０秒で最大に達し、その後急速
に減衰した。これに対し、肝臓実質の造影効
果は投与後４５秒で最大に達し、その後緩や
かに減衰、少なくとも投与後３０分まで造影
効果が持続していることが確認された。 
 
これらの結果から、犬の肝臓で、ソナゾイド
による良好な造影効果が確認され、造影剤投
与直後から２０秒程度までが動脈相、２０秒
から１分程度までが門脈相、８分から１５分
程度が肝実質相とすることができると考え
られた。 
 
・９例の良性腫瘤性病変（結節性過形成６例、
肝硬変性再生性結節３例）、１６例の悪性腫
瘍（肝細胞癌 6例、胆管細胞癌３例、造血器
系腫瘍４例、間葉系腫瘍３例）で検討を行っ
た。造影所見では、肝臓実質相において、肝
細胞癌では irregular defect、その他の悪性
腫瘍では clear defect、良性病変では no 
defect の割合がそれぞれ有意に (p < 0.01) 

高かった（表 4）。 
 
さらに、門脈相における hypoenhancementの
割合は良性病変に比べて悪性腫瘍で有意に 
(p < 0.01)高かった。 
 
これらの結果から、ダイナミック CT 検査お
よびソナゾイドを用いた超音波造影検査は、
犬における肝臓腫瘤性病変の良性、悪性の鑑
別、さらには肝細胞癌とその他の悪性腫瘍の
鑑別に有用であり、侵襲性の少ない診断方法
として、臨床上重要な検査であることが示唆
された。 
 
 

②肝び漫性疾患の遺伝子発現解析： 

 文献検索により９つの遺伝子を選択した
（MMP2, TIMP1, PDGFB, PDGFD, THBS1, TGFB1, 
TGFB2, COL1A1, and COL3A1）。すべての遺伝
子において、組織学的な線維化の程度と遺伝
子発現量に有意な相関が認められた（図１）。 
 
 さらに、負の予後因子である腹水あるいは
黄疸のある群とない群においてこれらの遺
伝子発現量を比較したところ、TGFB1をのぞ
くすべての遺伝子において、予後の悪い群に
おいて有意に発現が高かった。 
 
 これらの結果から、犬でも、肝線維化にお
いてヒトや実験動物と同様の分子病態が存
在することが示唆された。また、これらの遺
伝子発現量は臨床的あるいは組織学的な病
変の進行に関連して上昇することが示され
た。 
 
 
③肝臓の線維化に関する血中マーカーの検
索： 
血中ヒアルロン酸濃度測定値は、健常ビーグ
ルで 73 microg/ l (範囲：19–232 microg/l)、 
慢 性 肝 炎 群 で 153 microg/l (15–477 
microg/l)、  肝硬変群で 500 microg/l 
(151–1970 microg/l)、肝外疾患群で 61 
microg/l (18–296 microg)であった（図１、
p < 0.05）。 
 
肝硬変群では他の三群に比べて血中ヒアル
ロン酸濃度は有意に高く、また、慢性肝炎群
では肝外疾患群に比べ有意に高かった。組織
化学的染色では、ヒアルロン酸は線維化組織
に一致して認められた。慢性肝炎群において、
線維化の程度と血中ヒアルロン酸濃度には



相関は認められなかった。 
 
 これらの結果から、犬の慢性肝疾患症例で
は血中のヒアルロン酸濃度は上昇しており、
とくに、肝硬変の血中マーカーとなりうるこ
とが示唆された。また組織化学的染色の結果

から、血中ヒアルロン酸濃度の上昇は、肝組
織中の線維化組織に由来するものであるこ
とが示唆された。 
 
④犬の胆嚢運動性評価法の開発： 
実験ビーグル犬を用いた予備試験の結果，食
後 60 分から 120 分の間にかけて胆嚢体積が
ほぼプラトーに達することが判明した（図

１）。この結果から症例において胆嚢排泄率
を計測する場合には，絶食後（食前），食後
60 分，食後 120 分の 3 点を計測することで，
胆嚢運動性評価が可能であることがわかり，
十分に臨床応用が可能な簡便さであると考
えられた。 
 
症例 60 頭を用いた検討では，予想通り胆嚢
粘液嚢腫群では健常犬に比較して，有意には
胆嚢排泄率が低下していたが，予想に反し，
胆泥群（可動性および非可動性の両方で）で
も胆嚢排泄率が低下していた（図 2）。 
 
また食前、食後を通して，胆泥群，胆嚢粘液
嚢腫群では胆嚢体積が健常犬に比較して増

加しており，胆泥群でも運動性の低下だけで
なく胆嚢体積が増加し，胆汁鬱滞を呈してい
ることが示唆された。 

 
今回の結果から，超音波診断装置を用いた胆
嚢排泄率の計測は簡便で十分に臨床応用が
可能であることがわかった。また今回初めて
臨床的意義は犬ではほとんどないと言われ
ていた胆泥症についても，排泄率低下や体積
増加などの機能的異常が存在していること
が示され，胆泥症と疾患との関連性が改めて
示唆された。 
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