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研究成果の概要（和文）：近年慢性リンパ性白血病（CLL）に対する治療法が進歩し、通常の検査では検出でき
ないレベルまで白血病（CLL）細胞を減らすことが可能になりました。その結果、疾患の状況をより細かいレベ
ルまで把握する指標が必要となってきました。そこで、この研究は安価で迅速に行うことができるフローサイト
メトリー（FCM）を用いて、日本人の特性に合わせたCLLの微小残存病変（MRD）の評価法の開発を目的としてい
ます。これまでの検討で、典型的な症例であれば0.01%までCLL細胞の検出は可能であることが示されました。一
方で、非典型的な症例のためにはさらなる改善が必要と考えられました。

研究成果の概要（英文）：Recent advances in the treatment for chronic lymphocytic leukemia (CLL) have
 been able to reduce the count of CLL cells in the peripheral blood after the treatment, that 
routine laboratory tests cannot detect. As a result, the parameters that have the ability to 
evaluate the minimal residual disease (MRD) of CLL are required. The aim of this study is to develop
 the MRD evaluation system for Japanese CLL patients using flow cytometric analysis, that is rapid 
and inexpensive. The sensitivity has been proved to be 4-log for typical CLL cases, however that for
 atypical cases has been imprecise and needs to be improved. 

研究分野： 臨床検査学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
西欧では、CLLのFCMを利用したMRD評価法の統一化が図られています。一方、アジアではCLLは欧米に比し比較的
に稀で、また非典型例の割合が高いと報告されており、西欧で認められるCLLと同一の疾患でない可能性があり
ます。日本におけるCLLの治療効果や予後の判定のためには日本人に合わせたMRD評価法を開発することが重要で
あると考え、本研究を行いました。今回の検討では非典型的な症例の評価を行うには不十分と考えられました
が、今後改善を加えながらより良いものにしていきたいと考えております。

※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 
 我が国における悪性リンパ腫の新規罹患者数は約 3 万人であり、年々増加しているが、一方
で造血幹細胞移植の普及や分子標的療法の開発により良好な治療反応性が得られる症例が増え
ている。慢性リンパ性白血病（CLL）、濾胞性リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、成人 T 細胞
性白血病など一部の病型では末梢血・骨髄への浸潤頻度が高いため、画像所見による腫瘤の評
価に加え、末梢血・骨髄の評価が必要である。細胞形態に基づく塗抹標本の評価のみでは十分
に腫瘍の存在が分からないことがあるため、遺伝子変異の検出を利用した微小残存病変
（minimal /measurable residual disease, MRD）の評価が必要とされる機会が増えてきた。
末梢血・骨髄浸潤が認められる症例では治療効果の評価項目の１つとして MRD を用いられ、
MRD 陰性は治療終了および経過観察における無病（disease-free）の判断の根拠の１つとなり
うる。 

MRD 検出に利用される遺伝子としては、特徴的な遺伝子異常のほか、B 細胞リンパ腫にお
ける免疫グロブリン遺伝子再構成や T 細胞リンパ腫における T 細胞受容体遺伝子再構成が利用
される。遺伝子変異に基づく MRD 検出は感度が高い（10-6レベル）というメリットがある一
方で、PCR を用いる場合には症例毎に検出システムを作製する必要があること、次世代シーク
エンサーを用いる場合にはコストが高いこと、いずれの解析も一定の時間を要することがデメ
リットとなる。これに対しマルチカラーフローサイトメトリー（FCM）を利用した MRD 検出
は、10-4〜10-5レベルであり、新鮮な検体が必要となる一方で、病型に特異的な細胞表面マー
カーを利用するため個別にカスタマイズする必要はなく、短時間で結果が得ることができ、比
較的安価で行うことができる 1。最近では我が国でもマルチカラーのフローサイトメーターが
医療用機器として普及しつつあり、多発性骨髄腫を中心に普及しつつある。近い将来多くの施
設で施行が可能になると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 CLL は欧米で比較的多く認められる造血器腫瘍である。近年 CLL に対する治療法の進歩は
目覚しく、ブルトン型チロシンキナーゼ阻害薬イブルチニブや BCL2 阻害薬ベネトクラックス
の登場で予後が劇的に改善し、完全寛解に到達する症例が増加してきた。それらの治療効果判
定および予後推定のためには、MRD の評価が重要である。MRD の測定には遺伝子変異を利用
した方法のほか、ヨーロッパでは European Research Initiative on CLL (ERIC) が中心とな
って開発した FCM パネルが用いられており、有用性について一定の評価を受けている。 
一方、日本や台湾など東アジアにおける CLL の頻度は欧米に比べて低い。CLL は遺伝的素

因の影響が大きいとされており、細胞表面マーカーの発現や合併する遺伝子変異が欧米と若干
異なることが報告されている 2-5。また、背景に存在する非腫瘍性 B リンパ球についても、数や
細胞表面マーカーの発現、刺激に対する反応性に人種差があるとの報告がある 6-8。MRD 測定
には腫瘍性および非腫瘍性 B 細胞の数や細胞表面マーカーの発現の微妙な違いが影響すると考
えられ、欧米で使用されている FCM パネルが必ずしも我が国では有用でない可能性がある。 
 本研究は、日本人の特性を反映した CLL における MRD 測定のための FCM パネルの開発を
目的とするものである。 
 
３．研究の方法 
(1) 対象とする検体 
 CLL 患者および末梢血検査および生化学検査に明らかな異常が認められない非 CLL 患者の
末梢血残余検体を使用した。なお、本検討の実施については当院倫理委員会の承認を受けてい
る（研究課題番号 2016-403 および 2019-163） 
 
(2) 使用機器および検体処理 
 フローサイトメーターとして、BD FACSCanto II および BD FACSLyric を使用した。 
 抗体は室温、暗所で 15 分反応させた。測定は検体処理後直ちに行い、取り込みイベント数
は 50 万とした。 
測定データは、FACSDiva または FACSuite を用いて解析を行った。 

 
(3) 検討事項 
 下記に示す検討を行った。 
① CLL-MRD 抗体パネルの作製 
② 非 CLL 細胞を用いた検出感度への影響  
③ 使用する抗体の検証 
④ 検体処理方法の最適化の検証 

 
 
 



４．研究成果 
  ① MRD 抗体パネルの作製 

これまでの報告 9と本検討における FCM 検査の結果から（図１）、MRD 検出パネルに
CD43、CD79b および CD81 を加えることとした。 
まず７種類の抗体を利用した MRD パネル（① CD45/ CD5/ CD19/ CD20/ CD43/ 

CD79b/ CD81）を作製した。発症時の CLL 末梢血検体（腫瘍比率 90％以上）を非 CLL
末梢血検体で希釈して検出能を検証したところ、0.004〜0.01%レベルまで CLL の検出が
可能であった（図２）。FCM で検出される細胞数（y）と希釈系列から求められる理論上
の数値（x）との間には比例関係が認められた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

  ② 非 CLL 細胞を用いた検出感度への影響 
治療前の検体を利用して、CLL15 例の各症例の腫瘍細胞に対し個別に gating pattern

を設定した。非 CLL 患者 12 症例の末梢血検体を測定したところ、全ての非 CLL 検体で
検出されるイベント（偽陽性）が 500（取り込んだ 50 万イベントの 0.1%）以下であった
のが７つの gating pattern で、残りの８つの gating pattern ではそれを超える偽陽性イベ
ントが確認された（図４）。 
 

  ③ 使用する抗体の検証 
より確実に CLL 細胞を検出することを目的として、３つの MRD パネルを追加した。 
② CD3/ CD5/ CD19/ CD20/ CD22/ CD43/ CD79b/ CD81 
③ CD5/ CD19/ CD20/ CD43/ CD79b/ CD81/ CD200/ ROR1 
④ CD5/ CD19/ CD20/ CD22/ CD23/ CD43/ CD79b/ CD81/ CD200/ ROR1 /κ/ λ 

いずれのパネルにおいても 0.01%レベルの検出能は認められた。しかし、CLL と偽陽性イ
ベントとの区別に関して、①に比して十分な改善は認められなかった。 
 

  ④ 検体処理方法の最適化の検証  
検体処理工程の中で、抗体反応と溶血操作の操作順について検証を行ったところ、抗体

反応後に溶血操作を行った方が FSC/SSC プロット上でのリンパ球領域の細胞集団を明瞭
に確保することができた。また、フローサイトメトリーのマルチカラー化に伴って使用さ
れる高輝度色素（Brilliant dye）の最適化のために使用される Brilliant Stain Buffer の効
果について検討したが、その有無により解析の結果に大きな変化はなかった。 

 
実用的な CLL-MRD 検出システムの取り込み細胞数を 50 万個とすると、104レベルの

検出感度を確実にするためには、どのような検体に対しても少なくとも 10～20 個の腫瘍
細胞を確実に検出する必要がある。今後、European Research Initiative on CLL (ERIC)
の解析アルゴリズムを参考に gating strategy の再検証を行い、引き続き検出感度の確保
に努めたい。 

 

      
図 1  CLL 15 症例における表面抗原発現   図２ 希釈系列を用いた CLL 細胞の検出 

 

        
図３ 理論値と実測値の関係           図４ MRD パネルで検出される偽陽性イベント 
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