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研究成果の概要（和文）：リンパ腫は犬で最も多く認められる造血器腫瘍であり、人と同様に

根治が困難な疾患である。治療の第一選択は化学療法であり、この20年間多剤併用療法による

治療成績の向上が検討されているが、腫瘍細胞が多剤耐性を獲得することなどから、１年程度

の生存期間しか得られず大きな問題となっている。したがって化学療法以外の新規治療法の開

発は急務である考えられる。そこで本研究では、将来的な臨床応用が期待できる新規治療法の

確立を目的として、免疫療法の可能性に着目し、腫瘍特異的抗原を発現させ、かつ腫瘍特異的

免疫活性を誘導するDNAワクチンの作出を試みるとともに、ワクチン接種による生体での免疫応

答および副作用の発現に関する基礎的検討を行うこととした。本研究ではまず、DNAワクチンプ

ラスミドの構築を試みた。イヌB細胞由来リンパ腫細胞株（GL-1）、イヌT細胞由来リンパ腫細

胞株(CL-1)および鹿児島大学農学部附属動物病院に来院し、低悪性度リンパ腫と診断された犬

２例からゲノムを抽出し、腫瘍細胞が有するIg遺伝子の可変領域、あるいはTCR遺伝子の可変領

域の遺伝子をPCR法により単離し、その塩基配列を決定した。得られた遺伝子を蛋白発現用プラ

スミドに組み込み、アフリカミドリザル腎臓由来細胞(Cos-7)にtransfectし蛋白発現を試みた。

細胞を一定時間培養後、抗マウスおよび抗イヌ免疫グロブリン抗体、あるいは抗マウスおよび

抗イヌT細胞受容体抗体を用いた間接蛍光抗体法、ならびにウェスタンブロット法により確認し

た。同時に、治療効果判定のために末梢血中の微小残存病変(MRD)をリアルタイムPCR法により

測定する系を確立した。さらに臨床例におけるMRD測定を試み、治療とともにMRDは減少するこ

とや、治療終了時のMRDレベルが再発までの期間と相関することを明らかとした。 

 

研究成果の概要（英文）：Lymphoma is a most common hematopoietic tumor in dogs and ca

ts and it is impossible to cure with the conventional treatment as in human medicine.

 The first line therapy for lymphoma is chemotherapy that has been investigated to i

mprove the treatment result over two decades. However, there have been some outstand

ing problem such as acquired multi-drug resistance of tumor cells. The development o

f new treatment strategy for lymphoma in dogs and cats seems to be quite important. 
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In this study, we developed the novel immune-mediated treatment for canine lymphoma 

using DNA vaccine. At first, we tried to construct the vaccine plasmid including the

 sequence of highly variable lesion of immunoglobline (Ig) or T cell receptor (TCR) 

which are encouraging candidate as tumor antigen for lymphoma cell. Two canine lymph

oma cell line (CL-1: T cell lymphoma cell line, GL-1: B cell leukemia cell line) and

 tumor tissues obtained from two dogs diagnosed as low-grade lymphoma at Kagoshima U

niversity Veterinary Teaching Hospital for 2008-2009 were used. The obtained sequenc

e of Ig or TCR by PCR were inserted to expression plasmid and this constructed vacci

ne plasmid was transfected to COS-7 cells. Expression of Ig or TCR protein on cell s

urface was examined by indirect immunofluorecence or Western blotting.  At the same 

time, we tried to establish the method to evaluate the effect of DNA vaccine using m

inimal residual region (MRD) from peripheral blood samples using real-time PCR. Usin

g this method, the MRD levels in clinical cases could evaluate during chemotherapy i

n 9 clinical cases. And it is indicated that MRD could be an objective marker to eva

luate tumor cell burden in dogs with lymphoma. MRD at the end of chemotherapy could 

be a prognostic factor to predict remission duration after chemotherapy 
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１．研究開始当初の背景 

犬において、リンパ腫は最も多く認められる

造血器腫瘍であり、発生率は犬における腫瘍

の約 20%とされている。その多くは B 細胞由

来あるいは T細胞由来であり、発生する部位

や組織学的分類により予後が異なる。犬のリ

ンパ腫の約 90-95%は高悪性度リンパ腫であ

り、その治療の主体は多剤併用化学療法であ

るが、腫瘍細胞の薬剤耐性獲得や骨髄移植の

臨床応用の遅れなどの問題から、最も治療成

績のよい型に限っても 1 年生存率は 80%、2

年生存率は 15%と予後が悪く問題となってい

る（Garret LD et al., J Vet Intern Med. 16: 

704-709, 2002）。そのためリンパ腫の新規

治療法の開発は急務であるが、有効な治療法

は未だ確立されていない。 

 人医領域においても同様の問題からリン

パ腫に対する腫瘍抗原を利用した免疫療法



の開発が集約的に行われてきた。その中で大

きな成果を上げているのが、B 細胞表面抗原

であるCD20を標的とする、抗CD20抗体（リ

ツキシマブ）療法である(Maloney DG et al., 

J Clin Oncol 15(10):3266-3274, 1997; 

Czuczman MS et al., J Clin Oncol 

17(1):268-276, 1998)。リツキシマブを犬のリ

ンパ腫に応用する試みも報告されたが、有効

性は認められなかった（Impellizeri JA et al., 

Vet J ;171(3):556-558, 2006）（図 1）。したが

って新規の腫瘍特異的抗原を利用した免疫

療法の開発が必要不可欠であると思われ、そ

れを実現するためにはリンパ球を活性化さ

せて行う養子免疫、腫瘍抗原を接種し樹状細

胞(DC)を感作させる DC ワクチンや、ペプチ

ドを用いたワクチン、腫瘍抗原遺伝子をプラ

スミドに組み込み、生体に接種し発現させる

DNA ワクチンといった手法が考えられる。

このような学術的背景より、リンパ腫に対す

る DNAワクチン療法の開発を目的とした研究

を計画した。 

 

２．研究の目的 

リンパ球はその表面にさまざまな分子を発

現しているが、その一つに B細胞では免疫グ

ロブリン(Ig)受容体が、T 細胞では T 細胞受

容体(TCR)があげられる。これらの分子は抗

原に対する免疫応答の多様性を担うため可

変領域を有している。この可変領域をコード

する遺伝子は、遺伝子再構成によって個々の

リンパ球でその配列が異なることから、リン

パ球の異常クローンの検出および腫瘍細胞

の免疫学的形質を検索する標的として用い

られている。逆にこのことは、リンパ腫の腫

瘍細胞は症例ごとに異なる蛋白を発現して

おり、それが新たな免疫療法の標的になると

も考えられる。そこで、犬のリンパ腫症例

個々における腫瘍細胞から Ig あるいは TCR

遺伝子を単離し、その遺伝子のコードする蛋

白を腫瘍抗原として利用することで、より腫

瘍細胞特異的な、個体ごとのテーラーメイド

ワクチンを作成することが可能であると思

われる。また、DNA ワクチンは個体ごとの腫

瘍抗原遺伝子を同定し、必要な領域のみをワ

クチンプラスミドに組み込んで発現させる

ため、比較的短時間で作成が可能である点も、

臨床応用において有用かつ実践的と考えら

れる。そこで本研究計画では、犬のリンパ腫

に対する腫瘍特異的抗原としてIgおよびTCR

を利用した DNAワクチン療法の臨床応用を見

据えた基礎的研究を行うこととした。 

 

３．研究の方法 

(1) 免疫グロブリン遺伝子（Ig）もしくは T

細胞レセプター(TCR)遺伝子の単離同定とワ

クチンプラスミドへの組み込み 

 イヌ B細胞由来リンパ腫細胞株（GL-1）お

よびイヌ T細胞由来リンパ腫細胞株(CL-1)か

らゲノムを抽出し、腫瘍細胞が有する Ig 遺

伝子の可変領域、あるいは TCR 遺伝子の可変

領域の遺伝子を PCR 法により単離し、その塩

基配列を決定する。得られた遺伝子をワクチ

ンプラスミド（pVAX１, Invitrogen）に組み

込む。その際に標識蛋白としてマウス免疫グ

ロブリンの保存領域をキメラ蛋白として発

現させるため、マウス免疫グロブリン遺伝子

も同時に組み込む。 

(2) In vitro における蛋白発現の確認 

 (1)で作成したワクチンプラスミドをアフ

リカミドリザル腎臓由来細胞(Cos-7)に

transfect し蛋白を発現させる。蛋白発現の

確認に関しては、細胞表面あるいは細胞内に

発現する場合と、培養上清中に分泌される場

合を想定して行う。発現蛋白はイヌとマウス

由来のキメラ蛋白であることから（図５）、

細胞表面あるいは内部に発現している蛋白

については、細胞を一定時間培養後、抗マウ

スおよび抗イヌ免疫グロブリン抗体、あるい

は抗マウスおよび抗イヌ T細胞受容体抗体を

用いた間接蛍光抗体法、ならびにウェスタン

ブロット法により確認する。また分泌蛋白に

関しては培養上清中の発現蛋白を同様の抗



体を用いた ELISA 法、ならびにウェスタンブ

ロット法により確認する。 

(3) 顆粒球マクロファージコロニー刺激因

子（GM-CSF）を共発現させる発現系の検討 

 腫瘍免疫には細胞性免疫の誘導が不可欠

であると思われる。GM-CSF は生体内で Th1

型の免疫を誘導することが知られているこ

とから、イヌ GM-CSF 遺伝子（Gen Bank 

accession No. S47738）を単離し、発現用プ

ロモーターとともに前述のワクチンプラス

ミドに組み込み、サイトカインアジュバント

としての可能性を検討する。ここではまず、

共発現が可能であるか in vitro で確認し、

それが困難な場合は発現ベクターを分けて、

co-inoculation による共発現系を用いる。 

(4) 生体内での免疫応答の確認 

 作成した DNA ワクチンを実験動物（犬）に

投与し、血清中の抗マウス免疫グロブリン抗

体を ELISA で検出する。またサイトカインア

ジュバントを加えたワクチンとの効果の比

較のために、ワクチン接種された犬の末梢血

リンパ球サブセットの変化と、血中各種サイ

トカイン濃度の測定および mRNA の発現量の

検討を行う。 

(5) 作成したDNAワクチンの生体への副作用

の検討 

 前年度に作成した DNAワクチンを実験動物

（犬）に投与する。投与部位の生検を行い、

局所での免疫反応については病理組織学的

検索を行う。また全身状態、炎症反応の有無

についての検討を行う。ワクチンの投与量、

投与法、投与間隔などについても様々な条件

を設定し検討を行う。 

(6) 微 少 残 存 病 変 （ Minimal residual 

disease）の検出系の確立 

 寛解状態にある症例において、ワクチンの

効果を評価するためには、体内の微少残存病

変の定量が不可欠であることからその定量

系を確立する。具体的には、症例の腫瘍組織

から得られた免疫グロブリンあるいはT細胞

受容体の可変領域の遺伝子配列をPCR法によ

り単離同定する。得られた塩基配列を基に設

計したプライマーおよび遺伝子定量用プロ

ーブを用いて Real time PCR を行い、一定量

の血液中における免疫グロブリンあるいは T

細胞受容体遺伝子のコピー数から腫瘍細胞

数を定量する。Real time PCR を用いること

で、通常では検出不可能な微少な末梢血中の

腫瘍細胞を検出することが可能となる。 

 

４．研究成果 

１）免疫グロブリン遺伝子（Ig）もしくはT

細胞レセプター(TCR)遺伝子の単離同定とワ

クチンプラスミドへの組み込み 

 はじめに、ワクチンプラスミドの構築と蛋

白発現について確認するための系を確立す

る目的で、イヌB細胞由来リンパ腫細胞株（G

L-1）およびイヌT細胞由来リンパ腫細胞株(C

L-1)からゲノムを抽出し、腫瘍細胞が有する

Ig遺伝子の可変領域、あるいはTCR遺伝子の

可変領域の遺伝子をPCR法により単離し、そ

の塩基配列を決定する。得られた遺伝子をワ

クチンプラスミド（pVAX１, Invitrogen）に

組み込んだ。 

 次に、本研究では犬のリンパ腫の中でもワ

クチンの効果が期待できると考えられる低

悪性度リンパ腫をターゲットとして研究を

遂行した。鹿児島大学農学部附属動物病院に

来院した症例のうち、病理組織学的および遺

伝子再構成を用いたクローナリティー解析

により低悪性度リンパ腫と診断された犬２

例のリンパ節あるいは末梢血単核球からゲ

ノムを抽出し、Ig遺伝子あるいはTCR遺伝子

の可変領域の遺伝子を単離した。単離した遺

伝子の塩基配列を決定した。得られた遺伝子

を蛋白発現用プラスミドに組み替え、ワクチ

ンプラスミドを構築した。 

(2) In vitro における蛋白発現の確認 

 （1）で構築したリンパ腫細胞株（CL-1、G

L-1）由来のワクチンプラスミドのin vitro



における蛋白発現を確認するための系の検

討を行った。今回計画した系では蛋白の発現

効率が悪かったために、使用する発現プラス

ミドの変更や組み込み遺伝子の変更、発現細

胞の変更など種々の検討を重ねた。 

(6) 微 少 残 存 病 変 （ Minimal residual 

disease）の検出系の確立 

 犬リンパ腫腫瘍細胞株（UL-1）より得られ

た TCR遺伝子の可変領域遺伝子の塩基配列解

析を行い、リアルタイム PCRで用いるための、

UL-1 特異的なプライマーとプローブを作成

した。また、得られた UL-1 の TCRγ可変領域

遺伝子をプラスミドに組み込み、別途作成し

た UL-1 のゲノムを組み込んだプラスミドと

既知のコピー数となるように混和し、リアル

タイムPCRによりUL-1由来TCRγ可変領域遺

伝子をもつプラスミドを検出できる感度を

検討したところ、10-100,000 コピー／反応の

間で正確に定量可能であることが明らかと

なった。本定量システムを用いることで、

10,000 個の末梢血単核球（腫瘍細胞を含むリ

ンパ系細胞および単球）の中から目的の腫瘍

細胞 1個を検出・定量可能であることが明ら

かとなった。 

 次に、リンパ腫の腫瘍症例9例における末

梢血中抗原受容体遺伝子再構成解析を行い、

腫瘍細胞特異的なIgあるいはTCRの可変領域

の塩基配列を決定した。得られた腫瘍細胞特

異的IgあるいはTCR可変領域遺伝子塩基配列

をもとにして、腫瘍細胞特異的なプライマー

とプローブを症例毎にデザインし、リアルタ

イムPCRによって末梢血中の腫瘍細胞数（微

小残存病変：MRD）を測定した。MRDレベルは

治療とともに減少し、初診時のMRDレベルと

治療後寛解時のMRDには有意差が確認された。

また、治療終了時のMRDレベルに応じて寛解

期間の長さが異なること、臨床的に再発が認

められる1-4ヶ月前からRDレベルの上昇が認

められることが臨床例を用いた研究で明ら

かとなった。 
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