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研究成果の概要（和文）：犬において多発するリンパ造血系腫瘍の治療法を進歩させるため、自

家骨髄移植療法システムの開発を行った。骨髄細胞採取法、造血幹細胞単離法、およびその凍

結保存法について最適条件を明らかにした。次に、抗がん治療時にも死滅しない造血幹細胞を

遺伝子導入によって作製した。さらに、治療有効性を高感度に評価できる微小残存病変検出法

を開発した。本研究により、きわめて良好な治療成績が得られる抗がん治療開発の基盤を提供

することができた。 

 

研究成果の概要（英文）：To advance antineoplastic therapies for lymphohematopoietic tumors 

that are common in dogs, we developed a series of systems for autologous bone marrow 

transplantation. Optimal conditions for bone marrow cell collection, hematopoietic cell 

separation, and their cryopreservation were obtained. Next, hematopoietic stem cells 

resistant to antineoplastic agents were generated by a gene transfer method. Finally, 

we developed a higly sensitive quantitative monitoring system of minimal residual disease 

to assess the treatment efficacy. The present study provided a basis for the development 

of antineoplastic therapies with excellent treatment outcomes.        
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１．研究開始当初の背景 

 小動物臨床においてもヒト医学分野と同

様に腫瘍性疾患の症例の増加が顕著であり、

また腫瘍症例に対する治療にあたっては集

中的かつ総合的なアプローチが必要である

ことから、腫瘍診療の比重は益々増加してい
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る。これら腫瘍性疾患にうち、内科領域にお

いて最も発生頻度が高く、臨床的に重要性の

高い疾患は、リンパ腫、白血病、骨髄異形成

症候群、多発性骨髄腫などを含むリンパ造血

系腫瘍である。リンパ造血系腫瘍に対する治

療の第一選択は抗癌剤を用いた化学療法で

ある。とくに犬のリンパ腫に関しては、過去

30 年余りの間に化学療法に関する多数プロ

トコールが報告され、その治療成績は格段に

向上した。とくに CHOP プロトコール（シク

ロフォスファミド、ドキソルビシン、ビンク

リスチンおよびプレドニゾロンを組み合わ

せた多剤併用療法）の応用（Greenlee et al., 
1990; Stone et al., 1991）により生存期間

の中央値が約 12ヶ月まで延長した。しかし、

その後これまで 15 年間にプロトコールの改

変に関する研究が数多くなされているにも

かかわらず、治療成績にはほとんど改善が見

られず、生存期間の中央値約 1年という壁が

存在している。 

 

２．研究の目的 

 以上のような背景から、既存の化学療法を

マイナーチェンジするだけでは、リンパ造血

系腫瘍の治療成績を大幅に向上させること

はできないものと考えられる。そこで、「造

血幹細胞の単離とその自家骨髄移植療法へ

の応用」をめざした本研究を立ち上げること

とした。本研究は、リンパ造血系腫瘍症例に

おいて、造血幹細胞を単離してそれを自家骨

髄移植することにより、化学療法時における

骨髄抑制を回復させ、その治療成績を格段に

向上させることを目的として企画したもの

である。 

 

３．研究の方法 

(1) 骨髄灌流法の導入による骨髄細胞採取

法の改良：7 頭の実験用ビーグル犬を用い、

上腕骨および大腿骨からの骨髄細胞採取に

おいて、既存の吸引法と今回新たに導入した

骨髄灌流法を比較した。フローサイトメトリ

ーを用い、混入した血液由来リンパ球とCD34+

造血幹細胞の比率を比較した。また、メチル

セルロースコロニー形成法により、骨髄由来

コロニー数を比較した。 

 

(2) CD34+造血幹細胞の単離法および凍結保

存法の検討：犬の骨髄から CD34+造血幹細胞

を単離するシステムとして、マウス抗イヌ

CD34 モノクローナル抗体と磁気ビーズ標識

抗マウス IgG 抗体を用いた磁気ビーズソーテ

イング法(MACS)を用いた（図１）。 

 

 
得られた CD34+細胞の多分化能を証明するた

め、メチルセルロースコロニー形成法を用い、

各種血球コロニーの形成能を検討した。CD34+

細胞の移植への臨床応用を行うため、その凍

結保存に最適な条件を検討した。凍結保存液

として、一般的に用いられている 10% DMSO

添加牛胎子血清と 5% DMSO、6% ヒドロキシエ

チルスターチおよび 4% アルブミンを含む溶

液を用いた。最長 6 ヵ月までの間において、

細胞生存率および血球コロニー形成能を測

定し、これら２種類の凍結保存液による凍結

保存法を比較した。 

 

(3) 犬 の CD34 陽 性 造 血 幹 細 胞 へ の

ABCB1(mdrl)遺伝子導入による薬剤耐性誘

導：HIV を骨格とした自己不活化型のレンチ

ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ pWPXL ） に イ ヌ

ABCB1(mdrl)遺伝子または蛍光マーカー

（GFP）遺伝子を挿入して遺伝子導入ベクタ

ーを作製し、これを VSV-G または RD114 Env

を発現させた 293T パッケージング細胞に導

入することによって組み換えレンチウイル

ス粒子を作製した。これら組み換えレンチウ

イルスを単離した犬の CD34 陽性細胞に感染

させた後、メチルセルロースコロニー形成法

によってその多分化能を検討した。また、

mdrl 遺伝子導入による薬剤耐性の評価のた

めに P糖蛋白(P-gp)の基質となる抗癌剤であ

るドキソルビシンを添加したメチルセルロ

ース培地コロニー形成法を行った。 

 

(4) 犬のリンパ腫症例における微小残存病

変(Minimal residual disease, MRD)定量シ

ステムの開発：リンパ腫症例における化学療

法の有効性を定量的に評価するため、MRD 定

量システムの開発を行った。はじめに、犬の

T 細胞リンパ腫細胞株を用い、T 細胞レセプ

ターg鎖(TCRg)遺伝子をPCRによって増幅し、

その再構成領域の塩基配列を解析した。その

塩基配列をもとにクローン特異的なプライ

マーとプローブを作製し、リアルタイム PCR



 

 

による定量系を作製した。次に、この方法を

用い、17 頭の犬のリンパ腫症例における治療

前、化学療法中、およびその終了時における

末梢血液中の MRD レベルを測定した。また、

化学療法終了時における MRD レベルと再発ま

での期間との間の相関を検討した。 

 

 

４．研究成果 

(1) 骨髄灌流法の導入による骨髄細胞採取

法の改良（図２）：既存の吸引法を用いた場

合、血液由来リンパ球の混入率は、CD3+CD4+

細胞が15.3±7.6%、CD3+CD8+細胞が9.2±3.6%

であった。これに対し、骨髄灌流法を用いた

場合には、CD3+CD4+細胞 4.3±2.7%、CD3+CD8+

細胞 4.2±2.3%と血液由来リンパ球の混入率

が有意に低いことが明らかとなった。また、

CD34+細胞比率は、吸引法(4.2±1.8)よりも骨

髄灌流法(5.5±1.9)において有意に高かっ

た。また、血球コロニー形成能に関しても、

吸引法(21.9±7.8 コロニー/105 cells)より

も骨髄灌流法(63.7±21.2/105 cells)におい

て有意に高かった。 

 
 

(2) CD34+造血幹細胞の単離法および凍結保

存法の検討： MACS により、犬の骨髄細胞中

に含まれている CD34 陽性細胞を 90-95%の純

度で単離することに成功した。また、これら

CD34 陽性細胞はメチルセルロース培地血球

コロニー形成法において、各種血球コロニー

を形成することが示され、その多能性が確認

された。さらに、その凍結保存に最適な条件

を細胞生存率および血球コロニー形成能に

よって検討したところ、5% DMSO、6% ヒドロ

キシエチルスターチおよび 4% アルブミンを

含む溶液を用いて凍結保存した場合、6 ヶ月

間にわたり 80-90%の細胞生存率および

70-80%の血球コロニー形成能が維持された。

これらの値はこれまで標準的に用いられて

きた 10% DMSO 添加牛胎子血清において得ら

れた値よりも有意に高いことが示された。 

 

(3) 犬の CD34+造血幹細胞への ABCB1(mdrl)
遺伝子導入による薬剤耐性誘導（図３）：犬

の骨髄細胞からMACSによって90%以上の純度

を有する CD34+細胞を単離し、イヌ ABCB1 遺

伝子または GFP遺伝子を組み込んだレンチウ

イルスベクターを感染させた。 

その結果、ABCB1 遺伝子導入細胞は P-gp を基

質とする蛍光色素である Rhodamine123 を効

率よく排出したことから、機能的な P-gp の

発現が確認された。次に、メチルセルロース

コロニー形成法を行ったところ、ABCB1 遺伝

子導入 CD34+細胞は P-gpの基質となる抗癌剤

（ドキソルビシン）存在下で GFP 遺伝子導入

細胞よりも有意に多い造血細胞コロニーを

形成した。これらコロニーは、顆粒球系、マ

クロファージ系、赤芽球系からなっており、

ABCB1 遺伝子導入が各種血球系統への分化を

阻害しないことが示された。さらに、ドキソ

ルビシンの濃度依存性に P-gp 陽性細胞率が

上昇することが示された。 

 

(4) 犬のリンパ腫症例における微小残存病

変(Minimal residual disease, MRD)定量シ

ステムの開発（図４）： 

 
TCRg 遺伝子を増幅する定量システムは、プラ

スミド DNAとリンパ腫細胞株のいずれを用い

た場合にも、10-100,000 コピーの間で直線性

を示し、10,000 個の細胞のうち 1個の細胞を

検出できる感度を有していた。また、血漿中



 

 

MRD レベルは、寛解導入によって低下し、再

発時の前に上昇することが示された。また、

犬のリンパ腫に対する化学療法として標準

的に用いいられているウイスコンシン大学

のプロトコール(UW-25)においては、MRD レベ

ルは、治療開始 4-7週後に最低値(<0.019-1.0 

cells/ml)になり、そのレベルは治療終了時

まで低いレベルで維持されていた（図５）。 

 
また UW-25 終了時における MRD レベルは、治

療終了から再発までの期間と逆相関してい

ることが明らかとなり（図６）、再発の予後

因子として利用できることが示された。 
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