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研究成果の概要（和文）：犬のリンパ腫を標準的な化学療法で治療した場合、中央生存期間1年という治療成績の壁が
存在する。本研究では、化学療法後の微小残存病変（Minimal residual disease, MRD）をリアルタイムPCRによって定
量し、化学療法の有効性を評価した。その結果、各薬剤の投与後のMRDレベルによる用量変更、プロトコール実施中のM
RDレベルによる地固め療法の実施、および完全寛解時のMRD測定による早期介入療法の必要性といった改良案を提示す
ることができた。これら成果は、犬のリンパ腫治療の進歩につながるだけでなく、人の非ホジキンリンパ腫治療のモデ
ル系としての有用性を示唆するもと考えている。

研究成果の概要（英文）：Overall survival durations after standard chemotherapies have been reported as lon
g as 1 year. In the present study, we assessed the efficacy of the chemotherapeutic protocols objectively 
by quantification of the minimal residual disease, MRD, after chemotherapy with real-time PCR. Through the
 results of MRD monitoring, we could propose several strategies to improve the chemotherapeutic protocols 
such as dose change of the drugs, requirement of the consolidation chemotherapy, and the necessity of the 
early re-induction chemotherapy during complete remission. The present studies were conceivably very helpf
ul to improve the chemotherapeutic modalities for canine lymphoma as well as indicative of the usefulness 
of canine lymphoma as an animal model for human non-Hodgkin lymphoma.
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１．研究開始当初の背景 
	
 リンパ腫は犬において最も発生頻度の高

い悪性腫瘍の一つであり、抗がん剤を用いた

化学療法に対する感受性が高いことから、動

物病院におけるリンパ腫化学療法の機会が

増えている。 

	
 1993 年に CHOP 療法（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）が犬のリンパ腫に導入されたが、そ

の後の研究にもかかわらず、長年の間、生存

期間”約 1年”という治療成績の壁を超えられ

ないのが現状である。 

	
 抗腫瘍療法を行った後に、臨床的には検出

は難しいが、体内に残存している腫瘍細胞を

微小残存病変（minimal residual disease, MRD）

と呼ぶ。人においては、MRDが化学療法終了

時における効果判定に利用され始めている。

し か し 、 MRD 測 定 に 基 づ い た 治 療

（MRD-guided therapy）に関しては、人のリ

ンパ造血系腫瘍においてもまだ一般化され

ておらず、さらなる研究が必要とされている。 

	
 リンパ系細胞のクローン性を検出するた

め、犬において抗原レセプター遺伝子再構成

を PCR によって検出するシステム（PCR for 

antigen receptor rearrangements, PARR）が開

発された。しかし、MRDを検出するためには、

より高感度で特異性の高いプライマーを設

計する必要がある。そこで、我々は犬のリン

パ腫細胞の MRD 定量システムを開発した

（Yamazaki et al., 2008）。本研究では我々が開

発した犬リンパ腫 MRD モニタリングシステ

ムを用い、化学療法による腫瘍細胞減少効果

を客観的に評価することにより、現行化学療

法の改良および新規治療法の開発を目的と

して研究を進めることとした。 

 
２．研究の目的 
	
 本研究は、MRDモニタリングシステムによ

って化学療法による腫瘍細減少効果を評価

することにより、現行化学療法の改良および

新規治療法の開発を行うことを目的とする。

MRD モニタリングシステムは化学療法の有

効性を客観的に評価する分子生物学的パラ

メータを提供するものであり、しかもその結

果は再発／死亡までの期間を待つことなく

リアルタイムに得られることから、リンパ腫

治療のブレークスルーにつながるものと考

えている。 

 
３．研究の方法 
(1) 定量的 PCR を用いた各種抗癌剤のリ

ンパ腫細胞減少効果の比較：犬のリンパ腫

に対して広く用いられているウィスコンシ

ン大学多剤併用化学療法(UW-25)プロトコー

ルは、ビンクリスチン(VCR), シロフォスファ

ミド(CPA), およびドキソルビシン(DXR)の 3

剤を 1‒2週おきに交互に使用するプロトコー

ルである。しかし多くの症例では、治療開始

後短期間のうちに完全寛解が得られるため、

各抗癌剤の効果を確認できずに治療を継続

しているのが現状である。すなわち、これら

3剤がどの程度腫瘍細胞を減少させているか

どうかは不明であった。そこで、本研究では、

症例毎に設計したリアルタイム PCR系によ

って各抗癌剤の投与前後における腫瘍細胞

数（治療後においては MRDと呼ばれる）を

定量することにより、それぞれの抗癌剤投与

による腫瘍細胞減少効果を比較したいと考

えた。ここでは、UW-25プロトコールによっ

て治療を行ったリンパ腫の犬 29症例を対象

とし、その末梢血液サンプルを検査材料に用

いて解析を行った。 

 

(2) リンパ腫に対する多剤併用化学療法

プトコールの早期段階における MRDレベ

ルの予後に与える影響：以前の私達の研究

により、犬のリンパ腫における多剤併用化学

療終了時の MRDは、その後の再発までの期

間と逆相関することが明らかとなっている。

しかし、犬リンパ腫症例においては、化学療

法プロトコールを予定通り最後まで終了で



きる症例は約半数に過ぎない。そこで本研究

では、化学療法プロトコールの早期段階にお

ける MRD測定の有用性について検討した。

ここでは、犬リンパ腫治療に用いられている

代表的なプロトコールである UW-25で治療

したリンパ腫 36症例を対象とした。診断時

の腫瘍細胞数および UW-25第 6週目、UW-25

第 11週目の末梢血中 MRDを、各症例の腫瘍

細胞に特異的なプライマーとプローブを設

計し、リアルタイム PCRで定量した。これら

MRDレベルがに与える影響を無進行生存期

間を変数としたKaplan-Meier法によって解析

した。 

 

(3) MRD モニタリングによるリンパ腫の

早期再発予測：犬のリンパ腫においては、

多剤併用化学療法プロトコールによって完

全寛解して MRDが低レベルになっても、そ

の後、ほとんどの症例では一定期間の後に再

発が認められることにより、十分な寛解期間

が得られない。そこで本研究では、MRDモニ

タリングの早期再発予測における有用性を

検討した。犬リンパ腫症例で UW-25プロト

コールによる化学療法終了後に完全寛解に

達している 20症例を対象とし、その後の末

梢血液中の MRDレベルを 4週おきにモニタ

リングした。また、4週おきにモニタリング

において MRDレベルの上昇が認められた場

合には、その後のモニタリング間隔を 2週お

きに短縮して検討した。 

	
 
４．研究成果	
 

(1) 定量的 PCR を用いた各種抗癌剤の腫

瘍細胞減少効果の比較：UW-25プロトコー

ルによって治療を行ったリンパ腫の犬 29症

例について解析したところ、UW-25の第 1‒4

週における各薬剤の腫瘍細胞を減少させる

頻度は、VCRで 100% (29/29), CPAで 51.7% 

(15/29), DXRで 96.3% (26/2)であり、CPAは

他の 2剤に比べて有意に腫瘍細胞を減少させ

る頻度が低かった(P < 0.0005)。初回 CPA投

与後に腫瘍細胞が減少した群(CPA奏効群)と

減少しなかった群(CPA無効群)との間には体

重に関して有意な差が認められた(CPA奏効

群-23.5 kg, CPA無効群-9.0 kg) (P < 0.01)。ま

た、CPA奏効群は無効群に比べて無進行生存

期間が有意に長かった(CPA奏効群の中央値

-305日, CPA無効群の中央値-95日) (P < 0.01)。

一方、第 6‒9週における各薬剤の腫瘍細胞を

減少させる頻度は、VCRで 19.2% (5/26), CPA

で 25.0% (5/20), DXRで 73.7% (14/19)であった。

VCRの腫瘍細胞を減少させる頻度は、第 1‒4

週よりも第 6‒9週において有意に低かった(P 

< 0.0001)。第 6‒9週において DXRの腫瘍細胞

減少頻度は他の 2剤に比べて有意に高かった

(P <0.01)。 

	
 本研究により、犬のリンパ腫治療として

UW-25で用いられている CPA投与量 (250 

mg/m2)は不十分である可能性が示され、それ

はとくに大型犬において問題となるものと

考えられた。また、プロトコールが進むにつ

れて VCRの腫瘍細胞減少効果は低くなるこ

とから、本剤はおもに初期治療に使用すべき

ものと考えられた。一方、DXRは UW-25プ

ロトコールのいずれの時期においても一貫

して優れた腫瘍細胞減少効果を示したこと

から、犬のリンパ腫に対する化学療法におい

て中心的な薬剤として使用すべきと考えら

れた。本研究の成果は、MRD測定を多剤併用

化学療法の改良に利用できる実例として評

価できるものと考えられた。 

 

(2) 多剤併用化学療法プロトコールの早

期段階における MRDレベルの予後に与え

る影響：UW-25プロトコールの第 11週目に

測定を行った 31症例のうち、17症例では

MRDが検出限界レベル以上 (MRD+, 11 ‒ 



2555コピー/105末梢血単核球)であり、14症

例では MRDが検出限界レベル未満 (MRD‐ )

であった。これら 31症例のうち 29症例は臨

床的に完全寛解に達していた。MRD‐症例の

無進行生存期間は MRD+症例のものに比べて

有意に長かった(無進行生存期間中央値：MRD

‐, 337日；MRD+, 196日) (P = 0.0002)。しかし、

診断時における末梢血液中の腫瘍細胞数お

よび第 6週目の MRDレベルによって症例群

を層別化した場合には、各群の間に無進行生

存期間の差は認められなかった。これらの結

果から、UW-25第 11週目の MRDレベルは予

後予測因子となりうることが明らかとなっ

た。 

 

(3) MRD モニタリングによるリンパ腫の

早期再発予測：完全寛解に達した犬のリン

パ腫 20症例において、末梢血液中の MRDレ

ベルを定期的にモニタリングしたところ、再

発が認められた 15症例のうち、14症例にお

いて臨床的な再発の前から MRDレベルの上

昇が認められることが明らかとなった。これ

ら再発が認められた症例において、MRDレベ

ルの上昇から再発までの期間の中央値は 42

日(0‒63日)であった。一方、観察期間内にお

いて再発が認められなかった 5症例において

は MRDレベルの上昇は認められなかった。

以上の結果から、治療終了後の MRDレベル

のモニタリングにより、再発予測が可能であ

ることが明らかとなった。 

 

	
 以上のような MRDの臨床的有用性を検討

した一連の研究成果により、犬におけるリン

パ腫治療成績向上のため、次のような新規化

学療法指針を提示できるものと考えられた。

第一に、多剤併用化学療法の早期段階におけ

る MRDレベル測定により、治療反応性を客

観的に評価することが可能となり、それに基

づいた地固め療法の必要性を示唆すること

ができる。次に、各抗癌剤の投与前後におけ

る MRDレベルを測定することにより、化学

療法プロトコールを改良する方針が得られ、

より効果的なプロトコールを開発すること

が可能となる。最後に、MRD上昇による早期

再発予測を可能とし、それに基づいて早期再

寛解導入療法を開始することができる。 

	
 本研究の成果は、MRDレベルの測定結果を

基にした治療、つまり MRD-guided therapyを

可能とするものであり、これはテーラーメイ

ド型治療の方法論につながるものである。こ

れら一連の研究成果は、化学療法の発展のた

めに客観的評価法を導入したものとして意

義あるものと考えており、犬のリンパ腫にお

ける化学療法の進歩につながるだけでなく、

犬のリンパ腫を人のリンパ腫治療の動物モ

デルとしても活用できる可能性を示唆する

もの考えている。 
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