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は じ め に

現在の獣医臨床において、イヌのリンパ腫症例の大部

分は近年の多剤併用化学療法の重点的な検討および発展

により、臨床的寛解に達することができるようになり、

その治療成績は比較的良好と言える。ところが、イヌの

リンパ腫診療をする上で最大の問題は、寛解に達した症

例がその後の再発を免れることができず、最終的には死

に至るという事実である。現在までの約３０年間、主にイ

ヌのリンパ腫治療成績の向上を目的として、新規薬剤お

よび化学療法プロトコールの検討を中心とする臨床研究

が行われてきた。しかし、現在において最も優れたプロ

トコールの一つとして世界中で使用されているWiscon-

sin大学で提案された多剤併用化学療法（UW-25プロト

コール）［１］をもってしても、１０年前の研究と比べ生存期

間の中央値が１～２カ月程度長くなっているに過ぎない。

したがって、これまでに行われてきたような化学療法プ

ロトコールの改変および生存（寛解）期間の評価に依存

するような研究だけではイヌのリンパ腫治療成績を大幅

に向上させることはできないと考えるのが一般的な見方

である。

このような背景から、現在のイヌのリンパ腫治療に対

する限界をブレークスルーするための方法として、これ

までの多数の研究とは別の観点から研究を進めることが

必要である。そこで注目したのが、再発の源となり、現

在の一般的な診断技術においては検出できない残存した

腫瘍細胞による微小残存病変（Minimal Residual Dis-

ease : MRD）の概念である。このMRDを分子生物学

的に詳細に解析することによって、これまで明らかでは

なかったイヌのリンパ腫における腫瘍細胞の動態が正確

に解明できると考えた。さらに、このMRD解析研究に

より、再発の早期指標の提示や治療有効性の客観的評価

が可能となり、イヌのリンパ腫治療成績そのものを向上

させ得ると考えられる。本稿では、MRDの理論および

概念、またこれまでに検討したイヌのリンパ腫において

臨床的に有用であると考えられる部分の解説、そして今

後のMRD研究の方向性とその発展性について紹介する。

１．MRDの理論および概念

MRDとは、主に腫瘍に対する抗がん治療（主に化学

療法）後の寛解時において、一般的な検査方法（身体検

査、血液検査、顕微鏡検査など）では検出することので

きない残存した腫瘍細胞のことを指し、その後の再発と

いう観点からすれば、腫瘍再形成の源となると考えられ

る残存腫瘍細胞集団のことを指す。よって、臨床上のイ

メージとしてのMRDとは、臨床的な寛解状態において

わずかながら残存する（と考えられる）腫瘍細胞のこと

である（図１の濃い背景部）。診療の過程を追いながら

説明すると、初診時に多量に存在する腫瘍細胞は、寛解

導入によってその数を減らした結果、臨床上は感知でき

ない量にまで達し、その状態は臨床的寛解とみなされる。

ところが寛解導入終了後しばらくすると（その時期的な

差は症例によって異なるが）腫瘍細胞数は増加に転じ、

一般的検査においても感知可能なレベル（図１の白矢

印）にまで到達した時点において臨床的に再発の診断が

なされる。このような経過をたどるのがイヌのリンパ腫

症例の一般的な例であるが、実は表面的な腫瘍の動態を

見ているにすぎない。これらの経過のうち、破線矢印は

寛解導入が不十分な症例（例えば一時的な寛解導入状

態）における残存腫瘍細胞数の推移のイメージを、また、
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実線矢印は寛解導入が十分に行われた症例（長期寛解導

入プロトコールなどで治療中）における残存腫瘍細胞数

の推移のイメージを表している。いずれの場合も初回寛

解導入後は臨床上、表面的には寛解状態に達することが

できているため、症例間で違いを認めることはなく、再

発するまでの間、病状の推察は一般的検査においては不

可能である。ところが、理論的、概念的には寛解導入の

深さによる違い（＝残存腫瘍細胞数の違い）が存在する

はずであり、この違いの提示を可能とするものがMRD

の検出・定量である。この例では、一時的寛解導入によっ

て得られた最下点と長期的寛解導入によって得られた最

下点の腫瘍細胞残存数における深度の違いを検出・定量

することによって可視化することこそがMRDの本質的

な理論である。この違いが実際に提示可能であれば、こ

れまでまさにブラックボックスであったリンパ腫細胞の

化学療法後の動態が正確に把握できることになり、既存

または新規化学療法の有効性の客観的な比較および評価

を行うことを通して、地固め療法の必要性の示唆、再発

までの期間の予測、臨床的再発よりも早期に認められる

分子生物学的再発を検出して、それに基づく早期のレス

キュー療法を開始するなどに応用可能であると考えたた

め、イヌのリンパ腫の研究を開始した。

２．MRD定量システムの確立

MRDの理論およびその可能性は上述の通りであるが、

当然のことながら最大の問題はその検出・解析系の開発

・確立である。先にあげたような理想的な臨床応用例を

実現するためには、MRDを高感度で、なおかつ特異的

に検出することが必要であるが、イヌのリンパ腫におけ

る特異的な遺伝子変異や特異的抗原は未だ同定されてい

ない。そこで、現在リンパ腫のクローナリティ検出に用

いられている遺伝子再構成のメカニズム［２］をもう一歩

さらに応用することでイヌのリンパ腫におけるMRDの

定量を実現化した。

リンパ球細胞における抗原レセプター遺伝子（B細胞

では免疫グロブリン遺伝子、T細胞では T細胞受容体

遺伝子）は、多様に存在する抗原に対してそれぞれ特異

的な結合をすることが必要である。これを可能にするも

のが遺伝子再構成と呼ばれる、生物学的に非常に洗練さ

れた免疫メカニズムである。つまり、この抗原レセプター

遺伝子による抗原特異的結合のもととなる塩基配列は、

個々のリンパ球に特異的であり、リンパ球由来腫瘍細胞

であるリンパ腫の場合においては、リンパ腫細胞が遺伝

子再構成を起こしてさえいれば、その塩基配列が個々の

リンパ腫症例（細胞）特異的マーカーとして利用可能で

あるはずである。この塩基配列を分子生物学的に解析し、

応用することにより、本来であれば検出不可能であるよ

うな微量な腫瘍細胞を検出・定量が可能になる。

具体的には、リンパ腫診断時に採取した腫瘍細胞生検

標本（リンパ節の FNAなど）から DNAを抽出し、遺

伝子再構成を検出する PCRを行い、この PCR産物を

さらに塩基配列解析することによって、個々の症例のリ

ンパ腫細胞に特異的な配列を得る。次に、この塩基配列

のうち最も特異性が高いとされる Complementarity

Determining Region3（CDR3）の配列をターゲットに

することによって、個々の症例のリンパ腫細胞特異的

PCRプライマーとプローブを設計する。最後に、これ

らを用いてMRD定量を行いたい時期、特に寛解時にお

ける末梢血液をサンプルとして用いて、末梢血液中に存

在すると考えられるMRDを定量的 PCRによって特異

的に検出・定量する（図２）。

まずこの理論を実証するために、既に樹立されたリン

パ腫細胞株を用いて、本定量システムの特異性および感

度に関して検討を行った。

このリンパ腫細胞株を用いた検討によって、

� 遺伝子再構成の検出に用いる PCRから得られる

塩基配列の一部を定量 PCRプライマー・プローブの設

計に用いることにより、混在する大多数のリンパ球では

なく、腫瘍細胞由来の PCR産物が特異的に検出可能で

あったこと

� 実際の症例サンプルを想定し、健常犬の末梢血と

使用したリンパ腫細胞株を既知の細胞数（割合）で混ぜ、

さらに階段希釈を行い本法による感度と定量性を確認し

図１：微小残存病変（MRD）の概念
MRDとは臨床的な寛解状態における残存した腫瘍細胞のこ
とを指す。破線矢印は寛解導入が不十分な症例における腫瘍
細胞数の推移のイメージを、また、実線矢印は寛解導入が十
分に行われた症例における腫瘍細胞数の推移を表している。
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たところ、１０，０００個の末梢血単核球（リンパ系細胞およ

び単球）の中から目的とする腫瘍細胞１個さえも特異的

に検出し、またわずかな誤差で定量することが可能で

あった［３］。

遺伝子再構成の検出を報告した先行論文［２］において

も感度についての検討がなされ、結果として１／１００程度

であったとされているが、当然のことながら本MRD定

量システムの方がより高感度であり、なおかつゲル電気

泳動上におけるバンドの確認といった定性的なものでな

く、リアルタイム PCRを用いた定量的であることも重

要な点としてあげられる。

３．MRD定量システムの臨床への応用

確立したイヌのMRD定量システムの有用性について、

これまでに検討した臨床上有益であると思われるポイン

トについて以下述べる。

１）病状の評価因子

実際のイヌのリンパ腫症例における末梢血液中MRD

の測定を行い、MRDレベルとリンパ腫の進行程度との

関連を検討した［３］。化学療法によりリンパ節の腫大と

縮小の経過が明らかであった症例（図３上段）について

そのリンパ節サイズ（破線）とMRDレベル（実線）と

の関連を検討したところ、リンパ節の腫大・縮小ととも

にMRDレベルも平行して増加・減少を示した。また臨

床的に寛解が導入された症例（図３下段）におけるMRD

図２：遺伝子再構成のMRD定量への応用
腫瘍組織より採取したリンパ腫細胞集団サンプルより遺伝子再構成の原理を応用し、症例特異的
な腫瘍細胞の塩基配列を同定、それを利用しリアルタイム PCRにより末梢血中に存在するMRD
を検出・定量する。

図３：MRDレベルと臨床症状との関連
通常の検査方法である総リンパ節細胞の推移（破線）とMRD
レベル（実線）との間に明らかな関連が見られる（上段の図、
文献３、Fig５-A）。寛解時におけるMRDレベルと再発時に
おける上昇（下段の図、文献３、Fig５-E）。寛解時において
も検出可能なMRDレベル（実線）が存在する。また、臨床
的再発時（総リンパ節サイズの上昇時）にはMRDレベルも
それに伴って上昇している（矢印）。

（２１７） ３

北 獣 会 誌 ５９（２０１５）



レベルを経時的に測定したところ、完全寛解の状態にお

いても０．１～１０copies／µl（理論上、１copyは１つの細

胞とほぼ同義）のMRDが検出された。また興味深いこ

とに、MRDレベルは寛解時においては低く保たれてい

たが、再発時（黒矢印）に上昇していることが明瞭に示

された。これらのことから、末梢血中におけるMRDレ

ベルは通常行われるリンパ腫診療の際の進行程度の評価

とよく一致し、しかも微量な腫瘍細胞の増減を評価可能

であることを示している。１µl 中の末梢血液の白血球

のうち（正常範囲からするとおよそ１０，０００個）、０．１～１０

個の細胞が寛解時における残存したリンパ腫細胞である

という事実は当然のことながら一般的な診療においては

確認することのできない、本定量システムによって始め

て明かされた。

２）治療効果の判定因子

図４は東京大学動物医療センターにおいて UW-25プ

ロトコールによって治療を行い、４～２５週後に寛解導入

された７症例のMRDレベルを測定した［４］。注目すべき

点として、初診時においてMRDレベル（厳密には残存

腫瘍細胞ではないが、広義のMRDレベル）は Stage V

の症例だけではなく、全頭で１０～＞１００copies／µl 存在

していた。これは前項において、寛解時においてもMRD

の検出が可能であったことと並び、「末梢血液中に腫瘍

細胞が存在するのは Stage Vのみである」というこれま

での概念を覆すものであり、MRDレベルの定量によっ

て始めて客観的に明らかにすることができた典型的な事

例である。また、これら症例におけるMRDレベルは、

プロトコール９週目までに０．１～１copy／µl 程度に低下

し、その後２５週目まで０．１～１copy／µl に維持されてい

た。このようなMRDレベルの寛解状態における推移は

通常の診療においては推察することのできないものであ

り、リンパ腫細胞の動態に関して新たな知見をもたらす

ものと言える。またこの際、初診時のMRDレベルと４、

９、１７、２５週目（寛解状態）のMRDレベルとの間には

それぞれ有意差が存在し、MRDレベルが治療効果の判

定因子となり得ることを示している。

３）再発の予測因子

次に UW-25プロトコール終了時におけるMRDレベ

ルとその後の再発までの期間との相関について検討した

（図５）［４］。その結果、プロトコール終了時における

MRDレベルが低い症例ではその後の再発までの寛解期

間が長く、逆にMRDレベルが高い症例では再発までの

寛解期間が短いことが示された。また重要なことに、症

例をプロトコール終了時におけるMRDレベルによって

３群（MRDレベルが１copy／µl 以上の群、０．１～１cop-

ies／µl 群、検出限界以下の群）に分けたところ、再発

までの期間の中央値はそれぞれ３０日、１９０日、４００日であ

り、群間に有意差が認められた（図６）［４］。このことは

現在の診療では予測できない「治療終了時の寛解状態に

おける症例の予後判定」が可能であることを示唆してい

る。その後の検討により、化学療法終了時まで待たずと

も UW-25プロトコール実施中の１１週目という早い段階

においてもその時点のMRDレベルが再発までの期間お

よびその後の生存期間にも相関があることが示され

た［５］。今後、リンパ腫における個々のプロトコールに

おいて、どの時点におけるMRDレベルを測定すること

図５：１７症例のUW-25プロトコール終了時における
MRDレベルとその後の再発までの期間との相関
（文献４、Fig．２）図４：UW-25プロトコール中のMRDレベルの推移（文

献４、Fig．１） プロトコール終了時におけるMRDレベルが低い症例ではそ
の後の再発までの寛解期間が長く、逆にMRDレベルが高い
症例では再発までの寛解期間が短いことが示された。白表示
はその時点における追跡調査にて再発が認められなかった症
例。

初診時（１週目）においても全頭で末梢血液中に腫瘍細胞が
検出可能であった。MRDレベルは、プロトコールの進行に
伴って初診時よりも減少し、２５週目まで低く保たれているこ
とがわかる。

４ （２１８）

北 獣 会 誌 ５９（２０１５）



が予後判定する上でベストであるのかを検討していく必

要があると思われるが、この際、症例の予後判定の確か

さだけでなく、臨床上の便宜性（早期のMRDレベル定

量の方がより簡便かつ適用可能症例が多い）なども考慮

しながら決定していくことが重要である。また、MRD

レベルを利用した再発予測の別の側面の検討として、化

学療法終了時に寛解状態に至り、その後の経過が良好な

症例に関して経時的にMRDレベルの定量を行ったとこ

ろ、臨床的な再発確認よりも早期にMRDレベルの上昇

が検出され、より早期の再発確認が可能であることも

徐々に明らかになりつつある［６］。この結果はMRDレベ

ルの継時的な定量により個々の症例をフォローアップす

ることで通常の診療における再発確認よりも早期に（分

子生物学的）再発を発見することができることを示唆し

ている。

４．まとめと今後の方向性

MRD定量システム確立後、さまざまな側面からの臨

床的応用について検討を行ったことによってその有用性

が実証された。具体的には、MRDレベルの評価により、

� 既存または新規の化学療法の有効性の客観的な比

較評価

� 化学療法終了時または早期のある時期のMRDレ

ベル測定による、再発までの期間の予測

� 臨床的再発よりも早期に認められる分子生物学的

再発の検出

などが実際に可能であることが確認された［３－７］。検

査費用、技術面、適応疾患などにおいての未解決点も残っ

ているが今後のMRD研究の方向性として、本質的にイ

ヌのリンパ腫という疾患に対するブレークスルーを実現

するためには、これらMRDレベルに基づいた治療

（MRD-guided therapy）を prospective studyとして

検討していくことが次なるステップであり、イヌのリン

パ腫の治療成績を向上するという最終目的の達成のため

に必要である。MRD-guided therapyとは、一般的な検

査および概念によるものでなく、あくまでMRD定量シ

ステムの結果を踏まえた治療方針を策定するといった、

これまでにない新規化学療法指針であり、個々の症例に

対するテーラーメイド型治療の方法論をイヌのリンパ腫

治療に導入するものである。具体的には、化学療法終了

時におけるMRDレベルによる治療効果判定とさらなる

地固め療法実行の決定や、再発直前のMRDレベルの上

昇をマーカーとした（例え肉眼的に再発兆候を示してな

くとも）早期の再発診断とそれに基づいた早期のレス

キュー療法を行うといった、いわば本定量システムへの

信頼を基盤とした積極的な治療指針であると言える（図

７）。この指針に沿って個々の症例に適応させた治療

（テーラーメイド型治療）を実施することにより、イヌ

のリンパ腫全体における治療成績の向上に貢献できるも

のと考えられる。

将来的に、MRD定量システムは、ワンポイントの遺

伝子診断よりも継続的な臨床的管理に重要な情報を提供

してくれることから、将来的には臨床現場に普及してい

くものと考えており、その結果として、イヌのリンパ腫

の全体的な治療成績向上が達成されることが最も望まれ

るところである。

図６：UW-25プロトコール終了時において異なるMRD
レベルを示した症例群における寛解期間（Kaplan
-Meier法）（文献４、Fig．３）

図７：MRD-guided therapy の概略
MRDレベルによる、化学療法の有効性の客観的な評価によ
る地固め療法の決定、または分子生物学的再発の早期検出と
それに対する早期再寛解導入の決定を行う。

UW-25プロトコール終了時におけるMRDレベルにより３群
に症例を振りわけたところ、高MRDレベル群（点線）、中
MRDレベル群（実線）、低MRDレベル群（破線）では治療
終了後から再発までの期間に関し有意な差が認められた。
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