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論文内容の要旨

【背景および目的】

In-transit melanoma metastasis は悪性黒色腫の再発形式の一つで、患者の約10-20%がこの形式で再発すると

されている o このタイプの腫蕩は悪性度が高く、度重なる手術にもかかわらず再発を繰り返し、さらには全身疾患に

発展する予後不良の病態である o 臨床的には腫蕩がリンパ行性に転移をする際に原発巣とリンパ節との聞のリンパ管

に腫蕩細胞が塞栓することにより起こるとされており、腫蕩進展の初期段階に位置すると考えられている。したがっ

て遺伝子変異からみた腫蕩進展を検討するのに最適なモデルとなる。しかしながら、本疾患の遺伝子変異に関して検

討された報告はこれまでにな L 、。本研究では、 in-transit melanoma において microsatellite marker を用いた

LOH 解析を行ない、腫蕩の molecular clonality (本研究においては遺伝子変異における同一性と定義)や特異的遺

伝子変異について検討を行なった。

【方法】

1. AJCC 8tage m に分類される in-transit melanoma と診断され、同一患者より少なくとも 2 病変以上が入手可

能であった25症例より採取された79病変 (2 -9 病変/1 症例)と入手可能であった原発巣10病変を対象とした。

2. パラフィン包埋組織片から10μm の切片を 2 -3 枚作成し、 H&E 染色を施した標本を参考にして腫蕩部分のみ

を切除し DNA を抽出した。対象 DNA は抹消血リンパ球から抽出または病理学的に正常と診断された組織をパ

ラフィン切片より切除し抽出した。

3. 腫蕩組織と正常組織の DNA を 6 つの異なる染色体上に存在する 8 セットの蛍光ラベルされた microsatelli te 

marker を用いて PCR 法にて増幅し、ポリアクリルアミドゲルにて電気泳動後、蛍光専用の解析装置で LOH

の判定を行ない各腫蕩聞の LOH を比較検討した。さらに入手可能であった 10症例の原発巣から DNA を抽出し

て同様の方法を用いて LOH を解析し、各々の原発巣に対応する in-transit melanoma の LOH と比較検討した。

4. laser capture microdissection (LCM) 法を用い同一腫蕩内の異なる部位より組織を採取し DNA を抽出後、上

記の方法にて LOH を解析し同一腫蕩内における遺伝子変異の同一性の検討を行った。

【成績】

1. 25例中19例 (76%) に少なくともひとつの microsatellite marker において LOH が検出された。使用した 8 セッ

トの microsatellite marker のうち D9 8157 (56%) において最も高頻度に LOH が検出された。以下 D9 8304 
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(44%) 、 D1182000 (41%) 、 D108212 (35%) 、 D 1 8214 (32%) の順であった。以上のことより in-transit

melanoma において高頻度に LOH が検出されることがわかった。

2. 79病変中 6 病変 (7.6%) にのみ腫場開の LOH パターンの相違がみられた。このことより in-transit melanoma 

は遺伝子変異における同一性の高い病変であることが示唆された。

3. 腫蕩聞に LOH パターンの相違がみられた 6 症例について、 LCM 法を用いて同一腫蕩内の異なる 3 箇所の部位

から組織を採取し、腫蕩内の LOH パターンについて検討した結果、 78箇所 (3 箇所 x26病変)中 7 箇所 (9 %) 

にのみ同一腫蕩内での LOH パターンの相違がみられた。以上より腫蕩内においても遺伝子変異における同一性

の高い病変であることが示唆された。

4. 入手可能であった10症例の原発巣と in-transit melanoma の LOH を比較検討した結果、 5 症例の転移巣におい

て新たな LOH が検出された。また新たに検出された 5 症例の LOH のうち 3 症例の LOH が D108212における

ものであった。以上より in-transit melanoma の転移の成立において in-transit melanoma に特異的な遺伝子

変異の獲得の必要性が示唆された。

【総括】

本研究より in-transit melanoma において高頻度に LOH が検出されることが証明された。また悪性黒色腫の腫蕩

進展において初期段階に位置する in-transit melanoma において遺伝子変異における同一性が高いことが示唆され

た。さらに、 in-transit melanoma の成立に必要な特異的遺伝子変異の存在が推測され、この遺伝子変異は悪性黒色

腫の診断・治療において有用な腫蕩マーカーとなりうる可能性があると思われた。

論文審査の結果の要旨

In-transit melanoma metastasis は悪性黒色腫の再発形式の一つで、悪性度が高く予後不良の病態であるo 臨床

的には腫蕩がリンパ行性に転移をする際に原発巣とリンパ節との間のリンパ管に腫蕩細胞が塞栓することにより起こ

るとされており、腫場進展の初期段階に位置すると考えられているo したがって遺伝子変異からみた腫虜進展を検討

するのに最適なモデルとなる。

本研究では、 25症例より採取された in-transit melanoma 79病変と原発巣10病変を対象として microsatellite

marker を用いた LOH 解析を行ない転移巣聞の遺伝子変異における同一性の検討を行なった。さらに laser capture 

microdissection (LCM) 法を用いて同一腫蕩内における LOH パターンの相違についても検討を行った。

解析の結果(1)25例中 19例 (76%) に少なくともひとつの microsatellite marker において LOH が検出され、 in

transit melanoma において高頻度に LOH が検出されることがわかった。 (2)79病変中 6 病変 (7.6%) にのみ腫蕩聞

の LOH パターンの相違がみられ、 in-transit melanoma は遺伝子変異における同一性の高い病変であることが示唆

された。 (3)腫虜間に LOH パターンの相違がみられた 6 症例について、 LCM 法を用いて同一腫蕩内の LOH パター

ンの相違を検討し、腫蕩内においても遺伝子変異における同一性の高いことが示唆された。 (4)原発巣と in-transit

melanoma の LOH を比較検討により腫蕩転移の成立において in-transit melanoma に特異的な遺伝子変異の獲得の

必要性が示唆された。

本研究より m“transit melanoma において高頻度に LOH が検出されることが証明された。遺伝子変異における同

一性が高いことが示唆された。さらに、 in-transit melanoma における特異的な遺伝子変異の存在が推測され、この

遺伝子変異は悪性黒色腫の診断・治療において有用な腫蕩マーカーとなりうる可能性があると思われた。本研究は

in-transit melanoma の遺伝子変異について解析を行なった初めての研究報告であり学位の授与に値すると考えられ

る。
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