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研究成果の概要（和文）：皮膚悪性黒色腫は、 化学療法や放射療法に対して抵抗性であり、予

後不良の癌である。今回の研究では、黒色腫患者の微小リンパ節転移の超迅速術中診断を臨床

応用できる安定した方法・技術論を確立させることを目的とした。その結果、この研究期間に

新たに約３０例のセンチネルリンパ節生検を行い、総計 50 例の症例となった。RT-PCR と病理

が一致した症例は 82%であり、一方一致しなかった症例は 18%であった。この結果、RT-PCR を

用いてセンチネルリンパ節生検は非常に有用であることがさらに確かめられた。さらに、

RT-LAMP 法について検討したところ、RT-PCR 法と同程度の検出能力であり、さらに条件設定の

検討が必要なことが明らかになった。 

 

研究成果の概要（英文）：Malignant melanoma is generally resistant for chemotherapy and 

radiation therapy, and one of malignant tumors with the worst prognosis.  The purpose 

of this study is to establish rapid diagnosis for tiny sentinel node metastasis in 

malignant melanoma. As a result, we have performed sentinel node biopsies about 

approximate 30 cases of melanoma patients, resulting in total of 50 cases.  In 82 % of 

cases, RT-PCR diagnosis is correspond to pathological diagnosis while RT-PCR is different 

from pathological diagnosis in 18 %. This result further confirms that RT-PCR diagnosis 

for tiny sentinel node metastasis in malignant melanoma is very useful method. In addition, 

we examined feasibility of RT-LAMP method and showed that RT-LAMP and RT-PCR methods have 

almost the same ability to detect tiny metastasis of malignant melanoma. We think we need 

further experiments to improve conditions of RT-LAMP method. 
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１．研究開始当初の背景 

皮膚悪性黒色腫は、 化学療法や放射療
法に対して抵抗性であり、全領域の悪性腫瘍
の中でも特に予後不良の癌である。その大き
な理由ひとつは、早期にかつ容易に所属リン
パ節に転移するからであり、現在、極微小な
転移を確実に診断できる方法はない。したが
って、この高率にリンパ行性に転移する皮膚
悪性黒色腫において、患者の予後を改善し根
治的な治療を行うためには早期の微小リン
パ節転移の有無を正確に評価することが非
常に重要であり、昨今、これらの微小リンパ
節転移を組織学的に検索するセンチネルリ
ンパ節生検が欧米から端を発し、国内におい
ても悪性黒色腫、乳癌などの癌腫を中心に積
極的に取り組まれている。初めて流入するリ
ンパ節（初めてがん細胞が遭遇し転移するリ
ンパ節＝センチネル（見張り）リンパ節）を
放射性同位元素もしくは青色色素にて同定
し、術中に選択的に摘出できるセンチネルリ
ンパ節生検はエポックメーキングな検査と
して脚光を浴びているが、組織学的診断の限
界、判定までに要する時間など問題点も多い。
これらの問題を克服するために、分子生物学
的アプローチが研究用途において試みられ
ている。その代表的検査法として RT-PCR 法
があげられる。RT-PCR 法は微量の癌細胞の標
的 mRNA を分子レベルで検出できる有用な検
査である。しかし、従来の方法であると遺伝
子の抽出・増幅に４－６時間を要し、実験レ
ベルではよいが、術中迅速診断を行い、腫瘍
摘出術とリンパ節郭清を同時に１期的に行
うのは、現実的に難しい。そこで、我々は非
常に短時間で遺伝子増幅が可能な新しい PCR
法 と し て 最 近 報 告 さ れ た
LAMP(Loop-Mediated Isothermal 
Amplification)法に着目した。通常の PCR 法
では増幅する遺伝子の両端にプライマーを
設定する。そのため、伸長反応は両端で停止
するが、LAMP 法ではさらに２つの折り返しプ
ライマーを追加し、伸長反応の継続を可能に
した。さらに、100℃の熱変性の過程が必要
なく、65 度の一定の温度で反応を行えるため、
短時間でかつ普通の恒温槽で PCR が可能にな
った。 
 

２．研究の目的 

今回の研究では、最終的に、黒色腫患者の
微小リンパ節転移の超迅速術中診断を臨
床応用できる安定した方法・技術論を確立
させることを目指す。そのために、RT-PCR
法でのセンチネルリンパ節生検を行い、病

理診断と RT-PCR 法の比較をさらに症例を
増やして検討する。次に、黒色腫細胞とリ
ンパ球を様々な比率で混じ、その混合物か
ら mRNA を抽出し、RT- LAMP 法の検出限界
を確認する。また、RT- LAMP 法とすでに当
教室で行ってきた RT- PCR 法、組織診断の
結果を照会し、特異性、感度を比較し、よ
り鋭敏であることを確認する。黒色腫患者
に対し、現場で実践するに際し、リンパ節
摘出から RT- LAMP 法の結果がでるまでの
行程時間がばらつきなく安定し、時間効率
に優れていることを確認する。そして、黒
色腫患者に対し、術中迅速診断を RT- LAMP
法を用い、実践、その結果・問題点を検討
する、の5点を中心に研究を行う。最後に、
ラットを用い、黒色腫転移モデルを作成し、
早期微小転移リンパ節を摘出し、実際に
RT- LAMP 法を行い、安定した黒色腫関連遺
伝子の増幅が得られることを確認する、研
究を予定した。 

 

３．研究の方法 

RT-LAMP 法の感受性と特異性の検討につい
ては、メラノーマ細胞内のメラニン合成酵素
でメラノーマ特異抗原である Tyrosinase、 
gp100、MART-1 それぞれの遺伝子産物の検出
における感受性、特異性を確認するためにヒ
トメラノーマ細胞株 SKmel28 とヒト単球系細
胞株 JurKat を様々な比率で混合し、その混
合物により RNA を抽出した RT-LAMP 法を施行、
遺伝子産物の検出限度を探る。具体的には、
ヒトメラノーマ細胞とヒト単球系細胞の比
率を1対100、1対1000、1対10000、1対100000
と順次比率を変更していく。組織学的検査、
RT- PCR 法との比較検討に関しては、すでに
我々はすでに多くの悪性黒色腫患者に対し
センチネルリンパ節生検を行い、ルーチンと
なっている組織学的検査を行っている。また
実験レベルでは、センチネルリンパ節の一部
のサンプルから mRNA を抽出保存し、RT- PCR
法で分子生物学的レベルでメラノーマ関連
遺伝子の解析をおこなってきた。それらのサ
ンプルすべてに対し、RT- LAMP 法を施行し、
組織学的検査、RT- PCR 法で検索しているメ
ラノーマ関連遺伝子である Tyrosinase、 
gp100、 MART-1 の遺伝子の検出を行い、過去
の結果と比較し、特異度、感度を検討する。
摘出から RT-LAMP法までの要する時間の検討
については、前述の実験によって検討・決定
された適切なリンパ節の試料サイズをもと
に摘出したリンパ節の一部をサンプリング
し、mRNA を抽出、それを標的としリアルタイ



ム濁度測定装置 LA－320C を用いて、 RT- 
LAMP 法を施行し、遺伝子検出を行い、判定す
る。この一連の作業をスムーズに 1 時間程度
で完了させなければ、術中迅速法には適用で
きないので、頻回によるシュミレーションを
研究代表者が行い、安定して迅速な作業がで
きるかを確認する。センチネルリンパ節転移
モデルマウスの作成では、臨床的に明らかな
リンパ節転移は、実際組織学的にもリンパ節
全体を置換するほどの腫瘍細胞がみられる
のが一般である。従って、どの部位を試料に
用いても組織学的もしくは分子生物学的に
結果はほぼ同一性が得られるはずである。一
方、センチネルリンパ節の中にわずかなメラ
ノーマ微小転移が存在する場合には、採取し
た部位により、腫瘍細胞の局在にばらつきが
でることが想定される。従って、動物実験レ
ベルで微小リンパ節転移モデルを作成し、リ
ンパ節のどの部位を採取して RT-LAMP法を施
行すると再現性が得られるか、検討する必要
がある。そこで、マウスの腹腔内に、ヒトメ
ラノーマ細胞株 SKmel28 を注射し、メラノー
マを播種させる。同時期に播種させたマウス
を時期を変え腹腔内リンパ節を摘出し、組織
学的にリンパ節転移を確認する。顕微鏡的に
確認できうる最短時期より短い期間のマウ
スのリンパ節を顕微鏡的に潜在、つまり分子
生物学的に検索するに適した転移リンパ節
として、摘出した腹腔内リンパ節 1個丸ごと、
ホモジネートした後に、mRNA を抽出し RT- 
LAMP 法を施行、Tyrosinase、 gp100、 MART-1
それぞれの遺伝子産物を検出する。そして播
種後同時期に摘出した腹腔内リンパ節を長
軸に 2 分割、4 分割、8 分割し、その 1 切片
を同様に試料として用い、メラノーマ関連遺
伝子の検出をおこない、試料のサイズと、検
出感度の関係性を検討する。 
 
４．研究成果 
この研究期間に新たに約 20 例のセンチネル
リンパ節生検を行い、総計 50 例の症例とな
った。その結果、RT-PCR と病理が一致した症
例は 82%であり、一方一致しなかった症例は
18%であった。この結果、RT-PCR を用いてセ
ンチネルリンパ節生検は非常に有用である
ことがさらに確かめられた。さらに、RT-LAMP
法について検討したところ、RT-PCR 法と同程
度の検出能力であり、さらに条件設定の検討
が必要なことが明らかになった。今回、動物
実験を予定していたが、動物購入資金や研究
時間が十分ではなく、おこなうことができな
かった。その他の研究成果については、下記
の論文に記載した。 
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