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研究成果の概要（和文）：本期間中に10例のメルケル細胞癌の新規症例を蓄積した。症例の内訳は男性6例、女性4例。
平均年齢は75歳、部位は顔面発生が8例、上肢1例、下肢1例。発生母地として前駆病変を伴った症例は皆無であった。
初回治療時にリンパ節転移、遠隔転移を認めた症例はなかった。生検による自然消褪傾向を示した症例はなかった。治
療は8例手術療法を施行し、2例に放射線治療を施行。今回の腫瘍サンプルからポリオーマウイルスの検出を試みたがい
ずれも検出されなかった。より感度の高い方法の開発が必要である。In situ immune PCRについては条件を変えていっ
たが、陽性所見は得られず、さらに最適条件の探索が必要と思われた。

研究成果の概要（英文）：We have experienced ten cases of Merkel cell carcinoma in this period. There were 
six males and four females, ranging in age 65 to 80 years ( mean and median 75 years).8 of the cases prese
nted on the face, each of two cases, upper extremity and lower extremity.Precursor lesions were not found.
On initial treatment, Resection were performed in 8 cases, on the other hand, radiation therapy were perfo
rmed in two cases. Unfortunately, in all samples of this series, Polyoma virus were undetectable. Also, in
 situ immune PCR, positive findings could be obtained regardless of many changes of PCR conditions.   
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１．研究開始当初の背景 

2008 年、皮膚科領域の癌であるメルケル細胞

癌（図１）から今までに報告されていなかっ

た新しいポリオーマーウイルスが発見されメ

ルケル細胞ポリオーマーウイルス（MCV）を名

付けられた（Science, 2008）。それ以後、有

棘細胞癌や基底細胞癌などの悪性腫瘍に限ら

ず、疣贅やその他の良性の腫瘍にも組織から

のPCR にてMCV の塩基配列が見つかり始め、 

 

特に免疫不全状態の患者に見られる皮膚腫瘍

にMCV が強く関連することが報告されてきた。

しかしながら一方、抗体などでMCV の発現す

る蛋白を調べると、メルケル細胞癌では検出

されるがその他の腫瘍では検出されないとい

う報告も多く、MCV の蛋白を検出する感度が

低いのか？ あるいは、本当にメルケル細胞

癌以外の腫瘍でMCV は病因となっているの

か？ など、大きな議論を呼んでいる。一般

に、ポリオーマーウイルスは細胞の増殖に関

連するウイルスで、細胞に感染するとMCV の

遺伝子からLarge T 抗原が翻訳される。癌抑

制遺伝子産物であるp53 とRB 蛋白は細胞の

サイクルを調節しているが、Large T 抗原は

二つの蛋白に結合してその機能を抑制するこ

とにより、細胞の分裂サイクルが止まらなく

なり、細胞が不死化し増殖し続けるようにな

る。現在までにMCV のLarge T 抗原の表皮細

胞などでの役割を詳細に検討した報告はない。 

 
２．研究の目的 

本研究目的は、MCV がメルケル細胞癌以外の

皮膚悪性腫瘍、その他の良性腫瘍や疣贅など

の原因となっていることを証明することにあ

る。そのためにMCV の存在と病変誘導活性の

２点を明らかにする。 

１）MCV の存在：蛋白質の検出感度の高い新

しい技術であるイムノPCR を用いてMCV の発

現蛋白を検出する。さらに組織レベルでin 

situ イムノPCR を実現し、上記の腫瘍組織レ

ベルでのMCV蛋白の存在を証明する。 

２）病変誘導活性：MCV のLarge T 抗原の発

現ベクターを構築し、それを人の表皮細胞や

線維芽細胞に導入し細胞が不死化できるのか、

さらに現在培養ができなくその起源が不明確

な基底細胞癌、脂漏性角化症、汗孔腫などの

腫瘍細胞にベクターを導入して、培養細胞の

株化確立を目指す。 

３）メルケル細胞癌症例の解析、蓄積も行う。 

 
３．研究の方法 

１）実験への検体の作成 

a)弘前大学皮膚科教室で新たに切除された皮

膚の悪性腫瘍と良性腫瘍組織、凍結サンプル、

固定組織などを用意する。 

b)新たにとられた組織は、そのまま分子生物

学的、生化学的、組織学的な実験などすべて

の実験に用いる。 

c)凍結していたサンプルについては、イムノ

PCR とin-situ イムノPCR に用いる。d)固定

されていた標本につては、主に組織学的な検

査を行う。 

 

２）MCV のゲノムの証明と変異の同定 

a)生の標本と凍結標本についてはそのままフ

ェノール法にてDNA を採取する。 

b)固定されていた標本は、DNA アイソレータ

-PS-ラピッド試液を用いて抽出する。 

c)パラフィン切片からはTaKaRa DEXPAT を用

いてDNA を抽出する。 

d)すべてのDNA についてMCV のLarge T 抗原

遺伝子をPCR で増幅し、有無を調べる。 

e)また、メルケル細胞癌ではその部の変異も

あるので、すべてのサンプルについてその変



異もチェックする。 

 

３）MCV のlarge T 抗原の発現ベクターの構

築  

a)我々はTet-onプロモーターを有するベクタ

ーを有しているので、PCRで増幅したMCVの

large T抗原を組みこむ。 

b)培養表皮細胞と線維芽細胞に実際にそのベ

クターを導入し、stableな細胞株の薬剤選択

を行う。さらに、rtetRのベクターを導入する。 

c)ドキシサイクリンを添加して、遺伝子、蛋

白レベルでLarge T抗原の発現を確認する。 

 

４）イムノPCR の条件設定 

a)まずプレートにMCV に対するモノクローナ

ル抗体を固相化する。 

b)その後、標準抗原と反応後、ビオチン化し

た2 次抗体を反応。 

c)あるいは、2 次抗体を加えた後、ビオチン

化した３次抗体を反応。 

d)次にストレプトアビジンを介してビオチン

化したDNA(ブルースクリプト)と反応 

e) molecular beacon とともにreal-time PCR 

にてDNA を増幅し定量化する。 

f)同様に通常のELISA の条件でも同様の実験

を行う。 

g)最適の抗体、DNA の濃度を決定する。 

 

５）In-situ イムノPCR の条件設定 

a)組織切片を用意し、１次抗体を加え、さら

にビオチン化した２次抗体を加える。 

b)次にストレプトアビジンを介してビオチン

化したDNA(ブルースクリプト)と反応  

c)今回は通常のPCR を行い、DNA を増幅。PCR 

は4 つの抗体を使用するRAMP 法で反応条件

を60 度と一定で、通常のPCR とは異なり、

90-60-72 度のサイクルは必要ない。 

d) digoxigenin-labelled DNA probe にて検

出を行う。 

e)抗体の濃度、bybridization の条件など最

適なものを決める。 

 

６）イムノPCR の施行 

a) 細胞抽出液でおこなうイムノPCR の最適

条件をすでに決定しているので、それに従い

実験を行う。 

b)腫瘍組織をホモジナイズし、遠心の上層を

取り、抗体をコートしてあるプレートに加え

る。 

c)ストレプトアビジンとピオチン化した抗体、

あるいは２，３次抗体を加える。 

d)real time PCR にてDNA を増幅し、MCV の

蛋白の有無を定量する。 

 

４．研究成果 

本期間中に 10 例のメルケル細胞癌の新規症

例を蓄積することができた。症例の内訳は男

性 6 例、女性 4 例。平均年齢は 75 歳、部位

は顔面発生が 8例、上肢 1例、下肢 1例。発

生母地として前駆病変を伴った症例は皆無

であった。初回治療時にリンパ節転移、遠隔

転移を認めた症例はなかった。生検による自

然消褪傾向を示した症例はなかった。治療は

8 例、手術療法を施行し、2 例に放射線治療

を施行した。今回のサンプルとなった腫瘍か

らポリオーマウイルスの検出を試みたがい

ずれも検出されなかった。もっと、感度のよ

い方法の開発が必要である。また In situ 

immune PCRについては条件を変えていったが、

陽性所見は得られず、さらに最適条件の探索

が必要と思われた。 
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