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緒　言

研究の背景
1) 悪性黒色腫の治療
　進行期悪性黒色腫に対する治療は，ダカルバジンしか
ない状態が半世紀間続いたがこの数年で劇的に変化した．
2011年以降に進行期悪性黒色腫の治療薬として米国FDA 
によって承認された新薬は以下の6つである．
Ipilimumab（2011年）抗CTLA-4抗体（免疫療法）
2015年日本承認
Vemurafenib（2011年）BRAF阻害剤（分子標的療法）
2015年日本承認
Dabrafenib（2013年）BRAF阻害剤（分子標的療法）
2016年日本承認
Trametinib（2013年）MEK阻害剤（分子標的療法）
2016年日本承認
Nivolumab（2015年）抗PD-1抗体（免疫療法）
2014年日本承認
Pembrolizumab（2015年）抗PD-1抗体（免疫療法）
（日本承認予定）
　進行期悪性黒色腫に対する治療は，免疫療法と分子標的
療法が主流となった．さらに新規開発中の薬剤や上記薬剤
の組み合わせによる併用療法について，現在世界中で多く
の臨床試験が進行しており，標準治療の確立が進められ
ている．
　分子標的治療のみならず抗CTLA-4抗体（Ipilimumab）
による免疫療法において腫瘍の体細胞遺伝子変異数が
その臨床効果に影響を及ぼすとする報告 1)が出ており，
これからの悪性黒色腫の治療は，各個人の遺伝子プロ
ファイルを明らかにした上で治療を選択するオーダー
メイド治療となっていくことは明らかである．
2) 日本人悪性黒色腫の特徴
　これまでの免疫療法や分子標的療法の開発は欧米人を
対象とした研究から生まれてきた．
　日本人では末端黒子型（ALM）が全体の約45％を占め
ているが，欧米では2-10％とされ，研究対象のごく一部を
占めるのみである．また，欧米人ではALMはその他の病型

よりも予後が悪いとされるが，日本人の予後データは欧米
と比較して劣っておらず，ALMを日常診療している中で
ALMがとりたてて予後不良であると感じたことはない．
この一因として裸足の生活習慣がある日本人のALMと
そうではない欧米人のALMでは同じ病型でも遺伝子学
的特徴が異なっている可能性がある．同様に，欧米人の
表在拡大型（SSM）が紫外線に起因していることは知られ
ているが，日本人では日光浴などの生活習慣もないため，
同じSSMでも日本人では紫外線による原因は考えにくい．
よって，日本人悪性黒色腫におけるmolecular signature
（分子的特徴）を明らかにすることで，日本人により効果
のある治療方法が得られ，今後日本人における治療指針を
決定する基盤となるのではないかと考えた．

材料と方法

対象症例
　埼玉医大国際医療センター皮膚腫瘍科・皮膚科で
2007年4月～ 2014年8月の間に手術（病巣切除）をうけて
おり，かつ下記患者選択基準を満たす症例を対象とした．
　患者登録基準は以下の通り．
1)	 組織学的に皮膚原発悪性黒色腫の診断が得られている
こと

2)	 日本人を主とする東アジア人であること
3)	 切除時の組織標本がパラフィン包埋として保存して
あること

4)	 原発巣の腫瘍のtumor thickness 2 mm以上であること※

※	 DNA，RNA抽出に際し腫瘍細胞量を確保するため，
原発巣の tumor thicknessを2 mm以上とした．tumor 
thicknessが2 mmより小さい症例のほとんどがStage I
で5年生存率は90％以上であるため，tumor thickness
が2 mmより小さい症例を除いても予後との相関には
影響を与えないと考えた．

遺伝子解析
1) 登録症例のホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）
ブロック標本の薄切スライド（10 μm厚）を作成し，
Leica LMD-7000を用いたレーザーマイクロダイセク
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ションあるいはマニュアルダイセクションにより腫瘍
部のみを選択的に回収する．

2)	 マイクロダイセクションにより回収した腫瘍細胞より
QIAGEN社 のQIAamp® DNA FFPE Tissueキ ッ ト を
用いてゲノムDNAを抽出し，Promega社のQuantusTM 
FluorometerおよびQuantiFluor® dsDNA Systemを
用いて2本鎖DNAの濃度測定を行う．

3)	 抽出したDNAをコントロールとなるDNA断片のPCR
増幅および同産物のAgilent 2100 Bioanalyzerの泳動に
より，抽出DNAの品質確認を行う．

4)	 研究対象遺伝子（K I T，B R A F，M E K，N R A S，
PTEN，ERBB4，GRIN2A，KEAP1，RAC1，PPP6C，
PREX2，TRRAP，FBXW7，MTOR遺伝子）について，
FFPE由来DNAに対応するように設計したカスタム
メイドHaloPlex HSでターゲットエンリッチメントを
行い，Illumia社のMiSeqを用いた次世代シークエンス
にて塩基配列を決定する．

5)	 得られた塩基配列結果（fastqファイル）より，種々の
バイオインフォマティクスツールを使用して，体細胞
変異を抽出する．

6)	 変異が同定された場合は，必要に応じてサンガー
シークエンスにより変異の確認を行う．

統計学的解析
7)	 欧米で報告された変異頻度との比較を行う．
8)	 遺伝子変異と臨床病理学的因子との相関解析を行う． 

結　果

1) 59症例を登録し，計78検体（原発巣56検体，in-transit 
1検体，リンパ節21検体）の病理組織標本ブロックの
薄切スライドの作成を行った．この薄切スライドを脱

パラフィン処理後，トルイジンブルー染色を行った
のち，レーザーマイクロ /マニュアルダイセクション
により腫瘍組織を選択的に回収し，これよりDNAの
抽出を行った．このうち2検体はパラフィン包埋時に
脱灰処理がされており，DNA抽出が不可能であった．
抽出したDNAの濃度の中央値は26 ng/µL（範囲
0.0051-170 ng/µL）であった．

2) 抽出したDNAの品質確認のため，アジレント社の
プロトコールに従い，コントロール実験用のGAPDH
遺伝子PCR用プライマー 4本を合成し，準備を行った．

3) DNAのキャプチャにはDNAライブラリに分子バー
コードを導入し，従来の方法に比して低頻度の変異を
高い信頼性で検出することを可能としたHaloPlex HS
を選択した．Agilent社のSureDesign v1.1よりHaloPlex 
Advanced Design Wizardを用い，FFPE抽出サンプル
用に至適化したアルゴリズムで，標的とする14遺伝子
をキャプチャするカスタムデザインを行った（図1）．
ターゲットリージョンのサイズは55.928 kbp，総アン
プリコン数 5153，ターゲットのカバー率は99.9％で
あった．1サンプルあたりに必要とされる最小シーク
エンスは，37.249 MBpであり，MiSeqシークエンサー
の泳動で十分に賄えるデータ量であった．

4) 症例の情報を診療録より抽出し，データベース化
した．評価項目は年齢，性別，原発巣の部位，病型，
tumor thickness，潰瘍の有無，所属リンパ節転移の
有無，病期，化学療法の施行の有無とそのレジメン，
術後再発の有無，無病生存期間（disease-free survival: 
DFS），全生存期間（overall survival: OS）．登録症
例は59例で平均年齢は66.8（33-97）歳．性別は男性
35例（59.3％）， 女 性24例（40.7％）．病 型 はALM25

図 1.	Agilent社のSureDesign v1.1 HaloPlex Advanced Design Wizardを用いた遺伝子のキャプチャ領域の例．TRRAP遺伝子．



45日本人悪性黒色腫における体細胞遺伝子変異ならびにバイオマーカー候補と臨床料理学的因子との関連に関する研究

例（42.4％），SSM20例（33.9％），NM6例（10.2％），
LMM8例（13.5％）．病期はIB期1例，IIA期9例，IIB期
14例，IIC期8例，IIIA期6例，IIIB期7例，IIIC期12，
IV期2例であった．

5) 抽出したDNAが微量なものについては，Whole 
genome ampl i f ica t ionを行う可能性があるため，
Sigma社のGenomePlex® Optimized kit with enzyme 
for amplifying a variety of DNA including FFPE tissueを
購入し，予備的にFFPE組織から抽出したコントロール
DNAの増幅を行い，PCRにて増幅の確認を行った．

考　察

　今回DNA抽出を行った試料のうち，メラニン色素に
富む組織の中には抽出効率が他に比して低いものが僅か
ながら存在し，このような試料の場合のより良いDNA抽
出法を検討する必要性が考えられた．現段階では未だ抽出
したDNAの品質チェックを終えていないが，例えかなり
の分解が進んでいる場合（Average Yield Ratio <5％）だと
しても，半数以上の検体でDNAの増幅を行うこと無く，
次世代シーケンサー解析に必要充分な量のDNAが得られ
ている事が確認出来た．DNAの品質チェック後，必要な
DNA量を計算し，HaloPlex HSによるキャプチャ，MiSeq
シーケンサーによる塩基配列情報の取得，バイオインフ
マティックス解析による，体細胞変異の同定へと進む
予定である．また，体細胞変異を選択的に検出するため
には，対象となる健常者のDNAの変異データが必要と
なるが，ごく最近東北メディカル・メガバンク機構より，
Integrative Japanese Genome Variation Databaseが公開
され，1,070名の東北地方在住日本人健常者の遺伝子情報
が入手され，今後フィルタリングを行う際に使用すること
が可能となった．
　悪性黒色腫は人種間で発生頻度や発生部位，病型に差が
ある．欧米人での悪性黒色腫においては，病型別に遺伝子
変異の頻度も異なることが報告されている．BRAF遺伝子
変異は欧米人の悪性黒色腫の40～ 50％に認められ，NRAS
遺伝子変異は15～ 20％の頻度でみられるとされる 2, 3)．
さらに，BRAF遺伝子変異はSSMや紫外線ダメージの
少ない部位に多く，NRAS遺伝子変異はNMや紫外線
ダメージを受けた部位に多く認めると報告されている 4)．
また，KIT遺伝子の変異頻度は全体では2％と低いが，
粘膜やALMではそれぞれ18％，21％と報告されている 5)．
しかし，これらの報告は欧米人のデータによるもので
あり，日本人の悪性黒色腫における遺伝子情報は現時点
でほとんど得られていない．日本人の悪性黒色腫における
遺伝子変異率はBRAF遺伝子26.7％，KIT遺伝子5.0％，
NRAS遺伝子7.1％との報告はあるが一施設のデータで
あり 6, 7)，日本人全体で同じような頻度で生じているか，
そのほかの遺伝子についてはどうかをはじめ日本人の悪性
黒色腫病型の約半数を占めるALMが欧米人のALMと同様
の遺伝子変異パターンをもつか否かについては明らかでは

ない．このような遺伝子情報を探索することは，今後日本
人の悪性黒色腫における治療指針を考えるうえで基盤と
なり，非常に重要である．
　悪性黒色腫に対する分子標的治療薬の先駆けとなった
のは，BRAF阻害薬のVemurafenibである．Vemurafenibは，
治療歴のないBRAFV600遺伝子変異陽性の切除不能
または転移性悪性黒色腫の患者に対し，第III相試験
（BRIM-3試験）が行われた 8)．全生存期間と無増悪生存期
間についてダカルバジンと比較されたが，Vemurafenib
の死亡ハザード比は0.44（p<0.0001）で死亡または増悪
のハザード比は0.26（p<0.0001）であった．無増悪生存
期間中央値は，Vemurafenib群が5.3か月，ダカルバジン
群が1.6か月であった．このような生存期間の延長が示さ
れたことは半世紀もの間ダカルバジン以上の治療がなく，
また，生存期間の延長が得られる治療が存在しなかった
悪性黒色腫の分野では非常に画期的なことであった．この
試験結果をもとに，2011年Vemurafenibは米国FDAに
承認され，さらに，2013年にはBRAF阻害薬2剤目となる
DabrafenibとMEK阻害薬であるTrametinibがFDAの承認
を受けた．この2剤の併用療法は，Vemurafenib単剤投与
と全生存期間について第III相試験（COMBI-v試験）9)が
行われ，全生存期間中央値がDabrafenib / Trametinib併用
群で25.6か月，Vemurafenib単独群で18.0か月，ハザード
比0.66 [95 ％ CI 0.53 ～ 0.81]，p<0.001）で あ り，2年
後の全生存率はDabrafenib / Trametinib併用群で51％，
Vemurafenib単剤群で38％，さらに，全奏効率の中央値
はDabrafenib / Trametinib併用投与の患者さんで65.6％，
Vemurafenib単剤投与では52.8％とDabrafenib / Trametinib
併用群で統計学的にも優位な結果が得られた．日本では，
2015年にVemurafenibが保険承認を取得し，2016年5月に
DabrafenibとTrametinibが承認された．
　また，腫瘍の体細胞遺伝子変異の重要性は分子標的治療
に対するだけでなく，悪性黒色腫における治療の主流と
なった免疫療法の治療効果に対しても関係することが示唆
されている．抗CTLA-4抗体の臨床効果と腫瘍の体細胞
遺伝子変異数が影響を及ぼすとする報告 1)やNRAS変異と
Ipilimumab，IL2，抗PD-1/PD-L1抗体を用いた免疫療法の
臨床効果が相関するという報告 10)がある．このように腫瘍
の変異を調べることは分子標的治療薬の対象となるか否か
のみならず，免疫療法に対する効果にも影響を与える可能
性がある．
　本研究では，以下の14遺伝子の変異について解析を
行う予定である．上記に述べた現在すでに阻害薬が使用
されているBRAF遺伝子，MEK遺伝子のほか，臨床試験
が進行中のKIT5, 11)，NRAS12)，MTOR13, 14)遺伝子につい
て変異の検索を行う．また，近年悪性黒色腫において
変異が報告されている遺伝子（PTEN15, 16)，ERBB417-19)，
G R I N 2 A 2 0 -2 2 )，K E A P 1 2 3 )，R A C 1 2 4 -2 7 )，P P P 6 C 2 7 )，
PPEX228)，TRRAP20)，FBXW729)遺伝子）は今後治療対象
遺伝子となる可能性があるため，これら9遺伝子について
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も変異の検索を行う．本研究では次世代シークエンス技術
を用いることにより，これまでの報告よりも多くの遺伝子
変異を網羅的に調べることができる．
　皮膚悪性腫瘍学会皮膚がん予後統計委員会によれば，
日本の総登録症例は3278症例あり，平均63.4歳で性別
は男性1531例（47％）・女性1744例（53％），病型内訳は
ALM45％ ，SSM23％，NM11％，LMM9％，粘膜その
他12％である．また，これと本研究の登録症例の分布を
比較したところ，ALMが約半数を占めているなどの点で
概ね一致していた．このことから，本研究の登録症例に
ついて遺伝子情報と臨床病理学的因子，特に治療に示す
効果や予後との相関をさらに解析することにより日本人
における悪性黒色腫における体細胞変異等の分子腫瘍学
的ならびに臨床病理学的特徴を明らかにすることが可能
であると思われる．このような大規模な解析は本邦で初め
てで有り，難治である悪性黒色腫の分子標的治療の基盤
を形成するものと期待される．今後も実験を進め，遺伝子
解析および分析を進めていく予定である．
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