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緒緒  言言  

 
骨軟部腫瘍（肉腫）の治療成績は依然極めて不良であり、これは「希少がん」であるが故に限られたデータ量

や消極的取組みが影響し新規治療の開発が滞っている現状がある。肺がんを中心とするメジャーキャンサーでは

EGFR 変異や ALK、ROS1、RET 融合遺伝子などの発生・悪性度因子“driver-oncogene”を治療標的とした極

めて奏効性の高い tyrosine kinase（TK）阻害剤治療開発により治療成績はめざましく改善した。近年では次世

代シークエンサー（NGS）を用いた検査がんクリニカルシークエンス（がん CS）に基づいたプレシジョンメデ

ィシンが欧米を中心に進み、癌種横断的な治療法選定（バスケットトライアル）により他癌種でも TK 阻害剤の

恩恵を受けている［1，2］。2004 年以前は肺がんも治療標的となる TK driver-oncogene は不明であったが、積

極的探求により現在では約 70％までその解明に至り、更には“driver-oncogene”の相互排他性の理論解明にも

至っている［3］。骨軟部腫瘍も組織型特異的融合遺伝子腫瘍群（ユーイング肉腫_EWS／FLI1 など）を約 35％
に含み、現在までにそれら融合遺伝子が“driver- or passenger-oncogene”であると証明されつつも、迅速に治

療標的となる TK 融合遺伝子とは異なりそれらを直接標的とした治療には未だ至っておらず、更には、非組織型

特異的融合遺伝子腫瘍群（約 65％）は遺伝子的特徴が依然不明である［4］。がん CS におけるバスケットトラ

イアルにおいて、癌種横断的に NTRK 融合遺伝子が driver-oncogene として同定され、その TK 阻害剤が軟部

肉腫を含め著効し、骨軟部腫瘍の久しぶりの明るい話題となった［5］。しかし、がん CS による NTRK 融合遺

伝子のヒット率は約 0.6％と極めて低く、骨軟部腫瘍において実際の治療奏効が期待できる遺伝子変化は      
約 2～3％の TK 融合遺伝子（NTRK、ALK、ROS1、PDGFRA、FGFR 等）に限られ driver-oncogene の多くは

不明である［1，2］。更に極めて近年、がん CS の主流 DNA-seq パネルが TK 融合遺伝子同定に対して極めて

低い精度である問題点が指摘されている［6］。 
本研究では、我々のプレリミナリーデータと独自のトランスクリプトーム解析の手法に基づき、現在までに解

析技術的に未知に陥っていた骨軟部肉腫の直接の治療標的と成り得る TK 融合遺伝子などの全面的解明を骨軟部

腫瘍にておいて進め、特に非組織型特異的融合遺伝子腫瘍群に対しての遺伝子プロファイリングと骨軟部腫瘍の

新規治療法開発と予後改善に挑む。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．骨骨軟軟部部肉肉腫腫のの解解析析  
順天堂大学で治療され検体を採取されている約 82 例の骨軟部肉腫ついて探索セットとして解析を行った。 

22．．解解析析手手法法  
11））RRNNAA--sseeqq パパネネルルにによよるる解解析析 
探索セット骨軟部肉腫 82 例（原発手術検体）の RNA-seq パネル（TruSight Tumor 170）を用いて NGS によ

るトランスクリプトームレベルのプロファイリングを行った。 
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22））NNaannooSSttrriinngg にによよるる解解析析 
探索セット骨軟部肉腫 82 例（原発手術検体）の NanoString によるトランスクリプトームレベルのプロファ

イリングを行った。本方法は、治療標的に成り易い全 TK 遺伝子の 5’-side と 3’-side の mRNA 発現に対して

NanoString を用いて網羅的に発現不均衡を探索することで、網羅的 FISH 様の手法となっている 1）、2）の組

み合わせスクリーニングを行い最終的な骨軟部肉腫のハイブリッドトランスクリプトーム解析とした。 
33．．解解析析検検体体組組織織型型  
軟部腫瘍 74 例、骨腫瘍 8 例に対して解析を行った。組織型は平滑筋肉腫 15 例、粘液線維肉腫 11 例、脂肪肉

腫 10 例、骨肉腫 6 例などなどであった（表 1） 
11））ハハイイブブリリッッドドトトラランンススククリリププトトーームム解解析析  
本遺伝子解析結果として OncoPrint 解析に添付図（図 1）のように遺伝子変化が同定された。特に今回注目し

ている融合遺伝子に関しては、82 例中 27 例に融合遺伝子を認め、NTRK、ALK、FGFR、EGFR、PDGFRA、

PDGFB、MET、KDR、CDK4 などのキナーゼ融合遺伝子が認められた（表 1）。 
 

表 1．骨軟部腫瘍 82 検体の内訳とハイブリッドトランスクリプトーム解析の同定結果 
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図 1．骨軟部腫瘍 82 検体の高頻度遺伝子変化を示した OncoPrint 
骨軟部腫瘍 82 検体の次世代シークエンサー解析。DNA-seq と RNA-seq 頻度の高い  
遺伝子変化を図として表示する。 

  
22））同同定定さされれたた遺遺伝伝子子変変異異（（融融合合遺遺伝伝子子））とと発発現現のの検検証証  

1）で同定された遺伝子変異（融合遺伝子）と発現の検証として、NGS 解析によるパートナー再同定、RT-PCR、

FISH、特異的抗体を用い、その発現確認を行った。最終的には 24 例に融合遺伝子が認められ、同様に 13 例に

NTRK、ALK、FGFR、EGFR、PDGFRA、PDGFB、MET、KDR、CDK4 などのキナーゼ融合遺伝子を認め

た。非組織型特異的融合遺伝子群 58 例においては、11 例に融合遺伝子を認め、9 例に NTRK、FGFR、EGFR、

PDGFRA、MET、KDR、CDK4 などのキナーゼ融合遺伝子を認め、その同定率は約 15～20％に及んだ（図 2）。 
33））新新規規遺遺伝伝子子変変異異のの機機能能解解析析 
細胞株を用い、新規遺伝子変異 plasmid vector 遺伝子導入を進めがん化能の確認を進めた。本機能解析では、

NTRK1 融合遺伝子及び EGFR 融合遺伝子にてがん化能確認を進め、両 NTRK1 融合遺伝子及び EGFR 融合

遺伝子でがん化能を確認した。 
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44））阻阻害害剤剤奏奏効効性性のの解解析析とと癌癌種種横横断断的的検検証証 
3）で新規遺伝子変異 plasmid vector 遺伝子導入がなされた細胞株を用い、阻害剤の奏功性の検証を進めた。

本機能解析では、NTRK1 融合遺伝子がん化能確認を進め、NTRK1 においてはその阻害剤である larotectinb の

著明な阻害効果を確認した。 
以上本結果を踏まえて骨軟部腫瘍 120 例（非組織型融合遺伝子腫瘍）に対して、NanoString 解析を中心とし

た検証解析を進めている。 

 
図 2．骨軟部腫瘍 82 検体の融合遺伝子同定を示した図表 

A）骨軟部腫瘍 82 検体の同定融合遺伝子を OncoPrint で表示。 
B）非組織特異的融合遺伝子腫瘍 58 例中のキナーゼ融合遺伝子の同定率。 

 
考考  察察  

  

本研究では、難治性の骨軟部腫瘍に対して、相互排他性に基づいたコホートと DNA-seq 問題点解決のための

トランスクリプトームレベルのハイブリッドトランスクリプトーム解析を基軸に効率的データ構築、癌化能及び

阻害剤奏効の機能解析を進めた。DNA-seq の TK 融合遺伝子の多くは見落す理由として、臨床有用な治療標的と

なる融合遺伝子のイントロンの一部は非常に大きいため探索が難しい（NTRK3 や NRG1 は＞90 Kb）ことや、

ゲノム全体に繰り返し配列が多数存在するため、NGS を介して評価するのが非常に難しく、特に既知 ROS1 融
合遺伝子は 28％にこの難配列を含むことが知られている［6］。ハイブリッドトランスクリプトーム解析の融合

遺伝子同定精度については、その ROS1 融合遺伝子の同定は上記のように非常に難易度が高いが、我々は開発し

たハイブリッドトランスクリプトーム解析で新規 ROS1 融合遺伝子（MAN1A1-ROS1）同定に成功し、その精

度は極めて高いことが評価されている［7］。本研究では、骨軟部腫瘍に TK 融合遺伝子は 2％程度の頻度とされ

ているが、探索セットにて約 15％の TK 融合遺伝子を骨軟部腫瘍に高率に同定することに成功した［1，2，7］。
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特筆することとして、本研究においては非組織型特異的融合遺伝子群に TK 融合遺伝子を高率に含む（ALK、

RET、NTRK など）ことで知られる inflammatory myofibroblastic tumor（IMT）は含めずに組織型特異的融合

遺伝子群として扱い解析しており、その IMT を含むコホートとし解析した場合は、更に高率な TK 融合遺伝子

の同定率となる［8］。また、悪性骨腫瘍に対するハイブリッドトランスクリプトーム解析では世界で 2 例目とな

る骨腫瘍の NTRK 融合遺伝子同定に成功している［9］。本同定は骨腫瘍特有の骨病理検体の脱灰という核酸に

対して不利（劣化）な状況においても高度解析が可能であることを示したと推測できる。更に特筆することとし

て、探索セット 82 例において同定された TK 融合遺伝子が組織型特異的融合遺伝子を持たない非組織型特異的

融合遺伝子群に同定されていた。本結果は組織型特異的融合遺伝子を基軸とした driver-oncogene の骨軟部腫瘍

の相互排他性が存在していることを示唆していると考える。本研究では引き続き非組織型特異的融合遺伝子群に

限定した解析を進めている。 
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