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研究成果の概要（和文）：TERTプロモーター変異が高頻度に認められる数少ない肉腫として知られている粘液型
脂肪肉腫について、臨床病理学的検討とテロメア維持機構の解析を行った。TERTプロモーターのhotspot変異は7
割強の症例で認められたが、予後と有意な関連を示さなかった。またhotspot変異陰性例でもTERT mRNAの発現が
全例で認められ、陽性症例と同程度のTERT mRNA発現が認められた症例が半数近く存在した。結論として、粘液
型脂肪肉腫におけるTERT異常は、腫瘍発生の早期に生じ、腫瘍形成に重要な現象である可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：We performed a clinicopathological study and analyzed the mechanism of 
telomere maintenance in myxoid liposarcoma. Tumor size, FNCLCC grade, and necrosis were associated 
with prognosis, while hotspot mutations in the TERT promoter (C228T or C250T), which were observed 
in more than 70% of the cases, were not associated with prognosis. All of the hotspot 
mutation-negative cases also showed TERT mRNA expression, and seven cases (47%) of them showed the 
same level of TERT mRNA expression as the positive cases. Among the 19 cases without hotspot 
mutation, chromosomal rearrangements around TERT were observed in three cases, and mutations in 
other locations of the TERT promoter (A161C, C237G) were observed in two cases. In conclusion, TERT 
abnormalities in myxoid liposarcoma should not be a secondary phenomenon associated with malignancy,
 but may be an early event which would be important in tumorigenesis.

研究分野： Pathology of bone and soft tissue tumors

キーワード： テロメア維持機構　粘液型脂肪肉腫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
実験結果を総合すると、他の多くの腫瘍とは異なり、粘液型脂肪肉腫におけるTERT異常は、悪性度と関連するよ
うな2次的な現象ではなく、腫瘍発生の早期に生じ、腫瘍形成に重要な現象である可能性が考えられた。さら
に、TERTプロモーターのhotspot変異以外にも、TERTプロモーターの別箇所での変異や、TERT付近での染色体再
構成によってTERTの高発現をきたす機序を示した。腫瘍形成におけるTERTの役割について新たな観点が得られた
とともに、TERT発現上昇をきたす分子機構についても明らかになった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 軟部肉腫の中で最も発生頻度が高い腫瘍は脂肪肉腫であり、粘液型脂肪肉腫はその 15～20%
を占め、特に若年者（若年成人）に多く発生する。軟部肉腫は、特徴的な融合遺伝子を有する腫
瘍と有さない腫瘍とに大別され、粘液型脂肪肉腫は前者で 95%以上の症例が FUS-DDIT3、 2～
5%が EWSR1-DDIT3 の融合遺伝子を有している。 
 一方、がん細胞の無限増殖性に重要な役割を果たすテロメア維持機構には、①テロメラーゼ活
性化と、➁テロメラーゼに依存しない Alternative lengthening of telomeres (ALT; テロメラーゼ非
依存性テロメア伸長)、の 2 種類が知られている。テロメラーゼ活性化は、TERT 遺伝子のプロモ
ーター領域における点突然変異（C228T or C250T）を主な原因とする、TERT（テロメラーゼ逆
転写酵素）の発現上昇によって生じ、ALT の最も大きな誘因は、ヒストン H3.3 をテロメアに誘
導する ATRX もしくは DAXX の機能欠損である。 
 肉腫は一般的に、TERT プロモーター変異の頻度が低く、多形性肉腫は ALT の頻度が高い。粘
液型脂肪肉腫は TERT プロモーター変異が高頻度（約 22～79%）に認められる数少ない肉腫であ
り、テロメア維持機構としてはテロメラーゼ活性化が主体（約 59%）であるが、ALT も約 5～
18％に認められ、相互排他的ではないとされる。またこれらはいずれも、腫瘍の進展過程で
生じる 2 次的な変化と考えられ、組織学的に悪性度の高い症例でより頻度が高いと報告され
ている。脂肪肉腫全体を対象とした研究では、ALT の方が予後悪化と強く関連し、組織型や組織
学的悪性度で補正した多変量解析でも、ALT を示す症例は有意に予後不良であった。しかし、粘
液型脂肪肉腫において、テロメア維持機構と、予後を含め臨床病理学的な関連について、詳細に
検討した報告はない。 
特徴的な融合遺伝子をもつ肉腫は、一般的に比較的単純な染色体異常を示すが、その代表的な

疾患であるユーイング肉腫や滑膜肉腫では、ゲノムの不安定性を示唆する染色体異常の複雑性
が予後と相関すると報告されており、粘液型脂肪肉腫でも、悪性度の高い症例ほど染色体異常の
複雑性が増していることが予想される。また特定の融合遺伝子をもたない複雑な染色体異常を
示す肉腫では、ALT が高頻度にみられることから、組織型にかかわらず複雑な染色体異常を示
す症例では ALT が認められる可能性がある。 
 
２．研究の目的 

 この研究では、ALT が多いとされる肉腫において、テロメラーゼ活性化の頻度が高い粘液型
脂肪肉腫に注目し、テロメア維持機構に関して検討する。免疫染色や PCR, fluorescent in situ 
hybridization (FISH)法などを用いてテロメラーゼ活性化と ALT 両方のテロメア維持機構、さらに
その原因となる遺伝子変化について調査し、予後や組織像との関連についてこれらの結果を解
析することで、粘液型脂肪肉腫における腫瘍の悪性度と進展過程を、テロメア維持機構の観点か
ら明らかにすることが目的である。 

３．研究の方法 

1. FFPE 標本が利用可能な脂肪肉腫の症例を、当院の病理データベースより収集 
2. 組織アレイ(TMA)作製 
3. 疾患に特徴的な遺伝子異常の確認  

FISH 法を用い、粘液型脂肪肉腫では DDIT3, FUS, EWSR1 の再構成、脱分化型脂肪肉腫では
MDM2 増幅の有無を判定した。 

4. 組織像による病理学的評価 
高悪性度領域の割合による悪性度（分化度）評価、さらに核分裂像数、壊死領域の有無・割合
によるスコアリングを含めた FNCLCC system による悪性度評価を行った。 

5. 免疫染色による評価 
p53, FOXM1, NY-ESO-1, Ki-67 に対する抗体を用いて発現量を検討した。 

6. Telomere-specific (immunostaining) FISH 
ALT 細胞ではテロメア DNA の非常に強いシグナルがみられることを利用して ALT の有無を
判定した。ALT 細胞における PML 構造体とテロメアとの共局在も確認した。 

7. TERT プロモーター変異の有無を判定  
FFPE 標本あるいは凍結標本から DNA 抽出し、サンガー法で行った。粘液型脂肪肉腫につい
ては、まず TERT プロモーターの hot spot における変異（C228T or C250T）の有無を調査した。
さらにこの hot spot 変異が陰性の症例では、TERTプロモーターとその周囲約 360bp の範囲で、
その他の mutation の有無を検索した。 



8. TERT 遺伝子の FISH 法による評価 
TERT の再構成と増幅の有無を、FISH 法で判定した。  

9. TERT の発現量測定 
凍結検体より RNA が採取できた 31 例で、TERT mRNA の発現量を real-time RT-PCR で判定し
た。 

10. テロメア長測定 
凍結検体から抽出した DNA を用い、the Absolute Human Telomere Length Quantification qPCR 
Assay Kit (ScienCell Research Laboratories) を使用してテロメア長を測定した。 

11. 予後解析 
全生存期間、無転移生存期間について、各パラメーターとの関連を解析した。 

12. 総合評価 
 
４．研究成果 

がん研有明病院で 2008 年〜2020 年に切除された初発の粘液型脂肪肉腫 83 症例を対象とし、2009
年〜2017 年に切除された初発の脱分化型脂肪肉腫 36 症例をコントロールとして用いた。粘液型
脂肪肉腫は 83 症例全例で DDIT3 の再構成がみられ, 74 症例で FUS の, 9 症例で EWSR1 の再構成
が見られた。脱分化型脂肪肉腫は全例で MDM2 の増幅が見られた。 
Telomere-specific FISH では、今回対象とした粘液型脂肪肉腫 83 例には 1 例も ALT は認められ
ず、一方コントロールとして用いた脱分化型脂肪肉腫 36 例では、過去の報告と同程度に ALT 陽
性症例を認めた (11/36, 31%)。 

TERT 遺伝子の検索では、77% (63/82)に TERT プロモーターの hot spot 変異(C228T or C250T)
が認められたが、これらの変異と予後（全生存期間、無転移生存期間）との関連は見られなかっ
た(それぞれ P=0.559, 0.832)。また、これらの変異陽性 16 例、陰性 15 例を含む粘液型脂肪肉腫
31 症例を使用した TERT mRNA の発現解析では、全例で TERT mRNA の発現が認められ、TERT
プロモーターhotspot 変異陰性例の中に、陽性症例と同程度の TERT mRNA 発現を示す症例が 7
例(47%)認められた。一方、非腫瘍軟部組織（筋肉、脂肪組織）は、11 検体中 10 例で検出感度以
下であった。 

そこで、粘液型脂肪肉腫では、頻度の高い TERT プロモーターhot spot 変異(C228T or C250T)
以外に、TERT mRNA を発現させるような TERT 異常が存在する可能性を考え、TERT プロモー
ター領域のより広い範囲で変異の有無を検索したところ、hotspot 変異陰性の 19 症例において
A161C と C237G の点変異をそれぞれ 1 例ずつ認めた。A161C を認めた症例では、TERT mRNA
の高発現がみられた。さらに TMA を用いて TERT の FISH を施行したところ、83 例中 3 例で
TERT 付近での再構成が認められた。3 例はいずれも TERT プロモーター変異陰性例で、うち 2
例で TERT mRNA の高発現を認めた（もう一例は凍結検体がなく RNA 未検出）。FISH プロープ
は BAC clone から自作しているが、そのプロープの作製位置とシグナルの分布・強度から、これ
らの TERT 付近での切断点は、これまで文献で報告されている領域にほぼ一致すると推測され
た。TERT 高発現の機序は、再構成によってスーパーエンハンサーが TERT に近接した上流に移
動したためと考えられる。TERT の増幅は一例も認められなかった。 

次に、凍結検体より DNA が採取できた 50 検体で平均テロメア長 (TL)を測定した。50 検体
の内訳は、粘液型脂肪肉腫 24 例 (TERT プロモーター変異陽性例 16 例, 陰性例 8 例）と、それ
らの患者の非腫瘍部の軟部組織 20 例分、脱分化型脂肪肉腫 6 例 (ALT 陽性 3 例と陰性 3 例）で
ある。TERT プロモーター hotspot 変異の有無に関係なく、粘液型脂肪肉腫の TL の平均は非腫
瘍部の TL の平均よりも短かったのに対し、脱分化型脂肪肉腫では、ALT 陽性症例の TL の平均
は、ALT 陰性症例のものより著しく長くなっていた。 

予後解析では、既報告通り、年齢(50 歳以上)、腫瘍の大きさ、壊死の有無、FNCLCC grade
は全生存期間との相関が認められた。一方、p53, FOXM1, NY-ESO-1, Ki-67 に対する免疫染色は、
全生存期間、無転移生存期間のいずれとも有意な関連は指摘できなかった。TERT プロモーター
hotspot 変異は、全生存期間、無転移生存期間のみならず、予後との相関がみられた年齢・腫瘍の
大きさ・壊死の有無・FNCLCC grade、および予後不良との関連が指摘されている免疫染色結果
のいずれとも、関連は認められなかった。 

結論として、粘液型脂肪肉腫では他の多くの腫瘍と異なり、TERT プロモーター hotspot 変
異は予後と関連しなかった。またこの hotspot 変異の有無にかかわらず全例で TERT mRNA の発
現を認めたことから、粘液型脂肪肉腫において TERT 異常は、悪性度を上昇させるような 2 次的
変化ではなく、腫瘍発生の早期に生じ、腫瘍形成に重要な事象である可能性が示唆された。また
発現量を上昇させる TERT 異常として、hotspot 以外の TERT プロモーターにおける点突然変異
や、TERT 遺伝子内あるいはその付近に切断点を有する染色体再構成などの機序が示された。 
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