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研究成果の概要（和文）：RNAシークエンスを用いて骨軟部腫瘍において多くを占める腫瘍特異的融合遺伝子陰
性群で、in-frameのTK融合遺伝子を約10%に同定し、これらは免疫染色による過剰発現によるスクリーニングが
可能と判断され、他腫瘍における探索も進めた。進行大腸癌でNTRK融合遺伝子陽性例を7例、ALK融合遺伝子陽性
例を3例、MET ex14 skipping(MET Ex14s)陽性例も9例に検出し、これらの臨床病理学的特徴を報告した。脳腫瘍
では定量PCRによるNTRK1-3の遺伝子不均衡発現解析を行い、2例のNTRK融合遺伝子陽性例を検出し、いずれも
high-grade glioblastomaであった。

研究成果の概要（英文）：Tyrosine kinase (TK) fusions were frequently identified in so-called 
specific fusion-negative bone and soft tissue sarcomas by RNA sequencing (10%). All of these fusions
 were considered to be possibly screened by immunohistochemical (IHC) overexpression of TK proteins,
 so pan-cancer screening for TK fusions was performed using tissue microarray (TMA)-based IHC 
targeted for TK such as NTRK, ALK, MET. Three NTRK fusion-positive colorectal carcinomas (CRCs) and 
three ALK fusion-positive CRCs, and nine CRCs with MET ex14 skipping (METex14s) alteration were 
identified from among approximately 970 CRCs. Another four NTRK fusion-positive CRCs were identified
 from another set of CRCs. Clinicopathologically, CRCs with either NTK/ALK fusions occurred in 
right-side colon, while CRCs with MET ex14s occurred in left-side colon. CRCs with NTRK fusions 
histologically showed at least partially mucinous features. In addition, NTRK fusion were detected 
in high-grade glioblastomas as therapeutic target.

研究分野： 骨軟部腫瘍病理、分子病理

キーワード： 肉腫　骨軟部腫瘍　分子治療標的　チロシンキナーゼ受容体　融合遺伝子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
融合遺伝子の網羅的な検索にはNGS等を用いた解析が効率的であるが高価な点が難点である。本研究では骨軟部
腫瘍を用いたRNAシークエンスの結果検出されたTK融合遺伝子の多くはTKを標的とした免疫染色を用いたスクリ
ーニングが可能であろうことに着目し、臓器横断的な悪性腫瘍においてTK異常を有する腫瘍の探索を行った。TK
を標的とした免疫染色あるいは定量PCRによるTK遺伝子不均衡発現解析により、TK異常を有する一群を検出する
ことが出来た。TK異常を有する悪性腫瘍はTK阻害剤による治療奏功性が期待できるため、それらを検出できるよ
うな簡易システムを立ち上げていくことの学術的・社会的意義は大きいと考える。

※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 
「肉腫における分子標的治療では、Tyrosine kinase inhibitor (TKI)はなぜ効かないのか？」
ということを念頭において研究を計画した。軟部肉腫に対しても TKI である pazopanib の治療
適応が開始されたが、文献的には散発性に奏功したという報告をみるに留まっており、GIST や
肺癌等と異なり TK の変異・融合遺伝子の形成がほとんど認められないことが治療効果を示さな
い原因の１つであると考えられるが、奏功性に関連する因子も依然明らかではない。一方、軟部
肉腫の１つである胃消化管間質腫瘍(GIST)は、約 90%に Receptor tyrosine kinase (RTK)であ
る KIT や PDGFRA 変異に伴う恒常的な自己リン酸化が腫瘍化の原因で、症例毎に治療に対する反
応性も異なるが、治療に Imatinib, Sunitinib などの Tyrosine kinase 阻害剤(TKI)が有効であ
る。しかしながら、この場合も二次性の RTK 変異獲得に代表される TKI 抵抗性が克服しなければ
ならない大きな問題である。近年の次世代シークエンサーを用いた研究でも、いわゆる
KIT/PDGFRA wild-type GIST における driver mutation は少数見つかってきているものの、これ
らの網羅的な手法によって新規治療標的の探索を含めた GIST 患者の救済に繋がるような研究成
果が出ているとは言い難い。 
 
２．研究の目的 
上記の研究計画であったが、治療奏功性について深く追うことよりも、主に TK 異常を有する悪
性腫瘍の探索を行うこととなった。その大きな理由はまずは TK 異常を有する悪性腫瘍が少なく、
治療への反応を含めた臨床病理像がまとまっていないことが挙げられた。RNA シークエンスを用
いた解析で骨軟部腫瘍において多くを占める腫瘍特異的融合遺伝子陰性群で、in-frame の TK 融
合遺伝子を約 10%に同定したが、同時に out-of-frame の TK 融合遺伝子も高率(約 15%)に検出さ
れた(Hasegawa N, Saito T, Clin Orthop Relat Res, 2024)。この研究で検出された In-frame
の TK 融合遺伝子は、NTRK3, EGFR, VEGFR2, MET であり、これらはすべてプロモータースワッピ
ングによる TK 遺伝子・タンパク質の過剰発現に結びついており IHC による検出が有用なもので
あった(図１)。このことから免疫染色と RNA ベースの発現解析を合わせた”オリジナル”の遺
伝子/タンパク質不均衡発現解析を用いて、有効な治療標的となる Tyrosine kinase(TK)融合遺
伝子を有する悪性腫瘍を探索しており、融合遺伝子を有する可能性が高いことが示唆される症
例に対し、RNA シークエンスを行い、融合遺伝子およびその他のがん関連遺伝子の変異データを
得て、TK 融合遺伝子腫瘍の分子病理学的特徴を見出すことから、病理組織像からこれら TK 異常
を有する悪性腫瘍の推察が出来ることを目指す。 
 
３．研究の方法 
NTRK, ALK, MET を始めとして、その後同定されてきた EGFR, VEGFR2 を含む TKを標的とした免
疫染色とこれらをコードする遺伝子を含む RNA ベースの発現解析を合わせた”オリジナル”の
遺伝子/タンパク質不均衡発現解析を用いて、有効な治療標的となる TK 融合遺伝子を有する悪
性腫瘍を全癌的に探索し、融合遺伝子を有する可能性が高いことが示唆される症例に対し、RNA
シークエンスを行う。免疫染色は臓器横断的に腫瘍毎に作成した tissue microarray(TMA)を用
いて行った。また、遺伝子不均衡発現解析は、ホルマリン固定パラフィン包埋 (FFPE) 検体より
RNA を抽出し、多数の TK 遺伝子プローブを載せたパネルを nCounter により各遺伝子の 5’-側
および 3’-側の遺伝子発現量を測定することで同一遺伝子内の発現不均衡を測定した。これら
TK 異常を有することが判明した腫瘍については、臨床病学的解析を行い、その特徴を見出した。 
 
４．研究成果 
2021 年度に進行大腸癌約 1000 例の解析から 3 例の NTRK 融合遺伝子陽性大腸癌を検出し、その
臨床病理学的特徴を報告した(Yamashiro Y, Saito T. Sci Rep, 2021)。また、同一シリーズを
用いて ALK 融合遺伝子陽性腫瘍を 3例、MET ex14 skipping(MET Ex14s)陽性症例も 9例に検出
し、これらの臨床病理学的な特徴を報告した(Okano S, Saito T. Histopathology, 2023)。その
後さらに進行大腸癌 700 例程度から新たに 4 例の NTRK 融合遺伝子陽性例を同定するとともに
NTRK/ALK 融合遺伝子陽性大腸癌の臨床病理学的特徴をまとめ、右側大腸に発生することが多く、
その中でも特に NTRK 融合遺伝子陽性大腸癌は部分的なものを含め粘液癌の像を呈することが多
いことを見出した。一方、MET ex14s 陽性大腸癌は左側結腸に多いという特徴があった。脳腫瘍
では背景の脳組織に NTRK 遺伝子・タンパク質の pan-trk の免疫染色によるスクリーニングが行
えないため、定量 PCR による NTRK1-3 の遺伝子不均衡発現解析を行い、2 例の NTRK 融合遺伝子
陽性例を検出し、いずれも high-grade glioblastoma 症例であり、分子治療標的の良い適応とな
る可能性が考えられた。 
さらに、GIST においては、pan-trk 免疫染色により陽性となる一群があることを見出し、面白い
ことにこれらはすべて十二指腸あるいは小腸発生のものであった。これらの FFPE 検体より RNA
を抽出し NTRK1-3 の遺伝子不均衡発現解析を行うと、いずれの症例も NTRK2 の遺伝子発現が高
かったものの、不均衡発現はみられず、NTRK2 を含む融合遺伝子の形成はないと判断された。ま



た、これら NTRK2 の遺伝子高発現を示すものは KIT 変異を有しており、この結果からもいわゆる
wild-type GIST における相互排他的な遺伝子変化とは思われなかった。しかしながら、十二指
腸・小腸発生の GIST の中ではこれら NTRK2 高発現群は低発現群と比べると無病生存率が悪い傾
向にあり、生物学的なさらなる悪性度の獲得に寄与している可能性が示唆された。 
 
図１：骨軟部腫瘍において検出された TK 融合遺伝子陽性腫瘍。これらは免疫染色による TK 過剰
発現を来しており、免疫染色によるスクリーニングが可能となる可能性が示唆された。 
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