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研究成果の概要（和文）：オートファジーは細胞内成分の自己分解によるエネルギー再利用システムであり、生
理的のみならず腫瘍の増殖や生存にも関与する。骨軟部領域発生の腫瘍はその希少性から病理診断が難しく、病
態解明も十分ではない。本研究ではオートファジーの病理学的解析により２つの代表的な骨軟部腫瘍でオートフ
ァジーマーカーの一種であるp62の過剰発現と局在の異常を見出した。この異常は新たな診断マーカーとなり、
また本研究で見出されたオートファジーの異常は新たな治療法開発の標的候補となりうる。

研究成果の概要（英文）：Autophagy is a unique energy recycling system by self-digestion of 
intracellular components. It plays a role in tumor proliferation as well as tumor cell survival. In 
this study, we explored the autophagy status of bone and soft tissue tumors, whose pathological 
diagnosis is often problematic, and pathologic basis remained unclear due to the rarity of this 
tumor category. Consequently, we have successfully revealed unusual overexpression and abnormal 
localization of autophagy marker p62 in the two representative bone and soft tissue tumors. 
Detection of abnormal p62 expression may be applicable for the pathological differential diagnosis, 
and the dysregulated autophagy may be attractive as a potential druggable target.

研究分野： 人体病理学

キーワード： 骨軟部腫瘍　病理診断　オートファジー　骨巨細胞腫　デスモイド型線維腫症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肉腫を多くは骨軟部腫瘍として発生するが、臓器発生の癌腫とは対照的に希少である。それ故に専門家が少なく
育成も困難で、診断や治療法の開発も遅れがちである。本研究は近年注目されている特異な生命現象であるオー
トファジーの解析を通して、この問題の克服の一助とした。得られたオートファジーの異常に関する病理学的知
見は新たな骨軟部腫瘍の診断マーカーとして有用性があり、また異常なオートファジーを標的とした将来の治療
法開発にも役立つため意義深いと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

オートファジー（自食作用）は近年注目されている特異な細胞現象である。オートファジーは様々な
細胞ストレスに対する細胞内成分の自己分解とエネルギー再利用システムであり、様々な細胞の発生
分化や恒常性の維持、そして疾患形成に深く関与している。例えば神経変性疾患の一つである筋萎縮
性側索硬化症ではFUS(TLS)遺伝子の変異に起因するオートファジーの障害と異常タンパクの細胞内
蓄積が発症要因の一つと考えられている1，2)。またオートファジーは癌腫の発生、進展や化学療法抵抗性にも
関与している。すなわちオートファジーの活性化が低酸素環境下でのエネルギー供給をもたらし腫瘍細胞の
生存や増殖に有利に働く。このため腫瘍の新たな治療法としてオートファジー阻害剤の開発と臨床治
験が現在進行している。オートファジーと腫瘍の関わりは徐々に明らかになってきてはいるが解明すべ
き問題も未だに多く残されている。 

骨軟部腫瘍はその希少性及び分化方向の多様さ、組織型の膨大さにより新規治療法や診断、予後マーカ
ーの開発が癌腫に比して進んでいないのが実情である。オートファジーの活性化の程度や機能的役
割は組織、腫瘍の種類や細胞環境により大きく異なっている。本研究で対象とする骨軟部領域のオー
トファジーの知見は多くはないが、非腫瘍性の脂肪細胞や骨格筋の発生分化、破骨細胞の分化や機
能の制御、軟骨細胞の老化などに関わっていることなどが明らかとなっている。一方、骨軟部腫瘍にお
けるオートファジーについては骨肉腫などの細胞株を用いた in vitroの解析が主体で、臨床病理学的な解
析は殆ど行われていない4)。このため骨軟部腫瘍におけるオートファジーの状態の臨床病理学的な把
握が急務であると考える。 
 
２．研究の目的 

本研究では免疫組織化学的なオートファジーマーカーを用いて実際の骨軟部腫瘍のオートファジーの状
態を解析し、腫瘍性格との関係や新規診断マーカーとしての有用性について明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 

本研究では骨軟部腫瘍の中では比較的頻度が高く、病理診断や治療に新たな展開が求められてい
る代表的な２つの腫瘍を主たる対象とした。すなわち一つは骨腫瘍である骨巨細胞腫(Giant cell tumor 
of bone; GCT)、他方は軟部腫瘍であるデスモイド型線維腫症(Desmoid type fibromatosis; DTF)であ
る。 

 
(1)GCT の破骨細胞型巨細胞におけるオートファジーの状態の検討 
①材料 
東京都立駒込病院にて 2000 年～2015 年間に診断された GCT の生検、手術検体 46 例のホルマリン
固定パラフィン包埋材料(FFPE)を用いた。また GCT に類似した組織像を示す骨巨細胞性病変 25 例
を対照として検索した。対照症例の内訳は軟骨芽細胞腫(Chondroblastoma; CS)17 例、巨細胞性修復
性肉芽腫(Giant cell reparative granuloma; GRG)3 例、軟骨粘液線維腫(Chondromyxoid fibroma; 
CMF)3 例、一次性動脈瘤様骨嚢腫(Primary aneurysmal bone cyst; ABC)1 例、褐色腫(Brown tumor; 
BRT)1 例である。各症例を病理組織学的、免疫組織化学的に再検討し診断を確定した。 
⓶オートファジーマーカー発現の免疫組織化学的検討 
2 つのオートファジーマーカーの発現について免疫組織化学的に検討した。すなわち、オートファジー
の誘導状態を示すマーカー(オートファジーフラックスマーカー)として知られている SQSTM1 
(Sequestosome 1)/ p62 を抗 p62 マウスモノクローナル抗体で検出し、またオートファジー活性化状態に
ついてオートファゴゾームのマーカーである LC3 の発現を抗 LC3B ラビットモノクローナル抗体により検
出した。染色結果の判定の際には破骨細胞型巨細胞（以下巨細胞と表記する）及び単核細胞のそれぞ
れの核と細胞質を区別し、3+ (強陽性≥50%の細胞)、1+ (弱陽性<10%の細胞)、2+ (1+の 2+中間)、0 (陰
性)として評価した。 
③GCT の巨細胞の p６２細胞質内凝集体の病理組織学的、臨床病理学的解析 
GCT 及び CBL に見られた p６２細胞質内凝集体に関して、代表的な組織切片における出現頻度を比
較検討した。さらに p６２細胞質内凝集体陽性症例の臨床病理学的特徴の解析を行った。 
④GCT の H3F3A 遺伝子異常とオートファジー状態の関連性の検討 
近年、GCT に特徴的な遺伝子異常としてヒストンタンパク H3.3 をコードする H3F3A 遺伝子コドン 34 の
点突然変異(H3F3AG34W)が報告され、また単核細胞が真の腫瘍細胞で巨細胞は非腫瘍性細胞であ
ることも明らかにされた 5)。このため、FFPE 材料より total RNA を抽出し、cDNA を作成後、RT-PCR/サ
ンガーシーケンス法により H3G34W を検出した。同時に抗 H3G34W ラビットモノクローナル抗体を用い
て免疫組織化学的に変異タンパクを検出した。これらの結果と GCT の組織像、オートファジー活性化
状態の関連性について検討した。  
 
(2)DTF の WNT-β-Catenin 経路とオートファジーの関連性と診断への応用に関する検討 
①材料 
東京都立駒込病院にて１９９９年～201８年の間に診断された DTF の生検、手術検体３５例の FFPE 材
料を用いた。対照として線維芽細胞/筋線維芽細胞性腫瘍群に属する腫瘍を主とした様々な悪性度の
腫瘍５２例を用いた(表 1)。 
 



表 2 凝集体の臨床病理像

図 1 GCT と CBL のオートファジーマーカーの免疫染色結果のまとめ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
⓶オートファジーマーカー及びβ-Catenin 発現の免疫組織化学的検討 
抗 β-Catenin マウスモノクローナル抗体、抗 p62 マウスモノクローナル抗体、抗 LC3b ラビットモノクロ
ーナル抗体を用いた。2+ (強陽性≥50%の細胞)、1+ (強陽性細胞が 10～５０％、または p６２、LC3ｂでは
微小なドット状陽性像≧１０％)、０（陽性細胞<１０％）の３段階で核と細胞質に分けて評価した。 
③DTF における p62 とβ-Catenin 染色の陽性率の比較 
各症例の代表的な切片においてホットスポットの１００細胞中の p62 とβ-Catenin 陽性細胞の割合を計
測、比較した。 
 
４．研究成果 
(1)GCT の破骨細胞様巨細胞におけるオートファジーの検討 
①破骨細胞様巨細胞では p62 の発現亢進が顕著である 

GCT と CBL の p62、LC3b の発現を比較した(図 1、２)。GCT では巨細胞、単核細胞の両者で p62
の発現が高く、LC3ｂの発現が低い傾向があった。さらに GCT では p62 の発現が単核細胞よりも巨細
胞で顕著であった。一方、CBL は GCT に比べて LC3b の発現が相対的に高く、p62 の発現は巨細胞
に優位であった。その他の対照腫瘍では巨細胞に p62 発現が高い傾向はあったが、LC3 の発現には
一定の傾向はなかった。以上より、GCT のオートファジーマーカーの発現状態の特徴は、巨細胞、単
核細胞の両者で高 p62、低 LC3b 状態にあること、また巨細胞の細胞質で p62 の発現が高い点である
ことが示された。 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⓶破骨細胞様巨細胞の細胞質内 p62 凝集体は GCT を特徴づける 
巨細胞の細胞質内 p62 凝集体の組織形態は HE 染色では認識がやや困難であるが、不整形で塊状、
顆粒状、針状を呈し、p62 染色及び Ubiquitin 染色陽性であった(図 3)。一部の凝集体は核崩壊断片を
含んでおり、凝集体の少なくとも一部は核に由来すると考えられた。凝集体は GCT の 50%(23/46 例)に
出現していた。各 GCT 症例の腫瘍組織内の巨細胞中の出現頻度は２～５７%(平均１７．１％)であった。
一方 CBL では２３．５％(4/17 例)に凝集体が見られるのみで、陽性率も 1～3%(平均 1.8%)と低かった。
以上より細胞質内 p62 凝集体の出現は GCT を特徴づける。臨床病理学的には p６２細胞質内凝集体
陽性 GCT は陰性 GCT より高齢者に多く、また転移、再発症例で頻度が高かった(表２)。 
 
 
 
 
 
 

図３ GCT の細胞質内 p62 凝集体 
GCT12 の巨細胞 
a: p62 凝集体の HE
染色像(矢印)  
b: p62 染色陽性像 
c: LC3b は弱い 
 

図 2 代表的な GCT と CBL 症例のオートファジーマーカーの免疫染色像 

p62:核(NUC)と細胞質(CYTO)
と分けて評価。 
LC3:核は陰性、細胞質のみの
評価。 
 

表 1 DTF の検討に用いた対照腫瘍 

a-c: GCT12, d-f: CBL4 
a,d: HE 染色、b,e: p62 染色、c,f: 
LC3b 染色 
GCT12 では巨細胞の細胞質内
に p62 の塊状の陽性像が見られ
るが(b：核 2+, 細胞質 3+)。LC3ｂ
も細胞質のみに陽性(c:巨細胞 
3+, 単核細胞 2+ )。 
CBL４では p62 は巨細胞の核と
細胞質の両者に3+、単核細胞の
核と細胞質の両者に 2+。 
LC3b は巨細胞、単核細胞の核
と細胞質に３＋。 



  
③GCT の単核細胞の H3F3A 遺伝子変異と破骨細胞の p62 発現亢進には関連性はない 
オートファジー検討症例を含む GCT５６例の変異解析では、RT-PCR/ダイレクトシーケンス法による
H3G34W 変異陽性率は９１％(50/56 例)、H3G34W 免疫染色陽性率は８６%(48/56 例)であり、両者の検
出率はほぼ同等であった。細胞質内ｐ62 凝集体陽性 GCT と H3G34W 変異との間には有意な関係性
は見だされなかった。 
 
(2)DTF における WNT-β-Catenin 経路とオートファジーの関連性に関する検討 
①p62 のびまん性核内集積像は DTF の特徴である 
DTF ではβ-Catenin をコードする CTNNB1 遺伝子や APC 遺伝子異常に起因してβ-Catenin 複合体
の解離と WNT-β-Catenin 経路の活性化が起こり、β-Catenin の核内集積が見られる 6,7)。本研究で
は８３％の DTF 症例にβ-Catenin 核内陽性像(１+及び 2+)が見られたのに対し、非 DTF 例では８％に
過ぎず、DTF では恒常的に WNT-β-Catenin 経路が活性化していると考えられた。一方 p62 の顕著
な核内集積(2+)が 80%の DTF で見られたが、非 DTF 例では 12%に過ぎなかった。LC3ｂは検索した腫
瘍では細胞質のみに発現し、p62 と LC3b の細胞質内発現は低かった(図４、５)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⓶p62 核内集積とβ-Catenin 核内集積の複合的な検出は DTF の診断精度を向上させる 
β-Catenin 核内染色(1+、2+)及び p62 核内染色(2+)を 
それぞれ陽性と定義した場合、DTF と非 DTF を見分ける際の 
感度、特異度はβ-Catenin はそれぞれ 83%、93%であり、 
p62 は 80%、88%でほぼ同等であった。β-Catenin と p62 の 
発現は 69%(24/35 例)の症例で重複しており、両者の発現の 
密接な関係が示唆された。一方、腫瘍内の陽性細胞の割合は 
β-Catenin は 0-95%(平均 34%)、p62 は 0-93%（平均 63%）で 
あり、p62 の陽性率の方が高かった。さらにβ-Catenin と p62 を複合した場合、94%(33/35 例)に少なく
ともいずれかの核内陽性像がみられ、DTF の診断マーカーとしての有用性が示された（表３）。 
 
(3)研究の総括 
①骨巨細胞腫 
GCT は非腫瘍性の破骨細胞型巨細胞と腫瘍性の単核細胞の混在を特徴とする比較的頻度の高

い骨腫瘍であり、局所侵襲性を有しているため、他の巨細胞性腫瘍の鑑別が治療上重要であ
る。また GCT の巨細胞は破骨細胞と同様に RANK を発現しており、近年、RANK 阻害剤（デノス
マブ）による巨細胞の機能抑制が GCT の骨形成を誘導するため、GCT の治療に用いられるよう
になってきた。これらの事実は GCT における巨細胞の役割の解明の重要性を示唆している。本
研究で GCT の破骨細胞型多核巨細胞では p62（オートファジー誘導マーカー）の発現が高い一
方,LC3ｂ（オートファゴゾームマーカー）が低発現状態にあることが判明し、2つのマーカー
の発現の違いから GCT ではオートファジー機構の障害の存在する可能性が示唆された。さらに
我々は p62 凝集体の存在を初めて報告した。p62 凝集体は GCT の巨細胞を特徴づけており、高
齢者、再発・転移例に多い傾向が見られた。凝集体の同定は巨細胞性病変の鑑別診断に有用な
所見と思われた。巨細胞における p62 過剰蓄積の原因と機能的意義については今後の検討が必
要であるが、細胞質内 p62 凝集体の一部は核に由来すると考えられ、核内の p62 蓄積と細胞質
内への移行が生じていると思われた。p62 の核局在の意義については未だに解明されていない
ものの、核内では PML body と共存し、核内ユビキチン化タンパクの輸送や分解を介して DNA 障
害への反応やアポトーシスへ関わるとの報告がある 8）。また GCT の巨細胞に特徴的な過剰な多
核化や大型化はオートファジー機構の障害に起因する巨細胞の生存延長の結果の一つなのかも
しれない。 
⓶デスモイド型線維腫症 
DTF は線維芽細胞・筋線維芽細胞腫瘍群に属する良悪中間性腫瘍である。四肢や腹腔内に好

発するが、局所侵襲性が強くしばしば再発するため治療前の正確な診断が不可欠である。分子

図 4 β-Catenin,p62,LC3b の免疫染色結果 図５ 代表的な DTF のβ-Catenin,p62,LC3b 
免疫染色像 

a: HE 染色、b: β-Catenin 染色,核内１+、核内陽性率 28%、 
c: p62 染色、核内２＋、核内陽性率８７%、d:LC3ｂ染色、核内、細
胞室内０ 

表３ DTF のβ-Catenin,p62 の 
発現の関係 



図７ 推定される DTF における WNT-β-Catenin 経路と p62 の関係 

レベルでは CTNNB1 や APC 遺伝子変異などによる WNT-β-Catenin の異常活性化が腫瘍形成の基
盤であり、活性化の際に生じるβ-Catenin の核内集積が DTF の免疫組織化学的診断マーカーと
して用いられてきた。しかしβ-Catenin の核内集積は必ずしも全例で見られるわけではなく、
症例ごとの陽性率や染色強度のばらつきが大きいため、診断マーカーとしては十分ではなかっ
た 9)。近年、グリオーマなど他腫瘍で WNT-β-Catenin 経路とオートファジーの関連性が報告さ
れたため、本研究では DTF における WNT-β-Catenin 経路とオートファジーの関係性を検討し
た。その結果、DTF に特異的な p62 の核内集積を初めて示した。本研究の結果からは DTF では
WNT-β-Catenin 経路の活性化により、オートファジーが抑制されている可能性が示唆された。
興味深いことに in vitro の解析では WNT-β-Catenin 経路の活性化に伴い TCF が p62 の転写を
抑制し、p62 の発現が低下するとのの報告がある 10)。DTF においても同様の機序の存在が推測
される。他方、p62 の核内集積は DTF に特異的な現象であり、診断マーカーとして有用である
ことが示された。また DTF では p62 のダイナミックな核内移行がオートファジーの抑制に寄与
する可能性も考えられる（図 6）。今後 p62 の核内集積の意義について GCT と同様、さらなる解
析が必要である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

③骨軟部腫瘍におけるオートファジーの意義 
本研究によりオートファジーやその異常が骨軟部腫瘍の腫瘍発生に深く関わる生命現象であ

ることが示された。同時にオートファジーマーカーが骨軟部腫瘍の診断マーカーとしても有用
性があることも示された。今後、様々な骨軟部腫瘍におけるオートファジー機構の解明をさら
に進める必要があり、その制御による分子標的治療法の開発が期待される。 
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