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研究成果の概要（和文）：複雑な染色体異常を有する軟部肉腫は高齢者に好発し、予後不良な肉腫群であり、染
色体不安定性（CIN）を特徴としている。cGAS-STING経路は細胞質内DNA感知システムであり、免疫応答に関与す
る。CINに起因する染色体分配異常は微小核生じさせ、cGAS-STING経路を活性化を介して転移、浸潤、オートフ
ァジーを誘導することが近年明らかになった。本研究では肉腫の微小核の状態やcGAS-STING経路との関係を解析
した。その結果cGASは一部の微小核の検出マーカーとなること、放射線照射によりcGAS染色陽性微小核の増加や
性質の変化があることを示した。また微小核オートファジー機構の障害が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Soft tissue sarcoma with a complex karyotype (STS) is a group of malignant 
tumors that affects elderly patients and shows poor prognosis. It is characterized by chromosomal 
instability (CIN), which causes chromosome missegregation and micronucleus formation. CIN activates 
the cGAS-STING pathway, an intracytoplasmic DNA sensing system, at micronuclei. It induces tumor 
metastasis, invasion, autophagy, and immune response. In this study, we analyzed micronuclei and 
cGAS-STING pathway status in STSs. As a result, cGAS was specifically positive in a subset of 
micronuclei, suggesting its diagnostic utility. STSs after radiation therapy showed an increase in 
number and changes in the quality of micronuclei. In addition, nucleophagy may be disturbed at 
micronuclei of STSs. 

研究分野： 人体病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
希少がんの一種である肉腫の中には高齢者に多く、悪性度の高いグループがあり、染色体が不安定性を特徴とす
る。このグループは他の腫瘍に比べて診断、予後推定、治療法の開発が進んでおらず新たなアプローチでの研究
開発が必要である。染色体が不安定になると細胞分裂時に染色体の分配異常が起こり、余分な小核(微小核）が
できる。小核が壊れると細胞質内にDNAが漏れ出し、細胞質内DNA感知システムであるcGAS-STING経路が作動し、
免疫応答や腫瘍の浸潤、転移、自食現象(オートファジー）が誘導される。本研究では微小核の性質や数、
cGAS-STING経路、自食現象に注目し、新たなな視点から肉腫を解析している。

※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 
軟部肉腫は約 60 種類と多くの組織型が存在するが、染色体異常の観点からは複雑な核型異常

を示す群と染色体相互転座を主とした単純な核型異常を有する群の 2 群に大別される。前者は
軟部肉腫の約 2/3 を占め、未分化多形肉腫(UPS)をはじめとする成人発生の高悪性度肉腫が多い
1)。一方、後者は約 1/3 を占め、主に小児・若年者に発生し、染色体相互転座に由来する腫瘍特
異的な融合遺伝子を有している。近年の精力的なゲノムワイドな遺伝子解析の結果、後者では融
合遺伝子を基盤とした腫瘍の発生、進展機構や分子治療標的の解明が進んでいる。対照的に複雑
核型を示す軟部肉腫には p53 などの既知の細胞増殖周期関連遺伝子の異常は見られるものの、
期待に反して腫瘍特異的な遺伝子異常は検出されず、このアプローチによる疾患の理解や診断・
治療法の開発には限界があることが明らかになった 2)。一方、細胞分裂時の染色体分配の異常に
起因する染色体不安定性(Chromosomal instability; CIN)は成人軟部肉腫の大きな特徴であり、
複雑な核型異常を生じさせることが知られていたが、CIN がどのように悪性の振る舞いに関与
するかは長い間不明なままであった。 
最近になり、CIN が細胞質内 DNA 感知機構の一つである Cyclic GMP-AMP synthetase 

(cGAS)-Stimulator of interferon (STING)経路を介して直接的に自然免疫を活性化することが
明らかにされた 3)。cGAS-STING 経路は元来、細胞質内に漏出した細菌、ウイルスなどの 2 本
鎖 DNA を感知し、I 型インターフェロンを誘導するシステムである。この経路は単に CIN と免
疫システムを結び付けているだけに留まらない。すなわち細胞分裂時の染色体分離異常の結果、
細胞質内に異常な微小核が形成され、微小核の崩壊時に細胞質内に漏出した DNA が cGAS-
STING 経路を介して腫瘍の転移・浸潤を誘導することが最近判明した 4)。微小核は取り込まれ
た単一の染色体のダイナミックな染色体粉砕及び再構成現象（クロモスリプシス）の場でもある
5)。クロモスリプシスは古典的な遺伝子異常蓄積機構とは全く異なり、短期間で多くの遺伝子異
常を蓄積する機構として、CIN を有する腫瘍の多様なクローン進化や治療耐性獲得の原動力と
なっている。さらに cGAS-STING 経路の本質的な役割がオートファジーの誘導であることが最
近明らかになった 6)。腫瘍における CIN、微小核形成及び細胞質内 DNA 感知機構は互いに密接
に関係していることが判明し、診断・治療への応用を目指したさらなる解明が求められている。 
 
２．研究の目的 
 肉腫の大多数を占める複雑核型を示す成人軟部肉腫群における cGAS-STING経路と微小核形
成の状態及び両者の関係性を知り、その意義を明らかにする。さらに新たな病理診断・治療・予
後マーカーとしての応用の可能性を検討する。具体的には(1)成人軟部肉腫における微小核、
cGAS-STING 経路、オートファジーの関係性、(2) 病理診断に適用可能な微小核検出マーカーの
選定、(3) 肉腫放射線治療前後の微小核と cGAS-STING 経路関連分子の発現の変化を検討する。 
 
３．研究の方法 
【方法】 
(1) 成人軟部肉腫における微小核、cGAS-STING 経路、オートファジーの関係性の検討 
成人軟部肉腫として UPS3 例、粘液線維肉腫（MFS）１例、脱分化型脂肪肉腫の脱分化成分(3

例)の生検・手術材料（ホルマリン固定パラフィン包埋材料）を用いて微小核の観察と STING、
ｃGAS の免疫組織化学的染色を施行した。また研究代表者が行ったオートファジーに関する以前
の研究(基盤 C,16K08680)で解析した骨巨細胞腫(GCT)4 例、デスモイド型線維腫症(DF)4 例を含
め、上記 2 分子とオートファジーフラックスマーカー(p62/SQSTM1、以下 p62))の発現を検索し
た。微小核は組織形態的に主核より小型で、主核と連続性がなく、明らかな核膜を有している核
と定義した。 
(2) 病理診断に適用可能な微小核検出マーカーの選出 
放射線治療は腫瘍細胞の微小核を増加させる要因の一つとされている 7)。このため本研究のモ

デルとして適している。そこで以下の(2)(3)の検討は放射線照射前後の病理検体をペアとして
検討した。UPS5 例、MFS2 例及び対照として悪性末梢神経鞘腫瘍、脱分化型脂肪肉腫、間葉性軟
骨肉腫、粘液脂肪肉腫、骨外性粘液軟骨肉腫各 1例（計 5例）を用いた。 
微小核検出マーカーの候補として、核膜構成分子である Emerin、LaminB1 染色を検索した。腫

瘍細胞 100 個中の微小核陽性細胞率を計測した。また UPS、MFS に関して微小核の性質の詳細を
知る目的で微小核を有する腫瘍細胞をランダムに 20個抽出し、Emerin、Lamin B1 の発現状態を
主核と微小核に分けて比較検討した。 
(3) 肉腫治療前後の微小核と cGAS-STING 経路関連分子の発現の変化 

微小核における新たな cGAS 制御機構として、小胞体中の 3’エクソヌクレアーゼである Three 
Prime Exonuclease 1(TREX1)が微小核の核膜崩壊の際に微小核内に浸潤し、cGAS の活性を抑制
することが判明した 8)。また微小核中の cGAS 発現の抑制は微小核の選択的オートファジーの抑
制に繋がる可能性がある。そこで(2)と同様のペア検体を用いてオートファジーフラックスマー
カー(p62)、オートファゴゾームマーカー(LC3B)及び TREX１の発現を免疫組織化学的に検索した。



核と細胞質に分けて陽性率を 3 段階（0:10%未満、1+:10％以上 50%未満、2+:50％以上）で評価
した。 
(4)抗 cGAS ウサギモノクローナル抗体の微小核検出マーカーの可能性の検証 
 (1)の cGAS 染色結果は非特異的な偽陽性像であると判断されたため、別の cGAS ウサギモノク
ローナル抗体を用いて微小核検出マーカーとしての可能性を検証した。 

 
４．研究成果 
(1)微小核の HE 染色単独による判別には限界がある 
微小核は軟部肉腫全例で大型異型核を中心に 10%以下の陽性細胞率であった。しかし形態的判

別は肉腫本来の核異型の強さの影響もあり、主観的で限界があった。微小核の判定を容易にする
免疫組織化学的な微小核検出マーカーの必要性が強く示唆された。 
(2)UPS,MFS の微小核内 p62 陽性像はオートファジーとの関連性を示唆する 
成人軟部肉腫の STING 染色は 4/7 例(57%)、cGAS 染色は 7/7 例(100%)で腫瘍細胞の細胞質に陽

性であった。ただし cGAS 染色は非腫瘍細胞も広範かつ一様に陽性であり、擬陽性の可能性が示
唆された。複雑核型を有する軟部肉腫(UPS3 例、MFS1 例)の微小核に注目した場合、STING、cGAS、
は陰性で微小核への局在は検出されず、p62 は全例で少数の微小核内に集積像が見られるのみで
あった。p62 微小核局在は微小核とのオートファジーの関連性を示唆する。 
(4) 非悪性腫瘍である GCT と DF では低 STING 状態と p62 核内異常蓄積の関連性が示唆される 
上記の結果を踏まえ、成人軟部肉腫以外の非悪性（良悪中間性）間葉系腫瘍での cGAS STING,p62

の発現状態の検証を行った。GCT は骨に発生する腫瘍性の単核細胞と非腫瘍性の破骨型巨細胞が
混在する腫瘍である。代表者による前研究では GCT の破骨型巨細胞におけるオートファジーマ
ーカーの発現異常が示唆されたが、今回の 4例の検索では全例で多核巨細胞内の崩壊核への p62
集積像が見られると同時に、全例の STING の細胞質陰性所見が特徴的であった。他方 DFは軟部
発生の線維芽細胞性・筋線維芽細胞性腫瘍であり、局所侵襲性の強さを特徴としている。今回検
討した DF4 例中 p62 の核内集積の見られた 3 例で核、細胞質とも STING 染色陰性であるのに対
して、p62 核内集積を欠く 1 例では細胞質内に陽性像が見られた。cGAS は全例で細胞質内にびま
ん性に陽性であったが擬陽性の可能性が高かった。なお GCT、DF では微小核の存在は顕著ではな
く、その関与は否定的であった。以上の GCT の破骨細胞及び DFの結果からは核のオートファジ
ー機能異常の存在と低 STING 発現状態の関係が示唆された。少なくとも非悪性間葉系腫瘍の中
にも cGAS-STING 経路と核のオートファジーの関連性が考慮される腫瘍があると考えられた。 
(5)UPS, MFS では微小核が豊富で放射線治療による増加はないが、核膜構成分子の発現は変化し
ている 
Lamin B1 及び Emerin は共にヒト細胞の核膜を構成するタンパク質である。前者は核の中間系

フィラメントであるラミンの一種であり、核膜及び核内に存在する。一方 Emerin はラミン結合
性膜タンパクの一種であり、核膜の内層に局在している。免疫染色ではいずれも核膜を「一筆書
きのように」染め出すことができ、核膜を有する微小核も同時に染色される。このためヘマトキ
シリン・エオジン(HE)染色よりも微小核の認識は容易となる。 
放 射 線 照 射 前 の 微 小 核 陽 性 率 の 平 均

(HE/Emerin/LaminB1)(％)は UPS(17/18/15)、
MFS(13/9/13)、対照群(2/3/4)、照射後検体では
UPS(17/13/15)、MFS(13/18/15)、対照群(2/3/1)
であった。UPS、MFS は対照群より微小核を豊富
に有していた。3種類の染色で認識可能な微小核
の比率は同等であるが、LaminB1 の発現強度は安
定しているため判定が最も容易であった。しか
しながら核膜タンパク染色は主核も同様に染色
されるため判定精度の向上には限界があり改善
の余地があると思われる。また UPS・MFS の主核
と微小核の比較による発現減弱細胞率の平均
(Emerin/Lamin B1)は照射前 30/60%に照射後
52/56%でEmerinの発現が照射後有意に低下して
いた。また背景にある UPS、MFS の微小核数の多
さは染色体不安定性が関係すると推測された。
予想に反して照射後の微小核陽性細胞率の変化
は無かった。しかし照射後の微小核の Emerin の
発現低下により、照射に伴う核膜の質的変容が
進むことが示された。なお本研究では各腫瘍細
胞内の微小核数は技術的な限界により計測して
いないが、照射後に増加している可能性は残る。 
(6)TREX1 は UPS、MFS の微小核に移行せず微小核のオートファジーへの関与は否定的である 
UPS/MFS(7 例)の TREX1 の陽性症例数(0/1+/2+)は照射前：核(5/1/1), 細胞質(0/0/7), 照射

後：核(5/2/0), 細胞質(0/0/7)。p62 は UPS/MFS では照射前:核(3/2/2), 細胞質(0/3/4),照射
後:核(0/3/4), 細胞質(0/0/7)、LC3B は UPS/MFS では照射前:核(6/1/0), 細胞(5/2/0),照射後:

【図１】 UPS(放射線照射後)の Emerin
染色像。多数の微小核がみられる(矢印)。
主核、微小核の両者の核膜が陽性。 



核(5/0/0), 細胞質(4/1/0)。TREX1 は全例で細胞質にびまん性陽性で局在や発現の大きな変化は
なかった。p62 は UPS/MFS 群で照射後の発現増強傾向があった。一方、LC3B 発現は一貫して微弱
であった。 
UPS/MFS の照射後の p62 の微小核内蓄積傾向や LC3B の発現変化の乏しさはオートファジー機

構の障害を示唆している。 
(7)抗 cGAS ウサギモノクローナル抗体は微小核を効率的に検出可能である 
 当初研究に用いていた抗 cGAS マウスモノクローナル抗体(A 社)は非特異的な染色が強く、染
色性に問題があった。このため抗 cGAS ウサギモノクローナル抗体(B 社)を用いて UPS,MFS にお
ける cGAS の免疫組織化学的発現の検討を行った。その結果、抗 cGAS ウサギモノクローナル抗体
では微小核、核小体、細胞分裂像、核膜の一部が陽性となり、細胞質は陰性であった。これらの
核内 cGAS の核内局在所見は近年の報告に合致していた 9)。このｃGAS 抗体で陽性となる各腫瘍
の微小核の割合は照射前 20-85%（平均 49%）、照射後 30-85%（平均 55%）で照射後に cGAS 陽性微
小核がやや増加していた。cGAS 陽性微小核は 4/7 例で増加しており、その割合（照射後/照射前）
は 30-243%(平均 137%)であった（図 2a,b）。各腫瘍における微小核を有する細胞中の主核と微小
核の cGAS 発現状態の関係性に関しては、主核が陰性で微小核のみに陽性像がみられる細胞が照
射前 71-100%（平均 90%）、照射後 71-100％（平均 94%）であり、cGAS の発現は照射の有無にか
かわらず、微小核に局在する傾向が顕著であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上より抗 cGAS 抗体により過半数の微小核を概ね選択的に効率よく検出可能であることが判

明した。また放射線照射により cGAS 陽性微小核が増加する傾向があることも明らかとなった。
cGAS 陽性となる微小核はオートファジー機構（nucleophagy）により消滅に向かう運命にあると
推測されるが、さらに p62 の微小核内集積傾向と細胞質内 LC3B の低発現状態、TREX1 の非関与
と合わせると微小核のクリアランス機構に何らか障害がある可能性も残る。 
 
 本研究により cGAS が微小核の効率的な検出マーカーとして診断的有用性があることを新規に
明らかにすることができた。一方 cGAS はすべての微小核に陽性となるわけではないこと、崩壊
に向かう微小核のみを示していると推測されることに注意する必要がある。逆にそのような「特
異な」微小核の認識が可能になったことで今後さらに病理診断や治療に有益な腫瘍病理学的な
知見が得られる可能性がある。また CIN を有する軟部肉腫として代表的な UPS、MFS は微小核を
多く含んでいること、放射線照射により Emerin の発現低下など微小核の核膜構成要素の質的な
変容が起こることを新規に示した。このような核膜の質的な変化は微小核の崩壊に結びつくと
推測され、CIN を有する悪性腫瘍の性格を理解する上で重要性があると考える。本研究では微小
核の病理学的解析のモデルとして放射線照射前後の変化を用いた。多くの知見が得られた反面、
本研究は糸口を示したに過ぎない。微小核を誘導する要因は実際には内的、外的に多数あり、ま
た放射線照射例でも照射線種や線量の違いや抗ガン剤治療の併用の有無、病理組織学的な治療
効果の違いもある。このため今後多数例でさらに詳細な解析を進める必要がある。また従来、
cGAS-STING経路は細胞質DNA感知システムと自然免疫応答への関与が主として研究されてきた。
最近になり核内の cGAS の機能的な重要性や Nucleophagy との関連性が認識され、核における
cGAS-STING 経路の新たな機能的な重要性が注目、研究されている。本研究は図らずも核内 cGAS
の新たな性質や機能の一端を腫瘍（肉腫）の微小核を通して解析した研究となった。   
本研究で得られた cGAS、微小核、CIN を有する肉腫に関する知見を基に腫瘍における cGAS-

STING 経路の意義の解析や診断マーカー及び治療標的としての可能性の検討をさらに進めてい
く必要がある。 
 

 
 

【図 2】放射線治療後に抗 cGAS ウサギモノクローナル抗体による免疫染色で微小
核陽性像が 243％であった UPS 症例。 a:照射前、b:照射後、一部の微小核に限局
した cGAS の強陽性像が見られ、照射後に数的に増加していた（矢印）。 

a b 
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