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研究成果の概要（和文）：横紋筋肉腫の生存率は概ね改善したものの、PAX3-FOXO1陽性横紋筋肉腫の予後は不良
である。我々は新規治療として免疫療法に着目し、検討を行った。本検討により、横紋筋肉腫特異的融合遺伝子
であるPAX3-FOXO1はPD-L1の発現を亢進させ、抗腫瘍免疫に対し抑制的に働くことが示唆された。PAX3-FOXO1陽
性横紋筋肉腫は、PD-L1を介してCD8陽性T細胞を抑制することにより、腫瘍免疫から逃避している可能性が示唆
された。PD-L1を介した免疫逃避を抑制し、抗腫瘍免疫を高めるPD-1経路阻害薬はPAX3-FOXO1陽性横紋筋肉腫の
新規治療法となり得ると考えられた。

研究成果の概要（英文）： Novel therapeutic strategy is required to cure patients with PAX3-FOXO1 
positive metastatic rhabdomyosarcoma (RMS). Programmed cell death 1 ligand 1 (PD-L1) plays a major 
role in suppressing the immune system. Here, we examined the relationship between PAX3-FOXO1 fusion 
gene and PD-L1 expression to explore the possibility of using anti-PD-1 antibody as treatment for 
metastatic RMS. 
 Four PAX3-FOXO1-positive RMS cell lines (RM2, Rh4, Rh30, Rh41) were used. The PD-L1 expression was 
determined by real-time qPCR and flow cytometry. The PD-L1 expressions of the Rh30 and the RM2 cell 
line were high among the four cell lines. PAX3-FOXO1 knockdown resulted in decrease in cell-surface 
expression of PD-L1 in Rh30 and RM2 cells. 
 Our results show that PAX3-FOXO1 plays a role in PD-L1 mediated immune escape. Anti-PD-1 antibody 
can be a novel therapeutic strategy against PAX3-FOXO1-positive RMS.

研究分野： 小児腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
小児がんの生存率は概ね改善したものの、

高リスクの小児がんは依然として予後不良
である。放射線療法、手術や化学療法のこれ
以上の強化は治療関連毒性のために困難で
あり、予後の改善のためには、革新的な治療
法の導入が必要である。近年、成人がんでは、
がんワクチンや抗体療法の導入により、治療
成績の改善を認めている。また、代表的な小
児がんである神経芽腫では抗 GD2 抗体を
IL-2併用にて地固め療法として用いることに
より、2 年の無イベント再発率が 44%から
66%へ向上し、著しい予後の改善を認めた（Yu 
AL, et al. N Engl J Med, 2010）。これにより、
小児がんにおいても、免疫療法が化学療法や
放射線療法とは異なる機序により効果を示
し、微小残存病変の治療に有用であることを
証明した。 
以上の背景より、我々は、未だ予後不良で

ある高リスク小児がんを対象に免疫療法を
臨床応用するための基礎検討を行うことを
提案する（図 1）。 

２．研究の目的 
本研究では、免疫療法の効果を高めるバイ

オマーカーの同定を目指している。成人癌で
の免疫療法の検討より、単にがん抗原に対し
て、ワクチンや抗体療法を行うだけでは不十
分であり、腫瘍間、あるいは、個人間の免疫
療法に対する感受性の違いをバイオマーカ
ーにより識別して、免疫療法の効果を最大限
に引き出せるようにする工夫が必要である
ことが分かってきた。例えば、腫瘍における
PD-L1 の高発現は細胞障害性 T 細胞（CTL）
の機能抑制の原因となり免疫療法の効果を
低下させるが、一方で PD-L1 抗体療法で
PD-L1 を抑制することにより、CTL の機能を
向上させ、免疫療法の効果を高めることが可
能である。我々は、PD-L1 の小児がん細胞株
間での発現を定量的リアルタイム PCR によ

り検討した（図 2：EWS-AK 細胞株の発現を
1 とした）。 

 
その発現は横紋筋肉腫細胞株では高い傾

向を示し、PD-L1 抗体療法が有用な小児がん
である可能性を示した。一方で、Ewing 肉腫
では PD-L1 は低発現であり、PD-L1 抗体療法
は有効ではないこと予想される。以上の検討
より、それぞれの小児がんにおいて、腫瘍免
疫の機序は一様でないことが分かる。 
このように、バイオマーカーについての検

討を行うことで、これまで未踏の分野であっ
た小児がんにおける免疫療法の開発に大き
く貢献していくことが予想される。 
 
３．研究の方法 
(1) PAX3-FOXO1 陽性ヒト横紋筋肉腫細胞

株である Rh4、Rh30、Rh41、RM2 細
胞株を用いた。 

(2) PAX3-FOXO1 ノックダウンは、siRNA
をリポフェクション法により細胞株に
導入して行った。 

(3) PD-L1 発現はフローサイトメトリー法
により定量し、PAX3-FOXO1 ノックダ
ウンによる腫瘍細胞表面の PD-L1 発現
の変化を検討した。 
 

４．研究成果 
(1) PAX3-FOXO1 陽性横紋筋肉腫細胞株

PD-L1 発現 
４つのPAX3-FOXO1陽性横紋筋肉腫細胞

株の中では、Rh30 細胞株と RM2 細胞株に
おいて PD-L1 の高発現を認めた。 
 
(2) PAX3-FOXO1陽性横紋筋肉腫細胞株に

おける IFN-γによる腫瘍細胞表面
PD-L1 発現誘導 

IFN-γを添加することで、Rh30、RM2 の
両細胞株の PD-L1 発現が、mRNA レベルと
タンパクレベルの双方で誘導された（図 3）。 
 

図 2 

図 1 



(3) PAX3-FOXO1 ノックダウンが、IFN-γ
による腫瘍細胞表面 PD-L1 の発現誘導
に及ぼす影響 

Rh30 細胞株と RM2 細胞株における
PAX3-FOXO1 ノックダウンは、IFN-γによ

る腫瘍細胞表面 PD-L1 の発現誘導を低下さ
せた（図 4、5）。 
 
 



 
以上の結果より、PAX3-FOXO1 は PD-L1

の発現を亢進させ、抗腫瘍免疫に対し抑制的
に 働 く こ と が 明 ら か に な っ た 。
PAX3-FOXO1 陽性横紋筋肉腫は、PD-L1 を
介して CD8 陽性 T 細胞を抑制することによ
り、腫瘍免疫から逃避している可能性が示唆
された。 
 PD-L1 を介した免疫逃避を抑制し、抗腫
瘍 免 疫 を 高 め る PD-1 経 路 阻 害 薬 は
PAX3-FOXO1 融合遺伝子陽性横紋筋肉腫の
新規治療法となり得ると考えられた。 
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