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研究成果の概要（和文）：予後不良であるPAX3-FOXO1陽性横紋筋肉腫細胞をモデルとして、どのように免疫系の
攻撃を小児がん細胞が回避しているかの検討を行った。PAX3-FOXO1遺伝子は胞巣型横紋筋肉腫に特徴的に発現し
ている融合遺伝子である。本遺伝子は、細胞表面のPD-L1という遺伝子の発現を高めることにより、免疫担当細
胞の攻撃を回避していることが、本研究において示唆された。我々は、PD-L1遺伝子の発現を低下させる薬剤も
同定しており、これらの薬剤と免疫療法の併用により、免疫療法の効果を高められる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We examined how childhood cancer cells evades the attack of immune system 
using PAX3-FOXO1 positive rhabdomyosarcoma cells as a model. The PAX3-FOXO1 gene is a fusion gene 
that is characteristically expressed in alveolar rhabdomyosarcoma with poor prognosis. It was 
suggested that this gene evades the attack of immune system by enhancing the expression of a gene 
called PD-L1. We have also identified agents that reduce the expression of the PD-L1 gene, 
suggesting that the combined use of these agents and immunotherapy may enhance the effects of 
immunotherapy.

研究分野：小児腫瘍学

キーワード： 横紋筋肉腫　PD-L1　免疫療法　PAX3-FOXO1　B7-H3

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
小児がん治療においては、すでに化学療法、外科療法、放射線療法は最大限に強化されており、新しい治療法で
ある免疫療法の導入による治療成績の改善が期待されている。白血病ではCAR-T細胞療法といった有望な免疫療
法が行われているが、小児固形腫瘍においては有効な免疫療法はいまだに存在しない。本研究成果により同定さ
れた薬剤と、免疫療法を併用することにより、免疫療法の効果を増強し、小児固形腫瘍の予後の改善に寄与する
可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、手術、化学療法、放射線療法に次ぐ第四の治療法として免疫療法が注目されている。
PD-1 分子は細胞傷害性 T細胞に発現し、がん細胞表面に発現するリガンドである PD-L1 と結合
することで抑制性のシグナルを伝達し、細胞傷害性 T細胞に抑制的に働く。すなわち、がん細
胞は PD-1/PD-L1 経路という免疫チェックポイント機構を利用することで、腫瘍免疫監視機構に
対応して逃避するメカニズムを獲得していると考えられる（図 1）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
実際、悪性黒色腫や腎細胞癌といった成人のがんにおいて、PD-1/PD-L1 経路を阻害する抗
PD-1 抗体を用いることにより、腫瘍免疫を増強することによる有効性が示されている
（Topalian SL, et al. N Engl J Med. 2012）。我々は小児がん細胞株を用いて、PD-L1 の発現
の検討を行った。小児がん細胞株の中では、横紋筋肉腫、神経芽腫、Ewing 肉腫の順で PD-L1
の高発現を認めた（図 2、EWS-AK 細胞株の発現を 1 として mRNA レベルの発現をリアルタイム
PCR で定量した）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
横紋筋肉腫細胞株において、PD-L1 の高発現を認めたことより、横紋筋肉腫は免疫チェック
ポイント分子を介する腫瘍免疫逃避により抗腫瘍免疫を免れている可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
 PAX3-FOXO1 陽性横紋筋肉腫における免疫チェックポイントを介した免疫逃避メカニズム横
紋筋肉腫を中心に、小児がんにおける PD-L1 を介した腫瘍免疫の免疫逃避の証明を行い、これ
らの基礎検討を基盤に、腫瘍免疫逃避を抑制する治療法を臨床応用することを最終目標として
いる。 
 
３．研究の方法 
 PAX3-FOXO1 陽性横紋筋肉腫細胞株である Rh30、RM2、Rh3、Rh28/L-PAM を用いた。インター
フェロンγ（IFN-γ）や PAX3-FOXO1 ノックダウンによる PD-L1 の発現変化を定量的リアルタイ
ム PCR 法とフローサイトメトリー法により定量した。IFN-γによる PD-L1 の発現誘導の機序に
ついて、MAPK、PI3K、JAK 経路のリン酸化をウエスタンブロッティングにより検証した。MEK
阻害剤の U0126 や JAK 阻害剤のルクソリチニブを用いて、これらの経路が IFN-γによる PD-L1

抑制シグナル 

図 1．PD-1/PD-L1を介した、がんの免疫逃避の機序 
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図 2. 小児がん細胞株における PD-L1の発現 



の発現誘導に関与しているかを検証した。 
４．研究成果 
まず、PAX3-FOXO1 陽性横紋筋肉腫細胞株における IFN-γによる PD-L1 発現の誘導について、
検討した。100ng/ml の IFN-γ処理により、細胞表面の PD-L1 発現は Rh30、RM2、Rh3、Rh28/L-PAM 
細胞株において、それぞれ 4.37、7.41、7.01、4.85 倍増加した。 
次に、PAX3-FOXO1 ノックダウンに伴う IFN-γによる PD-L1 発現の誘導の変化について検討し
た。各細胞株において、IFN-γにより誘導される細胞表面の PD-L1 の発現をフローサイトメト
リーにより定量したところ、ネガティブコントロール siRNA 処理時と比較して、PAX3-FOXO1 ノ
ックダウンにより PD-L1 発現は有意に低下した（図 3）。 
 
図 3. PAX3-FOXO1 ノックダウンによる細胞表面 PD-L1 発現の変化 
 siPF（PAX3-FOXO1 に対する siRNA）、siCON（ネガティブコントロール siRNA） 
ネガティブコントロール siRNA 処理時の PD-L1 発現を 1とした。 
 

 
PAX3-FOXO1 ノックダウンによる PD-L1 の発現低下の機序を明らかにするために、PAX3-FOXO1
ノックダウンがどのシグナル伝達経路に影響を及ぼすかについて検討した。Rh30、RM2、Rh3 の
三つの細胞株では、ERK のリン酸化が減弱しており、Rh28/L-PAM 細胞株においては、STAT3 の
リン酸化が減弱していた。 
IFN-γによる PD-L1 発現誘導の機序について、MAPK 経路と JAK/STAT 経路の関与が考えられ
たため、MEK 阻害剤 U0126 と JAK 阻害剤ルクソリチニブを用いて、PD-L1 発現を定量した。U0126
は Rh30、RM2、Rh3の三つの細胞株において、ルクソリチニブはRh28/L-PAM細胞株においてPD-L1
発現の誘導を阻害した。 
また、PAX3-FOXO1 陽性横紋筋肉腫細胞株 3細胞株（Rh30、Rh28、Rh41）を用いて、PAX3-FOXO1
ノックダウン後に、免疫チェックポイント分子の発現をリアルタイム PCR 法、フローサイトメ
トリー法で検討した。腫瘍表面に発現し、腫瘍免疫逃避に関わる免疫チェックポイント分子と
して、PD-L2、CD155、Galectin-9、HVEM、B7-H3、B7-H4、ICOSL、CD80、CD86 の発現を検討し
た。3細胞株に共通して発現の低下する免疫チェックポイント分子として、B7-H3 があることが
分かった。B7-H3 の発現はリアルタイム PCR 法でもフローサイトメトリー法でも低下している
ことが分かり、mRNA レベル、蛋白レベルで発現が低下していることが分かった。B7-H3 は腫瘍
免疫逃避に関与することが示唆されており、その機能解析により新たな知見が得られることが
示唆された。 
以上より、PAX3-FOXO1融合遺伝子は、PAX3-FOXO1陽性横紋筋肉腫細胞において、PD-L1やB7-H3
を介した免疫逃避に関与していることを明らかにした。PD-L1 の発現の制御には、MAPK、
JAK/STAT 経路が関与しており、これらの阻害剤と免疫療法の併用により、免疫逃避の影響を最
小限にして免疫療法を行える可能性が示唆された。 
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