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研究成果の概要（和文）：近年多くのがん種で、脱リン酸化酵素であるPP2Aの異常活性が、腫瘍悪性度と関連す
ると報告されている。胞巣型横紋筋肉腫の有するPAX3/FOXO1融合遺伝子に注目した網羅的タンパク質解析を行っ
たところ、PP2AのsubunitをコードするPPP2R1Aの変動を同定した。胞巣型横紋筋肉腫細胞株を用いたPPP2R1Aに
ついての機能解析により、同因子が腫瘍増殖・悪性化に関与している事を同定した。更にPP2A賦活剤である
FTY720が胞巣型横紋筋肉腫細胞株へ抗腫瘍効果を示すことを見出した。

研究成果の概要（英文）：We performed proteomic analyses of Alveolar rhabdomyosarcoma (ARMS) to 
determine proteins profiles regulated by PAX3-FOXO1, and PPP2R1A was determined to play a critical 
functional role in the setting of ARMS. We also evaluated the function of PPP2R1A, suggesting that 
PPP2R1A still has a tumor suppressive function in ARMS cells and PPP2R1A is a negatively regulated 
by PAX3-FOXO1 in ARMS In addition, the activation of PP2A - part of which was encoded by PPP2R1A - 
by FTY720 treatment in ARMS cell lines inhibited cell growth.

研究分野： 骨軟部腫瘍

キーワード： 高悪性骨軟部腫瘍　特異的融合遺伝子　網羅的タンパク質解析　胞巣型横紋筋肉腫　脱リン酸化酵素　P
P2A　FTY720

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、難治性の骨軟部肉腫に対して、生命予後の改善に貢献する新規治療法開発を進める臨床的意義の高い
研究である。これまで分子標的治療薬の開発は主にリン酸化に関連する“kinase”に焦点が当てられてきたが、
もう一つの中心である“Phosphatase”については基礎的な研究が後れを取っている。未だ予後不良である多数
の骨軟部肉腫ではPP2Aを含んだ脱リン酸化異常についての報告はなく、本研究結果を基に既存のPP2Aを含んだ脱
リン酸化賦活剤の臨床応用に成功すれば、新薬の開発を待つことなく生命予後が改善する事が期待され、骨軟部
肉腫患者へ大きく貢献できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年の分子生物学の飛躍的な進歩に従い、上皮性悪性腫瘍・造血器腫瘍では、EGFR 遺伝子に代
表される癌の発生・進展に直接的に重要な役割を果たす“driver-oncogene”が、分子治療の標
的に成り得ると報告され、担がん患者の生命予後は飛躍的に改善している。一方、高悪性度骨
軟部腫瘍（骨軟部肉腫）領域においては、組織型毎に融合遺伝子を代表とした特異的遺伝子変
異を有する事が報告され、腫瘍均一性や発生・悪性化の一端を担っていると考えられているが、
現在まで明確な“driver-oncogene”や治療標的の発見が無く、依然予後不良のままである。軟
部肉腫全般において VEGF 及び PDGF が高発現している事を背景として、チロシンリン酸化酵素
(Tyrosine kinase; TK)阻害剤である Pazopanib（標的は VEGFR, PDGFR, c-Kit など）が唯一軟
部肉腫に保険適応されているものの、組織型毎や “driver-oncogene”を考慮せずに、軟部肉
腫に対して一律に Pazopanib を臨床応用した結果、生存改善効果について既に疑問が呈され、
多数の副作用が生じるなどの問題も報告されている。これまで分子標的治療剤の開発は、主に
“driver-oncogene”及び TK を含んだ“kinase”の異常活性を阻害する事に焦点が当てられて
きたが、骨軟部肉腫領域の治療では、既存の方法とは全く異なるアプローチから、新たな抗が
ん戦略を見直す必要があった。 
 リン酸化・脱リン酸化は細胞内のシグナル伝達における主要な翻訳後修飾であり、前述の
kinase のみならず、脱リン酸化酵素 (phosphatase)によって可逆的に調節されている。
Protein Phosphatase 2 (PP2A)は細胞内の主要な Serine-Threonine phosphatase であり、細胞
周期やアポトーシスを初めとした様々なシグナル伝達に関与し、がんの発生や悪性化のシグナ
ル伝達を抑制している。PP2A は様々な AB′Cヘテロ 3量体を形成することで基質に対する特性
を獲得しており、その活性は種々の翻訳後修飾や、細胞内に存在するPP2A阻害因子(SET, CIP2A, 
PME-1 等)により調節されている。近年、骨軟部肉腫を除く多くのがん種で、PP2A 阻害因子の発
現上昇などにより PP2A 活性が低下し、悪性度や予後の悪さと相関する事が報告されている。申
請者を含む研究グループは、既に高悪性軟部肉腫における PP2A 動態について研究を進めており、
消化管間質腫瘍における PP2A 活性と腫瘍悪性度が関連する事を発見し、予後バイオマーカーと
なり得る事を解明した(Toda-Ishii M, et al. Modern Pathology. 2016)。この様な背景より、
骨軟部肉腫全般においても PP2A を含む脱リン酸化異常によるシグナル伝達系(TK を含む)の異
常活性化が、腫瘍発生・悪性度獲得に関与していることが推測され、これらが新規治療標的と
なる可能性があった。 
 
２．研究の目的 
骨軟部肉腫患者の予後改善に向け、本研究では特異的融合遺伝子を有する骨軟部肉腫全般にお
いて、腫瘍発生・悪性化の原因と考えられる融合遺伝子発現と PP2A を含んだ脱リン酸化異常に
よるシグナル伝達系異常との関連を分析し、脱リン酸化酵素活性回復による抗腫瘍効果を解明
する事を目的としている。このため、研究期間内に下記の達成を目標とする。 
 
(1) 特異的融合遺伝子を有する軟部肉腫細胞株に対して、網羅的遺伝子・タンパク質発現解析
などにより、遺伝子変動及び関連するネットワークについての各種プロファイリングを行い、
発生・悪性化獲得に関連する因子を各レベルで同定する。 
 
(2) 腫瘍発生・悪性化に関連する脱リン酸化異常因子が同定された場合は、腫瘍細胞株及び凍
結腫瘍検体を用いた各種機能解析を進める。 
 
(3) 軟部肉腫細胞株に対して、既存の脱リン酸化活性賦活薬による抗腫瘍効果を確認し、脱リ
ン酸化活性回復が治療標的となり得る組織型を決定する。 
 
(4) 抗腫瘍効果が認められた組織型について網羅的リン酸化解析により、治療薬がターゲット
としている遺伝子変動及び関連するネットワークについてのプロファイリングを行い、発生・
悪性化獲得に関連する因子を各レベルで同定する。 
 
３．研究の方法 
高悪性度骨軟部肉腫患者の生命予後改善に向けて、本研究では、これまでの分子標的治療で焦
点が当てられなかった「Phosphatase」に着目し、骨軟部肉腫における脱リン酸化異常によるシ
グナル伝達異常と高悪性度獲得に関する因子の解明を基に、新規治療法の開発を目指す。この
ゴールに向け、以下①～④の目標を設定し、順次アプローチする。 
 
(1) 骨軟部肉腫の組織型特異的融合遺伝子発現プロファイリング 
概要：特異的融合遺伝子を有する複数の軟部肉腫細胞株に対して、網羅的遺伝子・タンパク質
発現解析によりデータベースを構築し、それらデータに基づくネットワーク解析を行い、各種
プロファイリングを作成する。 
方法：Ewing 肉腫細胞株、胞巣型横紋筋肉腫細胞株、滑膜肉腫細胞株について、それぞれが有
する EWS/FLI1, PAX3/FOXO1, SYT/SSX 融合遺伝子発現抑制を siRNA 導入により行い、各細胞株
より RNA, タンパク質を抽出する。遺伝子発現は cDNA マイクロアレイ、タンパク質発現は



Isobaric Tag for Relative and Absolute Quantitation (iTRAQ)法を用いて、網羅的に解析す
る。また、がん遺伝子発現データベースである Oncomine によるデータマイニングや、Tomy 
digital biology社のIPAによるネットワーク解析を行い、候補因子の絞り込みや、重要pathway
及び上流因子を同定する。 
 
(2) “Mitogenic-driver”としての機能解析 
概要：(1)で同定された未知の腫瘍発生・悪性化に関連する脱リン酸化関連因子について、腫瘍
細胞株において同定された因子の遺伝子抑制・導入を行い、各種機能解析を進める。また、凍
結手術検体セット及び FFPE を用いて発現を検証し、臨床病理学的特徴との関連を解析する。 
方法：①同定された因子については、各細胞株において mRNA レベル、タンパク質レベルでの発
現検証を行う。各組織型で同定された未知の腫瘍発生・悪性化に関連する因子について、腫瘍
細胞株での遺伝子抑制・導入を行い、細胞増殖、浸潤、遊走、細胞死について評価する。➁腫
瘍凍結検体から DNA, RNA, タンパク質抽出を行い、腫瘍部・正常部間での悪性化関連因子発現
を(1)と同様の手法にて比較解析する。また、FFPE を用いた各種免疫染色発現を行い、臨床病
理学的素因と共に総合的に解析する。 
 
(3) 悪性骨軟部肉腫における脱リン酸化活性回復による抗腫瘍効果の検証 
概要：これまで他がん種で抗がん効果の報告がある脱リン酸化酵素活性賦活剤である PP2A 阻害
因子抑制薬について、骨軟部肉腫における PP2A 活性回復による新規治療標的の可能性を探る。
具体的には、各細胞株において薬剤投与による PP2A 活性回復下での機能解析を行い、脱リン酸
化活性回復が治療標的となり得る骨軟部肉腫の組織型を決定する。 
方法：骨軟部肉腫細胞株を用いて、PP2A 阻害因子抑制薬投与下に(2)-①と同様の手法を用い、
薬剤奏功性への観察を進める。 
 
(4) 網羅的リン酸化解析による脱リン酸化異常によるシグナル伝達と腫瘍発生・悪性化に関す
る因子の同定 
概要：PP2A 阻害因子抑制薬に著明な抗腫瘍効果を示した組織型では、脱リン酸化活性に関わる
生物学的な特徴をプロファイリングするために、網羅的なリン酸化発現データベースの構築を
行う。特に、PP2A ががん抑制因子として関与が報告されている Ras/MAPK cascade における Akt
及び ERK1/2 発現について解析を行い、各組織型での脱リン酸化酵素活性回復による治療奏功機
序を解明する 
方法：PP2A 阻害因子抑制薬処理を行った各細胞株のタンパク質を抽出する。処理前後での各サ
ンプルについて、Proteome Profiler Human Phospho Antibody Array Kit を用いて、網羅的な
リン酸化発現解析をする。 
 
４．研究成果 
(1) 骨軟部肉腫の組織型特異的融合遺伝子発現プロファイリング 
各特異的融合遺伝子発現抑制株について、コン
トロール群と比較してそれぞれ約 1300-2400 個
のタンパク質変動が観察された。得られたデー
タの中で、2 つ以上の融合遺伝子発現抑制細胞
株で有意に発現が変動している因子を絞り込ん
だ。更に、Oncominen 及び IPA データベースを
用いたデータマイニングを行い、最終的に、特
異的融合遺伝子によって制御され、腫瘍の発
生・悪性化に重要な役割を果たすと予想される
タンパク質候補が、それぞれ数十個同定された。
中でも、複数の胞巣型横紋筋肉腫細胞株におけ
る PAX3-FOXO1 融合遺伝子抑制において、PP2A
の足場となる Aサブユニットをコードする遺伝
子である PPP2R1A の有意な変動が明らかとなっ
た。ユーイング肉腫細胞株、滑膜肉腫細胞株に
おいては、脱リン酸化酵素に関連する因子の有
意な変動は認められなかった。 
 
(2) “Mitogenic-driver”としての機能解析 
PAX3-FOXO1 融合遺伝子を有する各胞巣型横紋
筋肉腫細胞株細胞株(Rh4, Rh18, Rh30, Rh41)
を用いて発現検証を行った所、PAX3-FOXO1 融合
遺伝子発現抑制により細胞増殖が抑制され、ま
た各抑制細胞株において realtime-PCR 法によ
る mRNA レベル(右図 A)、及び Western blotting
法によるタンパク質レベル(右図 B)で PPP2R1A



発現の上昇が認められた。続いて、各胞巣型横紋筋肉腫細胞株において、PPP2R1A についての
各種機能解析を行ったところ、siRNA による PPP2R1A 発現抑制により、有意な細胞増殖能が亢
進する事を明らかにした。このことから、胞巣型横紋筋肉腫において、PPP2R1A 発現が腫瘍抑
制性に働いていることが示唆された。 
 
(3) 悪性骨軟部肉腫における脱リン酸化活性回復による抗腫瘍効果の検証 
過去の報告より、PP2A 阻害因子である SET の発
現が高度な腫瘍において、SET 抑制効果のある
FTY720 が PP2A 活性を再活性化する事で、抗腫
瘍効果を示す事が示されている。そこで、我々
はまず各胞巣型横紋筋肉腫細胞株において、野
生型では SET 発現が高度である事を確認した。
また、PAX3-FOXO1 融合遺伝子抑制により、有意
に SET 発現が低下する事を見出した（右図 A）。
このことから、PAX3-FOXO1 融合遺伝子発現が、
SET 発現に影響を与えている事が示唆された。
その結果を踏まえ、各胞巣型横紋筋肉腫細胞株
において FTY720 による抗腫瘍効果を検証した
所、濃度依存性に腫瘍増殖が抑制されることを
明らかにした（右図 B）。この事から、FTY720
が胞巣型横紋筋肉腫における新たな治療手段と
なり得る事が見いだされた。 
 
(4) 網羅的リン酸化解析による脱リン酸化異常
によるシグナル伝達と腫瘍発生・悪性化に関す
る因子の同定 
胞巣型横紋筋肉腫において、FTY720 により活性
化されるシグナルパスウェイにつき、39 種のタンパク質におけるリン酸化を網羅的に検証した
ところ、eNOS, AKT1/2/3, RSK1/2/3 及び STAT3 のリン酸化発現が FTY720 投与により有意に低
下していた。これら因子は過去の報告で胞巣型横紋筋肉腫の腫瘍増殖・悪性化に関与している
事が報告されており、FTY720 による胞巣型横紋筋肉腫の抗腫瘍効果機序が示唆された。 
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