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研究成果の概要（和文）：ヒト横紋筋肉腫においてHedgehogシグナル遺伝子が活性化しているのを確認した。Smoothen
d (SMO)やGLI2の免疫染色を行い、ヒト横紋筋肉腫においてSMOやGLI2の活性化を確認した。SMOやGLIをターゲットとし
て阻害剤であるcyclopamineやGANT61を使用したところ、in vitroにおいて横紋筋肉腫の増殖抑制作用を示した。また
、Hedgehog 阻害剤が細胞分裂抑制と細胞死誘導によりヒト横紋筋肉腫の成長を抑制していた。Hedgehogシグナルを阻
害することによって骨肉腫の浸潤能・肺転移が抑制されるこが示された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the expression and function of the Hedgehog pathway. Real-time 
PCR revealed that human rhabdomyosarcoma cell lines and biopsy specimens overexpressed the following 
genes: Sonic hedgehog, Indian hedgehog, Desert hedgehog, PTCH1, SMO, GLI1, GLI2 and ULK3. 
Immunohistochemistry revealed that rhabdomyosarcoma cell lines and biopsy specimens expressed SMO and 
GLI2. Inhibition of SMO by cyclopamine slowed the growth of human rhabdomyosarcoma cell lines. Similarly, 
inhibition of GLI by GANT61 slowed the growth of human rhabdomyosarcoma cell lines. Inhibition of cell 
proliferation and apoptotic cell death together prevented the growth of rhabdomyosarcoma cells by 
cyclopamine and GANT61 treatment. In addition, knockdown of GLI2 inhibited invasion of osteosarcoma cell 
and decreased lung metastasis of osteosarcomas. Our findings suggest that inhibition of the Hedgehog 
pathway may be a useful approach for treating rhabdomyosarcoma and osteosarcoma patients.

研究分野： 骨軟部腫瘍
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１． 研究開始当初の背景 
Hedgehogは胎生期において重要な morphogen
で中枢神経系・肺・胃腸系、骨・軟骨などの
形態形成に関与していることが知られてい
る。Hedgehog シグナルはリガンドである
Hedgehog が細胞膜上のレセプターである
Patched (PTCH1)に結合することで開始する。
Hedgehog 非存在下では PTCH は細胞膜貫通型
蛋白である Smoothened (SMO)を抑制している
が、Hedgehog が結合すると SMOの抑制が解除
され SMO が活性化される。活性化された SMO
は細胞質内の GLIを活性化して核内へ移動し、
転写因子としてターゲット遺伝子を発現さ
せる。このターゲット遺伝子群が細胞増殖や
アポトーシス抑制などに関与していること
が報告されている。Ruiz i Altaba A. et al. 
GLI AND HEDGEHOG INCANCER:TUMOURS,EMBRYOS 
AND STEM CELLS. Nat Rev Cancer 
2002;2:361-372. 
一方で Hedgehog の異常活性化が B cell 
lymphoma、基底細胞癌、髄芽腫、乳癌、卵巣
癌、前立腺癌、消化器癌、横紋筋肉腫などの
多くの悪性腫瘍に関連していることも報告
されている。そこで申請者らはまず横紋筋肉
腫の発生・増殖・血管形成・転移・がん幹細
胞維持における Hedgehog シグナルの機能の
解析を開始した。その結果、横紋筋肉腫の細
胞株、臨床検体とも Hedgehog シグナル分子
の強発現を認めた。また Hedgehog シグナル
特異的阻害剤である cyclopamine や GANT61
を投与することによって横紋筋肉腫の成長
を in vitro で抑制することを確認した。 
２．研究の目的 
Hedgehog シグナルの細胞増殖・細胞死・細胞
浸潤・転移能を制御する分子メカニズムを明
らかとし、横紋筋肉腫の新規分子標的治療法
の確立に貢献するための研究を行った。 
３．研究の方法 
ヒト横紋筋肉腫細胞株と骨肉腫細胞におい
ての Hedgehog関連遺伝子の発現を real time 
PCRと免疫染色を用いて検討した。 
Hedgehog シグナルを阻害することによる骨
肉腫の浸潤能・移動能への機能を in vitro, 
in vivoで解析した。また骨肉腫細胞株を GLI
転写阻害剤である三酸化ヒ素処理（arsenic 
trioxide (ATO)で阻害して骨肉腫の増殖能を
検討した。 
４．研究成果 
real time PCR にてヒト横紋筋肉腫細胞株に
おいて hedgehog 関連遺伝子の発現が亢進し
ていた（Fig.1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（Fig. 1） 
またヒト横紋筋肉腫細胞株で Hedgehog 関連
である SMOと GLI2 が正常筋芽細胞と比較し
て高発現していることが免疫染色で示され
た（Fig.2） 

 

（Fig.2） 

また横紋筋肉腫患者組織でも SMO,GLI2 など
Hedgehog 関連因子の発現が正常筋組織と比
較して亢進していることが示された（Fig.3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（Fig.3） 
 
 
 
 
 
 
 



また免疫染色でも横紋筋肉腫患者組織で
SMOと GLI2が高発現していることが示され
た（Fig.4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.4 
 
 
さらに横紋筋肉腫細胞株で Hedgehog シグナ
ル阻害剤を作用させると横紋筋肉腫の増殖
が抑制されることが示された（Fig.5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.5 
 
Hedgehog シグナル阻害作用があることが報
告されており、日本でも慢性骨髄性白血病の
治療薬として使用されている三酸化ヒ素
（ATO）を骨肉腫細胞株に作用させると 
1. WST assay, colony formation assay で、
ATOによる増殖抑制効果が示された(Fig.6)。 
2.FACSによる解析にて、ATO 投与で subG1期
の増加を認めた（Fig.7）。 
3.Comet assay において ATO 投与で single 
cell においての DNA 損傷が観察された
（Fig.8）。 
4.骨肉腫細胞株を移植したヌードマウスに
ATO を投与すると、in vivo でも腫瘍増殖抑

制効果を認めた（Fig.9）。 
 
Fig.6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.9 
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