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研究成果の概要（和文）：横紋筋肉腫は、小児で最も頻度の高い軟部悪性腫瘍であり、その1亜型である胞巣型、特にP
AX3-FOXO1を発現している腫瘍の予後は極めて不良である。我々PAX3-FOXO1の発現量をQPCR 、Western blot、および免
疫組織化学で確認、またPAX3-FOXO1 promoter活性をYFPで測定した。FACS sortingを用い、細胞周期特異的細胞を抽出
、PAX3-FOXO1を特異的にノックダウンした後、mRNAアレイ、機能解析を行った。PAX3-FOXO1は細胞周期G2期特異的に発
現量が亢進していること、G2/M特異的にチェックポイント適応遺伝子を調節していることが確認できた。

研究成果の概要（英文）：Rhabdomyosarcoma falls into one of two biologically distinct subgroups 
represented by embryonal or alveolar histology (ARMS), which harbors a PAX3-FOXO1 fusion gene and has an 
extremely poor prognosis. Murine ARMS primary cultures were obtained from the Myf6Cre, PAX3-FOXO1, p53 
conditional mouse model of ARMS. To elucidate the dynamical function of PAX3-FOXO1, time-lapse 
experiments, cell cycle analysis, QPCR, western blotting, immunohistochemistry, mRNA array and in vivo 
transplantation experiments were performed using murine ARMS primary cell culture with or without 
PAX3-FOXO1 knockdown treated by irradiation, or selected for ploidy using hoechst33342 sorted cell 
cycle-specific cells. The expression level of PAX3-FOXO1 was discovered to be dynamic and to vary during 
the cell cycle in murine and human ARMS cells. PAX3-FOXO1 is enriched in G2 and triggers at 
transcriptional program conducive to checkpoint adaptation in genome-wide expression analysis and QPCR.

研究分野： 小児固形腫瘍

キーワード： PAX3-FOXO1　胞巣型横紋筋肉腫

  ２版



１．研究開始当初の背景 

我々は以前コンデショナルノックインアプロー

チを用い分化骨格筋細胞に Pax3:Foxo1aを発現

させることにより、初のマウス aRMSモデル作

成に成功した。Pax3の下流に Loxで挟まれた

Foxo1aを挿入、Creリコンビナーゼによって、

Pax3が Pax3:Foxo1aに変換されるようなコンス

トラクトを作成し、CreがMyf6で誘導されるよ

うデザインすることで、最終分化した骨格筋での

み Pax3:Foxo1aが発現するような仕組みを作成

した。この腫瘍細胞では Pax3:Foxo1aのプロモ

ータ活性が eYFPで簡便に測定できる（図 1）。

興味深いことに、このマウス aRMS組織での

Pax3:Foxo1aの発現は不均一であった。このこと

は Pax3:Foxo1aが動的に制御されていることを

示唆する。 

細胞は様々な細胞周期チェックポイントによって

DNA ダメージを監視され、遺伝子の質が保たれ

ている。G1チェックポイントでは DNA複製前の

DNA 修復が、G2チェックポイントでは有糸分裂

前の DNA修復が行われる。腫瘍抑制因子 p53は

もっとも有名なチェックポイント関連タンパク

で、G1および G2のチェックポイントに働いてい

るとされているが、最近 G2チェックポイントに

は必要ないとの報告もある。横紋筋肉腫は他の腫

瘍と同様、p53経路の異常が多数報告されてお

り、その 85％が何らかの p53機能異常を伴って

いる。また、我々のマウスモデルにおいても p53

機能異常がマウス ARMSの発生頻度を増やすこ

とが分かっている。これらのことは、ARMSに

おいての G2/Mチェックポイントの重要性を示唆

している。 

２．研究の目的 

横紋筋肉腫（RMS）は小児で最も多い軟部肉腫

である。RMS全体としての予後は改善を認める

が、二大組織亜型の一つである胞巣型横紋筋肉腫

（ARMS）、特にその特異的キメラ遺伝子 PAX3-

FOXO1A（PAX3-FKHR）の発現を認めるものの

予後は依然不良であり、その生存率は 40年間改

善を認めない。我々はこの PAX3-FOXO1Aに着

目し横紋筋肉腫の病態解明を行ってきた。今回の

研究の目的は PAX3-FOXO1Aが細胞周期に伴っ

た動的な発現量の変化を示すことに注目しその機

能解明を行うことである。具体的な目的は、 

1．細胞周期に伴った PAX3-FOXO1A 発現の変化

を確認する。 

2．細胞周期に伴った PAX3-FOXO1A 機能の変化

を、G2/Mチェックポイントに着目して確認す

る。 

 

３．研究の方法 

（１）細胞周期に伴った PAX3-FOXO1A 発現の

変化を確認する。 

PAX3-FOXO1A 発現の変化が普遍的、確実なも

のであることを示すために、いくつかのマウス、

人 aRMS細胞を用い以下の手技を用い観察す

る。 

A) QPCR、Western blot 

B) eYFP活性タイムラプス撮影 

（２）細胞周期に伴った PAX3-FOXO1A 機能の

変化を、G2/Mチェックポイントに着目して確認

する。PAX3-FOXO1A機能の変化が普遍的、確

実なものであることを示すために、in vivoを含

む以下の手技を用い観察する。 

A) 免疫染色 

 

図 1. マウスモデルの概要 



B) FACSによる細胞周期およびアポトーシス解

析 

C) マウス同所性移植 

 

４．研究成果 

（１）マウス ARMS細胞において PAX3-FOXO1

プロモータ活性は細胞周期に伴って変化した（図

２）。 

 

（２）マウス ARMS 細胞、ヒト ARMS 細胞にお

いて PAX3-FOXO1 は G2 期特異的に高発現して

いた（図３）。 

 

（３）PAX3-FOXO1は G2/M期に多くの G2/Mチ

ェックポイント適応遺伝子の発現を誘導していた

（図４）。 

 

（４）PAX3-FOXO1は、放射線照射によって誘導

された二本鎖 DNA 切断があるにもかかわらず、

細胞周期を進行させた（図５）。 

 

（５）In vivoにおいて、ストレスのかからない状

態では PAX3-FOXO1 ノックダウンでの腫瘍生着

率に違いは認めなかったが、放射線照射後ではノ

ックダウンした細胞の生着率、増殖率の低下を認

めた（図６）。 

近年、PAX3-FOXO1は ARMS特異的腫瘍マーカ

ーとしてだけではなく、異常活性化された転写因

子として、その下流の標的分子やシグナル伝達に

ついての研究が進んでいる。いままでにも PAX3-

 

図 2. A: eYFP活性と細胞周期。緑；G0/G1期、

茶；S期、青；G2/M期。B: eYFP活性タイム

ラプス撮影。細胞分裂に伴い eYFP活性が一過

性に上昇後、低下しているのがわかる。 

     

図 3. 免疫染色。緑；Pax3、青；DAPI。A, C：

赤；pHH3（M期マーカー）、B, D：赤；pCDC2

（S-G2期マーカー）。A, B：マウス ARMS 細

胞、C, D：ヒト ARMS細胞。 

 

図 4. A:mRNA array実験の概要。B：mRNA 

arrayの結果。矢印は G2/Mチェックポイント

適応遺伝子。 

 

図 5. マウス ARMS 細胞放射線照射後免疫染

色。赤；pH2AX、緑；pHH3、青；DAPI。

Pax3:Fxo1a ノックダウンによって pHH3 

pH2AX dual positive細胞、つまり DNAダメ

ージがあるにもかかわらず有糸分裂している

細胞が減っている。 



FOXO1導入前後での網羅的mRNA解析や Chip-

seqの報告があるが、今回我々は細胞周期G2/M細

胞のみを抽出し、それを用いマイクロアレイを行

うことで、今までは多くの G0/G1期細胞に埋もれ

て見えてこなかった G2/M チェックポイント遺伝

子の動きを明らかにすることが出来た。 
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図 6. A：マウス ARMS細胞放射線照射後同所

性移植のシェーマ。B：放射線照射および

PAX3-FOXO1 ノックダウンでの生着率かプラ

ンマイヤー図。放射線照射後においてのみ、

PAX3-FOXO1 ノックダウンで生着率に差がみ

られた。 

 


