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研究成果の概要（和文）：PAX3-FKHRまたはPAX7-FKHRキメラ遺伝子は胞巣型・混合型横紋筋肉腫の76％で陽性なのに対
し胎児型では検出されず、生存率はキメラ遺伝子陽性の胞巣型で44.2％に対してキメラ遺伝子陰性の胞巣型では75.0％
と有意に高く、胎児型の76.3％と同様だった。
幹細胞マーカー発現は全ての横紋筋肉腫細胞株でCD44陽性、CD44v陰性で、CD133表出率はRh30, KYM-1, RMS-YM株では2
%以下、RD株では25%で、CD133陽性細胞は抗癌剤抵抗性で免疫不全マウスにおいて高い造腫瘍能を示した。Genotypeや
腫瘍幹細胞のマーカー発現に基づく新治療戦略の可能性が検討された。

研究成果の概要（英文）：Either PAX3-FKHR or PAX7-FKHR gene was positive in 76% of alveolar type 
rhabomyosarcoma, whereas never detected in embryonal type tumor. Survival rate was significantly lower in 
alveolar type cases with positive chimeric gene (44.2±7.3％) compared to those with negative chimeric 
gene (75.0±12.5％) , which was similar to that of embryonal cases (76.3±4.9％) . ALL mixed type cases 
were alive regardless of chimeric gene positivity.
CD44, a stem cell marker, was positive in all rhabdomyosarcoma cell line examined, whereas, CD44v was 
negative in all the cell lines. Positivity rate of CD133 was 25% in RD cell line, whereas, less than 2% 
in other cell lines such as Rh30, KYM-1, RMS-YM. However, CD133 positive cells are chemotherapy 
resistant, and rapidly formed tumor after administrated in mice. Novel treatment strategy may be 
stratified according to the genotype and expression of the stem cell makers in rhabdomyosarcoma.
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１．研究開始当初の背景 
 
 横紋筋肉腫は間葉系由来の小児がんで、ハ

イリスク例の生存率は 30％程度に留まる。近

年がんの難治化や再発の原因として、多分化

能、自己複製能、高い増殖能を兼ね備えたが

ん腫瘍幹細胞(Cancer stem cell: CSC)の存

在が明らかとなった。乳癌では CD44v が膜の

シスチントランスポーター(xCT)を安定化す

ることによりROSを抑制して腫瘍幹細胞機能

が維持され（Ishimoto T, Cancer Cell 2011）、

xCT を阻害するスルファラジンの坑腫瘍幹

細胞効果が証明された（Yae T, Nat Commun 

2012）。われわれは小児がんにおける微小転

移と腫瘍幹細胞の関連性に注目し、化学療法

後の幹細胞の発現増強をみたほか、TERT 遺伝

子によるヒト間葉系不死化幹細胞株のがん

化に成功した。小児がんにおいても分子標的

など腫瘍幹細胞の増殖制御による新規治療

の開発が求められている。 

 
 
２．研究の目的 
 
 間葉系細胞由来で代表的小児軟部肉腫の

横紋筋肉腫に対する新たな分子生物学的リ

スク評価に基づいたプロトコール治療の臨

床試験と連動して、統一プロトコールで治療

された臨床検体のゲノム解析、免疫学的検討

を行ない、基礎実験系の検討と合わせて腫瘍

幹細胞の動態や増殖制御を調べる。ゲノム解

析により腫瘍幹細胞増殖制御の分子標的を

検索する。さらに間葉系幹細胞に TERT 遺伝

子を組みこんだ細胞株を用いて感受性薬剤

スクリーニングシステムを開発する。これら

から腫瘍幹細胞増殖制御を基軸にした新た

な小児がん治療の開発を目指す。 

 
 
３． 研究の方法 
 

(1)横紋筋肉腫に対する臨床試験（JRS Ⅱ） 

  腫瘍組織の転座型 PAX3,7-FKHR キメラ遺

伝子発現の有無をベースにした新たなリス

ク群分類を完成し、各群に対する臨床プロト

コールを策定して臨床試験を開始する。この

際に中央病理診断ならびに付随基礎研究の

目的で腫瘍組織検体を収集する。臨床試験分

担者と以下の基礎研究分担者の連携により、

治療経過や重症度、リスク評価などの個体バ

イアスの少ない臨床検体の検討を可能にす

る。 

(2)臨床検体組織における腫瘍幹細胞の動態 

 初期診断時と根治手術時の腫瘍組織にお

いて腫瘍幹細胞表面マーカーCD44 やそのバ

リアント(CD44v)、CD114、CD13、EpiCAM など

の発現を、免疫組織化学手法、FACS ならびに

半定量 RT-PCR 法で計測する。FACS sorting

にて腫瘍幹細胞候補マーカー（CD44v、CD114、

CD13、EpiCAM など）の陽性/陰性で腫瘍細胞

を分離し、免疫不全マウスに移植して陽性細

胞と陰性細胞の化学療法に対する抵抗性の

解析を行う。 

 
 
４．研究成果 
 

本研究は、厚生労働省革新的がん医療実用

化研究事業の一環として行われている横紋

筋肉腫臨床試験と連動して、同研究事業に対

する委託経費からの支出も合わせて進めら

れた。 

臨床試験の基盤構築と遺伝子型を重視し

た新規リスク分類に関する検証が漸次行わ

れた。解析対象には、先行する横紋筋肉腫臨

床試験の登録症例および非介入型の観察研

究の対象として登録された新規発症症例が

含められた。腫瘍の特性と遺伝子型 

(genotype)、組織型 (phenotype) の関連に

関する解析では、キメラ遺伝子は胎児型では

やはり 1 例も検出されなかったのに対して、



胞巣型・混合型では PAX3-FKHR あるいは

PAX7-FKHRキメラ遺伝子が76％の症例で陽性

であった。遺伝子型と予後の解析では、

progression free survival はキメラ遺伝子

陽性の胞巣型で 44.2±7.3％に留まったのに

対してキメラ遺伝子陰性の胞巣型では 75.0

±12.5％群と有意に高く、胎児型の 76.3±

4.9％と、生存曲線はほぼ完全に重なった。

さらにキメラ遺伝子陽性、陰性に関わらず、

混合型組織を持つ症例は全例が生存してお

り、極めて予後良好の一群として同定された。

これに基づき腫瘍組織の遺伝子型に基づい

たリスク分類手順が漸次改訂された。 

基礎研究では、横紋筋肉腫細胞株（Rh30, 

KYM-1, RMS-YM, RD）について FACS により候

補腫瘍幹細胞マーカー（CD44, CD44v, CD133）

の発現を評価した。CD44 は全ての腫瘍株で発

現が確認されたが、CD44v はいずれの横紋筋

肉腫細胞株でも発現はみられなかった。

CD133 は Rh30, KYM-1, RMS-YM 株において表

出率は 2%以下であったが RD 株においては

25%が陽性で、CD133 陽性細胞は抗癌剤（CDDP, 

VCR, Act-D）抵抗性ならびに免疫不全マウス

において高い造腫瘍能を示した。 

小児がんにおいて腫瘍幹細胞のマーカー

発現が成人癌とは大きく異なっていること

が本研究で明らかにされ、今後の幹細胞を標

的にした小児がん治療戦略を考える上で重

要な情報と考えられる。 

本研究により、次世代の横紋筋肉腫治療の

方向性として、従来の病理組織型ではなく遺

伝子型や腫瘍幹細胞マーカー発現による層

別化が有用である可能性が示唆された。 

TERT 遺伝子導入により不死化した細胞を

用いた薬剤感受性スクリーニングシステム

に関する実験は研究期間中に報告すべき結

果が得られなかったが、併せて継続してゆき

たい。 
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