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研究成果の概要（和文）：横紋筋肉腫細胞のリプログミニングは、現時点では達成することができなかったが、次世代
シークエンサーを用いた解析では27％に遺伝子変異が認められ、さらにPAX3の転座相手遺伝子がNCOA2であることを明
らかにした。臨床試験における高リスク群の3年全生存率 は70.6%であり、末梢血幹細胞移植を用いた多剤併用療法の
有用性を本研究で初めて示した。中間リスク群にたいするiVAC療法の３年全生存率は86.5%で米国を凌駕する結果を得
た。キメラ遺伝子陰性の胞巣型の５生率は81.5%で胎児型85.4%と差が無く、治療上新たな層別化の必要性が示された。

研究成果の概要（英文）：Although the reprogramming of tumor cells derived from rhabdomyosarcoma(RMS) has n
ot been accomplished yet, 27% of RMS revealed gene mutation. In addition, the translocation of PAX3 was fo
und in NCOA2. 3 year overall survival of the high risk group resulted in 70.6% that revealed significant i
mprovement of the survival by high dose chemotherapy with PBSCT rescue. 3 year OS (86.5%) of the intermedi
ate risk group was superior to that of IRSG/COG. 5 year survival of the patient with alveolar histology wi
th PAX3,7-FKHR(-) was the same with embryonal histology, that might suggest new stratification for further
 treatment. 
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１．研究開始当初の背景 
小児難治性肉腫のうち、横紋筋肉腫（RMS）
の治療成績は他の小児がん（神経芽腫、肝芽
腫、腎芽腫など）がいずれも欧米と同等であ
るのに比べ、overall survival で約１５％低
い成績である。横紋筋肉腫の治療研究は米国
で開始された Intergroup Rhabdomyosarcoma 
Study(IRS) がこれまで５次にわたる臨床試
験を行っており、RMS の治療成績の向上に大
きな貢献をしてきた。RMS は１５歳以下の小
児人口２５万人当たり１名の発症が認めら
れる希少疾患であるが、AYA 世代、成人期を
通じて軟部肉腫のなかでは最も多い腫瘍で
ある。我が国ではこれまで RMS に対する臨床
試験は行われておらず、わずかに進行例に対
する大量化学療法の効果を検討するガイド
ライン治療が過去に行われたにすぎない。ま
た、RMS はその原発部位が多岐にわたり、そ
の診療科も小児科、小児外科、眼科、整形外
科、耳鼻科、皮膚科など分散されて治療が行
われてきた。このような背景から我が国では
過去の IRS の治療を参考として１−２世代前
の治療が行われており、その結果低い治療成
績に留まっているものと考えられる。現在、
RMS はリスク分類をもとに治療されており、
低リスク群腫瘍では抗がん剤、放射線治療の
軽減、中間リスクでは更なる治療成績の向上
と治療関連合併症の軽減、そして高リスク群
腫瘍では未だに３０−５０％の OSをいかにし
て向上させるかが臨床試験の目的となって
いる。低リスク群腫瘍および中間リスク群腫
瘍ではこれまでVAC療法が基本的に採用され
ており、現在までこの VAC を凌駕する化学療
法レジメンは報告されていない。このうち、
IRS IVにおいてはシクロフォスファミドの投
与量を 2.2g/m2とする強化 VAC により優れた
成績がもたらされたが、他方致死的な肝 VOD
の発症が報告されており、これを回避しつつ
治療成績を担保するためのレジメンの開発
が求められてきた。放射線治療と化学療法に
よる不妊も晩期合併症として重大な問題と
なり、特に低リスク群腫瘍ではその回避が求
められている。 
我が国の小児がんの治療成績において唯一
横紋筋肉腫のみが欧米に劣っており、これを
改善し上記の問題点を克服し新たな治療戦
略を構築する必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では我が国のRMSの治療成績の向上の
ために新たな臨床試験を実施して米国 IRSG
の治療成績のレベルに我が国の治療成績を
引き上げることを目的とする。それぞれの臨
床試験プロトコールでは、低リスク群では低
用量、期間短縮による有害事象の軽減を目
的とし、中間リスク群では 2.2VAC とともに
年齢による減量によって肝VODの回避をめざ
している。高リスク群試験では多剤併用療法
＋大量化学療法（幹細胞移植）の有効性と安
全性の評価を目的とする。 

これらの臨床試験の附随研究としてiPs細胞
技術を用いたRMS腫瘍細胞のリプログラミン
グを試みる。 
 
３．研究の方法 
(1) 臨床試験 
小児 RMSに対する臨床試験を以下のリスクグ
ループを対象として実施する。臨床試験開始
にあたり施行した全国調査に基づき、術前ス
テージ分類、術後グループ分類、組織型によ
る独自のリスク分類に基づき４つのプロト
コールを設定した。発足当初、各リスク群毎
に設定されたデータセンターを試験期間中
に１カ所に統合した。 
中央病理診断を実施するとともに、腫瘍組織
の PAX3,7-FKHR キメラ遺伝子を RT-PCR によ
り解析を行った。 
放射線治療、外科治療については IRSG によ
るガイドラインを踏襲し、随時施設からの治
療相談を行うこととした。 
① 低リスク群 A(JRS-I LRA0401)  

  横紋筋肉腫低リスク A 群患者に対する短期
間 VAC1.2 療法の有効性および安全性の評
価: 米国 IRSG リスク分類の IRS-V リスク分
類に基づく横紋筋肉腫低リスクA群の患者に
対して、ビンクリスチン、アクチノマイシン
Ｄ、シクロホスファミド 〔1.2 g/m2〕の 3剤
を用いた 24 週間の VAC 療法 ± 放射線療法 
（以下短期間 VAC1.2 療法）の有効性と安全
性を評価する。  
予定登録数：32 例、 登録期間：8年 

  エンドポイント 無増悪生存期間 
② 低リスク群 B (JRS-I LRB0401) 
横紋筋肉腫低リスクＢ群患者に対する
VAC2.2/VA 療法の有効性および安全性の評
価:  
エンドポイント 無増悪生存期間 
③ 中間リスク群(JRS-I IR0401) 
横紋筋肉腫中間リスク群に対する iVAC 療法
の有効性および安全性に関する多施設共同
研究：18 歳以下の未治療中間リスク群横紋筋
肉腫に対し iVAC 療法による治療を行い、そ
の有効性および安全性を評価する。 
エンドポイント ３年無増悪生存割合 
④ 高リスク群(JRS-I HR0401) 
進行性・転移性横紋筋肉腫に対する自家造血
幹細胞救援療法を併用した大量化学療法の
第Ⅱ相試験 
エンドポイント ３年無増悪生存割合 
(2)基礎研究 
①ヒト肉腫のがん幹細胞の分離と造腫瘍能
の評価 
横紋筋肉腫細胞および臨床検体を用いて、が
ん幹細胞マーカーであるCD133の発現解析を
行い、CD133high/+細胞の抗癌剤の感受性を検証
した。更に、腫瘍形成能似ついて検討した。 
②iPS 細胞技術による腫瘍細胞のリプログラ
ミング 
横紋筋肉腫細胞株(RD,Rh30,KYM-1)に山中４
因子を導入し iPS 化を試みた。４因子度導入
後の CD133 高発現細胞につき PAX3-FKHR の発



現を親株と比べ検討する。 
③横紋筋肉腫、成人健常人ボランティア例 
を対象として、腫瘍組織と血清で筋特異的
microRNA の定量を行った。 
④RMS について次世代シークェンサーによる
exon 解析を行う。腫瘍特異的な変異を成人例
との比較において検討する。新規の細胞シグ
ナル経路の異常について検討し、初発、再
発・転移巣について全ゲノム解析を行う。 
 
４．研究成果 
臨床試験への登録申請は本研究期間中３１
２例あり、このうち RMS として一次登録が１
８９例に行われ、更に不適格例を除き１２２
例が最終的に臨床試験に登録された。 
(1) 中央病理診断、中央遺伝子診断 
2004.3-2013.12 までに中央病理診断が行わ
れた症例は 275 例あり、その組織分類は胎児
型腫瘍 119 例、胞巣型腫瘍 102 例、RMS NOS 6
例、RMS 疑診 2例、非 RMS４６例であった。
これらの診断は本研究開始時の標準的な診
断基準である ICR 分類により行われた。標本
提出時の各施設の病理診断と中央病理診断
の一致率は 73.6%(131/178)で、その結果リス
ク変更が全体の 21.8%に行われた。
PAX3,7-FKH キメラ遺伝子は胞巣型では 80％ 
(57/71)に検出され、胎児型では 0%(0/85)で
あった。また、非 RMS 例２３例の解析では発
現例はなかった。中央病理診断とキメラ遺伝
子解析は独立して行われ、中央病理診断の判
定にはキメラ遺伝子検査の情報は用いられ
ていない。方相が胞巣型腫瘍におけるキメラ
遺伝子の検出率は米国 COG の 77%,UKCCSG の
82%と差が無かった。 
(2)病理学的予後因子の検討 
現時点における JRSG 病理組織登録症例２１
５例の予後調査からみた全生存割合（OS）は
70.3%±3.8%（95%CI=62.0-77.1%）、無増悪生
存割合（PFS）は 67.1±3.4%であった。この
中には臨床試験不適格例や脱落例も含まれ
るため、個々の症例の治療強度が異なってい
る可能性がある。胎児型腫瘍の OS は 85.1%
±3.9%に対して胞巣型腫瘍の OS は 57.6%±
6.1%と有意に差が認められた。（p=0.0013）
PFS においても胎児型 77.0、蜂巣型 57.9%と
有意差が認められた。（p=0.0095）これらの
成績は IRS-IV および IRS-V における組織型
から見た５年 OS の成績（胎児型 80%,胞巣型
52%）と同様である。 
 キメラ遺伝子発現が見られた RMS の OS は 
39.6%であり、発現の見られない腫瘍では
84.9%であった。（p<0.0001）同様に PFS にお
いても胞巣型では 46.0%、胎児型では 76.8%
と有意差が認められた。（p=0.0002）一方、
1999 年から 2005 年に掛けて行われた米国
COG の臨床試験では PAX3-FKHR キメラ遺伝子
陽性例の胞巣型腫瘍の 5年 OS は 64%、胎児型
では 82%と報告されている。 
胞巣型腫瘍の中で、キメラ遺伝子陽性例の OS
は 38.4%であったが、陰性の胞巣型では81.5%

であり、胎児型腫瘍の OS と同様な成績を示
した。(p=0.0001)この成績は今後のリスク分
類にとっても重要な知見であり、次期臨床試
験における新たな層別化を検討する必要が
ある。 
(3)低リスク群 A 
登録症例数１７症例、このうち適格例１２症
例にたいして中間解析を行った。不適格症例
の３例は中央病理診断によりリスク判定の
変更が行われた症例で、１例は非 RMS 例、１
例は中央病理診断を受けていない。 
暫定中間解析結果は３年 OS は 100％、EFS は
91.7±7.98%となった。この成績は IRSG の成
績と同様であった。１２例中１例に登録１８
ヶ月後に再発が認められた。 
(4)低リスク群 B 
登録症例数２１、適格症例１６症例につき中
間解析を行った。不適格例は中央病理診断に
より４例が中間リスクへ、１例が高リスクへ
変更となった症例である。 
本リスク群の 3年 OSは 92.6±6.88%、EFS は
87.5±8.27%であった。 
(5)中間リスク群 
予定登録数 68 例にたいして一次登録数は 54
例で、このうちリスク分類や診断変更により
１４例が不適格となり、４０例を解析対象と
した。更に症例評価をおこない脱落例を除外
し、最終解析対象例は３２例となった。治療
経過中肝VODの発生を３例に認めたため、ACD
の投与方法に関するプロトコールの改訂を
行った。プロトコール改定後 VOD の発生は認
められていない。解析対象４０例の男女比は
23:17,胎児型腫瘍 27 例、胞巣型腫瘍 13 例、
GroupI,II が 9 例、GroupIII３１例 
死亡例は５例であり、胎児型 GroupIII３例、
蜂巣型２例であった。 
3 年 OS は 83.5±6.8%、Progression Free 
Survival は 75.0±7.7%となった。この成績
は COG による中間リスクに対する臨床試験
D9803 における 4年 EFS76%と同等であったが、
COG では中間リスクに分類されている症例の
一部が我々が設定したリスク分類では高リ
スクに分類されていることもあり、両者の単
純な比較は困難である。 
(6)高リスク群 
適格症例３４例について最終解析が行われ
た。全適格症例の3年OSは70.6%、PFSは47.1%
であった。このうち、GroupIII の３年 OS は
72.7%、PFS は 54.5%,GroupIV の 3 年 OS は
69.6%、PFS は 20.2%と優れた成績が得られて
いる。20 週における奏功率は 64%、27 週では
60.8%であった。これらの成績は COG/IRSG の
成績と同等であった。再発部位の多くは遠隔
転移であり、局所再発は少なかった。また、
再発部位が限局している症例では、遠隔転移
であったも再度寛解生存が得られた。手術ま
での無治療期間が遷延した症例が少なから
ず見られ、今後は各施設におけるキャンサー
ボードの活用による入念な治療計画の策定
と実施による治療成績の向上を望むことが



できる。 
(7)基礎研究 
①ヒト肉腫のがん幹細胞の分離と造腫瘍能
の評価 
横紋筋肉腫細胞株(RD,Rh30,KYM-1,RMS-YM)
および臨床検体(RMS91007)を用いて、がん幹
細胞マーカーであるCD133の発現解析を行っ
た。RD および RMS91007 において 70%以上の
高い発現を示したが、他の細胞株では 10%以
下であった。RD133high/+細胞の抗癌剤の感受性
を検証した結果、CD133low/- 細胞に比べ
actinomycin D及びcisplatin に対する感受性が低
い傾向が示唆された（p<0.05） 。更に、腫瘍形
成能においては、CD133low/-細胞に比べ、高い腫
瘍形成能が示された。 
②iPS 細胞技術による腫瘍細胞のリプログラ
ミング 
横紋筋肉腫細胞株(RD,Rh30,KYM-1)に山中４
因子を導入し iPS 化を試みた結果、フィーダ
ー細胞上ではコロニー形成が困難であった。
Matrigel-Coating Dish 上では、コロニー
/sphere 形成を確認することができた。Rh30
におけるPAX3-FKHRの発現は親株と比べ４因
子導入細胞で発現が低下していることが示
された。リプログラミングについては本研究
では達成することができなかったが、RMS 株
を用いた Cetuximab と ACD の併用療法に関す
る研究では、EGFR 高発現株にたいして有意に
抗腫瘍効果が認められた。 
③小児がん患児 31例（横紋筋肉腫7 例を含
む）、成人健常人ボランティア 17例 を対象
として、筋特異的microRNA の定量を行った。
血清中の筋特異的microRNA の発現は、非横
紋筋肉腫小児がん症例や健常人に比して、
横紋筋肉腫症例において有意に増加してい
た（ p<0.05）。特に miR·20６は、ROC曲線下
面積0.967 (95% CI,0.912-1.000)、感度 1.0、
特異度 0.913（ カットオフ値 2.1×103 と高い診
断精度を示した。横紋筋肉腫4例では治療後
に筋特異的 microRNA の発現低下を認めた。 
腫瘍と血清の双方を検討できた横紋筋肉腫 6例、
非横紋筋肉腫8 例では腫瘍と血清の筋特異的
microRNA の発現に有意な相関を認めた。
（ p<0.05） 
④RMS１７例(胞巣型８、胎児型７)について
次世代シークェンサーによる exon 解析を行
った。RMS における腫瘍特異的な変異は成人
がんと比較すると全体として少数であり、１
検体につき平均 8.3 個であった。RAS,p53 な
ど既知の変異に加えて、新規の細胞シグナル
経路の異常が複数例で検出された。全ゲノム
解析による初発、再発・転移巣では、それぞ
れ共通する変異に加えて、独立した変異も散
見され、がん細胞集団進化の機序が示唆され
た。RMS における somatic 変異の最も高いも
のは TP53 変異であり、germline 変異も含め
ると４例（26.7%）に認められた。 
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