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研究成果の概要（和文）：後期糖化産物受容体（Receptor for advanced glycation end-products: RAGE）を強
制発現させた骨肉腫細胞 (HOS-RAGE)はコントロール(HOS-mock)に対して幹細胞マーカー（Nanog, Sox2）を強く
発現し、増殖能、遊走能が高かった。網羅的な遺伝子解析で、MYCの発現が更新し、さらに網羅的なmiRNAの解析
ではある特定のmiRNAの発現が抑制されていた。それは他の癌腫においてSOX2,NANOG,N-MYC を制御することが報
告されており、RAGEがある特定のmiRNAを抑制することで幹細胞の性質を生み出している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：RAGE (receptor for advanced glycation end-products) overexpressing cells in 
osteosarcoma (HOS-RAGE)) showed the high cell proliferation and migration ability compared to the 
control (HOS-mock).   HOS-RAGE strongly expressed the stem cell marker (NANOG and SOX2). Microarray 
analysis of gene expression profiling showed the upregulation of MYC (oncogene). Microarray analysis
 of miRNA expression profiling showed the downregulation of a certain miRNA. It has been reported 
that a certain miRNA regulated the expression of pluripotency genes such as SOX2, NANOG and N-MYC in
 other cancers. Our results suggest the RAGE could suppress the expression of a certain miRNA and 
may promote the cancer stem-like cell characteristics in osteosarcoma.

研究分野： 整形外科
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１．研究開始当初の背景 

 我々はこれまでに肉腫の転移にかかわる

分子として、後期糖化産物受容体（Receptor 

for advanced glycation end-products: 

RAGE）に注目して研究を行ってきた。軟骨系

腫瘍（内軟骨腫・軟骨肉腫）における RAGE、

HMGB1 及び、esRAGE（RAGE のスプライスバリ

アント）発現が軟骨肉腫の組織学的悪性度、

臨床経過と有意に相関することを見出し報

告した（Takeuchi A ら、Cancer 2007）。さら

に、RAGE 遺伝子をヒト線維肉腫細胞に遺伝子

導入することで、細胞の遊走能、浸潤能、転

移能が有意に増加し、それが RAGE シグナル

遮断薬である低分子ヘパリン処理により抑

制されることを見いだした（Takeuchi A ら、

Cancer Sci. 2013）。さらに、平成 23-25 年

度に若手 B 研究により RAGE 遺伝子を導入し

て RAGE を強制発現させたヒト骨肉腫細胞で

は、CD133、CD24、CD44、CXCR4 などの幹細胞

マーカーが出現し、腫瘍塊形成能、薬剤耐性

などの肉腫幹細胞の性質を有することを見

出した。本研究では RAGE 強制発現により誘

導される骨肉腫幹細胞様細胞モデルの確立

と発生誘導の分子メカニズムの解明および

機能的に働く分子の同定、さらにそれを標的

とした新たな治療戦略創出へと繋げること

を目的とした。 

 

２．研究の目的 

申請者らが樹立した RAGE 過剰発現ヒト骨肉

種細胞株（HOS-RAGE 細胞株）を用いて、肉腫

幹細胞発生誘導に関わる遺伝子を同定し、そ

の遺伝子の抑制により肉腫幹細胞の形質が

失われるか、あるいは親株の HOS 細胞、コン

トロール細胞（HOS-mock 細胞株）にその候補

遺伝子を導入することで肉腫幹細胞の形質

を示すかを解析する。併せて、HOS-RAGE 細胞

株で特異的に発現しているmiRNAも網羅的に

解析する。骨肉腫幹細胞様細胞で特異的に発

現している遺伝子あるいはmiRNAを解析する

ことで、新たな病態解明および治療ターゲッ

トの創出を行う。 

 

３．研究の方法 

平成 23-25 年度に若手 B研究により樹立した

RAGE 過剰発現ヒト骨肉種細胞株（HOS-RAGE

細胞株）と対称の mock 導入ヒト骨肉種細胞

株（HOS-mock 細胞株）を用いて以下の assay

を計画した。 

1. 網羅的遺伝子解析 

HOS-RAGE 細胞株と HOS-mock 細胞株を Ultra 

Low Attachment Culture Dish で培養し、

HOS-RAGE 細胞株は spheroid から RNA を精製

した。HOS-mock細胞株はsperoidを形成せず、

接着細胞から RNA を精製した。これらを

Affimetrix genechip pathway 解析を施行し

た。 

2. 幹細胞マーカー発現の解析 

上記 1で精製した RNA を用いて、Nanog, SOX2

といった幹細胞マーカの発現をリアルタイ

ム PCR で解析した。 

3. 細胞増殖能の解析 

HOS-RAGE 細胞株と HOS-mock 細胞株の細胞殖

能を 24，48、72 時間後に細胞数をカウント

し解析した。 

4．細胞遊走能の解析 

細胞遊走能を wound scratch 法により

HOS-RAGE 細胞株と HOS-mock 細胞株で wound 

closure area を確認した。 

5．網羅的 miRNA の解析 

上記 1 と同様に RNA を精製。これらを

NEXTflex Small RNA-Seq kit v3 を使用し、

イ ル ミ ナ 社 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て

149~156bp の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 。 

Multiplex 法によるシーケンス解析を行い、

その後バイオオンフォマティクス解析をし

クラスタリング解析およびヒートマップの

作成を施行した。 

6．網羅的解析で抽出した特定の miRNA の発

現の解析 



HOS-RAGE 細胞株と HOS-mock 細胞株における

特定の miRNA の発現の解析をリアルタイム

PCR による解析を行った。 

 

４．研究成果 

1. 網羅的遺伝子解析 

通常培養で解析した結果とは異なり、特定の

癌遺伝子の高発現をみとめた。その中で、癌

遺伝子である MYC の発現が亢進するという

興味深い結果を得た。 

 
2. 幹細胞マーカー発現の解析 

HOS-RAGE 細胞株では、有意に HOS-mock 細胞

株よりも Nanog, SOX2 の発現が高かった。 
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3. 細胞増殖能の解析 

HOS-RAGE 細胞株と HOS-mock 細胞株の細胞殖

能を比較すると、24，48、72 時間後それぞれ

において HOS-RAGE 細胞株が有意に細胞増殖

能が高かった。 
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4. 細胞遊走能の解析 

HOS-RAGE 細胞株は HOS-mock 細胞株よりも有

意に wound closure area が大きく遊走能が

高かった。 
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5. 網羅的 miRNA の解析 

その結果有意に増加する miRNA と低下する

miRNA を 30 個見いだすことができた。平成

27 年度に網羅的遺伝子解析で見出した遺伝

子と関連性があるものもピックアップされ

ており、さらに、他の癌腫で幹細胞での発現

が報告されているものもピックアップされ

た。その中で、miR-34a の発現が HOS-RAGE 細

胞株において有意に低下していることに注

目した。 

 

6．網羅的解析で抽出した特定の miRNA の発

現の解析 

HOS-RAGE 細胞株の miR-34a の発現は、

HOS-mock 細胞株よりも有意に低かった。

miR-34a は他の癌腫において SOX2,NANOG, 

N-MYC といった多能性遺伝子を制御するこ

とやがん抑制遺伝子である p53 によって転

写活性化されることが報告されており、これ

までの解析で見出した SOX2, NANOG, MYC の

発現に関わっている可能性が示唆された。

RAGEがmiR-34aの発現抑制にどのように関わ

っているかさらなる解析を進めている。 
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