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研究成果の概要（和文）：本研究では石灰化において、タンパクをコードしない RNA (ncRNA) の発現及び機能
解析を行った。ヒト骨芽細胞様骨肉腫細胞株 SaOS-2 を用いて、機能的な lncRNA, HOTAIR の発現解析を行い、
骨芽細胞の石灰化における役割を見出した。HOTAIR は石灰化を誘導する ALPL 遺伝子の転写開始点領域の DNA 
のヒストンのメチル化状態を変化させ、エピジェネティックに遺伝子発現を抑制し、石灰化を負に制御している
ことを石灰化 アッセイ、定量的 PCR 法、ChIP アッセイ法、及び Reporter Gene アッセイ法で明らかにした。

研究成果の概要（英文）：HOTAIR is a lncRNA that plays critical role in gene regulation and chromatin
 dynamics through epigenetic mechanisms. In this work we studied the physiological role of HOTAIR 
during the process of mineralization using osteoblastic osteosarcoma cells focusing in ALPL Tissue 
Non-Specific Alkaline Phosphatase), a pivotal gene that controls bone formation. HOTAIR knockdown 
resulted in upregulation of ALPL, increase of alkaline phosphatase (ALP) activity and enhance d 
mineralization in osteoblastic SaOS-2 cells cultured in mineralizing medium. Luciferase assays using
 reporter vector s containing ALPL promoter showed that HOTAIR repression increases ALPL promoter 
activity. Furthermore, HOTAIR knockdown increased histone H3K4 methylation levels at ALPL promoter 
region, suggesting that ALPL repression by HOTAIR is regulated by epigenetic mechanisms. This work 
supports that physiological bone formation is epigenetically regulated by a lncRNA.

研究分野： 腫瘍生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨の石灰化において中心的な役割を果たすALPL は転移性前立腺がんの増殖に関与していることが報告されてい
る。従って、HOTAIR が ALPL を制御することによって骨の石灰化のみならず、前立腺がんの骨転移にも関与し
ている可能性がある。実際、骨転移した前立腺がんより樹立された VCaP 細胞株は ALPL を発現しており、石灰
化することを確認した。前立腺がん細胞は転移巣である骨に到達すると骨特有の性質を示すことが示唆され、本
研究は前立腺癌及び骨に転移する他の癌の骨転移のメカニズムに関して新たな手掛かりを与える研究となった。
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１．研究開始当初の背景 
長鎖非コード RNA (long non-coding RNA, lncRNA) はタンパク質をコードしない 200 塩基以

上の転写産物であり、DNA やヒストンの化学修飾、クロマチンの構造変化などのエピジェネテ
ィックな機構によって標的遺伝所の発現を制御していることが知られている。 
哺乳類の硬組織形成の際に起こる石灰化 mineralization とは細胞外基質であるコラーゲン

へのハイドロキシアパタイト結晶の沈着である。組織非特異型アルカリホスファターゼ(TNAP)
はハイドロキシアパタイト形成の阻害物質である無機ピロリン酸を加水分解し、更に無機リン
酸を供給するという、石灰化においてきわめて重要な役割を果たしている。 
 臨床的には、TNAP の遺伝的欠損により石灰化障害を起こす低ホスファターゼ症 

Hypophosphatasia（HPP）、石灰化の抑制因子である NPP1 や ANKH の遺伝的欠損により過剰な
石灰化に伴う関節や大血管の異所性石灰化が生じることが知られている。しかし、TNAP をコー
ドする ALPL 遺伝子の発現制御機構については未解明なところが多い。 
 
 

２．研究の目的 
 本研究では ALPL の発現制御機構を明らかにするため、エピジェネティックな制御に関わる
lncRNA との関係を調べた。大動脈弁の異所性石灰化においては、 lncRNA HOTAIR が WNT/ 
 CATENIN 経路を通して ALPL を抑制することが示された。HOTAIR はターゲット遺伝子のプロ
モーターに結合し、ヒストン H3K27 のメチル化、ヒストン H3K4 の脱メチル化によって遺伝子
の発現を抑制することが知られている。そこで、骨の石灰化において HOTAIR がエピジェネテ
ィックな機構によって ALPL の発現を調整しているか明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
HOTAIR をターゲットとした siRNA (siHOTAIR) を骨芽細胞様骨肉腫細胞株 SaOS-2 細胞に

挿入して定量 PCR 法で HOTAIR の発現が抑制されることを確認した。siHOTAIR を細胞に挿入
して HOTAIR の発現を抑制し、石灰化が変化するか石灰化アッセイによって検証を行った。た
ま、石灰化誘導した細胞において ALPL の発現変化を定量 PCR 法で解析した。同様に、siHOTAIR 
を細胞に挿入して TNAP の酵素活性が変化するか、アルカリホスファターゼアッセイによって
調べた。 
 HOTAIR が ALPL 遺伝子の転写開始点領域に直接作用して遺伝子発現を制御しているか明ら
かにするため、ALPL のプロモーターを介して作用する Luciferase ベクターを構築し、 
siHOTAIR と共に細胞に挿入して Reporter Gene Assay を行った。 
 HOTAIR による ALPL の制御がエピジェネティックな機構によって行われているか、ALPL の
プロモーター領域のヒストンのメチル化状態を ChIPアッセイ法で調べた。 
 
 
４．研究成果 
 HOTAIR を抑制した細胞において石灰化を誘導した結果、コントロールの siRNA を挿入した
細胞と比較して石灰化が亢進することが認められた。同様に、HOTAIR を抑制した細胞において
アルカリホスファターゼアッセイを行った結果、ALPL の酵素活性の上昇が認められた。定量
的 RT-PCR 法により、石灰化を誘導した SaOS-2 細胞において HOTAIR の抑制による ALPL の
発現誘導が認められ、 HOTAIR は ALPL を介して石灰化を負に制御していることが示唆された。   
ALPL のプロモーターでドライブされる Luciferase ベクターを用いて Reporter Gene Assay 

を行った結果、siHOTAIR による Luciferase 活性の上昇が認められた。この結果より、HOTAIR 
が ALPL のプロモーターに作用することによって遺伝子の発現を抑制していることが示唆され
た。 
 ALPL のプロモーター領域においてヒストンがメチル化を受ける領域を調べるため、公開デー
タベース ChIP Atlas より ALPL のプロモーター付近のヒストンのメチル化状態を調べた。
Integrative Genome Viewer (IGV) ソフトを用いて ChIP Atlas のデータを可視化した結果、
ALPL の第一エクソンと第一イントロンの間でヒストン H3K4 ジメチル及び H3K4 トリメチル
のシグナルが認められた。この領域内に設計した PCR プライマーを用いて ChIP Assay を行っ
た結果、siRNA で HOTAIR を抑制した細胞ではコントロール細胞と比較して、ALPL のプロモー
ター領域のヒストン H3K4 ジメチル化及びトリメチル化が上昇した。 
これまでの研究より、SaOS-2 細胞の石灰化において HOTAIR がヒストンのメチル化を介した

エピジェネティックな機構により ALPL の発現を抑制していることが示唆された。 
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