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研究成果の概要（和文）：マウス骨肉腫細胞株Dunnと高肺転移株LM8におけるRAGEの発現を解析し、膜型RAGE
（mRAGE）と内在性分泌型RAGE（esRAGE）の発現を確認し、DunnはLM8よりmRAGEとesRAGEの発現が高く、スフェ
ロイド形成能も高いことを明らかにした。また、RAGEを強制発現させたDunn-RAGEを作成し、miR34aの発現抑
制、およびWnt5aの発現量の亢進が観察された。またDunn-RAGEのスフェロイド形成能が高くマウスの皮下腫瘍形
成能も確認された。今後皮下一次腫瘍の組織学的解析や腫瘍細胞と線維芽細胞との共培養等の解析などを行い新
たな骨肉腫治療戦略の創出へつなげていく予定である。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the expression of receptor for advanced glycation end-products 
(RAGE) in the mouse osteosarcoma cell line Dunn and LM8 (a highly metastatic cell line derived from 
Dunn), and identified membrane-type RAGE (mRAGE) and endogenous secretory RAGE (esRAGE). Dunn 
revealed that the expression of mRAGE and esRAGE was higher than that of LM8, and that LM8 had a 
higher spheroid-forming ability. In addition, Dunn-RAGE (RAGE overexpressing cell) showed the 
suppression of miR34a expression and increased expression of Wnt5a. Furthermore, the 
spheroid-forming ability of Dunn-RAGE was higher than that of Dunn-mock, and the ability to form 
subcutaneous tumors in mice was confirmed only with Dunn-RAGE. In the future, we will develop a new 
osteosarcoma treatment strategies through histological analysis of subcutaneous primary tumors and 
analysis of co-culture of tumor cells and fibroblasts to clarify the effects of the tumor and 
microenvironment on stem cell formation.

研究分野： 整形外科

キーワード： 骨肉腫　がん幹細胞
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RAGEによりマウス骨肉腫細胞においても幹細胞様の性質を獲得することを見出し、そのメカニズムとして、
miR34aの低下とWnt5aの亢進が関与していることを見い出した。近年、がんの微小環境のメカニズムや治療標的
に関する研究が進んでおりmiR34aやWnt5aが重要な役割を担っていることも報告されつつある。今後、微小環境
を担う線維芽細胞などとの共培養などにより骨肉腫幹細胞化の分子機構を明らかとし、miR34aやWnt5aを介する
微小環境と腫瘍とのクロストークや治療戦略の創出に関する研究に発展させる予定である。 

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
我々はこれまでに、がんの悪性度に関わるとされる後期糖化産物受容体（Receptor for 

advanced glycation end-products: RAGE）に関する研究として以下のような報告を行い、それ
に関連した新たなデータも得ている。平成 23-25 年度に若手研究 B により RAGE 遺伝子を導入
したヒト骨肉腫細胞（HOS）で、CD133、CD24、CD44、CXCR4 などの幹細胞マーカーが出
現し、スフェロイド（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新たに
見出した。実際の生検標本においても、RAGE と CD133 が発現する細胞が一致し、さらにそれ
らの高発現が予後不良な経過と相関することも見出した。平成 27 -29 年度には基盤研究 C によ
って、RAGE により NANOG、SOX2 といった幹細胞マーカーの発現が亢進しさらに癌遺伝子
である MYC の発現が亢進し、さらに miRNA の網羅的解析によって miR-34a の発現が有意に
低下していることを新たに見出した。Real-Time PCR において、miR-34a の発現が有意に低下
し、c-MYC が亢進していること、さらに WNT5a が亢進していること確認した。そして、合成
miR-34a の投与によって、spheroid の形成能が低下し、c-MYC の抑制と、WNT5a の抑制を確
認した。しかし、RAGE 発現により誘導される骨肉腫細胞幹細胞化のメカニズムは明らかとな
っていない。 
 
２．研究の目的 
RAGE 発現により誘導される骨肉腫細胞幹細胞化のメカニズムを、マウス RAGE 過剰発現骨

肉腫細胞(Dunn-RAGE)を用いて明らかにし、これまでに明らかにしてきた miR-34a、および
WNT5a の幹細胞化ヘの関与の機序を解明することを目的とした。 
また、マウスに Dunn-RAGE を移植し RAGE 過剰発現による一次腫瘍組織形成能への効果を評
価するとともに、臨床検体における miR-34a 、WNT5a 発現を臨床経過・予後との関連性につ
いて検討・評価し、それらを標的とした新たな治療戦略の創出へと繋げることも目的とした。 
 
３．研究の方法 
１）マウス骨肉腫高転移株である LM8 とマウス骨肉腫細胞 Dunn における膜型 RAGE
（mRAGE）と内在性分泌型 RAGE（esRAGE）の発現を遺伝子発現解析（RT-PCR）にて
解析した。 
 
２）LM8 と Dunn の培養下でのスフェロイド形成能を解析した。 
 
３）LM8 細胞に mRAGE を過剰発現させた LM8-RAGE と対照である LM8-mock の増殖
能と migration assay を解析した。 
 
４）LM8-RAGE、LM8-Mock をマウスに移植し、移植部位での腫瘍形成能の解析した。 
 
５）ヒト mRAGE 高発現株 Dunn-RAGE の miR34a、および Wnt5a 発現量を、Dunn-mock
対照として qPCR により解析した。両細胞から Trizol（Invitrogen）を用いて total RNA を
抽出し、PrimeScript RT reagent Kit (Takara Bio.)により cDNA を作成し、Luna Universal 
qPCR Kit（NEB）により qPCR を行った。qPCR および解析には QuantStudio 6 Pro
（Applied Biosystems）を使用した。 
 
６）Dunn-RAGE のスフェロイド形成能を、Dunn-mock を対照として解析した。スフェロ
イド形成は各細胞 1ｘ105を NanoCulture Dish（MBL）に播種し、72 時間後にコロニーの
数を計測した。 
 
７）Dunn-RAGE の一次腫瘍組織形成能を、Dunn-mock を対照として解析した。各細胞 2
ｘ105 を 5 週齢の C3H マウス（雄）の皮下に移植し、2 週間後に腫瘍形成能の解析を行っ
た。 
 
８）Dunn-RAGEおよびDunn-mockからエクソソームを抽出し、エクソソーム中のmiR34a
量について qPCR により解析を行った。エクソソームは MagCapture Exosome Isolation 
Kit（FUJIFILM Wako）により抽出し、qPCR は方法 1 と同様の方法で行った。 
 
９）骨肉腫組織（手術検体）における a miR-34 の発現の解析を In-situ-hybridization で行
い、陽性率と臨床経過や原発巣と転移巣での発現の相関を解析した。 
 
４．研究成果 
１）マウス骨肉腫細胞 Dunn において膜型 RAGE（mRAGE）と内在性分泌型 RAGE（esRAGE）



が発現していること及び Dunn は肺高転移株 LM8 より mRAGE、および esRAGE の発現が高
かった（図１）。 
 
２）Dunn は LM8 よりスフェロイド形成能が高かった（図２）。 
 
３）LM8 細胞に mRAGE を過剰発現させた LM8-RAGE は、LM8-mock よりも増殖能と浸潤能
が高かった（図３）。 
 
４）LM8-RAGE は、LM8-mock よりもマウス皮下移植による腫瘍形成能が高かった（図４）。 
 
５）ヒト mRAGE 高発現株 Dunn-RAGE および Dunn-mock の miR34a、および Wnt5a 発現
量を qPCR により解析した。その結果、RAGE 高発現株 Dunn-RAGE において miR34a の発現
抑制、および Wnt5a の発現量の亢進が観察された（図５）。 
 
６）Dunn-RAGE のスフェロイド形成能を、Dunn-mock を対照として解析したところスフェロ
イド形成能は Dunn-RAGE のほうが Dunn-mock に比べて高かった（図６）。 
 
７）Dunn-RAGE の皮下一次腫瘍形成を Dunn-mock を対照として比較したところ、移植 2 週
間で Dunn-RAGE では皮下に腫瘍の形成が観察されたが、Dunn-mock については皮下には腫
瘍は全く観察されなかった（図７、◯で囲まれたところが一次腫瘍）。 
 
８）Dunn-RAGE、および Dunn-mock 細胞から抽出したエクソソーム中の miR34a を解析した
ところ両細胞中の miR34a 発現量については有意な差は観察されなかった（図８）。 
 
９）ヒト骨肉腫組織（手術検体）において、miR34a 発現の解析を行った結果、陽性率と臨床経
過や原発巣と転移巣での発現率には相関は見られなかったが、発現部位が症例ごとに腫瘍内と
周辺組織で異なっていた。 
 
以上の結果ふまえて、今後、皮下一次腫瘍の組織学的解析、腫瘍とそれをとりまく微小環境の

幹細胞化へ影響を明らかにするために腫瘍細胞と線維芽細胞との共培養等の解析などを行い、
骨肉腫幹細胞化の分子機構を明らかにし新たな骨肉腫治療戦略の創出へつなげていく予定であ
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２Dunn と LM8 のスフェロイド形成能 図１Dunn と LM8 の RAGE の発現 

図４LM8-RAGE と LM8-mock の一次

腫瘍形成能 

図５Dunn-RAGE の miR34a、および Wnt５a 発現 

図６Dunn-RAGE のスフェロイド形成能 

図３LM6-RAGE と LM8-mocm の腫瘍

増殖と migration assay 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図７Dunn-RAGE の皮下一次腫瘍形成 

図８エクソソーム中の miR34a 発現 
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