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研究成果の概要（和文）：骨肉腫の培養細胞に、後期糖化産物受容体（Receptor for advanced glycation end-produc
ts: RAGE）を強制発現させると幹細胞マーカーであるCD133、CD24の発現が亢進し、腫瘍塊形成能が高く、また抗がん
剤に対する薬剤耐性能も高くなることが示された。手術切除標本におけるCD133の発現は、有意な予後不良因子であっ
た。さらに網羅的遺伝子解析により、RAGE遺伝子導入により細胞周期、細胞分裂に関わる分子が発現誘導されることが
判明した。今回の研究成果から、RAGEが骨肉腫においてがん幹細胞マーカーの発現に関与し、がん幹細胞の性質を生み
出す可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Induced expression of  RAGE (receptor for advanced glycation end-products) resulte
d in  the co-expression of CD133 and CD24, stem-cell markers, in human osteosarcoma cell lines. Moreover, 
the RAGE-overexpressing cells showed higher spheroid-forming ability and a resistance to treatment of cisp
latin, an anti-cancer drug, in vitro.Upregulated gene expression of cell-cycle and cell-division drivers w
as observed in microarray analyses . We also found that the expression of CD133 was significantly correlat
ed with poor prognosis in patients with osteosarcoma using immunohistochemical analyses. Our results sugge
st that the RAGE could elicit the expression of cancer stem cell markers and may promote the cancer stem-l
ike cell characteristics in osteosarcoma. 
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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

（Takeuchi A., et al. Cancer 2007）、さら

に RAGE 遺伝子を導入し、RAGE を強制発現さ

せた肉腫細胞（ヒト線維肉腫細胞株：HT1080）

の表面マーカーを解析すると、CD133、CD24、

CD44、CXCR4 などの幹細胞マーカーの発現が

著明に亢進していることを新たに見出した。

すなわち、RAGE により、腫瘍細胞の悪性度が

増し、さらに幹細胞マーカーの発現が亢進す

るということが初めて見出された。さらに、

骨肉腫生検標本における蛍光免疫染色にお

いて、RAGE と CD24、CD133 陽性細胞の染色像

が一致することを予備実験で見出した。以上

より、がんの転移に関わるとされる RAGE が

骨肉腫にも発現し、さらに幹細胞マーカーの

発現と一致していることから、RAGE が幹細胞

マーカーの発現に関与し、がん幹細胞の性質

を生み出すというこれまでにない全く新し

い仮説を提唱するに至った。 

 

２．研究の目的 

骨肉腫細胞株の RAGE・幹細胞マーカーの発現

を解析し、RAGE 遺伝子を導入することで幹細

胞マーカーの発現が誘導され、さらにがん幹

細胞様の性質を示すかを解析することであ

る。 

 

３．研究の方法 

（1）ヒト骨肉種細胞株（HOS, MG63, SaOS2）

における幹細胞マーカー（CD133，CD24，CD44）、

RAGE 発現のフローサイトメトリーによる解

析 

（2）ヒト骨肉種細胞株（HOS, MG63, SaOS2）

への RAGE 遺伝子の導入 

（3）遺伝子導入後の細胞における幹細胞マ

ーカー（CD133，CD24，CD44）、RAGE 発現のフ

ローサイトメトリーによる解析 

（4）RAGE 高発現細胞と陰性細胞のセルソー

ティング 

（5）RAGE 高発現細胞と陰性細胞の CD133, 

CD24, RAGE の蛍光免疫染色。 

（6）RAGE 高発現細胞と陰性細胞の Sphere ア

ッセイ 

（7）RAGE 高発現細胞と陰性細胞の脂肪分化

誘導アッセイ 

（8）RAGE 高発現細胞と陰性細胞のシスプラ

チンを使った薬剤耐性試験 

（9）骨肉腫手術標本の幹細胞マーカー、RAGE

発現の解析 

（10）RAGE 安定高発現細胞の樹立 

（11）RAGE 発現細胞を標的とした治療法確立

の試み: RAGE安定発現株である線維肉腫細胞

(RAGE 遺伝子導入 HT1080)に対して、低分子

ヘパリンを添加し、抗腫瘍効果を示すかと

RAGE の下流シグナル(Cdc42, Rac1, NFκB)

の抑制効果の解析 

（12）RAGE により誘導される遺伝子の網羅的

解析 

 

４．研究成果 

（1）ヒト骨肉種細胞株（HOS、MG63、SaOS2）

における幹細胞マーカー（CD133、CD24）お

よび RAGE の発現をフローサイトメトリーを

用いて解析したが、陽性率は 0.1％以下であ

った。 

（2）RAGE 遺伝子の導入により幹細胞マーカ

ー（CD133、CD24）および RAGE の陽性率は上

昇した。 



 

（３）RAGE 高発現細胞と陰性細胞をチャンバ

ースライド上で培養し、CD133, CD24, RAGE

の蛍光免疫染色を行った。RAGE 高発現細胞で

は、RAGE のシグナルに一致して CD133 と CD24

の発現が亢進していた。一方陰性細胞では、

CD133, CD24, RAGE いずれの発現もほとんど

みとめられなかった。 

（4）RAGE 高発現細胞と陰性細胞を Ultra Low 

Attachment Culture Dish で培養すると、陽

性細胞では HOS、MG63、SaOS2 いずれも Sphere

を形成したが、陰性細胞では Sphere の形成

を認めなかった。 

（5）RAGE 高発現細胞と陰性細胞を脂肪分化

誘導培地で培養すると、陽性細胞は HCS 

LipidTOX 陽性となり脂肪産生が確認された

が、陰性細胞の陽性率は低かった。 

 

（6）RAGE 高発現細胞と陰性細胞に各濃度

（0.1−10μM）のシスプラチンを添加し WST 

assay を施行すると、RAGE 陽性細胞は、有意

に陰性細胞よりも薬剤耐性能が高かった。 

 

（7）骨肉腫手術標本の幹細胞マーカー、

RAGE(後期糖化産物受容体)発現の解析:骨肉

腫の手術標本を、抗 RAGE 抗体、抗 CD133 抗体

で蛍光免疫染色を行った。その結果、RAGE と

CD133 のシグナルは一致し、転移のある症例

は転移のない症例よりも有意に RAGE/CD133

の高発現群が多く、また、初発よりも再発

の病巣は、高発現群が有意に高かった。さら

に、転移のない症例 (stage IIB)では、

RAGE/CD133 の低発現群は高発現群よりも有

意に生存率が高く、RAGE/CD133 の発現が予後

予測因子として有用である可能性が示 唆 さ

れた。 

 

（8）RAGE 高発現細胞の樹立: RAGE 遺伝子導

入細胞から、RAGE 高発現細胞を樹立するため

に、limited dilution 法により高発現株を樹

立。 

（9）フローサイトメトリーにてCD133とRAGE

発現細胞を標的とした治療法確立の可能

性 :RAGE 安定発現株である線維肉腫細胞

(RAGE 遺伝子導入 HT1080)に対して、低分子

ヘパリンを添加することで、抗腫瘍効果を示

しさらに RAGE の下流シグナル(Cdc42, Rac1, 

NFκB)が抑制されることを見出した。 



（10）limited dilution 法により樹立したヒ

ト骨肉種細胞株(HOS)を用いて、RAGE 遺伝子

導入により誘導あるいは抑制される遺伝子

の解析のためにコントロール細胞とともに

Affimetrix genechip pathway 解析を施行し

た。階層的クラスタリングの結果は RAGE 遺

伝子導入群とコントロール群がきれいに2つ

のクラスタに分かれ、Rank products 法にて

発現変動遺伝子の抽出を行った。その結果、

発現が誘導される遺伝子と抑制される遺伝

子が約 1500 個ピックアップされた（FDR：

false discovery rate <0.05）。特に発現の

上昇しているものは細胞周期、細胞分裂に関

わる分子が多いことが判明した。 
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