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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)に対して複数の幹細胞マーカーを発現し、さらに
がん幹細胞に関わるmiR-34aの発現が低下し、c-MYC, Wnt-5aの発現が亢進し、さらにmiR34a添加によって、スフ
ェロイドの形成能が低下し、c-MYC、Wnt-5aの発現が低下し、さらにPD-L1の発現が亢進するという結果が得られ
た。すなわち、がん幹細胞自体の薬剤耐性や腫瘍形成能に加えて、腫瘍免疫回避を誘導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)) expressed multiple stem cell markers compared to control (HOS-mock) cells. 
Moreover, HOS-RAGE cells showed the low expression of miR-34a and increased expression of c-MYC and 
Wnt-5a. Furthermore, the addition of synthetic miR34a decreased the ability to tumorigenicity 
(spheroid formation), reduced expression of c-MYC and Wnt-5a, and increased expression of PD-L1. 
HOS-RAGE might have the drug resistance and tumorigenicity of cancer stem cells themselves and the 
ability to escape the immune system

研究分野： 整形外科

キーワード： 骨肉腫　がん幹細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
後期糖化産物受容体(Receptor for advanced glycation end-products: RAGE)により骨肉腫細胞が幹細胞様の性
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c-Myc、Wnt5aの亢進が関与していること
と、がんの微小環境に関わるとされるPD-L1が高発現していることを見出した。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り
本研究が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標的に関する研究に発展する可能性が
示された。

※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。
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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）。そして、平
成 23-25 年度に若手研究 B 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、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 
の発現が亢進すること、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。そこで、RAGE によって miR-34a の発現が抑制され、その結
果、SOX2、NANOG、MYC の発現が亢進し、がん幹細胞様の性質を獲得したという仮設を立て
た。骨肉腫と miR-34a についてはいくつかの報告があるが、miR-34a を抑制するメカニズムに
ついては明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では RAGE 発現による幹細胞化において、特に miR-34a に着目し、miR-34a 発現低下
の分子メカニズムの解明、miR-34a の発現および抑制による幹細胞性への影響と、臨床検体に
おける miR-34a の発現低下と臨床経過・予後との関連性の検討、さらに RAGE 阻害と miR-
34a mimic（合成 microRNA）による骨肉腫幹細胞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。 
 
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) HOS-RAGE 細胞株の miR-34a の miRCURY LNA(Locked Nucleic Acid)microRNA 
Mimic(合成 microRNA)処理による miR-34a の発現の PCR による解析 
2) HOS-RAGE 細胞株の miR-34a の miRCURY LNA microRNA Mimic 処理による
Spheroid の形成能の解析 
3) HOS-RAGE 細胞株の miR-34a の miRCURY LNA microRNA Mimic 処理による c-
MYC 発現の PCR による解析 
4) HOS-RAGE 細胞株における幹細胞の増殖能・未分化性に関わる Wnt 遺伝子ファミリ
ーの発現の PCR による解析 
5) 超免疫不全マウス(NOD.Cg-Prkdc scid Il2 tm1Wji/SzJ)への HOS-RAGE 細胞株移植
実験  
6) HOS-RAGE 細胞株の培地中に Wnt のアンタゴニストを添加し、スフェロイドの形成
能の解析。さらに Wnt siRNA 処置を加えたスフェロイドの形成能の解析 
7) Muse Cell cycle analyzer （Millipore 社）を用いた、HOS-RAGE 細胞株と HOS-mock
細胞株の細胞周期の解析 
8) 骨肉腫手術検体腫瘍組織におけるmiR-34aの In-situ-hybridization法を用いた発現の
解析 
9) HOS-RAGE 株と HOS-mock 株における PD-L1 の免疫染色による発現の解析 
 
４．研究成果 
1) HOS-RAGE 細胞株の miR-34a の miRCURY LNA(Locked Nucleic Acid)microRNA 
Mimic(合成 microRNA)処理による miR-34a の発現の PCR による解析： 
HOS-RAGE 細胞株の miR-34a の発現が非投与(コントロール) に対して優位に亢進することを
realtime PCR で確認した（図 1）。 
 
2) HOS-RAGE 細胞株の miR-34a の miRCURY LNA microRNA Mimic 処理による
Spheroid の形成能の解析： 
Spheroid の形成能が、コントロールに対して、HOS-RAGE+miR-34a で有意に低下した（図 2）。 
 



3) HOS-RAGE 細胞株の miR-34a の miRCURY LNA microRNA Mimic 処理による c-
MYC 発現の PCR による解析： 
c-MYC の発現が、HOS-RAGE+miR-34a はコントロールよりも有意に低下した（図 3）。 
 
4) HOS-RAGE 細胞株における幹細胞の増殖能・未分化性に関わる Wnt 遺伝子ファミリ
ーの発現の PCR による解析： 
HOS-RAGE 細胞株で WNT5a, 14, 15 が有意に高いことが明らかとなった（図 4）。 
5) 超免疫不全マウス(NOD.Cg-Prkdc scid Il2 tm1Wji/SzJ)への HOS-RAGE 細胞株移植
実験： 
HOS-RAGE 株と HOS-mock 株をマウスの背部皮下に移植したが生着は得られなかった。 
6) HOS-RAGE 細胞株の培地中に Wnt のアンタゴニスト（IWR-1）を添加し、スフェロ
イドの形成能の解析。さらに Wnt siRNA 処置を加えたスフェロイドの形成能の解析： 
Wnt のアンタゴニストを培地中に添加すると、HOS-RAGE 細胞株のスフェロイドの形成能が
阻害され、さらに、Wnt siRNA で処置しても同様にスフェロイドの形成能が阻害された（図 5）。 
7) Muse Cell cycle analyzer （Millipore 社）を用いた、HOS-RAGE 細胞株と HOS-mock
細胞株の細胞周期の解析： 
HOS-RAGE 細胞株では、HOS-mock 細胞株に対して、S 期の細胞割合が低下し、 G2/M 期の
細胞割合が高かった（図 6）。 
8) 骨肉腫手術検体腫瘍組織におけるmiR-34aの In-situ-hybridization法を用いた発現の
解析： 
腫瘍細胞とその間質および周囲の細胞に miR-34a のシグナルが検出された。さらに、Wnt5a と
RAGE の免疫染色を実施し陽性像が確認された（図 7）。検体を増やして解析を進めている。 
 
9) HOS-RAGE 株と HOS-mock 株における PD-L1 の免疫染色による発現の解析： 
HOS-RAGE 株と HOS-mock 株における PD-L1 の 発現を蛍光免疫染色にて確認し、HOS-
RAGE 株で強い発現が確認された（図 8）。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

0
200
400
600
800

1000

HOS-
RAGE

+miR34a
mimic

HOS-
RAGE

miR34a

R
el

at
iv

e 
ex

p
re

ss
io

n

*

図 1 

0

20

40

60
C

o
lo

n
y 

n
u

m
be

r/
ar

ea

HOS-
RAGE

+miR34a
mimic

HOS-
RAGE

HOS-RAGE
+miR34a

mimic

HOS-RAGE

図 2 

0

0.04

0.08

0.12

HOS-
RAGE

+miR34a
mimic

HOS-
RAGE

R
el

at
iv

e 
ex

p
re

ss
io

n c-MYC

*

図 3 

0

0.04

0.08

0.12

HOS-
RAGE

+miR34a
mimic

HOS-
RAGE

R
el

at
iv

e 
ex

p
re

ss
io

n c-MYC

*

図 4 

0.0

1.0

2.0

3.0

0.0

1.0

2.0

3.0

0.0

1.0

2.0

3.0

HOS-
RAGE

HOS-
mock

WNT5a WNT14 WNT15

**
**

**

R
el

at
iv

e
ex

pr
es

si
on

HOS-
RAGE

HOS-
mock

HOS-
RAGE

HOS-
mock

図 5 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

本研究の解析で、申請者らが樹立した RAGE 過剰発現ヒト骨肉腫細胞株が、複数の幹細胞マー
カーを発現し、さらにがん幹細胞に関わる miR-34a の発現が低下し、c-MYC, Wnt-5a の発現
が亢進し、さらに miR34a 添加によって、スフェロイドの形成能が低下し、c-MYC、Wnt-5a の
発現が低下し、さらに PD-L1 の発現が亢進するという結果が得られた。すなわち、がん幹細胞
自体の薬剤耐性や腫瘍形成能に加えて、腫瘍免疫回避を誘導している可能性が示唆された。miR-
34a と Wnt-5a は、がん微小環境に重要な役割を担っていると報告されているが、骨肉腫の微小
環境におけるmiR-34aとWnt-5aの役割やそれを標的とした治療効果は明らかとなっておらず、
miR34a と Wnt-5a に着目した腫瘍細胞が形成する腫瘍組織と微小環境のネットワークの解明
が重要であると考える。 
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