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研究成果の概要（和文）：骨肉腫株細胞HOSが示すスフェロイド形成は、パターン認識受容体として知られてい
るRAGE(receptor for advanced glycation end-products) の発現が必須であり、この現象はRAGEの細胞膜貫通
ドメインTM(RAGE)の存在のみで成立する。申請研究では、TM(RAGE)が細胞膜上の機能ドメインである脂質ラフト
に局在すること、スフェロイド形成がTM-RAGE特異的であることを明かにした。さらに、TM(RAGE)特異的結合タ
ンパク質Xを見出し、タンパク質Xがスフェロイド形成に必須の分子であることを明かにした。

研究成果の概要（英文）：The expression of RAGE (receptor for advanced glycation end-products), known
 as a pattern recognition receptor, is essential for the spheroid formation of human osteosarcoma 
cells (HOS). In this study, the purpose of this research application was to clarify the 
intracellular signal for spheroid formation. As a result, we demonstrated that TM (RAGE) localizes 
to lipid rafts, which are functional domains on the cell membrane, and that the spheroid formation 
is specific to TM (RAGE). Furthermore, we identified a TM(RAGE)-binding protein X and clarified that
 protein X is an essential molecule for spheroid formation.

研究分野：生化学

キーワード： RAGE　がん悪性化　細胞膜ダイナミクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、悪性化骨肉腫細胞が培養下で形成するスフェロイドの形成機構の分子メカニズムの一端を明らか
にするものであり、本研究成果に基づいて新たな悪性がんの治療戦略の創出の基礎を生み出そうとするものであ
り学術的な意義は大きい。
また、日本の死因の第一位はがんであり、がんの治療戦略の創出に関わる研究成果の社会的意義は大きい。

※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 
がん細胞が悪性化し、がん幹細胞様のスフェロイド形成の誘導を示す現象に、パターン認識
受容体として知られている RAGE (receptor for advanced glycation end-products) 
の発現が必須であること、およびこの現象はこれまで明らかになっている RAGEシグナルを介
さず、RAGE の細胞膜貫通ドメイン TM(RAGE)の存在のみで成立する現象であることを見出し
た。 
 
２．研究の目的 
 本申請研究では、RAGE 細胞膜貫通ドメイン TM(RAGE)を導入した HOS 細胞を用いて、
TM(RAGE)により誘導されるスフェロイド形成の細胞内シグナルを明らかにすることを目的と
して研究を行った。 
 
３．研究の方法 
RAGE膜貫通領域 TM(RAGE)が脂質ラフトに局在するか否かの検討 
N末端に Hisタグを付加した His-TM（RAGE） cDNAを HOS細胞に導入し安定発現株 HOS- 

TM(RAGE)細胞を得て、この細胞から ULTRARIPA Kit for Lipid Raft試薬を用いて脂質
ラフト画分を抽出し、TM-RAGEの脂質ラフトへの局在をウエスタンブロットにより検討した。 
 
スフェロイド形成が TM(RAGE)特異的な現象であるか否かの検討 
 スフェロイド形成が TM(RAGE)特異的であることを示す為に、RAGEの細胞膜貫通領域のアミ
ノ酸配列の順番をランダムに変更した His-TMsc(RAGE)を HOS 細胞に導入した高発現株
（HOS-TMsc(RAGE)）細胞を作製し、スフェロイド形成能を検討した。 
 
TM-RAGEを baitにした RAGE結合タンパクの探索 
HOS- TM(RAGE)細胞の抽出液をニッケル樹脂に添加し、His-TM(RAGE)を pull downし、

His-TM(RAGE)と共沈してくる分子を SDS-PAGE により分離し、His-TM(RAGE)特異的に検
出された分子を MALDI-TOF MSにより解析した。 
 
結合タンパク質 Xの発現の検討と発現抑制効果の検討 
 Pull down assayにより同定した数種類の結合タンパク質のうちの一つ、結合タンパク質
Xについて解析を行った。HOS- RAGE細胞のタンパク質 Xの発現を qPCRにより検討した。対
照としてベクターのみを導入した HOS-mock細胞を用いた。また、HOS-RAGE細胞のタンパク
質 Xの発現を siRNAにより抑制し、スフェロイド形成を検討した。 
 
４．研究成果 
HOS-Hiｓ-TM（RAGE）細胞からの抽出液をラ
フト画分、非ラフト画分に分離しウエスタンブロ
ットにより解析したところ His-TM(RAGE)は脂
質ラフト画分に局在することが明らかとなった
（図 1）。 
そこでスフェロイド形成が TM（RAGE）特異的
であることを示す為に RAGE の細胞膜貫通領域の
アミノ酸配列の順番をランダムに変更した TMsc
（ RAGE ） を HOS 細 胞 に 導 入 し た
HOS-TMsc(RAGE)細胞を得て、スフェロイド形成
能を検討した。その結果、HOS-TM（RAGE）で形
成されるスフェロイドは、HOS-TMsc(RAGE)では
観察されなかった（図 2）。このことは RAGE発現
により誘導されるスフェロイド形成は TM-RAGE
特異的であることが示された。 
さらに、 HOS-TMsc(RAGE)を対照として

HOS-TM（RAGE）の TM（RAGE）を pull downし、共沈してくるタンパク質の解析を行った。
この結果、数種類の TM(RAGE)特異的結合タンパク質を見出した（図 3）。その中の一つタンパ
ク質 Xは RAGE発現によりその発現が亢進した（図 4）。また、RAGE高発現スフェロイド形成
HOS-RAGE 細胞のタンパク質 X を siRNA により抑制すると、スフェロイド形成が抑制された
（図 5）。   
以上の結果はがん細胞の悪性化の指標であるスフェロイド形成は RAGEとタンパク質 Xとの
相互作用を介する現象である可能性が示唆される。 
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