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研究成果の概要（和文）：がん関連タンパク質CD109の機能を解明するために，骨肉腫細胞株およびヒト組織を
用いて解析を行った．腫瘍細胞においてCD109が高発現である骨肉腫症例は，低発現である症例に比べて有意に
予後不良であることが明らかとなった．また骨肉腫細胞株を用いた解析では，CD109がTGF-βシグナルに対して
は明らかな影響を及ぼさなかった一方，BMP-2によるSMAD1/5/9のリン酸化に対しては抑制的に作用することが明
らかとなった．
以上の結果から，CD109は骨肉腫においては癌腫の場合とは異なり，TGF-βシグナルではなくBMPシグナルを負に
制御することで，腫瘍の進展・増悪に関与していることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the role of CD109 using osteosarcoma cell 
lines and human osteosarcoma tissue. We performed immunohistochemical analysis on human osteosarcoma
 tissue and found that patients with CD109-high osteosarcoma had a significantly worse prognosis 
than those with CD109-low one.
Although no significant difference was found in TGF-β1 signaling between CD109-knockdown 
osteosarcoma cells and control cells, we observed that CD109 suppressed SMAD1/5/9 phosphorylation by
 BMP-2, which is one of the member of TGF-β superfamily.
These results suggest that CD109 is involved in the exacerbation of osteosarcoma via not TGF-β but 
BMP singlaing.

研究分野： 実験病理学

キーワード： CD109　骨肉腫　TGF-β　BMP

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年，多くのがんで効果的な治療法が登場しているにも関わらず，難治性の希少がんである骨肉腫においては依
然として新規治療法の開発が進んでいない．本研究では，CD109の発現が高い骨肉腫症例が，CD109の発現が低い
症例に比べて有意に予後不良であり，その原因の1つがCD109による影響であることを示す成果が得られており，
CD109を標的とした骨肉腫の新規治療法の開発につながる可能性がある．

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 

骨肉腫は発生頻度が人口 100 万人あたり 2 人程度と希少がんに含まれるが，原発性悪性骨腫

瘍の中では発生頻度が最も高いことが知られている．疾患特異的な遺伝子異常は同定されてお

らず，p53 遺伝子や Rb 遺伝子の異常との関連が指摘されているものの，ここ 20 年治療成績に

大きな改善がみられない難治性悪性腫瘍であり，再発と肺転移が特に問題である．希少がんは新

規治療法の開発が十分でない傾向があり，骨肉腫においても再発・肺転移を抑制しうる新たな治

療標的の同定が望まれている． 

我々は，2004年に食道扁平上皮癌に高発現する遺伝子として CD109を同定して以降，CD109

が種々の悪性腫瘍に高発現する「がん関連タンパク質」であることを継続して示してきた．個体

レベルの解析として，CD109 ノックアウトマウスを作出・解析したところ，骨粗鬆症様の骨表

現型が認められるとともに，野生型マウスの骨芽細胞で CD109が発現していることが明らかと

なった．加えて，ヒト骨肉腫由来細胞株において CD109が高発現し，CD109のノックダウンに

より細胞の移動能が低下するという予備的データも得られた． 

以上の状況から，骨肉腫由来の細胞株およびヒト骨肉腫組織を研究材料として用いた解析を

開始した． 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究では，がん関連タンパク質 CD109が腫瘍の発症・進展にどのように関与するのかを解

明するとともに，CD109 が抗体医薬の新規治療標的分子となる可能性を検討することを目的と

する． 

すなわち，ヒト病理検体を用いた組織学的検討や，ヒト骨肉腫細胞株を用いた細胞生物学的解

析を行うとともに，学外のグループとの共同研究により抗CD109モノクローナル抗体を作製し，

得られた候補の中から，抗体依存性細胞傷害(ADCC)活性を持つ抗体の探索を行う．また，有望

な抗体が得られた場合には，骨肉腫マウスモデルに投与することで，抗体医薬としての評価を行

うことを目指す． 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) 骨肉腫における CD109 の役割を検討するため，ヒト骨肉腫組織を用いた解析を行う．具

体的には，ヒトの骨肉腫組織を用いて抗 CD109 抗体による免疫染色を行い，予後との相

関について統計学的に解析し，骨肉腫における CD109の生物学的意義について検討する． 

 

(2) 複数の骨肉腫由来細胞株を用いて，RNA干渉法により CD109をノックダウンした場合に，

細胞の増殖能・移動能が低下するかどうかを，位相差顕微鏡を用いて解析する． 

種々の癌腫において CD109は TGF-βシグナルを制御することが知られており，骨肉腫に

おいては TGF-βシグナルが増悪因子であることから，骨肉腫における TGF-βシグナルと

CD109 発現の関連をウエスタンブロッティングで解析するとともに，TGF-βシグナル以

外のシグナル経路についても検討を加える． 

 

(3) (1)および(2)における結果を踏まえ，治療標的としての CD109の有用性について検討する．

共同研究により抗 CD109 モノクローナル抗体を作製し，CD109 に対する感度・特異度の

観点からスクリーニングを行うとともに，培養細胞を用いて ADCC活性を持つ抗体を探索

する．有望な抗体が得られた場合には，ヒト骨肉腫由来細胞株を移植した免疫不全マウス



 

 

に当該抗体投与することで，その効果を評価する． 

 

 

４．研究成果 

 

(1) 55 症例の骨肉腫組織を用いて下記の評価基準による半定量的免疫組織化学的解析(IHC)を

行った． 

【染色範囲(PS)は 3段階とした】 

0 : 腫瘍細胞の 1/3未満が陽性 

1 : 腫瘍細胞の 1/3以上，2/3未満が陽性 

2 : 腫瘍細胞の 2/3以上が陽性 

 

【染色強度(IS)は 4段階とした】 

0 : 陰性 

1 : 弱陽性 

2 : 中等度陽性 

3 : 強陽性

PS + ISにより合計スコア(TS)を算出し，TS が 0～3 の症例を CD109-low，4 または 5の

症例を CD109-high とし，Kaplan-Meier法により解析した(図 1)．Log-rank検定により，

CD109-high 群では有意に生命予後不良であった． 

 

(2) ヒト骨肉腫由来細胞株 MG-63 を用いて，WST-1 assay により増殖能を検討したが，コン

トロール群と CD109 ノックダウン群とで有意な差は認められなかった．一方，in vitro 

wound healing assay を行ったところ，CD109 ノックダウン群に比べ，コントロール群で

有意に細胞移動能が亢進していた(図 2)． 

図 1  骨肉腫における CD109発現と生存率 

図 2  MG-63を用いた in vitro wound healing assay 

図 3  MG-63を用いた Western blotting (TGF-β, IL-6) 



 

 

続いて，MG-63 を用いて TGF-β刺激あるいは IL-6刺激を行い，ウエスタンブロッティン

グにより解析を行ったが，いずれにおいても，コントロール群と CD109 ノックダウン群

の間で，SMAD2あるいは STAT3のリン酸化に明らかな差は認められなかった(図 3)． 

さらなる検討を行うため，TGF-βスーパーファミリーである BMP に着目し， BMP-2 刺

激下で同様にウエスタンブロッティングにより解析したところ，コントロール群に比べて

CD109 ノックダウン群では，SMAD1/5/9 のリン酸化が有意に増強することが明らかとな

った(図 4)． 

 

(3) 共同研究により抗 CD109 モノクローナル抗体を作製し，ELISA により CD109 との結合

能を測定したところ，十分な感度を有する候補抗体が 6種得られ，そのうち 2種の抗体は

特異性が高かった．しかし，得られた 2 種の抗体について市販の抗体と比較したところ，

いずれも市販の抗体とほぼ同等の性能しか有しておらず，その後の ADCC 等の評価段階に

は進むことができなかった．さらなる抗体の開発が必要であると考えられた． 

 

以上をまとめると，CD109 は骨肉腫細胞においては癌腫の場合とは異なり，TGF-βシグナルで

はなくBMPシグナル，すなわちBMP-2による SMAD1/5/9のリン酸化を負に制御することで，

腫瘍の進展・増悪に関与していることが示唆された． 

図 4  MG-63を用いた Western blotting (BMP-2) 
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