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研究成果の概要（和文）： 
 GPI アンカー型膜蛋白 CD109 のマウス個体における機能解析を目的として、CD109 ノック

アウトマウスを作成した。野生型マウスにおける CD109 の発現は、表皮基底層から有棘層に

かけてと精細管内に認められた。CD109 ホモノックアウトマウスは生存可能であり、1 週齢か

ら 4 週齢にかけて脱毛が認められた。生殖能は野生型と同様、雌雄共に保たれていた。組織学

的には１週齢から表皮の肥厚が認められるようになり、10 週齢まで持続していた。毛包の拡張

も認められた。さらに、無毛である足底でも表皮肥厚が認められたことより、CD109 ノックア

ウトにより皮膚の肥厚を来たし、二次的な変化として脱毛と脂腺の拡張が出現したと考えられ

た。皮膚の免疫染色による細胞内シグナル伝達系の解析により、CD109 ノックアウトマウスに

て STAT3 のリン酸化が亢進していることが明らかとなり、STAT3 を介するシグナルが表皮肥

厚に関係していると考えられた。また、CD109 トランスジェニックマウスを用いて、血清中の

分泌型 CD109 を検出し、その結合蛋白の同定を試みた。血清中の分泌型 CD109 は Western 
blotting により同定できたが、結合蛋白は同定できなかった。そのため、CD109 過剰発現細胞

株を用いて、上精中の分泌型 CD109 と結合する蛋白をマススペクトロメトリー解析により同

定した。現在、結合の再確認とその意義を解析中である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We generated CD109 knockout mouse to assess biological significance of GPI-anchored 
protein CD109 in mouse development. In wild-type mouse, CD109 expression was detected 
in basal and suprabasal region of the epidermis and seminiferous tubules of the testis. 
CD109–/– mice could be alive and showed transient hair-loss from postnatal day 7 (P7) to 
P28. CD109–/– male and female mice were fertile. Histopathological analyses revealed that 
epidermal hyperplasia was detected in CD109–/– mice from P7 to P70, and ectatic hair 
follicles were apparent from p14 to p21. Since epidermal hyperplasia was seen in dorsal 
skin epidermis, which does not have hair and hair follicles, we thought that 
CD109-deficiency develops epidermal hyperplasia, which leads to ectatic hair follicle 
and hair-loss. Immunohistochemical analyses revealed that STAT3 phosphorylation 
was apparently upregulated compaired with wild-type mice, suggesting that STAT3 
signaling may be associated with epidermal hyperplasia of CD109–/– mice. Next, we tried 
to detect secreted CD109 and to identify its interaction partners in the serum of CD109 
transgenic mice. Secreted CD109 in mouse serum was detected by Western blotting, 
however, we could not identify candidates of CD109-interaction proteins in this experiment. 
Then, we attempted to identify CD109-interaction proteins in the medium of 
CD109-overexpressing culture cells. We successfully identified a candidate of 
CD109-interaction protein in this experiment, and now we are investigating biological 
significance of the interaction between CD109 and the interaction protein. 
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１．研究開始当初の背景 
 CD109 はヒト扁平上皮癌にて特異的に高
発現を示す細胞膜表面 GPI アンカー型膜糖
蛋白である。TGFレセプターと結合し、
TGFシグナルを負に制御することが知られ
ている。ヒトの正常組織では、乳腺・涙腺・
唾液腺・気管支腺の筋上皮細胞と、前立腺・
気管支上皮の基底細胞、精巣の精細管内の生
殖細胞にて高発現しているが、その他の組織
ではほとんど発現が確認できないことが明
らかになっている。しかし、CD109 が生体内
にてどのような機能があるのか、また個体発
生段階においてどのような役割を果たして
いるのかは、未だ明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、CD109 遺伝子発現を欠失させ
たノックアウトマウスを作成し、その表現型
を解析することにより、CD109 がマウス個体
発生段階においてどのような役割を担って
いるのかを解明する。また、CD109 ノックア
ウトマウス由来の培養細胞を用いて、細胞内
シグナル伝達における CD109 の重要性を解
明する。 
 
３．研究の方法 
（１）CD109 ノックアウトマウスの樹立 
 遺伝子組み換え技術を利用して、129 系マ
ウス ES 細胞のゲノム上の CD109 遺伝子座
に LacZ 遺伝子と neo カセットを挿入し、
CD109 遺伝子発現を欠損させる。C57BL/6
系マウスの胚に移植しキメラマウスを作成
し、CD109 ヘテロノックアウトマウスからホ
モノックアウトマウスを樹立する。 
 
（２）CD109 ノックアウトマウスの表現型の
解析 
 野生型マウスと比較して、CD109 ノックア
ウトマウスで発育遅延や外表所見の肉眼的
異常がないかどうか検討する。また CD109
が発現している臓器を中心に組織学的に解
析し、CD109 欠損による形態学的変化を詳細
に検討する。 

 
（３）CD109 欠損による TGFシグナルの変
化の解析 
 CD109 ノックアウトマウスと野生型マウ
スの組織切片を用いて、TGFシグナルの下
流の分子である Smad2 のリン酸化の程度を
免疫染色により解析する。また、CD109 ノッ
クアウトマウスと野生型マウスから初代培
養細胞を作成し、その細胞を用いて TGFシ
グナルへの影響を解析する。 
 
（４）CD109 欠損により影響を受ける下流の
分子の同定 
 CD109 ノックアウトマウスと野生型マウ
スから作成した培養細胞を用いて、両者の遺
伝子発現プロファイリングを行い、CD109
欠損により大きく発現が変化する遺伝子を
同定する。その遺伝子の機能から、CD109
が関与する生物学的現象を解明する。 
 
（５）CD109 結合蛋白の同定 
CD109 を過剰発現させたトランスジェニッ
クマウスの血清から、分泌型 CD109 を検出
し、免疫沈降を行うことによりマウス血清中
にて CD109 と結合する蛋白を同定する。ま
た、ヒト CD109 過剰発現細胞株の細胞抽出
液を用いて CD109 を免疫沈降し、結合して
くる蛋白をマススペクトロメトリーにより
同定する。 
 
 
４．研究成果 
（１）CD109 ノックアウトマウスの樹立 
 マウス CD109 遺伝子座のエクソン１のス
タートコドンの後からエクソン２までを
LacZ 遺伝子に置き換え、CD109 遺伝子の代
わりに LacZ が発現するようにノックアウト
コンストラクトを作成した。それを 129 系マ
ウス由来 ES 細胞に導入し、G418 にてセレ
クション後、サザンブロッティングによりス
クリーニングを行い、相同組み換え体を同定
した。それをC57BL/6マウスの胚に導入し、
CD109 ノックアウトキメラマウスを作成し



た。そのキメラマウスを C57BL/6と交配し、
CD109 ヘテロノックアウトマウスを作成、そ
してヘテロマウス同士を交配し、CD109 ホモ
ノックアウトマウスを樹立した。 
 
（２）CD109 ノックアウトマウスの表現型の
解析 
 CD109 ホモノックアウトマウスは生存可
能であり、また、雌雄共に生殖能を保持して
いた．外見上は、生後２週間目から４週目ま
でに一時的な脱毛が認められたが、その他の
異常所見は認められなかった。CD109 ノック
アウトマウスと野生型マウスの各臓器の切
片を作成し、組織学的に形態異常を解析した。
特に、ヒトにて CD109 の発現が認められる
唾液腺の形態変化などを調べたが、有意な変
化は無く、乳腺・前立腺などは臓器が小さく
検討できなかった。最も有意な変化として、
CD109 ノックアウトマウスの表皮は、２週齢
以降は野生型マウスと比較して肥厚してい
ることが判明した。表皮の肥厚は検討した 10
週齢までは持続し、足底などの毛のないとこ
ろでも認められた。従って、脱毛は表皮肥厚
に伴う二次的な変化であると考えられた。表
皮の肥厚がどのような異常によるのか、免疫
染色を用いて検討した結果、基底細胞層から
基底細胞周囲の表皮の肥厚が認められ、表皮
の肥厚はケラチノサイトの分化の異常が関
係していると考えられた。さらに、ケラチノ
サイト分化異常を来す細胞内シグナルの変
化を免疫染色にて検討した結果、CD109 ノッ
クアウトマウスの表皮において STAT3 のリ
ン酸化が有意に増強し、TGFシグナルの下
流分子である Smad2 のリン酸化は変化が認
められないことが判明した。このことより、
CD109 ノックアウトマウスの表皮の肥厚は
STAT3 を介するシグナルが関与している可
能性が示唆された。 
 
（３）CD109 欠損による TGFシグナルの変
化の解析 
 CD109 ノックアウトマウスと野生型マウ
スの表皮を用いた免疫染色による検討にて、
上記のごとく STAT3 のリン酸化が同定され
た。その変化を培養細胞レベルにて確認する
ため、CD109 ノックアウトマウスと野生型マ
ウスのケラチノサイトの初代培養を行い、培
養細胞レベルにて CD109 の下流のシグナル
の解析を行った。その結果、培養細胞レベル
でも、CD109–/–細胞では STAT3 のリン酸化
が亢進しており、TGFシグナル伝達系の変
化は認められなかった。STAT3 のリン酸化が
亢進するメカニズムは明らかにはできなか
った。 
 
（４）CD109 欠損により影響を受ける下流の
分子の同定 

 CD109 ノックアウトマウスと野生型マウ
スのケラチノサイトから初代培養細胞を確
立したが、cDNA マイクロアレイ解析を用い
た遺伝子発現プロファイリングは実施でき
なかったため、CD109 欠損により影響を受け
る下流分子の同定は、本研究ではできなかっ
た。 
 
（５）CD109 結合蛋白の同定 
 CD109 を高発現するトランスジェニック
マウスを用いて、分泌型 CD109 が血清中に
存在するかどうかを確認したところ、ウエス
タンブロッティングにて CD109 のバンドが
検出できた。そして、その血清中 CD109 を
免疫沈降により同定し、共沈してきた蛋白を
マススペクトロメトリーにて解析したが、
CD109 結合蛋白の候補は同定できなかった。
そのため、CD109 過剰発現細胞の培養上清中
の分泌型CD109と細胞抽出液中のCD109を
免疫沈降し、共沈してきた蛋白をマススペク
トロメトリーにて解析したところ、CD109
結合蛋白の候補を同定することができた。現
在、その結合の確認と、生物学的な意義を解
析中である。 
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