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研究成果の概要（和文）：　基礎実験として、FLAG標識型CD109高発現細胞を移植したヌードマウスの血中CD109（FLAG
標識型CD109）濃度をウェスタンブロッティング法およびELISAを用いて測定した。その結果、移植細胞の腫瘍塊サイズ
に相関して血中CD109濃度が上昇することが確認された。CD109を発現する悪性腫瘍においてはそれが新たな診断マーカ
ーとなりうる可能性が示唆された。
　次に、口腔癌患者および口腔前癌病変患者から提供いただいた血液検体を用いて、血中CD109濃度を測定し臨床像と
の関連性を検討した。その結果、腫瘍進展にともない血中CD109濃度が低下する傾向を認め、腫瘍マウスモデルの結果
とは相反した。

研究成果の概要（英文）：In xenografted BALB/c-nu/nu mice that were subcutaneously injected the 
FLAG-tagged CD109 overexpressing cells, CD109 secreted from inoculated tumors was detected in sera, using 
western blotting and CD109 ELISA. Concentrations of tumor-secreted CD109 increased proportionally as 
tumors enlarged. These results indicate that CD109 is present in serum as a soluble form, and suggest its 
potential as a novel tumor marker in patients with cancers that express CD109.
In clinical experiment, concentration of CD109 in sera that were from oral cancer patients including 
precancerous lesion was measured using CD109 ELISA. The result did not reflect the tumor size dependent 
manner that was shown in xenografted mice.

研究分野： 口腔外科学
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１．研究開始当初の背景 
 
われわれはこれまでの研究で、ヒト口腔・

食道・肺・子宮頸部の扁平上皮癌（SCC）に
おいて CD109 という GPI アンカー型糖タン
パク質が特異的に高発現することを明らか
にした。CD109 は、もともとわれわれのグル
ープの研究で、多発性内分泌腫瘍症（MEN）
2B型変異を有するRET癌原遺伝子の下流で
発現誘導される遺伝子として同定され、癌精
巣抗原としてのキャラクターをもつタンパ
ク質であることを報告した経緯がある。また
過去には、造血系幹細胞の亜型の血球細胞や
血小板での発現が報告されている。 
以前本研究代表者が行った基礎研究にて、

CD109 は癌の発生初期においては癌抑制的
にはたらくとされる TGF-beta/Smad シグナ
ルを不に制御することで細胞増殖活性を上
昇させている可能性が示唆された。さらに培
養細胞を使用した実験では、1445 アミノ酸
からなる CD109 が細胞内で分子量約
155kDa のタンパク質として生合成され、さ
らに 205kDaの糖タンパク質として糖鎖修飾
をうける過程でタンパク分解酵素Furinの作
用をうけて第 1270～1273 アミノ酸サイトで
180kDa と 25kDa のフラグメントに切断さ
れ、細胞膜上へリクルートされたのちに
180kDa のものが培養上清中へ分泌されるこ
とも明らかにして報告した。 
一方、臨床検体を使用した研究として口腔

扁平上皮癌（OSCC）の切除標本より薄切組
織切片を作成し、ある種の抗 CD109 ポリク
ローナル抗体を用いて免疫組織学的に評価
したところ、CD109 は SCC 組織の中でも高
分化型を呈する組織でより高発現する結果
であった。同様に、舌 SCC 切除標本に限定
して免疫染色を行い悪性度の指標とされる
Ki-67 との発現相関を検討した結果、CD109
と Ki-67 との発現に正の相関を認め悪性腫瘍
における CD109 の発現意義を報告した。 
 
 
２．研究の目的 
 
近年、悪性腫瘍の診断において腫瘍マーカ

ーを応用することにより癌を早期発見する
試みがなされ、またその手法も多様化してい
る。OSCC は、解剖学的に視診・触診が比較
的容易に行える「口腔」という部位に発生す
る悪性腫瘍であるにもかかわらず、進行期と
なってから診断に至るケースが多い。それは
多覚的には発見が容易であったとしても、罹
患者本人の自覚症状に乏しいものや口腔の
解剖学的形態の複雑さゆえにセルフチェッ
クが難しいなどの理由があると思われる。   

OSCC はその進行スピードが様々ではあ
るものの、ほとんどの発癌過程で白板症をは
じめとする前癌病変の病態を介するとされ、
定期的な口腔検診による要注意粘膜病変の
フォローアップや、罹患初期にあらゆる診断

技術を応用することにより早期発見するこ
とが十分に可能と思われる。 
しかし口腔領域の前癌病変やごく初期の

SCC（上皮内癌等）においては、SCC である
か否かの診断基準が診断医の経験に頼ると
ころが大きいのが現状で、時に臨床医と病理
医の見解が合致しないこともある。そこで研
究代表者は、初期 OSCC の早期発見に寄与す
べく新たな診断補助マーカーを探求する目
的で、以前報告した in vitro において細胞外
へ分泌される CD109（分泌型 CD109）の存
在に着目した。分泌型 CD109 は生体では血
液をはじめとする体液中に分泌されている
可能性があるとの仮説を立てて、血液中の
CD109 を定量化し新規 SCC マーカーとして
有用か否かを検討することを試みた。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1）培養上清中の CD109 の定量 
予備実験として、使用予定であるヒト

CD109-ELISA キットが分泌型 CD109 を適
切に同定可能か、293 細胞に FLAG 標識型ヒ
ト CD109 を遺伝子導入した高発現細胞を樹
立し、それらの培養上清を用いて検証した。  
複数の CD109 安定発現株を選択し、ウェ

スタンブロット法にてその発現量を定性的
に確認したうえで、培養期間を変えたものお
よび培養上清濃度を濃縮法にて変化させた
ものを調整し定量（濃度測定）が可能である
か検討した。 
 
（2）CD109 トランスジェニックマウスにお
ける血中 CD109 の定性 
 以前われわれの研究グループで作成した
FLAG 標識型マウス CD109 遺伝子を発現す
るトランスジェニックマウス(TG)より採血
を行い、血清を分離し検体とした。コントロ
ールとして同種野生型マウス(WT)の血液を
使用した。 
各々3 個体から採取した検体を用い、抗

FLAG（ラビットポリクローナル）抗体によ
るウェスタンブロット法にて血中 CD109 の
存在を確認することを試みた。 
 
（3）腫瘍移植マウスモデルにおける血中
CD109 濃度の測定 
（1）にも使用した FLAG 標識型ヒト

CD109 高発現細胞をヌードマウスの背部皮
下へ移植し腫瘍モデルを作成、それらのマウ
スより腫瘍発育の過程で週一回定期的に採
血した。血清を凍結保存し検体とした。コン
トロールとして、同種マウスに CD109 無発
現細胞を移植したもの（VC）の血液を使用し
た。 
ヌードマウス血中 CD109 濃度をヒト

CD109-ELISA キットを用いて測定した。腫
瘍移植後 35 日で腫瘍塊を摘出し、摘出後の
血中濃度も経時的に評価した（図 A）。 
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（4）OSCC および前癌病変患者の血中
CD109 濃度の測定 
臨床研究として当院生命倫理審査委員会

の承認のもと、当科を受診した OSCC 患者お
よび白板症などの口腔前癌病変や扁平苔癬
などの粘膜病変（非 OSCC）患者から提供い
ただいた血液検体を用いて、基礎実験と同様
にヒト CD109-ELISA キットを用いて血中
CD109 濃度を測定し、臨床情報と各群におけ
る CD109 平均値の関連性を検討した。 
検体は、当院口腔外科を受診した上記疾患

患者を対象に、研究に対するインフォームド
コンセントを行ったうえで当科初診時もし
くは術前検査のスクリーニングとして採血
検査を行う際に採取し、血清を分離し凍結保
存したものを使用した。 
 
 
４．研究成果 
 
（1）培養期間が長期になるにつれてウェス
タンブロットにおけるヒト CD109 の発現量
は増加し細胞数に相関して培養上清中の濃
度も上昇することが確認された。また培養上
清の濃縮率に相関して CD109 濃度の定量値
も 増 加 し 、 分 泌 型 CD109 は ヒ ト
CD109-ELISA キットを使用した定量が可能
であることを確認した。 
 
（2）FLAG 標識型マウス CD109 を発現する
トランスジェニックマウスすべての検体中
に、抗FLAG抗体で認識されるマウスCD109
が確認され、トランスジェニックマウスにお
いて CD109 は血液中に存在していることが
確認された（図 B）。 
 
図 B 

 
 
 
 
 
 
 
 
（3）腫瘍移植マウスモデルでは FLAG 標識
型ヒト CD109 発現細胞株の腫瘍塊発育に相

関して、移植後 21 日時点より血中の CD109
（FLAG 標識型ヒト CD109）濃度が上昇す
ることがウェスタンブロット法、ELISA 法と
もに確認された（図 C,D）。また、形成した
腫瘍塊を摘出しその後の血中 CD109 濃度を
測定したところ、腫瘍由来 CD109 濃度は速
やかに減少し 48時間後にはほぼ消失した（図
E）。これらの結果より、in vivo においても
腫瘍から血中に分泌されたヒト CD109 は
ELISA 法により同定が可能であり、ヒトの体
内においても扁平上皮癌組織にて CD109 が
産生・分泌されているのであれば、臨床診断
の場においても新たな血液腫瘍マーカーと
なり得る可能性が示唆された。 
 

＝腫瘍移植後＝ 
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図 D 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

＝腫瘍摘出後＝ 
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    BO：Before Operation 



（4）約 40例の臨床検体を用いて血中 CD109
濃度を測定した結果、性別や年齢においては
CD109 濃度の平均値に差は認めなかった。
OSCC群（30例）対非OSCC群で血中CD109
値を比較したところ、OSCC 群で低値であっ
た。さらに OSCC 群のみに限定しで検討した
結果、T 分類および病期分類（Stage）にお
いて血中 CD109 値との間に負の相関を認め
たが、リンパ節転移の有無では血中 CD109
値に有意な差は認めず、腫瘍サイズに依存し
て血中 CD109 値は低下していた。また、5
年生存群対非生存群で血中 CD109 値を比較
したところ 5 年非生存群で低値であり、初診
時の段階で進行癌である症例をはじめ腫瘍
の進展にともない血中 CD109 値は低下する
傾向にあった。初期 OSCC（Tis および Stage
Ⅰ）の群と非OSCC群においても血中CD109
値を比較したが有意な差は認めなかった。   
これらの結果は、腫瘍増大にともない血中

CD109 濃度が上昇するというマウスで得ら
れた結果とは相反するものであった。ヒト
OSCC 組織内での CD109 発現状態に差があ
ることや、生体における内因性 CD109 との
相互作用などの影響があると思われた。また
現時点では初期 OSCC と非 OSCC 病変の鑑
別には血中 CD109 が有用な診断マーカーの
候補とは明言しがたい結果であり、各個体に
おける組織内での CD109 発現と血中 CD109
濃度との相関性の検討が必要であるなど、今
後のわれわれの検討課題と考える。 
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