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研究成果の概要（和文）：膜 4回貫通型蛋白質テトラスパニンファミリーに属する CD9は、マ

ウス及びヒト胚性幹（ES）細胞において高発現していることが報告されており、ES 細胞の未

分化性の維持に何らかの強い関与が示唆されている。そこで本研究では、マウス ES 細胞未分

化維持機能に及ぼす CD9 の関与を明らかにする目的で、CD9 遺伝子欠損（CD9-/-）マウス由

来の内部細胞塊（ICM）より ES細胞が樹立可能であるかを検討した結果、CD9は ES細胞の

未分化性評価に関わる因子の 1 つではあるが、ES 細胞の機能性の維持においては必須の因子

でないことが判明した。 

 
研究成果の概要（英文）：We have previously demonstrated that the tetraspanin CD9 is 

necessary for membrane fusion between sperm and oocyte during fertilization. While 

knockout mice for CD9 are viable, CD9-/- females are sterile due to the inability of their 

oocytes to fuse with sperm. In this study, we focused on the role of CD9 in embryonic stem 

(ES) cells. To investigate whether CD9 has a direct effect on ES cells, we generated and 

characterised several CD9 knockout mouse ES cell lines. Taken together, our results reveal 

that CD9 is dispensable for mouse ES cell self-renewal and pluripotency. The generation of 

CD9-/- ES cells should prove to be a useful tool with which to study the function of this 

protein and a range of other associated cellular processes. 
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１．研究開始当初の背景 

 幹細胞は、多分化能と自己複製能を併せ持
つ未分化な細胞であり、生理的な細胞の入れ
替わりや組織修復に関わると考えられてい
る。こうした幹細胞は、今や様々な組織に存
在することが明らかにされ、「体性幹細胞」

と呼ばれている。また、中でも ES細胞や iPS

細胞は、培養により無限に増殖させることが
可能であることと、全ての組織に分化するこ
とができる多能性を持っていることから、将
来的には再生医療のみならず医薬品・食品・
化粧品の開発にまでも、その利用が期待され
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ている。しかし、現状は目的とする細胞を効
率よく分化誘導し安定供給することが困難
な上に、分化した細胞の安定性についても不
安が残されている。これらの問題は、ひとえ
に、「多能性幹細胞」そのものについての理
解が極めて乏しいため、ES 細胞および iPS

細胞の特性が未だ完全に標準化されていな
いことに起因する。そこで、本研究では、多
能性幹細胞の特徴の一つである「未分化性」
に着目し、その未分化性を規定している膜タ
ンパク質の重要性について解析することを
主な目的とし、膜タンパク質群の機能的動態
から見た多能性幹細胞の標準化を行う。 

 膜タンパク質は、細胞を内と外に区切って
いる細胞膜に存在し、細胞外の情報や物質の
通り道として重要な役割を担っている。また、
細胞膜には多くの接着分子が存在し，細胞間
の相互作用にも深く関与している。これまで
に、未分化 ES 細胞の細胞表面に特異的に発
現する分子として、膜４回貫通型タンパク質
（CD9）、胚発生段階特異抗原（SSEA）およ
びフォルスマン抗原（FA）が同定されており、
これら膜タンパク質は、ES 細胞の特性を決
定するための細胞表面マーカーとして広く
認知されている。これら膜タンパク質の中で
も、特にテトラスパニン・ファミリーに属す
る CD9 に関しては、その分子本体が詳細に
解明されている。このような中、当研究室で
はCD9ノックアウトマウスの作製に成功し、
CD9分子の in vivoにおける分子機能につい
てこれまで解析を遂行してきた。そこで、本
研究では、CD9が未分化細胞に特異的に発現
していることに注目し、ES 細胞における
CD9 の機能解析を遺伝子ターゲティング法
により行った。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、胚性幹細胞（ES 細胞 : 

embryonic stem cells）や人工多能性幹細胞
（iPS細胞：induced pluripotent stem cells）
の特性を標準化するための目的で、多能性幹
細胞の特徴の一つである「未分化性」に着目
し、その未分化性を規定している膜タンパク
質の重要性について解析する。 

 

３．研究の方法 

 ES細胞の未分化性維持におけるCD9分子の
役割を詳細に解明する目的のために、CD9-/- 
ES細胞の樹立を試み、得られた CD9-/- ES細
胞が ES細胞としての特性を保持しているか
を以下の解析により評価した。 
（１）実験 1：CD9-/- ES細胞樹立 
当研究室ではこれまでに、受精過程において、
CD9は精子が卵細胞膜と融合するために必須
な因子であること報告している。そのため、
CD9-/-マウス由来の受精卵を卵細胞室内精
子注入法（ICSI）により獲得し、胚盤胞期ま

で培養した。次に、CD9-/-胚盤胞より内部細
胞塊（ICM）を単離培養し、ES細胞様の形態
を示した細胞株の樹立を試み、複数の CD9-/- 
ES細胞株が樹立可能であるかを検討した。 
 
（２）実験 2：CD9-/- ES細胞における未分
化マーカーの評価 
CD9-/- ES細胞が ES細胞未分化マーカーを発
現しているかを、以下の解析により評価した。
① 未分化時に特異的に発現する遺伝子
（Oct3/4、Sox2、Nanog、Rex1）を、RT-PCR
法により確認した。 
② 上述の未分化マーカータンパク質の発現
を、免疫組織化学法により検出した。 
③ 未分化時に特異的に活性が認められるア
ルカリフォスファターゼ（ALP）の活性化状
態を、高感度の化学発光基質を用いて検出し
た。 
 
（３）実験 3：CD9-/- ES細胞における分化
能の評価 
CD9-/- ES細胞が ES細胞の特性の一つである
「多分化能」を保持しているかを、以下の解
析により評価した。 
① 分化誘導三次元培養法により、胚様体
（EB：embryoid body、三胚葉 [内胚葉・中
胚.葉・外胚葉] が誘導された状態）の形成
を行った。得られた EBにおいて、三胚葉の
分化マーカーとなる遺伝子発現を RT-PCR法
により確認した。 
② 免疫不全マウスの皮下に CD9-/- ES細胞
を移植することにより、テラトーマ形成能
（三胚葉系列の細胞への分化能）を評価した。 
③ CD9-/- ES細胞が多能性を保持しているか
どうかは、キメラマウスを作製ことで証明で
きる。それ故、キメラマウス組織における
CD9-/- ES由来の細胞を簡易に同定するため
に、まず CD9-/- ES細胞へ EGFP導入した細
胞株を樹立し、この EGFP-CD9-/- ES細胞を
用いてキメラマウスを作製し、CD9-/- ES細
胞のキメラ形成能への影響を EGFPの発現分
布により確認した。 
 
（４）実験 4 遺伝子発現パターンの評価 
CD9-/- ES細胞と CD9+/+ ES細胞における遺
伝子の発現パターンを、DNAマイクロアレイ
により網羅的に解析し、遺伝子発現レベルか
ら見た両 ES細胞株の類似性または相違性を
評価した。 
 
４．研究成果 
（１）実験 1：CD9-/- ES細胞樹立 
 受精過程において、CD9 は精子が卵細胞膜
と融合するために必須な分子であるため、
CD9-/-マウス由来の受精卵を卵細胞室内精
子注入法（ICSI）により獲得し、胚盤胞期ま
で培養した。次に、CD9-/-胚盤胞より ICMを



 

 

単離培養し、ES細胞様の形態を示した細胞を
3 株樹立することに成功した。これら 3 株の
CD9-/- ES 細胞における細胞増殖速度は野生
型 ES 細胞と同等であり、また核型の状態も
正常に維持されていた。 

 
    図１．CD9-/- ES細胞樹立 
 
（２）実験 2：CD9-/- ES 細胞における未分
化マーカーの評価 
 CD9-/- ES細胞が ES細胞未分化マーカーを
発現しているかを、以下の解析により評価し
た。 
① 未分化時に特異的に発現する遺伝子
（Oct3/4、Sox2、Nanog、Rex1）を、RT-PCR
法により解析した結果、野生型 ES 細胞と同
等の発現が確認された。 
② 上述の未分化マーカータンパク質の発現
を、免疫組織化学法により解析した結果、野
生型 ES細胞と同等の発現が確認された。 
③ 未分化時に特異的に活性が認められるア
ルカリフォスファターゼ（ALP）の活性化状
態を、高感度の化学発光基質を用いて解析し
た結果、CD9-/- ES 細胞のすべてのコロニー
において ALP活性が陽性であった。以上の結
果より、CD9は ES細胞の未分化維持にとって
必須の分子でないことが示唆された。 
 
（３）実験 3：CD9-/- ES細胞における分化
能の評価 
① CD9-/- ES 細胞が ES 細胞の特性の一つで
ある「多分化能」を保持しているかを、以下
の解析により評価した。（i）分化誘導三次元
培養法により、胚様体（EB：embryoid body、
三胚葉 [内胚葉・中胚.葉・外胚葉] が誘導
された状態）の形成を行ったところ、得られ
た CD9-/- EBは CD9+/+ EBと同様な形態を示
し、CD9-/- ES 細胞は効率的に分化誘導され
たことが確認できた。（ii）CD9-/- EBにおい

て三胚葉の分化マーカーとなる遺伝子発現
（外胚葉マーカー：Nestin、中胚葉マーカ
ー：Brachyury、内胚葉マーカー：Gata6）を
RT-PCR法および定量的PCR法により確認した
結果、CD9-/- ES細胞は野生型 ES細胞と類似
の遺伝子発現パターンを示し、CD9-/- ES 細
胞は三胚葉系列への分化能を保持している
ことが確認できた。一方で、未分化マーカー
（Oct3/4、Sox2、Nanog、Rex1）の発現が減
少していることも同時に観察された。（iii）
CD9-/- EB を特定の細胞種へ分化誘導するた
めの培養環境下でさらに培養を行った結果、
Tuj1（神経系細胞マーカー）、cTnT（心筋系
細胞マーカー）、AFP（肝臓系細胞マーカー）
の発現が免疫組織化学法により観察できた。
以上の結果より、CD9-/- ES 細胞は三胚葉そ
れぞれに由来する細胞へと分化する能力を
持つ多能性幹細胞であることが示唆された。 
② 免疫不全マウスの皮下に CD9-/- ES 細胞
を移植し、一ヶ月後に腫瘤を摘出し、テラト
ーマ形成能を評価した結果、三胚葉系列の各
組織へ CD9-/- ES細胞が分化したことが観察
された。 

図２．CD9-/- ES 細胞におけるテラトーマ形
成能評価 
 
③ 次に、CD9-/- ES細胞が多能性を保持して
いるかを証明するために、CD9-/- ES 細胞に
由来するキメラマウスの作製を行った。まず、
正常マウスの胚盤胞に緑色蛍光たんぱく質
EGFPで標識した CD9-/- ES細胞を注入し、仮
親の子宮へ移植した後、新生児を解析した。
その結果、一様に EGFP 陽性細胞の分布がマ
ウス新生児において認められ、CD9-/- ES 細
胞は十分に分化多能性を保持していること
が判明した。以上の結果より、CD9は ES細胞
の分化系譜を規定する分子ではないことが
示唆された。また、CD9-/- ES 細胞と野生型
ES 細胞における遺伝子発現レベルの違いを
網羅的に解析した結果、CD9 遺伝子の欠損が
ES 細胞における遺伝子発現動態に顕著な変
化をもたらさないことが示された。即ち、
CD9-/- ES 細胞においては、CD9 の働きを他
の分子が補填することで、未分化性および分
化多能性の
性質が維持
されている
ものと推測
された。 
 
図３．CD9-/- ES細胞におけるキメラ形成能 
 



 

 

（４）実験 4：遺伝子発現パターンの評価 
CD9-/- ES細胞と野生型 ES細胞における遺伝
子発現レベルの違いを網羅的に解析するこ
とにより、CD9-/- ES 細胞において CD9 分子
の機能を補填する因子の同定を試みた。マイ
クロアレイの解析結果をもとに、CD9-/- ES
細胞において野生型 ES 細胞よりも高く発現
している遺伝子について考察した結果、
CD9-/- ES 細胞において膜タンパク質関連遺
伝子の発現が、主に上昇していることが示さ
れた。そこで、一部の膜タンパク質関連遺伝
子について、定量的 PCR法によりその発現量
を詳細に解析した結果、細胞膜関連遺伝子群
（Adm、Ptprc、Itga4、Tspan11、Pou4f3、Zdhhc1、
Ptger4、Zdhhc7）に関しては、CD9-/- ES 細
胞において大きな発現上昇は見られないも
のの全体的に上昇傾向にあることが観察さ
れた。しかしながら、以上の結果が CD9-/- ES
細胞の生存維持に直接関与しているとは考
えにくく、その詳細については不明であり、
今後さらなる解析を進める必要があると結
論づけた。 

図４．CD9-/- ES細胞のマイクロアレイ解析 
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