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研究成果の概要（和文）：本研究では，ヒト検体および我々の作製したCD109ノックアウトマウスを用いて免疫組織化
学的検討を行い，ヒトおよびマウスの骨に存在する破骨細胞や，ヒト骨肉腫・骨巨細胞腫などで出現する破骨型多核巨
細胞においてCD109が高発現することを示した．
また，マウスより得た初代培養骨芽細胞および破骨前駆細胞の共培養により，CD109が欠損することで破骨細胞の多核
化が阻害されることが明らかとなった．
以上のことからCD109が破骨細胞の多核化および破骨型多核巨細胞の形成に関与する可能性が示唆された．

研究成果の概要（英文）：In this study, immunohistochemical analysis revealed CD109 expression in human 
and murine osteoclasts in bones and osteoclast-like multinucleated giant cells in human osteosarcoma and 
giant cell tumor.
In addition, we performed co-culture experiments using primary osteoblasts and pre-osteoclasts isolated 
from either wild-type or CD109-deficient mice. In this in vitro co-culture experiments, CD109-deficient 
pre-osteoclasts failed to multinucleate by cell fusion.
These findings suggest that CD109 plays a role in cell fusion of osteoclasts and in formation of 
osteoclast-like multinucleated giant cells.

研究分野：実験病理学
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞融合は，生理的および病的な状況のい
ずれでも認められる重要な生命現象である
が，腫瘍組織における細胞融合のメカニズム
とその役割については不明な点が多い． 
α2-マクログロブリン/C3,C4,C5 ファミリ
ーに属する GPI アンカー型膜タンパク質
CD109は，肺・口腔・食道・子宮頸部の扁平
上皮癌，膀胱尿路上皮癌等で発現が増強して
いることが明らかとなっており，癌関連遺伝
子と考えられている．また，ケラチノサイト
細胞株において，CD109は TGF-βシグナル
を負に制御するとの報告もあり，TGF-βの共
受容体とされている． 
加えて，我々が作製した CD109 ノックア
ウトマウスの解析により，生体内において
CD109 は表皮ケラチノサイトの分化におい
て重要な役割を果たすことを示唆する結果
が得られている． 
しかし，非上皮性組織における CD109 に
ついての報告は少なく，その発現および機能
には不明な点が多い．一方，質量分析法によ
り，CD109 と，組織球の融合を制御する
CD81 の結合を示唆するデータが得られてい
たことから，本研究では，非上皮性組織の中
でも，細胞融合により生じることが知られて
いる骨組織中の破骨細胞や，骨肉腫および骨
巨細胞腫で認められる破骨型多核巨細胞に
おける CD109 の役割に着目し，本研究を開
始した． 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では， CD109が生体内において細
胞融合の制御に与える影響を明らかにする
とともに，癌関連遺伝子としての CD109 が
腫瘍における多核巨細胞の形成にどのよう
に関与しているかを解明することを目的と
する．  
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 野生型マウスとCD109ノックアウトマ
ウスそれぞれの骨組織を用いて，形態学
的，生化学的，免疫組織化学的解析を行
い，CD109 の有無が骨組織における破
骨細胞および骨芽細胞の形態にどのよ
うな影響を与えるか調べるとともに，
各々の細胞におけるCD109の発現を観
察する． 
また，多核巨細胞を認める種々のヒト組
織検体を用いた免疫組織化学的解析に
より，それらの腫瘍における CD109の
発現分布を解析する． 
 

(2) 野生型マウスとCD109ノックアウトマ
ウスより初代培養骨髄単核球および骨

芽細胞を回収し，それぞれにおける
CD109の発現の有無を確認する．また，
これらのマウス初代培養細胞に加え，ヒ
ト骨肉腫由来細胞株(MG-63, U-2 OSな
ど)やヒトおよびマウス間葉系間質細胞
由来細胞株(UE7T-13，C3H10T1/2 な
ど)を用いて，CD81 との関係を含めた
細胞融合における CD109の機能や，骨
肉腫を含む多核巨細胞を惹起する腫瘍
における CD109 の役割について，in 
vitroで検討する． 

 
 
４．研究成果 
 
(1) 野生型マウスおよびCD109ノックアウ
トマウスの粉砕骨を用いたウエスタン
ブロッティングを行ったところ CD109
の発現が確認された(図:矢印)． 

続いて，ヒト検体あるいは野生型および
CD109 ノックアウトマウスの骨組織を
用いて免疫組織化学的解析を行ったと
ころ，ヒトおよびマウスの骨に存在する
破骨細胞がCD109陽性であっただけで
なく，骨芽細胞も CD109陽性であるこ
とが明らかとなった．なお，CD109 ノ
ックアウトマウスの骨組織においても
野生型とほぼ同様の破骨細胞が観察さ
れた一方で，骨芽細胞は CD109ノック
アウトマウスでは野生型マウスに比べ，
立方型をした幼若なものが多く観察さ
れ，CD109 が骨芽細胞の分化に関与す
る可能性が示唆された． 
さらにヒト骨肉腫・骨巨細胞腫などで出
現する破骨型多核巨細胞において
CD109 が高発現することを免疫組織化
学的に確認した．一方，結核，サルコイ
ドーシス，異物肉芽腫，巨細胞性心筋炎
で認められる非腫瘍性の多核巨細胞で
は CD109の発現を認めないか，弱い発
現を認めるのみであった． 
以上のことから，CD109 は細胞融合に
より生じる多核巨細胞の中でも骨組織
における破骨細胞と，腫瘍組織中の破骨
型多核巨細胞に特異的に発現している
可能性を示唆する結果が得られた． 
 

(2) 野生型マウスおよびCD109ノックアウ

図：骨における CD109の発現 
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トマウスそれぞれから初代培養骨髄単
核球および骨芽細胞を得ることに成功
した．続いて，ウエスタンブロッティン
グにより骨髄単核球を分化させた破骨
前駆細胞と骨芽細胞のいずれにおいて
もCD109が発現していることを明らか
にした． 
次に，これらの初代培養細胞を用いた共
培養を行ったところ，破骨前駆細胞ある
いは骨芽細胞のいずれかがCD109ノッ
クアウトマウス由来である場合に，破骨
前駆細胞の細胞融合および多核化が阻
害されることが明らかとなり，CD109
が破骨細胞の細胞融合に関与している
ことが示唆された．ただし，(1)で述べ
たように，CD109 ノックアウトマウス
の骨組織において多核の破骨細胞が観
察されており，細胞レベルと個体レベル
で異なった結果が得られた原因につい
て，今後さらなる解析が必要と考えられ
た． 
上記の初代培養細胞に加えて，骨組織由
来の各種細胞株を用いてCD109の機能
解析を行っていくために，まず CD109
を高発現する細胞株を検索した．骨芽細
胞系細胞株として MG-63 および U-2 
OSなどを，間葉系間質細胞由来細胞株
としてUE7T-13およびC3H10T1/2を，
破骨細胞系細胞株として RAW264.7 を
用いて検討を行ったところ，特に
MG-63 で CD109 が高発現しているこ
とが明らかとなった． 
間葉系間質細胞における分化のモデル
細胞として知られるマウス由来の
C3H10T1/2を用いて骨芽細胞への分化
誘導実験を行ったところ，誘導初期に最
もCD109の発現が増強することが明ら
かとなり，in vitroでも CD109が間質
細胞から骨芽細胞への分化に関与して
いる可能性が示唆された．ヒト由来細胞
株においても，より未分化な間葉系細胞
株である UE7T-13 における CD109 の
発現は骨肉腫細胞株に比べると弱く，分
化あるいは腫瘍化にともなって CD109
の発現が増強している可能性が考えら
れた． 
質量分析法の結果から，CD109がCD81
と結合している可能性を考え，免疫沈降
法により検討した結果，これらが共沈す
ることが明らかとなった． 
また，CD109の発現が高かったMG-63
を用いて，RNA 干渉法により CD109
のノックダウンを行った後，TGF-βを
投与し，ウエスタンブロッティングによ
り SMAD2 のリン酸化を経時的に観察
することで，TGF-βシグナルと CD109
の関連について検討した．これまでのと
ころMG-63細胞株を用いた検討におい
ては，CD109 の多寡と TGF-βシグナ
ルの間に明らかな関係は認められてお

らず，今後 CD109がその他のシグナル
経路に与える影響を検討する必要があ
ると考えられた． 
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