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研究成果の概要（和文）：本研究では、初めに CD109 を全身に強く発現させたトランスジェニ

ックマウスを作製し CD109 の分子機能の一端を明らかにする事を試みた。本トランスジェニ

ックマウスでは血清に可溶性 CD109 の著しい増加を認めたほか 30％程度の割合で生後 1 年前

後に腫瘍形成を認めた。次に CD109 のプロモーター解析を行い、発癌とともに CD109 が発現

増加する機序を検討した。その結果、一部の細胞株では転写因子の Egr1 を介して CD109 の発

現が増強することが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, I first generated a transgenic mouse overexpressing 
CD109 under control of CAG promoter and investigated its molecular function using the 
transgenic mouse. I observed elevated serum-concentration of soluble form of CD109. 
Thereafter I found tumor development in one-third of the transgenic mice around the age 
of one year. Its molecular mechanisms remain under study. I next investigated why CD109 
is up-regulated during carcinogenesis in several carcinomas by promoter analysis of CD109. 
I finally demonstrated that CD109 expression is up-regulated in subsets of carcinomas 
through Egr1 induction during their carcinogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 (2) 癌関連遺伝子としての CD109 

CD109 はα2-マクログロブリン/C3, C4, 
C5 フ ァ ミ リ ー に 属 す る
glycosylphosphatidylinositol(GPI)-結合型の
細胞表面糖タンパクである。CD109 は以下に
示す異なった３つの側面からこれまでに機
能解析が行われてきている。 

(3) TGF-βレセプター関連分子としての
CD109 
このように CD109 の機能解析はさまざま

な側面から固形癌由来の細胞株を用いて行
われてきたが、最初に細胞表面抗原として
CD109 の存在が確認された造血組織におけ
る CD109 の生理機能が未だ不明なこと、正
常の扁平上皮には発現が低い CD109 が，な

(1) 造血幹細胞，巨核球・血小板表面抗原と
しての CD109 



ぜ発癌過程の中で発現が亢進しそれが発癌
過程をどの様に修飾しているか解明されて
いないこと、TGF-βレセプターとの相互作用
に関する詳細な分子機構は未だ明らかにさ
れていないことなど、CD109 の分子機構につ
いて解決されていないことが多く残ってい
る。 
 CD109 に関する未解決な分子機構を明ら
かにすることにより，CD109 を発現するヒト
の扁平上皮癌に対する新規治療法または診
断法の開発に応用できる可能性がある。これ
までは CD109 の研究は細胞株を用いた解析
が中心に行われてきたが，より詳細な生理機
能の検討には個体レベルの検討が必須であ
る。 
 そこで研究代表者らが開発に取り組んで
きた CD109 を全身に強制発現させたトラン
スジェニックマウスを用いて、CD109 の機能
を明らかにし、発癌促進機構について解明で
きると考えた。さらに CD109 のプロモータ
ー解析を行い、腫瘍化の過程で CD109 の発
現が増加する分子機構を明らかにすること
を企図した。 
 
２．研究の目的 
 CD109 の分子機能の詳細を明らかにする
ために，本研究では CD109 をマウスの全身
に強く発現させたトランスジェニックマウ
スを用いて，発癌過程などの病的過程におけ
る CD109 の作用を個体レベルで解明するこ
とを目的とした。次に発癌において CD109
も発現が増加する機序を説明するために
CD109 のプロモーター解析を行い転写レベ
ルでの発現調節機序を明らかにした。最後に
CD109 に対するモノクローナル抗体の作製
を試みた。さらにこのモノクローナル抗体を
用いた、血清中の可溶性 CD109 を定量可能
な ELISA 法の開発を目的とした。可溶性
CD109 の血中濃度が、扁平上皮癌などの
CD109 高発現癌の病勢と相関するかを検討
し，CD109 を標的とした新規臨床診断技術の
確立を目指すことを本研究の最終目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
(1) CD109 発現トランスジェニックマウスに
おける表現型の確認 
系統ごとに CD109 発現トランスジェニック
マウスより臓器を採取し，各臓器における
CD109 の発現レベルを mRNA およびタンパ
クレベルで評価した。さらに免疫染色を行い
各臓器の組織構築における CD109 の発現パ
ターンを把握した。同時に野生型マウスにお
けるCD109の組織学的発現分布を検証した。 
 また、CD109 は発癌との関連が報告されて
いることから、経時的観察により CD109 ト
ランスジェニックマウスに特徴的変化が現

れるかどうかを検討した。 
 
(2) CD109 のプロモーター解析 
 発癌における CD109 の役割を詳細に解析
するため、CD109 発現量が異なる二つのメラ
ノーマ細胞株を用いて、CD109 のプロモータ
ー解析を行った。CD109 の発現が高い細胞株
と低い細胞株における細胞内シグナル伝達
物質の発現量をウエスタンブロット法によ
り検討した。 
 次に、CD109 の発現が高い細胞株では低い
細胞株に比べて転写因子 Egr1 の発現量が高
かったことから、CD109 の発現量が低い細胞
株に一過性に Egr1 を強制発現させ、CD109
の発現量に変化が見られるかどうかを検討
した。 
 さらに、CD109 のプロモーター領域を
PCR 法により採取・クローニングした。
CD109 の発現量が高い細胞株を用いて
CD109 のプロモーター解析を行い、転写に必
要な最小領域を決定した。 

 
(3) CD109 に対するモノクローナル抗体の作
製 
 これまでにポリクローナル抗体が作製さ
れた部位を指標に、ヒト CD109 の合成ペプ
チドを合成し，マウスに免疫を行いモノクロ
ーナル抗体の作製を予定した。 
 
４．研究成果 
(1) CD109 発現トランスジェニックマウスに
おける表現型の確認 

CD109の発現はCAGプロモーターで誘導
を受けるが，系統および同じ系統内でも臓器
の違いで発現のレベルが異なっていた。まず
CD109 の強制発現がマウス個体の発生，成長
過程に及ぼす影響を組織病理学に検討した。
系統ごとに CD109 発現トランスジェニック
マウスより臓器を採取し，各臓器における
CD109 の発現レベルをタンパクレベルで評
価した。大脳、小脳、臭球、肺、心臓、膵臓、
副腎、膀胱、皮膚において、野生型と比較し
てトランスジェニックマウスで発現が増強
していた。野生型では、精巣においてのみ
CD109 の発現が見られた。さらに興味深いこ
とにより組織分布が広範な系統で、可溶性
CD109 を血清に多量に認めた。さらに免疫染
色を行い、各臓器の組織構築における CD109
の発現パターンを把握した。発現レベルは異
なるが、2 つの系統で腎糸球体において強く
CD109 が発現していた。 

経時的観察から本トランスジェニックマ
ウスは 3 匹に 1 匹程度の割合で生後 1 年前後
に腫瘍形成を認めることを確認した。組織学
的検索ではリンパ増殖性疾患、肝血管腫、腺
癌などが観察された。一方腫瘍細胞における
CD109 の発現レベルは低く血清中の遊離



 CD109 分子を介したシグナル伝達機構の修
飾に伴う腫瘍形成が示唆された。しかし
C57/BL6 に戻し交配を進める過程で第 7 代
前後より、血清中の可溶型 CD109 の発現量
には変化が無い一方で、腫瘍形成率が著しく
減弱する結果となった。現在本トランスジェ
ニックマウスの C57/BL6 への純系化は完了
し理研 BRC に登録の予定であるが、腫瘍形
成については背景の系統に影響を受ける可
能性が強く示唆されたため、DBA2 と交配す
ることで再び第 1代にあたるBDF1の系統に
戻し、本トランスジェニックマウスの腫瘍形
成に再現性があるかどうかについて確認を
行っている。 

 
 
   図 2. Egr1 導入 
   SK-Mel31 細胞株にお 
   ける CD109 発現 
 
 
(3) CD109 に対するモノクローナル抗体の作
製 

CD109 のモノクローナル抗体の作製を進
めたが、共同研究者により先に優れた抗体が
作製され ELISA への応用が完了した。共同
研究者とは可溶型 CD109 が腫瘍マーカーと
して有用かどうかを、本トランスジェニック
マウスを用いて解析中である。 

 
(2) CD109 のプロモーター解析 
発癌における CD109 発現増加の分子機構

を検討するために NIH3T3 細胞に Hras 導入
を行い CD109 蛋白量の変化を観察したとこ
ろ CD109 発現の増加と細胞内の ERK, AKT
シグナルの増強が観察された。さらに CD109
を高発現するメラノーマ細胞株と低発現の
メラノーマ細胞株間でも同様に、CD109 発現
の高い細胞株において細胞内の ERK, AKT
シグナルの増強が観察された。 
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 real-time PCR 法にて細胞株中の CD109
発現量を mRNA レベルでも確認した。 
そこで次に CD109 遺伝子の転写開始点よ
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