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要約 
 

Coiled-coil domain containing 47 (CCDC47) は 1 回膜貫通型の⼩胞体膜タン

パク質であり、⼩胞体内腔側領域に Ca2+結合活性を有している。Ccdc47 ⽋損

マウス胎児線維芽細胞を⽤いた解析で、⼩胞体 Ca2+貯蔵量の減少と⼩胞体ス

トレスに対する感受性の亢進が認められたことから、CCDC47 が⼩胞体 Ca2+

恒常性の維持を担っていることが想定される。また、複数回膜貫通型タンパ

ク質の⽣合成において、CCDC47 が膜内シャペロン複合体の構成分⼦の 1 つ

として複数回膜貫通型タンパク質のフォールディングに寄与することが報告

されている。 

ヒトCCDC47遺伝⼦変異が肝機能障害、⾻形成異常、全般的成⻑遅延など

多系統疾患を引き起こすことから、CCDC47が正常な発⽣や組織⽣理機能に

おいて重要な役割を担っていることが考えられる。しかしながら、Ccdc47⽋

損マウスは胎⽣10.5⽇前後で致死となるため、機能⽋損変異による病態やそ

の分⼦機序に関する解析はほとんど⾏われておらず、⽣体内におけるCCDC4

7の機能的重要性は検討されていない。本研究では、肝臓特異的Ccdc47⽋損

マウスを作出し、⼩胞体ストレス誘導剤ツニカマイシンにより誘導される⼩

胞体ストレスへの応答を検討した。また、初代培養肝細胞を⽤いたCa2+イメ

ージングを⾏い、Ccdc47⽋損によるCa2+ハンドリング異常を検討した。 

 本研究では、Cre/loxPシステムを⽤いて肝臓特異的Ccdc47⽋損マウス (cK

Oマウス) を作出した。cKOマウスは正常に発育し、明瞭な形態的異常は観

察されなかった。 

マウス胎児線維芽細胞において、Ccdc47⽋損が⼩胞体ストレス誘導剤によ

る細胞死を亢進させることが報告されている。⼩胞体ストレスに対する感受
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性の亢進が⽣体内組織においても認められるか検討するために、cKOマウス

にツニカマイシンを腹腔内投与し、その応答を観察した。cKOマウスでは、

ツニカマイシン投与により誘導される肝臓への脂肪蓄積が対象群と⽐較して

有意に亢進していた。また、C/EBP homologous protein (CHOP) タンパク質

の発現が有意に⾼かった。CHOPはC/EBPαと⼆量体を形成することでその転

写活性を阻害し、代謝関連遺伝⼦の発現を抑制することが知られている。Re

al-time PCR法により代謝関連遺伝⼦のmRNA発現レベルを検討したところ、

脂肪酸β酸化関連遺伝⼦の発現を制御する核内受容体PPARαのmRNA発現レ

ベルが有意に低下していた。この結果から、Ccdc47⽋損マウス肝臓における

ツニカマイシン誘導性脂肪蓄積の亢進に、PPARαの減少による脂肪酸β酸化

の抑制が寄与することが⽰唆された。 

次にCcdc47⽋損マウス胎児線維芽細胞で認められた⼩胞体Ca2+ハンドリン

グ異常が、Ccdc47⽋損肝細胞でも認められるか検討するために、初代培養肝

細胞を⽤いたCa2+イメージングを⾏なった。Ccdc47⽋損肝細胞の静⽌状態の

Ca2+レベルは対照群肝細胞と⽐較して有意に低下していた。また、Ca2+-free

溶液中でイオノマイシン、及び、Sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase (S

ERCA) 阻害剤タプシガルギン処置により誘導されるCa2+トランジェントも

有意に低下しており、肝細胞におけるCcdc47⽋損が⼩胞体Ca2+貯蔵量を減少

させることが⽰唆された。 

以上の結果から、肝細胞における Ccdc47 ⽋損がツニカマイシン誘導性⼩胞

体ストレスへの適応を抑制すること、及び、⼩胞体 Ca2+貯蔵量を減少させる

ことが明らかになった。⼩胞体 Ca2+貯蔵量の減少は Ca2+依存性分⼦シャペロ

ンの活性低下を引き起こし、⼩胞体ストレスへの抵抗性を低下させると考え

られる。Ccdc47 ⽋損による分⼦シャペロンの機能不全がツニカマイシン誘導



 ３ 

性⼩胞体ストレスへの適応を抑制し、CHOP の発現レベルが⾼く維持される

ことで肝臓への脂肪蓄積が亢進したと予想される。 
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序論 
 

Ca2+は細胞内セカンドメッセンジャーとして機能する極めて重要なシグナル

分⼦であり、神経伝達物質の分泌や筋収縮、遺伝⼦発現など広範な細胞⽣理機能

の制御に関与している [1, 2]。細胞外 Ca2+濃度が 1~2 mM であるのに対して、定

常状態の細胞内 Ca2+濃度は数⼗ nM と⾮常に低く保たれており、細胞に様々な

刺激が加わると細胞内 Ca2+濃度は数百 nM~数⼗ μM に上昇する [3]。その細胞

内 Ca2+濃度の上昇は刺激に応じて異なる時空間的なパターンを⽰し、パターン

特異的な下流のシグナル応答が誘導されることで、Ca2+が多岐にわたる細胞⽣理

機能を制御することが可能になっている [3]。細胞内 Ca2+は、主に細胞外からの

流⼊と細胞内 Ca2+ストアである⼩胞体からの放出の 2 つの経路で供給される [1, 

2]。細胞外からの流⼊は、細胞膜の脱分極や物理的圧⼒、アゴニスト、細胞内メ

ッセンジャーなどの刺激に応答する多様な Ca2+チャネルを介して引き起こされ

る [2]。また、⼩胞体 Ca2+ストアからは、⼩胞体膜に発現する Ca2+ 放出チャネ

ル、IP3 受容体やリアノジン受容体を介して Ca2+が放出される [4, 5]。⼀旦上昇

した細胞内 Ca2+濃度は、plasma membrane Ca2+-ATPase (PMCA) や Na+/Ca2+ 

exchanger (NCX) による細胞外への排出と、Sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-

ATPase (SERCA) による⼩胞体への取り込みにより定常状態まで低下する 

[1, 2]。 

⼩胞体 Ca2+ストアは、上述した IP3 受容体やリアノジン受容体、SERCA ポン

プに加えて、⼩胞体に発現する Ca2+結合タンパク質など多様な分⼦によりその

恒常性が維持されている [6-8]。⼩胞体に貯蔵された Ca2+は、細胞質への放出

を介して Ca2+シグナリングに寄与するだけでなく、分⼦シャペロンなど⼩胞体

に多数発現する Ca2+依存性タンパク質が正常に機能し、タンパク質合成やフォ
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ールディング、翻訳後修飾などの⼩胞体機能を維持することにおいても重要な

役割を担っている [6-8]。Calreticulin や glucose regulated protein 94 (GRP94)、

binding immunoglobulin protein (BiP) などの分⼦シャペロンは Ca2+結合活性を

有しており、そのシャペロン活性を発揮するためには⼩胞体 Ca2+濃度が⾼く

維持されている必要がある [8, 9]。⼀⽅で、⼩胞体内の Ca2+のほとんどがこれ

ら分⼦シャペロンに結合しており、Ca2+緩衝タンパク質として働くことで⼩

胞体 Ca2+濃度を維持していることも知られている [8, 9]。例えば、Calreticulin

の C末端領域は酸性アミノ酸残基に富んでおり、1 分⼦の Calreticulin に最⼤

25 個の Ca2+が結合する [9]。Calreticulin の⽋損により⼩胞体 Ca2+ストア量が

減少することや、Calreticulin の発現量増加により⼩胞体 Ca2+ストア量が増加す

ることから、Calreticulin が⼩胞体の Ca2+貯蔵を担っていることが⽰されている 

[10]。Bip は Ca2+結合モチーフである EF-hand を有しており、分⼦シャペロンと

してタンパク質のフォールディングに寄与するだけでなく、Ca2+貯蔵機能も担っ

ている [11]。これら分⼦の機能異常による⼩胞体 Ca2+恒常性の破綻は、Ca2+シ

グナリング異常や Ca2+依存性タンパク質の活性低下を介した⼩胞体機能不全を

引き起こし、⼩胞体ストレスを誘導することで、様々な疾患の原因となることが

報告されている [12-14]。タプシガルギンによる SERCA ポンプの阻害は、⼩胞

体 Ca2+ストア量を減少させ、Ca2+依存性分⼦シャペロンの活性低下を引き起こ

す。その結果、⼩胞体に不良タンパク質が蓄積し、⼩胞体ストレスが誘導され

る [13]。細胞株における Calreticulin 遺伝⼦のノックダウンはタプシガルギン

誘導性の⼩胞体ストレスを亢進し、Calreticulin の過剰発現はタプシガルギン誘

導性の⼩胞体ストレスを軽減する [15]。また、Calreticulin 遺伝⼦⽋損マウスは、

⼼臓の発⽣不全により胎⽣ 12.5-16.5 ⽇齢で致死となることから、Calreticulin に

よる⼩胞体 Ca2+ストアの恒常性維持が⽣理的に重要であることが⽰されている 
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[16]。肝臓への脂肪蓄積による SERCAポンプの活性低下と⼩胞体ストレスの誘

導が肥満や 2 型糖尿病の要因となることが報告されているほか [17-19]、肝臓特

異的 1 型 IP3 受容体⽋損マウスにおいて、⾼脂肪⾷誘導性脂肪肝の形成が抑制さ

れることが報告されており [19, 20]、⼩胞体 Ca2+恒常性と代謝機能の関連性が⽰

唆されている。このように、⼩胞体 Ca2+恒常性の維持に関与する様々な分⼦の

⽣理的重要性が検討されている⼀⽅で、Ca2+制御への関与が⾒込まれるものの機

能解析が進んでいない機能未知分⼦が⼩胞体に多数発現しており、それら分⼦

の機能解析は⼩胞体 Ca2+制御やその⽣理的役割の理解に不可⽋である。 

当研究室は独⾃の⼿法により、Ca2+制御に関わる⼩胞体膜タンパク質を複数同

定してきた [21]。ジャンクトフィリンは、興奮性細胞において、細胞膜と⼩胞体

膜が近接した結合膜構造を形成するために必要な分⼦として我々が同定したタ

ンパク質である [22]。結合膜構造は、細胞膜 Ca2+チャネルと⼩胞体リアノジン

受容体が機能共役するために必要であり、ジャンクトフィリン⽋損マウスは⾻

格筋収縮不良や⼼筋収縮不全、中枢機能障害による致死性を⽰す [23-25]。TRIC

チャネルは、IP3 受容体やリアノジン受容体から Ca2+が放出される際に⼩胞体内

腔に発⽣する負電荷を中和するカウンターイオンチャネルとして同定された 

[26]。TRIC チャネルには、興奮性細胞で⾼発現する TRIC-A と組織普遍的に発

現する TRIC-B の 2種類のサブタイプが存在する [26]。TRICチャネルを⽋損し

た細胞は⼩胞体からの Ca2+放出障害を⽰し、その⽣理機能解析の結果、Tric-a ⽋

損マウスが⾎管平滑筋収縮亢進による⾼⾎圧を⽰すことや [27]、Tric-b ⽋損マ

ウスがⅡ型肺胞上⽪細胞のサーファクタント合成分泌不全により呼吸不全にな

ること [28]、⾻芽細胞のコラーゲン分泌不全により⾻形成不全を引き起こすこ

とを報告している [29]。 

本研究の標的分⼦である Coiled-coil domain containing 47 (CCDC47) も当研究
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室が同定した 1 回膜貫通型の⼩胞体膜タンパク質であり、Calumin と命名した 

[30]。CCDC47 は⽣物種を超えて保存されており、⽣体マウスでは組織普遍的に

発現することから、細胞の基本的な機能を担っていることが想定される [30]。

CCDC47 は、⼩胞体内腔側の N末端にシグナルペプチドを、細胞質側の C末端

に Coiled-coil domain を有する [30]。CCDC47 の⼩胞体内腔側ドメインの 116ア

ミノ酸残基のうち、46 アミノ酸残基が酸性アミノ酸であるグルタミン酸とアス

パラギン酸で構成されている [30]。この⼩胞体内腔側ドメインは Ca2+結合活性

を有しており、1 分⼦の CCDC47 に最⼤ 15個の Ca2+が結合する [30]。マウス胎

児線維芽細胞では、Ccdc47 ⽋損により⼩胞体 Ca2+ストア量が減少すること、及

び、ストア作動性 Ca2+流⼊が減弱することが報告されており、CCDC47 が Ca2+

恒常性の維持を担っていることが考えられる [30]。また、Ccdc47 ⽋損マウス胎

児線維芽細胞において、SERCA 阻害薬タプシガルギンや N 型糖鎖修飾酵素阻

害薬ツニカマイシン誘導性⼩胞体ストレスによるアポトーシスの亢進が認めら

れたことから、CCDC47 が正常な⼩胞体ストレス応答に寄与することが⽰唆さ

れている [30]。 

 最近では、CCDC47 が複数回膜貫通型タンパク質の⽣合成に関与することが

報告されている [31-34]。複数回膜貫通型タンパク質の⽣合成において、膜貫通

ドメイン (transmembrane domains : TMDs) は翻訳と共役して⼩胞体膜に挿⼊さ

れる [31]。TMDs に含まれる親⽔性アミノ酸残基は、疎⽔的環境の⼩胞体膜内で

他の膜貫通ドメインと⾮特異的に結合し得る [31]。Chitwood らは、in vitro タン

パク質発現系において、TMDs の親⽔性アミノ酸残基に結合する分⼦、protein 

associated with the ER translocon of 10 kDa (PAT10) を同定した [31]。さらに、

CCDC47 が PAT10 と複合体 PAT complex を形成し、TMDs の親⽔性部分を疎⽔

的環境から保護する膜内シャペロン複合体として機能することを明らかにした 
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[31]。細胞株を⽤いた解析では、CCDC47 遺伝⼦ノックダウンにより複数回膜貫

通型タンパク質の分解が促進することが⽰されており [31]、Ccdc47 ⽋損マウス

胎児線維芽細胞における⼩胞体 Ca2+ストア量の減少やストア作動性 Ca2+流⼊の

減弱は、Ca2+制御に関与する複数回膜貫通型タンパク質の発現量低下により引き

起こされている可能性が考えられる。 

 上述したように、CCDC47 の分⼦機能に関する解析が複数⾏われている⼀⽅

で、⽣理機能に関する解析はほとんど⾏われていない。その理由として、Ccdc47

⽋損マウスが発⽣遅延や⼼⾎管系の形成不全により胎⽣ 10.5 ⽇齢前後で致死と

なるため、出⽣後の個体を⽤いた⽣理学的解析が困難であることが挙げられる 

[30, 35]。現在、CCDC47 遺伝⼦の両アレルに変異を持つ患者が 4 名報告されて

おり、肝機能障害や⾻形成不全、成⻑遅延などの全⾝性の症状を呈していること

から、CCDC47 が⽣物種を超えて、正常な⽣理機能において必須の役割を担って

いることが⽰唆される [36]。神経系や筋⾻格系では患者ごとに異なる症状が報

告されているのに対して、肝機能障害や胆汁鬱滞、⾎中胆汁酸濃度上昇など、肝

臓に関連した症状は複数の患者が共通して発症していることから、CCDC47 が

肝臓において⽐較的重要な⽣理機能を担っていることが考えられる [36]。 

  そこで本研究では、肝臓特異的 Ccdc47 ⽋損マウスを作出し、⽣体マウス肝臓

における表現型を解析することで、CCDC47 の肝臓における⽣理的意義を明ら

かにすることを試みた。 
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結果 
 

1. 肝臓特異的 Ccdc47⽋損マウスの作出 

本研究では、Cre/loxP システムを⽤いて肝臓特異的 Ccdc47 ⽋損マウスの作出

を試みた。Ccdc47 の第 1 エクソンの⼀部を挟むように loxP を挿⼊した Ccdc47 

Floxed マウスと、Albuminエンハンサー/プロモーターの制御下で Cre recombinase

を発現する Albumin-Cre (Alb-Cre) マウスを交配し、Ccdc47fl/fl, Alb-Cre+/-マウスを

得た (Fig. 1A)。まず、PCR 法で⽋損部分を含む DNA断⽚を増幅させたところ、

肝臓でのみ⽋損アレル由来の PCR産物が検出された (Fig. 1B)。また、Real-time 

PCR 法およびWestern blotting 法により、それぞれ Ccdc47 mRNA と CCDC47 タ

ンパク質の発現量を検討したところ、肝臓特異的なシグナルの減弱が認められ

た (Fig. 1C, D)。以上の結果より、肝臓特異的 Ccdc47 ⽋損マウス (Ccdc47 cKO

マウス) が作出できたと判断した。 

Ccdc47 cKO マウスは通常飼育条件下で正常に発育し、明瞭な形態的異常は観

察されなかった (Fig. 2A)。12週齢において、Control および Ccdc47 cKO マウス

の⾃由摂⾷時と絶⾷時の⾎糖値に有意な差はなかった (Fig. 2B)。同様に、体重

あたりの肝重量にも有意な差はなかった (Fig. 2C)。肝臓パラフィン切⽚を作製

し、HE染⾊像を光学顕微鏡下で観察したところ、⾃由摂⾷時の肝臓組織像に異

常は観察されなかった (Fig. 2D)。 
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Figure 1 | 肝臓特異的 Ccdc47⽋損マウスの作出 

(A) Ccdc47 Floxed マウス作製における遺伝⼦ターゲッティング⽅法。⿊四⾓は Ccdc47

のエクソン、⾚三⾓は loxP配列を表す。(B) 12週齢マウス組織における Floxedアレル、

及び、⽋損アレルの PCR法による検出。各アレルに由来する PCR産物はそれぞれ 849 

bp、380 bpである。(C) 12週齢マウス肝臓における 18s、及び、Ccdc47 mRNAの Real-

time PCR法による検出。データは平均値±SEMで⽰した。解析したマウスの数を括弧

内に⽰した。統計的な有意差をアスタリスクマークで⽰した (**p <0.01、t-test)。(D) 12

週齢マウス組織における CCDC47、及び、Calnexinタンパク質のWestern blotting法によ

る検出。 
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Figure 2 | 肝臓特異的 Ccdc47⽋損マウスの通常飼育条件における表現型解析 

(A) Controlマウス、及び、Ccdc47 cKOマウスの通常飼育条件における体重変化。(B) 12

週齢における⾃由摂⾷時、及び、16時間絶⾷時の⾎糖値。(C) 12週齢における⾃由摂⾷

時、及び、16時間絶⾷時の体重あたりの肝重量。A-Cのデータは全て平均値±SEMで

⽰した。解析したマウスの数を括弧内に⽰した。(D) 12週齢マウスの肝臓パラフィン切

⽚ (厚さ 6 μm) の HE染⾊像。スケールバー、200 μm (左パネル)、25 μm (右パネル)。 
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2. ツニカマイシン誘導性⼩胞体ストレスへの応答の検討 

 通常飼育条件において、Ccdc47 cKO マウスに顕著な異常は観察されなかった 

(Fig. 2)。当研究室の先⾏研究において、Ccdc47 ⽋損マウス胎児線維芽細胞の形

態や増殖に異常は認められないものの、Ccdc47 ⽋損により⼩胞体ストレス誘導

性アポトーシスが亢進することが報告されており [30]、CCDC47 が正常な⼩胞

体ストレス応答に寄与していることが予想される。そこで、in vivo ⼩胞体ストレ

ス負荷モデルを⽤いて、Ccdc47 cKO マウスの⼩胞体ストレスに対する応答を検

討した。ツニカマイシンをマウス腹腔内に投与すると、肝臓特異的に⼩胞体スト

レスが誘導され、肝臓への脂肪蓄積が亢進することが知られている [37-39]。こ

のツニカマイシン投与モデルは、ATF6α や eIF2α、IRE1α などの⼩胞体ストレス

応答関連分⼦の肝臓における⽣理的な役割を検討する解析で利⽤されており、

これら分⼦の機能⽋損は肝臓の代謝調節不全を引き起こすことが報告されてい

る [37, 38]。 

Ccdc47 cKO マウスにツニカマイシンを投与し、24時間後に肝臓を採取して解

析を⾏った。肝臓凍結切⽚を作製し、Oil-Red-O染⾊像を観察したところ、Ccdc47 

cKO マウス肝臓の染⾊が Control マウスの肝臓と⽐較して強い傾向にあった 

(Fig. 3A) 。肝臓から総脂質を抽出し、トリグリセリド定量を⾏ったところ、

Control マウスと⽐較して Ccdc47 cKO マウスの肝トリグリセリド量が有意に⾼

かった (Fig. 3B)。 
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Figure 3 | ツニカマイシン誘導性の肝臓脂肪蓄積の検討 

(A) 8週齢マウスの肝臓凍結切⽚ (厚さ 10 μm) の Oil-Red-O染⾊像。スケールバー、200 

μm (上パネル)、25 μm (下パネル)。(B) DMSO、及び、ツニカマイシン (Tm) 投与後 24

時間におけるマウス肝臓の肝重量あたりのトリグリセリド量。データは平均値±SEM

で⽰した。解析したマウスの数、n=4 (DMSO群)、n=6 (Tm群)。統計的な有意差をアス

タリスクマークで⽰した (**p <0.01、two-way ANOVA with Bonferroni test)。 
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3. Ccdc47⽋損による⼩胞体ストレス応答関連分⼦発現量への影響 

ツニカマイシン投与モデルにおける肝臓脂肪蓄積のメカニズムとして、⼩胞

体ストレスにより発現が誘導された C/EBP homologous protein (CHOP) タンパ

ク質が、代謝関連遺伝⼦の発現を制御する転写因⼦ C/EBPα と⼆量体を形成し、

その転写活性をドミナントネガティブに抑制することが知られている [40]。ツ

ニカマイシン投与モデルにおける⼩胞体ストレス応答の機能不全は、CHOP の

持続的な発現を介して肝臓への過剰な脂肪蓄積を誘導する [37, 38]。 

Ccdc47 cKO マウス肝臓における脂肪蓄積亢進のメカニズムを明らかにするた

めに、⼩胞体ストレス応答関連分⼦の発現を Western blotting 法により検討した。

ツニカマイシン投与による CHOP タンパク質発現レベルの増加が、Ccdc47 cKO

マウスで有意に亢進していた (Fig. 4A)。また、ツニカマイシン投与により誘導

される分⼦シャペロン Bip や⼩胞体ストレスセンサーATF6 の発現が、Ccdc47 

cKO マウスでは有意に抑制されていた (Fig. 4A)。 

Ccdc47 cKO マウス肝臓における CHOP タンパク質発現レベルの増加が認めら

れたため、C/EBPα の転写標的となる代謝関連遺伝⼦の発現を Real-time PCR 法

により検討した。ツニカマイシン投与群の Ccdc47 cKO マウスにおいて、脂肪酸

β酸化関連遺伝⼦の発現を制御する核内受容体 PPARα の mRNA 発現レベルが有

意に低下していた (Fig. 4B)。 
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Figure 4 | ⼩胞体ストレス応答関連分⼦の発現検討 

(A) DMSO、及び、ツニカマイシン (Tm) 投与後 24時間のマウス肝臓における⼩胞体ス

トレス応答関連分⼦のWestern blotting法による検出。(B) DMSO、及び、Tm投与後 24

時間のマウス肝臓における代謝関連遺伝⼦ mRNA の Real-time PCR 法による検出。デ

ータは全て平均値±SEMで⽰した。解析したマウスの数、n=4 (DMSO群)、n=6 (Tm群)。

統計的な有意差をアスタリスクマークで⽰した (*p <0.05、**p <0.01、two-way ANOVA 

with Bonferroni test)。 
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4. 初代培養肝細胞における⼩胞体 Ca2+ストア量の検討 

 先⾏研究のマウス胎児線維芽細胞を⽤いた Ca2+イメージングで、Ccdc47 ⽋損

が⼩胞体 Ca2+ストア量を減少させることが⽰されている [30]。Bip や GRP94 な

どの分⼦シャペロンは Ca2+依存的にシャペロン活性を⽰す [41, 42]。⼩胞体 Ca2+

ストア量の減少は、これら分⼦シャペロンの活性低下を引き起こし、⼩胞体スト

レスに対する抵抗性を低下させることが報告されている [7-9]。そこで、肝細胞

においても、Ccdc47 ⽋損により⼩胞体 Ca2+ストア量が減少し、Ca2+依存性分⼦

シャペロンの活性低下が引き起こされることで、ツニカマイシン誘導性⼩胞体

ストレスへの抵抗性が低下していることが考えられた。この仮説を検証するた

め、初代培養肝細胞を⽤いた Ca2+イメージングを⾏い、肝細胞の⼩胞体 Ca2+ス

トア量を検討した。 

1.8 mM Ca2+溶液灌流中において、Ccdc47 ⽋損肝細胞の静⽌状態細胞内 Ca2+濃

度は、Control 肝細胞と⽐較して有意に低かった (Fig. 5A)。次に、Ca2+-free溶液

灌流中に Ca2+イオノフォア、イオノマイシンで細胞を刺激したところ、Ccdc47

⽋損肝細胞の Ca2+トランジェントが Control 肝細胞の 40%程度に減弱しており、

Ccdc47 ⽋損により細胞内 Ca2+ストア量が減少する可能性が⽰唆された (Fig. 

5A)。Ca2+トランジェントを検出した後、1.8 mM Ca2+溶液を灌流することでスト

ア作動性 Ca2+流⼊を検討したところ、Control 肝細胞と Ccdc47 ⽋損肝細胞で顕

著な差は認められなかった (Fig. 5B)。 

次に、イオノマイシン刺激による Ca2+トランジェントの減弱が、⼩胞体 Ca2+

ストア量の減少に起因するか明らかにするために、⼩胞体 Ca2+ポンプ SRECA 阻

害薬タプシガルギンによる⼩胞体からの Ca2+流出を検討した。イオノマイシン

と同様に、Ccdc47 ⽋損肝細胞における Ca2+-free溶液灌流中の Ca2+トランジェン

トが Control 肝細胞の 40%程度に減弱していた (Fig. 5C)。この結果から、Ccdc47
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⽋損により肝細胞の⼩胞体 Ca2+ストア量が減少することが⽰唆された。 

Ccdc47 ⽋損による⼩胞体 Ca2+ストア量の減少が、肝細胞の⽣理的な Ca2+シグ

ナリングに与える影響を検討するために、ATP刺激を⾏い IP3 受容体からの Ca2+

放出を測定した。Ccdc47 ⽋損肝細胞の Ca2+-free 溶液灌流中の ATP 誘導性 Ca2+

トランジェントが Control 肝細胞の 40%程度に減弱していた (Fig. 5D)。したがっ

て、Ccdc47 ⽋損が⽣理的な Ca2+応答を抑制し、肝細胞の Ca2+依存的な⽣理機能

に影響を与える可能性が考えられる。 
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Figure 5 | 初代培養肝細胞における⼩胞体 Ca2+ストア量の検討 

(A) 初代培養肝細胞における静⽌状態細胞内 Ca2+濃度とイオノマイシン (IM) 誘導性

Ca2+トランジェント。イオノマイシンは Ca2+の膜透過性を亢進させるため、Ca2+-free溶

液中で使⽤すると、細胞内 Ca2+ストアからの Ca2+放出を評価することができる。(B) 初

代培養肝細胞におけるストア作動性 Ca2+流⼊。(C) 初代培養肝細胞におけるタプシガル

ギン (TG) 誘導性 Ca2+トランジェント。タプシガルギンは⼩胞体に Ca2+を取り込む Ca2+

ポンプ SERCAを阻害するため、Ca2+-free溶液中で使⽤すると、⼩胞体膜に発現する Ca2+

チャネルからの Ca2+流出を評価することができる。(D) 初代培養肝細胞における ATP

誘導性 Ca2+トランジェント。それぞれの群の代表的な細胞 2つのトレースを⽰した。A-

Cのデータは全て平均値±SEMで⽰した。1細胞 1サンプルとし、解析したマウス、及

び、細胞の数を括弧内に⽰した。統計的な有意差をアスタリスクマークで⽰した (**p 

<0.01、t-test)。 
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6. Ccdc47⽋損による複数回膜貫通型タンパク質発現量への影響 

  CCDC47 の複数回膜貫通型タンパク質の⽣合成への関与が報告されているこ

とから [9-11]、Ccdc47 ⽋損による Ca2+ハンドリング異常は、Ca2+放出チャネル

や Ca2+ポンプなど Ca2+制御に関わる複数回膜貫通型タンパク質の発現量低下に

よって引き起こされている可能性がある。そこで肝細胞に発現する IP3R1 [43] や

SERCA2 [44] のタンパク質発現レベルを Western blotting 法により検討した。

Control マウスと Ccdc47 cKO マウスで有意な差は認められなかった (Fig. 6)。同

様に、複数回膜貫通型タンパク質の脂肪酸トランスポーターCD36 [45] や FATP2 

[46] のタンパク質発現レベルにも有意な差は認められなかった (Fig. 6)。 

 

 

Figure 6 | Ccdc47⽋損による複数回膜貫通型タンパク質発現量への影響 

12週齢マウス肝臓における複数回膜貫通型タンパク質のWestern blotting法による検出。

IP3R1と SERCA2は⼩胞体膜に発現し、それぞれ 6個、11個の膜貫通ドメインを持つ。

CD36と FATP2は細胞膜に発現し、それぞれ 2個、3個の膜貫通ドメインを持つ。デー

タは全て平均値±SEMで⽰した。解析したマウスの数を括弧内に⽰した。 
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考察 
 

本研究では、肝臓特異的 Ccdc47 ⽋損マウスを作出し、胎⽣致死を回避するこ

とで、⽣体マウス肝臓における CCDC47 の⽣理機能解析を可能にした (Fig. 1)。

CCDC47 変異体保有者が肝機能障害を共通して呈しているのに対して、通常飼

育条件における肝臓特異的 Ccdc47 ⽋損マウスに顕著な異常は認められなかった 

(Fig. 2)。肝臓は肝実質細胞の他に、肝類洞内⽪細胞、クッパー細胞、肝星細胞、

ピット細胞、胆管上⽪細胞、中⽪細胞など肝⾮実質細胞と呼ばれる多種の細胞群

から構成される [47, 48]。本研究で使⽤した Alb-Cre マウスは肝実質細胞特異的

に Cre recombinase を発現するため、Ccdc47fl/fl, Alb-Cre+/-マウスは肝実質細胞での

み Ccdc47 を⽋損していると推測される [49]。CCDC47 が肝臓を構成するどの細

胞種に発現しているかは明らかにされておらず、肝実質細胞以外の細胞種にお

いて CCDC47 が重要な⽣理機能を担っている可能性がある。例えば、胆管上⽪

細胞における胆汁分泌は Ca2+シグナリングにより制御されているため、変異体

保有者において CCDC47 ⽋損による胆汁分泌不全が胆汁鬱滞を引き起こし、肝

機能障害の成因となっている可能性が考えられる [50-52]。従って、現状の解析

モデルではヒトの病態を模倣できていない可能性があるため、CCDC47 を発現

する肝臓の細胞種を同定し、より適切な病態モデルを構築することが重要であ

る。また、ヒトの病態では、複数の臓器や細胞における CCDC47 ⽋損の影響が

複合的に引き起こされていることが考えられるため、肝臓における CCDC47 の

⽣理機能を解明するとともに、肝臓以外の臓器における⽣理機能を合わせて検

討する必要がある。 

先⾏研究のマウス胎児線維芽細胞を⽤いた解析では、Ccdc47 ⽋損による細胞

の形態や増殖に異常は認められなかったものの、⼩胞体ストレス誘導性アポト
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ーシスが亢進していたことから [30]、CCDC47 が⼩胞体ストレス条件下におい

て⽣理的意義を持つことが考えられた。⼩胞体ストレス誘導薬ツニカマイシン

投与モデルを⽤いて、肝臓特異的 Ccdc47 ⽋損マウスの⼩胞体ストレスに対する

応答を検討したところ、ツニカマイシン投与による肝臓への脂肪蓄積が Ccdc47

⽋損により亢進していた (Fig. 3)。また、肝臓特異的 Ccdc47 ⽋損マウスの肝臓

では、ツニカマイシン投与時の CHOP タンパク質レベルが Control マウスと⽐較

して有意に⾼かった (Fig. 4A)。ツニカマイシン投与時の野⽣型マウス肝臓にお

いて、CHOP は⼀過性の発現上昇を⽰し、8~12 時間のピーク以降は発現が減少

していく [37]。⼀⽅で、ATF6α ⽋損マウスや変異 eIF2α (S51A) ノックインマウ

スでは⼩胞体ストレスへの応答と解消が抑制されるため、CHOP の発現が⾼い

まま維持される [37, 38]。その結果、C/EBPα の転写活性抑制を介した代謝関連

遺伝⼦の調節不全により、肝臓への脂肪蓄積が亢進することが報告されている 

[37, 38]。したがって、肝臓特異的 Ccdc47 ⽋損マウスの肝臓も⼩胞体ストレスへ

の抵抗性が低下していることが想定された。肝臓特異的 Ccdc47 ⽋損マウスの肝

臓では、ツニカマイシン投与時の分⼦シャペロン Bip や⼩胞体ストレスセンサ

ーATF6 タンパク質レベルが Control マウスと⽐較して有意に低く (Fig. 4A)、⼩

胞体ストレスへの抵抗性低下に寄与している可能性がある。 

 マウス胎児線維芽細胞では、Ccdc47 ⽋損により⼩胞体 Ca2+ストア量が減少す

ることが報告されている [30]。本研究で、肝細胞においても Ccdc47 の⽋損が⼩

胞体 Ca2+ストア量を減少させることが⽰された (Fig. 5A, C)。この結果から、

CCDC47 が細胞種によらず普遍的に⼩胞体の Ca2+貯蔵に寄与することが考えら

れる。⼀⽅で、Ccdc47 ⽋損による静⽌状態の細胞内 Ca2+濃度の低下や、ストア

作動性 Ca2+流⼊の減弱は細胞種によって異なる結果が得られており、CCDC47 の

分⼦機能との関連を明らかにするためには更なる検討が必要である。 
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 ⼩胞体 Ca2+ストア量の減少は、Ca2+依存性分⼦シャペロンの活性低下を引き起

こし、⼩胞体ストレスへの抵抗性を低下させる [7-9]。Ccdc47 ⽋損による⼩胞体

ストレスへの抵抗性の低下がマウス胎児線維芽細胞とマウス肝臓において共通

して認められたことから、CCDC47 が⼩胞体 Ca2+ストア量維持機能を介して、

正常な⼩胞体ストレス応答に寄与していることが想定される。 

 肝細胞の糖代謝や胆汁分泌などの細胞⽣理機能は、Ca2+オシレーション (細胞

質 Ca2+濃度の周期的な変動現象) により制御されている [31]。Ca2+オシレーショ

ンは IP3 受容体を介した⼩胞体からの Ca2+放出と、SERCA を介した⼩胞体への

Ca2+再取り込みにより形成される [53-55]。初代培養肝細胞を⽤いた Ca2+イメー

ジングにおいて、ATP 誘導性 Ca2+トランジェントの減弱が認められたことから 

(Fig. 5D)、Ccdc47 ⽋損が肝細胞 Ca2+オシレーションの減弱を引き起こし、下流

の⽣理的応答を抑制する可能性が考えられる。今後、糖代謝や胆汁分泌など Ca2+

依存的な細胞⽣理機能に注⽬して解析を⾏うことで、CCDC47 の⽣理機能の解

明に繋がることが期待される。 

 本研究では、Ccdc47 ⽋損による⼩胞体 Ca2+ストア量の減少や Ca2+トランジェ

ントの減弱に、CCDC47 の膜内シャペロン機能が関連しているか検討するため

に、肝細胞の⼩胞体膜に発現する複数回膜貫通型タンパク質 IP3R1 と SERCA2

のタンパク質発現量を Western blotting 法により検討した。どちらのタンパク質

も Control マウス肝臓と肝臓特異的 Ccdc47 ⽋損マウスの肝臓で発現量に差は認

められなかった (Fig. 6)。また、肝細胞の細胞膜に発現し脂肪酸トランスポータ

ーとして機能する複数回膜貫通型タンパク質 CD36 と FATP2 も同様に差は認め

られず (Fig. 6)、Ccdc47 ⽋損があらゆる複数回膜貫型タンパク質の発現量を普遍

的に減少させるわけではないことが⽰された。Ccdc47 ⽋損により、複数回膜貫

型タンパク質発現量は変化しないものの、フォールディングの異常により分⼦
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的機能が低下している可能性がある。しかしながら、肝臓特異的 Ccdc47 ⽋損マ

ウスが通常飼育条件下で顕著な異常を呈さないことや (Fig. 2)、初代培養肝細胞

において複数回膜貫通型タンパク質の Oraiチャネルを介したストア作動性 Ca2+

流⼊が Ccdc47 ⽋損の影響を受けていないことから (Fig. 5B)、Ccdc47 ⽋損によ

り複数回膜貫通型タンパク質の機能が普遍的に低下しているとは考えがたい。

したがって、⼩胞体 Ca2+ストア量維持機能の⽅がより⽣理的に重要であると考

えられる。 

 本研究では、薬理的な⼩胞体ストレス負荷モデルを⽤いて、肝臓における

CCDC47 の⽣理的意義を検討し、CCDC47 が正常な⼩胞体ストレス応答やスト

レス状態の解消に必要であることを明らかにした。今後は、⽣体内で⽣理的に誘

導される⼩胞体ストレスにおいて CCDC47 の重要性を検討していくことが求め

られる。 
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実験⽅法 
 

肝臓特異的 Ccdc47 ⽋損マウスの作出と Genotyping PCR 

Ccdc47 の第 1エクソンを挟むように loxp を挿⼊した Ccdc47 Floxed マウスと、

Albumin エンハンサー /プロモーター制御下で Cre recombinase を発現する

Albumin-Cre (Alb-Cre) マウスを交配し、Ccdc47fl/fl, Alb-Cre+/-マウスを得た。アル

カリ熱抽出法により組織からゲノム DNA を抽出し、PCR 法で⽋損部分を含む

DNA断⽚を増幅した。Floxedアレル、⽋損アレルに由来する PCR産物はそれぞ

れ 849 bp、380 bp である。Genotyping PCR に⽤いた Primer を Table 1 に⽰した。 

 

動物実験 

本研究の動物実験は、動物実験委員会の了承を得た上で、京都⼤学動物実験規則

に従って遂⾏した。Control 群には Ccdc47fl/flマウスを⽤いた。⽋損確認と⽣育観

察、複数回膜貫通型タンパク質の発現量解析には 12週齢の雄マウスを、ツニカ

マイシン投与実験には 8週齢の雄マウスを⽣化学的解析に供した。⾃由摂⾷時、

及び、絶⾷時⾎糖値は、尾静脈から⾎液を採取し、⾎中グルコース濃度測定装置 

(ForeCare) を⽤いて測定した。採取した肝臓は、タンパク質、RNA、トリグリセ

リドの抽出、パラフィン、凍結切⽚の作製に供した。 

 

Real-time PCR 

ISOGEN (NIPPON GENE) を⽤いて、肝臓から全 RNA を抽出した。ReverTra ACE 

qPCR-RT Master Mix with gDNA Remover (TOYOBO)を⽤いて、全 RNA を逆転写

し、cDNA を合成した。FastStart Essential DNA Green Master (Roche) を⽤いて Real-

time PCR 反応溶液を作製し、LightCycler 480 System Ⅱ (Roche) で解析を⾏っ
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た。18s を内在性コントロールとして標準化を⾏った。Real-time PCR に⽤いた

Primer を Table2 に⽰した。 

 

Western blotting 

肝臓に RIPA buffer (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% Sodium 

deoxycholate, 0.1% SDS, 1 mg/l Pepstatin, 1 mg/l Antipain, 0.1 mM PMSF, 2 μM 

Leupeptin, pH 8.0) を 20 μl/mg Liver の割合で加えて、ホモジナイザーで組織を破

砕した。超⾳波処理によりゲノム DNA を剪断した後、4℃、15,000 × g で 15 分

間遠⼼分離して上清を回収した。上清に等量の 2 × SDS sample buffer (125 mM 

Tris-HCl, 4% SDS, 20% Glycerol, 10% 2-Mercaptoethanol, pH 6.8) を加えて 100℃で

5 分間煮沸した。SDS-PAGE によりタンパク質を分離した後、PVDF 膜 (Merck 

Millipore) に転写した。種々のタンパク質を以下の⼀次抗体を⽤いて認識させ

た。CCDC47 (ウサギに免疫して作製, aa 86-117, 1:2,000)、Calnexin (Santa Cruz, sc-

11397, 1:1,000)、p-PERK (CST, 3179, 1:1,000)、PERK (CST, 3192, 1:1,000)、p-eIF2α 

(CST, 9721, 1:1,000)、eIF2α (Santa Cruz, sc-11386, 1:1,000)、CHOP (CST, 5554, 

1:1,000)、Bip (BD biosciences, 610979, 1:5,000)、ATF6 (proteintech, 24169-1-AP, 

1:1,000) 、 p-IRE1α (Novus biologicals, NB100-2323, 1:1,000) 、 IRE1α (Novus 

biologicals, NB100-2324, 1:1,000)、IP3R1 (Santa Cruz, sc-271197, 1:1,000)、SERCA2 

(Santa Cruz, sc-8095, 1:1,000)、CD36 (proteintech, 18836-1-AP, 1:1,000)、FATP2 

(proteintech, 14048-1-AP, 1:1,000)、GAPDH (Sigma, G9545, 1:5,000)。HRP標識⼆次

抗体と ECL Western blotting regents (GE Healthcare) を⽤いてブロットを検出し

た。 

 

肝臓組織像の観察 
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1o%中性緩衝ホルマリンで固定した肝臓を、脱⽔、脱アルコール、パラフィン浸

透処理してパラフィンブロックを作製した。ミクロトームで厚さ 6 μm の切⽚を

作製し、Hematoxylin-Eosin (HE) 染⾊を⾏った。BZ-X710 (KEYENCE) を⽤いて

組織学的観察を⾏った。脂肪滴を検出するために、固定した肝臓を SCEM 

(SECTION LAB) で凍結包埋し、クライオスタットで厚さ 10μm の切⽚を作製し

て、Oil-Red-O染⾊を⾏った。 

 

ツニカマイシン腹腔内投与実験 

ツニカマイシン (富⼠フイルム和光純薬) は DMSO を⽤いて 5 mg/ml に調製し、

−20℃で保存した。150 mM スクロースを⽤いて 25 μg/ml に希釈した溶液を、マ

ウス腹腔内に体重 1 g あたり 20 μl 投与した。投与 24時間後に肝臓を採取した。 

 

肝臓トリグリセリド定量 

肝臓 50 mg に 0.1 M KCl を 1 ml 加えてホモジナイズした。3.75 ml のメタノー

ル : クロロホルム (2 : 1, v/v) を加えてボルテックスした後、室温で 10 分間静

置した。1.25 ml のクロロホルムを加えてボルテックスした後、さらに 1.25 ml の

蒸留⽔を加えてボルテックスした。1,500 × g で 10 分間遠⼼分離して、下層の有

機層を回収した。ドラフト内で乾燥した後、残った脂質を 10% Triton X-100 in 

Isopropanol に溶解し、ラボアッセイ TM トリグリセライド (Fujifilm) を⽤いてト

リグリセリド濃度を測定した。 

 

初代培養肝細胞単離培養 

マウスをイソフルラン⿇酔下で開腹し、Hank’s 平衡塩溶液 (Ca2+, Mg2+-free) を

下⼤静脈から⾨脈⽅向に灌流して肝臓から⾎液を除いた。その後、1 mg/ml 
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Collagenase type Ⅳ (Worthington) 含有 Hank’s平衡塩溶液を 35 ml程度灌流し、

肝臓を消化した。マウスから肝臓を採取し、氷冷した Hank’s平衡塩溶液に移し

た。クリーンベンチ内でピンセットとセルスクレーパーを⽤いて肝臓から肝細

胞を分離し、セルストレーナー (メッシュサイズ, 100 μm) で細胞懸濁液を濾過

して細胞凝集塊や夾雑物を取り除いた。Percoll (Cytiva) を⽤いた遠⼼分離により

⽣細胞を分離した。マトリゲル (Corning) で薄層コーティングしたガラスボト

ムディッシュに肝細胞を播種し、CO2 インキュベーターで 3時間培養した。 

 

初代培養肝細胞 Ca2+イメージング 

3時間培養した肝細胞を 4 μM Fura 2-AM (Dojindo) 含有ウィリアム培地 (Gibco) 

で 1時間インキュベートした。Ca2+イメージングでは、340 nm と 380 nm の励起

光を照射し、>510 nm の蛍光を顕微鏡 (DMI4000B, Leica) に取り付けた CMOS

カメラ (Molecular Devices) で検出した。Leica Application Suite X を⽤いて記録

トレースから Fura 2 蛍光強度⽐ (F340/F380) を取得し、統計解析を⾏った。細胞

外液には 1.8 mM Ca2+溶液 (20 mM HEPES, 116 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 1.8 mM 

CaCl2, 0.8 mM MgCl2, 0.96 mM NaH2PO4, 5 mM NaHCO3, 1g/l glucose, pH 7.4) を⽤

いた。Ca2+-free溶液は、1.8 mM Ca2+溶液から CaCl2 を除き、4 mM EGTA を加え

たものを調製した。 
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Table 1 | Genotyping PCR に使⽤した Primer 

 
 

Table 2 | Real-time PCR に使⽤した Primer 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

For GACATCGCGGCCCGCAGATTATC For CCAAAATTTGCCTGCATTACCGGTCGATGC

Rev GCCACACGCGTCACCTTAATATGCG Rev AGCGCCGTAAATCAATCGATGAGTTGCTTC

For CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT

Rev GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC

Ccdc47 Cre

Internal
Control

For ACGGCTGAAGCTACGTGAAG For CCCTGCCATTGTTAAGACC

Rev TGCACCCGAGGCTGCAAC Rev TGCTGCTGTTCCTGTTTTC

For CTCAACACGGGAAACCTCAC For CCTATGCTGGGGGTGAGACA 

Rev AGACAAATCGCTCCACCAAC Rev GGACACGGACGGGTACATCT 

For GAACAGCAACGAGTACCGGGTA For ACTGTCCTTGGTGCCATCCTC 

Rev GCCATGGCCTTGACCAAGGAG Rev GCCCTGTATCCACAACAAGCTG 

For GCAAGAGCCGCGACAAG

Rev GGCTCGGGCAGCTGCTT
Cebpb

Ppargc1a

Srebf1

Ppara

Ccdc47

18s

Cebpa
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