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研究成果の概要（和文）：　ラットの全身諸臓器のCcdc85c発現を確認したところ，肝細胞，胆管などの上皮系細胞で
発現が認められた．発達期の細胞分裂が活発な時期および部位において，強い発現が確認され，細胞分裂や形態形成に
重要であることが示された．イヌとネコの正常乳腺と腫瘍性腺上皮細胞においても， ラットと同様に細胞間の頂端側
で強いシグナルがみられた．イヌとネコでは筋上皮細胞の一部においても，Ccdc85Cの発現が認められた．腫瘍におい
て，管腔を形成する腫瘍細胞では，頂端側にCcdc85C発現がみられたが，びまん性・シート状に増殖する上皮性細胞で
は発現は弱かった．イヌの悪性乳腺腫瘍では，発現が減弱する傾向が認められた．

研究成果の概要（英文）：Ccdc85c is a causative gene for spontaneous mutant mouse with non-obstructive 
hydrocephalus. Ccdc85C was expressed in various simple epithelia but not stratified epithelia. Ccdc85C 
was localized at cell-cell junctions and its expression was strong at apical junctions. Intense 
expression was seen at developing period and gradually decreased with advancing development. Distribution 
of Ccdc85C coincides with that of proliferating epithelial cells. These results suggest that Ccdc85C 
plays an important role in the proliferative property of simple epithelia. In the canine mammary gland 
tumors, Ccdc85C was expressed at the apical junctions of the luminal epithelial cells and distributed 
throughout the entire cytoplasm of the myoepithelial cells. Ccdc85C expression was not observed at the 
epithelial cells forming sheet growth pattern. In the carcinomas, Ccdc85C expression in mammary tumor 
tissue tended to be weaker than that in surrounding normal mammary gland tissue.

研究分野：獣医病理学
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１．研究開始当初の背景 
我々の研究グループは，水頭症を発症す

る自然発生ミュータントマウスを発見し，

hhy(hemorrhagic hydrocephalus)マウス

と名付けた (Kuwamura M et al. Dev 

Brain Res 152: 69-72, 2004)．また，hhy

マウスの原因遺伝子がCcdc85c (coiled-coil 

domain containing 85c)であることが明ら

かとなった．Ccdc85C蛋白は，大脳の発達

において神経幹細胞の頂端部に発現してお

り，Ccdc85C発現が欠損するホモ型マウス

では，ネスチン陽性の神経幹細胞の早期枯

渇を引き起こすこと，さらに同部位で大脳

皮質発達障害を来たし異所性灰白質組織が

形成されることを発表した (Mori N, 

Kuwamura M et al. Am J Pathol, 180: 

314-327, 2012)．Ccdc85cの役割について

は我々のグループが世界で初めて明らかに

したが，現在，国内外において Ccdc85cに

ついて研究しているグループはなく，その

機能の多くは不明である．  
 
２．研究の目的 
遺伝性水頭症モデル hhy マウスの原因遺

伝子が新規の Ccdc85c (coiled-coil domain 

containing 85c)であることを突き止め，

Ccdc85C が大脳の発達において神経幹細

胞の頂端部に発現し，その欠損は神経幹細

胞の早期枯渇を引き起こすことを明らかに

した（Am J Pathol, 180: 314-327, 2012）．

Ccd85c の生物学的な役割については不明

点が多い．本研究は，神経幹細胞および全

身の幹細胞の機能維持における Ccdc85C

の役割を明らかにし，幹細胞を用いた再生

医療に向けた臨床応用のための基礎研究の

一助とすることを目的とする． 
３．研究の方法 
動物：本学理学部にて維持している hhyマ

ウスのヘテロマウスを交配し，得られた発

症マウス（ホモ型）および対照マウス（野

生型，ヘテロ型）を用いる．マウスの遺伝

子型は，Ccdc85C特異プライマーを用いた

PCR と電気泳動を行ってタイピングを行

い決定する．また，TALEN を用いたゲノ

ム編集技術によってCcdc85cノックアウト

ラットを作製し，本研究に用いた． 

 

全身諸臓器における Ccdc85C 発現分布と

細胞周期解析 

胎齢 15 日から生後 2 週までの胎仔および

新生仔の全身諸臓器から total RNAを抽出

し，Ccdc85C 特異プライマーを用いた

RT-PCR法によって，全身の発現動態を解

析する．また，発現が見られた臓器におい

ては，凍結切片を作製して抗 Ccdc85C 抗

体を用いた免疫組織化学を行って発現細胞

を同定する．各種細胞増殖マーカーMCM 7

（G1期初期～S期），Ki -67（全ての細胞

周期），  TopoⅡ a(S 期後期～ G2/M

期),BrdU（S期）に対する免疫組織化学と

Ccdc85C 抗体を用いた多重免疫組織化学

を行い，共焦点レーザー顕微鏡で観察し，

Ccdc85C 発現細胞の細胞周期と特徴を明

らかにする． 

 

Ccdc85C の細胞内局在と細胞分化に伴う

動態解析 

Ccdc85C の発現が見られた組織について

は，4%パラフォルムアルデヒドを経左心灌

流固定した後，凍結切片を作製する．作製

した凍結切片と抗 Ccdc85C 抗体を用いた

免疫電子顕微鏡法（プレエンベディング・

ナノゴールド法）を行い，Ccdc85Cの細胞

内局在を同定する．また，様々な日齡の組

織における Ccdc85C の分布の変化を詳細

に検討し，その消長を観察する．さらに各

種細胞マーカーに対する免疫電顕を DAB

ブラック法にて行い、Ccdc85Cとの二重免

疫電顕によって細胞を同定し，特定の細胞

内での Ccdc85C の分布変動を明らかにす

る． 



 

自然発生腫瘍における Ccdc85C の発現解

析 

マウスおよびラットに自然発生した神経芽

細胞腫，髄芽腫，肝細胞癌，胃癌，小腸・

大腸癌，精上皮腫を収集し，免疫組織化学

的に Ccdc85C の発現を検討する．幾つか

の腫瘍については，既に我々の研究室にサ

ンプルがあり，利用した．発現が認められ

た腫瘍については，様々な悪性度の腫瘍細

胞を収集し，悪性度の変化に伴う Ccdc85C

の発現変動を免疫組織化学あるいは

Western blot解析によって検討する．使用

する Ccdc85C抗体は，ラット Ccdc85Cと

も交差反応することをすでに検証しており，

様々な動物種で交差反応が期待できる．そ

こで，腫瘍マーカーとしての発展性を検討

する目的で，イヌ，ネコなどの自然発生腫

瘍についても同様に発現検討を行う． 

 

Ccdc85c欠損に伴う遺伝子発現のプロファ

イリング比較 

hhy マウスでは，脳室の背部に限局して，

神経幹細胞の早期離脱，それに続く異所性

灰白質形成が認められるが，なぜ Ccdc85C

欠損時に背部のみ幹細胞に異常が見られる

かは不明のままである．胎齢 15 日の胎仔

～生後 1週齢の新生仔の発達途中の大脳の

凍結切片を作製し，レーザーマイクロダイ

セッション装置を用いて背部，側部の神経

上皮細胞を分離・回収する．それらのサン

プルから mRNAを抽出し cDNAを逆転写

してマイクロアレイ解析を行い，遺伝子の

発現パターンをスクリーニングする．スク

リーニングによって変動が予想される遺伝

子を選択し，リアルタイム PCR 法にて背

部と側部で比較し，発達に伴う経時的変動

を検討する．さらに興味ある変動が見られ

た遺伝子については，遺伝子特異的な RNA

プローブを作製し，in situ hybridisation

法を行って発現細胞の分布を比較・検討す

るとともに，リアルタイム PCR 解析を行

い詳細に調べる． 

 

４．研究成果 

TALEN を用いたゲノム編集によって，F344

ラット Ccdc85cをノックアウトした．Ccdc85c

のエクソン 1 をターゲットとし，Platinum 

TALEN を使用したところ，Ccdc85c に変異を

有するF0ラットを9匹得られた．野生型F344

ラットと交配して F1 ラットを作出し，さら

に F1ラット同士の交配によって F2ラットを

得た．そのうちの 1 系統の F2 ラットに頭部

の腫大したラットが確認された．ゲノム DNA

を用いたPCRの結果，このラットではCcdc85c

の一部に約 300bp の欠失がみられ，Ccdc85c

ノックアウトラットの作製に成功した． 

 Ccdc85C ノックアウトラットでは，生後 14

日頃から頭部の腫大が認められ，多くの発症

ラットは約 1ヶ月齢頃で死亡した．発症ラッ

トでは，頭蓋内出血がみられ，側脳室の拡張

し水頭症を発症していた． 

 ノックアウトラットを組織学的に解析し

たところ，組織学的にも出血を伴う水頭症が

確認された．さらに，側脳室の背側を中心に

異所性灰白質の形成が認められた．これら肉

眼的，組織学的な病変は，hhy マウスの所見

と極めて類似していたが，ノックアウトラッ

トの異所性灰白質の大きさは，hhy マウスに

比べて大きかった． 

 次にラットのCcdc85Cにの詳細な解析を行

うため，ラットの Ccdc85c 配列に対する特異

的な抗体作製を行った．GST 融合タンパク発

現系を構築し，目的のタンパクを精製後ウサ

ギに免疫して抗体を得た．胎齢期から成体ラ

ットの全身諸臓器の凍結切片を用いて，

Ccdc85C の発現動態を免疫組織化学的に検討

した． 

ラットの様々な全身諸臓器における

Ccdc85c 遺伝子の発現を免疫組織化学および



RT-PCR 法にて確認したところ，肝細胞，胆管，

尿細管上皮細胞，鼻粘膜上皮細胞，気管支上

皮，腸管上皮細胞などの様々な上皮系細胞で

Ccdc85C の発現が認められた． 

さらに臓器・組織の発達に伴う発現変動を

免疫組織化学とRT-PCR法で確認したところ，

発達期の細胞分裂が活発な時期および部位

において，Ccdc85C の強い発現が確認された．

Ccdc85C の発現は，組織の発達とともに徐々

に減少した．以上の所見より，Ccdc85C が細

胞分裂や形態形成に何らかの役割を演じて

いることが示された． 

イヌ，ネコおよびラットの乳腺腫瘍を収集

し，Ccdc85C 抗体を用いて免疫組織化学を行

ったところ，ラットの乳腺において，Ccdc85C

は腺上皮細胞に発現しており，正常組織の上

皮細胞と同様に細胞間の頂端側にシグナル

が認められた．イヌとネコの正常乳腺と腫瘍

性腺上皮細胞においても，ラットと同様に細

胞間の頂端側で強いシグナルがみられた．イ

ヌとネコでは，正常乳腺および腫瘍の筋上皮

細胞の一部においても，Ccdc85C の発現が認

められた．腫瘍において，管腔を形成する腫

瘍細胞では，頂端側に Ccdc85C 発現がみられ

たのに対して，腺構造を形成せずにびまん

性・シート状に増殖する上皮性細胞において

は，Ccdc85C の発現は弱かった．腫瘍の悪性

度とCcdc85C発現との関連性を調べる目的で，

正常乳腺組織と腫瘍細胞間の発現強度と悪

性度を検討したところ，イヌの悪性乳腺腫瘍

では，Ccdc85C 発現が減弱する傾向が認めら

れた． 
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