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研究成果の概要（和文）：小胞体膜に局在する小胞体ストレスセンサーBBF2H7 および OASIS は、
それぞれ軟骨形成および骨形成に重要な役割を持つ。これらの分子はユビキチンープロテアソ
ーム経路により分解を受けタンパク質量は通常低いレベルを保つ。一方、小胞体ストレス下に
おいては、両タンパク質は分解を免れ安定化し、それぞれの標的遺伝子の遺伝子誘導を促進す
る。BBF2H7 および OASIS は HRD1 ユビキチン E3 ライゲースと複合体を形成し、その複合体中
で分解を受けるが、小胞体ストレス下においては複合体形成が阻害され BBF2H7 および OASIS
は安定化する。HRD1 欠損細胞においては OASIS が安定化し骨芽細胞の分化時のコラーゲン分泌
が促進するが、HRD1 欠損細胞で OASIS をノックダウンさせるとコラーゲン分泌が抑制される。
小胞体ストレス下での BBF2H7 および OASIS の安定化による骨・軟骨形成制御機構が明らかと
なった。 
 
研究成果の概要（英文）：BBF2H7 and OASIS, ER-resident transmembrane proteins, have been 
identified as novel ER stress transducers that have roles in chondrogenesis and 
osteogenesis. BBF2H7 and OASIS are notably unstable proteins that are easily degraded via 
the ubiquitin-proteasome pathway under normal conditions. ER stress conditions enhanced 
the stability of BBF2H7 and OASIS, and promoted transcription of their target genes. 
HMG-CoA reductase degradation 1 (HRD1), an ER-resident E3 ubiquitin ligase, ubiquitinated 
BBF2H7 and OASIS under normal conditions, whereas ER stress conditions dissociated the 
interaction between HRD1 and BBF2H7 or OASIS. The stabilization of OASIS in Hrd1-/- cells 
enhanced the expression of collagen fibers during osteoblast differentiation, whereas a 
knockdown of OASIS in Hrd1-/- cells suppressed the production of collagen fibers. These 
findings suggest that ER stress stabilizes OASIS family members and this is a novel 
molecular mechanism for the activation of ER stress transducers. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)小胞体関連分解（ERAD; ER-associated 
degradation）では、小胞体内のミスフォー

ルドタンパク質（折りたたみの異常なタン
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パク質）がサイトゾルに逆輸送された後に、

ユビキチン化を受けて最終的に 26S プロテ

アソームによって分解される。これらの過

程において、小胞体膜貫通型 E3 ユビキチン

リガーゼが中心的な役割を果たすことが知

られており、これらの因子の生化学的性状

に関する報告が数多く存在している。 

 

(2)小胞体膜貫通型 E3ユビキチンリガーゼの

１つ HRD-1/Synoviolin の代表的な基質と

しては HMG-CoA レダクターゼが知られてい

るが、その他にも APP（アルツハイマー病

原因タンパク質アミロイド βの前駆体）や

Pael-R（家族性パーキンソン病原因遺伝子

Parkin の基質タンパク質）などが分解基質

であることが明らかになっており、小胞体

関連分解（ERAD）の異常と疾患発症との関

連が注目されている。HRD-1/Synoviolin が

過剰に発現するマウスでは、関節炎の症状

を呈し、滑膜細胞での機能が明らかとなっ

ている。一方、HRD-1/Synoviolin のノック

アウトマウスは比較的早期に胎生致死とな

るために、発生や組織形成における

HRD-1/Synoviolin の細胞機能は不明なまま

である。HRD-1/Synoviolin プロモーターの

下流に LacZ レポーター遺伝子を組み込ん

だトランスジェニックマウスの解析から、

胎生期において HRD-1/Synoviolin は小脳、

腎 盂 、 神 経 管 さ ら に は mesenchymal 

condensations(軟骨組織の原基を形成する

間葉系幹細胞の凝集塊)に強く発現するこ

とが示唆されている。そこで本研究では骨

や軟骨の発生や組織形成における小胞体関

連分解（ERAD）の生理的役割に着目した。

骨芽細胞および軟骨細胞はコラーゲンなど

の細胞外マトリックスの分泌を活発に行う

細胞であり、小胞体内での分泌タンパク質

の 品 質 管 理 が 特 に 重 要 で あ る 。

HRD-1/Synoviolin の胎生期における発現パ

ターンやタンパク質品質管理の重要性から

小胞体関連分解（ERAD）が重要な役割を担

っている可能性が高い。 

 

２．研究の目的 

骨 芽 細 胞 、 軟 骨 細 胞 に お け る

HRD-1/Synoviolin の基質あるいは活性化制

御因子をスクリーニングし、骨や軟骨の分

化に関わる新規のメカニズムを解明する。

同定したタンパク質分解関連遺伝子の性状

を解析することで運動器疾患との関連を解

明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)小胞体ストレス誘導剤やプロテアソーム

阻害剤を骨芽様細胞株、前駆軟骨細胞株を

添加し、ウエスタンブロット法、PCR、免疫

組織化学的手法によりタンパク質や mRNA

のレベルを検討した。免疫沈降法を用いて、

タンパク質間相互作用を解析した。 

 

(2) 小胞体関連分解に関わるにユビキチン

ライゲース(E3)に対し siRNA を用いて網羅

的にノックダウンを行い、OASIS ならびに

BBF2H7 の安定性に関わる分子のスクリーニ

ングを行った。 

 

(3)HRD1 ユビキチンライゲース(E3)の欠損

MEF 細胞を用いて、OASIS ならびに BBF2H7

のタンパク質の安定性を解析した。 

 

(4)HRD1 ユビキチンライゲース(E3)の欠損

MEF 細胞に BMP2 を添加することで分化誘導

を行い、骨芽細胞分化におけるコラーゲン

分泌に対する HRD1 の影響を検討した。HRD1

欠損 MEF 細胞で OASIS を siRNA にてノック

ダウンし、骨芽細胞分化におけるコラーゲ



 

 

ン分泌への影響を解析した。 

 
４．研究成果 

(1) Tet-on off のシステムを用いて OASIS ま

たは BBF2H7 を小胞体ストレス非存在下で

誘導すると全長型に加え、膜内切断をうけ

たものを認めた。さらに、小胞体ストレス

誘導剤で処理すると、全長型の OASIS およ

び BBF2H7 が安定化して増加し、N末断片も

蓄積することが明らかとなった。これまで、

小胞体ストレスセンサーは小胞体ストレス

により誘導され膜内切断を受けると考えら

れてきたが、本研究の結果から、OASIS お

よび BBF2H7 は小胞体ストレスがない状態

でも膜内切断をうけるということ、さらに、

小胞体ストレス時には、OASIS の全長型が

安定化して、膜内切断が増加するというこ

とが判明した。 

 

(2)プロテアソーム阻害剤である MG132 やラ

クタシスチンで細胞を処理すると、OASIS

および BBF2H7 のタンパク質量が増加した

ことから、OASIS および BBF2H7 は常にユビ

キチン-プロテアソーム系により分解を受

けていることが明らかとなった。 

 

(3) BBF2H7を分解する過程で作用するユビキ

チンライゲース(E3)を探索する目的で、小

胞体関連分解に関わる E3 ライゲースを

siRNA によりノックダウンし OASIS および

BBF2H7 の分解に関与する分子のスクリーニ

ングを行った。その結果、小胞体膜上に存

在する HRD1 を同定することに成功した。分

解 制 御 機 構 を 検 討 し た と こ ろ 、

HRD-1/Synoviolin が軟骨細胞と骨芽細胞の

それぞれの細胞内でBBF2H7やOASISと複合

体を形成し、両蛋白質の分解を制御してい

ることが明らかとなった。また、小胞体ス

トレス存在下では、OASIS および BBF2H7 は

HRD1/Synoviolin 複合体から解離すること

で分解を免れ、安定化した OASIS および

BBF2H7 はそれぞれの標的遺伝子の遺伝子誘

導を促進させることが判明した。 

 

（4）HRD1/Synoviolin 欠損株に BMP2 を用い

て分化誘導を行うと有意なコラーゲンの分

泌増加を認め、HRD1/Synoviolin 欠損株での

OASIS ノックダウン細胞に分化誘導を行う

と有意なコラーゲンの分泌増加を認めなか

った。本研究により HRD1/Synoviolin は

BBF2H7 や OASIS の分解制御を介して軟骨細

胞や骨芽細胞の分化時における基質の分泌

に関わっている可能性が示唆された。 
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