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研究成果の概要（和文）：小胞体ストレストランスデューサーBBF2H7は小胞体ストレスに応答して膜内切断を受けたN
末端断片が転写因子として機能し、軟骨細胞においてSec23aの発現誘導を介して軟骨基質タンパク質の分泌を促進する
。今回、BBF2H7が軟骨細胞においてSox9によって転写誘導を制御されていることを明らかにした。また、C末端断片は
細胞外に分泌され、ヘッジホッグ経路を活性化することで軟骨細胞の増殖に寄与していることが分かった。さらにBBF2
H7のN末端断片はその下流でATF5-MCL1経路を活性化させることで、軟骨細胞死を抑制していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Endoplasmic reticulum (ER) stress transducer, BBF2H7, is cleaved in response to 
ER stress and the N-terminus acts as a transcription factor during chondrogenesis. The activated BBF2H7 
promotes cartilage matrix protein secretion through the up-regulation of Sec23a, which is a target of 
BBF2H7. We elucidated the mechanisms of transcriptional activation of BBF2H7 in chondrocytes. 
Transcription of BBF2H7 is directly regulated by Sox9, a critical factor for chondrocyte differentiation 
that facilitates the expression of Type II collagen (Col2). Our findings demonstrate novel mechanisms of 
Sox9 for controlling the secretion of cartilage matrix proteins via activation of BBF2H7-Sec23a. Furthor, 
we demonstrated that the cleaved C-terminus is secreted to extracellular space and promotes chondrocyte 
proliferation via the activation of hedgehog signaling. In addition, we found that BBF2H7 activates 
ATF5-MCL1 pathway to avoid apoptosis during chondrogenesis.

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質の多くは小胞体で合成・分泌さ

れるが、細胞が様々な異常環境(小胞体スト
レス)に曝されると、小胞体の働きに破綻を
来たし、不完全なタンパク質が小胞体に大量
に生み出される。細胞はこの様な異常事態を
感知するストレスセンサーを持っており、異
常タンパク質の修復や分解を行うシステム
を積極的に駆動させて異常タンパク質の毒
性から細胞を守る(小胞体ストレス応答)。申
請者らが同定した小胞体ストレストランス
デューサーOASISおよびBBF2H7はそれぞれ骨
芽細胞および軟骨細胞に発現しており、
OASIS 欠損マウスでは骨芽細胞の小胞体機能
障害による骨基質の減少に起因した骨形成
不全が、BBF2H7 欠損マウスでは軟骨基質の分
泌異常伴った軟骨形成不全が観察された。以
上のことから、タンパク質の合成・分泌・品
質管理を担う小胞体から発信されるシグナ
ルが骨格系細胞の分化や骨・軟骨の形成、機
能保持に重要な役割を果たしており、さらに
この系の破綻が骨格系疾患の発症に繋がる
ことが明らかになりつつある。 
 
２．研究の目的 
小胞体を発信源とするタンパク質ダイナ

ミクス制御機構を明らかにするため、小胞体
ストレスセンサーから発信されるシグナル
応答系の解明、病態発現の分子機構解明、小
胞体機能制御による骨・軟骨形成技術の開発
を主要テーマとして研究を行った。これらの
テーマに関して、小胞体シグナリングによる
骨・軟骨代謝のシグナル系統図を、各センサ
ー遺伝子改変マウスを用いながら細胞生物
学的手法を駆使して完成させ、小胞体機能制
御を標的とした薬剤をスクリーニングによ
って得ることを目指した。さらに病理組織学
的あるいは生理学的解析を通して各センサ
ー欠損マウスの疾患との関わりを追究し、ピ
ックアップした薬剤によって病態改善を試
みることで、小胞体を起点とする骨・軟骨代
謝制御の新原理確立と骨格系疾患に対する
革新的な治療戦略の構築を目指す。 

 
３．研究の方法 
小胞体ストレストランスデューサーとして

機能する BBF2H7 の軟骨細胞における役割を
明らかにするため、胎生期 18.5 日目のマウス
より軟骨細胞を採取し、適切な薬剤を添加す
ることによって成熟軟骨細胞として維持し、
各種実験に使用した。BBF2H7 の発現制御機構
を明らかにするため、BBF2H7 のプロモーター
領域における配列をプロモーターサーチにか
け、BBF2H7 のプロモーター領域に結合し得る
転写因子をピックアップした。複数の候補転
写因子に関して、その転写因子を強く発現す
るアデノウイルスを作成して初代培養軟骨細
胞に感染させることで BBF2H7 の発現変化を
RT-PCR、ウェスタンブロッティングによって
確認した。ピックアップした候補転写因子が

BBF2H7のプロモーター領域に直接結合してそ
の発現を誘導することをルシフェラーゼアッ
セイ、Chromatin immunoprecipitation アッ
セイおよびゲルシフトアッセイを行って解析
した。さらに転写因子として活性化した
BBF2H7が軟骨基質タンパク質の分泌を促進す
ることをウェスタンブロッティングおよび免
疫沈降法によって確認した。 
また、BBF2H7 の C 末端断片の細胞内局在を

免疫染色法によって解析した。C末端断片が細
胞外に分泌され、ヘッジホッグシグナルの活
性化を介して細胞増殖を促進させることを
BBF2H7 欠損マウスおよび軟骨細胞特異的に
BBF2H7 の C 末端断片を発現する遺伝子改変マ
ウスの細胞、組織を用いてウェスタンブロッ
ティング、免疫染色法、免疫沈降法および種々
の細胞増殖アッセイを行うことで解析した。 
さらに転写因子として機能するBBF2H7のN末
端断片の軟骨細胞における標的遺伝子を網羅
的にピックアップするためにBBF2H7欠損軟骨
細胞を用いたマイクロアレイ解析を行った。
ピックアップした候補遺伝子に関してその転
写因子を強く発現するアデノウイルスを作
成して BBF2H7 欠損初代培養軟骨細胞に感染
させることで異常が回復するかどうかを
RT-PCR、ウェスタンブロッティングでチェッ
クした。 
 
４．研究成果 
小胞体ストレストランスデューサーとし

て機能する BBF2H7 は骨格系組織において軟
骨細胞で優勢的に発現しており、小胞体スト
レスに応答して膜内切断を受け、N 末端断片
が核内に移行して転写因子として機能する。
その発現制御機構を明らかにするため
BBF2H7 プロモーター領域内の配列を調べる
と、そのプロモーター領域内に Sox9 が結合
し得る Sox-binding site が存在しているこ
とを見出した。Sox9 は軟骨細胞の分化、成熟
を制御するマスター転写因子であり主要な
軟骨基質タンパク質である2型コラーゲンの
転写を誘導する。一連のプロモーターアッセ
イによって Sox9 が BBF2H7 プロモーター領域
内の Sox-binding site に直接的に結合して、
その転写を誘導していることを明らかにし
た。さらに初代培養軟骨細胞において Sox9
を過剰発現させると BBF2H7 の転写は促進さ
れ、タンパク質へと翻訳された後に切断を受
け、転写因子として活性化することが分かっ
た。Sox9 は BBF2H7 の転写誘導を促進すると
同時に2型コラーゲンをはじめとする軟骨基
質タンパク質の発現レベルも上昇させる。
Sox9 による軟骨基質タンパク質の合成促進
が小胞体の負荷を増大させ、生理的で緩やか
な小胞体ストレスを発生させることが分か
った。BBF2H7 はこの生理的小胞体ストレスに
応答して活性化して転写因子として活性化
し、大量に合成された軟骨基質タンパク質を
スムーズに細胞外へ分泌していることが明
らかになった。 



さらにその機能が不明であったBBF2H7のC
末端断片について機能解析を行った。BBF2H7
欠損マウスでは軟骨細胞数が顕著に減少し
ていたので、C 末端断片が細胞増殖に関与す
る可能性を疑った。初代培養軟骨細胞を用い
て細胞増殖能を調べると、BBF2H7 欠損細胞で
BrdU の取り込みの減少、細胞周期関連遺伝子
の発現減少、G1 期から S期への進行抑制等が
見られ、細胞増殖速度が低下していることが
わかった。BBF2H7 欠損細胞に転写因子として
機能するN末端断片を発現させても細胞増殖
速度は回復しなかった。それに対し小胞体内
腔側のC末端断片を発現させると野生型と同
程度まで回復した。C 末端断片の細胞内局在
を調べると、切断後、小胞体から速やかに細
胞膜側へ移動し、細胞外へと分泌された。分
泌されたC末端断片が細胞増殖を促進するメ
カニズムを解析した結果、C 末端断片はヘッ
ジホッグリガンドのインディアンヘッジホ
ッグとその受容体である Ptch1 に作用し、下
流シグナルを活性化することで細胞増殖を
促進させることがわかった。以上の結果より、
小胞体ストレストランスデューサーの新規
機能が発見され、小胞体ストレス応答系によ
る新たな細胞間情報伝達のメカニズムが明
らかになった。 
さらに BBF2H7 欠損マウスにおける軟骨細胞
数の減少とアポトーシスとの関連を調べた。
軟骨組織におけるTUNEL染色を行うと、TUNEL
陽性細胞数が野生型と比較して、BBF2H7 欠損
マウスで増加していた。軟骨組織における
BBF2H7 の細胞生存に関与する標的遺伝子の
同定を試みた結果、抗アポトーシス因子とし
て知られているATF5の発現レベルが、BBF2H7
欠損軟骨細胞では極度に低下していること
が明らかになった。BBF2H7 は小胞体ストレス
に応答して転写因子として活性化すること
から、小胞体ストレスを初代培養軟骨細胞に
負荷することで ATF5 の発現レベルが上昇す
るかどうかをリアルタイムPCRによって検討
した。野生型初代培養軟骨細胞を小胞体スト
レス負荷剤タプシガルギンで処理すると、
ATF5の発現レベルは上昇した。しかしBBF2H7
欠損初代培養軟骨細胞では、タプシガルギン
で処理しても ATF5 の発現レベルの上昇は抑
制されていた。ATF5 はその下流で、Bcl2 フ
ァミリーの一つで抗アポトーシス作用を示
す Mcl1 の発現を誘導し、アポトーシスを抑
制することが報告されている。初代培養軟骨
細胞をタプシガルギンで処理し、Mcl1 の発現
レベルをリアルタイムPCRによって検討する
と、野生型初代培養軟骨細胞では Mcl1 の発
現レベルが上昇した。しかし BBF2H7 欠損初
代培養軟骨細胞をタプシガルギンで処理し
ても Mcl1 の発現レベルの上昇は抑制されて
いた。これらの結果より、軟骨細胞において、
転写因子 BBF2H7 が ATF5-Mcl1 経路を活性化
させている可能性が示唆された。ATF5 のプロ
モーター領域内を調べると、BBF2H7 が結合し
得る cAMP responsive element (CRE) 配列が

存在することを見出した。一連のプロモータ
ーアッセイを行うことで、BBF2H7 が軟骨細胞
において ATF5 プロモーター領域内の CRE 配
列に直接的に結合し、ATF5 の転写誘導を行っ
ていると結論付けた。以上の結果より、軟骨
細胞ではBBF2H7がその下流であるATF5-Mcl1
経路を活性化することでアポトーシスを抑
制していることが示唆された。近年、小胞体
ストレスおよび小胞体ストレス応答が細胞
の分化・成熟あるいは機能発現を制御してい
ることが分かってきた。しかしながら生体制
御に必須の小胞体ストレスがもたらす細胞
傷害を、どのように回避しているのかは不明
であった。今回の結果より、BBF2H7 は軟骨細
胞分化時に発生する小胞体ストレスによっ
て誘導されるアポトーシスをATF5-Mcl1経路
を活性化させることで回避していることが
示唆された。 
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