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研究成果の概要（和文）：細胞が低酸素、低グルコースなど劣悪な環境に曝されたとき、小胞体ストレスセンサー遺伝
子として機能するBBF2H7蛋白は小胞体膜上で切断され、一部の断片が細胞外へ分泌される。今回我々は、分泌されたBB
F2H7断片が数種類の固形癌の増殖を促進できることを見出した。そのBBF2H7分泌断片をターゲットとして、癌の増殖を
抑制できる中和抗体を作製し、作成した抗体は神経膠腫細胞の増殖や侵襲を抑制できることを実証した。今回作成した
BBF2H7中和抗体には、がん分子標的抗体製剤としての可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Triggered by cellular stress like being exposed to hypoxia or low glucose 
environments, the membrane-anchored BBF2H7 protein, a member of endoplasmic reticulum stress sensors, 
undergoes cleavage, and subsequently a portion of the cleaved fragments is secreted into the 
extracellular matrix. According to our investigation, these secreted fragments were able to promote the 
growth of several kinds of solid tumor. Using the BBF2H7 secreted fragment as a target, we developed 
neutralizing antibodies which can inhibit the growth of glioma, prostate cancer and hepatocarcinoma. And 
we demonstrated that these antibodies can inhibit the proliferation and invasion of glioma cells. The 
BBF2H7 neutralizing antibodies we developed showed intriguing potential to be a candidate for 
molecularly-targeted cancer therapy.
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図１. 原発性肝細胞癌における小胞体スト
レスセンサーBBF2H7 の発現（上：弱拡大、
下：強拡大）。 

１．研究開始当初の背景 
虚血、酸化ストレス、感染などの様々な異

常環境に曝されると、小胞体の働きに破綻を
来し、不完全なタンパク質が小胞体に大量に
生み出される(小胞体ストレス)。小胞体に局
在する小胞体ストレスセンサーBBF2H7は、小
胞体ストレス依存的に膜内切断を受け、細胞
質側ドメインが細胞核へ移行し転写因子と
して機能する。切断されたもう一方の小胞体
内腔側のドメインはジャンクとして速やか
に分解されると考えられていたが、膜内切断
後の内腔ドメインの局在を詳細に観察する
と、小胞体から輸送小胞に内包され細胞外に
分泌されていることがわかった。さらに、こ
のドメインを含む分泌液には軟骨細胞の増
殖を促進させる働きがあることも明らかに
なった。このような事実から、小胞体ストレ
スセンサーBBF2H7 には細胞単体のレベルで
小胞体ストレスに反応するだけでなく、周辺
細胞に小胞体ストレスの情報を伝達する役
割があることが予想された。 

 
２．研究の目的 
(1)小胞体内腔ドメインの生理活性解明：細
胞外に分泌された BBF2H7 の小胞体内腔ドメ
インと結合する細胞膜表面タンパク質（受容
体）を同定し、結合後に起こる細胞内イベン
ト（細胞内シグナル伝達）と細胞機能変化を
明らかにする。 
(2)小胞体内腔ドメインの機能制御：BBF2H7
小胞体内腔ドメインに対するモノクローナ
ル抗体を作成し、小胞体ストレスの細胞間情
報伝達をブロックすることで細胞増殖等の
機能制御を図る。 
 
３．研究の方法 
(1) BBF2H7 小胞体内腔ドメインの細胞機能
に及ぼす効果：BBF2H7 小胞体内腔ドメインを
含む培養上清を継代後すぐの細胞に添加し、
その後の細胞増殖速度や形態変化を観察し
た。これにより小胞体内腔ドメインが有する
生物活性を見出した。 
(2) 小胞体ストレスセンサーBBF2H7 の癌組
織での発現：固形癌では低酸素および低栄養
状態のため小胞体ストレスが起こっている
ことは良く知られているが、固形癌のどの部
位に小胞体ストレスが最も強く負荷され、
BBF2H7 が大量に発現しているのかを確認す
ることは治療法を確立する上で貴重な情報
となる。よって、今回は主に固形癌を対象に
BBF2H7の発現を免疫染色法によって調べた。 
(3) ポリクローナル抗体の作成：BBF2H7 の
小胞体内腔ドメインタンパク質を組換え技
術を用いて作成し、これを抗原としてポリク
ローナル抗体を作成した。作成できた抗体は、
小胞体内腔ドメインと特異的に結合する膜
受容体を免疫沈降するために使用した。 
(4) 小胞体内腔ドメインの受容体結合部位
の決定：BBF2H7 は細胞膜上で PTCH1 及び IHH
と complexを形成し、軟骨細胞の増殖を促進

することは既に共著論文（発表論文 4）で証
明されたが、BBF2H7 小胞体内腔ドメインは
PTCH1 と結合する部位のアミノ酸配列は示し
ていない。それを解明するため、各種の
BBF2H7 deletion 変異体を作成し、PTCH1 と
結合できかつ生物学的作用を示す最小のア
ミノ酸配列を決定した。その結合部位を含む
リコンビナントタンパク質および合成ペプ
チドを作成し、受容体との結合活性および生
物学的機能の有無について解析した。 
(5) 小胞体内腔ドメインに対するモノクロ
ーナル抗体の作成：(4)で決定した結合部位
を含むリコンビナントタンパク質を抗原と
してモノクローナル抗体を作成した。モノク
ローナル抗体のスクリーニングでは、小胞体
内腔ドメインが有する生物活性に対する抑
制を指標にして目的クローンを得た。作成し
たモノクローナル抗体が実際に小胞体内腔
ドメインの機能を効果的に抑制できるか否
かを細胞生物学的に確認した。 
 
４．研究成果 
(1) BBF2H7 小胞体内腔ドメインの細胞機能
に及ぼす効果：BBF2H7 小胞体内腔ドメインを
含む培養上清を U251MG 細胞に添加後 7 日間
観察した結果、細胞形態には著明な変化はな
かったが、細胞増殖は約 30％亢進したことが
分かった。 
(2) 小胞体ストレスセンサーBBF2H7 の癌組
織での発現：神経膠腫、前立腺癌、子宮頸癌、
肝細胞癌組織を用いて、BBF2H7の発現を免疫
染色で調べた。これらの癌組織において、
BBF2H7の発現が亢進し、膜内切断された細胞
質側ドメインが核へ移行することが確認さ
れた（図１）。 



図 2.抗 BBF2H7 モノクローナル抗体 6D6
および 7E8を、それぞれ U251MG細胞の培
養上清に添加した。抗体濃度依存的な抗腫瘍
効果が観察された。 

図 3.抗 BBF2H7 モノクローナル抗体 6D6
および 7E8で処理された U251MG細胞から
mRNA を抽出し、細胞周期および Hedgehog 
signaling関連遺伝子の発現を測定した。 

(3) ポリクローナル抗体の作成：BBF2H7 の
小胞体内腔ドメインの GST融合蛋白を作成し、
GST タグを除いた蛋白を抗原としてポリクロ
ーナル抗体を作成した。 
(4) 小胞体内腔ドメインの受容体結合部位
の決定： BBF2H7 小胞体内腔ドメインの
deletion変異体および IHHと競合的に結合で
きる合成ペプチドをつくり、PTCH1 との結合
部位を同定した。その結合部位を含むリコン
ビナントタンパク質を大腸菌で作成し、U251
細胞の培養上清に添加したところ、細胞増殖
は顕著に亢進したことが確認された。 
(5) 小胞体内腔ドメインに対するモノクロ
ーナル抗体の作成：(4)で決定した結合部位
を含むリコンビナントタンパク質を抗原と
してモノクローナル抗体を作成した。U251MG
細胞の増殖への抑制能力を基準として抗体
のスクリーニングを行い、得られたもっとも
細胞増殖を抑制できる 2種の抗体は濃度依存
的に抗腫瘍効果を示した（図 2）。この 2種の
抗体で処理した細胞において、細胞周期遺伝
子 Cyclin D1,Cyclin E1,CDK2および Hedgehog 
signaling 関連遺伝子 GLI1 の mRNA レベルが
抑制されたことが確認された（図 3）。 

以上の結果から、今回作成したモノクロー
ナル抗体には、ヘッジホッグシグナルが活性
化している固形癌細胞の増殖を抑制する働
きがあり、新たながん分子標的抗体製剤とし
ての可能性が示唆された。今後は神経膠腫細

胞を移植した担癌マウスモデルを樹立し、
BBF2H7 モノクローナル抗体の抗癌剤として
の効果を in vivoで評価する予定である。 
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