
広島大学・医歯薬保健学研究科（医）・研究員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５４０１

若手研究(B)

2017～2016

小胞体ストレス応答を標的とした新規肝細胞癌治療薬の探索

Explore new therapies targeting endoplasmic reticulumn stress response for 
Hepatocellular Carcinoma

７０７１１１１７研究者番号：

ＺＨＡＮＧ　ＹＩＺＨＯＵ（Zhang, Yizhou）

研究期間：

１６Ｋ１９３４６

平成 年 月 日現在３０   ６ １４

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：本研究ではgenome-wide transcriptome profilesに基づいて、小胞体ストレスセンサ
ーBBF2H7の肝癌促進機序を解明した。BBF2H7は肝癌組織において過剰発現し、細胞核内で蓄積することを確認し
た。BBF2H7の高発現レベルは悪性度の高いHoshida S2肝癌サブクラスと強い関連が持ち、臨床的に予後不良に繋
がることがわかった。分子レベルの解析により、プロセシング産物であるBBF2H7の部分断片の一種がAP-1構成蛋
白と競争的に結合することによって、間接的にp53蛋白の安定性を抑制した。この部分断片が新たな肝細胞癌治
療ターゲットとしての可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：Using genome-wide transcriptome profiles and in vitro validation, we 
elucidated the mechanism of how ER stress transducer CREB3L2/BBF2H7 promotes hepatocarcinogenesis. 
BBF2H7 is over-activated in hepatocellular carcinoma (HCC), and is associated with an aggressive HCC
 subtype correlating with poor clinical outcome. At the molecular level, we found a partial fragment
 of BBF2H7 to be competitively bound to a subunit of AP-1, thus blocking AP-1 transcriptional 
activity and indirectly suppressing the stability of p53. In rescue experiments, we demonstrated 
that this fragment is indispensable to the proliferation of HCC, suggesting a potential target for 
the treatment of this common cancer.
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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。 

図３.各細胞株における
BBF2H7 mRNAの発現。 

１．研究開始当初の背景 
 進行性肝細胞癌に対するソラフェニブ
とプロテアソーム阻害薬の併用療法が試
みられ、抗腫瘍効果の増強が報告されたが、
プロテアソーム阻害薬による小胞体スト
レスを介したアポトーシスは、正常細胞に
も生じることから、副作用等の問題が残っ
ている。現段階では、癌細胞と正常細胞の
小胞体ストレス機構の差異は不明であり、
癌細胞特異的な小胞体ストレス制御メカ
ニズムの解明は新規治療薬の開発につな
がる可能性が高い。 
 
２．研究の目的 
 近年、我々は小胞体ストレスセンサーの
一つである BBF2H7 が骨芽細胞分化初期
段階で小胞体ストレス依存的に発現誘導
され、軟骨細胞分化・増殖促進に関与する
ことを見出した。その後の研究から、 
BBF2H7 は肝細胞癌を含め数種類の固形
癌で発現亢進し、癌細胞核内に異常蓄積す
ることを発見した。さらに、肝癌細胞株
HepG2とHuh7において、BBF2H7の発
現が抑制されると、細胞増殖が顕著に低下
することも観測できた。以上の結果から、
BBF2H7 の異常発現を抑制することで肝
癌細胞特異的な小胞体ストレス応答を阻
害し、ストレス応答システムを介した癌細
胞増殖を特異的に抑制できる可能性が考
えられる。本研究では臨床応用を念頭にお
き、BBF2H7を標的とした新たな治療法を
探る。 
 
３．研究の方法 
（１）肝癌細胞における BBF2H7 過剰活性
化の生理/臨床的な意味の解明 
① BBF2H7 の発現レベルと肝細胞癌の臨
床転帰との関連性の解析：374 人の肝癌組
織 transcriptome prolife を用いて、Gene 
Set Enrichment Analysis (GSEA)を行う。
BBF2H7 の発現レベルと肝癌サブタイプお
よび臨床経過/予後との関連を調べる。 
②小胞体ストレス応答関連遺伝子発現の
解析：内因性 BBF2H7 の発現を knockdown
できる siRNA を設計し、肝癌細胞株 HepG2
に導入する。そして knockdown 細胞株と対
照株に生じる増殖、細胞周期、アポトーシ
スの相違を検討する。具体的には、細胞増
殖速度、細胞周期遺伝子の発現、抗アポプ
トーシス関連遺伝子、細胞内シグナル伝達
への影響などを解析し、小胞体ストレスセ
ンサーBBF2H7 を起点とするシグナルが肝
癌細胞内ストレス応答システムへの影響
を調べる。 
 
（２）肝細胞癌における BBF2H7 機能ドメ
インの解析 
①細胞増殖促進機能を持つBBF2H7断片の
同定：小胞体ストレス依存的に BBF2H7 が
膜内切断を受ける。プロセシング産物であ

る N末端断片と C末端断片の発現プラスミド
を構築し、肝癌細胞株 HepG2 に導入した後、
薬剤耐性マーカーで N末端あるいは C末端断
片をそれぞれ安定に発現している細胞株を
選別する。BBF2H7 siRNA を、上記樹立した N
末端およびC末端断片安定発現細胞に導入し、
内因性 BBF2H7 の発現をブロックする。
Live-cell imaging system を用いて二種類の
安定発現細胞株の増殖速度、アポトーシスを
観測し、N 末端断片と C 末端断片の発現にお
ける小胞体ストレス応答の違いを解析する。 
②BBF2H7 機能ドメインの肝癌増殖に及ぼす
メカニズムの同定：肝癌細胞株 siRNA による
BBF2H7 の機能損失が細胞分裂およびアポト
ーシスシグナル伝達への影響を検討し、その
中で BBF2H7 機能ドメインがどのような役割
を演じるかを調べる。 
 
４．研究成果 
（１）肝癌細胞においての BBF2H7 の過剰活
性化とその臨床的な意味： 
ヒト肝癌組織を用いて、BBF2H7 の発現およ
び局在を免疫染色法で調べた。肝癌隣接部の
正常組織では BBF2H7 の発現が細胞内に均等
に分布しているのに比べ、癌組織での BBF2H7
の発現は亢進し、膜内切断された細胞質側ド
メインが核へ移行していることが確認され
た（図１）。Gene Set Enrichment Analysis

から、BBF2H7 発現レベルの高い症例は悪性
度の高い Subclass 2 に分類され、血中 AFP
値および死亡率は BBF2H7 発現の低い症例
と比べ有意に高いことがわかった（図２）。 
(２）BBF2H7 は肝細胞癌の増殖、抗アポトー
シスを促進する 
Real-Time PCRで各細
胞株間 BBF2H7 mRNA
の発現を測定した結
果、ヒト肝癌 Huh7 お
よび HepG2 細胞の
BBF2H7 の発現レベル
が ヒ ト 胚 性 腎 臓

図２. BBF2H7 発現レ
ベルと肝癌Subclass
分類（A）、血中AFP（B）
と生存率（C）との関
連。 



図４.  BBF2H7 knockdownに
よる、Hek293, Huh7, HepG2細
胞増殖スピードの推移。 

図５.Hek293, Huh7, HepG2細胞に BBF2H7 siRNAを導入し、
72時間後にトポイソメラーゼ II阻害剤 Etoposideを細胞培養
上清に添加した。CellEvent™ Caspase 3/7 Green Detection 
Reagentでアポトーシス細胞を標識し、Live-cell imaging system
でEtoposide添加後から 24時間の間の caspase3/7の活性を観測
した。標識色素：緑：caspase3/7；赤：mitochondria。 

図６.  HepG2細胞において
BBF2H7の p53, p-p53, BCL-xL, 
BCL-2の発現への影響。 

Hek293 細胞と比べ、
それぞれ20倍と60
倍ほど亢進してい
る（図３）ことが
わかった。siRNA を
用いてBBF2H7の発現
を knockdown する
ことで肝癌細胞株
Huh7 と HepG2 の増
殖が著明に低下し
たのに対し、Hek293
細胞の増殖は亢進
した(図４)。さら
にトポイソメラー
ゼ II 阻 害 剤
Etoposide でアポ
トーシスを誘導す
る際、BBF2H7 siRNA

の導入によって
Hek293 細 胞 で
caspase3/7 活性が
低下していたが、
Huh7 と HepG2 細胞
の caspase3/7 活性
(緑)が著明に上昇
した (図５)。以上
より BBF2H7 が肝癌
細胞の増殖および
アポトーシスに影
響を与えることが

明らかになった。BBF2H7 の過剰発現は癌抑制
遺伝子である p53 のリン酸化を抑制し、抗ア
ポトーシス分子 Bcl-2 と BCL-ｘL の発現を促
進させたことが蛋白レベルの解析によりわか
った（図６）。また mRNA レベルで、細胞周期
遺伝子 cyclin A2,cyclin B1 およびアポトー
シス誘導遺伝子 NOXA, PUMA の発現が BBF2H7
の knockdown によって著明に変化した（図７）。
BBF2H7 の p53 リン酸化の抑制は BBF2H7 と
AP-1 の構成蛋白 cJun との競合的結合にある
ことが示され（図８）、細胞増殖や抗アポ ト
ーシスに関与することを示唆した。その反面、
Hek293 細胞において BBF2H7 の knockdown は
cyclin A2,cyclin B1,NOXA,PUMA の発現に影

響を与えなか
った。 
(３）BBF2H7 
C 末端断片
が細胞増殖
促進機能を
持つ 
小胞体スト
レス依存的
にBBF2H7が
膜内切断を
受ける。プ
ロセシング
産物である
N 末端断片

とC末端断片をそれぞれ安定に発現している
細胞株（N2 株と C5 株）を樹立した。BBF2H7 
siRNA で内因性 BBF2H7 の発現を抑制し N2 株
と C5 株の細胞増殖能力の違いを観察したと
ころ、N2 株の増殖速度が BBF2H7 siRNA で大
幅に抑制されたのに対し、C5 株はほぼその影
響を受けず wild type 細胞とほぼ同等な増殖
速度を示した（図９）。 

本研究はヒト肝癌細胞とヒト胚性腎臓細胞
における小胞体ストレス応答の差異に着目
し、BBF2H7 の肝癌増殖に及ぼすメカニズムを
解明した。Hedgehog signaling を介した細胞
増殖制御効果を示した既報と異なり、本研究
は BBF2H7 と転写因子 AP-1 との interaction
および p53 signaling への影響を見出した。
機能性 BBF2H7 の欠失により、肝癌細胞にお
いて増殖が停止したうえ、アポトーシスが早
期に惹起され速やかに死滅に至った。これに
基づいて、肝癌を含め BBF2H7 が高発現して
いる癌細胞に対して特異性の高い薬物開発
につながることが大いに期待できる。さらに

図７.HepG2細胞において cyclin A2, cyclin B1, NOXA, 
PUMAの発現が BBF2H7 knockdownによって顕著に変化
した。 

図８.抗 cJunおよび抗 p-cJun抗体を用い
て、HepG2 cell lysateの免疫沈降を行い、
抗 BBF2H7 N末端抗体と抗 BBF2H7 C
末端抗体で抗原抗体複合体を blotした。 

図９.BBF2H7 N末端断片或は C末端断片をそれぞれ安定
に発現している細胞株（N2 株と C5株）へ BBF2H7 siRNA
を導入し、細胞増殖を Live-cell imaging systemで観測した。 



今回は BBF2H7 C 末端断片が細胞増殖を促
進できることを証明した。現在、我々は細
胞増殖を制御できる BBF2H7 機能ドメイン
の同定を進めている。今回の実験結果を踏
まえ、癌進行を抑えるゲノム編集の応用の
可能性が開けば、BBF2H7 の異常発現を抑え
る新規癌分子標的治療薬の開発が期待で
きる。 
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