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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から産生される小ペプチド断片（BSPフラ
グメント）が強固な凝集体を形成すること、BSPフラグメントがアルツハイマー病の原因物質であるアミロイド
β1-40タンパクの凝集を促進して神経細胞毒性を増強することを明らかにした。アルツハイマー病患者脳サンプ
ルを使ってBSPの発現レベルの違いを検討したが、正常脳サンプルとの間に差がなく、病態形成への関与を裏付
ける根拠は得られなかった。

研究成果の概要（英文）：We found that BBF2H7-derived small peptide fragments (BSP fragments) have a 
high aggregation propensity and forms heat-stable aggregates. Moreover, We have shown that BSP 
fragments promote forming amyloid fibrils and neurotoxicity of amyloidβ1-40. The difference in the 
expression level of BSP was examined using brain samples of normal and Alzheimer's patients, but 
there was no difference in these samples, and there was no basis to support the involvement of BSP 
fragments in pathogenesis of Alzheimer's disease.

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
小胞体ストレスは神経変性疾患や糖尿病をはじめとする様々な疾患の発症、病態形成に関与していると信じられ
ている。しかし小胞体ストレスがin vivoにおいて疾患発症に寄与していることを証明した研究は見当たらな
い。本研究課題からBSPフラグメントがin vivoでの小胞体ストレスのマーカーになり得る生化学特徴を有するこ
とが証明され、疾患発症と小胞体ストレスの関連性解明に向けて前進した。今後はBSP検出系をさらに充実さ
せ、高感度にBSPをin vivoで検出するシステムを構築する必要がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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細胞が曝されると、小胞体機能が破綻し小
胞体内に不完全なタンパク質が大量に生み出される(小胞体ストレス)。小胞体ストレスは神経
変性疾患発症への関与が以前から指摘されてきたが、具体的な根拠に乏しい。それを解く鍵は、
in vivo で小胞体ストレスを検出できるツールの開発と、病態形成における小胞体ストレスの重
要性を明確にすることにある。 
 
２．研究の目的 
 申請者は小胞体ストレスセンサーの活性化時に産生される小ペプチド（小胞体マイクロフラ
グメント、BSP フラグメント）を発見した。この小ペプチドは疎水性に富み、構造的に凝集しや
すい特徴を有する。そこで本研究課題では、BSP の凝集性や細胞毒性の詳細を調べ、神経変性
疾患の病態形成への関連性を調べる。また BSP の生体における小胞体ストレスのマーカーとし
ての可能性を探る。 
 
３．研究の方法 
（1）BSP フラグメント特異的抗体の作製；BSP フラグメントの一部配列を基に作成した合成ペプ
チド（小胞体ストレストランスデューサーBBF2H7 の 398 番目から 426 番目のアミノ酸から成
る）をウサギに免疫し、回収した血清から前記の合成ペプチドを固定したカラムを用いて BSP フ
ラグメント特異的抗体を精製した。 
（2）BSP フラグメントの凝集性解析；BSP フラグメントのアミノ酸配列を基に人工的に合成した
ペプチド（ペプチド研究所）を 100μMとなるように PBS 中に溶解し、37℃で 24時間インキュベ
ートした。その後サンプルに 2-メルカプトエタノールを含まないあるいは添加した Laemmli SDS
サンプルバッファーを混合し室温あるいは 100℃で 5 分加熱して調製したものをウエスタンブ
ロットにより解析し、バンドの分子量から BSP フラグメントの凝集性を調べた。 
（3）BSP フラグメントのアミロイドβ1-40タンパク（Aβ1-40）凝集促進活性および神経細胞毒性
促進活性の評価；Aβ1-40（ペプチド研究所）単独または Aβ1-40と BSP フラグメントまたはアペリ
ン-36（Cayman chemical company）を 50 mM リン酸カルシウム緩衝液(pH7.4)中で混合し 37℃で
24 時間インキュベートしたものを遠心し、得られた沈殿物を透過型電子顕微鏡により観察する
ことでアミロイド線維の形成を解析した。また 37℃で 24 時間インキュベートした各種ペプチド
の混合物をヒト神経芽細胞腫 SK-N-SH 細胞に添加し、48 時間培養後の細胞を位相差顕微鏡によ
り観察して細胞毒性を評価した。この時、細胞数を計数することで溶媒処理と比較した場合の細
胞生存率を算出した。 
（4）アルツハイマー病脳における BSP フラグメントの発現解析；アルツハイマー病患者（Braak 
stage V～VI）または非アルツハイマー病患者の死後脳の凍結組織 50mg（日本ブレインバンクネ
ットより提供）を RIPA バッファー中でホモジナイズし、タンパク質を抽出した。抽出したサン
プルに BSPフラグメント認識抗体と Protein Gアガロースビーズを添加して 4℃で一晩インキュ
ベート後、遠心して回収したビーズを RIPA バッファーで 3回洗浄することで BSP フラグメント
の免疫沈降を行った。その後、免疫沈降物に含まれる BSP フラグメントをウエスタンブロットに
より検出した。 
（5）アルツハイマー病脳における BSP フラグメントの局在解析；アルツハイマー病患者または
非アルツハイマー病患者の死後脳から作製したパラフィン切片（医療法人さわらび会福祉村病
院・長寿医学研究所）を脱パラフィン処理後、1次抗体として BSP フラグメント抗体、2次抗体
として HRP 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体を用いて免疫染色を実施し、顕微鏡により BSP フラグメ
ントの組織内局在を観察した。 
 
４．研究成果 
（1）BSP フラグメントの凝集性解析；溶解した BSP
フラグメントを非還元、非加熱条件でウエスタン
ブロットにより解析したところ、2 量体や 3 量体
を形成していた（図 1）。37℃で 24時間インキュベ
ートすると 4 量体やそれ以上の多量体が検出さ
れ、BSP フラグメントが凝集している様子が観察
された。インキュベートしていない BSP フラグメ
ントを還元条件あるいは還元・加熱条件で泳動す
ると非還元・非加熱条件で見られた 3 量体以上の
バンドは消失し 2 量体についても大きく減少し
た。一方、37℃でインキュベートしたものでは還元
剤による還元処理や 100℃の加熱を行っても 2 量体
や 3 量体、4 量体のバンドが残存した。これらの結
果から、BSP フラグメントは 37℃でインキュベートを行うことで強固な凝集体を形成すること

図１ BSPフラグメントの凝集性 



が分かった。 
（2）BSP フラグメントの Aβ1-40凝
集促進活性の評価；Aβの凝集につ
いて、凝集性の高い分子種である A
β1-42が核となって低凝集性のAβ1-
40 の凝集を促進すると言われてい
る。これまでの研究で BSP フラグメ
ントが単体で凝集してアミロイド
線維様の線維構造を形成すること
が分かっている。そこで、BSP フラ
グメントが Aβ1-42と同様に凝集核
となって Aβ1-40の凝集を促進する
活性を有するか解析した。Aβ1-40 5
μM、Aβ1-42 0.3μM、BSP フラグメ
ント 0.3μM をそれぞれ単独でイン
キュベートしてもアミロイド線維
を形成しない（図 2）。Aβ1-40 5μMに
Aβ1-42を 0.3μM 添加すると他のグ
ループの報告と同様に Aβ1-40の凝
集が促進されて線維状の構造を形
成した。Aβ1-40 5μM に対して BSP
フラグメントを 0.3μM 添加すると
同様に線維状の構造が観察された。
親水性ペプチドであるアペリン-36
ではこのような効果が見られなかったことから、BSP フラグメントが Aβ1-40 の凝集、アミロイ
ド線維形成を促進することが明らかになった。 
（3）BSP フラグメントの Aβ1-40細胞毒性促進活性の評価；Aβ1-42は Aβ1-40の凝集を促進すると
ともにその神経細胞毒性をも増強
することが知られている。そこで、
BSPフラグメントがAβ1-40の凝集を
促進することでその神経細胞毒性
に与える影響をヒト神経芽細胞腫
SK-N-SH 細胞を用いて予め 37℃で
24時間インキュベートしたAβ1-40、
Aβ1-42、BSP フラグメントまたはア
ペリン-36 を添加して解析した。ア
ミロイドβ1-40 5μM 単独処理では
細胞の形態に変化は見られなかっ
た（図 3）。Aβ1-42 0.15μM単独では
細胞にわずかな毒性を示していた
が、Aβ1-40 5μMと混合して処理す
ることで細胞毒性が増強した。BSP
フラグメント 0.15μM の単独処理
では溶媒処理と比較して細胞の形
態や細胞数に変化は無く毒性が認
められなかったのに対して、Aβ1-40 
5μM に混合してインキュベートし
たものを添加した細胞では細胞が
強く萎縮するとともに細胞数が溶
媒を処理した細胞の約20％まで減
少した。一方で親水性ペプチドであるアペリン-36 0.3μMを Aβ1-40に混合した場合は細胞毒性
を示さなかった。以上の結果から、BSP フラグメントは Aβ1-40の神経細胞毒性を増強することが
明らかとなった。 
（4）アルツハイマー病脳における BSP フラグメントの産生・局在解析；アルツハイマー病では
小胞体ストレスマーカーである BiP やリン酸化 PERK、リン酸化 IRE1、リン酸化 eIF2αが増加し
ていることからアルツハイマー病の発症に小胞体ストレスが関係していることが示唆されてい
る。また、BSP の前駆体タンパク質である BBF2H7 は脳の神経細胞に強く発現している。これら
のことから、アルツハイマー病発症過程において脳内で小胞体ストレスが生じることで BBF2H7
が膜内切断を受けるとともに BSP フラグメントが産生されると考えられる。そこで、この際に生
じた BSP フラグメントが神経毒性を発揮することでアルツハイマー病の発症に寄与しているの
ではないかという仮説を立て、当該疾患死後脳における BSP フラグメントの発現と組織内局在
を解析した。死後脳における BSP フラグメントの発現を調べるために、BSP フラグメント特異的
抗体による免疫沈降により死後脳凍結組織の組織溶解液から回収したタンパク質をウエスタン

図２ BSPフラグメントの Aβ1-40凝集促進活性 

図３ BSPフラグメントの Aβ1-40神経細胞毒性促進活性 



ブロットにより解析した。その結果、アルツハイマー病患者、非疾患患者の死後脳ともに BSP フ
ラグメントは生化学的手法では検出されなかった。また死後脳における BSP フラグメントの局
在を免疫組織染色により検討した結果、アルツハイマー病患者死後脳の組織切片において主に
神経細胞の細胞質内に網状に広がったシグナルが認められた。しかしながら非患者死後脳組織
においても同様の所見が見られ、両者の間に有意な差は認められなかった。以上の結果から、ヒ
ト脳組織で BSP は発現しているが、病態形成への関与を指摘できる所見は得られなった。 
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松久幸司、齋藤敦、今泉和則

今泉和則、齋藤敦、上川泰直、松久幸司、金子雅幸

上川泰直、齋藤敦、松久幸司、金子雅幸、今泉和則

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

希少疾患原因遺伝子産物のERAD回避による機能回復と疾患治療薬の探索

核膜ストレスと細胞老化、癌化の制御

小胞体膜貫通型転写因子OASISによる核膜ストレス応答機構解明

ポドサイトにおける転写因子Old Astrocyte Specifically Induced Substance（OASIS）の欠損は、Protein Kinase C Iotaを介して LPSに
よる尿細管傷害を抑制する

 １．発表者名

 １．発表者名
尾花理徳、三宅芳明、山本彩葉、田中翔大、前田真貴子、今泉和則、淺沼克彦、藤尾慈

新学術領域研究 第3回オルガネラ･ゾーン若手の会
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 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

第73回日本薬理学会西南部会

American Society of Nephrology (ASN) Kidney Week 2020（国際学会）

第73回日本酸化ストレス学会（招待講演）

金子雅幸、岡元拓海、今泉和則

Yoshiaki Miyake, Masanori Obana, Ayaha Yamamoto, Takeo Harada, Takafumi Nakae, Shunsuke Noda, Sayuri Mitsuoka, Koki Tanaka,
Shota Tanaka, Makiko Maeda, Kazunori Imaizumi, Katsuhiko Asanuma, Yasushi Fujio

今泉和則

齋藤敦、今泉和則

第93回日本生化学会大会（招待講演）

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

高浸透圧により誘導されるユビキチンリガーゼRNF183はNKCC1をライソソームで分解する

OASIS in podocytes promoted tubular injury by suppressing PRKCI expression

核膜ストレスに応答する小胞体膜貫通型転写因子OASISの細胞老化における役割

小胞体膜貫通型転写因子OASISによる細胞老化と癌化制御
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 発明者 産業財産権の名称  権利者
同左OASIS遺伝子の脱メチル化のための核酸及びそれを用いた脱メチル化方法

第93回日本生化学会大会

第63回日本神経化学会大会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

Atsushi Saito, Sachiko Fujiwara, Tetsuro Yoshimaru, Yosuke Matsushita, Toyomasa Katagiri, Kazunori Imaizumi

上川泰直、松久幸司、齋藤敦、今泉和則

岡元拓海、呉艶、今泉和則、金子雅幸

第93回日本生化学会大会

 ２．発表標題

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

Regulations of senescence in glioblastoma and tumorigenesis mediated by ER-resident transcription factor OASIS

核膜ストレスに応答して活性化する小胞体膜貫通型転写因子OASISの機能解明

腎特異的ユビキチンリガーゼRNF183はNKCC1をユビキチン化することで分解を促進する

 １．発表者名

 １．発表者名

 ２．発表標題



８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況
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