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研究成果の概要（和文）：小胞体ストレスセンサーBBF2H7 の生体内の機能を明らかにするため
に、BBF2H7 遺伝子欠損マウスを作製した。この BBF2H7 遺伝子欠損マウスは軟骨形成異常を呈
した。我々は、小胞体―ゴルジ間輸送に関わる COPII コンポーネントの Sec23a が BBF2H7 の標
的遺伝子であることを見出した。BBF2H7 欠損軟骨細胞に Sec23a を発現させると、軟骨基質タ
ンパク質の輸送や分泌の障害が回復した。すなわち、BBF2H7-Sec23a 経路はタンパク質の分泌
を活性化させることで軟骨形成に重要な役割を担う。 
 
研究成果の概要（英文）：To assess the function of ER stress transducer BBF2H7 in vivo, 
we generated BBF2H7 deficient mice. The mice exhibited severe chondrodysplasia. We 
identified Sec23a, a coat protein complex II component responsible for protein transport 
from the ER to the Golgi, as a target of BBF2H7. When Sec23a was introduced to BBF2H7 
deficient chondrocytes, the impaired transport and secretion of cartilage matrix proteins 
were totally restored, indicating that the BBF2H7-Sec23a pathway plays crucial roles in 
chondrogenesis by the activation of protein secretion.  
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１．研究開始当初の背景 
(1)軟骨細胞はコラーゲンやプロテオグリカ
ンなどの細胞外マトリックスを活発に分泌
し、マトリックスなどで構成される軟骨小腔
内で軟骨細胞は増殖や分化を行っている。こ
れまでに、II 型コラーゲンをはじめとする細
胞外マトリックスの遺伝子変異が多くの骨
系統疾患から見出され、細胞外マトリックス
の形成と軟骨分化が疾患発症に深く関わる

ことが明らかになってきている。 
 
(2)小胞体はタンパク質の品質管理を行い、
正しい立体構造をもつタンパク質だけを分
泌経路に送り出す小器官である。分泌タンパ
ク質あるいは膜結合型タンパク質は小胞体
内で様々な修飾を受け正しい立体構造とな
るが、時として（正常な状態でも）一部がミ
スフォールドタンパク質になることが知ら



れている。細胞はこの異常タンパク質に対し、
タンパク質の翻訳を抑制するシステム、分子
シャペロンを介しタンパク質を再び折りた
たむシステム、プロテアソーム分解系を調節
するシステムを小胞体ストレス応答機構と
して活性化する。この応答の発動には、小胞
体膜上に存在する小胞体ストレスセンサー
を必要とする。 
 
(3)II 型コラーゲンは軟骨細胞の小胞体内で
3 本鎖の立体構造を形成し分泌経路に送り出
されるが、その 3本鎖形成に必須な特異的分
子シャペロン、異常タンパク質の分解システ
ムや再折りたたみシステム、さらには小胞体
からの分泌経路のこれらの詳細は全く解明
されていない。本研究では小胞体でのタンパ
ク質の品質管理という視点から小胞体スト
レスセンサーBBF2H7 欠損マウスの軟骨形成
異常を解析した。 
 
２．研究の目的 
ミスフォールドタンパク質（折りたたみの

異常なタンパク質）が細胞内に蓄積すると、
タンパク質品質管理に異常を来たし小胞体
の機能障害（小胞体ストレス）が引き起こさ
れ、様々な疾患の発症につながる。申請者ら
が同定した小胞体ストレスセンサーBBF2H7
を欠損した遺伝子改変マウスでは著明な軟
骨の形成異常がみられた。本研究の目的は、
BBF2H7 欠損マウスの軟骨形成異常メカニズ
ムを解明することで軟骨細胞が持つ特別な
仕組みを解析し、軟骨分化・軟骨形成におけ
るタンパク質品質管理の役割を明らかにす
ることにある。 
 
３．研究の方法 
(1)BBF2H7 遺伝子欠損マウスの病理組織学的
解析：免疫染色により細胞外マトリックス構
成因子（II 型コラーゲン，IX 型コラーゲン、
X型コラーゲン、アグリカン，スロンボスポ
ンジン 5(COMP)）のタンパク質量や局在の変
化を観察した。in situ hybridization 法に
より、細胞外マトリックス構成因子および軟
骨細胞の分化マーカーとなる分子（Sox9、Ihh、
Runx2、PTH/PTHrP、X 型コラーゲン）の mRNA
発現レベルと局在を解析した。 
 
(2)BBF2H7 ターゲット遺伝子の探索：DNA ジ
ーンチップ解析(マイクロアレイ解析)によ
り BBF2H7 欠損および野生型軟骨細胞の遺伝
子発現を比較し BBF2H7 が転写誘導する遺伝
子の同定を行った。 
 
(3)BBF2H7 欠損軟骨細胞の小胞体ストレス応
答の変化：BBF2H7 欠損の軟骨細胞が小胞体ス
トレス状態になっているかを分子レベルで

解析した。軟骨細胞に小胞体ストレス誘導剤
を添加し、小胞体ストレスに応答する分子の
挙動に変化があるか否かを検討した。抽出し
た RNAやタンパク質サンプルに対し、RT-PCR、
ノーザンブロッティング、ウエスタンブロッ
ティングを行い、BBF2H7 が欠損したことで起
こるストレス応答の変化と軟骨基質分泌異
常との関連性を解析した。 
 
(4)酵母 two-hybrid 法を用い BBF2H7 に結合
する分子のスクリーニングを行った。 
 
(5)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、BBF2H7 の安定性に関わ
る分子の同定を行った。 
 
(6)HRD1 ユビキチンライゲース(E3)の欠損
MEF 細胞を用いて、BBF2H7 のタンパク質の安
定性を解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1)BBF2H7 遺伝子欠損マウスは、四肢および
体幹の著明な短縮や胸郭の形成不全を示し、
出生直後に呼吸不全のため死亡する。病理組
織学的観察により、軟骨基質の著明な減少、
成長軟骨の増殖層および肥大層の発達不全、
および軟骨細胞の小胞体異常拡張が観察さ
れた。この軟骨形成異常のメカニズムを明ら
かにするために、野生型および BBF2H7 欠損
軟骨組織を用いてマイクロアレイ解析を行
ったところ、小胞体―ゴルジ間輸送に関わる
Sec23a の発現が BBF2H7 遺伝子欠損マウスで
著明に減少していた。小胞輸送に焦点をあて
解析を実施したところ、BBF2H7 欠損軟骨細胞
では COPII 小胞の形成抑制のため、II 型コラ
ーゲンなどの軟骨基質タンパク質の小胞輸
送が障害されていた。この現象は BBF2H7 あ
るいは Sec23a の強制発現によりレスキュー
された。軟骨細胞は軟骨基質を大量に産生分
泌する細胞であり、小胞体に常に過剰な負荷
がかかる。BBF2H7 はこの小胞体負荷に対して
小胞体―ゴルジ間輸送系を Sec23a の転写を
介して活性化させることでタンパク質の効
率的な分泌に寄与しているものと考えられ
た。 
 
(2)軟骨細胞が分化・成熟する際に生じる小
胞体ストレスを BBF2H7 が感知していること
を新規に見出した。しかしながら、どのよう
なメカニズムで BBF2H7 が活性化するかは不
明なままであった。この BBF2H7 の活性化機
構を明らかにする目的で BBF2H7 に結合する
分子の探索を行ったところ、BBF2H7 の活性化
にプロテアソーム分解が関わる可能性を示
す結果を得た。プロテアソーム阻害剤で細胞



を処理したところ、小胞体ストレスがない状
態でも BBF2H7 のタンパク量が著しく増加し
た。すなわち、BBF2H7 は通常ユビキチン-プ
ロテアソーム系により分解を受け非常に不
安定であることが明らかとなった。BBF2H7 を
分解する過程で作用するユビキチンライゲ
ース(E3)を網羅的に探索したところ、小胞体
膜上に存在する HRD1 を同定することに成功
した。HRD1 が欠損する MEF 細胞を用いて
BBF2H7 のタンパク質量を解析した結果、野生
型 MEF 細胞に比べ HRD1 欠損 MEF 細胞では著
しく BBF2H7 のタンパク質量が増えていた。
BBF2H7 は HRD1 と細胞内で複合体を形成して
いるが、小胞体ストレス時にはBBF2H7とHRD1
の結合が抑制されることがわかった。これら
のことから、HRD1 が BBF2H7 の特異的ユビキ
チンライゲースとして働き、小胞体ストレス
時の BBF2H7 の安定性と活性化を制御してい
ることが示唆された。本研究の意義は、タン
パク質分解という視点から小胞体ストレス
センサーの活性化メカニズムを解明したこ
とにある。このようなアプローチはこれまで
に行われていない。本研究のようなアプロー
チにより軟骨形成メカニズムがさらに解明
できれば、種々の軟骨疾患の治療法に応用で
きる可能性が高い。 
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