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研究成果の概要（和文）：小胞体ストレスおよびその応答機構は、細胞/組織の発生・分化・成熟や機能制御に深く関
わるだけでなく、疾患発症の要因として極めて重要な役割を果たしている。本研究では、小胞体ストレスセンサーから
発信される様々なシグナルの詳細な解析を行い、骨における血管新生や破骨細胞の分化・成熟のメカニズムの解明に成
功した。また、小胞体ストレスセンサーの一部が切り離され細胞外に分泌されることで細胞の増殖を引き起こすことも
明らかにした。さらにこの分子機構を阻害するモノクローナル抗体を作成し癌細胞の増殖を抑えることにも成功した。

研究成果の概要（英文）：Endoplasmic reticulum (ER) stress and its stress response play important roles in 
differentiation and maturation of various cells, and are also involved in onset of several diseases. In 
this research, we found that the signaling from the ER stress sensors activates vascularization in 
developmental bone tissues and is involved in differentiation of osteoclasts, and that the luminal 
domains of ER stress sensors are secreted from cells to extracellular spaces and facilitate cell 
proliferation through the activation of hedgehog signaling pathway. Further, we developed the method for 
inhibiting cell growth of cancer cells by application of monoclonal antibody against the luminal domain 
of ER stress sensors.

研究分野： 細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

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(小胞体ストレス)。細胞はこ
の様な異常事態を感知する小胞体ストレス
センサーを有しており、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
せて細胞傷害から身を守る（小胞体ストレス
応答、unfolded protein response (UPR)）。小胞
体ストレスセンサーには、あらゆる細胞に発
現する PERK、ATF6、IRE1 と呼ばれる古典的
小胞体ストレスセンサーに加え、細胞種特異
的に発現する膜貫通型転写因子である
OASIS ファミリー5 分子が知られている。小
胞体ストレスセンサーからのシグナルは細
胞の危機的状態から回避するシステムとし
てだけではなく、特定の細胞の分化・成熟に
も重要な役割を演じていることがわかって
きた（生理的小胞体ストレス応答）。例えば、
小胞体ストレスセンサーLuman は樹状細胞
の分化に必須であることや、申請者が発見し
た小胞体ストレスセンサーOASIS や BBF2H7
が骨芽細胞や軟骨細胞の分化に促進的に作
用することなどが挙げられる。一方、恒常的
な小胞体機能異常は、癌、糖尿病などの代謝
性疾患、脳神経系疾患、動脈硬化性疾患など
の発症にも直結する。最近、小胞体ストレス
応答シグナルがこれら疾患の慢性炎症反応
の増幅に一役を担っていることがわかり、疾
患治療のターゲットとしてもクローズアッ
プされている。このように小胞体ストレス、
あるいはその応答機構は生体機能制御とい
う観点から、さらには病態の理解と創薬とい
う観点からも極めて重要な研究領域として
拡大しつつある。 
 
２．研究の目的 
小胞体ストレスセンサーを起点としたシ

グナル経路の全容を解明し、生体内における
小胞体ストレス応答の役割を明らかにする
とともに、疾患発症との関わりや新たな創薬
ターゲットの発見を目指す。特に以下の３つ
の課題にフォーカスし研究を進める。（１）
小胞体ストレスセンサーの生理機能とシグ
ナル経路；小胞体ストレスセンサーのうち
OASIS ファミリーに属する分子の遺伝子改
変マウスを用いて生理機能を明らかにする。
（２）慢性炎症などの生体応答における小胞
体ストレスの役割；①細胞増殖・癌化、②褐
色脂肪細胞における熱産生における小胞体
ストレスの役割を明らかにする。（３）小胞
体機能調節薬開発のためのスクリーニング
系構築；（１）および（２）で解明できた小
胞体ストレス応答の分子機構を基盤にして
創薬につながる物質を発見する。 
 
３．研究の方法 
（１）小胞体ストレスセンサーの生理機能と
シグナル経路；OASIS、BBF2H7、および

Luman の遺伝子欠損マウスを主に用い、その
シグナル経路や生理機能を生化学的および
細胞生物学的に解析した。 
（２）慢性炎症などの生体応答における小胞
体ストレスの役割；①細胞増殖・癌化につい
ては、グリオーマ細胞腫における BBF2H7 の
小胞体内腔ドメインの機能に着目し、癌細胞
が増殖するメカニズムを生化学的および細
胞生物学的に解析した。②褐色脂肪細胞にお
ける熱産生における小胞体ストレスの役割
については、脱共役タンパク質 UCP1 の発現
制御における UPR の働きを生化学的に解析
した。 
（３）小胞体機能調節薬開発のためのスクリ
ーニング系構築；小胞体ストレスセンナー
BBF2H7 の小胞体内腔ドメインは細胞外に分
泌され、周辺細胞のヘッジホッグ受容体に作
用して細胞増殖を促進する。BBF2H7 の小胞
体内腔ドメインの機能を抑制するモノクロ
ーナル抗体の作成を試みた。 
 
４．研究成果 
（１）小胞体ストレスセンサーの生理機能と
シグナル経路 
①小胞体ストレスセンサーOASIS の骨形成
における働き；OASIS 欠損マウスは骨形成不
全の表現型を呈する。OASIS 欠損骨芽細胞の
ジーンチップ解析から、HIF1α のターゲット
遺伝子の発現レベルが低下していることを
見出した。Realtime PCR により OASIS 欠損細
胞における遺伝子発現パターンを解析した
結果、HIF1α のターゲット遺伝子の発現低下
が確認できた。免疫沈降法を用いて活性化型
の OASIS アミノ末端と HIF1α の相互作用を
検討したところ、両者は核内で結合すること
が明らかになった。核内で結合した両者は、
HIF1α のターゲット配列である HRE（hypoxia 
response element）に作用して HIF1α のターゲ
ットの発現を亢進させることもわかった。
OASIS 欠損マウスでは成長板下の血管新生
が障害されている。HIF1α のターゲットのひ
とつである血管形成に重要なVEGFの発現が
OASIS 欠損マウスでは野生型に比べ著しく
発現が低下し、組織学的には骨組織内の血管
形成が抑制されていることもわかった。以上
のことから、OASIS は骨の形成時に HIF1α と
協調して VEGF の転写を誘導し、誘導された
VEGF が骨組織内の血管新生を促すことで骨
成長を誘導していることが明らかになった。 
②小胞体ストレスセンサーLuman の破骨細
胞分化・成熟における働き；脛骨から骨髄マ
クロファージを単離し、培養液中にサイトカ
イン M-CSF および RANKL を添加し、破骨細
胞へと分化させた。その際の Luman の発現変
化を RT-PCR およびウェスタンブロッティン
グで検討したところ、経時的に Luman の発現
量が増加した。骨髄マクロファージに Luman
の shRNAを遺伝子導入後、培養液中にM-CSF
および RANKL を添加して培養した。Luman
をノックダウンすると多核化破骨細胞への



成熟が阻害された。Luman ノックダウンマク
ロファージでは破骨細胞の多核化に必須の
遺伝子 DC-STAMP の発現量が有意に低下し
ていた。逆に Luman を過剰発現させると、
DC-STAMP の発現量が増加した。DC-STAMP
のプロモーター領域を用いてレポーターア
ッセイおよびゲルシフトアッセイを行い、
Luman が DC-STAMP のプロモーター領域に
作用し発現制御していることを明らかにし
た。 

Luman が DC-STAMP と相互作用するとい
う先行報告があったことから、両者の相互作
用について免疫沈降法を用いて検討したと
ころ、Luman と DC-STAMP が互いに結合す
ることが分かった。さらに Luman および
DC-STAMP の様々な欠失変異体を作成し、免
疫沈降法によって結合に必要な領域をつき
とめた。DC-STAMP は Luman と結合するこ
とでゴルジ体へ移行するが、 Luman と結合
できない変異型 DC-STAMP はプロテアソー
ム系によって速やかに分解されることが示
唆された。以上の結果から、Luman は破骨細
胞分化の際に発現が誘導され、次いで
DC-STAMP の 発 現 を 誘 導 し 、 さ ら に
DC-STAMP と相互作用することで破骨細胞
の成熟に寄与することが明らかとなった。 
③BBF2H7 小胞体内腔ドメインの新機能；。
BBF2H7 の小胞体内腔ドメインは、膜内切断
後、輸送小胞に載って細胞膜近傍まで輸送さ
れ、やがてエキソサイトーシスによって細胞
外に分泌されていることがわかった。
BBF2H7 は fibromyxoid sarcoma の原因遺伝子
として発見されており、腫瘍細胞の増殖と関
連している可能性がある。BBF2H7 欠損マウ
スの軟骨を用いてヘッジホッグシグナルの
下流で発現が制御される遺伝子群を調べた
ところ、FoxL1、Gli1、CyclinD1 などが軒並
み野生型に比べ発現が低下していることが
わかった。ヘッジホッグはその受容体
Patched-1（Ptch1）に結合する。そしてその下
流で細胞周期関連遺伝子を活性化させるこ
とで細胞増殖を促進させる。免疫沈降解析に
より、BBF2H7 は Ptch1 およびヘッジホッグ
と結合し三者コンプレックスを形成するこ
とがわかった。従って、BBF2H7 の小胞体内
腔ドメインは Ptch1 への Ihh の結合を増強さ
せる co-factorとして働き細胞増殖を促進させ
る働きがあることがわかった。 
（２）慢性炎症などの生体応答における小胞
体ストレスの役割 
①癌細胞の増殖におけるBBF2H7小胞体内腔
ドメインの機能；  

BBF2H7 小胞体内腔ドメインを過剰に発
現させた培養上清をグリオブラストーマ
U251MG に作用させると、Gli1 および Foxl1
の発現レベルが有意に上昇した。この効果は
培養上清から BBF2H7 小胞体内腔ドメイン
を抗体で吸収すると完全にキャンセルされ
た。siRNA で BBF2H7 がノックダウンされた
細胞はいずれもヘッジホッグ関連遺伝子の

発現が低下し、かつ細胞増殖が有意に抑制さ
れていた。これら結果は、培養上清中に分泌
された BBF2H7 小胞体内腔ドメインそのも
のがヘッジホッグシグナルを活性化させ、腫
瘍細胞の増殖を促進さていることを示唆す
る。 
②褐色脂肪細胞における熱産生における小
胞体ストレスの役割；褐色脂肪細胞は寒冷暴
露やβ3 アドレナリン受容体アゴニスト CL 
316,243 刺激によって UCP1 の発現量が増加
し、熱産生機能を亢進する。この時の UPR
関連遺伝子の発現量や活性化レベルを解析
すると、IRE1α-XBP1 経路の特異的な活性化
が検出された。次に IRE1α-XBP1 経路の必要
性について IRE1αヌクレアーゼドメイン機
能を阻害する化合物 4μ8C を用いて調べた。
4μ8C を褐色脂肪細胞に処理すると、Xbp1 
mRNA のスプライシングと共に、CL 316,243
刺激による Ucp1 の転写誘導が有意に抑制さ
れた。しかし、小胞体ストレス誘導剤ツニカ
マイシンを処理すると Xbp1 mRNA がスプラ
イシングされるにも関わらず、Ucp1 の転写は
誘導されなかった。これより、小胞体ストレ
ス非依存的な IRE1α-XBP1 経路の活性化機
構が推察された。ノルアドレナリンを受容す
ると褐色脂肪細胞内では PKA が活性化する。
PKA を H89 により阻害すると Ucp1 の転写誘
導と IRE1α-XBP1 経路の活性化が共に有意
に抑制された。一方、PKA の下流分子である
p38 MAPK を SB 203580 で阻害すると Ucp1
の転写誘導は抑制されたが、IRE1α-XBP1 経
路は活性化していた。以上より、IRE1α-XBP1
経路はUcp1転写の新規誘導経路であり、PKA
依存的に活性化していることが明らかとな
った。 
（３）小胞体機能調節薬開発のためのスクリ
ーニング系構築 

BBF2H7 小胞体内腔ドメインの機能を中
和するモノクローナル抗体の作成；BBF2H7 
小胞体内腔ドメインの deletion クローンと
Shh および Ptch1 の共免疫沈降法による結合
実験によって、BBF2H7 小胞体内腔ドメイン
ペプチド配列中でソニックヘッジホッグ
(Shh)および Ptch1 が結合するサイトを決定し
た 。 Shh お よ び Ptch1 は BBF2H7 の
431a.a.-520a.a.に結合することがわかった。次
に、小胞体内腔ドメインの Shh および Ptch1
への結合を阻害する中和抗体の作成に取り
掛かった。GST 融合 BBF2H7 小胞体内腔ド
メインペプチド（431-520）をマウスに免疫し、
常法に従ってハイブリドーマを作成した。そ
の結果、BBF2H7 小胞体内腔ドメインに反応
するハイブリドーマ細胞株を 10 クローン得
た。その中で特にタイターの高かった A6-16
および A6-41 クローンから精製したモノクロ
ーナル抗体を、U251MG 細胞に添加して細胞
増殖アッセイを実施した。この 2 種の抗体を
添加したものでは、コントロール抗体を添加
したものよりも有意に細胞増殖が抑制され
た。従って、BBF2H7 小胞体内腔ドメインの



機能を中和するモノクローナル抗体は癌細
胞の増殖を抑制する抗体製剤として応用で
きる可能性が示唆された。 
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