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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は小胞体ストレス依存的に膜内切断され、細胞質側のＮ末端
と小胞体内腔側のＣ末端に分離される。本研究では切断された小胞体内腔側のドメインの機能に着目して研究を進めた
。BBF2H7小胞体内腔ドメインは小胞輸送により細胞膜近傍まで輸送されエキソサイトーシスにより細胞外に分泌される
。分泌された小胞体内腔ドメインはヘッジホッグおよびその受容体であるPatched-1に結合し周辺細胞のヘッジホッグ
シグナルを活性化して細胞増殖を促進させることがわかった。BBF2H7小胞体内腔ドメインによる細胞増殖効果は発生段
階の軟骨細胞およびある種の固形癌で認められた。

研究成果の概要（英文）：The endoplasmic reticulum (ER) stress transducer BBF2H7 is an ER-resident 
transmembrane protein. In response to ER stress, it is processed at the transmembrane region to generate 
a cytoplasmic N-terminus and luminal c-terminus. We found that BBF2H7 C-terminus is secreted into 
extracellular space as a signaling molecule for cell-to-cell communication. The secreted BBF2H7 
c-terminus directly binds to both hedgehog and its receptor Patched-1, followed by activation of hedgehog 
signaling, resulting in promoting the proliferation of neighboring cells. The effects of BBF2H7 
C-terminus on cell growth are observed in developing chondrocytes and tumor cells such as glioblastomas 
and breast cancers.

研究分野：医化学
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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）。
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。
我々は OASISファミリーのうち OASISおよ
びBBF2H7を同定しそれぞれの機能について
解析を行ってきた。ノックアウトマウスの解
析等からこれら細胞種特異的小胞体ストレス
センサーは非常時の細胞生存に働くのではな
く、細胞の分化・成熟に必須の役割を担って
いることを明らかにした。OASISファミリー
は上述のように膜貫通型転写因子であるので、
小胞体ストレス依存的に膜内切断されて、細
胞質側ドメインが転写因子と機能する。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。しかし、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
徐々に離れ輸送小胞に搭載され細胞膜から細
胞外に分泌されており、細胞間の情報伝達を
担う可能性が示唆されている。しかし、分泌
された断片がどのような情報を周辺細胞に伝
えているかは不明であった。 
 
２．研究の目的 
小胞体に局在する OASIS ファミリーは小
胞体ストレスに応答して膜内切断を受け、転
写因子として機能する細胞質ドメインと、細
胞外に分泌される小胞体内腔ドメインに切り
離される。本研究課題では、OASISファミリ
ーのうち特に BBF2H7に着目し、分泌された
小胞体内腔ドメインの解析を通して、『小胞体
ストレスの細胞間情報伝達』の仕組みと生理
的役割を明らかにすることを目的に研究を進
めた。 
 
３．研究の方法 
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；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。 
 
４．研究成果 

（１）軟骨における BBF2H7小胞体内腔ドメ
インの機能 
①BBF2H7 小胞体内腔ドメインは細胞外に分
泌される；本研究を開始するまでにすでに
BBF2H7 欠損マウスでは成長軟骨増殖層の軟
骨細胞が激減していることがわかっていた。
この細胞数激減がアポトーシスによるものか
軟骨細胞増殖抑制によるものかを調べた。そ
の結果、TUNEL 陽性細胞は増加していなか
ったが、BBF2H7 欠損軟骨細胞では BrdU の
取り込みが有意に減少していることがわかり、
細胞増殖の低下が主な軟骨細胞減少の原因で
あることが判明した。BBF2H7 欠損軟骨細胞
に全長型 BBF2H7を戻すと、細胞増殖スピー
ドは野生型細胞と同じレベルまで回復した。
BBF2H7の N末端側、すなわち転写因子の部
分だけを戻しても細胞増殖は回復しなかった
が、小胞体内腔ドメインの部分を発現させる
と細胞増殖は見事に回復した。BBF2H7 の小
胞体内腔ドメインの詳細な細胞内局在を調べ
てみると、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。以上から BBF2H7は膜内切断を
受けたのち、小胞輸送システムによって細胞
内から細胞外に分泌され、分泌された小胞体
内腔ドメインに細胞増殖活性があることが予
想された。 
②分泌されたBBF2H7小胞体内腔ドメインは
ヘッジホッグおよびその受容体と結合してヘ
ッジホッグシグナルを活性化する；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。興味深いことにこの腫瘍組
織ではヘッジホッグシグナルが活性化してい
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。以上から細胞
外に分泌されるBBF2H7小胞体内腔ドメイン
がヘッジホッグシグナルの活性化を通じて細
胞増殖を誘導すると考えられた。 
 ヘッジホッグはその受容体 Patched-1
（Ptch1）に結合する。ヘッジホッグが結合し
ない状態では、Ptch1 は 7 回膜貫通型タンパ
ク質である Smoothened の活性化を抑制して
いるが、ヘッジホッグが結合すると、
Smoothened の抑制が解かれて細胞増殖シグ
ナルを活性化させる。軟骨にはインディアン
ヘッジホッグ（Ihh）が発現しており、増殖層
の軟骨細胞を増殖させる。免疫沈降およびウ
エスターンブロッティング解析により、
BBF2H7はPtch1および Ihhともに結合するこ
とがわかり、Ptch1への Ihhの結合を増強させ
る co-factorとして働く可能性が示された。 
 増殖層の軟骨細胞は増殖をしながら大量の
マトリックスを産生する。BBF2H7の N末端
側（転写因子の部分）は分泌経路を活性化し
てマトリックス産生を増大させ、一方、小胞



体内腔ドメインは分泌され、周辺の軟骨細胞
に働きかけて細胞増殖を促進させる二方向性
の機能を併せ持つことで、発達期の軟骨成長
に必須の役割を演じていると考えられる。 
（２）癌細胞の増殖における BBF2H7小胞体
内腔ドメインの機能 
①腫瘍細胞における BBF2H7の発現；ヒトグ
リオブラストーマ U251MG 細胞、乳癌細胞
MCF7、子宮頸癌細胞 HeLa、前立腺癌細胞
LNCap、および大腸癌細胞 LS174T における
BBF2H7の発現を調べた。抗 BBF2H7 N末端
抗体およびC末端抗体を用いた細胞ライゼー
トのウエスターンブロッティングの結果から、
BBF2H7 は LS174T 細胞以外の調べた癌細胞
全てに発現していること、さらには一部切断
を受けていることが確認できた。BBF2H7 が
発現していることが確認できた４つの細胞の
培養上清を用い、抗 BBF2H7 C末抗体により
免疫沈降を行なうと、約 12kDaの BBF2H7 C
末端断片が検出できた。以上の結果から、
LS174T 細胞を除く全ての腫瘍細胞株で
BBF2H7 は切断され、C 末端断片（小胞体内
膣ドメイン）が細胞外に分泌されていること
が明らかとなった。 
②細胞外に分泌されたBBF2H7小胞体内膣ド
メインによるヘッジホッグシグナルの活性
化；BBF2H7 小胞体内膣ドメインは、軟骨細
胞ではヘッジホッグおよびその受容体である
Patched-1（Ptch1）と結合し、ヘッジホッグシ
グナルを活性化することで細胞増殖を促進す
る。腫瘍細胞でも同じ効果を発揮するかを調
べるため、BBF2H7 小胞体内膣ドメインを過
剰に発現させた HEK293T 細胞の培養上清を
U251MG細胞の細胞上清に添加し、ヘッジホ
ッグシグナルの活性化指標である Gli1 およ
び Foxl1 の発現レベルを RT-PCR で調べた。
BBF2H7 小胞体内膣ドメインを過剰に発現
させた培養上清を添加すると、U251MG細胞
内の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 
小胞体内膣ドメインを抗体で吸収した場合、
あるいはヘッジホッグシグナルをシャットオ
フさせる smoothened のインヒビターである
シクロパミン（CPN）を処理した場合に完全
にキャンセルされた。また細胞増殖に対する
BBF2H7 小胞体内膣ドメインの効果もヘッ
ジホッグシグナルへの効果同様、BBF2H7 小
胞体内膣ドメインを過剰に発現させた培養上
清を添加すると細胞増殖は促進されるが、
BBF2H7 小胞体内膣ドメインを吸収した場
合、あるいは CPNを処理した場合、その効果
は完全にキャンセルされた。これら結果は、
培養上清中に分泌された BBF2H7 小胞体内
膣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。 
③BBF2H7 のノックダウンによる細胞増殖抑
制；BBF2H7 の発現を抑えることで腫瘍細胞
の増殖を抑制できるか否かについて検討した。
ノックダウンに用いた 2 種の siRNA とも

BBF2H7の発現を約 70%程度低下させること
を確認している。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。これら効果はヘッジホ
ッグシグナルの活性化剤プルモルファミン
（PPN）でキャンセルされ増殖速度が回復し
た。以上の結果は、BBF2H7 小胞体内膣ドメ
インはヘッジホッグシグナルの上流に作用し
て細胞増殖を促進する機能があることを裏付
けている。 
④BBF2H7 小胞体内膣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 
小胞体内膣ドメインの deletion クローンと
Shh および Ptch1 の共免疫沈降法によって結
合実験によって、BBF2H7 小胞体内膣ドメイ
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、小胞体内膣ドメインの 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 小胞体内膣ドメイ
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 小胞体内膣ドメインに反応す
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。現
在、ヘッジホッグシグナルへの影響と、まだ
実施できていない他のクローンの細胞増殖抑
制効果について詳細に解析を進めている。 
 （１）および（２）の研究成果から、小胞
体ストレストランスデューサーBBF2H7 の小
胞体内腔ドメインは細胞外に細胞間情報伝達
機能のある物質として分泌され、周辺細胞の
ヘッジホッグ受容体に作用し細胞の増殖を促
進する機能があることがわかった。この現象
は正常な軟骨の発生段階でみられる増殖軟骨
層の軟骨細胞増殖のみならず、ある種の固形
癌の細胞増殖に寄与していることが明らかに
なった。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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