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緒 言 

 

小胞体の働きが破綻すると、折りたたみが不完全なタンパク質が大量に小胞体内に生み出される（小胞体ストレス）

［1，2］。小胞体ストレスはアルツハイマー病をはじめとする神経変性疾患の発症および病態形成に重要な役割を果た

していることが強く示唆されている［3，4］。しかしながら小胞体ストレスと小胞体ストレス関連疾患の病態形成を繋

ぐ分子的実体は未だ不明である。 
小胞体には小胞体ストレスを感知するセンサー分子が存在する。小胞体ストレスが発生すると、小胞体ストレスセン

サーはシグナルを発信して小胞体ストレスの緩和と細胞死の回避を試みる［1，2］。小胞体に局在するセンサー分子で

ある 2 型の 1 回膜貫通型タンパク質 ATF6 および OASIS ファミリー分子（BBF2H7、OASIS、AIbZIP、Luman、
CREBH）は、小胞体ストレスを感知すると小胞体からゴルジ装置へと移行する。これらセンサー分子はゴルジ装置に

局在する site-1 protease（S1P）およびS2Pにより膜内2段階切断を受ける。細胞質側ドメインに当たるN末端断片

は DNA 結合領域を有しており、核内へと移行して標的遺伝子の転写を誘導する［5］。この膜内 2 段階切断の際に、

S1PとS2P認識部位の間からアミノ酸約40残基の小ペプチド断片（小胞体マイクロフラグメント）が産生されること

が予想される。小胞体マイクロフラグメントは疎水性の高い膜貫通領域を有しており、高い凝集性を有する可能性が考

えられる。実際に小胞体ストレス依存的に産生される BBF2H7 小胞体マイクロフラグメントを精製して LC-MS/MS
解析ならびにエドマン分解法によってそのアミノ酸配列を確認すると、S1P および S2P 切断部位に挟まれた 45 残基

の小ペプチドであることがわかった。同定したアミノ酸配列を元にペプチドを合成すると、高い凝集性を示し、fibril様
構造を形成した。本研究課題で見出した小胞体マイクロフラグメントは、小胞体ストレスと凝集性タンパク質が関連す

る疾患の病態形成の全貌を解明する糸口となる可能性がある。 
 

方 法 

 
ヒト胎児腎がん由来細胞HEK293T細胞に、BBF2H7もしくはBBF2H7のS1P認識配列に変異を加えたコンスト

ラクトを挿入した発現プラスミド（pcDNA3.1）を遺伝子導入した細胞の破砕液を用いて western blotting を行った。

小胞体ストレスを付加するために、タプシガルギン（Tg）もしくは A23187 を細胞に添加した。S2P と小胞体マイク

ロフラグメントの産生との関連を調べるために、S2P欠損CHO細胞（M19細胞）を用いた。 
小胞体マイクロフラグメントのアミノ酸配列を決定するために、NもしくはC末端側にGSTを融合させたBBF2H7

を HEK293T 細胞に発現させて小胞体ストレスを負荷し、産生された GST 融合BBF2H7 のN もしくは C 末端断片

を回収・精製した後、トリプシン消化して末端配列をLC-MS/MS解析によって調べた。また、小胞体マイクロフラグ

メントを特異的に認識する抗体を用いて免疫沈降を行ってマイクロフラグメントを回収し、エドマン分解法によるアミ

ノ酸配列の解読を行った。 
BBF2H7 小胞体マイクロフラグメントの凝集性を検討するために、人工的に合成した小胞体マイクロフラグメント

を37℃でインキュベート後、透過型電子顕微鏡によってその形態を観察した。 
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結 果 

 
1．細胞内における小胞体マイクロフラグメントの産生 

BBF2H7 の膜貫通領域の直後から S1P 認識サイトの直前までの配列を抗原として抗 BBF2H7 小胞体マイクロフラ

グメント抗体を作製した。BBF2H7を発現させた細胞に小胞体ストレス誘導剤である1 M Tgおよび0.5 M A23187
を添加し、24時間後にBBF2H7小胞体マイクロフラグメントの発現量を検討した（図1A）。小胞体ストレスに応答し

て BBF2H7 の N 末端断片が増加するとともに小胞体マイクロフラグメントの産生量も増大していることから、

BBF2H7 小胞体マイクロフラグメントは小胞体ストレス依存的に産生されることが示唆された。また、BBF2H7 の

S1P認識配列に変異を加えた変異体コンストラクト（BBF2H7 S1P mut）を発現させた細胞では小胞体ストレスを負

荷しても小胞体マイクロフラグメントは検出されなかった。S2P欠損CHO細胞（M19細胞）にBBF2H7を発現させ

て小胞体ストレスを負荷（1 M Tg）すると、S2Pを発現させた時のみ小胞体マイクロフラグメントが検出された（図

1B）。以上の結果から BBF2H7 小胞体マイクロフラグメントは小胞体ストレス依存的に S1P および S2P による切断

を介して産生されることが分かった。 

 
図1．BBF2H7小胞体マイクロフラグメントの産生 

（A）HEK293T細胞にBBF2H7を発現させた後、1 M タプシガルギン（Tg）もしくは0.5 M A23187処理により細胞に
小胞体ストレスを負荷した。24 時間後に抗 BBF2H7 小胞体マイクロフラグメント抗体で免疫沈降を行った後、抗 BBF2H7 
小胞体マイクロフラグメント抗体でブロットして細胞内の BBF2H7 小胞体マイクロフラグメントを検出した。小胞体マイク
ロフラグメントは小胞体ストレスに応答して増加していた。野生型 BBF2H7 発現細胞で検出されるバンドが BBF2H7 S1P
認識配列変異体を発現させた細胞では検出されないことから小胞体マイクロフラグメントは S1P による切断依存的に産生さ
れることが分かる。（B）S2P遺伝子欠損細胞であるCHO-M19細胞にBBF2H7単独またはHA-S2Pを同時に発現させた後、
1 M Tgにより小胞体ストレスを負荷し、経時的に小胞体マイクロフラグメントを検出した。HA-S2Pを発現させた細胞のみ
バンドが検出されることから、小胞体マイクロフラグメントはS2P による切断依存的に産生されることが分かる。 

 
2．BBF2H7小胞体マイクロフラグメントのアミノ酸配列解析 

BBFH7のS1Pによる切断部位は変異体を用いた解析などから推定されている［6］。しかしながらS2Pによ

る膜内切断部位については未だ解析されていない。そこでBBF2H7小胞体マイクロフラグメントの詳細なアミ

ノ酸配列を決定するために、S1Pによる切断部位とS2Pによる膜内切断部位を明らかにすることを試みた。N
もしくはC末端側にGSTを融合させたBBF2H7をHEK293T細胞に発現させて小胞体ストレスを負荷し、産

生されたGST融合BBF2H7のNもしくはC末端断片を回収・精製した後、トリプシン消化して末端配列を

LC-MS/MS解析によって調べた（図2A）。その結果、BBF2H7-GSTのC末端断片におけるN末端側はS1P
認識配列の部位で切断されていた（431番目のイソロイシンのN末端側）（図2B）。一方でGST-BBF2H7のN
末端断片を回収したサンプルでは、C末端側がトリプシン認識部位とは異なる部位（380番目のロイシンおよび

381番目のメチオニンのC末端側）で切断されたペプチド断片が検出された。さらに抗BBF2H7小胞体マイク

ロフラグメント抗体で免疫沈降して回収・精製したBBF2H7小胞体マイクロフラグメントのN末端部位の配列

をエドマン分解法で解析すると（図2C）、CFAVAというアミノ酸配列が検出された。この配列はBBF2H7の

386番目のシステインから390番目のアラニンまでの配列と一致する。まとめると、BBF2H7小胞体マイクロ

フラグメントはS2Pによる少なくとも3カ所以上の切断を受けて産生されることと、主要なBBF2H7小胞体

マイクロフラグメントはBBF2H7の386番目から430番目に存在する45個のアミノ酸が切り出されたペプチ
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ド断片であることが分かった（図2D）。 

 
図2．BBF2H7の膜内切断部位および小胞体マイクロフラグメントのアミノ酸配列 

（A） GST-BBF2H7 もしくはBBF2H7-GST の切断によって産生される各断片の構造と解析法。（B） GST-BBF2H7（上）
もしくは BBF2H7-GST（下）がトリプシン切断を受けることで産生すると予想されるペプチドおよび質量分析により検出さ
れたペプチドの配列。（C）エドマン分解による解析法。BBF2H7小胞体マイクロフラグメントは抗BBF2H7小胞体マイクロ
フラグメント抗体を用いて免疫沈降法によって回収した。（D）エドマン分解および質量分析から明らかになったBBF2H7 の
S1PおよびS2P切断部位。BBF2H7から少なくともS2Pによる3カ所以上の膜内切断を経て小胞体マイクロフラグメントが
産生される。 

 
3．BBF2H7小胞体マイクロフラグメントの凝集性 
同定したBBF2H7小胞体マイクロフラグメントの配列を基にKyte-Doolittle plot による疎水性予測を行った

結果、BBF2H7 小胞体マイクロフラグメントのN 末端側は非常に高い疎水性を持つことが分かった（図 3A）。
また、BBF2H7 を強制発現させた HEK293T 細胞に小胞体ストレスを負荷すると二量体化した小胞体マイクロ

フラグメントが検出されたことから、小胞体マイクロフラグメントは高い凝集性を持つことが推察された（図3B）。
さらに人工的に合成したBBF2H7小胞体マイクロフラグメントを37℃でインキュベート後、透過型電子顕微鏡

によってその形態を観察した（図 3C）。その結果、時間経過にしたがって小胞体マイクロフラグメントは fibril
様構造を形成した。以上の結果から、BBF2H7小胞体マイクロフラグメントは高い凝集性を有しており fibril状
の凝集体を形成することが明らかになった。 
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図3．BBF2H7小胞体マイクロフラグメントの凝集性評価 

（A）BBF2H7小胞体マイクロフラグメントのKyte-Doolittle plotによる疎水性予測結果。（B）HEK293T細胞にBBF2H7
を発現させた後、1 M Tgもしくは0.5 M A23187処理により細胞に小胞体ストレスを負荷してBBF2H7小胞体マイクロフ
ラグメントを検出した。5.5 kDa の単量体と 11 kDa の二量体が小胞体ストレスに応答して増加している。これらのバンドは
BBF2H7 S1P 認識配列変異体を発現させた細胞では検出されなかった。（C）人工的に合成した小胞体マイクロフラグメント
を37℃でインキュベートした後、透過型電子顕微鏡で観察した。時間が経過するにしたがって、複数のマイクロフラグメント
が束状になった fibril構造を形成していることが分かった。スケールバー : 200 nm。 

 
考 察 

 
小胞体マイクロフラグメントは小胞体ストレスセンサーが小胞体ストレス依存的にS1PおよびS2Pによって切断さ

れることで産生されることを見出した。このフラグメントは高い凝集性を有する可能性が示唆された。決定した

BBF2H7 小胞体マイクロフラグメントのアミノ酸配列を元に作成した合成ペプチドを用いて、その凝集性および細胞

傷害性をさらに詳細に調べる予定である。 
小胞体マイクロフラグメントは2段階の膜内切断を経て産生されるが、生成後の細胞内動態や分解経路などは未だ不

明な点が多い。既知の凝集性タンパク質は細胞のみならず細胞外にも凝集・蓄積するものが複数知られている。このこ

とから小胞体マイクロフラグメントの細胞外分泌、あるいはその動態について検証することは重要な課題である。今後

は小胞体マイクロフラグメントの細胞外分泌の有無を明確にする必要がある。また、小胞体マイクロフラグメント分解

機構の破綻は小胞体マイクロフラグメントの細胞内外における蓄積を促進する可能性がある。したがって、小胞体マイ

クロフラグメントの局在・分解経路をはじめとする細胞内動態および代謝経路を明らかにすることも必須の課題である。 
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