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〈要 約〉
　神経軸索の変性は多くの神経変性疾患に共通する所見であり，その制御機構を明らかにすることは疾患の抑制，さらには治療方法の開発に重要な意味をもつものと考えられる．今回，筆者らは，セリン-スレオニンキナーゼであるAKTがユビキチンリガーゼZNRF1を介しプロテアソームに依存的に分解されて軸索から消失することが，軸索の変性を促進することを明らかにした．AKTにはリン酸化を介しGSK3Bを抑制するはたらきがあり，軸索の変性が開始されるとAKTの分解によりこの抑制が失われ，活性化したGSK3Bがリン酸化を介しCRMP2を不活性化することが微小管の崩壊を促進し軸索の変性を進行させるものと考えられた．これらの結果は，AKTを介したリン酸化シグナル伝達カスケードが軸索の安定性や変性を制御する主要な反応経路であることを示すとともに，この反応経路を抑制する方法を開発することが神経疾患の症状改善や進行の抑制につながる可能性を強く示唆した．

はじめに

　神経軸索の変性はアルツハイマー病，パーキンソン病などの神経変性疾患に共通して認められる所見であり，その制御機構を明らかにすることは疾患の抑制，さらには治療方法の開発において非常に重要な意味をもつものと考えられる（図1）．これまでに，軸索の変性の制御機構はニューロンの細胞体から伸びた突起構造としての軸索が崩壊する受動的な過程ではなく，細胞内での反応を介した能動的な過程であることがさまざまな報告から示唆されている1)．たとえば，微小管の脱重合やニューロフィラメントの分解など，軸索を構成する細胞骨格の変性はユビキチン-プロテアソーム系により制御されていることが知られている2)．ユビキチン-プロテアソーム系は選択的なタンパク質分解を介しさまざまな細胞内シグナル伝達カスケードを制御することが知られている．これらのことから，細胞骨格系の維持にかかわるタンパク質を標的とするユビキチンリガーゼが軸索の変性の進行を制御しており，そのようなユビキチンリガーゼを同定することは軸索の変性の進行機構の詳細を理解するうえできわめて重要であると考えられる．

　この論文で，筆者らは，セリン-スレオニンキナーゼであるAKTがユビキチンリガーゼZNRF1（zinc and ring finger 1）を介しプロテアソームに依存的に分解されて軸索から消失することが，軸索の変性を促進することを明らかにした．軸索に存在するAKTはリン酸化を介してGSK3B（glycogen synthase kinase 3β）のキナーゼ活性を抑制するはたらきがあり，軸索の変性が開始されるとZNRF1によるユビキチン化によりAKTが分解されることでこの抑制が失われ，活性化したGSK3Bによるリン酸化を介してCRMP2（collapsin response mediator protein 2）が阻害され微小管が崩壊することが，軸索の変性を進行させるものと考えられた．今回の結果から，AKTを介したリン酸化シグナル伝達カスケードは軸索の変性を負に制御する反応経路であり，ZNRF1はプロテアソームに依存的なタンパク質分解を介してこのカスケードを制御することにより軸索の安定性や変性を制御する“鍵タンパク質”であることが示された．

1．GSK3Bの活性を阻害すると軸索の変性が遅延する

　リン酸化反応はタンパク質の機能を制御する主要な細胞内反応のひとつである．タンパク質のリン酸化反応が軸索の安定性や変性を制御しているものと考え，マウス胚より調製した後根神経節を培養し軸索を伸長させたのち神経節を取り除くことで細胞体から切り離された軸索が変性する過程を経時的に観察できるin vitro軸索変性モデルを用いて，キナーゼの阻害剤をくわえることで軸索の変性を遅延させる阻害剤を探索した結果，それぞれ独立した数種類のキナーゼに対する阻害剤を同定した．同定した阻害剤のうち，とくにGSK3Bに対する阻害剤は，今回の実験でおもに使用したTDZDのほか，SB21673，5-iodo-indirubin-3’-monoximeなどが重複して同定され，かつ，軸索の変性過程で観察される微小管の脱重合，ニューロフィラメントの分解，細胞膜の崩壊など，軸索の構造的な変化を幅広く抑制することがわかった．GSK3Bは微小管の重合と脱重合とを制御することにより軸索の伸長を制御することが知られている3,4)．これらのことから，GSK3Bと軸索の変性との関連についてさらにくわしく調べることにした．

2．軸索の変性過程においてAKTはユビキチン-プロテアソーム系により分解される

　GSK3Bは9番目のセリン残基がリン酸化されることにより不活性型となる．この不活性型GSK3Bを特異的に検出する抗体を用いて変性過程にある軸索におけるGSK3Bの活性化状態の変化をウェスタンブロット法により経時的に調べたところ，変性の開始ののちGSK3Bの存在量はほとんど変動を示さないが，不活性型GSK3Bは徐々に減少することがわかった．GSK3BはAKTによりリン酸化されキナーゼ活性が抑制されることが知られている．変性過程にある軸索におけるAKTについて調べたところ，AKTの存在量ならびにキナーゼ活性は変性の進行にともない減少していた．このことから，軸索の変性が進行するにつれAKTが軸索から消失することにより，AKTによる活性抑制が失われてGSK3Bが活性化するものと予想された．

　それでは，軸索の変性過程においてAKTはどのように軸索から消失するのだろうか？　さきに述べたように，軸索の変性はユビキチン-プロテアソーム系により制御されている．これまで，AKTのユビキチン-プロテアソーム系による分解についてさまざまな細胞種で報告されており，とくに，ニューロンにおいては神経突起の形成の制御と深く関連することが報告されている5,6)．プロテアソーム阻害剤により変性を抑制させた軸索におけるAKTについて調べたところ，変性の開始ののち観察されたAKTの存在量ならびにキナーゼ活性の減少が抑制されており，かつ，このときAKTはポリユビキチン化されていることがわかった．これらの結果から，軸索の変性過程においてAKTはユビキチン-プロテアソーム系により分解されることが明らかになった．

3．ユビキチンリガーゼZNRF1はAKTをプロテアソームに依存的なタンパク質分解に導く

　ZNRF1は筆者らが同定したユビキチンリガーゼであり，幼弱期から成熟期までのニューロンに普遍的に発現する7)．筆者らは，ZNRF1の機能解析を行う過程で，ユビキチンリガーゼ活性を欠く不活性型ZNRF1変異体を過剰発現することにより軸索の変性が顕著に抑制されることに気づいていた．そこで，ZNRF1を介したプロテアソームに依存的なAKTの分解制御の可能性について，無細胞系あるいは培養細胞を用いた強制発現系などにより検討したところ，ZNRF1はAKTと直接に結合してユビキチン化し分解を促進することなどが明らかになり，ZNRF1がAKTをプロテアソームに依存的なタンパク質分解に導くことが証明された．

4．ZNRF1は軸索の変性を制御する

　ZNRF1はAKTをプロテアソームに依存的なタンパク質分解に導くことから，この制御機構と軸索の変性との関連について調べた．ZNRF1，AKT，GSK3Bそれぞれについて野生型と変異体をアデノウイルスベクターにより培養後根神経節に導入し，in vitro軸索変性モデルによる軸索の変性への影響を検討した．その結果，ユビキチンリガーゼ活性を欠く不活性型ZNRF1変異体，野生型AKTおよび活性化型AKT，不活性型GSK3B変異体は軸索の変性を抑制するが，野生型ZNRF1，野生型GSK3B，活性化型GSK3B変異体は軸索の変性には影響しないことがわかった．内在性のZNRF1あるいはGSK3Bの発現をRNAi法によりノックダウンすることでも軸索の変性は抑制された．これらのことから，AKTを介したリン酸化シグナル伝達カスケードは軸索の変性を負に制御する反応経路であり，ZNRF1はプロテアソームに依存的なタンパク質分解を介しこのカスケードを制御することにより軸索の安定性や変性を制御する“鍵タンパク質”であることが明らかになった．
5．GSK3BはCRMP2をリン酸化することにより不活性化し微小管の脱重合を促進する

　GSK3Bはさまざまな細胞内シグナル伝達系の制御に関与している．軸索の変性過程において活性化したGSK3Bの標的タンパク質の候補として，軸索に発現の認められるCRMP2，MAP1B（microtubule associated protein 1B），βカテニン，APC（adenomatous polyposis coli）を選んだ．これらのタンパク質はいずれも軸索の変性の進行にともない存在量が減少し変性の開始ののち24時間でほとんど検出されなくなるが，プロテアソーム阻害剤により軸索の変性を抑制するとCRMP2の減少のみが顕著に抑制されることがわかった．CMRP2はチューブリンαβヘテロ二量体と結合することにより微小管の重合を促進し安定化させるはたらきがある．このチューブリンとの結合はGSK3Bによりリン酸化に依存的な制御をうけており，CRMP2は514番目のスレオニン残基がリン酸化されるとチューブリンとの結合能を失い微小管の脱重合が促進され不安定化することが知られている4)．軸索の変性過程においてこの514番目のスレオニン残基のリン酸化の状態が変動するのかどうか調べたところ，変性の開始ののち6時間でリン酸化は亢進し，かつ，このリン酸化の亢進はGSK3Bの阻害のみならずプロテアソームを阻害することでも打ち消されることがわかった．さらに，非リン酸化型CRMP2変異体をアデノウイルスベクターにより培養後根神経節に導入して軸索の変性への影響を検討したところ，その進行は顕著に抑制された．これらのことから，CRMP2は軸索の変性におけるGSK3Bの主要な標的タンパク質であることが示された．このように，軸索の変性はZNRF1-AKT-GSK3B-CRMP2シグナル伝達カスケードにより制御されているものと考えられ，このカスケードをどのステップで阻害しても軸索の変性を抑制できることが示唆された．

6．ZNRF1-AKT-GSK3B-CRMP2シグナル伝達カスケードの阻害は視神経の変性を抑制する

　それでは，ZNRF1-AKT-GSK3B-CRMP2シグナル伝達カスケードの阻害によりもたらされる軸索の変性の抑制効果は動物個体のレベルでも有効なのだろうか？　視神経変性モデルを用いてこのことを検証した．ZNRF1-AKT-GSK3B-CRMP2シグナル伝達カスケードを阻害する，たとえば，不活性型ZNRF1変異体や不活性型GSK3B変異体などをアデノウイルスベクターによりマウスの眼球へ注入し網膜神経節のニューロンに強制発現させたのち，視神経を切断することにより軸索の変性を誘導した．その結果，ZNRF1-AKT-GSK3B-CRMP2シグナル伝達カスケードをどのステップで阻害しても視神経の変性を抑制できることがわかった．

おわりに

　この論文で筆者らは，軸索の変性を制御するユビキチンリガーゼZNRF1を同定した．ZNRF1はAKTをプロテアソームに依存的に分解することで，GSK3Bの活性化とそれにともなうCRMP2のリン酸化を促進し微小管を不安定化させた．GSK3Bはさまざまな細胞内反応を制御することが知られているが，非リン酸化型CRMP2変異体による軸索の変性の抑制効果はプロテアソーム阻害による抑制効果と同等であったことから，CRMP2を介するこのリン酸化シグナル伝達カスケードがZNRF1により制御される主要な反応経路であると考えられた（図2）．

　ニューロンにおけるユビキチン-プロテアソーム系による細胞骨格の制御については，これまで，軸索の伸長の調節機構が報告されている．この例では，ユビキチンリガーゼPHR1がDLK1を分解しそのキナーゼ活性を抑制することが微小管の脱重合を促進するという8)．興味深いことに，DLK1のキナーゼ活性を阻害すると軸索の変性の遅延することが報告されているが9)，その効果は弱く，DLK1は軸索の変性を負に制御するというより，むしろ軸索の変性を促進するものと考えられる．これとは異なり，筆者らが明らかにしたAKTを介したリン酸化シグナル伝達カスケードは軸索の変性を負に制御する反応経路であり，その破綻は軸索の変性を促進するものと考えられた．

　一方，欠失変異体を用いた結合実験により，ZNRF1はジンクフィンガー領域を介してAKTのPHドメインと結合し，また，PHドメインに存在する脊椎動物において高度に保存された5つのリシン残基がZNRF1によるユビキチン化に重要であることが明らかになった．これらのリシン残基はZNRF1とは別のユビキチンリガーゼTRAF6においてもユビキチン化の標的となることが報告されている10)．TRAF6によるAKTのユビキチン化はユビキチンの63番目のリシン残基を介するK63連結型であり，AKTの細胞膜への局在化とそれにともなうキナーゼ活性の亢進を促す．これとは異なり，ZNRF1によるAKTのユビキチン化はユビキチンの48番目のリシン残基を介するK48連結型であり，AKTをプロテアソームに依存的なタンパク質分解に導くものと考えられた．このように，AKTのPHドメインにおけるユビキチン化はユビキチン連結様式の異なる2つのユビキチンリガーゼにより制御されており，それによりAKTの安定性やキナーゼ活性が調節されている可能性がある．このことは，AKTの活性の調節機構としても興味深い知見である．
　今回の結果より，AKTを介したリン酸化シグナル伝達カスケードの活性化により軸索の変性を抑制できることが示された．パーキンソン病に代表されるように，多くの神経変性疾患は進行が遅く，発症ののちの早期にAKTを介したリン酸化シグナル伝達カスケードを活性化できれば軸索の変性を遅延もしくは停止でき，疾患を完全に治療できない場合にも神経の機能を維持できる期間を延長できる可能性がある．今後は，AKT活性化剤の利用，ならびに，ZNRF1によるAKTのユビキチン化を阻害する低分子化合物の探索など，AKTを介したリン酸化シグナル伝達カスケードを活性化する方法を開発することにより，軸索の保護にもとづく神経変性疾患の新たな治療戦略の創成されることが期待される．
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〈図説明〉
図1　神経軸索の変性は神経への傷害や神経変性疾患において観察される

神経軸索はニューロンから伸びる突起構造であり情報の出力を担う．軸索の変性はさまざまな原因により神経が傷害をうけた場合や，アルツハイマー病，パーキンソン病などさまざまな神経変性疾患に共通して観察される．

図2　軸索の変性はZNRF1によりAKTがプロテアソームに依存的に分解されることにより促進される
（a）通常の軸索では，GSK3BはAKTによりリン酸化されその機能が抑えられているため，微小管の構造は維持されている．
（b）傷害をうけた神経では，ZNRF1のはたらきによりAKTが分解されるため，AKTによるリン酸化の抑制が起こらなくなりGSK3Bが活性化する．活性化したGSK3BはCRMP2をリン酸化し，その結果，チューブリンの輸送機能が低下し微小管の構造が壊れてしまう．
Ub：ユビキチン，P：リン酸化．
