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〈要 約〉

　CLP1は哺乳類においてはじめて報告されたRNAキナーゼであるが，その詳細な分子機構については不明であった．今回，筆者らは，生体におけるCLP1の機能について解析するため，キナーゼドメインの1アミノ酸残基のみを置換したCLP1キナーゼ活性欠損マウスを作製した．このマウスは運動ニューロンにおいて軸索の変性および神経筋接合部の変性をともなう運動神経病を発症した．分子機構の解析から，CLP1はtRNA前駆体におけるイントロンのスプライシング機構に関与すること，また，そのキナーゼ活性の欠失によりtRNA前駆体から生じるRNA断片が細胞に蓄積してp53を過剰に活性化し，もともと酸化ストレスに脆弱な運動ニューロンの細胞死が惹起されることが示唆された．この研究において，筆者らは，tRNAプロセシングとその過程から生じる細胞ストレス誘導性の新規のRNA，そして，そのRNAと進行性の運動ニューロン細胞死を結ぶ新たな病態機構の可能性を示した．
はじめに

　生体において機能するRNAは転写されたのちさまざまな修飾をうけて機能的なRNAへと成熟する．2007年，RNAキナーゼCLP1はRNAの5’末端をリン酸化する酵素として哺乳類においてはじめて報告された1)．CLP1はmRNAの3’末端を切断しポリアデニル化に関与する酵素複合体の構成タンパク質として2)，また，tRNAスプライシングエンドヌクレアーゼ酵素複合体の構成タンパク質として3)，報告されていた．tRNAスプライシングエンドヌクレアーゼ酵素複合体は多くのtRNA前駆体がアンチコドンループにもつイントロンを取り外し，5’側エキソンおよび3’側エキソンを形成する．CLP1はこのtRNA前駆体のスプライシング機構に関与していると考えられていたが，そのin vivoにおける機能に関し，これまで不明な点が多く残されていた．この研究では，CLP1のもつキナーゼ活性に焦点をあて，その活性部位に変異を導入することによりキナーゼ活性を欠失させたCLP1キナーゼ活性欠損マウスを作製し，その機能的な解析を試みた．
1．CLP1キナーゼ活性欠損マウスは生後まもなく呼吸不全を呈し死亡する

　まずClp1遺伝子のノックアウトマウスを作製したが，非常に早い胎生期（胎生6.5日以内）に死亡したため詳細な解析が不可能であった．そこで，CLP1タンパク質の発現はそのままキナーゼ活性のみを欠失させるため，その127番目のリジン残基をアラニン残基に置換したノックインマウスを作製した．この部位はWalker AモチーフのATP結合部位にあり，この変異によりCLP1のキナーゼ活性は欠失することが期待された．実際に，このCLP1キナーゼ活性欠損マウスより得た胎仔線維芽細胞を用いた実験により，変異CLP1は野生型CLP1と同じ程度に発現するが，キナーゼ活性はほぼ完全に欠失していることが確認された．
　野生型C57BL/6マウスの遺伝子背景において，CLP1キナーゼ活性欠損マウスはメンデルの法則に従い正常の比率で生まれてくるものの，生後まもなく死亡してしまった．肺の解剖所見より呼吸不全が強く示唆され，その原因として，肺の発達異常を考慮して胎生期の肺におけるカベオリンおよびサーファクタント分子の発現レベルを確認したが，とくに異常を認めなかった．つぎに，呼吸筋の運動障害の可能性を考え神経科学的な解析を行ったところ，横隔膜の動きをつかさどる横隔神経において神経束の乱れや神経の走行の異常，神経筋接合部における脱神経などが認められた．これらの所見から，CLP1キナーゼ活性欠損マウスは横隔膜における神経発達の異常により呼吸不全を生じ死亡したものと考えられた．
2．CLP1キナーゼ活性欠損マウスは進行性の運動ニューロン細胞死を呈する

　さらに詳細に横隔膜における運動ニューロンの経時的な発達を検討するため，胎生14.5日，胎生16.5日，胎生18.5日の横隔膜について観察したところ，胎生14.5日では明らかな脱神経の所見を認めず，胎生16.5日で部分的な脱神経が出現し，胎生18.5日においては重度の脱神経を認めるようになった．それと対応して，脊髄における運動ニューロンの数は胎生18.5日において顕著に減少していることが明らかになった．生体におけるCLP1のキナーゼ活性の欠失は異常な神経終末の発達と神経筋接合部の形成不全をともなう進行性の運動ニューロン細胞死を導くことが明らかになった．
　C57BL/6マウスおよびBALB/cマウスの遺伝子背景に戻し交配をしたところCLP1キナーゼ活性欠損マウスは100％が死亡したが，CBA/Jマウスの遺伝子背景では長期にわたる生存の可能なCLP1キナーゼ活性欠損マウスを得ることができた．しかしながら，やはり加齢とともに運動失調が進行し，歩行の障害，筋力の低下，バランスの障害などを示した．最終的に12カ月齢の前後で多くのCLP1キナーゼ活性欠損マウスは四肢麻痺を発症し死にいたった．一方，温痛覚などの感覚神経の障害はほとんど認められず，おもに運動神経において障害の生じていることが明らかになった．また，脊髄におけるコリンアセチルトランスフェラーゼ陽性の運動ニューロンの数は，生後は野生型マウスと差はないが，4カ月をすぎると明らかに減少が認められ，それにともない末梢の座骨神経も顕著に細小化した．電子顕微鏡を用いて詳細に検討したところ，運動ニューロンの線維と考えられる大径の線維の数は著名に減少していたのに対し，感覚ニューロンの線維である小径の線維の数はほぼ保存されていた．感覚ニューロンの細胞体の存在する後根神経節の形態や，後根神経節の培養による軸索の進展などにも差はなく，少なくとも，末梢の感覚神経は保存されているものと考えられた．また，C57BL6/Jマウスの遺伝子背景において横隔膜で認めた脱神経をともなう神経筋接合部の形成不全も，CBA/Jマウスの遺伝子背景をもつCLP1キナーゼ活性欠損マウスにおいて加齢にともない明らかになり，とくに速筋である長指伸筋や腓腹筋において顕著であった．この傾向は，筋萎縮性側索硬化症のモデルマウスであるSOD1トランスジェニックマウスでも同様であり4)，CLP1キナーゼ活性欠損マウスは進行性の運動神経病を発症する新たなマウスモデルであることが示唆された．
3．CLP1はtRNA前駆体の効率的なプロセシングを促進する

　CLP1キナーゼ活性欠損マウスから調製した胎仔線維芽細胞を用いて，RNA代謝機構におけるCLP1の分子機能を調べた．CLP1はmRNA前駆体の転写終結の際に作用するRNAの3’末端にある切断酵素複合体に含まれることから2)，mRNAの成熟機構への関与を検討したがとくに異常はなく，また，mRNA前駆体のスプライシングに関しても野生型マウスと比べ有意な差は認めなかった．またさらに，マイクロRNA（miRNA）の成熟機構に関しても異常はなく，少なくとも，CLP1のキナーゼ活性はmRNAおよびmiRNAの成熟機構には影響をあたえないことがわかった．
　CLP1はtRNAの成熟機構に重要なtRNAスプライシングエンドヌクレアーゼ酵素複合体の構成タンパク質であることから3)，tRNAの成熟化について検討した．in vitroのアッセイ系においてtRNA前駆体のスプライシングを調べたところ，その効率は減弱し成熟したtRNAエキソンの量が減少していた．つまり，tRNAスプライシングエンドヌクレアーゼ酵素複合体によるtRNAスプライシング機能の低下していることが判明した．そこで，tRNAスプライシングエンドヌクレアーゼ酵素複合体を構成するタンパク質のあいだの結合を免疫沈降法により調べたところ，CLP1キナーゼ活性欠損マウスのもつ変異CLP1ではTSEN2，TSEN34，TSEN54との親和性が減少して複合体の形成が不安定になっており，そのためスプライシングの効率が低下したものと考えられた（図1）．同様に，生体においてもtRNA前駆体の成熟化の効率が低下するために機能的な成熟tRNAの量的な低下の起こっているものと予想されたが，野生型マウスとCLP1キナーゼ活性欠損マウスとのあいだにそのような差異はなく，CLP1キナーゼ活性欠損マウスの表現型は成熟tRNAの量的な変化以外の分子機構によることが示唆された．
4．チロシンtRNA前駆体から生じる新規のRNA断片の細胞における蓄積

　tRNAをコードする遺伝子の多くはイントロンを含まないが，興味深いことに，チロシンtRNAをコードするすべての遺伝子はイントロンを含むことが知られている．tRNAのノーザンブロット解析において，チロシンtRNA遺伝子の転写産物から生じるRNA断片がCLP1キナーゼ活性欠損マウスに由来する胎仔線維芽細胞において顕著に蓄積していることが見い出された．RNA塩基配列の決定により，その断片は5’側リーダー配列を含む5’側エキソンで，5’末端が三リン酸化修飾されており，チロシンtRNA前駆体から直接に生じたものと思われた．また，少量ではあるがチロシンtRNA以外のtRNA遺伝子の産物からのRNA断片も蓄積が認められた．また，このRNA断片はCLP1キナーゼ活性欠損マウスにおいて全身の組織に蓄積していた．近年，ストレスにより誘導される小分子RNAとしてtiRNAが報告されている5)．これは，成熟tRNAよりangiogeninのもつリボヌクレアーゼ活性により産生され細胞質に存在する．CLP1キナーゼ活性欠損マウスに認められたチロシンtRNA断片も同様に酸化ストレス刺激により強く誘導されたが，その機序にangiogeninはかかわっておらず，また，tRNA前駆体から切り出され核に存在することからtiRNAとは異なるものと考えられた．また，H2O2の添加による酸化ストレス刺激に対し，CLP1キナーゼ活性欠損マウスに由来する胎仔線維芽細胞は野生型の胎仔線維芽細胞より感受性が高く，細胞死におちいりやすいことが判明した．さらに，胎仔線維芽細胞のみでなく，CLP1キナーゼ活性欠損マウスに由来する培養運動ニューロンにおいても同様に，酸化ストレスにより誘導される細胞死に対し感受性の高いことも明らかになった．これらの結果から，CLP1のもつキナーゼ活性はtRNAの成熟機構に重要であり，その機能欠失により生じるチロシンtRNA断片は酸化ストレスによる運動ニューロン細胞死における感受性に影響をあたえることが示唆された．
5．CLP1キナーゼ活性欠損マウスにおける運動ニューロン細胞死にはp53が関与する

　酸化ストレスによる細胞死はp53の活性化，とくに18番目のセリン残基（ヒトにおいては，15番目のセリン残基）のリン酸化を介することが知られている6-8)．そこで，CLP1キナーゼ活性欠損マウスに由来する胎仔線維芽細胞においてH2O2刺激によるp53の18番目のセリン残基のリン酸化を解析したところ，野生型の胎仔線維芽細胞に比べp53は過剰に活性化されていることが判明した．H2O2と同様に酸化ストレスを誘導するグルコースオキシダーゼ刺激でも同様に過剰なp53のリン酸化が認められた．一方で，p53ノックアウトマウスとCLP1キナーゼ活性欠損マウスとを交配して得たマウスに由来する胎仔線維芽細胞においては，p53について野生型のCLP1キナーゼ活性欠損マウスに由来する胎仔線維芽細胞において認められた酸化ストレスに対する過剰な細胞死を回避することができた．また，CLP1キナーゼ活性欠損マウスに認められたチロシンtRNA断片をマウスの運動ニューロン細胞株NSC-34に過剰発現するとp53の活性化がより強力に惹起された．これらの結果より，CLP1キナーゼ活性を欠損した細胞における酸化ストレスに対する脆弱性は，チロシンtRNA断片の蓄積により生じるp53の過剰な活性化が関与している可能性が示唆された．マウスの生体においても，C57BL/6マウスの遺伝子背景をもつCLP1キナーゼ活性欠損マウスは生後すぐに100％が死亡したが，p53を欠損したCLP1キナーゼ活性欠損マウスは正常に生まれ神経科学的な所見もほぼ正常であった．さらに，酸化ストレスを予防する目的で妊娠した母親マウスに受精ののちN-アセチルシステインを含む飲水を投与したところ，生まれたCLP1キナーゼ活性欠損マウスは神経科学的な所見が部分的に回復し，数日の生存が可能となった．つまり，CLP1キナーゼ活性欠損マウスの運動ニューロン細胞死による新生仔の死亡においては酸化ストレスとp53が重要な因子であることが明らかになった．
おわりに

　今回，筆者らは，RNAキナーゼCLP1の生体における分子機能について報告した．CLP1キナーゼ活性欠損マウスは脊髄における進行性の運動ニューロン細胞死により末梢での脱神経および運動麻痺を呈した．また，CLP1のキナーゼ活性の欠失はtRNA前駆体におけるスプライシング効率の低下と同時に，5’側リーダー配列を含む新規のチロシンtRNA断片の蓄積を生じることが明らかになった（図2）．これまでも，さまざまなtRNA断片が報告されており，たとえば，細胞質に存在しtRNA前駆体に由来するtRF-1001はがん細胞の生存維持に重要な役割をはたしており9)，また，細胞質に存在し成熟tRNAに由来するtiRNAはストレスに応じてタンパク質の翻訳を制御することが報告されている5)．この研究において発見された新規のチロシンtRNA断片は，酸化ストレスによるp53の活性化における感受性に影響をあたえる役割を担っていることが示唆された．今後，さらに詳細な分子機構の解明が期待される．今回の研究により，tRNAプロセシング，新規のRNA，そして，これらがp53を介した運動ニューロン細胞死に関与するという新たな病態機構の可能性が提示された．以上の知見をもとに，運動神経病である筋萎縮性側索硬化症や脊髄性筋萎縮症における新たな病因の解明や治療の開発につながる可能性が期待できる．
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〈図説明〉

図1　tRNAスプライシングエンドヌクレアーゼ酵素複合体の構造
（a）野生型CLP1．

（b）キナーゼ活性を欠失した変異CLP1．複合体は不安定化し，結果として，tRNA前駆体のプロセシングの効率は減弱する．
図2　RNAキナーゼCLP1の生体における分子機能
キナーゼ活性を欠失した変異CLP1をもつ細胞では，tRNAプロセシングの過程においてtRNA前駆体に由来する5’側エキソンを含むRNA断片の細胞における蓄積を生じ，p53を介する酸化ストレス反応における感受性が上昇する．
