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SHP2 tyrosine phosphatase converts parafibromin/Cdc73 from a tumor suppressor to an oncogenic driver.
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〈要 約〉

　SHP2はその脱制御ががんならびに先天奇形に深く関与するチロシンホスファターゼである．SHP2は細胞質および核に存在し，細胞質においては細胞増殖を促進するRAS-ERK経路を活性化する一方，核におけるその役割は不明である．筆者らは，SHP2のもつ未知の生物活性を明らかにするとともに，SHP2の脱制御がひき起こす疾患発症の機構の解明をめざし，SHP2の基質タンパク質の網羅的な探索を行った．その結果，核に存在し転写調節ならびに転写後調節を担うPAF複合体の構成タンパク質のひとつparafibromin/Cdc73をSHP2の新規の基質タンパク質として同定した．さらに，核におけるSHP2によるチロシン脱リン酸化に依存してparafibrominはβカテニンと複合体を形成し，細胞増殖およびがん化を促すWnt経路の標的遺伝子の発現を促進することを見い出した．この研究をとおして，SHP2が細胞増殖および細胞分化の両者に密接に関与するRAS-ERK経路およびWnt経路を連動して活性化することが明らかになった．
はじめに

　PTPN11遺伝子にコードされるSHP2はN末端側に2個のSH2ドメインをもつ非受容体型チロシンホスファターゼであり，ショウジョウバエから哺乳動物にいたるまで進化的に高度に保存されている1)．SHP2は単独で存在する場合，そのホスファターゼドメインにある活性中心がSH2ドメインによりおおわれた不活性型の構造をとっており，チロシンリン酸化タンパク質がSH2ドメインに結合することで構造変化が誘導され活性化型へと変換される1)．SHP2はさまざまな体細胞に広く発現しており，細胞質ならびに核に局在する．SHP2は細胞膜の直下において増殖因子による刺激に依存して足場タンパク質と結合することで活性化し，基質タンパク質のチロシン脱リン酸化を介し細胞増殖を促進するRAS-ERK経路を活性化することが知られているが1)，その詳細な機構は不明である（図1）．一方，SHP2が標的とする核における基質タンパク質も報告されているが，その生物学的な意義は十分には明らかにされていない2,3)（図1）．
　近年，SHP2のホスファターゼ活性の脱制御ががんや先天奇形などの疾患の発症と密接に関与していることが報告されている．顔貌異常，先天性心疾患および低身長を特徴とし若年性骨髄単球性白血病に代表される小児がんの発症リスクの増進をともなうNoonan症候群の過半数において，活性亢進型SHP2変異体を発現するPTPN11遺伝子の機能獲得型変異が同定されている4)．さらに，非遺伝性の血液がんならびに固形がんの症例におけるPTPN11変異の同定にくわえ，ピロリ菌の感染がひき起こす胃がんの発がんに対するSHP2の脱制御の密接な関与が示され4,5)，SHP2はその脱制御により発がんを促す“がんタンパク質”であると考えられている．しかしながら，細胞のがん化に直接にかかわるSHP2の基質タンパク質は不明であり，SHP2の脱制御が発がんをひき起こす詳細な機構はこれまで明らかにされていなかった．
1．基質捕捉-質量分析法を用いたSHP2の基質タンパク質の網羅的なスクリーニング
　新規の基質タンパク質の同定をとおしてSHP2のもつ未知の細胞における機能を明らかにするため，SHP2の基質タンパク質の網羅的なスクリーニングを行った．チロシンホスファターゼ活性中心を構成するアミノ酸残基に置換を導入した基質捕捉型ホスファターゼは，チロシン脱リン酸化反応が途中で停止し基質タンパク質との反応中間体が安定化することから，チロシンホスファターゼの基質タンパク質の同定に広く利用されている6)．肝細胞がんの症例から単離された機能獲得型SHP2変異体に基質捕捉型変異を導入したSHP2変異体を哺乳動物細胞に発現し，この基質捕捉型SHP2変異体と特異的に結合するタンパク質を質量分析により網羅的に同定した．その結果，核において転写調節ならびに転写後調節に関与するPAF複合体の主要な構成タンパク質（Paf1，Ctr9，parafibromin/Cdc73，Leo1，Ski8，Rtf1）が基質捕捉型SHP2変異体の結合タンパク質として同定された．免疫沈降法ならびにイムノブロット解析を用いてこのスクリーニング結果を検証したところ，PAF複合体に存在するSHP2の基質タンパク質を介して，PAF複合体と基質捕捉型SHP2変異体との複合体が形成される可能性が考えられた．この複合体の形成はSHP2の機能獲得型変異体では増強されたことから，がん症例に由来するSHP2変異体がPAF複合体に存在する基質タンパク質に対し強いチロシン脱リン酸化活性をもつ可能性が推察された．
2．SHP2の核における基質タンパク質parafibromin/Cdc73の同定

　この結果は，PAF複合体の構成タンパク質のなかにSHP2の標的となるチロシンリン酸化タンパク質の存在する可能性を強く示唆した．そこで，PAF複合体の構成タンパク質についてそのチロシンリン酸化を解析した結果，チロシンリン酸化タンパク質としてparafibromin/Cdc73が同定された．RNAi法およびコンディショナルノックアウト細胞を用いてSHP2の発現を抑制するとparafibrominのチロシンリン酸化は亢進した．一方，野生型SHP2の異所性の発現によりparafibrominのチロシンリン酸化レベルは有意に減少し，疾患に由来する機能獲得型SHP2変異体では野生型SHP2をうわまわるチロシンリン酸化レベルの低下が誘導された．以上の結果から，SHP2はPAF複合体の構成タンパク質であるparafibrominを基質としこれをチロシン脱リン酸化すると結論づけられた．
　parafibrominにおけるSHP2によるチロシン脱リン酸化部位を同定するため，まずparafibrominのチロシンリン酸化部位の特定を試みた．parafiborminのチロシン残基を種々の組合せでフェニルアラニン残基に置換した変異体を作製しそれらのチロシンリン酸化レベルを解析した結果，parafibrominの主要なチロシンリン酸化部位は290番目，293番目，および，315番目のチロシン残基であることが明らかになった．これらの3つのチロシン残基をすべてフェニルアラニン残基に置換したチロシンリン酸化耐性型parafibromin変異体は，野生型parafibrominとは対照的に基質捕捉型SHP2変異体と複合体を形成しなかったこと，および，これらの3つのチロシン残基のうちの任意の2残基を置換したparafibromin変異体のリン酸化レベルがSHP2の発現により減少したことから，SHP2はparafibrominの290番目，293番目，315番目のチロシン残基を脱リン酸化すると結論づけられた．
3．SHP2によるparafibrominのチロシン脱リン酸化を介したWnt経路の活性化

　parafibrominは核においてβカテニンと複合体を形成してWntシグナルを活性化することが報告されている7)．βカテニンとの複合体の形成にかかわるparafibrominの領域（アミノ酸残基218-263）はparafibrominのチロシンリン酸化部位の近傍に存在することから7)，parafibrominのチロシンリン酸化およびチロシン脱リン酸化がparafibrominとβカテニンとの複合体の形成に影響を及ぼす可能性が考えられた．ヒト胎児腎臓に由来するHEK293細胞に野生型parafibrominならびにチロシンリン酸化耐性型parafibromin変異体を発現させβカテニンとの相互作用を解析したところ，チロシンリン酸化耐性型parafibromin変異体では野生型parafibrominと比較してβカテニンとのより強い相互作用が検出された．このparafibrominとβカテニンとの相互作用は野生型SHP2の発現により増強され，機能獲得型SHP2変異体ではさらに相互作用は促進された．くわえて，RNAi法によるSHP2の発現阻害あるいはparafibrominのチロシンリン酸化を亢進するc-Ablキナーゼの発現がparafibrominとβカテニンとの相互作用を抑制したことから，SHP2によるparafibrominのチロシン脱リン酸化がparafibrominとβカテニンとの複合体の形成を促進すると結論づけた．
　この結果から，SHP2はparafibrominとβカテニンとの複合体の形成を促進することで核におけるWntシグナルを活性化している可能性が考えられた．そこで，ヒト胃上皮に由来するAGS細胞にparafibrominを発現させたところ，チロシンリン酸化耐性型parafibromin変異体はWntシグナルの標的遺伝子（c-myc遺伝子およびcyclin D1遺伝子）のプロモーター活性およびそれらの産物（c-Myc，サイクリンD1）の発現を著しく亢進したことから，parafibrominがチロシン脱リン酸化に依存してWntシグナルを活性化することが示された．つぎに，RNAi法によりparafibrominの発現抑制を行うことにより，野生型SHP2および機能獲得型SHP2変異体がその基質タンパク質であるparafibrominを介してWntシグナルの標的遺伝子の発現を活性化することを明らかにした．さらに，Noonan症候群に由来する機能獲得型SHP2変異体を発現するノックインマウスを用いた免疫組織染色において，Wntシグナルの標的遺伝子の産物であるc-Mycの発現亢進がみられたことから，個体レベルの解析からも，SHP2の脱制御がWntシグナルを活性化する可能性が示された．
4．RASシグナルの活性化によるSHP2の核への移行の促進

　parafibrominは核に局在のみられるタンパク質である．よって，SHP2によるWntシグナルの活性化にはSHP2の核への移行が重要な役割を担っていることが考えられた．高密度での培養のもと増殖を停止させたAGS細胞ではSHP2の核への局在が観察されなかったことから，SHP2の細胞における局在の制御に増殖シグナルの関与する可能性が考えられた．そこで，高密度で培養した細胞に増殖刺激シグナルを構成的に生成する活性化型K-RAS変異体を発現させたところ，SHP2の核への局在が認められた．SHP2の核への局在はRASシグナルの活性化を促進するSOS1の活性亢進型変異体の発現によっても同様に誘導されたことから，増殖促進シグナルとして知られるRAS-ERK経路の活性化がSHP2の核への局在を誘導することが示された．
おわりに

　この研究により筆者らは，SHP2がPAF複合体の構成タンパク質であるparafibrominをチロシン脱リン酸化することで，細胞増殖およびがん化を促進するWnt経路を活性化することを明らかにした（図2）．これまでの研究において，parafibrominは副甲状腺がんにおいて機能欠損の報告されたがん抑制タンパク質として知られ8)，ヒストンメチルトランスフェラーゼSUV39H1との相互作用を介してがん遺伝子であるcyclin D1遺伝子およびc-myc遺伝子の転写を抑制すると報告されている9)．一方，SHP2によりチロシン脱リン酸化されたparafibrominはβカテニンとの相互作用を介し細胞増殖に促進的にはたらくWntシグナルを生成することから，parafibrominのがん化に対する促進的あるいは抑制的な機能の制御において，チロシンリン酸化の制御が重要な役割を担うことが考えられた．
　この研究から，がんタンパク質として知られるSHP2はRAS-ERK経路の活性化のみならず核においてWnt経路を促進することが明らかになった．さらに，SHP2の核への移行を介して，RAS-ERK経路とWnt経路とが連動して活性化することが見い出された（図2）．RAS-ERK経路ならびにWnt経路は細胞増殖および細胞分化の制御にきわめて重要な役割を担う細胞内シグナル伝達経路として知られ，がんをはじめとした多様な疾患においてこの2つのシグナル伝達経路の構成的な活性化を惹起する脱制御が報告されている4,10,11)．SHP2の活性亢進型変異に起因するNoonan症候群は，顔貌異常および先天性の心疾患にくわえ，造血幹細胞を起源とする若年性骨髄単球性白血病の発症リスクの増進を特徴とする．Wnt経路は頭蓋骨の形成，心臓の形成ならびに造血幹細胞の多分化能の制御に密接にかかわることが報告されている12,13)．Noonan症候群および血液がんに由来するSHP2変異体は野生型SHP2に比べparafibrominをより強くチロシン脱リン酸化したことから，脱制御されたSHP2の活性化に端を発するNoonan症候群および若年性骨髄単球性白血病の発症機構において，この研究で同定された基質タンパク質parafibrominのチロシン脱リン酸化を介したRAS-ERK経路ならびにWnt経路の連動的な脱制御が重要な役割を担うことが推察される．
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〈図説明〉

図1　SHP2が制御する細胞内シグナル伝達経路

細胞質に存在するSHP2は増殖因子受容体の下流で活性化し，基質タンパク質をチロシン脱リン酸化することにより，細胞増殖を強く促進するRAS-ERK経路を活性化する．RAS-ERK経路の活性化にかかわるSHP2の基質タンパク質の発がんにおける役割は明らかにされていない．核に局在するSHP2の生物学的な役割は不明である．
図2　parafibrominによる核でのWnt経路の制御におけるSHP2の役割

SHP2の核への移行はRASシグナルの活性化により促進される．SHP2は核においてPAF複合体の構成タンパク質であるparafibrominをチロシン脱リン酸化し，parafibrominとβカテニンとの複合体の形成を亢進することでWntシグナルを活性化する．Wntシグナルは増殖およびがん化を促進することから，SHP2によるparafibrominのチロシン脱リン酸化は，増殖およびがん化に抑制的な機能をもつparafibrominにおいて，がん化に促進的な機能の獲得に重要な役割を担う．
P：リン酸化．
