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〈要 約〉

　SHARPINはユビキチン様部位とユビキチン結合部位の両方をもつユニークなタンパク質である．自然発生型のSHARPIN変異マウスは慢性増殖性皮膚炎を表現型とすることからcpdmマウスとよばれる．今回，筆者らは，in vitroとin vivoの両方の系よりSHARPINが直鎖状ポリユビキチン鎖を特異的に形成するユビキチンリガーゼLUBACのサブユニットであり，炎症性シグナル伝達系において重要な役割を担っていることをつきとめた．とくに，SHARPINにおいてはユビキチン様部位とユビキチン結合部位の両方が炎症性シグナル伝達系の制御に重要であることがわかった．また，cpdmマウスの慢性増殖性皮膚炎を示す組織においてはケラチノサイトのアポトーシスが誘導されており，SHARPINの細胞生存における役割も示唆された．
はじめに

　TNFαなどの炎症性サイトカインは免疫反応を担うさまざまな細胞において炎症性シグナルを活性化する．これらの炎症性サイトカインはまず細胞の表面に発現する固有の受容体に結合し，細胞内のアダプタータンパク質を介して下流にシグナルを伝達し，最終的には標的遺伝子の転写を活性化する1)（図1）．さまざまな炎症性シグナル伝達系のなかでも転写因子NF-κBを活性化する経路が代表的なものとしてよく知られており，あらゆる手法を用いてその重要性と制御機構の解明が進んできた．
　このNF-κBを活性化するシグナル伝達経路の各段階においてはユビキチンが重要な役割を担うことが知られている2)．ユビキチンは8.5 kDaほどの小さなタンパク質で，タンパク質の転写後修飾に利用される．ユビキチンは3段階の酵素活性によりそのN末端のグリシン残基が標的タンパク質のリジン残基と共有結合することによって標的タンパク質を修飾する．ユビキチンにはそれ自体に7つのリジン残基（Lys6，Lys11，Lys27，Lys29，Ly33，Lys48，Lys63）が存在することから，これらのリジン残基を介してユビキチンどうしが共有結合してポリユビキチン鎖を形成する3)．近年，これら7つのリジン残基を介したポリユビキチン鎖にくわえて，直鎖状ポリユビキチン鎖の存在が明らかにされた4)．この直鎖状ポリユビキチン鎖ではユビキチンのGly76がN末端のMet1と共有結合している．直鎖状ポリユビキチン鎖の形成には特有のユビキチンリガーゼLUBAC（linear ubiquitin chain assembly complex）の活性が必須であることが明らかにされた4)．また，このLUBACは酵素活性を担うHOIPとアダプタータンパク質であるHOIL-1Lの2つのサブユニットから構成されることが知られていた4)．
　さて，さきに述べたTNFαによりNF-κBを活性化するシグナル伝達経路において，TNF受容体に結合するいくつかのアダプタータンパク質のLys63型ポリユビキチン鎖による修飾が下流へのシグナルの伝達に必須であることが長く知られていた2)（図1）．いい換えると，TNFαにより活性化されるNF-κBシグナルの伝達にはLys63型ポリユビキチン鎖のみがその上流で重要な役割を担っているという概念が形成されていた．しかしながら，最近，3つのグループがそれぞれ独立して，Lys63型ポリユビキチン鎖のみならず，直鎖状ポリユビキチン鎖もNF-κBシグナル伝達系に重要な役割を担っていることを明らかにした5-7)（図1）．これらの報告のなかでも，HOIL-1のノックアウトマウスに由来するマウス胎仔線維芽細胞において，TNFαやインターロイキン1βによるNF-κBの下流のシグナルの活性が有意に抑制されていたことから，HOIL-1Lの重要性が明らかにされていた7)．しかしながら，HOIL-1の欠損によるNF-κB活性の抑制は，これまでにシグナル制御に必須であるとされていたNEMOノックアウト細胞と比較すると弱いことから，第3の因子の関与することが予測されていた．
　今回，筆者らは，直鎖状ポリユビキチン鎖による修飾を誘導するユビキチンリガーゼLUBACの新しいサブユニットSHARPINの機能的な役割をin vivoおよびin vitroの系を使って明らかにした．
1．SHARPINは直鎖状ポリユビキチン鎖に特異的なユビキチンリガーゼLUBACのサブユニットである

　SHARPINにはアミノ酸配列より予測されたユビキチン結合部位があり，これまで知られていたLUBACのサブユニットであるHOIPもしくはHOIL-1Lと同様にユビキチンと直接に結合した（図2）．全長のSHARPINとユビキチン（単量体）との解離定数は8.3μMであったが，興味深いことに，直鎖状ポリユビキチン鎖（二量体）との解離定数は1.4μMであり約6倍の結合を示した．SHARPINにはユビキチン様部位も存在し，in vitroの実験系よりこのユビキチン様部位はHOIPと直接に結合することが示された（図2）．また，細胞においてSHARPINはHOIPおよびHOIL-1Lとヘテロ三量体を形成した．免疫沈降によりSHARPINもしくはHOIL-1のノックアウト細胞においては残りの2つのサブユニットの結合が示された．これらの結合アッセイからSHARPINはLUBACのサブユニットとして存在することが明らかになった（図2）．
2．SHARPINとHOIPから形成される複合体は直鎖状ポリユビキチン鎖の形成を誘導しNF-κBの活性を制御する
　SHARPINがLUBACの新たなサブユニットであることが明らかになったことから，そのユビキチンリガーゼとしての機能的な役割を検討した．その結果，精製タンパク質を用いたin vitroユビキチンアッセイにより，SHARPINはHOIPと協調してポリユビキチン鎖の形成を誘導することが示された．in vitroにおけるSHARPINとHOIPによる直鎖状ポリユビキチン鎖の形成には，これまで知られていたLUBACのサブユニットHOIL-1Lは必須ではなかった．また，SHARPINおよびHOIPを細胞に同時に強制発現すると，細胞においても直鎖状ポリユビキチン鎖の形成の誘導されることがプルダウンアッセイにより明らかになった．これに対して，SHARPINのユビキチン結合部位とユビキチン様部位に点変異を挿入すると直鎖状ポリユビキチン鎖の形成を誘導できなくなった．また，細胞培養液に含まれるアミノ酸による安定同位体標識にもとづいた質量分析法により，SHARPINとHOIPはIKKキナーゼ複合体の構成タンパク質のひとつであるNEMOの直鎖状ポリユビキチン鎖による修飾を優位に誘導することが示された．
　つぎに，SHARPINのNF-κB活性制御における役割を検討した．SHARPINおよびHOIPの過剰発現はルシフェラーゼを用いたレポーターアッセイにおいてNF-κBを活性化することがわかった．興味深いことに，SHARPINとHOIPによるNF-κB活性化のレベルはHOIL-1LおよびHOIPを同時発現した場合，もしくは，SHARPIN，HOIPおよびHOIL-1Lの3つを同時発現した場合とほぼ同じであった．また，さきに述べた実験において直鎖状ポリユビキチン鎖の形成を誘導できなかったユビキチン結合部位とユビキチン様部位に変異をもつSHARPINを用いて同様の実験を行うと，NF-κBの活性化はまったく誘導されなかった．
　これらの知見より，SHARPINはHOIPと協調して直鎖状ポリユビキチン鎖の形成およびNF-κBの活性化を誘導することがわかった．さらに，これらの作用にはSHARPINのユビキチン結合部位およびユビキチン様部位が関与することも明らかになった．
3．SHARPINとHOIL-1LはそれぞれがHOIPと複合体を構成しIKKキナーゼを協調的に活性化する

　SHARPINの生物学的な機能をさらに検討する目的で慢性増殖性皮膚炎を表現型とするcpdmマウスを用いて実験を行った．このcpdmマウスは自然発症型の疾患マウスで，SHARPINをコードする遺伝子の点変異が異常な終止コドンを誘導することから機能的なSHARPINを発現していない．cpdmマウスから採取した線維芽細胞，B細胞，マクロファージをそれぞれ順にTNFα，CD40リガンド，リポ多糖により刺激し下流のシグナルの活性化について解析を行った．その結果，どの炎症誘発性リガンドによるNF-κB活性も顕著に抑制されていた．重要なことに，SHARPINの欠損はIKKキナーゼの活性を優位に抑制したことから，SHARPINはシグナル伝達経路においてIKKキナーゼ複合体の上流，もしくは，同じ段階において機能していることが強く示唆された．
　さらに，SHARPINと同様にHOIPと複合体を構成してNF-κBシグナルを制御するHOIL-1LとSHARPINとを同時に抑制した線維芽細胞においてTNFα誘導性のNF-κBシグナルの活性化を検討したところ，ほぼ基底レベルのIKKキナーゼ活性しか検出できなかった．これらの結果より，SHARPINはHOIPとともに直鎖状ポリユビキチン鎖に特異的なユビキチンリガーゼLUBACを機能的に構成し，さまざまな細胞において炎症誘導性のNF-κBシグナルを制御していることが明らかになった．
4．SHARPINの欠損はFADDとカスパーゼ8を介したTNFα誘導性のアポトーシスを促進する
　これまでの結果から，SHARPINは直鎖状ポリユビキチン鎖の誘導，NF-κBシグナルの制御といった，これまでに知られていたLUBACのサブユニットHOIL-1Lと類似した機能をもつことが明らかになった．しかしながら，SHARPINはHOIL-1Lと重複した機能だけをもつのかということが疑問となる．そこで，cpdmマウスにおいて重度の慢性皮膚炎が誘導されることに注目しその皮膚組織を詳細に検討した．その結果，組織学的な解析からcpdmマウスの皮膚組織に存在する多くのケラチノサイト（角化細胞）がアポトーシスマーカーであるカスパーゼ3の活性に陽性を示すことが明らかになった．この所見よりSHARPINのアポトーシス制御における役割が示唆されたことから，cpdmマウスから得た線維芽細胞およびHOIL-1ノックアウト線維芽細胞を用いてTNFα誘導性のアポトーシスについて検討をくわえた．
　その結果，SHARPINを欠損しているcpdmマウスから得た線維芽細胞においてTNFαはカスパーゼ8およびカスパーゼ3の活性化によるアポトーシスを急速に誘導した．cpdmマウスから得た線維芽細胞と比較して，HOIL-1ノックアウト細胞においてアポトーシスの誘導は顕著ではなかった．cpdmマウスから得た線維芽細胞におけるTNFα誘導性のアポトーシスは，ドミナントネガティブ型FADDの強制発現，もしくは，カスパーゼ8の抑制タンパク質として知られるCrmAの強制発現により著しく抑制された．これらの結果より，SHARPINはTNFαの下流で活性化されるTNF受容体複合体IIを介したアポトーシスの伝達経路において重要な機能を担っていることが明らかになった．
おわりに

　NF-κBを活性化するシグナル伝達系におけるユビキチンの機能的な役割については長年にわたり研究が進んできたといえる．しかしながら，その微調整的な制御機構についてはとうてい明らかになっているとはいえない．今回の研究は，直鎖状ポリユビキチン鎖という新たな概念の導入とともに，その誘導機構をマウスとin vitro実験系を用いて証明したことに意義があるといえる．また，筆者らのほか，英国のグループ，および，筆者らの共同研究者を含む日本のグループが，同じタンパク質に注目してその機能解析を行い同様の報告をNature誌の同じ号に発表していることは8,9)，世界的にも直鎖状ポリユビキチン鎖による制御機構に大きな注目が集まっていることを示唆する（日本のグループの論文については，新刊論文レビュー でも掲載）．その一方で，これらの研究も炎症性シグナル伝達系の制御について氷山の一角を明らかにしたにすぎないといえ，今後は，これまでほとんど明らかになっていないような非定型的なポリユビキチン鎖による修飾の関与につきさまざまな手法を用いて明らかにしていくことが10)，この研究分野にとってたいへんな刺激になるものと予想される．
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〈図説明〉

図1　TNFαによる炎症性シグナル伝達系
TNFαはその受容体であるTNF受容体1に結合すると，RIP，TRADD，TRAF，IAPといったアダプタータンパク質をこの受容体にリクルートする．これらのうち，RIPやIAPはLys63型ポリユビキチン鎖により修飾される．これが下流のTAB2とTAK1からなるキナーゼ複合体の活性化，そして，IKKキナーゼ複合体の活性化をうながす．同時に，直鎖状ポリユビキチン鎖に特異的なユビキチンリガーゼLUBACもIKKキナーゼ複合体の活性化に必須である．最終的に，IKKキナーゼ複合体がNF-κBの抑制タンパク質であるIκBをリン酸化しそれにつづくLys48型ポリユビキチン鎖による修飾がプロテアソームによるIκBの分解を誘導して，転写因子NF-κBが活性化される．
P：リン酸化．
図2　LUBACのサブユニットの模式図
SHARPINはC末端にユビキチン様部位UBL，および，ユビキチン結合部位であるNZFをもつ．HOIPにはPUB，ジンクフィンガー（ZF），NZF1，NZF2，ユビキチン結合部位であるUBA，および，ユビキチンリガーゼの活性ドメインであるRING-IBR-RING部位が存在する．HOIL-1LにはUBL，NZFにくわえて，C末端にRING-IBR-RING部位が存在する．SHARPINのUBLはHOIPのNZF2と直接に結合し，HOIL-1LのUBLはHOIPのUBAと直接に結合することにより複合体を形成する．
