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〈要 約〉

　転写因子CREBは脳に豊富に発現し，記憶，神経可塑性，細胞の生存など，幅広い神経機能あるいは病態に関与している．また，ニューロンにはSIK2およびTORC1が豊富に発現しており，SIK2はCREBを介した遺伝子発現を抑制している．筆者らは，大脳皮質のニューロンにおいて脳虚血の際にはCa2+/カルモジュリン依存性キナーゼIおよびCa2+/カルモジュリン依存性キナーゼIVの活性化によりSIK2が分解され，TORC1-CREB経路を介して下流の神経保護因子の発現が誘導される，という新規のシグナル伝達経路を同定した．また，脳虚血の際のニューロンにおいてはNMDA型グルタミン酸受容体を介したCa2+の流入が重要であるが，とりわけNR2Aサブユニットをもつタイプがシナプス刺激における内因性の保護シグナルに関与していることを示した．また，SIK2ノックアウトマウスにおいてニューロンの生存の促進効果，脳梗塞サイズの縮小を認めた．今回の成果は，SIK2およびTORC1を標的とした治療が，脳梗塞のみならず認知症などを含めた神経変性疾患に対しても有効な治療につながりうる可能性を示唆した．

はじめに

　脳虚血は低酸素，酸化ストレス，炎症，グルタミン酸毒性などの複合的なストレスであり，これまでの研究により脳虚血の病態にかかわる多くの因子および経路が解明され多くの神経保護薬が検討されてきたが，臨床的にはいまだ十分であるとはいえない状況にある．とりわけ，虚血性のニューロン死をひき起こす細胞へのCa2+の流入経路としてNMDA型グルタミン酸受容体は重要なもののひとつであるが，MK-801をはじめとした汎グルタミン酸受容体拮抗薬は臨床的には有効な結果を得られなかった．NMDA型グルタミン酸受容体の活性化により下流の神経保護あるいは神経障害につながりうる多くの転写因子の活性がダイナミックに変化する1)．とりわけ転写因子CREB（cAMP responsive element-binding protein）の活性化は，筆者らあるいはほかのグループも，重要な神経保護シグナルとして精力的に研究を行ってきた2,3)．しかしながら，近年，グルタミン酸受容体のシナプスあるいはシナプス外での局在の差異あるいはサブタイプの違いなどの詳細な検討がなされ，それらの違いにより下流のシグナル伝達あるいは細胞の生死に決定的な違いのあることが報告された2,4)．NMDA型グルタミン酸受容体はNR1サブユニット，NR2サブユニット（NR2A，NR2B，NR2C，NR2Dの4種類），NR3サブユニット（NR3A，NR3Bの2種類）より構成され，NR2サブユニットの違いがのちの細胞の生死の運命を決定する，すなわち，NR2Aサブユニットの活性化が細胞保護に，NR2Bサブユニットの活性化が細胞障害につながることが多く報告されてきている2,4)．

　転写因子CREBは，そのSer133がリン酸化されることによってヒストンアセチル化酵素活性をもつコアクチベーターCBP/p300がリクルートされて転写が開始されるため5)，このSer133リン酸化を中心とした研究が行われてきた．しかしながら，CREBのSer133リン酸化は転写開始に必要であるが十分ではなく，CBP/p300についてもそのほか多くの転写因子のコアクチベーターとしても作用する．しかしながら近年，CREBに特異的なコアクチベーターであるTORC（別名CRTC，TORC1～TORC3の3つのアイソフォームをもつ）が同定され6,7)，CREBの転写制御機構の解明は新たな局面をむかえた．CBP/p300によるCREBの制御はKIDドメイン-KIXドメインを介しているのに対し，TORCファミリーによるCREBの制御はCREBのbZIPドメインを介して行われている．TORCファミリーは刺激のない状態においておもに細胞質にある（TORC3はつねに核に存在する）が，Ca2+あるいはcAMPによる刺激により脱リン酸化が起こり核に移行してCREの転写を活性化する8)．

　一方で，SIKは高食塩負荷されたラットの副腎から単離されたAMP活性化プロテインキナーゼファミリーに属するキナーゼで9)，SIK1～SIK3の3つのアイソフォームをもち，筆者らのグループは，このSIKの基質がTORCファミリーであることを同定してきた8)．SIK-TORC経路は糖代謝などにおいてきわめて重要な役割をはたしていることがすでに報告されていたが，中枢神経系においてCREBを介した神経保護あるいは病態にどのような役割をはたしているかはわかっていなかった．そこで，この研究においては，脳虚血をモデルとして中枢神経系におけるSIK-TORC1経路の制御機構および意義を，SIK2ノックアウトマウスを作製しin vitroおよびin vivoにおいて検討した．

1．脳虚血のin vitroモデルにおけるCREBの動態
　in vitroでの脳虚血のモデルである低酸素低グルコース負荷により，CREBのSer133リン酸化は低酸素低グルコース負荷ののち3～6時間をピークとして上昇し12時間後には対照まで低下したが，一方で，CREの転写活性の上昇は12時間後まで持続していた．低酸素低グルコース負荷ののちの全長CREB（TORC活性能をもつ）とbZIPドメイン欠損CREB（TORC活性能をもたない）の動態を調べると，bZIPドメイン欠損CREBは全長CREBと比べ活性が有意に低下していた．他方，シクロスポリンAあるいはFK506によるカルシニューリンの抑制はCREBのSer133リン酸化を亢進する傾向をもつのに対しCREの転写活性は有意に抑制され，また，低濃度のスタウロスポリン（10 nM）はCREBのSer133リン酸化を有意に抑制したが，CREの転写活性は著明に亢進した．このことは，大脳皮質のニューロンにおいて，Ser133リン酸化CREBとは独立した，CREBのbZIPドメインを介した転写制御機構の存在することを意味した．

2．低酸素低グルコース負荷によりTORC1のSer167脱リン酸化が起こる

　初代大脳皮質ニューロンではTORC1が高発現しており，TORC1は細胞質にあり低酸素低グルコース負荷によりSer167が脱リン酸化され核に移行する．ドミナントネガティブ型TORC1（TORC1のN末端56残基）のアデノウイルスによる導入は低酸素低グルコース負荷ののちのCREの転写活性を有意に低下させニューロン死を増悪させた．野生型TORC1およびSer167をAlaに置換したTORC1変異体の導入はCREの転写活性を上昇させ，低酸素低グルコース負荷ののちのニューロンの障害を有意に改善した．また，TORC1の強制発現はCREBに依存的に下流のBDNFおよびPGC-1αの発現を誘導した．

3．SIK2の抑制はニューロン保護効果をもつ
　TORCファミリーはSIKファミリーまたはAMP活性化プロテインキナーゼによりリン酸化される8)．SIKファミリーのうち，SIK2はmRNAレベルおよびタンパク質レベルにおいて大脳皮質および海馬にて高発現していた．つぎに，低酸素低グルコース負荷ののちのTORC1の制御に関与するキナーゼを検討した．低酸素低グルコース負荷ののちの早い時期よりSIK2タンパク質が低下し，これはTORC1のSer167脱リン酸化および活性化と経時変化が一致するため，SIK2がTORC1-CREB経路を介した活性制御において重要であると考えた．まず，ニューロンにおけるSIK2のTORC1制御における重要性を検討するため，低分子キナーゼ阻害剤ライブラリーを用いSIK2をより選択的に阻害する薬物をスクリーニングした．その結果，AMP活性化プロテインキナーゼ阻害剤として知られるCompound Cが低濃度でSIK2を阻害することがわかった（IC50は0.3μM）．0.3～0.5μMのCompound Cは低酸素低グルコース負荷ののちのCREの転写活性を有意に上昇させニューロン保護効果を示した．また，ドミナントネガティブ型SIK2変異体は低酸素低グルコース負荷ののちのニューロンの障害を増悪させ，キナーゼ活性欠損SIK2変異体はニューロン死を改善した．また，内因性のSIK2をRNAi法により阻害すると低酸素低グルコース負荷ののちのCREの転写活性の上昇ならびにニューロン保護効果を認めた．

4．大脳皮質のニューロンにおいてCa2+/カルモジュリン依存性キナーゼはTORC1の活性を制御する

　さらにTORC1による制御機構を検討するため，各種のキナーゼ阻害剤を用いてTORC1の活性を検討した．その結果，Ca2+/カルモジュリン依存性キナーゼIIおよびCa2+/カルモジュリン依存性キナーゼIVの阻害剤であるKN93がTORC1の活性を有意に抑制し，また，Ca2+/カルモジュリン依存性キナーゼのなかではドミナントアクティブ型Ca2+/カルモジュリン依存性キナーゼIおよびドミナントアクティブ型Ca2+/カルモジュリン依存性キナーゼIVがTORC1の活性を有意に上昇させた．一方で，ドミナントネガティブ型Ca2+/カルモジュリン依存性キナーゼIおよびドミナントネガティブ型Ca2+/カルモジュリン依存性キナーゼIVは低酸素低グルコース負荷ののちの転写活性化を有意に抑制した．また，内因性のCa2+/カルモジュリン依存性キナーゼIVのRNAi法による阻害はこれらの実験結果を裏づけた．このことより，ニューロンにおいてはCa2+/カルモジュリン依存性キナーゼIおよびCa2+/カルモジュリン依存性キナーゼIVがSIK2の負の制御キナーゼであることが示された．

5．シナプスにおけるNMDA型グルタミン酸受容体の活性化はCa2+/カルモジュリン依存性キナーゼ-SIK2経路を介してTORC1の活性を上昇させる

　ニューロンへのCa2+の流入経路としてNMDA型グルタミン酸受容体の重要性は以前より指摘されていたが，NMDA型グルタミン酸受容体のアンタゴニストであるAP5，NR2AサブユニットをもつNMDA型グルタミン酸受容体のアンタゴニストであるNVP-AM0077，NR2BサブユニットをもつNMDA型グルタミン酸受容体のアンタゴニストであるRo25-6981，非NMDA型グルタミン酸受容体のアンタゴニストであるCNQX，L型Ca2+チャネル遮断剤であるニフェジピンなどを用いて検討したところ，AP5およびNVP-AM0077により有意に低酸素低グルコース負荷ののちのTORC1活性を抑制した．一方で，ビククリンと4-アミノピリジンによりNR2AサブユニットをもつNMDA型グルタミン酸受容体を刺激したところ2)，SIK2の分解およびTORC1の活性化をひき起こした．また，ドミナントネガティブ型Ca2+/カルモジュリン依存性キナーゼIおよびドミナントネガティブ型Ca2+/カルモジュリン依存性キナーゼIVはビククリンと4-アミノピリジンによるTORC1の活性化を阻害した．

6．Ca2+/カルモジュリン依存性キナーゼはSIK2をリン酸化し分解を促進する

　低酸素低グルコース負荷ののちのSIK2タンパク質の低下はプロテアソーム阻害剤であるラクタシスチンにより抑制されるためユビキチン-プロテアソーム系を介したSIK2の分解であることが示された10)．Ca2+/カルモジュリン依存性キナーゼIおよびCa2+/カルモジュリン依存性キナーゼIVはSIK2タンパク質を減少させるが，新たにCa2+/カルモジュリン依存性キナーゼモチーフとしてSIK2のThr484がCa2+/カルモジュリン依存性キナーゼIおよびCa2+/カルモジュリン依存性キナーゼIVによりリン酸化されてSIK2を負に制御することが示された．このThr484は線虫から哺乳類にいたるまで保存されており非常に重要な部位であることが示唆された．

7．SIK2ノックアウトマウスにおけるニューロン保護効果

　これまでに述べた結果より，SIK2はCREB-TORC1経路を介して神経保護効果を制御していることが示されたが，さらにin vivoにおけるSIK2の重要性を調べるためSIK2ノックアウトマウスを作製した．まず，SIK2ノックアウトマウスおよび野生型マウスより初代大脳皮質ニューロン培養を行い検討した．SIK2ノックアウトマウスは野生型マウスに比べて，低酸素低グルコース負荷ののちのCREの転写活性の上昇，TORC1の活性化の上昇，ならびに，低酸素低グルコース負荷ののちのニューロン死の軽減，下流のPGC-1α，BDNF，TrkBなどの発現の有意な上昇を認めた．
8．SIK2ノックアウトマウスにおける中大脳動脈閉塞モデルでは梗塞サイズが縮小する

　SIK2のin vivoにおける神経保護効果への影響を検討するため，SIK2ノックアウトマウスおよび野生型マウスにおいて60分間の一過性中大脳動脈閉塞モデルを作製した．SIK2ノックアウトマウスにおいては虚血ののちのTORC1のSer167リン酸化レベルが野生型マウスに比べて有意に減少し，梗塞サイズも有意に小さかった．また，SIK2ノックアウトマウスは野生型マウスに比べて大脳皮質ペナンブナ領域におけるPGC-1αおよびBDNFの発現の有意な上昇，ならびに，TNFαの発現の有意な低下を認めた．

おわりに

　ニューロンにおいて従来まで報告されていたCREBのSer133リン酸化の重要性にくわえて，SIK2によるTORC1-CREB経路の制御の重要性も示された（図1）．今回，筆者らが明らかにしたCa2+/カルモジュリン依存性キナーゼIおよびCa2+/カルモジュリン依存性キナーゼIV→SIK2の分解→TORC1の活性化という経路は，脳虚血の内因性保護シグナル，あるいは，シナプスのNMDA型グルタミン酸受容体（おもにNR2AサブユニットをもつNMDA型グルタミン酸受容体）を介した神経保護シグナルに関与していた（図2）．とくに，Ca2+/カルモジュリン依存性キナーゼIVはCREBのSer133リン酸化の促進，TORC1の活性化，CBPのSer301リン酸化などを介して11)，CREBを介した遺伝子発現を制御する．

　今回の研究により，Ca2+はSIK2のThr484リン酸化を介し，一方で，cAMPはSIK2のSer587リン酸化を介し，SIK2を負に制御しているが10)，その両方の制御がCREBのSer133リン酸化をともなうことは，転写の開始に必要であることにくわえて，CREBの活性化の指標としてSer133リン酸化が検討されてきた理由ともいえるかもしれない．

　SIK2はCa2+/カルモジュリン依存性キナーゼIおよびCa2+/カルモジュリン依存性キナーゼIVにより分解されCREBの転写をおもに遅い時期になってから制御するが，SCOPはカルパインにより分解されCREBの転写を制御することが報告されている12)．ICERを含めた多様なCREB抑制機構の存在は中枢神経系におけるCREBの活性化の重要性を示唆している．今後，SIK2およびTORC1による制御機構をさらに明らかにし，また，それらを標的とした創薬の開発は記憶，脳虚血あるいは認知症を含めた幅広い神経変性疾患に対して有用である可能性をひめている．
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〈図説明〉

図1　SIK2によるTORC1-CREB経路の制御
図2　TORC1-CREB経路を介した神経保護シグナル
