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〈要 約〉

　MDM2はがん抑制タンパク質p53と結合してその転写活性化能を直接的に抑制することにくわえ，p53をユビキチン化してプロテアソームによる分解にみちびく．p53とMDM2との結合の阻害剤はp53を活性化してがんを抑制するが，臨床への応用においては正常な細胞におけるp53の活性化によりひき起こされる毒性が課題になる．筆者らは，新規に決定された結晶構造にもとづき，MDM2のもつRINGフィンガーモチーフの立体構造は変化させずに，ユビキチン結合酵素-ユビキチン複合体との結合のみが起こらないようにしたMDM2の変異体を設計した．このMDM2変異体はユビキチンリガーゼ活性を欠失するが，非ストレス下においてp53の転写活性化能を抑制するため細胞増殖は阻害しない．このMDM2変異体を発現させた細胞においてはp53が分解されずに安定して発現するため，野生型のMDM2を発現する細胞よりも迅速にストレスに対して細胞増殖を停止させることができる．MDM2のもつユビキチンリガーゼ活性のみを標的とすることにより，がん細胞において特異的にp53を活性化させる新規の治療薬の開発につながることが期待される．

はじめに

　がん抑制タンパク質p53は種々のストレスに応答して発現し，細胞増殖の停止およびストレスが持続する場合にはアポトーシスをひき起こす1)．p53のもつこれらの活性は悪性腫瘍の進行をさまたげるのに有効であるが，非ストレス下においてその活性が制御されなければ不必要な細胞死などがひき起こされる．このp53の活性を制御するのに重要な役割を担うのがMDM2である．事実，マウスにおけるMDM2の欠損は制御不能になったp53の活性化に起因する早期の胚致死をもたらす2,3)．

　MDM2はN末端側のp53結合ドメインとC末端側のRINGフィンガードメインから構成される．正常なストレスをうけていない細胞においてMDM2はおもに核に局在し，p53結合ドメインを介してp53と結合することによりその転写活性化能を直接的に抑制する4)（図1a）．さらに，p53と結合したMDM2はRINGフィンガードメインを介してユビキチン結合酵素-ユビキチン複合体と結合し，結合したp53をユビキチン化してプロテアソームによる分解の標的とする5)（図1a）．これにより，MDM2は細胞におけるp53の量の制御にも関与する．

　DNAの損傷などのストレス下においては，MDM2の不活性化を介してp53の安定化および転写活性化能の亢進が起こり，細胞増殖の停止およびアポトーシスがひき起こされる1)．p53遺伝子に変異をもたないがん細胞の場合，MDM2の阻害薬の投与によりMDM2を不活性化することでp53の活性化が促進され抗がん作用が発揮されると考えられる．すでにMDM2のp53結合ドメインを標的とするいくつかの薬剤が開発されており，p53の安定化および転写活性化能の亢進における標的への特異性にすぐれることが確認されている6)（図1b）．しかし，これらの薬剤は正常な細胞においてもp53の転写活性化能を亢進してしまうため（図1b），それにともなう副作用，たとえば，血小板や好中球の減少症によりその有効性および有用性は制限される6)．筆者らは，この問題を解決するため，RINGフィンガードメインにおけるユビキチン結合酵素-ユビキチン複合体との結合を阻害することを考えた．これにより，p53はユビキチン化されなくなるため分解されないが，非ストレス下におけるMDM2によるp53の転写活性化能の抑制には影響しないため，正常な細胞における毒性は低減される（図1c）．ストレスに対してはp53のリン酸化などによりp53とMDM2との結合が解離するため7)，すでに細胞に蓄積したp53により即座に細胞増殖の停止やアポトーシスがひき起こされる．

　すでにMDM2のRINGフィンガードメインを標的とした多く研究がなされているが，十分な成果は得られていない．その理由として，RINGフィンガードメインはユビキチン結合酵素-ユビキチン複合体との結合のほかにも，二量化やほかのタンパク質との結合に重要な役割をはたすことが知られており8)，とくに，MDM2は二量体を形成してはたらくことから9)，RINGフィンガーモチーフの立体構造の異常が二量体の形成を阻害して本来のp53の抑制の機能を発揮できない可能性がある．事実，RINGフィンガーモチーフの構造に異常をもつMDM2の変異体を発現するマウスはp53の活性を抑制することができず，MDM2の欠損と同様に，早期の胚致死がもたらされた10)．

　筆者らは，MDM2の新規の結晶構造にもとづき，RINGフィンガーモチーフの立体構造を変化させずにユビキチン結合酵素-ユビキチン複合体との結合のみをさまたげるMDM2の変異体を設計した．

1．ユビキチンリガーゼ活性のみを欠失したMDM2変異体はp53をユビキチン化しない

　MDM2の新規の結晶構造（PDB ID：5MNJ）にもとづき，MDM2とユビキチン結合酵素-ユビキチン複合体との結合に重要な部位を推定した．MDM2のRINGフィンガーモチーフに存在するIle440はユビキチン結合酵素-ユビキチン複合体との疎水結合に重要であり，Arg479はユビキチン結合酵素-ユビキチン複合体との親水性の結合に重要であると推定された．そして，Ile440あるいはArg479を置換することにより，MDM2はユビキチン結合酵素-ユビキチン複合体と結合しなくなることが表面プラズモン共鳴法により確認された．また，これらのMDM2変異体を細胞に発現させるとp53のユビキチン化が起こらなくなり，その結果として，p53は分解されず安定して発現した．さらに，生化学的な手法による試験や細胞を用いた試験により，これらのMDM2変異体はp53との結合や二量体の形成などには影響がなく，ユビキチンリガーゼ活性のみが欠失した変異体であることが確かめられた．

2．ユビキチンリガーゼ活性のみを欠失したMDM2変異体はp53の転写活性化能を抑制する

　内因性のp53をドキシサイクリンの添加に依存してノックダウンすることが可能で，かつ，内因性のMDM2をノックアウトした細胞を作製し，そこにMDM2変異体を発現させる系を構築した．p53を条件的にノックダウンできるようにした理由は，MDM2変異体を導入したときにp53に起因する細胞増殖の抑制やアポトーシスの起こる可能性があるので，それをふせぐためである．この系を用いて，ユビキチンリガーゼ活性のみを欠失したMDM2変異体を発現させたときの内因性のp53のもつ転写活性化能について調べた．非ストレス下においてこれらのMDM2変異体を発現させた細胞は，RINGフィンガーモチーフの立体構造に異常をもつMDM2変異体とは異なり，MDM2を欠損した細胞と比較して，p53を分解しないにもかかわらずp21遺伝子などp53の標的となる遺伝子の発現をmRNAレベルおよびタンパク質レベルで有意に抑制した．この抑制能は野生型のMDM2とほぼ同じであった．

3．ユビキチンリガーゼ活性のみを欠失したMDM2変異体はp21遺伝子のプロモーターに局在する

　MDM2によるp53の転写活性化能の抑制を説明する機序のひとつとして，MDM2がp53の標的となる遺伝子のプロモーターにおいてp53と結合しその転写活性化能を低下させるということがある5)．MDM2変異体がクロマチンにおいてp53と直接に結合するかどうかを明らかにするためクロマチン-免疫沈降法により解析した．その結果，p21遺伝子のプロモーターにおいてp53と結合したMDM2の割合は，RINGフィンガーモチーフの立体構造に異常をもつMDM2変異体の場合，野生型のMDM2と比較して有意に低かった．このことから，この変異体はp53の転写活性化能を抑制できないことが説明された．対照的に，ユビキチンリガーゼ活性のみを欠失したMDM2変異体の場合は野生型のMDM2と同じ程度の割合であった．このことから，この変異体が非ストレス下においてp53の転写活性化能を抑制することが示唆された．
4．ユビキチンリガーゼ活性のみを欠失したMDM2変異体の発現は非ストレス下において細胞増殖に影響をおよぼさない

　非ストレス下においてMDM2の変異体の発現が細胞増殖におよぼす影響について調べた．その結果，MDM2を欠損した細胞は，野生型のMDM2を発現させた細胞と比較して，p53の恒常的な活性化が起こったことにより細胞増殖が有意に抑制された．RINGフィンガーモチーフの立体構造に異常をもつMDM2変異体を発現させた細胞の場合も，野生型のMDM2を発現させた細胞と比較して有意に細胞増殖が抑制された．一方，ユビキチンリガーゼ活性のみを欠失したMDM2変異体を発現させた細胞は，野生型のMDM2を発現させた細胞と同じ程度の細胞増殖を示した．このことから，非ストレス下においてこの変異体を発現する細胞は，p53の量が多いにもかかわらず細胞増殖に影響のないことが示唆された．

5．E3ユビキチンリガーゼ活性のみを欠失したMDM2変異体を発現した細胞はストレスに対し迅速に応答する

　DNAの損傷などのストレスに対して，p53はN末端のリン酸化などを介してMDM2と解離する7)．これにより，細胞におけるp53の量の増加およびp53の活性化が起こり，細胞増殖の停止やアポトーシスがひき起こされる．この応答が迅速に起こらないと，DNAの損傷などをもつ細胞の増殖，つまり，悪性腫瘍の形成がみちびかれる．ユビキチンリガーゼ活性のみを欠失したMDM2変異体を発現させた細胞は，DNAの損傷などのストレスに対しどのように応答するのだろうか．この変異体を発現させた細胞においてはp53が分解されないため，野生型のMDM2を発現させた細胞と比べp53の量が有意に多いことから，p53とMDM2とを解離させるようなストレスに対し即座にp53の活性化が起こり迅速に細胞増殖を停止するのではないかと仮説をたてた．この仮説を検証するため，DNAの損傷をひき起こす薬剤やp53とMDM2とを物理的に解離させる薬剤を用いてその影響について調べた．その結果，野生型のMDM2を発現させた細胞は薬剤の処理ののちにp53の標的となる遺伝子の発現まである程度の時間を要した．これは，p53の応答にはタンパク質レベルでのp53の蓄積が必要であるため，この過程に時間がかかったことが考えられた．これとは対照的に，ユビキチンリガーゼ活性のみを欠失したMDM2変異体を発現させた細胞は薬剤の処理ののちp53の標的となる遺伝子の発現が即座に起こり，迅速に細胞増殖は停止した．これは，すでにp53は十分に存在しその蓄積の過程を必要としないためと考えられた．

おわりに

　野生型のMDM2はp53と直接に結合することによりその転写活性化能を抑制し，また，p53をユビキチン化することによりその分解に関与する．しかし，DNAの損傷などのストレス下において細胞増殖の停止やアポトーシスをひき起こすには，p53の量の増加，p53の標的となる遺伝子の発現といったステップが必要となる（図2）．一方，ユビキチン活性のみを欠失したMDM2変異体を発現した細胞は，p53が分解されないためその量はすでに十分にあり，ストレスに対し細胞増殖の停止などを迅速にひき起こす（図2）．非ストレス下においてはp53の転写活性化能を制御するため，p53とMDM2との結合の阻害した場合とは異なり，正常な細胞における毒性は大幅に軽減することが期待される．

　さらに，この研究の戦略は，ほかのRINGフィンガー型ユビキチンリガーゼにおいても，ユビキチンリガーゼに依存的あるいは非依存的な機能を理解するための応用が可能であると思われる．
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〈図説明〉

図1　非ストレス下におけるMDM2によるp53の抑制の機構

（a）MDM2はp53と直接に結合することによりその転写活性化能を抑制し，また，ユビキチン結合酵素-ユビキチン複合体と結合してp53をユビキチン化しプロテアソームによる分解の標的にすることによりその量を制御する．

（b）MDM2とp53との結合を阻害する薬剤は，p53をユビキチン化しないため細胞におけるp53の安定化に寄与するが，p53の転写活性化能を抑制できない．
（c）MDM2のRINGフィンガードメインにおけるユビキチン結合酵素-ユビキチン複合体との結合の阻害は，p53をユビキチン化しないため細胞におけるp53の安定化に寄与し，かつ，p53と結合する能力をもちその転写活性化能を抑制する．

図2　ユビキチンリガーゼ活性のみを欠失したMDM2変異体はストレスに対し細胞増殖の停止を迅速にひき起こす
野生型のMDM2を発現する細胞においては，ストレスに対しp53の量を増加させなければならない．一方，ユビキチンリガーゼ活性のみを欠失したMDM2変異体を発現する細胞においては，p53の量はすでに十分なため，ストレスに対し迅速に応答する．
