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〈要 約〉

　筆者らは，アポトーシスを誘導するキナーゼであるMst1に，オートファジーを阻害してタンパク質の品質管理システム機構を負に制御する機能があることを見い出した．ストレスにより活性化されたMst1は心筋細胞においてオートファゴソームの形成を抑制し，p62の集積とアグリソームの蓄積を促進した．Mst1はBeclin1のBH3ドメインにあるThrをリン酸化し，Beclin1とBcl-2あるいはBcl-xLとの結合を強化してBeclin1ホモ二量体を安定化させた．その結果，Vps34複合体IのPI3キナーゼ活性が抑制されオートファゴソームの形成が阻害された．さらに，Mst1がBeclin1とBcl-2あるいはBcl-xLとの結合を促進することにより，アポトーシス促進タンパク質であるBaxのBcl-2あるいはBcl-xLからの解離が促進されアポトーシスが誘導された．心筋梗塞や拡張型心筋症における不全な心筋においてはMst1の活性が上昇し，オートファジーが抑制されアグリソームの蓄積が顕著であった．これらの結果は，Mst1がBeclin1をリン酸化してBeclin1，Bcl-2あるいはBcl-xL，Baxとの結合能を制御することにより，オートファジーとアポトーシスとを協調的に制御していることを示唆した．

はじめに

　オートファジーは変性したタンパク質や障害をうけたオルガネラを除去して細胞における恒常性を維持する役割を担っている．Atg5遺伝子の欠損によりオートファジーの抑制されたマウスの心筋ではタンパク質の凝集が蓄積して心臓の機能が低下することから，オートファジーは心臓の機能の維持に欠かせないことが示唆されている1)．また，ストレスにより活性化するオートファジーは心筋に対し保護的に作用することが一般的であるが2)，その一方で，虚血後の再灌流のときのようにオートファジーが過剰に活性化すると心筋細胞はダメージをうける3)．このように，オートファジーが生理的なレベルより抑制されること，あるいは，過剰に活性化することは，心筋細胞にとり有害である．しかし，オートファジーを最適なレベルに保つ分子機序については，いまだ解明されていない．

　オートファジーの進展に重要な役割を担うタンパク質であるBeclin1は，クラスIIIのPI3キナーゼであるVps34と結合して2つの異なる複合体を形成する4)．そのうち，Beclin1，Vps34，Atg14Lから構成されるVps34複合体Iは初期のオートファゴソームの形成に関与している．また，Bcl-2ファミリータンパク質であるBcl-2あるいはBcl-xLはBeclin1と結合してBeclin1-Vps34複合体の形成を阻害する5)．しかし，Beclin1とBcl-2あるいはBcl-xLとの相互作用がどのような機序によりBeclin1のはたらきを抑制しているのかについては不明である．

　Hippoシグナル伝達経路の主要な制御タンパク質であるセリン/スレオニンキナーゼMst1は，心筋細胞にアポトーシスが誘導されたときもっとも活性化しているキナーゼのひとつである6,7)．筆者らは，これまでに，心筋においてMst1を恒常的に活性化させると拡張型心筋症が発症することや，内在性のMst1を阻害するとストレスにより誘導される心筋細胞のアポトーシスが抑制されることを見い出してきた6,8)．さらに，この研究において，心筋においてMst1を恒常的に活性化させると，心筋細胞においてアグリソームやオートファジーの代表的な基質であるp62が著明に蓄積することも見い出した．

　筆者らは，以上の背景より，Mst1が活性化するとオートファジーを抑制して心筋細胞に悪影響を及ぼし，心不全の発症を促すのではないかと考えた．

1．Mst1はオートファジーを阻害して心臓の機能を低下させる

　筆者らは以前に，Mst1には心筋梗塞ののち左室の機能不全を進行させる作用のあることを報告した8)．心不全を起こした心筋にはしばしばアグリソームの蓄積を認めるが，陳旧性心筋梗塞モデルにおける梗塞境界領域の心筋細胞にもアグリソームが著明に蓄積していた．一方，Mst1ノックアウトマウスおよび心筋に特異的にドミナントネガティブ型のMst1を過剰に発現させたトランスジェニックマウスでは，心筋梗塞ののちの心筋では，野生型マウスの心筋梗塞ののちの心筋と比べアグリソームの蓄積が著しく減少していた．また，野生型マウスの心筋梗塞ののちの心筋では，偽手術を行った心筋と比較してオートファゴソームの数が増加していたが，Mst1ノックアウトマウスの心筋梗塞ののちの心筋では，野生型マウスの心筋梗塞ののちの心筋と比較してオートファゴソームの数はさらに増加していた．これらの結果と，心筋細胞に蓄積していたアグリソームにp62が共局在していたことを考えあわせると，Mst1がオートファジーを抑制するために心筋梗塞ののちの心筋においてアグリソームが蓄積してしまうのではないかと考えた．この仮説を検証するため，Mst1ノックアウトマウスとBeclin1ヘテロノックアウトマウスとを交配させオートファジーを阻害したところ，心筋におけるアグリソームの蓄積が増加した．また，Mst1ノックアウトマウスでみられた心筋梗塞ののちの左室のリモデリングや左室の収縮能および生存率の改善の効果は，Mst1ノックアウトマウスとBeclin1ヘテロノックアウトマウスとを交配したマウスでは認められなかった．以上より，Mst1の阻害により心筋梗塞ののちに心臓の機能が改善する機序には，オートファジーの制御が関与していることが示唆された．

2．Mst1はオートファジーを抑制し細胞における変性タンパク質の蓄積を促進する

　Mst1の活性化がアグリソームの形成に関与しているかどうかにつき検証した．Mst1を心筋に特異的に過剰に発現させたトランスジェニックマウスの心筋では，ポリユビキチン化タンパク質やp62が共局在するアグリソームの蓄積が増加していた．また，培養心筋細胞においてMst1はオートファジーによる長寿命タンパク質の分解を抑制した．さらに，Mst1の心筋に特異的な過剰発現トランスジェニックマウスの心筋では心筋細胞におけるオートファゴソームの数が減少していたのに対し，Mst1ノックアウトマウスではオートファゴソームの数は増加していた．以上の結果から，Mst1にはオートファジーを抑制し変性タンパク質の蓄積を促進する作用のあることが示された．オートファゴソームの蛍光のマーカーであるmRFP-GFP-LC3をアデノウイルスを用いて発現させた培養心筋細胞において，Mst1はオートリソソームの数を減少させることが確認されたことから，Mst1はオートファジーフラックスを抑制することが示唆された．

3．Mst1はVps34複合体Iの活性を直接に阻害する

　Mst1によるオートファジーの制御機序につき検討した．Mst1がさまざまなオートファジー制御タンパク質と相互作用をするかどうかを免疫沈降法により検討したところ，Mst1はBeclin1と強い結合を示した．また，Mst1はBeclin1とVps34との結合，Beclin1とAtg14Lとの結合をいずれも抑制し，Vps34複合体Iのキナーゼ活性を抑制した．さらに，Mst1はBcl-2あるいはBcl-xLとBeclin1との結合を促進することも見い出した．Beclin1のBH3ドメインを模倣したABT-737は，Mst1のオートファジーの抑制作用を阻害し，Mst1によるBcl-2とBeclin1との結合の増強効果を抑制した．以上より，Mst1はBeclin1のBH3ドメインとBcl-2あるいはBcl-xLとの結合能を増強させることにより，オートファジーを抑制していることが示唆された．さらに，Mst1はBeclin1ホモ二量体の形成を促進し，Beclin1およびAtg14Lが構成するVps34複合体Iの形成を阻害していることも見い出した．

4．Mst1はBeclin1のBH3ドメインにあるThrをリン酸化しBeclin1のホモ二量体化を促進する

　in vitroキナーゼアッセイにより，Mst1がBeclin1をリン酸化することが見い出された．興味深いことに，Mst1によるBeclin1のリン酸化の部位は，Bcl-2あるいはBcl-xLとの結合部位と想定されるBH3ドメインにあるThr108であることが質量分析法により判明した．実際に，内在性のMst1がBeclin1をリン酸化していることは，Thr108に特異的なリン酸化抗体を用いて確認された．また，この抗体を用いて，Mst1は小胞体に局在するBeclin1をリン酸化していることも見い出した．さらに，Mst1がBeclin1をリン酸化すると，Beclin1とBcl-2あるいはBcl-xLとの結合が強化されることも見い出した．このことは，Mst1によるリン酸化を模倣したBeclin1変異体がBcl-2あるいはBcl-xLと恒常的に強く結合すること，Mst1によりリン酸化されないBeclin1変異体ではBcl-2あるいはBcl-xLとの結合が抑制されることから確認された．Beclin1はDAPKによってもリン酸化されるが，Mst1とは逆に，DAPKはBeclin1とBcl-2あるいはBcl-xLとの解離を促進してオートファジーを誘導する．同様に，JNK1によるBcl-2あるいはBcl-xLのリン酸化もBeclin1とBcl-2あるいはBcl-xLとの解離を促進する．これらDAPKまたはJNK1によるリン酸化を介したオートファジーの活性化には，基底状態においてBeclin1とBcl-2あるいはBcl-xLとが結合している必要がある．Beclin1とBcl-2あるいはBcl-xLの結合を促進する役割を担うMst1は，Beclin1を介したオートファジーの制御に欠かせない生理的なキナーゼであると考えられた．

　Mst1によるBeclin1のリン酸化がBeclin1とBcl-2あるいはBcl-xLの結合を促進する分子機構を構造生物学的な観点から検討した．Beclin1-Bcl-xL複合体の結晶構造解析によると9)，Beclin1のThr108はBH3ドメインのN末端側に位置しており，Bcl-xLの形成する疎水性の溝の入口に位置するα3ヘリックスと結合する．変異タンパク質を用いたプルダウンアッセイにより，Thr108がリン酸化されて陰電荷をもつようになったBeclin1のBH3ドメインのN末端側は，Bcl-2のα3ヘリックスにある塩基性アミノ酸His117との結合が強固になり，Beclin1とBcl-xLとの結合が増強されることを見い出した．

　Beclin1ホモ二量体の形成はコイルドコイルドメインを介して起こる．Beclin1ホモ二量体のコイルドコイルドメインにおける結合構造は不安定であるため，コイルドコイルドメインにおける結合構造の安定しているBeclin1-Atg14Lヘテロ二量体に遷移しやすい10)．Bcl-2はBH3ドメインだけではなく，コイルドコイルドメインにおいてもBeclin1と結合すること，Beclin1のBH3ドメインとBcl-2との結合能はMst1によるリン酸化により増強されるが，Beclin1のコイルドコイルドメインはBcl-2のBH4ドメインと結合し，その結合能はMst1によるリン酸化の影響をうけないことを見い出した．このことは，Bcl-2にはMst1に依存して2つのBeclin1をつなぎとめ，Beclin1ホモ二量体を安定化させるはたらきのあることを示した．Mst1を抑制するとBeclin1とAtg14Lとの結合は強くなることから，Mst1によるBeclin1のリン酸化はBeclin1ホモ二量体を安定化させる一方で，Beclin1からのAtg14Lの解離を促進し，その結果，Vps34複合体Iの形成およびその活性化を阻害していると考えられた（図1）．

5．Mst1によりリン酸化されたBeclin1はオートファジーを抑制しアポトーシスを促進する

　Mst1によるBeclin1のリン酸化がオートファジーに対し及ぼす影響について検討した．Mst1によるリン酸化を模倣したBeclin1変異体を導入した心筋細胞では，Mst1の有無にかかわらずVps34複合体Iのキナーゼ活性およびオートファジーが著明に抑制された一方，Mst1によりリン酸化されないBeclin1変異体を導入した心筋細胞では，Mst1によるVps34複合体Iのキナーゼ活性の抑制は認められず，Mst1を過剰に発現させてもオートファジーの抑制はみられなかった．これらの結果より，Mst1によるBeclin1のリン酸化はオートファジーの抑制に重要なはたらきをもつことが示唆された．Mst1を心筋細胞に過剰に発現させると，Beclin1とBcl-2との結合を促進するだけでなく，Bcl-2とアポトーシス促進タンパク質であるBaxとの結合能が低下し，Baxは活性化した．Mst1によるリン酸化を模倣したBeclin1変異体を心筋細胞に導入すると，Mst1の有無にかかわらず心筋細胞のアポトーシスが促進される一方，Mst1によりリン酸化されないBeclin変異体を心筋細胞に導入すると，Mst1により誘導されるアポトーシスは抑制された．このように，Mst1により促進されるBeclin1とBcl-2との結合の増強作用は，心筋細胞においてオートファジーを抑制するだけでなく，Bcl-2からのBaxの解離および活性化を促進することにより，アポトーシスを促進するはたらきのあることが示唆された（図2）．

6．心不全を起こした心筋においてBeclin1はMst1によりリン酸化されている

　6週間が経過した心筋梗塞モデルマウスの心筋においてThr108のリン酸化されたBeclin1が増加していたが，Mst1ノックアウトマウスの心筋においては増加していなかったことから，心筋梗塞ののちの心筋において，内在性のMst1はBeclin1をリン酸化していることが示唆された．

　末期の拡張型心筋症のため心臓の移植をうけた患者の心筋において，Mst1の活性およびThr108のリン酸化されたBeclin1の量は，正常な心筋と比較して有意に増加していた．また，心不全を起こした心筋では正常な心筋と比較してオートファジーが抑制されており，p62が共局在するアグリソームもより多く集積していた．このように，Mst1とBeclin1との相互作用がもたらすオートファジーの抑制と変性タンパク質の集積は，心不全を起こした心筋においても生じていた．

おわりに

　今回，筆者らは，Mst1がBeclin1のリン酸化を介しBeclin1とBcl-2あるいはBcl-xLとの結合の強化を促進することによりVps34複合体Iの活性を抑制し，オートファジーを直接的に抑制していることを明らかにした．また，Mst1はオートファジーの抑制を介し慢性心筋梗塞を起こした心筋細胞におけるアグリソームの蓄積を促進し，心臓の機能不全を起こしていることも明らかにした．さらに，ヒトの末期拡張型心筋症の心筋においてもMst1の活性化，Beclin1のリン酸化，オートファジーの抑制，アグリソームの蓄積の増加が認められたことから，Mst1によるオートファジーの活性抑制が心不全の発症および病状の進展に関与していることが示唆された．また，Mst1によるBeclin1とBcl-2あるいはBcl-xLとの結合の強化作用は，オートファジーを抑制するだけでなく，アポトーシス促進タンパク質であるBaxのBcl-2あるいはBcl-xLからの解離によりアポトーシスを促進していることも見い出した．つまり，Mst1は心不全を起こした心臓において，オートファジーの抑制により変性タンパク質や障害をうけたオルガネラの集積を増加させる一方で，アポトーシスも促進して心臓の収縮能を低下させていると考えられた．以上より，Mst1は心不全の重要な治療標的になりうることが考えられた．
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〈図説明〉
図1　Mst1によるBeclin1のリン酸化を介したオートファジーの制御

Mst1はBeclin1のBH3ドメインにあるThr108をリン酸化し，Beclin1とBcl-2あるいはBcl-xLとの相互作用を強化する．Beclin1とBcl-2あるいはBcl-xLとの結合が強化されるとBeclin1ホモ二量体は安定化し，Vps34複合体Iの形成が阻害されてこの複合体のもつPI3キナーゼ活性が低下し，オートファゴソームの形成が阻害される．この結果，心筋細胞におけるオートファジーによるタンパク質の品質管理機構が維持できなくなり，心臓の機能不全が促進される．

P：リン酸化．
図2　Mst1によるBeclin1のリン酸化はアポトーシスも制御している

Mst1がBeclin1をリン酸化すると，Beclin1とBcl-2あるいはBcl-xLとの結合が強化される．このとき，Bcl-2あるいはBcl-xLと結合しているアポトーシス促進タンパク質Baxの解離が促進され，アポトーシスが誘導される．
P：リン酸化．
