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〈要 約〉

　炎症反応は病原体や環境からの障害に対する防御のため特異的な転写を誘導する転写因子およびクロマチンの共役的な活性化を必要とする．筆者らは，炎症性シグナルの伝達経路およびクロマチンの活性化の機構を同定することにより，キナーゼの活性化とヒストンの主要なリン酸化部位がいかに特異的な遺伝子発現の活性化に結びつくかを解明しようとした．主要な刺激に依存的なヒストンの修飾としてヒストンH3のSer28のリン酸化が同定され，マウスのマクロファージにおいてリポ多糖の刺激により転写の誘導される遺伝子の領域においてこの修飾が増加した．薬理学的および遺伝学的なアプローチにより，ヒストンH3のSer28をリン酸化する主要なキナーゼとしてMSKが同定された．さらに，in vitro転写実験系により，ヒストンH3のリン酸化したSer28はヒストンアセチル化酵素p300/CBPと直接に結合し転写を促進することが実証された．また，MSKはヒストンをリン酸化するだけでなく転写因子もリン酸化することにより，特異的な遺伝子発現の活性化をさらに促進した．新たに開発されたMSKに対する阻害剤は，刺激により誘導される遺伝子の転写を減少させた．これらの結果から，MSKは上流におけるシグナルの入力を下流の転写の制御機構へと結びつけることにより誘導性の転写を制御することが示唆された．

はじめに

　病原体を認識する免疫細胞は迅速かつ選択的な遺伝子発現を介してわれわれを病原体や外界からのストレスから守っている．この刺激に依存的な遺伝子発現においては，シグナル応答性の転写因子の活性化やクロマチンの特性の変化が非常に重要である．また，クロマチンの特性が遺伝子発現に影響をおよぼすことも明らかにされている．つまり，炎症性シグナルの伝達経路の活性化は，その下流に位置する転写因子の活性化だけでなく，クロマチンの特性をも制御する可能性がある．一般に，外界からのシグナルにより転写が制御される場合には，キナーゼを介して核において転写因子がリン酸化されると考えられているが，とくに迅速な転写制御が必要な場合には，キナーゼがクロマチンに直接的に作用することが報告されている1)．MSK1およびMSK2はERKシグナル伝達経路においてp38により活性化されヒストンH3をリン酸化することが知られている2)．近年，MSK1およびMSK2によるヒストンH3のSer10およびSer28のリン酸化が線維芽細胞においてストレス応答の際の最初期遺伝子の転写に結びつくと報告されたが3)，その機構に関しては不明な点が多い．

　ヒストンH3のSer10およびSer28はAla-Arg-Lys-Serという同じアミノ酸配列に含まれる．このアミノ酸配列には，Lys9およびLys27という遺伝子発現において非常に重要な残基も含まれる．同じアミノ酸配列に含まれるSer10とSer28が，同じ機能をもつかどうかはわかっていない．そこで，筆者らは，マクロファージの系を用い，リン酸化の経路の特定，機能，遺伝子発現の機構について調べた．

1．刺激により発現の誘導される遺伝子領域に結合したヒストンH3のSer28は刺激ののちすみやかにリン酸化される

　外界からの刺激に応答する初期遺伝子の発現の制御にヒストンのリン酸化が関与すると予想し，マウスの骨髄に由来するマクロファージの初代細胞をリポ多糖により刺激する実験系を構築し，ヒストンの修飾を質量分析法およびウェスタンブロット法により解析した．ヒストンH3のSer10のリン酸化は刺激ののちゆるやかに上昇したのに対し，Ser28のリン酸化は刺激ののち30分で劇的に上昇した．ChIP-seq法により，リポ多糖により発現の誘導される遺伝子の転写開始領域に結合したヒストンにおいてのみ，ヒストンH3のSer28のリン酸化が確認された．それとは異なり，恒常的に発現している遺伝子領域に結合したヒストンH3において修飾は検出されなかった．さらに，リポ多糖に応答性の遺伝子発現とヒストンH3のSer28のリン酸化との関連を調べるため，ChIP-seq法により得られた，ヒストンH3のSer28のリン酸化のシグナルが検出されたゲノムの領域において，リポ多糖に応答性の転写因子の結合配列の存在について調べた．その結果，Ser28のリン酸化されたヒストンH3の結合したゲノムの領域には，NF-κBやCREBなど外界からの刺激に応答性の転写因子の結合配列が見い出された．

2．MSKはヒストンH3のSer28だけでなく転写因子もリン酸化し共役して誘導性の遺伝子発現を制御する

　ヒストンH3のSer28をリン酸化するキナーゼを同定するため，siRNAノックダウン法および低分子阻害剤を用いた．いくつかのキナーゼがヒストンH3のSer28をリン酸化すると報告されていたが4)，MSK1およびMSK2がおもにヒストンH3のSer28をリン酸化していることがわかった．MSKの阻害剤として知られていたSB747651AはほかのAGCファミリーキナーゼも阻害するため，MSKのC末端側の領域を標的として新しい阻害剤を開発した．新規の低分子阻害剤RMM-64はMSK1およびMSK2の活性を特異的に阻害し，マウスのマクロファージにおいて1.0μM以下の濃度でリポ多糖により誘導されるヒストンH3のSer28のリン酸化を阻害した．

　Ser28のリン酸化されたヒストンH3が結合したゲノムの領域には外界からの刺激に応答性の転写因子の結合配列が多く存在したことから，MSK1あるいはMSK2による転写因子の活性化を予想し，in vivoおよびin vitroの実験系においてこれが確認された．つまり，MSKは転写因子およびヒストンの両方のリン酸化に関与する可能性が高まった．そこで，クロマチンを鋳型としリポ多糖の刺激によりMSKによりリン酸化される転写因子NF-κBを用いたin vitro転写実験系を構築した．MSK1の添加により転写は飛躍的に増加し，Ser28に変異を導入したヒストンH3の使用により転写は半減した．つまり，MSKは下流のヒストンH3のSer28のリン酸化を介したクロマチンの活性化，および，転写因子の活性化をつうじ転写を総合的に活性化する可能性の高いことがわかった．

3．ヒストンH3のSer28のリン酸化はヒストンアセチル化酵素p300/CBPの活性を促進させ遺伝子発現を活性化する

　ヒストンH3のSer10のリン酸化と転写の活性化の機構についてはよく調べられており，ヒストンアセチル化酵素であるGCN5がヒストンH3のリン酸化されたSer10を認識してクロマチンにリクルートされ，Ser10に隣接するLys9およびLys14をアセチル化することにより転写が促進される5,6)．ヒストンH3のSer28もSer10と同様にAla-Arg-Lys-Serという同じアミノ酸配列に含まれることより，転写制御において同様の機能をもつ可能性が考えられた．ヒストンH3のSer28に隣接するLys27はヒストンアセチル化酵素であるp300/CBPによりおもにアセチル化されること，また，p300/CBPを用いたin vitro実験系においてSer28のリン酸化に依存的な転写の促進が観察されたことより，MSKによるヒストンH3のSer28のリン酸化とp300/CBPによるヒストンH3のLys27のアセチル化とのクロストークが予想された．ChIP-seq法によりLys27のアセチル化されたヒストンH3の結合したゲノムの領域を解析したところ，リポ多糖に誘導性の新規あるいは促進されたヒストンH3のLys27のアセチル化のシグナルの88.4％が，ヒストンH3のSer28のリン酸化のシグナルと一致した．そして，このヒストンH3のLys27のアセチル化のシグナルはMSKの新規の低分子阻害剤であるRMM-64により抑制された．さらに，生化学的な実験により，p300はヒストンH3のリン酸化されたSer28と直接的に結合し，GCN5はヒストンH3のリン酸化されたSer10とは結合するがリン酸化されたSer28とは結合しないことが示された．つまり，ヒストンH3のSer10とSer28は同じアミノ酸配列に含まれるが，その結合タンパク質は異なることが示唆された．また，p300はPHDドメインおよびBromoドメインを介してヒストンH3のリン酸化されたSer28と結合し，構造解析からもすでに明らかなように，p300のHATドメインはPHDドメインおよびBromoドメインとコア構造をとることにより，ヒストンにより安定に存在しアセチル化を触媒する可能性の高いことがわかった．

4．MSKの低分子阻害剤はマクロファージにおいて誘導性の遺伝子発現を阻害する
　生化学的な解析の結果により，MSK1およびMSK2はヒストンH3および転写因子をリン酸化することにより外界からのシグナルに対応した遺伝子発現に結びつけていることが示唆された．そこで，MSKの新規の低分子阻害剤であるRMM-64がリポ多糖に誘導性の遺伝子発現に影響をおよぼすかどうか調べた．その結果，RMM-64は遺伝子の発現を30％以下に抑制し，リポ多糖の刺激によりマクロファージから分泌されるインターロイキン6やCCL5など炎症性タンパク質の分泌も抑制した．

おわりに

　以前から，ヒストンのリン酸化は遺伝子発現に関与することが知られていたが，今回の結果により，ヒストンのリン酸化の直接的な機能が明らかにされ，また，ヒストンH3のSer10およびSer28は同じアミノ酸配列に含まれるがそのリン酸化は異なる機能をもつことが明らかにされた（図1）．最近の研究より，ヒストンH3のアセチル化およびリン酸化はクロマチンの特性を変えることによりDNAとの結合を弱め，ヒストンの修飾をターゲットとする“リーダー”の結合を促進することが示唆されている．今回の結果は，この可能性を支持するものであった．ヒストンH3のSer28のリン酸化はヒストンアセチル化酵素p300/CBPの結合と安定を高めアセチル化を促進することにより，クロマチンの特性を変化させ転写因子のリクルートを促進して転写を活性化するのではないかと考えられた．

　MSK1およびMSK2は誘導性の遺伝子発現を特異的に制御するという機能を考慮すると，誘導性の遺伝子発現の制御の不全により起こるがんなどの疾患の分子標的になる可能性がある．現在，ヒストンの修飾を標的とした低分子阻害剤の開発により，ヒストンの修飾の“リーダー”との結合を阻害し遺伝子発現を特異的に阻害することが期待されている7)．しかし，正常な細胞においても影響がみられるなど課題は多い．MSK1およびMSK2は外界の刺激に対応する転写因子およびクロマチンの両方を標的としている点から，このキナーゼの活性化を阻害するような阻害剤を開発できれば，正常な細胞への影響がより少なく誘導性の遺伝子発現だけを選択的に阻害することができるのではないかと考えている．
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〈図説明〉

図1　MSKによるヒストンH3のSer10およびSer28のリン酸化とその機能
P：リン酸化，Ac：アセチル化．
