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〈要 約〉

　RNA結合タンパク質であるRegnase-1およびRoquinは，ともに炎症性サイトカインをはじめとした炎症に関連するタンパク質をコードするmRNAを分解し免疫系を制御する．しかしながら，これまで，Regnase-1とRoquinの関係性についてはわかっていなかった．この研究において，筆者らは，Regnase-1とRoquinは時空間的に異なる分子機構により共通のmRNAの分解を制御することを解明した．Regnase-1とRoquinは同じステムループ構造をもつmRNAを分解するが，Roquinはストレス顆粒などに局在し翻訳が不活性化した状態のmRNAを分解するのに対し，Regnase-1は粗面小胞体に多く存在しUPF1のヘリカーゼ活性に依存して翻訳が活性化した状態のmRNAを分解していた．Regnase-1とRoquinはそれぞれ炎症の早期と後期において機能するが，mRNAの分解において重複性をもっていた．したがって，Regnase-1とRoquinが共通したmRNAを異なる分子機構により分解することにより，炎症に関連するタンパク質の発現を厳密に制御していることが明らかにされた．
はじめに

　細菌やウイルスなどの病原体が体内に侵入すると，最初にマクロファージなど自然免疫を担当する細胞により認識される1)．マクロファージはToll様受容体を介したシグナル伝達により炎症性サイトカインを産生し炎症を惹起する．炎症は病原体の排除に重要な免疫反応であるが，過剰あるいは慢性化した炎症は敗血症性ショック，自己免疫疾患などさまざまな疾病の原因になる．そのため，生体において炎症は厳密に制御されており，その破綻は炎症性疾患の発症に関連すると考えられる．炎症性サイトカインは炎症の制御において中心的な役割をはたしており，病原体による免疫系への刺激に対する炎症性サイトカインの発現は，転写および転写後制御により厳密に制御されている．なかでも，mRNAの安定性や翻訳を制御する転写後制御は炎症性サイトカインの産生を制御する重要な過程のひとつであり，炎症など免疫応答の開始や終結の制御において重要である2,3)．これまで，筆者らは，RNA分解酵素Regnase-1（Zc3h12aあるいはMcpip1ともよばれる）が炎症性サイトカインをコードするmRNAを分解することにより，過剰な免疫応答を抑制する炎症性サイトカインの産生に対するブレーキ役を担うことを見い出した4,5)．また，Regnase-1はマクロファージなど自然免疫を担当する細胞だけでなく，獲得免疫を担当するT細胞においてもc-Rel，Icos，Ox40などをコードするmRNAを分解することによりT細胞の過剰な活性化を抑制していることを報告した6)．
　これに対し，RoquinはROQドメインを介しIcosやTnfなどをコードするmRNAの3’側非翻訳領域に存在するステムループ構造と結合し，脱アデニル化酵素複合体であるCCR4-NOT複合体をリクルートすることによりこれらを分解する．Roquinはマウスにおける突然変異誘発スクリーニングにより同定され，その変異マウスはIcosやTnfなどをコードするmRNAの過剰な産生により濾胞性T細胞が増加し自己免疫疾患を発症する7-9)．
　これまで，Regnase-1の標的となるmRNAの特異性や作用機構，および，Regnase-1とRoquinの制御機構の関係性についてはわかっていなかった．この研究において，筆者らは，2つの異なるRNA結合タンパク質Regnase-1とRoquinが時空間的に異なる分子機構により炎症性サイトカインをコードする共通のmRNAの分解を制御していることを解明した．
　なお，Regnase-1およびRoquinを含むRNA結合タンパク質と自然免疫については，竹内  理, 領域融合レビュー, 2, e013 (2013) も参照されたい．
1．Regnase-1とRoquinは共通のステムループ構造を認識する

　Regnase-1の標的となるmRNAの特異性を検証するため，Regnase-1と結合するmRNAをRNA免疫沈降-塩基配列決定法（RIP-seq法）により網羅的に同定するとともに，Regnase-1の結合領域をHITS-CLIP法により網羅的に同定した．その結果，Regnase-1は炎症にかかわるタンパク質をコードする多くのmRNAに対し，3’側非翻訳領域に存在するステムループ構造と結合することがわかった．くわえて，Regnase-1に結合するステムループ構造のループ部分はUAU/UGU配列をもっていた．興味深いことに，このステムループ構造は以前に報告されていたRoquinが認識するステムループ構造と類似していた10)．そこで，Regnase-1とRoquinの標的となるmRNAの配列が重複しているかどうかを検討するため，Roquinと結合するmRNAをRIP-seq法により網羅的に同定し，Regnase-1と結合するmRNAとRoquinと結合するmRNAの相関をGSEA法により統計的に解析した．その結果，Regnase-1と結合するmRNAとRoquinと結合するmRNAは統計的に有意に重複していることがわかった．さらに，標的となるステムループ構造をもつmRNAはRegnase-1によってもRoquinによっても分解が誘導されたことから，Regnase-1とRoquinは同じステムループ構造をもつmRNAを分解していることがわかった．つまり，これらの結果から，この特徴的なステムループ構造がRegnase-1とRoquinという2つの異なるタンパク質により共通して読みとられるシス配列であることが示唆された．
2．Regnase-1とRoquinは異なる空間においてmRNAを分解する

　同じステムループ構造を認識して共通のmRNAを標的とするRegnase-1とRoquinがどのような関係性をもって炎症に関連するタンパク質をコードするmRNAの分解を制御しているのか検討した．細胞における局在について検討したところ，RoquinはRNAの分解にかかわる酵素が豊富で多くのRNA結合タンパク質が存在することの知られるストレス顆粒やPボディに局在したのに対し，Regnase-1は粗面小胞体に多く存在しリボソームと共局在していた．さらに，Regnase-1は翻訳が活発なポリソーム画分に存在したのに対し，Roquinは翻訳が活発でない非ポリソーム画分に存在していた．このRegnase-1とRoquinの細胞における局在の違いから，機能する空間あるいは場，また，標的となるmRNAの翻訳の状態が異なることが示唆された．実際に，Regnase-1のノックダウンはポリソーム画分において標的となるmRNAを増加させ，Roquinのノックダウンは非ポリソーム画分において標的となるmRNAを増加させた．この結果から，Regnase-1は翻訳の活発なmRNAを分解し，Roquinは翻訳されていないmRNAを分解していることが示唆された．
3．Regnase-1は翻訳およびUPF1に依存的にmRNAを分解する

　Regnase-1によるmRNAの分解に翻訳が必要かどうかを検討した．タンパク質合成阻害剤にて処理することによりRegnase-1によるmRNAの分解は阻害され，また，Regnase-1は翻訳の起こらないmRNAを分解できなかったことから，Regnase-1は翻訳に依存してmRNAを分解していることがわかった．また，Regnase-1は翻訳の終結反応と共役してRNAを分解しており，Regnase-1によるmRNAの分解には終結反応の生じる終止コドンとRegnase-1の認識部位であるステムループ構造とが20塩基以上離れていることが必要であった．
　Regnase-1によるmRNAの分解の作用機構について検証するため，iTRAQ法を用いてRegnase-1と結合するタンパク質を網羅的に解析した．その結果，多くのリボソームタンパク質にくわえ，RNAヘリカーゼであるUPF1がRegnase-1の結合タンパク質として同定された．また，リボソーム結合アッセイにより，Regnase-1はin vitroにおいてリボソームと直接的に結合することも証明された．また，Regnase-1は翻訳に依存してUPF1と直接的に結合し，UPF1に依存してmRNAを分解していた．その際，UPF1のヘリカーゼ活性がRegnase-1によるmRNAの分解に必要であった．Regnase-1と標的となるmRNAとの結合は翻訳を必要としなかったことから，翻訳に依存してUPF1がRegnase-1と結合し，mRNAとタンパク質との複合体のリモデリングを誘導することによりRegnase-1が標的となるmRNAを切断する可能性が考えられた．これに対し，RoquinによるmRNAの分解はUPF1を必要としなかった．異常なmRNAを翻訳により検出して分解する品質管理機構としてナンセンス変異依存性mRNA分解機構（nonsense-mediated mRNA decay：NMD）がよく知られているが，UPF1はこの機構に必須な制御タンパク質でもある．Regnase-1によるmRNAの分解においても翻訳およびUPF1が必要であることから，Regnase-1による炎症に関連するタンパク質をコードするmRNAの分解機構と異常なmRNAを分解するナンセンス変異依存性mRNA分解機構の共通性が示された．炎症性サイトカインなどをコードするmRNAは長時間にわたり存在すると過剰な炎症につながることから，転写された段階において異常なmRNAと類似した機構により分解されるよう運命づけられているのかもしれない．
4．Regnase-1とRoquinはそれぞれ炎症の早期と後期において機能する

　Regnase-1とRoquinは生物学的に異なる役割を担っているのかどうかを検討するため，Regnase-1を欠損したマクロファージおよびRoquinの変異したマクロファージに対しリポ多糖による免疫系への刺激をくわえた．その結果，Regnase-1欠損マクロファージでは刺激ののち早期において，Roquin変異マクロファージでは刺激ののちやや後期において，標的となるmRNAの発現量が増加していた．このことから，異なる分子機構により作用するRegnase-1とRoquinがそれぞれ炎症の早期と後期において機能していることが示された．さらに，Regnase-1とRoquinの二重変異マウスに由来する線維芽細胞において標的となるmRNAの量を解析した結果，それぞれ単独の変異をもつ線維芽細胞よりも大きく増加していた．また，マクロファージにおける結果と同様に線維芽細胞においても，Regnase-1あるいはRoquinの単独の変異は刺激ののち，それぞれ炎症の早期と後期において標的となるmRNAの量を増加させていた．この結果から，Regnase-1とRoquinはmRNAの分解において重複性をもち，この重複したmRNAの安定性の制御が正常な遺伝子発現において重要であることが示された．
おわりに

　この研究において，Regnase-1はRoquinと共通のステムループ構造を認識し，UPF1に依存的に翻訳の終結反応と共役し，翻訳の過程にあるmRNAを分解していることが明らかにされた．しかしながら，Regnase-1がUPF1に依存してどのようにmRNAを分解しているのか，まだ十分には明らかにされていない．また，Regnase-1とRoquinはマクロファージなどの自然免疫を担当する細胞だけではなく，獲得免疫を担当するT細胞においても重要な役割を担うため，T細胞におけるRegnase-1とRoquinによるmRNAの安定性の制御も重要であると考えられる．
　また，Regnase-1とRoquinは共通のステムループ構造を認識するが，時空間的に異なるmRNAの分解の制御タンパク質として機能することにより，炎症を厳密に制御していることが解明された（図1）．転写は核のみで起こるのに対し，mRNAは細胞においてさまざまな場所に局在するため，それぞれのオルガネラなどにおいて異なる制御をうけていると考えられる．この研究は，同じシス配列が異なるRNA結合タンパク質により時空間的に異なる制御をうけていることを示したまったく新しい例であると考えている．mRNAにははっきりしたシス配列があまりみつからないことを考えると，同じ配列を使いまわすような時空間的な制御は，もしかするとmRNAの制御において一般的な機構なのかもしれない．
　今後，ヒトの自己免疫疾患や炎症性疾患におけるRegnase-1およびRoquinの機能を検討することにより，これらの疾患の病態の解明につながることが期待される．また，Regnase-1およびRoquinの機能を変化させることは，自己免疫疾患や炎症性疾患などの創薬における標的になる可能性がある．
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〈図説明〉

図1　Regnase-1およびRoquinによる炎症に関連するタンパク質をコードするmRNAの分解機構のモデル
