〈タイトル〉LynはToll様受容体-MyD88シグナル伝達経路において転写因子IRF5を抑制することにより自己免疫疾患の発症を阻止する
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Lyn kinase suppresses the transcriptional activity of IRF5 in the TLR-MyD88 pathway to restrain the development of autoimmunity.
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〈要 約〉

　IRF5は自然免疫応答において重要な転写因子である一方，自己免疫疾患である全身性エリテマトーデスの発症に関与することがヒトおよびマウスにおいて知られている．SrcファミリーキナーゼのひとつであるLynはヒトにおいて全身性エリテマトーデスとの関連が報告されており，Lynノックアウトマウスは全身性エリテマトーデスと類似した病態を発症する．今回，筆者らは，LynはIRF5と結合してToll様受容体-MyD88シグナル伝達経路においてIRF5のユビキチン化およびリン酸化を阻害し，それによりキナーゼ活性に依存することなくIRF5を抑制することを示した．一方で，LynはMyD88の下流においてはたらく別の転写因子であるNF-κBは抑制しなかった．さらに，Lynを欠損した樹状細胞においてToll様受容体を刺激したときの過剰なサイトカインの産生，および，Lynノックアウトマウスにおける全身性エリテマトーデス様の病態の発症はIrf5遺伝子の片方の対立遺伝子の欠損により抑制された．この研究により，LynはToll様受容体-MyD88-IRF5シグナル伝達経路における選択的な抑制タンパク質であることが示され，IRF5を精密に制御することが免疫系における恒常性の維持に重要であることが明らかにされた．

はじめに

　自然免疫応答はあとにつづく獲得免疫応答をひき起こすなど病原体に対する生体防御応答において必須の役割を担う．しかし，自然免疫応答の過剰な活性化は自己に対する反応につながり自己免疫疾患をひき起こす．IRFファミリータンパク質のひとつであるIRF5はToll様受容体により惹起される自然免疫応答の活性化において重要な転写因子である1,2)．IRF5はToll様受容体の下流においてアダプタータンパク質であるMyD88と会合したのち，TRAF6によるユビキチン化やIKKβによるリン酸化などの翻訳後修飾をうける3,4)．これにより活性型となったIRF5は細胞質から核へと移行しI型インターフェロンや炎症性サイトカインの遺伝子の発現を誘導する．

　IRF5の活性化が自然免疫応答において重要である一方，IRF5遺伝子の多型が自己免疫疾患，とくに難病である全身性エリテマトーデスの感受性と関連することがゲノムワイド関連解析により明らかにされている5)．全身性エリテマトーデスの発症のリスクとなるIRF5遺伝子の変異のいくつかによりIRF5の発現が上昇することや，全身性エリテマトーデスの患者の単球においてIRF5が活性化することが報告されている6)．さらに，全身性エリテマトーデスのモデルマウスを用いた複数の研究により，全身性エリテマトーデスの発症にはIRF5が必要であることが示されている6)．したがって，IRF5は全身性エリテマトーデスの治療において標的となるタンパク質の候補のひとつである．しかし，IRF5を制御する機構，とくにその抑制については不明であった．この機構を明らかにすることは，IRF5の関連する自己免疫疾患の病態の理解および効果的な治療法の開発につながる可能性がある．

1．LynはIRF5と結合することにより選択的に抑制する

　IRF5の制御機構を明らかにするため，IRF5と結合するキナーゼをスクリーニングした．コムギ胚芽抽出液による無細胞タンパク質合成系とアルファスクリーンとよばれる無作為なスクリーニング法とを組み合わせ，IRF5とさまざまなキナーゼとの結合を網羅的に解析した．その結果，Lynを含む複数のSrcファミリーキナーゼがIRF5と結合することが判明した．さらに候補をしぼるため，これらのキナーゼをコードする遺伝子の主要な免疫細胞における発現量をImmGenデータベースから検索した結果，ほかのSrcファミリーキナーゼの遺伝子とは異なり，Lyn遺伝子とIrf5遺伝子の発現パターンは類似しており，ともに樹状細胞，単球，マクロファージ，B細胞において高発現していた．

　この結果にくわえ，IRF5およびLynはいずれも全身性エリテマトーデスと関係性のあることから，LynとIRF5との結合の生物学的な意義について検討した．IRF5による転写の活性化に対しLynのおよぼす影響についてルシフェラーゼアッセイにより解析したところ，MyD88シグナル伝達経路においてIRF5による転写の活性化はLynの発現量に依存して抑制された．対照的に，LynはMyD88シグナル伝達経路においてNF-κBによる転写の活性化は抑制されなかった．ウェスタンブロット法により，LynはIRF5およびMyD88の発現量に影響しないことが示された．これらの結果により，LynはMyD88シグナル伝達経路においてIRF5を選択的に抑制することが示された．

2．Lynを欠損した樹状細胞においてIRF5に依存的な自然免疫応答が過剰に活性化する

　全身性エリテマトーデスの発症における樹状細胞の役割については多くの研究がなされている7)．古典的な樹状細胞と形質細胞様樹状細胞の両方がI型インターフェロンおよび炎症性サイトカインの産生に関与しており，これらが自己反応性のT細胞およびB細胞，あるいは，樹状細胞それ自体の活性化をひき起こす．また，樹状細胞に特異的なLynノックアウトマウスにおいて全身性エリテマトーデス様の病態が発症するが，これは樹状細胞がToll様受容体-MyD88シグナルに対し過剰に反応するためだと考えられている8)．

　自然免疫応答におけるLynとIRF5との関係について，骨髄に由来する樹状細胞を用いて解析した．骨髄に由来する樹状細胞は古典的な樹状細胞と形質細胞様樹状細胞の両方を含み，IRF5に依存的な自然免疫応答の検証に適することが知られている9)．Toll様受容体を刺激したときの野生型の骨髄に由来する樹状細胞におけるI型インターフェロンおよび炎症性サイトカインの産生は，IRF5の欠損により減弱したのに対しLynの欠損により亢進した．さらに，Lynを欠損した骨髄に由来する樹状細胞におけるこのような過剰な自然免疫応答，とくにI型インターフェロンの過剰な産生は，LynとIRF5の二重欠損により顕著に減弱した．同様の結果は，Toll様受容体を刺激したときのI型インターフェロンおよび炎症性サイトカインのmRNAレベルでの発現の経時変化からも得られた．対照的に，骨髄に由来する樹状細胞においてNF-κBに依存して誘導されるIκBαのmRNAレベルでの発現はLynの欠損により亢進せず，Lynによる影響は選択的であることが示された．これらの結果により，樹状細胞の自然免疫応答におけるIRF5に依存的なシグナル伝達経路をLynは選択的に抑制することが示された．

3．IRF5の抑制にLynのキナーゼ活性は必要ない

　LynがIRF5を抑制する分子機構について検討した．Lynはチロシンキナーゼであるため，Lynのキナーゼ活性がIRF5の抑制に必要かどうか検討した．質量分析法により，Lynは実際にIRF5のTyr313およびTyr335をリン酸化することが判明した．しかし，キナーゼ活性をもたないLynの変異体はMyD88シグナル伝達経路を介したIRF5の活性化を抑制した．また，Lynによるリン酸化部位に変異を導入したIRF5であってもその活性化はLynにより抑制された．これらの結果から，Lynはそのキナーゼ活性に依存しない分子機構によりIRF5を抑制することが示された．

4．LynはIRF5と結合してそのユビキチン化およびリン酸化を阻害する

　以上の結果から，LynとIRF5との結合そのものがLynによるIRF5の抑制に重要であるのではないかと考えた．共免疫沈降法による解析により，スクリーニングの結果と一致して，LynとIRF5は結合することが示された．この結合はMyD88の共発現により増強されたことから，Lyn，IRF5，MyD88の三者複合体の形成が示唆された．また，キナーゼ活性をもたないLynの変異体もIRF5と結合した．Lynのドメイン欠損変異体を作製し共免疫沈降法により解析した結果，LynとIRF5との結合にはLynのユニークドメインおよびキナーゼドメインが重要であることがわかった．ユニークドメインあるいはキナーゼドメインを欠損したLynの変異体はMyD88シグナル伝達経路を介したIRF5による転写の活性化を抑制できなかった．すなわち，LynによるIRF5の抑制能はLynのIRF5との結合能と相関した．また，LynとIRF5との結合にはIRF5のDNA結合ドメインおよびIRF相互作用ドメインが重要であった．LynはIRF5のIRF相互作用ドメインに存在するTyr313およびTyr335をリン酸化することから，LynのキナーゼドメインとIRF5のIRF相互作用ドメインは近接することが示唆された．したがって，LynとIRF5との結合はLynがIRF5の活性化を抑制するのに必要であり，それぞれ2つの結合部位を介し結合すると考えられた．

　IRF5の活性化には翻訳後修飾であるユビキチン化およびリン酸化が重要である．LynによるIRF5の抑制の分子機構についてさらに検討するためそのユビキチン化およびリン酸化について解析した結果，MyD88シグナル伝達経路を介したIRF5のユビキチン化およびリン酸化はいずれもLynにより阻害されることが判明した．LynがIRF5のユビキチン化およびリン酸化を阻害する分子機構について追求するため，不明であったIRF5のユビキチン化とリン酸化との関係について検討した．IRF5のユビキチン化あるいはリン酸化に重要な部位の変異体を作製して解析した結果，ユビキチン化はリン酸化に依存せず，一方で，リン酸化はユビキチン化に依存していた．したがって，IRF5の活性化においてユビキチン化はリン酸化の上流において起こり，Lynはユビキチン化およびリン酸化を抑制することが示された．

5．Lynノックアウトマウスにおける全身性エリテマトーデス様の病態はIrf5遺伝子の片方の対立遺伝子の欠損により改善する

　全身性エリテマトーデス様の病態を発症することが知られているLynノックアウトマウスを用いて，in vitroにおいて検証されたLynによるIRF5の抑制の分子機構がin vivoにおいてもはたらいているか検討した．マウスから単離した樹状細胞およびB細胞を用いてIRF5の活性化の状態を解析した結果，Lynを欠損した樹状細胞においてIRF5はリン酸化され，また，IRF5は核へと移行していた．すなわち，Lynが欠損するとIRF5は樹状細胞において恒常的に活性化することが示唆された．今回の方法ではLynを欠損したB細胞においてIRF5の活性化は検出されなかったが，B細胞のサブセットのなかに病原性をもつ少数の細胞が存在し，その細胞においてIRF5が活性化している可能性が考えられた．

　Lynノックアウトマウスにおける全身性エリテマトーデス様の病態を解析した結果，抗DNA抗体の産生や糸球体腎炎などの症状はIRF5の欠損により顕著に抑制された．したがって，Lynノックアウトマウスにおける全身性エリテマトーデス様の病態の発症にIRF5は必要であることが示された．さらに，これらの症状はLynノックアウトマウスにおいてIrf5遺伝子の片方の対立遺伝子を欠損させただけで抑制された．これらの結果から，Irf5遺伝子の片方の対立遺伝子の欠損はLynノックアウトマウスにおける全身性エリテマトーデス様の病態の発症の抑制に十分であることが示された．

6．Irf5遺伝子の片方の対立遺伝子の欠損がLynを欠損した樹状細胞あるいはB細胞におよぼす影響

　マウスが全身性エリテマトーデス様の病態を発症するには樹状細胞あるいはB細胞のどちらかでLynが欠損すれば十分であることが報告されていたことから8,10)，Lynを欠損した樹状細胞あるいはB細胞における異常とIRF5の量との関係について検討した．Lynを欠損した骨髄に由来する樹状細胞に対しToll様受容体を刺激したときの過剰なI型インターフェロンの産生はIrf5遺伝子の片方の対立遺伝子の欠損により正常化した．B細胞においては，Lynの欠損によりB細胞受容体シグナル伝達経路の異常による形質芽球および形質細胞の蓄積，および，MyD88に依存的な病原性免疫グロブリンGへのクラススイッチの生じることが報告されている11,12)．実際に，Lynノックアウトマウスの脾臓における形質芽球および形質細胞の割合は野生型のマウスと比較して有意に高かった．この割合は，Irf5遺伝子の片方の対立遺伝子の欠損したLynノックアウトマウスおよびIrf5遺伝子の両方の対立遺伝子の欠損したLynノックアウトマウスにおいても保持されており，LynノックアウトマウスにおけるB細胞受容体シグナル伝達経路の異常はIRF5に非依存的に生じることが示唆された．一方で，Lynノックアウトマウスの血清において増加していた総免疫グロブリンGの量および免疫グロブリンG2cサブクラスの量は，Irf5遺伝子の片方の対立遺伝子の欠損により正常化した．これらの結果と，Irf5遺伝子の片方の対立遺伝子の欠損したLynノックアウトマウスにおいて抗DNA抗体の産生が消失したことをあわせて考えると，Irf5遺伝子の片方の対立遺伝子の欠損は免疫グロブリンG2cへのクラススイッチを完全に消失させることなくLynを欠損したB細胞による自己抗体の産生を選択的に改善することが示唆された．以上の結果により，IRF5の発現量が十分な場合にのみLynの欠損による異常，すなわち，樹状細胞における過剰なToll様受容体の応答およびB細胞における自己抗体の産生がひき起こされることが示された．

おわりに

　今回の研究により，Toll様受容体-MyD88シグナル伝達経路においてIRF5と直接に結合しその活性化を選択的に抑制するタンパク質としてLynが同定された．LynはIRF5と結合してそのユビキチン化およびリン酸化をLynのキナーゼ活性に非依存的に抑制することによりIRF5が過剰に活性化するのをふせいでおり，この精密な制御機構が免疫系における恒常性を維持する役割の一端を担うと考えられた（図1a）．LynによるIRF5の制御機構が破綻すると，樹状細胞においてIRF5が過剰に活性化し，I型インターフェロンおよび炎症性サイトカインが産生される．これらにより自己反応性のT細胞およびB細胞が活性化され，B細胞からは自己抗体が分泌される．自己抗体は免疫複合体を形成しさらに樹状細胞を刺激する．このような悪循環により全身性エリテマトーデスが発症すると考えられた（図1b）．この研究においては，LynノックアウトマウスにおいてIRF5は構成的に活性化しており，IRF5の量を半分に減らすだけでLynノックアウトマウスにおける全身性エリテマトーデス様の病態の発症は阻止されることが示された．すなわち，IRF5の質（活性）あるいは量を選択的に制御することができれば，副作用が少なくて効果の高い全身性エリテマトーデスの新たな治療法になることが期待される．今後の課題としては，全身性エリテマトーデスの発症ののちIRF5を抑制しても症状が改善するのかどうかをコンディショナルノックアウトマウスを用いて解析することや，全身性エリテマトーデスの患者の病勢とIRF5の活性化の状態との関連を検討することなどがあげられる．これらの課題に取り組みながら，IRF5の質や量を選択的に制御する方法を開発したいと考えている．
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〈図説明〉
図1　Lynを介したIRF5の制御による免疫系における恒常性の維持およびその破綻による全身性エリテマトーデスの発症

（a）Toll様受容体-MyD88シグナル伝達経路において，LynはIRF5とそれぞれ2箇所の結合部位を介して結合し，IRF5のユビキチン化およびリン酸化を阻害することによりIRF5の過剰な活性化を抑制する．この精密な制御機構が免疫系における恒常性の維持の一端を担う．

（b）Lynが欠損するとIRF5が過剰に活性化し，古典的な樹状細胞および形質細胞様樹状細胞においてI型インターフェロンや炎症性サイトカインの産生が亢進し，それにより自己反応性のB細胞による自己抗体の産生が促進される．自己抗体は免疫複合体を形成し，これがさらに樹状細胞を刺激する．このような悪循環により全身性エリテマトーデスが発症する．
