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〈要 約〉

　がんは遺伝子変異の結果としてひき起こされるが，変異した遺伝子産物の活性および安定性は熱ショックタンパク質のひとつHsp90のはたらきに大きく依存している．今回，筆者らは，Hsp90の分子シャペロンとしての活性がカゼインキナーゼ2によるリン酸化により基質特異的に変化することを見い出した．また，リン酸化によるHsp90の分子シャペロン活性の変化はコシャペロンであるAha1との相互作用の低下による立体構造の変化によることが示唆された．この結果は，Hsp90の翻訳後修飾による分子シャペロン活性制御の一端を明らかにするとともに，Hsp90の基質認識機構の解明に貢献すると考えられる．

はじめに

　Hsp90は細胞にもっとも豊富に存在する分子シャペロンであり，タンパク質が細胞において正常な立体構造を維持するうえで重要な役割をはたしている．Hsp90のはたらきは，変異型p53，ErbB2（Her2/neu），Bcr-Ablなど，とくにがん細胞の増殖や生存にかかわるさまざまな変異タンパク質，過剰発現タンパク質，キメラタンパク質の安定性および活性に必要不可欠である．一方，正常なタンパク質のHsp90への依存性は低い．そのため，Hsp90は抗がん薬の有望な分子標的と考えられている．実際に，Hsp90阻害薬はさまざまな種類のがんに対して抗がん活性を示し，現在，第1世代および第2世代のHsp90阻害薬は骨髄腫，乳がん，肺がん，前立腺がん，腎がんなどを対象に臨床試験（第1相試験～第3相試験）が行われている1)．

1．Hsp90の活性制御機構

　Hsp90の分子シャペロン活性はアデニンヌクレオチドとの結合を介した立体構造の変化により制御されている（図1）．Hsp90はC末端領域を介して恒常的にホモ二量体を形成している．N末端領域のATP結合ポケットにATPが結合するとN末端領域と中間領域との疎水性相互作用が安定化され，さらにN末端領域どうしが結合して活性型Hsp90となる．そののち，N末端領域どうしの結合は中間領域の触媒ループとの疎水性相互作用により安定化される．活性型Hsp90は中間領域を介して基質タンパク質（クライアントタンパク質）と結合する．Hsp90はN末端領域どうしが結合した場合にのみATP加水分解活性をもつようになり，N末端領域に結合したATPが加水分解されることによりN末端領域どうしの結合が解消されて不活性型となる2,3)．

2．Hsp90の阻害薬

　1994年に，最初のHsp90に特異的な阻害薬ゲルダナマイシンが見い出された4)．ゲルダナマイシンはHsp90のATP結合ポケットにATPと競合的に結合してその活性化を阻害する（図1）．その結果，Hsp90との相互作用によりささえられていた基質タンパク質の活性は失われ，最終的に基質タンパク質はユビキチン-プロテアソーム系により分解される．ゲルダナマイシン自体は肝毒性が強く臨床応用に適さなかったが，肝毒性の低いゲルダナマイシン誘導体や基本構造の異なるHsp90阻害薬が見い出され，現在，臨床において抗がん活性が試験されている5)．

　興味深いことに，がん細胞から抽出されたHsp90はゲルダナマイシンに高い親和性を示すことが報告されている6)．最近，筆者らは，培養細胞から抽出したHsp90はゲルダナマイシンに対して親和性の高い画分と親和性の低い画分とに分けられることを見い出した．一方，大腸菌から精製したHsp90ではこのような性質はみられない．このことから，細胞にはHsp90と阻害薬との親和性を変化させる機構が存在するものと考えられた．
3．Hsp90の分子シャペロン活性および阻害薬との親和性はリン酸化の状態により変化する

　Hsp90はさまざまな種類のキナーゼによりリン酸化されることがわかっている7)．最近，筆者らは，細胞周期関連キナーゼであるWee1Swe1がHsp90の38番目のチロシン残基をリン酸化することを見い出した8)（混乱をさけるため，アミノ酸残基番号はすべてヒトHsp90αの配列にもとづいて表記する）．このTyr38リン酸化はin vivoでのHsp90の分子シャペロン活性を抑制するのみならず，興味深いことに，Hsp90とゲルダナマイシンとの親和性も低下させた．実際に，遺伝学的な手法あるいは阻害薬を用いてWee1Swe1の活性を阻害するとin vitroおよびin vivoにおいてHsp90阻害薬の抗がん活性が著しく増強された．これらの結果から，Hsp90のリン酸化による修飾はHsp90の細胞における分子シャペロン活性およびHsp90阻害薬との親和性において重要な役割をはたしているものと考えられた．

4．カゼインキナーゼ2はHsp90の36番目のスレオニン残基をリン酸化する

　熱刺激あるいは浸透圧刺激などのストレス刺激がHsp90のスレオニン残基のリン酸化を促すことが見い出された．また，種々の変異型Hsp90の細胞におけるリン酸化の状態を調べたところ，不活性型の構造をとると思われる変異型Hsp90においてスレオニン残基のリン酸化の亢進していることがわかった．そこで，このスレオニン残基のリン酸化に注目した．

　セリン/スレオニンキナーゼであるカゼインキナーゼ2はHsp90の基質であるとともにHsp90をリン酸化する9)．そこで，カゼインキナーゼ2によりリン酸化されるアミノ酸残基の同定を試みた．細胞から抽出したHsp90をプロテアーゼにより切断しリン酸化される領域を絞り込んだ．つぎに，Hsp90の結晶構造をもとに，立体構造の変化とともにタンパク質の表面への露出の変化するスレオニン残基を探し出し，それぞれの部位に変異を導入した．その結果，カゼインキナーゼ2によってリン酸化されるスレオニン残基としてThr36を見い出した．

5．Thr36のリン酸化はHsp90の立体構造を変化させる

　生化学的な解析の結果から，Hsp90のThr36リン酸化はATP加水分解活性およびATP存在下でのN末端領域どうしの結合を阻害することがわかった．一方，Thr36の脱リン酸化はATP加水分解活性およびN末端領域どうしの結合を変化させなかった．これらのことから，カゼインキナーゼ2によるThr36のリン酸化は立体構造を活性型構造から不活性型構造へと変化させるものと考えられた（図1）．Thr36がVal37，Tyr38とともに形成するαヘリックス構造（αヘリックス1）はN末端領域と中間ドメインとの疎水性相互作用の安定に重要である．そこで，Thr36のリン酸化はN末端領域と中間ドメインとの疎水性相互作用を弱めるものと推測された．

6．Thr36のリン酸化はHsp90の分子シャペロン活性を基質特異的に変化させる

　Thr36とTyr38は同じαヘリックス1に位置することから，Thr36のリン酸化はTyr38のリン酸化と同様に分子シャペロン活性を抑制するものと予想した．確かに，Thr36のリン酸化はin vivoにおいてHsp90依存性のSrcキナーゼ活性およびRaf1キナーゼ活性を低下させた．ところが驚いたことに，Hsp90依存性のグルココルチコイド受容体による転写活性およびCFTR（cystic fibrosis transmembrane conductance regulator）のフォールディングはThr36のリン酸化により促進されることがわかった．

7．Thr36のリン酸化はAha1との相互作用を低下させる

　Hsp90の基質特異的な分子シャペロン活性はHsp90と相互作用するコシャペロンとよばれる一群のタンパク質により調節されている．コシャペロンであるAha1はHsp90のATP加水分解活性を増強し，Hsp90を基質とするキナーゼの活性化を促進することがわかっている．Thr36のリン酸化によるコシャペロンへの影響を調べた結果，Thr36のリン酸化によりHsp90とAha1との相互作用が劇的に低下することがわかった．Aha1を過剰発現させるとThr36のリン酸化によりひき起こされる基質タンパク質の活性変化がほぼ正常な状態にまで回復した．Aha1はHsp90のN末端領域および中間領域を橋渡しするように結合しHsp90の立体構造を活性型として安定化させる10)．Thr36はAha1の結合部位に近く，そのリン酸化による修飾はHsp90とAha1との結合を阻害するものと考えられた．Thr36のリン酸化はAha1によるHsp90の立体構造の安定化作用を低下させることで分子シャペロン活性を変化させているものと推察された（図2）．

おわりに

　Hsp90の分子シャペロン活性の制御機構の解明にはゲルダナマイシンなどHsp90阻害薬を用いたケミカルバイオロジーが大きく貢献してきた．これまでに積み上げられてきた研究結果は，Hsp90の分子シャペロン活性の制御にATPの結合およびATP加水分解活性が中心的な役割をはたしていることを示している．しかし，近年のクライオ電子顕微鏡による立体構造の解析，および，FRET（fluorescence resonance energy transfer，蛍光共鳴エネルギー移動）を用いた経時的な立体構造変化の解析の結果は，アデニンヌクレオチドのほかにもHsp90の活性制御に重要な因子の存在することを強く示唆している11,12)．筆者らの研究結果は，リン酸化による修飾がHsp90の立体構造の変化および基質特異的な分子シャペロン活性に重要な役割をはたしていることを明らかにした．今後，立体構造の変化と基質特異性との関連性についての解析が進めば，Hsp90の分子シャペロン活性を基質選択的に調節するような化合物の発見につながるかもしれない．

　Hsp90のThr36リン酸化はHsp90とHsp90阻害薬との親和性を低下させることから，カゼインキナーゼ2の阻害薬はHsp90阻害薬の抗がん活性を増強する可能性がある．実際に，Wee1阻害薬によりTyr38のリン酸化を抑制するとHsp90阻害薬の抗がん活性は顕著に増強される．現在，筆者らは，Hsp90阻害薬とWee1阻害薬との併用療法の可能性について動物モデルを用いて検証している．これらのことから，Hsp90のリン酸化機構の解明がHsp90の活性制御機構の理解を助けるだけでなく，Hsp90を分子標的としたがん治療にも貢献するものと期待している．
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〈図説明〉

図1　Hsp90のシャペロン活性はATPに依存的な立体構造の変化により制御される

1）ATP結合によりN末端領域と中間領域との疎水性相互作用が安定化され，さらにN末端領域どうしが結合する．2）N末端領域どうしの結合が安定化される．3）ATP加水分解およびADP放出によりN末端領域どうしの結合が解消される．4）N末端領域と中間領域との疎水性相互作用によりN末端領域および中間領域の構造が変化する．カゼインキナーゼ2はHsp90のThr36をリン酸化し立体構造を活性型から不活性型へと変化させる．

図2　カゼインキナーゼ2によるリン酸化はHsp90の分子シャペロン活性を変化させる

カゼインキナーゼ2はHsp90のThr36をリン酸化する（P）．Thr36リン酸化によりHsp90とコシャペロンAha1との相互作用が阻害される．その結果，Hsp90を基質とするキナーゼの活性は低下する．一方，グルココルチコイド受容体による転写活性およびCFTRのフォールディングは促進される．
