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〈要 約〉

　I型インターフェロンは感染症，がん，自己免疫疾患に対しすでに幅広く臨床応用されているサイトカインである．I型インターフェロンシグナルの伝達に対しては，STAT2は正に，USP18は負に作用することが知られている．筆者らは，このUSP18によるI型インターフェロンシグナルの抑制において，正に作用するはずのSTAT2が必須であることを発見した．STAT2を欠損した細胞においてUSP18によるI型インターフェロンシグナルの抑制はみられなかった．STAT2はUSP18と結合し，USP18をI型インターフェロン受容体へとリクルートした．STAT2が存在のもとでは，USP18によりI型インターフェロンとI型インターフェロン受容体との結合が顕著に減少した．このことから，USP18-STAT2複合体によりI型インターフェロン受容体に構造変化がひき起こされることが示唆された．以上の結果より，USP18とSTAT2との結合はI型インターフェロンシグナルに関連する疾患に対する創薬の新たな標的となる可能性が示唆された．
はじめに

　これまでの多くの研究より，インターフェロンαやインターフェロンβなどI型インターフェロンが感染症，がん，自己免疫疾患の治療に有益であることが示されてきた1,2)．しかしながら，I型インターフェロンは高い効果をもつ一方，副作用も大きいことが問題となっており，低用量のI型インターフェロンにより大きな効果を持続させることが必要と考えられる．最近，がん細胞におけるI型インターフェロンに対する応答それ自体が，化学治療，放射線治療，免疫治療を含むがん治療に重要であると報告された3)．これらの結果からもまた，増強あるいは持続したI型インターフェロンに対する応答が抗腫瘍効果をさらに高めることが示唆される．
　I型インターフェロンシグナルの伝達は，I型インターフェロンがIFNAR1とIFNAR2からなるI型インターフェロン受容体と結合することにはじまる．I型インターフェロンとの結合によりI型インターフェロン受容体は活性化され，JAK1およびTYK2をリン酸化する．リン酸化されたJAK1はSTAT2およびSTAT1をリン酸化することにより活性化する．そののち，STAT1-STAT2-IRF9複合体あるいはSTAT1ホモ二量体が核へと移行することにより，I型インターフェロンにより発現の誘導される遺伝子の転写が活性化される4-6)．
　以前に，筆者らの研究グループは，脱ISG15化修飾にはたらくとされるUSP18が，I型インターフェロン受容体と結合することによりI型インターフェロンシグナルの抑制にはたらくことを報告した7)．しかしながら，これまで，USP18によるI型インターフェロンシグナルの抑制の分子機構は明らかにされていなかった．この分子機構の詳細を明らかにすることにより，効果的なUSP18阻害剤，すなわち，副作用の少ない低用量のI型インターフェロンとの併用において高い抗腫瘍効果をもつ薬剤の開発につながることが期待される．そこで，筆者らは，USP18をデコイにした酵母ツーハイブリッド法によりUSP18と結合するタンパク質を探索し，そのなかからSTAT2が見い出された．
1．STAT2を欠損した細胞においてUSP18によるI型インターフェロンシグナルの抑制はみられない

　GST-プルダウン法，免疫沈降法，1細胞パターニング法などさらなる結合実験により，STAT2とUSP18は直接的に結合していることが確認された．STAT2とUSP18との結合の生理的な意義について調べるため，野生型の細胞およびSTAT2を欠損した細胞を用いてUSP18によるI型インターフェロンシグナルの抑制について検証したところ，野生型の細胞においてはUSP18によりI型インターフェロンシグナルは抑制されたのに対し，STAT2欠損細胞においては抑制されなかった．このことから，STAT2とUSP18との結合がUSP18によるI型インターフェロンシグナルの抑制に重要であることが示唆された．
2．STAT2とUSP18との結合はUSP18によるI型インターフェロンシグナルの抑制に必須である

　実際にSTAT2とUSP18との結合がUSP18によるI型インターフェロンシグナルの抑制に重要であるかどうかを検証するため，STAT2のドメイン欠失変異体を作製し，免疫沈降法によりUSP18との結合部位について調べた．その結果，STAT2のコイルドコイルドメインおよびDNA結合ドメインがUSP18との結合に必要であることが判明した．野生型のSTAT2を発現させたSTAT2欠損細胞においてはUSP18によりI型インターフェロンシグナルは抑制されたのに対し，コイルドコイルドメインおよびDNA結合ドメインを欠失させたSTAT2変異体を発現させたSTAT2欠損細胞においては抑制されなかった．このことから，STAT2とUSP18との結合がUSP18によるI型インターフェロンシグナルの抑制に必須であることが明らかにされた．
3．STAT2はUSP18をI型インターフェロン受容体へとリクルートする

　STAT2もUSP18もそれぞれI型インターフェロン受容体を構成するIFNAR2と結合することが知られている．STAT2，USP18，IFNAR2がどのように複合体を形成するかを免疫沈降法および1細胞パターニング法により調べた．STAT2欠損細胞においてUSP18はIFNAR2と弱く結合していたが，STAT2の発現量に依存的してUSP18とIFNAR2の結合量は増加した．このことから，STAT2はUSP18をIFNAR2へとリクルートするのに重要であることが示唆された．
4．STAT2-USP18複合体はI型インターフェロンとI型インターフェロン受容体との結合を減弱させる

　野生型の細胞においてはUSP18の発現によりJAK1のリン酸化の減少が認められたが，I型インターフェロンを処理したSTAT2欠損細胞において，USP18の発現はJAK1のリン酸化に影響しなかったことに注目した．なぜなら，I型インターフェロンシグナル伝達系においてJAK1の上流はI型インターフェロンとI型インターフェロン受容体との結合しか考えられなかったためである．実際に，蛍光色素により標識したインターフェロンαの蛍光セルソーターによる解析および1細胞リアルタイムイメージング法による解析において，STAT2欠損細胞においてUSP18によりインターフェロンαとIFNAR2との結合は変化しなかったが，野生型のSTAT2の存在のもとではインターフェロンαとIFNAR2との結合は減少した．このことから，USP18-STAT2複合体はI型インターフェロンとI型インターフェロン受容体との結合を減弱させることが示唆された（図1）．
5．STAT2とUSP18との結合の阻害はI型インターフェロンシグナルを増強する

　STAT2とUSP18との結合の阻害の生理的な機能について調べた．STAT2のコイルドコイルドメインおよびDNA結合ドメインがUSP18と結合することから，この領域がUSP18の機能を阻害するかどうか検討した．その結果，USP18によるI型インターフェロンシグナルの抑制はSTAT2のコイルドコイルドメインおよびDNA結合ドメインにより完全に阻害された．また，詳細な結合実験によりUSP18の302番目～313番目の残基がSTAT2と結合することが明らかにされたため，このペプチドのI型インターフェロンシグナルに対する効果について検証した．その結果，ヒトの急性白血病に由来するTHP-1細胞およびヒトの慢性骨髄性白血病に由来するKT-1細胞に対し，USP18の302番目～313番目の残基からなるペプチドに膜透過性をもたせるためTATペプチドを融合したものを処理したところ，I型インターフェロンシグナルは増強された．I型インターフェロンはTHP-1細胞やKT-1細胞にアポトーシスを誘導する．USP18の302番目～313番目の残基からなるペプチドを処理したところ，THP-1細胞およびKT-1細胞においてI型インターフェロンによりアポトーシスが増加した．このことから，STAT2とUSP18との結合を阻害することによりI型インターフェロンシグナルを機能的にさらに増強できることが証明された．
おわりに

　STAT2がI型インターフェロンシグナルの活性化に重要であることを考慮すると，USP18によるI型インターフェロンシグナルの抑制にSTAT2が必須であったことは，STAT2がある意味ではI型インターフェロンシグナルの抑制タンパク質でもあることを示し，免疫学的に意義深い新しい知見といえる．また，STAT2もUSP18もI型インターフェロンシグナルのみならずIII型インターフェロンシグナルの制御にもはたらく8)．このことから，III型インターフェロンシグナルに関しても，I型インターフェロンシグナルと同様の分子機構がはたらいている可能性が高い．実際に，筆者らによる予備実験において，STAT2欠損細胞においてUSP18によりIII型インターフェロンシグナルは抑制されなかった．III型インターフェロンはI型インターフェロンと同様の抗腫瘍効果をもつとみられているが，I型インターフェロンに比べ副作用が少ないため，USP18とSTAT2との結合を標的としたIII型インターフェロンシグナルの増強は非常に魅力的である．さらに，USP18-STAT2結合阻害剤の最大の利点は，副作用の少ない低用量のI型インターフェロンにより大きな効果を持続させることが期待される点である．
　今回の発見により，STAT2とUSP18との結合がI型インターフェロンシグナルを増強させる重要な標的のひとつとなったが，臨床に応用するためには，ドラッグデリバリーの問題にくわえ，USP18の詳細な構造解析も必要になる．タイムリーなことに，この論文との発表と同じ時期にUSP18-ISG15複合体の結晶構造解析が報告され9)，筆者らも大きな関心をもっている．
　近年，いくつかの免疫チェックポイント阻害剤が実際のがん患者を対象として大きな成果をあげている．しかしながら，すべてのがん患者に対し効果があるわけではなく，自発的な免疫応答の活性化，つまり，がんの免疫原性の増強が必要と考えられている．この点について，最近，STINGシグナル伝達系の活性化によるI型インターフェロンの産生の誘導が着目され，免疫チェックポイント阻害剤およびSTINGアゴニストの併用治療の研究がはじまっている．このことから，副作用の少ない低用量のI型インターフェロンおよびUSP18阻害剤あるいはSTAT2-USP18結合阻害剤を併用するがん免疫療法も，第3の併用療法としておおいに期待できるのではないかと考えている．
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〈図説明〉

図1　STAT2とUSP18との結合によるI型インターフェロンシグナルの阻害のモデル

（a）I型インターフェロンシグナルの伝達は，I型インターフェロンがIFNAR1とIFNAR2からなるI型インターフェロン受容体と結合することにはじまる．

（b）USP18はSTAT2によりIFNAR2へとリクルートされ，その構造変化をひき起こす．その結果，I型インターフェロンとI型インターフェロン受容体との結合が減弱する．
