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〈要 約〉

　シグナル伝達タンパク質であるSTATはサイトカインの生理作用において重要なはたらきを担う．哺乳類には7種類のSTATが存在し，サイトカインは複数のSTATを同時に活性化することが知られている．しかし，複数のSTATのあいだの相互の関係については不明な点が多い．筆者らは，インターロイキン6とインターロイキン27が相反する生理作用をもちながらSTAT1およびSTAT3を共通して活性化する事実に着目し，インターロイキン6およびインターロイキン27の生理作用においてSTAT1とSTAT3がどのような役割を分担しているかについて解析した．その結果，インターロイキン6あるいはインターロイキン27により誘導される遺伝子発現はその大部分がSTAT3により制御されていること，STAT1はインターロイキン6あるいはインターロイキン27により誘導される遺伝子のあいだの特異性を保つ機能があること，が明らかにされた．つまり，インターロイキン6およびインターロイキン27の生理機能を規定するうえでSTAT1とSTAT3の役割は非対称的であり，おのおのに特異的な機能の存在することが明らかにされた．また，STAT1あるいはSTAT3のDNAとの結合をゲノムワイドに検討した結果，STAT1の結合はおおむねSTAT3に依存的であった．さらに，機能獲得型のSTAT1遺伝子変異をもつ慢性の真菌感染症の患者では，末梢血のCD4陽性T細胞において免疫疾患に関連する遺伝子の発現が変動していた．以上の結果から，非対称な機能をもつ複数のSTATが機能的な均衡を保つことにより，生体において免疫恒常性が維持されるしくみが示唆された．

はじめに

　サイトカインは外敵から生体を防御するだけでなく，成長，代謝，恒常性の維持において重要な役割を担う．200種類以上もあるサイトカインはそれぞれ特徴的な生理作用をもつ一方，多くのサイトカインの生理作用は重複している．サイトカインはさまざまな細胞内シグナル伝達経路を活性化するが，なかでも，1型サイトカインおよび2型サイトカインはJanus-STAT経路を活性化することによりその生理作用を発揮する1)．しかし，哺乳類において7種類が存在するシグナル伝達タンパク質STATにおいて，活性化された複数のSTATの相互の連関については不明な点が多い．

　当初，インターロイキン27はTh1反応を誘導するサイトカインとして知られていた．しかし，インターロイキン27受容体ノックアウトマウスの解析からインターロイキン27は抗炎症作用をもつことが明らかにされた2,3)．インターロイキン27の抗炎症作用の分子機構として，Th17細胞の分化の抑制のみならず，インターロイキン10やPD-L1の発現の誘導，Tr1細胞の分化の誘導などが同定された4-7)．インターロイキン27はWSX-1とGP130からなる受容体と結合する．GP130はインターロイキン27のみならずインターロイキン6とも結合する8)．さらに，インターロイキン6およびインターロイキン27はともにJanus-STATシグナル伝達経路を用いておもにSTAT1およびSTAT3を活性化して生理機能を発揮する2,9)．しかしながら，インターロイキン6はTh1反応を抑制しTh17細胞の分化の誘導を促進する炎症性サイトカインとして知られており，インターロイキン27とは相反する効果をもたらす．

　このように，インターロイキン6とインターロイキン27は受容体のサブユニットを共有し共通のシグナル伝達経路を用いるにもかかわらず，相反する生理作用を示す．筆者らは，この興味深い現象を分子レベルにおいて理解することを目的として，インターロイキン6およびインターロイキン27の重複および特異的な作用について調べた．手技としてRNA-seq法およびChIP-seq法といった網羅的な解析法を用い，インターロイキン6あるいはインターロイキン27により誘導される遺伝子を定量的に解析した．

1．インターロイキン6あるいはインターロイキン27により誘導される遺伝子発現の変動の定量的な評価
　インターロイキン6受容体およびインターロイキン27受容体をともに発現するヘルパーT細胞を用い，相反する生理作用をもちながらもSTAT1およびSTAT3をともに活性化するインターロイキン6およびインターロイキン27について解析した．インターロイキン6およびインターロイキン27の生理作用については遺伝子発現の変化を指標にRNA-seq法を用いて解析した．インターロイキン6あるいはインターロイキン27による刺激に対しそれぞれ特異的に反応する遺伝子および共通に反応する遺伝子をゲノムワイドに定量した結果，インターロイキン6に特異的な遺伝子503個，インターロイキン27に特異的な遺伝子311個，インターロイキン6とインターロイキン27に共通の遺伝子379個が同定された．インターロイキン6とインターロイキン27は生体において相反する生理作用をもつにもかかわらず，これらの遺伝子1193個のうちわずか22個の遺伝子のみが相反する発現パターンを示した．一方，この相反する制御をうけている遺伝子には免疫応答に重要な遺伝子が含まれていた．

2．インターロイキン6とインターロイキン27は異なるタイミングでSTAT1およびSTAT3の活性化を誘導する
　インターロイキン6によるSTAT1の活性化は刺激ののち24時間以内に収束した一方，インターロイキン27によるSTAT1の活性化は刺激ののち72時間でも認められた．また，STAT3の活性化はインターロイキン6あるいはインターロイキン27ともに刺激ののち72時間後でも持続していた．さらに，インターロイキン6あるいはインターロイキン27により誘導されるSTAT1およびSTAT3による二量体の形成（ホモ二量体およびヘテロ二量体）について，EMSA法を用いて時系列的な変化を解析した．その結果，刺激ののち24時間ではインターロイキン6はSTAT3ホモ二量体の形成を強く誘導した一方，インターロイキン27はSTAT1ホモ二量体の形成を誘導した．さらに，これらのホモ二量体およびヘテロ二量体は刺激ののち72時間の時点で消失した．以上の結果から，インターロイキン6とインターロイキン27はそれぞれ異なる経時変化でSTAT1あるいはSTAT3の活性化を誘導することが示された．

3．STAT1とSTAT3は遺伝子発現の制御において非対称な作用を示す
　インターロイキン6あるいはインターロイキン27による遺伝子発現の変化におけるSTAT1およびSTAT3の役割を解析するため，STAT1ノックアウトマウスあるいはSTAT3ノックアウトマウスに由来するCD4陽性T細胞を用いRNA-seq法により解析した．その結果，STAT1を欠損したCD4陽性T細胞においてはインターロイキン6あるいはインターロイキン27による刺激により誘導される遺伝子の特異性が失われ，インターロイキン6とインターロイキン27に共通の遺伝子がインターロイキン6およびインターロイキン27により同じように誘導された．一方，STAT3を欠損したCD4陽性T細胞においてはインターロイキン6あるいはインターロイキン27により誘導される遺伝子の変化が損なわれ，インターロイキン6およびインターロイキン27の生理的な効果がいちじるしく減弱した．この結果は，STAT1およびSTAT3が非対称的な機能をもつことを示唆した．

　さらに，遺伝子発現の経時的な変化におけるSTAT1およびSTAT3の役割を解析するためRNA-seq法により経時的に解析した．刺激から6時間のちの早期の時点では，STAT1の欠損によりインターロイキン27に特異的な遺伝子の発現に影響が認められた一方，STAT3の欠損はインターロイキン6に特異的な遺伝子の発現の低下の原因になった．しかし，刺激から24時間のちおよび72時間のちの時点では，STAT1あるいはSTAT3の欠損の影響は広い範囲におよんだ．

4．インターロイキン6により発現が制御されている遺伝子においてSTAT1はSTAT3に依存してDNAと結合する
　インターロイキン6あるいはインターロイキン27により誘導されるSTAT1およびSTAT3による機能的な二量体がどのように遺伝子発現を制御しているか解析するため，STAT1およびSTAT3のDNAへの結合をChIP-seq法を用いて解析した．全ゲノムにおいてインターロイキン6あるいはインターロイキン27により誘導されるSTAT1あるいはSTAT3の結合のうち，60％は刺激により新たに出現した一方，20％は刺激により消失し，残りの20％は刺激の前後で変化はなかった．また，STAT3の結合部位はSTAT1の結合部位と比較して2倍以上も存在した．この結果は，インターロイキン6あるいはインターロイキン27により誘導される遺伝子発現の変化の大部分がSTAT3により制御されているというRNA-seq法による結果とよく一致した．

　インターロイキン6に特異的な遺伝子，インターロイキン27に特異的な遺伝子，インターロイキン6とインターロイキン27に共通の遺伝子において，その近傍にあるSTAT1あるいはSTAT3の結合部位を定量したところ，インターロイキン6により抑制される遺伝子において，STAT1との結合がSTAT3との結合に比較して増強していた．この結果は，STAT1がこれらの遺伝子の発現を抑制している可能性を示唆した．

　さらに，STAT1とSTAT3との相互関係を明らかにするため，それぞれのSTATを欠損したT細胞におけるもう一方のSTATとDNAとの結合をChIP-seq法を用いて解析した．インターロイキン6に特異的な遺伝子においてはSTAT1を欠損させるとSTAT3の結合は増加したのに対し，STAT3を欠損させるとSTAT1の結合は著明に減少した．一方，インターロイキン27に特異的な遺伝子においては，STAT3を欠損させてもSTAT1の結合は比較的保たれていた．これらの結果から，インターロイキン6に特異的な遺伝子において，STAT1のDNAとの結合はSTAT3に依存的である一方，インターロイキン27に特異的な遺伝子においてはSTAT1ホモ二量体がはたらいている可能性が示唆された．

5．機能獲得型のSTAT1遺伝子変異は免疫疾患に関連する遺伝子の発現を変化させる
　機能獲得型のSTAT1遺伝子変異をもつ慢性の真菌感染症の患者において，STAT1の過剰な活性化がサイトカインに対する反応をどのように変化させて重症化の原因となるかについて検討した．機能獲得型のSTAT1遺伝子変異をもつ患者5例および健常人4例の末梢血から単離したCD45RA陽性CD4陽性T細胞に対し，インターロイキン6あるいはインターロイキン27による刺激を72時間あたえたのち，遺伝子発現の変化をRNA-seq法により網羅的に解析した．その結果，機能獲得型のSTAT1遺伝子変異をもつ患者において，健常人においては変化しない3458個の遺伝子が刺激により新たに発現の変動を示した．一方，健常人において発現の変化していた573個の遺伝子において発現の変化が認められなくなった．これらの遺伝子について，どのような特徴をもつ遺伝子が多く認められるかネットワーク解析を行ったところ，免疫疾患に関連する遺伝子が有意に多く存在していた．

　STAT1ノックアウトマウスを用いた実験からSTAT1がインターロイキン6あるいはインターロイキン27の特異性を規定していることが示唆されたため，ヒトにおいても同様の機構が存在するかどうか検討した．具体的には，機能獲得型のSTAT1遺伝子変異をもつ患者および健常人において，インターロイキン6あるいはインターロイキン27による刺激により発現量の変化する遺伝子をそれぞれ同定し，それらのあいだの相関係数を解析した．その結果，機能獲得型のSTAT1遺伝子変異をもつ患者では，健常人に比べインターロイキン6あるいはインターロイキン27に反応する遺伝子のあいだの相関係数が低下しており，インターロイキン6あるいはインターロイキン27の特異性は低下していた．
おわりに
　サイトカインは生体において多様な生理作用をもつが，それぞれのサイトカインのもつ生理作用の特異性を規定する分子機構に関する知見は非常に少ない．今回，筆者らは，炎症性サイトカインとして知られるインターロイキン6と抗炎症性サイトカインと認識されているインターロイキン27について，シグナル伝達タンパク質STATを介した分子機構を解析した．その結果，インターロイキン6あるいはインターロイキン27により誘導される遺伝子発現の変化の大部分はSTAT3により制御されていること，一方で，STAT1はインターロイキン6あるいはインターロイキン27により誘導される遺伝子のあいだの特異性を制御していることが，マウスおよびヒトにおいて明らかにされた（図1）．さらに，インターロイキン6あるいはインターロイキン27により誘導される遺伝子において，STAT1の結合の大部分はSTAT3に依存的であることが明らかにされた．つまり，サイトカインの生理機能を規定するうえで，STAT1およびSTAT3はそれぞれ非対称な機能をもち，STAT3の存在はSTAT1の機能の発現に重要であった．また，STAT1の過剰な活性化の起こる機能獲得型のSTAT1遺伝子変異をもつ患者の検体の解析から，機能獲得型のSTAT1遺伝子変異は免疫疾患に関連する遺伝子の発現に変動をひき起こすことが明らかにされた．このことは，非対称な機能をもつSTATが正しい機能的な均衡を保つことにより，健常人において望ましいかたちの免疫恒常性が維持されていることを示唆した．今後は，機能獲得型のSTAT1遺伝子変異をもつ患者において異常の認められる遺伝子からさまざまな機能遺伝子を同定し，そこから新たな治療戦略を提案できるよう研究を進めていきたい．
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〈図説明〉

図1　STATは遺伝子発現の量およびサイトカインの特異性を規定する

インターロイキン6あるいはインターロイキン27により，共通のSTATであるSTAT1およびSTAT3が活性化される．STAT1はサイトカインの特異性を規定し，STAT3は遺伝子発現の量を規定する．
P：リン酸化．
