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研究成果の概要（和文）：今回、IFN-β刺激によるRIG-Iタンパクの発現誘導が、ヒトメラノーマ由来培養細胞におい
て確認された。また、24時間のIFN-β刺激により培養ヒトメラノーマ細胞の増殖能は有意に抑制された。その他のサイ
トカイン、IFN-γ、TNF-α、TGF-β刺激では、メラノーマ細胞によるRIG-I発現増強効果はみられなかった。合成核酸
アナログであるpoly-(I:C)刺激では、ヒトメラノーマ細胞におけるRIG-I発現増強効果は認めなかった。

研究成果の概要（英文）：I confirmed that cultured melanoma cells expressed RIG-I protein by IFN-beta stimu
lation. Moreover, proliferation activities of melanoma cells were suppressed by IFN-beta. Poly-(I:C), know
n  as synthetic analog of double-stranded RNA, has no effect on the induction of RIG-I expression in the h
uman melanoma cells.
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１．研究開始当初の背景 
生体最外層に位置する皮膚は、常に細菌・

ウイルスなどの微生物に曝されているが、

「自然免疫」と「獲得免疫」という２つの感

染防御システムにより、皮膚の恒常性は維持

されている。特に「自然免疫」システムは、

侵入してくる病原体の早期発見とその感染

拡大の抑制に重要な役割を担っている。細胞

内に侵入したウイルスを認識する細胞内受

容体として retinoic acid-inducible gene-I 

(RIG-I)が同定され、I 型 IFN である IFN-β

の 発 現を誘 導 するこ と が解明 さ れ た

(Yoneyama et al, Nat.Immunol, 2004)（図

１）。また、RIG-I は正のフィードバック制御

により、誘導された IFN 刺激により RIG-I の

発現自体が更に持続的に誘導されることが

判明している。近年、細胞内新規アダプター

である stimulator of interferon genes 

(STING)が小胞体上に存在し、ウイルス由来

DNA、RNA を認識し「自然免疫」を高めること

が解明された(Ishikawa and Barber, Nature, 

2008)。皮膚悪性腫瘍であるメラノーマに対

して、人為的に RIG-I・STING 発現を作るこ

とにより I 型 IFN の過剰産生を促し、① I

型 IFNの直接的作用としてメラノーマ細胞の

増殖抑制、② 抗原の感作なしに腫瘍細胞を

傷害する natural killer 細胞（NK 細胞）の

活性化が期待できる。表皮細胞、線維芽細胞、

ならびにリンパ球から RIG-I・STING 誘導性 I

型 IFN が産生され、局所的な免疫賦活効果が

腫瘍縮小を誘導すると考える。 

 
２．研究の目的 
本研究は、「自然免疫」に必須な細胞内ウイ

ルス感知レセプターを人為的に亢進させる

ことにより、局所的に免疫を賦活させ抗腫瘍

効果を導き出すことである。 

 
３．研究の方法 
 (1) 細胞 

ヒト表皮細胞（HaCaT 細胞）、ヒトメラノー

マ細胞（SK-Mel-28、Colo679、501mel、MeWo、

G-361）を、10% fetal bovine serum （FBS）、

0.1 mg/ml penicillin、0.1 mg/ml 

streptomycin、2.5 μg/ml   

amphotericin B を添加した DMEM 培地にて培

養した。ウエスタンブロット及び RT-PCR で

は、各種サイトカイン(IFN-β、IFN-γ、

TNF-α、TGF-β)を添加する前に 0.1% FBS の

DMEM 培地で 24 時間培養処理した。 

(2)ウエスタンブロット 

 すべての細胞株において 70%コンフルエン

トの状態で各種サイトカイン(IFN-β 10,000 

unit/ml、IFN-γ 10 ng/ml、TNF-α 10 ng/ml、

TGF-β 10 ng/ml)および poly-(I:C)( 10 μ

g/ml）を添加、12 時間後に RIPA buffer を用

いて細胞回収した。タンパク 15 μgで

SDS-PAGE を行い、ニトロセルロース膜に転写、

ラビット抗 RIG-I 抗体を用いて検出した。比

較検証のためのコントロールとしてマウス

抗β-actin 抗体を使用した。 

 (3)Cell Viability Assay 

 ヒト悪性黒色腫細胞 501mel を 96-well 

plate で培養、IFN-β(10,000  unit/ml)、

poly-(I:C) (10 μg/ml)を添加、48時間後に、

CellTiter-Glo  Luminescent Cell 

Viability Assay (Promega 社)にて細胞生存

率を評価した。 

 
４．研究成果 

(1)ヒト表皮細胞の RIG-I 発現 

ヒト表皮細胞であるHaCaT細胞を各種サイト

カインで刺激、RIG-I 発現の増減を RT-PCR に

て確認したところ、TNF-α、IFN-γ添加で

RIG-I 発現が有意に上昇していた。 



 
また、合成核酸である poly-(I:C)刺激による

RIG-I 発現を経時的に確認したところ、RNA、

タンパクレベルで発現増強を確認できた。 

 

 
(2)メラノーマ細胞の RIG-I 発現 

ヒトメラノーマ細胞である 501mel 細胞を各

種サイトカインで刺激したところ、IFN-β刺

激で RIG-I 発現増強を確認した。 

 

また、合成核酸である poly-(I:C)刺激による

RIG-I 発現を様々な培養ヒトメラノーマ細胞

で経時的に確認したが、タンパクレベルでは

RIG-I 発現増強はみられなかった。 

 

（3）メラノーマ細胞の増殖抑制 

ヒトメラノーマ細胞である 501mel 細胞に

RIG-I 誘導能をもつ IFN-βを加えたところ、

501mel 細胞の増殖能は有意に低下した。

RIG-I が腫瘍細胞の増殖抑制効果を有すると

推測される。 
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