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研究成果の概要（和文）：今回、IFN-β 刺激による RIG-I タンパク発現誘導が悪性黒色腫由来

培養細胞において確認された。また、その培養細胞株の種類によって IFN-β 誘導性 RIG-I 発現

に差異が認められた。今後、それぞれの培養細胞株において RIG-I が関与する細胞内シグナル

経路についても検討する必要があると考える。 

 
研究成果の概要（英文）：I confirmed that cultured melanoma cells expressed RIG-I protein 
by IFN-βstimulation. Moreover, the levels of the IFN-β-induced RIG-I expression was 
dependent on the types of melanoma cell lines. It is necessary to identify intracellular 
signals via RIG-I in various 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。皮膚の

恒常性維持のため、表皮細胞は膜貫通型細胞

外受容体であるToll-like receptor (TLR)を

有し、「自然免疫」反応としてIFNなどのサイ

トカインを誘導し、感染した細胞の増殖を抑

制する。近年、TLRを介さずに細胞内でウイル

ス由来ds-RNAを認識し、IFN産生に係わる細胞

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. 5:730-737, 

2004)。RIG-Iは、C末端側でds-RNAを検知し、

N末端にあるドメインが下流へIFN発現シグナ

ルを伝達するRNAヘリカーゼである(Fig. 1)。

申請者は、世界に先駆けてウイルス感染状態

の培養ヒト表皮細胞がRIG-Iを発現すること
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をRNA、タンパクレベルで確認し、またそれに

伴うIFN-β発現誘導の結果も得た(Kitamura, 

Matsuzaki et al, J Dermatol Sci. 2:127-134, 

2007)。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。そこで、本来ウイルス感染した

細胞の増殖抑制が目的のこの作用を、人為的

に作成・誘導し、癌細胞の増殖抑制に応用で

きると考える。 

悪性黒色腫は、早期より所属リンパ節や他臓

器に転移を生じる予後不良な皮膚悪性腫瘍

である。将来、再発・転移をきたすことが予

想されるハイリスクな症例には、術後補助療

法として術創もしくは病変周辺への IFN-β

局所投与が行われている。そこで申請者は一

過性の IFN-β投与ではなく、持続的に IFN-

βが産生される環境をつくることが、悪性黒

色腫の再発・転移をより確実に抑制すること

ができると考えた。 

 

２．研究の目的 

合成 ds-RNA である poly-(I:C)を皮膚に投与

することで、擬似的ウイルス感染状態を作り、

表皮細胞、線維芽細胞、ならびにリンパ球か

ら RIG-I 発現・誘導性 IFN-βが産生され、局

所的な免疫賦活作用を示し、また、メラノー

マ細胞自体も周辺組織より分泌される IFN-

βにより RIG-I 発現が継続的にみられ、細胞

増殖能が著しく低下し結果として腫瘍が縮

小すると考えた。RIG-I-IFN-βのフィードバ

ック効果を最大限にいかす方法の確立を目

標に本研究を行った。 

３．研究の方法 

(1) 細胞 

ヒト悪性黒色腫細胞（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リアルタイ

ム 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)リアルタイム PCR 

 ヒト悪性黒色腫細胞 501mel に

IFN-β(10,000  unit/ml)および

poly-(I:C)(10 μg/ml)を投与し、6 時間後に

細胞を回収した。SYBR Green I を用いて蛍光

検出し、各投与群の遺伝子発現量(Ct 値)とコ

ントロール群(非刺激群)の Ct 値とを GAPDH

で補正を行い、比較を行った。 

(4)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)、



 

 

IFN-γ (10 ng/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)ウエスタンブロット 

5 種類のヒト悪性黒色腫細胞（SK-Mel-28、

Colo679、501mel、MeWo、G-361）における、

IFN-β刺激によるRIG-Iタンパクの発現誘導

について検討した。SK-Mel-28、Colo679、

501mel、G-361 細胞では、IFN-β 添加 24 時

間後には非刺激群と比較して有意に RIG-Iタ

ンパク発現増強が認められた (Fig. 2)。 

しかし、同じヒト悪性黒色腫細胞である MeWo

では、IFN-β 誘導性 RIG-I タンパク発現はみ

られなかった。 

また、IFN-β 刺激による RIG-I タンパクの

発現誘導が確認された 501mel 細胞における

各種サイトカイン（IFN-β、IFN-γ、TNF-α、

TGF-β）による RIG-I 発現誘導を検討した。

IFN-β、IFN-γ において、明らかな RIG-I 発

現増強が認められたが、TNF-α、TGF-β 刺激

ではその発現誘導効果はみられなかった

(Fig. 3)。 

 

(2)リアルタイム PCR 

501mel 細胞において、IFN-β の刺激によ

り RIG-I mRNA が強く誘導された。一方、合

成二本鎖RNAであるpoly-(I:C)ではほとんど

増強はみられなかった(Fig. 4)。 

 

(3)Cell Viability Assay 

501mel 細胞において、サイトカイン刺激後

48時間で、非刺激群(100%)と比較して IFN-β 

89.0%、IFN－γ 81.7%と細胞増殖能の低下が

みられた(Fig. 5)。 
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