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原 著

ヒト培養ケラチノサイトでTumorNecrosisFactor-αとⅠnterferon-γは
相乗的にRetinoicAcid･InducibleGene-Ⅰの発現を増加させる

皆 川 智 子1) 木 村 一 之1) 松 崎 康 司L) 中 野 創1)

今 泉 忠 淳2' 佐 藤 敬2) 津 村 大 輔1)

抄録 【背景】Retinoicacid-induciblegene-Ⅰ(RIG-Ⅰ)はRNA へリガーゼの一種であ り,ウイルス感染により,細
胞質内に蓄積する二重鎖RNAを認識する細胞内受容体である.【目的】Tumornecrosisfactor-α (TNF-α)と
Interferon-㍗ (IFN-γ) はそれぞれ表皮ケラチ ノサイトにおけるRIG-Ⅰの発現を増強させるが,その作用機序は
不明である.本研究では.培養表皮ケラチノサ イトであるHaCaT細胞において,RIG-Ⅰの発現に対するTNF-α

とIFN-γの協調作用 を検討 した.【結果】RIG-ⅠのmRNAとタンパク発現量を半定量的RT-PCR法 とウェスタ
ンブロッテ ィング法でそれぞれ解析 した.その結果,TNF-aとIFN-γを同時添加 した条件では,RIG-1タン
パクとmRNA発現量が相乗的に増加 していた.【結論】両サ イトカインが相乗的にRIG-Ⅰの発現 を上昇させた
ことか ら.2つのサ イトカインは別々のシグナル伝達経路を介 してRIG-Ⅰの発現を制御 していると考えられた.
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CULTUREDHUMANKERATINOCYTES

satokoMinakawal',KazuyukiKimural',yasusiMatsuzakil),HajimeNakanol),

Tadaatsulmaizumi2),KeiSatoh2), andDaisukeSwamural)

Abstract [Introduction]Retinoicacid-induciblegene-I(RIG-Ⅰ)isaputativeRNAhelicase.Uponviralinfection,RIG-I
proteinbindstotheviraldouble-strandedRNA.[Objectives]Tumornecrosisfactor-α(TNF-α)andinterferon-㍗
(IFN-γ)stimulatetheexpressionofRIG-ImRNAandproteininepidermalkeratinocytes,andthatmechanismshave
notbeenwellelucidated.ThepurposeofthisstudywastoinvestigatethecooperativeeffectofTNF-aandIFN-y
totheexpressionofRIG-Ⅰ.[Results]Thesteady-statelevelsofRIGJmRNAandproteinamountswereanalyzedby
semi-quantitativeRT-PCRandWesternblotting,respectively.RIG-ImRNAandproteinlevelsweresynergistically
increasedthroughtheadministrationofboththeTNF-αandIFN-γinHaCaTkeratinocytes.[Conclusion]These
findingsimplythattheinductionofRIGlIexpressionbyTNF-aandIFN-yisutilizedbythedifferentsignaling
pathwayfromeachother.
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は じめに

自然免疫は,生体内のウイルス感染初期にみら

れる防御機構として重要な役割をもつ.ウイルス

は細胞に感染するとそのゲノムを細胞質内に注入

し,細胞の機能を利用してウイルスの複製を行う.

これまでウイルスの複製の結果,細胞質内に蓄積

する細胞内二重鎖RNA (dsRNA)を細胞が認識

していることは分かっていたが,そのメカニズム

は不明であった.近年,膜貫通型細胞外受容体で

あるToll-likereceptor(TLR)を介さずに,細胞

内でウイルス由来のdsRNAを認識し,インター

フェロン (IFN)遺伝子の発現を導 く分子として

retinoicacid-induciblegene-Ⅰ(RIG-Ⅰ)が同定 さ

れた1).

RIG-Ⅰは培養前骨髄球性白血病細胞においてレ

チノイン酸により誘導される遺伝子として同定さ

れ,RNAウイルス感染に対する反応には不可欠

な分子と考えられている2).このRIG-ⅠはDExH-

boxファミリーに属するRNA へリガーゼの一

種であると推測され3),ウイルスが細胞に感染す

ると,RIG-ⅠがC末端側のへ リガーゼ ドメイン

で細胞内二重鎖 RNAを検知 し,N末端にある

caspaserecruitmentdomains(CARDs)を介し

てⅠ型IFN遺伝子発現誘導シグナルが伝達され

る1･4)

抗原提示細胞が末梢 リンパ組織で未感作ヘル

パーT細胞を活性化すると,T細胞はT-helper-1

(Thl)かTh2のいずれかのエフェクターヘルパー

T細胞に分化する.このうちThl細胞はイン

ターフェロンーγ (IFN-㍗)や腫療壊死因子-α

(TNF-α)を分泌する.

IFN-γは増殖抑制作用や炎症誘発作用のほ

か,免疫調節作用 も有す る.IFN-γがIFN-γ

receptorα/β に 結 合 す る と,Janusprotein

tyrosinekinase(JAK)1/2や Signaltransducer

andactivatoroftranscription-1(STAT-1)の活

性化などがおこり,細胞に様々な反応が誘発され

る5).

また,マクロファージの細胞質では,阻害性タ

ンパクIKBが二量体に強 く結合してNF-KBを

不活性型にしているが,TNF-αが細胞表面受容

体に結合すると,不活性型として隔離されている

NF一KBが活性化され,種々の免疫反応が起こる.

これまでの研究で,培養血管内皮細胞や血管平

滑筋細胞において,IFN-γはRIG-Ⅰ発現を増加さ

せることが示された6).また,ヒト表皮ケラチノ

サイトの不死化細胞であるHaCaT細胞7)におい

て,TNF-αとIFN-γがRIG-Ⅰタンパ クやRIG-I

mRNAの発現を増加させることや,RIG-Ⅰタンパ

クは細胞質に局在することが明らかになった8).そ
こで,今回我々は,HaCaT細胞においてRIG-Ⅰ発

現に対するTNF-αとIFN-γの相互作用を検討し

た.

材料と方法

1.細胞培養

HaCaT細胞は,抗生剤および10%ウシ胎児血

清 を加 え たminimalessentialmedium (MEM,

GIBCO,Auckland,N.Z)を培地 として,60mm

プラスチック組織培養デイシュで培養 した.培

地は 1日お きに交換 し,サイ トカイン添加 12

時間前にリン酸緩衝液 (PBS)で2回洗浄 した

のち,0.5% ウシ胎児血清加 MEMに交換 した.

IFN-γとしてrecombinanthuman(r(h))IFN-㍗

(RocheDiagnostics,Indianapolis,USA),TNF-α

と してr(h)TNF-α (RochediagnosticsGmbH,

Mannheim,Germany)を使用した.TNF-α涜加

後,RIG-ImRNAの発現は6時間で,RIG-Ⅰタン

パクは24時間でピークに達することから8),RIG-I

mRNAの分析にはTNF-αやIFN-γ添加6時間

後の細胞を使用 し,RIG-Ⅰタンパクの分析 には

TNF-αやIFN一再恭加24時間後の細胞を使用した.

2.ウェスタンブロッティング

サイ トカイン添加 24時間後,HaCaT細胞を

RIPAlysisbuffer(1%NonidetPl40,0.1%sodium

deoxycholate,0.57mM phenylmethylsulfonyl

fluoride(Sigma-Aldrich,St.Louis,MO,USA),

1mM sodiumorthovanadate(Sigma-Aldrich),

10〟g/mlaprotinin(Sigma-Aldrich),10〟g/

mlleupeptin(Sigma-Aldrich),1mM Na3VO4

(Sigma-Aldrich))を用いて氷上で溶解 した.港

解液 を15000rpmで30分間遠心 したのち.上

清分画を-80℃で保存 した.溶解液のタンパク

濃 度 はProteinAssayKitTM(Bio-Lad)で測 定
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した.同量の タンパ ク (20〃g)を10% (W/v)

SDS-polyacrylamidegelelectrophoresisで 分 離

L HybondTMECLTMnitrocellulosemembrane

(AmershamBiosciences,Buckinghamshire,UK)

に転写した.この転写 した膜を用いて室温で 1

時間振塗 してブロッキングした.その後,一

次 抗 体 (rabbitanti-RIG-Iantiserum,1:10,000

dilution)に交換 し,室温で 1時間振塗 した後,

4℃で約 12時間保存 した.その後,二次抗体

(ECLanti-rabbitlgG,horseradishperoxidase-

1inkedspecies-specificwholeantibodyfrom

donkey,1:2,000dilution;AmershamBiosciencs,

Buckinghamshire,UK)で室温下 1時間振塗後,

ECLenhancedchemiluminescencedetection

reagentECL(Amersham,UK)を用いて,RIG-Ⅰ

タンパクを検出した.

ウェ スタンブロ ッテ ィングの結果 は NIH

Imageanalysissoftwareを用いて定量解析した.

またコントロールとしてβ-actinの発現を測定し

た.

3.RNA抽出と｢eversetranscription-polymerase

chainreaction(RT-PCR)法

サイ トカイン添加 6時間後,HaCaT細胞を

RNeasyTMMiniKit(Quiagen,Hilden,Germany)

のBufEerRLTを用いて氷上で溶解した.溶解液

か らtotalRNAをRNeasytotalRNAisolation

kit(Qiagen,Hilden,Germany)を用いて抽出し

た.0.5〃g の totalRNAか ら,oligo(dT)20

プライマーを用いてcDNAを合成し,次にPCR

を 行 っ た.RIG-Ⅰとhumanglyceraldehyde-3-

phosphatedehydrogenase(GAPDH) のcDNA

を合成するためのプライマーは以下のものを使用

した :

RIG-Ⅰ-F (5′-GCATATTGACTGGACGTG

GCA-3′)

RIG-Ⅰ-R (5′-CAGTCATGGCTGCAGTTC

TGTC-3′)

GAPDH-F (5′一ccACCCATGGCAAATTCC

ATGGCA-3′),

GAPDH-R (5′-TCTAGACGGCAGGTCAGG

TCCACC-3′).

RIG-IcDNA合成の反応条件は (98℃,1min)を
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1サイクル,(98℃,10sec;58℃,2sec;74℃,30

sec) を22サ イクル,(4℃,1min)を1サ イ

クルとした. GAPDH合成反応条件は (98℃,1

min)を1サイクル,(98℃,10sec;60℃,2sec;

74℃,30sec)を20サイクル,(4℃,1min)を

1サイクルとした.

生成したcDNAをethidiumbromide含有2.0%

agarosegelで電気泳動 した.RIG-ⅠとGAPDH

のPCR産物はそれぞれ644bpと598bpとなっ

た.等量のRNAから作製 したRIG-ⅠとGAPDH

の cDNAの バ ン ド は NIHImageanalysis

softwareで解析した.

結 果

TNF-oあるいはIFN-Yを単独に添加 した場合の

RIG-1タンパクの発現について

TNF-αあ る い はIFN-γを単 独 に添 加 し

てRIG-Ⅰタンパクの発現 を検討 した.濃度は,

TNF-α投与群では0-10-20-40-80-160ng/mlとし,

IFN-γ投与群では0-2.5-5-10-20-40ng/mlとした.

その結果,denovoでのRIGIIタンパク合成量は

非刺激時には殆ど発現せず,TNF-αが20ng/ml

までは濃度依存性に増加し20ng/mlで平衡に達

した.また,IFN-γは10ng/mlまでは濃度依存

性に増加 し,long/mlからは平衡に達した (図

1).

TNF10あるいはIFN-Yを単独に添加 した場合の

RIG-lmRNAの発現について

TNF-αあるいはIFN-γを単独に添加してRIG-I

mRNAの発現を検討した.濃度は,TNF-α投与

群では0-20-40-80ng/mlとし,IFN-γ投与群では

0-10-20-40ng/mlとした.その結果,denovoでの

RIG-ImRNA 合成量は非刺激時には殆ど発現せ

ず,TNF-αが 20ng/ml,IFN-γは 10ng/mlで

平衡に達した (図2).

TNF-oおよびIFN-Yを同時に添加 した場合の

RIG-1タンパクの発現について

TNF-αおよびIFN-γを同時添加 して,RIG-Ⅰ

タンパクの発現を検討した.濃度は,TNF-α/

IFN-γをそれぞ れ,0/0-20/0-0/10-20/10

ng/mlで投与 した場合と,倍量の,0/0-40/0-
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図1.TNF-αあるいはIFN-γを単独に添加した場合のRIG-Ⅰタンパクの発現.
HaCaT細胞にTNF-α添加24時間後のRIG-Ⅰタンパク発現はTNF-αが20ng/ml
でほぼ平衡に達した.同様に IFN-γは10ng/mlのときに,ほぼ平衡に達した.
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図2.TNF-αあるいはIFN-γを単独に添加した場合のRIG-ImRNAの発現.
HaCaT細胞にTNF-α添加6時間後のRIG-ImRNA発現はTNF-αが20ng/mlで
ほぼ平衡に達した.同様に,lFN-γは10ng/mlのときに,ほぼ平衡に達した.

0/20-40/20ng/mlで投与した場合について測

定した.その結果,TNF-αとIFN-γをそれぞれ

単独に添加した場合に比して,同時に添加したこ

とで,RIG-Ⅰタンパクの発現が相乗的に増加した

(図3).

TNF10およびIFN-Yを同時に添加 した場合の

RIG-1mRNAの発現について

TNF-αお よびIFN-γを同時 に添加 して,

RIG-ImRNAの発現を検討した.濃度は,同様

にTNF-α/IFN-γをそれぞれ,0/0-20/0-0/

10-20/long/mlで投与した場合と,倍量の,0/
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図3.TNF-αおよびIFN-γを同時に添加した場合のRIG-Ⅰタンパクの発現について.
HaCaT細胞にTNF-α20ng/mlとIFN-γ10ng/mlを同時に添加した24時間後の
RIGJタンパク発現はそれぞれ単独より相乗的に増加した.
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図4.TNF-αおよびlFN-γを同時に添加した場合のRIG-ImRNAの発現.
HaCaT細胞にTNF-α20ng/mlとlFN-㍗long/mlを同時に添加した6時間後の
RIG-ImRNA発現はそれぞれ単独より相乗的に増加した.

0-40/0-0/20-40/20ng/mlで投与した場合に

ついて測定した.TNF-αとIFN-γをそれぞれ単

独に添加した場合に比して,同時に添加したこと

でRIG-ImRNAの発現は相乗的に増加した (図

4).
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考 察

生体最外層に位置する表皮の大部分はケラチノ

サイトからなる.ケラチノサイトは定常状態では

ごくわずかの種類のサイトカインを微量に産生す

るのみだが,ウイルスに感染すると活性化され,
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多くのサイトカインを分泌するようになる.

現在,抗サイトカイン療法はサイトカインが病

態形成に関係する疾患への新しい治療手段として

期待されている.過剰に産生されたサイトカイン

が様々な自己免疫疾患を引き起こすと考えられて

おり,原因となるサイトカインを中和する治療法

の開発が試みられている.Skurkovichらは自己

免疫疾患の治療にTNF-αを除去することを提案

したほか,抗IFN-γをリウマチ性関節炎,移植

拒絶反応,円形脱毛症,乾癖性関節炎などの治療

に用いて,改善したと報告している9).また,特

に皮膚科学分野では,TNF-αをターゲットにし

たインフリキシマブが,炎症性角化症である乾癖

の治療薬として期待されている.

乾癖の病変部の表皮には,ケラチンK6(過増

殖型ケラチン)が現れるが,IFN-γやTNF-αが

ケラチンK6をタンパクレベル,mRNAレベル,

プロモーターレベルで誘導することが報告された

10).また,IFN-γは正常表皮細胞の増殖を抑制し,

アポトーシスを誘導するが,乾癖の表皮ではアポ

トーシスの誘導が認められないという報告11)や,

乾癖の表皮細胞ではIFN-γに対するSTAT-1の

応答が減弱しているとの報告もある12).このよう

にTNF-αとIFN-γはケラチノサイトの異常によ

り生ずる乾癖の病態に関与することから,これら

のサイトカインはケラチノサイトの機能に密接に

関与することが推測されている.

RIG-Ⅰ発現調節のメカニズムを調べることは

乾癖等の病態解明のために非常に有用と考えら

れるが,表皮ケラチノサイトにおけるTNF-α

とIFN-γによるRIG-Ⅰ発現の検討はKitamura

ら8)の報告例のみである.我々は,ヒト表皮ケ

ラチノサイトにおける炎症性サイトカインによ

るRIG-Ⅰ発現調節のメカニズムをさらに調べるた

め,TNF-αとIFN-γによるRIG-Ⅰ発現を検討し

た.本研究の注目すべき点は,TNF-αとIFN-γ

を同時に添加することによるRIG-Ⅰ発現の相乗効

果を検討したことである.近年,培養腸上皮細胞

にTNF-αとIFN-γを同時に添加すると,それぞ

れ単独添加に比べ,インターロイキン (IL)-32α

やCXCLIO遺伝子がmRNAレベルとタンパクレ

ベルで相乗的に増加したことが報告されている13･
14).

本研究では,HaCaT細胞において,非刺激

時にはRIG-ⅠタンパクとmRNAが殆 ど発現 し

ないのに対 し,TNF-αやIFN-γを添加した場

令,RIG-ⅠタンパクとmRNAが濃度依存性に増

加することを示した.しかも,TNF-αとIFN-γ

を同時に添加すると,それぞれ単独添加に比

べ,RIG-ⅠタンパクとmRNA発現が相乗的に増

加することを示 した.この現象から,TNF-α

とIFN-γはそれぞれ異なるシグナル伝達経路に

よってRIG-Ⅰ発現を制御していると推測される.

今後,プロモーター解析などにより,更なる詳細

な解析が期待される.

細胞はウイルス感染を複数の方法で検知して自

然免疫を誘導する.今後,IFN遺伝子活性化メ

カニズムの解析が進展し,ウイルスに対する細胞

の反応が分子レベルで明らかになることにより,

ウイルス感染に対するに新たな治療法をもたらす

ことが期待される.RIG-Ⅰは表皮ケラチノサイト

の増殖と分化の制御機構に関わる可能性があり,

RIG-Ⅰを介したシグナルの解析を通じて,ウイル

スや癌に対するIFN療法や炎症疾患に対する抗

TNF-α製剤において,副作用を軽減し,効果的

治療ができるような方法の開発が期待される.
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