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中波長紫外線（UVB）はヒト表皮細胞のRETINOIC ACID-INDUCIBLE 
GENE-I 発現誘導を抑制する
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抄録　Retinoic acid-inducible gene-I （RIG-I）はウイルスの二本鎖 RNA を認識し type I interferon （IFN）の産生を誘導
する細胞質蛋白である．ヒト表皮細胞では RIG-IはIFN-γおよび tumor necrosis factor-α刺激によって誘導される．今回
我々は，表皮への代表的な外的刺激であるウイルス感染と紫外線がヒト表皮細胞での RIG-I 発現に与える影響について
検討した．擬似的ウイルス感染を生じる polyinosinic-polycytidylic acid を用いてヒト表皮細胞を刺激すると RIG-I の発
現増強が認められたが，この発現増強と非刺激時の RIG-I 基礎発現量は中波長紫外線（UVB）照射によって抑制された．
このことより UVB が RIG-I 発現抑制を介して皮膚免疫の低下を促し，皮膚におけるウイルス感染やその再活性化の誘導
に関与している可能性が示唆された．
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ULTRAVIOLET B IRRADIATION INHIBITS RETINOIC ACID-INDUCIBLE 
GENE-I EXPRESSION IN HUMAN KERATINOCYTES.

Kazuyuki Kimura1），Yasushi Matsuzaki1），Hideo Kitamura1），
Eijiro Akasaka1），Daiki Rokunohe1），Hajime Nakano1），

Tadaatsu Imaizumi2），Kei Satoh2） and Daisuke Sawamura1）

Abstract　Retinoic acid-inducible gene-I （RIG-I） is a cytoplasmic protein that recognizes viral double-stranded 
RNA to induce the type I interferon （IFN） response. In human keratinocytes, RIG-I is induced by IFN-γ and tumor 
necrosis factor-α stimulation. This study investigated the eff ects of extraneous stimuli including viral infection and 
UVB exposure on the RIG-I expression in human keratinocytes. Polyinosinic-polycytidylic acid （poly（I:C））, which 
mimics viral infection, signifi cantly induced the RIG-I expression, while UVB inhibited the basal RIG-I expression as 
well as the poly（I:C）-induced RIG-I overexpression in cultured human keratinocytes. Thus, suppression of the RIG-I 
expression caused by UVB exposure may partly explain the inhibition of skin-based immune responses, leading to 
viral infection and recrudescence.
 Hirosaki Med．J． 62：1―6，2011
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緒　　　言

　生物の最外層に位置する皮膚は，ウイルス感染
や紫外線といった外的刺激に常に曝されている
が，皮膚の生体防御機構が働き恒常性は維持され
ている．その重要な役割を果たす表皮細胞は皮膚
表層を構成し，サイトカインおよびケモカインを
産生するなど免疫機構に関与している．ウイルス
感染は皮膚病変を生じうる一般的な皮膚障害刺
激のひとつであるが，ウイルス由来 DNA または
RNA は，主に細胞膜に存在するレセプターであ
る Toll-like receptors （TLRs）によって認識され
る1）．ウイルス感知レセプターに病原体が結合す
ると抗ウイルス作用をもつサイトカインが産生さ
れ，免疫反応のシグナル伝達経路が作動する2, 3）．
　TLRs ファミリーのひとつであるTLR3はヒ
ト表皮細胞で発現しており，ウイルス感染細
胞から放出されるウイルスの double-stranded 
RNA （ds-RNA）を認識し，interferon regulatory 
factor-3 および nuclear factor-κB を介した経路を
活性化することによって皮膚の免疫反応の一部を
担っている4）．
　近年，細胞質内でウイルス由来 ds-RNA を認
識するレセプターとして retinoic acid-inducible 
gene-I （RIG-I）が同定された5）．RIG-I は DexH/
D-box ファミリーに属するRNA ヘリカーゼ分
子であり，RNA ウイルスに対する免疫反応など
細胞内における種々の役割を果たしている6, 7）．
RIG-I は，C末端側にヘリカーゼドメインを，N
末端側に caspase recruitment domain と呼ばれる
シグナル伝達に関するドメインを二回繰り返して
持つ特異的な構造を有している．C末端側でds-
RNA を認識するとN末端側を介して下流のシグ
ナル伝達経路を活性化させると考えられている8）．
　我々はこれまでにヒト表皮細胞で interferon 

（IFN）-γお よ び tumor necrosis factor （TNF）-α
刺激によって RIG-I の発現が増強されること，更
には免疫組織化学的に炎症性皮膚疾患である尋常
性乾癬患者の病変部皮膚において，有棘層および
基底層で RIG-I が高発現していることを明らかに
した9）．これらのことから RIG-I は自然免疫に関
わる RNA ヘリカーゼだけではなく，炎症性疾患
におけるサイトカインネットワークのメディエー

ターとしても機能している可能性が示唆された9）．
　一方，中波長紫外線（UVB）照射は皮膚老化や
皮膚癌をはじめとする皮膚障害の要因のひとつで
あり，また皮膚の免疫機構に対しては抑制的に作
用すると考えられている10-12）．代表的な例として
はヘルペス口唇炎の再燃が挙げられる．Herpes 
simplex virus type1 （HSV-1）は口腔に感染し，
表皮に水疱局面を形成，その後は神経節に終生潜
在するとされている．紫外線曝露のような特定の
刺激の後に再活性化し，ヘルペス口唇炎が生じる
と考えられており，UVB が局所免疫を抑制する
ことを示唆している．
　我々はヒト表皮細胞における RIG-I 発現に
UVB が影響を与えることによって局所免疫の抑
制が生じるのではないかと推測し，本研究で解析
した．

実験材料と方法

【細胞と刺激】今回の実験にはヒト表皮細胞株で
ある HaCaT 細胞を用いた．HaCaT 細胞は10% 
ウシ胎児血清，炭酸水素ナトリウム（2 mg/ml），
ペニシリン（100 μg/ml），ストレプトマイシン

（100 μg/ml），アンホテリシンB（2.5 mg/ml）を
添加した minimum essential medium 培地を用
い， 5 % CO2 のインキュベーター内で培養した．
60%の細胞濃度になった時点で PBS 溶液で 2 回
細胞を洗浄し，12時間後に各種濃度に調整した
polyinosinic-polycytidylic acid （poly（I:C））を 添
加した．UVB は HaCaT 細胞を PBS に浸した
状態で 2 本の FL20S-E ランプ（Toshiba, Tokyo, 
Japan）を用いて照射し，照射後は照射前と同様
の培地で培養した．UVB の紫外線強度は UVR-
3036/S2 （Clinical Supply, Tifuhashima,Japan）で
測定した．UVB とpoly（I:C）同時刺激の細胞群は
UVB 照射後，poly（I:C）を添加した培地で培養し
た．
【RT-PCR】RNA の抽出は RNeasy total isolation 
kit （Qiagen, Hilden, Germany）を用いて行った．
抽出された RNA は RNA PCR kit （AMV） Ver.3.0 

（Takara, Kyoto, Japan）を用いて逆転写反応を
行った．RIG-I と glyceraldehyde-3-phosphate de-
hydrogenase （GAPDH）の cDNA 合成のためのプ
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ライマーは以下の配列のものを使用した．
　　RIG-I-F:（5′-GCATATTGACTGGACGTGGC 

A-3′）, 
　　RIG-I-R:（5′-CAGTCATGGCTGCAGTTCTG 

TC-3′）, 
　　GAPDH-F:（5′-CCACCCATGGCAAATTCC 

ATGGCA-3′）,
　　GAPDH-R:（5′-TCTAGACGGCAGGTCA 

GGTCCACC-3′）．
　RIG-I cDNA の反応条件は（94℃, 1 min）1 サイ
クル，（94℃, 1 min; 58℃, 1 min; 72℃, 1 min）を
25サイクル，（72℃, 10 min）を 1 サイクルで行っ
た．生成された PCR 産物は ethidium bromide
含有1.5%アガロースゲルで電気泳動を行った．ま
た，RIG-I と GAPDH のバンドはそれぞれ644 bp
と598 bp である．バンドのコントロールとして
は GAPDH を用い，半定量化は Scion Image 4.0.2 
analysis software を使用した．

結　　　果

　表皮細胞におけるpoly（I:C）によるRIG-I の

発現誘導
　我々はこれまでに培養ヒト表皮細胞である
HaCaT細胞において IFN-γおよび TNF-α刺激に
よってRIG-I が濃度依存性に発現することを明ら
かにした．そこで，ウイルス感染刺激によってヒ
ト表皮細胞が抗ウイルス作用をもつ RIG-I を発現
するか検討した．まず，種々の濃度の poly（I:C）
で HaCaT 細胞を刺激し，刺激後 6 時間の RIG-I
発現を RT-PCR にて確認したところ，mRNA レ
ベルでは103および104 ng/ml の poly（I:C）刺激で
著明な発現の増強が見られた（Fig. 1）．
UVB照射のRIG-I 発現抑制効果
　Poly（I:C）刺激による RIG-I 発現の経時的変化
の検討を行ったところ mRNA レベルでは poly

（I:C）（104 ng/ml）で刺激後 3 時間で RIG-I 発現の
増強がみられ，刺激後 6 時間で発現はピークに
達した（Fig. 2）．
　次に RIG-I と対照的にヒト表皮細胞に対して免
疫抑制の作用を持つとされている UVB 照射がヒ
ト表皮細胞での RIG-I の発現に与える影響を調べ
た．HaCaT 細胞を UVB（30 mJ/cm2）で刺激し，
刺激後の RIG-I 発現の経時的変化を観察したとこ
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Fig. 1　Poly（I:C）によるヒト表皮細胞内 RIG-I 発現誘導
　　　　HaCaT 細胞は各種濃度の poly（I : C）を添加，または非添加の状態で 6 時間培養，

濃度依存的に RIG-I 発現が確認された．
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ろ，RIG-I の mRNA 発現は刺激後 3 時間で抑制
された（Fig. 2）．
　以上の結果を踏まえた上で，UVB（30 mJ/cm2）
と poly（I:C） （104 ng/ml）の同時刺激を行ったと
ころ，poly（I:C）刺激によって生じる RIG-I の発
現増強は UVB 照射によって阻害され，同時刺
激 3 時間後に RIG-I の発現は最も低下していた

（Fig. 2）．

考　　　察

　RIG-I は様々な細胞において TLR3 とは独立
した経路で RNA ウイルスの ds-RNA を認識し，
IFN の産生を促す細胞内タンパク質であること

が知られている8, 13, 14）．RIG-I ノックアウトマウス
の線維芽細胞や樹状細胞では野生型マウスに比べ
て RNA ウイルス感染に対して IFN-γ産生能力が
損なわれている15）．我々は，ヒトの表皮細胞にお
いて RIG-I が TNF-αおよび IFN-γによって濃度
依存性に発現が増強することを明らかにした9）．
今回の研究で，擬似的ウイルス感染状態をもたら
す poly（I:C）はヒト表皮細胞における RIG-I 発現
の強力な濃度・時間依存性のアゴニストであるこ
とが明らかになった．さらに UVB 照射がヒト表
皮細胞における RIG-I の基礎発現量のみならず，
poly（I:C）によって生じる RIG-I の発現増強まで
抑制することが判明した．
　UVB 照射の表皮に与える影響は表皮の細胞免
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Fig. 2　UVB の RIG-I 発現に与える影響
　　　　HaCaT 細胞に対して以下の刺激を加えた．
　　　　（a） poly（I:C） 104 ng/ml, （b） UVB 30 mJ/cm2, （c） poly（I:C） 104 ng/ml と UVB 30 

mJ/cm2の同時刺激．刺激 3 時間後， 6 時間後にRNA を細胞から抽出し，RT-PCR
にて RIG-I とGAPDH を増幅した．

　　　　Poly（I:C）誘導性 RIG-I 発現は UVB 照射により抑制された．
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疫抑制や皮膚感染症の再活性化という形で良く知
られている10, 16）．今回の結果から UVB は RIG-I
発現を抑制することによってウイルス感染時の
RIG-I を介する免疫反応を抑制することが推察さ
れた．
　HSV-1 は普段は三叉神経節の内部に潜在して
いるが，ある刺激が加わり再活性化すると皮膚
病変を引き起こす．さらに，HSV-1 に感染した
細胞中にはds-RNA が蓄積しており，それによっ
て線維芽細胞やマクロファージで RIG-I が HSV-1
感染を感知し type I IFN の発現が誘導されると
考えられている17, 18）．
　また，HSV-1 の再燃は日光照射を含む種々の
刺激によって生じるとされている．我々は今回
の研究で UVB 照射がヒト表皮細胞において poly

（I:C）刺激による RIG-I の発現増強を強力に抑制
することを明らかにした．この結果から HSV-1
の再活性化には，UVB 照射によって生じる
RIG-I の発現抑制に伴う免疫機構の破綻が関与し
ていることが推測される．
　結論であるが，本実験結果より現在まで不明と
されていたヒト表皮細胞における RIG-I による自
然免疫の調節機構の一部が明らかになった．また，
UVB 照射はこれらの機構を著明に抑制し，局所
免疫の機能不全およびウイルスの感染や再活性化
をもたらすと推測される．
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