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メラノーマ（悪性黒色腫）はメラニン色素を作り出すメラノサイトががん化す

る悪性腫瘍である。イヌのメラノーマは進行性の腫瘍であり，自然発生が認めら

れる (Bergman，2007)。そのほとんどが悪性であり，特に口腔内に発生するメラ

ノーマは予後不良を示し (Palma et al.，2021),口腔内悪性腫瘍の中でも最も多く

認められ，局所浸潤，リンパ節転移や主に肺への遠隔転移も早いと報告されてい

る (Bostock et al.，1979)。また，ヒトの粘膜メラノーマに類似しており，遠隔臓

器への転移が早く，化学療法の効果も弱い (Gillard et al.，2014; Simpson et al.，

2014; Hernandez et al.，2018)。無治療の生存期間が極めて短いために，外科手術

などが施されているが，外科治療単独では術後の1年生存率は25% 未満である 

(Tuohy et al.，2014)。放射線療法や化学療法も行われているが，放射線治療での

中央生存期間は約5.3ヶ月〜11.9ヶ月であり，顎骨切除などの侵襲的な外科手術

を行っても約9ヶ月と非常に短い (Todorof et al.，1979)。化学療法は奏功率が約

30%と低く，抗がん剤のカルボプラチンと放射線療法の併用で中央生存期間は

286日と報告されている (Rassnick et al.,2001)。他に様々な化学療法剤が用いられ

ているが，明らかな有効性は認められていないため，イヌ口腔内メラノーマは予

後が非常に悪い腫瘍とされている。そのため，新たな治療戦略が求められている。 

  

本研究では，イヌメラノーマの新たな治療戦略に繋げることを目的とし，イヌメ

ラノーマ細胞における微小環境を作り出す因子としてマトリックスメタロプロ

テアーゼ (MMP)，その中でもMMP-3 に着目し，IL-1βによるMMP-3の発現およ

び，NF-κBの関与について検討した。 

  

第2章では，イヌメラノーマ細胞におけるIL-1βによるMMP-3のタンパク質の細

胞外への放出を培地中のMMP-3活性を測定することを検討した。また，Real-time 
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RT-PCRによりIL-1βによるMMP-3 mRNA発現を検討した。さらに，MMP-3阻害

剤を用いて，スクラッチアッセイによりMMP-3の機能としての細胞遊走能につ

いて検討した。 

第3章においては，イヌメラノーマ細胞におけるIL-1β誘導性のMMP-3発現制御

への転写因子NF-κBの関与を検討した。NF-κBの関与は，薬理学的にNF-κB阻害

剤の効果を検討し，さらに，IL-1β刺激細胞でNF-κBを構成するp65およびp50の前

駆体であるp105の活性化のリン酸化をWestern blottingにて検出することで検討

した。 

第4章においては，第3章で活性化が示されたNF-κBのp65およびp105のsiRNAを

細胞導入して，それぞれをノックダウンしたイヌメラノーマ細胞を作成し，IL-

1β誘導性のMMP-3発現に関わるサブユニットの機能を検討した。 
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第２章 

イヌメラノーマ細胞における IL-1β誘導性MMP-3の発現， 

分泌および機能  
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2.1 緒言 

インターロイキン-1 (IL-1) は，IL-1 ファミリーの 1 つであり，炎症性サイト

カインとして免疫と炎症のメディエーターとしてとして機能することが知られ

ている(Dinarello，2009)。IL-1β を含む IL-1 は，様々な種類の腫瘍の微小環境に

おいて発現が促進することが報告されており，他の炎症性遺伝子の発現を誘導

することにより腫瘍の進行や転移に関わると考えられている (Voronov et al.，

2003; Lewis et al.，2006; Litmanovich et al.，2018)。 

腫瘍における微小環境とは、腫瘍細胞だけでなく、免疫細胞、線維芽細胞、血

管細胞、神経細胞、細胞外マトリックスなど、腫瘍を構成する様々な要素とその

相互作用によって形成される局所的な環境のことを指す。 

 

炎症は様々な感染症や病気に対する正常な免疫応答である。しかし，炎症の制

御が適切になされないことにより，様々な疾病を引き起こすことに繋がる。炎症

は，腫瘍の微小環境を変化させる要因の 1つであり，炎症性微小環境は，腫瘍の

発生，促進，成長，浸潤，転移などの悪性化に影響すると考えられている 

(Mantovani et al.，2008; Grivennikov et al.，2010; Coussens et al.，2013; Fernandes et 

al.，2015; Hagerling et al.，2015; Schneider et al.，2015; Yang et al.，2017)。がん細

胞自身や間質細胞，腫瘍部位に浸潤した白血球が産生するサイトカイン，ケモカ

イン，成長因子などによる様々な炎症および微小環境因子は，直接的または間接

的に腫瘍の発生や成長に好ましい微小環境を整える作用を有している。 

 

マトリックスメタロプロテアーゼ (MMP) は，コラーゲン，ラミニン，エラス

チン，フィブロネクチン，プロテオグリカンなどの細胞外マトリックス (ECM)

の構成要素を分解する機能を有する亜鉛依存性のエンドペプチダーゼのファミ
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リーである (Allan et al.，1995)。基質特異性と細胞内分布から，コラゲナーゼ，

ゼラチナーゼ，ストロメライシン，マトリライシン，膜型 MMP に分類される 

(Cabral-Pacheco et al.，2020)。MMPは，細胞の成長，分化，移動を調節し，腫瘍

の発達に適した微小環境を作り出し，腫瘍の進行に不可欠な役割を担っている

(Pittayapruek et al.，2016)。 

 

MMP-3は，ストロメライシン-1とも呼ばれ，IV，V，IX，X型コラーゲン，

ラミニン，エラスチン，フィブロネクチン，非線維性コラーゲンなどの広範な細

胞外基質を分解するプロテアーゼである(Chambers et al.，1997; Kähäri et al.，1999)。 

また，MMP-3 は，MMP-1，MMP-7，MMP-9，MMP-13 などの他のMMPの前駆

体を切断して活性化する役割も担っている (Murphy et al.，1987; Ogata et al.，1992; 

Knäuper et al.，1993; Kähäri et al.，1999)。MMP-3 は，進行性尿路上皮がん (Gohji 

et al.，1996)，小細胞肺がん(Michael et al.，1999)，高異型度子宮内膜間質肉腫 

(Liokumovich et al.，1999)など，様々ながんで発現の促進が報告されていること

からがんとの関連が指摘されている。ヒトでは，メラノーマ（悪性黒色腫）でも

MMP-3 の高発現が報告されており，悪性メラノーマの浸潤過程への MMP-3 の

関与が示唆されている (Walker et al.，1999; Bodey et al.，2001)。 

本章では，イヌメラノーマ細胞における IL-1β誘導性のMMP-3の発現と産生，

機能としてのメラノーマ細胞の遊走について検討した。 

 

2.2 材料と方法 

2.2.1 材料 

イヌメラノーマ細胞 (MCM-N1 細胞株) は DS ファーマバイオメディカル株

式会社 (日本，大阪)より入手した。 
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ダルベッコ改変イーグル培地 (1g/Lグルコース含有，DMEM-LG) およびウシ胎

児血清 (FBS) は富士フィルム和光純薬工業株式会社 (日本，大阪) から購入し

た。リコンビナントイヌ IL-1βは，Kingfisher Biotech，Inc. (Saint Paul，MN) から

購入した。Culture-Insert 2 Well は ibidi GmbH (Am Klopferspitz，Germany) より購

入した。MMP3 Inhibitor Screening Assay Kit は Abcam (Cambridge，UK) から購入

した。StatMate IVは，ATMS (日本，東京)から入手した。 

 

2.2.2 細胞培養 

イヌメラノーマ細胞は，10% FBS添加 DMEM-LGを用いて，5% CO2，37 ℃

の条件下で静置培養し，週に一度培地交換を行った。細胞が 90-95%コンフルエ

ントに達した時点で 0.25%トリプシン-EDTAで細胞を採取し，CELLBANKER 1 

plus培地に 2×106 cells/500 μLの密度で懸濁させた。細胞懸濁液(500 μL) を滅菌

済み血清チューブに注ぎ，凍結容器 (BICELL) に入れ，-80°C で凍結保存した。

実験使用時にバイセルからチューブを取り出し，37℃のウォーターバスに浸け

て凍結保存した細胞懸濁液を融解した。解凍した細胞懸濁液を，10% FBS 添加 

DMEM-LG に加え，300×gで 3分間遠心分離した。細胞ペレットを 10% FBS入

り DMEM-LGに再懸濁し，75-cm2培養フラスコに移した。その後，凍結保存前

と同じ条件下で静置培養を行った。細胞が約 90%のコンフルエントに達した時

点で，0.25%トリプシン-EDTAを用いて細胞を回収し，1×106 /75-cm2の培養フラ

スコの密度で播種した。 

 

2.2.3 MMP-3活性測定 

イヌメラノーマ細胞を 6ウェル培養プレートに 3.0 × 105 cells/wellの密度で播

種した。24時間の飢餓状態の後，細胞を IL-1βで 0-48時間刺激し，培養液を回
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収した。培養液中のMMP-3活性は，メーカーの説明書に従ってMMP3 Inhibitor 

Screening Assay Kitに含まれるMMP-3活性測定用の基質を用いて測定した。 

 

2.2.4 細胞遊走能測定 

イヌメラノーマ細胞の遊走能は，スクラッチアッセイを使用して測定した 

(Kitanaka et al.，2019)。35 mmディッシュに Culture-Insert 2 Well (ibidi GmbH，Am 

Klopferspitz，Germany) を置き，70 μLの細胞懸濁液 (1 × 106/mL) を Culture-Insert 

2 Wellの各ウェルに適用して 37℃で 24時間培養後，細胞培養挿入物を慎重に取

り出して IL-1β で刺激した。位相コントラスト画像は，ImageJ の MRI Wound 

Healing Toolを使用して解析した (Baecker et al.，2012)。 

 

2.2.5 統計学的解析 

データは平均値 ± 標準誤差で示した。統計解析は StatMate IV を用いて行っ

た。時間依存性の実験データは二元配置分散分析を用いて解析し，その他の実験

データは paired t test を用いて解析した。P 値が 0.05 よりも少ない場合に統計

的に有意差があるものと考えた。 

 

2.2.6 Real-time RT-PCR 

Real-time RT-PCR は，既に報告した方法にて実施した (Nakano et al., 2018; 

Kitanaka et al., 2018; Nakano et al., 2020; Suwabe et al., 2021)。イヌメラノーマ細胞

からの total RNAの抽出は，TRIzol試薬を用いて行った。第一鎖 cDNAの合成は

500 ng の total RNA を用いて PrimeScript RT Master Mix を用いて行った。Real-

time RT-PCRは，2 μLの第一鎖 cDNA，12.5 μLの SYBR Premix Ex Taq II，イヌ

MMP-3 またはコントロールとして用いたハウスキーピングタンパク質である
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TATA box binding protein (TBP) に対する 0.4 μMプライマーを含む 25 μL反応液

で実施した。使用したプライマーの塩基配列は表 2-1に示したものを使用した。

無鋳型対照および無逆転対照の Real-time RT-PCRは，それぞれ 2 μLの RNaseお

よび DNAフリー水と 2 μLの各 RNAサンプルで行った。PCRは，Thermal Cycler 

Dice Real Time System IIを使用し，95℃ 30秒の変性を 1サイクル，95℃ 5秒の

変性を 40サイクル，60℃ 30秒のアニーリング/エクステンションを 1サイクル

で行った。結果は，Real-time RT-PCR 解析ソフトを用い，二次微分最大法，比較

サイクル閾値 (ΔΔCt) 法で解析した。内因性コントロールとして，同量の cDNA

からの TBPの増幅を適用し，校正標準として，時間 0のイヌメラノーマ細胞か

らの cDNA増幅を使用した。 

 

2.3 結果 

2.3.1 IL-1β誘導性のMMP-3放出 

イヌメラノーマ細胞を無刺激の状態で 0-48 時間インキュベートすると，培養

液中のMMP-3活性が時間依存的に増加した (図 2-1)。細胞を 100 pMの IL-1βで

0-48 時間刺激すると，培養液中の時間依存的な MMP-3 活性上昇はさらに促進

された (図 2-1a)。これらの結果は，イヌメラノーマ細胞からのMMP-3放出は構

成的になされているが，IL-1β刺激により調節がなされると考えられる。 

様々な濃度の IL-1β (0-100 pM) によるMMP-3放出についても検討した。24時

間刺激したメラノーマ細胞では，IL-1β 刺激による MMP-3 の放出が用量依存的

に増加した (図 2-1b)。 

 

2.3.2 IL-1β誘導性のMMP-3 mRNA発現 

次に，この IL-1β刺激によるMMP-3の活性の上昇がMMP-3 mRNAの転写に
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レベルで誘導されるかを確かめるため,イヌメラノーマ細胞における MMP-3 

mRNA発現に対する IL-1βの効果を検討した。100 pMの IL-1βでイヌメラノー

マ細胞を 0-24 時間刺激すると，図 2-2a に示すように，時間依存的に MMP-3 

mRNA発現は誘導された。種々の濃度の IL-1β (0-100 pM)で 24時間刺激したイ

ヌメラノーマ細胞においては，図 2-2b に示すように，IL-1β の濃度に依存して

MMP-3 mRNA発現が誘導された。これらの結果は，イヌメラノーマ細胞におい

て IL-1β が MMP-3 mRNA の発現を介して産生を誘導することを示唆している。 

 

2.3.3 MMP-3の細胞遊走への関与 

続いて，MMP-3の機能としてのイヌメラノーマ細胞の遊走能への関与を検討

した。図 2-3に示すように，イヌメラノーマ細胞を 100 pM IL-1βで刺激をする

と，無刺激に比べて遊走が誘導された。しかし，MMP-3阻害剤 UK356618 (2 μM)

の存在下では，細胞遊走に対する IL-1βの効果は有意に阻害された。この結果は，

IL-1β誘導性のMMP-3がメラノーマ細胞の遊走に関与することを示唆している。 

 

2.4 考察 

 本章では，イヌメラノーマ細胞における IL-1β誘導性のMMP-3発現と細胞遊

走能への関与を示した。 

ヒトにおいて，MMP-3の発現は，メラノーマを含む様々な悪性度の高いがん

細胞で観察される (Kähäri et al.，1999)。このことから，MMP-3はがんの悪性化

の過程に関わる可能性が考えられている (Walker et al.，1999; Bodey et al.，2001)。

また，MMP-3 の高発現と患者の生存率との相関は，The Cancer Genomu Atlas 

(TCGA) でも示されている (Shoshan et al.，2016)。さらに，がん遺伝子を導入し

て作成した高転移能を有するラット胚細胞株では，高レベルのMMP-3発現が認
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められ，MMP-3発現ががんの転移能と関連することが報告されている (Sreenath 

et al.，1992)。また，転移能を有するヒトのメラノーマでは，MMP-3の高発現が

無病生存期間の短縮と関連することが報告され (Nikkola et al.，2002)，これは

Sreenath らの研究結果と一致している。ヒトメラノーマでは，MMP-3 タンパク

質の発現と分泌が，侵襲性の強い高転移性の細胞株で観察されている (Shoshan 

et al.，2016)。MMP-3を過剰発現したヒトメラノーマ細胞をヌードマウスに移植

した研究では，細胞増殖と共に転移が有意に増加し，一方，MMP-3を不活性化

したメラノーマ細胞の移植では転移が抑制される (Hofmann et al.，1999; Shoshan 

et al.，2016)。IL-1β誘導性のメラノーマ細胞の遊走はMMP-3阻害剤により有意

に阻害されたことから，イヌメラノーマ細胞の転移にMMP-3が関与しているこ

とを示唆していると考えられる。 
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図 2-1. イヌメラノーマ細胞における IL-1β誘導性MMP-3タンパク質放出 

(a) イヌメラノーマ細胞を IL-1β (100 pM) 存在下 (●) および非存在下 (〇) で

0-48時間インキュベートし，medium中に放出された MMP-3タンパク質を測定

した。 (b) イヌメラノーマ細胞を 0-100 pMの IL-1βで 24時間刺激をし，medium

中に放出されたMMP-3タンパク質を測定した。結果は，3回の独立した実験結

果の平均 ± 標準誤差を示す。* P <0.05. 
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図 2-2. イヌメラノーマ細胞における IL-1β誘導性MMP-3 mRNA発現 

(a) イヌメラノーマ細胞を IL-1β (100 pM) 存在下 (●) および非存在下 (〇) で

0-24時間インキュベートし，Real-time RT-PCRによりMMP-3 mRNA発現の変化

を測定した。 (b) イヌメラノーマ細胞を 0-100 pMの IL-1βで 24時間刺激をし，

Real-time RT-PCRによりMMP-3 mRNA発現の変化を測定した。TBPを内部標準

として使用し，MMP-3 mRNAの発現レベルを 0時間での発現と比較した。結果

は，3回の独立した実験結果の平均 ± 標準誤差を示す。* P <0.05. 
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図 2-3. MMP-3阻害剤による IL-1β誘導性イヌメラノーマ細胞の遊走の抑制 

イヌメラノーマ細胞を，MMP-3 阻害剤 UK356618  (2 μM) の存在下 (■) およ

び非存在下 (□) で 2時間前処理した後，100 pM IL-1β の存在下 (●) および非

存在下 (〇) で 0-24 時間インキュベートし，細胞の遊走能を傷面積の変化によ

り測定した。MMP-3 阻害剤により IL-1β によるイヌメラノーマ細胞の遊走は有

意に抑制された。(a) 代表的な 24時間目の結果を示す。(b) 3回の独立した実験

結果の平均 ± 標準誤差を示す。* P <0.05.  

 

 
 
 
 

 

        

    



15 
 

表 2-1 Primer sequences for RT-qPCR. 

Gene Name Gene bank ID Primer sequences 

MMP-3 NM_001002967.1 F: 5ʹ- TGACGATGATGAACAATGGACAAG-3ʹ   
R: 5ʹ- GCTAGGGTCAGCCGAGTGAAAG-3ʹ 

TBP XM_863452 F: 5'-ACTGTTGGTGGGTCAGCACAAG-3' 

    R: 5'-ATGGTGTGTACGGGAGCCAAG-3' 
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第３章  

イヌメラノーマ細胞の IL-1β誘導性MMP-3発現における 

NF-κBの関与 
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3.1 緒言 

核内因子 κB（NF-κB）は転写因子として機能するタンパク質複合体である。

免疫グロブリン κ 鎖遺伝子のエンハンサー領域に結合するタンパク質として発

見され (Sen et al.，1986)，NF-κB ファミリーと呼ばれる 5 つのメンバー, p65 

(RelA)，RelB，c-Rel (Rel)，p50/p105 (NF-κB1) および p52/p100 (NF-κB2)で構成

され，炎症やがんなどのヒト疾患と密接に関連する核内転写因子のファミリー

の 1つとなっている (Lawrence，2009; Baker et al.，2011; Ben-Neriah et al.，2011; 

Hayden et al.，2012; Xia et al.，2014)。また，IL-1βを含むサイトカインは，NF-κB

の活性化を介して，炎症に関わる様々な因子の遺伝子発現を誘導することが知

られている (Baker et al.，2011; Hayden et al.，2012)。 

第 2章では，イヌのメラノーマ細胞における IL-1β刺激がMMP-3発現を促進

することを明らかにした。一方，IL-1βは，転写因子である NF-κBの活性化を介

して，MMP を含む多くのタンパク質の mRNA 発現に関わることが知られてい

る。そこで本章では，イヌのメラノーマ細胞における IL-1β誘導性MMP-3発現

における NF-κBシグナル伝達経路の関与を検討した。 

 

3.2 材料と方法 

3.2.1 材料 

前章と同様に，イヌメラノーマ細胞 (MCM-N1細胞株，13歳雄イヌ，染色体

数 2n=74) はDSファーマバイオメディカル株式会社 (大阪，日本)より入手した。

ダルベッコ改変イーグル培地 (1g/Lグルコース含有，DMEM-LG)，HEPES (4-(2-

hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) および PMSF (phenylmethylsulfonyl 

fluoride)は富士フィルム和光純薬工業株式会社（大阪，日本）から購入した。リ

コンビナントイヌ IL-1βは，Kingfisher Biotech，Inc. (Saint Paul，MN) から購入し
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た。NF-κB 阻害剤である TPCA-1 (2-[(aminocarbonyl)amino]-5-(4-fluorophenyl)-3-

thiophenecarboxamide)はバイオテクネジャパン (東京，日本) より購入した。

TRIzol は Life Technologies Co. (Carlsbad，CA) から購入した。SYBR Premix Ex 

Taq II，Thermal Cycler Dice Real Time System II，PrimeScript RT Master Mix，TP900 

DiceRealTime v4.02B は TaKaRa Bio Inc. (滋賀，日本) から購入した。ヒトリン酸

化 p65 (93H1)，ヒト total- p65，ヒトリン酸化 p105およびヒト total-p105 に対す

るウサギモノクローナル抗体は，Cell Signaling Technology Japan，K.K. (Tokyo，

Japan) から購入した。マウス β-actin 対するマウスモノクローナル抗体 (AC74) 

は，Sigma-Aldrich Inc. (St Louis，MO)から購入した。ホースラディッシュペルオ

キシダーゼ標識（HRP標識）抗マウス IgGおよび抗ウサギ IgG抗体，ImageQuant 

LAS 4000 mini および ECL Western blotting Analysis System は GE Healthcare 

(Piscataway，NJ)から購入した。Polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes と 

Mini-PROTEAN TGX gel は Bio-Rad (Hercules，CA) から購入した。Complete mini 

EDTA-free protease inhibitor mixture と Block Ace は Roche (Mannheim，Germany) 

から購入した。StatMate IVは，ATMS（日本，東京）から入手した。 

 

3.2.2 細胞培養 

前章に詳述したように，凍結保存したイヌメラノーマ細胞懸濁液を融解し，

75-cm2 の培養フラスコに 1×106個の密度で播種した。10%ウシ胎児血清（FBS）

添加 DMEM-LGを用いて，5% CO2，37℃のインキュベーターで静置培養し，実

験に供した。週に一度培地の交換を行った。 

 

3.2.3 Real-time RT-PCR 

Real-time RT-PCRは，既に前章にて報告した方法にて実施した。イヌメラノー
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マ細胞からの total RNAの抽出は，TRIzol試薬を用いて行った。第一鎖 cDNAの

合成は 500 ngの total RNAを用いて PrimeScript RT Master Mixを用いて行った。

(Nakano et al.，2018; Kitanaka et al.，2018; Nakano et al.，2020; Suwabe et al.，2021)。

Real-time RT-PCRは，2 μLの第一鎖 cDNA，12.5 μLの SYBR Premix Ex Taq II，

イヌ MMP-3 またはコントロールとして用いたハウスキーピングタンパク質で

ある TATA box binding protein (TBP) に対する 0.4 μMプライマーを含む 25 μL反

応液で実施した。使用したプライマーの塩基配列は表 2-1に示したものを使用し

た。無鋳型対照および無逆転対照の Real-time RT-PCRは，それぞれ 2 μLの RNase

および DNA フリー水と 2 μL の各 RNA サンプルで行った。PCR は，Thermal 

Cycler Dice Real Time System IIを使用し，95℃ 30秒の変性を 1サイクル，95℃ 

5秒の変性を 40サイクル，60℃ 30秒のアニーリング/エクステンションを 1サ

イクルで行った。結果は，Real-time RT-PCR 解析ソフトを用い，二次微分最大法，

比較サイクル閾値 (ΔΔCt) 法で解析した。内因性コントロールとして，同量の

cDNAからの TBPの増幅を適用し，校正標準として，時間 0のイヌメラノーマ

細胞からの cDNA増幅を使用した。 

 

3.2.4 Western blotting 

Western blottingは，以前に報告した方法を用いて行った (Nakano et al.，2018; 

Kitanaka et al.，2018; Nakano et al.，2020; Suwabe et al.，2021)。 

サンプルバッファー (20 mM HEPES，1 mM PMSF，10 mM sodium fluorideお

よび complete mini EDTA-free protease inhibitor cocktail，pH 7.4) を用いてイヌメ

ラノーマ細胞の lysate を作成した。タンパク質濃度を Bradford 法 (Bradford，

1976) にて定量した後，dithiothreitol (DDT) 添加 sodium dodecyl sulfate (SDS) バ

ッファーを加えて 98°Cで 5分間煮沸した。サンプルを 10 μg ずつ 7.5%または



20 
 

12% Mini-PROTEAN TGX gel にロードし，電気泳動にてタンパク質の分画を行

った。分画後，PVDF 膜へ転写し，Block Ace にて 50 分 間室温にてブロッキ

ングを行った。その後，PVDF 膜を一次抗体[p-p65 (1:1000)，t-p65 (1:1000)，p-

p105 (1:1000)，t-p105 (1:1000)，β-actin (1:10,000)および β-actin (1:10,000)] を用い

て，室温で 120 分間インキュベートした。洗浄後，膜を HRP-conjugated anti-

rabbit IgG または HRP-conjugated anti-mouse IgG (1:10,000) と共に室温で 90 分

間インキュベートした。免疫反応は ECL Western blotting Analysis System を用い

て検出した。PVDF 膜の化学発光シグナルは Amersham ImageQuant 8000 を用い

て測定した。  

 

3.2.5 統計学的解析 

統計解析は StatMate IV を用いて行った。データは平均値 ± 測定値の標準誤

差で示した。実験データは paired t testを用いて解析した。 

 

3.3 結果 

3.3.1 NF-κB阻害剤による IL-1β誘導性MMP-3 mRNA発現抑制 

最初に，転写因子である NF-κB のイヌメラノーマ細胞における IL-1β 誘導性

MMP-3 mRNA発現への関与を薬理学的に検討した。第 2章で示したように，イ

ヌメラノーマ細胞を IL-1β (100 pM) で 24時間刺激すると，MMP-3 mRNA発現

は有意に増加した。一方，NF-κB阻害剤である TPCA-1 (10 μM) で 1時間前処理

したメラノーマ細胞では，図 3-1に示すように，IL-1βによる MMP-3 mRNAの

発現が著しく抑制された。この結果は，イヌメラノーマ細胞における IL-1β誘導

性MMP-3 mRNA発現に NF-κB活性化が関与していることを示唆している。 
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3.3.2 IL-1βによる NF-κBの活性化と NF-κB阻害剤による抑制 

IL-1βを含むサイトカインは NF-κB p65や p105の活性化を介して様々なタン

パク質の発現に関わることが知られている。p65 や p105 はリン酸化により活性

化される。そこで，IL-1β刺激されたイヌメラノーマ細胞における NF-κBのリン

酸化を検討した。細胞を 100 pMの IL-1βで 0-180分間刺激すると，図 3-2a およ

び bに示すように，刺激後 5-15分に p65が 5-30分に p105の一過性のリン酸化

が認められた。 

IL-1βによる p65と p105のリン酸化に対する NF-κB阻害剤 TPCA-1の効果を

検討した。図 3-3a および bに示すように，TPCA-1 (10 μM )で 1時間前処理した

メラノーマ細胞では，IL-1β 誘導性の p65 と p105 のリン酸化は有意に抑制され

た。これらの結果は，IL-1βが NF-κBの活性化を介してMMP-3 mRNAの発現制

御に関わることを強く示唆している。 

 

3.4 考察 

本章では，イヌメラノーマ細胞を IL-1β 刺激することで NF-κB の p65 および

p105の活性化が認められ，NF-κB阻害剤が IL-1βによるNF-κB活性化を抑制し，

同時に IL-1β刺激によるMMP-3 mRNA発現を抑制することから，イヌメラノー

マ細胞における IL-1β 誘導性 MMP-3 発現制御に NF-κB が関与することを明ら

かにした。 

NF-κBのシグナル伝達経路は，canonical（古典的）経路と non-canonical（非古

典的）経路の 2つから構成されている (Hayden et al.，2012; Mitchell et al.，2016; 

Sun，2017)。canonical 経路では，p65 と p105 が限定分解されて産生される p50

が二量体を形成し，核内に移行し，遺伝子発現を制御する。一方，non-canonical

経路においては，p100 の限定分解により産生された p52 が DNA に結合して転
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写活性を示す (Hayden et al.，2012; Mitchell et al.，2016; Sun，2017)。IL-1βを含

むサイトカインは canonical経路を介するとされているが，イヌメラノーマ細胞

においても，IL-1β刺激は p65および p105を活性化したことから，canonical NF-

κB経路を介してMMP-3発現がなされると考えられる。 

非刺激細胞では，p65サブユニットは，ホモダイマーまたは p50サブユニット

とのヘテロダイマーとして存在し，IκBαなどの抑制性 IκBタンパク質と複合体

を形成し，細胞質内に局在している (Beg et al.，1992; Ganchi et al.，1992; Ferrari 

et al.，1997; Marui et al.，2005)。刺激後，IκBタンパク質は IκBキナーゼによっ

てリン酸化され，その後ユビキチン化され，プロテアソームにて分解される。 

一方，抑制タンパク質から放出された p65 は様々なタンパク質リン酸化酵素

によりリン酸化され，二量体として核内に移行し，遺伝子発現を制御する (Karin，

1999; Lawrence，2009; Hayden et al.，2012; Michell et al.，2016)。p105もリン酸化

により限定分解され p50が産生され，p65と二量体を形成する。本章で得られた

結果からは，イヌメラノーマ細胞においても p65や p105のリン酸化が NF-κBの

シグナル伝達の重要な機能に関わることが考えられる。 
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図 3-1. NF-κB 阻害剤 TPCA-1による IL-1β 誘導性MMP-3 mRNA 発現の抑制 

イヌメラノーマ細胞を TPCA-1 (10 μM) の存在下および非存在下で 1 時間前処

理し，その後 IL-1β (100pM) の存在下および非存在下で 24時間インキュベート

後，MMP-3 mRNA発現レベルを測定した。TBPを内部標準として使用し，IL-1β

刺激したメラノーマ細胞における MMP-3 mRNA の発現レベルを 0 時間での発

現と比較した。結果は，平均値 ± 標準誤差 (SE) として表す。*P<0.05. 
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図 3-2. イヌメラノーマ細胞における IL-1βによる NF-κBの活性化 

イヌメラノーマ細胞を IL-1β (100 pM) で刺激し，リン酸化 p65 (p-p65) および

total p65 (t-p65) 発現 (a)，リン酸化 p105 (p-p105) および total p105 (t-p105) 発現

(b) をWestern blottingにて検出した。3例の代表的な結果を示す。p-p65と p-p105

の一過性の変化が認められた。 

 

 

 

  



25 
 

 

 

図 3-3. NF-κ阻害剤 TPCA-1による IL-1β依存性 p65と p105のリン酸化の抑制 

イヌメラノーマ細胞を TPCA-1 (10 µM) の存在下および非存在下で 1 時間前処

理し，IL-1β (100 pM) で 15分間刺激しリン酸化 p65 (p-p65) および total p65 (t-

p65) 発現 (a)，リン酸化 p105（p-p105）および total p105 (t-p105)発現 (b) を

Western blottingにて検出した。3例の代表的な結果を示す。TPCA-1により IL-1β

誘導性の p65と p105のリン酸化の阻害が認められた。 
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第４章  

イヌメラノーマ細胞の IL-1β誘導性MMP-3発現における 

NF-κB p65の関与 
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4.1 緒言 

NF-κB は転写因子の 1 つであり，ヒトにおいては炎症やがんなどの疾患と密

接に関連する核内転写因子のファミリーの 1つである (Lawrence，2009; Baker et 

al.，2011; Ben-Neriah et al.，2011; Hayden et al.，2012; Xia et al.，2014)。NF-κBは，

p65 (RelA)，RelB，c-Rel (Rel)，p50/p105 (NF-κB1) および p52/p100 (NF-κB2) の

5 つのファミリーと称されるメンバーで構成されており，この NF-κB ファミリ

ーメンバーのタンパク質は，アミノ末端に Rel homology domain を有し，この構

造が DNA との結合やホモおよびヘテロ二量体複合体形成に関わっている 

(Lawrence，2009; Hayden et al.，2012)。 

前章では，イヌメラノーマ細胞において炎症性サイトカインである IL-1βがマ

トリックスメタロプロテアーゼの 1 つである MMP-3 発現を促進すること，ま

た，その IL-1βの効果には NF-κB p65および p105の活性化が関わることを示唆

した。しかしながら，それぞれのサブユニットについての検討がなされてないこ

とから，本章においては，NF-κBのサブユニットの関わりについて検討した。 

 

4.2 材料と方法 

4.2.1 材料 

前章と同様に，イヌメラノーマ細胞  (MCM-N1 細胞株 ) は DS Pharma 

Biomedical (Osaka，Japan) より入手した。また，別のイヌメラノーマ細胞株（CMe1，

CMMe2および LMe細胞株）は東京大学の中川貴之先生よりご提供いただいた。

ダルベッコ改変イーグル培地 (1g/L グルコース含有，DMEM-LG)，フッ化ナト

リウム，HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) および PMSF 

(phenylmethylsulfonyl fluoride) は富士フィルム和光純薬工業株式会社 (Osaka，

Japan) から購入した。リコンビナントイヌ IL-1βは，Kingfisher Biotech，Inc. (Saint 
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Paul，MN) から購入した。TRIzol，Lipofectamine 2000および Opti-MEMは Life 

Technologies Co. (Carlsbad，CA) から購入した。SYBR Premix Ex Taq II，Thermal 

Cycler Dice Real Time System II，PrimeScript RT Master Mix，TP900 DiceRealTime 

v4.02B は TaKaRa Bio Inc. (Shiga，Japan) から購入した。ヒト total- p65，ヒト total-

p105 に対するウサギモノクローナル抗体は，Cell Signaling Technology Japan，K.K. 

(Tokyo，Japan) から購入した。マウス β-actin 抗体に対するマウスモノクローナ

ル抗体 (AC74) は，Sigma-Aldrich Inc. (St Louis，MO)から購入した。Horseradish 

peroxidase (HRP) 標識抗マウス IgG および抗ウサギ IgG 抗体，Amersham 

ImageQuant 800 および ECL Western blotting Analysis System は GE Healthcare 

(Piscataway，NJ)から購入した。Polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes と 

Mini-PROTEAN TGX gel は Bio-Rad (Hercules，CA) から購入した。Complete mini 

EDTA-free protease inhibitor mixture and Block Ace は Roche (Mannheim，Germany) 

から購入した。StatMate IVは，ATMS (Tokyo，Japan) から入手した。 

 

4.2.2 細胞培養 

前章に詳述したように，凍結保存したイヌメラノーマ細胞懸濁液を融解し，

75-cm2 の培養フラスコに 1×106 個の密度で播種した。10%ウシ胎児血清 (FBS) 

添加 DMEM-LGを用いて，5% CO2，37℃のインキュベーターで静置培養し，実

験に供した。週に一度培地の交換を行った。 

 

4.2.3 Real-time RT-PCR 

Real-time RT-PCRは，第 2章で報告した方法にて実施した。イヌメラノーマ細

胞からの total RNAの抽出は，TRIzol試薬を用いて行った。第一鎖 cDNAの合成

は 500 ng の total RNA を用いて PrimeScript RT Master Mix を用いて行った。
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(Nakano et al.，2018; Kitanaka et al.，2018; Nakano et al.，2020; Suwabe et al.，2021)。

Real-time RT-PCRは，2 μLの第一鎖 cDNA，12.5 μLの SYBR Premix Ex Taq II，

イヌ MMP-3 またはコントロールとして用いたハウスキーピングタンパク質で

ある TATA box binding protein (TBP) に対する 0.4 μMプライマーを含む 25 μL反

応液で実施した。使用したプライマーの塩基配列は表 2-1に示したものを使用し

た。無鋳型対照および無逆転対照の Real-time RT-PCRは，それぞれ 2 μLの RNase

および DNA フリー水と 2 μL の各 RNA サンプルで行った。PCR は，Thermal 

Cycler Dice Real Time System IIを使用し，95℃ 30秒の変性を 1サイクル，95℃ 

5秒の変性を 40サイクル，60℃ 30秒のアニーリング/エクステンションを 1サ

イクルで行った。結果は，Real-time RT-PCR 解析ソフトを用い，二次微分最大法，

比較サイクル閾値 (ΔΔCt) 法で解析した。内因性コントロールとして，同量の

cDNAからの TBPの増幅を適用し，校正標準として，時間 0のイヌメラノーマ

細胞からの cDNA増幅を使用した。 

 

4.2.4 Western blotting 

Western blottingも前章と同様に行った。サンプルバッファー (20 mM HEPES，

1 mM PMSF，10 mM フッ化ナトリウムおよび complete mini EDTA-free protease 

inhibitor cocktail，pH 7.4) を用いてイヌメラノーマ細胞の lysate を作成した。タ

ンパク質濃度を Bradford 法 (Bradford，1976) にて定量した後，dithiothreitol 

(DDT) 添加 sodium dodecyl sulfate (SDS) バッファーを加えて 98°C で 5 分間煮

沸したサンプルを 10 μg ずつ 7.5%または 12% Mini-PROTEAN TGX gel にロー

ドし，電気泳動にてタンパク質の分画を行った。分画後，PVDF 膜へ転写し，

Block Ace にて 50 分 間室温にてブロッキングを行った。その後，PVDF 膜を

一次抗体 [t-p65 (1:1000)，t-p105 (1:1000) および β-actin (1:10,000)] を用いて，室
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温で 120 分間インキュベートした。洗浄後，膜を HRP-conjugated anti-rabbit IgG 

または HRP-conjugated anti-mouse IgG (1:10,000) と共に室温で 90分間インキュ

ベートした。免疫反応は ECL Western blotting Analysis System を用いて検出した。

PVDF 膜の化学発光シグナルは Amersham ImageQuant 800 を用いて測定した。  

 

4.2.5 siRNAの細胞導入 

siRNA の細胞導入は，以前に報告した方法で実施した (Nakano et al.，2018; 

Kitanaka et al.，2018; Nakano et al.，2020; Suwabe et al.，2021)。イヌメラノーマ細

胞を 1 × 105 cells/35 mm dish または 5 × 105 cells/90 mm dish の密度で播種し， 

5 μL/mL Lipofectamine 2000 と 100 nM p65，p105 または scramble siRNA を含む 

Opti-MEM で 6 時間トランスフェクションした後，培地を  10% FBS 入り 

DMEM-LG に変え，5% CO2，37℃の条件下で 5日間培養した。表 4-1 に 使用

した siRNA の配列を示す。siRNAの効率は，Western blottingにより確認した。 

 

4.2.6 統計学的解析 

統計解析は StatMate IVを用いて行った。データは独立した 3例の実験結果の

平均値 ± 測定値の標準誤差で示した。データは一元配置分散分析にてそれぞれ

分析した。 
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4.3 結果 

4.3.1 NF-κB p65および p105ノックダウン細胞の作製 

IL-1βを介した MMP-3 mRNA 発現への NF-κB p65および p105それぞれの関

与を検討するために，p65 または p105の siRNA を細胞導入し，p65または p105

ノックダウンしたイヌメラノーマ細胞を作成した。図 4-1に示すように，対照と

した scramble siRNA を導入したメラノーマ細胞と比較して，p65 または p105 

siRNAを導入したメラノーマ細胞では，それぞれ p65または p105タンパク質発

現の明らかな減少がWestern blottingにより確認された。 

 

4.3.2 NF-κB p65 および p105 ノックダウン細胞における IL-1β 誘導性 MMP-3 

mRNA発現 

p65 または p105 siRNA を導入してノックダウンしたイヌメラノーマ細胞に

おける IL-1βによるMMP-3 mRNA 発現への効果を検討した。図 4-2に示すよう

に，対照とした scramble siRNAを導入したメラノーマ細胞においては，IL-1βは

MMP-3 mRNA 発現を促進したが，p65 のノックダウン細胞においては IL-1β 誘

導性の MMP-3 mRNA 発現は著しく減少した。一方，p105 ノックダウン細胞に

おいては，対照と同様な IL-1β誘導性のMMP-3 mRNA発現が認められた。 

さらに，別のイヌメラノーマ細胞株である CMe1，CMMe2および LMe細胞株

を用いて，p65 または p105 siRNA を導入によるノックダウン細胞を作製し，IL-

1β による MMP-3 mRNA 発現への効果を検討した。図 4-3 に示すように，いず

れの細胞株においても，p65 ノックダウン細胞では，p105 のノックダウン細胞

と比較すると，IL-1β誘導性のMMP-3 mRNA発現は有意に抑制された。これら

の結果から，イヌメラノーマ細胞において，IL-1βによるMMP-3の発現には NF-

κB p65の活性化が p105の活性化よりも優位に関与していることが示唆された。 
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4.4 考察 

前章では，IL-1β で刺激したイヌメラノーマ細胞では p65 および p105 のリン

酸化が認められ，活性化が示された。しかしながら，本章においては，siRNAを

用いたノックダウン細胞においては，イヌメラノーマ細胞における IL-1β誘導性

MMP-3発現には NF-κB p105の活性化の関与は弱く，p65の活性化が発現制御に

関わることが明らかとなった。 

MMP-3 遺伝子の転写調節部位はまだ同定されていないが，ヒトにおいては

MMP-3発現の転写調節に NF-κBが関与することが報告されている (Bond et al.，

1999; 2001; Borghaei et al.，2002; Chase et al.，2002; Bondeson et al.，2007; Souslova 

et al.，2010)。MMP-3遺伝子のプロモーターには多型性があり，転写に影響を与

えていることから，NF-κBは多型部位である 5A および 6Aアリルに作用するこ

とが示唆されている (Borghaei et al.，2004; 2009; Souslova et al.，2010)。 

リコンビナント p50 ホモダイマーが MMP-3 遺伝子の多型部位に結合する

ことや，線維芽細胞に p50と p65 を過剰発現させるとMMP-3 の発現が抑制さ

れることが報告されている (Borghaei et al.，2004; 2009)。しかし，p50 には転写

活性化ドメインが存在しないため，p50はMMP-3の発現抑制因子として機能し

ていると考えられている (Borghaei et al.，1999; 2004; 2009)。一方，単球において

は，p50と p65を過剰発現させると，多型部位への結合を介してMMP-3の発現

が活性化されることが報告されている (Souslova et al.，2010)。イヌメラノーマ細

胞では，前章に示したように，IL-1β刺激では p65だけでなく p50の前駆体であ

る p105の活性化が認められた。しかしながら，本章で明らかにしたように，IL-

1β 誘導性の MMP-3 mRNA 発現は p65 ノックダウン細胞では抑制されたが， 

p105 ノックダウン細胞では認められなかったことから，イヌメラノーマ細胞に

おける IL-1β誘導性のMMP-3発現は，ヒトで考えられているようなMMP-3 遺
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伝子の多型部位における p65と p105を介したメカニズムとは異なると考えられ

る。 

近年，TNF-α などのサイトカインで刺激した細胞での遺伝子発現誘導には，

p65のホモ二量体化と DNA結合が重要であることが p65欠損 HeLa細胞やマウ

ス胚性線維芽細胞を用いて報告された (Riedlinger et al.，2019)。 

本章で示したノックダウン細胞の結果からも，p65のホモ二量体化が重要と考

えられる。また，p65 ホモ二量体を介した遺伝子発現には，AP-1 など他の転写

因子との協同性が関与することが示唆されている (Riedlinger et al.，2019)。MMP-

3の発現に NFAT1 (Shoshan et al.，2016)，zinc-binding protei-89 (Ye et al.，1999; 

Borghaei et al.，2016)，SOX2 (Girouard et al.，2012)，actin-binding protein α-actinin 

4 (Aksenova et al.，2013) などの転写因子の関与も報告されていることから，イ

ヌのメラノーマ細胞における p65の活性化を介したMMP-3の発現を明らかにす

るためには，p65とこれらの転写因子の関係についてさらに検討する必要がある

と考えられる。 
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図 4-1. NF-κB p65および p105 siRNA導入イヌメラノーマ細胞における p65お

よび p105タンパク質発現の低下 

イヌメラノーマ細胞に p65，p105 siRNAまたは対照として scramble siRNAを

導入後，total p65 (t-p65) または total p105 (t-105) 発現をWestern blottingにて検

出した。内在性コントロールとして β-actinを用いた。対照と比較して，p65また

は p105 siRNA導入細胞ではそれぞれ p65または p105の発現低下が認められた。

結果は，3回の独立した実験結果の代表例を示す。 
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図 4-2. NF-κB p65 および p105 siRNA 導入イヌメラノーマ細胞における IL-1β

誘導性MMP-3 mRNA発現 

NF-κB p65，p105または scramble siRNAを導入したイヌメラノーマ細胞を，IL-

1β (100 pM) の存在下および非存在下で 24時間インキュベートした後，MMP-3 

mRNA 発現を Real-time RT-PCR にて測定した。内部標準として TBP を使用し，

対照としたスクランブル RNAおよび p105 siRNA導入細胞においては IL-1β 誘

導性 MMP-3 mRNA 発現の促進が認められたが，p65 siRNA 導入細胞において

は，IL-1β によるMMP-3 mRNA発現は有意に抑制された。結果は，3回の独立

した実験結果の平均 ± 標準誤差を示す。* P <0.05. 

 

  



36 
 

 

 

図 4-3. 各種イヌメラノーマ細胞株における IL-1β 誘導性 MMP-3 mRNA 発現

に対する NF-κB p65 および p105 siRNA導入の効果 

CMe1，CMMe2 および LMe イヌメラノーマ細胞に NF-κB p65，p105 または

scramble siRNAを導入後，IL-1β (100 pM) の存在下および非存在下で 24時間イ

ンキュベートした後，MMP-3 mRNA発現を Real-time RT-PCRにて測定した。内

部標準として TBPを使用した。p65 siRNA導入細胞においては，p105 siRNA導

入細胞よりも IL-1β 誘導性 MMP-3 mRNA 発現の有意な抑制が認められた。結

果は，3回の独立した実験結果の平均 ± 標準誤差を示す。* P <0.05. 

  



37 
 

表 4-1 Sequences for siRNA transfection. 

Gene Name GenBank ID siRNA sequences 

p65/RelA XM_014121307.2 GCAUCUCCCUGGUCACCAA 

p105 AB183419.1 CUGCAAAGGUUAUUGUUCA 
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総 括 
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イヌの口腔内メラノーマは全口腔内悪性腫瘍の中で最も多く認められ，治療

法も確立されておらず，予後も極めて悪い腫瘍である。一方，腫瘍の微小環境

において炎症は，腫瘍の悪化に関与すると考えられている。本研究では，イヌ

メラノーマの新たな治療戦略に繋げることを目的とし，イヌメラノーマ細胞に

炎症に中心的な役割を担うサイトカイン IL-1β刺激を行った時の応答能として

のマトリックスメタロプロテアーゼの 1つであるMMP-3の発現と，その発現

に関わる転写因子 NF-κBの役割について検討した。 

第 2章では，イヌメラノーマ細胞 (MCM-N1細胞) において，IL-1βは細胞

外マトリックスの構成要素を分解するMMP-3の mRNA発現を促進することを

明らかにした。また，IL-1β刺激で細胞の培養液中のMMP-3活性が上昇するこ

とを示し，IL-1β刺激はメラノーマ細胞の遊走を促進するが，MMP-3阻害剤に

より IL-1βによる細胞遊走が抑制されることから，IL-1β誘導によるMMP-3発

現はメラノーマの転移に関わることを示唆した。  

第 3章では，イヌメラノーマ細胞において IL-1β刺激は転写因子 NF-κB の

p65および p105のリン酸化を引き起こすことを示し，NF-κBの活性化を介し

て，MMP-3の転写を誘導することを明らかにした。 

第 4章では，イヌメラノーマ細胞に siRNA細胞導入し，NF-κB p65および

p105ノックダウン細胞を作製し，IL-1β誘導性MMP-3 mRNA発現の確認をし

た。NF-κB p65ノックダウン細胞により，IL-1β誘導性MMP-3 mRNA発現は抑

制されたが，p105ノックダウン細胞では有意な抑制は認められないことを示

し，さらに，MCM-N1細胞以外のイヌメラノーマ細胞 (CMe1，CMMe2および

LMe細胞) においても，p65ノックダウンは IL-1β誘導性MMP-3 mRNA発現

を有意に抑制することを示した。 
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以上の結果より，イヌメラノーマ細胞においては，IL-1β誘導性に p65の活

性化を介したMMP-3発現が促進されることを明らかにし，また，メラノーマ

の転移に関わることを示唆し，イヌメラノーマにおける微小環境である炎症と

関わりの一端を明らかにした (Nunomura et al.，2022)。 

MMP-3の発現はメラノーマを含む様々な悪性度の高いがん細胞で観察され，

がんの悪性化の過程に関わる可能性が考えられている。このことから，本研究

の結果は，NF-κB，特に NF-κB p65がイヌメラノーマの治療標的となる可能性

を示し，悪性度の高いイヌメラノーマの治療に向けての礎になることが期待で

きる。 
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