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研究成果の概要： 

RIG-I その機能はいまだ明らかにされていない新規の遺伝子である。 

申請者は RIG-I 遺伝子を用いた新たな遺伝子治療の可能性に着目し、これまで遂行してきた

RIG-I 遺伝子の機能解析に加え、口腔癌由来細胞株を用い、RIG-I 遺伝子の腫瘍抑制遺伝子とし

ての可能性を検討し、同遺伝子を用いた遺伝子治療につながる基礎的研究を行った。 

その結果、RIG-I 遺伝子導入によって口腔癌由来細胞株において G1/S 期および G2/M 期進行

が抑制されることが推測された。 
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１．研究開始当初の背景 

RIG-I(retinoic acid-inducible gene I)

は分化誘導遺伝子として遺伝子バンクに登

録されているが、その機能はいまだ明らかに

されていない新規の遺伝子である。 

 申請者は平成 17・18 年度科学研究費補助

金(若手 B：口腔粘膜における感染防御機構の

解明ならびに遺伝子治療の基礎的研究、

2,900 千円)の交付を受け、RIG-I 遺伝子が細

菌・ウイルス感染の際に口腔粘膜における免

疫反応を賦活化させ、口腔粘膜における感染

防御機構に重要な役割を果たしていること

を明らかにし、報告した。 

 加えて、申請者は、上記研究の過程で試行

した cDNA マイクロアレイによる網羅的遺伝

子解析によって、RIG-I 遺伝子導入群におい

て癌関連遺伝子の発現量に著明な変化が認

められることを見出した。 

 以上のことより RIG-Iは免疫機構の賦活化

を促している可能性が高く、アポトーシスに

よる抗腫瘍効果を有するものと推測された。 

近年、免疫療法の一端として、頭頸部や肺の

悪性腫瘍に対し、二本鎖 RNA を癌細胞に導入

することによって、効果的な腫瘍抑制効果が
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期待されることが報告されている。しかしな

がら、生体に対し、ウイルス（二本鎖 RNA）

導入を行うことは危険性を伴い、臨床応用へ

の妨げになることが予想される。 

そこで申請者は RIG-I 遺伝子を用いて、ウイ

ルス導入を行うことなく、ウイルス導入や

IFN 療法と同等の効果が期待される新たな遺

伝子治療の可能性に着目した。 

 

２．研究の目的 

常在性の細菌やウイルスの侵入に常にさ

らされる口腔内において組織が恒常性を保

つためには、口腔内に特異的な感染防御機構

を有するものと推測される。それゆえ申請者

は、RIG-I の細菌刺激やウイルス感染刺激に

よる発現を明らかにし、さらに口腔内の免疫

機構における同遺伝子役割について解析を

行い、同遺伝子を用いた遺伝子治療につなが

る基礎的研究を行ってきた。 

本研究においては、これまで遂行してきた

RIG-I 遺伝子の機能解析に加え、口腔癌由来

細胞株を用い、RIG-I 遺伝子の腫瘍抑制遺伝

子としての可能性を検討し、同遺伝子を用い

た遺伝子治療につながる基礎的研究を行う

ことが目的である。 

 

３．研究の方法 

平成19年度 

口腔癌由来細胞株に対するRIG-I遺伝子導入

のための免疫学的検討 

①細胞培養と細菌・ウイルス刺激 

 ここでは、細菌・ウイルスに常に暴露され

ていながら恒常性を保っている口腔粘膜の特

異的な免疫機構と、口腔由来の悪性腫瘍の関

係を検討する。口腔癌由来細胞株として、

HSC-3(舌癌由来細胞株：高転移性)、HSC-4(舌

癌由来細胞株：低転移性)、Ca9-22(歯肉癌由

来細胞株)、を培養ディッシュ上で継代培養す

る。培地中にLPSならびに二本鎖RNA（ウイル

ス 感 染 を 想 定 ） と し て poly IC 

(polyinosinic-polycytidylic acid)を添加

し、一定時間刺激後細胞よりRNAまたは蛋白を

回収する。また、随時、RIG-I、各種サイトカ

イン・ケモカイン遺伝子、IFN-α/β/γ、NF-

κBに対してRT-PCRおよびウエスタンブロッ

ティングを施行し、癌細胞株に対し抗腫瘍効

果が期待できる至適な刺激条件を検討する。 

 過去に申請者らが行った予備的な検討（未

報告）では、正常ヒト歯肉線維芽細胞と歯肉

癌由来細胞株において、すでに数種類の遺伝

子において発現の差異を確認している。 

 

②口腔癌由来細胞株におけるcDNAマイクロア

レイを用いた包括的遺伝子解析 

 刺激条件決定後、回収したRNAを用いてcDNA

マイクロアレイを施行し、LPS刺激あるいは

poly IC刺激によって発現増強が認められる

遺伝子を包括的に検討する。 

③定量的RT-PCRを用いた遺伝子発現レベルで

の検討 

 RNAからMMLV逆転写酵素を用いてcDNAを合

成し、②のスクリーニングでしぼり込まれた

目的の遺伝子をLight Cyclerを用いて定量的

RT-PCRを施行し、mRNAの発現量の定量を行う。

定量的RT-PCRにより、mRNAレベルにおいて目

的遺伝子の発現変化を詳細に検討する。 

 

④目的遺伝子の蛋白産生レベルでの検討 

 ③において発現増強が確認された遺伝子に

対して、ウエスタンブロッティングを施行し、

蛋白産生レベルにおいても産生増強が認めら

れることを確認する。 

平成20年度 

①RIG-I遺伝子導入による免疫機能賦活化の

検討 

 平成19年度において確認された遺伝子の発

現が、RIG-I遺伝子導入後にどのように増強ま

たは減弱するかをLight Cyclerを用いて定量

的RT-PCRを施行し、mRNAの発現量の定量を行

う。また、ウエスタンブロッティングも同様

に施行し検討する。 

 この際、RIG-Iの導入条件は申請者が以前確

立し報告した研究に基づいて行う。即ち、ベ

クターを用いてRIG-I遺伝子を導入した際に、

強制発現したRIG-Iによって遺伝子導入に用

いたベクターを駆逐しないよう、最適な導入

条件を用いるものである。 

 

②RIG-I遺伝子導入後のcDNAマイクロアレイ

による検討 

 導入条件決定後、RIG-I遺伝子を前述の口腔

癌由来細胞株に遺伝子導入し、細胞株間にお

ける癌関連遺伝子の発現の差異について検討

する。対照群としては、正常ヒト歯肉線維芽

細胞を用いる。 

 正常ヒト歯肉線維芽細胞に対するcDNAマイ

クロアレイのデータは、過去に申請者が交付

を受けた平成17・18年度科学研究費補助金

(若手B：口腔粘膜における感染防御機構の解

明ならびに遺伝子治療の基礎的研究)におい

て解析済みであるため、これを応用するもの

である。 

cDNAマイクロアレイによる網羅的解析によ

って発現の変化が認められた遺伝子に対して、

定量的RT-PCRおよびウエスタンブロッティン

グを施行し対照群と比較検討する。 



 

 

 cDNAマイクロアレイによって得られたデー

タ間の総合的な統計解析処理に関しては、東

北化学薬品㈱生命システム研究所に依頼する。 

 
４．研究成果 

LPS 刺激では各種口腔癌細胞における

RIG-ImRNA の発現上昇は認められなかった。

polyIC 刺激では 3 種の口腔癌細胞の中で

Ca9-22 のみで RIG-ImRNA の発現が濃度・時間

依存性に上昇することが分かった。また、

RIG-I 全長 cDNA を Ca9-22 に遺伝子導入した

ところ、効率良く遺伝子導入されることが分

かった。 

 以上の結果から、歯肉癌由来の Ca9-22 を

用いて、①polyIC刺激、②RIG-I遺伝子導入、

③RIG-I遺伝子導入＋polyIC 刺激の３群の比

較について cDNA マイクロアレイを用いて行

い、polyIC 刺激ならびに RIG-I 遺伝子導入に

よる Ca9-22 での遺伝子発現における抗腫瘍

効果を検討することとした。また、平成 17・

18 年度科学研究費補助金「口腔粘膜における

感染防御機構の解明ならびに遺伝子治療の

基礎的研究」における歯肉線維芽細胞におけ

る cDNA マイクロアレイの結果と比較するこ

とで、歯肉線維芽細胞と Ca9-22 間での RIG-I

の抗腫瘍効果の差異も検討した。 

マイクロアレイで得られた結果をもとに

特徴的な発現パターンを示す遺伝子群の抽

出を行うために、各群の比較のいずれかで発

現変動を示した 4,376 遺伝子を対象に、階層

クラスタリングを実施した。また、RIG-I 遺

伝子導入および二本鎖 RNA処理の影響の分子

レベルでの理解を目的として、発現変動遺伝

子に関するパスウェイの抽出を行った。 

解析の結果、poly-IC 刺激では、サイクリ

ンファミリー、CDK ファミリーおよび CDC25

ファミリーが発現減少する一方、細胞周期停

止に関わる遺伝子の発現上昇が認められた。

これらから細胞周期の G1/S 期および G2/M 期

進行の抑制が示唆された。 

RIG-I 遺伝子導入群では、サイクリンファ

ミリー、CDK ファミリーおよび CDC25 ファミ

リーに発現減少が見られる点は poly-IC 処理

の場合と共通している。また、S 期移行に関

連する転写因子の発現減少および細胞周期

停止に関わる遺伝子の発現上昇が認められ

た。これにより RIG 処理によっても G1/S 期

および G2/M 期進行が抑制されることが推測

された。 

以上の結果をもとに発現変動遺伝子に対

して RT-PCR およびウエスタンブロッティン

グを施行し対照群と比較検討した。その結果、

Ca9-22 細胞株の細胞周期に影響を及ぼすも

のの中でも RIG-Iを介した経路と介さない経

路があることが明らかとなった。 

 

 

 
図 1 RIG-I 遺伝子導入によるパスウエイ

解析の結果   

 
図２ 細胞周期に関するパスウエイ解析

の結果 
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