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研究成果の概要（和文）：口腔粘膜上皮細胞や線維芽細胞はヘルペス由来dsDNAの侵入を細胞内受容体によって
認識し，NF-kBの活性化を介して，CXCL10の発現誘導を行っていることが示唆された．またヘルペス由来dsDNA 
の認識に対して口腔粘膜上皮細胞，線維芽細胞はRNA 受容体であるRIG-I が関与していることが明らかになっ
た。一方，IFI16の抑制は線維芽細胞におけるdsDNA誘導性のCXCL10の発現を抑制した。IFI16 のdsDNA 認識機構
については現在さらに詳細なメカニズムの検討を行っている。

研究成果の概要（英文）：To investigate DNA viral recognition mechanism in oral mucosal cells, we 
examined the effects of double-strand DNA (dsDNA) derived HSV on anti-viral and inflammatory 
response in immortalized oral keratinocytes (RT7) and gingival fibroblasts (GT1). We found that 
CXCL10, a chemokine associated with regulation of T cells, was induced by transfected ds DNA.  
However, naked dsDNA did not affect the CXCL10 expression.  Transfected DNA increased the expression
 of NF-kB in nuclear fraction, and Ikba　inhibitor decreased CXCL10 expression in both cell in dose 
dependent manner.   CXCL10 expression were inhibited by RIG-I siRNA in both cells, whereas IFI16 
siRNA decreased CXCL10 expression in GT1, but not RT7.  Oral keratinocytes and fibroblasts 
recognized dsDNA via intercellular receptor to produce anti-viral chemokines through NF-kB 
activation, and RIG-I and IFI16 may have a role in regulating these immune responses.  

研究分野： 口腔外科

キーワード： 口腔粘膜疾患
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１．研究開始当初の背景 

単純ヘルペスウイルス(HSV)は口腔粘膜の

感染の原因となる。一方で口腔粘膜細胞はヘ

ルペスのような DNA ウイルスに対して何ら

かの宿主防御応答を行っていることが考え

られる。申請者らはこれまで口腔粘膜上皮細

胞、線維芽細胞が CPG モチーフを持つ single 

strand DNA を認識する受容体 Toll-like 

receptor (TLR9) を発現し，IL-8 の発現誘導に

関与していること，また細胞内ウイルス認識

受容体である RIG-I が double strand RNA を

認識し、I 型 IFN を発現誘導することを報告

している。しかしながら口腔粘膜細胞におけ

る double strand DNA (dsDNA)認識に関与する

初期免疫応答機構については不明である。 

近年， dsDNA を細胞内で認識する受容体 

Gamma-interferon-inducible protein-16 (IFI-16) 

が同定されている。 IFI-16 は HIN-200 ファ

ミリーに属し， HIN ドメインを介して DNA 

と直接結合し，下流のシグナル伝達を介して

抗ウイルスや炎症関連遺伝子を誘導する。ま

た，近年 DNA 認識受容体として報告されて

いる Absent in melanoma 2 (AIM2) は ds DNA 

を認識し，インフラソームの活性化を介して，

アポトーシスや炎症関連遺伝子を誘導する

ことが知られている。申請者らは予備実験で

不死化口腔粘膜上皮細胞(RT7)、不死化歯肉線

維芽細胞(GT1)がAIM2, IFI16を発現している

結果を得た。この結果から、口腔粘膜細胞は

細胞内 DNA センサーを持っており、ヘルペ

スウイルスなど DNA ウイルスの侵入により

抗ウイルス遺伝子や、炎症性遺伝子を発現す

ることを示唆している。口腔粘膜細胞におけ

る ds DNA 認識機構の存在の報告は国内外で

もない。 
 
２．研究の目的 
口腔粘膜細胞における DNA ウイルスに対

する口腔粘膜細胞における初期免疫応答に

関した報告は国内外でも報告がない。不死化

口腔粘膜上皮細胞，線維芽細胞を用いてヘル

ペス由来 dsDNA が細胞内に侵入した際の炎

症関連遺伝子の発現誘導などの初期免疫応

答やその応答に関連する DNA 受容体を明ら

かにする。 
 
３．研究の方法 
１）用いた細胞 

細胞は hTERT 遺伝子を導入することによ

って不死化させた口腔粘膜上皮細胞 RT7, 

不死化歯肉線維芽細胞 GT1 を用いた。RT7 

は表皮角化細胞倍地（Lonza 社），GT1 は

DMEM 培地（Sigma 社）で培養を行った。 

２）DNA の細胞内導入 

使用した DNA はヘルペスウイルス由来の

dsDNA (HSV-dsDNA)と ssDNA (HSV-ssDNA) 

(Invivogen 社)を用いた。これらの DNA を

Transfection reagent (Invivogen 社) で反応させ

た後，両細胞にトランスフェクションを行っ

た。 

HSV DNA の細胞内導入の確認はFITC 標識

した同配列のdsDNA を両細胞にトランスフ

ェクションし，細胞蛍光免疫染色を行った． 

３）HSV-dsDNA の細胞内導入によって誘導

される炎症性サイトカインの発現誘導 

RT7, GT1 に HSV-dsDNA, HSV-ssDNA を添

加，あるいは細胞内導入し，12 時間後の RNA 

を抽出， cDNA を合成し， IFN-b mRNA, 

CXCL10 mRNA の発現を Real-time PCR 法

で検討した。 

４）HSV-dsDNA の細胞内導入によって誘導

される炎症性転写因子とその阻害剤による影

響 

RT7, GT1 に HSV-dsDNA を細胞内導入し，経

時的に全蛋白 を抽出し，NF-kB 関連蛋白の

リン酸化を Western blotting で検討した。また

HSV-dsDNA を細胞内導入し，経時的に核内

蛋白を抽出し，NF-kB の核内移動を Western 

blotting で検討した。RT7, GT1 に NF-kB 阻害

剤 BAY11-7082 (Invivogen 社)で前処理を行っ

た後，HSV-dsDNA を細胞内導入し，12 時間

後の RNA を抽出， cDNA を合成し， 



CXCL10 mRNA の発現を Real-time PCR 法

で検討した。 

５）DNA 関連受容体の発現と特異的 siRNA 

による抑制 

コンフルエンスの RT7, GT1 から RNA を抽

出 ， cDNA を 合 成 し ， IFI16 mRNA, 

AIM2mRNA, TLR9mRNA の発現を RT-PCR 

法で確認した。IFI16, AIM2, TLR9 の特異的

siRNA を作成し，RT7, GT1 に添加し，48 時

間 後 の IFI16 mRNA, AIM2mRNA, 

TLR9mRNA の発現を検討した。 

６）DNA 関連受容体の抑制による炎症関連

遺伝子の発現の影響 

IFI16, AIM2, TLR9 の特異的 siRNA を RT7, 

GT1 に添加し，48 時間後，HSV-dsDNA を細

胞内導入し，12 時間後の RNA を抽出，cDNA 

を 合 成し，  CXCL10 mRNA の 発 現 を

Real-time PCR 法で検討した。 
 
４．研究成果 

1) DNA の細胞内導入 

RT7 に  FITC 標 識 し た  HSV dsDNA 

(FITC-HSV dsDNA) を 添 加 も し く は

transfection reagent を用いて細胞内に導入し，

細胞蛍光免疫染色を行った．その結果， HSV 

dsDNA を添加した細胞内に  FITC-HSV 

dsDNA の存在は認めなかったが，細胞内導

入した細胞内に FITC-HSV dsDNA が認めら

れた． 

2) HSV-dsDNA の細胞内導入によって誘導さ

れる炎症性サイトカインの発現誘導 

RT7 と GT1 において， HSV dsDNA の添加，

あるいは HSV dsDNA， HSV ssDNA の細胞

内導入を行い，炎症応答性遺伝子の発現誘導

を検討した．両細胞において，いずれの処理

においても IFN-β の発現誘導は認められな

かった。一方，両細胞において HSV dsDNA 

を細胞内導入した際， CXCL10 の著しい発現

誘導が認められた．しかし，HSV dsDNA の

添加や HSV ssDNA の細胞内導入においては 

CXCL10 の発現誘導は認められなかった。 

３）HSV-dsDNA の細胞内導入によって誘導

される炎症性転写因子とその阻害剤による影

響 

両細胞において HSV dsDNA を細胞内導入

することで， NF-κB の活性化の前段階に生

じる IκBα のリン酸化の亢進が認められた。

さらに HSV dsDNA による核内での NF-κB 

の発現の亢進が認められた。また両細胞にお

いて BAY11-7082 により HSV dsDNA 応答

性の CXCL10 の発現が有為に抑制された。 

４）DNA 関連受容体の発現と特異的 siRNA 

による抑制 

RT7, GT1 における IFI16, AIM2, RIG-I, TLR9 

の特異的 siRNA は IFI16mRNA, AIM2mRNA, 

TLR9mRNA の発現を有意に抑制した。 

５）DNA 関連受容体の抑制による炎症関連

遺伝子の発現の影響 

IFI-16, AIM2, TLR9 ノックダウン細胞を用い

て HSV dsDNA で誘導される CXCL10 の発

現の影響を検討した．RIG-I のノックダウン

は，両細胞においてコントロールと比較して 

HSV dsDNA 応答性の CXCL10 の発現が抑

制された．その結果， IFI-16 のノックダウ

ンが， GT1 において CXCL10 の発現を抑

制したが， RT7 では CXCL10 の抑制は認め

られなかった。  

 

今回の結果において，口腔粘膜上皮細胞や線

維芽細胞はヘルペス由来 dsDNA の侵入を細

胞内受容体によって認識し，NF-kB の活性化

を介して，CXCL10 の発現誘導を行っている

ことが示唆された．またヘルペス由来 dsDNA 

の認識に対して口腔粘膜上皮細胞，線維芽細

胞は RNA 受容体である RIG-I が関与してい

ることが明らかになった。一方，IFI16 の抑

制は線維芽細胞における dsDNA 誘導性の

CXCL10 の発現を抑制した。IFI16 の dsDNA 

認識機構については現在さらに詳細なメカ

ニズムの検討を行っている。 
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