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研究成果の概要（和文）： 本申請では、細菌感染した免疫細胞からのmicroRNAが血小板へ与える細胞間コミュ
ニケーションのツールとしてなり得るかを知る前段階として「レジオネラ菌感染がマクロファージに及ぼす形質
変化の分子機序解明」を目的としin vitroで検討をおこなった。今回、新たな知見として申請者はL. 
pneumophila 感染によるマクロファージのサイトカイン産生の制御に、miR-218が関与することと、miR-218で発
現が抑制されるRICTORの役割を初めて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to "elucidate of the molecular and functional 
mechanism of changes caused by Legionella infected macrophage cells" .
First, we demonstrated whether microRNAs released from bacteria infected immune cells can serve as a
 tool for platelet-cell communication in vitro. Our study revealed the involvement of miR-218 in 
regulating the inflammatory response of macrophages against L. pneumophila infection.Further, we 
firstly revealed the role of RICTOR regulated by miR-218 expression.

研究分野： 感染症学

キーワード： microRNA　マクロファージ　RICTOR　サイトカイン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はL. pneumophila 感染によるマクロファージのサイトカイン産生の制御に、miR-218が関与することと、
miR-218で発現が抑制されるRICTORの役割を初めて明らかにした。これまでL. pneumophila 以外の細菌感染時に
おける免疫応答でmiR-155やmiR-146が重要な役割を担うことが報告されているが、mTOR関連分子RICTORの細菌感
染への役割については報告がない。増殖、生存シグナルを担うRICTORと感染症への関与の可能性を見出せた点は
興味深い

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 [血小板と感染の関係] 図１ 

 血小板は凝集の役割以外に、生体内の炎症や血

管新生の場で重要な働きを持つことが明らかにな

ってきた。例えば、右図１のように、血小板は障

害された肝臓の再生、血管新生を促進する

(Peterson JE et al. Am J Hematol 2010)。一

方、細菌感染（グラム陰性菌）があると、血小板

の凝集反応は低下する(Ferkau A et al. BMC Vct 

Res 2013)。また、肝臓の細菌感染巣に血小板が集

積し、肝臓のKupffer細胞の免疫応答に血小板の接

着が必要であることが報告された(Wong C-HY et al. Nat Immunol 2013)。 

 

[血小板のmicroRNA] 図２ 

 非コードRNAのmicroRNAは1993年に線虫で発見されて以来、 

ヒトのあらゆる組織細胞に発現し、その各臓器で様々な生理的 

役割を持つこと、多くの疾患の発症と進展に関与することが 

証明された。右図２のように、血小板に高発現するmicroRNA 

の報告(Edelstein LC et al. Blood 2011）、血小板内で 

microRNAがmRNAに結合して蛋白合成を抑えること（Landry P. 

 et al.Nat Struct Mol Biol 2009）の報告から、血小板miRNA 

の機能性が示唆されているが、microRNAによる血小板の機能変 

化の報告は極めて少ない。 

 
[血小板と炎症の分子生物学的知見] 

 LPS刺激で血小板内に存在する未熟なIL-1β mRNAのスプライシングが起こり、成熟したIL-1

βが生成される(Dennis MM et al. Cell 2005)こと、血小板の成熟過程で、IL-1αとIL-1β刺

激でもオートクライン的に血小板は活性化される(Brown GT et al. J Immunol 2013)ことなど

の事象は、血小板が細菌感染などの炎症変化を敏感に察知し機能的に反応していること、つま

り、血小板は、遺伝子発現制御機構がないが、自身の持つシグナル伝達系を使って免疫応答し

ていることが示唆される。また、miRNAの生合成が血小板内で起こり、miRNAの血小板機能を制

御することが考えられる。 

 

２．研究の目的 
 まず細菌感染した免疫細胞からのmicroRNAが血小板へ与える細胞間コミュニケーションのツ

ールとしてなり得るかを知る前段階として「レジオネラ菌感染がマクロファージに及ぼす形質

変化の分子機序解明」を目的とした。 本研究の最終目的は、血小板のmicroRNAが「感染制

御」を調節しているという仮説を、分子学的手法を用いて検証することである。 

 

３．研究の方法 
 培養細胞株は、ヒト単球系細胞株（以下 U937 細胞）を使用した。実験には、10% FBS を含む

PRMI-1640 で培養した U937 細胞に phorbol 12-myristate 13-acetate（以下 PMA）を添加し、さ

らに 2日間培養（37℃、5％CO2）し分化させたものを使用した。U937 細胞へのレジオネラ感染に



は、L. pneumophila 株 (ATCC33152) を WYO-α培地で 37℃・2日間培養したものを用いた。感

染は、multiplicity of infection (MOI) = 0～100 の条件で行った。細胞毒性評価には、LDH 

cytotoxicity Detection Kit (Takara, Japan) を用いて培養上清中の LDH 濃度を測定した。 

RICTOR、AKT などの蛋白質の発現はウエスタンブロット法を、mRNA 及び miRNA の発現は各々の

TaqMan primer (Applied Biosystems, USA) を用いてリアルタイム PCR (StepOne System, 

ThermoFisher Scientific, USA) で測定した。RICTOR のノックダウンおよび miR-218 の発現増

強、減弱には、Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen, USA) と RICTOR silencing RNA および

miR-218 mimics・miR-218 inhibitor を細胞内に導入し、細胞機能変化について解析した。 

 
４．研究成果 
 

(1) U937 細胞に L. pneumophila を添加すると

(MOI = 1)、U937 細胞の細胞質内への貪食が確

認された(Figure1 A)。L. pneumophila 感染細

胞培養上清中の LDH は、MOI = 100 で増加し

たが、MOI < 10 では有意な変化はなく、MOI < 

10 では L. pneumophila 感染による U937 細胞

の細胞障害を認めなかった。従って、以後の解

析は MOI < 10 で行った(Figure1 B)。U937 細

胞に L. pneumophila を添加 (MOI = 0~5) す

ると miR-218 を含む一連の miRNA 発現増強を

認めた（Figure1 C）。 

 

(2) miR-218 は、SLIT2 (slit guidance ligand 

2) および SLIT3 の 2種類のホスト遺伝子のイ

ントロンから産生（各々miR-218-1 と miR-218-

2）されるが、L. pneumophila 感染 U937 細胞は

SLIT2 および SLIT3 遺伝子の両方の発現を増強

した(Figure2 A,B)。細胞内の miR-218 量を増

強あるいは減弱させても、細胞毒性は見られな

かった(Figure2 C,E)。 

 

(3) 次に、miR-218 の標的遺伝子として、RICTOR

遺伝子に注目した。RICTOR は細胞の生存、増殖

に重要な役割をもつ mTOR シグナルを担う分子

の一つであり、活性化された RICTOR は下流の

AKT をリン酸化することが知られている。U937

細胞に L. pneumophila を感染 (MOI = 0~2.5) 

させると、RICTOR 蛋白質の発現は濃度依存的に

減少し、AKT のリン酸化 (serine 473) も抑制

された(Figure 3 A)。しかし、RICTOR mRNA の

発現は有意な変化を認めなかった(Figure3 B)。このことは、L. pneumophila 感染による RICTOR

蛋白質の抑制は RICTOR mRNA 転写後の制御によることを示唆した。RICTOR mRNA の 3’非翻訳領



域には、miR-218 の結合する配列が存在し、U937 細胞に miR-218 を強発現させると RICTOR の発

現は抑制された(Figure3 C)。また、miR-218 をノックダウンした U937 細胞に L. pneumophila

を感染させるとRICTOR蛋白質発現の低下は見られなかった(Figure3 D)。従って、L. pneumophila

感染による RICTOR の発現低下は、miR-218 を介すると考えられた。 

 

(4) 最後に、miR-218 および RICTOR が U937 細

胞の炎症性サイトカイン産生能に及ぼす影響

を検討した。U937 細胞の RICTOR をノックダ

ウンすると、L. pneumophila 感染による TNF-

αと IL-6 の発現は増強した(Figure4 A)。ま

た、miR-218 をノックダウンした U937 細胞に

L. pneumophila を感染させると、これら炎症

性サイトカインの産生は減少した(Figure4 

B)。 L. pneumophila 感染 U937 細胞の TNF-α

と IL-6 の産生は、miR-218 と RICTOR を介し

ていることが示唆された。 

 

  以上のことから、以下の3点が示唆された。(1) マクロファージ様 U937細胞に L. pneumophila

を感染させると、miR-218 の発現が増強する。(2) 細胞内で増加した miR-218 は RICTOR 蛋白質

の発現を転写後抑制する。(3) RICTOR 発現低下は炎症性サイトカイン (TNF-αおよび IL-6) の

産生を増強する。 

 
これらの研究結果は、Koriyama T, et al. Bochem Biophs Res Commun. 2019 より引用した。 
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