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研究成果の概要（和文）： 私達は microRNA の宿主免疫機構における機能を明らかにするため、１

種類の microRNA を欠損した(miR-/-と略）マウスの Leishmania major (L.major) 感染モデルを用

いて解析を行った。L.major 感染では、BALBバックグラウンドの KOマウスは B6対照群と同等の高

い抵抗性を示し、足病変の腫大は軽度で、足病変内原虫数も有意に少数であった。免疫機能解析お

よび骨髄移植実験から、骨髄造血系細胞がこの miR-/-マウスの L.major感染に対する高い抵抗性に

関与している可能性、さらには miR-/-マウスの樹状細胞やマクロファージの抗原提示能の低下がこ

の抵抗性の原因になっている可能性が示唆された。しかし、この microRNAが標的とする遺伝子を特

定することは出来なかった。 

 

研究成果の概要（英文）：To clarify a role of microRNA in host immune system, gene-targeted 

microRNA-deficient mice (BALB/c background; miR-/-) were immunologically analyzed after 

infection with Leishmania major (L.major).  Whereas BALB/WT mice developed progressive 

non-healing lesions with numerous parasites within them, the miR-/- mice controlled disease 

progression and had relatively small lesions with fewer parasites.  Immunological studies 

and bone marrow(BM) transplantation suggest that BM myeloid cells may be essential for the 

resistance of miR-/- mice to L. major infection,and also that impairment of antigen 

presentation of dendritic cells and/or macrophages may be responsible for the resistance of 

miR-/- mice.  However, the target molecules of this microRNA remained unidentified. 
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１．研究開始当初の背景 

  microRNAは、19-24bpの非常に短い RNA で

あり、現在すでに 500種類以上が報告されて 

いる。その配列は種を超えて広く保存されて
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いることから、生物の生存に取って基本的な

役割を担った重要な分子であることが推定

されている。microRNAは、複数の標的となる

mRNA（タンパク質をコードする RNA）の相補

配列に直接作用して、その翻訳の阻害、安定

性の破壊、あるいは直接的な切断を通してそ

れらの遺伝子発現を制御し、生命現象を調節

していると考えられている。宿主免疫システ

ムに限っていえば、いくつかの microRNA が

免疫系組織に発現しており、宿主免疫応答に

重要な役割を果たしていることが推定され

てはいるが、その多くは単にその発現を確認

したにすぎず、個々の microRNA の発現制御

や免疫応答における発現意義を解析した報

告は少なく、その生理機能は依然としてほと

んど理解できていない。そこで、申請者らは、

バイオインフォマティクスを用いた全ゲノ

ム的な microRNAの発現解析を行い、免疫系、

特にマクロファージ(MΦ)や樹状細胞(DC)と

いった自然免疫細胞に特異的に発現する 

microRNA 群を同定し、さらには、microRNA

欠損マウス,あるいは高発現マウスといった

遺伝子改変マウスを数種類作出した。私たち

は、このようなマウスを有効に利用すること

で、microRNA の宿主免疫システムにおける生

理機能を解析することにした。 

 
２．研究の目的 

 寄生虫のヒトへの侵入・寄生メカニズムは、

宿主である人体の免疫応答機構と寄生虫の

回避機構とのせめぎ合いの中で成立してお

り、宿主の遺伝的背景や免疫応答の指向性が、

寄生虫排除の成否を規定することはよく知

られている。従って、寄生虫感染に対する宿

主の免疫応答の分子機構を理解することが、

寄生虫感染症の病態理解や治療戦略に必要

不可欠と考えられるが、その詳細は未だ明ら

かとはなっていない。申請者らは、寄生虫感

染時の宿主免疫応答における新たな分子機

構として、非翻訳 RNA（non-coding RNA）の

一種である microRNA の機能に注目し解析を

行ってきた。また in vivoでの機能解析に向

けて、microRNA欠損マウスを自ら作出し、あ

るいは国外共同研究者から譲り受け継代・維

持している。本申請では、その中の１種類の

microRNA を欠損したマウスに焦点を当て、こ

のマウスの L.major 感染に対する抵抗性機

構を解析し、この microRNA の宿主免疫応答

における機能の解明を目的として研究を計

画した。 

 

３．研究の方法 

(1) L.major 感染に対する BALB/miR-/-マウ

スの抵抗性 

  本研究で使うマウスは、B6 および BALB バ

ックグラウンドの miR-/-マウスである。この

マウスは慶應大学医学部寄生虫学教室で継

代・繁殖している。 B6/WT、B6/miR-/-、 

BALB/WT、 BALB/miR+/- および BALB/miR-/-

マウスの左後肢 footpad に  5x106 個の

L.major promatstigote を接種し、感染に対

する抵抗性を解析した。この研究では、感染

経過に伴う病変部の腫大を経時的に計測し、

病変部及び所属リンパ節内の原虫数は限界

希釈法を用いて測定した。 

(2) 骨髄細胞移植キメラマウス 

 BALB/miR-/-マウスの L.major 感染に対す

る抵抗性が骨髄造血系細胞依存性かどうか

を解析するため、放射線照射(5 Gy)した

BALB/WTおよび miR-/-マウスに骨髄細胞を移

植する実験を行った。WT マウスには miR-/-

マウスの骨髄細胞、あるいは BALB/rag2-/-

と miR-/-マウスの骨髄細胞を 4:1の割合で混

合したものを移植した。miR-/-マウスには WT

マウスの骨髄細胞を移植した。移植 2ヶ月後、

レシピエントマウスに L.major を感染させ、

感染経過に伴う病変部のサイズおよび原虫

数を測定した。 

(3) L.major 感染 BALB/miR-/-マウスにおけ

る免疫応答変化 



 BALB/WTおよび miR-/-マウスに L.majorを

感染させ、確立された方法で免疫機能解析を

行った。感染後 2週と 4週に各群マウスの膝

蓋リンパ節細胞を分離し、その構成細胞をフ

ローサイトメーターで分析し、感染経過に伴

う T cell subsetおよびその他の細胞の変動

を解析した。また、リンパ節細胞をそのまま、

あるいは CD4+ T cells を分離した後、

phorbol-12-myristate acetate と calcium 

ionophore A23187、あるいは可溶性 L.major

抗原で刺激した場合の増殖活性およびサイ

トカイン産生量を測定した。また、所属リン

パ節から Total RNA を分離し、RT-PCR法を用

いて各種遺伝子発現量を半定量的に解析し

た。 

(4) L.major 感染における血清抗体価 

 L.majorに感染した BALB/WTおよび miR-/- 

マウスの感染経過に伴う L.majorに対し特異

的な血清抗体価を ELISA法で測定した。また、

IgG については抗原特異的な IgG1, IgG2a, 

IgG2b, IgG3 抗体価についても測定した。 

(5) 樹状細胞 (DC) およびマクロファージ 

(MΦ)の機能 

 感染していない BALB/WTおよび miR-/-マウ

スの骨髄細胞から GM-CSF および M-CSF 存在

下に誘導した樹状細胞(BMDC)およびマクロ

ファージ(BMMΦ)を用いて、in vitro で各種

刺激（LPS、L.major 感染）を加えた場合の

反応性の違い(細胞生存率、サイトカイン産

生量）を観察した。また、これらの細胞の抗

原提示能を調べるため、DO11.10 マウス(OVA 

specific T cell receptor transgenic mouse)

の T cell を用いて、BMDC および BMMΦの抗

原提示能（T cell の増殖能および IL-2 産生

能）を調べた。 

(6)この microRNAの標的遺伝子の解析 

バイオインフォーマティクスを縦横に駆使

し、L.major 感染で膝蓋リンパ節において著

しく変動した遺伝子に着目し、どの遺伝子が

miR-/-マウスの抵抗性に関与しているかを

解析した。また、この microRNA の標的遺伝

子の解析、さらにはその標的遺伝子群の発現

変動がどのように L.major感染における抵抗

性に関連しているかについても解析した。 

 

４．研究成果 

(1) L.major 感染では、 BALB/WT および

BALB/miR+/-マウスは共に高い感受性を示し、

足病変は著しく腫大した。これに対して、B6

及び BALB バックグラウンドの miR-/-マウス

は共に B6/WTと同等の高い抵抗性を示し、足

病変の腫大は軽度で（Fig.1)、足病変内の虫

体数も有意に少数であった。 

     

 

Fig.1 Footpad swelling in response to 

L.major infection. B6/WT, B6/miR-/-, 

BALB/WT, BALB/miR+/- and BALB/miR-/- mice 

were infected, and the size of the footpad 

lesion was monitored during the course of 

infection. 

 

(2) BALB/WT に比べ、miR-/-マウスの膝蓋リ

ンパ節細胞の L.major 抗原に対する Recall

反応による Th1および Th2サイトカイン産生

量は共に有意に低値であったが(Fig.2)、

phorbol-12-myristate acetate と calcium 

ionophore A23187による直接刺激では両群に

差は認められなかった。 

(3) BALB/WT に比べ、 miR-/-マウスは感染



期間を通して抗原特異的 IgG1, IgG2a, IgG2b, 

IgM 抗体産生が低く、また T 細胞依存性抗原

に対する抗体産生もまた著しく低いことが

明らかとなった。 

(4) BALB/WT に比べ、miR-/-マウスの骨髄細

胞から誘導した BMDC および BMMΦの抗原提

示能が有意に低かった(Fig.3)。miR-/-マウ

スの BMMΦ は lipopolysaccharide (LPS) や 

 

        

    

Fig.2 IFNγ and IL-4 production by popliteal 

lymph node cells of BALB/WT and miR-/- mice 

4 weeks after L. major infection. Lymph 

node cells were stimulated wtih L. major 

antigen for 72 hours, and culture 

supernatant were analyzed for the IFNγ and 

IL-4.  

 

L.major 感染に対する反応性が有意に低下し

ており、これらの変化が miR-/- マウスの免

疫反応低応答性に関与していることが推定

された。 

(5)骨髄移植実験から、骨髄造血系細胞がこ

の miR-/- マウスの L.major感染抵抗性に関

与している可能性が示唆された。しかし、

miR-/-マウスの骨髄細胞から誘導した BMDC、

BMMΦ、あるいは肥満細胞(BMMC)の WT マウス

への移入では感染抵抗性を付与することは 

 

  

Fig.3 Proliferation and IL-2 production by 

ovalbumin T cell receptor tansgenic cells 

(DO11.10) cultured with LPS-matured, bone 

marrow-derived DCs from BALB/WT or miR-/- 

mice in the presence of cognate ovalbumin 

protein. 

 

できなかったことから、どの細胞が責任細胞

であるかを特定することは出来なかった。 

(6) BALB/WTと miR-/- マウスから誘導した 

成熟 DC の網羅的遺伝子発現解析で、発現量

に著しい違いがみられた遺伝子について GO 

解析を行ったところ、その多くがmembrane、

membrane-related、membrane-regulationに関

わる遺伝子であり、抗原提示に関わっている

ことが示唆された。さらに cumulative curve 

および sylamer 解析から、この microRNA に



特異的なシード配列を持つ遺伝子発現が 

miR-/- マウス で上昇しており、これらがこ

の microRNA の標的遺伝子である可能性が示

唆されたが、どの遺伝子がこのmicroRNA の主

要な標的であるかを特定することは出来なか

った。 
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