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研究成果の概要（和文）： 旋毛虫感染は自己免疫性疾患の発症を強力に抑制する。今回は旋毛虫が特異的に分泌する
分子量53kDaのタンパク質の免疫抑制機構の解析と53kDaタンパク質の立体構造解析を行った。その結果、53kDaタンパ
ク質はマクロファージに作用して炎症の活性化をおさえ、IL-6とIL-17の増幅ループを制御して免疫抑制に関与してい
ることが明らかとなった。
 また、53kDaタンパク質の構造解析においては、高純度の精製法を確立し、また正確な高次構造を有する可能性が高い
組換えタンパク質を得る発現系を構築した。しかし、X線結晶構造解析のために結晶化に最適な条件の検討を試みたが
、結晶化は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：  Our previous study indicated that Trichinella pseudospirlais infection can ameli
orate autoimmune encephalomyelitis through suppressing Th17 and Th1 responses.  In the present study, we i
nvestigated the immunomodulatory function of the recombinant T. pseudospiralis 53kDa excretory-secretory p
rotein (Tp53), including the effect on the production of IL-6 of macrophage and IL-17, IFN-gamma and IL-4 
of splenocyte in vitro and in vivo.  Results suggested the recombinant Tp53 has immune regulatory function
 of inhibiting IL-6 production of macrophage, and suppressing Th17 and Th1 responses of splenocyte, sugges
ting Tp53 possesses immunomodulation function to suppress Th17 response via inhibiting IL-6 and IL-17 posi
tive feedback loop. 
  For structural studies, we have established expression and purification system using E. coli and pCold-G
ST vector.  We have started the crystallization of Tp53.  However, we have not obtain any crystal yet.
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１．研究開始当初の背景 
寄生性線虫である旋毛虫は、宿主筋肉細胞

に感染した後、筋肉細胞を自己の生存に適し
た細胞（ナース細胞）に変異させて寄生を続
ける。この筋肉細胞変異には旋毛虫が分泌す
るタンパク質が重要な役割を担っている可
能性がすでに 10 年以上前から示唆されてい
る。我々は、この筋肉細胞変異を解明するた
めに、国内外研究者に先駆け、旋毛虫から
種々の分泌タンパク質を同定し、その詳細を
報告してきた。 
一方、寄生虫感染では宿主の免疫能が抑制

されることが多く報告されている。我々は旋
毛虫を感染させたマウスを用いて、感染が実
験的アレルギー性脳脊髄炎（EAE）発症にお
よぼす影響について検討を行った。その結果、
旋毛虫感染はEAE発症を強力に抑制すること
が明らかとなった。旋毛虫は、成虫が宿主の
腸管上皮内寄生、新生幼虫は血液内寄生、筋
肉幼虫は細胞内寄生であり、すべてのステー
ジで組織内寄生を行うという極めて特異的
な寄生虫であり、その分泌物質が宿主に何ら
かの作用をおよぼしていることは容易に推
測される。宿主の免疫機能への影響に関して
も、我々は旋毛虫の分泌物質に関連があるも
のと考えた。前述のように、我々は旋毛虫か
ら多くの分泌タンパクを同定しているが、そ
の中で旋毛虫だけが特異的に分泌する分子
量 53kDa タンパク質（Tp53）に注目した。こ
の Tp53 については、我々はすでにその基礎
的な特徴について検討し、報告を行っている。
この Tp53 はホモログ検索では他に相同性の
あるタンパク質は存在せず、またその発現は
成虫およびナース細胞完成後の筋肉幼虫に
限られており、かつその発現量は他の分泌タ
ンパク質に比べて極めて多かった。以上の結
果より、この Tp53 は旋毛虫の宿主体内での
寄生の維持に重要な役割を担っているもの
と推定される。そこで今回の研究では、Tp53
の免疫抑制剤としての医薬品化を最終目標
とし、その医薬品化の前段階として、詳細な
免疫抑制機構の解析と Tp53 の立体構造解析
などの基礎的研究を行う。また、将来的には
薬効、薬物動態、安全性、物性等に基づいて
生理活性タンパク質の低分子化等の最適化
を行うことが必須となるが、それらについて
は今後の課題である。 
 
２．研究の目的 
免疫抑制機構の解析 
旋毛虫感染により免疫病態が改善される

のはTh1細胞による反応が主体となる自己免
疫性疾患である。一方、旋毛虫感染は Th2 反
応の増強によって抗炎症反応を引き起こす。
すなわち、旋毛虫の自己免疫抑制作用は Th2
反応の増強によるTh1反応の抑制の結果であ
ると推測される。今回の研究では培養細胞を
用いて以上の推測を検討する。培養細胞に旋
毛虫由来の 53kDa のタンパク質（Tp53）を投
与した場合の、Th1 関連サイトカインの発現

の減弱と、Th2 関連サイトカインの増強を確
認する。また、その他のサイトカイン（IL-6、
IL-17 等）についても発現量を検討する。一
方、転写因子 NF-κBおよび AP-1 は免疫反応
において中心的役割を果たす転写因子であ
り、その活性の増強は自己免疫性疾患などの
免疫異常を引き起こす。よって今回の実験で
は Tp53 が NF-κB および AP-1 の転写活性に
抑制的に働くことを確認する。 
 

構造生物学的解析 
 タンパク質の生理活性機能はその３次元
的な構造（立体構造）に依存している。Tp53
の立体構造を解析することにより、どのよう
なメカニズムによりその Tp53 が活性を示す
のか、またどの部位で作用がおこっているの
か（活性部位）を実際に目で見て解析するこ
とが可能である。また、酵素で代表されるよ
うに Tp53 の活性は他の物質との相互作用に
よる。立体構造を基とした相互作用解析によ
り、相互作用する部位を特定することができ
る。活性部位、相互作用部位がわかればその
部位だけを遺伝子工学的に合成し、低分子量
で活性が高く、副作用が低い医薬品を提供す
ることが可能である。構造決定法にはＸ線結
晶構造解析と NMR 法があるが、今回検討を行
う Tp53 は分子量が 53kDa と大きく、Ｘ線結
晶構造解析を行う必要がある。しかし、立体
構造を解析するには純度が高く、高濃度で、
ある程度の量の Tp53 が必要である。今回の
研究の目標は、まず解析できる量、質の組換
えタンパク質を大腸菌で作成することであ
り、またそれを用いて Tp53 の立体構造を解
明し、活性部位を特定することである。 
旋毛虫は宿主細胞内に寄生し、その分泌タ

ンパク質が直接宿主の細胞に作用するとい
う極めてユニークな線虫であり、免疫抑制作
用を有すると考えられる分子量53kDaのタン
パク質は、自己免疫性疾患およびアレルギー
疾患治療薬、また移植医療にも応用が可能で
ある。 
 

３．研究の方法 
(1) 組換え 53kDa タンパク質（Tp53）の作製 
組換え Tp53 の作製は、T. pseudospiralis

の Tp53 をコードする cDNA を pCold-GST 発現
ベクターに組み込み、大腸菌にて発現を行っ
た。免疫学的解析に用いた組換え Tp53 はアフ
ィニティークロマトグラフィー、イオン交換
クロマトグラフィー、エンドトキシン除去カ
ラムにて高純度に精製した。また、構造解析
用の組換え Tp53 は、アフィニティークロマ
トグラフィー、イオン交換クロマトグラフィ
ーで精製した。 
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