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研究成果の概要（和文）：本研究では消化管寄生蠕虫の糞線虫の分泌物中から，新規のカルシウム結合タンパク
質「ベネスタチン」を同定し，機能解析を行った。ベネスタチンは終末糖化産物受容体(RAGE)に結合し，炎症性
サイトカインや細胞接着分子の発現の抑制により，糞線虫感染による炎症細胞の浸潤を緩和することを明らかに
した。さらに，糞線虫はベネスタチンの抗炎症機能を利用して，ニッチである消化管への移行を有利に進めるこ
とが示唆された。炎症性腸疾患やアレルギー性喘息の発症にはRAGEが関与することが知られており，ベネスタチ
ンが持つ治療効果が期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we evaluated the effects of venestatin, an EF-hand Ca2+
-binding protein secreted by the parasitic helminth Strongyloides venezuelensis, on RAGE activity 
and immune responses. Our results demonstrated that venestatin bound to RAGE and downregulated the 
host immune response. Venestatin suppressed RAGE-mediated immune responses in host skin induced by 
helminthic infection, thereby promoting larval migration. The anti-inflammatory mechanism of 
venestatin may be targeted for the development of anthelminthics and immunosuppressive agents for 
the treatment of RAGE-mediated inflammatory diseases.

研究分野：蠕虫学

キーワード： 蠕虫　宿主応答　幼虫体内移行　カルシウム結合タンパク質　RAGE

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年，消化管寄生蠕虫の分泌物がマクロファージを誘導し，大腸炎モデルマウスの病態を緩和することが報告さ
れており，寄生蠕虫が有する抗炎症物質が炎症性疾患に対する治療薬候補として注目されている。ベネスタチン
のようなカルシウム結合タンパク質は多くの寄生蠕虫種に存在しているが，遺伝子単離や機能解析が成されたの
はベネスタチンが世界初である。ベネスタチン/RAGEを介する抗炎症機構を解明した本研究成果は，癌，糖尿
病，喘息，潰瘍性大腸炎，アルツハイマー病などのRAGE介在性炎症性疾患の新規治療法としての応用が期待でき
る。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

(1)寄生虫症制圧技術開発への新たな展開：人類が持続的な健康社会を送るためには感染症対

策は何より重要である。とりわけ、糞線虫症や鉤虫症などの土壌媒介性寄生虫性疾患は、顧み

られない熱帯病として途上国を中心に蔓延しており、世界人口の 4 分の 1 以上が感染のリスク

にさらされている (Jourdan, 2017)。皮膚侵入性の糞線虫や鉤虫は、既存薬の単回投与では十

分な駆虫効果が得られないこと、再感染の機会が非常に多いこと、薬剤耐性虫体の出現などの

理由から、新たな駆虫薬やワクチンが待たれる(Keenan, 2013)。寄生虫は我々と同じ真核生物

でありながら、宿主にはない、寄生虫特有の生理活性分子を保有する。こうした分子は体内移

行など寄生虫ならではの寄生適応を支えていることから、寄生虫を宿主から人為的に排除する

駆虫薬の格好の標的となり得ることが分かってきた(Kita, 2012)。 

(2)宿主免疫攪乱機能を持つ寄生虫 Excretory-secretory products (ES 物質)：寄生虫が体内移

行する際、自身の体表や排泄口を通して宿主体内に ES 物質を放出する。ES 物質には、宿主は保

有せず、細菌やウイルスといった原核微生物でも見つかっていない多種多様な生理活性物質が

含まれ、免疫応答抑制能を持つことが分かってきた (Maizels, 2018)。近年では ES 物質の構造・

機能を基にしたアレルギーや自己免疫疾患に対する治療薬開発への応用が進んでいる。我々は、

ベネズエラ糞線虫を用いた ES 物質の研究から、糞線虫幼虫が体内移行する間にクチクラ表層よ

り分泌するベネスタチンを同定した(Tsubokawa, 2017)。ベネスタチンが鉤虫や住血吸虫などの

経皮侵入性寄生虫に広く保存されていることから、体内移行の実行因子であると考えられる。 

(3)ベネスタチンによる RAGE 介在性の炎症の新展開: 終末糖化産物受容体(Receptor for 

Advanced Glycation End-products : RAGE)は、終末糖化産物の受容体として同定されたパター

ン認識受容体であり、糖尿病や癌の発症に関わる哺乳動物の皮膚や肺組織の単球、マクロファー

ジ、上皮細胞、線維芽細胞に強発現し、炎症メディエーターの S100 蛋白や high mobility group 

B1 などのダメージ関連分子パターンを認識することで、サイトカインや接着分子の発現亢進を

誘導し炎症反応を進行させる。糞線虫は RAGE 高発現部位の皮膚や肺を移行することから、ベネ

スタチンが幼虫体内移行の間、炎症性サイトカインや白血球誘導の制御に関与する可能性は極

めて高い。経皮侵入性寄生虫と RAGE の関わりを解明することで、炎症細胞浸潤などの宿主防御

応答を回避しながら展開される体内移行のメカニズムが解明できると考えられる。 

 

２．研究の目的 

申請者はベネスタチンの体内移行への関与として、

クチクラ下層や消化管から宿主組織内に放出される分

泌型ベネスタチンの存在を明らかにしている【図 1】。

また、ベネスタチンが Ca2+依存性の RAGE 結合能を有す

ることや、ベネズエラ糞線虫が属する糞線虫属に高度

に保存されていることも判明している。本研究では、

ベネスタチンの RAGE 拮抗薬としての機能を実証し、経

皮侵入性寄生虫の宿主体内移行における役割を明らか

にする。同時に、炎症性疾患などの RAGE シグナルを発

端して発症する病態への作用を明らかにすることを目

的とする。 
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３．研究の方法 

(1)組換えベネスタチンの

作製：高活性ベネスタチン

の大量発現を目的として、

バキュロウイルス発現ベク

ターシステムにより、蚕発

現の組換えベネスタチン

(蚕ベネスタチン)を作製し

た。発現蛋白の N 末側に蚕

シグナルペプチド、C 末側

にはヒスチジンタグと

Strep タグを含むようにプ

ラスミドを設計し、組換え

バキュロウイルスを産生

した。蚕幼虫にバキュロウ

イルスを注入し、4 日後に

血リンパを回収、2 種の精製カラム(HisTrap Excel、Strep-Tactin Superflow)により蚕ベネス

タチンを精製した【図 2】。 

(2)組換えベネスタチンの機能解析： 

①ベネスタチンの性状検討：ベネスタチンのカルシウム結合蛋白としての性質を確認するため、

カルシウム存在下、及び、非存在下で SDS-PAGE を行い移動度の相違を検討した。また、カルシ

ウム結合蛋白に反応するルテニウムレッドによる染色を行った。 

②ベネスタチンの RAGE への結合親和性の検討：大腸菌発現のべネスタチンと蚕発現のベネスタ

チンの RAGE との結合親和性についてプレート上で比較検討した。さらに、既知リガンドを用

いて量的、質的差異の検討を行い、大腸菌により発現した RAGE の各ドメイン(V, C1, C2)との

結合試験により結合ドメインを検討した。 

③in silico 解析によるベネスタチン-RAGE結合モデルの作製：ベネスタチンの 3 次元構造モデ

ルを Swiss model program を用いて作製した。RAGE との 3 次元結合モデルを Clus Pro 2.0 を用

いて解析した。 

④in vivo 炎症モデルにおけるベネスタチンの効能解析：RAGE 介在性炎症を惹起する Gla-BSA、

及び、AGE 非依存性炎症を惹起するカラゲナンを野生型(WT)マウスに投与した。足蹠へ皮下投与

を施したマウスは皮膚炎症モデル、経鼻腔投与を施したマウスは肺炎モデルとした。これらのモ

デルマウス作製過程において、ベネスタチン同時投与群と非投与群を用意した。それぞれのモデ

ルマウスの皮膚組織と肺組織の炎症細胞浸潤の程度を病理組織学的に比較検討した。 

(3)糞線虫寄生における内在性べネスタチンと RAGE の相互作用の検討: 

①ベネスタチンノックダウン(kd)糞線虫の作製：ベネスタチンの遺伝子配列をもとに、2 本鎖

RNA(dsRNA)を T7 RiboMAX™ Express RNAi System により作製した。対照にはルシフェラーゼ遺

伝子の dsRNA を用いた。S. venezuelensis 幼虫を dsRNA 含有培地内に 24-72 h 浸漬し、Kd効率

を虫体 RNA のリアルタイム RT-PCR、ES 内蛋白のウエスタンブロッティング、虫体の蛍光免疫染

色により評価した。 

②kd 糞線虫感染実験による内在性ベネスタチンの機能解析：dsRNA 処理後の幼虫を WT マウスお

よび RAGE 欠損(RAGE-/-)マウスへ皮下感染し、肺と小腸への移行虫体数を計測した。さらに感染



後の皮膚組織の病理組織化

学的検討を行い、宿主由来遺

伝子の発現変化をリアルタ

イム RT-PCRにより解析した。 

 

４．研究成果 

(1)組換えベネスタチンの機

能解明： 

①カルシウムの有無におけ

る SDS-PAGE やルテニウムレ

ッド染色により、蚕発現のベ

ネスタチンは Ca2+結合蛋白と

しての性質を有した。 

②大腸菌ベネスタチンに比

べ、蚕ベネスタチンは RAGEへ

の高い結合性を示した(Kd

値：蚕ベネスタチン 75±9 

nM vs 大腸菌ベネスタチン 

111±13 nM)。 

③ベネスタチンは、RAGEの

C1 ドメインと C2 ドメイン

へ結合性を示した。C1ドメインへの結合が最も顕著で

あった。また、カルシウムを含まない緩衝液や、キレ

ート剤(EDTA)を用いて反応性を検討することにより、

C1ドメインと C2ドメインはカルシウム存在下でベネ

スタチンと結合することが明らかとなった。 

④in silico 解析により、ベネスタチンの RAGE への C1

ドメインを中心とする結合モデルが得られた。⑤皮膚

炎症モデル、及び肺炎モデルにおいて、ベネスタチン

が RAGE 依存的に炎症細胞浸潤を抑制する結果が得ら

れた【図 3】。 

(2)糞線虫寄生におけるベネスタチン/RAGE 軸を介す

る寄生生理機構の解明： 

①Kd 糞線虫の作製実験では、糞線虫幼虫の 72h の

dsRNA 含有培地内で、ベネスタチン mRNA の発現が

82.8%低下した。ES 内や虫体角皮下におけるベネスタ

チンの発現低下が蛋白レベルでも確認された。 

②Kd 糞線虫のマウスへの感染実験では、WT マウスにお

いて、Kd 幼虫は、対照幼虫に比べ、肺や小腸への移行

幼虫数が有意に減少していた。RAGE-/-マウスでは、Kd 

幼虫と対照幼虫の間で移行幼虫数に有意な差はみられ

なかった【図 4】。皮膚組織の病理組織標本を感染幼虫周囲中心に観察したところ、WT マウスで



は幼虫周囲に炎症細胞浸潤

がみられ、対照幼虫に比べ、

ベネスタチン kd 幼虫で有

意に浸潤細胞数が増加し

た。RAGE-/-マウスではいず

れの感染群においても細胞

浸潤は認められなかった

【図 5】。免疫組織化学染色

により、幼虫周囲の浸潤細

胞種の同定を試みたとこ

ろ、マクロファージと好中

球が主であることが明らかとなった。対照糞線虫感染後の Wt 皮膚組織において、RAGE リガンド

（HMGB1、S100B、S100A6）の発現が有意に上昇した。しかし、RAGE 自体の発現には変化は認めら

れなかった。 Wt 皮膚組織では、対照幼虫感染で炎症性分子や接着分子(TNF-α、COX-2、VCAM1、

ICAM１、eSelectin 遺伝子)の有意な発現上昇が認められた。さらに Kd 糞線虫幼虫感染では、対

照幼虫感染における発現上昇に比べ、有意にこれら遺伝子の発現が上昇した。RAGE-/-マウスでは

対照幼虫と Kd 幼虫どちらの感染でも炎症性分子や接着分子の有意な発現上昇は認められなかっ

た。Th サイトカイン（IL-4、IL-5、IFN-g）の発現は、Wt と RAGE-/-マウスどちらの感染実験にお

いても発現の変化は認められなかった。 

以上より、ベネスタチンは RAGE に結合し，糞線虫感染における炎症性サイトカインや細胞接

着分子の発現の抑制により，炎症細胞の浸潤を緩和することを明らかにした。さらに，糞線虫は

ベネスタチンの抗炎症機能を利用して，ニッチである消化管への移行を有利に進めることが示

唆された。 
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