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研究成果の概要（和文）： 

旋毛虫は、宿主に感染した後、筋肉細胞を変異させて寄生を続ける。我々はその筋肉細胞変
異に重要と思われる Rcd1 と呼ばれる旋毛虫の分泌タンパク質をクローニングした。本研究では、
Rcd1が、旋毛虫感染による筋肉細胞を脱分化・再分化する現象にどのように関与しているかを
分子生物学的に解析した。Rcd1は筋芽細胞株であるC2C12細胞において、転写因子であるAP-1、
NF-κB の活性を増強させることにより筋肉細胞分化に重要である筋肉細胞分化関連遺伝子で
ある myogenin, MyoD の発現を抑制し、筋肉細胞を脱分化・再分化する現象に関与していること
が確認された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
  Trichinella spp. infection causes satellite cell proliferation and transformation of 
muscle cell to the nurse cell.  Rcd1 is shown to be a transcriptional cofactor of the 
c-myb proto-oncogene product.  Previously, we cloned Rcd1 gene from the cDNA of T. 
spiralis muscle larvae, and confirmed that the Rcd1 protein is part of the E-S products. 
Therefore, the Rcd1 likely affects host cells and tissues for capsule formation.  In the 
present study we investigated the effect by which the Rcd1protein secreted from T. 
spiralis modulates myogenic differentiation in C2C12 myoblasts, and the role of the Rcd1 
protein regulated NF-κB and AP-1 transcriptional pathway.  The expression of myogenin 
and MyoD genes in C2C12 myoblasts transfected with Rcd1 gene was significantly lower than 
those in non-transfected C2C12 myoblasts.  And we demonstrate that Rcd1 is a potent 
inhibitor of muscle differentiation through activation (C2C12 cells) of NF-κB and AP-1 
signaling pathway.  It may be inferred from these results that the Rcd1 protein functions 
as a transcriptional factor or cofactor of satellite cell proliferation and muscle cell 
transformation. 
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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。ナース細胞は形態学的にも機能的にも
筋肉細胞とは全く異なる細胞である。我々は、
この現象を解明するために、旋毛虫感染に伴
う宿主側の遺伝子動態について検討を行い、
筋肉細胞の再分化の経過にアポトーシスが
重要な役割を有していることを明らかにし
た。一方、cDNAマイクロアレイを用いた検討
では、感染により宿主細胞の細胞分化関連遺
伝子、細胞成長関連遺伝子、細胞周期関連遺
伝子およびガン遺伝子に大きな変化が認め
られることを見出した。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。我々は国内外研究者に
先駆け、筋肉細胞変異に重要と思われる旋毛
虫特異的な分泌タンパク質を数種類同定し、
報告してきた。これらの研究成果からも明ら
かなように、旋毛虫感染の分子機構に関して、
日本国内はもちろん、世界的に見ても我々が
研究をリードしている状況であるが、変異を
誘導する旋毛虫の分泌タンパク質について
の本質についてはいまだ明らかではない。最
近 我 々 は 、 Rcd1(required cell 
differentiation 1)と呼ばれる分子を旋毛虫
の cDNA ライブラリーからクローニングする
ことに成功した。Rcd1 は 1998 年に酵母の性
分化に関連するタンパク質として初めて分
離、同定されたものであるが、広く生物界に
そのホモログが存在することが分かってき
ている。また、最近 Rcd1 は F9 細胞を分化さ
せる転写補助因子である可能性が示唆され
た。さらに Rcd1は c-Myb（ガン遺伝子の細胞
側相同遺伝子でその産物は転写活性化因子
のひとつであるが、その細胞発現レベルは未
分化状態の時に高く分化に従い低下する）と
相互作用して、c-Myb 特異的プロモーターで
ある mim-1の活性化を抑制する。一方、興味
深いことは旋毛虫の Rcd1は筋肉内の幼虫（筋
肉幼虫）から分泌されているということであ
る。旋毛虫から分泌される転写関連因子とし
ては初めての報告であり、「分泌される」と
いうことは宿主細胞に何らかの影響を与え
ている可能性が考えられる。このタンパク質
の役割を解明することにより筋肉細胞の変
異現象はより一層解明が進むものと思われ
る。また、旋毛虫感染の変異モデルは、現象
論的な記載だけでも興味深いが、筋肉細胞の
変異を誘導する生理活性タンパク質が解明
されれば、筋肉細胞から他の細胞への分化誘
導に結びつく。すなわち細胞生物学のみなら
ず、再生医学へのキータンパク質として大い
に期待でき、新しい次元の研究を可能にする

ものである。また、医薬品としての応用も十
分に期待できるものと考える。 
 

２．研究の目的 
本研究の目標は二つある。第一は我々が今

までの研究の中でクローニングしてきた
Rcd1を含む旋毛虫の分泌タンパク質が、旋毛
虫感染に特異的な現象である最終分化細胞
である筋肉細胞を脱分化・再分化する現象に
どのように関与しているかを分子生物学的
に解明することである。第二はその解明によ
り、これらのタンパク質が再生医学等への応
用に可能かどうかを探ることである。 
 

３．研究の方法 

(1)Rcd1の生理学的活性の解析 

①哺乳類由来の Rcd1 は転写因子である
c-Myb と相互作用して、c-Myb 特異的プロモ
ーターである mim-1の活性化を抑制する。し
かし、旋毛虫 Rcd1と哺乳類由来の Rcd1のア
ミノ酸配列のホモロジーは約 60%であり、決
して高いとはいえず、その生理学的活性は不
明である。そこで、c-Mybと旋毛虫 Rcd1との
相互作用を検討した。すなわち真核細胞発現
ベクター（pcDNA3.1）に旋毛虫 Rcd1 遺伝子
と c-Myb 遺伝子をそれぞれ組み込み、HEK293
細胞に導入して強制発現させる。その後、
c-Myb の mim-1 プロモーターを介する転写活
性をルシフェラーゼアッセイにより測定し
た。 

②転写因子である AP-1、E2F および NF-κB
は、細胞分化においても重要な役割を果たし
ていることが知られている。そこで旋毛虫
Rcd1 の AP-1、E2F および NF-κB の各特有な
応答配列に対するそれぞれの転写活性に与
える影響を前項と同様にルシフェラーゼア
ッセイによって解析した。導入細胞は HEK293
細胞（AP-1、E2F および NF-κB応答配列を組
み込んだルシフェラーゼベクターを導入し
た細胞をそれぞれ PMA、TNFαおよび FCSで刺
激）および筋芽細胞株である C2C12 細胞（無
刺激）を用いた。 
③Rcd1遺伝子を C2C12細胞に導入して種々

遺伝子群の発現解析を行った。すなわち、
pcDNA3.1 ベクターに旋毛虫 Rcd1 遺伝子を組
み込み、C2C12 細胞へ導入して遺伝子の発現
動態解析をリアルタイム PCRを用いて行った。
発現解析した遺伝子群は我々がすでに旋毛
虫感染により発現変化を確認した細胞分化
関連遺伝子、細胞成長関連遺伝子、細胞周期
関連遺伝子、ガン遺伝子、アポトーシス関連
遺伝子等である。 

④筋肉細胞分化に重要である myogenin、 
MyoDおよび Myf5の各遺伝子の発現について
さらに詳細に解析を行った。すなわち、C2C12



細胞、あるいは 2%馬血清で分化誘導を行った
C2C12 細胞に Rcd1遺伝子を導入し、発現動態
をリアルタイム PCRを用いて解析した。また、
細胞における myogenin、 MyoD、 Myf5 タン
パク質の発現量をウエスタンブロットで解
析した。 

⑤Rcd1遺伝子に対応する dsRNAを作製して
種々の方法により旋毛虫の新生幼虫、筋肉幼
虫および成虫に導入して、RNAi解析を行った。 

 

(2)新規タンパク質のクローニング 

①旋毛虫による宿主筋肉細胞の変異誘導
は多くの分泌タンパク質の相互作用によっ
て行われると考えられる。よって、Rcd1以外
で重要と思われる旋毛虫が分泌する新規の
タンパク質のクローニングを試みた。すなわ
ち、旋毛虫の cDNA ライブラリーよりマウス
の感染血清を用いて免疫スクリーニングを
行った。その中から数クローンを抽出し、DNA
塩基配列の解析を行い有望なクローンを選
別した。 

②上記によりクローニングしたクローン
についてリアルタイム PCRにより発現解析を
行った。また、組換えタンパク質を作成し、
当タンパク質のウエスタンブロット解析お
よび旋毛虫の虫体内分布解析を行った。また、
当タンパク質と旋毛虫感染マウスの血清と
の反応性を経時的に観察した。 
 
４．研究成果 
(1)Rcd1の生理学的活性の解析 
①c-Mybと旋毛虫 Rcd1 との相互作用 

旋毛虫 Rcd1遺伝子の HEK293 細胞への導入
量が増えるのに従い、mim-1 の転写活性の抑
制は段階的に増加した。しかし、報告されて
いる哺乳類由来の Rcd1 に比較すると抑制量
は少なかった。 
②Rcd1 の AP-1、E2F および NF-κB の各特有
な応答配列に対する転写活性に与える影響 
 Rcd1 遺伝子の HEK293 細胞への導入量に比
例して AP-1、NFκB に対する転写活性は低下
したが、E2F の転写活性は影響を受けなかっ
た。一方、C2C12 細胞を用いた場合（細胞は
無刺激）は HEK293細胞の場合とは逆に AP-1、
NFκB に対する転写の活性化が認められた
（図 1-1 および 1-2）。 
③Rcd1遺伝子を C2C12細胞に導入しての各遺
伝子群の発現 
 筋肉細胞分化関連遺伝子のうち myogenin
および MyoDで Rcd1導入による発現抑制が観
察された。また、筋細胞分化の方向づけを行
う因子である Pax7 の発現も抑制が認められ
た。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1-1 C2C12 細胞（無刺激）における Rcd1
の AP-1 応答配列に対する転写活性に与える
影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1-2 C2C12 細胞（無刺激）における Rcd1
の NF-κB 応答配列に対する転写活性に与え
る影響 
 
④myogenin、MyoD、Myf5の発現解析 
 C2C12 細胞は未分化時は紡錘形を呈してい
るが、分化誘導により細長く伸張し、互いに
融合し筋管を形成する。MyoD あるいは Myf5
の発現は分化誘導前から認められ、分化誘導
によって myogenin が発現し始める。リアル
タイム PCR を用いた結果では、Rcd1 を強制
発現させた C2C12 細胞においては、分化誘導
前から分化誘導後のすべての段階において、
myogenin、 MyoDの発現が抑制されたが、Myf5
では大きな影響を与えなかった（図 2-1、2-2
および 2-3）。 
また、ウエスタンブロットで行った Rcd1

遺伝子を導入した C2C12 細胞における
myogenin、MyoD および Myf5 タンパク質の発
現解析でもリアルタイム PCRとほぼ同様な結
果であった（図 3）。 

⑤RNAiによる解析 

Rcd1遺伝子に対応する dsRNAを作製して旋
毛虫の新生幼虫、筋肉幼虫、成虫に導入を試
みたが、それぞれの遺伝子のノックダウンは



確認されなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2-1 分化前、分化後の C2C12 細胞にお
ける Rcd1の MyoDの発現に与える影響 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-1 分化前、分化後の C2C12 細胞にお
ける Rcd1の myogenin の発現に与える影
響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-3 分化前、分化後の C2C12 細胞にお
ける Rcd1の Myf5 の発現に与える影響 
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図 3 分化前、分化後の C2C12 細胞におけ
る Rcd1の myogenin、MyoDおよび Myf5
タンパク質の発現に与える影響 

 
 
転写因子 AP-1および NF-κB の活性化によ

って myogenin、 MyoDの発現は減弱し、その
結果、筋形成が抑制されることはすでに報告
されている。今回の結果から、筋芽細胞 C2C12
では、Rcd1は転写因子 AP-1 および NF-κB を
活性化させることによって myogenin および
MyoD の発現を抑制している可能性が示唆さ
れた。今後はさらに myogenin、 MyoDおよび 
Myf5以外の細胞分化関連遺伝子（今回抑制が
観察された筋細胞分化の方向づけを行う因
子である Pax7等）の発現と転写因子 AP-1お
よび NF-κB の活性化との関連性について検
討を行いたい。 

 

 (2)新規タンパク質のクローニング 
旋毛虫の cDNA ライブラリーより新規のタ

ンパク質をクローニングした。このタンパク
質はホモロジー検索から calponin–familyで
ある Transgelin に近い分子と考えられた。
RT-PCR およびウエスタンブロットによって
発現解析を行った結果、当該タンパク質は旋
毛虫の各ステージのうち新生幼虫で最も高
く発現していた。また、旋毛虫感染マウスの
Transgelin 抗体は感染後極めて早期に上昇
していた。新生幼虫は筋肉細胞に侵入する段
階であり、筋肉細胞変異に最も重要な影響を
与えるステージである。すなわち、当タンパ
ク質は筋肉細胞変異の初期段階において何
らかの役割を担っている可能性が示唆され
る。よって、今後は、Transgelin の筋肉細胞
変異に関連する生理活性について詳細に検
討を行いたい。 
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