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研究成果の概要（和文）：旋毛虫が分泌する43kDaタンパク質(Ts43)は筋肉細胞変異に重要な役割を担ってい
る。今回の研究においてTs43発現筋芽細胞株は形態上に明らかな分化促進が見られ、筋分化遺伝子の発現も高く
なっていた。しかし、Ts43は筋細胞のアポトーシスおよび細胞変異関連遺伝子群に対する影響は示さなかった。
また、筋細胞の分化が進むにしたがって、NF-kB活性が低くなる傾向が認められ、Ts43はNFkB活性を抑制するこ
とによって、細胞の分化を促進すると考えられた。
また、Ts43は主に旋毛虫由来の分泌産物由来細胞小胞に含まれ、それらは筋細胞の分化を促進し、旋毛虫による
筋肉細胞変異に重要な役割を果たすと考えられた。

研究成果の概要（英文）：A 43 kDa protein secreted by Trichinella spiralis (Ts43) has an important 
role in muscle cell transformation. In this study, the Ts43 expressing myoblast cell line showed a 
clear differentiation promotion in terms of morphology, and the expression of muscle differentiation
 genes was also high. However, Ts43 had no effect on myocyte apoptosis and cell mutation related 
genes. In addition, NF-kB activity tended to decrease as muscle cell differentiation progressed, 
suggesting that Ts43 promotes cell differentiation by suppressing NF-kB activity.
In addition, Ts43 is mainly contained in Extracellular vesicles derived from Trichinella derived 
secretory products, and they are thought to promote muscle cell differentiation and play an 
important role in Trichinella induced muscle cell mutation.

研究分野： 獣医学関連
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研究成果の学術的意義や社会的意義
旋毛虫が分泌する分子量43kDaタンパク質（Ts43）は、筋肉細胞変異に重要と考えられるタンパク質であり、最
終分化細胞である筋肉細胞から未分化細胞、そしてナース細胞への分化誘導機構の解析・解明は、旋毛虫を用い
た研究以外では得ることが困難で、その意義は極めて大きい。今回の研究ではそのTs43の筋肉細胞変異に関連す
る詳細な機構を明らかにした。
一方、旋毛虫感染により形成される未分化細胞は多能性を有している。かつ、旋毛虫はすべての恒温動物に感染
が可能であるため、分化誘導機構が解明され、今後筋肉細胞の変異の再現が実現できれば、容易に多くの動物種
から多能性幹細胞の作出が可能である。

※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。



１．研究開始当初の背景 
旋毛虫は宿主の筋肉細胞に寄生した後、筋肉細胞を未分化細胞へ脱分化、また最終的にナース

細胞に分化させてシスト（被嚢するためのカプセル）を形成し、その中で寄生を続ける。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。 
今までにわれわれは、この細胞変異機構を解明するため、旋毛虫感染に伴う筋肉細胞の遺伝子

動態について検討を行い、筋肉細胞分化に重要な役割を果たす筋分化調整因子のうち、myogenin
および MyoD が感染によるシスト形成初期から発現が増加すること、またナース細胞形成にア
ポトーシス関連遺伝子の発現が重要な役割を果たしていることを明らかにしてきた。また、われ
われは、感染筋肉細胞では細胞の分化やがんに関与する c-Ski 遺伝子の発現が増加し、この因子
は TGF-β シグナル経路を制御することによって、感染筋肉細胞の細胞周期を停止させ、細胞変
異に関与することを明らかにした。以上のように、筋分化調整因子をはじめアポトーシス関連遺
伝子群など多数の遺伝子やシグナル経路が、旋毛虫感染における宿主の筋肉細胞変異に複雑に
関与している。 
また近年、旋毛虫は種々の特異的な生理活性物質を分泌し、宿主内の環境を変化させ、自身の

生存を可能にしていることが徐々に明らかになり、筋肉細胞変異にも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をわれわれは示唆してきた。また、われわれは筋肉細胞変
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て報告し、特に筋肉細胞変
異に重要と思われる Rcd1 と呼ばれる分子をクローニングし、Rcd1 は筋芽細胞株において筋肉
細胞変異に重要な転写因子であるAP-1およびNF-κB の活性を増強させることにより myogenin
および MyoD の発現を制御し、変異に関与していることを明らかにした。 
最近、われわれは旋毛虫のモノクローナル抗体の解析から、旋毛虫が分泌するタンパク質の多

くはチベロースと呼ばれる特殊な糖鎖をもつ旋毛虫特異糖タンパク質であること報告し、また
それら旋毛虫特異糖タンパク質の中でも、分子量 43kDa のタンパク質（Ts43）が筋肉細胞変異に
最も重要な役割を担っている可能性が高いことを明らかにした。しかし、Ts43 の詳細な生理活
性の解析や Ts43 を用いて筋肉細胞変異を再現した実験報告はいまだにない。本研究では、旋毛
虫による筋肉細胞変異機構を解明するために、Ts43 の生理活性について詳細な検討を行い、か
つ筋肉細胞変異の再現を試み、また Ts43 の機能を構造生物学的にも明らかにする。 
 
２．研究の目的 
今回検討を行う Ts43 は、筋肉細胞変異に最も重要と考えられるタンパク質であり、最終分化

細胞である筋肉細胞から未分化細胞、そしてナース細胞への分化誘導機構の解析・解明は、旋毛
虫を用いた研究以外では得ることが困難で、その意義は極めて大きい。 
一方、再生医療は獣医学領域でも今や重要な分野となりつつある。先端的な獣医再生医療に関

するものとして、他組織をES細胞により作出し、他の臓器に分化させることが試みられている。
たとえば近年、ブタは臓器が形状や機能等がヒトの臓器と似ていることから一時的な臓器提供
動物として期待されている。また、小動物では、免疫強化療法として、体外でリンパ球を活性化
して移入する治療法が用いられている。その他では、馬の屈腱炎の治療に幹細胞からサイトカイ
ンを産生する細胞を作出し、患部に投与する方法が実用化されている。以上の再生獣医学におい
ては、幹細胞の樹立が第一に必要であるが、現在、獣医医療で主に用いられている幹細胞は組織
幹細胞である。しかし、組織幹細胞は多能性幹細胞（ES 細胞および iPS 細胞）のように全ての
細胞への分化が確認されておらず、治療の適応はある程度限られる。一方、iPS 細胞では他個体
を用いた場合の免疫学的拒絶反応、またがん化などに問題点が残り、ES 細胞では特に獣医学領
域においては経済的な、また供給量に問題がある。多能性幹細胞が容易に確立できれば、目的に
見合った形質転換細胞や臓器の作出とともに、これら細胞や臓器の安定した供給も可能となる。
われわれの研究では、旋毛虫感染により形成される未分化細胞は多能性を有し、またその細胞の
抗原性は驚くほどに低下しており、免疫学的拒絶反応が起きにくいことを確認している。かつ、
旋毛虫はすべての恒温動物に感染が可能であるため、分化誘導機構の解明、筋肉細胞の変異の再
現が実現できれば、容易に多くの動物種から多能性幹細胞の作出が可能となる。 
 
３．研究の方法 
１．Ts43 の筋芽細胞に対する遺伝子発現解析 
筋芽細胞株（C2C12 細胞）に Ts43 の小麦胚芽組換えタンパク質を核内に in vitro で投与した場
合、また Ts43 遺伝子をベクターによって C2C12 細胞に導入発現させた場合、それぞれの細胞の
形態学的変化および発現タンパク質の観察を免疫染色等により行った。一方、旋毛虫感染筋肉細
胞における遺伝子動態の解析において発現に大きな変化が認められた各遺伝子、すなわち筋分
化調整因子(myogenin, MyoD)、アポトーシス関連遺伝子群(BAX, Apaf-1, Caspase-9, PKB)、および
細胞分化・がん関連遺伝子(c-Ski)の Ts43 導入 C2C12 細胞における発現動態をリアルタイム PCR
により検討し、筋肉細胞変異における Ts43 の役割を解明した。 
２．Ts43 の転写活性に対する影響の検討 
筋肉細胞変性時には転写因子 NF-κB の特有な応答配列に対する転写活性が増強または減弱する
現象がみられるが、これら転写因子の転写活性に対する Ts43 の作用についての解析をルシフェ
ラーゼアッセイにより行った。すなわち、NF-κB の結合配列を挿入したルシフェラーゼアッセイ
用プラスミドベクターを C2C12 細胞に導入し、Ts43 投与後に LPS 等の刺激を行い、NF-κB の転



写活性を測定した。 
３．旋毛虫の分泌タンパク質のプロテオーム解析 
塩基配列が明らかになっている旋毛虫の DNA 一本鎖をアレイ上に配置した。検体の mRNA か
ら逆転写酵素によって cDNA を作成した。検体の DNA 配列は相補的なアレイに特異的に結合
する際に結合位置を蛍光で検出することで検体内に含まれる RNA を定量した。その後に蛍光強
度の強さによって、遺伝子発現量を計測した。二群間 (コントロールと標的)の各遺伝子の発現
量を比較することで、発現に差がある遺伝子の統計解析を用いて検出を行った。また、筋肉幼虫
由来エクソソーム細胞外小胞（TsML-EV）および成虫由来(TsAD)EV を mass spectrometry 解析を
用い行い、EV 内容物の分泌タンパク質のア ミノ酸シークエンス解析を行った 
４．エクソソーム細胞外小胞（EV）の検討 
細胞が放出するタンパク質や miRNA を含んだ EV は、多くの細胞種（免疫、腫瘍、神経細胞）
において、細胞間のコミュニケーション に関与していると考えられている。旋毛虫もそのよう
な EV を放出しており、Ts43 タンパク質も EV 中に存在することを質量分析により証明した。旋
毛虫から採集した EV を C2C12 に摂取し、筋分化調整因子（myogenin, Mef2, Mhy2, Myh3）の発
現を qPCR で測定した。 
 
４．研究成果 
 
１．旋毛虫の 43kDa 分泌タンパク質(Ts43)は筋細胞の分化を促進した。 
Ts43 遺伝子を C2C12 細胞に導入発現させ、低血清培養による C2C12 分化を誘導して経時的（誘
導前、誘導後４日目と 7 日目）に、細胞の形態変化及び筋分化調節因子（myogenin, Mef2c, Mhy2, 
Mhy3）の発現を検討した。何も導入していない Empty ベクター（EV）、旋毛虫 53 kDa 分泌タン
パク質を発現するベクター（Ts53）およびネガティブコントロール（WT）各導入サンプルと比
べて、 Ts43 を発現したベクターを導入した C2C12 細胞は、分化誘導 4 日目に形態上に明らか
な分化の促進が見られ、さらに、4 日目に筋分化調節因子（myogenin, Mef2c）の発現、7 日目に
分化した筋細胞マーカー（Myh2, Myh3）の発現も高くなっていた。 
 
 

 
 
 
 
 



 

 
 
 
２． Ts43 および DNAase II は筋細胞のアポトーシスおよび細胞変異関連遺伝子群に対する影響
を示さなかった。 
Ts43 遺伝子を C2C12 細胞に導入発現させ、低血清培養による C2C12 分化を誘導する過程で、
経時的（誘導前、誘導後４日目、7 日目）に、細胞の形態変化及び筋細胞アポトーシス関連遺伝
子（Cas3, Cas9, Tradd, Traf2, Bax, Bcl2, Apaf1）、細胞分化・変異関連遺伝子（c-Ski, Tgfb, Smad2）、
細胞周期関連遺伝子（Cnnd1, Cnnd2, p21, Gadd45）の発現量を調べた。 Empty ベクター、旋毛虫
53kDa 分泌タンパク質を発現するベクターおよびネガティブコントロールと比べて、 Ts43 を発
現するベクターを導入した C2C12 細胞において、発現量に差が認められなかった。 
（図なし） 
 
３.Ts43 および DNase II は NF-kB 活性を抑制することによって、C2C12 細胞の分化を促進した。 
C2C12 細胞に Empty vector (mock), Ts43 および DNase II を発現する vector (43 kDa),またコントロ
ールとして Ts53 を発現する vector (53 kDa)を導入して、分化誘導前（undifferentiated C2C12）と
分化誘導後 5 日目（differentiated C2C12）の NF-kB 活性を測定した。どの導入条件でも C2C12 の
分化が進むにしたがって、NF-kB 活性が低くなる傾向が認められた。しかし、Ts43 vector でトラ
ンスフェクションした細胞の NF-kB 活性は、未分化時においても分化時においても、他の導入
サンプルと比べると低かった。 
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４．旋毛虫の筋肉幼虫の分泌産物由来細胞小胞は大量の DNaseII を保有していた。 
筋肉幼虫由来 TsML-EV および成虫由来 TsAD-EV をプロテオーム解析、Mass spectrometry 解析
して、分泌された細胞小胞が持つタンパク質成分を同定した。その結果、旋毛虫の成虫および筋
肉幼虫は DNaseII ドメインを持つ 43kDa のタンパク質を大量に分泌し、成虫、新生幼虫および
筋肉幼虫それぞれに特異的な DNaseII 分泌タンパク質が存在していた。また、分泌タンパク質の
ア ミノ酸シークエンス解析では、成虫、新生幼虫および筋肉幼虫それぞれに特異的な DNaseII
分泌タンパク質が存在し、それらはそれぞれの発育段階に固有な役割を担っていると考えられ
た。 

 
５．旋毛虫の筋肉幼虫の分泌産物由来細胞小胞（TsML-EV)は筋細胞の分化を促進した。 
C2C12 筋芽細胞を細胞小胞（筋肉幼虫由来：TsML-EV, 成虫由来；TsAD-EV）と共培養して、低
血清培養による分化を誘導した。TsML-EV と共培養した C2C12 の筋分化調節因子(myogenin, 
Mef2c, Mhy2, Mhy3)の発現量は高くなっていた。 
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