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研究成果の概要（和文）：旋毛虫感染では宿主の免疫能に大きな影響をおよぼす。今回はマウスにスギ花粉を感
作し、旋毛虫感染または旋毛虫分泌タンパク質（Tp53）による宿主の即時型アレルギー反応への影響について検
討した。その結果、肺の炎症反応は減弱し、特異的なIgE、IgG2a、IgG2bの産生量は低下した。また、感染マウ
スまたはTp53投与脾細胞のIL-4、IL-17の産生量も抑制されていた。一方、Tp53は脾細胞のLPS刺激によるNF-κB
シグナル経路を抑制したが、その機構はIKKのリン酸化を抑制して、IkBaのリン酸化および分解を阻止して、NF-
κB(p65)の核内移行を阻害することによるものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：It is proposed that Trichinella infection or Trichinella-derived molecules
（Tp53）modulate host’s immunity. 
In this study, we investigated the effect of Trichinella infection or Tp53 on immediate 
hypersensitivity in mice sensitized with Japanese cedar pollen. As a result, trichinella infection 
or Tp53 administration attenuated inflammatory reactions in the lungs, and production of specific 
IgE, IgG2a, IgG2b antibody decreased. In addition, production of IL-4 and IL-17 in infected mouse 
spleen cells or splenocytes treated with Tp53 was suppressed. And our observation showed that the 
Tp53 suppressed NF-κB signal pathway of macrophage, as indicated by the results of inhibition of 
LPS stimulation-induced NF-κB p65 nuclear translocation, phosphrylation of NF-κB signal proteins 
(IKK, p65 and IκBα) and degradation of IκBα.  The results suggest that the Tp53 protein may 
modulate host immune response by inhibiting macrophage activation via specifically affecting NF-κB 
signal pathway.

研究分野： 獣医学　寄生虫学
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１．研究開始当初の背景 
寄生虫感染では宿主の免疫能に大きな影

響をおよぼすことが報告されている。我々は
旋毛虫感染が宿主の自己免疫性疾患の発症
を強力に抑制することが明らかにしてきた。
また、我々は、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てそ
の詳細を報告してきたが、それらの中で旋毛
虫が分泌する分子量 53kDa のタンパク質
（Tp53）は他に相同性のあるタンパク質の報
告がなく、その発現は主にナース細胞完成後
の筋肉幼虫に限られており、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
ることを見出した。また、Tp53 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
関与していることを明らかにした。一方、
Tp53 は脾細胞の IL-4 産生をも抑制するとい
う現象が認められた。IL-4 および IgE が関与
する即時型アレルギーの現在の日本での増
加は、衛生環境の向上による幼少時の感染症
の減少が、原因ではないかとする説がある。
以上の結果、推測を基にして、今回は旋毛虫
感染および Tp53 の即時型アレルギー反応に
対する免疫抑制機構を明らかにすることを
目的とした。 

 
２．研究の目的 
我々は今までに、旋毛虫感染が即時型アレ

ルギー反応を抑制することを見出した。また、
最近、我々は旋毛虫の成虫のみの感染では
Th2 型の免疫反応が主体となる一方、筋肉幼
虫のみの寄生ではTh2型の免疫反応は抑制さ
れることを報告した。Tp53 は主に筋肉幼虫で
発現しており、Tp53 がこの現象に大きく関与
している可能性がある。今回の研究では、旋
毛虫をマウスに感染後、または Tp53 を直接
マウスに接種後に抗原（スギ花粉等）を感作
し、即時型アレルギーの発症が抑制されるか
どうかを観察した。同時に処置マウスの血清
中の各クラスの免疫グロブリン量、脾細胞ま
たはマクロファージのサイトカイン産生量
の解析を行った。また、in vitro 実験系として、
正常脾細胞に Tp53 を投与した場合の Th2 関
連サイトカインの動態観察、培養細胞を用い
て NF-κB などの転写因子の転写活性に与え
る影響についても検討した。以上の実験から、
旋毛虫感染、Tp53 は即時型アレルギー反応を
抑制するのか、またその機構はどのようなも
のかを明らかした。 

 
３．研究の方法 
（１） 組換え 53kDa タンパク質（Tp53）の
作製 
大腸菌における組換え Tp53 の作製は、旋

毛虫（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
発現を行った。また、小麦胚芽無細胞系での
Tp53 の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 作 成 は
pEU-E01-MCS ベクターに Tp53cDNA を組込

み、WEPRO7240G 小麦胚芽発現キットを用
いて行った。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。 
（２）旋毛虫感染における卵白アルブミン
（OVA）によるアレルギー反応の抑制  
マウスに旋毛虫(T. pseudospiralis）を感染さ
せ、その後に OVA とアラム（アジュバント）
を混合した抗原溶液で感作した。感作 2 週間
後、OVA の追加感作を行い、OVA 感作群で
能動型皮膚アナフィラキシー反応（ACA 反
応）の測定を行った。 すなわち、OVA 抗原
溶液を耳組織に皮下注射し、後エバンスブル
ーを尾の静脈に注射した。30 分後、両耳を切
除し、耳組織に浸潤したエバンスブルーの定
量を行った。また、旋毛虫感染マウス、OVA
感作マウスにおける各免疫グロブリン量、マ
ウス脾細胞を OVA 等で刺激した場合の産生
サイトカイン量の定量を行った。 
（３）旋毛虫感染または旋毛虫分泌タンパク
質（Tp53）投与におけるスギ花粉アレルギー
反応の抑制  
マウスにスギ花粉粗抗原を前もって感作
し、後に旋毛虫（T. pseudospiralis）を感染さ
せることによるアレルギー反応の抑制につ
いて検討した。すなわち、スギ花粉粗抗原
をマウスに腹腔内注射して全身感作した後
に、旋毛虫を感染または大腸菌組換え Tp53
を腹腔内投与し、その 2 週間後に鼻腔内に
スギ花粉抗原を投与し感作した。スギ花粉
を最初に感作した５週間後に、マウスの肺
組織の組織学的観察、肺の炎症反応マーカ
ーとして MPO 活性の測定、好酸球数の測
定、および各免疫グロブリン量、マウス脾細
胞の各抗原刺激に対する産生サイトカイン
量の定量を行った。 
（４）旋毛虫分泌タンパク質（Tp53）の NF-κB
シグナル経路に対する影響の解析 

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マウス
マクロファージに導入し、小麦胚芽組換え
Tp53を添加し、各TLRリガンドで刺激して、
ルシフェラーゼ活性を測定した。その後、
Tp53 の NF-κB シグナル経路の各分子（IKK, 
IkBa, NF-kB p65）のリン酸に対する影響の解
析を行った。すなわち、マウスマクロファー
ジを用い、Tp53 を投与し LPS で刺激を行い、
その後、ウエスタンブロットにより Tp53 の
IKK, IkBa, NF-kB p65 のリン酸化に与える影
響を解析した。また、免疫染色により NF-kB
の核内移行について検討した。 

 
４．研究成果 
（１）旋毛虫感染における卵白アルブミン
（OVA）によるアレルギー反応の抑制 
 
 旋毛虫感染によりマウスの能動型皮膚ア
ナフィラキシー反応（ACA 反応）は減弱した
（図 1）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1.旋毛虫感染による皮膚アレル
ギー反応の抑制 

 
 旋毛虫感染により OVA 特異的 IgE 抗体の
産生が抑制された（図 2）。また、特異的 IgG2a
および IgG2b の反応も抑制された（図 3、4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2.旋毛虫感染による OVA 特異
的 IgE 抗体産生の抑制 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3.旋毛虫感染による OVA 特
異的 IgG2a 抗体産生の抑制 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4.旋毛虫感染による OVA 特異的
IgG2b 抗体産生の抑制 

 

旋毛虫感染、または旋毛虫を感染させ OVA
感作したマウス脾細胞を採取し、OVA または
旋毛虫 ES タンパク質で刺激を行った。その
結果 IFN-γ（図 5）および IL-17（図 6）は旋
毛虫に感染させて OVA 感作したマウス脾細
胞では旋毛虫未感染のマウス脾細胞に対し、
有意に産生量が低下した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図5旋毛虫感染によるマウス脾細胞の
IFN-γ 産生の抑制 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図6旋毛虫感染によるマウス脾細胞の
IL-17 産生の抑制 

 
（２）旋毛虫感染または旋毛虫分泌タンパク
質（Tp53）におけるスギ花粉アレルギー反応
の抑制 
 
マウスにスギ花粉粗抗原を前もって感作

し、後に旋毛虫を感染させることによるア
レルギー反応の抑制について検討した。 
最初に、マウスの肺組織の組織学的観察

を行った。その結果、スギ花粉感作マウス
の肺組織にみられる炎症細胞の浸潤、杯細胞
の増生は旋毛虫感染または Tp53 投与マウス
では見られなかった（図 7）。 

 
 

 
 
スギ花粉感作の 
マウスの肺組織 
 
 
 
 
 
 



 
 
スギ花粉感作後 
旋毛虫感染の 
マウス肺組織 
 
 
 
 
 
スギ花粉感作後 
Tp53 投与の 
マウス肺組織 
 
 
 

 
図 7 旋毛虫感染または Tp53 投与.に
おけるスギ花粉症発症の抑制（肺組織
の PAS 染色） 

 
 また、肺組織中の MPO（ミエロペルオキシ
ダーゼ）活性は旋毛虫感染または Tp53 投与
マウスにおいて減弱が認められた（図 8）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 8 旋毛虫感染または Tp53 投与
における肺 MPO 活性の抑制 

 
 また、血液中の好酸球数は旋毛虫感染また
は Tp53 投与したマウスでは減少した（図 9）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 9 旋毛虫感染または Tp53 投与.に
おける血中好酸球数の減少 

 
 旋毛虫感染または Tp53 投与によるスギ花
粉の主要抗原である CryJ1 に特異的な各免疫
グロブリン量の変化を検討した（図 10）。そ
の結果、特異的な IgE、IgG2a、IgG2b の産生
量は 旋毛虫感染またはTp53投与によって低
下した。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
図 10 旋毛虫感染または Tp53 投与.
による各免疫グロブリンの変化 

 
 旋毛虫感染または Tp53 投与マウス脾細胞
のサイトカイン産生量を検討した（図 11）。
脾細胞はスギ花粉粗抗原、CryJ1 または CryJ2
で刺激を行った。その結果、IL-4、IL-17 の脾
細胞からの産生は抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 11 旋毛虫感染またはTp53投与.によ
る脾細胞のサイトカイン量の抑制 

 
（３）旋毛虫分泌タンパク質（Tp53）の NF-κB
シグナル経路に対する影響の解析 
 
 NF-κBの結合配列を挿入したルシフェラー
ゼアッセイ用ベクターをマウスマクロファ
ージに導入して Tp53 を添加し、各 TLR リガ
ンドで刺激して、ルシフェラーゼ活性を測定
した（図 12）。その結果、TLR1、2、および 4
の各リガンド刺激に対する応答に抑制がみ
られた。 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 12 Tp53 投与マクロファージの各
TLR リガンド刺激における反応 

 
 上記の実験と同様に、ルシフェラーゼベク
ターをマウスマクロファージに導入して
Tp53 を添加、LPS で刺激して、ルシフェラー
ゼ活性を測定した（図 13）。その結果、Tp53
投与により容量依存的に活性は抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 13 Tp53 投与マクロファージの
NF-κB 活性 

 
NF-κB 活性の抑制機構の解析を目的に

NF-κBシグナル経路の各段階における反応を
検討した。まず、シグナル経路の各分子のリ
ン酸化に対する Tp53 の影響の解析を行った
（図 14）。その結果、Tp53 は LPS 刺激による
IKK、IkBa、p65 のリン酸化を抑制した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 14 Tp53 による NF-κB シグナル経
路の各分子のリン酸化の抑制 

 

 また、リン酸化が抑制された IkBa は Tp53
投与により LPS 刺激による分解も抑制され
た（図 15）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 15 Tp53 による IkBa 分解の抑制 
 
 培養マクロファージを用い、免疫染色を行
って NF-κB(p65)の核内移行を検討した（図
16）。その結果、Tp53 はマクロファージの LPS
刺激による、NF-κB(p65)の核内移行を阻害し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 16 Tp53 による NF-κB(p65)核内移
行の阻害 

 
 以上のように Tp53 は NF-κB 活性を抑制す
るが、それは NF-κB シグナル経路において、
IKK のリン酸化を抑制して、IkBa のリン酸化
および分解を阻止して、NF-κB(p65)の核内移
行を阻害することによるものと考えられた。 
 また、Tp53 は MAP キナーゼシグナル経路、
および Type I IFN シグナル経路には影響は
認められなかった（データ未提示）。 
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