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ベネズエラ糞線虫の自由生活期幼虫から

　　寄生期幼虫への発育に関する研究
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緒言

　糞線虫症（Strongyloidiasis）は糞線虫属（Genus　Strongy！oidθs）の線虫によっ

ておこる寄生虫性疾病である．ヒトにおける本症の分布は熱帯・亜熱帯を中心とし

た地域で，感染者の大半は土に接する機会の多い農作業従事者などでしめられてい

る（57）．また，感染者の在住地域では，ヒト成人T細胞白liL病ウイルス抗体保有

者が極めて高率に検出されることから，ウイルス性疾病をもたらす寄生虫感染症と

して近年注目されるようになった（24）．一方，家畜での糞線虫症は，以前には産

業上問題になることは少なかった．しかし，家畜の飼育形態の変化によって，オガ

クズが敷料として導入されて以来，糞線虫に起因する子牛の死亡例が多数報告され

るようになった（75）．オガクズはもともと糞線虫などの消化管内線虫を培養する

際に用いられてきた素材であった．このことから，夏期のオガクズを敷き詰めた牛

舎は，糞線虫にとって好適な発育環境であったことがその後の調査で判明した（75）．

本症の罹患牛は，なんの前兆もなく死に至ることから，”ポックリ病”とも言われ，

産業上はもちろんのこと，学術的にも死に至るメカニズムに興味が寄せられるよう

になった（77）．

　糞線虫属の線虫は，宿主特異性が強いため，S．　stercoralisはヒトに，　S。　papi－

110sus（乳頭糞線虫）は牛に，　S．　ra　tti（ネズミ糞線虫）はラットというように，

生活環の成立にはそれぞれの固有宿主を必要とする（71）．すなわち，ヒト及び家

畜を宿主とする糞線虫は，マウスやラットの実験小動物には感染しない．このこと

から，ヒト及び家畜糞線虫症の研究は，主にネズミ糞線虫を感染させたマウスやラ

ットの感染系を用いて行われてきた（16，50）．モデル感染系を用いた糞線虫症の

研究は宿主側，すなわちラットやマウスの免疫反応等の解析が中心となって進み，

その成果は，ヒト及び家畜の糞線虫症における診断法及び治療法の確立に大きく貢

献してきた（16）．しかし，その反面，糞線虫の発生・分化などに関するいわゆる，

病原体側の生物学的機能についてはほとんど解明されていない．

　一般に，哺乳類に寄生する線虫の生活環は非常に複雑である．なかでも糞線虫属

の特徴は，体外の自由生活世代と寄生世代の2つの生活様式を持つことである（66）．

自由生活世代や寄生世代で産卵された虫卵からラブジチス型（R型）幼虫が生まれ

1
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る．その後，この幼虫は2回脱皮して感染性を有する第3期幼虫（L3）として寄生

世代となるか，あるいは4回脱皮してR型成虫として自由生活世代となるか，どち

らかの発生過程をたどる．このように発生過程に2つの様式があるのは，発生分化

の研究上非常に興味がもたれるところである．また，注目すべきところは生殖様式

にもみられる．自由生活世代では雌雄異体の成虫が交尾して産卵するの対して，寄

生世代では宿主の腸管内に雌成虫しか寄生しておらず，雄性先熟の雌雄同体あるい

は単為生殖の雌成虫が産卵して次世代をつくる．このように糞線虫は，生物の発生

を探る上で，貴重な題材となり得るものの1つであると思われる．

　糞線虫の宿主体内における移行経路は，主にネズミ糞線虫を用いた実験によって

明らかにされてきた（1，30，74）．皮膚より侵入したL3は寄生期L3として皮下組

織を進みながら頭部にまで達し，頭蓋腔へ侵入後，鼻腔より食道へ嚥下されt．最終

的に小腸内で第4期幼虫から成虫にまで発育し寄生する．しかし，ヒト及び牛に寄

生する糞線虫では，脳への幼虫移行は認められていない，事実，牛を用いた実験感

染でも，脳からは1匹も寄生期L3が回収されなかったことが報告されている（77）．

　ドブネズミ（Rattus　norvegicus）を自然宿主とする糞線虫にはネズミ糞線虫の他

に5．venθzue1θnsis（ベネズエラ糞線虫）が知られている．ベネズエラ糞線虫は

1934年にBrumpt（11）によってはじめて報告され，これまでに世界各地の野鼠から

分離されている（29，71）．ラットに両糞線虫を実験感染させたWertheimら（83）

によれば，一定数のL3を皮下投与すると，小腸で成虫にまで発育する数はベネズエ

ラ糞線虫の方が多いことから，ラットへの感染性はネズミ糞線虫より優れていたと

述べている．さらに，Satoら（64）は宿主体内におけるベネズエラ糞線虫の移行経

路に関する研究を行い，感染後のL3は脳実質に侵入せず，皮下組織を移行した後，

ほとんどが肺を通過し小腸に達することから，L3の体内移行経路がネズミ糞線虫と

大きく異なることを報告した．

　糞線虫は自由生活期のL3が経皮感染によって宿主体内に侵入し，この感染の前後

で虫体は全く異なった環＝境にさらされることになる．これは盤面にとっては相当な

ストレス状態におかれているものと考えられる．しかし，実際に自由生活期し3を実

験的に宿主に感染させてみると，ほとんどの幼虫が体内に侵入し，発育しているこ

とから何らかのストレス回避機構が働いているものと考えられる（58）。寄生線虫

類の環境適応メカニズムについて，Barrett（5）は，寄生虫の発育に関与する遺伝
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子に，生活環全体を通して発現しているものと，ある発育期だけに特異的に発現す

る2通りの様式があると述べている．さらに，後者については生活環に存在する異な

る環境に対して，寄生虫は2通りの適応様式をもつという仮説を立てている・すな

わち，様式の1つは次の発育期に進む前に，すでに次の環境に適応する準備が予め

プログラムされている場合である．2つ目は虫体があらたな環境に直面した際に・

何らかの分子が虫体内に合成され，それから適応過程が準備されるという場合であ

る，これらの仮説に対して，虫体の形態学を中心として進められてきたこれまでの

研究手法では，その実証は困難であった．しかし，寄生虫領域においても分子生物

学的手法が研究手法の1つにとり入れられようになった現在，徐々にBarrettの仮

説は実証されてきている（45，52，59）．

　一般に，生物はストレスから自己を防衛する機能を細胞レベルにおいて備えてい

る．特に，細胞の損傷を最小限に抑える手段として，細菌から哺乳動物の細胞に至

るまで，ストレス蛋白質と呼ばれるストレスによって誘導される蛋白質を作り出す

ことが知られている（43）．ストレス蛋白質は，一時的な温度変化によって産生が

認められることから熱ショック蛋白質とも呼ばれ，ストレス蛋白質と熱ショック蛋

白質は同義語として扱われている．熱ショック蛋白質は分子量によっていくつかの

群（ファミリー）に分けられている（44），なかでも，分子量70キロダルトン

（kDa）付近の蛋白質で構成される熱ショック蛋白質70ファミリーは，大腸菌やショ

ウジョウバエの実験系を用いて最も研究が進められている蛋白質の一一群である（7，

11）　．

　近年，寄生虫における熱ショック蛋白質の生物学的機能・意義に関する研究が多

数報告されるようになってきた（45，52，59，81）．熱ショック蛋白質の産生はス

トレス状態及び正常な発育時にも認められことから，おそらく自己の生活環を維持

するために不可欠な蛋白質とされてきている（45，52，59）．特に，寄生線虫では，

熱ショック蛋白質70ファミリーと低分子量の熱ショック蛋白質ファミリー（分子量

が16から30kDa付近までの蛋白質）の2つが虫体の発育に重：要な役割を果たしている

ことが報告されている（17，35，45，79）．しかし，ベネズエラ糞線虫における熱

ショック蛋白質に関する研究は全く実施されておらず，この蛋白質の生物学的機能

・意義については不明である．

　著者は，ベネズエラ糞線虫の経皮感染時における自由生活期L3から寄生；期し3ヘ
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の発育過程に焦点をあて，その発育機構を明らかにすることを目的に実験を計画し

た．はじめに，現在のラットを用いたベネズエラ糞線虫の継代では，2～3週間で

次の宿主に替える必要があり繁雑であるため，スナネズミを用いたベネズエラ糞線

虫の長期継代法について検討した，次いで，自由生活期のL3及びラットから寄生期

のL3を回収し，発育期の差異による虫体構成蛋白質について検討した．さらに，自

由生活期L3から寄生期L3への発育における生化学的機構を明らかにする一環とし

て，自由生活期L3から寄生期L，に発育させるin　vitroの培養系確立を試みた・さ

らに，この培養系を用いて，発育に関与する蛋白質及びそれを規定する遺伝子の発

現について解析した．

　本論文は全5章から構成されている．第1章では，スナネズミにおけるベネズエ

ラ糞線虫の感染態度について述べた．第ll章では，二次元電気泳動を用いて自由生

活期L3t寄生期L3及び成虫における構成蛋白質の差異について述べた．第ln章で

は，温度25℃及び37℃でin　vi　tro培養した自由生活期し3の形態変化について比較検

討し，さらに，それらの構成蛋白質及び抗原性について感染ラットから回収した寄

生期　L3と比較した成績を述べた，第IV章では，　in　yゴ加。の培養系を用いて，白由

生活期L3から寄生期L3へと形態変化する間における熱ショック蛋白質の産生につ

いて述べた．第V章では，ベネズエラ糞線虫の熱ショック蛋白質70関連遺伝子の単

離を試み，その性状及び発育過程における遺伝子の発現について検：討した成績を記

載した．
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　　　　　　　　　　　第1章

スナネズミを用いたベネズエラ糞線虫の長期継代法の確立
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1．序文

　スナネズミはBrugi∂属など多くの寄生虫に対して，固有宿主とは異なった感受性

を示すことで知られている（3）．すなわち，Brugia　pahangii．．染スナネズミでは，

長期間のミクロフィラリア血症を示すため，この特異的な感染態度を利用して，寄

生虫株の維持，宿主免疫応答及び駆虫薬の効果試験など各種寄生虫領域の実験に広

くスナネズミが用いられている（3，12，38）．

　ドブネズミを自然宿主とするS．venθzuelensis（ベネズエラ糞線虫）は，ヒトの

糞線虫S．sterco！∂risのモデル寄生虫として用いられ，その感染ラット及びマウス

は糞線虫症の疾患モデルとして利用されている（64，65）．しかしながら，ベネズ

エラ糞線虫感染ラットでは小腸内に寄生している成虫は自由生活期し3感染後，2週

目より徐々に体外に排除され，同3週目にはほとんどの成虫が体外に排日されてしま

う．しかも，1度感染が成立した宿主には再感染しないため，本虫の株継代などは

非常に繁雑である．従って，スナネズミにベネズエラ糞線虫の感染が成立し，しか

もB．pahangi感染時のような持続感染が成立すれば，糞線虫症の研究はさらに発展

するものと考えられる．

　そこで著者は，スナネズミ及びラットにベネズエラ糞線虫の自由生活期L3を感染

させ，感染後両者の糞便lg当たりの虫卵数（EPG）の推移について調べた．

　本章ではベネズエラ糞線虫感染スナネズミ及びラットにおける虫卵排出動態及び

成虫の寄生態度について記載し，ラットの代替宿主としてスナネズミを用いた場合

の有用性について論じた．

一6一
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2．材料と方法

　供試寄生虫：ベネズエラ糞線虫は1984年鹿児島県下の野鼠より分離し，家畜衛生

試験場寄生虫研究室においてSprague－Dawley（SD）系ラットを用いて継代している

株を用いた．自由生活期し3はTairaら（76）が考案した糞便培養によって得た．す

なわち，感染ラットの新鮮便を水道水で希釈し，100メッシュの金網を用いて濾過し

た後，ロートを備えた吸引ビンに脱脂綿を入れ濾液を吸引濾過した．濾液を含んだ

脱脂綿をポリエチレン製の袋に入れ，両端をシールした後，温度25℃の空気乳下で

4日間静置したtその後，脱脂綿よりポリエチレンバッグの内側に移動してきた自由

生活期L3回収し，実験に供した．

　供試動物：スナネズミ及びラットは，それぞれ寄生虫研究室で自家繁殖したTUM系，

SD系を用いた，スナネズミは体重48－72　g，8－10週令，ラットは150－200　g，6－7週令

のものを用いた．供試動物は1頭つつ再感染を防ぐためワイヤー底のケージに入れ，

餌及び水を適宜与えた．

　実験設計：①スナネズミ及びラットの各動物1群4頭に，それぞれ自由生活期L，を

1×102，1×103，1×104匹感染させ，その後毎日糞便1g当たりの虫卵数（EPG）を計

数した．スナネズミでは感染後100日に，ラットでは同46日に小腸に寄生している成

虫の数を調べた．②スナネズミに自由生活期L3を1×IO4匹感染させ，その後450日

間EPGの推移を調べた．

　動物への自由生活期幼虫の感染：予め計数し所定数の自由生活期L，を堪脂綿に含

ませ，プラスチック製ビーカー容器内にその脱脂綿を静置した．その後直ちにビー

カー内に動物を収容し直接皮膚に暴露させることによって感染させた・

　EPGの計数：EPGはマックマスター法を改良したTairaらの方法（76）によって計数

した，

　成虫の回収：動物をエーテルによって麻酔した後，直ちに小腸を摘出した．ペニ

シリン（5001U／ml，明治製菓，東京）とストレプトマイシン（2　mg／m1，明治製菓）

を含有した予め加温しておいた生理食塩水に切開した小腸を入れ，温度37℃，5％二

酸化炭素下で一晩静置した．その後，遊出した成虫を回収して実体顕微鏡下で計数

した．
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3．成績

　1）ベネズエラ糞線虫感染スナネズミ及び感染ラットにおける糞便1g当たりの虫

卵数の推移の比較：スナネズミ及びラットにおける感染後のEPGの推移を図1－1に示

した．EPGは両動物ともに感染後6～7日より算定され，同9～10日に最高値に達した・

その後，ラットではEPGが徐々に減少し，感染後27～45日に虫卵は糞便中より消失し

た．感染から虫卵消失までの期間は感染させた自由生活期L3数が多いほど短かった．

しかしながら，スナネズミのEPGは感染後100日まで，減少することなく高い値を示

し，最高EPGは，感染L3数1×102，1×103，1×IO4匹でそれぞれ約1×IO3，1×IO4及

び1x105であった．

　2）ベネズエラ糞線虫感染スナネズミ及び感染ラットの小腸より回収された成虫

数の比較：感染後100日におけるスナネズミ小腸からの回収成虫数は感染L3数に比

例して増加した．これに対して，感染後46日におけるラットでは感染L3数の増加に

よっても回収成虫数の増加は認められなかった（表1－1）．

　3）ベネズエラ糞線虫感染スナネズミにおける糞便lg当たりの虫卵数の長期推移

：図1－2に，2頭のスナネズミにおける感染後450日間のEPGの推移を示した・観察

期間中，虫卵数の減少は認められず1×105のEPGを持続した．
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表1－1　ベネズエラ糞線虫自由生活期幼虫を感染させた

スナネズミ及びラットの小腸から回収した成虫数の比較．

動物 感染数　　　剖検日　　　回収した成虫数

（匹）　　（感染後日数）　（平均±標準偏差）

スナ不ズミ

ラット

1×　lo2

1×　103

1×　！o4

1×　102

1×　103
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図1－2　ベネズエラ糞線虫自由生活期幼虫を1×IO4匹感染させたスナネズミにお

ける糞便1g当たりの虫卵数の長期推移．
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4．考察

　ドブネズミを自然宿主とするネズミ糞線虫では，感染後数週で小腸から成虫は体

外に排虫される．その排虫機構についてはこれまでに多数報告され，主に腸管の粘

膜型肥満細胞の関与が強く示唆されている（2，15，48，49）．ネズミ糞線虫をラッ

トに感染させて虫体の寄生期間について調べたUchikawaら（80）によれば，感染か

ら成虫が体外に排除されるまでの期間は，感染数に依存し，感染数の多いほど，虫

体の寄生期間は短くなることが述べられている．今回の研究で，ラットにおけるベ

ネズエラ糞線虫の虫卵の排出期間は，投与数が多いほど，虫卵の消失は早く認めら

れたことから，ラットにおけるベネズエラ糞線虫の感染数と寄生期間との関係もネ

ズミ糞線虫感染の場合とほぼ一致するものと思われた．一方，ベネズエラ糞線虫感

染スナネズミでは，可汗が排虫されずに長期にわたって寄生し産卵を続けることが

確認された．

　ベネズエラ糞線虫と近縁種で，ヒトに寄生する糞線虫（S．stθrc（）ralis）では，

産卵された虫卵は，腸管内でラブジチス型幼虫から感染性を有するL，まで発育し，

再び腸管粘膜より体内に侵入する（71）．その結果，長期にわたって持続感染が成

立することになり，宿主体内ではあらゆる発育期の虫体が認められる．このような

糞線虫属における自家感染例は，現在までのところS．stercora！isとネコを宿主と

するS．fe！isなどの数種のみに認められている感染様式である．今回の研究でも，

自家感染による感染様式が糞線虫属のなかに存在することを考慮し，感染スナネズ

ミにおける組織内幼虫，糞便内の幼虫を繰め返し検索した．しかし，寄生期L3やラ

ブヂチス型幼虫などは検出されなかった．このことから，ベネズエラ糞線虫感染ス

ナネズミにおける長期にわたる虫卵の排出は，成虫の持続寄生によるものと考えら

れた．

　スナネズミにおけるベネズエラ糞線虫成虫の寄生期間はラットよりも長く，小腸

に寄生する成虫は，少なくとも感染後450日間以上虫卵を排出しているものと考えら

れた．これまで宿主として用いられてきたラット及びマウスでは，感染後数週で虫

卵は消失し，しかも再感染が成立しないため，実験の実施にあたっては相当数の動

物を準備する必要があった．今回確認されたスナネズミにおけるベネズエラ糞線虫
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のこの特異的な感染態度は，使川する実験動物数の数を滅すことができ，効率の良

い株継代の而からラットに代る継代用の動物として，非常に有用であることが示さ

れた．
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5．要旨

　スナネズミにおけるベネズエラ糞線虫の成虫の寄生期間を明らかにするために，

自由生活期L31×102，1×103及び1×104匹をスナネズミ及びラットに感染させ，感

染後100日までEPGを調べた．その結果，スナネズミではいずれの投与数においても

EPGは感染後9～10日にピークに達し，その後は投与数に依存したEPGを感染後IOO日

まで維持した．これに対してラットでは感染後数週で虫卵は糞便中より消失した．

また，感染後100日における小腸内の成虫数を調べたところ，回収された成虫数は投

与数に依存した数値を示した．さらに，自由生活期L31×IO4匹を感染させたスナネ

ズミについて感染後450日までEPGを調べたところ，感染後450日まで虫卵は減少する

ことなく，安定したEPGが持続することが確認された．これらの成績から，スナネズ

ミは自然宿主であるラットの代替宿主として，ベネズエラ糞線虫株の維持などに有

用であると考えられた．
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　　　　　　　　　　　　　第H章

ベネズエラ糞線虫の各発育期における構成蛋白質の比較
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1．序文

　近年，電気泳動を用いた蛋白質解析によって，寄生虫の構成蛋白質が発育期の違

いによって差異があることが明らかにされてきている（4，84）．ネズミ糞線虫の自

由生活期L3と成虫を用いてそれぞれ構成蛋白質を調べたNorthern（53）によると，

両者にはそれぞれの発育期に特異的な蛋白質が存在すると述べている．しかし，糞

線虫では体内移行という特異な発育期が存在するにもかかわらず，これまでに寄生

期L3の構成蛋白質について解析した報告はない．その理由として，糞線虫属のモデ

ル寄生虫として用いられてきたネズミ糞線虫では，蛋白質解析に供するだけの虫体

が感染動物から充分に得られないことによるものと考えられた．

　一方，ドブネズミを自然宿主とするベネズエラ糞線虫では，感染後寄生期L3が小

腸に達するまでの間に，そのほとんどが肺を通過すると考えられている．自門生活

期L，の皮下投与後3日のマウスにおける各種臓器の寄生期L・を調べたSatoら（64）

によれば，投与数の50％以上が肺から回収されたと述べている．このことから，ベネ

ズエラ糞線虫では，寄生期L3を比較的容易にしかも多数獲得できる点で，糞線虫属

の体内移行期における各種虫体解析に有用であると考えられた．

　生物学領域における蛋白質解析では，二次元電気泳動（2D－PAGE）は分離能及び分

解能の高さから有効な解析手段の1つにあげられている（54）．寄生虫学領域でも

2D－PAGEは広く用いられ，寄生虫種間の分類などに応用されている（72，73）・

　本章では，ベネズエラ糞線虫の各発育期に特異的な蛋白質を明らかにするために，

2D－PAGEを用いて自由生活期L3，寄生期L3及び成虫の3っの発育期について構成蛋

白質の解析を試みた．
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2．材料と方法

　供試寄生虫：ベネズエラ糞線虫は第1章で記載した株と同一であった．

　供試動物：動物は体■r　180－200gの雄のラットを用いた．

　供試単体の分離：自由生活期L，は第1章で述べた糞便培養によって得た．培養後

の自由生活期L3はペニシリン（4001U／m1）及び硫酸ストレプトマイシン（2

mg／ml）を含有したリン酸緩衝食塩水（PBS：0．01M：pH　7．4）で5～6回洗浄した後，

PBSに入れ一80℃で凍結保存した．寄生期L3は自由生活期L3感染後3日のラットより

得た．すなわち，第1章に記載した感染方法によって自由生活期L3を感染させたラ

ットを感染後3日にエーテル麻酔殺した後，肺を摘出して適当な大きさに細切した．

その後，組織より寄生期L3を遊出させるため，予めPBSを入れた尖底遠心管を加温

しておき，その中に細切した臓器をつめた病理組織保存訳無（TISSU－A－PAK，形式：

T－O，千葉メディカル）を入れ37℃で3時間静置した．遠心管の沈査よりL3を回収し

た後，5～6回洗浄液で洗浄した後，PBSに入れて一80℃で凍結保存した．成虫は自由

生活期L3感染後IO日のラットの小腸より得た．すなわち，感染ラットをエーテル麻

酔殺した後，洗浄液を入れて加温した尖底遠心管に切開した小腸を入れ，37℃，5％

二酸化炭素下で3時間静置した．遠心管の沈査より組織から遊出してきた成虫を回

収し，寄生期L3と同様に洗浄した後保存した．

　竃気泳動：2D－PAGEはSugimotoら（72）の方法に準じて行った，電気泳動用の試料

は以下のようにして調製した．分離した自由生活期し3，寄生期L3及び成虫をPBSで

洗浄した後，氷上に置いたガラスホモジナイザーを用いて25μ1のPBSでホモジナ

イズした．懸濁液に等量の二次元電気泳動緩衝溶液［9M尿素，4％（v／v）ノニデッ

トP－40，2％（v／v）2一メルカプトエタノール及び2％（v／v）アンホライン（pH3．　5－10，

LKB，　Sweden）］を混和した後，遠心して非可溶化物を除き，上清を泳動用試料とし

た．試料の蛋白質濃度は市販の蛋白質アッセイキット（Bio－Rad・USA）を用いて調

べた．蛋白質量120　一一　170μgを含有した15μ1の試料を一次元目の非平衡pH勾配ゲ

ル電気泳動［NEPHGE，0’Farrellら（54）］用管状ゲルに載せ，400ボルトで2時間電

気泳動を行った．二次元目はしaemmli　and　Favre（40）の方法に準じて作製した10％

のポリアクリルアミドゲルを用いて実施した．電気泳動後，ゲルを銀染色キット
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（第一化学薬品，東京）を用いて染色した．
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3．成績

　ベネズエラ糞線虫の自由生活期幼虫，寄生期幼虫及び成虫における構成蛋白質の

比較：図ll　一1のA－Cに2D－PAGEによって分離された自由生活期L3，寄生期L・及び成

虫の蛋白質スポットパターンを示した．それぞれの発育期で200以上の蛋白質スポッ

トが確認された．その内，ほとんどのスポットが3つの発育期に共通して認められ

たが，図H－1のDに示すように，発育期に特異的もしくは2つの発育期に共通なスポ

ットとして合計30個のスポットが確認された．スポットNos．19，20，22，24，27及

び28を除いて，他の全てのスポットは，寄生期L3及び成虫に共通していた．また，

スポットNo．19は寄生期L3のみで検出されたのに対し，スポットNos・20・22・24・

27及び28は成虫のみで検出された．一方，自由生活期L3に特異的なスポットとして，

Nos．1，3，5－7，9－12，17，23及び30が検出された．
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図H－！　ベネズエラ糞線虫の自由生活期幼虫（A），寄生期幼虫（B）及び成虫

（C）の二次元電気泳動像．図A，B及びCにおける矢印は2つの発育期にのみに

共通もしくは1つの発育期だけに特異的な蛋白質スポットであることを示す．　（D）

図A－Cで認められたスポットパターンの模式図．白ぬきは発育期に特異的な蛋白

質．黒塗りは寄生期幼虫と成虫に共通して認められた蛋白質．ゲル及び模式図のpI

は左側が塩基性，右側が酸性を示す．分子量マーカーは各図の右側にキロダルトン

（kDa）で示した．
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4．考察

　今回の研究では，ベネズエラ糞線虫の発育期によって構成蛋白質に違いがあるこ

とが確認された。特に興味ある成績として，自由生活期L3の主要蛋白質であるスポ

ットNos．12－14は，寄生期L3及び成虫では消失していることが確認された・ネズミ

糞線虫の自由生活期L3では，　Groveら（27）の電子顕微鏡を用いた観察から・宿主

の皮膚を通過する間に最上層の虫体表皮を脱ぎ捨てることが報告されている・この

ことから，今回観察されたスポットの消失は脱落した表皮に関連する蛋白質である

ものと考えられた．

　ベネズエラ糞線虫の自由生活期L3は，虫卵よりふ化した第1期幼虫（L1），第

2期幼虫（L2）とその後脱皮を経て，経皮感染によって体内に侵入した後も脱皮す

ることなく，L3のままで体内を移動し小腸内でL4及び成虫へと発育する．今回の

研究で，寄生期L3及び成虫のスポットパターンは，発育期が全く異なるものであり

ながら類似していた．これに対して，自由生活期L3と寄生期L3とも，同じし3であ

りながら，構成蛋白質に大きな違いが認められた．Barrett（5）によれば，一般に

線虫は，自由生活期から寄生期への発育過程でそれぞれの環境に適応するために，

虫体の細胞膜の構成成分及び代謝回路が，劇的に変化することが述べられている．

今回の研究で認められたベネズエラ糞線虫の構成蛋白質の大きな違いは2つの環境，

すなわち外界の自由生活期と宿主体内の寄生期における環境の違いに大きく依存す

るものと考えられた．
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5．要旨

　ベネズエラ糞線虫の各発育期における特異的な蛋白質を明らかにするため・2D－

PAGEを用いて自由生活期L3，寄生期L3及び成虫の構成蛋白質を解析した・その結

果，自由生活；期し3は13個の特異的スポットを有し，寄生期L3及び成虫とは明らか

に区別された．これに対して，寄生期L3及び成虫はわずか6スポットを除いてほぼ

同一なパターンであった．これら発育期における構成蛋白質の違いは，外界の自由

生活期と宿主体内の寄生期における環境の違いによるものと考えられた・
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第皿章

ベネズエラ糞線虫の自由生活期幼虫から

寄生期幼虫へのin　vitro培養系の確立
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1．序文

　一般に，寄生虫では自由生活期から寄生期への発育には，温度，二酸化炭素など

の環境要因が深く関与していると言われている（52）・寄生線虫のNippc）一

strongylus　brasi！iensisでは，温度変化だけで自由生活期のL3が寄生期への形態

に変化することが報告されている（9）．

　ベネズエラ糞線虫の生活環には自由生活期と寄生期が存在する（42）．宿主への

感染は，自由生活期のL3によって成立し，その後は寄生期のL3として発育する．

本虫の生活環を実験室内で維持する場合，通常，温度25℃を適温とする糞便培養に

よって自由生活期L3を準備し，宿主の皮下に直接投与するか，あるいは第1画面記

載した方法によって経皮感染させている．感染時，自由生活期L3は温度25℃から

37℃への変化にすばやく適応し，導体はなんら損傷も受けずに発育する．これら

し3の一連の行動は，虫体がどのようにして温度変化に適応し，自由生活期が寄生期

へと発育するのか，そのメカニズムに興味がもたれる．

　一方，糞線虫属の線虫において，自由生活期L3を寄生期L3に発育させるin

vi　troの培養系については，これまでにネズミ糞線虫を用いて試みられてきたが，確

立されるまでには至っていない（14，18，28，46，78）．

　著者は，自由生活世代から寄生世代への発育に関する生化学的機構を解明する一

環として，まずはじめに，自由生活期L3を寄生期L3に発育させるin　vi・t’・r・oの培養

系確立を試みた。

　本章では，温度25℃及び37℃で培養した自由生活期L3の形態変化，構成蛋白質及

び抗原性の3つについて検討した．
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2．材料と方法

　供試寄生虫：供試したベネズエラ糞線虫株及び培養に用いた自由生活期L・は，第

1章に記載した通りである．in　vi・tro培養に供した自由生活期L3は，ペニシリンG

カリウム（500units／ml，半井化学，京都），硫酸ストレプトマイシン（500

units／m1，半井化学，京都）及びアンホテリシンB（4μ9／ml，　Sigma，　USA）を含

有したリン酸緩衝食塩水（PBS；0．01M，　pH　7．4）を用いて5～6回洗浄した。寄生期

L3は自由生活期L3感染後3日のラットの皮下組織より得た．回収方法は第ll章に記

載した通りである．

　感染経過血清：ベネズエラ糞線虫自由生活期L・を第1章に記載した方法によって

ラットに感染させたラットより得た．すなわち，初回感染として1×10q匹の自由生

活期し3を経皮感染させ，さらに初回感染後21日に1×104匹を感染させたラットから，

初回感染後30日に全採血して感染経過血清を準備した．血清は一20℃に保存し，ウェ

スタンプロット法の一次血清として用いた．

　in　vi　tro培養：供試培養液はダルベッコ［Dulbecco　and　Freeman（19）］　改変イ

ーグル液（D－MEM，430－3700EA，　Gibco　BRL，　usA）であった・培養液にはペニシリン

Gカリウム（250units／m1，半井化学，京都），硫酸ストレプトマイシン（250

units／m1，半井化学，京都）及びアンホテリシンB（2μg／m1，　Sigma，　USA）を含

有させた．洗浄し終えた自由生活期し32×IO4匹を，5m1の培養液を入れた組織培養

用フラスコ内（25ml，　Falcon，　USA）に移し，栓をした後水平状態のまま温度25℃

あるいは37℃の空気穿下に静置した．培養液は隔日で交換した．培養期間中，数匹

の虫下を採取して形態変化を顕微鏡下で毎日観察した．また，必要に応じて，回収

した当体を氷上のスライドガラスに載せ，直接顕微鏡下（Zeiss・Axiophot，

Germany）で写真撮影した．

　地体計測：地体の体長等の計測は，自動計測装置（ニコン，Cosmozone　ISA，東京）

を用いて行った．国体の計測部位は表∬レ1に示した．

　蛋白質解析：第H章で記載した2D－PAGEを用いて五体の構成蛋白質の変化を調べた・

電気泳動用の試料は以下のようにして作製した．すなわち，虫体2×IO4匹を培養フ

ラスコより採取し，PBSを用いて洗浄した後，マイクロチューブに入れて25μ1の
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PBSを混和後，マイクロホモジナイザー（コスモバイオ，東京）を川いて氷上でホモ

ジナイズした。その後，直ちに二次元電気泳動用緩衝溶液（組成は第H章に記載し

た）とホモジナイズした虫体を等量混和し十分に可溶化した．遠心後非可溶化成分

を遠心除去して上清を電気泳動用の試料とし，その15μ1を非平衡pll勾配ゲル電気

泳動（NEPHGE）用の管状ゲルに供した．　NEPHGEは400V，211寺問の条件で実施した・

二次元目はLaemmli（39）の方法に準じて12．5％の均一ポリアクリルアミドゲルを用

いて実施した，電気泳動後，ゲルは銀染色キット（第一化学，東京）を用いて染色

あるいはウェスタンプロット解析に供試した．

　ウェスタンプロット法による解析：ウェスタンプロット法はKawazuら（36）が記

載した方法に従って実施した．すなわち，2D－PAGEによって分離した虫体の蛋白質を，

Dunn（20）の方法に準じてポリビニルデンジフルオライド膜（PVDF，　Immo－bilon

transfer　membrane；Millipore，　USA）に転写した．蛋白質を転写した膜は1％フィッ

シュゼラチンを含む0．1％ツイーン20加PBS（TPBS）で一晩静置した．100倍希釈した

感染ラット血清を一次血清として転写膜にIH寺間反応させ，　TPBSで3回洗浄した後，

2，500倍希釈した西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ウサギニ次血清（H＆Lchain，

CapPe1，　USA）に1時間反応させた．転写膜は3回TPBSで洗浄後，1・3mMのヂアミノベ

ンチジン（半井化学，京都），1．3mMの塩化コバルト（Sigma，　USA）及び0．02％過酸

化水素（半井化学，京都）を含む基質溶液を用いて発色反応を実施した．
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3．成績

　1）温度25℃及び37℃で培養した自由生活期幼虫の経時的形態変化：温度25℃で

培養した自由生活期L3では培養後7日聞に何ら変化は認められなかった・これに対

して，温度37℃で培養した虫体では培養後1日より特異的な形態変化が認められた

（図1卜1）．すなわち，培養後1日に頭部は球状を呈し，食道及び腸管細胞の拡幅

が認められ（啓培・一　1B），さらに，培養後3日には，頭部の球状化及び角皮下には小

滴の蓄積が確認された（図nl－IC，　D）．培養した虫体の神経環，食道腸管結合部及び

肛門部における体幅が増加したのにもかかわらず，虫体の体長，食道長などについ

ては，培養後7日でも変化は認められなかった（表1卜1）．

　培養は虫体の生存を確認しながら14日まで継続し，団体の形態変化を観察したが

第4期幼虫へ発育したものは認められなかった．

　2）温度25℃及び37℃で培養した自由生活期幼虫の構成蛋白質の比較：図III－2に

温度25℃及び37℃で3日間培養した軽輩の2D－PAGEによる蛋i白質スポットパターンを

比較した．それぞれの虫体で200個以上のスポットが認められ，そのほとんどが共通

であった．しかし，番号を記した合計17個スポット，スポットNos．1－4及び5－17は

温度25℃及び37℃の虫体にそれぞれ特異的であった．

　3）温度25℃及び37℃で培養した自由生活期幼虫ならびに感染ラットより回収し

た寄生期幼虫における抗原性の比較：温度25℃及び37℃で3日間培養した虫体と，

感染ラットより回収した導体3種についてのウェスタンプロット法による解析の成績

を図皿一3に示した．スポットNos．6，7，12及び13は培養虫体及び宿主から回収した

寄生期L3に共通であった．温度37℃で培養した虫体及び宿主より回収した寄生期L

3では，スポットNos．2，4，5，8－10，14及び15が共通して認められたのに対して，

温度25℃と37℃ではスポットNo．1のみが共通であった・スポットNos・3・16及び1

7はラットから回収した寄生期L3に特異的であった．
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表III－1　温度25℃及び37℃のダルベッコ改変イーグル培養液で培養したベネズエ

ラ糞線虫自由生活期幼虫の虫体計測値の経＝時的変化．

計測部位
澱
働

培養後日数

o 1 2 3 5 7

　
長

さ
　
体

長

食道

腸管

三

幅

神経輪

E－lb）結合

肛門

に
J
7
置
【
」
7
に
J
7

　　　　　ロラ
561．3±25．1　557．2±33．5　538．2±21．1　543．8±32．6　532．7±26。5　546．6±32．7

　　　　　514．1±39．0　511．1±20．0　515．0±19．5509．3二±：31，8515．9±28．3

251．7±16．4　248．9±18．9　253．5±16．4　246．3±12．6　236．2±8．9　　247．9±15．6

　　　　　231．0±24。1　232．5±13，7　221．6±8．9　　235．7±18．7　241．0±13．6

240．5±28，0　237．5±25．2　243．8±24．5　237。9±25．3　223。3±21．3　234．2±23．1

　　　　　223．5±9．2　　232．6±16．3　229．0±25．2　225．8±24．8　235．0±13．9

60．0±9，3　　62．3±6．4　　 60．4±4．7　　61．7±6．0　　 63．1±5．7　　 59．5±7．4

　　　　　　56．5±5．6　　 54．7±7．5　　 54．0±4．5　　53．7±5．0　　 54．1±5．4

15．6±1．4

16．8±1．9

9．9±1．6

14．6±1　．8

18．8±2．4

15．5±1．9

19．8±1．5

9．2±1．4

9．2±1　．8

14．4±1．8

19．8±2．1

16．0±3．1

20．4±2．7

9．3±1．4

10．5±1．1

15．8±2．0

20曾1±1．3

17．3±1．9

19．7±1．2

9．7±1．2

10．9±1　．2

14．4±1．5

22．9±2．0

16．4±1．1

21．0±1．9

10．0±1．2

11．3±1．2

15．4±1　．2

22．4±1．6

16．9±1．2

22．2±2．1

9．4±1．7

11．5±1．7

の数値は虫体20匹の平均値±標準偏差

b） H道と腸管の結合部
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図皿一1　温度37℃のダルベッコ改変イーグル培養液で培養したベネズエラ糞線虫

自由生活期幼虫の形態変化．A：培養前，　B：培養後1日，　C：培養後3日，　D：

培養後5日．Cにおける矢印は角皮下の小滴を指す・
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図皿一’ Q　培養後3日におけるベネズエラ糞線虫自由生活期幼虫の二次元電気泳動に

よる蛋白質スポットパターン．A：温度25℃で培養した虫体，　B：温度37℃で培養

した虫体，電気泳動に供した可溶性蛋白質は2×IO4匹の虫体から得た・ゲルのpIは

左側が塩基性，右側が酸性を示す．分子量マーカーは左側にキロダルトン（kDa）で

示した．
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図皿一3　培養したベネズエラ糞濯虫自由生活期幼虫ならびに感染ラットより回収

した寄生期幼虫のウェスタンプロット法による解析．A：温度250Cで培養した虫体・

B：温度37℃で培養した虫体，C：寄生期幼虫．転写膜のpIは左側が塩基性，右側

が酸性を示す．分子量マーカーは左側にキロダルトン（kDa）で示した・
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4．考察

　今回の研究では，組成が明らかな市販の培養液を用いて，自由生活期のL3が適温

とする温度25℃と，宿主の体内温度である温度37℃の培養温度条件における自由生

活期L3の発育について検討した．糞線虫の寄生期L3に関する形態学的研究は，ネ

ズミ糞線虫感染ラットを用いたMimoriら（47）によって実施されている。それによ

ると，感染ラットの皮下より回収した重体は，頭部が球状を示し，感染前の虫体と

は明らかに異なることが述べられている．今回の研究でも，D－MEMを用いた温度37℃

の培養条件下で自由生活期L3を培養したところ，引田の形態はMimoriら（47）の成

績とほぼ一致するところまで変化した．また，培養後5日より観察された角皮下の小

滴については，ネズミ糞線虫感染ラットの小腸より回収された脱皮前の寄生期L3で

も同じように確認されている．このような小滴の出現についてはMimoriら（47）は，

第3期幼虫から第4期幼虫への発育に関連する形態変化のひとつであろうと推察して

いる，

　Wertheim（82）は，ネズミ糞線虫の自由生活期L3と寄生期L3の体幅について比

較した．それによると，寄生期L3の体腔は自由生活期L3より広いことが述べられ

ている。今回の研究でも，温度37℃で培養した自由生活期L3の体幅は，培養後増加

し，ネズミ糞線虫での成績とほぼ一致していた。しかしながら，食道の長さや腸管

の長さなどの体長については，特に有意な変化は認められなかった。一般に，寄生

線虫のin　vitroにおける発育は遅く，培養した軍体は，宿主体内で発育した寄生期

L3と比較しても小さいことが知られている（28，78）．

　今回の研究では，自由生活期L3の培養にD－MEMを用いた・D－MEMは哺乳類の細胞培

養を目的として作られた血清無添加の培養液である（19）・Bonner（10）は温度変化

と適当な栄養素を添加することによって，Nippostrogylus　brasi！iθnsisの自由生活

期L3を寄生期L3の形態にまで発育させることができることを報告した・今回の研

究では，イスコブ改変ダルベッコ培養液（34）などの市販の培養液を用いて，自由

生活期L3を温度37課目培養することによって，図lll　一1に示したような変化が認めら

れた．しかしながら，ブドウ糖やアミノ酸などの栄養素を除いたハンクス緩衝溶液

などの塩類緩衝溶液では，自由生活期L3の形態変化は認められなかった・ベネズエ
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ラ糞線虫自由生活期L3から寄生期L3への発育にどのような栄養素が必要であるか

については，さらに検討する必要があるものと考えられた．

　二次元電気泳動を用いて培養した自由生活期L3の構成蛋白質を比較したところ，

温度25℃の虫体と37℃の虫体のスポットパターンは異なっていた．また，ウェスタ

ンプロット法による解析によって，温度37℃で培養した自山生活期L3の主要抗原は

ラットから回収した寄生期L3のそれと酷似していることが確認された．これらの成

績から，温度37℃で培養した自由生活期L3は，形態変化だけでなく構成蛋白質及び

抗原性において，寄生期L3にまで発育したものと考えられた．しかしながら，培養

によって発育した虫体を宿主に投与した場合，成虫まで発育し，産卵を行えるのか

どうかは不明である．今後，ラットを用いてそれらの点を明らかにする必要がある

と思われた．

　自由生活期から寄生期への発育は，糞線虫の生活環において外界と宿主の2っの環

境に直面するところであり，その適応メカニズムについては興味あるところである．

これまでに，糞線虫属の線虫に関する自由生活期から寄生期への発育過程における

分子レベルでの解析は実施されていない．本章で確立したin　vi・troの培養系は，ベ

ネズエラ糞線虫の自由生活期し3から寄生期L3への発育に関する生物学的及び生化

学的機能解明の研究に有用であると考えられた．
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5．要旨

　ベネズエラ糞線虫の自由生活期L3を寄生期L3に発育させるin　vi　troの培養系を

確立するため，ダルベッコ改変イーグル培地を用いて温度25℃及び37℃の空気層下

での培養を試み，虫体の形態，構成蛋白質及び抗原性の変化について検討した・温

度37℃で培養した自由生活期L3は，培養後IEIより虫体の頭部が球形様の形態を呈

し，体幅の増加や表皮下に小滴などが認められ，これは感染ラットから回収した寄

生期L3のもつ特徴的形態であった．しかし，温度25℃で培養した自田生活期L3で

は，特に形態変化は認められなかった．温度25℃及び37℃で3日間培養した自由生

活期L3について，2D－PAGEを用いて構成蛋白質を解析したところ，合計17個のスポ

ットによって両者の虫体は区別された．さらに，2D－PAGEとベネズエラ糞線虫感染ラ

ット血清を用いて，培養した自由生活期L3とラットより回収した寄生期L3の抗原

性についてウェスタンプロット法による解析を実施した．その結果，温度37℃で培

養した虫体の主要抗原は寄生期L3とほぼ同一であった．

　以上の成績から，自由生活期L3の温．度25℃から37℃への温度変化は，自由生活期

L3が寄生期のL3に発育するのに重要な役割を果たしていることが強く示唆された．

今回確立したin　vi　troの培養系は糞線虫属の自由生活期から寄生期への発育機構を

生物学的及び生化学的に研究にする上で有用であると考えられた．
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第rv章

ベネズエラ糞線虫の自由生活期幼虫から寄生期幼虫への

　　　　発育における熱ショック蛋白質の産生
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■圃直＿＿＿一

1．序文

　ベネズエラ糞線虫の宿主への感染は自由生活期L3の経皮感染による．この感染の

間に，自由生活期は外界から宿主体内の環境に瞬時に適応し発育する．

　第皿章では，自由生活期L3を寄生期L3に発育させるin　vi・t’・r・oの培養系を確立し

たことを述べた．この自由生活期L3の形態は，通常用いられている細胞培養液の中

で，培養を温度37℃の温度条件下で実施することによって寄生期L3に変化した．さ

らに，発育した虫体の構成蛋白質及び抗原性を，ラットの皮下組織より回収した寄

生期L3と比較したところほぼ同一であることが明らかとなった．温度変化は虫体に

とってストレスと考えられる．しかし，自由生活期L3はむしろ温度変化を利用する

ことによって寄生期L3に発育しているものと考えられた．

　温度変化によって産生される熱ショック蛋白質（HSP）は，哺乳類から植物，細菌

に至るまでの生物種を問わず認められ，分子量によっていくつかのファミリーに分

けられている（43）．HSPの産生は，生物の正常な発育・分化に重要な役割を果たし

ているだけでなく，侵襲に直面した時の自己防衛にも関与するなど，生命の維持活

動になくてはならないものとされている（9，13）．特に，生活環が複雑な寄生虫で

は，HSPが一体の発育・分化ならびに虫体を取りまく環境から自己を守るための蛋白

質であるといわれている（41，45，85）．また，HSPは多くの寄生虫感染症において

抗体産生を促す主要な抗原として認められている（6，52，59，69，85）．

　本章では，第皿章で確立した自由生活期L3を寄生期L3に発育させるin　vitroの

培養系を用いて，自由生活期から寄生期に形態変化するまでの間の産生蛋白質につ

いて検討した．
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2．材料と方法

　供試寄生虫：供試したベネズエラ糞線虫株及び培養に用いた自由生活期し・は，第

1章に記載した通りである．

　虫体のラジオアイソトープ標識：虫体は，25mMのHEPES緩衝溶液及び4mMのグルタ

ミンを混和したメチオニン無添加のダルベッコ改変イーグル培地（GIBCO　BRL，320

－1970AG，　USA）中において，150μciもしくは75μciの35S一メチオニン

（Amersham，　SJIO15，　USA）で代謝標識した．標識後の虫体を上記の培養液で3回洗

浄した．

　虫体からの標識蛋白質の抽出：標識虫体は氷上においたホモジナイザーでホモジ

ナイズしたのち，一次元及び二次元電気泳動用緩衝液で蛋白質を抽出した．一・次元

電気泳動用の試料は，2％（W／V）ドデシル硫酸ナトリウム（SDS），5％（V／V）2一メルカプ

トエタノールを含有したトリスー塩酸（0．0625M，　pH　6，8）を用いて100℃，5分間で

可溶化し，非可溶化物を遠心除去して調製した．2D－PAGEの試料は第ll章で記載した

緩衝溶液を用いて，ホモジナイズした虫体を可溶化し，一次元電気泳動と同様にし

て非可溶化物を除去して調製した．

　虫体抽出液の解析：一次元電気泳動（SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動，

SDS－PAGE）はLaemmli（39）の方法に準じ，5－20％の密度勾配ゲルを用いて行った．

2D－PAGEは非平衡pH勾配ゲル電気泳動［（NEPHGE，0’Farrellら（54）］とSDS－PAGE

の組み合わせで行った．電気泳動後，ゲルを固定し増感液（Dupont，　Enlighting，

USA）に浸してゲル乾燥機（Biorad，　USA）を用いて乾燥させた。オートラジオグラ

フィー及び蛋白質産生量の計測はバイオイメージングアナライザー（フジフィルム，

BAS2000，東京）を用いて行った．

　ウェスタンプロット法による解析：2D－PAGEによる蛋白質の分離及びイムノブロッ

トは，第四章に記載した方法で実施した．すなわち，ダルベッコ改変イーグル培養

液で培養した自由生活期L3をホモジナイズした後，二次元電気泳動用緩衝液で可溶

化し，蛋白質を分離した後，ポリビニルデンジフルオライド膜（PVDF，　Immo－bilon

transfer　membrane，　Mil！ipore，　USA）に転写した．　fl　・S　p70ファミリーの検出にあた

っては，1，000倍に希釈したヒト熱ショック蛋白質の熱誘導型（HSP70）／恒常型
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（HSC70）を認識するマウスモノクローナル抗体（StressGen，　SPA－820，　Canada）を

一次抗体に用いた．二次抗体には，抗マウスlgG西洋ワサビペルオキダーゼ（H＆L

chain，　CapPe1，　USA）標識羊血清を2，500倍に調製したものを用いた．発色反応は第

皿章に記載した方法に従って実施した．
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一一

3．成績

　1）温度25℃及び37℃で培養した自由生活期幼虫の産生蛋白質の比較：図IV－1に，

自由生活期L32×104匹を温度25℃及び37℃のダルベッコ改変イーグル培養液中で1

6時間代謝標識し，2D－PAGEを用いて分離した虫体産生蛋白質のスポットパターンを

示した．両者の産生された蛋白質の全体像は質及び量ともに異なっていた．最も大

きな違いは産生量が増大した分子量70kDa及び，温度37℃で産生された2つの複：合体

よりなる分子量16－22kDa（低分子量領域蛋白質）の蛋白質であった．図IV－2には，

温度25℃及び37℃で培養した自由生活期L3の形態変化を示した．培養後経時的に形

態変化を観察しところ第皿章で記載した虫体頭部の球状化は，培養後16時間に確認

された．

　2）分子量70kDa蛋白質及び低分子量領域蛋白質の経時的変動：パルス標識法を呪

いてそれぞれの経時的産生量の変化を調べた（図IV　一3）．分子量70kDa及び低分子量

領域蛋白質は25℃から37℃で温度依存性に産生の増大が認められた．分子量70kDaの

蛋白質は温度変化後，30分より増加したのに対して，低分子量領域蛋白質の増加は

1時問後より確認された．

　3）温度25℃及び37℃で培養した自由生活期幼虫における恒常型熱ショック蛋白

質70の産生：温度変化によって産生が増大した分子量70kDa蛋白質の性状を明らかに

するため，温度25℃及び37℃で培養した自由生活期L3とヒトHSP70／HSC70モノクロ

ーナル抗体との反応性を調べた（図IV－4）．モノクローナル抗体は，両者の分子量

70　kDa蛋白質の1スポットのみを認識し，温度37℃で形態変化の認められた虫体で

はより強く反応した．
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図rv－1　温度25℃（A）及び37℃（B）で培養したベネズエラ糞線虫自由生活期

幼虫の産生蛋白質の比較．標識蛋白質は二次元電気泳動で分離した後，オートラジ

オグラフィーを実施した．図Bにおける矢印は，それぞれ温度変化によって産生が

増大した分子量70kDa蛋白質（大きな矢印）及び2つの複合体よりなる16～22kDaの

低分子量領域蛋白質（小さな矢印）を示す．ゲルのplは左側が塩基性，右側が酸性

を示す．分子量マーカーは左側にキロダルトン（kDa）で示した．
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図IV－2　培養後16時間におけるベネズエラ糞線虫自由生活期幼虫の形態変化の比

較．A：温度25℃で培養した虫体，　B：温度37℃で培養した虫体．
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図IV－3　分子量70kDa及び低分子量領域蛋白質の経時的産生量の変化・上図：SDS

－PAGEで分離した標識蛋白質のオートラジオグラム．自由生活期L3はアイソトープ

添加前に以下に示した時間及び温度で培養後，2時IIS　35S一メチオニンの代謝標識を行

った．A：温度25℃．1時間，　B：33℃．1時間，　C：37℃・30分，　D：37℃・1

時間，E：37℃．2時間，　F二37℃．4時間，　G：37℃・8時間・分子量70kDa（a）

及び低分子量領域（b，c）の蛋白質はそれぞれ矢頭で示した・分子量マーカーは

左側にキロダルトン（kDa）で示した．

下図：デンシトメーターによる分子量70kDa（a）及び低分子量領域（b，　c）の蛋

白質産生量の変化．
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図IV－4　温度25℃（A）及び37℃（B）で16時聞培養した自由生活期幼虫におけ

る抗ヒトHSP70／HSC70モノクローナル抗体を用いたウェスタンプロット法による解析・

電気泳動に供した蛋白質はそれぞれ2×IO4の虫体から得たものを二次元電気泳動を

用いて分離した．矢印は交差反応が確認された分子量70kDaの蛋白質を示す・転写膜

のplは左側が塩基性，右側が酸性を示す．分子量マーカーは右側にキロダルトン

（kDa）で示した．
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4．考察

　第m章では，温度37℃で培養したベネズエラ糞線虫の自由生活期L3は，形態的変

化だけでなく，構成蛋白質及び抗原性においても感染ラットの皮下組織から回収し

た寄生期L3と同一であったことを述べた．今回の研究では，自由生活期L3を寄生

期L3に発育させるin　vitro培養系を用いて，発育過程における蛋白質の産4三を調べ

た．その結果，形態変化にともなって熱ショック蛋白質と思われる分子量70kDaの産

生が顕著に増大していることが確認され，また，あらたに2っの複合体よりなる分

子量16～22KDa（低分子量領域蛋白質）の産生が認められた。

　熱ショック蛋白質は正常な生理的条件下でも存在することが知られている．なか

でも，分子量70kDa付近の熱ショック蛋白質で構成する一・群（HSP70ファミリー）は，

温度変化時のみだけに産生される熱誘導型（HSP70）と，温度変化の有無にかかわら

ず産生される恒常型（HSC70）の2型が知られている（43）．今回の研究で用いた

HSP70モノクローナル抗体は，温度25℃あるいは37℃で培養した自由生活期し3のど

ちらとも反応したことから，この分子量70kDaの蛋i白質はHSC70関連蛋白質であるこ

とが示された．一方，HSP70ファミリーの蛋白質は，分子シャペロン（23，31）とも

呼ばれ，蛋白質のおりたたみや，会合など他の蛋白質の構造形成を介助する役目を

果たしている．土壌に生息するベネズエラ糞線虫の自由生活期L3（37，42）は，常

に様々な侵襲にさらされていると考えられることから，自由生活期L3のH，sc70関連

蛋白質の産生は，一体の恒常性維持にかかわる重要な役割を果たす蛋白質の1つで

あると考えられた．

　近年，寄生虫の分化・発育過程においてIISP70ファミリーの蛋白質が重要な役割を

果たしていることが明らかにされてきている（32，41，8D・Rothsteinら（60）の

報告によれば，Brugia　malayiの雌成虫におけるHSP70の産生は，生殖器内の卵母細

胞や第4，8期の分裂細胞胚に集中していたことを確認し，HSP70が発育初期の個体形

成に不可欠な蛋白質であろうと推察している．また，すでに線虫（Ca　enorha　bdi　tis

elegaηs）を用いた研究では，個体及び器官形成の初期段階にll・SC70の産生が著しく

増加することが確認されている（55）．今回の研究において，ベネズエラ糞線虫の

HSC70関連蛋白質の産生は，温度25℃で培養した虫体と比べて37℃の方が顕著であっ
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たことから，形態変化の間に増大することが示唆された．この蛋白質の産生増大と

虫体頭部の球状化との関係は不明であるが，糞線虫の個体器官形成を調べる上で今

後の興味ある検討課題と思われた，

　今回の研究で，2つの複合体よりなる低分子量領域の蛋白質が温．度37℃で培養し

た自由生活期L3で確認された．熱ショックによって産生される低分子量領域蛋白質

は，すでにいくつかの線虫類で報告されている（17，35，61）．今回確認された2D

－PAGEによる低分子量領域蛋白質のスポットの移動パターンは，　B．　pahangi（17，

35）で確認されているものと非常に類似していた．また，これらの蛋白質は，第U

及びm章に記載したように，宿主から回収された寄生期L3及び温度37℃で3日間培

養した自由生活期L3においても確認されていた．　Pauliら（56）によって，ショウ

ジョウバエ（Drosophila）では組織内の増殖及び分化のステージと低分子量領域蛋

白質の産生とが一致することが述べられている．これらのことから，おそらく今回

の低分子量領域蛋白質の産生は，虫体の発育に重要な役割を果たしているものと考

えられた。

　ベネズエラ糞線虫自由生活期L3は，劇的な温度変化に対してなんら損傷もなく発

育し体内の環境に適応する．今回の研究で虫体での産生場所は特定できなかったが，

熱ショック蛋白質の産生が認めれたことから，温度変化から虫体の損傷を守る上で

重要な役割を果たしている因子の1つが熱ショック蛋白質70であると考えられた．
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5．要旨

　前章で，ベネズエラ糞線虫の自由生活期L3を寄生、期し3に発育させるin　vitr（，の

培養系を確立したことを述べた．そこで虫体の発育にどのような蛋白質が関与する

のか，35S一メチオニンを用いて温度25℃及び37℃の培養条件下で自由生活期L3を代

謝標識し，産生蛋白質の解析を行った．その結果，自由生活期L3が寄生期L3へと

形態変化する間に，熱ショック蛋白質70関連蛋白質と考えられる分子量70kDa蛋白質

の産生増大，及びあらたに2つの複合体よりなる分子量16～22kDa（低分子量領域蛋

白質）の産生が確認された．分子量70kDaの蛋白質は，ヒト熱ショック蛋白質70に対

するモノクローナル抗体と交差反応を示した．これらのことより，ベネズエラ糞線

虫の自由生活期L3から寄生期L3への発育には恒常型熱ショック蛋白質70及び低分

子量領域蛋白質が関与していることが示唆された．
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第V章

　ベネズエラ糞線虫の自由生活期幼虫における

熱ショック蛋白質70関連遺伝子の発現とその性状
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1．序文

　第IV章では，ベネズエラ糞線虫の自由生活期L3が寄生期L3に発育する問に，

HSP70関連蛋白質の産生が増大することを述べた．一般に，　HSP70ファミリーの遺伝

子は，ストレス状態のみならず平常時にも発現されていることが多くの生物種で確

認されている．また，すでにDrosoρhi！aなどの細胞を用いて，　HSP70遺伝子の転写か

ら蛋白質産生に至る過程が明らかにされてきている（7，26，55）．

　真核生物のHSP70をコードする遺伝子は，多重家族遺伝子群を構成し，発現形式に

よって誘導型と恒常型の2型に分けられている，近年，寄生虫学領域においても多く

の寄生虫でHSP70関連遺伝子が単離され，正常な発育に関与する遺伝子の1つである

ことが示唆されている（8，51，67）．また，それらの遺伝子構造が明らかになるに

つれ遺伝学的にも興味ある知見が得られている（22，68）．しかしながら，糞線虫

など経皮感染によって宿主に侵入する土壌伝搬性の寄生線虫においては，HSP70関連

遺伝子についての研究はこれまで全く行われていない．

　本章では，温度37℃で培養した自由生活期L3のmRNAを用いて作製したcDNAライブ

ラリーよりHSP70関連遺伝子のクローニングを試み，その性状及び温度25℃及び37℃

で培養した自由生活期L3における発現過程について検討した．
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2．材料と方法

　供試寄生虫：供試したベネズエラ糞線虫株，培養及び核酸の抽出に用いた自由生

活期L3は，第1章に記載した通りである．

　虫体の培養：第m章に記載した方法に準じて行った．培養終了後，四体はダルベ

ッコ改変イーグル液で3回洗浄した後ペレットとし，直ちに液体窒素で凍結させ

一80℃で保存した．

　核酸の抽出：乳鉢内に液体窒素を満たし，この中に直接，凍結虫体を入れホモジ

ナイズした後，RNA及びDNAを以下の方法によって抽出した．　RNAはグアニジン酸チオ

シアネート法を用いて，ゲノムDNAはSDS／プロテネースK（半井化学，京都）を用い

てSambrookら（63）の方法に準じて抽出した．

　アガロース竃気泳動：ゲル電気泳動は，Sambrookら（63）の方法に準じて行った。

ゲルの作製及び電気泳動に使用した緩衝液はTAE緩衝液［40　mMトリスー酢酸，　l　mM

エチレンジアミン四酢酸（EDTA），pH　8．0］であった．ゲルはアガロース（GIBCO

BRL，　USA）を用いて目的に応じてその濃度を変えた．

　cDNAライブラリーの構築：全RNAよりオリゴ（dt）ラテックス（宝酒造，01igotex－

dt30〈Super＞）を用いてmRNAを回収した後，　cDNA合成キット（Stratagene，　USA）に

よってcDNAを合成した。　cDNAライブラリーはプロトコールに従ってラムダZAPHベク

ター（Stratagene，　USA）を用いて構i築した．

　スクリーニング：スクリーニングはSambrookら（63）に準じて，コロニーハイブ

リダイゼーション法により32P標識したヒトHSP70B遺伝子プローブ（StressGen，

SPD－925，　Canada）を用いて行った．放射性プローブは，ヒトHSP70遺伝子プローブ

のUind皿消化断片をアガロース電気泳動した後，ゲルから切り出しメガプライム

DNAラベリングシステム（Amersham，　UK）を用いて32P－dCTP（Dupont，　USA）標識し

て作出した．

　塩基配列の解析：ラムダZAPIIに挿入されているcDNAクローンをE．　coli　XL－1

Blueにて増殖させ，プロトコールに従ってファージミドを作製した，最終的にファ

ージミドよりプラスミドを作製し，塩化セシウム密度勾配遠心法にて分離精製した．

cDNAクローンの塩基配列の決定はLark社（USA）に依頼し，ヂデオキシ法によって実
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施した。得られたクローンの塩基配列はコンピュータプログラム（GENETYX－MAC，

USA）を用いて解析した．

　サザンプロット法による解析：ゲノムDNAを各種の制限酵素消化で消化した後，

0．8％アガロースゲルにて電気泳動し，Sambrookら（63）らの方法に準じてナイロン

膜（GeneScreen　Plus，　Dupont，　USA）に転写した．転写膜はハイブリダイゼーショ

ン液［硫酸デキストラン，1×Denhart’s溶液，0．5％ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）］

中でさらに一晩反応させ，32P標識したプローブを添加したハイブリダイ面一ション

液で一晩反応させた，最終的に転写膜は0．1％SDSを含む2×SSC（150　mM塩化ナトリウ

ム，15mM酢酸ナトリウム，　pH　7．0）を用いて15分間2回及び0．1％SDSを含むO．2×

SSCを用いて15分間2回洗浄し，一70℃で2日間フィルム（X－OMATA　AR，　Kodak，

USA）に露光させオートラジオグラフィーを実施した．なお，ハイブリダイゼーショ

ン及び洗浄時の温度条件は目的によって変えた．

　ノーザンプロット法による解析：RNAは以下の変性試薬を用いて処理分離した．す

なわち，変性試薬［42％（v／v）ホルムァミド，20mM　3一（バモルホリノ）プロパンスル

ホン酸（MOPS）及び17．5％ホルムアルデヒド］に5μ9のRNAを混和し65℃で10分間反

応後，20％ホルムアルデヒドを含む1％アガロースゲルを用いて電気泳動用緩衝液（20

mM　MOPS，5mM酢酸ナトリウム及び1　mM　EDTA）中で分離した．分離したRNAはナイ

ロン膜（GeneScreen　Plus，　Dupont，　USA）に転写し，ハイブリダイゼーション溶液

中［5×SSCP（150　mM塩化ナトリウム，10　mMリン酸二水素ナトリウム，1mM　EDTA），

50％ホルムアミド，5×Denhart’s溶液，1．0％SDS，10％硫酸デキストラン］にて一晩反

応させた後，32P標識したプローブと一晩反応させた．転写膜は2％SDSを含む2×SSC

P及び，2％SDSを含む0．2×SSCPにて65℃で20分間2回つつ洗浄した後，サザンプロッ

ト法に準じて3日間オートラジオグラフィーを実施した．

　サザンプロット法及びノーザンプロット法に用いた放射線プローブの作出：塩基

配列の決定したcDNAクローンのEcoR　I－Xho　l断片（図V－3）をアガロースゲル電気

泳動後，ゲルから切り出しメガプライムDNAラベリングシステム（Amersham，　UK）を

用いて32P－dCTP（Dupont，　USA）で標識した、
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3．成績

　1）熱ショック蛋白質70関連cDNAのクローニング及び塩基配列の決定：ラムダZA

PHベクターを用いて構築したcDNAライブラリーはファージ力価5×105　PFU／mlであ

った．このライブラリーより，ヒトHSP70遺伝子プローブとハイブリダイズした4つ

の陽性クローンが得られた，そこでこれらのクローンをi　1］vi・VO　excisionした後，

それぞれをプローブにしてベネズエラ糞線虫のゲノムのサザンプロット法による解

析を実施したところ，全て同じパターンの成績を得たので，全長の最も長いクロー

ン　（pSH70－1）について塩基配列を決定した．

　全長1，705bpのpSH70－1の全塩基配列を図V－1に示した．　GenBankデータベースを用

いた解析によって，pSH70－1の塩基配列は，これまでに報告されているヒト，マウス，

ラットなどの哺乳動物細胞，C．　e！egans及びD．　mel∂nogasterなどのHSP70遺伝子と

の間でいずれも70％以上の高い相同性を認めた．また，塩基配列より推定される3通

りのアミノ酸配列について，SWISS　PROTデータベースによる解析を実施したところ，

推定アミノ酸配列の1つは，ヒト（21），C．　e1θgans（70）及びD．　me！anogaster

（62）のHSC70との間でそれぞれ86％，85％及び82％と高い相同性を示した（図V－2）．

　2）ゲノムDNAにおけるpSH70－1の性状：自由生活期L3より得たゲノムDNAを3種

の制限酵素で消化した後，pSII70－1のEcoR　I－Xho　l断片をプローブにサザンプロット

法による解析を実施した（図v－3）．pSH70－1は，　EcoR　I及びBgl　ll消化したDNAでは

単一の断片と，また，Ili　nd　M消化したものでは約9．6kbと441bpの2本の断片と反応

したことから，推定されるpSH70－1のゲノム上の遺伝子は単一コピーで存在すること

が示された（図V－3－A）．しかし，ハイブリダイゼーションを温度45℃で実施した

場合，目的とした遺伝子を含む断片以外に，微弱な反応を示す数本の断片が確認さ

れた（図V－3－B）．

　3）温度25℃及び37℃で培養した自由生活期幼虫におけるpSH70－1の発現量の比較

：温度及び時間を変えて培養した自由生活期L3より，全RNAを抽出した後，ノーザ

ンプロット法を用いてpSH70－！の発現を解析した（図v　一一4）・pSII70－1は虫体の培養

温度及び時間にかかわらず，3．2kbのmRNAと反応した．オートラジオグラムより推定

され

一　50　一



i－IJ，，．e－i一，．．，”．，ii一一・一一…一・i．一

EcoR　t Hind　tll

TCGAG

図v－1　pSH70－1の全塩基配列．

終末コドンを＊印で示した．

AATTCGGCACGAGACAAAAATGAGGGAGACTGCTGAAGCTTATCTTGGACAACCTGTAACTGATGCTGTTGTCACTGTTCCAGCATACTTCAACGATTCT　100

CAAAGACAAGCCACTAAAGACGCCGGAGCCATTGCTGGACTTAATGTCTTACGTATTA丁TAACGAACCAACAGCTGCTGCTATTGCTTACGGTTTGGACA　　　200

AGAAAGGAGCAACAGAACGTAATGTTCTTATTT丁CGATCTTGGAGGTGGTACTTTTGATGTCTCTGTTCTTACAATTGAAGACGGAATCTTCGAGGTCAA　　　300

ATCAACTGCTGGTGACACTCACTTAGGAGGAGAAGATTTCGATAACCGCATGGTTACCCACTTCGTTAATGAATTTAAGAGGAAACACAAGAAGGACCTC　400

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hlnd　tll

TCATC丁AAT㏄ACGTGCTCTCCGTCGTTTGAGAACAGCTTGTGAACGCGCAAAGAGAACACTCTCTTCTTCAAC丁CAAGCTTCTATTGAAATTGAT丁CAT　　　500

TATTTGATGGAATTGACTTCTACACCAACATCACTCGCGCCCGTTTCGAGGAGCTTTGCGCCGATCTTTTCAGAAACACAATGGACCCAG丁AGAGAAGGC　　　600

CCTTCGTGATGCTAAGATGGACAAAGGACAAGTTCACGACATCGTTCTTGTTGGGGGTTCAACACG丁ATTCCAAAGGTACAAAAACTTCTTTCTGACTTT　　　700

TTCTCTGGTAAGGAACTTAACAAATCCATCAATCCAGATGAAGCTGTTGCCTACGGAGCTGCTGTCCAAGCTGCTA丁CCTTTCTGGAGACAAGTCTGAAG　　　800

CTGTCCAAGATTTACTTCTTCTTGACGTTGCTCCACTCTCTCTCGGAA丁TGAAACTGCTGGAGGTGTCATGACTGCCCTCATCAAGAGAAATACCACCAT　　　900

’「CCAACAAAGACATCTCAAACAT丁CACCACCTATGCTGATAACCAACCTGGGGTATTGATCCAAGTT丁ATGAAGGTGAACGTGCAATGACAAAGGACAAC　　1000

AATCTTCTTGGAAAATTCGAGCTTTCTosMTocCACCAGCCCCACGTGGAGTACCACAGATTGAGGTTACTTTCGACATTGATGCCAAACGGTATCCTT　110e

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Xho　I

ATGTCTCAGCTCAAGACAAATCCACCGGAAAACAAAACAAGATTACCATTACTAACGACAAAGGAAGACTTTCCAAGGAGGAGAT丁GAACGTATGGTCAA　　1200

TGATGCCGAGAAATACAAGGCCGACGATGAAAAACAACGTGACCGTGTTTCTGCTAAGAATGCTCTTGAATCATACTGTTTCAACATGAAACAAACTCTC　1300

GAGGATGAAAAAGTTAAGGATAAGATTocTGCCGATGATGTTAAGAAAGTTATTGAGAAATGTGACGAAATCCTCCACTGGCTTGAAAGCAACCAATCTG　1400

C丁GAAAAAGAAGAATTTGAAGATAGACAAAAGGAACT丁GAAGGAATCTGCAA’「CCAATTATTACTAAAATGTATGGAGCTGC丁GGTGGTGCACCAGGAGG　　1500

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊　eel　U

TATGCCAGGTGGTGGTGCTCCAGGAGG丁GCTTCCGGTGCTGAAGGATCTGGACCAACAATCGAAGAAGTTGACTAATTTTTATTATCCTTCAGTAGATCT　　1600

　　　Dra　l

CTGTTTTAAACTGATTTTTTTTATGATTGGCTTGATTTCTTA丁ATTAACTGTTATATAAATAAGTAAAATAAAATATAATATAAAAAAAAAAAAAAAAAC　　1700

Xho　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1705
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図v－2　pSH70－1の推定アミノ酸配列と他の生物種における恒常型熱ショック蟹白

質70のアミノ酸配列との比較．Hu：ヒト（21），C．　e：Caenorh∂わdゴ頁s　θ1θgans

（70＞，D．　m：Drosoρhi1∂mθlanogaster（62）．　（．）　：P．S　H70－1のアミノ酸配列と

同一であることを示す．　（一）アミノ酸の欠失配列を示す．
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図V－3　ベネズエラ糞線虫ゲノムDNAのサザンプロット法による解析及びゲノム

DNA消化に用いた制限酵素のpSH70－1における切断部位．

ゲノムDNA量の10μ9を用いて以下の制限酵素で消化した後，電気泳動を実施した．

レーン1：Ilind　M，2：EcoR　I，3：Bgl　H。サイズマーカーは左側にキロベース（kb）

で示した．A：温度65℃で実施したハイブリダイゼーション．　B：温度45℃で実施

したハイブリダイゼーション．
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図V－4　温度25℃（A）及び37℃（B）で培養したベネズエラ糞線虫自由生活期

幼虫におけるpSH70－1の発現．自由生活期L3は温度25℃及び37℃において以下に示

す期間培養後した後，全RNAを抽出した．1：30分，2：1時間，3：2時間，4：4時

間，5：8時間，6：16時間．各レーンには5μ9の全RNAを用いた．サイズマーカ

ーは左側にキロベース（kb）で示した．
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るその発現量は温度25℃で培養した自由生活期L3よりも37℃で培養した虫体の方が

増加していた．
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4．考察

　熱ショック蛋白質遺伝子は，生物の種間を越えてその遺伝子構造がよく保存され

ているため，すでに単離されているショウジョウバエや大腸菌のIISP遺伝子を用いて，

目的とする生物種のHSP遺伝子の単離が実施されている（9，33）．今回の研究では，

ヒトのHSP70遺伝子プローブを用いてベネズエラ糞線虫自由生活期L3のcDNAライブ

ラリーをスクリーニングし，他の生物種で報告されいるHSP70と塩基配列及びアミノ

酸レベルで高い相同性を示すクローンP，SH70－1を得た．　pSH70－1より予想されるゲノ

ム上の遺伝子は単一コピーとして存在し，また，3．2kbのmRNAを発現していることが

確認された，しかしながら，pSH70－1の塩基配列内にはポリ（A）テイル及び終ILコド

ンは認められたものの，コード領域の上流側に開始コドンは確認されなかった．こ

れらのことから，今回単離したpSH70－1は，ベネズエラ糞線虫のHSP70関連遺伝子の

5’端コード領域の一部が欠損したものであると考えられた．

　真核生物においてHSP70の類似蛋白質がいくつも存在する（44）ことから，　IISP70

ファミリーと呼ばれる集団が形成されている．そのため，IISP70を産生する遺伝子は

多重家族遺伝子群を構成することになり，ゲノムDNAを用いたサザンプロット法によ

る解析によって，しばしば微弱な複数のバンドが検出される（25）．今回の研究で

も，pSH70－1をプローブとしたベネズエラ糞線虫DNAのサザンプロット法による解析

によって，目的とする遺伝子を含む断片以外にもハイブリダイズする断片が認めら

れた．このことから，ベネズエラ糞線虫でも，pSH70－1の他にいくつかのHSP70関連

遺伝子が存在することが示唆された，

　第IV章においてベネズエラ糞線虫におけるHSC70の存在を明らかにした，本章では

それらの蛋白質を産生すると考えられるpSH70－1を単離した．　pSH70－1は，ノーザン

プロット法による解析によって自由生活期し3の培養温度に関係なく恒常的に発現さ

れ，その発現量は25℃から37℃で温度依存性に増加していることが確認された．こ

れらのことから，pSII70－1は発育に関与するHSC70関連遺伝子の一部を含むものと思

われた．

　しかし，今回の研究では，第IV章で述べた自由生活期し3のHSC70とpSH70－1の産生

する蛋白質が同一であるかどうか不明である・真核生物においては，HSC70関連遺伝
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子は複数存在する（44）ことが知られているため，今後の研究課題として，pSII70－

1のコード領域の全長について解析し，蛋白質の相違について調べる必要があると考

えられた．

　ベネズエラ糞線虫の自由生活期L3は，経皮感染によって宿主の体内に侵人する．

感染時，虫体は劇的な温度変化に直而するにもかかわらず，なんら損傷もなく宿主

体内の環境に適応し寄生期L3として発育する．今回単離したpSH70－1から推定され

るHSC70関連遺伝子は，虫体に備えられたストレス回避機構，すなわち，環境への適

応及び形態変化の誘導に関与する遺伝子の1つであることが示唆された．
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5．要旨

　温度37℃で培養したベネズエラ糞線虫自由生活期L3のmRNAよりcDNAライブラリー

を作製し，ヒトHSP70遺伝子をプローブに用いたスクリーニングによって，全長

1・705bpのクローン（pSH70－1）を得た．塩基配列の解析結果より，　P，SII70－1の塩基配

列は，これまで報告されている哺乳動物のHSP70遺伝子との間には70％以上の高い相

同性を示した．また，塩基配列上に終止コドンは確認されたが開始コドンは認めら

れなかった．しかし，推定される3通りのアミノ酸配列内の1つは，これまでに報

告されているヒト及び線虫などのHSC70との間に高い相同性を認めた．次に，サザン

プロット法による解析から，pSH70－1はゲノム上に単一コピーで存在することが確認

された・また，ハイブリダイゼーションの温度を下げることによって，多重家族遺

伝子群の存在を示唆する複数の微弱な反応を示す断片が認められた．さらに，温度

25℃及び37℃で培養した自由生活期L3の全RNAを用いてノーザンプロット法を実施

sしたところ・pSH70”1は3・2kbのmRNAと反応することが確認された・自由生活期L3を

どちらの温度で培養してもmRNAの発現が認められたものの，その発現量は温度25℃

より37℃の方が多いことがオートラジオグラムより推察された．

　以上より，今回単離した1，　705bpの塩基配列は，　HSC70関連遺伝子の一部と考えら

れた．また，すでに前章で述べたように自由生活期L3を温度37℃で培養することに

よって寄生期L3へと発育したことから，ベネズエラ糞線虫のHSC70関連遺伝子は，

その発育に関与する遺伝子の1つであることが示唆された．
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総括

　ベネズエラ糞線虫の自由生活期L3から寄生期L3への発育に関する研究を行い，

以下の成績を得た．

　1）ベネズエラ糞線虫感染スナネズミでは，虫卵を長期に排出し成虫の持続感染

が成立することを確認した．これにより，スナネズミを用いた本虫の長期継代法を

確立した．

　2）自由生活期L3，寄生期L3及び成虫の構成蛋白質は，自由生活期L3と寄生期

L3とでは大きく異なっていたのに対して，寄生期L3と成虫ではほぼ同一であった．

自由生活期L3は外界の自由生活を営んでおり，一方，寄生期L3及び成虫は宿主体

内の寄生生活を営んでいることから，構成蛋白質の違いは虫下を取り巻く環境に深

く関係するものと考えられた．

　3）自由生活期L3を温度37℃で培養することによって，虫体の形態が宿主より回

収した寄生；期し3とほぼ同一形態にまで変化した．これに対して，温度25℃ではなん

ら形態上の変化は認められなかった．また，形態変化の認められた虫体について構

成蛋白質及び抗原性状を解析したところ，これらの性状は，感染ラットから回収し

た寄生期L3とほぼ同一であった，これらのことから，自由生活期L3から寄生期

L3への発育には温度25℃から37℃への温度変化が重要な役割りを果たしているもの

と考えられた．

　4）寄生期L3に特徴的な形態は，自由生活期し3の培養後16時間に確認された．

そこで，ラジオアイソトープを用いて自由生活期L3を温度25℃及び37℃で16時間代

謝標識し産生蛋白質を解析したところ，温度変化によって顕著なHSC70の産生増大及

びあらたに低分子量領域蛋白質が産生されていることが確認された．これらのこと

から，自由生活期から寄生期L3への発育にはHSC70及び低分子量領域蛋白質が関与

するものと考えられた．

　5）温度37℃で培養した自由生活期し3のmRNAをラムダZAPHクローニングベクタ

ーに挿入してcDNAライブラリー構築し，既知のHSP70遺伝子をプローブにスクリーニ

ングを実施したところ，ハブリダイズしたcDNAを4クローンを得た．

　6）得られた4クローンのうち全長の最も長いpSH70－1について全塩基配列を決定
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した．pSH70－1の塩基配列は他の生物種で報告されているHSP70遺伝子との聞に高い

相同性が認められたが，5’端コード領域の一部が欠損しており完全長のcDNA遺伝子

ではなかった．しかし，推定されるアミノ酸配列の内の1つは，他の生物種ですで

に報告されているHSC70との間に高い相同性を示した．

　7）pSH70－1をプローブにしてベネズエラ糞線虫のゲノムを用いてサザンプロット

法による解析を実施したところ，pSH70－1はゲノム上に単一コピーで存在することが

確認された．また，ハイブリダイゼーションの温度を下げることによって複数の断

片が検出されたことから，多重家族遺伝子群の存在が示唆された．

　8）pSH70－1をプローブに用いたノーザンプロット法による解析から，　pSII70－1は

自由生活期L3の培養温度に関係なく発現していたが，温度37℃で培養した虫体にお

けるその発現量は，25℃のそれと比較して増加していたことから，ベネズエラ糞線

虫のHSC70関連遺伝子は，自由生活期L3から寄生期L3への発育に関与する遺伝子の

1っであることが示唆された．
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Studies　on　the　development　from　free－living　larvae　to

　　　parasiti　c　stage　i　n　Strongyloides　ven　ezuelensis

Naotoshi　Tsuji

National　lnstitute　of　Animal　Health

　　　Tsukuba，　lbaraki　305，　Japan

　　　　　　　Strongyloides　venezuelensi4　a　natural　p　arasite　of　rats，　has　b　een　u　sed　as　an

experimental　model　for　the　study　of　human　and　animal　strongyloidiasis．　Strongyloides

　possesses　two　different　life－phases　in　its　life　cycle　i．e．，　free－living　and　parasitic　phases．

Third－stage　larvae　（L　3　），　which　are　free－living　penetrate　the　skin，　migrate　to　the　lung

and　finally　develop　into　adult　worms　in　the　small　intestine，　Exposure　of　the　L　3　to　a

dramatic　change　in　temperature　during　infection　prompted　us　to　investigate　larval

response　to　heat．

　　　　　　Heat　shock　proteins　（HSP）　display　a　high　level　of　evolutionary　sequence

conservation　and　are　classified　into　several　families　based　on　the　molecular　size．

Among　these　families，　HSP　70　has　been　associated　with　the　protecting　the　larvae　from

adverse　environmental　factors，　l　arval　difflerentiati　on　and　normal　larval　devel　opment．

　　　　　　Development　of　free－living　L　3　to　the　parasitic　stage　is　a　critical　phase　in　the

life－cycle　of　Strongyloides．　However，　the　biological　and　biochemical　mechanisms

required　to　adapt　to　new　environmental　conditions　from　the　free－living　to　the　parasitic

stage　of　Strongyloides　spp．　sti　l　l　remain　unknown．

　　　　　This　study　is　focused　on　the　devel　opmental　process　from　free－living　L　3　to　the

parasitic　stage　of　S．　venezuelensis．　The　results　of　thi　s　study　were　summari　zed　as

follows：
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1．　Establishment　of　a　method　for　a　l　onger　p　assage　of　Strongyloides　venezuelensis

stram　m　Mongolian　gerbils（Mθηiones　angロ加1a伽g

　　　　　Mongolian　gerbils　（Meriones　unguiculatus）　were　infected　with　1　×　102，　1　×

103@or　1　×　104　free－living　L　3　to　determine　the　duration　of　fecal　egg　output，　Eggs

per　gram　of　feces　（EPG）　were　counted　chronologically　and　adult　worms　in　the　small

mtestine　were　recovered　on　100　days　after　infection．　Changes　of　EPG　in　Mongolian

gerbils　infected　with　1　×　104　free一一living　L　3　also　were　observed　for　450　days．　EPG

was　stable　since　the　peak　value　noted　on　9　or　10　days　after　the　infection　in　each　dose．

The　EPG　and　number　of　worms　recovered　were　dependent　on　the　dose．　The　high　EPG

value　continued　for　450　days．　These　results　demonstrate　that　the　Mongolian　gerbils

allowed　a　long　lasting　parasitism　of　S．　venezuelensis　and　Strongyloides

venezuelensismongolian　gerbil　systems　were　useful　for　long　passage　of　S．

venezuelensis　strai　n．

2．　Protein　analysis　of　Strongyloides　venezuelensis　by　two－dimensional

polyacrylamide　gel　electrophoresis

　　　　　Free－living　L　3　and　parasitic　stage　L　3　in　the　lung　and　adult　worrns　in　the　smail

intestine　were　analysed　for　protein　by　two－dimensional　polyacrylamide　gel

electrophoresis　（2D－PAGE）．　The　free－living　L　3　were　differentiated　from　the　other　two

stages　of　parasite　by　13　stage－specific　spots，　whereas　the　L　，3　in　the　lung　and　the　adult

worms　were　i　dentical　to　each　other　in　spot　patterns　except　for　6　spots．　lt　was

considered　that　these　differences　among　the　developmental　stages　were　dependent　on

the　environment　of　the　larvae／worms．

3・　血珈deve1・pment・f　Str・ngyl・ides　venθzuθ1ensis　free－IMng　thi・d－stage

larvae　to　the　parasitic　third－stage　larvae　of　by　temperature　shift

　　　　　Free－living　L　．3　were　cultured　in　Dubecco’s　modified　eagle’s　medium　at　25　OC
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and　37　OC　，　and　development　to　the　parasitic　stage　was　evaluated　using　morphological，

protein　and　antigenicity　criteria．　Few　larvae　cultured　at　25　OC　showed　development，

whereas　i　n　most　of　the　l　arvae　cultured　at　370C，　there　appeared　characteri　sti　c

morphological　changes　such　as　a　bulb－like　head　and　droplets　under　the　cuticle　with　an

increase　of　body　width　of　the　larvae．　The　results　obtained　from　2D－PAGE　revealed

that　the　protein　spot　patterns　of　the　larvae　cultured　at　25　OC　and　37℃　were

differentiated　by　17　specific　spots．　ln　addition，　Western　blot　analysis　combined　with

2D－PAGE　for　reacti　on　with　serum　obtained　from　i　nfected　rat　reveal　ed　that　protein

spots　showing　immunodominant　antigen　at　37　OC　were　almost　the　same　as　those　of　the

iaivae　recovered　from　the　rats　rather　than　those　of　the　larvae　at　25　OC．

　　　　　　These　results　strongly　suggest　that　a　temperature　shift　from　25　OC　to　37℃　has

an　important　role　in　the　development　of　free－living　L　3　to　the　parasitic　L　3　of　S．

vene別elensis．　The　culture　system　established　in　the　present　study　was　useful　for

biological　and　biochemical　studies　of　the　development　from　the　free－living　to　the

parasiti　c　stage　of　Strongyloides　species．

4・　　Expression　of　heat　shock　proteins　du血g　transfbrmation丘om　free－living

thi　rd－stage　l　arvae　to　p　arasiti　c　stage　in　Strongyloides　ven　ezuelensis

　　　　　　Comparison　of　protein　profile　labelled　with　［35S］一methionine　of

free－living　L　3　cultured　at　25　OC　and　37　℃　with　a　marked　morphological

transformation　revealed　an　increase　of　70　kDa　protein　and　new　appearance　of　two

complexes　between　16　kDa　and　22　kl）a　proteins　at　370C．　The　70　kDa　protein

cross－reacted　with　monoclonal　antibody　against　the　human　heat　shock　protein　70，　was

constitutively　expressed．　These　proteins　synthesized　during　the　transformation　of　the

free－living　L　3　to　parasitic　L　3　might　be　crucial　biochemical　events　that　regulate

infectivity　of　the　parasite　for　the　host．
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5．　Expression　and　characterization　of　heat　shock　protein　70　gene　in　free－living

third－stage　larvae　of　S施η8ア：10ides　venθzuθ1θnsis

　　　　　A　partial－length　of　heat　shock　protein　70　（HSP70）　gene　was　cloned　from　cDNA

library　constructed　A　ZAP　JI　vector　from　mRNA　of　free－living　L　3　．　The　human　HSP

70　gene　was　used　for　the　library　screening．　A　gene　pSH70－1　had　homology　with　more

than　700／o　other　HSP70　genes　recorded　in　the　GenBank　data　base．　One　of　three

deduced　amino　acid　sequence　showed　high　homology　to　heat　shock　cognate　70

（HSC70）　of　other　organisms　stored　in　the　SWIS　PROT　data　base．　Southern　blot

analysis　using　pSH70－1　as　probe　was　consistent　with　the　pSH70－1　being　present　in

one　copy　per　genome．　However，　several　bands　under　the　low　stringent　conditions

suggested　that　the　gene　was　a　member　of　the　HSP70　multigene　famjly．　Northern　blot

analysis　using　the　pSH70－1　as　probe　revealed　that　the　expression　of　3．2　kb　mRNA，

which　was　constitutively　expressed　was　increased　in　the　transformation　from

free－living　to　parasitic　stage．

　　　　　These　results　suggest　that　the　S．　veneiuelensis　HSC70　like　gene　is　associated

with　the　transformation　from　free－living　L　3　to　the　parasitic　L　3　in　this　parasite．

一　74　一

．
難

　　藻蟻鱗藤灘購羅－馨i灘灘灘．雛蕪…『層」磁’磁1。鵬’寸

　　　　　　lt．．ww－wwew
’層 @　　・Tヒ層…　　　　　　　「．’1‘驚：／’一・T－i　’／1「㌣．飛・・コ：ギ・｝彦：＝鱗　．モ．携㌃



’

■



　
　
　
　
　
　
コ
ぎ
ド
ド

’三幽

黶
D
n
騒
．
。
、
霜
、
ω
　
轟
　
。
　
①
　
刈
　
。
。
　
⑩

　
コ嬰』

ﾃ
q
o
閑
∩
o
δ
「
∩
o
葺
。
一
3
言
了
Φ
も
∩

灘
…
咽
。
Φ
》
「
静
b
Φ
『
’
b
奮
轟
…
‘
透
脚
。
蛋
「
・
」
．
．
』
⑩ 齢

〇
　
　
二
　
　
誌
　
　
紬
ω

’．

ﾛ
ゆ
9
演
，

一
斜
　
　
　
一
α

議縫nt

r
ビ
芝
．
蔓
O

’
お
、
、
．
笥
，
，
δ
、
＼
・
、
6

　
　
‘
＠
ス
g
異
，
吋
8
嚇
蒙
　
嚢
警

「
ω
ら
駐
。
『
．
一
、
レ
．
ゼ
ー
館
◎
唱
「
一

否
岳
閑
○
「
鋤
く
し
∩
8
δ

…
〉
一
躍
＝
ゆ
’
轟
　
　
α
　
　
O

一［
？．一一

、
・
一
診
諄
‘
藁
嘱
町

1，一」，i．一．一N

窒

ヨ
ヒ
。
。
㊤
δ
ゴ
・
這
お
二
お
u
ロ脳

⑥
否
岳
π
噛
8
◎
M
↓
茎
歪
婁
・

三
白
　
　
晶
・
∞
層
　
晒
「
⑩


