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論文内容の要旨

序文

寄生性線虫である旋毛虫は,宿主の筋肉細胞をナース細胞に変異させ,嚢を形成し,長期にわたって嚢内のナー

ス細胞で寄生を続けるが,このナース細胞は形態的にも機能的にも筋肉細胞とは全く異なっている｡最終分化細

胞であるはずの筋肉細胞を他の細胞に変異させる機序は,不明のままである｡また,旋毛虫には,乃･～cJ血eJ′α

sp∠rαJfsのように典型的な嚢壁形成を行う種とr.pseudo叩∫rαぉのように嚢壁形成が不完全な種が存在し.その

差は両者の旋毛虫の分泌物の差によるものと考えられるが,嚢壁形成に至る機序も不詳のままである｡本研究で

はこの筋肉細胞の変異機構を解明するために,感染筋肉細胞の嚢形成(ナース細胞)に至る形態変化を追跡すると

共に,組織化学的な検討を行い変異細胞の特徴を明らかにし,アポトーシスの関与を関連遺伝子の発現で探った｡

材料と方法

r印さrαJよsおよびr.pβeぴdo甲grαヱよぎを径口的にマウスに感染させ,経時的に骨格筋を採取した｡形態観察の

ために,感染筋肉サンプルを固定,抱埋し,光学顕微鏡用切片にはHE染色,電子顕微鏡切片にはウランおよび

レイノルドの二重染色を行った｡

感染細胞のアルカリフォスファターゼ(ALP)およびアシッドフォスファターゼ(ACP)の活性を検出する

ために,サンプルの凍結切片標本を作製し,ALP活性は基質として5-bromo-4-Chloro(3indolyl)(10-

toluidine)salt および Nitroblue tetrazoliumを,またACP活性はNapththoIASBIphosphatase-

pararosanilineを用い,組織化学染色を行った｡デスミンおよびケラチンの組織内分布については,市販抗体を
用いて,感染筋肉の凍結切片標本に間接免疫染色を行い検討した｡

アポトpシス関連因子(BAX,Apaf,1,Caspase9およびPKB)に対する市販抗体を用いて,感染筋肉の凍結

切片模本の間接免疫染色を行った｡

Laser
capturemicrodissectionを用い凍結切片サンプルからナース細胞を採取し,また同じ切片より等量の

正常筋肉細胞をコントロールとして採取した｡以上のサンプルおよび経時的に採取した筋肉サンプルより全

RNAを抽出し,Ready-To-Go You.Prime FirstTStrand Beads(Amersham Pharmacia Biotech)により

cDNAを合成した｡その後,BAX,Apaf-1,Caspase9およびPKBに特異的なプライマーを用いPCRを行った｡

それぞれの特異バンドの濃度を測定し,相対濃度を求めて発現量とした｡

結果

r sp占rα∠よs感染による最初の変化は,ミトコンドリアの膨化･消失である｡さらにsarcomere構造の消失後に

は,小型のミトコンドリアが新たに出現した｡嚢が形成される時期には,感染筋肉由来のナース細胞質は,分裂･



増殖した衛星細胞由来の細胞質と融合した｡

r pぶeUdo甲血圧sの感染筋肉でも衛星細胞が分裂･増殖し,衛星細胞由来のナース細胞に誤分化するが,感

染筋肉由来のナース細胞と融合しないまま留まっていた｡

組緻化学的には,rざ正和損感染では,ACPが陽性を示す塩基好性の感染筋肉由来の細胞が最初に出現,や

がて縮小するが,その後ALPが陽性である酸好性の衛星細胞由来の細胞質が嚢内の周辺部に出現する｡デスミ

ンの発現は塩基好性の細胞質で減少したが,酸好性の細胞質では増加した｡ケラチンは,どちらの細胞質にも検

出されなかった｡

一方,r pSeUdo甲よrα～よβ感染細胞では,初期のACP活性は弱く,後に強くなるが,r S〆m損感染細胞に比

べて弱かった｡ALP活性は初期で弱く,その後に強くなった｡

BAX.Apaf-1,Caspase9およびPKBの各遺伝子発現レベルは,対墳の正常筋肉に比べ,感染筋肉細胞の方

が高かった｡T spiraLis感染細胞では,BAXおよぴApaf-1の発現は感染初期より増加し,塁の形成が完成する
感染後18E]がど-クで,感染後53日には対照と同程度まで低下したが,Caspase9およぴPKBの発現はBAXお

よぴApaf-1より遅れて増加し始めた｡BAX,Apaf-1およびCaspase9等の蛋白の局在について検索したところ,

感染初期から塩基好性の感染筋肉由来の細胞に発現していた｡PEBは酸好性の衛星細胞由来の細胞質で発現し

ていた｡

結語

旋毛虫(n頑m鮎)に感染した筋肉細胞は塩基好性の細胞質(ナース細胞)に変異するが,この細胞質は形態

的にアポトーシスの機序と判断できる特徴をもって死滅する｡やがて筋肉細胞の傷害に対応して衛生細胞の分裂

が起こるが,これは筋肉細胞に分化せず,酸好性の細胞質(ナース細胞)に誤分化した｡前者の細胞質ではアシッ

ドフォスファターゼ活性が高く,アポトーシス促進因子が嚢の形成の時期に合わせて発現されていた｡後者の細

胞質ではアルカリフォスファターゼ活性が高く,抗アポトーシス因子が発現されていた｡感染後時間が経つにつ

れ,前者の細胞質が減少し,徐々に後者の細胞質に置き換わった｡以上のごとく,r印さrα左5の嚢形成には,ア

ポトーシスの機序が関与している事が明らかにされた｡

論文幸査の結果の要旨

申請者 BOONMARS THIDARUTは,旋毛虫感染によって起こる筋肉内の雲形成について,筋肉細胞の変

異(ナース細胞形成)に重点を置き,形態(電子顕微鏡,光学顕微鏡)的,組織化学(酵素化学,免疫組織化学)的,

分子生物学(遺伝子発現)的に分析した｡その結果ナース細胞形成は,筋肉細胞の変異とアポトーシスによる細

胞の死滅と,衛星細胞の誤分化と抗アポトーシス因子による細胞の延命によるものであることを明らかにした｡

この結果は,古典的に知られていた嚢形成の機序を分子レベルで解明したものであり,寄生虫学の発展に少なか

らず寄与するものである｡
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