
静岡県立大学・食品栄養科学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２３８０３

基盤研究(C)（一般）

2021～2017

病原細菌媒介マダニにおける内在性細菌群の共生環境と感染症発生メカニズムの解明

Symbiotic relationship of endogenous bacteria including pathogens for infectious
 disease development in ticks

１０１６９０３９研究者番号：

大橋　典男（OHASHI, NORIO）

研究期間：

１７Ｋ０８８３５

年 月 日現在  ４   ９   ６

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：日本紅斑熱リケッチア（Rj）、非病原性リケッチア、およびCoxiella様共生細菌
(CLE)は、マダニの内在性細菌群である。フタトゲチマダニ(Hl)が保有する非病原性R-LONは、特殊な単為生殖系
Hlの中で欠落していくことを発見した。また、ヤマアラシチマダニ(Hh)が保有するRjと非病原性R-G4は、マダニ
1個体あたりのコピー数がいずれも100～1,000,000であることが判った。さらに、マダニ種とCLE種は共種分化し
ていることも明らかにした。Hhマダニの24種中4種のハプロタイプがRjを保有していることが判った。以上の成
果は、今後、国内のダニ媒介感染症の制御に大きく貢献するものと考える。

研究成果の概要（英文）：Rickettsia japonica that causes Japanese spotted fever, nonpathogenic 
rickettsiae, and Coxiella-like symbionts (CLE) are a group of endogenous bacteria in ticks. It is 
known that these bacteria are passed on to the tick's offspring by vertical transmission. We found 
that (i) the nonpathogenic Rickettsia sp. LON harbored by Haemaphysalis longicornis ticks becomes 
absent in ticks with the unique parthenogenetic reproductive system, (ii) pathogenic R. japonica and
 nonpathogenic Rickettsia sp. G4 possessed by Haemaphysalis histricis ticks are both a copy number 
of 100-1,000,000 per tick, (iii) Haemaphysalis tick species and CLE species are co-evolved, and (iv)
 4 out of 24 haplotypes of H. histricis ticks possess pathogenic R. japonica. These results are 
expected to contribute greatly to the control of tick-borne infectious diseases in Japan in the 
future.

研究分野：微生物学

キーワード： Rickettsia japonica　Japanese spotted fever　Rickettsia sp. LON　Rickettsia sp. G4　Coxiella-
like symbiont　Haemaphysalis　Tick
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義としては、(i) 日本紅斑熱を引き起こすリケッチア(Rj)のマダニ内のコピー数を明らかにし
たこと、(ii) マダニ内の病原性Rjと非病原性R-G4を識別できる検出法を開発したこと、(iii) 単為生殖系のマ
ダニではリケッチアが消えていくことを見出したこと、(iv) マダニ種とCLE種が共種分化していることを発見し
たこと、(v) マダニのあるハプロタイプが病原性Rjを保有していることが判ったこと、などである。社会的意義
としては、公衆衛生上、日本紅斑熱の多発地域での啓発活動に役立つ知見が得られたことと考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
マダニ体内には、共生細菌（endosymbiont）が存在するが、同時にリケッチア属細菌も共存し、
いずれもマダニで経卵伝播され、次世代へと受け継がれる。フタトゲチマダニ（Hl）は、特殊な
マダニで、両性生殖系と単為生殖系の 2 種類の生殖系で繁殖する。また、Hl マダニ体内には、
共生細菌の Coxiella-like endosymbiont (CLE)と共生体様リケッチアの Rickettsia sp. LON が
共存する。しかし、両性生殖系マダニと単為生殖系マダニにおけるこれら内在性細菌群の共生環
境の状況は謎のままである。 
 一方で、日本紅斑熱の病原体である Rickettsia japonica を媒介する主なマダニ種は、ヤマア
ラシチマダニ（Hh）とツノチマダニ（Hc）が知られている。これらのマダニ種には、それぞれ固
有の CLE 種が内在しているが、R. japonica 以外の非病原性 Rickettsia sp. G4 を保有する個体
も多い①。しかし、マダニ個体中の病原性 R. japonica と非病原性 Rickettsia sp. G4 の共存
状況は不明のままである。また、マダニ種と CLE 種の進化関係も未だ良く判っていない。さら
に、高頻度に病原性 R. japonica を保有するマダニ個体の遺伝学知見の蓄積も望まれる。   
以上のような背景から、本研究では「病原細菌媒介マダニにおける内在性細菌群の共生環境と感
染症発生メカニズムの解明」を目指した。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、(1) Hl マダニの両性生殖系と単為生殖系における Rickettsia sp. LON の共生状況
を明らかにすること、(2) マダニ個体における病原性 R. japonica と非病原性 Rickettsia sp. 
G4 の識別検出およびマダニ個体レベルでの Rickettsia コピー数（菌数）の決定、(3) マダニ種
と CLE 種の進化関係の解明、そして高頻度に病原性 R. japonica を保有するマダニ個体の遺伝
学的知見の蓄積を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 フィールドワークにより、マダニを採集し、種別を行った後、1個体ずつ解剖して、その全組
織から DNA を抽出し実験に供した。Hlマダニ 1個体あたりの Rickettsia sp. LON のコピー数に
ついては、リアルタイム PCR を用いた gltA-qPCR 法を確立し、その方法を用いて絶対定量を行っ
た。また、Hlマダニのミトコンドリアの cytochorome c oxidases I （COI）を標的とした両性
生殖系マダニと単為生殖系マダニの簡易判別法を開発し実験に用いた。日本紅斑熱病原体であ
る R. japonica を媒介する Hhマダニと Hcマダニでは、マダニ個体内の R. japonica と非病原
性 Rickettsia sp. G4 を識別できる ompA-qPCR 法を確立し、この方法を用いてマダニ 1個体あ
たりの Rickettsia コピー数（菌数）を算出した。各マダニ種の内在性細菌群の存在割合は、ION 
PGM System 次世代シーケンサー（NGS）を用いたメタ 16S 解析により、求めた。 
 
 
４．研究成果 
 (1) Hl マダニの両性生殖系と単為生殖系における Rickettsia sp. LON の共生状況 
Hl マダニにおいて、COI 遺伝子を標的とした両性生殖系と単為生殖系の簡易判別法を確立した。
そして、NGS を用いたメタ 16S 解析により、Hlマダニの内在性細菌群を調べたところ、CLE は両
性生殖系および単為生殖系のいずれのマダニ個体においても高い存在割合を示したが、
Rickettsia sp. LON は単為生殖系では検出されないか、または極めて少ない存在割合であるこ
とが判った。そして、マダニ 1個体中の Rickettsia sp. LON の定量解析を行った結果、両性生
殖系では 1,000～10,000 コピー/個体で、単為生殖系では 0～100 コピー/個体と極めて少ないこ
とが判明した。つまり、単為生殖がもたらす異常な生殖系がリケッチアの垂直伝播（経卵伝播）
の効率を低下させている可能性が示唆された。また、マダニから分離した Rickettsia sp. LON-
2 基準株（Type strain）と LON-13 株の L929 細胞（マウス由来）および THP-1 細胞（ヒト由来）
への感染性や増殖能を調査した結果、L929 では LON-2 株と LON-13 株の 2株の増殖性に差異はな
かった。そして驚いたことに、非病原性 Rickettsia sp. LON はいずれの株もヒト由来細胞株で
ある THP-1 に感染性を示すことが明らかとなった。このように、Rickettsia sp. LON はヒト由
来細胞株 THP-1 内で増殖できるにもかかわらず、ヒトに対して病原性を示さない。つまり、
Rickettsia sp. LON の非病原性は、ヒトの個体レベルでの生体防御システムが関与しているも
のと思われた。 
 
(2) マダニ個体における病原性 R. japonica と非病原性 Rickettsia sp. G4 の識別検出および
マダニ個体レベルでの Rickettsia コピー数（菌数）の算出 
日本紅斑熱の病原体である R. japonica を媒介する Hh マダニと Hc マダニについて、マダニ個
体内の R. japonica と非病原性 Rickettsia sp. G4 を識別できる ompA-PCR 法を確立した。 
そして、そのリアルタイム PCR を用いた ompA-qPCR により、Hh マダニと Hc マダニの内在する



Rickettsia のコピー数（菌数）を絶対定量した結果、マダニ 1個体あたりの Rickettsia コピー
数は、R. japonica および Rickettsia sp. G4 のいずれも、およそ 100～1,000,000 コピーで、
マダニの個体ごとで幅広い量的差異があることが判った。さらに、マダニ 1個体が R, japonica
と Rickettsia sp. G4 の両方を有する場合もあることも判明した。 
 
(3) マダニ種と CLE 種の進化関係の解析および高頻度に病原性 R. japonica を保有するマダニ
個体の遺伝学的知見の蓄積 
ここでは、マダニ種と共生細菌 CLE 種の進化過程の関係を解析した。その結果、Haemaphysalis
（Ha）属マダニ種のミトコンドリア 16S rDNA の系統樹と CLE 種の 16S rDNA の系統樹がほぼ一
致したことから、マダニ種と CLE 種は共種分化したものと思われた。また、それぞれの分岐年代
を算出したところ、Ha 属マダニ種の分岐は 1 憶 4500 万年前から 2 億 1000 万年前で、CLE 種の
分岐は 3300 万年前から 7500 万年前であった（図 1）。つまり、Ha 属マダニ種の分岐は、CLE 種
の分岐より遥かに早いことが判った。この結果は、Ha属マダニ種と CLE 種の進化過程において、
「マダニ種が先に分岐した後に、それぞれのマダニ種が保有する先祖型 CLE が独自に進化を遂
げた」という可能性が考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. Haemaphysalis 属マダニ 7種のミトコンドリアと CLE の 16S rDNA を基にした系統樹 
 
 
一方で、国内の主な R. japonica 媒介マダニ種として知られている Hhマダニにおいて、集団
遺伝学的解析を試みた。その結果、Hh マダニには少なくとも 24種類のハプロタイプがあること
が判明した。そのうち、Hh マダニの 4種類のハプロタイプは病原性 R. japonica を保有してい
た。特に、Hap 7 はすべての調査地域で検出されたことから、この Hhマダニのハプロタイプが
国内の日本紅斑熱の主な媒介ハプロタイプであると思われた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図 2. 日本紅斑熱リケッチア (R. japonica) を保有するヤマアラシチマダニのハプロタイプ 
ネットワーク 

 
この in silico 解析は、病原性 R. japonica を保有する確率の高いマダニ個体の遺伝学的選
出手法に応用可能と考える。 
以上の研究成果は、今後、国内のダニ媒介感染症の制御に大きく貢献するものと期待される。 
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