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研究成果の概要（和文）：我々は、ツツガムシ類におけるDNA抽出法の改良およびDNAバーコーディング法の改良
により、種判別に必要とされるミトコンドリアDNAを効率よく増幅することを可能にした。わが国の主要なツツ
ガムシ（フトゲツツガムシ、フジツツガムシ、ヤマトツツガムシ）について、ミトコンドリアCox1遺伝子の全長
を決定し、改良DNAバーコーディング法で塩基配列を決定した。さらに、これまでに報告されているツツガムシ
類のミトコンドリアCox1遺伝子の塩基配列と合わせて分子系統解析を行ない、同種とされてきたツツガムシに亜
型が存在することを明らかにした。これにより、遺伝子型の違いと共生細菌種のマッチングが可能となった。

研究成果の概要（英文）：We improved the method of DNA extraction and DNA barcoding of chigger mites,
 which enabled the efficient amplification of mitochondrial DNA sequences necessary for species 
identification. We sequenced the full sequence of Cox1 for three major chigger mites in Japan. 
Moreover, together with the previously reported Cox1 sequences of chigger mites, we performed 
molecular phylogenetic analyses, which revealed that a cetain species can be separated into several 
subtypes. Our study have made it possible to perform individual-based comparison of mitochondrial 
haplotype variations and endosymbiont variations in chigger mites. 

研究分野：昆虫学・進化生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
つつが虫病は現在でも年間400～800 人ほどの患者が報告される重要なダニ媒介性感染症の１つであり、毎年の
ように死亡例も報告されている。ダニの一種ツツガムシの刺咬によりつつが虫病リケッチアが媒介され、ヒトが
感染する。我が国で主要なツツガムシの遺伝解析を行い、１つであるとされていた種に複数の亜型が存在するこ
とを明らかにした。従来困難であった１個体からのDNA抽出と遺伝子増幅が可能なったため、個体ベースで、遺
伝子型の違いと共生細菌種をマッチングすることが可能となった。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
つつが虫病の発生は、古くから知られ、戦後患者が急増しほぼ全国で報告されるようになった。
現在でも年間 400～800人ほどの患者が報告される重要なダニ媒介性感染症の１つであり、毎年
のように死亡例も報告されている。ダニの一種ツツガムシの刺咬により共生細菌の Orientia 
tsutsugamushi （つつが虫病リケッチア）が媒介され、ヒトは感染する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、媒介ダニのツツガムシに宿主を操作する細菌ボルバキアが高頻度で共生している
ことが発見されたことを受けて、ボルバキアによるつつが虫病リケッチアの抑制・駆逐の可能性
を追求する。 
 
３．研究の方法 
ツツガムシ１個体からの DNA抽出法を確立する。また国内には複数種のツツガムシが存在する
ため、動物分類のための DNA バーコーディング法を改良する。それらが可能になると、塩基配列
の決定により種を判別し、次世代シークエンス解析による共生細菌叢解明に進む。 
 
４．研究成果 
ツツガムシ類は体サイズが非常に小さい。またダニ類は一般的に DNA 抽出が困難なことが多い。
これらのことからことから、１個体から十分な質と量の DNA を安定的に抽出することが非常に
困難であった。我々は、DNA 抽出の方法を改良することにより、今まで困難であった個体別に抽
出した DNA から PCR 増幅を行うことが可能となった。 
また動物分類のために行われてきた DNA バーコーディング法を改良することにより、種判別に
必要とされるミトコンドリア DNA を効率よく増幅することが可能となった。そこで、ツツガムシ
の分類基盤を構築するため、我が国でつつが虫病リケッチアを媒介する Leptotrombidium 属（タ
テツツガムシ、フトゲツツガムシ、フジツツガムシ）および Neotrombicula 属（ヤマトツツガム
シ）の cytochrome c oxidase 1 遺伝子（COX1）の配列を決定した。 
DNA バーコーディング法の改良は、DNA バーコーディング用汎用プライマーについて、Forward
配列をツツガムシに合わせて塩基置換させた縮重プライマーにすることと、Reverse 配列の 3'
末端を延長し安定性を増したプライマーにすることによって行った。 
検出用のユニバーサルプライマーを改良し、ツツガムシ１匹ずつから DNA の抽出を行い、PCR を
行なったところ、形態学的にタテツツガムシと推定されたサンプルの陽性率が、改良前（55.3％）
に比べ、改良後（72.8％）大幅に増加した。フトゲツツガムシ、フジツツガムシ、ヤマトツツガ
ムシの検出陽性率は減少することなく維持され（87.9～96.9％）、検出の質（バンドの太さやエ
クストラバンドの減少）が大幅に改善された。また、Leptotrombidium 属および Neotrombicula
属以外のサダ Gahrliepia 属（サダスク・ガーリェップツツガムシ）や Walchia 属(ワルヒツツガ
ムシ)の検出も可能であった（87.5～100％）。今後、遺伝子解析を進めていくうえでの基盤を構
築することができた。 
さらに、これまでに報告されているツツガムシ類のミトコンドリア Cox1 遺伝子の塩基配列と合
わせて分子系統解析を行なった。その結果、形態学的に同種とされるツツガムシでも遺伝子レベ
ルではいくつかの亜型が存在することが明らかとなった（Ogawa et al., Journal of 
Parasitology, in press）。これにより、遺伝子型の違いと共生細菌種のマッチングを行うこと
が可能となり、現在、16S rDNA を標的とした細菌叢解析（次世代シークエンサーIllumina Miseq
を用いたアンプリコン解析）を行い、ツツガムシの種類別、地域別に、どのような共生細菌が感
染しているのかを詳細に解析しているところである。 また、ツツガムシの共生細菌の検出のた
めに細菌の 16S rDNA を標的とした PCR（細菌ユニバーサル PCR）を行ったところ、陽性率は、
87.7～100％であった。今後、16S rDNA を標的とした細菌叢解析（次世代シークエンサーIllumina 
Miseq を用いたアンプリコン解析）を行い、ツツガムシの種類別、地域別などの共生細菌の特徴
を解析する。 
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