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研究成果の概要（和文）：マダニなどの節足動物の遺伝子情報を体系的に整備するため、ミトコンドリアゲノム
（ミトゲノム）配列の効率的な解読法を開発した。異なるマダニ種間で共通に見られるミトゲノム配列に対して
特異的プライマーを設計し、鎖置換型DNA合成酵素（phi29）を用いたゲノム増幅反応に添加することで、選択的
ミトゲノム増幅系を構築した。本技術により、ミトゲノム由来の配列を千倍以上に濃縮することが可能となり、
ミトゲノム解読が簡便かつ安価に実施できることとなった。さらに、確立された技術を多数のマダニ種のミトゲ
ノム解析に応用し、得られたミトゲノム配列をデータベース上に公開した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to develop a method to sequence complete 
mitochondrial genomes (mitogenomes) of ticks by using a selective whole genome amplification (SWGA) 
method. The tick mitogenome-specific primers were selected based on the alignment of tick mitogenome
 sequences available in the public database. The tick DNA was incubated with specific primers and 
phi29 DNA polymerase and the resulting products were sequenced on a MiSeq platform. The results 
indicated that SWGA could increase the relative abundance of mitochondrial DNA by more than 10,000 
holds in comparison to chromosomal DNA. The developed method enables us to sequence complete tick 
mitogenomes in an easy and low-cost way. We proved that the method is applicable to many tick 
species, of which mitogenome sequences have not yet been reported.

研究分野： 寄生虫学

キーワード： 選択的ゲノム増幅法　節足動物　マダニ　ミトゲノム　SWGA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
開発した選択的ミトゲノム増幅技術により、簡便かつ安価にマダニのミトゲノム情報を取得することができるこ
ととなった。このことにより、世界中でマダニのミトゲノムの解読が進み、マダニの系統進化、集団遺伝構造を
理解するための遺伝子情報の集積が期待できる。また、得られたゲノム情報を活用することで、精度の高いマダ
ニの遺伝子同定技術の開発が可能となり、マダニが媒介する感染症の対策に貢献できる。また、本研究で確立し
た手法は、他の生物群にも応用可能であり、生物を対象とした広い研究分野への波及効果が期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
 節足動物は動物界で最大の動物門であり、多様な動物種が地球上に生息する。生存や繁殖のた
め、人や動物の血液を必要とする節足動物種も存在し、それらは吸血の際に様々な病原体を人や
動物に伝播するベクターとして知られている。 
 近年の塩基配列解読技術の発展により、身近な動植物のゲノム解析が展開されている。しかし
ながら、節足動物種のゲノムは一般的に大きく、モデル昆虫や農業害虫、病原体媒介ベクター種
などの一部を除いては遺伝情報の集積が進んでいないのが現状である。 
 マダニは吸血性節足動物であり、地球上のほぼ全ての地域に生息し、世界で約 900 種が記載さ
れている。一部の種は吸血の際に人や動物にウイルス、細菌、原虫等の病原体を伝播することが
知られている。その公衆衛生学的および家畜衛生上の重要性のため、一部の病原体媒介マダニ種
についてはゲノム解析プロジェクトによりドラフトゲノムが解読されている。しかしながら、マ
ダニのゲノムは約 2〜7 Gb と大きく、解析には多くの労力と費用を要する。さらに、膨大なゲノ
ム情報を活用するためには技術的障壁も多いため、マダニの遺伝情報を体系的に整備するため
の新たな仕組みが必要であった。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、節足動物の遺伝情報を体系的に整備する目的として、ミトコンドリアゲノム（ミ
トゲノム）に着目した。ミトコンドリアはほとんど全ての真核生物が保有し、母性遺伝して子孫
に受け継がれる。ミトゲノムは核ゲノムに比べて小さく、塩基置換速度が速いため、近縁な生物
種の間でも配列間に差異が生じる。ミトゲノムの全長配列情報を利用することで、高い解像度で
生物種の DNA バーコーディングが可能となる。しかし、既存のミトゲノム取得法では、核ゲノム
由来の塩基配列に大部分（99.9%以上）のシーケンスデータが消費され、多大なコストと労力が
必要となることが問題であった。そこで、ミトゲノム由来の核酸を選択的に増幅する系を確立し、
簡便なミトゲノム解読法の開発を第一の目的とした。また、確立した手法を用い、マダニの集団
遺伝学的解析に応用することを第二の目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
【解析サンプル】 
 マダニは国内外のフィールドにおいて、植生および家畜から採集した。実体顕微鏡を用いた種
同定の後、市販キットを用いて DNA を抽出した。一部のマダニ種においては、形態的特徴を撮影
した。これらに加え、共同研究者より種同定済みマダニから抽出した DNA を解析に用いた。 
 
【プライマーの選定】 
 多様なマダニ種で共通して使用することができるプライマーの設計を目的として、Amblyomma 
sculptum （NC_032369）、Dermacentor nitens （NC_023349）、Ixodes pavlovskyi （NC_023831）、
Ornithodoros moubata （NC_004357）のミトゲノム全長配列をもとに、8～12塩基長のプライマ
ー候補配列を得た。次に、それぞれの候補配列の Tm 値を算出し、18 以上 30 以下のプライマー
候補配列のみを選抜した。これらの候補について、マダニミトゲノム 101 配列に対して両相補鎖
のいずれかに相同部位を持つプライマー候補配列を選抜した。さらに Perl で Ixodes 
persulcatus のミトゲノム配列と、NCBI より得た I. persulcatus に近縁な Ixodes scaplaris の
ドラフトゲノム配列（NZ_ABJB000000000.1）に対して相同部位の数を算出するプログラムを構築
した。これを選抜済みプライマー候補配列に対して実行した。ミトコンドリアゲノムと相同部位
数を複数持つプライマー候補配列のなかでも、核ゲノムとの相同部位数に対するミトコンドリ
アゲノムとの相同部位数の比がより高いものを中心に、合計 3 つのプライマーセットを選定し
た。プライマーは 3’末端側の 2箇所のホスホジエステル結合をホスホロチエート結合へと修飾
したものを SWGA 反応に用いた。 
 
【SWGA 反応】 
 マダニ DNA に phi29 DNA ポリメラーゼ、BSA、酵素付属バッファー、dNTPs、プライマーセット
を加え混合した。混合液を SimpliAmp Thermal Cycler を用いて、35℃から 30℃まで 1時間ラン
プダウンしたのち、30℃で 16 時間反応させ、65℃で 10 分インキュベーションし酵素を不活化さ
せた。得られた反応液は Agencourt AMPure XP を用いて精製し、Qubit 3.0 Fluorometer で DNA
濃度を測定した。 
 
【MiSeq による解読とデータ解析】 
 



 SWGA 処理産物および非処理産物を用いて Nextera DNA Library Preparation Kit（Illumina）
によりシークエンスライブラリを調製した。ライブラリーは Agilent 2100 BioAnalyzer 
（Agilent）を用いた蛍光定量法によって濃度を測定した。この濃度を元に、ライブラリーを DDW
で希釈し 4 nM に調製した。調製したライブラリーを一本鎖に変性させ、氷冷した HT1 バッフ
ァーを加え、12 pM の変性済みライブラリーを得た。ライブラリー混合液を Illumina MiSeq を
用いたシーケンスに供した。MiSeq から取得した Fastaq ファイルを CLC Genomics Workbench
（Qiagen）にインポートし、Trim sequences ツールにより、低クオリティ配列を除去した。既
知のミトゲノム全長配列を参照配列としたリファレンスマッピング、または de novo アセンブ
リによりミトゲノム情報を構築した。アノテーションには、MiTOS WebServer を使用した。 
 
４．研究成果 
 
【SWGA によるミトゲノム増幅効率の検証】 
 国内で野外採集された 5種のマダニ（Dermacentor bellulus、Haemaphysalis japonica、Ixodes 
ovatus、Amblyomma testudinarium、Argas japonica）および実験室維持マダニ 1種（O. moubata）
から抽出した DNA を用い、各 SWGA プライマーセットの増幅効率を比較した。SWGA 未処理サンプ
ルにおいては、MiSeq から得られた全リードのうち、約 0.01〜0.21%がミトゲノム由来配列とし
て検出された（表１）。一方で、SWGA 処理により、全リードに占めるミトゲノムリードの割合が
格段に増えることが明らかとなった。特に、O. moubata においてはいずれのプライマーセット
を用いた場合も、全体の 8割以上の
リードがミトゲノムに由来する結
果となった。 
 プライマーセット 1 を用いた場
合、D. bellulus と I. ovatus では
今回取得したデータ量では完全長
ミトゲノムを構築することができ
なかった。同様に、プライマーセッ
ト 2 では I. ovatus において、100
倍程度のミトゲノム濃縮がみられ
たものの、今回取得したデータ量は
完全長の解読に十分ではなかった。
一方で、その他の組み合わせにおい
ては、完全長ミトゲノム配列を構築
することができた。 
 仮に解析対象のマダニ種のミト
ゲノム配列長を 1.5 kb とし、深度
×100 倍でのデータ取得を目指した
場合、SWGA によりミトゲノムリード
の割合を 10％まで高めることで、１
サンプルあたり 1.5 Mb 程度のデー
タ量で完全長配列が構築できる計
算となる。このことからも、開発し
た手法により多検体のミトゲノム
を安価に解読できることが示され
た。 
 
【キララマダニ属マダニの集団遺伝構造の解析】 
 Amblyomma variegatum は
アフリカに分布するキララ
マダニ属マダニであり、人
の ア フ リ カ ダ ニ 熱
（Rickettsia africae によ
る ） や 家 畜 の 心 水 症
（ Ehrlichia ruminantium
による）のベクターである。
特に、R. africae は、A. 
variegatum において高率に
検出されることから、卵へ
垂直伝播することが示唆さ
れている。本研究では、ウガ
ンダおよびマラウイで採集



した A.variegatum 41 個体からミトゲノム配列を取得し集団遺伝構造を解析した。また、それぞ
れのマダニが保有する R. africae について、ompA 遺伝子および gltA 遺伝子を増幅し、遺伝子
型別をおこなった。 
 まず、本研究により初めて A.variegatum のミトゲノムが解読された。標準株（ID：UG-T1B）
では全長 14,639 bp で 2 箇所の Tick-Box モチーフを持ち、遺伝子の整列順は Metastriata のダ
ニ間で保存されたものであった（図１）。 
 次に、ウガンダとマラウイ由来の 41 個体について、ミトゲノムからタンパク質コード遺伝子
を抜き出し、Maximum clade credibility (MCC)系統樹を作成した。その結果、ほとんどの株で
は同じ由来国の他の株と同一のクレードに配置された（図２）。しかしながら、一部のクレード
はウガンダとマラウイの両方の株で構成されていた。このことは、集団間の移入がまれに起こり
うることを示唆している。 
 最後に、A. variegatum が保有する R. africae の遺伝子型別を実施し、A. variegatum 
との関係性を解析した。その結果、R. africae の遺伝子型はマダニのミトコンドリア遺伝子型
と概ね一致する形で系統分岐がみられたものの（図３）、完全に一致することはなかったことか
ら、R. africae は垂直伝播だけでなく、家畜等を介した水平伝播により宿主転換する可能性が
示された。 
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