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研究成果の概要（和文）： 

節足動物は全動物種の 8割以上を占めるまでに繁栄しているが、この要因のひとつに感

染防御における自然免疫機構があげられる。本研究では、共生微生物・病原体の選択性に

関与するマダニの抗菌ペプチド構造と機能を明らかにした。立体構造を構築したペプチド

とリニア構造のペプチドの比較において、立体構造を構築したペプチドのほうが有意に強

い抗菌活性を示した。野生動物におけるマダニ抗菌ペプチドに対する抗体を調べることで

マダニ媒介性感染症の地域浸潤を知ることができた。 

研究成果の概要（英文）： 
Defensins are major group of antimicrobial peptides and are found widely in vertebrates, 

invertebrates and plants.  Invertebrate defensins have been identified in ticks.  In 
this study, chemically synthesized tick defensins were used to investigate the activity 
spectrum against bacteria isolated from the midgut.  Synthetic tick defensin showed 
antimicrobial activity against Staphylococcus aureus but not Borrelia garinii and 
symbiotic Stenotrophomonas maltophila.  The results demonstrate that the activity of 
antimicrobial peptides from tick is important for selection and reservation of specific 
bacteria such as Lyme disease spirochetes in the midgut. The teriary structure brought 
more potent activity to S. aureus than primary one in short-time killing. The killing 
activity is related to the structure of tick defensing.  Antibody against tick defensing 
in wildlife monitoring system can useful to know the risk of tick-borne diseases. 
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様々な感染症を媒介する。マダニと野生

動物間での病原体維持機構が存在するだ

けでなく、マダニそのものにも病原体を

選択する機構があることが示唆されてき

た。申請者はマダニ抗菌ペプチドに着目

し、その抗菌活性が共生微生物の選択制

に関与する可能性を示した。たとえば、

ライム病ボレリアはマダニ由来の抗菌ペ

プチドに対して抵抗性を示した（Exp 

Appl Acarol, 49(3), 221-228, 2009）。

抵抗性を示す細菌はマダニや皮膚から分

離できるが、感受性細菌はそれが皮膚の

常在菌であってもマダニ中腸から分離で

きない。 

(2)野生動物に発生した感染症は，その動

物群の個体減少を引き起こすだけでなく，

周囲の地域における，畜産業や社会に少

なからず影響を及ぼす場合もある。野生

動物の感染症をモニタリングする意義と

しては，大きく分けて次の３つが考えら

れる。①野生動物における感染症は，そ

の個体数の減少に極めて大きな要因とな

る。感染症が発生した動物種が希少種や

絶滅危惧種であれば種の絶滅を引き起こ

す。②野生動物由来の感染症が家畜に感

染すると、畜産業や社会的経済的損失を

生じる。③野生動物から人へ伝達される

感染症は近年増加している。人獣共通感

染症の伝播を防止するために，動物側の

感染症の定期的モニタリングを実施する

ことは意義がある。野生動物の感染症が

人に伝播される場合，幾つかのパターン

がある。ライム病は早期に診断，治療を

行なえば問題ないが，慢性化すると関節

炎，心臓障害，脳神経炎が引き起こされ

致命的となることさえある。ボレリアは

マダニ類が媒介し，げっ歯類，シカ類な

どの野生動物も人と共に感染環に入って

おり，森林の再生に伴いシカなどマダニ

の吸血源が増えたために，世界的に患者

が増加傾向にあると考えられている。ナ

ショナルジオグラフィーが2008年度に発

表した地球環境変化に伴う「死に至る１

２の病」のうち、少なくとも５つはライ

ム病をはじめとする節足動物媒介性感染

症である。 

(3) 生態系は近年大きく変化している。

野性生物保護の恩恵を受け、天敵となる

狼が存在しないことから野性のシカは著

しく増加し、ヒトとの接点が近接した状

態にある。大形野生動物はマダニ個体群

維持だけでなく、その増加にマダニの増

加にも関連していると考えられる。北海

道では、一時期絶滅に追い込まれたエゾ

シカが全道に分布し、マダニの吸血対象

となっている。本州では、生息地拡大の

ため、尾瀬の湿原が食害を受けている。

シカに注目した理由はこうした環境変化

ともリンクさせて調査が可能である。 

 

２．研究の目的 

(1)抗菌ペプチドは広く植物、無脊椎動物、

脊椎動物に存在し、重要な自然免疫のキーフ

ァクターとなっている。ダニにはダニデフェ

ンシンが存在し、感染防御だけでなくマダニ

に共生できる細菌をふるい分けしていると

考えられる。たとえば、カメムシでは共生細

菌は一般的に母子間伝播され、母虫が産卵時

に自分の持つ共生細菌の一部を卵のそばに

排出し、孵化幼虫がこれを摂取する。節足動

物のデフェンシンに注目すると、6 個のシス

テインによって立体構造を構築している。こ

の構造がマダニデフェンシンの活性に重要

であるという仮説を立てた。ヒトにおけるデ

フェンシンファミリー（βシートはあるがα

ヘッリクスはない）およびカセリシジンファ



ミリー（αへリックスのみ）両者の基本構造

がマダニデフェンシンには存在し、無脊椎－

脊椎動物の違いが構造と機能分化を説明し

うると考えた。本研究では立体構造を推定し、

立体構造を構築したマダニデフェンシンと 2

次構造のみのペプチドを合成し、その活性の

違いを明らかにする。特に、共生細菌のふる

い分け機構と抗菌メカニズムについてフロ

ーラ解析過程で分離した細菌を用いて調べ

る。 

(2)マダニ吸血によって、種々の唾液成分と

もにマダニデフェンシンは寄生対象の動物

に注入される。そこで、マダニ暴露状況を知

るために、野生シカのマダニデフェンシンに

対する抗体応答を調べた。日本は南北に長く、

ブラキストンラインで生物相が大きく異な

るため、北海道と東北での比較を重点化し調

査した。 

 

３．研究の方法 

ペプチド合成 

ペプチドの合成は固相法で合成し、最終標品

は高速液体クロマトグラフィー（逆相液体ク

ロマトグラフィー）で精製する。HPLC カラ

ムとしては YMC A-302: ODS, 150 X 4.6 mm I.D.

を用い、設定温度は 40 あるいは 60 °C とし

た（Exp Appl Acarol, 2009, Isogai E et al.）。

マダニデフェンシンに特徴的な６つのシス

テインはＳＳ結合していると考えられる。す

でに、立体構造の解析が終了している昆虫の

リンケージと同様に最も安定した分子内構

造が推測される。そこで、ＳＳ結合は Aerial 

Oxidation による。３Ｄ構造体と考えられる

最終産物はマススペクロトメトリーによっ

て確認した。シュルツエマダニ（日本のライ

ム病媒介マダニ）由来のデフェンシンについ

て３Ｄ構造を持たないデフェンシンもあわ

せて作成した。マダニデフェンシンとの比較

のため、哺乳類由来の抗菌ペプチドを合成し

た。 

ホモロジーモデリングによる立体構造の推

定： 

モチーフの情報、および、S-S架橋の情報か

らホモロジーモデルで初期構造を作成し、

10nsecのシミュレーションを実 

行した。シミュレーション後に構造サンプリ

ングを行い、得られた構造（架橋の有無につ

いてそれぞれ10,000件程度を 

想定）を、交差RMSDを計算してクラスタリン

グし、代表的な構造を数個（個数はクラスタ

リング結果に依存）取得して計算結果とした。 

対象動物：北海道の野性エゾシカおよび東北

地方の野性日本シカを対象動物とする。これ

らの血清サンプルは 1975年から現在に至る

まで集めたものである(Microbiol Immunol, 

1994 および 1996, Isogai E et al., Appl 

Environment Microbiol, 1995, Kimura K et 

al.)。東北地方では、青森県十和田コロニー、

岩手県三陸コロニー、宮城県川渡コロニーを

対象とする。エゾシカの調査によってマダニ

分布の情報を得る。 

マダニデフェンシンに対する抗体応答はＥ

ＬＩＳＡで調べる。種々のマダニのデフェン

シンはペプチドコーティングキットで９６

穴マイクロプレートにコーティングする。血

清中の抗体はペルオキシダーゼ標識プロテ

インＧで検出した。 

 

４．研究成果 

構造推定はホモロジーモデリングによった。

ホモロジーモデリングの結果から18個の代表

構造を得た。アミノ酸配列のみでＳ－Ｓ結合

を持たない構造ではサンプリングされた構造

はいずれもα1β1モチーフを取っておらず、

ペプチド鎖はランダムな構造を取っているこ

とがわかった。ヘリックス構造の一部分はシ



ミュレーション過程で比較的構造が保持され

ているが、シート構造はシミュレーション過

程ではほぼ観察できず、ランダムコンフォメ

ーションをとることがわかった。Ｓ－Ｓ結合

を持った構造では全体の形状としてはやや折

れ曲がったラグビーボール状の構造を取って

いた。構成する残基のうち、Arg（13, 16, 20, 

21, 38）はヘリックス末端からシート構造に

かかる部分に集中して存在し、親水性が非常

に高い領域を形成していた（図１）。この領

域の対極にあたる部分には、Phe2、Leu28、

Phe29などの疎水性の残基が集合し、疎水性の

高い領域を形成しており、構造全体としては

一方の端点は親水性、もう一方の端点は疎水

性となっている。こうした特徴は脂質分子と

類似しており、生体膜に対する親和性をある

程度持つのではないかと考えられる。なお、

本研究はアクセルリス社との共同研究によっ

た。 

 

図１．マダニデフェンシンの構造 

Ｓ-Ｓ結合をもつ構造体ともたない構造体

で抗菌活性を比較したところ、有意に抗菌活

性はＳ-Ｓ結合をもつ構造体のほうが高かっ

た。図２にCumulative inhibition rateを示

す。このことから、マダニデフェンシンの活

性発現に立体構造は重要な役割を演じている

ことが分かった。 

 

図２．指標菌を用いた２種類の構造体の抗

菌活性の違い（Exp Appl Acar, 53, 71-77, 

2011） 

 北海道の野性エゾシカおよび東北地方の

野性日本シカにおけるマダニデフェンシン

の対する抗体価を調べたところ、シュルツェ

マダニ由来のデフェンシンに対する抗体価

および抗体陽性率は有意に北海道で高かっ

た。東北地方の野生シカではフタトゲチマダ

ニ由来のデフェンシンに対する体価および

抗体陽性率は有意に高かった。ライム病ボレ

リアに対する抗体価とマダニデフェンシン

に対する抗体を調べたところ、相関がみられ

た。以上のことから、合成マダニデフェンシ

ンに対する抗体を吸血対象である野生動物

を用いて調べることは地域におけるマダニ

媒介性感染症のリスクを知るために有用で

あろうと考えられた。 
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