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研究成果の概要（和文）：ワクモ（Dermanyssus gallinae）は、鳥類に寄生する吸血性の外部寄生虫で、特に採卵鶏を
中心に大きな被害が報告されている。本研究では、ワクモ吸血が鶏に与える影響を明らかにするため、ワクモが吸血時
に宿主に放出する物質の性状、ワクモ寄生に対する抗体応答、各種サイトカイン応答の変化およびワクモの病原体保有
状況について解析した。その結果、ワクモは吸血時に分子量53および56kDaの２分子を宿主体内に放出すること、ワク
モ寄生鶏は免疫抑制状態となる可能性のあること、またワクモから複数の病原体遺伝子が検出され、生産性向上におけ
るワクモ制御の重要性が示された。

研究成果の概要（英文）：Chicken red mite (Dermanyssus gallinae) is a phlebotomic external parasite that ma
inly infests avian species.  It has been a serious problem worldwide, especially in layer chicken farms. H
ere we investigated the molecular mechanisms of pathogenicity of the mites.  Infested chickens developed a
ntibodies to two proteins with sizes of 53kDa and 56kDa, which appeared to have been secreted by the mites
 during blood sucking.  Expression levels of some cytokine genes in peripheral blood monocytes of severely
 infested chickens suggested suppression of the immune system.  The genes of some avian pathogens were als
o detected in the mites. These findings demonstrate the importance of disinfestation of the mites to preve
nt their direct harmful effects as well as the spread of infectious diseases.
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１．研究開始当初の背景 
ワクモ（Dermanyssus gallinae）は、鳥類に寄
生する吸血性の外部寄生虫で、トゲダニ目、タン
バントゲダニ亜目、ヤドリダニ団、ワクモ上科、
ワクモ科に属する。全世界に広く分布し、わが国
でも北海道から沖縄まで全国に分布している。ワ
クモによる寄生は特に採卵鶏を中心に数多く報
告され、吸血による貧血やストレスによる生産性
への影響が知られている。しかし、ワクモ寄生が
鶏の生体機能に与える影響や病原性の詳細につ
いては、これまでほとんど明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ワクモ寄生が鶏に与える影響や病
原性を明らかにするため、１）ワクモ寄生に対す
る宿主動物の免疫応答、２）ワクモが吸血時に宿
主体内へと分泌する物質の解明、および３）ワク
モの病原体保有状況について解明を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) ワクモ寄生に対する宿主動物の免疫応答 
①ニワトリ 
３５日齢のコマーシャル採卵鶏であるボリス
ブラウンおよびジュリアを用いた。ワクモ寄生開
始から1，2，3，５および７週目に採血を行い、
ワクモ抗原に対する抗体応答および免疫関連遺
伝子の発現状況の解析に用いた。 
 
②ラット 
SDラット２匹を用い、ワクモによる吸血を１週
から２週間隔で１６回行った。また、2-3週間隔
で採血を実施し、抗体応答の解析に用いた。 
 
③ワクモ寄生に対する宿主の抗体応答 
ワクモの成ダニ♀乳剤を抗原とするウェスタ
ンブロットを実施し、ワクモ寄生下で経時的に採
取した鶏およびラット血清との反応について検
討した。鶏血清については、ワクモの卵、幼ダニ、
若ダニ、成ダニ♂および成ダニ♀を抗原とするウ
ェスタンブロットについても同様に行った。 
 
④ワクモ寄生鶏の末梢血単核球（PBMC）における
免疫関連遺伝子の発現状況解析 
ワクモ寄生が宿主の免疫機能に与える影響を
明らかにするため、ワクモ寄生から０週、3週お
よび5週後に得た鶏血液からPBMCを調製し、IFN-
γ、IL-4およびIL-10の発現量をリアルタイムPCR
法で測定した。発現量は、ワクモ寄生前の発現量
との相対値とし、寄生後の推移を解析した。 
 
⑤鶏皮膚におけるワクモ吸血部位の局所反応 
ワクモによる吸血が鶏皮膚の局所に与える影
響を検討するため、ワクモ吸血鶏の刺咬部皮膚を

採取し、定法により病理組織学的検索を行った。 
 
(2) ELISAによるワクモ寄生に対する抗体応答の
検出 
ワクモに寄生歴のある鶏からの抗体応答検出
に有用なELISA法を確立するため、ワクモ乳剤か
らワクモ寄生鶏血清と反応を示す画分を陰イオ
ン交換クロマトグラフィーにより精製し、ELISA
用抗原として用いた。ELISAの有用性を検討する
ため、ワクモ寄生鶏血清の他、ワクモ寄生鶏から
得た鶏卵から調製した卵黄抗体についても試験
を行った。 
 
(3) ワクモ抗原の精製および質量分析 
①二次元電気泳動 
ワクモ抗原を定法により二次元電気泳動で分離
し、ワクモ寄生7週後に得た血清を用いたウェス
タンブロットに供した。 
 
②ワクモ抗原の精製 
宿主に抗体応答を惹起するワクモ抗原の分子性
状を明らかにするため、当該抗原分子の精製を試
みた。ワクモは成ダニ♀を用い、乳剤作成後遠心
し、得られた上清を陰イオン交換クロマトグラフ
ィーで分画、ワクモ寄生鶏血清との反応を指標に
目的分子を含む画分をSDS-PAGEで分子量により
さらに分画し、銀染色を行った。次に、銀染色像
とウェスタンブロット像とを比較し、当該分子を
含むバンドを試料として切り出し、質量分析に供
した。 
 
(4) ワクモprotein disulfide isomerase（PDI）
遺伝子のクローニングと発現 
既報の節足動物PDIの塩基配列を参考に縮重プ
ライマーを設計、RT-PCR法によりワクモのPDI遺
伝子増幅を試みた。得られた増幅断片は塩基配列
を解読し、大腸菌での発現を行うためプラスミド
ベクターにクローニングし、His×６タグ融合タ
ンパク質として発現した。得られた大腸菌発現産
物は精製後、BALB/cマウスに免疫し、抗ワクモPDI
抗体の作成に用いた。作成した抗体は、ワクモ発
育環におけるPDIの発現状況解析のため、ワクモ
各発育段階の虫体を抗原とするウェスタンブロ
ットに用いた。 
 
(5) ワクモからの病原体遺伝子検出による病原体
保有状況の解明 
ワクモからの検出報告がある、豚丹毒菌、サル
モネラ菌および鶏痘ウイルスの他、報告例の無い
Mycoplama synoviae, M. gallisepticum, マレッ
ク病ウイルスおよびトリアデノウイルスについ
てPCR法によるワクモからの遺伝子検出を試みた。
ワクモは、2004年から2012年に38道府県142農場



から得た159サンプルを用いた。各サンプルのワ
クモ10匹からDNAを抽出し、各病原体に特異的プ
ライマーにより遺伝子の検出を行った。遺伝子検
出陽性の場合、農場で使用された生ワクチンであ
る可能性があるため、塩基配列の解析により生ワ
クチンとの鑑別を行った。また、病原体遺伝子が
検出されたワクモ試料は、病原体がワクモの体表
か内部のいずれに存在するかを検討するため、リ
ン酸緩衝生理食塩水で３回洗浄後、再度病原体遺
伝子の検出を行った。 
 
(6) ワクモ体内での鳥インフルエンザウイルス感
染価の経時的変化 
ワクモを入れたガラスピペットの先端を塞ぎ、
他の一端に鶏の皮膚を被せ、その上に鶏の血液を
入れた容器を装着した。これにより、ピペット内
のワクモが鶏皮膚を介し容器内の鶏血液を吸血
する人工吸血システムを構築した。 
次に、ワクモによる高病原性鳥インフルエンザ
ウイルス伝播の可能性を検証するため、容器内の
血液にH3, H5またはH7亜型の水禽由来弱毒A型イ
ンフルエンザウイルスを加え、これをワクモに吸
血させた。吸血によりウイルスを取り込んだワク
モは４℃または２５℃に保存、その後、経時的に
ワクモから乳剤を作成し、１０日齢の発育鶏卵を
用いウイルス力価の推移を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) ワクモ吸血鶏におけるワクモ抗原に対する抗
体応答 
ワクモ寄生鶏の血清を用いたウェスタンブロ
ットで、寄生２週目から、検索に供した全ての鶏
にワクモ虫体の約53kDaおよび56kDa分子に対す
る抗体応答が認められた。ラットを用いた同様の
実験でも、初回の吸血から６週後には鶏と同様に
53kDaおよび56kDa分子に対する抗体応答が検出
され、ワクモ吸血後の鶏およびラットでは、動物
種にかかわらず同様の抗体応答の有ることが示
された。また、これら２分子に対する抗体応答は、
容器に入れたワクモにメッシュを介して鶏から
吸血をさせた場合にも同様に認められ、この抗体
応答が皮膚以外の経路から体内に取り込まれた
ワクモ抗原に対する反応ではなく、吸血時にワク
モから宿主動物体内へと放出された抗原分子に
対する反応と考えられた。 
ワクモの各発育ステージから調製した抗原に
対する反応性を検討したところ、53kDa抗原は、
若ダニ、成ダニ♂および♀に認められ、卵及び幼
ダニでは反応が認められなかった。ワクモでは、
若ダニ以降のステージでのみ吸血が行われるこ
とから、53kDa分子と吸血との関連が推察された。
56kDa抗原については、若ダニ、成ダニ♂及び♀
の他、微弱ながら幼ダニでも反応が認められ、卵

を除く全てのステージで発現していることが示
された。 
 
(2) ワクモ吸血鶏で抗体応答が認められたワクモ
抗原分子解明の試み 
①二次元電気泳動 
ワクモ抗原を2次元電気泳動で分画後、ワクモ
寄生鶏血清を用いたウェスタンブロットを実施
したところ、pI4.5-7に存在する分子量53kDaおよ
び56kDa分子との反応が認められた。この成績を
元に、陰イオン交換クロマトグラフィーによるこ
れら２分子の精製を行った。 
 
②質量分析 
陰イオン交換クロマトグラフィーで精製後、
SDS-PAGEにより分子量で分画し銀染色を実施、ウ
ェスタンブロットで反応が認めら２分子と同一
の移動度を示すバンドを切り出し質量分析に供
した。その結果、53kDa分子はダニ類のPDIと高い
相同性を示した。一方、56kDa分子は既報の分子
に相同性を示す分子は認められなかった。 
 
③ワクモPDI遺伝子のクローニングと発現 
質量分析の成績から53kDa分子がワクモのPDI
である可能性が示された。そこで、縮重プライマ
ーを合成し、ワクモPDI遺伝子の増幅を試みた。
次に、得られた増副産物を発現ベクターにクロー
ニングし、大腸菌で組換えタンパク質として発
現・精製した。得られた発現抗原に対する抗体を
作成し、ワクモ抗原との反応性をウェスタンブロ
ットで確認したところ、ワクモの分子量約53kDa
分子との反応が認められた。一方、ワクモ寄生鶏
血清はウェスタンブロットで、ワクモPDI発現抗
原とは反応を示さなかった。このことは、寄生鶏
血清との反応が認められたワクモの53kDa抗原が
PDIとは異なる分子である可能性を示唆している。 
 
(3) ワクモ寄生が鶏の免疫系に与える影響 
①末梢血単核球における免疫関連遺伝子発現状
況の解析 
ワクモ寄生鶏群から経時的に末梢血リンパ球
を採取し、免疫関連遺伝子であるIFN-γ、IL-4お
よびIL-10遺伝子の発現量をリアルタイムPCR法
で測定した。その結果、ワクモ寄生後にIFN-γお
よびIL-4が減少傾向を、IL-10が増加傾向を示し
た。細胞性免疫の活性化に関与するIFN-γおよび
液性免疫の活性化に関与するIL-4の発現が減少
傾向を示し、抑制性サイトカインとして知られる
IL-10に増加傾向が認められ、ワクモ寄生鶏は免
疫抑制傾向にあることが示唆された。 
 
②ワクモ刺咬部における鶏皮膚の局所反応 
ワクモ刺咬部を病理組織学的に検索したとこ



ろ、局所的な偽好酸球の浸潤が認められ、炎症反
応の誘導が示された。今後は、皮膚局所での免疫
応答を理解するため、PBMCでの解析と同様に皮膚
局所での免疫関連遺伝子の動態についても検討
する必要があると考えられた。 
 
(4) ELISAによる抗ワクモ抗体検出法の確立 
陰イオン交換クロマトグラフィーで得たワク
モ粗精製抗原を用いたELISAにより、鶏血清から
の抗ワクモ抗体検出を試みた。その結果、ワクモ
寄生鶏血清は非寄生鶏血清より高い反応性を示
し、今回確立したELISAが抗ワクモ抗体検出によ
るワクモ寄生歴の鑑別に有用である可能が示さ
れた。この反応は鶏血清だけでなく、ワクモ寄生
鶏の卵から調製した卵黄抗体でも同様で、鶏卵か
らもワクモ寄生歴の鑑別が可能であった。ワクモ
は1mm以下の微小な外部寄生虫で、主に夜間に活
発に吸血する。このため、農場では発見が遅れる
ことも多く、ELISAによる抗体検出は農場のワク
モ汚染早期発見に有用と考えられた。 
 
(5) ワクモの病原体保有状況解析 
検索した159検体のうち、33検体から病原体の
遺伝子が検出され、６検体からは複数の病原体遺
伝子が検出された。鶏痘ウイルスは22検体から検
出され、塩基配列の解析で1例が生ワクチンであ
ること、他の21例が野外株であることが示された。
鶏痘は効果的な生ワクチンの普及で発生件数は
著しく減少した。しかし、今回の成績からウイル
スは野外に広く分布していることが明らかにな
った。ワクモは鶏痘ウイルスを機械的に伝播する
ことが知られており、疾病制御には生ワクチンだ
けで無く媒介者であるワクモの制御もまた重要
と考えられた。また、M. synoviae (MS)が15検体、
M. gallisepticum (MG)の遺伝子が2検体から検出
された。MSは8例が生ワクチンと配列が異なり、
野生株と考えられた。残り７例はワクチン株と同
一の配列であった。MGは全てワクチン株と同一の
塩基配列で、これらが生ワクチン由来である可能
性が推察された。これまでワクモ虫体からマイコ
プラズマの検出例は無く、今回初めてワクモによ
るマイコプラズマ伝播の可能性が示唆された。 
病原体の遺伝子が検出された33検体について、
虫体を洗浄後に同様の遺伝子検出を行ったとこ
ろ、鶏痘ウイルス陽性を示した３検体のみが洗浄
後も遺伝子検出陽性で、他の30検体は陰性となり、
今回検出されたマイコプラズマや鶏痘ウイルス
の多くがワクモの体表に付着していることが推
察された。 
 
(6) インフルエンザウイルス伝播の可能性評価 
ワクモに経口的に接種された弱毒の鳥インフル
エンザウイルスは、ワクモ体内で徐々に感染価が

減少したが、25℃では48から72時間、４℃では2
週間から5週間感染性を維持していた。高病原性
鳥インフルエンザウイルスは鶏に全身感染する
ため、血液中に高力価のウイルスが存在すること
がある。この時ワクモによる吸血があれば、本実
験同様に血中のウイルスはワクモ体内に移行す
ると考えられる。今回４℃ではインフルエンザウ
イルスが数週間ワクモ体内で感染性を維持した
ことから、冬季であれば数週間にわたり感染性を
維持し感染源となる可能性が示された。 
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