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研究成果の概要（和文）：マダニの吸血および病原体感染防御において重要な役割を担うと考えられるToll 情
報伝達経路を構成するToll 様関連因子(TLR)とTRAF関連因子(TRAFD1)の同定・特性について解明した。TRAFD1遺
伝子をノックダウンすると、成ダニの吸血および産卵数に影響はないが、マダニの自然免疫関連分子であるディ
フェンシン様分子の発現が抑制された。一方、TLRはマダニによって媒介するバベシア原虫の増殖を抑制する機
構に関与することが分かった。以上の結果より、TLRとTRAFD1はマダニの自然免疫系を制御する重要な分子であ
る可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Toll like receptor (TLR) and tumor necrosis factor receptor-associated 
factor-type zinc finger domain containing protein 1 (TRAFD1) are very important to protect againt 
pathogen infection. Therefore, we alalyzed to idetify and characterize TLR and TRAFD1 from the hard 
tick Haemaphysalis longicornis. Knockdown of TRAFD1 gene by RNA interference did not affect blood 
feeding or oviposition. However, TRAFD1 silencing affected the expression of the longicin gene, a 
defensin-like molecule. On the other hand,recombinant TLR demonstrated growth inhibition activity 
against B. gibsoni in vitro without a hemolytic effect at used concentration .These results 
suggested that TLR and TRAFD1 strongly affected innate immunity of ticks.

研究分野： 節足動物分子工学

キーワード： マダニ　Toll様関連因子(TLR)　TRAF関連因子(TRAFD1)　ディフェンシン
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) はじめに 
唯一の栄養源が血液という偏性吸血性節足
動物であるマダニは、魚類以外のすべての脊
椎動物に寄生可能であり、長期間・大量の血
液摂取を行うとともに、世界各地で家畜に甚
大な被害を与えているバベシア症などの原
虫病や、ウイルス、リケッチャ、細菌などの
多種多様な病原体の伝播に関与し得る、他の
類を見ない優れた疾病媒介能を有している。
このため、マダニとマダニ媒介性感染症が国
際保健と世界経済に与える脅威は甚大であ
り、その防除費用は世界全体で毎年約 2 兆 5
千億円にも及ぶと報告されている(Walker, 
2011)。従って、マダニ防除を可能とし、洗
浄化を持続できる方策の開発は、世界的に重
要な急務であり、とりわけベクターであるマ
ダニそのものを防圧・コントロールすること
は、マダニ媒介性疾患の制圧を図る上でもこ
の上なく重要な意義を有すると考えられる。 
(2) マダニディフェンシンの解明 
マダニでは、数種類のディフェンシンが同

定されている。ディフェンシンの多くは、膜
障害活性を有しており、生体膜組成の違いに
より病原体には作用するが宿主の細胞には
作用しないと考えられている。これらのディ
フェンシンを含めて、多くの感染防御タンパ
ク質は、病原体の感染によって転写レベルで
誘導される。我々は RNA 干渉によってディフ
ェンシンが誘導出来ないマダニでは、野生型
のマダニが抵抗性を示す細菌や原虫感染で
致死性となることを見出しており、感染防御
における抗菌性タンパク質産生誘導の重要
性がわかる。 
(3) マダニヘモサイト受容体の解明 
貪食された病原体は、病原体を取り囲むフ

ァゴソームとリソソームが融合することで
分解される。我々は RNA 干渉によってスカベ
ンジャーレセプターが発現出来ないヘモサ
イトでは、野生型のヘモサイトに比べて顕著
に細菌の貪食能が低下し、マダニの生存率が
低下することを見出しており、感染防御にお
ける受容体を介した細胞性免疫の重要性が
わかる。 
 

２．研究の目的 
(1) ショウジョウバエは感染した病原体を
識別して、それぞれに対応した抗菌タンパク
質を優先的に産生する。例えば、真菌が感染
すると、抗真菌タンパク質、ドロソマイシン
が産生される。この際には、Toll 経路と呼ば
れる Toll を制御する細胞内シグナル伝達経
路が優先的に活性化する。この Toll 経路は
NF-B を介した哺乳動物の Toll 様受容体
(TLR)経路やTRAFD1経路に共通性を示す因子
群によって制御されている。 
(2) このように、マダニにおいて未発見な自
然免疫で重要な役割を担う Toll 経路を解明
することを本研究の目的とする。すなわち、
RNA干渉法によってToll経路を遮断すること

により、ディフェンシンの産生が弱まり、自
然免疫の破綻が起こることが予想される。 
(3) さらに、吸血期間中は、宿主から異物(宿
主血液、病原体)がマダニ体内に侵入する確
立が高く、これらの処理に中腸細胞やヘモサ
イトの Toll 経路が大きく関わっている可能
性が考えられ、マダニの脱皮・産卵イベント
についても大きく影響することが予想され
る。すなわち、RNA 干渉によって Toll 経路を
ノックダウンしたマダニの吸血時間、体重変
化、脱皮、産卵、孵化の変化や病原体に対す
る感染抵抗性について検討し、マダニにおけ
る Toll 経路の機能と役割を明らかにする。 
(4) これらの研究成果は Toll 経路を阻害標
的とするRNA干渉法を活用した遺伝子治療や
ワクチンの開発につながり、マダニ防圧策の
可能性を世界に先駆けて示すことができる。 
 
３．研究の方法 
(1) TLR と TRAFD1 遺伝子・生物機能解析 
① [EST データーベースの活用による TLR と
TRAFD1 の遺伝子の同定] 我々はアジア・オセ
アニア地域で最も重要な疾病媒介であるフ
タトゲチマダニの臓器別のESTデーターベー
スの作成に着手し、これまでに唾液腺、中腸、
ヘモリンフ、脂肪体、卵巣、発育胚について、
合計 20,000 クラスターを超える完全長 cDNA
ライブラリーからなる世界最大・最高水準の
マダニの遺伝子ライブラリーの構築に成功
した。これらのESTデーターベースを用いて、
他の生物種の TLR や TRAFD1 と相同性の高い
遺伝子配列の探索を行ったところ、フタトゲ
チマダニTLRおよびその経路を司る可能性が
ある TRAD1 遺伝子の同定に成功した。 
② [TLRと TRAFD1 の組換え体および抗体の作
製] TLR と TRAFD1 の転写解読枠(ORF)に基づ
いて作製したプライマーを用いてPCRを行い、
PCR 断片を大腸菌で発現させ、得られた組換
え体をマウスに頻回接種して抗TLR抗体ある
いは抗 TRAFD1 抗体を作製した。 
③ [TLR と TRAFD1 遺伝子の発現解析] TLR と
TRAFD1 の特性を検証するために、TLR と
TRAFD1 遺伝子の発現動態を、発育段階別、臓
器別、吸血日数別に RT-PCR を用いて解析し
た。 
④ [臓器における TLR と TRAFD1 の局在解析] 
②で得られた抗体を用いて、TLR と TRAFD1 の
発現動態を、発育段階別、臓器別、吸血日数
別にウエスタンブロッティングによって解
析した。次に、間接蛍光抗体法によって、ヘ
モサイトを中心に唾液腺、中腸、脂肪体、卵
巣における TLR と TRAFD1 の発現局在を調べ
た。 
⑤ [RNAi による TLR と TRAFD1 の機能解明] 
RNA干渉法によるTLRとTRAFD1遺伝子発現の
抑制を行い、吸血時間、体重変化、生存率、
産卵、孵化、異物侵入の防御に関与すること
が予想されるロンギシンの発現などの変化
を観察し、マダニの吸血・繁殖生理における
Toll と TRAFD1 遺伝子の機能・役割について



検討した。 
 
４．研究成果 
(1) TLR の特性 
本研究では、TLR のような免疫機構を介在

するタンパク質に含まれるロイシンリッチ
リピート(LRR)配列に着目した。すなわち、
フタトゲチマダニの脂肪体 cDNA ライブラリ
ーからロイシンリッチリピートCターミナル
ドメイン(LRRCT)を含む新規のタンパク質
(HlLRR)を分離し、その動態および特性につ
いて調べた。HlLRR をコードする遺伝子につ
いて解析を行ったところ、アミノ酸数は 314、
分子量は 37.5 kDa、等電点は 5.4 であった。
また、アミノ酸配列の解析を行ったところ、
HlLRR はシグナルペプチドと 2 箇所の LRR ド
メインを持っていることが分かった。HlLRR
および HlLRR から 2箇所の LRRドメインを切
断したタンパク質について組換え体を作製
し、SDS-PAGE とゲル濾過クロマトグラフィー
によって分子量を測定したところ、HlLRR は
612 kDa の多量体を形成する可能性が考えら
れた。RT-PCR による mRNA の発現解析では、
HlLRR 遺伝子は吸血に伴って発現が上昇した。
しかし、HlLRR 遺伝子ノックダウンマダニで
は飽血時の体重や産卵数は減少傾向を示し
たが、死亡した個体は観察されなかった。ま
た、マダニのデェフェンシン様分子であるロ
ンギシンやリゾチームの発現への影響は認
められなかった。一方、ウエスタンブロッテ
ィングでタンパク質の発現を調べたところ、
吸血に伴ってHlLRRはシグナルペプチドを切
断して、分泌型の HlLRR が存在する可能性が
示唆された。また、このタンパク質について
間接蛍光抗体法により成ダニの臓器別での
局在を検証したところ、唾液腺、中腸、卵巣
において HlLRR の発現が認められ、脂肪体、
ヘモサイトでは発現が認められなかった。 
また、バベシア原虫の in vitro 培養系に組
換え HlLRR を添加し、虫体の生育を観察した
実験では、HlLRR は感染赤血球に対しては有
意な発育阻害を示し、虫体を膨化させる働き
を持つことが明らかとなった。 
以上の結果から、HlLRR はフタトゲチマダ

ニの体内で多量体を形成し、その多量体は赤
血球に対して単独で作用を及ぼし、虫体の赤
血球からの脱出、侵入を阻害して虫体の増殖
を赤血球内で抑制させる可能性が考えられ
た。 
(2) TRAFD1 の特性 
マダニはウイルス、細菌、原虫など様々な

病原体に対して抵抗性を示して媒介する能
力を持つため、自然免疫防御機構を発達させ
ていることが予想される。マダニを含む節足
動物における自然免疫応答は、細胞性免疫と
液性免疫が存在するが、そのメカニズムにつ
いては未だ明らかでない。一方、TRAFD1 は
TRAFタイプジンクフィンガードメインを1つ
持つ分子であり、過剰な免疫反応が起きた時
にアダプター分子であるTRAF6と直接結合し

て、TLR 経路の活性化を抑制する働きを持つ。
そこで、TRAF ファミリーの負の制御因子とし
て存在する哺乳類のTRAFD1と相同性の高い、
フタトゲチマダニ(HlTRAFD1)に着目し、その
特性と免疫における役割を解明することを
目的とした。 
フタトゲチマダニのヘモリンフ由来 cDNA

ライブラリーから哺乳類の TRAFD1 の相同遺
伝子を分離し、全長解析を行った。ORF は
1,689 bp、推定産物は 562 アミノ酸からなり、
推定分子量は約 62 kDa であった。また、
HlTRAFD1 は TRAF タイプジンクフィンガード
メインを 1 つ持っており、3 個の N 型糖鎖結
合部位が推定された。次に、RNA 干渉法を用
いて HlTRAFD1 遺伝子ノックダウン成ダニを
作製し、吸血と産卵への影響を確認したとこ
ろ、対照群との差は認められなかったが、ロ
ンギシン遺伝子の発現が抑制されることが
分かった。また、HlTRAFD1遺伝子ノックダウ
ン未吸血成ダニの血体腔内に大腸菌を接種
して攻撃し、その後の生存率、ヘモサイトの
様子、マダニ体内の大腸菌数を確認すると、
致死率の上昇とヘモサイト内または血体腔
内に多数の大腸菌が観察され、マダニ体内で
の大腸菌の有意な増殖が認められた。 

以上の結果から、HlTRAFD1 はヘモサイトの
消化能力または抗菌物質の産生を制御する
ことが考えられ、グラム陰性菌感染防御に関
与する可能性が示唆された。しかし、この作
用は現在解明されている哺乳類の TRAFD1 の
作用とは異なる働きを示していることから、
HlTRAFD1 は哺乳類の TRAFD1 とは異なるシグ
ナル経路に関与することが示唆された(図 1)。 

図 1予想される 哺乳類およびマダニに 
おける TRAFD1 のシグナル経路 
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