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研究成果の概要（和文）：栄養環境の応答に関わるシグナル伝達が、飢餓時ならびに飽血時のマダニの生存を制御する
最も重要な現象である点に着目し、栄養代謝に関わる分子の機能解明を試みた。（１）ヒストン脱アセチル化酵素Sir2
をコードする遺伝子の相同遺伝子HlSIRT5およびHlSIRT7を単離同定することに成功した。（２）RNAiにより、オートフ
ァジー関連遺伝子はマダニの卵形成だけでなく胚発生時においても重要な役割を担うことが明らかになった。（３）AM
P活性化プロテインキナーゼ（AMPK）についてRNAiを実施した結果、吸血後に活性化される栄養シグナル伝達にはAMPK
は関与しないことが判明した。

研究成果の概要（英文）：We hypothesized that nutrient sensing mechanisms and pathways are critical events 
for survival of ticks during both nonfeeding (starvation) and feeding (engorgement) periods. In this 
study, role(s) of some molecules which are known as regulators of cellular metabolism in eukaryotes were 
examined. (1) Two homologs (HlSIRT5 and HlSIRT7) of Sir2 histone deacetylase gene were identified from 
the tick, Haemaphysalis longicornis. (2) RNAi experiments revealed that autophagy-related genes play 
important roles in not only oogenesis, but embryogenesis as well. (3) The results of RNAi suggested that 
AMPK might be not activated during feeding period.

研究分野： 節足動物衛生工学

キーワード： マダニ　栄養シグナル伝達　RNA干渉法　飢餓　吸血
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１．研究開始当初の背景 
吸血性節足動物であるマダニは、獣医・医

学上極めて重要な外部寄生虫であり、マダニ
がもたらす家畜、野生動物、伴侶動物、ヒト
への加害は世界中の脅威となっている。その
加害は、吸血による直接的加害と、吸血によ
って媒介する多種多様な病原体（細菌、ウイ
ルス、原虫など）による間接的加害とがあり、
後者がより深刻である。例えば、マダニが媒
介する原虫による小型ピロプラズマ症は、我
が国の放牧牛における重要な疾病であるが、
感染・発病を阻止するワクチンはなく、媒介
者であるマダニに対する対策が急務となっ
ている。しかし、殺ダニ剤を用いた現行の制
圧法は、薬剤耐性マダニの出現、環境保全問
題等の観点から多くの問題をはらんでいる。 
 
 
２．研究の目的 
マダニが栄養分を獲得できる機会は一生

の中で 3 回のみであり、数年間におよぶ生存
期間の大半を未吸血・飢餓状態で過ごす。そ
の一方で、吸血時には大量の血液を摂取し、
吸血完了時の体重は吸血前の約100倍にも達
する。本研究では、このユニークなマダニの
生態を支える「栄養代謝ネットワーク」に着
目した。これまでに得られた研究成果を基盤
として、本研究課題を推進することにより、
オートファジー関連遺伝子、Akt、TOR など
の栄養代謝に関わる分子の機能解明を図り、
マダニに対する新規かつ効果的な防圧策の
開発に繋げることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
フ タ ト ゲ チ マ ダ ニ Haemaphysalis 

longicornis（単為生殖系）とその Expressed 
sequence tag（EST）データベース、遺伝子
発現抑制（ノックダウン）マダニを主要な研
究材料として、以下の項目について研究を推
進した。 
 
（１）栄養シグナル伝達経路に関与する新規
遺伝子の単離： 
フタトゲチマダニESTデータベースの利用

ならびに RACE 法により、栄養シグナル伝達
に関与すると推測される新規遺伝子の単離
を試みた。 
 

（２）栄養シグナル伝達経路構成分子をコー
ドするフタトゲチマダニ遺伝子の機能解明： 
本研究において新規に単離したヒストン

脱アセチル化酵素 Sir2（silent information 
regulator 2）の相同遺伝子、ならびに、単
離同定済みのオートファジー関連遺伝子に
ついて、発育ステージ別（卵、幼ダニ、若ダ
ニ、成ダニ）、吸血前・後の雌ダニ各臓器に
おける発現動態をリアルタイムPCRにより解
析した。また、RNA 干渉法（RNAi）を実施し、
各遺伝子の機能解明を図った。 

 
（３）栄養シグナル伝達経路を活性化させる
トリガー因子の探索： 
牛赤血球と血清を様々な割合で混合し、

各々を人工吸血法により雌ダニに摂取させ、
表現型の解析を行った。また、細胞内のエネ
ルギーセンサーである AMP キナーゼ（AMPK）
について、フタトゲチマダニより相同遺伝子
を既に得ており、その特性解明を実施した。 
 

（４）マダニにおけるオートファジーと
Akt/TOR 経路との関連性 
モデル生物では、飢餓状態では、TOR の不

活化によってオートファジー関連タンパク
Atg13 が脱リン酸化することにより、オート
ファジーが誘導される。そこで、degenerate 
PCR 法によるオートファジー関連遺伝子
ATG13 のフタトゲチマダニ相同遺伝子の単離
を試みた。 
 
 
４．研究成果 
（１）栄養シグナル伝達経路に関与する新規
マダニ遺伝子の単離： 
フタトゲチマダニESTデータベースを用い、

リボソームタンパク S6 ならびにヒストン脱
アセチル化酵素 Sir2 をコードする遺伝子の
相同遺伝子を単離した。 
 
（２）栄養シグナル伝達経路構成分子をコー
ドするフタトゲチマダニ遺伝子の機能解明： 
① Sir2 について、フタトゲチマダニ発育胚

cDNAライブラリーより、全長cDNAを得た。
Sir2に相同な2つの遺伝子についてBLAST
解析を行った結果、SIRT5および SIRT7に
相同な遺伝子であることが判明した。H. 
longicornis SIRT5 （HlSIRT5）の cDNA
は全長 3,015 bp、ORF は 891 bp であり、
推定産物は 296 アミノ酸から構成され、そ
の分子量は31.9 kDaと推測された。一方、
H. longicornis SIRT7 （HlSIRT7）の cDNA
は全長 2,695 bp であり、ORF は 1,320 bp
であった。推定産物は 439 アミノ酸から構
成され、その分子量は 31.9 kDa であると
推測された。さらに、リアルタイム PCR
による遺伝子発現解析を行った結果、
HlSIRT7 遺伝子は、雌ダニの中腸、卵巣、
唾液腺において吸血後に発現上昇し、脂肪
体においては吸血前後で発現が変動しな
い傾向にあることが明らかになった。 

② 単離済みのオートファジー関連遺伝子
（HlATG3、HlATG4、HlATG8、HlATG12）に
ついて、卵巣および卵における詳細な遺伝
子発現解析を実施した。未吸血、吸血 2
日目・4日目、飽血、産卵前、産卵期の雌
ダニ卵巣ならびに、産卵開始～終了まで経
日的に回収した卵についてtotal RNAを抽
出し、リアルタイム PCR 法により遺伝子発
現解析を実施した。その結果、卵巣におけ
る HlATG遺伝子発現は飽血後に上昇し、産



卵期には最も高いレベルに達することが
判明した。一方、卵においては、発育の進
行に伴い HlATG 遺伝子の発現レベルが低
下した。これらのことから、HlATG遺伝子
は母性 mRNA であり、卵形成あるいは胚発
生時において重要な役割を果たすことが
推測された。これらの研究成果は
Veterinary Parasitology 誌に受理・掲載
された（雑誌論文（２））。 

③ HlATG3、HlATG4、HlATG8、HlATG12のそれ
ぞれについて RNAi を実施し、卵形成と胚
発生に対する影響を検証した。その結果、
HlATG3 ノックダウン雌ダニが産出した卵
において発育が阻害され、また、孵化阻害
も認められた。HlATG12ノックダウン雌ダ
ニでは、その半数が飽血時に死亡し、生存
した半数の雌ダニは産卵したものの、それ
らの卵は孵化に至らなかった。HlATG4 お
よび HlATG8 ノックダウン雌ダニについて
は、対照群と同様の表現型を示した。これ
らの結果は、マダニの胚発生にはオートフ
ァジー関連遺伝子 HlATG3 および HlATG12
が必要不可欠であることを示唆する。なお、
卵母細胞の発育には、卵黄タンパク質前駆
体（ビテロジェニン；Vg）の合成と取り込
みが必須である。先行研究において、
HlATG6がVg取り込みに関与する遺伝子で
あることを明らかにしている（Kawano, 
Umemiya-Shirafuji et al., 2011）が、本
研究の遂行により、HlATG3、HlATG4、HlATG8、
HlATG12 は HlATG6 と異なり、それらのプ
ロセスには関与しないことが明らかにな
った。したがって、Akt/TOR 経路の活性化
により始動する Vg 合成は、オートファジ
ーによる正の調節を受けない可能性が示
唆された。HlATG3 および HlATG12 は卵母
細胞内における Vg のプロセシング経路や
胚発生時の組織リモデリングにおけるア
ポトーシスなどにおいて何らかの役割を
果たしているのかもしれない。 

④ HlATG6 遺伝子について 200 bp 以下の
dsRNA を合成し、雌ダニに注入し、ノック
ダウンの誘導を試みたが、対照群との表現
型において有意差は認められず、600 bp
以上の長鎖 dsRNA を用いた際に観察され
た産卵異常（Kawano, Umemiya-Shirafuji 
et al., 2011）は観察されなかった。マダ
ニのRNAiにおいては、400 bp程度のdsRNA
が有効とされており、短鎖 dsRNA のインジ
ェクションではノックダウン効果が低い
と言われている。同様の結果が本研究にお
いても得られ、特に、200 bp 以下の dsRNA
を用いた場合、マダニにおいてはノックダ
ウン効果を十分に得ることができないこ
とが判明した。 

⑤ これらの成果は、オートファジー関連遺伝
子の機能阻害が飢餓マダニの生存のみな
らず、マダニ卵形成ならびに胚発生の異常
を誘導するという現象を利用した、新たな
マダニ制圧法開発のための重要な知見に

なると期待される。 
 
（３）栄養シグナル伝達経路を活性化させる
トリガー因子の探索：  
① 牛赤血球と血清を様々な割合で混合し、人

工吸血法により雌ダニに摂取させ、表現型
解析を実施した。その結果、飽血体重、卵
重量、卵の孵化率について対照群と実験群
との間に有意差は認められなかったが、赤
血球に対する血清の割合が高いほど、雌ダ
ニが産出した卵の着色度が低下した。摂取
赤血球量、つまりマダニ体内のヘモグロビ
ン（Hb）量の減少が、卵黄タンパク質（ビ
テリン）が保有するヘム量の減少をもたら
し、その結果として卵の色が退色したと推
測された。しかしながら、これらの卵は正
常に発育し、孵化に至った。したがって、
吸血開始から急速吸血期までの間に十分
なヘモグロビンを摂取し、かつ、産卵を誘
導しうる体重（critical weight）に達す
ることにより、卵形成と胚発生が進行する
ことが明らかとなった。ヘモグロビンの栄
養シグナル伝達経路ならびに卵黄タンパ
ク質前駆体合成経路への関与等について
研究を進めている。 

② AMPK について、遺伝子発現解析ならびに
RNAi を実施した。雌ダニの唾液腺、中腸、
脂肪体においては、吸血開始後に AMPK 遺
伝子発現レベルが上昇し、飽血後に低下し
た。臓器別の比較では、吸血の前後に関わ
らず卵巣において AMPK 遺伝子発現レベ
ルが最も高いことが明らかになった。次い
で、雌ダニに対し RNAi を実施したところ、
RNAi 群のマダニは対照群と同様に吸血、
産卵を行い、表現型に有意な差は認められ
なかった。AMPK は真核細胞に高度に保存
されているセリン/スレオニンキナーゼで
あり、細胞内のエネルギーセンサーとして
重要な役割を担っている。AMPK は、カロ
リー制限、低グルコース、低酸素などの際
に細胞内エネルギー（アデノシン三リン
酸；ATP）が減少すると活性化するキナー
ゼである。したがって、吸血時および吸血
後のマダニは富栄養状態にあり、AMPK 活
性は低いと推察される。今回の RNAi で観
察された表現型は予想通りの結果であり、
かつ、吸血後に活性化される栄養シグナル
伝達には AMPK は関与しないことが確認さ
れた。今後は、飢餓マダニを用いた RNAi
を実施し、飢餓時に始動する栄養シグナル
伝達経路における AMPK の役割を明らかに
する予定である。また、フタトゲチマダニ
AMPK（HlAMPK）の組換えタンパク質を大腸
菌発現系にて作製し、分子量約 53 kDa の
可溶性タンパク質を得た。精製した組換え
HlAMPK をマウスに免疫中であり、得られ
た抗血清をタンパク質発現解析ならびに
免疫組織化学的解析に使用する予定であ
る。 

 



（４）マダニにおけるオートファジーと
Akt/TOR 経路との関連性 
degenerate PCR法によるオートファジー関

連遺伝子 ATG13のフタトゲチマダニ相同遺伝
子の単離を試みたが、本研究期間内では単離
同定には至らなかった。 
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