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研究成果の概要（和文）：本研究は、マダニ媒介性感染症病原体の一部が獲得した、効率的なマダニ体内伝播に
関与すると考えられる因子の究明を目的として行ったものであり、マダニ媒介性病原体の１つである回帰熱群ボ
レリアに特異的に見いだされ、脱皮後マダニ体腔内で発現が上昇している複数遺伝子を同定した。これら遺伝子
は、マダニ体内、特に未吸血状態での回帰熱群ボレリアの生存に強く関与していることが示唆され、回帰熱群ボ
レリアが進化の過程で獲得した効率的な病原体の維持・伝播機構の一端であることが予想された。

研究成果の概要（英文）：Lyme disease and relapsing fever are arthropod-borne infectious diseases 
caused by the genus Borrelia. These infectious pathogens are maintained by wildlife reservoirs and 
are transmitted to humans by arthropod vectors. It is, therefore, impossible to eradicate these 
pathogens from the environment. For this reason, there is currently an international trend toward 
focusing on understanding the mechanisms of pathogen maintenance or transmission in order to 
ultimately prevent disease by interrupting the route of transmission. 
We try to identify the bacterial factors which essential for efficient transmission in vector ticks.
 In this study, we compared the expression level of several genes, which selected by in silico 
analysis of whole genome sequences of borreliae, in vector tick and in artificial culture medium. 
Consequently, several genes were up-regulated in ticks. The result suggested that these genes might 
be involved in essential infection of ticks.

研究分野： マダニ媒介性細菌感染症

キーワード： ボレリア菌　マダニ
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１．研究開始当初の背景 
 
 マダニ媒介性感染症は、マダニの刺咬によ
り人や家畜に病原体を伝播されることで発
症する。なぜマダニが病原微生物を含む多種
多様な微生物群に感染し，病原体がマダニ体
内で移行し、宿主に伝播するかについて（病
原体の維持・伝播機構）、その基礎的情報は
これまでほとんど未解明であった。その理由
として、マダニは蚊などの昆虫と異なり、生
活環が数年と非常に長く、さらに人工物を使
った実験室内吸血が難しいこと、ショウジョ
ウバエのような遺伝系統の確立がなされて
いないことなどが挙げられる。 
マダニ媒介性感染症病原体の１つであるボ
レリア属細菌は、３種類に大きく大別される。
この内、回帰熱群ボレリアのみが脱皮後の媒
介マダニ体内において効率的に全身に移行、
生着する形質を保有していることが既報お
よび近年の申請者らの研究により明らかと
なってきた。 
 
２．研究の目的 
 
 マダニ媒介性病原体の１つである回帰熱
群ボレリアが進化の過程で獲得した、マダニ
体内での効率的な伝播に関連する新規遺伝
子群を同定する。 
これらの情報は、将来的には新しい感染症予
防法開発のための基礎的情報となることが
期待される。 
 
３．研究の方法 
 
（１）マダニに人工的にボレリアを接種し、
ボレリア菌の生存の有無を確認 
 
（２）回帰熱群ボレリアと、その他の２群の
ボレリアについて、全ゲノム情報を元に、回
帰熱群ボレリアのみ保有する遺伝子群を in 
silicoで抽出 
 
（３）２で抽出した遺伝子群を検出するリア
ルタイム PCR 系を確立 
 
（４）マダニ体内に生着する菌と、培地中の
菌からそれぞれ RNA を抽出し、上記で抽出し
た各遺伝子群の発現レベルを比較 
 
４．研究成果 
 
（１）マダニ体内における生存確認 
 複数回の実験で回帰熱群ボレリアのみ２
週間後も体腔液中に菌が生存していること
が明らかとなった。 
 
（２）候補遺伝子の抽出 
 すでに公開されているライム病群ボレリ
ア３種、回帰熱群ボレリア２種、当研究室で
解析した爬虫類関連ボレリア１種の全ゲノ

ム配列を元に、回帰熱群ボレリアのみが保有
する遺伝子群を抽出した。BlastP 解析は
Linux server 上で行い、得られた結果につい
て、さらに LipoP による in silico解析を行
った。 
 その結果、100 個前後の遺伝子が抽出され、
その中から既報等の情報を加味し、94 遺伝子
を候補遺伝子として抽出した。 
 なおボレリアは、大腸菌のようにランダ
ムな変異挿入破壊によるスクリーニング系
が確立されていないほか、現状では発現
RNA を比較する市販のマイクロアレイも
ないため、特定の遺伝子に絞って、詳細に
表現系を解析する逆遺伝学的な方法に頼ら
ざるを得ない。 
 
（３）リアルタイム PCR 系の確立 
 上記２で抽出した 94 遺伝子について、
Primer express 3 を用いてプライマーを個別
に設計した。続いて、実験に用いている回帰
熱群ボレリアのゲノム DNA を用い、抽出され
た各遺伝子が保存されているかをリアルタ
イム PCR にて確認した。その結果、一部の遺
伝子は増幅が見られず、プラスミド欠落に起
因すると思われる欠如、あるいは配列に一部
違いがあることが明らかとなった。後者に関
しては周辺配列約15Kbpについて公開ゲノム
配列と実験に用いている株（公開ゲノム株と
由来は同一）間で、ゲノム構造が異なる部分
が多数あり、この領域について当研究室保有
菌株のゲノム配列を決定した。なお、同一由
来株にも係わらず、公開ゲノム配列と配列が
異なった理由は、クローニングの過程で異な
るクローンが選抜された可能性あるいは、公
開ゲノム側のシーケンスエラーの可能性が
考えられた。（当該領域は類似配列がタンデ
ムに並ぶ構造のため） 
さらに、当該領域は回帰熱群ボレリアのみが
保有する遺伝子がタンデムに並んでいる領
域であったことから、保有菌株のゲノム配列
の解析を進める中で新たに見つかった２遺
伝子についても追加でプライマー設計を行
い、候補遺伝子としてその後の解析に用いた。 
最終的に、82の候補遺伝子およびコントロー
ル遺伝子の合計 83 遺伝子についてリアルタ
イム PCR 系の確立を行った。 
 
（４）発現解析 
 １と同様に実験的にマダニ体内にボレリ
ア菌を接種し、数日後にこれらマダニの臓器
あるいは体液から RNA を抽出した。他方、培
地にて増殖中の菌からも RNA を抽出し、２者
間での候補遺伝子群の発現状態を比較解析
した。なお、マダニ体内の発現解析は独立し
た実験を３回行い評価した。 
 当初、ランダムプライマーと oligo dT を
用い合成したcDNAを鋳型にリアルタイムPCR
を行った所、マダニ体内のボレリア菌の発現
解析結果が独立実験間で安定せず、結果にバ
ラツキが見られた。これは、マダニ体内の菌



数が少ないことによる検出感度の問題であ
ることが明らかとなった。そこで、抽出した
RNA から直接 One-step RT realtime PCR を行
うことで検出感度を上げ、再度実験を行った。 
 結果、培地生育中の菌と比較し、マダニ体
内の菌で３倍以上発現量が増加していた遺
伝子が 27 個抽出された（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．マダニ体内においてコントロールと比
較し、相対的に発現が上昇していた遺伝子 
 
 続いて、抽出された 27 遺伝子について、
スピロヘータ特異的リポプロテイン推定ア
ルゴリズム（SpLip）、および一般的なタンパ
ク解析ソフトの Sosui・LipoP を用い、in 
silico 解析を行い、細胞内で機能している
と考えられる遺伝子を除外した（下表）。 

 
 その結果、リポプロテインと想定された 21
遺伝子とコントロール遺伝子について、それ
ぞれベクターに挿入し、大腸菌を用いて標準
プラスミドを作成した。なお、本実験は、山
口大学組換えDNA実験安全委員会の承認を受
けて実験を行った。（承認番号；J16008 およ
び J16009） 
 作成したプラスミドを用い、定量的な
One-step RT realtime PCR を行った所、全て
の遺伝子において、5 倍から 100 倍以上マダ
ニ体内で発現が上昇していることが明らか
となった（図２）。 

 現在、作成したプラスミドをライム病群ボ
レリアで遺伝子改変が可能な株に形質転換
を行っている。今後、各遺伝子の機能解析を
進める予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．培地中の菌と比較し、マダニ体内で発
現が上昇していた遺伝子 
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