
自治医科大学・医学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２２０２

基盤研究(B)（一般）

2018～2015

ベクター媒介性感染症におけるベクター唾液の役割の解明

The role of vector saliva in transmission of vector-borne diseases

００３４６５７９研究者番号：

加藤　大智（Kato, Hirotomo）

研究期間：

１５Ｈ０４５８８

年 月 日現在  元   ６ ２０

円    12,700,000

研究成果の概要（和文）：サシチョウバエ唾液の研究では、2つの異なる機序で止血機構を阻害する唾液タンパ
クを同定した。このタンパクは自然免疫の重要な役割を担う補体系も阻害することが分かった。また異なる数の
繰返し配列をもつ唾液タンパクを同定し、繰返し配列数に比例した抗凝固活性をもつことを明らかにした。サシ
ガメ唾液の研究では、Panstrongylus属やアジアに分布するサシガメの唾液腺トランスクリプトーム解析により
構成を明らかにし、種間、属間での比較解析を行った。また、これらの唾液からKazal型 protease inhibitor構
造を持つ物質を複数同定し、その1つが血液凝固因子の酵素活性を阻害することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the study on the sand fly saliva, a peptide having inhibitory effects on 
both platelet aggregation and coagulation was characterized. The peptide also showed anti-complement
 activity, an important player in innate immunity. In addition, salivary proteins with different 
number of repeated sequences were identified, and their anticoagulant activities were correlated 
with the number of repeated sequences. In the study on the kissing bug saliva, salivary gland 
transcriptome analyses were performed on Panstrongylys chinai and an Asian kissing bug, Triatoma 
rubrofasciata. Of variety of potential novel bioactive agents, characteristic Kazal-type protease 
inhibitors were identified. One of them was characterized as an anticoagulant by inhibiting the 
enzymatic activity.

研究分野：衛生動物学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ベクター媒介性感染症において、ベクターの吸血時に感染局所に注入されるベクターの唾液には、宿主の生理機
構や免疫応答に作用し、結果として病原体感染を助長する働きがあることが明らかにされつつある。ベクター媒
介性感染症の感染局所で実際に起こっているイベントを正しく理解することで、ベクター唾液の影響を考慮した
感染症研究への展開に貢献すると考えられる。さらに、ワクチン開発に難航している感染症においては、病原体
自身ではなく、免疫制御作用や病原体感染増強作用を持つベクター唾液成分をターゲットにした次世代ワクチン
の研究へのブレイクスルーにもなることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
1）ベクター唾液が宿主の防御機構に与える影響 
吸血昆虫の唾液は、抗止血、血管拡張、抗炎症などの作用をもつ“生理活性物質のカクテル”
で、これを宿主に注入することで効率よく吸血を行う。吸血昆虫の唾液から、種によって異
なる様々な生理活性物質が単離され、医薬品や検査・研究試薬への応用研究が進められてい
る。また、ベクターの唾液は、宿主免疫や病原体感染にも影響を及ぼすと考えられる。サシ
チョウバエの唾液によるリーシュマニア原虫の感染増強や症状の悪化が報告されて以降、ダ
ニ媒介性脳炎ウイルス、ライム病の病原菌ボレリア、マラリア、ウエストナイルウイルス、
クルーズ・トリパノソーマなどでも、それらを媒介するマダニ、蚊、サシガメの唾液による
感染の増強が報告されている。しかしながら、宿主免疫や病原体感染に影響を及ぼす唾液物
質やその作用機序については不明な点が多い。さらに、リーシュマニア原虫の感染実験から、
培養原虫の接種による感染を防御できる不活化ワクチンでも、ベクターを介した唾液存在下
での原虫感染は防御できないことが報告され、ベクター媒介性感染症において、ベクター唾
液の作用を考慮したワクチン研究の必要性が指摘されている。 

2）リーシュマニア原虫、トリパノソーマ原虫の感染様式 
リーシュマニア症、アメリカ・トリパノソーマ症（シャーガス病）は、それぞれ吸血昆虫サ
シチョウバエ、サシガメに媒介される人獣共通原虫感染症で、マラリア、結核、デング熱な
どとともに、世界保健機構（WHO）が特に重点的な対策が必要と考えている感染症である。
リーシュマニア原虫の感染ターゲット細胞はマクロファージであるが、マクロファージへの
直接感染とともに、集簇してきた好中球にいったん取込まれる経路も存在する。好中球が原
虫を取込むと、原虫を殺さずアポトーシスを起こし、そのまま炎症反応を惹起することなく
マクロファージに取込まれ、原虫のマクロファージへの感染が成立する。一方、アメリカ・
トリパノソーマ症の原因原虫クルーズ・トリパノソーマは、吸血時にサシガメの糞中に排泄
され、サシガメの吸血痕などから侵入し、マクロファージや筋細胞などに感染する。 

3）サシチョウバエとサシガメの唾液に関する研究 
サシチョウバエは体長 2-3 mmの微小な吸血昆虫で、哺乳類の皮膚に傷をつけて血液プール
を作り 1-2 分程度で吸血を完了する。これまで旧大陸種 Phlebotomus 属で 5 種、新大陸種
Lutzomyia 属で 3 種の唾液タンパクが解析されて、サシチョウバエに共通のもの、属や種に
よって異なるものが明らかにされた。吸血性サシガメは成虫で体長 2-3 cm と大型で、口器
を毛細血管に刺込んで 20-30 分かけて宿主に痛みを感じさせずに吸血する。クルーズ・トリ
パノソーマのベクターとしては Rhodnius 属、Triatoma 属、Panstrongylus 属が重要である。
唾液タンパクは、Rhodnius 属でよく研究されてきたが、近年我々の研究を含めて 3 種の
Triatoma 属の唾液腺の網羅的解析が相次いで報告され、Rhodnius属のそれとは大きく異なる
ことが明らかになった。一方、Panstrongylus属はこれまで解析されていない。 

4）我々がこれまで行ってきた研究 
我々はアフリカ・サハラ周辺および南米・アンデス地域に分布するサシチョウバエの唾液腺
トランスクリプトーム解析を行い、それらの主要構成成分および抗原性の相違を明らかにし
た。また、これらの材料を用いて組換えタンパクを作製し、血小板凝集抑制物質（PduApy）、
炎症抑制物質（PduADA）、血小板凝集抑制作用と血液凝固抑制作用を併せ持つ新規物質
（Ayadualin）の生理活性を明らかにした。さらには、PduApyや PduADAがリーシュマニア
の感染を悪化させる可能性を示唆するとともに、リーシュマニア感染防御に働く細胞性免疫
や感染悪化に働く液性免疫応答を誘導する唾液成分を同定した。一方、クルーズ・トリパノ
ソーマを媒介する Triatoma 属サシガメの唾液腺トランスクリプトーム解析を行い、主要構
成成分を明らかにし、Triatoma 属の唾液成分が、これまでよく研究されてきた Rhodnius 属
のそれとは全く異なることを報告した。また、Triatoma 属サシガメの唾液腺から、新規の血
液凝固阻害物質（Dimiconin）を見出し、そのユニークな生理活性を明らかにした。 

 
２．研究の目的 
病原体の侵入口は“病原体と宿主防御機構の最初のせめぎ合いの場”で、そこで繰り広げら
れるイベントとその結果は、病態に大きな影響を及ぼす。吸血性節足動物（ベクター）媒
介性感染症では、吸血部位から侵入する病原体と宿主免疫の攻防のみならず、そこに“吸血
時に注入されるベクターの唾液”という要素が複雑に絡み合う。ベクターは“生理活性物質
のカクテル”ともいえる唾液を注入することで、宿主に誘発される止血や血管収縮などの生
理機能を阻害して効率よく吸血するが、唾液は炎症や自然免疫の活性化といった初期の感
染防御機構にも影響を及ぼすと考えられる。本研究では、ベクター媒介性感染症の感染局
所で繰り広げられるイベントについて、ベクター唾液成分が宿主の生理機能や免疫機構、
病原体の感染に及ぼす役割を解明する。 

 
３．研究の方法 
1）唾液腺比較トランスクリプトーム解析 
クルーズ・トリパノソーマのベクターとしては Rhodnius属、Triatoma 属、Panstrongylus属
が特に重要であるが、Panstrongylus属サシガメの唾液腺についてはこれまで解析が行われ
ていない。エクアドルの共同研究者より入手し継代飼育している Panstrongylus属サシガメ
から唾液腺を採取し、唾液腺トランスクリプトーム解析を行う。また、アジアに生息する
Triatoma rubrofasciata のコロニーを樹立して唾液腺トランスクリプトーム解析を行う。バ



イオインフォマティックス解析によって種間、属間での相違を比較することで、生理活性
物質や吸血戦略の違いについて比較検討を行う。 

2） ベクター唾液成分の組換えタンパクの作製 
サシチョウバエについては、種間で広く保存されている SL1/PpSP15 family protein, 
yellow-related protein, D7 family proteinなど、サシガメについては、Triatoma 属に見られる
唾液タンパク procalin-like, triabin-like, triatin-like などと、上記の研究で明らかになる
Panstrongylus属の主要成分について、大腸菌発現系を用いて組換えタンパクを作製する。 

3）ベクター唾液成分が宿主の生理機能に及ぼす影響の検討 
ベクター唾液成分の宿主生理機能への影響を解析するため、これまでに確立してきた血小
板凝集や血液凝固系に対する阻害活性の実験系に加えて、凝固因子や炎症メディエーター
の不活化・放出阻害に関する実験系・測定系を確立する。これらの系を用いて、作製した
組換えタンパクの生理活性および作用メカニズムの解析を行う。 

4）ベクター唾液成分が宿主の自然免疫機構に及ぼす影響の検討 
ベクター唾液成分が、炎症や自然免疫系の活性化に及ぼす役割を解明するため、自然免疫
応答である補体系の活性化、サイトカイン応答などに及ぼす影響を検討する。タンパクの
補体系に対する影響は、固相化したアガロース（第二経路）、免疫グロブリン（古典経路）
で血清中の補体を活性化させ、唾液タンパク存在下、非存在下で生成される補体分子 C3b
の測定を行い、唾液タンパクによる補体系の阻害活性を検討する。 
 
４．研究成果 
1） サシチョウバエの唾液から、2 つの異なるメカニズムで止血機構を阻害する物質を同定し
た。この唾液タンパクは、C末端の 5アミノ酸で血小板凝集を抑制し、それ以外の部分で、
血液凝固第 XII因子から第 XIIa因子への活性化を阻害することが分かった。さらにこの唾
液タンパクは、自然免疫において重要な役割を担う補体系の 3 経路（古典経路、レクチン
経路、第二経路）全てに対して阻害活性を持つことを明らかにした。 

2） 様々なサシチョウバエ唾液組換えタンパクを作製し、補体系の 3 経路に及ぼすタンパクを
スクリーニングした。その結果、補体経路の 3 経路全てに対して阻害作用を示すもの、レ
クチン経路のみを阻害するものなどを同定した。サシチョウバエ唾液は複数の補体系阻害
物質により自然免疫系を阻害していることが示された。 

3） サシチョウバエの唾液から、繰返し配列の数が異なる 3 つの相同タンパクを見出した。こ
れらの唾液組換えタンパクを作製して凝固系に及ぼす作用を検討したところ、全て抗凝固
活性を示し、活性の強さは繰返し配列の数に比例していた。従って、この繰返し配列は、
血液凝固系の阻害活性に重要なモチーフであると考えられた。またこれ以外にも、内因系
凝固系に阻害作用を示す唾液タンパクを同定することができた。 

4） アジア、アフリカに広く分布するサシチョウバエ Phlebotomus papatasi および P. duboscqi
のコロニー樹立に成功し、系統維持している。現在、人工吸血系を確立し、この人工吸血
系を用いてサシチョウバエへのリーシュマニア原虫の実験感染の確立にも着手した。今後
これらを用いて原虫感染に影響を及ぼすサシチョウバエ唾液成分に関する研究や、ベクタ
ーによる病原体媒介機構に関する研究など、ベクターなくしては行うことができないユニ
ークな研究の進展が期待される。 

5） 南米に分布する Panstrongylus chinaiの唾液腺トランスクリプトーム解析を行い、また、唾
液タンパクの 70%程度を占めるリポカリンファミリーについて、より詳細な解析を行った。
Panstrongylus属の唾液成分は、Rhodnius属よりも Triatoma 属に近縁であることが明らかに
なり、分子レベルでも Triatoma 属と類似したものが主要成分を占めることが分かった。 

6） P. chinaiの唾液腺から同定した Kazal型 protease inhibitor構造を持つ物質の生理活性を検討
した。この唾液タンパクは内因系血液凝固因子 FXIIa の酵素活性の阻害物質で、内因系血
液凝固因子 FIXa、外因系血液凝固因子 FVIIa、共通系血液凝固因子 FXaおよびトロンビン、
カリクレイン・キニン系因子カリクレインに対しては作用しないことを明らかにした。 

7） ベトナムにおいて近年刺咬症が問題となっているサシガメ Triatoma rubrofasciataを採集し、
そのコロニーの樹立に成功した。T. rubrofasciata の唾液腺トランスクリプトーム解析を、こ
れまでとは異なる次世代シークエンスを用いた解析を行った結果、膨大なデータ量および
様々な新規物質を同定することができた。得られた結果については詳細な解析を加え、論
文にまとめて報告する予定である。今回得られた T. rubrofasciata 唾液成分は、予想された
既知の Triatoma 属サシガメの唾液成分の相同物質に加えて、複数の特徴的な Kazal型セリ
ンプロテアーゼインヒビター相同物質が多く含まれていることが分かった。現在これらの
組換えタンパクを作製し、生理活性を解析中である。  
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