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研究成果の概要（和文）：養鶏業に多大な被害をもたらしているワクモに対する新規ワクチンの開発を目指し
て、その候補抗原としてワクモ中腸に発現する分子の探索を行い、3種の分子を同定し、これら分子がワクモの
中腸や卵巣で発現していることを確認した。また既に我々が同定した候補抗原であるカテプシンD様タンパク質
について解析した結果、この分子が発育ステージ等に関わらず恒常的に発現し、吸血鶏由来の血清に反応しない
ことから非暴露型抗原であることが示された。今回同定した分子のより詳細な性状解析を行い、ワクチン抗原と
して有用性を評価していく必要がある。

研究成果の概要（英文）：For the development of new vaccines against poultry red mite, Dermanyssus 
gallinae, a search was made for novel vaccine candidates expressed on the cell membrane of the 
midgut of the mite. Three kinds of molecules, whose expressions are predicted on the cell membrane, 
were identified, and their expressions on the midgut were confirmed by laser capture microdissection
 and RT-PCR. In addition, cathepsin D-like molecule, catD2, which was already identified in the 
course of the comprehensive analysis of genes expressed in the red mites done in our laboratory, was
 shown to be expressed in protonymph, deutonymph and adult and expressed regardless engorgement or 
starvation. The recombinant catD2 protein was not recognized by the sera from chickens fed by the 
red mites, suggesting that catD2 is a concealed antigen. Further analyses, including the detailed 
functions, the expression sites in red mites and the evaluation as vaccine antigens, are required to
 develop effective vaccines.

研究分野：獣医学

キーワード： ワクモ
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１．研究開始当初の背景 
ワクモ（Dermanyssus gallinae）は、鶏な
ど鳥類に寄生する体長1mmの外部寄生虫で全
世界の温帯から寒帯にかけて分布しており、
近年、世界各地の近代鶏舎において通年の大
量発生により、吸血による養鶏の貧血（特に
若齢ヒナでは重度寄生で死亡例あり）や削痩、
また採卵鶏における産卵率低下やワクモ死
骸による汚卵の発生など大きな被害を出し
ている。さらにワクモの寄生は、種々のワク
チンの効果低減や、鶏痘ウイルスやサルモネ
ラ菌を含む一部細菌などの病原体の媒介に
も関与していることや、ヒトでも、その吸血
による皮膚炎やアレルギーを引き起こすこ
とが報告されている。このようにワクモは、
養鶏場における衛生管理では、最も重要な防
除対象となっており、ワクモ防除対策は産業
動物生産のみならず公衆衛生領域において
も重要な問題となっている。ワクモ（成ダニ
や若ダニ）は、一般に夜間に鶏体上を移動し
て吸血するが、吸血は短時間であり（約 1時
間以内）、鶏舎内の棲み家では吸血しなくて
も、（産卵はできないが）長期間生存できる
ことが報告されており、鶏舎からの防除は困
難を極める。 
現在、鶏舎におけるワクモの防除には、カ
ーバメイト系など市販の駆虫剤が使用され
有効であると考えられてきたが、最近では薬
剤耐性（多剤耐性）ワクモの出現が世界各地
で数多く報告され、駆虫剤の効果減少や駆虫
剤残存による動物衛生環境の悪化などが問
題となっており、駆虫剤以外の新規防除法の
開発が急務となっている。そのひとつの方法
として抗ワクモワクチンにより、ワクモの吸
血を阻害する方法がある（暴露型抗原に対す
るワクチン）。しかしながらワクモは、吸血
時間が数分〜60 分以内と非常に短く、吸血時
間が長いマダニに対する抗ダニワクチンの
ような吸血を阻止する抗ワクモワクチンは
効果が不十分であることが予想される。さら
にワクチン候補抗原などワクモ由来の分子
やその発現プロファイルに関する情報はほ
とんど報告されていない。以上より、ワクモ
の新規防除法開発の第 1段階として、ワクモ
の組織・臓器別の発現遺伝子群の網羅的解析
による情報基盤の確立や中腸などに発現し
て、血液の分解や栄養吸収に機能するワクモ
の生命維持に重要な非暴露型抗原の探索す
る必要がある。そして得られた情報を活かし
て、吸血は阻止できないが、吸血したワクモ
に致死的に作用し、鶏舎内のワクモ個体数を
持続的に減少できる新規抗ワクチンの開発
が必要であると考えられる。 
 これまで申請者らは、抗ワクモワクチンの
開発を目的として、ワクモ由来分子の網羅的
解析を実施し、種々の分子の性状解析を行っ
てきており、これまで cathepsin L様および
D様分子の同定を行ってきた。しかし非暴露
型抗原を特異的な探索は未だ不十分であり、
今後より多くの分子を同定して、抗ワクモワ

クチンへの応用を検討する必要があると思
われる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ワクモの新規防除法開発のた
めの基礎的情報基盤を確立し、非暴露型ワク
チンの候補抗原を探索するために、国内養鶏
場で採取したワクモ材料より、レーザーマイ
クロダイセクション法を用いて中腸など
種々の組織ごとの試料を調製し、それぞれに
おいて発現配列タグ（EST）解析を行い、中
腸などで特異的に発現する遺伝子群を同定
する。そして中腸特異的に発現する分子に関
しては、その組換え体を調製して、in vitro 
feeding システムによるワクモ吸血攻撃試験
により、新規非暴露型抗ワクモワクチンの候
補抗原の探索を行うこととした。さらに既に
申請者らがワクモ由来分子として同定した
cathepsin D 様分子である catD1 および
catD2について、そのワクモにおける発現な
ど、より詳細な性状解析を行い、ワクチン候
補抗原としての検討を行った。 
 
３．研究の方法 
 国内の異なる複数の養鶏場においてトラ
ップ等を用いて採取したワクモ個体材料よ
り、全細胞 RNA やゲノム DNA を抽出して解析
材料とした。なお、ワクモ個体毎の吸血の有
無について虫体の色を基準として判別した。
抗ワクモワクチン新規ワクチン抗原候補と
して非暴露型抗原と考えられワクモ中腸細
胞膜に発現が予想される遺伝子群の検索を
行った。既に NCBI のデータベースに登録さ
れており、ワクモと近縁と考えられているオ
クシデンタリスカブリダニ（Galendromus 
occidentalis）の遺伝子情報およびその予想
される機能に基づいて対象遺伝子を選択し
た。そしてその遺伝子配列をもとに（特に高
度保存領域から）プライマーを設計し、ワク
モ全細胞 RNA より RT-PCR 法にて目的遺伝子
の部分断片の増幅を行った。増幅された遺伝
子の塩基配列を決定し、カブリダニ由来遺伝
子との相同性を比較した。相同性が高いもの
については、5’-および 3’-RACE 法にて全
長遺伝子のクローニングを実施した。得られ
た遺伝子群の全長遺伝子配列を決定し、さら
にワクモ発育ステージ別、吸血の有無および
レーザーマイクロダイセクション法を用い
て採取した中腸などワクモ臓器別における
発現解析を行った。 
 申請者らは既にワクモ中腸などに発現す
る分子として、cathepsin L様および D様分
子等の同定を行っている。そこでこれらの分
子の中で cathepsin D様分子やダニ種間で高
度に保存されているフェリチン 2等について、
同様にその全長遺伝子の配列を決定し、ワク
モ発育ステージ別、吸血の有無およびワクモ
臓器別における発現解析を行った。さらにこ
れらの分子の組換え抗原を大腸菌発現系な
どで調製して、それらの機能解析を行った。



そして鶏に調製した組換え抗原を免疫して
高度免疫血清を調製して、in vitro feeding 
assay にてワクチン候補抗原としての評価を
行った。またワクモにより頻回吸血を受けた
鶏の血清を採取して（ワクモ由来分子に対す
る抗体が存在していると予想される）、同定
した分子が非暴露型抗原であるかどうかに
ついて検討した。 
 
４．研究成果 
（１）新規抗ワクモワクチン抗原候補の探索 
新規抗ワクモワクチン抗原候補として、こ
れまでに同定されたワクチン抗原候補に比
べ、より直接的にワクモ組織に損傷を与える
ため、ワクモの中腸における発現が予想され
る遺伝子の検索を行った。本研究ではワクモ
に形態が近いオクシデンタリスカブリダニ
の遺伝子情報をもとに、3 種類の遺伝子同定
した（なお、今後ワクチン候補抗原として特
許申請を予定しているため、分子名は不掲載
とした）。 
本研究で同定した遺伝子断片について既
知の遺伝子との相同性検索および系統樹解
析を行った結果、これらの分子は、オクシデ
ンタリスカブリダニ由来分子と最も近縁で
あり、その他の節足動物類由来分子とも近縁
であったが、ニワトリ由来分子とは疎遠であ
った。いずれの分子もその遺伝子構造から、 
複数回の膜貫通型構造を有しており、細胞膜
上での発現が予想され、有用な非暴露型ワク
チン抗原候補と考えられた。 
中腸はワクモが吸血した際に、血液に暴露
される部位であるため、中腸の細胞膜上に発
現している分子をワクチン抗原とし、その機
能を阻害することで高いワクチン効果が期
待できる。そこで、今回同定した分子につい
て、ワクモの中腸、唾液腺、卵巣組織におけ
る発現解析を行った。その結果、これらの分
子はワクモの中腸や卵巣においては発現し
ていることが確認された。一方で、唾液腺で
は、いずれの分子も発現していなかった。以
上のことより、これらの分子は中腸における
発現が確認され、有用なワクチン抗原候補で
あることが示唆された。今後、さらに詳細な
発現解析を行い、これらの分子の組換え体を
調製して、in vitro feeding assay 等でワク
モ吸血に対する防御効果を検討する予定で
ある。 
（２）ワクモ cathepsin D様分子の同定およ
び抗ワクモワクチン抗原候補としての検討 
我々の研究室において、以前より
expression sequence tag (EST) 解析などの
網羅的な発現遺伝子解析により、抗ワクモワ
クチン抗原候補因子の検索を行い、抗酸化酵
素や薬剤代謝関連酵素など複数のワクチン
抗原候補因子を同定してきた。これまでに同
定された抗ワクモワクチン抗原候補として、
アスパラギン酸プロテアーゼの一種である
カテプシン D様タンパク質（catD）が挙げら
れる。カテプシン Dは、多くのカテプシン群

と同様に、生物全般に発現しており、主にリ
ソソーム内で細胞内タンパク質の代謝を行
いオートファジーやアポトーシスに関与し
ていることが知られている。他の多くの動物
種においても catD が同定され、吸血性の節
足動物において catD がヘモグロビンの消化
に関与していることが示されている。これま
でにcatDを標的としたワクチン試験により、
住血吸虫では感染虫数の減少やそのカテプ
シン D の働きを阻害することが示されおり、
オウシマダニ(Rhipicephalus microplus)で
は飽血ダニ数や飽血時のダニの体重減少、産
卵率の低下、卵の重量の減少などが観察され
た。このように、ワクチン抗原としてカテプ
シン Dは期待される分子であり、ワクモにお
いては、catD は二種類、catD1 及び catD2 が
報告されており、我々が同定した catD2 につ
いて、詳細に解析を行った。ワクモ catD2 遺
伝子の ORF 全長は 1,167 bp であり、N末端側
の 18 アミノ酸にシグナルペプチド、その下
流にアスパラギン酸ペプチダーゼドメイン
が認められた。ワクモcatD2は、ワクモ catD1
やオクシデンタリスカブリダニやオウシマ
ダニなどが持つアスパラギン酸プロテアー
ゼと高い相同性を示した。 
 

RT-PCR 法による発現解析の結果、ワクモ
catD2 は、ワクモのいずれの発育ステージ（第
一若ダニ、第二若ダニ、成ダニ）においても、
さらに飢餓状態、飽血状態を問わず発現が認
められた (図１) 。なお、対照として用いた
ワクモ catD1 についても、同様の発現様式で
あった。これらの結果から、ワクモcatD2は、
catD1 とともに吸血状態や発育ステージに関
わらず、恒常的に発現していると考えられた。 
 次に大腸菌発現系を用いて組換えcatD2お
よび組換え catD1 を調製し、そのカテプシン
D 酵素活性の解析を行った結果、陽性対照の



ウシ脾臓由来カテプシンDに比べて著しく低
いものの、酵素活性を有していることが示さ
れた。また調製した組換えcatD2およびcatD1
は、ウェスタンブロット法による解析で、ワ
クモ吸血鶏由来の血清とは反応せず、catD2
および catD1は共に非暴露型抗原であること
が示唆された。また組換え catD2 および組換
え catD1 を鶏に免疫し、高度免疫血清を調製
して in vitro feeding assay により、ワク
モ吸血阻止能を検討したが、対照の鶏血清と
比べて有意な吸血阻止能は観察されなかっ
た。今後他の候補抗原との併用等、さらに詳
細な解析が必要と思われる。 
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