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研究成果の概要（和文）： 

 アフリカで広くリーシュマニア原虫を媒介するサシチョウバエ Phlebotomus duboscqi の主要
唾液成分をコードする DNA ワクチンを作成し、マウスを免疫することにより、効率よく液性
免疫応答を誘導する 3 種の唾液成分を同定することができた。これらのタンパクは自然感染時
にリーシュマニア原虫とともに注入され宿主に液性免疫応答を誘導することから、宿主の免疫
応答を介して原虫感染を増強する因子であることが示唆された。 

 

In order to disclose the mechanism of enhancement of Leishmania infection by sand fly saliva, DNA 

vaccines encoding dominant salivary proteins from Phlebotomus duboscqi were prepared and immune 

responses induced by these antigens were assessed.   As the result, three salivary proteins were found 

to effectively induce humoral responses in mice.   Since humoral immune responses were shown to 

exacerbate Leishmania infection, these salivary proteins were suggested to associate with the 

enhancement of the infection via host immunity.    
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１．研究開始当初の背景 

(1) リーシュマニア症 

リーシュマニア症は、吸血昆虫サシチョウ
バエに媒介される人獣共通原虫感染症で、世
界 88 カ国で 1,200 万人以上の患者がおり、マ
ラリアなどとともに世界保健機構(WHO)の 8

つの重要感染症に指定されている。また、地

球温暖化に伴いわが国への侵入が危惧され
ている感染症の一つである。リーシュマニア
原虫は、哺乳類の体内では免疫担当細胞であ
るマクロファージに感染する。 

 

(2) ベクター唾液に関する研究 

最近の研究で、ベクターは病原体を媒介す
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るだけではなく、吸血する際に宿主に注入す
る唾液が、病原体の感染や宿主の免疫応答、
生理機能に様々な影響を及ぼしているとい
う知見が蓄積されつつある。リーシュマニア
原虫感染実験では、マウスに病変を形成させ
るためには、自然感染で伝播されると考えら
れる原虫数（100 匹程度）の 1,000 倍（10 万
匹）以上もの培養原虫を接種する必要がある。
しかしながら、100 匹程度の原虫をサシチョ
ウバエ唾液とともにマウスに接種すると病
変が形成されることから、サシチョウバエの
唾液には原虫感染を直接増強する作用があ
ることが示されている。同様の作用は、蚊や
マダニなどにおいても報告されている。一方、
サシチョウバエ唾液成分に対する宿主免疫
応答を検討した研究の中の一つに、宿主に唾
液成分に対する強い液性免疫応答が誘導さ
れた場合、リーシュマニア感染が増強される
ことを示唆するデータが含まれている。この
興味深い現象については詳細に検討されて
おらず、それに関与する分子の特定やメカニ
ズムについても明らかにされていない。しか
しながら、この結果は、A) サシチョウバエ
の唾液には、直接作用に加えて、宿主免疫応
答を介して原虫感染を増強する作用がある
ことを示唆するものと考えられる。 

 

(3) 我々がこれまでに行ってきた研究背景 

 我々はこれまで、ベクター唾液成分を用い
たリーシュマニア感染防御ワクチンの開発
を目的とし、アフリカで広くリーシュマニア
原虫を媒介するサシチョウバエの唾液タン
パクのプロテオーム解析（タンパクの網羅的
解析）および唾液腺のトランスクリプトーム
解析（遺伝子転写産物の網羅的解析）を行い、
唾液成分の抗原性を明らかにしてきた (Kato 

et al., BMC Genomics, 2006)。また、主要唾液
成分をコードする DNA ワクチンを作成し、
マウスに細胞性免疫を誘導する唾液タンパ
ク、すなわちワクチン候補抗原（PduMSP15, 

PduMSP42）を同定した。さらには、唾液成
分中に、血小板凝集を阻害する物質(salivary 

apyrase) や吸血中の痛みを抑制する物質
(ADA-like protein)を見出し、タンパクレベル
での機能解析を行ってきており、このうち後
者には原虫感染を直接増強する作用がある
ことを示唆してきた。 

 

２．研究の目的 

吸血性節足動物の唾液には、吸血に伴う組
織損傷に対する宿主の生理機能を阻害して
吸血を効率よく行う機構を備えていると同
時に、媒介する病原体の感染を増強する作用
があることが報告されている。しかしながら
それらの作用機構は不明な点が多く、また活
性物質のほとんどは同定されていない。本研
究では、世界保健機構(WHO)が指定する重要

熱帯感染症の 1つであるリーシュマニア症を
媒介するサシチョウバエの唾液タンパクの
網羅的解析を行い、宿主の生理機能を阻害す
る活性物質および宿主の免疫機構やリーシ
ュマニア感染に影響を及ぼす唾液成分の同
定を行い、その作用メカニズムを探ることを
目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) 唾液腺遺伝子転写産物の網羅的解析 

 リーシュマニア症媒介サシチョウバエお
よびシャーガス病媒介サシガメから唾液腺
を採取し、mRNA を精製した。それらを鋳型
に用いて cDNA ライブラリーを作製し、無作
為に各々約 1,000 クローンの塩基配列を決定
した。得られた塩基配列を、クラスター解析、
データベース解析、シグナルシークエンス予
測などのバイオインフォマティックス解析
を行い、唾液腺遺伝子転写産物のプロファイ
ルを明らかにした。 

 

(2) 液性免疫応答誘導抗原の探索 

 主要唾液成分をコードする遺伝子断片を
タンパク発現ベクターに組み込み、DNA ワク
チンを作製した。DNA ワクチンでマウスを 3

回免疫し、抗体産生能を指標に液性免疫応答
誘導抗原を同定した。 

 

(3) 組換えタンパクの作製と機能解析 

 大腸菌および昆虫細胞タンパク発現系を
用いて、組換えタンパクを作製した。作製し
た組換えタンパクは、予測される酵素活性を
はじめとし、血小板凝集や血液凝固系に対す
る阻害活性を検討した。 

 

(4) サシチョウバエの原虫感染調査と原虫種
の同定 

 パキスタンおよびペルーのリーシュマニ
ア症流行地でサシチョウバエを捕獲、顕微鏡
下で解剖し、形態学的に種を同定するととも
に原虫感染の有無を調べた。検出した原虫は
アルコール固定した後 DNA を抽出し、
cytochrome b、gGAPDH、rRNA などの遺伝子
配列を解析、種の同定を行った。 

 

(5) リーシュマニア症疫学調査への FTA カー
ドの応用 

 リーシュマニア症患者の病変部組織をFTA

カードに塗布し、それを用いて直接原虫の
cytochrome b 遺伝子および mannose phosphate 

isomerase 遺伝子の増幅を行い、塩基配列によ
り原虫種の同定を行った。 

 

４．研究成果 

(1) サシチョウバエ唾液に存在する液性免疫
誘導抗原の同定 

 アフリカで広くリーシュマニア原虫を媒



 

 

介するサシチョウバエ Phlebotomus (P.) 

duboscqi の主要唾液成分をコードする DNA

ワクチンを作成し、マウスを免疫することに
より、効率よく液性免疫応答を誘導する唾液
成分の同定を行った。その結果、32 kDa, 42 

kDa, 44 kDa の唾液タンパクが液性免疫誘導
抗原である事が明らかになった。これらのタ
ンパクはサシチョウバエがリーシュマニア
原虫を媒介する際に原虫とともに宿主に注
入され、液性免疫応答が誘導された環境下で
はリーシュマニア原虫の感染が増強される
ことから、上記の 3 種の唾液成分は原虫感染
を増強する因子である可能性が示唆された。
この結果は、唾液ワクチンの開発に有用な知
見をもたらすものと考えられた。 

 

(2) 南米アンデス地域に分布するサシチョウ
バエの唾液腺遺伝子転写産物の解析 

 Lutzomyia (Lu.) ayacuchensis 唾液腺遺伝子
転写産物の網羅的解析を行った結果、主要唾
液成分として、Lutzomyia 属で唯一解析が行わ
れている Lu. longipalpis の機能不明な 9 kDa, 

29.2 kDa salivary protein, SL1 protein, 

antigen5-related protein, yellow-related protein

などとの相同分子、C-type lectin family に属す
る 16.6 kDa protein、血液凝固阻害に働くと推
測される apyrase-like, RGD-containing peptide

などを同定することができた。一方、
Lutzomyia 属サシチョウバエ唾液の血管拡張
物質と考えられていた maxadilan はみとめら
れず、同種は異なる血管拡張物質を持つ可能
性が示唆された。本研究で得られた結果は、
唾液ワクチン開発のための基礎知見になる
とともに、吸血昆虫のユニークな吸血戦略を
理解する上で有用な知見をもたらすものと
考えられた。 

 

(3) サシチョウバエ唾液タンパクの機能解析 

 P. duboscqi の唾液腺から同定した唾液アピ
ラーゼの組換えタンパクを作製し(rPduApy 

2)、機能解析を行った。その結果、rPduApy 2

はカルシウム依存性に ADP および ATP を分
解したが、CDP, GDP および UDP は分解しな
いことが分かった。また、rPduApy 2 は ADP

およびコラーゲン誘発性の血小板凝集を濃
度依存的に阻害した。このことから、P. 

duboscqi の唾液アピラーゼは、吸血の際に宿
主に誘発される血小板凝集を阻害する役割
を果たしていることが明らかになった。 

また、Lu. ayacuchensis の主要唾液成分の組
換えタンパクを作製し機能解析を行ったと
ころ、このタンパクがインテグリンとフィブ
リノーゲンの結合を特異的に阻害し血小板
凝集を抑制するとともに、血液凝固系を阻害
する活性も併せ持つことが明らかになった。
このことは、この唾液タンパクが吸血の際に
重要な役割を果たしていることを示してい

るとともに、そのユニークな生理活性から、
研究・検査試薬および新薬の素材分子として
応用できると考えられた。 

 

(4) シャーガス病媒介サシガメの唾液腺遺伝
子転写産物の解析 

 Triatoma (T.) dimidiata の唾液腺遺伝子転写
産物の網羅的解析を行った結果、77.5 %が分
泌タンパクをコードしており、そのうち
89.9 %が低分子輸送タンパクであるリポカリ
ンのファミリーに属するタンパクをコード
していた。特徴的なことに、分泌タンパクの
53.5 %が T. protracta 唾液の主要なアレルゲン
として同定されている procalin に相同性を示
しており、この物質が吸血の際に重要な役割
を果たしていることが示唆された。その他、
T. dimidiata の主要唾液成分として、コラーゲ
ンおよび ADP 誘発性の血小板凝集阻害物質、
トロンビン活性阻害物質、カリクレイン・キ
ニン系の阻害物質、セリンプロテアーゼ阻害
物質などと相同性を持つ分子を同定するこ
とができた。本研究で得られた結果は、吸血
性節足動物のユニークな吸血戦略を理解す
る上で有用な知見をもたらすものと考えら
れた。また、得られた遺伝子クローンから作
製することができる組換えタンパクは、研
究・検査試薬および新薬の素材分子として活
用できるものと考えられた。 

 

(5) リーシュマニア症流行地に分布するサシ
チョウバエの原虫保有調査 

 パキスタンおよびペルーのリーシュマニ
ア症流行地でサシチョウバエを捕獲し、原虫
を伝播するサシチョウバエの特定を試みた。
その結果、パキスタンでは、サシチョウバエ
P. kazeruni から原虫が検出され、それは
Trypanosoma sp.であることが明らかになった。
一方ペルーのアンデス地域では、2 種の主用
分布サシチョウバエ種から原虫が検出され、
Lu. peruensis か らは疾患原因種である
Leishmania peruviana が、Lu. caballeroi からは
Trypanosoma avium が同定された。このように、
ペルーの疾患流行地域での病原体媒介サシ
チョウバエ種を明らかにすることができた。
また、サシチョウバエが Leishmania 属と近縁
の Trypanosoma 属も媒介できることを示して
おり、サシチョウバエの自然感染調査を行う
際には慎重な病原体種の同定が必要である
ことを示している。 

 

(6) リーシュマニア症の分子疫学調査 

 ペルーのリーシュマニア症流行地におけ
る疾患原虫種を FTA カードを用いて調査し、
疫学調査への FTA カードの有用性を検討す
るとともに、ペルーの流行原虫種の分布マッ
プの作製を試みた。FTA カードに塗布した感
染 者 の 病 変 部 組 織 を 用 い て 、 原 虫 の



 

 

cytochrome b 遺伝子および mannose phosphate 

isomerase 遺伝子の解析を行ったところ、15

州から 81 人の感染種を同定することができ
た。その結果、主にアンデス地域には
Leishmania (Viannia) peruviana が、熱帯雨林地
域には L. (V.) braziliensis が、北中部の森林地
域には L. (V.) guyanensis が分布していること
が分かった。その他、ペルーには L. (V.) shawi

や L. (V.) lainsoni によるリーシュマニア症が
流行しており、このうち L. (V.) shawi の感染
は、ブラジル以外では初めての報告であった。
これらの結果は、感染症の疫学調査における
FTA カードの有用性を示したものである。 
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