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研究成果の概要（和文）：マダニの遺伝子機能の解析ではRNA干渉法による遺伝子破壊が用いられてきたが、ノックア
ウトやトランスジェニックの技術は導入されていない。そこで、我々はこれらの技術を確立する基盤として遺伝子導入
マダニ細胞の作製を行った。プラスミドのマダニ細胞のトランスフェクション効率では、pmiGLO並びにpCAGGS-Lucefea
raseが高いルシフェラーゼ活性を示したが、フタトゲチマダニ由来である、アクチンプロモーター並びにフェリチンプ
ロモーターのマダニ細胞でのルシフェラーゼ活性は低かった。将来的にはこれらの研究手法によって、遺伝子ノックア
ウトやトランスジェニックマダニ作製の突破口となる。

研究成果の概要（英文）：Although tick studies were conducted by gene silencing using RNA interferance for 
analyzing the gene function of tick, the skills of gene knockeout and gene transgenic for ticks have not 
been developing at the morment.Therefore, we tried to incorporate foreign gene into the tick cell line 
for establishing gene enginering. Although the effect of gene plasmid transfeciton into the tick cell 
line showed high luceferase activity using pmiGLO or pCAGGS-Luceferase,the effect of plasmid transfection 
into the tick cell line showed low luceferase activity using actin or ferritin pomotor.These studies 
indicated that the foreign gene incorporated into the tick may make a break through the praparation of 
gene konockout or trangenic tick.

研究分野：節足動物分子工学

キーワード： マダニ　マダニ細胞　アクチンプロモータ－　フェリチンプロモーター　CAGプロモーター　PGKプロモ
ーター
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１．研究開始当初の背景 
①感染症の対策は世界的急務 
医薬技術の進歩や衛生環境の改善が劇的
に進んだ現在においても、未だ多くの感染症
が世界中に蔓延している。感染性疾患を大別
すると、インフルエンザなどのウイルス性感
染症、出血性大腸菌 O-157 などの細菌性感染
症、マラリアといった寄生虫による感染症に
分類される。近年、新型インフルエンザウイ
ルスやマダニが媒介する重症熱性血小板減
少症候群ウイルス(SFTSV)などの新興感染症
が数多く出現しており、このような感染症に
は従来のワクチン療法では対応が後手とな
り、有効な対策が存在しない状況である。 
②動物モデルを用いた病原体―宿主相互作
用の解明 
感染症の新しい予防・治療法のシーズとし
て、病原体と宿主間で成立する相互関係に注
目が集まっている。感染症の本質は、病原体
と個体に存在する「寄生する・寄生される」
といった単純な生物学的関係といえる。もし
仮に、感染症に関わる宿主因子や病原体の因
子が明らかとなり、そこから宿主病原体相互
作用が理解されれば、その調節はおのずと応
用面へと結びつくと期待される。その宿主病
原体相互作用を研究するための感染症モデ
ル動物として、これまではマウスやラットな
どの哺乳類が広く用いられてきた。これらの
モデル動物では、主に自然免疫や獲得性免疫
の分子機構が中心に研究されている。 
③病原体感染症動物モデルの問題点 
哺乳類をモデルとして用いた実験系では、
物理的・経済的見地から扱える個体数に限り
があり、加えて動物実験に関する倫理規制の
高まりから、病原体の感染実験によりマウス
やラットを死に至らしめることがほぼ不可
能になりつつある。すなわち、哺乳類個体を
用いた感染実験には厳しい制約が付きまと
い、個体レベルでの解析が必要不可欠である
病原体―宿主相互作用をターゲットにした
研究は、年々その実行が難しくなっているの
が現状である。 
④遺伝子ノックアウトマダニを用いた病原
体感染症モデルの確立は斬新なチャレンジ
である 
節足動物に関連してこれまでのショウジ
ョウバエの研究からあるように、多くの病原
体が哺乳類における感染と同様の経路をめ
ぐり増殖を行い、ショウジョウバエに対して
病原性を示すことが明らかとなってきてい
る(Valanne ら, J Immunol, 2011)。マダニも
同様に獲得性免疫のようなメモリー式の免
疫システムを持ち合わせておらず、リゾチー
ムやディフェンシンなどの抗菌性タンパク
質や貪食を介した自然免疫の1次的防御的役
割によって病原体を排除するため、感染時に
常に“未知の病原体”と対峙していると考
えられる。これはいわば、新興感染症に感染
した場合とよく似ている。つまり、マダニに
対し病原体を人工的に感染させる行為は、獲

得性免疫が機能し難い新興感染症を模倣し
ていると考えることが可能である。 
 
２．研究の目的 
これまで、マダニの目的遺伝子破壊におい
て我々が用いてきた方法がRNA干渉(RNAi)法
である。マダニでの RNAi 法は大変簡便であ
り、かつ高効率に標的遺伝子の機能を低下さ
せることが可能である。しかし、RNAi 法では、
標的 mRNA を完全に分解することができず、
ある一定の割合で遺伝子の機能が残存し、標
的遺伝子や表現型の解析が困難となる場合
がある。そのため、マダニにおいて標的特異
的に変異を導入しノックアウトを得る方法
や、標的特異的に外来遺伝子を導入するノッ
クインの技術の開発が望まれている。そのよ
うな目的遺伝子の改変技術がマダニにおい
て可能になれば、遺伝子機能解析の強力なツ
ールになると考えられる。そこで、我々は遺
伝子ノックアウトマダニ細胞やノックアウ
トマダニの作製を行い、これらのマダニに病
原体を感染させ、遺伝子ノックアウトマダニ
感染症モデルの確立を目指すことを本研究
の目的とした。 
 
３．研究の方法 
①アクチンプロモーター(AP)、フェリチンプ
ロモーター(FP)の同定とルシフェラーゼ並
びにヴィーナスを組み込んだプラスミドの
作製 
本研究では、フタトゲチマダニ体内で多く
転写されている可能性があるアクチンおよ
び細胞内型フェリチンのプロモーター配列
を同定し、それらを用いてルシフェラーゼ発
現プラスミド AP-Luc-pBlue、FP- Luc-pBlue
と Luc-pBlue を作製した。また、哺乳類細胞
の発現ベクターである pCAGGS、pEF-BOS、
pcDNA3.1(＋)と昆虫細胞の発現ベクターで
ある pIEx のマルチクローニングサイトにホ
タルルシフェラーゼ(Luc)遺伝子を組み込ん
だ プ ラ ス ミ ド pCAGGS-Luc 、 pEF-Luc 、
pcDNA-Luc、pIEｘ－Luc を作製した。pCAGGS
については蛍光タンパク質をコードする
Venus遺伝子を組み込んだpCAGGS-Venusを作
製した。 
②マダニ ISE6 細胞へのトランスフェクショ
ン効率の検討 
pCAGGS-Luc または pCAGGS-Venus プラスミ
ドを用いて、ISE6 細胞へのトランスフェクシ
ョン効率を検討した。pCAGGS-Luc はルシフェ
ラーゼアッセイを行い、pCAGGS-Venus は蛍光
顕微鏡で蛍光を観察した。実験には 24 穴プ
レートを用い、細胞をプレートに撒いた後、
24 時間 34℃で培養し、その後トランスフェ
クションを行った。 
③アクチンプロモーター、フェリチンプロモ
ーター、PGK プロモーターのプロモーター活
性比較 
マダニ細胞BME26でプロモーター活性を示
す pmiGLO プラスミドの PGK プロモーター



(PP)を、Luc-pBlue に組みこむ PP-Luc-pBlue
を作製した。アクチンプロモーターを含む
AP-Luc-pBlue、フェリチンプロモーターを含
む FP-Luc-pBlue、PP-Luc-pBlue をそれぞれ
用いて、最適条件下で ISE6 細胞へトランス
フェクションし、プロモーター活性を比較し
た。ネガティブコントロールとして
Luc-pBlue を用い、各プラスミドのルシフェ
ラーゼ活性がネガティブコントロールの何
倍になっているかを計算した。 
 
４．研究成果 
①アクチンおよびフェリチンプロモーター
配列の同定 
アクチンおよびフェリチンのイントロン
を含む配列を同定した。これらをもとにアク
チンおよびフェリチンの上流配列、1373 bp
並びに2906 bpのDNA配列を決定し、promoter 
2.0 Prediction server によって解析を行っ
た。その結果、アクチンプロモーターのスコ
アが 1.253、フェリチンプロモーターのスコ
アが 1.185 であった。スコアが 1以上であれ
ばプロモーター配列である可能性が高いと
されており、同定したそれぞれの DNA 配列は
プロモーター配列である可能性が高いこと
が判明した。 
②ISE6 細胞へのトランスフェクション効率 
ISE6 細胞へのトランスフェクションの効
率を蛍光顕微鏡を用いてVenusの発現によっ
て検討したところ、ISE6 細胞へのトランスフ
ェクションの最適条件は、細胞数は 1ウェル
あたり 5.0×105個、トランスフェクションの
プラスミド量は 1.5 g、トランスフェクショ
ン後の培養日数は4日間必要であることが分
かった。 
③ルシフェラーゼ発現プラスミドの活性比
較 
 最適条件下では、ISE6 細胞におけるルシフ
ェラーゼ活性は、活性が高い順に pmiGLO、
pCAGGS-Luc 、 pEF-Luc 、 pcDNA-Luc 、
PP-Luc-pBlue、AP-Luc-pBlue、FP- Luc-pBlue、
PIEｘ－Luc、Luc-pBlue となった(図. 1)。 

図 1 ISE6 細胞のルシフェラーゼ活性 
④PGK プロモーター、アクチンプロモーター、
フェリチンプロモーター間の活性比較 
ISE6 細胞におけるプロモーター活性は高
い順にPGKプロモーターがネガティブコント
ロールの 7.2×102倍、アクチンプロモーター
が 1.5×102 倍、フェリチンプロモーターが

5.0 倍となった(図. 1)。 
⑤得られた成果と今後の展望 
プラスミドの ISE6 細胞のトランスフェク
ション効率では、pmiGLO と pCAGGS-Luc が特
に高いルシフェラーゼ活性を示したが、フタ
トゲチマダニ由来プロモーターである、アク
チンプロモーター並びにフェリチンプロモ
ーターの ISE6 細胞でのルシフェラーゼ活性
は低かった。しかし、ISE6 細胞はフタトゲチ
マダニ由来細胞ではないことを考えると、フ
タトゲチマダニ体内でアクチンプロモータ
ーやフェリチンプロモーターが効率よく働
く可能性も否定できない。 
今後は pmiGLO や pCAGGS プラスミドをマダ
ニ卵に導入する方法を確立する必要がある。
すなわち、マダニ卵へのプラスミド導入が成
功すれば、マダニの遺伝子組換え技術が確立
できることが予想される。 
将来的にはこれらの研究手法によって、人
工ヌクレアーゼを用いたゲノム編集による
ノックアウトやトランスジェニックマダニ
作製の突破口となる。遺伝子ノックアウトや
トランスジェニックマダニを病原体感染症
モデルとして利用することは、マダニ媒介性
病原体とマダニの相互関係についてより深
い知見が得られる。また、ウイルス、細菌、
原虫などの未知の病原体による新興感染症
における病原体―宿主相互作用の解明に有
効活用できることが考えられる。 
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