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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、マダニ体腔内で発現が上昇している複数遺伝子について、マダニ体腔内において
菌の生存率に与える影響を解析した。
本研究の結果、回帰熱群ボレリアが保有する複数の遺伝子が協調してマダニ体腔内での生存に寄与している可能
性が強く示唆された。これらの遺伝子は、回帰熱群ボレリアが進化の過程で獲得した病原体の維持・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 analyze the bacterial factors which essential for efficient transmission in vector ticks. 
In this study, we constructed several recombinants which expressed candidate genes. And the survival
 rate of recombinant in ticks were analyzed. Consequently, it was suggested that, multiple genes 
were coordinately contributed to survival in ticks.

研究分野： マダニ媒介性細菌感染症

キーワード： マダニ　ボレリア菌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マダニ媒介性感染症は世界中に存在し、多くの健康被害を引き起こしている。しかしながら、マダニを自然環境
から完全に除去することは不可能であるため、その制御は非常に困難であるのが現状である。他方、これら感染
症病原体は、マダニ体内で維持され、宿主に伝播されることで初めて感染が成立する。マダニには病原体を含む
異物を認識し排除する自然免疫が備わっているにも関わらず、なぜ病原体がマダニ体内で維持されるかは不明な
点が多い。本研究で得られた情報は、マダニにおける病原体の維持機構の一端を明らかにするもので、マダニ媒
介性感染症の新しい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。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
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いる。申請者は
これまで、回帰熱群ボレリアのみが保有する遺伝子のうち、菌がマダニ感染中に特に発現が上昇
している複数の遺伝子群を同定してきた。 
 
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

効率的な感染・伝播に関連する新規遺伝子群の同定を目的とし、候補遺伝子の機能解析を行う。 
これらの情報は、マダニにおける病原体の維持機構を明らかにできる可能性があり、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）候補遺伝子を単独導入した形質転換ボレリア菌の作成 
これまでの研究ですでに抽出されていた候補遺伝子群について、ボレリア菌用のプラスミドベ

クターに当該遺伝子の導入を行い、大腸菌にてプラスミドを増やしたのち、ライム病ボレリア菌
である Borrelia burgdorferi B31 株を用いて形質転換を行なった。得られた組換体は、遺伝子
の発現を RT-PCR にて、導入遺伝子の配列をダイレクトシーケンス解析にて確認した。 
 
（２）単独遺伝子導入株のマダニへの人工接種 
上記で得られた組換体をマダニ体内に接種し、菌の生存率を比較した。 

 
（３）候補遺伝子のランダム導入株を用いた in vivo スクリーニング 
（２）と同時並行で、候補遺伝子をランダムに導入した組換体を作成し、マダニに接種するこ

とでスクリーニングを行なった。 
 
（４）in vivo スクリーニングの発現解析 
（３）で分離されてきた株について、RT-PCR にて発現遺伝子の確認を行なった。 

 
（５）複数遺伝子導入株の作成 
（４）の結果スクリーニングされてきた遺伝子について、複数遺伝子を導入したプラスミドを

作成し、組換体を作成した。得られた組換体は、遺伝子の発現を RT-PCR にて、導入遺伝子の配
列をダイレクトシーケンス解析にて確認した。 
 
（６）複数遺伝子導入株のマダニへの人工接種 
上記で得られた組換体をマダニ体内に接種し、菌の生存率を比較した。 

 
４．研究成果 
 
（１）候補遺伝子を単独導入した形質転換ボレリア菌の作成 
これまでの研究ですでに抽出されていた 21 個の候補遺伝子について、ボレリア菌用のプラス

ミドベクター；pTM61 に導入を行い、大腸菌 DH5αにてプラスミドを増やしたのち、ライム病ボ
レリア菌である Borrelia burgdorferi B31 5A18NP1 株を用いて形質転換を行なった。なお、本
実験は国立大学法人山口大学組換え DNA 実験安全管理規規則に則り、承認を受けて実施した（承
認番号 J16008、J16009）。得られた組換体は、GFP の発現を確認した後、各導入遺伝子の発現を
RT-PCR にて確認した。また、導入遺伝子の配列をダイレクトシーケンス解析にて確認した。こ
れにより、21遺伝子全ての組換体の作成に成功している。 
 
 
 
 
 
 



（２）単独遺伝子導入株のマダニへの人工接種 
組換体のマダニへの接種に先立ち、空のプラスミ

ドベクター（Negative control）および親株である
回帰熱ボレリア（Positive control）を用いて条件
設定を行い、106個を接種し、接種後 21日あるいは
28 日で解剖を行い、生存率を比較することとした。 
次に、各遺伝子をそれぞれ保有する組換体を接種

して比較した所、negative control と同等の結果と
なり、生存率に差が見られなかった。（右図） 
 
 
 
 
（３）候補遺伝子のランダム導入株を用いた in 
vivo スクリーニング 
上記結果を受け、候補遺伝子をランダムに導入し

た組換体を作成し、マダニに接種することで in 
vivo スクリーニングを行なった。 
その結果、複数の組換体において Positive control
と同様の結果となり、生存率が大幅に上昇する結果
となった。（右図） 
 
 
（４）in vivo スクリーニングの発現解析 
（３）の実験で得られた分離株について、リアルタ

イム RT-PCR を行い、発現している遺伝子を解析し
た結果、（２）の実験で解析をした２遺伝子を含め、
計７遺伝子の発現が確認される株が多いことが判
明した。また、１つの分離株から多い株では 16 遺
伝子の発現が確認された（右図）。 
以上の結果から、単独の遺伝子ではなく、複数の遺

伝子が協調してマダニ体腔内での生存に寄与して
いる可能性が強く示唆された。 
 
（５）複数遺伝子導入株の作成 
 15 遺伝子全てを導入することは、プラスミドを用
いた組換体の作成モデルでは不可能であること、ボ
レリア菌に使用可能なプラスミドベクターが限ら
れていることなどから、まずは複数遺伝子を１本の
プラスミド上に導入することとした。 
まずは、多くの分離株で発現が見られた 5 遺伝子

（C,D,E,K,T 遺伝子）について、１つのプロモータ
ー配列の下流に5遺伝子全てを導入した組換体およ
び、そこから１遺伝子ずつ減らした組換体を（１）
と同様の手法で作成した（右図）。 
 
（６）複数遺伝子導入株のマダニへの人工接種 
（５）で得られた組換体を実験的にマダニ体内に

接種し、菌の生存率を比較した。その結果、5 遺伝
子全てを導入した組換体で多少生存率が上昇した
ものの、優位な差とはならず、逆に導入遺伝子数が
少ない組換体の方で生存率が高い傾向が見られた。
これは、複数の遺伝子導入により、菌の増殖が遅く
なっている可能性が考えられた。また、事前の RT-
PCR の結果、全ての遺伝子が発現していることは確
認していたが、プロモーターが１つであったため、
下流の遺伝子発現が相対的に弱かった可能性が考
えられた。 
今後、上記実験で対象とした５遺伝子のうち、２遺

伝子（D,E）については単独でも２遺伝子両方導入で
も生存率に差が見られなかったため、候補から除外し、代わりに３遺伝子を追加した計６遺伝子
についてプロモーターの数を増やした上でプラスミドの作成および組換体の作成を行なう予定
である。 
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