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研究成果の概要（和文）：我々はマダニの感染防御に関わる遺伝子ノックアウト技術の確立を試み、これらを用
いた感染症モデルを作製することを本研究の目的とした。マダニ体内でのウイルス免疫応答へのディフェンシン
の関与を調べるため、ヘモリンフ由来(HE)ディフェンシンを用い、ウイルス増殖に及ぼす影響について検証し
た。作製したHEディフェンシンノックダウン・ノックアウトマダニにおいて、ランガットウイルスを体内接種し
たところ、マダニの生存並びに体内のウイルス増殖にほとんど影響を及ぼさなかった。従って、マダニ生体内で
は、抗微生物ペプチドのランガットウイルスに対する抗ウイルス免疫応答への関与の可能性が低いことが考えら
れた。

研究成果の概要（英文）：We attempted to establish a gene knockout technology related to the 
protection of ticks and aimed to create an infectious disease model using them. To investigate the 
involvement of defensins in the viral immune response in ticks, we used hemolymph-derived (HE) 
defensins and examined their effects on virus growth. When the Langat virus was inoculated in the 
produced HE defensin knockdown / knockout ticks in the body, it had little effect on the survival of
 the ticks and the virus multiplication in the body. Therefore, it was considered that the 
antimicrobial peptide is unlikely to be involved in the antiviral immune response to Langat virus in
 the body of the tick.

研究分野： マダニ遺伝子工学

キーワード： マダニ　ノックダウン　ノックアウト　CRISPR/Cas9　トランスジェニック　フェリチン　グルタチオン
Ｓトランスフェラーゼ　ペルオキシレドキシン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
[学術的意義] マダニの飼育には通常の研究室のような比較的小規模で、何百匹という単位での大規模感染実験
が可能である。大量の個体に病原体を感染させられるということは、宿主側の遺伝子変異体を大量に用意するこ
とで、病原体に対する感染防御遺伝子の明確な解析を行うことが可能である。
[社会的意義] 哺乳類に比べ、個体そのものを扱った感染実験が容易である。従来のマウスやラットなどの哺乳
類を扱った実験系では、1回の実験に経済的や物理的弊害が生じてしまうのが現実である。また、動物を用いた
感染実験の倫理面も重視する必要がある。

※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 
(1) マダニが媒介する感染症の対策は世界的急務である 
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、いま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、重症熱性血小板減少症候群(SFTS)ウイルスやダニ媒介性脳炎(TBE)ウイルスなどの、マダニ
が媒介する感染症が日本でも問題となっており、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) 病原体伝播を阻止する遺伝子改変マダニの確立は斬新な着想であり、卓越した成果が期待 
できる 

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 干渉法である(Galay
ら, InTech-Open Access Publisher, 2016)。マダニでの RNA 干渉法は簡便であり、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、RNA 干渉法では、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、子孫に反映することがで
きない。そのため、マダニにおいて、標的遺伝子を特異的に欠損させるノックアウトの技術や、
標的外来遺伝子を特異的に挿入するノックインの技術の開発が望まれている。 
 

(3) 遺伝子ターゲッティングの動向 
遺伝子ターゲッティングは相同組換え修復を介して標的ゲノム領域に外来の遺伝子を挿入す

る技術で、マウスなど限られた生物の遺伝子ノックアウトや遺伝子ノックインに利用されてい
る。相同組換え効率が低い多くの生物では遺伝子ターゲッティングを利用することが困難であ
るが、近年遺伝子のノックアウトやノックインに利用可能な CRISPR/Cas9 システムが開発され
た。CRISPR/Cas9 システムを用いることで、これまで遺伝子改変が困難であった培養細胞、動植
物、蚊などの昆虫(Kistler ら, Cell Rep, 2015)において標的遺伝子の欠損や変異挿入が可能と
なってきた。 
 

(4) CRISPR/Cas9 とは？ 
CRISPR/Cas9 システムでは、ファージなどを介して外部から侵入してきた外来 DNA を断片化

し、CRISPR 領域とよばれる内在のゲノム領域に取り込む。その後、取り込んだ DNA 配列を鋳型
として短鎖の RNA(CRISPR RNA: crRNA)を合成し、tracrRNA(trans-crRNA)と呼ばれる１つの短鎖
RNA と組み合わさって、標的 DNA を認識して Cas ヌクレアーゼを呼び込み、切断する。現在 crRNA
と tracrRNA をハイブリッドさせたキメラ RNA(gRNA)による革新的な CRISPR/Cas9 が、動植物や
昆虫などのゲノム編集ツールとして利用されている。 
我々はすでにリポフェクチン法やエレクトロポレーション法によって、dsRNA やプラスミドを

マダニ細胞に導入する技術を確立している。これらの技術を用いて、マダニ細胞やマダニのゲノ
ム編集に CRISPR/Cas9 システムを活用することは、本研究の構想に有用であると考えた。 
 
２．研究の目的 
病原体伝播を阻止する遺伝子改変マダニの作製 
マダニ媒介性感染症は新興・再興感染症を多く含むことから、全世界的に重要な位置付けがな

されるようになってきた。我が国でも 2010 年以降、ウイルスによる SFTS やダニ媒介性脳炎に加
え、リケッチャによる日本紅斑熱、細菌による新興回帰熱などのマダニ媒介による新興感染症が
報告されている。これらウイルス、リケッチャ、細菌による感染患者数は年々増加傾向にある。
このように、SFTS や日本紅斑熱による死亡例が毎年のように報告されているにもかかわらず、
個々の病原体感染に有効なヒトの予防ワクチン開発などは、経済的対価が得られないなどの理
由で開発が行われていない。 
そこで本研究では、マダニの遺伝子改変技術を用いてウイルス増殖に関与するマダニの感染

防御分子の同定を行い、「マダニの感染防御分子を破たんさせ、病原体を伝播させない」新たな
感染症予防方法の開発を実施し、マダニ媒介による感染症リスク低減のための新しい技術開発
を最終目標とした。 
 
３．研究の方法 
本研究はマダニ細胞や国内最優占種マダニで SFTS ウイルスや日本紅斑熱のベクターであるフ

タトゲチマダニを主要な実験材料として、マダニの血体腔、肛門、生殖腔接種によって、分子生
物学的手法を取り入れながら実施された。 
(1) 遺伝子ノックアウトマダニの作製を行うために、CRISPR/Cas9 システムで用いる病原体感染
防御に関与するディフェンシン、スカベンジャーレセプター、アルゴノートに対応するカイド
(g)RNA と Cas9 タンパク質を準備した。 
 
(2) その後、gRNA と Cas9 タンパク質をマダニ細胞、卵、マダニへ、リポフェクチン法、エレク
トロポレーション法、マイクロインジェクション法、いずれかの方法によって導入を行い、マダ
ニ細胞、卵、マダニの生存率を観察し、ノックアウトの状態を確認した。 



(3) 作製したノックアウトマダニ細胞やマダニにランガットウイルスなどの病原体を感染させ
た。その後、マダニ細胞やマダニの生存率を評価することによって、病原体に対する標的遺伝子
の役割が明らかとなり、病原体伝播を阻止する遺伝子改変マダニの確立を目指した。 
 
４．研究成果 
(1) ランガットウイルスに対するディフェンシンの影響 
マダニ体内でのウイルス免疫応答への

ディフェンシンの関与を調べるため、フ
タトゲチマダニ由来抗微生物ペプチドで
あるヘモリンフ由来(HE)ディフェンシン
を用い、ランガットウイルス増殖に及ぼ
す影響について検証した。作製した HE デ
ィフェンシンノックダウン・ノックアウ
トマダニにおいて、ランガットウイルス
を体内接種したところ、マダニの生存並
びに体内のウイルス増殖にほとんど影響
を及ぼさなかった。従って、マダニ生体内
では、抗微生物ペプチドのランガットウ
イルスに対する抗ウイルス免疫応答への
関与の可能性が低いことが考えられた。
一方、in vitro において、合成 HEディフェンシンは、ランガットウイルスに対し、抗ウイルス
活性を示した(図 1)。以上の結果より、合成 HEディフェンシンが、in vitro でのランガットウ
イルスに対する顕著な抗ウイルス活性を示したことから、マダニ媒介性病原体、特にフラビウイ
ルスに対する新規の治療薬としての応用が期待された。 
 
(2) マダニのゲノム編集技術の開発に向けて 
我々は、すでにマイクロインジェクション法、リポフェクチン法、エレクトロポレーション法

によって、dsRNA、プラスミド(Venus 遺伝子)、リボヌクレオタンパク質(sgRNA/Cas9 タンパク質
複合体)をマダニやマダニ細胞に導入する技術を確立している。これらの技術を用いて、抗酸化
分子であるペルオキシレドキシンやグルタチオン S トランスフェラーゼの遺伝子減衰あるいは
遺伝子過剰発現を行うことに成功した。また、ペルオキシレドキシンを過剰発現する哺乳類細胞
にランガットウイルスを感染させたところ、哺乳類細胞内のウイルス増殖が抑制される現象を
見出した。 
 
(3) 得られた研究成果と今後の展望 
 本研究では、ディフェンシン、スカベンジャーレセプター、アルゴノート遺伝子をノックダウ
ンしたマダニを用いてランガットウイルスを体内接種したが、マダニの生存並びに体内のウイ
ルス増殖にほとんど影響を及ぼさなかった。また、デフェンシンノックアウトマダニを用いた実
験でも同様の結果を示した。従って、スカベンジャーレセプターやアルゴノート遺伝子ノックア
ウトマダニにおいても同様な結果が得られる可能性がある。そのため、我々が同定したディフェ
ンシンなどの抗微生物分子に加え、病原体感染後の酸化ストレスを担うペルオキシレドキシン
やグルタチオン S トランスフェラーゼなどの抗酸化分子が病原体を制御する可能性について着
目し、研究を進めている。そこで今後は、抗微生物分子や抗酸化分子遺伝子をノックアウトした
マダニ系統を作製し、卵から成ダニまでの生活環を確立する。これらのマダニにランガットウイ
ルスを感染させ、マダニ吸血によるマウスへのウイルス伝播阻止能を評価することで、感染防御
における抗微生物分子や抗酸化分子の役割を明らかにする。最終的に、これらのノックアウトマ
ダニの感染症モデルが病原体―宿主相互作用の解明に有効活用できることを目標とする。 
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Characterization of an iron-inducible Haemaphysalis longicornis tick-derived promoter in an Ixodes scapularis derived tick
cell line (ISE6)
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第26回ダニと疾患のインターフェイスに関するセミナー

International Symposium in Veterinary Science: Strengthening the Regional Veterinary Education and Research for the Future
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マダニ胚由来細胞における遺伝子発現ベクターの探索

Antibacterial activity by hemolymph defensin from the hard tick Haemaphysalis longicornis

Evaluation of the vector competency of Haemaphysalis longicornis ticks in transmitting the Japan isolate Thogoto virus to
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Characterization and antiviral activity of a newly identified defensin-like peptide, HEdefensin, in the hard tick
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Experimental transmission of Japan isolate Thogoto virus by Haemaphysalis longicornis ticks

哺乳類細胞におけるマダニアクチン遺伝子プロモーターを用いた外来遺伝子の発現

Evaluation of the vector competency of Haemaphysalis longicornis ticks in transmitting the Japan isolate Thogoto virus to
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Gene silencing in ticks through injection and immersion technique

Investigation of the survival dynamics of Japan isolate Thogoto virus in Haemaphysalis longicornis
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