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研究成果の概要：本研究では、我が国の難培養性アナプラズマ症起因細菌について、媒介マダ
ニの唾液腺中に存在するこの細菌のゲノム部分構造を明らかにすることを目的とし、アナプラ
ズマ細菌に特異的な p44/msp2 主要外被膜蛋白遺伝子群の発現領域の解析を行った。その結果、
3匹のマダニの唾液腺 DNAから p44/msp2発現領域（3-4 kb）の増幅に成功し、その遺伝子構造
を明らかにすることに成功した。さらに、リアルタイム PCRによる簡易検出法について検討し
た。 
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１．研究開始当初の背景 
 新興感染症「アナプラズマ症」は、マダニ
により媒介される発熱性疾患で、その病原体
は顆粒球に感染する偏性寄生性のグラム陰
性桿菌、Anaplasma phagocytophilum（アナプ
ラズマ細菌）である。本症は、1994年に米国
で発見され、1996 年にその起因細菌の A. 
phagocytophilumが分離報告された。我が国の
A. phagocytophilum については、2005 年まで
その存在がまったく不明であった。我々は、
国 内 の Ixodes 属 マ ダ ニ か ら A. 
phagocytophilum p44/msp2 遺伝子群の検出に
成功し、その成果を Emerg. Infect. Dis. (2005) 
に掲載した。これにより、日本国内にも A. 

phagocytophilum が存在していることが初め
て明らかとなり、世界的に認知された。A. 
phagocytophilum の分離は極めて困難である。
米国で、アナプラズマ症患者血液から HL60
細胞を用いて分離に成功しているが、欧州や
アジア地域での患者からの分離成功例はな
い。 

A. phagocytophilum に は 、「 p44/msp2 
multigene family」と呼ばれる特徴的な遺伝子
群が存在する。これは、ゲノム上に散在す
る多数の p44/msp2相同性遺伝子カセットが
RecF pathway を介して p44 主要発現領域で
組換えられ、生体内で A. phagocytophilumの
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抗原変異を引き起こすものである。全ゲノ
ム解析の結果によると、ゲノム中に存在す
る p44/msp2 相同性遺伝子の総数は、113 個
であることが判明している。さらに最近、
Barbetらは米国と欧州の A. phagocytophilum
における p44/msp2主要発現領域の相同性を
比較し、双方がかなり異なっていることを
見出し報告した(Infect. Immun. 74, 6429-6437 
[2006])。しかし、日本を含むアジア地域の
A. phagocytophilumについては、そのゲノム
構造に関する情報はまったく存在しない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、上述のような我が国の難培養
性 A. phagocytophilumの全ゲノム配列の解読
を視野に入れ、現在の遺伝子解析技術を駆
使 し て 、 自 然 界 か ら 得 ら れ た A. 
phagocytophilum のゲノムについて、その部
分構造を明らかにすることを目的とした。
具体的には、国内のマダニから調製した宿
主DNA混じりの A. phagocytophilum DNAを
用いて、p44/msp2 発現領域の増幅を試み、
得られた配列と欧米のものと比較して、我
が国における A. phagocytophilumのゲノム部
分構造の分子遺伝学的特徴を明らかにする
ことである。  
一方で、このような難培養・難検出性 A. 

phagocytophilum のゲノム確保のために、マ
ダニからA. phagocytophilum遺伝子を検出す
る技術改善を試み、信頼性の高い且つ簡便
な検出方法を確立することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 静岡県、山梨県（東海・関東地方）
および青森県、岩手県（東北地方）に
おいて、旗ずり法によりマダニを採集
し、その唾液腺を一匹ずつ摘出して
DNA抽出を行った。そして、得られた
マ ダ ニ 唾 液 腺 DNA か ら A. 
phagocytophilumの p44/msp2遺伝子群を
標 的 と し た Nested PCRを 行 い 、 A. 
phagocytophilum感染マダニの同定を行
った。この検出は、p44/msp2遺伝子群の
N末端とC末端の保存された領域でprimerを
作製し約400 bpのpartial genesを増幅するも
ので、p44/msp2がゲノム上に多数存在する
ため、他のsingle copyの遺伝子よりも検出感
度が極めて高いことが特徴である。これら
の増幅産物をTA-cloningし、得られたクロー
ンの塩基配列を決定して、系統樹解析を行

い、それを基に日本のA. phagocytophilum の
性状について特徴付けを行った。 
 
(2) 上述のNested PCR陽性を示したマダニ
唾 液 腺 DNA 検 体 に つ い て 、 A. 
phagocytophilumゲノムの解析に十分なDNA
量を確保するため、GenomiPhi V2を用い
て、宿主DNA混じりの全DNAをまるごと
増幅した。この  GenomiPhi増幅マダニ
DNA か ら 、 A. phagocytophilum の
p44/msp2発現領域を増幅するため、Barbet
らが報告した米国の患者分離株と欧州
の動物分離株からのp44/msp2発現領域
の配列を基に、様々な primerを設計し
PCRを行った。得られたそれぞれの
PCR増幅産物は、direct sequencingによ
り塩基配列を解読するか、または
TA-cloningを行った後、そのクローン
の塩基配列を決定し、配列のアッセブ
ルにより、p44/msp2発現領域内の遺伝
子構造を明らかにした。そして、その
発 現 領 域 の 配 列 と 欧 米 の A. 
phagocytophilumの配列を比較解析した。 
 
(3) A. phagocytophilumの簡易検出法の
検討については、p44/msp2のN末端保存
領 域 を 標 的 と し た リ ア ル タ イ ム
TaqMan-PCR法を検討した。  
 
 
４．研究成果 
(1) 静岡県と山梨県で採集したマダニからの
A. phagocytophilum p44/msp2 遺伝子群の特徴
について 
静岡県と山梨県では、合計 123 匹のシュル

ツェマダニとヤマトマダニを採集した。それ
らのうち、9匹のマダニ個体と一つの 10匹プ
ールから A. phagocytophilum p44/msp2遺伝子
群の DNA断片（約 400 bp）が Nested PCRに
より増幅された。これらを TA-cloningし、計
174個の p44/msp2大腸菌クローンを得た。そ
して、それらの塩基配列をすべて解読した結
果、シュルツェマダニから得られた A. 
phagocytophilum の p44/msp2 クローン群はそ
のアミノ酸配列において多様性を示したが、
ヤマトマダニからのものは同一アミノ酸配列
を持つp44/msp2クローンが多数存在すること
が判明した。この結果は、ヤマトマダニの中
で A. phagocytophilumの選択（Selection）が起



 

 

こっている可能性があるものと考えている。 
 
(2) マ ダ ニ 唾 液 腺 中 に 存 在 す る A. 
phagocytophilum の p44/msp2発現領域の解析 
① 静岡県のシュルツェマダニから得られた
A. phagocytophilum p44/msp2 発現領域につい
て 
静岡県と山梨県のマダニ 123匹中 9個体と

10匹プールの一つから、p44/msp2発現領域の
ゲノム構造解析を試みた。これまでの報告に
よると、欧米の A. phagocytophilumの p44/msp2
発現領域は、5’側から tr1遺伝子－omp1X遺伝
子－omp1N遺伝子－p44/msp2発現カセット－
recA偽遺伝子－valS遺伝子の6つの遺伝子（全
長約 7 kb）から構成され、これらの遺伝子は
tr1 遺伝子の上流のプロモーターからポリシ
ストロニックに 1本のmRNAとして転写され
ることが知られている。そして、 A. 
phagocytophilumは生体防御機構を逃れるため、
相同性組み換えにより、ゲノム上に散在する
様々な p44/msp2 遺伝子種を p44/msp2 発現領
域で入れ換え、菌体表面の抗原変異を引き起
こす。ここでは、欧米の p44/msp2発現領域の
配列を基にして様々なプライマーを設計し
PCRを行った。その結果、設計したほとんど
のプライマーペアで良好な成果が得られなか
ったが、1組のプライマーペアで、1個体のシ
ュルツェマダニからp44/msp2発現カセット部
分を増幅することができた。さらに、p44/msp2
発現カセットの 5’側と 3’側領域の増幅を試
み、最終的に全長約 2.8 kbの配列を決定する
こ と に 成 功 し た 。 こ の 静 岡 県 の A. 
phagocytophilum の p44/msp2 発現領域におい
ては、欧米の A. phagocytophilum の 3’側領域
に見られる recA 偽遺伝子が欠如しており、
p44/msp2発現カセットと valS遺伝子が隣接し
ていることが判明した。また、p44/msp2 発現
領域内のカセットに組み込まれたp44/msp2遺
伝子種を調べた結果、(1)で見出した p44/msp2
遺伝子種のひとつと一致した。即ち、この
p44/msp2発現領域に組み込まれたp44/msp2遺
伝 子 種 は シ ュ ル ツ ェ マ ダ ニ 中 の A. 
phagocytophilumの菌体表面に蛋白として実際
に発現している可能性が高く、マダニの中で
A. phagocytophilumが生存するために必須な主
要外被膜蛋白種なのかもしれないと考えてい
る。 

 
② 東北地方（青森県および岩手県）のシュル

ツェマダニから得られた A. phagocytophilum 
p44/msp2発現領域について 
次に、東北地方で採集したマダニからの A. 

phagocytophilum について、 p44/msp2 発現領
域のゲノム構造解析を行った。採集した 130
匹のマダニのうち、 6 匹のマダニが A. 
phagocytophilum を保有していることが
Nested PCR検出で明らかになった。その 6匹
中 2匹のシュルツェマダニにおいて p44/msp2
発現領域内のp44/msp2発現カセット部分の増
幅に成功した。そして、この 2 匹の検体にお
いて、さらに①で設計した様々なプライマー
ペアにより、p44/msp2 発現カセットの上流と
下流を増幅し、最終的に全長約 3.8 kbの配列
を得ることに成功した。この東北地方の 2 匹
のマダニからの A. phagocytophilum p44/msp2
発現領域は、いずれも、静岡県の場合とは異
なり、p44/msp2 発現カセットの上流には
omp-1N 遺伝子が、また下流には recA 偽遺伝
子に続いて valS遺伝子が存在しており、欧米
のp44/msp2発現領域と類似した構造であるこ
とが判明した。omp-1Nのアミノ酸配列を他国
のものと比較したところ、スウエーデンのイ
ヌから分離された A. phagocytophilum のもの
と最も高い相同性（92%）を示した。また、recA
偽遺伝子のアミノ酸配列の比較では、東北地
方の A. phagocytophilum は米国のヒト患者由
来のものと同一の配列を持っていることが判
明した。このように、東北地方の A. 
phagocytophilumは、p44/msp2発現領域の類似
性において、米国のものや欧州のものと share
しているように思われた。また、日本国内に
は、東北地方の A. phagocytophilumのように欧
米のp44/msp2発現領域と類似の構造をゲノム
上 に 保 有 す る も の と 静 岡 県 の A. 
phagocytophilumのように欧米のものと極めて
異なるp44/msp2発現領域のゲノム構造を保有
するものの、両方が混在している可能性が推
察された。ここで得られた成果の一部は、以
下の雑誌に論文投稿中である（Wuritu, Y. 
Ozawa, Gaowa, F. Kawamori, T. Masuda, T. 
Masuzawa, H. Fujita, N. Ohashi. Structural 
analysis of a p44/msp2 expression site of 
Anaplasma phagocytophilum in naturally infected 
ticks inhabiting Japan. J. Med. Microbiol., 
submitted.） 

 
(3) 簡易探索ツールの開発について 

A. phagocytophilumの簡易検出法につ



 

 

いて、p44/msp2のN末端保存領域を標的
としたリアルタイム TaqMan-PCR法を
検討した結果、感度・精度において、
さ ら な る 改 良 が 必 要 な も の の 、 A. 
phagocytophilumの検出には有効である
ことが判明した。  

 
以上、本研究により、我が国における A. 

phagocytophilumのゲノム構造について、部分
的ではあるが、明らかにすることに成功した。
この成果は今後、日本のみならずアジア地域
の A. phagocytophilum を解析する上で重要な
知見となるものと考える。 
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