
北海道大学・獣医学研究院・特任教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(B)（一般）

2022～2020

鶏の外部寄生虫を種横断的に防除する”ユニバーサル”ワクチン候補分子の探索

The search for the candidate molecule for the vaccine to control a wide range of
 ectoparasite species of chickens

９０２５０４９８研究者番号：

大橋　和彦（OHASHI, Kazuhiko）

研究期間：

２０Ｈ０３１３７

年 月 日現在  ５   ５   ７

円    13,800,000

研究成果の概要（和文）：養鶏産業に大きな経済的被害をもたらすワクモなど鳥類のダニ種の新規防除法とし
て、異なるダニ種を横断的に防除できる“ユニバーサル”ワクチンの開発を目指して、RNA-SEQによる発現遺伝
子群の網羅的解析によるワクチン候補分子の探索を行い、ダニ種間での交差反応性を示すフェリチン2など数種
の分子を同定した。次に同定した候補分子について、各ダニ種由来の組換えタンパク質を調製して鶏に免疫して
抗血清を作製した。そしてこれらの抗血清をin vitro feeding assayにてワクモに吸血させた結果、抗血清を吸
血させたワクモでは、対照群に比較して有意な生存率の低下が観察された。

研究成果の概要（英文）：For the development of a "universal" vaccine, which can broadly and 
effectively control different mite species, such as poultry red mites (PRM) of the chicken, the 
search for candidate molecules for the vaccine was made by comprehensive analysis of expressed genes
 using RNA-SEQ. Several molecules, such as ferritin 2, were identified, and these molecules showed 
cross-reactivity among the mite species. Next, recombinant proteins derived from each mite species 
were prepared for each of the candidate molecules identified, and antisera were produced by 
immunizing chickens with those recombinant proteins. The in vitro feeding assay showed that a 
significant decrease in survival rate was observed in PRMs which were fed with the antisera compared
 to the control-fed PRMs.

研究分野： 獣医学

キーワード： ワクモ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ワクモやトリサシダニなどは、鳥類の代表的な外部寄生虫であり、養鶏産業に大きな経済的被害をもたらしてい
る。現在、その防除には主に駆虫剤が使用されているが、薬剤耐性個体の出現や駆虫剤残存による衛生環境の悪
化などが問題となっており、抗ダニワクチンなど新規防除法の開発が必要となっている。本研究で同定した分子
は、有効なワクチン抗原として、ワクチン接種鶏で吸血し異なるダニ種の個体に致死的に作用して、鶏舎内の寄
生虫個体数を持続的に減少できるダニ種横断的な新規“ユニバーサル”ワクチンの開発に応用可能であり、養鶏
産業の持続的な発展に寄与できる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

ワクモ（Dermanyssus gallinae）及びトリサシダニ（Ornithonyssus sylviarum）は、鳥類に寄
生する体長 0.5〜1mm の代表的な外部寄生虫であり、近年、近代鶏舎において通年の大量発生
により、吸血による養鶏の貧血や削痩、産卵率の低下や虫体の死骸による汚卵の発生など大きな
被害をもたらしている。また養鶏業が盛んな東南アジア地域では、トリサシダニに近縁なミナミ
トリサシダニ（Ornithonyssus bursa）が優勢に分布しており、同様の被害をもたらしていること
が示唆されている。さらにワクモやトリサシダニの寄生は、種々のワクチンの防御効果の低減や、
鶏痘ウイルスや一部細菌など病原体の媒介にも関与していることや、ヒトでも皮膚炎やアレル
ギーを引き起こすことが報告されている。このようにこれら鶏の外部寄生虫対策は産業動物生
産現場のみならず公衆衛生領域においても重要な問題となっている。現在のところ、鶏舎におけ
る外部寄生虫の防除には、カーバメイト系など市販駆虫剤が使用されているが、近年では薬剤耐
性個体の出現による効果減少や駆虫剤残存による動物衛生環境の悪化が問題となっており、駆
虫剤以外の新規防除法の開発が急務となっている。そのひとつの方法として、これら寄生虫由来
抗原を用いたワクチン接種により、ワクモやトリサシダニなどの吸血を阻害する方法がある（暴
露型抗原に対するワクチン）。しかしワクモやトリサシダニなどは、吸血時間が数分〜60 分以内
と短く、吸血を阻止するようなワクチンは効果が不十分であることが予想される。さらにワクチ
ン候補抗原などワクモやトリサシダニ由来分子に関する情報は非常に少ない。また鶏では、種々
の病原体に対するワクチンプログラムが確立しており、これらの外部寄生虫に対するワクチン
を樹立しても、既存のプログラムへの導入は煩雑となることが予想される。ワクモとトリサシダ
ニ及びミナミトリサシダニは、ともにダニ目に属しており、分類学的に吸血に関与する分子等が
ダニ種間で保存されている可能性が示唆されており、これらのダニ種間で相同性の高い分子を
同定できれば、その分子を応用することで、ダニ種横断的に防御効果を発揮できる新規ワクチン
を開発することが可能と思われる。我々は、これまで抗ワクモワクチンの開発を実施してきおり、
候補分子として、ワクモ中腸に発現する種々の分子の同定し、さらにその一部の分子の抗ワクモ
効果を報告している（国際特許 EP15800403.6 (EU)取得済み）。そこで、本研究では、鶏の代表
的な外部寄生虫であるワクモやトリサシダニ、及び近縁なミナミトリサシダニを同時に防除で
きるダニ種横断的な新規ワクチンの開発を目指して、その候補分子の探索を行った。 
 
２．研究の目的 

ワクモとトリサシダニ及びミナミトリサシダニにおいて、血液の分解や栄養の吸収に機能す
る生命維持に重要な非暴露型共通抗原の探索を行い、吸血は阻止できないが、吸血した個体に致
死的に作用し、鶏舎内の寄生虫個体数を持続的に減少できる新規ダニ種横断的“ユニバーサル”ワ
クチンの開発を目指して、（１）国内で採取したワクモやトリサシダニおよびミャンマーで採取
したミナミトリサシダニよりゲノム試料を調製し、ワクモ試料を中心として、次世代シークエン
サーを用いた RNA-SEQ を行い、網羅的発現遺伝子の解析やこれらの寄生虫間の相同性解析（既
に同定した分子を含む）により、これらのダニ種横断的なワクチンの候補分子を探索した。そし
て、（２）同定した候補抗原分子やダニ種間で共通抗原として同定した分子に関して、その組換
え体を調製して、in vitro feeding assay（人工吸血システムを用いたワクモの吸血試験）による
ワクモを用いた吸血攻撃試験により、その防御効果を検討した。 
 
３．研究の方法 

鶏の免疫応答による防除に着目して抗ワクモワクチンの開発を目指したワクチン抗原の探索
に際しては、ワクモの生物学的情報が極めて重要であるが、特に吸血時におけるワクモの生物学
的性状に関する情報は非常に乏しい。そこで RNA-SEQ 解析により、吸血及び飢餓状態のワクモ
のトランスクリプトームを比較した。吸血及び飢餓状態のワクモを in vitro feeding により調製
し、それぞれのワクモ個体から全 RNA を抽出して、RNA-SEQ 及び de novo アセンブリにより
トランスクリプトーム解析を行った。得られた各推定遺伝子配列に対して、モチーフ・ドメイン
データベースに基づき機能予測情報を付与した。さらにそれらの遺伝子配列について吸血およ
び飢餓状態における発現強度の比較を行い、Gene Ontology 解析による代謝変動等の解析を行
った。 

新規“ユニバーサル”ワクチン候補分子を同定する際には、候補分子の発育ステージごとある
いは組織別での詳細な発現解析を行う必要があるが、ワクモなどでは相対的発現量の計測に必
須の reference 遺伝子の情報が乏しい。そこで適当なの reference 遺伝子を同定して、定量的 real-
time PCR 法を樹立した。前述の RNA-SEQ 解析の結果より、吸血及び飢餓状態のワクモにおい
て一定の発現強度を示し、発現に大きな変動が認められず、ニワトリ由来の配列とは相同性が低
い遺伝子を候補遺伝子として選抜した。また、マダニの内在性コントロール遺伝子として知られ
る elongation factor 1α (ELF1α) 遺伝子についても検討に用いた。吸血及び飢餓状態のワクモに
おける遺伝子発現を比較するため、in vitro feeding にて鶏血液をワクモに吸血させ、さらにその
うち一部を再び飢餓状態に戻して、吸血及び飢餓ワクモ試料を調製した。これら試料を用いて、



リアルタイム RT-PCR 法により各遺伝子の発現量を定量して、RefFinder により安定性を評価し
た。 

前述の RNA-SEQ 解析結果に基づいて選抜した遺伝子について、野外ワクモ試料を用いて、
個々の遺伝子クローニングを行い、そのオープンリーディングフレーム配列を決定して、系統樹
解析およびドメイン予測を行った。次に、それぞれの遺伝子のワクモの組織別、発育ステージ別
の遺伝子発現を RT-PCR または RT-qPCR により解析した。また個々の遺伝子がコードする分
子の性状解析のため、ブレビバチルス菌発現系を用いて組換えタンパク質を調製して、それらを
用いて酵素活性などの生物学的活性を検討した。そして組換えタンパク質を鶏に免疫して免疫
血漿を作製して、その抗ワクモ効果を in vitro feeding assay により検証した。 

ワクモ、トリサシダニ、およびミナミトリサシダニなどの鳥由来のダニ種に対する新たな防
除戦略として、これらのダニ種を広く同時に制御できる”ユニバーサル”ワクチンの開発を目指し
て、前述の RNA-SEQ 解析結果などに基づいて、これらのダニ種間で高度に保存され、ダニの生
理や成長に重要な機能を持つ分子をワクチン候補抗原として探索した。そしてトリサシダニと
ミナミトリサシダニで同定した分子についてワクモの各々の遺伝子と相同性を比較した。その
後、組換えタンパク質を調製して鶏に免疫して免疫血漿を作製して、組換えタンパク質として調
製した異なるダニ種由来分子との交差反応性を評価した。さらに抗ワクモ効果を in vitro feeding 
assay により検証した（本来は他のダニ種を用いた吸血試験も実施すべきであるが、現時点で他
のダニ種を用いた吸血試験方法が存在しない）。 

 
４．研究成果 
（１）ワクモの吸血および飢餓時のトランスクリプトーム動態の比較 

吸血性の寄生虫の生物学的特徴を詳細に理解するためには、吸血および飢餓状態のトランス
クリプトームを比較することが重要である。そこでワクモの吸血および飢餓状態の遺伝子発現
パターンを調べて、そのトランスクリプトームから生理機能の動態を検討した。その結果、吸血
によりワクモの遺伝子発現パターンは大きく変動していた。そして機能情報の付与された推定遺伝子
のうちで、吸血時のワクモでは飢餓状態に比べて 2,154 遺伝子の発現が上昇し、4,175 遺伝子の
発現の低下が認められた。これらの発現変動が見られた遺伝子について Gene Ontology 解析を
行った結果、吸血ワクモでは金属イオンの結合に関する遺伝子群が高発現し、ニワトリ血液中の金属イ
オンの運搬、貯蔵、及び解毒作用が亢進することが示唆された。さらに吸血したワクモでは ATP合成や
代謝に関する遺伝子群が高発現しており、脱皮や生殖が促進されることが示唆された。一方で、飢
餓ワクモでは代謝抑制やオートファジーに関する遺伝子群の発現が高頻度に認められた。以上の成果
は、ワクモの吸血段階に関連する生物学的特性の理解を深め、今後ワクチンをはじめとしたワク
モなどの新規防除法の開発への応用が期待される。 
 
（２）ワクモにおける定量的 PCR 法確立のための内在性コントロール遺伝子の探索 

有用なワクチン抗原の探索には、吸血および飢餓状態のワクモ由来分子の発現動態は重要な
情報となる。しかし、各農場で採取されたワクモ試料の品質に大きなばらつきがあることから、
発現レベルの変化を正確に比較するためには、適切な内在性コントロール遺伝子の使用が望ま
しいとされる。そこで、ワクモの異なる血液摂取状態や発育ステージにおいて、安定した発現量
を持つ内在性コントロール遺伝子の候補として、十分な発現強度があり、吸血および飢餓状態の
間で有意な発現差がないことを基準に候補を選定した。その結果、7 種のコントロール遺伝子候
補を選択してその特徴をより詳細に解析した。さらに、各発育ステージでの発現量を比較して、
elongation factor 1α (ELF1α) -like 遺伝子と apolipophorins-like 遺伝子の 2 つのコントロール遺
伝子が最も適していることが示された。そしてコントロール遺伝子として評価したところ、
ELF1α-like 遺伝子と apolipophorins-like 遺伝子を用いることで、ATP 合成酵素サブユニット-
like 遺伝子の発現を正規化することに成功した。以上より、ELF1α-like 遺伝子と apolipophorins-
like 遺伝子はワクモの内在性コントロール遺伝子としての有用性であることが示唆された。 
 
（３）種々のワクモ由来分子のワクチン抗原としての評価 

前述の RNA-SEQ 解析の結果より、新規の adipocyte-plasma membrane-associated protein-
like 分子（Dg-APMAP）が、吸血後のワクモで高発現していることが判明した。そこで、Dg-APMAP
遺伝子の全塩基配列を決定して、ワクモの異なる発育ステージにおける発現を調べ、ワクチン抗
原としての可能性を評価した。Dg-APMAP mRNA は、中腸や卵巣で発現し、吸血の状態に関わ
らず、全ての発育ステージで発現していた。次に Dg-APMAP の細胞外領域を組換えタンパク質
として調製して、ニワトリに免疫して調製した免疫血漿をワクモに in vitro feeding にて吸血さ
せたところ、吸血を必要とする若ダニと成ダニの生存率が対照群に比べて著しく減少した。この
結果は、Dg-APMAP をワクチン接種することで誘導される宿主免疫応答が、養鶏業におけるワ
クモによる被害を軽減する有効な戦略となり得ることを示唆している。 

これまでの研究で、欧州に分布しているワクモに対するワクチン候補として、システインプ
ロテアーゼである Deg-CPR-1 が報告されている。系統樹解析の結果、Deg-CPR-1 は他のダニ
類の消化型システインプロテアーゼと近縁であり、ニワトリのカテプシンとは異なるクラスタ
ーに分類されることが判明した。日本のワクモ由来 Deg-CPR-1 は、欧州のワクモのものと比べ
てアミノ酸置換があるが、ワクチンとしての有効性を示し、これまでの知見と一致した。また



Deg-CPR-1 は、カテプシン L 様酵素活性を示し、Deg-CPR-1 mRNA は中腸で検出され、吸血
を必要とする全発育ステージで発現していた。これらの結果は、中腸の Deg-CPR-1 が生理的プ
ロセスにおいて重要な機能を持つ可能性を示しており、その発現を阻害することで、Deg-CPR-
1 を用いたワクチンの有効性に寄与する可能性を示している。 

ワクモのシステインプロテアーゼとしてこれまでに報告されている 2 つのシステインプロテ
アーゼ（前述の Deg-CPR-1 など）とは異なる Deg-CPR-2 を本研究で同定した。系統樹解析の
結果、Deg-CPR-2 はワクモの他のシステインプロテアーゼとは異なるクラスターに属していた。
このクラスターには、マダニのヘモグロビン消化に関与すると考えられているカテプシン L 様
プロテアーゼも含まれていた。発現解析の結果、Deg-CPR-2 は中腸および全ての発育ステージ
で発現していたが、個々の発育ステージ間で発現量に差があった。調製した組換え Deg-CPR-2
の酵素活性はシステインプロテアーゼ阻害剤存在下で阻害されたことから、Deg-CPR-2 はワク
モにおいてシステインプロテアーゼとして機能していると考えられた。そして組換え Deg-CPR-
2 を免疫したニワトリの血漿を in vitro feeding assay にて吸血させたワクモで、主に第一若ダニ
の死亡率が増加した。これらのことから、Deg-CPR-2 はワクモの中腸でのタンパク質消化に寄
与しており、ワクモの生理的プロセスに重要な役割を果たしていることが示唆された。さらに
Deg-CPR-2 を免疫すると第一若ダニの個体数が減少する可能性があり、抗ワクモワクチンの候
補抗原となり得ることが示唆された。 

さらにワクモの新規シスタチン様分子として Dg-Cys を同定した。Dg-Cys mRNA は、中腸
と卵巣で発現しており、また全発育ステージで検出された。組換え Dg-Cys を調製して免疫した
ニワトリの血漿を in vitro feeding assay にて吸血させた若ダニでは、繁殖能および生存率が有意
に低下した。 

またワクモの銅トランスポーター1 様分子（Dg-Ctr1）を同定して、そのワクチン抗原として
の有効性を評価した。Dg-Ctr1 mRNA は中腸や卵巣で検出され、また全ての発育ステージで発現
しており、フローサイトメトリー解析により Dg-Ctr1 が細胞膜上に発現していることが示され
た。そして Dg-Ctr1 の細胞外領域を組換えタンパク質として作製して免疫したニワトリ由来の
血漿を吸血させた若ダニでは、生存率が著しく低下していた。これらの結果は、Dg-Ctr1 をワク
チン抗原として適用することで、農場内の若ダニの個体数を減少させ、養鶏業界におけるワクモ
による経済的損失の低減に貢献できることを示している。また前述の Dg-Cys の免疫血漿と Dg-
Ctr1 または Dg-APMAP の免疫血漿と組み合わせた混合血漿は、単独の免疫血漿と比較して高い殺
ダニ効果を示した。以上より、Dg-Cys を含む複数の抗原を組み合わせたカクテルワクチンが、ワクモの
被害に対する有用な新規防除法となる可能性が示された。 
 
（４）鳥類のダニ種（ワクモ、トリサシダニ、ミナミトリサシダニ）に対する”ユニバーサル”
ワクチンの抗原の探索と評価 

ワクモ、トリサシダニ、およびミナミトリサシダニなどの鳥由来のダニ種に対する”ユニバー
サル”ワクチンの候補抗原として、システインプロテアーゼ（CP）および鉄結合タンパク質であ
るフェリチン 2（FER2）を同定した。 

鉄結合タンパク質である FER2 は、ワクモの繁殖や生存に重要であり、既にワクモの防除に
有用なワクチン候補抗原として報告されており、一部のマダニ類でも”ユニバーサル”ワクチンの
抗原候補とされている。トリサシダニやミナミトリサシダニ由来の FER2 を同定してワクモの
配列と比較した結果、トリサシダニとミナミトリサシダニの FER2 は重鎖サブユニットのフェ
ロキシダーゼ中心が保存されていた。また系統樹解析の結果、トリサシダニとミナミトリサシダ
ニの FER2 はワクモや他の節足動物の分泌型フェリチンのクラスターに属していることが示さ
れた。ワクモ、トリサシダニ、およびミナミトリサシダニの組換え FER2（rFER2）は、鉄結合
能を示し、各ダニ種由来 rFER2 をニワトリに免疫して調製した免疫血漿はそれぞれ異なるダニ
種由来の rFER2 と交差反応した。さらに、ワクモに加えてトリサシダニまたはミナミトリサシ
ダニ由来の rFER2 に対する免疫血漿を吸血させたワクモの死亡率は、対照血漿での死亡率より
有意に高かった。このように異なるダニ種由来の抗 rFER2 抗体は、抗ワクモ作用を示した。CP
についても同様に、トリサシダニとミナミトリサシダニ由来 CP の推定アミノ酸配列は、ワクモ
のそれと 75％以上の同一性を示し、系統樹解析でもトリサシダニとミナミトリサシダニの CP
はワクモの CP と同じクレードにクラスターを形成していた。また調製した全てのダニ種由来組
換え rCP は、カテプシン-L 様酵素活性を示し、各 CP に対する免疫血漿は、異なるダニ種由来
CP と交差反応した。in vitro feeding assay でも異なるダニ種由来の抗 CP 抗体は、抗ワクモ作
用を示した。以上の結果より、FER2 や CP は”ユニバーサル”ワクチンの候補抗原として利用で
きる可能性があることが示唆された。今後、鶏を用いた異なるダニ種による攻撃試験の実施など、
より詳細な検討が必要であると思われる。 
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