
北海道大学・獣医学研究院・准教授

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

国際共同研究加速基金（国際共同研究強化(B)）

2023～2020

マダニ媒介性感染症研究のボトルネック解消に向けたマダニ実験基盤の国際共同構築

Establishment of tick experimental systems to accelerate research on tick-borne 
infectious diseases

５０６３３９５５研究者番号：

中尾　亮（Nakao, Ryo）

研究期間：

２０ＫＫ０１５１

年 月 日現在  ６   ５ １７

円    14,500,000

研究成果の概要（和文）：マダニ媒介性感染症の制御に向けて多様な側面から基礎・応用研究が行われている
が、マダニ細胞、実験室マダニ飼育系、実験室マダニ維持株はその重要な実験基盤である。本研究では国際共同
研究により、日本国内に生息するマダニ種に関するそれらの実験基盤を作出した。従来のマダニ細胞樹立法を改
良し、日本国内に優占するチマダニ属マダニの細胞作出に成功した。さらにチマダニ属マダニを含む複数の国産
マダニの実験室維持株を樹立した。

研究成果の概要（英文）：Tick cell lines, laboratory tick rearing systems, and laboratory tick 
colonies are important experimental platforms to conduct basic and applied studies for the control 
of tick-borne diseases. In this study, we developed these experimental bases for tick species 
prevalent in Japan through international collaborations. We were able to establish several tick cell
 lines from ticks of the genus Haemaphysalis. Furthermore, several laboratory colonies of 
Haemaphysalis ticks were obtained.

研究分野：獣医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で作出したマダニ細胞および実験室マダニ維持株は、マダニが媒介する病原体の解析、マダニの生理活性
や免疫機構の解析など、多様な基礎・応用研究に活用できる。特に、チマダニ属マダニの実験基盤は、同マダニ
が優占するアジア地域のマダニ研究のボトルネック解消につながる。マダニ媒介性病原体の分離培養や治療薬開
発、抗マダニワクチン・殺ダニ剤の開発にもつながることが期待できる。

※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 
 
 マダニは吸血性節足動物であり、動物の血液を唯一の栄養源として利用し、その生活環を維持
している。すなわち、卵から幼虫へ孵化後、幼虫→若虫、若虫→成虫、成虫→産卵の各ステージ
で吸血が必要となる。吸血時にしばしば、ヒトや動物にとっての病原体を伝播することから、公
衆衛生上、家畜衛生上、非常に重要な生物である。マダニによって媒介されるマダニ媒介性感染
症は、世界中で毎年のように新たに発見されており、その数は年々増えている。国内においては、
日本紅斑熱などのマダニ媒介性感染症が流行しているが、その報告件数は近年増加傾向にある。 
 マダニ媒介性感染症を制御する目的で、多様な側面から基礎・応用研究が行われているが、マ
ダニ細胞、実験室マダニ飼育系、実験室マダニ維持株は試験研究の実施において重要なツールで
ある。マダニ細胞においては、欧米やアフリカを中心に分布する Rhipicephalus 属、Ixodes 属、
Amblyomma 属などのマダニ種の細胞が開発されているが、日本をはじめとするアジア諸国で優占
する Haemaphysalis 属マダニの細胞は存在しない。また、欧米では人工膜を用いた実験室マダニ
飼育系の開発が進むが、国内に分布するマダニ種に適したものは未開発である。 
 
 
２．研究の目的 
 
 国内に生息するマダニ種に由来する細胞と実験室マダニ飼育系を開発することで、マダニ媒
介性感染症研究に有用な実験基盤を構築する。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）マダニ細胞の作出 
 
①マダニ細胞の材料と方法 
 
 植生から採集したマダニ野外株および実験室マダニ維持株を用いてウサギによる吸血試験を
実施し飽血マダニを得た。また野生動物体表から回収した飽血マダニも実験に用いた。産卵後に
卵塊を一定期間飼育し、マダニ細胞材料とした。共同研究者である英国・リバプール大学・Lesley 
Bell-Sakyi 博士の研究室で実施されているマダニ卵と L15 培地を用いた手法を基準に、卵塊か
ら乳剤を作製し、初代培養を行なった。細胞作出には、フタトゲチマダニ（Haemaphysalis 
longicornis 高知株・単為生殖系統、高知株・両生生殖系統、野外株）、ヤマアラシチマダニ
（Haemaphysalis hystricis 石垣株）、キチマダニ（Haemaphysalis flava 愛知株）、タカサゴチ
マダニ（Haemaphysalis formosensis 徳島株）、ヤマトマダニ（Ixodes ovatus 野外株）、タカサ
ゴキララマダニ（Amblyomma testudinarium 野外株）を用いた。 
 
②培養条件の検討 
 
 これまでに広くマダニ細胞の樹立・維持に用いられてきた L-15 培地、L-15B 培地に加え、昆
虫細胞の維持に用いられている培地も候補に加え、複数の温度帯で培養条件を検討した。さらに、
世界的に広く用いられているマダニ細胞（ISE18 や IRE/CTVM19 など）では、核型解析により染
色体の異数性が観察されている（Kotsarenko et al. 2020）。このことに注目し、培養開始時点
に複数種類の染色体分裂阻害物質を培地に添加し、染色体数の異常を人工的に誘因することで、
マダニ細胞の高増殖化を目的に試験を行なった。 
 
③マダニ細胞の活性評価法の開発 
 
 これまでに作出されたマダニ細胞の多くは三次元的に増殖し、接触阻害を起こさない（Nakao 
2019）。一般的に培養容器への接着が弱く、接着細胞と浮細胞が混在した状態で増殖する。また、
増殖スピードが非常に遅く、高い細胞密度で生存可能なため、形態的に活性を評価することがで
きない。そこで、マダニのアクチンタンパク質をコードする遺伝子の保存領域にプライマーを設
計し、その遺伝子発現を RT-PCR 系により検出する細胞活性評価系を構築した。 
 
 
（２）実験室マダニ飼育系の構築 
 
①人工膜の作製 



 
 
 マダニ人工吸血システムの構築のため、シリコン膜の作製条件を検討した。共同研究者である
ドイツ・ベルリン自由大学・Ard M Njihof 博士の協力のもと、レンズペーパーおよびゴールド
ビーターズ・スキンにシリコンを塗布することでシリコン膜を作製した。シリコンとへキシンと
の混合割合を調整し、シリコン膜の厚さを調整した。 
 
②吸血誘引剤の検討 
 
 マダニの吸血行動を誘引するために、シリコン膜に塗布する誘引剤の検討を行なった。過去に
文献報告のある複数の化学物質を膜に塗布し、その効果を検証した。さらに、動物（ウシ、イノ
シシ、ヒグマ）の皮膚材料から、有機溶媒（ヘキサン、酢酸エチル、メタノール）および水を用
いて抽出液を回収し、オルファクトメーターによるマダニ誘引試験を実施した。 
 
③人工吸血ユニットの構築 
 
 マダニ吸血刺激作用が報告されている二酸化炭素を吸血ユニット内に満たす器具を開発し、
人工吸血装置の改良を行なった。二酸化炭素インキュベータを用いて、吸血ユニット全体を加
温・加湿する手法も検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）マダニ細胞の作出 
 
 研究期間内にフタトゲチマダニ、ヤマアラシチマダニ、キチマダニ、タカサゴチマダニから複
数のロットのマダニ細胞が作出された（図１）。これまで広く用いられてきた、L-15 培地、L-15B
培地に加え、昆虫細胞用培地である TNM-FH培地、TC-100 培地もマダニ細胞の作出・維持に有用
であることがわかった。染色体分裂阻害物質を高濃度で添加した条件で、長期間の細胞生存につ
ながる傾向にあった。 

 
 

図１. 作出されたマダニ細胞の一部 



 
（２）実験室マダニ飼育系の構築 
 
 マダニの人工膜への誘引、吸血行動促進を目的とした人工膜への化学物質添加試験では、複数
の化学物質（0-ニトロフェノール、サリチル酸メチル等）の添加により、マダニの膜への吸着が
促進されたが、吸血行動の有意な促進にはつながらなかった。また、オルファクトメーターを用
いた動物の皮膚材料からの抽出液によるマダニ誘引活性の評価においては、有意なマダニ誘引
活性は観察されなかった。吸血ユニットへの二酸化炭素流入法の検討においては、吸血ユニット
全体を加温・加湿する手法への改良で、マダニの生存率の著しい改善が見られた。人工膜上に留
まるマダニ個体の割合が増加したものの、完全飽血に到るマダニ個体は得られなかった。 
 
 これまでに、いくつかのマダニ種で本研究で開発した人工吸血装置による部分吸血が観察さ
れた（図２）。しかしながら、飽血に至る個体は得られておらず、完全人工吸血系による実験室
マダニ飼育系の構築には、日本産マダニに適した条件の検討がさらに必要と考えられた。 
 
 本研究を通じてマダニ 7種 9株の実験室マダニ維持株を樹立できた（フタトゲチマダニ（高知
株・単為生殖系統、高知株・両生生殖系統）、ヤマアラシチマダニ（石垣株）、キチマダニ（愛知
株）、タカサゴチマダニ（徳島株）、タカサゴキララマダニ、（愛媛株、島根株）、クロウサギチマ
ダニ（Haemaphysalis pentalagi 奄美株）、イエンチマダニ（Haemaphysalis yeni 屋久島株））。
これらは、今後マダニ研究の重要な実験ツールとして活用できる。 
 
 

 
図 2. 人工吸血装置により部分吸血がみられたマダニ 
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