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研究成果の概要（和文）：獣医・医学上重要な吸血性節足動物マダニについて、数年に及ぶ生
活史の大半を未吸血・飢餓状態で過ごすという性質に着目し、マダニの飢餓耐性を担う分子基
盤の解明を実施した。未吸血マダニにおけるオートファジー関連遺伝子群の発現抑制ならびに
オートファジー阻害剤処理により、実験群のマダニにおいて寿命が短縮した。このことから、
宿主探索時のマダニはオートファジーを活用して栄養分を補い、飢餓に耐えていることが示唆
された。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Ticks are hematophagous arthropods and they can survive without 
food during the host-seeking period for several months to years. This study focused on 
autophagy which is induced during starvation in eukaryotes. Knockdown of 
autophagy-related genes and treatment with autophagy inhibitor led to a shortened life 
span in adult ticks. Tick autophagy might help compensate for the loss of nutrients derived 
from host blood components during the non-feeding period. 
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００６年度  

２００７年度   

２００８年度   

２００９年度 1,110,000 333,000 1,443,000 

 ２０１０年度 1,010,000 303,000 1,313,000 

総 計 2,120,000 636,000 2,756,000 

 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：基礎獣医学・基礎畜産学 
キーワード：マダニ、オートファジー、オートファジー関連遺伝子、飢餓、寿命、Target of 

rapamycin、ビテロジェニン 
 
１．研究開始当初の背景 
吸血性節足動物であるマダニは、家畜や野

生動物だけでなくヒトでも吸血し、獣医・医
学上極めて重要な外部寄生虫となっている。
また、マダニの加害は、吸血による直接的加

害に加えて、マダニが吸血によって媒介する
多種多様な病原体（細菌、ウイルス、原虫な
ど）による間接的加害がより深刻であり、畜
乳生産に及ぼすマダニの経済的加害や人獣
の公衆衛生における重要性は、世界各国で報
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告されている。わが国においても、マダニ媒
介性疾患の一つである日本紅斑熱によるヒ
トの死亡例が 2008年に発表された。しかし、
国内外においてマダニ媒介性新興・再興感染
症の発生が懸念されているにもかかわらず、
マダニとその媒介病原体に対する殺ダニ
剤・ワクチン等を用いた現行の制圧法は、薬
剤耐性マダニの出現や環境問題の観点から
不十分とされており、効果的かつ安全性の高
い新規制圧法が必要とされている。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、数年に及ぶ生活史の大半を未

吸血・飢餓状態で過ごすというマダニの性質
に着目し、マダニの飢餓耐性に関わる遺伝子
および分子の特性解明を行い、マダニの長寿
命を担う分子基盤とその制御機構を明らか
にすることを目的とする。特に、未吸血期の
マダニにおけるオートファジーの分子機構
の全容解明を図ることによってマダニの飢
餓耐性・長寿命の制御機構を明らかにする。
さらに、得られた知見をマダニとその媒介病
原体に対する効果的で安全性の高い新規制
圧法への応用に繋げることを最終目標とす
る。 
 
 
３．研究の方法 
(1) マダニ新規オートファジー関連（ATG）
遺伝子の単離・同定 

フタトゲチマダニ ESTデータベースを用い
て ATG 遺伝子の相同遺伝子の探索を行い、得
られた cDNA の塩基配列を決定した。 
 
(2) マダニにおけるオートファジーのモニ
タリング法の開発 
①上記３．(1)で単離した cDNA 塩基配列情報
に基づき、マダニ新規オートファジー関連
（Atg）タンパク質について、大腸菌発現系
で組換えタンパク質を作出し、マウスポリク
ローナル抗体の作製を行った。 
②オートファジーのモニタリング法がマダ
ニではまだ確立していないため、モデル生物
を用いた研究を参考に、オートファジー誘導
時に細胞質内に出現するオートファゴソー
ム膜上に局在する Atg8 タンパク質に着目し
た。既に作製済みの、Atg8 に相同なフタトゲ
チマダニ Atg8（HlAtg8）に対する抗体を用い
て、マダニにおけるオートファジーのモニタ
リング法開発を試みた。すなわち、抗 HlAtg8
抗体を用いたウエスタンブロット法による
HlAtg8 の検出、蛍光抗体法による免疫染色な
らびに免疫電顕法により、最適なモニタリン
グ法について検討した。電子顕微鏡を用いた
観察については、連携研究者である松尾智英
准教授（鹿児島大学）によって実施された。 

③リアルタイム PCR 法によるマダニ ATG
（HlATG）遺伝子の発現解析を行い、飢餓時
に発現が上方調節される HlATG遺伝子を調べ
た。遺伝子レベルでの発現解析結果と、上記
(2)②で行ったタンパク質レベルでのモニタ
リング法とを総合的に解釈し、マダニにおけ
るオートファジーのモニタリング法を確立
した。 
④オートファジーの間接的検出法として哺
乳動物細胞やショウジョウバエを用いた研
究で行われている脂肪染色、蛍光色素
（LysoTracker）を用いたリソソームの検出
についてもマダニオートファジーのモニタ
リング法として利用可能かどうかを検証し
た。 
 
(3) マダニATG遺伝子群/Atgタンパク質群の
機能解析 
①RNA 干渉（RNAi）により HlATG 遺伝子の発
現抑制を行い、対照群と RNAi 処理群との表
現型の比較を行った。 
② オ ー ト フ ァ ジ ー の 阻 害 剤 で あ る
3-methyladenine (3-MA)を用いたインヒビタ
ーアッセイを行った。すなわち、マイクロイ
ンジェクターを用いて 3-MA を未吸血(飢餓)
マダニにインジェクションし、インジェクシ
ョン後のマダニの表現型解析ならびにウエ
スタンブロット法による HlAtg8 タンパク質
の検出を行った。 
 
(4) マダニオートファジーの制御因子の同
定 
①インスリンシグナル、アミノ酸シグナル、
エネルギー代謝、栄養シグナル伝達経路がオ
ートファジーを制御することが様々な生物
種において報告されている。そこで、オート
ファジーの制御因子として知られる Target 
of rapamycin (TOR)に着目し、その遺伝子ク
ローニングを試みた。TOR の相同遺伝子はフ
タトゲチマダニ ESTデータベース上に存在し
なかったため、degenerated PCR 法によるク
ローニングを実施した。すなわち、フタトゲ
チマダニ雌成ダニの卵巣から total RNA を抽
出し、逆転写酵素を用いて cDNAを作製した。
他生物種の TORタンパク質の部分的なアミノ
酸配列情報をもとにプライマー（混合オリゴ
ヌクレオチド）を設計し、合成した cDNA を
鋳型としてPCRを行った。この方法によりTOR
遺伝子断片を得ることができ、5’上流の未
知領域および 3’下流の未知領域をクローニ
ングするために、5’および 3’RACE (rapid 
amplification of cDNA ends)法を行った。 
②リアルタイム PCR 法によるマダニ TOR
（HlTOR）遺伝子の発現解析を行った。 
③RNAi法によるHlTOR遺伝子の発現抑制を実
施し、表現型の解析を行った。また、TOR 経
路における TOR の下流因子 S6キナーゼ(S6K)



 

 

の発現についてもウエスタンブロット法に
より解析した。 
④未吸血マダニに TOR 阻害剤である
rapamycin をインジェクションし、HlAtg タ
ンパク質の発現を調べ、未吸血時のマダニに
おける TORとオートファジーの関連性につい
て検討した。 
⑤飽血マダニに rapamycinをインジェクショ
ンし、表現型解析ならびに S6K の発現解析を
行った。 
 
(5) マダニの飢餓期における糖および脂質
代謝の解析 
①マダニの栄養貯蔵器官である中腸につい
て、糖染色・脂肪染色を行い、組織学的に糖
および脂質を検出した。 
②フタトゲチマダニ ESTデータベースを用い、
糖代謝および脂質代謝に関わる酵素をコー
ドする遺伝子の単離を試みた。 
 
 
４．研究成果 
(1)マダニ新規 ATG 遺伝子の単離・同定 

フタトゲチマダニの ESTデータベースを用
いて、オートファゴソーム形成過程に必須な
ATG6 の相同遺伝子を探索し、その cDNA を単
離することに成功した。HlATG6 cDNA 遺伝子
配列を日本 DNA データバンク（DDBJ）に登録
した(アクセッション番号 AB601889)。ATG6
相同遺伝子をマダニから単離したのは本研
究が世界で初めてである。 
 
(2)マダニにおけるオートファジーのモニタ
リング法の開発 
①上記４．(1)において単離した HlATG6 遺伝
子配列を基に大腸菌発現系を用いて組換え
タンパク質を作製し、HlAtg6 に対するマウス
抗血清を作製した。 
②フタトゲチマダニ Atg8（HlAtg8）に対する
抗体を用いてウエスタンブロット法ならび
に蛍光抗体法による免疫染色を行い、内在性
HlAtg8 の検出を試みた。抗マダニ Atg8/LC3
（HlAtg8）抗体を用いたウエスタンブロット
法では、他生物種と同様に LC3-I および
LC3-IIに相当する2本のバンドを検出するこ
とができ、本法はマダニにおけるオートファ
ジーのモニタリングに有用であることが明
らかになった。しかしながら、蛍光抗体法に
よる免疫染色ならびに免疫電顕法では、
HlAtg8 の細胞内局在を検出することができ
なかったため、今後のさらなる検討が必要で
あると考えられた。一方、既に作製済みの
HlAtg3、HlAtg4、HlAtg6、HlAtg12 に対する
抗体についても、マダニにおけるオートファ
ジーのモニタリング法に有用か否か検討し
たが、HlAtg8 に対する抗体の使用が最も適す
ると考えられた。 

③リアルタイム PCR 法では、中腸・卵巣・脂
肪体における HlATG8 の発現が吸血時に比べ
て未吸血時に増大することが明らかになっ
た。このことは未吸血（飢餓）時に ATG8 遺
伝子の発現が各臓器において上方調節され
ることを示しており、マダニの ATG8 遺伝子
発現解析は、オートファジーのモニタリング
法の一つとして利用可能であることが示唆
された。 
④未吸血時の中腸細胞内にはオートファゴ
ソームが観察され（図 1：矢印は隔離膜、矢
頭はオートファゴソームを示す。）、この中腸
細胞内には脂肪が蓄積されていた(図２：パ
ネル A、赤色は細胞内の脂肪を示す。)。飢餓
時のマダニは中腸内に脂肪を貯蔵している
とともに、中腸上皮細胞内ではオートファジ
ーが誘導されることが明らかになった。した
がって、マダニの中腸におけるオートファジ
ーの間接的検出法の一つとして脂肪染色が
有用であると考えられた。一方、ショウジョ
ウバエで利用されているリソソーム検出法
はマダニ中腸には適さないことが判明した。 
⑤以上のことから、HlATG8/HlAtg8 の遺伝
子・タンパク質レベルでの発現解析だけでな
く、オートファゴソームの観察、脂肪の検出
等を行い、それらの結果を統合することによ
って、飢餓時のマダニにおけるオートファジ
ーをモニタリングすることが可能であると
考えられた。 

 



 

 

(3)マダニ ATG 遺伝子群/Atg タンパク質群の
機能解析 
①RNAiにより未吸血マダニのHlATG遺伝子群
（HlATG3、HlATG4、HlATG6、HlATG8、HlATG12）
の発現抑制を行った。リアルタイム PCR 法に
よる遺伝子発現解析では、RNAi 処理後 2ヶ月
までいずれの HlATG遺伝子についても発現が
抑制されたことが明らかになった。未吸血マ
ダニにおける RNAi による遺伝子発現抑制実
験、ならびに、遺伝子発現抑制効果が 2ヶ月
間という長期にわたって持続されるという
実験結果は、これまで国内外において報告が
無く、非常にインパクトのある所見である。
なお、実験群のマダニにおいて寿命が短縮す
る傾向にあった。 
②オートファジー阻害剤 3-MA処理によって、
実験群のマダニの寿命が短縮し、その処理マ
ダニでは HlAtg8 の発現パターンが変化した
(図３：3-MA 処理後に form I が増加し、form 
II は減少した。)。したがって、上記４．(3)
①の結果と併せると、飢餓時のマダニは、オ
ートファジーを活用して栄養分の補給を行
い、飢餓に耐えていると考えられた。 

 
(4)マダニオートファジーの制御因子の同定 
①TOR 遺伝子断片（約 5 kbp）の塩基配列を
決定することができたが、5’末端の配列を
すべて決定するには至らなかった。 
②現時点までに決定した TOR 塩基配列
（HlTOR）を基にプライマーをデザインし、
リアルタイム PCR 法により、マダニにおける
遺伝子発現解析を行った。HlTOR は唾液腺、
中腸、脂肪体では吸血後に発現増大し、飽血
後にその発現が低下した。卵巣では、HlTOR
の発現は未吸血時に高く、吸血後に低下した
が、飽血後にその発現は増大し、飽血後２週
間目にはピークに達した。 
③HlTOR 遺伝子の発現抑制を行ったところ、
卵黄タンパク質（ビテロジェニン；Vg）をコ
ードする遺伝子（Vg）の発現が下方調節され、
TOR の基質である S6K がリン酸化されなかっ
た。さらに、Vg 転写活性因子の発現も低下し
た。 
④TOR 阻害剤を未吸血マダニに注入したとこ
ろ、注入後に HlAtg タンパク質の発現が増大
し、マダニにおいても TOR がオートファジー
を制御することが示唆された。 
⑤TOR 阻害剤を飽血マダニに注入したところ、

上記４．(4)③の HlTOR RNAi の結果と同様に、
Vg 合成の低下が見られた。 
⑥以上のことから、雌成ダニにおいては、TOR
が未吸血時に不活化しているためにオート
ファジーが活性化し、その一方で、吸血時に
は TOR が活性化し Vg 合成を盛んに行い、オ
ートファジーが抑制されている可能性が示
唆された。今後、マダニにおける TOR ならび
に Vg 合成とオートファジーの関連性の詳細
を明らかにすることが必要であると考えら
れた。 
 
(5)マダニの飢餓期における糖・脂質代謝の
解析 
①図２に示すように、未吸血時にほとんどの
中腸上皮細胞内に脂肪が蓄積されていたの
に対し、吸血時には一部の細胞内だけに脂肪
が蓄積されていた（パネル A・B）。また、未
吸血時にほとんどの中腸全体で PAS陽性だっ
たが、吸血時には糖衣で覆われている刷子縁
だけがPAS陽性を示した（パネルC・D、矢頭）。
したがって、飢餓時には中腸内に糖と脂質が
蓄積することは明らかだが、代謝とオートフ
ァジーの関連性は明らかでない。 
②代謝調節因子の一つ、AMP キナーゼの相同
遺伝子をフタトゲチマダニ ESTデータベース
を用いて単離した。今後は、その特性解明を
行い、飢餓マダニにおける代謝とオートファ
ジーとの関連性を詳細に解析する予定であ
る。 
 
(6) 本研究の成果は、マダニの飢餓耐性にオ
ートファジーが重要な役割を果たすことを
世界で初めて明らかにしたものであり、未吸
血時のマダニに対する防除法の開発に有用
な知見であると考えられる。 
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