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研究成果の概要（和文）：マダニの中腸に構築されているヘモグロビン分解経路は、マダニの生

存・繁殖を支える栄養代謝の中心的役割を果たすと同時に、吸血によって媒介される様々な動

物やヒト病原体にも深く関与することを突き止めた。加水分解酵素とその阻害剤で構成される

分解経路と伝搬される病原体との間には、ネットワーク化された時空間的な分子間相互作用が

機能していることが分かった。 

 
研究成果の概要（英文）：A hemoglobin digestive assembled in the midgut of ticks plays a 
central role for nutrition metabolism in tick survival and reproduction.  Concurrently, 
the cascade consisted of proteolytic enzymes and their inhibitors are found to be 
associated with vector-transmitting a variety of human and animal pathogens by blood 
feeding.  The results demonstrate that a network for the spatiotemporal intermolecular 
interaction is functioned between the hemoglobin digestive cascade and the 
transmitted-pathogens.  
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１．研究開始当初の背景 
（1）急務である現行殺ダニ剤に代わる新た
なマダニ媒介感染症制圧技術の開発：ウイル
スから寄生虫まで多種多様な病原体を媒介
するマダニは、畜産振興の阻害のみならず、
多数の新興・再興感染症の拡大をもたらすベ
クターでもあることから、人類にとって最も
厄介な外部寄生虫である。特に、バベシア症
に代表されるマダニ媒介性原虫病は、原虫の
多様な抗原変異から、ワクチン開発は困難を

極め、ジミナゼン製剤の製造中止と相まって
原虫病の根絶は極めて困難な状況が続いて
おり、原虫病制圧に向けた研究戦略は立って
いない。現在、マダニとマダニ媒介性原虫病
の予防対策は、専らベクター駆除を目的とし
た殺ダニ剤に依存しているが、環境問題等な
どから、現行の化学的薬剤に代わる、難治性
原虫病を中心とするマダニ媒介性疾病の予
防と、清浄化を永続的に維持できる効果的な
予防・治療法開発が、今や世界的な急務とな
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っている。 
（2）マダニ媒介性感染症予防・治療薬開発
の国内外の現状と問題点：殺ダニ剤のほぼ全
ては農薬の転用・流用にすぎない状況が、世
界的に半世紀以上も継続しており、これが、
現在抱えている薬剤耐性マダニ、畜産物への
薬物残留問題などの弊害を招いている。本来、
抗マダニ薬開発は対象であるマダニに特有
の生理や生存・繁殖の特性に立脚することを
基盤とすべきであり、この原則から大きく逸
脱した開発状況を早急に転換する必要があ
る。 
（3）マダニ中腸における蛋白（宿主血液）
エネルギー代謝経路の発見：我々はこれまで
にマダニの宿主血液の吸血消化機構の解明
を進めてきた。その結果、吸血で取り込まれ
た宿主血液の主要構成蛋白であるヘモグロ
ビンは、中腸に存在するヘモグロビン分解経
路（HbDC）よって分解・吸収されていること
を明らかにした。HbDCとは、中腸上皮細胞内
で蛋白分解酵素群とインヒビター群が協調
的に機能して、ヘモグロビンをアミノ酸に分
解する経路のことである。加えて、我々は、
HbDC 参画分子群は中腸上皮細胞内でバベシ
ア症の病原虫である、バベシア原虫の分化・
増殖をも制御していることを突き止め、HbDC
による病原体伝搬制御の可能性を示唆した。 
 
２．研究の目的 
（1）マダニは宿主の血液を唯一の栄養源と
する。そのため、人や動物にはない吸血生理
を支える多彩な代謝経路が存在すると考え
られているが、現在マダニの生存や繁殖の恒
常性維持の基軸経路は未解明である。我々は、
マダニ個体において、血液消化の中枢と位置
づけられる中腸の上皮細胞から、多種多様な
加水分解酵素群とそのインヒビター群の同
定によって、巧妙にプログラムされたヘモグ
ロビン分解経路（HbDC）の存在を提唱し、さ
らに、HbDC参画分子をノックダウンしたマダ
ニでは、マダニ個体内でバベシア原虫の過剰
伝搬が惹起され、原虫伝搬に破綻を来すこと
を突き止めた。さらに蛋白代謝と病原体伝搬
に関与する、マダニ特有の Dual functionな
HbDC機能を明らかにし、国内外で大きな反響
を得た。我々は、HbDCネットワーク下にある
蛋白代謝と病原体伝搬を想定し、マダニが進
化的に獲得したこの多様性の解明こそが、マ
ダニ制圧の方策転換を強く方向づけできる
とともに、有用・応用性に新領域をもたらす
ことができると考える。 
（2）ヘモグロビン分解経路を標的としたマ
ダニとマダニ媒介感染症制圧技術の開発：
我々が特性解明に成功している各種 HbDC 参
画分子に関する最新知見を活用し、バベシア
原虫をモデル病原体として、原虫が中腸内を
移行する期間に発現・変動する HbDC 参画分

子の特性解明を展開し、HbDC 代謝マップの作
成を通して病原体伝搬が、制御されたネット
ワークによって営まれていることを論理的
に記述することである。 
 
３．研究の方法 

（1）ヘモグロビン分解経路参画分子 HlCPL

発現動態の解析 

①フタトゲチマダニ（岡山株）の中腸 ESTデ

ータベースより単離した、HlCPL cDNAをもと

に、大腸菌発現蛋白として組換え HlCPLを作

製し、各種合成基質及び Hb 標品を用いた加

水分解活性能を解析した。ウサギに付着させ

た成ダニを経時的に回収し、HlCPL 発現及び

内在型 HlCPLの局在を定量 PCR及び免疫蛍光

組織染色を用いて解析した。 
②In vitroにおける HlCPLと内在性インヒビ
ターの分子間相互作用解析：上記の基質を用
いて、HlCPL 活性に対する阻害効果をすでに
単離に成功しているフタトゲチマダニのシ
スタチン 2種について解析した。 
③フタトゲチマダニにおける in vivo機能解
析：RNA 干渉法により作製した HlCPL ノック
ダウンマダニ(HlCPL k/d)を耳袋法によって
ウサギ体表に付着させ、表現型の解析、HlCPL
及びそのインヒビターの発現動態を定量 PCR
及び免疫蛍光組織染色を用いて経時的に解
析した。 
④HbDCを制御するインヒビターとして、新た
にマダニキモトリプシン様インヒビター
（HlChI）を単離し、細胞生物学的及び in vivo
での内在機能を明らかにするため組換え
HlChI とマダニ−哺乳類宿主系を用いた in 
vivo解析を行った。 
（2）フタトケチマダニ cDNA のマイクロアレ
イ解析：Babesia gibsoni 感染犬（原虫の赤
血球寄生率：25％）から吸血したフタトゲチ
マダニの飽血後 3日目の中腸（BgHlMg）と非
感染犬から吸血したマダニの飽血後 3日目の
中腸（nHlMg）を材料としたアレイによる遺
伝子発現比較解析を行った。 

 
４．研究成果 
（1）新たなヘモグロビン経路参画分子の同
定及びネットワーク構築されたヘモグロビ
ン分解経路の発見 
①ヘモグロビナーゼ活性を保有する HlCPL：
HlCPL の加水分解活性は、カテプシン L/B 基
質（kcat/Km= 0.19 M

-1
S
-1）に対して、至適 pH

及び温度それぞれ 3.6 及び 37℃であり、ロイ
ペプチン、アンチパイン及び E-64 によって
活性が抑制されたことから HlCPLはシステイ
ンプロテアーゼであることが示された。また、
SDS-PAGE 解析によって、酸性下での HlCPL 加
水分解作用による Hbの断片化が確認された。
HlCPL 及び内在型 HlCPL の発現は中腸上皮細



胞だけに認められ、付着後 48 時間まで発現
が増大することが分かった（図 1）。 
②HlCPL と共局在する２種のシスタチン：
HlCPL の基質及び Hb 分解活性は、Hlcyst-1
（IC50: 7.9 nM ± 2.19）と Hlcyst-2（IC50: 
239.0 nM ± 8.65）によって阻害された。ま
た、吸血期間における Hlcyst-1, -2 の発現
動態は、遺伝子発現及び局在とも HlCPLと類
似することから、HlCPL の内在性インヒビタ
ーであることが強く示唆された（図 2,3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③吸血消化不全を招く HlCPLノックダウンマ
ダニ：HlCPL k/dでは dsmalE dsRNA処理した
対照群と比較して、宿主血液の摂取量低下が
招来し、飽血前に半数が死亡、生存率の有意

な低下が確認された。組織学的に中腸上皮細
胞のリモデリング抑制が観察され、中腸内腔
には未消化な宿主血液が認められた。HlCPL
の発現抑制は、Hlcyst-1 及び-2 の発現量を
減少させたが、HbDC参画分子である HlLgm-1, 
-2 の発現は増大させることが分かった。同時
に、longepsin及び HlSCP1の発現量も減少す
ることが確認された（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

④マダニ中腸において HlCPLとその内在性イ

ンヒビターHlcyst-1, -2は連携・協調しなが

ら機能し、Hb 分解に重要な役割を果たしてい

ることが分かった。中腸上皮における Hb 分

解は、HlCPL、Hlcyst-1 及び-2 などの HbDC

参画分子によって時空間的に制御されてい

ることが示され、中腸でネットワーク化され

た HbDC の存在が強く示唆された。マダニ吸

血消化の分子基盤を支える HlCPL、Hlcyst-1

及び-2 などの HbDC 参画分子は新規抗マダニ

薬の標的分子として有望であると考えられ

る。 

⑤キモトリプシン様インヒビターである

HlChI は、アミノ酸 82 残基、分子量 9.1kDa

で構成され、定量 PCR による解析の結果、

HlChI は、吸血時に発現が増強されており、

幼ダニ、若ダニでは吸血開始 96 時間後に、

成ダニでは吸血開始 120時間後において最も

高い発現レベルを示した。免疫蛍光抗体法で

は、HlChI の陽性反応は中腸上皮細胞・ヘモ

サイトの細胞質内に確認された。組換え

HlChI は、ウシ膵臓由来 α キモトリプシンの

蛍光基質およびカゼインに対する加水分解

活性を顕著に阻害したが、ウシ膵臓トリプシ

ンに対する阻害活性は低く、ブタ由来エラス

ターゼに対しては殆ど阻害活性を示さなか

った。HlChI ノックダウンマダニでは対照群

（dsmalE マダニ）と比較して吸血の進行が顕

著に阻害され、それに伴って飽血時体重の著

しい減少や、産卵数、孵化率の低下が見られ

た。HlChI はキモトリプシンに対しては顕著

 

 

 

図 2 Hlcyst-1,2 の HlCPL 加水分解阻害作用 

図 4 HlCPL発現抑制による HbDC参画分子へ影響 

 
図 1 HlCPL と HlCyst-1,2 の局在 

 
図 3 成ダニの吸血時における HlCPL, 
Hlcyst-1,2 発現量の変化 

 



な活性阻害作用を示したが、他のトリプシン

やエラスターゼに対しては殆ど阻害作用を

示さなかったことから、セリンプロテアーゼ

の中でも特にキモトリプシンの加水分解活

性を特異的に阻害するインヒビターである

と考えられた（図 4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
（2）バベシア原虫の伝搬を制御するヘモグ
ロビン分解経路 
 我々はロンギパインがバベシア原虫の伝
搬を制御することを明らにしてきたが、アレ
イ解析の結果、ヘモグロビン分解経路参画分
子がバベシア原虫の伝搬に深く関与するこ
とを見出した。すなわち、B.gibsoni 寄生率
の異なる 2 種類の BgHlMg（寄生率 11.1、
0.49％）において、全プローブの 3.2％の遺
伝子発現が 2 倍以上、2.6％の遺伝子発現が
0.5 倍以下に変動していた。また、上方変動
した遺伝子には蛋白質分解酵素をコードす
る遺伝子が複数（22％）含まれ、特にヘモグ
ロビン分解経路参画分子（HlSP, Longepsin, 
Longipain, HlSCP1, HlLgm, HlLgm2, HlLAP, 
HlLAP2）に着目し、サンプル数（寄生率 19.6、
17.1、22.0％）を追加して、定量 PCR による
発現量の比較を行ったところ、4 種類の遺伝
子（Longepsin, HlSCP1, HlLAP, HlLAP2）が
寄生率に対して負の相関を示した（P＜5％）。
以上の成績から、マダニにおける B.gibsoni
伝搬は、マダニの HbDC が重要な役割を果た
していることが分かった。 
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