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研究成果の概要（和文）：エクアドル・アンデス地域でリーシュマニア原虫を媒介するサシチョウバエLutzomyia ayac
uchensisの唾液腺トランスクリプトーム解析を行い、主要構成成分を明らかにした。その中で、最大構成成分であるRG
Dペプチドの組換えタンパクを作製し機能を解析したところ、このペプチドは血小板凝集と血液凝固の2つの止血機構を
阻害するユニークな生理活性物質であることが明らかとなった。また、サシチョウバエ唾液ヌクレオチダーゼがリーシ
ュマニア感染に及ぼす影響を検討したところ、弱いながらも感染増強作用がみとめられ、これらがサシチョウバエ唾液
による原虫感染増強に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The salivary gland transcriptome analysis of Lutzomyia ayacuchensis, a vector of c
utaneous leishmaniasis in Ecuadorian Andes, was performed and abundant transcripts coding for secreted pro
teins were identified. The most abundant transcript coded for an RGD-containing peptide was expressed in E
scherichia coli and its activity was characterized. The resulting protein inhibited both platelet aggregat
ion and blood coagulation pathway, indicating that the peptide plays an important role in the blood feedin
g of Lu. ayacuchensis by inhibiting host hemostasis via dual mechanisms. On the other hand, salivary nucle
otidases of sand flies were assessed on their activity as an exacerbation factor for Leishmania infection.
 Salivary nucleotidases, PduApy and PduADA, slightly accelerated the disease progression after co-injectio
n of Leishmania parasites, suggesting that these proteins in saliva may be partly associated with exacerba
tion of the disease in leishmaniasis. 
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１．研究開始当初の背景 
1) リーシュマニア症について 
リーシュマニア症は、吸血昆虫サシチョウ

バエに媒介される人獣共通感染症で、世界 88
カ国で 1,500 万人以上の患者がおり、マラリ
アなどとともに世界保健機構(WHO)の 8 つの
重要感染症に指定されている。リーシュマニ
ア原虫は、哺乳類では免疫担当細胞マクロフ
ァージに持続感染する。 
 
2) ベクター唾液に関する研究 
ベクターは病原体を媒介するだけではな

く、吸血時に宿主に注入する唾液が、病原体
の感染や宿主の免疫応答、生理機能に様々な
影響を及ぼすことが明らかにされている。興
味深いことに、リーシュマニア原虫の感染実
験では、マウスに病変を形成させるためには、
自然感染で伝播される原虫数（100 匹程度）
の 1,000 倍（10 万匹）以上もの原虫を接種す
る必要があるが、100 匹程度の原虫をサシチ
ョウバエ唾液とともに接種すると、短期間の
うちに病変が形成され、悪化していく。この
ことから、サシチョウバエの唾液には原虫感
染を増強する作用があることが明らかにさ
れている (Titus and Ribeiro, Sceince, 1988; 
Theodos et al., 1991; Lima and Titus , 1996)。同
様の病原体感染増強作用は、後に、蚊やマダ
ニなど、他のベクターにおいても報告されて
いるが、これらの作用をもつ唾液成分は特定
されていない。 
 
3)病原体の感染性・病原性とヌクレオチダー
ゼ活性 
 最近の研究で、原虫や細菌などの病原体の
膜表面上に存在する二リン酸や三リン酸ヌ
クレオチドの分解酵素ヌクレオチダーゼが、
病原体の感染性や病原性に関与することが
相次いで報告されている（Pinheiro et al., 2006; 
Sansom et al., 2007; Leite et al., 2007, 2009; 
Santos et al., 2009）。病原体のヌクレオチダー
ゼは、細胞外 ATP による”Danger Signal”を阻
害して、生体の炎症反応や免疫応答の発動を
阻害し、感染に有利に働くと考えられる。リ
ーシュマニア原虫においても細胞膜上のヌ
クレオチダーゼ活性の病原性への関与が報
告されているが（de Almeida Marques-da-Silva 
et al., 2008）、膜上に局在した酵素であるため
か、サシチョウバエの唾液でみられるような
強い感染増強作用はない。 
 
4) 我々がこれまでに行ってきた研究 
我々はこれまで、ベクター唾液成分を用い

たリーシュマニア感染防御ワクチンの開発
を念頭に、リーシュマニア原虫を媒介するサ
シチョウバエの唾液タンパク網羅的解析を
行い、それらの抗原性を明らかにするととも
に、リーシュマニア感染防御に働く細胞性免疫
や感染悪化に働く液性免疫応答を誘導する唾
液タンパクを同定してきた。この中で、細胞内
ヌクレオチダーゼの 1 種である apyrase と相

同性を持つ物質 PduApy がサシチョウバエの
唾液中に分泌されていることを見出し、この
酵素がATPやADPをAMPに分解して血小板
凝 集 を 阻 害 す る こ と を 明 ら か に し た
（Hamasaki et al., 2009）。また、細胞内でヌク
レ オ チ ド 代 謝 に 働 く ADA （ adenosine 
deaminase）と相同性をもつ物質 PduADA が、
サシチョウバエ唾液中に分泌タンパクとし
て存在することを見出し、ATP, ADP の分解産
物である AMP やアデノシンを、炎症反応を
抑制するイノシンへと分解する活性を持つ
ことを明らかにした（Kato et al., 2007）。さら
に非常に興味深いことに、唾液成分がほぼ同
じ に も 関 わ ら ず 、 唾 液 ADA を 持 つ
Phlebotomus (P.) duboscqi を介したマウスへの
リーシュマニア感染では、ADA を持たない近
縁種 P. papatasi を介した感染に比較して、よ
り激しい病変を形成するという結果を得て
いる。このことは、唾液 ADA が感染のさら
なる増強に関与する可能性を示唆している。 
 
２．研究の目的 
吸血性節足動物の唾液には、吸血に伴う組

織損傷に対する宿主の生理機能を阻害して
吸血を効率よく行う機構を備えていると同
時に、媒介する病原体の感染を増強する作用
があることが報告されている。しかしながら
それらの作用機構は不明な点が多く、また活
性物質のほとんどは同定されていない。本研
究では、リーシュマニア症を媒介するサシチ
ョウバエの唾液タンパクの網羅的解析を行
い、サシチョウバエの唾液成分が、宿主の生
理機能や免疫応答、およびリーシュマニア感
染にどのように影響するのかについて解析
を行い、ベクター媒介性感染症における唾液
の役割について解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 唾液腺遺伝子転写産物の網羅的解析 
 サシチョウバエの唾液腺を採取し、mRNA
を精製した。それを鋳型に用いて cDNA ライ
ブラリーを作製し、無作為に約 1,000 クロー
ンの塩基配列を決定した。得られた塩基配列
を、クラスター解析、データベース解析、シ
グナルペプチド予測などのバイオインフォ
マティックス解析を用いて、唾液腺遺伝子転
写産物のプロファイルを解析した。 
 
(2) 組換えタンパクの作製と機能解析 
 大腸菌タンパク発現系を用いて、組換えタ
ンパクを作製した。作製した組換えタンパク
を用いて、血小板凝集や血液凝固系、血液凝
固因子に対する阻害活性を検討した。 
 
(3) サシチョウバエ唾液タンパクのリーシュ
マニア感染に及ぼす影響の検討 
 サシチョウバエ唾液ヌクレオチダーゼの
組換えタンパクを大量に作製、精製し、これ
ら唾液タンパク存在下でリーシュマニア原
虫をマウスに感染させることにより、病変形



成に及ぼす影響を継時的にモニターした。 
 
４．研究成果 
1) 唾液腺遺伝子転写産物の網羅的解析 
エクアドル・アンデス地域でリーシュマニ

ア原虫を媒介するサシチョウバエ Lutzomyia 
(Lu.) ayacuchensis の唾液腺 cDNA ライブラリ
ーを作製し、無作為に約 1,200 クローンの塩
基配列を解析した。その結果、主要唾液成分
として、Lu. longipalpis の 9 kDa, 29.2 kDa 
salivary protein, antigen5-related protein などと
の相同分子の他、他種サシチョウバエで唾液
ワ ク チ ン 候 補 と 報 告 さ れ た SL1 や
yellow-related protein との相同分子、C-type 
lectin 構造を持つ 16.6 kDa protein、止血阻害
物質と推測される apyrase や RGD ペプチドな
どを同定することができた。一方、Lutzomyia
属サシチョウバエ唾液の主要な血管拡張物
質 と 考 え ら れ て い た maxadilan は Lu. 
ayacuchensis ではみとめられず、同種は異な
る血管拡張物質を持つことが示唆された。本
研究結果は、唾液ワクチン開発のための基礎
になるとともに、吸血昆虫のユニークな吸血
戦略を理解する上で有用な知見をもたらす
ものと考えられた。 

 
2）Lu. ayacuchensis 唾液 RGD ペプチドの機能
解析 
サシチョウバエ Lu. ayacuchensis の唾液遺

伝子転写産物中に最も多く含まれる分子と
して、2 つのシステインに挟まれたインテグ
リン結合 RGD（アルギニン-グリシン-アスパ
ラギン酸）配列（CRGDC）を C 末端に持つ
ペプチドを同定した。大腸菌発現系を用いて
Lu. ayacuchensis 唾液 RGD ペプチドの組換え
タンパクを作製し、機能解析を行った。血小
板凝集に及ぼす影響を検討したところ、この
RGD ペプチドは ADP やコラーゲン誘発性の
血小板凝集を濃度依存的に阻害したが、C 末
端の RGD 配列を除くことによりその活性は
消失した。また、RGD 配列の両側に存在する
システインをセリンに置換することでも活
性は消失した。このことから、RGD ペプチド
の血小板凝集阻害には C 末端の RGD 配列お
よびその両側のシステインが不可欠である
ことが明らかになった。また RGD ペプチド
は、インテグリン αIIbβ3 のフィブリノーゲン
への結合を RGD 配列依存的に阻害したこと
から、このタンパクは RGD 配列を介して血
小板膜上のインテグリンαIIbβ3とフィブリノ
ーゲンの結合を妨げることにより、血小板の
一次凝集を阻害すると考えられた。さらにLu. 
ayacuchensis唾液腺RGDペプチドが血液凝固
に対する影響について解析を行ったところ、
RGD ペプチドは活性化部分トロンボプラス
チン時間（APTT）を延長させ、このペプチ
ドが内因系血液凝固活性を阻害することが
示唆された。次に、RGD ペプチドが凝固カス
ケードのどの段階に作用するか検討したと
ころ、濃度依存的に XIIa、IXa および Xa 因

子の活性を阻害し、XIIa 因子に対して最も強
い阻害活性を示した。この結果は、このペプ
チドが内因系凝固カスケードの初期の段階
である XII 因子の作用を標的とする物質であ
ることが示唆するものである。さらに組換え
FXII を用いた実験から、RGD ペプチドは
FXIIa の酵素活性ではなく、FXII から FXIIa
への活性化段階を阻害することが分かった。
以上の結果から、Lu. ayacuchensis 唾液腺 RGD
ペプチドは、血小板凝集と血液凝固の 2 つの
止血機構を阻害する機能を有する、これまで
報告のないユニークな新規生理活性物質で
あることが明らかとなった。 

 
3) サシチョウバエ唾液ヌクレオチダーゼの
リーシュマニア感染に及ぼす影響 
サシチョウバエ唾液中の 2 種類のヌクレオ

チダーゼ、PduApy および PduADA が、リー
シュマニア原虫感染に及ぼす影響を検討し
た。組換えタンパクを作製して、これら唾液
タンパク存在下でリーシュマニア原虫をマ
ウスに感染させたところ、対照群に比較して
若干の病変部形成増強作用がみとめられた。
このことから、サシチョウバエ唾液ヌクレオ
チダーゼは、それ自体の原虫感染増強作用は
弱いものの、他の唾液成分と協調するなどし
て感染増強に部分的に関与する可能性が示
唆された。 
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