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論 文 の 内 容 の･要 旨

本論文は､フタトゲチマダニに対して有効な防御免疫を誘導しうる抗原(ワクチン候補抗

原)を分子生物学的に探索することを主要な目的として､行われたものでる｡

1.フタトゲチマダニに頻回吸血されたウサギ免疫血清を用いたイムノスクリ←ニング法によ

って､フタトゲチマダニの卵のcDNAライブラリーから分子量27/30kDaの蛋白質をコード
するcDNAのクローニングを行㌧_､､この遺伝子をP27/30遺伝子と命名した｡P27/30遺伝子

の推定アミノ酸配列はショウジョウバエ加∫頑血爪e加聯∫∫訂のトロポニンⅠのクローンと

69%の高い相同性を示し､P27/30遺伝子はアミノ酸配列の128-148番目にアクチン結合性
ドメインを有することから､P27/30遺伝子の発現蛋白質はトロポニンⅠ様であると結論した｡こ

のトロポニンⅠ様蛋白質は､抗組換え体P27/30蛋白質免疫マウス血清を用いたイムノブロッ
トによって､フタトゲチマダニ成ダニの全身抽出物に対する主要構成抗原として検出され､成
ダニの筋肉､表皮､中腸､唾液腺における局在が確認されるとともに､同血清を用いた免疫

組織染色法では､とくに筋肉で強い反応が示された｡これらのことからP27/30遺伝子の発現

するトロポチンⅠ様蛋白質が筋肉に豊富に存在することが明らかとなった｡

2.dβgenerate PCRとブラックスクリーニング法を用いて､フタトゲチマダニの卵のcDNA

ライブラリーからキチナーゼクローンを得て､この遺伝子をCHTl遺伝子と命名した｡CHTl遺
伝子は､推定アミノ酸配列930残基をコードする2,790bpのORFを持ち､1個のキチン結合

性ペリトロピンAドメインと2個のグリコシル加水分解酵素ファミリー18ドメインを持つ多領域構
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造を示したoCHTl蛋白質は抗組換え体CHTl蛋白質マウス免疫卑清を用ぃたイヰノブワット
によって､分子量113kDaであることが示されたが､バキュロウイルス発現系で作成された組
替え体CHTl時糖修飾されており､そのキチン分解活性は用量依存的にアロサミジンによっ

て阻害されるfamily18に属するキチナーゼであることが明らかとなった｡CHTl蛋白質はケモ

カイン仲介性の血管形成誘導に関与するELRモチーフを有することから､ケモカインファミリ
ーに属することも示唆された｡抗組換え体CHTl蛋白質マウス免疫血清を用いた局在部位の
分析では､フタトゲチマダニのキチナーゼは表皮および中腸に大量に発現していることが明
らかになった｡

3･フタげチマダニから同定されたトロポニンⅠとキチナーゼの組換え体琴白質を用いてマ
ウスを免疫し､マダニ寄生と吸血に対す抵抗性(防御免疫)の誘導の存否を検討し､トロポニ

ンⅠ免疫マウスを吸血した成ダニでは吸血前期間が有意に延長するとともに､吸血期間が幼
ダニと成ダニでは有意に延長することを明らかにするとともに､ヰチナニゼ免疫マウスを吸血

した若ダニでは､脱皮率が有意に低下することと､マダニの変態･脱皮に抗キチナーゼ抗体
が阻害作用を示すことを示唆した｡

4.本研究によって新規に発見し特性を解明したフタトゲチマダニのトロポニンⅠとキチナ

ーゼは､ワクチン抗原､として新たなマダニ防除手段確立のために今後の応用が可能であると
結論した｡

審 査 結 果 の 要 旨

わが国を始めとするアジア諸国で重要な人獣の疾病媒介者となっているフタトゲチマダニ

に対しては､いまだ完壁な防圧法が確立されていない｡本研究は､フタトゲチマダニの寄生
を阻止するための防御免疫を誘導しうる抗原(ワクチン候補抗原)を､分子生物学的に探索す

ることを主要な目的として行われたものである｡

1･フタトゲチマダニに頻回吸血されたウサギ免疫血清を用いたイムノスクリーニング法によ

って､フタトゲチマダニの卵のcDNAライブラリーから分子量27/30kDaの蛋白質をコード
するcDNAのクローニングを行い､この遺伝子をP2･7/30遺伝子と命名し､P27/30遺伝子の

発現蛋白質はトロポニンⅠ様であると結論した｡トロポニンⅠ様蛋白質は､成ダニの表皮､中

腸､唾液腺に局在するとともに､とりわけ筋肉に豊富に存在し､成ダニの全身抽出物中の主

要構成抗原として検出された｡
2･de由nerate PCRとブラックスクリーニング法を用いて､フタトゲチマダニの卵の･CDNA

ライブラリーからキチナナゼクローンを得て､この遺伝子をCHTl遺伝子と命名した｡CHTl
遺伝子は､1個のキチン結合性ペリトロピンAドメインと2個のグリコシル加水分解酵素ファミリ

ー18ドメインを持つ多領域構造を示す､分子量113･kDaの糖タンパクであり､表皮および中
腸に大量に発現するとともに､そのキチン分解活性は用量依存的にアロサミジンによって阻

害され､払mi1y18に属するキチナーゼであることが明らかとなった｡また､CHTl蛋白質はケ

モカインファミリーに属することも示唆された｡

3･フタトゲチ⇒ダニから同定されたトロポニンⅠとキチナーゼの粗換え体蛋白質を用いて

マウスを免疫し､トロポニンⅠの免疫によってマウスはフタトゲチマダニのとくに成ダニの吸血
を抑制することを明らかにした｡また､キチナーゼ免疫マウスを吸血した若ダニではまた､脱

皮率が有意に低下し､マダニの変態･脱皮に抗キチナーゼ抗体が阻害作用を示すことが推
察された｡これらのことから､トロポ土ンⅠとキチナーゼは､ワクチン抗原として新たなマダニ防

除手段確立のために今後の応用が可能であると考察した｡

以上について､審李委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の
学位論文として十分価値があると認めた｡
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