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論 文 の 内 容 の 要 旨

マダニの最も重要な生存基盤は吸血である｡マダニは宿主側に唾液を分泌して吸血しや

すい環境を作る｡吸血によってマダニ中腸内腔に取り込まれた宿主血液は,中腸上皮細胞

内で緩慢に消化され,変態や産卵のための栄養分として活用されるとともに,一時的に貯

蔵される｡したがって,唾液腺と中腸はマダニの生存において特に重要な器官であると考

えられ,マダニの吸血生理機構を解明するためには,これらの器官における遺伝子の発現

動態に関する情報が不可欠である｡そこで,本研究では,唾液中に分泌される分子,･なら

びに血液消化による栄養分獲得に関わる分子に着目し,フタトゲチマダニ月be椚即妙α抽

わ乃gfcor血のEST(塾叩reSSed旦¢quenCe王ag)データベースを用いることにより,唾液中に

分泌され,円滑な吸血を行うために大きな役割を担うと考えられるマクロファージ遊走阻

止因子,ならびに栄養分獲得に重要と推測される4つのオートファジー関連遺伝子を分離

し,これらの特性を解析した｡

第1章では,ウサギで4日間吸血させた部分飽血成ダニの唾液腺および中腸由来のcDNA

ライブラリーから構築されたESTデータベースを用いて,マクロファージ遊走阻止因子

(墾aCrOPhagemigration皇nhibitory如tor;W),オートファジー関連(gu圭OPhaw-related;A7G)

遺伝子の相同遺伝子を検索し,遡F,drG鳩,およびdれフJ2の相同遺伝子をそれぞれ単離･
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同定した｡さらに,同様の手法で構築された胚および部分飽血成ダニ卵巣のESTデータベ

ースを用いてd7Gリおよび｣7ロイの相同遺伝子を得て,これらについても単離･同定を行

った｡

第2章では,且わ〃g加r乃ねのマクロファージ遊走阻止因子撼F(朗F)について-,臓

器別の発現パターンを調べ,組換え体(recombinantHIMIF;rHIMⅣ)を作製してその機能

解析を行った｡RトPCRにより,雌成ダニにおける月Ⅲ〟Fの発現レベルは,未吸血時に比

べて吸血時に増大することが明らかになった｡また,β払ガFはほとんどのマダニ臓器で発

現が認められたが,免疫組織化学染色によって,内在性HIMIFは,唾液腺細胞,中腸上皮

細胞,外皮細胞の細胞質内に強く発現していることが示された｡加えて,4-5日間吸血さ

せた成ダニから回収した唾液中にHIMIfが検出され,また,成ダニに吸血させたウサギの

血清を用いたELISAでは,吸血後にHIMⅣに対する抗体価の上昇が認められたことから,

HIM∬は吸血時に宿主側に唾液成分として分泌されると考えられた｡さらに,rEIMIFiも

濃度依存的にヒト末梢血単核球の遊走を阻止するとともに,ヒト臍帯静脈血管内皮細胞の

管腔形成を阻害した｡これらの結果は,EIMIFが,吸血部位における(1)宿主単核球の遊

走阻止,(2)血管新生阻害の両機能を有することを示すものと理解された｡本章で得られ

た知見は,マダニの唾液中に分泌されるHIMIFが発拝する単核球速走阻止や血管新生阻害

機能によって,マダニの吸血が由滑に行われていることを明らかにするものであったロ

第3章では,オートファジー関連遺伝子ホモログ(飽和j,励Ⅳイ･月払け℃娼,月班mノ2)

について,それらの発育期別(若ダニ～成ダニ)ならびに臓器別の発現パターンを検索し

た｡RT-PCRによる解析では,これら4遺伝子の発現は若ダニの吸血が始まると低下し,

宿主動物から飽血･離脱後10日目(脱皮前)の若ダニでは増大した｡次いで,飽血･離脱

後20日目(脱皮後)にはそれらの発現は再び低下し,飽血･離脱後3カ月目の未吸血期成

ダニでは増大することが明らかになった｡また,これらの遺伝子は未吸血成ダニのすべて

の臓器で発現していた｡Atg12タンパクはオートファゴソーム形成の初期段階に形硬され

る隔離膜に局在することがモデル生物において明らかにされていることから,未吸血成ダ

ニの中腸細胞における且わ頑COr〃ねのAtg12タンパク(HIA鴨12)の局在を免疫電顕によ

り調べたところ,内在性IllAtg12は中腸細胞質内の顆粒様構造物の周囲に局在しているこ

とが認められた｡以上の知見から,月初7GJ2が主として未吸血期の個体において機能する

と考えられるとともに,月ねmj,飽和イ,月日和∂も血刀GJ2と同様に栄養飢餓状態の未

吸血期において機能を発拝する･と推察された｡

本研究で解析した且わ頑C8rぬの新規5遺伝子がコードする分子払いずれもマダニの

生存に必須な吸血行動の基盤に関わる重要分子であると結論された｡本研究は,マダニの

吸血生理の解明を大きく前進させ,将来のマダニ防圧法の繭発につながる有用な知見を提

示したものといえる｡

審 査 結 果 の 要 旨

マダニの生存基盤は吸血であり,唾液を分泌して吸血が容易な環境を作る｡マダ

ニ中腸内腔に取り込まれた宿主血液は,中腸上皮細胞内で緩慢に消化され,変態や

産卵のための栄養分として貯蔵,利用される｡したがって,マダニの吸血生理機構

を解明するためには,唾液腺や中腸における遺伝子の発現動態に関する情報が不可

欠である｡本研究では,フタトゲチマダニ助e椚呼砂∫αJねわ乃蛮COr〝ねの唾液中に分泌

され,円滑な吸血を行うために機能すると考えられるマクロファージ遊走阻止因子,
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ならびに栄養分の獲得に重要と思われる4つのオ｢トファジー関連遺伝子を同定し,

これらの特性を明らかにした｡

第1章では,方わ乃かCOr乃ねのESTデータベースを用いて,マクロファージ遊走阻

止因子(型aCrOphage migrationinhibitory由ctor;W),オートファジー関連

(皇u!ophagy-related;ArG)遺伝子の相同遺伝子を検索し,W,A7℃3,Am4,Am8,

およびdrGノ2の相同遺伝子を単離･同定した｡

第2章では,且わ〝g加r乃由のマクロファージ遊走阻止因子A〟F(剖Aガア)につい

て,臓器別の発現パターンを調べ,組換え体(rHIMIF)を作製してその機能解析を

行った｡雌成ダニにおけ予ガ7凡打Fの発現レベルは,未吸血時に比べて吸血時に増大

することを明らかにするとともに,朗Fはほとんどのマダニ臓器で発現が認めら

れるが,内在性HIMIFは,唾液腺細胞,中腸上皮細胞,外皮細胞の細胞質内に強く

発現していることを示した｡加えて,･吸血中の成ダニの唾液中にはHIMIFが検出さ

れること,成ダニに吸血されたウサギの血清では,HIMIF に対する抗体価の上昇が

認められることから,HIMIFは吸血時に宿主側に唾液成分として分泌されることが

考えられた｡さらに,rHIMIFは,濃度依存的にヒト末梢血単核球の遊走を阻止する

とともに,ヒト臍帯静脈血管内皮細胞の管腔形成を阻害した｡これらの結果は,HIMIF

の吸血部位における(1)宿主単核球の遊走阻止,(2)血管新生阻害機能を示すもの

と理解され,吸血の円滑化を促すものと考えられた｡

第3章では,オートファジー関連遺伝子ホモログの4遺伝子(飽和j,月ル‖℃冴,

飽rGβ,月日mノ2)は,すべての臓器で発現しているが,吸血期に低下し未吸血期

では増大することが明らかにした｡また,Atg12タンパクはオートファゴソーム形成

の初期段階に認められる隔離膜に局在することが知られていることから,未吸血期

の中腸細胞におけるHlongicornisのAtg12タンパク(HIAtg12)の局在を免疫電顕

により調べたところ,内在性HIAtg12は中腸細胞質内の顆粒様構造物の周囲に局在

していることが認められた｡したがって,オートファジー関連タンパクは,栄養飢

餓状態の未吸血期において機能を発揮すると推察された｡

以上のことから,本研究で解析した.月二わ瑠加川由の新規5遺伝子がコードする分

子は,いずれもマダニの生存に必須な吸血行動の基盤に関わる重要分子であると結

論された｡本研究の成果は,マダニの吸血生理の解明を大きく前進させ,将来のマ

ダニ防圧法の開発につながることが期待される｡

以上について,審査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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