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研究成果の概要（和文）： 

吸血性のマダニにおいて抗微生物ペプチド Defensin は生体防除に大きな役割を持っている。

本研究では Defensin の転写制御機構の明らかにするため、Toll 経路下流の転写因子である NF-
κB、Rel (OmRel) の Defensin 転写制御における役割を明らかにした。マダニ Ornithodoros 
moubata は Defensin A、B、C 及び D の 4 つを持ち、吸血後全ての Defensin の発現上昇に先

行して OmRel の発現量の上昇がみられた。レポータージーンアッセイ及びゲルシフトアッセ

イの結果から、OmRel が少なくとも Defensin C の発現を直接的に誘導することを証明した。

さらに RNAi 結果からは、OmRel が生体内で Defensin の転写制御に影響し、実際に生体防御

機構に影響することも示唆された。また、Defensin の制御因子となる可能性がある、NF-κB、

Relish の同定や、栄養刺激とのかかわりについても検証を開始することができた。Defensin
の転写制御の解明や、さらに上流の制御系とのつながりを検証することで、マダニの生体防御

に関わる因子の新たな生合成機構の解明に寄与したと考えている。 
 

研究成果の概要（英文）： 
  The antimicrobial peptide defensin plays a significant role in the immune responses of blood feeding 
ticks. The objective of this research was to elucidate mechanisms regulating defensin genes and clarify 
the role of NF-κB Rel regulatory factors (OmRel) in these regulatory mechanisms. OmRel appears to 
upregulate all four defensins (defensins A, B, C, D) identified from the soft tick Ornithodoros moubata. 
Based on luciferase transfection assays and gel shift assay OmRel directly regulates the expression of 
Defensin C. RNAi knockdown of OmRel showed a reduction in the expression of all defensin genes. 
However, OmRel alone can not regulate all defensin genes so we identified an IMD Pathway NF-κB 
Relish regulatory factor and investigated whether the nutrient pathway may play a role in the regulation 
of immune responses in the soft tick O. moubata. Future studies are underway to confirm the roles of 
Relish and the nutrient pathway in regulating the immune system of ticks. 
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１．研究開始当初の背景 
大型のダニであるマダニは哺乳類から吸

血しその際に病気を媒介するため、家畜生産

の分野のみならず、最近では衛生害虫として

非常に警戒されている節足動物である。蚊な

どと比べてもマダニは原虫からウイルスま

で多様な微生物の宿主となりうるため、その

免疫系に注目が集まっている。 

マダニを含む節足動物は脊椎動物のよう

な獲得免疫は持たず、自然免疫がその生体防

御の主体である。自然免疫における重要な防

御因子には抗菌作用を持つペプチドが含ま

れ、様々な種類の抗微生物ペプチドが同定さ

れている。抗微生物ペプチドの一つである

Defensin は節足動物に幅広く存在し、グラム

陽性菌に発現が強く誘導され、その細胞膜を

破壊することで細菌を死滅させる。我々はこ

れまでに、カズキダニの一種 Ornithodoros 
moubata から Defensin を単離しており、マ

ダニの Defensin の発現もグラム陽性菌の投

与によって誘導され、抗菌活性を持つことを

明らかにしている (Nakajima et al., 2003)。

中腸は摂食や吸血によって外部からの微生

物の侵入を受ける器官であり、本種マダニは

吸血後に Defensin を中腸内に分泌すること

から (Nakajima et al., 2002)、Defensin の

生合成・分泌は、マダニの唯一の栄養摂取で

ある吸血を介した病原体への感染を防ぐた

めの効率的な機構だと考えられる。 

抗微生物ペプチドの発現誘導は主にグラ

ム陽性菌と真菌類の侵入により活性化され

る Toll 経路と、主にグラム陰性菌により活性

化される Imd 経路の 2 つに分かれ、それぞれ

下流のエフェクター分子（含抗微生物タンパ

ク質）の発現には、Rel/NFκB ファミリーの

転写因子が関わることが知られている。

Defensin の発現はグラム陽性菌により強く

誘導され、Toll 経路下流の NF-κB、Rel が

Defensin の転写因子であると考えられてい

る。さらに、ホルモンや栄養依存的な制御も

抗微生物タンパク質の発現に関わるという

報告もなされている。しかし、マダニ

Defensin の発現制御において、実際にどうい

った分子が働き、ホルモンや栄養刺激による

制御が関与しているかの知見はほとんど存

在していなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではマダニの生体防御の要の一つ

である抗微生物タンパク質 Defensin の転写

制御機構を分子レベルで明らかにし、マダニ

免疫機構の一端を明らかにすることを目的

とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 吸血後の Defensin 及び OmRel の発現プ

ロファイリング 

O. moubata 吸血雌個体における 4 つの

Defensin (Defensin A-D) 及び OmRel につ

いて、発現変動を Real-time PCR を用いて測

定した。 

 
(2) OmRel による Defensin の発現誘導 

OmRel による Defensin の転写活性を明ら

かにするため、レポータージーンアッセイを

行った。Defensin A-D はその上流に NF-κB

が結合するκB サイトを有している。4 つの

Defensin それぞれのκB サイトの下流にル

シフェラーゼをレポーターとして組み込ん

だレポーターベクター、また OmRel の発現

ベクターを作成し、Bm-N4 細胞に共に導入

した。その後ルシフェラーゼ活性を測定する

ことでκB サイトの活性を検証した。また

Defensin A-D それぞれのκB サイトと

OmRel の結合をゲルシフトアッセイにて確



認した。アッセイには OmRel を GST 融合タ

ンパク質として大腸菌に発現させたものを

用いた。 

 
(3) 生体内における OmRel の機能の確認 

OmRel が実際にマダニ体内で Defensin の

発現に関わることを明らかにするため、

OmRel の二本鎖 DNA (dsRNA)を作成し、未

吸血の雌マダニに投与した。マダニを吸血さ

せたのち、OmRel 及び Defensin A-D の発現

変動を Real-time PCR を用いて測定した。ま

た、OmRel の dsRNA 投与による発現抑制個

体にライム病ボレリア菌を感染させ、細菌数

の増加を調査した。 

 
(4) その他の NF-κB遺伝子の探索 

節足動物の抗微生物タンパク質の生合成

は大きく分けて Toll 経路と Imd 経路の 2 つ

に分かれ、最終的に Toll 経路では Rel、Imd

経路では Relish と呼ばれる NF-κB が抗微

生物タンパク質の発現を正に制御すると考

えられている。そこで、Imd 経路の NF-κB

である Relish のクローニングを行った。

Degenerate primer を作成して PCR を行い、

部分配列を決定したのち、さらに RACE を行

って全長配列を同定した。 

 
(5) 抗微生物タンパク質発現に関わる刺激メ

カニズムの探索 

マダニにおいて、吸血は唯一の栄養摂取で

あり、その後に働く栄養センシングメカニズ

ムが様々な生理現象の重要な刺激となると

考えられる。特にマダニでは TOR (Target of 

Rapamycin) 経路が吸血による生理学的変

化の引き金となると考えられたため、本種マ

ダニにおける TOR の働きを検証した。TOR

の阻害物質であるラパマイシンを雌個体に

投与したのちに吸血させ、その重要性を検証

した。TOR の働きを最も検証しやすい卵形成

をモデルとして評価系を確立し、ラパマイシ

ン投与による阻害効果の検証を行った。 

 
４．研究成果 

(1) 吸血後の Defensin 及び OmRel の発現プ

ロファイリング 

4 つの Defensin のうち Defensin A、B は

それぞれ吸血直後（CFS、吸血開始から 2 時

間以内）にいったん上昇し、その後緩やかに

上昇を続けて吸血 3 日以降に高い発現を維持

していた。Defensin C、D も吸血後に上昇を

見せ、4 日以降も上昇を続けることが明らか

になった（図 1)。一方 OmRel の発現は、吸

血によって上昇し、吸血後 6 時間でピークを

向かえその後緩やかに減少した。Toll 経路に

おける NF-κB の活性化は遺伝子発現を伴わ

ない反応であり、吸血直後の Defensin の発

現はすでにマダニ体内に存在していた

OmRel の活性化による速い反応の結果と推

測される。その後の Defensin 発現の上昇は

OmRel の発現上昇に遅れて現れるため、吸血

に刺激される OmRel の発現上昇がその後の

長期間にわたる Defensin 発現増加を正に制

御すると考えられる。 
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(2) OmRel による Defensin の発現誘導 

Defensin A-D についてそれぞれレポータ

ージーンアッセイを行った結果、OmRel は

Defensin C のプロモーター活性を著しく上

昇させた (図 2)。その他 3 つの Defensin の

プロモーター領域を用いた場合はコントロ

ールとの差は見られなかった。一方ゲルシフ

トアッセイの結果からは、4 つの Defensin
のκB サイトと OmRel の結合が認められた。

以上からDefensin CについてはOmRelによ

ってその発現が直接制御されることが証明

され、その他の Defensin についても OmRel

がその発現に関与する可能性が示された。 

 
 
(3) 生体内における OmRel 機能の確認 

OmRelのdsRNAをマダニ未吸血雌に投与

し、OmRel の抑制効果を検証した。OmRel
の発現は吸血 6 日後において、コントロール

と比較し 84%の抑制効果がみられたため、本

来 Defensin の発現が上昇する時期において

長く dsRNA による発現抑制効果が続くこと

を確認した。OmRel 発現抑制個体において、

Defensin Aでは 60％、Defensin C では 72%、

Defensin C では 94%の発現低下がみられた。

Defensin B に関しては OmRel の抑制により

発現が低下する傾向にあったが、コントロー

ルとの有意な差は認められなかった。レポー

ターアッセイ及びゲルシフトアッセイの結

果と合わせて、少なくとも Defensin C は

OmRel の制御下にあり、Defensin A、D に

ついても OmRel により影響を受けると考え

られる。 

また、OmRel の発現抑制個体にボレリア菌

を投与したところ、発現抑制を行わなかった

個体と比較して菌数の増加がみられた。その

ため、OmRel による Defensin の制御が実際

のマダニの生体防御に大きな役割を担って

いると考えられる。 

 
(4) その他の NF-κB遺伝子の探索 

Defensin B の発現には OmRel 以外の因子

が必要である可能性が高いため、Rel 以外の

NF-κB である Relish の同定を試み、その同

定に成功した。本種で同定した Relish は昆虫

などで一般にみられる Relish とは異なりア

ンキリンリピートを持たなかったものの、系

統樹解析の結果等から、Relish に分類される

NF-κB であった。甲虫などの進化的に古い

種の研究からは Toll 経路と Imd 経路は複雑

に補完し合っていることが示唆されており、

グラム陽性菌に誘導される Defensin につい

ても、従来言われてきたような Toll 経路のみ

ならず、Imd 経路からの制御が行われている

可能性がある。今後 OmRelish と Defensin
（特に Defensin B）との相互関係を明らかに

することでマダニ Defensin の転写制御系を

さらに明らかにできるものと期待している。 

 
(5) 抗微生物タンパク質発現に関わる刺激メ

カニズムの探索 

ラパマイシンをマダニに投与し、TOR 経路

を阻害した結果、マダニの卵黄タンパク質の

生合成が阻害され、産卵数の減少も見られた。

よって本種のマダニにおいても TOR が吸血

後の様々な生理現象に大きな影響を持つこ



とが示唆される。OmRel の発現が吸血後に上

昇することからも（図 1）、OmRel の制御に

も栄養刺激（特に TOR）が関わっている可能

性が高い。本研究で構築した TOR の評価系

を抗微生物タンパク質の発現誘導に今後適

用することで、実際の Defensin 転写制御の

解明に加えてより上流の制御メカニズムの

研究に役立てられると考えている。 

 
以上より、本研究においては、マダニの抗

微生物ペプチド Defensin の転写制御に

OmRel が直接的にかかわることを明らかに

した。また、Rel 以外の Defensin の直接的な

制御因子となりうる Relish の同定や、より上

流の制御系である栄養刺激とのかかわりに

ついても検証を開始することができた。 

Defensin はマダニの生体防除において非

常に重要な防御因子であり、この転写の詳細

なメカニズム、また更なる制御系の解明に踏

み込むことで、マダニの生体防御に関わる因

子の新たな生合成機構の解明に寄与したと

考えている。これらの成果については国内・

国際学会にて発表を行い、現在投稿論文を準

備中である。 
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