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はしがき

ライム病 はボ レリア属 ス ピロヘー タ によ る全身感染症 で、Ixodes属 マ

ダニが病原体媒 介者 とな る。原 因菌 はBorreliaburgdorferisensustricto、

Borreliagarinii、Borreliaafzeliiの3種 に分類 され 、北米 大 陸に はB.

bα1gdor把 が、 ヨー ロ ッパ には3種 全てが 分布す る。 日本 ではB.garinii

とB.afzeliiが 分布 し、 シュル ツェマダニ(lxodespersulcatus)が 病原

体媒介者 とな って い る。 これ らの病 原 菌 と遺伝 的 に近縁 な ボ レリア も数

種類 発 見 され て お り、 日本 で はヤ マ トマ ダ ニ(lxodesovatus)か ら

Borreliajaponica、 タヌキマダニ(lxodestanukl)か らBorre五a亡anuk鉱

アカコ ッコマダニ(lxodesturdus)か らBαre五sturdaeが 分離 され て

いる。 しか し、 これ らのボ レリアは人体 へ の病原性が証 明 されて いな い。

また、病原性 の あるB。gariniiとB.afzeliiは ヨー ロッパ か ら極東 までの

旧北区タイガ 地帯 に広 く分 布 して い るが、 日本 とヨー ロッパで は患者 の

症状 に相違 が み られ る。実 際、病原 菌 にも 日本 産 とヨー ロ ッパ産 の もの

で は、染色体 や プ ラス ミ ドDNAの 塩基 配列 に地理的変 異が存在す る。

ライム病 を媒介す るマ ダニ は森林 環境 に生息 し、野 生動 物 を主要 な 宿

主 とす るため 、そ の分布 に人為的 な影響 を受 け に くく、ボ レリアの分 布

もマダニ の生 息域 に拘束 され る ことにな る。従 って 、現在 の特徴 的な ボ

レリア種 の分布 は、太古 か らのマ ダニ と保菌 動物(レ ゼル ボ ア)の 進化 ・

拡散 と密接 な 関連 が あ り、近年、若 干 の人為的 撹乱 も加わ って いるだ ろ

う。 ボ レ リアは感染環 の維持 にマダニが欠 かせな いた め、マダニ の進化 ・

拡散 とともにボ レリア 自身 も種分化 を果 た した と推察で き る。

本研究代表 者 は、 マダニ とボ レリアの特 異的 な関係が 、 宿主 ・寄生 体

の共進化研究 のモデル にな ると考 え、 マダニへ のボ レリア感 染 を数種 類

の組 み合わせ で行 って き た。結 果 は興 味深 い も ので、通常 の特異的 な組

み合わせで は ボ レリアは マダニ体 内 に定着す るが、非特異 的な組み合 わ

せで はボ レリアはマ ダニ か ら排 除 され る こともあ った。で は、 この特 異

性 のメカニ ズ ムは どの様 な分子 によ り制御 され てい るので あ ろ うか。 こ

れ を解 明す るため、科 学研究 費補助 金 の交付 を受 け、一連 の実験 を行 い、

マダニ に取 り込 まれたボ レリアの推移 を観察 した。
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ライム病ボレリアに対す るマダニの感受性、その鍵 となる分子の探索

【研 究成果 の概 要】

ボ レリア属 ス ピロへ._._タを起 因菌 とす るライ ム病 が 日本 に存在 す る こ

とが判 明 して以来、約10年 間、主 に疫 学的側面か ら自然界 の伝播経路 を

研究 して き た。 これ らを要約 す る と、1)シ ュル ツェ マ ダニ(lxodes

persulcatus)を 本邦 の ライム病 ボ レ リア の媒介者(ベ クター一)と 特定 し

た。2)野 鼠(主 にアカ ネズ ミ)や 野 鳥 を保菌 動物(レ ゼ ルボ ア)と 特

定 した。3)シ ュル ツ ェマダニや患者 か ら分離 され たボ レリアにつ いて、

rRNAや 鞭 毛遺 伝子 を検討 し、B.galfnガ も しくはB.afzeliiに 帰属す る

ことを証 明 した。4)ヤ マ トマ ダニ(lxodesovatus)が 特異的 に非病 原

性 と考 え られ るBorrelr'ajaponicaを 保有 す る ことを 日本全土で証 明 し、

さ らに、 タヌキ マ ダニ(lxodestanuki)、 アカコ ッコマ ダニ(lxodes

turdus)が そ れぞれ 異な るボ レリアを保 有 し、16SrRNA遺 伝子 の系統

分類学 的解析 によ り、 これ らをBerrellatanu、kll、Borreliaturdaeと 新

種記 載 した。5)シ ュル ツ ェマ ダニ は低 率なが らも回帰熱 ボ レ リア に関

連 した新種Borre丑amfyamαofを 保有 す る ことを示 した、等 で ある。こ

れ らの一連 の研 究 によ り、"マ ダニ は種 ごとに特有 のボ レ リアを保有 す

る"と い う見 解 に至 り、 マ ダニ とボ レ リアの共 進化 を強 く意識す るよ う

になった。

このマダニ とボ レ リア の相互関係 を理解 す るた め には、 マ ダニ のボ レ

リア感受性 に関 して詳細 な検 討 を加 えな けれ ばな らない。マ ダニ は通 常、

そ の中腸ルVメ ンにボ レ リアを保 有 してお り、 長期 間の休 眠期 間中 も排

除 され る ことがな い。マダニ の吸血時 にボ レリアは活性化 され るよ うで、

中腸上皮細胞 間隙か ら体 腔 へ離脱 し、唾液腺 を経 由 して脊 椎動物 の皮 膚

組織 に注入 さ れ る。従 って感受性 と司る機構 と して、 マダ ニ側 の要 因 、
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も しくは ボ レ リア側 の要因 の2者 を想定す る必要 があ る。本研 究 では、

先ずボ レリア側 の要 因 に焦点 を絞 り、研 究 を進 めた。

当初 、着 目 した の はボ レ リアの菌体 表 層蛋 白(ospAも しくはospB,

outersurfaceprotein)で ある。これ らの分子 は単一 の49kb線 状 プ ラス

ミ ド(ミ ニ ク ロモ ソーム とも呼 ばれ る)に コー ドされてお り、ボ レ リア

の種 ごとにア ミ ノ酸 組成 が異 なる。 また 、 この 蛋 白の機能 は十 分 に解 明

されて いな いが、そ の名 が示す とお り、菌体 の表層 を覆 って い るため 、

宿主細胞 との接着や 侵入 な どに重要 な役割 を担 って いる こ とが予想 され

る。そ こで、 先ず 、 この プ ラス ミ ドを人為 的 に他 の種類 の ボ レ リアに導

入 ・置換 す る ことによ り、マダニへ の感受性 の変化 を誘発 す る ことを着

想 した。 実験 モデル として 、北米 に分布 す るB。burgdorferi297株 と

NCH-1株 に 日本産B.ga」riniiJEM6株 のospプ ラス ミ ドを導入 し、 シュ

ル ツェマダニ への感受性 試験 を行 う ことを計画 した 。 リス キー な実験 で

あ るが、 もし、 この人為 的 に改変 したB.bulgdor角 がが シュル ツェマ ダ

ニ にお いて感 受 性 とベ クター能 力を誘発 すれ ば、 この分子 がマ ダニ とボ

レ リアの相互 関係 を支配 して いた と証 明す る こ とが でき る と考 えたか ら

で あ る。

この実験 を実 施す るた め には、該 当す るプ ラス ミ ドが脱 落 した ミュー

タ ン トを作 製 し、 レ シ ピエ ン ト細 胞 とす る必 要 が あ る 。 そ こで 、B.

burgdorferi297株 とNCH-1株 を用 いて、実験 を試 みた。ただ し、ボ レ

リアはBSK培 地 とい う液体 培地 を用 い、微 好気条件 下で しか培養で きず、

通常 の寒天培 地上 に コロニー を生育 させ る ことがで きな いため 、幾多 の

困難 があ った。 先ず、BSK培 地 にアガ ロー スを添加 してゲル化 させ、そ

の上 にボ レリア を塗沫 し、 コロニVを 形成 す るか を検討 した。BSKゲ ル

化培地 をデ シ ケー タVに 入 れ、 中で ロウソクを灯 し、微好 気 条件 を作 り

出 した。3週 間、31℃ で 放置す る と微 少な透 明 のコ ロニーが形成 されたた

め、 これ で、細胞 をク ローニ ングす る条件 は整 った。
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次 に行 った ことは、ボ レリア株の長期継代である。ボ レリアをBSK培

地で長期継代 するとプラス ミドが脱 落 し、感染性が失われ る ことが報告

されている。そ こで、プラスミ ド脱 落ミュータ ン トを得るため、長期継

代法を採用 してみた。297株 とNCH-1株 を用い、3～4日 ごとに継代を

繰 り返 し、定期 的にマ ウス に接種 して感染性 を検討 し、併せ てSDS-

PAGE電 気泳動法でosp蛋 白の発現 を、パルスフィール ド電気泳動法で

該当する線状プラスミ ドの有無を観察 した。297株 では、継代32回 目に

マウスへの感染性は失われたが、osp蛋 白の発現は継代61回 目になって

も継続 してお り、線状プラス ミ ドの脱落も観察されなかった。NCH-1株

において も継代31回 目でマウスへの感染性は失われたが、osp蛋 白は継

代60回 目でも発現 してお り、線状プラスミ ドも存在 した。結局、長期継

代法ではプラスミ ド脱落を誘導する ことはできなかったが、α3Pプ ラスミ

ドは感染性 とは関連 していないことが判明 した。

実験は失敗 したが、ospプ ラスミ ドをボ レリアに人為的に導入す る手法

(エレク トロポ レー ション法)を 検討 してみた。なお、 これは遺伝子組

み替え実験 となるため、安全性を考 慮 し、 ドナー ・レシピエ ン ト細胞 株

とも長期継代で感染性が失われたものを用いた。B.gariniiJEM6株 を ド

ナー として、パルスフィール ド電気泳動法でDNAを 展 開した後、該当す

るプラスミ ドをゲルか ら取 り出した。幸い、プ ラスミ ドのサイズが レシ

ピエン トのものとやや異なったため、導入実験 を行い、仮 に成功 した と

してもサイズ的にレシピエン ト細胞(297株)に 元か らあるプラスミ ドと

識別できる ことが予想 された。 しか し、エ レク トロポレー ションの条 件

を様々に変更 しても297株 に異種プラスミ ドを導入す ることはできなか

った。従って、基礎的条件が整わない こととな り、将来的 に異種プラス

ミ ド導入株を用いてマダニへの感染実験 を実施する道が閉 ざされて しま

った。

そ こで、実験計画 を変更 し、もう一度振 り出 しに戻って 、マダニ体 内
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でのボ レリアの挙動 を詳細 に観察す ることにした。行った実験は、1)

マダニ とボ レリアの特異 的組み合わせをミスマ ッチさせた場合、すなわ

ち、本来マダニが保有 しないボ レリアを人為的 にマダニに感染させた と

きのボレリアの推移(排 除されるのか、定着す るのか)、2)特 異的な

組み合わせにお けるマダニ体 内でのボレリアの量的推移 と質的推移(osp

蛋白の発現 と脊椎動物へ の感染性)、 を検討 した。また、若干、焦点が

ずれるが、ボ レリアの地理的変異を詳細 に裏付 けるため、 ブラキス トン

線で隔絶 され た北海道 と長野をモデル地域として、シュル ツェマダニ の

地理的変異 とボ レリアの地理的変異 が相関するのかを遺伝 子 レベルで検

討 した。以下 に、その結果 を項 目別 に述べる。

1)ボ レリア に対す るマ ダニ の感 受性 ・ベ クター能 力試 験

図1に 示 したように、マダニ類の発育 は卵→幼虫→若虫→成虫(雌 雄)

か ら成 り、幼 虫は宿主体 表面で3～4日 間吸血 し、飽血後 離脱 して休眠

状態 とな り、やがて脱皮 して若虫となる。幼虫 と若虫は性的に未熟で外

部形態か ら雌 雄を判別す ることはで きない。若 虫も幼虫 と同様の過程 を

経て成虫 とな り、雌成虫 は産卵のために吸血す る。感受性 ・ベクター能

力試験は全て幼虫→若虫の発育過程で実施 した。 ここで重要 となる点は、

吸血 とともにボ レリアを取 り込んだ飽血幼虫が休眠期 を経て、脱皮 して

若虫 とな る発 育過程で、ボ レリアが脱皮を経て若虫まで持 ち越 された場

合(経 発育期 感染)、"感 受性があ る"と 判定 した。また 、若虫にボ レ

リアが持ち越 された場合、そのマダニはベクターとして機 能するのか検

討 した。以下 に様々な組み合わせで行った実験結果 を述べる。

a)ヤ マ トマダ ニ にB。gariniiを 敢 り込 ませ た 場 合

ヤ マ トマ ダニ1.ovatusの 野外 採 集個 体 は膨 大 な 量 を調 べ て も、B.

japonicaし か保 有 して いな い ことが 証明 されて い るため、 このマダニ が
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B.japoru('aの 特異的なベクターであることは明 らかである。そ こで、 こ

のマダニにシュルツェマダニをベクター とす るB...garinuを 取 り込ませ

た。用 いた分離株は全て患者 由来株 である。対 照群 として シュルツェマ

ダニ にもこれ らの分離株 を取 り込 ませ た。用 いたマ ダニはヤマ トマダ

ニ ・シュルツェマダニ両者 とも野外採集個体 に由来するF1幼 虫である。

実験は感染性 を保有する継代回数の少ない培養菌をスナネズミの腹腔 に

接種 し、約3週 後 にマダニをネズ ミに暴露 し、吸血させた。3～4日 で

自然落下 した飽血幼虫は湿度 を保った飼育箱中で恒温下(25℃)で 飼育

し、若虫へ脱皮 させた。

表1に 示 したように、対照群 のシュルツェマ ダニは落下 直後の飽血幼

虫でボレリアの取 り込みが確認され 、脱皮後 の若虫 においてもボレリア

の持ち越 しが観察された。なお、マダニの感染率が均一でないのは、吸

血源 としたスナネズミの皮膚でボ レ リアの密度が均一でな いためと考 え

られた。一方、ヤマ トマダニにB.gariniiを 取 り込ませた場合では(表2)、

飽血直後 の幼虫ではボ レリアを保有 していた ものの、脱皮 した若虫で は

ボ レリアは全て排除されていた。

b)1文odespavlovs1【yf済 こB.garfnffを 取 り込 ま せた 場 合

Ixodespavlovskyiは 極東 ロシア に分布す るマダニで、北海道 にも局所

的 に分布す るが 、ボ レリアの感染 は 証明 され て いな い。 しか し、 シュル

ツェマダニ とは極 めて近縁 な種類 で ある(図5)。 このマ ダニ を用 いて、

主 にB.gariniiに 対 す る感受性 を調査 した。用 いたボ レリア株 はJEM6,

N456,JEM12,NR99h,JEM4の5株 で ある。 この うち、NR99hはB.

afzeliiで あるが 、他 は全てB.gariniiで ある。マダニは野 外採集個体 に由

来す るF、 幼虫 を用 いた。マ ダニへ の感 染実験 は、各ボ レ リア株 を接種 し

たスナネズ ミを 吸血 させ る こ とによ り行 った。表3に 示 した よ うに、T.

pavlovskyi幼 虫 はいず れ のボ レリア株 も吸血 とともに体 内に取 り込 む ご
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とができた。JEM6株 を取 り込 ませた場合、脱皮した若虫までにもボレリ

アは高率的に伝達された。一方、N456株 ・JEM12株 の場合、幼虫への

ボレリア取 り込みは高率 に観察され たが、脱皮 を経由して の若虫への伝

達はいっさい観察 されなかった。N99h・JEM4株 については低率なが ら、

若虫への伝達 が観察 された。若虫へ の伝達率が低い要因として、ボレ リ

アを取 り込んだ幼虫が死 滅する可能性が考え られたため、幼虫の脱皮率

を逐次記録 したが、著明な脱皮率の低下は観察 されなかった。従って、

マダニが発育 していく過程で0部 のボ レリア株では菌が淘 汰された と結

論 した。

次に脱皮 した若虫を用 いて、ベ クター能力試験を実施した。 この試験

では、スナネ ズミに若虫 を吸血 させ ることによ り、若虫がネズ ミにボ レ

リアを伝達す る能力があるのか を確 認 した。表4に 示 した ように、確実

にボレリアを保有 した若虫が吸血 したにも関わ らず、スナネズ ミは1例

もボレリアに感染 しなかった。通常 のシュルツェマダニ ・B.gaxiniiの 組

み合わせでは、若虫1匹 で もスナネ ズミの感染は成立するので、これ は

予想外の結果 であった。そ こで、非好適なマダニに取 り込 まれたボレ リ

アは死滅 した か質的変化 を遂げた可能性を考慮 し、若虫か らボレリアを

再分離 してみ た(表5)。 ボ レリアは培地中で生育 した ことか ら、死滅

の可能性 は否定 され、この再分離株 をスナネズ ミに接種 したところ、ス

ナネズミの感 染が成立 した ことか ら、感染性が失われた可能性 も否定 さ

れた。また、再分離株の蛋 白構成をSDS-PAGEで 観察 したところ(図2)、

初代分離株 とほとん ど同一であり、ウエスタンブロット法で、ospA蛋 白

に対するモ ノクローナル抗体H5332の 反応性 も観察 したが、抗体 との反

応性の変化もみ られなかった。

c)シ ュ ル ツ ェ マ ダ ニ にB.burgdorferfを 取 り込 ま せ た 場 合

シ ュ ル ツ ェ マ ダ ニ1.persulcatusはRgar加ff、B.afzeliiの 好 適 宿 主 で
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ある。このマダニ に遺伝的に近縁なB.burgdorferi297株 を取 り込ませ

てみた。実験 方法は これ まで と同様 で、感染スナネズミの吸血 により、

ボレリアを実験室内飼育 のF、幼虫 に取 り込 ませた。今回の実験では対照

として、シュルツェマダニ ・B.ga」ゴh乏f(JEM6株)の 正常な組み合わせ

の一群 も加えた。表6に 示 したように、シュル ツェマダニ幼虫はあま り

高率ではないものの、297株 を取 り込み、感染率を低下させなが らも若虫

までボレリアを持ち越 した。対照群 では若虫までのボ レリアの持ち越 し

は高率であった。ベ クター能力をスナネズミを使って試験 した ところ、

対照群のJEM6株 感染若虫は当然のごとくベクター として機能 したが、

297株 感染若虫ではスナネズ ミは全 く感染 しなか った(表7)。 そ こで、

一部の297感 染若虫か らボ レリアを培養 して再分離 した ところ、培養陽

性であることか らボ レリアは死滅 してお らず、 この再分離株はスナネズ

ミへの感染性 も保有 して いた(表8)。 また、再分離株 に特有の蛋白変

異も観察できなかった(図3)。

d)韓 国産 五111pponensfsに 由来 す るB.afzeliiを シュル ツ ェ マダ

ニ'`rり 込 ませ た 場 合

韓 国産 タネガ タマダニ 五nfpponensfs由 来 のB.afzeliiを 入手す るこ と

が できたので 、 日本産 シ ュル ツェマ ダニへ の感 染実験 を試 みた。 タネ ガ

タマダニ は シ ュル ツェマ ダニ と遺伝 的 にきわ めて近縁(図5)で 、 シ ュ

ル ツェマダニ も野外採集個体 か らB.afzeliiが 分離 されて い るので 、 シュ

ル ツェマダニは韓 国産B.afzeliiに 対 して も感 受性お よびベ クター能 力 を

発揮す る ことが予想 され た。表9・10に 示 した よ うに、韓 国産B.afzelii

は シュル ツェマダニ に感受性 があ り、ベ クター と して も機能 した。

以上、幾つ かのマダニ種 とボレリア種の組み合わせ実験 にお いて、 印

象づけられた ことを、図4に 私見 と してまとめた。 この研 究の発端 は、
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日本産のヤマ トマダニ、 タヌキマダニ、アカコッコマダニがそれぞれ特

有の非病原性(?)ボ レリアを保有することを確認 した ことであった。

図5に 示 したように、 これ らのマ ダニ は ライム病ボ レリアを媒介す る

Ixodesricinuscomplexと は遺伝的に異なってお り、マダニ とボレリア

の共進化 を強 く意識 した。そ こで、マダニへのボ レリア感染実験 を様 々

な組み合わせ で繰 り返す うち、マダニのボレリア感受性には吸血か ら脱

皮への過程で排除 と許容 という2つ の段階があ り、感受性 を持つマダニ

が必ず しもベ クター として機能 しな いということを発見 した。では、何

故、非好適な マダニ ・ボ レリアの組み合わせで、"感 受性 がある"と 判

定 されたマダニがベ クター として機能 しないのであろうか 。マダニがベ

クターとして機能する場合、中腸内のボレリアは吸血にともなって、 中

腸壁 を脱 し、体腔 に出て、唾液腺を経 由して、脊椎動物へ注入 される。

ベ クター として機能 しない要 因として、1)中 腸壁を脱出できない、2)

中腸壁 を脱出できるが唾液腺 に侵入できない、3)唾 液腺 に侵入できる

が、その数が僅かなため、脊椎動物 の感染を惹起できない、等が考え ら

れ る。いずれ にして も、宿主細胞 との接着や侵入などに重 要な役割を果

たす分子がボ レリア細胞 表面に存在 し、 この分子はボレリア種毎に異な

るため、マダニ とボレリアの特異的組み合わせが生 じるのではないだ ろ

うか。

また、マダニ とボ レリアの好適な組み合わせ においても、マダニに取

り込 まれたボ レリアの量的 ・質的な変化を経時 的に観察す る必要性を痛

感 し、以下の実験を行 った。

2)シ ュル ツ ェマ ダニの発育過程 にお けるボ レ リアの量的質的変動

実験室内飼育 シュルツェマダニ幼虫(F2)を 用いて、B.garinuJEM6

株 を感染させたICRマ ウスもしくはスナネズミを吸血 させ、飽血幼虫を

25℃ で飼育 した。経時的にマダニのPBSホ モジネー トを作成 し、スライ

10



ドグラスに塗沫 してアセ トン固定後、FITC標 識抗ボ レリア抗体 による蛍

光抗体法で、ボ レリアを染色 し、個体毎のボ レリア全量を推定 した。 ま

た、経時的に複数のマダニをプール し、 このホモジネー トをICRマ ウス

に皮下接種 してマウスへ の感染性を調べた。マウスへの接種菌量 につ い

て もホモジネー トの一部を蛍光抗体法 によ り染色 して概算 した。

a)マ ダ ニ 体 内 の ボ レ リア量 の経 峙 的 推 移

図6に 示 したよ うに、 マウス吸血 群 では、飽 血後3日 の ボ レリア検 出

数 はわず かで あ ったが(21±34、 平 均 ±標 準偏差)、 そ の後 、漸増 し、

脱 皮直前 の25日 には6,362±5,836と な った。 しか し、脱 皮直後 の若 虫

(40日)で はボ レ リア数 は激減 し、1,130±1,346と な った。そ の後、70

日ではボ レリア数 は漸 減 したが(271±567)、120日 になって もボ レリ

アは淘汰 され る ことはな か った。 ス ナネズ ミ吸血群 では飽 血後3日 よ り

多数 のボ レ リアが検 出 され(1,298±2,000)、 そ の後 、急増 し、25日 に

は14,165±9,367に 達 した。 しか し、脱 皮直後 の若 虫(40日)で は激減

して、1,093±1,148と な り、 この レベル は90日 にな って も維持 された。

ライム病 ボ レリアは回 帰熱ボ レリア と異な り、血 中にボ レリアが 出現

せず、皮膚 に潜 んで い るボ レリアが マダニ に取 り込 まれ る と考 え られ て

いる。従 って 、皮膚 にお け るボ レリアの密度が 取 り込 み量 に影 響す るだ

ろ う。今 回の実験 結果 で取 り込み量 の値 が大 き くば らつ く の も皮膚 の 密

度が均一で な いか らと考 え られ る。 マ ウス吸血 群 よ りもス ナネ ズ ミ吸 血

群で高値 を示 した理 由 も皮膚 での密 度が スナネ ズ ミで高か った ことを 反

映 した もの と思 われ る。 デ ータの ば らつ きは大 きい ものの 、マ ウス吸血

群 ・スナネズ ミ吸血群 と もに飽血幼 虫 の体 内で休 眠期間 中 にボ レリア の

増殖 が起 こり、脱皮 を境 に、若虫 で はボ レリア数 が激減 し、そ の後 、 増

殖 は起 こ らず、一定量 が長期 間体 内 に残存 す る ことが推 測で きた。
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b)マ ダニ体 内 のボ レ リアの質的変化 憾 染 性の変 化)

ボ レリアの量的変化のデータを得 るとともに、同様に経 時的にマダニ

ホモジネー トを作成 し、 これをマウスに接種す ることによ り、マダニ体

内のボ レリアの脊椎動物 に対する感染性(質 的変化)を 調 べた。図7に

示 したよ うに、飽血幼虫 に取 り込 まれたボ レリアの感染性 には変化がみ

られ、飽血後3～6日 のホモジネー トには感染性がなく、9～13日 と

一部 のマ ウスは感 染 し、25日 の もので は接種 量が多 い(11,286±

4,481)に も関わ らず、感染 しない例が観察 された。脱皮直後 の若虫ホモ

ジネー トでは一部のマウスが感染 したが、以後、70、120、190日 の若虫

ホモジネー トではマウスは一例 も感染 しなかった。190日 目か ら若虫をマ

ウスに暴露 し、吸血1、2、3日 目の若虫ホモジネー トの感染性を調べた

ところ、吸血1日 目か らマウスは全例が感染 した。スナネズ ミ吸血群 に

おいてもこの質的変化 の傾向はほぼ同様で、図8に 示 した ように、飽血

後に幼虫体内で増殖 して いるボレリアにはマウスへの感染性はなく、脱

皮直後の若虫体内のボ レリアに若干感染性がみ られた ものの、以後、マ

ウスへの感染性は失われ 、若虫が吸血を開始す ると、感染性は急激に復

活 した。

この実験 はマダニのホモジネー トをマウスへ接種するという乱暴な系

である。マダニか らBSK培 地を用いて分離培養 した菌は継代数が少ない

限 り、確実にマウスへ感 染する。 しか し、本研究代表者は以前に未吸血

の感染マダニ を培養せず にホモジネー トのままマウスに接種 した ら、マ

ウスが感染 しなかったとい う事例を経験 していた。そ こで、 このような

実験系を着想 した。 しか し、接種量 が各時期で均一 にす る ことができな

いため、接種 量のば らつきが実験結果 に影響を与えることは否めない。

ただし、培養 菌体 を用いた実験では、マウスに感染を成立 させるのに必

要な菌量 は100細 胞 もあれば十分 である(表11)。 従 って、今回 の

実験結果 は、接種量に問題があるものの、マダニ体内の質 的変化を反映
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しているもの と考 え られ る。特に、脱皮後 に時 間が経過 した若虫では、

マウス吸血群 ・スナネズ ミ吸血群 ともに感染性が完全 に失 われてお り、

これが吸血開始 とともに急激に復活す ることは、吸血開始 とともにマダ

ニ体内のボレ リアに急激 な質的変化が生 じていると結論 して も良いだ ろ

う。 このようにマダニの吸血行動が体内のボ レリアの"活 性化"の 引 き

金 となることはきわめて興味深 く、菌体表層蛋 白の発現 に も変化が生 じ

ていることが予想されたため、以下の実験 を行った。

c)吸 」血中にみ られ るマダニ体 内 のボ レ リアの質 的変 化

上記実験のマウス もしくはスナネズミ吸血群に由来するJEM6株 感染

若虫を用いた。 これ らをマウスに吸血 させ、1、2、3日 目と経時的 に

12匹 ずつ吸血途 中でマウスか ら引き離 し、虫体ホモジネー トを作成 し、

スライ ドグラスに塗沫 して、アセ トンで固定 した。これ らの標本 を、FITC

標識抗ボレリア抗体(ポ リクローナル抗体)に よる直接蛍光抗体法、菌

体表層蛋 白ospA特 異的モノクローナル抗体H5332も しくは菌体表層蛋

白ospC特 異的モ ノクロ.._一ナル抗体G7に よる間接蛍光抗体法で染色 し、

ボレリアを検 出した。図9は 各抗体 による陽性率を示 した もので、マ ウ

ス吸血群 ・スナネズミ吸血群 ともに吸血前の体内のボ レリアはG7抗 体 と

反応 しなか ったが、吸血後1日 目以降か ら反応するようになった。H5332

抗体およびポ リクローナル抗体 の反応性は吸血前 ・吸血 中 ともに観察 さ

れた。このことか ら、吸血開始 とともにボレリア菌体表面にospC蛋 白が

発現することが強 く示唆 された。

以上、マダニ とボ レリアの好適な組み合わせで、マダニ発育経過に と

もなうボ レリアの量的質的変化を観 察 した結果 、1)飽 血幼虫休眠期 に

ボ レリアの増殖があること、2)脱 皮を経て若 虫となった 時期 にはボ レ

リアは増殖せず、脊椎動物への感染性 も失われていること、3)若 虫が
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吸血を開始 し、中腸 内に血液成分が取 り込 まれ るとボ レリアの感染性が

復活 し、それ と連動するように菌体表層蛋 白の一部が発現す ること、な

どが明 らか となった。今後は、マダニ とボレリアの非好適 な組み合わせ

においても、 これ らの現象 を考慮 し、特異性を決定する分子 を追いつめ

なくてはな らないだろう。

なお、今回の実験では、脱皮直後 の若虫で急激 に体内のボ レリア数が

減少す ることも明 らかとなった。長年、マダニ を飼育 して いると脱皮直

後 に多量の排 便をす ることに気がついていた(図10)の で、 この減少

原因を解 明す る実験 も行った。

d)鋭 皮 直後 のマダニ の排 便 によ るボ レ リアの排 出

新たにJEM6感 染マウスにシュルツェマダニ幼虫を吸血させ、飽血幼

虫を多数得た。 しば らくは集団で飼 育 したが、脱皮直前に図11に 示 し

たようなチューブに36匹 の幼虫を個別に入れ、湿潤下に飼育 した。毎 日、

観察を行い、脱皮 と排便 を記録 した。図11の ようにチューブ内に便が

認められた場合は、1μeのPBSに 便を懸濁 し、ス ライ ドグラスに塗沫

し、アセ トン固定 し、排便が認め られなくなるまで、この作業を繰 り返

した。便塗沫標本はFITC標 識抗ボ レリア抗体 を用いた蛍光抗体法で染色

して、ボ レリアを検 出し、その数 もカウン トした(図11)。 表12に

は、便内にボ レリアが認 め られた個体数とその排便回数 をまとめた。 ま

た、排便終了後 に観察 した若虫のホモジネー トを作成 し、蛍光抗体法 に

よ り体内に残存 しているボ レリア数 を推定 し、同一 ロッ トのマダニにお

ける脱皮前の体内ボ レリア数 と比較 した。糞便回数は平均 約4回 で、排

便終了後のホ モジネ..._ト検査で感染が確認された個体はすべて糞便中に

ボ レリアを排泄 していた。 また脱皮前の幼虫 と脱皮後の若 虫の体 内ボ レ

リア数を比較すると、脱皮後では体 内ボレリア数が脱皮前 の約1/5に
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減少 していた。図12に は、毎回の糞便で排泄 されるボ レ リアの数を示

した。最初の排便で多数 のボレリア を排泄す る個体が多か ったが、徐 々

にボレリアを排泄す る個体 も存在 した。 この実験 によ り、脱皮後 にマ ダ

ニ体内のボ レリアが激減 する理由は、便 とともに排泄され るか らである

と証明す ることができた。 この排泄現象は、過量なボ レリアを捨て去 る

と合 目的に解釈できるので、宿主 ・寄生体関係のバ ランスを考 える上で、

きわめて興味深い現象である。

以下 に示す 研 究成果 は 、本研 究計 画 と直接 の関係性 は少 な いが 、北 海

道 と長野 の シュル ツェマダニが保有 す るボ レリア(B.gc'i2"11111、B.afzelii)

に 関 して 、16SrRNAお よび鞭 毛遺伝 子 の塩基 置換 を観察 した もので ある。

マ ダニ とボ レ リアの共進 化 を考 え る場合 、地理 的変 異 を詳 細 に観 察す る

必要が ある と考 え、実施 した。

3)北 海道 と長野 のボ レリアにみ られ る地理的変 異

北海道 と本州間の津軽海峡は生物分布の地理 的障壁 とな り、 この境 界

線はブラキス トン線 と呼 ばれている。先ず、北海道 と長野産シュルツ ェ

マダニの地理 的隔離を調査するため、マダニのミ トコン ドリア遺伝子 の

変異を調べることにした。調査対象は16SrRNA遺 伝子で、マダニの1

個体毎にこの部分配列(457～459bp)をPCR法 で増幅 し、ダイ レク ト

シVク エンス した。

図13に 示 したように、わずか数塩基の塩基置換であったが、北海道 と

長野のシュル ツェマダニ を識別する ことができた。長野の1個 体が北 海

道のものと共通であったが、他は明瞭に識別できている。従 って、現在、

北海道 と長野 のシュルツェマダニ個体群はほとんど交流が なく、別の個

体群になっていることが推測できた。

次に表13に 示 したボ レリア株を用 いて、ボ レリア側の地理的変異 を
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調 べ るため、16SrRNA(1"1"S)と 鞭 毛 遺伝子(fla)を 調査 した。rrsは

816bp、flaは600bpの 部分 配列 をPCR増 幅 し、ダイ レク トシー クエ ン

ス した。 なお 、使用 した北 海道 ・長 野 シュル ツ ェマ ダニ 由来 ボ レ リア分

離株 は本研 究 者 が分離培 養 した菌株 コ レクシ ョンか ら全て 無作為 に抽 出

した もので ある。

図14に 示 した よ うに、B.burgdorferi、Rgadη 五、B.afzeliiは πs、

flaの 両遺伝子 とも種 ごとに独 自のブ ランチ を形成 した。また、B.garinii

とB.afzeliiに 着 目し、 ヨー ロ ッパ と 日本産 の菌株 を比較す ると、両遺 伝

子 に共通 の塩 基 配列 がみ られ る もの は存 在 しなか った。一 方、北海道 と

長野 産 のB.gariniiとB.afZeliiに は、同一 の塩基配列 を示す 菌株が存 在

した が 、一 部 の菌 株 では 地 域特 異 的 と考 え られ る もの も存 在 した。B.

garf血 ガはB.afzeliiよ りも多型性 を示 し、 この傾 向はfla遺 伝 子で特 に顕

著 で あった。

以上 の結果 だけで は例 数 が少 ない ので、 ボ レ リアの地域 特異性 を証 明

した ことにはな らな い。 しか し、1)ヨ ー ロッパ の1.ricinusが 媒介す る

ボ レリア と 日本 の シュル ツェマダニ が媒介す る ボ レ リアは 種が 同0で あ

る ものの、塩 基 配列 に共 通 性がみ られ ない こと、2)北 海 道 と長野の シ

ュル ツェ マダ ニが媒介す るボ レリア には、共通 性 を示す ものが存 在す る

一方 で、地域 特異的 と考 え られ る もの も存在す る こと、3)北 海道 と長

野 の シュル ツ ェマ ダニ に遺 伝的 な隔離 が生 じて いる らしい こと、な どを

考 慮すれ ば、今 回 の調 査結 果 は、ボ レ リアは地 域 で特殊化 す る、すな わ

ち、マ ダニ とボ レリア の共進化 を暗 示 して いるのではなか ろ うか。

以上、2年 間の研究期間では、マダニとボ レリアの特異性 を決める分子

を追いつめる ことはできなかったが、様々な付加的な情報 を得ることが

できた。今後 、 この経験 を生か し、 自分な りの独 自なベクター生物学 を

展開 して行きたい。
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表1ラ イム病ボレリア患者分離株に対するシュルツェマダニの感受性

菌株 を接種 した

使用 スナネズミの

分離株 個体番号(感 染状況)

用いたマダニ

幼虫コロニー

飽血幼虫への

ボレリアの取 り込み率

(陽性数/検 査数)

脱皮若虫への

ボレリアの持ち越 し率

(陽性数/検 査数)

JEM3

JEM4

JEM5

JEM6

JEM7

JEMB

未感染

対照群

JEM3-1(十)

JEM3-2(十)

JEM4-1(十)

JEM4-2(十)

JEMS-1(十)

JEM5-2(十)

JEMS-3(十)

JEM6-1(十)

JEM6-2(十)

JEM6-3(十)

JEM6-4(十)

JEM7-1(十)

JEM7-2(十)

JEM7-3(十)

JEM8-1(十)

JEM8-2(十)

JEM8-3(十)

Coast-1(一)

Cont-2(一)

Cont-3(一)

五per.-1

五per.-1

1.pet:-1

五per。-1

1.pe1:-2

五per.-2

五per.-2

五per.-2

五per.-2

・'.-2

1.pe1:-2

五per.-3

五、per.-3

1.pet:-3

1.pet:-3

五per.-3

五per.-3

1.per.-1

五per.-2

五per.-3

%
眺
%
%
%
幌
%
騨

護

朧

%
朧

%
%
%
%

0

3

0

0

0

9

0

1

4

8

5

1

4

0

7

6

0

0

0

0

(0/10)

(3/10)

(o/lo)

(0/10)

(0/10)

(9/10)

(0/10)

(10/10)

(4/10)

(8/10)

(5/10)

(1/10)

(4/10))

(0/10)

(7/10)

(6/10)

(0/10)

(0/10)

(0/10)

(0/10)

%

%

%

%

%

%

%

%

0

%

%

%

%

%

%

%

%

%

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

%

%

%

3

2

1

2

4

8

4

1

8

8

8

1

9

7

4

5

2

0

0

0

(3/10)

(2/10)

(1/10)

(2/10)

(4/10)

(8/10)

(4/10)

(10/10)

(8/10)

(8/10)

(8/10)

(1/10)

(9/10)

(7/10)

(4/10)

(5/10)

(2/10)

(0/10)

(0/10)

(0/10)

注)本 実験ではポレリアを培養法で検出した。飽血幼虫は宿主からの自然脱落後48時 間以内に

検査 し、若虫は脱皮後1～2ヶ 月に検査した。使用 した分離株は全てB.garinilで 、北海

道の患者に由来し、慢性遊走性紅斑の生検皮膚か ら分離 したものである。
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表2ラ イム病ボレリア患者分離株に対するヤマ トマダニの感受性

菌株を接種した

使用 スナネズミの

分離株 個体番号(感 染状況)

用いたマダニ

幼虫コロニー

飽血幼虫への

ポレリアの取 り込み率

(陽性数/検 査数)

脱皮若虫への

ボレリアの持ち越し率

(陽性数/検 査数)

JEM3

JEM4

JEMS

JEM6

JEM7

JEM8

未感染

対照群

JEM3-3(十)

JEM3-4(十)

JEM4-3(十)

JEM4-4(十)

JEM5-4(十)

JEM5-5(十)

JEM6-5(十)

JEM6-6(十)

JEM7-4(十)

JEM7-5(十)

JEM8-4(十)

JEM8-5(十)

JEM8-6(十)

Coast-4(一)

Cont-5(一)

Cont-6(一)

1.ova.-1

1.ova.-1

Lova.-1

1.ova.-1

1.ova.-2

1.ova.-2

1.ova.-2

1.ova.-2

1.ova.-3

1.ova.-3

1.ova.-3

1.ova.-3

1.ova.-3

1.ova.-1

1.ova.-2

1.ova.-3

80%(8/10)

80%(8/10)

0%(0/10)

20%(2/10)

0%(0/10)

10%(1/10)

60%(6/10)

80%(8/10)

30%(3/10)

20%(2/10)

0%(0/10)

0%(0/10)

40fl(4/10)

0%(0/10)

ofto/lo>

0%(0/10)

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

∩
V
O

O

(0/10)

(0/10)

(0/10)

(o/lo>

(0/10)

(o/lo)

(0/10)

(0/10)

(0/10)

(0/10)

(0/10)

(0/10)

(0/10)

(0/10)

(0/10)

(0/10)

注)本 実験ではポレリアを培養法で検出 した。飽血幼虫は宿主か らの自然脱落後48時 間以内に

検査 し、若虫は脱皮後1～2ヶ 月に検査 した。
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表3 IxodesPavlov=skyl'の ボ レ リア感 受 性 試 験

使用

分離株

菌株を接種した
スナネズミの

個体番号

(感染状況)

用いたマダニ

幼虫コロニー

飽血幼虫への

ボレリアの取 り込み率 脱皮率

(陽性数/検 査数)(若 虫数/飼 育数)

脱皮若虫への

ボレリアの持ち越 し率

(陽性数/検 査数)

JEM6 JEM6-11(十)1.pay.-Akl

JEM6-12(十)Lpay.-Ak4

JEM6-13(十)1.pay.-Ak5

JEM6-14(十)1.pay.-Ak7

JEM6-15(十)1.pay.-Ak8

JEM6-16(十)Lpay.-Ak10

JEM6-17(十)Lpay.-Akll

JEM6-18(十)Lpay.-Ak12

JEM6-19(十)1.pay.-Ak13

JEM6-20(十)Lpay.-Ak15

JEM6-21(十)1.pay.-Ak16

100%(12/12)

100%(12/12)

83%(10/12)

100%(12/12)

58%(7/12)

83%(10/12)

92%(11/12)

100%(12/12)

75%(9/12)

75%(9/12)

67%(8/12)

77%(54/70)

54%(38/70)

94%(66/70)

64%(45/70)

94%(66/70)

90%(63/70)

95%(52/55)

97%(58/60)

91%(64/70)

77%(54/70)

9?%(68/70)

25%(3/12)

100%(12/12)

17%(2/12)

25%(3/12)

33%(4/12)

50%(6/12)

83%(10/12)

58%(7/12)

50%(6/12)

67%(8/12)

42%(5/12)

N456 N456-1(十)

N456-2(十)

N456-3(十)

N456-4(十)

N456-5(十)

N456-6(十)

N456-7(十)

N456-8(十)

N456-9(十)

N456-10(十)

Lpay.-Ak3

1.pay.-Ak4

1.pay.-Ak5

1.pay.-Ak7

1.pay.-Ak8

1.pay.-Ak10

1.pay.-Ak12

1.pay.-Ak13

1.pay.-Ak15

1.pay.-Ak16

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

0

5

0

5

5

0

7

8

2

5

5

2

5

7

7

5

6

5

4

2

(6/12)

(3/12)

(6/12)

(9/Z2)

(9/12)

(6/12)

(8/12)

(7/12)

(5/12)

(3/12)

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

1

0

0

9

6

7

0

5

3

0

8

5

9

5

9

9

9

9

9

9

(57/70)

(35/70)

(63/70)

(41/70)

(67/70)

(68/70)

(63/70)

(57/60)

(65/70)

(63/70)

%

%

%

%

%

%

%

%

%

%

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

(0/12)

(0/12)

(0/12)

(0/24)

(0/24)

(0/12)

(0/24)

(0/24)

(0/24)

(0/12)

JEM12JEM12-1(十)1.pay.-Ak4

JEM12-2(十)Lpay.-Ak5

JEM12-3(十)Lpay.-Ak7

8%(1/12)

92%(11/12)

25%(3/12)

67%(47/70)

93%(65/70)

65%(39/60)

0%(0/24)

0%(0/24)

0%(0/24)

NR99hNR99h-1(十)1.pay.-Ak4

NR99h-2(十)Lpay.-Ak7

NR99h-3(十)Lpay.-Ak8

83%(10/12)

92%(11/12)

?5%(9/12)

75%(45/60)

82%(49/60)

98%(59/60)

13%(3/24)

0%(0/24)

0%(0/24)

JEM4 JEM4-11(十)Lpay.-Ak4

JEM4-12(十)1.pay.-Ak8

42%(5/12)

25%(3/12)

90%(54/60)

97%(58/60)

4%(1/24)

0%(0/24)

注)本 実験ではポ レリアを蛍光抗体法で検出した。飽血幼虫は宿主からの自然脱落後48時 間以内に検査 し、

若虫は脱皮後1～2ヶ 月に検査した。使用 した分離株は全て 日本産のもので、NR99hはB.afzeliiで 、

他はB、gariniiで ある。
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表4 Ixodespavlovskyl'の ベ ク タ ー 能 力 試 験

スナネズミの培養結果

スナネズミ 吸血させた若虫コロニー

個体番号(感 染株、感染率)

暴露した 回収した

若虫数 飽血若虫数 右耳 左耳 心臓

1

2

3

4

5

1.pav.-Ak11(JEM6株,83%)

1.pav.-Ak12(JEM6株,58%)

五pav.-Ak13(JEM6株,50%)

如av.-Ak15(JEM6株,67%)

1.pav.-Ak16(JEM6株,42%)

2

2

2

2

2

1
⊥

-
⊥

-
⊥

■
⊥

-
⊥

∩
V

4⊥

1

8

8

Q
σ

-

O

i⊥

ρ0

7

8

9

1

1

1.pay.-Ak4(JEM6株,100%)

1.pay.Ak7(JEM6株,25%)

1.pav.-Ak10(JEM6株,50%)

1.pav.-Ak11(JEM6株,83%)

1.pav.-Ak12(JEM6株,58%)

1.pav。-Ak15(JEM6株,67%)

0

0

0

6

0

0

2

2

2

1

2

2

0

4

4

2

0

7

■
⊥

1
⊥

-
⊥

-
⊥

-
⊥

-
⊥

2

3

4

5

6

■
⊥

1
⊥

雪
■

1
⊥

湘
⊥

工pa肌 一Ak7(N456株,o%)

1.pay.-Ak8(N456株,0%)

1.pay.-Ak12(N456株,0%)

王pa肌 一Ak13(N456株,0%)

1.pay.-Ak15(N456株,0%)

2

2

2

2

2

1
⊥

可
⊥

1

1
⊥

噛
⊥

8

∩
6

7

7
・

Q
ゾ

7

8

Q
ソ

ー
⊥

-
■

1
⊥

1.pav.-Ak4(JEM12株,0%)

如av.-Ak5(JEM12株,0%)

1.pay.-Ak7(JEM12株,0%)

∩
V

O

O

2

2

2

ρ
0

3

1
⊥

7
・

-
⊥

0

1

2

2

2

2

1.pay.Ak4

1.pay.Ak7

1.pay.Ak8

(NR99h株,13%)

(NR99h株,0%)

(NR99h株,0%)

∩
V

O

∩
V

2

2

2

9
】

戻
U

7

1
⊥

噴
⊥

-
⊥

3

4

2

2

1.pay.-Ak4(JEM4株,4%)

1..・.-Ak8(JEM4株,0%)

∩
V

∩
∪

2

9
臼

-
⊥

ρ
0

1
⊥

1
⊥

注)ス ナネズミにボレリア感染若虫を暴露し、3週 後にネズミの皮膚や内臓を培養 して、

感染の有無を判定した。ボレリア感染若虫コロニーは表3の 実験から得た。使用 し

た分離株は全て日本産のもので、NR99hはB.afzeliiで 、他はRga血 πである。
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表51.pavlovskyl'若 虫 が 保 有 して い るJEM6株 の 培 養 結 果

感染若虫

コロニー

培養した

若虫数

ボレリア培養

陽性数

Lpay.-Akll 12 3(25%)

1.pay.Ak15 20 4(20%)

*再 分 離 したJEM6株 はスナネズ ミに腹腔 接種 した

ところ感染が成立 し、ボ レリア株の感染性が失われ

ていないことを確認 した。
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表6ラ イム病ボレリア北米分離株に対するシュルツェマダニの感受性

蕪

㈱

菌株を接種 した

スナネズミの 用いたマダニ

個体番号(感 染状況)幼 虫コロニー

飽血幼虫への

ボレリアの取 り込み率

(陽性数/検 査数)

脱皮若虫への

ボレリアの持ち越 し率

(陽性数/検 査数)

297

北 米 株

(B.b.)

297-1(十)

297-2(十)

297-3(十)

297-4(十)

297-5(十)

1.per.-NE2

Leer:-NE4

Leer:-NE6

1.per:-NE10

Leer:-NE12

8%(1/12)

50%16/12)

42%(5/12)

75%(9/12)

33%(4/12)

8%

29%

8%

42%

0%

(4/48)

(14/48)

(4/48)

(20/48)

(0/48)

JEM6

日本 株

(B.g.)

JEM6-51(十)

JEM6-52(十)

JEM6-53(十)

JEM6-54(十)

JEM6-55(十)

五per-NE2

1.per:-NE4

1.per:-NE6

1.pet:-NE10

1.per.-NE12

67%(8/12)

83%(10/12)

83%(10/12)

83%(10/12)

67%(8/12)

67%

100%

100%

92%

100%

(8/12)

(12/12)

(12/12)

(11/12)

(12/12)

注)本 実験 ではボ レ リア を蛍光抗体法 で検 出 した。飽血幼 虫は宿主か らの 自然脱落後48時 間以 内

に検 査 し、若虫 は脱 皮後1～2ヶ 月に検 査 した。 北米分離 株は ライム病患者 由来 で、対照 と

した 日本 由来株 も患者 に由来す る ものであ る。

B.b.,B.burgdorferfsensustricto;B.g.,B.garirlii.
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表7シ ュルツェマダニの北米分離株に対するベクター能力試験

スナネズ ミの培養結果

スナネズミ 吸血させた若虫コロニー

個体番号(感 染株、感染率)

暴露した 回収した

若虫数 飽血若虫数 右耳 左耳 心臓 膀胱

AU

1

1

2

3

4

5

6

7

8

9

1

1

2

3

4

5

1
⊥

-
⊥

■
⊥

■
⊥

1.per'.-NE4(297株,29%>

Lper.-NE4(297株,29%)

1.per-.-NE4(297株,29%)

1.perI.-NE4(297株,29%)

五per.-NE4(297株,29%)

1.pe11.-NE4(297株,29%)

1.per.-NE10(297株,42%)

1.per.-NE10(297株,42%)

・'.-NE10(297株,42%)

五per.-NE10(297株,42%)

五per.-NE10(297株,42%)

・'.-NE4(JEM6株,100%)

1.per.-NE4(JEM6株,100%)

1.per'.-NE10(JEM6株,92%)

工per.-NE10(JEM6株,92%)

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

0

0

0

AU

■
⊥

1
⊥

-
⊥

つ
⊥

8

8

9

0

7

0

8

7

8

9

0

1

1

1

2

1

2

1

1

1

1

2

01

Q
ゾ

Q
ソ

8

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

注)ス ナネズミにボレリア感染若虫を暴露 し、3週 後に皮膚や内臓を培養 して、ネズミの感染

の有無を検査 した。使用 したポレリア感染若虫コロニーは表5の 実験から得た。
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表8シ ュル ツ ェマ ダニ若 虫が保有 している297株 の培養 結果

感 染若虫

コロニー

培養 した

若虫数

ボレリア培養

陽性数

1.per.-NF,4 12 8(67%)

1.per.-NE10 12 6(50%)

*再 分離 した297株 はスナネズ ミに腹腔接 種 した

ところ感染が成立 し、ボレリア株の感染性が失わ

れていないことを確認 した。
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表9韓 国産 ボ レリア株B.afzelil'を 用 いた シュル ツェマダニの感 受性試験

菌株を接種した

使用 スナネズミの

分離株 個体番号(感 染状況)

用いたマダニ

幼虫コロニー

飽血幼虫への

ボレリアの取り込み率

(陽性数/検 査数)

脱皮若虫への

ボレリアの持ち越 し率

(陽性数/検 査数)

xxus KKU6-1(十) 1.per:-SB33 580(7/12) 420(5/12)

KKU12KKU12-1(十) .Lper.-SB33 100%(12/12) 25%(3/12)

注)本 実験ではボレリアを蛍光抗体法で検出した。飽血幼虫は宿主か らの自然脱落後16日 目に

検査 し、若虫は脱皮後1～2ヶ 月に検査した。使用 した分離株はシュルツェマダニときわめて

近縁なタネガタマダニか ら分離 した。

表10シ ュル ツ ェマ ダニ の韓 国産 ボ レリア株に対するベクター能力試験

スナネズ ミの培養結果

スナネズミ 吸血させた若虫コロニー

個体番号(感 染株、感染率)

暴露した 回収した

若虫数 飽血若虫数 右耳 左耳 心臓 膀胱

ー
ム

9
一

〇
〇

4
ム

Lper.・SB33(KKU6株,42%)

1.per.・SB33(KKU6株,42%)

1.per.-SB33(KKU12株,25%)

1.per.-SB33(KKU12株,25%)

4

4

4

4

9
8

9
幽

9
一

9
刮

A
U

4
ム

9
一

1

9
一

9
一

9
一

9
一

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

注)ス ナネズミにボ レリア感染若虫を暴露 し、3週 後 に皮膚や内臓を培養 して、ネズ ミの感染

の有無を検査 した。使用 したボレリア感染若虫コロニーは表7の 実験から得た。
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表111CRマ ウス の感 染に必 要なボ レリア数

ボレリア数

マウスのボレリア感染率

(感染個体/接 種個体)

0

10

102

103

104

0%

60%

100%

100%

100%

(0/2)

(3/6)

(6/6)

(6/6)
(6/6)

注)JEM6株 培養菌体 を皮下接種 し、3週 後 に皮膚 ・

心臓 ・膀胱 をBSK培 地 で培養 して、感染 の有無 を判定

した。
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表12脱 皮直後の若虫の排便回数と排泄されるボレリア量

同一ロッ ト幼虫24匹 実験群 若虫36匹

脱皮前ボレリア数 糞便内ボ レリア 排便回数 排便終了後の体内ボレリア数

平均±SD(レ ンジ)陽 性個体(%)平 均 ±SD(レ ンジ)平 均±SD(レ ンジ)

3,805±4,289

(0-16,470)

31(86) 3.9fO.9

C2-s)

775772

(0-2,480)

注)実 験 に使用 したマ ダニ の同一 ロッ トで、脱皮直前の休眠期幼虫のホモジネ
ー トを作成 し、蛍光抗体法によ り脱皮前の体内ボ レリア数を推定 した。糞便を

採集 した実験群36匹 については、排便 回数 、その期間、糞便内ボ レリアの有

無、および一部の若虫については、糞便内ボレリア数をカウン トした。全ての

若虫は、体が硬化 し、排便が認められな くなった時期にホモジネー トを作成

し、体内残存ボレリア数を推定した。
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表13シ ー クエ ンス に使用 したボ レリア株

ボレリア種 地域 調査株数(内 訳)

B.garinii

B.afzelii

B.burgdorferi

ヨーロッパ

北海道

長野

ヨーロツパ

北海道

長野

ヨー ロツパ

北 アメ リカ

合 計

7

2

5

つ
」

弓乙

7

7

8

-
・

3

9a

(根 室22、 富 良野10)

(美 ケ原19、 上 高 地6)

(根室5、 富良野2)

(美ケ原6、 上高地2)

注)ボ レ リア分離株 は全て1個 体の シュルツ ェマダ ニ成 虫か ら分離 した。
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シュルツェマダニ

幼虫

課 鹸
]

嬉 一

R

翻
田

図1ラ イム病ボレリアの伝播維持経路

注)マ ダニは 卵→幼虫→若 虫 →成虫 と発育す る。幼虫 ・若虫は1回 吸血 し、

飽血後、宿主 か ら脱落 し、休眠期 を経て、脱皮 して次発育期 となる。雌成虫は

産卵のために吸血する。通常、ボ レリアは経卵 巣感染により雌成虫か ら幼虫へ

と垂直伝達され ないため、幼虫は吸血する際、感染 した脊椎動物(ネ ズ ミや ト

リ)か らボ レリア を体 内へ取 り込む。取 り込まれたボ レリアは脱皮後の若虫 に

も伝達され(経 発育期感染)、 若虫が 吸血す る際 に、脊椎動物 にボ レリアが戻

される。 この様 にボ レリアはマダニの吸血行動 を利用 し、脊椎 動物とマダニ間

で感染環を維持 している。
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図21.pavlovskyl'若 虫 か ら再分 離 したJEM6株 のSDS-PAGE

蛋 白 プ ロ フ ィー ル

レー一ンA、B31北 米 分 離 株(B.burgdorferisensustricto)

レー ンB、JEM6日 本 分 離 株(B.ga血 の

レー ンC～1、1.pavlovskyl'若 虫 か ら再 分 離 したJEM6株

▼ 、 鞭 毛 蛋 白

▽ 、OspA蛋 白
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ABCDEFQ

ゆ 畿

66一

菊 顧

§6一

灘』

24働

20

図3シ ュル ツェマダニ若虫か ら再分 離 した297株 のSDS-PAGE

蛋 白プ ロフ ィール

レー ンA、297北 米 分 離株(B.burgdorferisensustricto)

レー ンB～G、 シ ュ ル ツ ェマ ダニ 若 虫 か ら再分 離 した297株

▼ 、 鞭 毛 蛋 白

▽ 、OspA蛋 白
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ボレリア種

1.scapularis

I.pacificus

I.ricinus

ljI.persulcatus

I.pavlovskyiレ

1.nipponensis

I.tanuki

I.turdus

I.ovatus

Rb礁gd(沈=勧rRga血11B.afzeliiRむa側 溜B.turdaeRメaponlca

S&V 不明 不明 不明 不明 不明

S&V 不明 不明 不明 不明 不明

S&V S&V S&V 不明 不明 不明

S&N S&V S&V USt?) US(`?) US(?)

不明 S&IV 不明 不明 不明 不明

不明 S&V(?) S&V 不明 不明 不明

不明 不明 不明 S&V 不明 不明

不明 不明 不明 不明 S&V 不明

不明 US US(`?) US(2) US(`?) S&V

図4ボ レリア種とマダニ種の適合関係

注)現 在 まで に知 られ て い る ライ ム 病 に関 連 す る ボ レ リア種(B.burgdorferi,

B...gc'il"ltlll,B.afzelu')と 日本 に分 布 す る非 病 原 性(?)マ ダ ニ 媒 介 性 ボ レ リア

種(B.tanukii,B.turdae,B.japoni(穀)の 適 合 関 係 を ま とめ た 。感 染 実 験 で確

認 で き な か っ た もの につ い て は 、 野 外 採 集 マ ダ ニ の ボ レリ ア分 離 状 況 か ら類 推

した 。 特 に 日本 産 シ ュル ツ ェマ ダ ニ は膨 大 な 採集 個 体 を調 べ て お り、B.gaがnガ

も し くはB。afzelit'以 外 の ライ ム 病 関連 ボ レ リアは 確 認 され て い な い 。 た だ し、

回 帰 熱 関 連 ボ レ リア(B.miyamotoi)は 分 離 され て い る。 ま た 、ヤ マ トマ ダニ

に関 して も 、 野 外 採 集 個 体 はB.japoni'caし か 保 有 しな い 。

アルファベッ トの省略形の意味は以下 に示 した。

S&V,susceptibleandcompetentvector

S&1V,susceptibleandincompetentvector

US,旦n旦usceptible

susceptible(感 受性)と は経 発育期感染 が成 立す る ことを意味し、vector(媒

介者)と は吸血 時 に脊椎動物 にボ レリアを伝達できることを意味す る。

図5に 示 した よ う に 、1.scapularis,1.pacificus,五rfdnus,1.persulcatus,I

pavlovskyl',1.nipponenslsは 遺 伝 的 に き わ め て 類 似 し た 同 胞 種 で 、 通 称 、I

ricinuscomplexと 呼 ば れ て い る 。
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マダニ種

1.scapularis

1.monospinosus

I.tanuki

I.turdus

ボレリア種

B.afzelii

B.garinii

B.afzelii

B.burgdorferi

Bgarinii

B.a危e苗

B.乙anukが

B.turdae

B.japonica

lRg謝 ⑦一
403020100

%difference

図51TS2領 域の塩基配列から構築したマダニの系統樹(NJ法)

注)マ ダ ニ種 と ポ レ リア種 との 相 互 関係 が 分 か る よ う に左 側 に 対 応 す る ボ レ リ

ア種 を併 記 した 。1.riclnuscomplexはITS2配 列 か らも近 縁 種 で あ る こ とが わ

か り、 この マ ダ ニ 種 群 に ライ ム 病 関 連 ボ レ リ ア3種(B.burgdorferisensu

stricto,B.gaη'h乱B.afzelu')が 密 接 に 関連 して い る こ とが わ か る。な お 、本 図

は福 山大 学 ・福 長 将 仁 教 授 か ら提 供 され た もの で あ る。
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図7マ ダニ体 内のボ レ リアのマウスへの感染性(マ ウス吸血群)

注)各 群マウスは5頭 。マウス1頭 あた り、100μLPBSで マ ダニ6匹 をホモ ジナイ ズ し、そ の50μLを

皮下接種 した。ホモジネー トの一部はスライ ドグラスに塗沫 し、蛍光抗体法で接種菌量を推定 した。
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図9若 虫吸血時におけるボレリアの菌体表層蛋白の発現

注)感 染マウスもしくはスナネズミから幼虫時にボレリアを獲得した若虫を再びマウスに吸血

させ、1、2、3日 後に蛍光抗体法でボレリアの染色性を観察した(12マ ダニ/日)。



飽血後の休眠期幼虫
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図12脱 皮直後 の若虫 の糞便 の回数 と排泄されるボレリア量

注)脱 皮 直後 か ら1～2日 の間隔で便 を採集 し、

ポ レリア数は蛍光抗体法でカウン トした。
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【サンプル内訳 】

北海道 根室

(H)富 良野

長 野 美ケ原

(N)上 高地

合計

18個 体

12個 体

30個 体

21個 体

6個 体

27個 体

57個 体

1塩 基の相違

N

NNN

NNN

NNN

NNN

NN

NN

NN

N

HHH

HHH

HHH

HHH

HHH

HHN

HH

HH

HH

HH

HH

HH

N

NNNN

N

H

図13ミ トコ ン ドリア16SrRNA遺 伝子 部分配列(457～459bp)か らみた北海道 ・長 野産 シュル ツェマダニの相違
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図1416SrRNA遺 伝子部分配列(rrs,816bp)と 鞭毛遺伝子(fla,600bp)に み られた北海道 ・長 野産 ポ レリア

分離株の塩基置換(NJ法 による系統樹)注)ブ ランチの中で地域特 異性が示 していないところは、

北海道 と長野で塩基配列が共通であった。
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