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は しが き

ライ ム 病 は ボ レ リア属 ス ピ ロヘ ー タに起 因 す る全 身 性 の細 菌 感 染 症 で

あ る。本 研 究 代 表 者 は、 日本 に ライ ム病 が 存 在す る こ とが 確 認 され て以

来 、 病 原 体 媒 介 者 で あ る マ ダ ニ を研 究 対象 に 選 び 、 保 菌 動 物 と の 間 で の

伝 播 経 路 を生 態 学 的 に調 査 して き た 。 従 来 の 寄 生 虫 学 的 な 手 法(マ ダ ニ

の 同定 や 宿 主 上で の 寄 生密 度 な ど)に 加 え、 ネ ズ ミ ・トリ ・マ ダ ニ ・患

者 な ど様 々 な培 養 材 料 か らボ レ リア を分 離 し、rRNA遺 伝 子 領 域 をサ ザ

ンプ ロ ッ ト法 で解 析 す る こ とに よ りボ レ リア の 遺伝 的 集 団 を特 定 した。

そ の結 果 、 シ ュル ツ ェ マ ダ ニ が ヒ トへ の媒 介 者 で あ る こ とが 判 明 し、

"ネ ズ ミ ・シ ュル ツ ェマ ダ ニ"と"ト リ ・シ ュル ツ ェマ ダ ニ"の 伝 播 サ

イ クル が 自然 界 に存 在す る こ とを推 測 で きた 。 シ ュル ツ ェマ ダ ニ が媒 介

す るボ レ リア は16SrRNAお よび 鞭 毛 遺 伝 子 の系 統 分 類 学 的検 討 に よ

り、Borreliagariniiも し くはBorreliaafzeliiに 分 類 可 能 で あ る こ とが 判

明 し、両 種 と も患 者 か ら分 離 され て い る。 ま た 、 他 のマ ダ ニか ら も非 病

原性 と考 え られ るボ レ リア が 分 離 され て お り、 ヤ マ トマ ダ ニか らの もの

はBorreliajaponica、 タ ヌキ マ ダ ニか らの もの はBorreliatanukii、 ア カ

コ ッコマ ダ ニ か らの もの はBorreliaturdaeと 新 種 記 載 され て い る。

この よ うに 自然 界 のマ ク ロな 伝 播 経 路 や 日本 に分 布 す る ボ レ リア につ

い て の種 の 問 題 は ほぼ 解 明 で きた が 、 マ ダ ニ と脊 椎 動 物 との 間 で の ボ レ

リア の 受 け渡 し、 す な わ ち ミク ロな伝 播 経 路 の機 序 につ い て は 不 明 な 点

が 残 され た ま ま で あ る。 そ こで 、 マダ ニ と脊 椎 動 物 の体 内 に お け るボ レ

リア の 存 在様 式 と宿 主 間 で のボ レ リア の移 行 経 路 を解 明す る こ とを 目的

と し、科 学研 究 費 補 助 金 の交 付 を受 け た。
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【研究組織】
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マダニの吸血に伴 うライム病ボレリアの宿主転換

(病原体の移行経路の解明)

ライ ム 病 ボ レ リア はマ ダ ニ と脊 椎 動 物 の 間 で宿 主 転 換 しな けれ ば 、 そ

の生 活 環 を維 持 で き な い。 宿 主 転 換 はマ ダ ニ の吸 血 時 に、"マ ダ ニ か ら

脊 椎 動 物 へ"、"脊 椎 動 物 か らマ ダ ニへ"と い うル ー トで 行 わ れ る。 こ

の 際、 ボ レ リア は全 く異 な る環 境 に瞬 時 に適 応 す る。 ま た、 ライ ム病 ボ

レ リア は 回 帰 熱 ボ レ リア と異 な り、 脊 椎 動 物 の流 血 中 に ほ とん ど出現 し

な いた め 、 皮 膚 組 織 で の存 在 様 式 が"脊 椎 動 物 か らマ ダ ニへ"の ル ー ト

の解 明 の 鍵iとな る。 本 研 究 で は、 病 原 体 の"適 応 の生 物 学"と い う観 点

か ら、 ふ た つ の宿 主 にお け る ライ ム病 ボ レ リア の存 在 様 式 に着 目 し、 微

細 形 態 学 的調 査 を行 い 、病 原 体 の 移 行 経 路 に つ い て 、 そ の 全 体 像 を把 握

す る こ とを 目的 と した 。 平 成7年 度 は 脊 椎 動 物 に お け るボ レ リア の存 在

様 式 、 平 成8年 度 は マ ダ ニ に お け るボ レ リア の 存 在様 式 の解 明 を主 な 目

標 と した。 ま た、 研 究 を遂 行 して い く途 中で 派 生 した 課題 「a)PCR法

に よる 皮膚 か らの ボ レ リア の検 出、b)宿 主 にボ レ リア 感 染 を成 立 させ る

マ ダ ニ の 咬 着 時 間 」 に つ い て も研 究 を実施 した。 な お 、 以 下 に 記 す 研 究

成 果 は 、 ボ レ リア(北 海 道 の患 者 由 来B,gariniiJEM6株)、 ス ナ ネ ズ

ミ、 マ ウス(BALB/cやICR)、 シ ュル ツ ェマ ダ ニIxodespersulcatus

(実験 室 コ ロニ ー)を 用 い て実 施 した もの で あ る。

【研 究成果の概要 】

1)脊 椎動物 におけ るボ レ リア の存在様式

平成7年 度は、脊椎動物 の体内、特に皮膚 におけるボレリアの存在様

式に着目 した。先ず、超薄切片作成法 と電子顕微鏡操作法を習得するこ
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とに努めた。その後、感染マ ウスや感染スナネズ ミの皮膚や心臓で試料

を作成 し、観察に供 した。 しか し、感染初期(2週)・ 中期(4週)・

後期(8週)と 多数のサ ンプルを観察 したが、いずれの組織か らも微細

形態学的にボ レリアを発見す ることはできなかった。 しか し、組織の一

部はBSK培 地(Barbour,1984)で 培養 し、ボレリアが増殖することを

確認 したが、血液か らボ レ リアを培養す ることは出来なかった。 これ ら

の結果か ら、組織でのボ レリアは極度に低密度であ ることが推 察され

た。そ こで、1週 間BSK培 地の中に保った感染マウスの皮膚を用いて

電顕試料 を作成 した ところ、真皮結合組織のコラーゲン繊維に絡まるよ

うにして存在するボ レリアを多数確認 した(図1)。 なお、Pachneret

a1(1995)は 、心臓でのボレリアの局在を電顕的に証明している。 この報

告では、ボ レリアは血管周 囲や コラーゲン繊維に沿って遍在 してお り、

この点か らも皮膚におけるボレリアの局在部位、すなわちマダニへのボ

レリアの受 け渡 しの場は真皮結合組織である と予想できた。皮膚での局

在を完全 に証明できた結果 ではないが、 シュルツェマダニ幼虫や若虫の

ハイポス トーム(皮 膚に刺 さり、体液を吸い上げる器官)の 長 さを考慮

して も、無理のない推定 と思われた。

派 生 した 課 題:PCR法 に よ る 皮 膚 組 織 か らの ボ レ リア の 検 出

感 染 動 物 の 皮 膚 で は ボ レ リア の 密 度 が 極 端 に低 い こ とが 予 想 で き た た

め、 そ の 数 の推 定 をPCR法 で 試 み た 。 分 子 生物 学 者 の協 力 を 得 て、 鞭

毛 遺伝 子 の シー ケ ン ス に基 づ き、nestedPCR用 の プ ライ マ ー を4種 類 作

成 した 。 この 方 法 は2回PCRを 行 うもので 、 最初 のextemalprimerset

に よ るPCRで 得 られ た 微 量 の産 物 を次 のinternalprimersetに よ る

PCRで 増 感 す る こ とが で き る。10㎎ の 正 常 マ ウス 皮 膚 にボ レ リア を

104,103,102,10,1細 胞 と段 階 的 に加 え、DNAを 抽 出 して 、nestedPCR

を実 施 した と ころ、 最 初 のPCRで は104細 胞 を添 加 した サ ンプ ル のみ
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微 弱 な増 幅 シ グナ ル が得 られ た 。2回 目のPCRで は、104,103,102,10

細 胞 を加 え たサ ン プル で 強 い シ グナル が得 られ た。 感 染 マ ウス の 皮 膚 で

は1回 目 のPCRで シ グナ ル は 全 く得 られ ず 、2回 目のPCRで シ グナ

ル が 得 られ た。 この結 果 か ら、 感 染 マ ウス の 皮 膚10mgに は103以 下 の

範 囲で ボ レ リア が存 在す る こ とが 推 測 で き た 。 な お 、 このPCR法 は患

者 の迅 速 診 断 に も応用 可 能 で 、intemalprimersetで 挟 み 込 ん だ 増 幅 シー

ケ ンス に は種 特 異 的 な 制 限 酵 素 部 位 が 存 在 す るた め 、RFLPsに よ るボ レ

リア種 の 同 定 も可能 で あ っ た 。 な お 、 これ ら の方 法 や 結 果 の詳 細 は研 究

発表 ・原 著 の項 目に 掲 載 した 論 文 を参 照 され た い 。

2)マ ダニにお けるボ レ リアの存在様 式

マダニは幼虫 ・若虫 ・成虫の三つの発育期 をもち、幼虫 ・若虫は0回

だけ吸血 し、脱皮 して次発育期 となる。平成8年 度は、マダニの体内、

特に中腸 と唾液腺におけるボ レリアの存在様式に着 目した。感染スナネ

ズ ミにボ レリアフリーのシュルツェマダニ幼虫を暴露 し、飽血幼虫を飼

育 して脱 皮させ、ボ レリア感染若虫を得た。 この未吸血若虫の中腸 と唾

液腺の超薄切片を作成 し、電顕観察を行った。唾液腺か らはボ レリアは

全 く観察 されなかったが、 中腸か らは容易にボ レリアが観察 された。未

吸血のマダニでは、ボレリアは中腸ルーメン内で微絨毛に接す るように

存在 し(図2、3)、 上皮細胞内に進入 しているボ レリアは観察 されな

かった。 次に、正常マウスに感染若虫を吸血 させ、吸血に伴 うマダニ体

内でのボ レリアの存在様式 を追跡 した。若虫の吸血期間は3～4日 であ

るため、吸血後1、2、3日 と電顕サンプル を作成 した。吸血後1日 の

サンプル ではボレリアは数 は多 くないものの観察 されたが、2～3日 の

サンプル ではボレリアを発 見す ることは困難 となった。また、 これ らの

サンプル で、 中腸上皮細胞 の間隙や細胞 内に進入 しているボ レリアを発

見するこ とはできなかった。また、吸血中の唾液腺のサンプル も多数観
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察 した が、 ボ レ リア を発 見す る こ とは で き な か っ た。

Zungeta1(1989)は 北 米 ライ ム病 ボ レ リアBorreliaburgdorferisensu

strictoと ダ ミンマ ダ ニIxodesdamming(Ixodesscapularisの シ ノ ニ ム)の

実験 系 を 用 い て 、 吸 血 に伴 うマ ダ ニ体 内 で の ボ レ リア の移 行 経 路 を電顕

的 に観 察 した 。 そ の結 果 、 吸血 中 の マ ダ ニ で は 中腸 上皮 細 胞 の 間 隙 や細

胞 内 に進 入 して い るボ レ リア を観 察 で き た こ とか ら、 ボ レ リア は 吸 血 に

伴 い、 中 腸 ル ー メ ンか ら体 腔 側 へ 脱 出で き る こ とを示 唆 した 。 ま た 、 吸

血 中 の マ ダ ニ の 唾液 腺 やductか らボ レ リア を発 見 し、 唾 液腺 を経 由 して

唾液 と共 に ボ レ リア が 宿 主 へ 注 入 され る こ と を類 推 した 。 ま た 、Gern

andAeschlimann(1990)もIxodesrlcinusを 用 い た実 験 系 で 唾 液腺 経 由説

を 唱 え て い る。 マ ダ ニ の 唾 液 は抗 凝 固作 用 や 抗 炎 症 作用 を もつ た め(

Ribeiro,1987)、 マ ダ ニ の咬 着 部 位 で ボ レ リア の 感 染 を加 速 す るか も しれ

な い。

本 研 究 で は 、 多数 のサ ン プル を観 察 した に も関 わ らず、 移 行 途 中のボ

レ リア を 観 察 で き な か った が 、 吸 血 期 間 が 長 くな る ほ ど 中腸 ル ー メンか

らボ レ リア が観 察 され に く くな る こ とを考 慮 す る と、 上記 の研 究 者 達 の

説 の よ うに、 シ ュル ツ ェマ ダ ニ にお い て もボ レ リア は 中腸 ル ー メ ンを急

速 に脱 し、 唾 液 腺 経 由で 宿 主 に 移 行 す る のか も しれ な い。 ただ し、確 実

な証 拠 は な く、"宿 主 に ボ レ リア 感 染 を成 立 させ るマ ダ ニ の咬 着 時 間"

か らそ の経 路 を類 推 す る よ うに研 究 計 画 を変 更 した。 なお 、Benachetal

(1987)も ダ ミンマ ダ ニ 雌 成 虫 の 実 験 系 にお い て 、 吸血 に伴 う唾 液 腺 へ の

ボ レ リア の移 行 を組 織 学 的 に 証 明で きて い な い 。

派生 した課題:ボ レ リア感染 を成立 させ るマダニの咬着時 間

組織学的にマダニにおけるボ レリアの移行経路を証明す るこ とが困難

であった ため、マダニの吸血行動を利用 し、ボレリアの移行経路を推定

した。す なわち、マダニは他の吸血性節足動物 と異な り、吸血終了まで
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の 時 間が 極 端 に 長 い こ とを 利 用 し、 マ ウ ス に ボ レ リア 感 染 が成 立 す るた

め の必 要 な時 間(ボ レ リア が 宿 主 に 注 入 され る時 期)を 調 べ る と共 に、

吸血 時 間 の異 な る若 虫 か ら 中腸 や 唾液 腺 を取 り出 し、 蛍 光 抗 体 法 に よっ

てボ レ リア の存 在 を確 認 した 。

ICRマ ウス(雌 、7週 齢)の 頭 部 に 自作 のfeedingchamber(Satoand

Nakao,1997)を 装 着 し、 この 中 に3匹 の 感 染 若 虫 を入 れ た 。 若 虫 の 咬 着

を 見計 らい 、6・12・24・36・48時 間後 に マ ダ ニ を ピ ンセ ッ ト

で除 去 した 。 また 、 飽 血 群(>72時 間後)も 設 定 した。 各群 の マ ウス

は2週 間 飼 育 後 、 剖 検 して 両 耳 ・心 臓 ・膀 胱 を培 養 し、 い ずれ か の培 養

材 料 が ボ レ リア 陽 性 で あ っ た 場 合 、 感 染 が 成 立 した と判 定 した 。 表1に

示 す よ うに 、 マ ウ スの 感 染 は若 虫 咬 着 後48時 間 か ら成 立 し、 ボ レ リァ

が 注 入 され る 時 期 は きわ め て 遅 い こ とが 判 明 した 。 また 、 各 群 か ら得 た

マ ダ ニ を10匹 つ つ解 剖 し、 中腸 と唾 液腺 をBSK培 地 に投 入 して、 ボ

レ リア培 養 陽性 率 を 調 べ た(図4)。 中腸 の 陽性 率 は ほ とん ど変 動 しな

か った こ とか ら、 吸 血 が進 行 して も0部 の ボ レ リア は 中腸 に残 存 す る こ

とが類 推 で き た。 一 方 、 唾 液腺 の 陽 性 率 は48・72時 間 と増 加 し、 ボ

レ リア の 唾 液 腺 へ の移 行 を 示 唆 した 。 この 時 期 に は マ ウス の感 染 も成 立

す る こ とか ら、 唾 液 腺 経 由 で ボ レ リア が 宿 主 に 注 入 され る こ とが 類 推 で

きた。 ま た、 唾液 腺 へ進 入 す るボ レ リア の量 的 な変 化 を観 察 す る た め、

未 吸血 ・24・48・72時 間 吸 血 の 若 虫 か ら唾液 腺 を取 り出 し、 唾 液

腺 全体 を ス ライ ドグ ラス に 張 り付 けた標 本(ホ ール マ ウ ン ト標 本 、 各 群

12匹 の 若 虫か ら作 成)と 、 唾液 腺 の ホ モ ジ ネ0ト(10匹 分 の唾 液腺

をPBS25μ1で ホ モ ジ ネ ー ト)の0部 をス ライ ドグ ラ スに スポ ッ トし

た標 本 を作 成 し、FITC標 識 抗 ボ レ リア抗 体 を用 いて 、 蛍 光抗 体 法 に よ り

観 察 した(図5)。 ホ0ル マ ウ ン ト標 本 で は ボ レ リア が48時 間 以 降 に

観 察 され 、 陽 性 率 は 次第 に 増 加 した。 ホ モ ジ ネ._._ト標 本 で マ ダ ニ1匹 あ

た りの唾 液腺 のボ レ リア 数 を推 定 した と ころ、10細 胞 以 下 と きわ め て
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少なかった。

シュル ツェマダニの若虫は吸血途中で宿主 が死亡 した場合、急速に死

体を離脱 し、次の宿主を再吸血す る(NakaoandSato,1996)。 この性質を

利用 し、以下の実験 を行った。正常マ ウスに感染若虫を暴露 し、24・

48時 間後にマウスを殺 し、途中吸血若虫を得た。 これ らの若虫を3匹

つつfeedingchamberを 用いてマウスに再吸血 させ、12・24時 間後

にマダニ を強制的に除去 した。前記実験 と同様にマウスの感染状況を調

べた ところ、途中吸血 したマダニは短時間の咬着時間でもマウスにボ レ

リアを注 入 していることが明 らか となった(表2)。 この結果か らも、

マダニの吸血に伴い、ボ レ リアが宿主に注入 される以前に、マダニ体内

での移行などの準備期間が必要なことが強 く示唆 された。

次に、 マウスの感染に必要なボ レリア細胞数を推定 した(表3)。 未

吸血の感染マダニ中腸をBSK培 地で2週 間培養 し、初代分離株 を所定

の数に希釈 して、マ ウスの皮下に注入 した。マ ウスの感染は10細 胞で

も成立 したことか ら、マダニによってマ ウスに注入され るボレ リアはご

く少数で も感染を惹起できると類推できた。 この事実は、唾液腺から検

出 され るボ レリァ数が少な くて も宿主の感染が成立す るとい うことと整

合的であった。

3)反 省 と今後 の課題

研究担 当者が1名 であったため、研究開始 当初は電顕試料作成の習得

にかな りの時間を取 られた。また、宿主の皮膚におけるボ レリア細胞の

密度を高 く推定するなど、研究の甘さも目立 った。 しか し、試行錯誤を

重ねる度に脊椎動物や マダニ体内でのボ レリアの動 きを漠然で はある

が、イ メー一ジできるようになった。今後は電顕観察にこだわ らず、広い

視野を得 るために準超薄切 片による観察を継続 してゆきたい。"宿 主に

ボレリア感染 を成立 させるマダニの咬着時間"の 検討では、ボ レリアが
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宿主に注 入され るまでにマ ダニ体内で準備期 間が必要なことが類推でき

た。唾液腺へのボ レリアの移行ばか りでなく、ボレリア自身の質的変化

(休眠型 から感染型ボ レリアへの転換)も 生 じているか もしれず、 この

点 も検討 して行きたい。具体的には菌体表層蛋 白(Osps)の 発現をモノ

クローナル抗体を用いた蛍光抗体法で経時的 に追跡 して行 きたい。な

お、Schwaneta1(1995)の データはマダニが吸血を始めると、体内のボ

レリアがOspC蛋 白を発現す ることを暗示 している。

難鞍 畿嚇鵜

驚 講.
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図1マ ウスの真皮結合組織 に観察 されたボ レリア

BSK培 地に投入した皮膚組織から電顕試料を作成

矢印:ボ レリア断面
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表1マ ウスにボ レリア感染が成立するための若虫咬着時間

感染若虫の

咬着時間

マウスのボ レリア感染率★

(陽性数/調 査数)

6時 間

12時 間

24時 間

36時 間

48時 間

>72時 間

of

O%

of

of

i

100%

(0/5)

{0/5)

(0/5)

(0/5)

(4/5)

(5/5)

★マウスのボレリア感染は培養によって判定

表2若 虫の再咬着によるマウスのボレリア感染

第1回 咬着 再咬着の時間

再咬着されたマウスのボ レリア

感染率★(陽性数/調 査数)

な し 12時 間

24時 間

0%(0/5)

0%(0/5)

24時 間 12時 間

24時 間

0%(0/5)

100%(5/5)

48時 間 12時 間

24時 間

80%C4/5)

100%{5/5)

★マウスのボ レリア感染は培養 によって判定
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表3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★★

(陽性数/調 査数)

0

10

102

103

104

of

60%

100%

100%

100%

Co/2)

C3/6)

(6/6)

(6/6)

is/s)

★若虫中腸か らの初代培養菌体を皮下接種

★★マウスのボレリア感染は培養によって判定
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