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厚生労働科学研究費 新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業 

 

動物由来感染症の対応に関する研究 

 

分担研究課題：病原体媒介マダニの遺伝種同定法の確立 

 

研究分担者：川端寛樹（国立感染症研究所細菌第一部） 

 

研究要旨：日本国内に生息するとされる既知のマダニ 47種中、採集できた 39種について、

可能な範囲で複数個体よりゲノム DNAを抽出し、mt-rrsの遺伝子配列を決定後、系統解析

を行った。その結果、試験に用いた 39種中 36種(92.3%)は、DNA配列により区別できるこ

とが明らかになった。他方、ダグラスチマダニ、ヤマトチマダニ、オオトゲチマダニの 3

種は区別ができなかった。以上の結果より、mt-rrsによる遺伝学的同定法は形態学的同定法

に対して、90%以上の感度を示したことから、今後、マダニ形態同定が困難な場合でもその

迅速同定が可能になると思われる。本研究で決定した全ての配列は GenBankに登録を行い、

公共利用を可能としている（Web公開準備中）。

  

研究協力者：高野愛（山口大学准教授）、

藤田博己（馬原アカリ研究所所長）、角坂

照貴（愛知医科大学講師）、高橋守（川越

高等学校）、山内健生（富山県衛生研究所

主任研究官）、石畝史（福井県衛生環境研

究センター）、高田伸弘（福井大学シニア

フェロー）、矢野泰広（福井大学講師）、

及川陽三郎（金沢医科大学講師）、本田俊

郎（鹿児島県南薩地域振興局疾病対策係長）、

御供田睦代（鹿児島県環境保健センター 

研究専門員）、角田隆（長崎大学講師）、

鶴見みや古（山階鳥類研究所）、安藤秀二

（国立感染症研究所室長）、安藤匡子（鹿

児島大学准教授）、佐藤梢（国立感染症研

究所協力研究員） 

A．研究目的： 

a)  マダニはライム病や日本紅斑熱などの

起因病原体を伝播することから、人体刺

咬例などのマダニの迅速同定法開発が急

務とされている。加えて、マダニの同定

は形態学的な手法が Gold standardである

が、虫体が保全されていない場合などは

形態同定が困難である。このため、マダ

ニ種同定の一助として、マダニミトコン

ドリア 16S rRNA遺伝子（mt-rrs）配列の

遺伝子データベースを構築し、DNA配列

をもとにした系統学的な解析を行うとと

もに、その遺伝学的同定法の感度を調べ

た。 
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B. 研究方法： 

マダニ DNAの調製：1985年から 2013年ま

で、植生上、動物の体表から採取されたマ

ダニ 113 頭以上を試験に供した（表１）。

これらマダニは形態同定後、DNeasy tissue 

kit (Qiagen, Germany)を用いて DNA抽出し

試験に用いた。 

PCR および増幅 DNA の塩基配列決定：

DNA 増幅および塩基配列決定には以下の

oligonucleotide primerを用いた (mt-rrs1: 5’

-CTG CTC AAT GAT TTT TTA AAT TGC 

TGT GG-3’, mt-rrs2: 5’- CCG GTC TGA 

ACT CAG ATC AAG TA-3’)。PCRには、

puRe Taq Ready-To-Go PCR Beads (GE 

Healthcare UK, Ltd., UK)もしくは EX-Taq 

(Takara Bio Inc., Japan) を用い、以下の条件

で 30 cycles (10 sec at 94ºC, 30 sec at 55ºC, 

and 30 sec at 72ºC) PCRを行った。PCR臓腑

を、アガロースゲル電気泳動により確認し

た後、High Pure PCR Product Purification Kit 

(Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) で

DNA精製後、各々の DNA primerにより増

幅 DNAの塩基配列を決定した。 

系統解析：得られた塩基配列は、MEGA5.2 

software (http://www.megasoftware.net) によ

りアライメント後、CLUSTAL-W (ver. 1.6) 

software により、neighbor joining (NJ) 法に

よる系統解析を行った。bootstrap tests は 

Kimura 2-parameter distance method を採用

し、pairwise deletion による解析を行った

(open-gap penalty = 15, gap extension penalty 

= 6.66). 

 

C. 研究成果： 

 本試験により、増幅長 401-416 bpの配列

（除く primer配列）が得られ、国内マダニ

39種より 113 sequence types が見いだされ

た（Table 1）。また、39 マダニ種の内 36

種は各々独立したブランチを形成し、系統

学的に異なることが明らかとなった（図１）。

一方、Haemaphysalis japonica Warburton, 

Haemaphysalis japonica douglasi Nuttall およ

び  Warburton and Haemaphysalis mega- 

spinosa Saito は同一ブランチ（相同性：

99.3-99.8%）を形成し、遺伝学的に同系統で

あると考えられた。Amblyomma geoemydae 

(Cantor), Haemaphysalis flava Neumann, 

Haemaphysalis longicornis Neumann, Ixodes 

asanumai Kitaoka, Ixodes persulcatus Schulze, 

and Ixodes turdus Nakatsujiからは 6 sequence 

type以上が得られ、種内変異は各々、92.9%

〜99.8%, 97.3%〜99.8%, 99%〜99.8%, 99%

〜99.8%, 99.3%〜99.8% および 98.8%〜

99.8%であった。 

 

D. 考察： 

 マダニ媒介性感染症の感染経路を特定す

る上で、マダニを対象とした病原体調査は、

公衆衛生上重要である。他方、マダニはそ

の成育過程で２度変態しその形態を変化さ

せる。加えて、我が国では７属４７種のマ

ダニがこれまで報告され、その全てを同定

することは容易ではない。またマダニのヒ

ト刺咬例の同定をよりベットサイドに近い
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ところで行えることも重要であるが、虫体

が完全に保存されていない場合（図２）、

その形態同定は非常に困難である。本法は、

マダニの形態同定を行うこと無く、その遺

伝種を同定できる点で、形態同定法の代替

法として位置づけできる。また、臨床やマ

ダニ形態同定が行えない検査室においても

その応用が見込まれることに加え、Barcode 

of Life data System (BOLD)等の遺伝子デー

タベースなどの国際標準にも合致している

ことから、国内のみならず海外での活用も

見込まれる。他方、検体全てで塩基配列決

定を行うことは、迅速性、多検体処理を困

難にしており、今後はより簡便な方法の開

発が望まれる。 

 

E. 結論 

 マダニ媒介性感染症の感染経路を特定す

る上で、マダニを対象とした病原体調査は、

公衆衛生上重要である。このために必要な

マダニ種の遺伝子解析による同定法を開発

した。 

 

F．健康危険情報 

 なし 

 

G. 研究発表 

1 論文発表 

１）Takano A, Fujita H, Kadosaka T, Takahashi 

M, Yamauchi T, Ishiguro F, Takada N, Yano Y, 

Oikawa Y, Honda T, Gokuden M, Tsunoda T, 

Tsurumi M, Ando S, Andoh M, Sato K, 

Kawabata H. Construction of a DNA database 

for ticks collected in Japan: application of 

molecular identification based on the 

mitochondrial 16S rDNA gene. Med Entomol 

Zool. (in press). 

 

Ｈ. 知的財産権の出願・登録状況 

  なし 

１. 特許取得 

  なし 

２. 実用新案登録 

  なし 

３. その他 

  なし 



 

図１．マダニ図１．マダニ mt-rrs
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rrs塩基配列に基づいた系統解析

 

塩基配列に基づいた系統解析塩基配列に基づいた系統解析 
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