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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の（１）～（８）より選択されるポリペプチド。
　（１）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド；
　（２）配列番号２で表されるアミノ酸配列からなるポリペプチド；
　（３）配列番号２の第３２～４１２位のアミノ酸からなる配列を含むポリペプチド；
　（４）配列番号２の第３２～４１２位のアミノ酸からなるポリペプチド；
　（５）配列番号２の第４９３～９２９位のアミノ酸からなる配列を含むポリペプチド；
　（６）配列番号２の第４９３～９２９位のアミノ酸からなるポリペプチド；
　（７）（１）～（６）のポリペプチドを構成するアミノ酸配列において、１又は数個の
アミノ酸が置換、欠失、及び／又は挿入されたアミノ酸配列からなり、リジンケトグルタ
ル酸レダクターゼ(ＬＫＲ)及び／又はサッカロピンデヒドロゲナーゼ(ＳＤＨ)の活性を有
するポリペプチド；
　（８）（１）～（６）のポリペプチドを構成するアミノ酸配列と９０％以上の相同性を
有するアミノ酸配列からなり、ＬＫＲ及び／又はＳＤＨの活性を有するポリペプチド。
【請求項２】
　請求項１に記載のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド。
【請求項３】
　請求項２に記載のポリヌクレオチドを含むベクター。
【請求項４】
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　請求項２に記載のポリヌクレオチドを含む形質転換体。
【請求項５】
　請求項４に記載の形質転換体を培養する工程を含む、請求項１に記載のポリペプチドを
製造する方法。
【請求項６】
　請求項１に記載のポリペプチド、請求項２に記載のポリヌクレオチド、および請求項３
に記載のベクターからなる群より選択される有効成分と薬剤学的又は獣医学的に許容する
ことのできる担体又は希釈剤とを含む、医薬組成物。
【請求項７】
　マダニに対するワクチンである、請求項６に記載の医薬組成物。
【請求項８】
　請求項１に記載のポリペプチドに対する抗体又はその機能的断片。
【請求項９】
　請求項１に記載のポリペプチドと試験物質とを接触させる工程、並びに前記ポリペプチ
ドのＬＫＲ及び／又はＳＤＨの活性を分析する工程を含む、前記ポリペプチドのＬＫＲお
よび/又はＳＤＨの活性を修飾する物質のスクリーニング方法。
【請求項１０】
　請求項６若しくは７に記載の医薬組成物を、家畜又は愛玩動物に、有効量で投与するこ
とを含む、マダニ駆除方法。
【請求項１１】
　請求項６若しくは７に記載の医薬組成物を、家畜又は愛玩動物に、有効量で投与するこ
とを含む、マダニ媒介性感染症の治療又は予防方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、マダニのリジンケトグルタル酸レダクターゼ(ＬＫＲ)とサッカロピンデヒド
ロゲナーゼ(ＳＤＨ)、それをコードする核酸分子及びそれらの利用に関する。
【０００２】
　より詳細には、本発明は、マダニの生存に不可欠な飢餓耐性、吸血、及び吸血によって
マダニ体内に侵入する動物・ヒトの病原体に関わるタンパク質、それをコードするポリヌ
クレオチド、及びそれらの使用に関する。ここで、動物・ヒトの病原体とは、世界的に甚
大な被害をもたらすピロプラズマ症の病原体であるタイレリア又はバベシア原虫をはじめ
とする人獣共通感染性の細菌・ウイルスを意味する。具体的には、本発明は、マダニの生
活史の９０～９５％を占める未吸血期間、すなわち宿主探索に費やす飢餓期間、あるいは
宿主動物からの血液成分の摂取（すなわち吸血）と消化にともなって、中腸上皮や卵巣な
どの病原体の体内移行経路にあたる多くの器官・組織で発現する、ＬＫＲとＳＤＨをコー
ドするポリヌクレオチド、前記ポリヌクレオチドを含むベクター、前記ベクターを保持す
る組換え体細胞、組換えペプチドタンパク質、及び合成ペプチドに関する。本発明により
、マダニの吸血・変態や脱皮・産卵の予防と阻止、ピロプラズマ症をはじめとする人及び
動物の感染症の媒介、予防及び治療を目的とした化合物の合成、あるいはそれら病原体に
よる感染症の治療薬の開発に応用することができる。
【背景技術】
【０００３】
　地球上に棲息する１５，０００種を越える吸血性節足動物の中で、マダニはわずか約９
００種（６％）の弱小グループであるが、ヒト以外の動物では第１位、ヒトでは蚊に次い
で第２位に重要な感染症媒介節足動物である。経済的被害からもマダニとマダニ媒介性疾
病による世界の損害額は、畜産領域だけでも毎年１４０億米ドル以上（非特許文献１）に
のぼり、その対策は世界各国で畜産振興上の最も重要な課題のひとつとなっている。マダ
ニ防除の中心は化学療法剤などの薬剤利用に深く依存している。ＤＴＴが開発された１９
５０年以降、シナプス後膜作用型のニコチン系、ネオニコチノイド系、神経伝達物質分解
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酵素型の有機燐系、カーバメート系、クロルジメフォルム、神経繊維膜作用型の塩素系、
ピレスロイド系などの化合物が殺ダニ剤としてマダニ防除に使用されてきた。しかし、マ
ダニは、薬剤の連続使用によるいわゆる薬剤耐性をいずれの薬剤に対しても獲得し、殺ダ
ニ効果が減少あるいは消失した薬剤も少なくない。さらに、薬剤の使用には常に人あるい
は動物への副作用を考えなくてはならず、同時に、環境と食物連鎖の汚染など環境と食の
安全性を脅かす薬物残留問題があり、消費者から敬遠される傾向にある。そのうえ、経済
動物である家畜では、薬剤の使用には有効性や適用範囲に加えて、膨大な開発コストの面
からも限界が生じつつある。
【０００４】
　感染症媒介者（ベクター）としてのマダニは、マラリアベクターの蚊と比べて、ウイル
ス、リケッチア、細菌、原虫、寄生虫などほぼすべての種類の病原体の伝播に関与しうる
、他に比肩しうるもののない多種多様な疾病を媒介しうる優れた能力を有する。ヒトでは
マラリアが世界的に猛威を振るっていることはよく知られているが、動物（家畜・愛玩動
物）ではマラリアに類似した血液の感染症として、マダニが媒介するバベシアやタイレリ
アなどの原虫によるピロプラズマ症がある。本症は畜産・獣医学領域で最も被害の大きい
寄生虫感染症であり、近年ではヒトでのバベシア症が世界各国で報告され、新興人獣共通
感染症のひとつにあげられている。
【０００５】
　感染症予防の最大の武器はワクチンであるが、寄生虫ワクチン（多大な資金と精力的な
ワクチン開発が行われているマラリアに対しても）の開発は困難を極めている。進化した
生活環を有する寄生虫では、動物・ヒトの獲得防御免疫に関する主要な寄生虫由来の抗原
や免疫誘導機構など、不明な点が多くあるためであるが、とりわけ重大なのは、寄生虫は
高度に発達した免疫回避機構により宿主の免疫監視から逃れるシステムを発達させており
、防御免疫の獲得が困難なことにある。このようなことからタイレリアやバベシアなどの
ピロプラズマ原虫についても例外ではなく、ピロプラズマ症の発症をもたらす宿主体内ス
テージに焦点をあてた研究開発からはワクチンが生まれていない。
【０００６】
　一方、マダニの頻回寄生に対して宿主が抵抗性を獲得する現象を応用した獲得免疫によ
るマダニ防除法が以前から試みられている（非特許文献２）。また、宿主への接触が全く
ないマダニタンパク質がマダニ感染に対する防御抗原となることも明らかにされ、実際に
ワクチン抗原（Tick GARD）（非特許文献３）として一部のマダニとマダニ媒介性病原体
［例えば１宿主性のマダニ（Rhipicephalus (Boophilus) microplus）とその媒介するウ
シバベシア原虫］に対して野外応用されているものの、これらの効果は限定的であり、他
のワクチン抗原との併用による効果増大の必要性が指摘されるなど、多くのマダニとマダ
ニ媒介性病原体に対するワクチンは依然として開発途上にあり、病原体側のマダニ媒介性
病原体の防除対策もマダニと同様に薬剤に深く依存しているのが実情である。このように
２１世紀におけるマダニとマダニ媒介性病原体による人及び家畜生産の被害を既存の薬剤
使用によって防ぐことは、非常に難しい状況にある。
【０００７】
　ＬＫＲおよびＳＤＨは、動植物の必須アミノ酸であるリジンがサッカロピンを経由して
グルタミン酸塩、ピペコリン酸、アセチル補酵素Ａに変換される異化経路において、最初
の２ステップに関わる酵素である。すなわち、ＬＫＲがリジンとαケトグルタル酸を結合
させてサッカロピンを産生し、続いてＳＤＨがサッカロピンをαアミノアジピン酸セミア
ルデヒドとグルタミン酸に変換する。植物と哺乳類では、ＬＫＲならびにＳＤＨを単一の
遺伝子がコードすることが広く知られている。また、最近、植物では、このような２機能
性ＬＫＲ／ＳＤＨに加えて、単機能性のＳＤＨとＬＫＲを発現するｍＲＮＡの存在も明ら
かになっている（非特許文献４）。しかし、マダニや蚊などの吸血性節足動物において、
リジン代謝に関わるＬＫＲとＳＤＨの全塩基配列の単離や特性解明に関しては、これまで
まったく実証されるに至っていない。
【０００８】
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【非特許文献１】「ベテリナリー・パラシトロジー(Veterinary Parasitology)」, （オ
ランダ国）,1997年, 71巻, 77-97頁
【非特許文献２】「ナショナルインスティチュート・オブ・アニマルヘルス・クオータリ
ー（トウキョウ）(National Institute of Animal Health Quarterly、Tokyo)」，1978年
，18巻，27-38頁
【非特許文献３】「プラシトロジー・トゥデー（Parasitology Today）」，（オランダ国
），1999年，15巻，258-262頁
【非特許文献４】「アミノアシッド（Amino Acids）」，（オーストリア），2006年，30
巻，121-125頁
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明者及びその共同研究者は約４０年来にわたって継代してきた日本の最優占種であ
るフタトゲチマダニを用いて、その防除とこれが媒介するピロプラズマ原虫（Theileria 
orientalis、Babesia ovata、Babesia gibsoni）などの疾病媒介の予防・治療に関するプ
ロジェクト研究を推進してきてきた。近年、本発明者らは、マダニ個体における様々な生
物活性分子が、マダニの吸血・消化と病原体伝搬において果たす役割と機構の大きさに着
目してきたが、今回、解析の結果から、すべてのマダニ発育期と臓器で発現し、アミノ酸
不足に陥る飢餓時のマダニにおける体内アミノ酸の糖・エネルギー変換や、アミノ酸過剰
状態となる吸血・飽血時のマダニにおけるアミノ酸分解において、リジン異化の面から大
きな役割を果たす分子と想定されるＬＫＲとＳＤＨの単離に成功した。
【００１０】
　ＬＫＲならびにＳＤＨは、選択的にまた特異的にリジン分解経路に関わる細胞内あるい
は細胞外に局在するタンパク質である。ほ乳類、植物、カビなどの真核生物に広く分布・
存在することが知られているが、マダニを含む節足動物における機能と役割は不明である
。植物では、体内のリジンレベルの恒常性維持という生命現象の基本部分を担うとともに
、出芽、成長、ストレス耐性などにおいても様々な重要な機能を果たすことが知られてい
る。哺乳類では、リジン異化は脳機能において重要であり、分解産物のグルタミン酸塩は
その受容体を介して神経伝達シグナルを調節している可能性のあることが指摘されており
、すでにヒトでは、リジン異化経路の欠陥によって、家族性高リジン血症とよばれる精神
遅滞疾患が認められることが明らかにされている[Papes F et al. FEBS Letters 488:34-
38(2001)]。しかし、マダニを含む節足動物においては、ＬＫＲならびにＳＤＨがその生
存・繁殖において重要であるとの報告はこれまでなかった。
【００１１】
　本発明は、マダニとマダニが媒介する感染症から、人及び動物を守るための化合物を提
供し、ウイルス、細菌、原虫、寄生虫などの、様々なマダニ媒介性病原体による感染症の
防除法を提供するものである。具体的には、マダニのＬＫＲならびにＳＤＨの両方、又は
そのいずれかのタンパク質をコードするポリヌクレオチド、前記ポリヌクレオチドを含む
ベクター、前記ベクターを保持する組換え体細胞、マダニのＬＫＲとＳＤＨの両方、又は
そのいずれかに対する抗体などの阻害剤、並びにマダニ媒介性病原体の感染及び増殖を防
ぐ化合物の提供を目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明者は、偏性吸血動物としてのマダニでは、その生存においては、生活史の大半を
占める宿主探索に費やす未吸血・飢餓期間におけるアミノ酸不足を解消するために、オー
トファジー（自食）機構が重要であると考えている（「オートファジー(Autophagy)」, 
（米国）,2008年, 4巻, 79-81頁）。しかし、真にマダニが飢餓耐性を発揮するためには
、オートファジーによって獲得したアミノ酸を糖・エネルギーに変換する必要があること
から、アミノ酸異化もポスト・オートファジーの機構として、マダニが長期間の飢餓に耐
えるためには必須の機構であるに相違ない、と想定するに至った。一方、宿主を発見し寄
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生に成功したマダニでは、１週間内外の吸血期間において、未吸血時体重の数百倍、飽血
体重の２～３倍もの膨大な宿主血液の摂取と濃縮を行うため（「ナショナルインスティチ
ュート・オブ・アニマルヘルス・クオータリー（トウキョウ）(National Institute of A
nimal Health Quarterly、Tokyo)」，1976年，16巻，114-121頁）、急激なアミノ酸過剰
とこれに起因する中毒状態が十分に起こりうる。これを回避するために、吸血中のマダニ
体内では、著しく活発なアミノ酸分解機構が必要になるものと、想定するに至った。この
ような視点から、マダニの必須アミノ酸代謝経路に関わる酵素の探索と特性解明を進める
ことを企画し、また、得られたアミノ酸異化に関わる酵素は、マダニの吸血・変態や脱皮
・産卵の予防と阻止、ピロプラズマ症をはじめとする人及び動物の感染症の媒介、予防及
び治療を目的とした化合物の合成、あるいはそれら病原体による感染症の治療薬の開発に
応用することができると考えられた。今回、フタトゲチマダニにおいて、すべての発育期
と臓器で発現し、未吸血期間が３、６、１０ヶ月と経過し飢餓状態が進行するのに伴い、
マダニ体内における発現が著しく上方調節されるとともに、吸血開始時には発現量が顕著
に高まっているとともに、多くの主要臓器においては吸血期間の経過とともに発現量が減
少する、リジンの異化参画酵素のＬＫＲとＳＤＨを突き止めた。このようなことから、マ
ダニのＬＫＲとＳＤＨは、マダニの未吸血・飢餓時におけるアミノ酸不足の解消、ならび
に飽血時における一過性のアミノ酸過剰を解消する上において、重要な役割を果たしてい
ることが、十分に想定される。また、タンパク性レギュレーターあるいはプロテクタント
を活用した創薬を目指す上で、マダニのＬＫＲとＳＤＨは大きな可能性を秘めていると推
察することができる。今回単離したフタトゲチマダニのＬＫＲとＳＤＨは、マダニの変態
・脱皮や産卵を阻害することによって、経発育期伝播や介卵伝播を行うバベシアなどのピ
ロプラズマ原虫や、その他の病原体（野兎病、紅斑熱、ウイルス性脳炎など）の伝搬防除
にも応用することができる。これまで、マダニの生存、ならびにマダニが媒介する病原体
の発育・生存において、アミノ酸不足と過剰という視点から、生物活性分子を探索した研
究はなく、またＬＫＲとＳＤＨがマダニの生存と繁殖に重要であるとの報告はない。マダ
ニのＬＫＲとＳＤＨをコードする遺伝子及びその組換えタンパク質は、マダニとマダニ媒
介性感染症の予防・防除を目的とした化合物の作出に有効であるといえる。
【００１３】
　すなわち、本発明は、以下のとおりである。
【００１４】
［１］　以下の（１）～（８）より選択されるポリペプチド。
　（１）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド；
　（２）配列番号２で表されるアミノ酸配列からなるポリペプチド；
　（３）配列番号２の第３２～４１２位のアミノ酸からなる配列を含むポリペプチド；
　（４）配列番号２の第３２～４１２位のアミノ酸からなるポリペプチド；
　（５）配列番号２の第４９３～９２９位のアミノ酸からなる配列を含むポリペプチド；
　（６）配列番号２の第４９３～９２９位のアミノ酸からなるポリペプチド；
　（７）（１）～（６）のポリペプチドを構成するアミノ酸配列において、１又は数個の
アミノ酸が置換、欠失、及び／又は挿入されたアミノ酸配列からなり、ＬＫＲ及び／又は
ＳＤＨの活性を有するポリペプチド；
　（８）（１）～（６）のポリペプチドを構成するアミノ酸配列と７０％以上の相同性を
有するアミノ酸配列からなり、ＬＫＲ及び／又はＳＤＨの活性を有するポリペプチド
［２］　［１］のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド。
［３］　［２］のポリヌクレオチドを含むベクター。
［４］　［２］のポリヌクレオチドを含む形質転換体。
［５］　［４］の形質転換体を培養する工程を含む、［１］のポリペプチドを製造する方
法。
［６］　［１］のポリペプチド又はその断片、［２］のポリヌクレオチド、および［３］
のベクターからなる群より選択される有効成分と薬剤学的又は獣医学的に許容することの
できる担体又は希釈剤とを含む、医薬組成物。
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［７］　マダニに対するワクチンである、［６］の医薬組成物。
［８］　［１］のポリペプチドに対する抗体又はその機能的断片。
［９］　［１］のポリペプチドと試験物質とを接触させる工程、並びに前記ポリペプチド
のＬＫＲ及び／又はＳＤＨの活性を分析する工程を含む、前記ポリペプチドのＬＫＲおよ
び/又はＳＤＨの活性を修飾する物質のスクリーニング方法。
［１０］　ＬＫＲ及び／又はＳＤＨの活性の阻害剤、或いは［８］の抗体若しくはその機
能的断片を有効成分として含む、マダニ駆除剤。
［１１］　ＬＫＲ及び／又はＳＤＨの活性の阻害剤、或いは［８］の抗体若しくはその機
能的断片を有効成分として含む、マダニ媒介性感染症の治療又は予防剤。
［１２］　［６］若しくは［７］の医薬組成物又は［１０］若しくは［１１］のマダニ駆
除剤を、家畜又は愛玩動物に、有効量で投与することを含む、マダニ駆除方法。
［１３］　［６］若しくは［７］の医薬組成物又は［１０］若しくは［１１］のマダニ駆
除剤を、家畜又は愛玩動物に、有効量で投与することを含む、マダニ媒介性感染症の治療
又は予防方法。
【発明の効果】
【００１５】
　本発明のポリペプチド、ポリヌクレオチド、ベクター、形質転換体、及び抗体によれば
、本発明の医薬組成物、特にはマダニワクチンを提供することができる。また、本発明の
医薬組成物、特にはマダニワクチンによれば、例えば、マダニ駆除、又はマダニ媒介性感
染症（例えば、人獣のピロプラズマ症、紅斑熱、又はウイルス性脳炎など）の治療若しく
は予防が可能である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１６】
［１］本発明のポリペプチド
　本発明は、以下の（１）～（８）より選択されるポリペプチド。
（１）配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリペプチド；
（２）配列番号２で表されるアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（３）配列番号２の第３２～４１２位のアミノ酸からなる配列を含むポリペプチド；
（４）配列番号２の第３２～４１２位のアミノ酸からなるポリペプチド；
（５）配列番号２の第４９３～９２９位のアミノ酸からなる配列を含むポリペプチド；
（６）配列番号２の第４９３～９２９位のアミノ酸からなるポリペプチド；
（７）（１）～（６）のポリペプチドを構成するアミノ酸配列において、１又は数個のア
ミノ酸が置換、欠失、及び／又は挿入されたアミノ酸配列からなり、ＬＫＲ及び／又はＳ
ＤＨの活性を有するポリペプチド；
（８）（１）～（６）のポリペプチドを構成するアミノ酸配列と７０％以上の相同性を有
するアミノ酸配列からなり、ＬＫＲ及び／又はＳＤＨの活性を有するポリペプチド、に関
する。
【００１７】
　「ＬＫＲ及び／又はＳＤＨの活性」とは、フタトゲチマダニのＬＫＲタンパク質とＳＤ
Ｈタンパク質の生物学的活性の両方又はいずれかを意味する。各活性について具体的には
、例えば、ＬＫＲはリジン、ＳＤＨはサッカロピンに対する酵素としての結合活性及び／
又は活性阻害活性を挙げることができる。
【００１８】
　或るポリペプチドがＬＫＲとＳＤＨの両方、又はその一方の活性を有するか否かは、Pa
pesら, Biochem. J. 344, 555-563, 1999などの、公知の方法に従って、判定することが
できる。より具体的には、例えば、ＬＫＲ活性は、20mM L-リジン、0.1mM NADPH、10mM 2
-oxoglutaric acid、175mM Tris-HClを含有するpH7.4の試薬とペプチドを混合後、混合後
のNAPDHのNADP＋への変化を分光光度計で調べることによって、判定することができる。
また、ＳＤＨ活性は、1mM L-サッカロピン、2mM NAD＋、0.1M Tris-HClを含有するpH8.5
の試薬とペプチドを混合後、混合後のNAD＋のNADHへの変化を分光光度計で調べることに
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よって、判定することができる。
【００１９】
　本発明のポリペプチドには、少なくとも配列番号２で表されるアミノ酸配列を含むポリ
ペプチドが含まれる。好ましくは、当該ポリペプチドは、配列番号２で表されるアミノ酸
配列からなる。当該ポリペプチドは、フタトゲチマダニ(Haemaphysalis longicornis)を
由来とする２機能性酵素（bifunctional enzyme）であり、ＬＫＲとＳＤＨの両方の活性
を有する(以下、ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨポリペプチドと称する)。ＬＫＲは、配列番号２の第
３２～４１２位のアミノ酸領域に位置し、一方、ＳＤＨは、配列番号２の第４９３～９２
９位のアミノ酸領域に位置する。
【００２０】
　また、本発明のポリペプチドには、本発明の配列番号２の第３２～４１２位のアミノ酸
からなる配列を含むポリペプチド又は配列番号２の第４９３～９２９位のアミノ酸からな
る配列を含むポリペプチドを含む。当該ポリペプチドは、少なくともそれぞれＬＫＲ活性
およびＳＤＨ活性を含むポリペプチドである（以下、それぞれＨｌＬＫＲポリペプチドお
よびＨｌＳＤＨポリペプチドと称する)。好ましくは、当該ポリペプチドは、それぞれ配
列番号２の第３２～４１２位のアミノ酸配列からなるポリペプチド又は配列番号２の第４
９３～９２９位のアミノ酸配列からなるポリペプチドである。
【００２１】
　また、本発明のポリペプチドには、ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨポリペプチド、ＨｌＬＫＲポリ
ペプチド又はＨｌＳＤＨポリペプチドを構成するアミノ酸配列の１又は複数の箇所におい
て、全体として１又は数個（好ましくは１～１０個、より好ましくは１～７個、更に好ま
しくは１～５個）のアミノ酸が欠失、置換、及び／又は挿入されたアミノ酸配列からなり
、しかも、ＬＫＲ及び／又はＳＤＨの活性を有するポリペプチドを含む。
【００２２】
　このようなポリペプチドには、フタトゲチマダニに由来するＨｌＬＫＲ／ＳＤＨポリペ
プチド、ＨｌＬＫＲポリペプチド又はＨｌＳＤＨポリペプチドの変異体が含まれるだけで
なく、フタトゲチマダニ以外の生物（例えば、その他のマダニ類、又はヒメダニ類）に由
来するオルソログなどの機能的等価改変体が含まれる。更には、それらの天然ポリペプチ
ド（すなわち、フタトゲチマダニ由来の変異体、あるいは、フタトゲチマダニ以外の生物
由来の機能的等価改変体）をコードするポリヌクレオチドを元にして、あるいは、ＨｌＬ
ＫＲ／ＳＤＨポリペプチド、ＨｌＬＫＲポリペプチド又はＨｌＳＤＨポリペプチドをコー
ドするポリヌクレオチドを元にして、遺伝子工学的に、コードするアミノ酸配列を人為的
に改変したポリヌクレオチドを用いて製造したポリペプチドなどが含まれる。なお、本明
細書において「変異体」（variation）とは、同一種内の同一ポリペプチドにみられる個
体差、あるいは、数種間の相同ポリペプチドにみられる差異を意味する。
【００２３】
　ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨポリペプチド、ＨｌＬＫＲポリペプチド又はＨｌＳＤＨポリペプチ
ドのフタトゲチマダニにおける変異体、あるいは、フタトゲチマダニ以外の生物由来の機
能的等価改変体は、当業者であれば、ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨポリペプチド、ＨｌＬＫＲポリ
ペプチド又はＨｌＳＤＨポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの塩基配列（それぞ
れ例えば、配列番号１で表される塩基配列における７２１番～３５３１番の塩基を含む配
列、８１４番～１９５６番の塩基を含む配列、および２１９７番～３５０７番の塩基を含
む配列）、あるいは、ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨポリペプチド、ＨｌＬＫＲポリペプチド又はＨ
ｌＳＤＨポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの塩基配列（例えば、配列番号１で
表される塩基配列における７２１番～３５３１番の塩基からなる配列、８１４番～１９５
６番の塩基からなる配列、および２１９７番～３５０７番の塩基からなる配列）の情報を
基にして、取得することができる。なお、遺伝子組換え技術については、特に断りがない
場合、公知の方法（例えば、Sambrookら,“Molecular Cloning, A Laboratory Manual”,
 Cold Spring Harber Laboratory Press, 1989）に従って実施することが可能である。
【００２４】
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　例えば、ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨポリペプチド、ＨｌＬＫＲポリペプチド又はＨｌＳＤＨポ
リペプチドをコードするポリヌクレオチドの塩基配列の情報を基にして適当なプライマー
又はプローブを設計し、前記プライマー又はプローブと、目的とする生物（例えば、その
他のマダニ類、又はヒメダニ類）由来の試料（例えば、全ＲＮＡ若しくはｍＲＮＡ画分、
ｃＤＮＡライブラリー、又はファージライブラリー）とを用いてポリメラーゼ連鎖反応（
ＰＣＲ）法（Saiki, R. K. ら, Science, 239, 487-491, 1988）又はハイブリダイゼーシ
ョン法を実施することにより、ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを取得し、そ
のポリヌクレオチドを適当な発現系を用いて発現させ、発現したポリペプチドが、ＬＫＲ
及び／又はＳＤＨの活性を有することを確認することにより、所望のポリペプチドを取得
することができる。
【００２５】
　また、前記の遺伝子工学的に人為的に改変したポリペプチドは、常法、例えば、部位特
異的突然変異誘発法（site-specific mutagenesis; Mark, D. F. ら, Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA, 81, 5662-5666, 1984）により、ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド
を取得し、そのポリヌクレオチドを適当な発現系を用いて発現させ、発現したポリペプチ
ドが、ＬＫＲ及び／又はＳＤＨの活性を有することを確認することにより、所望のポリペ
プチドを取得することができる。
【００２６】
　さらに、本発明のポリペプチドには、ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨポリペプチド、ＨｌＬＫＲポ
リペプチド又はＨｌＳＤＨポリペプチドのアミノ酸配列との相同性が７０％以上であるア
ミノ酸配列からなり、ＬＫＲ及び／又はＳＤＨの活性を有するポリペプチドを含む(以下
、相同ポリペプチドと称する)。本発明の相同ポリペプチドは、ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨポリ
ペプチド、ＨｌＬＫＲポリペプチド又はＨｌＳＤＨポリペプチドのアミノ酸配列に関して
、好ましくは８０％以上、より好ましくは９０％以上、更に好ましくは９５％以上、特に
好ましくは９８％以上の相同性を有するアミノ酸配列からなることができる。なお、本明
細書における前記「相同性」とは、Clustal program（Higgins及びSharp, Gene, 73, 237
-244, 1988; 並びにThompsonら, Nucleic Acid Res., 22, 4673-4680, 1994）により、デ
フォルトで用意されているパラメータを用いて得られた値を意味する。
【００２７】
　これらの本発明のポリペプチドは、ＬＫＲ活性及び／又はＳＤＨ活性を有する限り、Ｎ
末端及び／又はＣ末端に、適当なマーカー配列、融合用パートナー等が付加されていても
良い。
【００２８】
　前記マーカー配列としては、例えば、ポリペプチドの発現の確認、細胞内局在の確認、
あるいは、精製等を容易に行なうための配列を用いることができ、例えば、ＦＬＡＧタグ
、ヘキサ－ヒスチジン・タグ、ヘマグルチニン・タグ、又はｍｙｃエピトープなどを用い
ることができる。
【００２９】
　また、前記融合用パートナーとしては、例えば、精製用ポリペプチド［例えば、グルタ
チオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）の全部又は一部］、検出用ポリペプチド［例え
ば、ヘムアグルチニン又はβ－ガラクトシダーゼαペプチド（ＬａｃＺ　α）の全部又は
一部］、又は発現用ポリペプチド（例えば、シグナル配列）などを用いることができる。
【００３０】
　更に、ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨポリペプチド、ＨｌＬＫＲポリペプチド又はＨｌＳＤＨポリ
ペプチドと前記マーカー配列又は融合用パートナーとの間に、限定分解するタンパク質分
解酵素（例えば、トロンビン、血液凝固因子Ｘａ、エントロキナーゼ、ＴＥＶプロテアー
ゼなど）で切断することができるアミノ酸配列を適宜導入することもできる。
【００３１】
　また、これらの本発明のポリペプチドは、種々の公知の方法によって製造することがで
き、例えば、本発明の前記ポリペプチドをコードする本発明のポリヌクレオチドを用いて
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公知の遺伝子工学的手法により調製することができる。より具体的には、後述する本発明
の形質転換体（すなわち、本発明のポリヌクレオチドを含む形質転換体）を、本発明によ
る新規ポリペプチドの発現が可能な条件下で培養し、ポリペプチドの分離及び精製に一般
的に用いられる方法により、その培養物から目的ポリペプチドを分離及び精製することに
より調製することができる。前記の分離及び精製方法としては、例えば、硫安塩析、イオ
ン交換セルロースを用いるイオン交換カラムクロマトグラフィー、分子篩ゲルを用いる分
子篩カラムクロマトグラフィー、プロテインＡ結合多糖類を用いる親和性カラムクロマト
グラフィー、透析、又は凍結乾燥等を挙げることができる。
【００３２】
［２］本発明のポリヌクレオチド
　本発明は、前記本発明のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドに関する。ＨｌＬ
ＫＲ／ＳＤＨポリペプチドをコードするポリヌクレオチド(以下、ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨポ
リヌクレオチドと称する)は、当該ポリペプチドをコードする限り、特に限定されるもの
ではないが、好ましくは、配列番号１で表される塩基配列における７２１番～３５３１番
の塩基からなる配列（すなわち、フタトゲチマダニのＬＫＲとＳＤＨの前駆体をコードす
る遺伝子（ＨｌＬＫＲ/ＳＤＨ遺伝子））を含むポリヌクレオチド、さらに好ましくは配
列番号１で表される塩基配列における７２１番～３５３１番の塩基配列からなるポリヌク
レオチドである。
【００３３】
　また、ＨｌＬＫＲポリペプチドをコードするポリヌクレオチド(以下、ＨｌＬＫＲポリ
ヌクレオチドと称する)は、当該ポリペプチドをコードする限り、特に限定されるもので
はないが、好ましくは、配列番号１で表される塩基配列における８１４番～１９５６番の
塩基からなる配列（すなわち、フタトゲチマダニのＬＫＲをコードする遺伝子（ＨｌＬＫ
Ｒ遺伝子））を含むポリヌクレオチド、さらに好ましくは配列番号１で表される塩基配列
における８１４番～１９５６番の塩基配列からなるポリヌクレオチドである。
【００３４】
　さらに、ＨｌＳＤＨポリペプチドをコードするポリヌクレオチド(以下、ＨｌＳＤＨポ
リヌクレオチドと称する)は、当該ポリペプチドをコードする限り、特に限定されるもの
ではないが、好ましくは、配列番号１で表される塩基配列における２１９７番～３５０７
番の塩基からなる配列（すなわち、フタトゲチマダニのＬＫＲをコードする遺伝子（Ｈｌ
ＳＤＨ遺伝子））を含むポリヌクレオチド、さらに好ましくは配列番号１で表される塩基
配列における２１９７番～３５０７番の塩基配列からなるポリヌクレオチドである。
【００３５】
　また、本発明のポリヌクレオチドには、ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨポリヌクレオチド、ＨｌＬ
ＫＲポリヌクレオチド又はＨｌＳＤＨポリヌクレオチドに相補的な配列からなるポリヌク
レオチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、かつＬＫＲおよび／又はＳＤ
Ｈの活性を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチドも含まれる。
【００３６】
　さらに、本発明のポリヌクレオチドには、ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨポリヌクレオチド、Ｈｌ
ＬＫＲポリヌクレオチド又はＨｌＳＤＨポリヌクレオチドとストリンジェントな条件下で
ハイブリダイズし、しかも、ＬＫＲ及び／又はＳＤＨの活性を有するポリペプチドをコー
ドするポリヌクレオチドを挙げることができる。なお、本明細書における用語「ポリヌク
レオチド」には、ＤＮＡ及びＲＮＡの両方が含まれる。
【００３７】
　本明細書において「ストリンジェントな条件」とは、フタトゲチマダニのＬＫＲとＳＤ
Ｈの両方、又はその一方の活性をコードするＤＮＡ配列とＢＬＡＳＴ等（例えば、デフォ
ルトすなわち初期設定のパラメータを用いて）を用いて計算したときに９０％以上の相同
性、好ましくは９５％以上の相同性、より好ましくは９７％以上の相同性が配列間に存在
するときのみハイブリダイゼーションが起こることを意味する。通常、完全ハイブリッド
の融解温度より約５℃～約３０℃、好ましくは約１０℃～約２５℃低い温度でハイブリダ
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イゼーションが起こる場合をいう。ストリンジェントな条件については、J.Sambrookら、
Molecular Cloning, A Laboratory Mannual, Second Edition, Cold Spring Harbor Labo
ratory Press (1989)に記載されており、ここに記載の条件を使用することができる。例
えば、ストリンジェントな条件としてハイブリダイゼーションを６５℃で一晩実施し、非
特異反応を除去するための洗浄を２×ＳＳＣを用いて室温で５分間行った後、０．１％Ｓ
ＤＳを含む０．２×ＳＳＣを用いて６５℃で３０分間の洗浄を２回繰り返すことなどが挙
げられる。なお、２ＸＳＳＣの組成は、０．３ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ及び３０ｍｍｏｌ／
Ｌクエン酸ナトリウム（ｐＨ７．０）である。
【００３８】
［３］本発明のベクター及び形質転換体
　本発明は、前記本発明のポリヌクレオチドを含むベクターに関する。本発明のベクター
は、本発明による前記ポリヌクレオチドを含む限り、特に限定されるものではなく、例え
ば、用いる宿主細胞に応じて適宜選択した公知の発現ベクターに、本発明による前記ポリ
ヌクレオチドを挿入することにより得られるベクターを挙げることができる。
【００３９】
　また、本発明は、前記本発明のポリヌクレオチドを含む形質転換体に関する。本発明の
形質転換体も、本発明による前記ポリヌクレオチドを含む限り、特に限定されるものでは
なく、例えば、本発明による前記ポリヌクレオチドが、宿主細胞の染色体に組み込まれた
形質転換体であることもできるし、あるいは、本発明による前記ポリヌクレオチドを含む
ベクターの形で含有する形質転換体であることもできる。また、本発明によるポリペプチ
ドを発現している形質転換体であることもできるし、あるいは、本発明によるポリペプチ
ドを発現していない形質転換体であることもできる。本発明の形質転換体は、例えば、本
発明による前記ベクターにより、あるいは、本発明による前記ポリヌクレオチドそれ自体
により、所望の宿主細胞を形質転換することにより得ることができる。
【００４０】
　前記宿主細胞としては、例えば、通常使用される公知の微生物、例えば、大腸菌又は酵
母（Saccharomyces cerevisiae）、あるいは、公知の培養細胞、例えば、動物細胞（例え
ば、ＣＨＯ細胞、ＨＥＫ－２９３細胞、又はＣＯＳ細胞）又は昆虫細胞（例えば、ＢｍＮ
４細胞）を挙げることができる。
【００４１】
　また、公知の前記発現ベクターとしては、例えば、大腸菌に対しては、ｐＵＣ、ｐＴＶ
、ｐＧＥＸ、ｐＫＫ、又はｐＴｒｃＨｉｓを；酵母に対しては、ｐＥＭＢＬＹ又はｐＹＥ
Ｓ２を；ＣＨＯ細胞に対してはｐｃＤＮＡ３又はｐＭＡＭｎｅｏを；ＨＥＫ－２９３細胞
に対してはｐｃＤＮＡ３を；ＣＯＳ細胞に対してはｐｃＤＮＡ３を；ＢｍＮ４細胞に対し
ては、カイコ核多角体ウイルス（ＢｍＮＰＶ）のポリヘドリンプロモーターを有するベク
ター（例えば、ｐＢＫ２８３）を挙げることができる。更に、公知の発現ベクターとして
は、遺伝子治療用のベクターとして使用することのできるウイルスベクター、例えば、レ
トロウイルス、アデノウイルス、又はセンダイウイルス等を挙げることができる。
【００４２】
［４］本発明の医薬組成物
　本発明は、有効成分として、本発明のポリペプチド若しくはその断片、本発明のポリヌ
クレオチド、および本発明のベクターからなる群より選択される物質を含む医薬組成物に
関する。また、本発明の医薬組成物はさらに、薬剤学的若しくは獣医学的に許容すること
のできる通常の担体又は希釈剤を含むことができ、マダニ駆除の必要な動物、好ましくは
哺乳動物（特には、ヒト）に経口的に又は非経口的に投与することができる。
【００４３】
　本発明の医薬組成物は、好ましくはマダニワクチンとして使用し得る。
【００４４】
　本発明の医薬組成物をマダニに対するワクチンとして投与すると、本発明のポリヌクレ
オチドに対する抗体産生を誘導することができ、宿主の再感染防御能を介してマダニを駆
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除することができる。
【００４５】
　すなわち、本発明の医薬組成物は、マダニ駆除用医薬組成物、あるいは、マダニ媒介性
感染症の治療又は予防用医薬組成物として使用することも可能である。
【００４６】
　本発明の医薬組成物の製造においては、本発明における有効成分である、本発明のポリ
ペプチド若しくはその断片、本発明のポリヌクレオチド、及び本発明のベクターからなる
群より選択される物質を使用することができる。
【００４７】
　本発明の医薬組成物をマダニワクチンとして使用する場合、本発明のポリペプチドの断
片としては、投与対象に投与した場合に、前記断片に対して免疫反応を誘導するのに充分
な断片である限り、特に限定されるものではなく、当業者であれば適宜選択することがで
きる。当該断片は、少なくとも８～１０個以上のアミノ酸からなるポリペプチドであって
、好ましくは、当該断片はＬＫＲポリペプチド又はＳＤＨポリヌクレオチドの一部である
。
【００４８】
　本発明の医薬組成物（特にはマダニワクチンとして使用する場合）は、さらに当業者に
公知である１種又は数種のアジュバント、例えばフロイントの完全若しくは不完全アジュ
バント、コレラトキシン、易熱性大腸菌毒素、水酸化アルミニウム、カリウムミョウバン
、サポニン若しくはその誘導体、ムラミルジペプチド、鉱物油又は植物油、ＮＡＧＯ、ノ
バソーム又は非イオン性ブロック共重合体、ＤＥＡＥデキストラン等を含むことができ、
マダニに対するワクチンとして、適当な間隔で動物（例えば、家畜等）に接種することが
できる。あるいは、本発明のポリペプチドを直接、適当な溶媒に溶解又は懸濁して使用す
ることもできるし、リポソーム中に封入したり、適当なベクターに組み込んだ形にして使
用することもできる。また、必要に応じて、本発明のポリペプチドに薬学的に許容し得る
担体を添加し、例えば、注射剤、錠剤、カプセル剤、点眼剤、クリーム剤、坐剤、噴霧剤
、又はパップ剤等の適当な剤型にして使用することができる。
【００４９】
　薬学的に許容し得る担体には、当業者には周知の溶媒、基剤、安定化剤、防腐剤、溶解
剤、賦形剤、及び緩衝剤等が含まれる。
【００５０】
　経口投与には舌下投与を含む。非経口投与としては、例えば、吸入、経皮投与、点眼、
膣内投与、関節内投与、直腸投与、動脈内投与、静脈内投与、局所投与、筋肉内投与、皮
下投与、及び腹腔内投与等から適当な方法を選んで投与することができる。
【００５１】
［５］本発明の抗体又はその断片
　本発明は、前記本発明のポリペプチドに対する抗体又はその断片に関する。「前記本発
明のポリペプチドに対する抗体」とは、前記本発明のポリペプチド又はその一部に反応性
を有する抗体、或いは当該ポリペプチド又はその一部を認識する抗体である。「その機能
的断片」とは、抗体の一部分（部分断片）であって、抗体の抗原への作用を保持するもの
を意味し、具体的にはF（ab'）2、Fab'、Fab、Fv、ジスルフィド結合Fv、一本鎖Fv（scFv
）、およびこれらの重合体等をいう。
【００５２】
　本発明の抗体（例えば、ポリクローナル抗体又はモノクローナル抗体）は、各種動物に
、本発明のポリペプチド、又はその断片を直接投与することで得ることができる。また、
本発明のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを導入したプラスミドを用いて、Ｄ
ＮＡワクチン法[Raz, E.ら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91, 9519-9523 (1994); 又は
Donnelly, J.J.ら, J. Infect. Dis., 173, 314-320, (1996）]によっても得ることがで
きる。
【００５３】
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　ポリクローナル抗体は、例えば、本発明のポリペプチド又はその断片を適当なアジュバ
ント（例えば、フロイント完全アジュバントなど）に乳濁した乳濁液を、腹腔、皮下、又
は静脈等に免疫して感作した動物（例えば、ウサギ、ラット、ヤギ、又はニワトリ等）の
血清又は卵から製造することができる。このように製造された血清又は卵から、常法のポ
リペプチド単離精製法によりポリクローナル抗体を分離精製することができる。そのよう
な分離精製方法としては、例えば、遠心分離、透析、硫酸アンモニウムによる塩析、又は
ＤＥＡＥ－セルロース、ハイドロキシアパタイト、若しくはプロテインＡアガロース等に
よるクロマトグラフィー法を挙げることができる。
【００５４】
　モノクローナル抗体は、例えば、ケーラーとミルスタインの細胞融合法 [Kohler, G.及
びMilstein, C., Nature, 256, 495-497(1975）]により、当業者が容易に製造することが
可能である。すなわち、本発明のポリペプチド又はその断片を適当なアジュバント（例え
ば、フロイント完全アジュバントなど）に乳濁した乳濁液を、数週間おきにマウスの腹腔
、皮下、又は静脈に数回繰り返し接種することにより免疫する。最終免疫後、脾臓細胞を
取り出し、ミエローマ細胞と融合してハイブリドーマを作製する。
【００５５】
　ハイブリドーマを得るためのミエローマ細胞としては、例えば、ヒポキサンチン－グア
ニン－ホスホリボシルトランスフェラーゼ欠損又はチミジンキナーゼ欠損のようなマーカ
ーを有するミエローマ細胞（例えば、マウスミエローマ細胞株Ｐ３Ｘ６３Ａｇ８．Ｕ１）
を利用することができる。また、融合剤としては、例えば、ポリエチレングリコールを利
用することができる。更には、ハイブリドーマ作製における培地として、例えば、イーグ
ル氏最小必須培地、ダルベッコ氏変法最小必須培地、又はＲＰＭＩ－１６４０などの通常
よく用いられている培地に、１０～３０％のウシ胎仔血清を適宜加えて用いることができ
る。融合株は、ＨＡＴ選択法により選択することができる。ハイブリドーマのスクリーニ
ングは培養上清を用い、ＥＬＩＳＡ法又は免疫組織染色法などの周知の方法により行ない
、目的の抗体を分泌しているハイブリドーマのクローンを選択することができる。また、
限界希釈法によってサブクローニングを繰り返すことにより、ハイブリドーマの単クロー
ン性を保証することができる。このようにして得られるハイブリドーマは、培地中で２～
４日間、あるいは、プリスタンで前処理したＢＡＬＢ／ｃ系マウスの腹腔内で１０～２０
日間培養することで、精製可能な量の抗体を産生することができる。
【００５６】
　このように製造されたモノクローナル抗体は、培養上清又は腹水から常法のポリペプチ
ド単離精製法により分離精製することができる。そのような分離精製方法としては、例え
ば、遠心分離、透析、硫酸アンモニウムによる塩析、又はＤＥＡＥ－セルロース、ハイド
ロキシアパタイト、若しくはプロテインＡアガロース等によるクロマトグラフィー法を挙
げることができる。
【００５７】
　また、モノクローナル抗体又はその一部分を含む抗体断片は、前記モノクローナル抗体
をコードする遺伝子の全部又は一部を発現ベクターに組み込み、適当な宿主細胞（例えば
、大腸菌、酵母、又は動物細胞）に導入して生産させることもできる。
【００５８】
　以上のように分離精製された抗体（ポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体を含む
）について、常法により、ポリペプチド分解酵素（例えば、ペプシン又はパパイン等）に
よって消化を行ない、引き続き、常法のポリペプチド単離精製法により分離精製すること
で、活性のある抗体の一部分を含む抗体断片、例えば、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ、Ｆａｂ
’、又はＦｖを得ることができる。
【００５９】
　更には、本発明のポリペプチドに反応する抗体を、クラクソンらの方法又はゼベデらの
方法 [Clackson, T.ら, Nature, 352, 624-628 (1991); 又はZebedee, S. ら, Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA, 89, 3175-3179 (1992）] により、一本鎖（single chain）Ｆｖ又は
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Ｆａｂとして得ることも可能である。また、マウスの抗体遺伝子をヒト抗体遺伝子に置き
換えたトランスジェニックマウス [Lonberg, N. ら, Nature, 368, 856-859 (1994)] に
免疫することで、ヒト抗体を得ることも可能である。
【００６０】
［６］本発明のスクリーニング方法並びにそのスクリーニング結果物又は本発明の抗体を
含むマダニ駆除剤
　本発明のポリペプチドを用いると、試験物質が、本発明のポリペプチドのＬＫＲ活性及
び/又はＳＤＨ活性を修飾（例えば、抑制又は促進）するか否かをスクリーニングするこ
とができる。本発明には、本発明のポリペプチドを含むスクリーニングキットが含まれる
。
【００６１】
　本発明のスクリーニング方法にかけることのできる試験物質としては、特に限定される
ものではないが、例えば、ケミカルファイルに登録されている種々の公知化合物（ペプチ
ドを含む）、コンビナトリアル・ケミストリー技術 [Terrett, N. K. ら, Tetrahedron, 
51, 8135-8137 (1995)] 又は通常の合成技術によって得られた化合物群、あるいは、ファ
ージ・ディスプレイ法 [Felici, F. ら, J. Mol. Biol., 222, 301-310 (1991)] などを
応用して作成されたランダム・ペプチド群を用いることができる。また、微生物の培養上
清、植物若しくは海洋生物由来の天然成分、又は動物組織抽出物などもスクリーニングの
試験物質として用いることができる。更には、本発明のスクリーニング方法により選択さ
れた化合物（ペプチドを含む）を、化学的又は生物学的に修飾した化合物（ペプチドを含
む）を用いることができる。
【００６２】
　本発明のスクリーニング方法においては、本発明のポリペプチドと試験物質とを接触さ
せ、前記試験物質の存在下における、本発明のポリペプチドのＬＫＲ活性及び/又はＳＤ
Ｈ活性を分析することにより、前記試験物質が、本発明のポリペプチドのＬＫＲ活性及び
/又はＳＤＨ活性を修飾するか否かを判断することができる。試験物質の不在下における
本発明のポリペプチドのＬＫＲ活性及び/又はＳＤＨ活性と比較して、試験物質の存在下
における前記ＬＫＲ活性及び/又はＳＤＨ活性が減少する場合には、前記試験物質が、本
発明のポリペプチドのＬＫＲ活性及び/又はＳＤＨ活性を抑制又は阻害すると判断するこ
とができる。一方、ＬＫＲ活性及び/又はＳＤＨ活性が上昇する場合には、前記試験物質
が、本発明のポリペプチドのＬＫＲ活性及び/又はＳＤＨ活性を促進すると判断すること
ができる。
【００６３】
　ＬＫＲ活性及び/又はＳＤＨ活性を抑制する物質（すなわち、ＬＫＲ/ＳＤＨ阻害剤）は
、寄生虫駆除剤の有用な候補物質であり、例えば、マダニ駆除、又はマダニ媒介性感染症
（例えば、人獣のピロプラズマ症、紅斑熱、又はウイルス性脳炎など）の治療若しくは予
防に用いることができるマダニ駆除剤の有効成分として用いることが可能である。ＬＫＲ
／ＳＤＨ阻害剤としては、例えば、ＬＫＲ活性及び/又はＳＤＨ活性に対する中和抗体、
構造活性相関に基づく親和物を公知のものとして挙げることができる。
【００６４】
　本発明のマダニ駆除剤における有効成分、すなわち、ＬＫＲ活性及び/又はＳＤＨ活性
に対する阻害剤は、所望により、種々の形態で投与することができる。このような投与形
態としては、例えば、錠剤、カプセル剤、顆粒剤、散剤、シロップ剤等による経口投与、
あるいは、注射剤、点滴剤、座薬などによる非経口投与を挙げることができる。本発明の
マダニ駆除剤は、公知の方法によって製造することができ、製剤分野において通常用いら
れる担体、希釈剤、賦形剤を含むことができる。例えば、錠剤用の担体、賦形剤としては
、乳糖、ステアリン酸マグネシウムなどが使用される。注射剤は、前記有効成分を通常注
射剤に用いられる無菌の水性若しくは油性液に溶解、懸濁又は乳化することによって調製
することができる。注射用の水性液としては、生理食塩水、ブドウ糖やその他の補助薬を
含む等張液などが使用可能であり、適当な溶解補助剤、例えば、アルコール、プロピレン
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グリコールなどのポリアルコール、非イオン界面活性剤などと併用しても良い。油性液と
しては、ゴマ油、大豆油などが使用され、溶解補助剤としては安息香酸ベンジル、ベンジ
ルアルコールなどを併用しても良い。
【００６５】
［７］本発明のマダニ駆除方法
　本発明は、前記本発明の医薬組成物又は前記本発明のマダニ駆除剤を、マダニ駆除の必
要な動物に有効量で投与することによる、マダニ駆除方法に関する。
【００６６】
　対象とする動物としては、ヒトや家畜および愛玩動物（例えば、ウシ、ウマ、ブタ、ヤ
ギ、ヒツジ、ウサギ、イヌ、ネコ、マウス、ラット、ハムスター、リス、フェレット、ア
ヒル、ニワトリ、ハト等）であり得る。前記本発明の医薬組成物をワクチンとして用いる
場合には、哺乳動物を対象とするのが好ましい。
【００６７】
　本発明方法において、当該医薬組成物又はマダニ駆除剤の有効量は、投与対象とする動
物の症状、年齢、体重、及び／又は投与経路に応じて適宜決定することができ、医師の判
断及び各患者の状況に応じて決定することができる。例えば、インビトロにおける試験又
はインビボの動物モデル試験系から導くことができる。例えば、1回につき体重1kgあたり
0.0001mg～100mgの用量で、2日から8週間間隔で投与することができる。
【００６８】
　本発明方法は、当該医薬組成物又はマダニ駆除剤を投与することにより、マダニの飽血
体重、産卵率、脱皮率などを低下させ、マダニを駆除することが可能である。
【００６９】
　本発明により駆除し得る対象しては、フタトゲチマダニ（Haemaphysalis longicornis
）、ヤマトチマダニ(Haemaphysalis japonica)、アミメカクマダニ(Dermacentor recticu
latus)、タイワンカクマダニ(Dermacentor taiwanensis)、キチマダニ(Haemaphysalis fl
ava)、ヤマトマダニ(Ixodes ovatus)、シュルツェマダニ(Ixodes persulcatus)、オウシ
マダニ（Boophilus microplus）等のマダニ類が好ましく、特にフタトゲチマダニが好ま
しい。さらに、ヒメダニ類（例えば、ツバメヒメダニ（Argas japonicus）など）などの
他のダニ類を駆除することも可能である。
【００７０】
　本発明方法によりマダニを駆除することによって、さらにマダニ媒介性感染症（例えば
、人獣のピロプラズマ症、紅斑熱、又はウイルス性脳炎など）を治療又は予防することが
可能である。
【実施例】
【００７１】
　以下、実施例によって本発明を具体的に説明するが、これらは本発明の範囲を限定する
ものではない。なお、以下の実施例においては、各種分子生物学、ダニ学、節足動物学、
免疫学、及び生化学的な技術を用いた。これらの技術は、Sambrook, Ｊ．ら, Molecular 
Cloning, a laboratory manual, second edition, Cold Spring Harbor Laboratory Pres
s (1989)、Harlow E. ら, Antibodies, a laboratory manual, Cold Spring Harbor Labo
ratory Press (1988)やその関連書を参考にした。また、ＤＮＡ解析ソフトとしては、Mac
VectorTM（Oxford Molecular社）を使用した。
【００７２】
《実施例１：ＬＫＲとＳＤＨをコードする遺伝子の単離及び塩基配列決定》
　家兎を吸血４日目のフタトゲチマダニ（Haemaphysalis longicornis）の雌成ダニ５０
０匹から、中腸組織を実体顕微鏡下で摘出した。これらから直ちに、アシッドグアニジニ
ウム（Acid Guanidinium）－フェノール－クロロホルム法［Chomczynski et al., Anal B
iochem 162: 156-159 (1987)］（AGPC法）を用いて全ＲＮＡを調製し、この５μｇを使用
し、Ｇ－キャッピング法（G-Capping法）による完全長ｃＤＮＡ合成を行った。pGCAPベク
ター［Kato et al., DNA Res. 12: 53-62(2005)］に２本鎖ｃＤＮＡがインサートされた
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プラスミドは、フェノール抽出後、エタノール沈殿により回収し、ＴＥ緩衝液に溶解した
。得られたプラスミド溶液は、DH5αコンピテント細胞（Takara社）と混合し、エレクト
ロポレーション法により形質転換を行い、寒天培地に蒔いて培養した。
【００７３】
　得られたｃＤＮＡライブラリーのサイズは約１ｘ１０５個の形質転換体を含むもので、
直ちにライブラリーの予備的なインサート確認を実施した結果、ｃＤＮＡの完全長率は、
９２％と極めて高率であった。作製したｃＤＮＡライブラリーに含まれる形質転換体から
順次、プラスミドＤＮＡを単離・精製し、このプラスミドを鋳型にして５’端側よりサイ
クルシーケンス反応を行い、ＤＮＡシーケンサー（ABI社製3730型シーケンサー）でｃＤ
ＮＡの５’端塩基配列を決定した。この中腸のｃＤＮＡライブラリーから10,000クローン
ずつ選択し、５’端塩基配列を決定し、全クローンをGenBank（http://www.Ncbi.nih.gov
/BLAST/）データベースを用いてＢＬＡＳＴＸ検索を実施した。この結果を表計算ソフト
ウェア（マイクロソフトExcel）のワークシート上でアノテーションし、アセンブルを行
った。その結果、中腸のｃＤＮＡライブラリーは、有効クローンを8,304（83%）含有し、
さらに完全長ｃＤＮＡクローンを7,639（92%）含有していることが示された。さらに、得
られた有効クローンについてクラスターリング解析を行ったところ、中腸のｃＤＮＡライ
ブラリーに3,433種類の遺伝子（クラスター）が含有されることが示され、この遺伝子の
中から、ＬＫＲ/ＳＤＨを同定した。
【００７４】
　得られたｃＤＮＡの全長（配列番号１）は４５０２ｂｐであり、ＯＲＦ（Open Reading
 Frame）は７２１位～３５３１位にあり、９３７残基のアミノ酸（配列番号２）をコード
していることが確認され、推定分子量は１０４．０ｋＤａであった。予想されるアミノ酸
配列をＮＣＢＩ（National Center for Biotechnology Information）のＢＬＡＳＴ法に
て相同性検索を行ったところ、これまでに報告されている他の生物のＬＫＲ/ＳＤＨタン
パク質に高い相同性を有することが確認された。例えば、同じ節足動物とは、ショウジョ
ウバエ（Drosophila melanogaster）のＬＫＲ/ＳＤＨとの相同性は６１％、アノフェレス
・ガンビエ（Anopjeles gambiae）のＬＫＲ/ＳＤＨとは６２％の相同性であった。
【００７５】
《実施例２：ＬＫＲ／ＳＤＨ融合タンパク質の発現用ベクターの構築》
　フタトゲチマダニ・ＬＫＲ／ＳＤＨ成熟体（配列番号２で表されるアミノ酸配列におけ
る１番～９３７番のアミノ酸からなる配列）をコードする遺伝子断片をＰＣＲ法にて増幅
した。ＰＣＲ産物をフェノール／クロロホルム処理した後に、エタノール沈澱法にて回収
し、蒸留水中に溶解した。得られたＤＮＡ液を制限酵素EcoRIで消化した後に、電気泳動
にて分離し、ＤＮＡ精製キット（Biotechnologies社）にて精製し、蒸留水中に回収した
。一方、大腸菌発現用ベクターpGEX-4T3（Pharmacia Biotech社）を制限酵素EcoRIで消化
した後に、アルカリホスファターゼにて脱リン酸化処理し、その後、ＰＣＲ産物と同様な
方法にて精製した。
【００７６】
　精製したＰＣＲ産物とベクターとを、ＤＮＡライゲーションキット（Takara社）を用い
て、キットに添付のプロトコールに従って反応させた。大腸菌DH5α株をライゲーション
反応産物にて形質転換させ、フタトゲチマダニ・ＬＫＲ／ＳＤＨ遺伝子ＯＲＦ断片がベク
ターのグルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（GST）と同一方向に挿入された組換えクロ
ーンを選択した。プラスミド精製キット（Qiagen社）にて組換えプラスミドを精製した。
【００７７】
《実施例３：組換えフタトゲチマダニ・ＬＫＲ／ＳＤＨ融合タンパク質の大腸菌による発
現》
　実施例２で得られた組換えプラスミドにて、大腸菌DH5α株を形質転換させた後、３７
℃でアンピシリン含有ＬＢ培地で培養した。組換えタンパク質の発現は、１０％ドデシル
硫酸ナトリウム（SDS）－ポリアクリルアミドゲルで電気泳動［Laemmli ら, Nature, 227
, 680-685 (1970)］を実施した後、クーマシー染色で確認した。
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【００７８】
　結果を図１に示す。その結果、約７４ｋＤａの組換えＳＤＨタンパク質と、約６２ｋＤ
ａの組換えＬＫＲタンパク質の発現が認められ、ＧＳＴリーダータンパク質（２６ｋＤａ
）とフタトゲチマダニ・ＳＤＨタンパク質（４８ｋＤａ）の融合タンパク質（以下、組換
えＨｌＳＤＨ融合タンパク質と称する）、ＧＳＴリーダータンパク質（２６ｋＤａ）とフ
タトゲチマダニ・ＬＫＲタンパク質（３６ｋＤａ）の融合タンパク質（以下、組換えＨｌ
ＬＫＲ融合タンパク質と称する）であることが確認された。
【００７９】
《実施例４：組換えＨｌＳＤＨ融合タンパク質と組換えＨｌＬＫＲ融合タンパク質の酵素
活性の測定》
　実施例３で得られた組換えＳＤＨタンパク質と組換えＬＫＲタンパク質は、３－１０％
native gradient polyacrylamide gel(Pagel:アトー,東京)を用いて、２０ｍＡで１２０
分間泳動後、以下の染色処理によって酵素活性を測定した。
【００８０】
　ＳＤＨ活性は、泳動後のゲルを０．１Ｍ Tris緩衝液(pH８.５)を用いて４℃で１０分間
ずつ３回洗浄後、0.1 M Tris-HCl緩衝液(pH８.５)、1 mMサッカロピン、1mM NAD＋、0.1%
nitro blue tetrazolium、0.01mM phenazine methasulfateを含有する染色液に浸漬し、
３０℃で３０分間インキュベートした後、活性バンドを紫外線で可視化し、活性を比色測
定した。
【００８１】
　ＬＫＲ活性は、泳動後のゲルを１７５mＭ Tris緩衝液(pH７．４)を用いて４℃で１０分
間洗浄後、２０mMリジン、0.1mM NADPH、10mM 2-oxoglutaric acid、0.1%nitro blue tet
razolium、0.01mM phenazine methasulfateを含有する染色液に浸漬し、３０℃で2時間イ
ンキュベートした後、活性バンドを紫外線を用いて可視化・比色して、活性を測定した。
【００８２】
　結果を図２に示す。その結果、組換えＨｌＬＫＲ融合タンパク質と組換えＨｌＳＤＨ融
合タンパク質は、それぞれリジンあるいはサッカロピンに対する酵素活性を有しているこ
とが示された。
【００８３】
《実施例５：組換えＨｌＬＫＲ／ＳＤＨ融合タンパク質の抗血清の調製、及びイムノブロ
ット法によるネイティブ（天然型）ＬＫＲとＳＤＨの同定》
　実施例３で述べた方法により、大腸菌で発現させた組換えＨｌＬＫＲとＳＤＨ融合タン
パク質を、市販のキット（Pharmacia Biotech社）に添付のプロトコールに従って精製し
た。この１００μｇを含む溶液２００μＬと、フロイント完全アジュバント（Adjuvant C
omplete Freund; Difco社）２００μＬとを混合した後に、ＢＡＬＢ／ｃマウス（８週齢
，雌）に腹腔内接種した。腹腔内接種から２週間及び４週間経過後に、それぞれ、組換え
Ｈｌｃｙｓｔ融合タンパク質１００μｇをフロイント不完全アジュバント（Difco社）と
混合し、追加接種を行なった。最終接種後から２週目に採血し、得られた血清を－２０℃
に保存した。得られた抗組換えＨｌＬＫＲ／ＳＤＨ融合タンパク質マウス血清を用い、イ
ムノブロット法［Towbin et al., Proc Natl Acad Sci USA 76: 4350-4354 (1979)］にて
天然型ＬＫＲ／ＳＤＨタンパク質の同定を行なった。なお、試料として、４日間家兎を吸
血した雌成ダニの中腸と唾液腺ライセートを使用した。
【００８４】
　結果を図３に示す。その結果、マダニ全身、卵、藍藻ライセートにおいて約１０４ｋＤ
ａの特異的バンドが検出された。天然型ＬＫＲ／ＳＤＨタンパク質の分子量が、実施例１
で示した推定理論値と一致すると考えられた。なお、免疫前の血清と組換えＨｌＬＫＲ／
ＳＤＨ融合タンパク質やダニのライセートとの反応は認められなかった。
【００８５】
《実施例６：天然型ＬＫＲ／ＳＤＨのフタトゲチマダニの各発育期と主要内部器官におけ
る分布、ならびに吸血にともなう発現の変化》
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　フタトゲチマダニの卵、幼ダニ、若ダニ、成ダニの全発育期と、タトゲチマダニの雌成
ダニを家兎に吸血させ、吸血後１日目から５日目、飽血（吸血後７日目）の雌ダニの主要
内部器官における天然型ＬＫＲ／ＳＤＨの発現分布について、常法に従って、逆転写酵素
ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）法によりｍＲＮＡ発現の分析を実施した。ＲＴ－
ＰＣＲ法によるｍＲＮＡ発現分析の発育期別の結果を図４に、吸血に伴う臓器別の発現量
の推移の結果を図５に示す。
【００８６】
　図４及び図５の結果が示すとおり、天然型ＬＫＲ／ＳＤＨは、全発育期において発現し
、雌成ダニの体内臓器別でも、調べたすべての臓器において未吸血時においては発現する
ことが確認された。また、中腸、脂肪体、中央神経球、そして唾液腺においては、吸血開
始から飽血に至る過程で発現量が顕著に下方調節されることが示された。
【００８７】
《実施例７：天然型ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨの局在》
　実施例５で作製した組換えＨｌＬＫＲ／ＳＤＨ融合タンパク質の抗血清を用いて、家兎
を吸血開始４日目の雌成ダニから作製した凍結切片における天然型ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨの
局在分析を、常法に従って、感染蛍光抗体法（ＩＦＡＴ）で実施した。結果を図６に示す
。
【００８８】
　図６において、天然型ＬＫＲ／ＳＤＨが、半飽血状態の雌ダニの卵母細胞と中腸消化細
胞の細胞質内に局在することが確認された。
【００８９】
《実施例８：天然型ＳＤＨタンパク質の、マダニの卵巣と中腸における酵素活性の同定》
　家兎を吸血開始４日目の雌成ダニから作製した凍結切片を、４℃で２日間、０．４％パ
ラホルムアルデヒド（ｐＨ７．０）で固定し、内在性基質を除去するために、同切片を４
℃で１２時間、ＰＢＳで洗浄した後に、４ｍＭのＬ-サッカロピン、０．１％ニトロブル
ーテトラジウム、０．０１ｍＭフェナジンメタサルフェートを含有する、１００ｍＭＴｒ
ｉｓ―ＨＣｌ（ｐＨ８．５）で３０分間室温にてインキュベートして、天然型ＨｌＳＤＨ
タンパク質のin situにおける酵素活性の組織化学的検出を実施した。陰性対象としては
、サッカロピンを含有しない０．１％ニトロブルーテトラジウム、０．０１ｍＭフェナジ
ンメタサルフェートを含有する、１００ｍＭＴｒｉｓ―ＨＣｌ（ｐＨ８．５）によるイン
キュベートを行った。結果を図７に示す。
【００９０】
　図７において、各矢印は、雌ダニの卵巣と中腸の細胞内に局在する天然型ＳＤＨタンパ
ク質による、基質として用いたサッカロピンと反応することを示した。この実施例８によ
って、実施例７で確認した、卵巣と中腸に局在する内在型ＳＤＨタンパク質が、酵素活性
を発揮することが組織化学的に確認された。 
【００９１】
《実施例９：飢餓状態の雌成ダニにおける天然型ＬＫＲ／ＳＤＨの発現の変化》
　脱皮後３ヶ月目、６ヶ月目、１０ヶ月目のフタトゲチマダニの雌成ダニにおける天然型
ＬＫＲ／ＳＤＨの発現について、常法に従って、逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ
－ＰＣＲ）法によりｍＲＮＡ発現の分析を実施した。ＲＴ－ＰＣＲ法によるｍＲＮＡ発現
分析の結果を図８に示す。
【００９２】
　図８において、未吸血期間（すなわち飢餓期間）の増大に伴って、天然型ＬＫＲ／ＳＤ
Ｈの発現量は、著しく上方調節されることが示された。このことは、ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨ
は、飢餓とともにマダニ体内における発現が著しく上方調節され、またその結果として、
吸血開始時には発現量が顕著に高まることを示している。すなわち、ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨ
は、マダニの未吸血・飢餓時におけるアミノ酸不足の解消、ならびに飽血時における一過
性のアミノ酸過剰を解消する上において、重要な役割を果たしているものと考えられる。
なお、マダニの吸血時に惹起されると想定されるアミノ酸過剰とこれによる中毒を解消す
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る上で、ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨが吸血開始時に一時的に関与することは、実施例６において
明らかにした、多くの臓器におけるＬＫＲ／ＳＤＨ発現量の吸血の進行に伴う減少の結果
からも、肯定される。
【００９３】
《実施例１０：ＲＮＡ干渉法による天然型ＬＫＲ／ＳＤＨ遺伝子の発現のノックダウン》
　常法（de la Funte et al.,Trend Parasitol 23:427-433(2007)に従って、ＲＮＡ干渉
法を用いたマダニ体内の天然型ＬＫＲ／ＳＤＨ遺伝子の発現のノックダウン（gene silen
cing）を実施し、ＬＫＲ／ＳＤＨの生物学的機能について解析を行った。ＬＫＲ／ＳＤＨ
のＳＤＨドメイン（５８８ｂｐ）とＬＫＲドメイン（６８０ｂｐ）をコードするＤＮＡ断
片テンプレートは、ＳＤＨドメインに対しては、オリゴヌクレオチドのＴ７forward(5’-
GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCTGGGTCAACAGGACAACCTGCTTACGTCC-3’:配列番号３)とＴ７rev
erse (5’-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGTCTACAACGAATTCCCTCGTTCTTGAGC-3’:配列番号４)
プライマーを用いて、またＬＫＲドメインに対しては、オリゴヌクレオチドのＴ７ forwa
rd (5’-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGAAGAATGGCGTCAAAGTCTA-3’：配列番号５) とＴ７ re
verse (5’-GGATCCTAATACGACTCACTATATGGGTCCTTCGGGTCGACCCAT-3’：配列番号６)プライ
マーを用いて、それぞれＰＣＲによって増幅した。ＰＣＲ産物は、ゲル精製キット（GENE
CLEAN、MP Biomedicals）を用いて精製した後、T7 RiboMaxTM Express large-scale RNA 
kit (Promega, Madison, WI) を用いて、dsRNA構築に供した。得られたdsRNA/LKRとdsRNA
/SDHは、それぞれ、マダニ１個体あたり２．５μｇを、ガラス毛細管を用いて、第４脚基
節付近から未吸血雌成ダニの血体腔に注入した。陰性対象としては、ＰＢＳ（０．５μｌ
）接種群、ならびに細菌由来のルシフェラーゼdsRNA接種群を用意した。dsRNA接種ダニは
、２５℃に１８時間放置して、接種による機器的ダメージのないことを確認した後、家兎
を吸血させ、吸血、飽血、産卵、卵のふ化などの生物学的特性について観察を実施した。
また、dsRNA摂取後のマダニのライセートを経時的に作製し、イムノブロット法によって
、ＬＫＲ／ＳＤＨタンパクの発現抑制を確認した。
【００９４】
　図９において、未吸血雌成ダニの血体腔内に接種されたdsRNA/LKRとdsRNA/SDH（図中の
SDHdsRNA-inj、LKRdsRNA-inj）が、ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨのmRNAの発現を抑制した結果を示
す。また、図９で、陰性対象としてＰＢＳ、あるいは細菌由来のルシフェラーゼdsRNAを
接種したマダニ群においては、ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨ遺伝子の発現抑制がなかったことが明
らかである。
【００９５】
《実施例１１：ＲＮＡ干渉法による天然型ＬＫＲ／ＳＤＨタンパク質の発現のノックダウ
ン》
　実施例１０における天然型ＬＫＲ／ＳＤＨタンパク質の発現をイムノブロット法で解析
した。
【００９６】
　図１０において、未吸血雌成ダニの血体腔内に接種されたdsRNA/LKRとdsRNA/SDH（図中
のSDHdsRNA-inj、LKRdsRNA-inj）が、ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨタンパク質の発現を抑制した結
果を示す。また、図１０で、陰性対象としてＰＢＳ、あるいは細菌由来のルシフェラーゼ
dsRNAを接種したマダニ群においては、ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨタンパク質の発現抑制がなか
ったことが、明らかである。
【００９７】
《実施例１２：ＲＮＡ干渉法によりＨｌＬＫＲ／ＳＤＨの発現がノックダウンされたマダ
ニの吸血、産卵、ふ化》
　ＲＮＡ干渉法によってＨｌＬＫＲ／ＳＤＨの発現が抑制された雌成ダニを家兎に寄生さ
せ、吸血、産卵、卵のふ化について解析した。
【００９８】
　図１１で、ＨｌＬＫＲ又はＨｌＳＤＨの発現が抑制された雌成ダニ５０匹では、ともに
飽血・落下に至までの吸血期間が、対照群（ＰＢＳならびにdsRNA/Luc）に比べて有意に
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１－２日間延長し、飽血体重も有意に低下したことが明らかである。また、ＳＤＨ発現抑
制群では、産卵は認められるものの、産卵開始までの日数が有意に延長し、産卵量と卵の
ふ化率も顕著に低下した。さらにＬＫＲ発現抑制群では、産卵がまったく認められず、Ｈ
ｌＬＫＲの発現を抑制すれば、マダニの産卵を完全の阻止できることが示された。
【００９９】
　図１２には、ＲＮＡ干渉法によってＨｌＬＫＲの発現を抑制されたマダニが家兎吸血に
よって飽血した後、産卵を開始できず、飽血後１週間～１０日程度が経過した後に、最終
的には死に至る過程で認められる代表的病態を示した。図１２において、ＰＢＳ接種対照
群と比較して、ＬＫＲ発現抑制群（dsRNA/LKRを接種したダニ）では、飽血後７日目（Ａ
）のダニの腹面では常態の数倍にも拡張した直腸嚢（Ｒｓ）が明らかであり、これを拡大
観察すると（Ｂ）、常態ではグアニン顆粒のみを貯えている直腸嚢に、大量の液体成分も
貯えられていることが明らかであった。さらに飽血後１４日目以降のマダニでは、背面（
Ｃ）、腹面（Ｄ）のいずれにおいても、常態よりも大量の液体成分を貯えたマルピギー氏
管（Ｍｇ）や、大量の液体成分を貯えた血体腔が観察された。また、この血体腔の液体成
分の貯蔵によって、常態では体腔内に収められているゼネ氏器官が、外部突出（ヘルニア
化）することも、多くの個体で認められた（Ｉ）。すでに植物では、ＬＫＲが浸透圧調節
因子として機能することが報告されている（Deleu C et al., Plant Cell Environ 22:97
9-988(1999)）。従って、マダニにおいても、ＬＫＲが飽血後の浸透圧調節因子として、
体内の水分調節機構（Osmoregulation）に大きな役割を果たしており、ＬＫＲ発現ノック
ダウンマダニでは、浸透圧調節因子としてのＬＫＲの発現が抑制されたために、飽血後の
体内の水分調節機構が破綻し、このために様々な「水腫様」病態が招来されたことが、想
定される。
【０１００】
《実施例１３：組換えＨｌＳＤＨ融合タンパク質と組換えＨｌＬＫＲ融合タンパク質のワ
クチン効果》
　組換えＨｌＳＤＨ融合タンパク質（ＧＳＴ/ＳＤＨ）、組換えＨｌＬＫＲ融合タンパク
質（ＧＳＴ/ＬＫＲ）、あるいはこれら2種類の等量混合物（ＧＳＴ/ＳＤＨ and ＧＳＴ/
ＬＫＲ）いずれかで家兎に頻回免疫し、十分にこれらに対する抗体価が上昇してから、フ
タトゲチマダニの若ダニ（Ｎ）と雌成ダニ（Ａ）を寄生させて、吸血期間、飽血率、損耗
個体の出現率、飽血体重、雌1個体当たりの産卵量、若ダニの脱皮率若しくは卵のふ化率
に与える効果を解析した。
【０１０１】
　図１３で、組換えＨｌＳＤＨ融合タンパク質（ＧＳＴ/ＳＤＨ）又は組換えＨｌＬＫＲ
融合タンパク質（ＧＳＴ/ＬＫＲ）で免疫した家兎を吸血した若ダニと雌ダニの飽血体重
は、対照群と差異は認められなかったが、雌ダニの産卵率には有意の低下が認められた。
一方、ＧＳＴ/ＳＤＨ とＧＳＴ/ＬＫＲの等量混合物で免疫した家兎を吸血した雌ダニで
は、飽血体重、産卵率ともに有意に減少し、若ダニの脱皮率も若干の減少が認められた。
これらの結果から、ＨｌＳＤＨ融合タンパク質と組換えＨｌＬＫＲ融合タンパク質を用い
た抗マダニ開発の可能性が示された。
【産業上の利用可能性】
【０１０２】
　本発明のポリペプチド、ポリヌクレオチド、又はベクターは、例えば、マダニ（特には
フタトゲチマダニ）媒介性感染症の治療又は予防、特にマダニワクチンの用途に適用する
ことができる。
【図面の簡単な説明】
【０１０３】
【図１】図１は、組換えフタトゲチマダニ（Ｈｌ）リジンケトグルタル酸レダクターゼ(
ＬＫＲ)とサッカロピンデヒドロゲナーゼ(ＳＤＨ)融合タンパク質の電気泳動の結果を示
す。図中、レーンＭは分子量マーカー、レーン１はｐＧＥＸ-４Ｔ-３/ＳＤＨ発現大腸菌
ライセート、レーン２は精製した組換えＧＳＴ/ＳＤＨ融合タンパク質、レーン３はｐＧ
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ＥＸ-４Ｔ-３/ＬＫＨ発現大腸菌ライセート、レーン４は精製した組換えＧＳＴ/ＬＫＲ融
合タンパク質、レーン５はＧＳＴリーダータンパク質の泳動結果である。
【図２】図２は、組換えＨｌＬＫＲ融合タンパク質と組換えＨｌＳＤＨ融合タンパク質の
酵素活性測定の結果を示す。
【図３】図３は、天然型フタトゲチマダニ（Ｈｌ）ＬＫＲ／ＳＤＨタンパク質の電気泳動
（イムノブロット）の結果を示す。図中、レーンＭは、分子量マーカーの泳動結果であり
、レーン１、２は、それぞれ未吸血雌ダニ全身ライセート、卵ライセートの泳動結果であ
り、レーン３、４は、それぞれ部分飽血雌ダニの唾液腺ライセート、卵巣ライセートの泳
動結果である。
【図４】図４は、天然型ＬＫＲ／ＳＤＨタンパク質のマダニの各発育期における発現の解
析結果を示す。それぞれ、卵、未吸血幼ダニ、飽血幼ダニ、未吸血若ダニ、飽血若ダニ、
未吸血雌成ダニ、飽血雌成ダニのフタトゲチマダニの個体（whole tick）由来のＲＮＡの
結果であることを意味する。
【図５】図５は、天然型ＬＫＲ／ＳＤＨタンパク質のマダニの主要臓器における分布と、
未吸血時から吸血を経て飽血に至る過程における発現量の変化を示す。図中、記号Ｍｇ、
Ｓｇ、Ｏｖ、Ｆｂ、Ｓｙ、Ｈｇ＆Ｍｔは、それぞれ、前記フタトゲチマダニ雌成ダニの中
腸組織、唾液腺、卵巣、脂肪体、中央神経球、およびヘモサイトとマルピギー氏管の混合
物由来のＲＮＡの結果であることを意味する。また、記号ＵＦ、ｄ１、ｄ２、ｄ３、ｄ４
、ｄ５、Ｅｇは、それぞれ、未吸血時、家兎を吸血開始１日目、２日目、３日目、４日目
、５日目、飽血時の雌成ダニから得た臓器ＲＮＡの結果であることを意味する。
【図６】図６は、天然型ＬＫＲ／ＳＤＨタンパク質の、卵母細胞と中腸消化細胞における
局在を示す。図中、ＡとＢは、それぞれ卵巣と中腸における天然型ＬＫＲ／ＳＤＨの局在
を示し、ＯＯは卵母細胞、ＤＧＣは中腸消化細胞、を示す。また、Ａ、ＢのＩＦＡでは２
次抗体として、それぞれＡｌｅｘａ-４８８標識抗マウスIgG抗体、Ａｌｅｘａ-５９４標
識抗マウスIgG抗体を用いた。
【図７】図７は、天然型ＳＤＨタンパク質の、卵巣と中腸における酵素活性を示す。図中
、Saccha＋とSaccha－は、それぞれ酵素活性陽性例と陰性対象を示す。
【図８】図８は、未吸血期間３ヶ月目、６ヶ月目、１０ヶ月目の雌成ダニにおける天然型
ＬＫＲ／ＳＤＨタンパク質の発現量の変化を示す。
【図９】図９は、未吸血雌成ダニの血体腔内に接種されたdsRNA/LKRとdsRNA/SDHが、Ｈｌ
ＬＫＲ／ＳＤＨmRNAの発現を抑制した結果を示す。
【図１０】図１０は、未吸血雌成ダニの血体腔内に接種されたdsRNA/LKRとdsRNA/SDHが、
ＨｌＬＫＲ／ＳＤＨタンパク質の発現を抑制した結果を示す。。
【図１１】図１１は、dsRNA/LKRとdsRNA/SDHの血体腔内接種によって、ＨｌＬＫＲ／ＳＤ
Ｈの発現が抑制された雌ダニの家兎吸血における生物学的性状の変化を示す。
【図１２】図１２は、dsRNA/LKRの血体腔内接種によって、ＨｌＬＫＲの発現が抑制され
た雌ダニの家兎吸血後における様々な水腫様の病態を示す。
【図１３】図１３は、組換え体ＨｌＬＫＲ/ＳＤＨタンパク質を接種された家兎における
抗マダニ効果を示す。
【配列表フリーテキスト】
【０１０４】
　配列番号３～６は、合成オリゴヌクレオチド配列を示す。
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